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6.1 INTRODUÇÃO 

No mundo contemporâneo, a síntese química de peptídeos tem obtido 
cada vez mais importância devido à contínua descoberta de inúmeras ati-
vidades dessas macromoléculas tanto no organismo animal quanto vege-
tal. Embora existam outras metodologias que levem à produção desse tipo 
de macromolécula, e que mencionaremos adiante, a mais empregada por 
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laboratórios de pesquisa e indústrias farmacêuticas e de produtos químicos 
em geral, movimentando um mercado de centenas de bilhões de dólares 
anualmente, lança mão da síntese, via polímeros. Nesse procedimento, a 
sequência peptídica desejada é sintetizada quimicamente ancorada em uma 
matriz polimérica, através da sua extremidade carboxiterminal. Essa meto-
dologia é denominada de síntese de peptídeos em fase sólida (SPFS) e tem 
sido alvo de um contínuo processo de aprimoramento desde a sua introdu-
ção, há cerca de três décadas (por Bruce R. Merrifield, que recebeu o prê-
mio Nobel de Química em 1984 pela proposição dessa técnica)1. Diferentes 
aspectos desse método sintético têm sido investigados, objetivando seu apri-
moramento como um todo. Dentre essas tentativas, uma que nosso grupo 
de trabalho tem enfatizado, e de modo praticamente exclusivo, envolve o 
emprego da ressonância paramagnética eletrônica (RPE), conjuntamente 
com a estratégia de avaliação do grau de inchamento de grãos de peptidil-re-
sinas. O objetivo tem sido o de entender cada vez melhor os complexos deta-
lhes físico-químicos do processo de solvatação de cadeias peptídicas quando 
espalhadas no interior dos grãos de peptidil-resinas. Tem-se testado algumas 
dezenas de sistemas de solventes em uma ampla variedade de peptidil-re-
sinas, utilizadas como solutos-modelo, objetivando, ao final, esclarecer os 
complexos fatores que governam a dinâmica do crescimento de cadeias pep-
tídicas dentro da malha polimérica. Esses testes auxiliarão a proposição de 
alterações experimentais para o aprimoramento dessa metodologia química. 

Para tanto, fez-se necessário o desenvolvimento prévio de um composto 
orgânico com característica especial denominado comumente de marcador 
de spin (ou spin label) e que contém em sua estrutura um grupamento do 
tipo radical livre, estável nas condições normais de pH e temperatura. O 
elétron desemparelhado presente nesse grupamento radicalar lhe dá a pro-
priedade paramagnética a qual permite que esse marcador absorva radiações 
de baixa frequência (cerca de 10-12 Hertz – região das micro-ondas), emitido 
adequadamente pelo espectrômetro de RPE. Com isso, obtêm-se espectros 
que fornecem informações em termos da dinâmica e ordenamento molecular 
dentro de um sistema no qual se encontra ligado esse marcador ou sonda 
paramagnético. Esse composto, abreviadamente denominado TOAC (ácido 
2,2,6,6-tetrametilpiperidina-N-óxido-4-amino-4-carboxílico), que foi deri-
vado apropriadamente para poder ser utilizado na química de peptídeos e 
outras macromoléculas, funciona como uma espécie de molécula repórter do 
sistema em estudo quanto à solvatação de peptidil-resinas, sendo portanto 
bastante valioso para uma possível otimização da metodologia da SPFS. 
Em tópicos subsequentes, iremos detalhar melhor alguns dos termos que 
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mencionamos até o momento nesta etapa introdutória, dentre os quais o de 
peptídeos, SPFS, os pré-requisitos necessários para determinados políme-
ros servirem de suporte sólido para a SPFS, a técnica da RPE, o marcador 
de spin e a versatilidade da RPE para demonstrar possível correlação que 
possa existir entre o grau de solvatação de cadeias peptídicas no interior 
da matriz polimérica e o rendimento de uma síntese peptídica. Espera-se, 
portanto, apresentar um conjunto de investigações já efetuadas e expostas 
até o momento na literatura mundial e que têm trazido, acreditamos, princi-
palmente via emprego alternativo da RPE, significativos avanços em termos 
de conhecimentos mais aprofundados de fatores que afetam o sucesso ou 
não da síntese de um peptídeo, via SPFS. Espera-se, com isto, demonstrar 
a relevância desses estudos na biotecnologia moderna com clara aplicação, 
principalmente na área da saúde e mesmo no amplo campo da química de 
polímeros em geral.

6.1.1 Peptídeos 

Sucintamente, define-se peptídeo ou peptídio como um composto orgâ-
nico formado por dois ou mais aminoácidos (até um máximo de cerca de 40 
unidades), acoplados entre si por um tipo especial de ligação química deno-
minada peptídica2,3. Macromoléculas contendo mais do que esse número de 
resíduos de aminoácidos já passam a ser usualmente denominadas proteí-
nas. A especificidade estrutural e conformacional da denominada ligação 
peptídica (ver as representações de sua estrutura e de um pentapeptídeo na 
Figura 6.1) está relacionada com as seguintes características: i) a sua forma-
ção exige a eliminação de uma molécula de água e é feita entre os α-amino 
e α-carboxigrupos presentes nas estruturas de dois aminoácidos adjacentes, 
respectivamente; ii) em termos de ressonância eletrônica, essa ligação possui 
característica única que é intermediária entre a de uma ligação simples e a de 
uma dupla; iii) os quatro átomos que a formam (C, H, N e O) se posicionam 
em uma conformação planar rígida, onde a rotação somente é possível no 
Cα; iv) celularmente, as etapas de sua formação e hidrólise requerem uma 
maquinaria bastante complexa, muito diferente da que ocorre em reações 
químicas efetuadas em solução in vitro.

Os aminoácidos que compõem a estrutura de um peptídeo possuem, 
assim, esses grupamentos em seus Cα e também cadeias laterais próprias 
que os diferencia entre si. Essas unidades estruturais podem, portanto, ser 
neutras, hidrofílicas ou hidrofóbicas, e, com exceção da glicina, são todas 
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enantiômeras da forma L em termos de configuração estrutural. As molécu-
las de peptídeos encontradas em animais e vegetais podem apresentar algu-
mas alterações estruturais, como a amidação de sua extremidade Cα-car-
boxílica, acetilação da amínica, fosforilação ou sulfatação de um ou mais 
aminoácidos hidroxilados (serina, treonina ou tirosina) etc. Algumas podem 
assumir uma estruturação cíclica, via formação de pontes de dissulfeto com 
dois resíduos de cisteína. Excepcionalmente, não apresentam aminogrupos 
livres em sua extremidade, encontrando-se nessa posição terminal resíduos 
não naturais, como é o caso do resíduo de ácido piroglutâmico. 

Por conter resíduos de aminoácidos de diferentes tipos e em diferentes 

sequências, cada peptídeo possui, portanto, uma característica única. Em 
sua estrutura podem existir, a depender do pH do meio, sítios carregados 
eletricamente, devido, por exemplo, a grupamentos amínicos protonados ou 
carboxílicos negativos das extremidades de sua sequência, mas também das 
cadeias laterais de aminoácidos básicos ou ácidos, respectivamente. 

Conjuntamente, esses resíduos que compõem um determinado segmento 
peptídico podem lhe dar características próprias como as apresentadas na 

Figura 6.1 Representação da formação de uma ligação peptídica e estrutura de um pentapeptídeo.
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Tabela 6.1. Nota-se nos exemplos expostos nesse caso que o efeito do pH é 
extremamente relevante, induzindo alta solubilidade em pH ácido no deno-
minado peptídeo β-amiloide (42 aminoácidos), que parece formar agregados 
fibrilares (placas) neuronais, induzindo a doença de Alzheimer4,5. Por outro 
lado, nota-se no fragmento TM-32, que corresponde à porção 66 a 97 do 
receptor B2 do peptídeo hipotensor bradicinina6,7, uma forte solubilização 
em pH alcalino. Finalizando, um simples octapeptídeo, conhecido pela sua 
pouca solubilidade8, se mostrou completamente insolúvel, independente-
mente do pH do meio. Esses dados foram obtidos como complemento de 
parte de trabalho já publicado, cujo objetivo era a investigação de fatores 
que afetam ou não as propriedades físicas de diferentes tipos de sequências 
peptídicas em solução9,10.

Tabela 6.1  Solubilidade dos peptídeos β-amiloide (1-42)*, TM-32** e VVLGAAIV-amida em função do pH do meio

PEPTÍDEOS
SOLUBILIDADE (%)

pH = 3,0 pH = 7,4 pH = 9,0

β-amiloide (1-42) 86 6 0

TM-32 0 11 65

VVLGAAIV-amida 0 0 0

a  Solubilidade: solução de 10 mg/mL de peptídeo em solução aquosa.

*  DAEFRHDSGYDVHHQKLVFFAEDVGSQKGAIIGLMVGGVVIA-COOH.

**  VAEIYLGNLAGAKLILASGLPFWAITIANNFD-amida.

Os peptídeos possuem enorme importância tanto na vida animal quanto 
vegetal, e acredita-se que praticamente todos são produtos provenientes de 
hidrólises de diferentes tipos de proteínas, efetuadas usualmente por enzimas 
proteolíticas. No animal, as funções dessas macromoléculas estão voltadas 
principalmente para o funcionamento celular e fisiológico do organismo, 
com atividades hormonais, analgésicas, antibactericidas, de neurotransmis-
são etc. Nos vegetais, essas funções estão mais voltadas para a defesa (toxi-
nas) e também aos processos de sinalização celular.

O contínuo interesse em se estudar peptídeos na vida moderna e com 
enormes gastos se deve primeiramente à necessidade do suprimento de 
alguns tipos de peptídeos no organismo, cuja ausência ou diminuição na 
concentração fisiológica pode levar a conhecidas doenças, como a diabetes 
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do tipo mellitus (falta de insulina) e do tipo insipidus (falta de vasopressina), 
a doenças que envolvem a tireoide (tireoliberina ou TRH), a alterações na 
coloração de pele (hormônio estimulador de melanócito, α-MSH) e no cres-
cimento (hormônio liberador do hormônio do crescimento, GHRH), a doen-
ças neurodegenerativas (mal de Alzheimer, Parkinson) etc. A Tabela 6.2 lista 
exemplos de alguns peptídeos denominados bioativos, o número de resíduos 
de aminoácidos que os compõem e a sua atuação no organismo animal. 

Tabela 6.2  Alguns exemplos de peptídeos biologicamente ativos

PEPTÍDEOS PROCESSOS BIOLÓGICOS/DOENÇAS

1. Tireoliberina TRH (n = 3 aa) Doença da tiroide

2. Angiotensina II (n = 8 aa) Hipertensão arterial

3. Bradicinina (n = 9 aa) Hipertensão, inflamação

4. Ocitocina (n = 9 aa) Parto e aleitamento

5. Vasopressina (n = 9 aa) Diabetes insipidus

6. α-MSH (n = 13 aa, Nα-acetilado) Coloração da pele

7. Gastrina (n = 17 aa) Secreção gástrica

8. Leptina (n = 49 aa) Obesidade

9. GHRF ( n = 44 aa) Crescimento

10. Insulina (n = 51 aa) Diabetes mellitus

11. β-amiloide (n = 42 aa) Doença de Alzheimer

12. Amilina IAPP (n = 37 aa) Diabetes tipo II

Além desse objetivo, o principal foco no estudo de peptídeos reside, 
na realidade, na procura por potenciais derivados que possam funcionar 
como novas drogas terapêuticas, inibindo ou ativando diferentes processos 
biológicos no organismo. Para se atingir esse objetivo, no entanto, faz-se 
necessário o estudo do mecanismo de ação de tais processos in vivo, tor-
nando, portanto, indispensável não somente a síntese do peptídeo natural, 
mas também a de vários derivados que poderão facilitar a elucidação da 
atividade natural desses peptídeos. Nas últimas décadas, diversos mecanis-
mos de funcionamento de peptídeos, principalmente no organismo humano, 
têm sido esclarecidos com a introdução no mercado farmacêutico de novos 
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medicamentos do tipo derivados peptídicos. De qualquer forma, a maioria 
dos processos de mau funcionamento ou de doenças em geral em que há a 
participação de peptídeos continua à espera de uma elucidação completa 
do mecanismo de ação no organismo de cada peptídeo e, por conseguinte, à 
espera da proposição de novas drogas de efeito terapêutico. Explica-se, desse 
modo, o grande investimento financeiro observado há décadas no campo 
farmacêutico e também em laboratórios de pesquisa espalhados pelo mundo, 
salientando-se o imprescindível domínio da tecnologia de obtenção de pep-
tídeos de modo rápido, prático e com grande eficiência. 

Nesse aspecto, existem na atualidade procedimentos de síntese peptídica 
alternativa, como o que emprega DNA recombinante11, com o uso de pro-
tocolos clássicos no campo da biologia molecular (expressão gênica, clo-
nagem, mutação etc.); a que lança mão de bactérias como “produtoras” 
de peptídeos, sendo mais empregada na produção de peptídeos de sequên-
cias mais longas e de difícil obtenção química. Uma das limitações desse 
método reside no fato de que somente se podem produzir sequências peptí-
dicas naturais, isto é, sem alterações estruturais induzidas pela introdução, 
por exemplo, de compostos orgânicos não naturais na estrutura peptídica 
em estudo. Similarmente a esse método, existe outro que se vale de enzimas 
específicas promotoras da formação de ligação peptídica entre dois resíduos 
de aminoácidos em condições experimentais específicas12,13. Embora também 
promissora, existem ainda restrições a essa técnica, pois não há uma regra 
clara de que enzima se necessita para cada tipo de acoplamento entre dife-
rentes aminoácidos. Desse modo, o que se observa atualmente é o emprego 
maciço da técnica já mencionada SPFS e, em parte, também via metodologia 
da síntese em solução ou clássica por praticamente todos os centros de pes-
quisa e empresas de produção de peptídeos.

6.1.2 Síntese química de peptídeos 

6.1.2.1 Método da síntese de peptídeos 
em solução ou clássico 

O primeiro método químico testado para a produção de peptídeos foi o 
chamado método em solução ou clássico14. Nesse procedimento, dois resí-
duos de aminoácidos são acoplados por uma ligação peptídica entre os seus 
α-amino e carboxilgrupos, conforme esquema a seguir:
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AA1-COOH + AA2- NH2 → AA1-CONH-AA2 + H2O

Nesse método, lança-se mão de um ativador químico (agente acoplante) 
que faz a ligação peptídica destacada acima com concomitante liberação 
de uma molécula de água. Embora ainda em uso, principalmente para pep-
tídeos específicos para escalas maiores, essa técnica tem ficado mais res-
trita ao campo industrial, pois é bem mais trabalhosa e lenta, necessitando, 
por exemplo, inicialmente, de uma proteção temporária do amino grupo 
do AA1 e da carboxila do AA2 por algum grupamento químico, a fim de se 
evitar reações de acoplamento entre os mesmos aminoácidos. Além disso, 
caso envolva sequências peptídicas que contém aminoácidos, por exemplo, 
com cadeias reativas como a lisina (possui grupamento amínico no Cd) ou 
ácido aspártico (possui grupo carboxílico no Cβ), estas deverão conter tam-
bém grupos protetores temporários que somente serão eliminados ao final 
da síntese. 

Também é relevante o fato de que, como a reação é feita em solução, há 
sempre a necessidade de, após o término da formação da ligação peptídica, 
perder-se um enorme tempo nos processos de purificação dessa solução, que 
ainda contém todos esses componentes e mais parte dos aminoácidos que 
não reagiram. Para tanto, torna-se necessário o emprego de protocolos clás-
sicos de extração, precipitação, cristalização etc., para finalmente se ter em 
mão o dipeptídeo puro, mas ainda contendo os mencionados grupamentos 
protetores. O passo seguinte deverá envolver a retirada do protetor do grupo 
carboxílico do AA2, a fim de livrá-lo para posterior reação com o próximo 
aminoácido. Nota-se, portanto, que é um protocolo experimental de síntese 
peptídica bastante complexo e demorado, não atendendo, assim, às neces-
sidades mais recentes de obtenção de uma grande quantidade de sequências 
peptídicas diferenciadas em um curto espaço de tempo, principalmente para 
a pesquisa laboratorial. Procurando contornar essa séria limitação, princi-
palmente no aspecto da necessidade de maior rapidez na produção de peptí-
deos, o professor Robert Bruce Merrifield, da Rockefeller University, propôs 
a metodologia sintética alternativa já mencionada1, baseada no emprego de 
materiais poliméricos como suporte sólido para o alongamento químico de 
um segmento peptídico (síntese de peptídeos em fase sólida – SPFS). 
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6.1.2.2 Método da síntese peptídica em fase sólida (SPFS) 

O raciocínio básico da metodologia da SPFS envolve a ligação do ami-
noácido C-terminal à matriz polimérica, e todos os demais aminoácidos da 
sequência peptídica desejada são acoplados sucessivamente, por estratégias 
apropriadas, sem a necessidade de purificar-se cada fragmento peptídico 
intermediário. Apenas ao final da síntese cliva-se o peptídeo do suporte 
sólido e, após isso, parte-se para uma etapa laboriosa de separação dos sub-
produtos formados, além do peptídeo desejado. A insolubilidade da resina 
utilizada (detalhes no tópico seguinte) faz com que todas as reações quími-
cas necessárias para o crescimento da cadeia peptídica possam ser efetuadas, 
do início ao final da síntese, em um único frasco de reação contendo uma 
placa porosa para a retenção dos grãos insolúveis da peptidil-resina. Dessa 
forma, o excesso dos reagentes e outros produtos formados nas diversas 
etapas dos ciclos sintéticos são eliminados por simples filtração. 

Apesar de ser vantajoso no sentido de rapidez e praticidade e permitir 
também a automatização de toda a síntese, o fator negativo do processo 
reside em não se efetuar nenhuma etapa de purificação dos fragmentos inter-
mediários, como acontece com a síntese em solução. Fica, portanto, evidente 
que a utilização do método da SPFS, embora extremamente rápida e prática, 
depende fundamentalmente de obterem-se rendimentos perto da idealidade 
(100%) em cada etapa do ciclo sintético. Devido a esse pré-requisito básico, 
tem-se observado na literatura um contínuo e progressivo aprimoramento 
dessa metodologia, mesmo após quase cinco décadas desde a sua intro-
dução, refletido nas inúmeras publicações especializadas referentes a essa 
metodologia15-18.

A Figura 6.2 mostra uma representação esquemática do processo de cres-
cimento da cadeia peptídica ancorada pela sua extremidade carboxílica em 
um suporte polimérico (fase sólida). Em complemento, a Figura 6.3 detalha 
melhor essa metodologia, revelando os ciclos sintéticos dos dois métodos 
existentes atualmente de SPFS, cuja diferença básica reside no fato de que o 
protetor temporário do a-amino grupo dos aminoácidos é removido ou em 
meio ácido (grupo terc-butiloxicarbonila/Boc)15,16 ou em meio básico (grupo 
9-fluorenilmetiloxicarbonila – Fmoc)17,18. No caso da estratégia Boc, o ciclo 
sintético inicia-se com a remoção do grupo Boc do aminoácido N-terminal, 
utilizando-se uma solução de 30% ácido trifluoracético (TFA)/diclorome-
tano (DCM) (30 minutos), seguido da desprotonação do grupamento amí-
nico, realizada com 10% trietilamina (TEA)/DCM (10 minutos), e, final-
mente, a etapa crítica do acoplamento do aminoácido subsequente. 
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No caso da remoção do grupo protetor Fmoc, essa etapa já é realizada 
em meio básico orgânico (20% piperidina em dimetilformamida – DMF –, 
20 minutos), liberando o amino grupo desprotegido em sua forma já des-
protonada (básica) para a fase seguinte de acoplamento. Além dessa dife-
rença, os tipos de grupos protetores das cadeias laterais dos aminoácidos 
empregados nessas duas estratégias de síntese também se diferenciam e são 
geralmente do tipo benzila e terc-butila para as denominadas químicas Boc 
e Fmoc, respectivamente. 

Comum às duas estratégias químicas é a etapa da reação de acoplamento 
dos aminoácidos, a qual é usualmente realizada com a mistura dos agentes 
acilantes diisopropilcarbodiimida/1-hidroxibenzotriazol (DIC/HOBt)16. S e 
necessário, utiliza-se uma mistura dos ativadores 0-(7-azabenzotriazol-1-il)-
-1,1,3,3-tetrametilurôniohexafluorofosfato e 1-hidroxi-7-azabenzotriazol 
(HATU/HOAt)19. O excesso molar empregado dos Boc e Fmoc-aminoácidos 
e dos agentes acilantes fica em torno de três vezes em relação à quanti-
dade de aminogrupos presentes na resina. O acoplamento de cada resíduo 

Figura 6.2 Esquema de uma síntese de peptídeos em fase sólida (SPFS).
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de aminoácido é monitorado pelo método qualitativo de ninidrina20, que 
detecta colorimetricamente a presença de aminogrupos livres que ainda não 
reagiram (coloração púrpura). Caso se obtenha um teste positivo (colora-
ção azul ou marrom apenas no caso da prolina), repete-se o acoplamento 
do aminoácido, e, em muitos casos, alterando-se, por exemplo, os sistemas 
de solventes (mudança no efeito de solvatação dos grãos), tipos de agentes 
acilantes, temperatura da reação etc. Após o encerramento dessa etapa, rei-
nicia-se o próximo ciclo até o acoplamento de todos os resíduos de aminoá-
cidos da sequência peptídica desejada.

No caso da estratégia Boc de síntese, a clivagem final do peptídeo da 
resina e a remoção dos grupos protetores das cadeias laterais é geralmente 
feita em uma única etapa de tratamento por uma ou duas horas, a 0 ºC com 
HF anidro, em presença de o-cresol e anisol (5% cada, v/v), os quais agem 

Figura 6.3 Esquema de estratégias opcionais (Fmoc e Boc) de síntese em fase sólida.
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como supressores de reações colaterais induzidas por carbocátions liberados 
durante esse tratamento com ácido forte, por cerca de duas horas, a 0 ºC15,16. 
Alternativamente, existe o método da clivagem com o ácido trifluorometa-
nosulfônico (TFMSA), que, em proporção entre 10% e 20% (v/v) com TFA, 
contendo também supressores de reações colaterais como o-cresol e o etano-
ditiol, pode servir para remoção das cadeias peptídicas do suporte sólido21.

No caso da química Fmoc, normalmente se adiciona um espaçador quí-
mico específico entre o suporte sólido e o aminoácido C-terminal, tornando 
mais lábil a remoção do peptídeo da resina. Com isso, pode-se fazer a cliva-
gem em meio ácido mais fraco do que o HF anidro da química Boc, sendo 
o mais comumente empregado uma mistura do ácido trifluoroacético (TFA) 
em DCM (cerca de 80% a 90% do ácido)18 e mais alguns dos supressores de 
reações colaterais mencionados na clivagem em HF ou TFMSA. Após essa 
etapa de remoção das cadeias peptídicas, a resina é lavada com éter etílico 
para remoção de subprodutos provenientes dessa clivagem, sendo o peptídeo 
bruto extraído com solução aquosa ácida (5% ácido acético ou 80% a 90% 
TFA, para a química Boc e Fmoc, respectivamente). No primeiro caso, após 
essa lavagem, o extrato ácido é finalmente liofilizado para obter-se o pep-
tídeo bruto em forma de pó branco, amorfo. No caso da química Fmoc, o 
extrato de TFA contendo o peptídeo é extraído com éter etílico, e a solução 
ácida é evaporada e novamente dissolvida em meio ácido mais fraco (ácido 
acético ou mesmo TFA) para posterior liofilização.

Por fim, há a necessidade da escolha prévia da resina a ser utilizada, 
dependendo da química escolhida e também se o terminal carboxílico deve 
ficar em forma de carboxamida ou carboxílico. No caso da estratégia Boc, 
existem resinas como a metilbenzidrilamino-resina (MBAR) e a (benzidrila-
mino-resina) BAR que, após clivagem, fornecem peptídeos-amida, enquanto 
resinas denominadas clorometiladas ou PAM-resinas22, por formarem liga-
ção éster com o peptídeo, liberam-no em forma de carboxilato. Na química 
Fmoc, existem grupos químicos específicos (espaçadores) que são acoplados 
inicialmente em sítios reativos de resinas e que, ao sofrer clivagem, liberam 
o peptídeo em forma de carboxamida ou carboxilato. 

Embora quase meio século tenha se passado desde a introdução dessa téc-
nica revolucionária, restam ainda problemas em diferentes pontos do ciclo 
sintético que não foram totalmente contornados até o momento15,17,23,24. 
Assim, sucintamente, podemos destacar a clivagem apenas parcial tanto dos 
grupos protetores das cadeias laterais reativas dos aminoácidos, mas princi-
palmente das cadeias peptídicas ancoradas ao suporte sólido, durante a cli-
vagem final ácida do peptídeo da resina. Esse problema foi particularmente 



209Produção de peptídeos: aprimoramento da síntese em polímeros através do uso da ressonância paramagnética eletrônica (RPE)

um dos pontos investigados por nosso grupo, pois pode significar a perda 
de significativa parcela das cadeias peptídicas sintetizadas, tendo sido pos-
sível até o momento, a proposição de regras mais claras entre o peptídeo a 
ser sintetizado e a resina correspondente a ser utilizada, tanto na química 
Boc-clivagem em HF anidro25 ou TFMSA26. De modo similar, esse problema 
da estabilidade da ligação peptidil-resina foi também investigada na quí-
mica Fmoc27. Uma revisão de todos esses esforços, todos voltados especifi-
camente para esse tópico totalmente negligenciado no estudo da SPFS, foi 
também publicado28. 

Na química Fmoc, esse volumoso e hidrofóbico protetor amínico apre-
senta, em algumas situações, dificuldades na etapa de remoção efetuada 
em meio básico (20% piperidina/DMF), característica esta dependente da 
tendência agregante ou não da sequência peptídica em crescimento den-
tro do grão de resina29. Além das dificuldades relatadas acima, tem sido 
reportada também na literatura a ocorrência das denominadas sequências 
“difíceis”15,30-32 devido a problemas conformacionais da sequência desejada, 
agravada possivelmente por algum tipo de interação da cadeia peptídica 
com a matriz da resina. De modo geral, essas sequências possuem forte ten-
dência agregante e que induz impedimentos espaciais na extremidade amino-
terminal do peptídeo, dificultando ou mesmo inviabilizando o acoplamento 
eficiente do aminoácido seguinte da sequência desejada. Em complemento, a 
síntese efetuada em condições de elevado conteúdo peptídico (CP) na resina 
– aquela que se inicia com resinas contendo grande quantidade de sítios 
reativos – continua sendo um outro protocolo sintético considerado “pro-
blemático” e até, em muitos casos, “proibitivo”, pois maximiza muito as 
agregações peptídicas dentro do grão, dificultando ou mesmo impedindo o 
sucesso das reações de acoplamento33. Um modo alternativo de, pelo menos 
parcialmente, contornar esse tipo de limitação foi proposto recentemente34, 
pois existe enorme vantagem em se produzir no mesmo tempo uma quan-
tidade maior (cerca de dez vezes) de peptídeos por essa estratégia com o 
emprego de resinas de alto grau de substituição.

Foi basicamente com o objetivo de se contornar essa limitação prática 
da SPFS que deliberadamente se iniciou o estudo de sínteses peptídicas em 
alto conteúdo na resina. E, para isso, um melhor entendimento das proprie-
dades de solvatação dos grãos de peptidil-resinas certamente seria funda-
mental para a proposição de alternativas experimentais vantajosas. Desse 
modo, foram iniciados estudos que em uma primeira etapa partiram para 
a investigação da síntese e propriedades de resinas empregadas na síntese 
peptídica, mas deliberadamente com alto grau de substituição35, seguidos de 
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estudos que avaliaram as regras que podem estar controlando o processo de 
solvatação durante o crescimento peptídico nessas resinas. Essa investiga-
ção foi desenvolvida tanto por medidas de microscopia de grãos de resina 
quanto pela RPE36,37 de peptidil-resinas contendo o marcador paramagné-
tico TOAC já mencionado. Desse modo, antes de entrarmos no tópico que 
comprova a importância crucial do grau de solvatação de peptidil-resinas na 
SPFS e os principais esforços feitos até o momento, o denominado suporte 
sólido (polímero) utilizado na SPFS será melhor detalhado a seguir. 

O suporte sólido: características e a natureza de sua função 

Em relação à SPFS, admite-se que o suporte sólido não possui apenas a 
função de apoio para o crescimento peptídico, mas parece afetar, de modo 
direto ou não, o rendimento final dependendo da natureza de sua estrutura 
química, da sequência peptídica a ser obtida, das suas características solva-
tantes durante as diversas reações químicas de um ciclo sintético etc. De um 
modo mais amplo, considera-se ideal que a matriz desse polímero preencha 
os seguintes requisitos:

a)  conter sítios ativos onde deve ocorrer a ligação do aminoácido carboxiter-
minal, através de ligação estável covalente; 

b)  possuir estrutura que possibilite a rápida difusão dos reagentes até os 
sítios de reação e que facilite também a remoção de subprodutos, através 
de lavagens por filtração; 

c)  não introduzir impedimentos espaciais significativos nas reações químicas 
que ocorrem em seu interior; 

d)  não apresentar nenhum outro sítio reativo que possa induzir reações ou 
interações indesejadas; 

e)  ser insolúvel em todos os solventes utilizados; e
f)  apresentar completa estabilidade química e física.

Desde a introdução da síntese peptídica, a resina mais empregada tem 
sido a que contém o copolímero de estireno com 1%, em peso, de inter-
cruzamentos de divinilbenzeno, derivado com diferentes grupos funcionais 
(R), como mostra a Figura 6.4. A estrutura química representada, consti-
tuída predominantemente por anéis benzênicos, é de natureza hidrofóbica, 
obtendo-se solvatação e, portanto, inchamento mais favorecido dos grãos da 
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resina em solventes do tipo tolueno, diclorometano ou clorofórmio do que 
em solventes mais polares como álcoois ou água. 

Com base nessa característica desse tipo de matriz polimérica, admite-
-se, portanto, que todos os processos de difusão, acoplamento de aminoá-
cidos, desproteções e neutralizações do grupamento amínico, lavagens de 
reagentes e subprodutos, deverão estar otimizados com o uso de solventes 
orgânicos apolares. 

Esse perfil característico de inchamento de resinas do tipo poliestireno 
pode ser, no entanto, profundamente alterado, dependendo da natureza e da 
quantidade do sítio reativo R da resina (Figura 6.4) e também da estrutura 
química que venha a se ligar a esse grupamento. Por exemplo, no caso da 
síntese peptídica, a natureza hidrofóbica da matriz de poliestireno pode ser 
alterada pela inserção progressiva de cadeias peptídicas que, através da pre-
sença de seus grupamentos C=O e N-H, de caráter polar, podem afetar sig-
nificativamente a característica original da matriz polimérica. Nesse aspecto, 
já se observou que, quanto maior o teor de cadeias peptídicas presas ao grão 

Figura 6.4 Estrutura química do copolímero de estireno, contendo 1%, em peso, de divinilbenzeno.
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da resina, melhor o seu inchamento em solventes mais polares, mas do tipo 
aprótico como o DMF38, N-Metil-2-pirrolidona (NMP)18, dimetilsulfóxido 
(DMSO)39. O aumento do nível de polaridade desta estrutura hidrofóbica 
tem sido também conseguido através da introdução de quantidades contro-
ladas de polietilenoglicol (PEG), de diferentes massas moleculares40. Alter-
nativamente, a presença de grandes quantidades de grupamentos ionizados 
em R (carga positiva ou negativa) pode também afetar drasticamente a pro-
priedade de solvatação da resina.

Devido a essas considerações, os estudos foram iniciados com a síntese 
da benzidrilamino-resina (BAR)41 ou metilbenzidrilamino-resina (MBAR)42 
para a obtenção de peptídeos a-carboxamidas terminais pela técnica da 
SPFS. O esquema de síntese dessa resina se encontra detalhado na Figura 
6.5. Ao se forçar principalmente as condições de síntese da primeira etapa 

Figura 6.5  Esquema de síntese da BAR e MBAR.
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(acilação), conseguiu-se obter lotes com teores de grupamentos fenilmeti-
lamínicos acima de 2 mmol/g35, valores que são bem mais elevados que os 
existentes comercialmente, que ficam na faixa de 0,4 mmol/g. Além disso, 
essas investigações permitiram encontrar detalhes experimentais que faci-
litam a obtenção controlada de resinas com grau de substituição amínica 
desejada, com pequena margem de variação. A autonomia na obtenção desse 
polímero já foi estendida para o caso da MBAR. 

Existem na realidade outros tipos de copolímeros diferentes do hidrofóbico 
estireno-divinilbenzeno. Esses materiais possuem estruturas poliméricas com 
características mais polares e são mais frequentemente empregados na quí-
mica Fmoc. Usualmente encontram-se grupos acrilamidas que dão esse cará-
ter mais polar a essa classe de copolímeros, e em que se produzem também 
sítios amínicos para o início da síntese peptídica. Alternativamente, existem 
protocolos que ligam certos grupamentos químicos, chamados espaçadores, 
e que, ligados nesses sítios amínicos, permitem o acoplamento do primeiro 
aminoácido da sequência peptídica pela química Fmoc. Nesse caso, resinas 
como a MBAR servem perfeitamente para a ligação desses espaçadores. 

6.2 IMPORTÂNCIA DA SOLVATAÇÃO DO 
SUPORTE SÓLIDO PARA A SPFS 

6.2.1 Estudos da solvatação de peptidil-resinas 
por microscopia dos grãos 

Admite-se que, quanto melhor o nível de solvatação dos grãos de pep-
tidil-resinas, mais otimizados devem estar os processos difusionais de rea-
gentes e solventes dentro da malha polimérica na SPFS. Nesse contexto, 
objetivando-se um melhor entendimento dessa característica fundamental 
da SPFS, diversos laboratórios, inclusive o nosso, têm há muitos anos inves-
tigado o complexo fenômeno de solvatação de resinas. Como enfatizado 
no tópico anterior, conseguiu-se autonomia no domínio da síntese da BAR 
e da MBAR, ambas contendo estrutura de copolímero de estireno e divinil-
benzeno. Outras resinas inéditas mais polares ou mesmo derivadas da BAR 
também vêm sendo sintetizadas e estão atualmente em vias de avaliação. De 
qualquer modo, a primeira etapa do estudo da solvatação, via medidas de 
inchamento por microscopia dos grãos de resinas e peptidil-resinas, seguiu 
o protocolo experimental descrito a seguir. 
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6.2.1.1 Metodologia da medida do tamanho 
dos grãos de resinas por microscopia ótica 

Os diâmetros dos grãos de resina (secos ou solvatados) foram medidos 
por microscopia direta35,38, usando-se uma lupa Olympus modelo SZ11 aco-
plada a um computador contendo o software para tratamento de imagem 
Image-Pro Plus, versão 3.0.01.00, calibrado com escala 1/100 cm. Antes da 
leitura por microscopia, os lotes das resinas secas são submetidos a uma 
etapa de peneiramento em diversos tamises de 37 µm a 210 µm, visando 
obter a menor dispersão de tamanho possível dos grãos. Após esse trata-
mento, o desvio padrão das medidas dos diâmetros fica na faixa de 5%. 
Seguindo-se o protocolo experimental anteriormente publicado35,43, entre 
150 e 200 grãos são medidos por lote de resina, tanto secos quanto embe-
bidos previamente durante uma noite no solvente apropriado. O estudo de 
inchamento é realizado com resinas contendo aminogrupos na forma des-
protonada (após tratamento prévio com TEA) e lavagens com DCM e seca-
gem. Em termos práticos, as resinas são tratadas em funil de placa porosa, 
com DCM (6 × 2 min), com TEA 10 % (v/v) em DCM e DCM (6 × 2 min). 
Utilizaram-se como parâmetros de inchamento o valor do volume do sol-
vente absorvido pelo grão (volume do grão solvatado – volume do grão 
seco) e este volume de solvente absorvido relacionado com o volume total 
do grão solvatado, em porcentagem [(volume do solvente absorvido/%vo-
lume do grão solvatado) × 100]. 

A Figura 6.6 exemplifica esse procedimento experimental com os dados 
obtidos de uma amostra padrão (MBAR) e apresenta os parâmetros de incha-
mento para melhor esclarecimento. A figura mostra os grãos da resina ainda 
na forma bruta, antes da purificação por peneiramento em tamises de metais.

Tabela 6.3  Microscopia óptica dos grãos de resina*

DCM

Resina
Diâmetro grãos secosa

(µm)
Diâmetro grãos 

solvatadosa (µm)
Volume do solvente 
por grãob (105 µm3)

Solvente dentro do grãoc

(%)
MBAR 0,8 mmol/g 45 75 1,7 78

a  Médias geométricas; b volume grão solvatado – volume grão seco; c porcentagem do volume do grão solvatado ocupado pelo solvente. 

*  Resina bruta antes do peneiramento.

Para enfatizar quão dependente é o grau de inchamento da natureza do 
tipo de polímero em relação ao do solvente, a Figura 6.7 faz a representação 
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comparativa do inchamento da BAR de 1,4 mmol/g de grupamentos amíni-
cos e esta mesma resina contendo o hexadecapeptídeo hidrofílico (NANP)4 
ligado à estrutura polimérica44. Observa-se nesse caso uma grande dife-
rença de solvatação, com inchamentos mais pronunciados da apolar BAR 
em DCM e, contrariamente, no polar aprótico DMSO, quando essa resina 
originalmente apolar contém alternativamente grande quantidade de cadeias 
peptídicas de natureza polar. O conteúdo peptídico nessa última amostra 
atinge o valor de cerca de 70% (m/m), isto é, essa peptidil-resina sintetizada 
a partir de um lote de BAR de alto grau de substituição (1,4 mmol/g) atin-
giu ao final da síntese uma amostra contendo peptídeo e base polimérica na 
proporção 7:3 aproximadamente, justificando a enorme alteração do grau 
de inchamento na fase inicial (BAR sozinha) e contendo o segmento polar 
(NANP)4 ligado a sua estrutura.

Como exemplo de expansão desse tipo de estudo de solvatação de polí-
meros e peptidil-polímeros por microscopia dos grãos, selecionou-se uma 
série de 22 sistemas de solventes, potencialmente utilizáveis na metodologia 
da SPFS e que abrange quase totalmente a escala de polaridade conhecida 
até o momento (Tabela 6.4). O objetivo seria o de verificar melhor a pos-
sível correlação entre grau de inchamento de cada peptidil-resina e a pola-
ridade do solvente. Essa tabela destaca os sistemas de solventes utilizados, 

Figura 6.6  Grãos da MBAR (0,8 mmol/g) quando embebidos em DCM e os valores de inchamento obtidos por microscopia. 
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com destaque para os valores dos parâmetros de solvente AN e DN45, a 
nova escala de polaridade (AN + DN) que introduzimos anteriormente na 
literatura43,44,46,47 e, por fim, os valores de inchamento das amostras MBAR 
(0,3 mmol/g) e da VHHQKLVFFAEDV-MBAR (grau de substituição de 2,6 
mmol/g), em porcentagem48.

Os termos AN e DN representam as propriedades eletrofílica (ou recep-
tora eletrônica) e nucleofílica (doadora eletrônica), respectivamente, deter-
minadas anteriormente para dezenas de solventes45. O que se descobriu em 
estudos sequencias é que a soma destes dois termos na proporção 1:1 for-
necia um termo representativo adimensional, prático e bastante aceitável 
relacionado com a polaridade de uma molécula de solvente. Essa escala (AN 
+ DN) se mostrou melhor do que as conhecidas até o momento na literatura, 
como a constante dielétrica (e), o coeficiente ET(30) de Dimroth-Reichardt49, 
o parâmetro de Hildebrand d50 etc. Ela foi proposta baseada em estudos de 
várias dezenas de resinas e peptidil-resinas, escolhidas como solutos-mode-
los e solvatadas em grande quantidade de sistema de solventes de diferentes 
polaridades. Essa escala varia de zero (tolueno, benzeno) a 129,1 (ácido 
trifluorometanosulfônico – mais polar) 44.

Figura 6.7 Inchamento da BAR (1,4 mmol/g) e da (NANP)4- BAR (68% de conteúdo peptídico).
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Desse modo, a análise da Tabela 6.4 permite detectar significativas dife-
renças nos graus de inchamento de cada amostra em função do solvente uti-
lizado, o que vem comprovar claramente a dependência entre a polaridade 
da resina em relação à dos sistemas de solventes.

Tabela 6.4  Grau de inchamento (solvente dentro do grão, em %) de resinas

RESINASA

SOLVENTES AN DN (AN+DN) 1 2

1 Tolueno 3,3 0,1 3,4 87 40

2 DCM 20,4 1,0 21,4 84 52

3 Clorofórmio 23,1 4,0 27,1 83 64

4 NMP 13,3 27,3 40,6 67 64

5 DMF 16,0 26,6 42,6 70 57

6 DMSO 19,3 29,8 49,1 51 65

7 TFE 53,5 0,0 53,5 28 60

8 EtOH 37,1 32,0 69,1 19 40

9 MeOH 41,3 30,0 71,3 17 41

10 Formamida 39,8 24,0 63,8 23 46

11 50% TFE/Tolueno 28,4 0,1 28,5 71 64

12 20% TFE/DCM 27,0 0,8 27,8 72 60

13 50% TFE/DCM 36,9 0,5 37,4 56 58

14 80% TFE/DCM 46,9 0,2 47,1 42 65

15 20% DMSO/NMP 14,5 27,8 42,3 73 61

16 50% DMSO/THF 13,7 24,9 38,6 65 55

17 65% NMP/THF 11,5 24,8 36,3 79 66

18 50% DCM/DMF 18,2 13,8 32,0 70 61

19 50% DCM/DMSO 19,9 15,4 35,3 68 65

20 50% MeOH/DMSO 30,3 29,9 60,2 25 56
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RESINASA

SOLVENTES AN DN (AN+DN) 1 2

21 50% TFE/DMF 34,8 13,3 48,1 27 47

22 50% TFE/DMSO 36,4 14,9 51,3 28 47

a [(Volume solvatado – Volume seco) / Volume solvatado] × 100 utilizando os seguintes valores para as medidas dos diâmetros dos 

grãos secos: Resinas: (1) BHAR, 0,3 mmol/g = 50 mm; (2) VHHQKLVFFAEDV-MBHAR, 2,6 mmol/g = 94 mm.

Legenda: DCM, diclorometano; DMF, dimetilformamida; DMSO, dimetilsulfóxido; EtOH, etanol; MeOH, metanol; NMP, N-Metil-2-pirroli-

dona; TFE, trifluoretanol; THF, tetrahidrofurano

Visualmente, a Figura 6.8 abaixo destaca esses valores apresentados nesta 
Tabela 6.4. Observa-se que a MBAR apresenta inchamentos mais favoreci-
dos (região de máximo inchamento) em solventes apolares – valores de (AN 
+ DN) menores, enquanto a peptidil-resina mais polar contendo um frag-
mento menor do peptídeo β-amiloide4 já apresenta deslocamento do pico de 
máximo de inchamento para solventes com maior polaridade – valores de 
(AN + DN) ao redor de 40.

Como uma importante observação de caráter físico-químico relacionado 
com as propriedades de solventes e mesmo de solutos, nota-se na Figura 
6.8 que os solventes 21 e 22 (bolas vazias), constantes na Tabela 6.4, se 
afastaram principalmente da curva da peptidil-resina (painel B), apresen-
tando valores de inchamento menores do que seria de se esperar conside-
rando os valores de polaridade com o termo (AN + DN) desses dois solventes 

Figura 6.8 Inchamento das resinas BAR, 0,3 mmol/g (A) e VHHQKLVFFAEDV-MBAR, 2,6 mmol/g (B) em função dos valores de 

polaridade (AN + DN) dos solventes.
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mistos (DMF/TFE e DMSO/TFE), respectivamente. Esse efeito observado 
é de enorme importância no complexo fenômeno da interação soluto-sol-
vente, pois indica que em casos de solventes mistos, não é adequado se 
produzir os chamados heterogêneos, isto é, com propriedades antagônicas 
em termos de eletrofilicidade e nucleofilicidade. Este é o caso acima, no qual 
solventes fortemente doadores eletrônicos (valor alto de DN, nucleofílicos 
como DMF e DMSO) são misturados com o fortemente receptor eletrônico 
(eletrofílico) como é o caso do TFE (valor de AN alto). Nesse caso, os dois 
solventes da mistura tendem a se associar entre si em vez de romperem 
interações de cadeias peptídicas dentro do grão da resina. Desse modo, a 
força de inchamento dessas duas misturas heterogêneas fica enfraquecida, 
justificando, portanto, a razão do deslocamento dos pontos de inchamentos 
dos solventes 21 e 22 da curva geral de solvatação da peptidil-resina acima 
mencionada. Por outro lado, esse efeito não é muito significante na MBAR, 
pois tal resina não contém segmentos peptídicos que poderiam se agregar, 
forçando os dois solventes da mistura a se associarem como no composto 
2 da tabela. Essas conclusões foram tiradas também de estudos de incha-
mentos de diversas outras peptidil-resinas e foram melhor detalhadas em 
diferentes trabalhos 9,43,44.

Esse efeito físico-químico envolvendo os conceitos de AN e DN são muito 
importantes também para o caso da escolha de solventes, objetivando agora 
a predição da solubilização de determinados peptídeos livres em solução. 
Certamente as misturas 21 e 22 não serão as melhores para solubilizar 
sequências fortemente agregadas, e mesmo no caso de envolver a água como 
um dos componentes da mistura, o mesmo cuidado deve ser considerado 
para formar as misturas adequadas. A água possui elevado valor de AN, 
pois é um composto receptor eletrônico forte ou altamente eletrofílico como 
o TFE45, e sua mistura não deve ser feita com solventes antagônicos como, 
por exemplo, o DMSO, que é um forte doador eletrônico. Ambos se asso-
ciam fortemente e não conseguem dissolver, como os conhecidos peptídeos 
insolúveis (amiloidais) envolvidos na formação de placas amiloidais em 
pacientes com a doença de Alzheimer. Essas observações deixam claro que 
a escolha de solventes para o uso em determinadas reações ou processos de 
dissolução de diversos solutos não pode ser aleatória como tem sido feito 
até agora na literatura, necessitando de uma prévia análise dos componen-
tes da mistura para uma melhor eficiência de uma mistura de solventes. O 
trabalho de Malavolta et al. (2006)10 apresenta mais exemplos de aplicação 
desses conceitos físico-químicos e as implicações reais no complexo item da 
interação soluto-solvente em geral. 
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Finalizando este tópico de estudo sobre a importância da solvatação dos 
grãos de resina no rendimento da SPFS, os dados constantes na Tabela 6.5 
mostram, como exemplo, como o grau de inchamento de uma peptidil-re-
sina, no caso contendo um fragmento transmembranar do receptor B2 do 
peptídeo hipotensor bradicinina6,51, afeta a velocidade da reação de acopla-
mento. Melhor resultado se observa com o solvente que proporcionou mais 
inchamento dos grãos (20% DMSO/NMP), se comparado ao clássico DMF, 
bastante empregado na SPFS. Esses dados corroboram definitivamente que 
há uma relação direta entre o grau de solvatação e a eficiência de reações 
químicas dentro do grão de resinas, como descrito previamente43,52,53. Os 
dados apresentados nessa tabela fizeram parte especificamente de estudos 
desenvolvidos anteriormente46. Essa conclusão é bastante relevante, pois 
facilita a escolha do melhor solvente para a viabilização da síntese de qual-
quer sequência, contanto que se possa determinar previamente os graus de 
solvatação das peptidil-resinas. 

Tabela 6.5  Influência do inchamento dos grãos de resina na velocidade da reação de acoplamento de Boc-Leu à PFWAITIANND-BARa

SOLVENTE
VOLUME DE SOLVENTE 

DENTRO DO GRÃOB (%)
VELOCIDADE DE REAÇÃO DE ACOPLAMENTO (MIN.)

5 15 45 60
DMF 37 29 44 58 71

NMP/DMSO (8:2) 78 40 64 78 86

a  BAR de 0,34 mmol/g; b (Volume do grão solvatado – Volume do grão seco) / Volume do grão solvatado × 100.

6.2.2 Estudos da solvatação de peptidil-resinas por RPE 

Para se estudar as características de solvatação de resinas e peptidil-re-
sinas, via RPE, é preciso partir inicialmente do detalhamento dessa técnica 
espectroscópica e também do histórico da introdução do marcador de spin 
TOAC, já mencionado, e sua aplicação em peptídeos e peptidil-resinas. Uma 
explicação sucinta dessa espectroscopia de ressonância irá iniciar este tópico.
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6.2.2.1 Método da ressonância 
paramagnética eletrônica (RPE) 

O método da RPE ou do marcador de spin é uma técnica espectroscópica 
que, conforme já mencionado, se baseia na absorção de radiação eletro-
magnética na região das micro-ondas (~ 10-12 Hz) e consiste no emprego de 
uma molécula “sonda” paramagnética (marcador de spin) que contém um 
elétron desemparelhado. O espectro de absorção que é obtido pode fornecer 
informações de caráter estrutural a respeito do sistema ou local ao qual ela 
se encontra ligada. Essas informações podem versar sobre o grau de liber-
dade de movimento na posição onde a molécula “sonda” está ligada, depen-
dente de fatores como colisões intermoleculares, ordenamento molecular, 
geometria local e presença de outras espécies paramagnéticas. Essa técnica 
espectroscópica tem sido objeto de considerável número de livros e artigos 
de revisão abrangendo sua teoria, metodologia e aplicação em diversos cam-
pos de pesquisa36,54,55.

O momento magnético do spin (ms) do elétron desemparelhado da sonda 
paramagnética, normalmente um radical livre do tipo nitróxido (N-O), pode 
assumir, em presença de um campo magnético externo, dois níveis ener-
géticos correspondentes à orientação paralela e antiparalela a esse campo 
magnético (caracterizados por ms = + ½ e – ½). O fenômeno simples de 
ressonância envolve a transição do spin do elétron do estado de menor para 
o de maior energia, induzida pela absorção de radiação eletromagnética na 
região de micro-ondas (Figura 6.9A). Se a frequência (n) da radiação inci-
dente for mantida constante, a diferença de energia (DE) entre os dois níveis 
permitidos para o spin do elétron será proporcional ao campo magnético 
aplicado (Ho), e é dada por:

(Equação 6.1)	

em que h é a constante de Planck, ge é característica do elétron numa espécie 
particular e be é magneton de Bohr para o elétron.

O espectro de RPE torna-se mais complexo quando ocorre interação entre 
o spin eletrônico e o spin nuclear igual a um (I = 1) e, portanto, quando esse 
núcleo é submetido a um campo magnético, o momento magnético de spin 
nuclear (ml), pode assumir três valores (+1; 0 e –1). Nesse caso, cada um dos 
níveis eletrônicos será desdobrado em três subníveis (Figura 6.9B), devido 
ao spin nuclear do 14N poder alinhar-se de forma paralela (ml = +1), anti-
paralela (ml = –1) ou perpendicularmente (ml = 0) ao momento magnético 
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do elétron. Nesse sistema, as transições permitidas são aquelas nas quais 
somente o spin do elétron varia (Δms = 1), sem alterar o spin do núcleo 
(Δml = 0).

Mantendo-se a frequência (n) da radiação incidente, as condições de res-
sonância serão dadas pela Equação 6.1, e essas condições agora estarão 
satisfeitas em três diferentes valores de campo magnético. Obtêm-se deste 
modo três picos de absorção, que usualmente são apresentados na forma 
de primeira derivada. A distância que separa linhas de absorção vizinhas é 
conhecida como desdobramento hiperfino (aN), e o fator g determina a posi-
ção dessas linhas no campo magnético.

Sensibilidade ao movimento molecular 

Conforme os valores da velocidade rotacional da molécula obtêm-se 
diferentes alargamentos das três linhas de absorção nos espectros de RPE 

Figura 6.9 (A) Desdobramento dos níveis do spin eletrônico em presença de um campo magnético; (B) Desdobramento dos níveis de 

energia do spin eletrônico para um átomo com spin nuclear I = 1.
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(Figura 6.10), o que é exemplificado com os marcadores de spin Tempo e 
Tempol em diferentes temperaturas. Por exemplo, para graus maiores de 
imobilização (temperaturas mais baixas), observam-se alargamentos mais 
acentuados devido à sobreposição de contribuições individuais de diferentes 
orientações da molécula repórter. A grande utilidade dessa técnica na iden-
tificação da conformação de peptídeos ou detalhes dinâmicos do interior de 
uma matriz polimérica provém basicamente dessa sensibilidade dos espec-
tros de RPE à mobilidade rotacional, pois o sistema em estudo pode apresen-
tar alterações físico-químicas dependentes do solvente ou pH empregados, e 
que se refletem também numa variação da velocidade de rotação da sonda 
presente nesse sistema.

Em termos quantitativos, a velocidade e difusão rotacional das moléculas 
são analisadas usualmente através do cálculo do tempo de correlação rota-
cional (t), cuja unidade é segundo/radiano. A teoria para o cálculo de t de 
radicais nitróxidos, a partir de larguras e alturas dos três picos de absorção, 

Figura 6.10  Espectros marcadores de spin Tempo e Tempol em glicerol.
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foi desenvolvida anteriormente56,57 e gera dois valores de t (tB e tC), a partir 
de duas expressões diferentes descritas por Cannon58.

(Equação 6.2)	

(Equação 6.3)	

em que W0 é a largura da linha central em Gauss, e h-1, h0 e h+1 são, 
respectivamente, as amplitudes das primeiras derivadas das linhas de 
absorção do campo alto, médio e baixo.

A utilização desse parâmetro t limita-se, na realidade, a movimentos bas-
tante rápidos e isotrópicos, como é o caso de marcadores pequenos livres 
em solução ou ligados a macromoléculas pequenas, como é o caso dos pep-
tídeos. Nesse caso, quanto menor o valor de t, mais rápida é a rotação mole-
cular. Os valores de t atingem escalas ao redor de 10-11 a 10-10 s-1. Em casos 
em que o marcador se encontra agora ligado a estruturas maiores, como em 
polímeros ou peptidil-polímeros, ocorre a sobreposição de espectros de com-
ponentes de diferentes mobilidades (mais lentos), inviabilizando a utilização 
de t. Lança-se mão, então, usualmente, do termo Wo (largura em Gauss do 
pico central). Quanto maior esse valor, mais imóvel e ordenado se encontra 
o sítio onde o marcador de spin se encontra ligado. Além do uso do Wo para 
essas situações, há a proposição do uso do termo espectral h-1/ho. Contra-
riamente ao Wo, quanto maior o seu valor, maior é a velocidade motricional 
do local do sistema marcado46,59-61.

Ao final, existe outra importante aplicação da RPE relacionada à sen-
sibilidade do espectro do radical nitróxido à polaridade do meio, e isto se 
deve basicamente à existência de duas formas canônicas desse composto 
(Figura 6.11).

Na estrutura I, o elétron desemparelhado está preferencialmente locali-
zado no átomo de oxigênio. Na estrutura II, encontra-se no de nitrogênio. 
Quando o radical está em meio bastante polar, como a água, a tendência é a 
de predominar a estrutura II, o inverso ocorrendo em um meio mais apolar. 
A avaliação da localização do elétron desemparelhado e, consequentemente 
da polaridade do meio, é feita através dos valores do desdobramento hiper-
fino isotrópico (aN) e do fator g isotrópico. Quanto mais o elétron desempa-
relhado interagir com núcleo de nitrogênio (estrutura II), maior será o valor 
de aN e menor o de g62. Em geral, aN varia aproximadamente de 14,5 Gauss 
em solventes apolares, como benzeno ou dioxano, a valores ao redor de 16,0 
Gauss em água.
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Experimentos de RPE: marcação das amostras 
por TOAC e detalhes operacionais 

Experimentos foram efetuados em um espectrômetro Bruker modelo ER 
200 e celas de quartzo, com capacidade aproximada de 0,2 mL, proveniente 
de J. Scalon, Costa Mesa, Califórnia e que se encontra instalado no Depar-
tamento de Bioquímica do Instituto de Química da Universidade de São 
Paulo (USP). Os espectros de resinas e peptidil-resinas foram obtidos à tem-
peratura ambiente (22 ± 2 ºC), em diferentes solventes orgânicos (). Foram 
feitos, em geral, de dois a três experimentos para cada amostra. As resinas 
foram marcadas com o composto Fmoc-TOAC, pelo método DIC/HOBT 
em DMF por duas horas, embebidas por uma noite no solvente desejado, e 
uma pequena porção foi adicionada à cela de quartzo para a obtenção dos 
espectros de RPE. Acopla-se usualmente apenas cerca de 5% (mol/mol) do 
marcador Fmoc-TOAC em relação ao teor de grupos amínicos da resina. 
Essa baixa marcação evita o surgimento de interações do tipo spin-spin36,54 
entre os marcadores dentro do grão da resina, afetando as larguras dos 
picos espectrais da RPE e dificultando a determinação correta dos parâme-
tros espectrais desejados. Após a marcação, trata-se a resina com solução 
de 20% piperidina em DMF por 20 minutos para remoção do grupo Fmoc. 
Após isso, lava-se várias vezes a peptidil-resina marcada com DMF e DCM, 
em funil de placa porosa.

De um modo geral, o tempo de varredura foi de 4 minutos, a constante de 
tempo de 0,1; a amplitude de modulação até um máximo de 0,5 G, a potên-
cia de micro-ondas de 5 mW e a frequência de 9,5 GHz. Todos os espectros 
foram feitos em intervalo de campo de 100 G, centralizando-se o pico cen-
tral ao redor de 3.450 G, a 22 ºC.

Figura 6.11 Formas canônicas do radical nitróxido.
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6.2.3 TOAC: histórico e aplicação em estudos de 
peptídeos e de solvatação de peptidil-resinas 

6.2.3.1 Histórico 

Apesar de décadas terem se passado após a introdução da RPE, este 
método espectroscópico que se baseia na introdução de um composto radi-
calar estável no sistema em estudo havia sido esparsamente empregado no 
estudo conformacional de peptídeos biologicamente ativos. Isso se devia, 
em parte, à inexistência de um marcador de spin do tipo aminoácido dis-
ponível comercialmente. Nosso laboratório foi o primeiro a introduzir, no 
início da década de 1980, uma estratégia química que permitiu o uso do 
TOAC63 (ver Figura 6.12) na SPFS. A derivação desse marcador de spin com 
o protetor amínico ácido-lábil terc-butiloxicarbonila (Boc), empregado roti-
neiramente na estratégia Boc da SPFS, viabilizou finalmente a ligação cova-
lente desse composto radicalar na extremidade N-terminal de cadeias pep-
tídicas64,65. Obtiveram-se, assim, com o emprego do composto Boc-TOAC, 
os primeiros peptídeos paramagnéticos contendo esse marcador, dentre os 
quais o dipeptídeo Toac-Gly e os análogos (Toac0- e Toac1-AngII), em que 
AngII é o peptídeo hipertensor angiotensina II, caracterizado pela sequência 
DRVYIHPF66,67.

Não havia, no entanto, naquela época, uma estratégia que permitisse a 
introdução do TOAC em posições internas de uma cadeia peptídica, pois 
esse radical livre parece sofrer degradação irreversível nas sucessivas etapas 
de tratamento da peptidil-resina com ácido trifluoroacético (TFA), necessá-
rias para a remoção do grupo protetor amínico Boc e posterior acoplamento 

Figura 6.12 TOAC: ácido 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-N-óxido-4-amino-4-carboxílico.
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do resíduo seguinte da cadeia peptídica (Figura 6.3). Embora o radical nitró-
xido seja bastante estável graças ao arcabouço formado pelas quatro meti-
las vizinhas ao radical N-O, à ausência de H nos carbonos adjacentes e à 
existência de formas ressonantes desse grupamento68, esse tipo de radical 
pode sofrer, em meio ácido forte, um processo de protonação seguido de 
desproporcionamento e posterior decomposição69.

Foi somente após mais de uma década que foi proposta na literatura uma 
estratégia química de introdução do TOAC em posições internas de sequên-
cias peptídicas70. Isso foi possível através da utilização alternativa do pro-
tetor amínico base-lábil Fmoc18,71, já descrito. Com o emprego do derivado 
Fmoc-TOAC, tornou-se viável o crescimento da cadeia peptídica mesmo 
após a introdução do TOAC, fazendo-o através do método alternativo de 
síntese Fmoc. Nesse protocolo alternativo, o composto radicalar TOAC não 
é submetido em nenhum momento a tratamento ácido com TFA até o final 
da síntese, mantendo-se, portanto a integridade de sua estrutura.

Como, contudo, na etapa final de clivagem do peptídeo da resina por 
esta estratégia de síntese emprega-se um tratamento ácido forte que contém 
cerca de 80% (v/v) de TFA (reagente K)18, que degrada bastante o TOAC, 
essa solução foi substituída pelo HF anidro, utilizado na estratégia inicial de 
síntese peptídica já mencionada e que emprega a proteção Boc (ver Figura 
6.3). Nesse meio ácido anidro, observou-se que ocorre apenas protonação 
do grupo N-O, que pode ser revertido por tratamento em meio alcalino64,65. 
Essa estratégia química alternativa que permite a introdução de TOAC inter-
namente em cadeias peptídicas envolve, portanto, uma mistura dos proto-
colos dos métodos de síntese, via Boc, para a etapa de clivagem final do 
peptídeo da resina, e via Fmoc, para o do crescimento da cadeia peptídica. O 
análogo TOAC7-AngII sintetizado por essa estratégia transformou-se, desse 
modo, no primeiro exemplo de peptídeo da literatura com um marcador de 
spin70, contido internamente em sua estrutura primária. 

Diferentemente de estratégias opcionais de marcação paramagnética de 
macromoléculas em que se empregam marcadores de spin mais longos ou 
mais flexíveis, usualmente na cadeia lateral da cisteína72 (ver Figura 6.13), o 
uso de um marcador do tipo aminoácido, como o TOAC, é mais conveniente. 
Isso se deve à estrutura especial desse marcador. Seu Ca, que contém os gru-
pamentos amínicos e carboxílicos para a sua inserção no meio da cadeia 
peptídica, está no mesmo anel cíclico que contém o centro paramagnético 
nitróxido. Desse modo, esse marcador de spin é mais sensível a qualquer 
alteração no sistema ao qual se encontra ligado, pois não existem tantas 
ligações simples separando-os como ocorre com outros marcadores de spin. 
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Como já salientado, o grupamento nitróxido de marcadores de spin em 
geral contém um elétron desemparelhado que se localiza entre os átomos de 
N e de O e que absorve radiação na região de micro-ondas do espectro ele-
tromagnético, o que corresponde à frequência de movimentos translacionais, 
rotacionais e/ou segmentais das estruturas em estudo. Essa característica 
é que permite a esses derivados paramagnéticos estáveis o emprego para 
investigação de propriedades conformacionais/estruturais de moléculas ou 
sistemas aos quais se encontram acoplados. Uma revisão abrangendo prati-
camente a totalidade do uso do TOAC em inúmeras áreas foi recentemente 
publicada por Schreier et al. (2012)73. Destaca-se nessa publicação que o 
aumento do uso desse marcador foi bastante expressivo nos últimos anos, 
atingindo o valor de cerca de noventa artigos até 2011.

6.2.3.2 Estudo estrutural e funcional de peptídeos com TOAC 

Após a introdução dessa estratégia mista Boc × Fmoc para a marcação 
de cadeias, independentemente da posição70, foi possível observar nos anos 
seguintes uma enorme expansão no uso do TOAC para diferentes tipos 
de investigações. A potencialidade do uso do TOAC foi inclusive avaliada 
em artigo específico na seção de ciência e inovação da revista Chemical 
Engeneering News, publicada pela American Chemical Society74, com espe-
cial destaque para a importância da participação de nosso grupo na inser-
ção do TOAC na química de peptídeos e polímeros. Dentre os inúmeros 
estudos desenvolvidos até o momento na literatura, é possível observar o 
emprego desse marcador, por exemplo, para estudos conformacionais e 
de função biológica da bradicinina (BK), a qual foi marcado com TOAC 
na posição zero e três, e estudos espectrais por RPE e dicroísmo circular 

Figura 6.13 Radicais nitróxidos do tipo (I) maleimida ou (II) iodoacetamida.
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(CD), tanto em solução75-78 quanto em micelas79,80. Estudo similar tem sido 
desenvolvido também com o peptídeo vasoativo AngII65,76. Além disso, o 
peptídeo responsável, entre diversas outras funções fisiológicas, pela colo-
ração da epiderme de mamíferos (peptídeo estimulador de α-melanócito, 
ou α-MSH)81 e um análogo mais potente82 também foram marcados com 
TOAC e investigados em termos conformacionais em solução e em sistema 
membrana-mimético78,83. Além desses exemplos, outros, como estudos via 
TOAC do neuropeptídeo Y84, da substância P85 e de peptídeos antimicrobia-
nos86,87, continuam em andamento.

Além desse tipo de enfoque voltado mais para peptídeos de relevância 
fisiológica, existem outros que empregam o TOAC para fins de enfoques 
estruturais de peptídeos em geral. Dentre estes, há menção a estruturas 
especiais em a-hélice de segmentos peptídicos-modelo88 e outros correlatos 
desenvolvidos principalmente pelo grupo de Toniolo e colaboradores e nos 
últimos anos de outros pesquisadores , que aplicaram inclusive a estratégia 
de simples ou dupla marcação com TOAC de cadeias peptídicas89-91. Além 
desse tipo de aplicação de relevância estrutural de peptídeos, tem-se esten-
dido também o estudo das características do próprio marcador TOAC92,93 e 
seu emprego na análise da interação de fragmentos peptídicos em bicamadas 
e micelas94,95 ou de mecanismo de ação de receptores, do tipo GPCR96-98, e 
mesmo de especificidade de enzimas99.

Por fim, além do TOAC, nosso laboratório também procurou encontrar 
um outro marcador do tipo aminoácido que possuísse um grupamento amí-
nimo mais reativo que o do TOAC. Foi desse modo que iniciamos os estu-
dos do POAC (2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-1-oxil-3-amino-4-carboxílico, 
Figura 6.14), descrito inicialmente por Rassat e Rey (1967)63, mas utili-
zado pelo nosso grupo para marcação de cadeias peptídicas100. Por ser um 
composto quiral, alguns trabalhos procuraram obter formas enantioméricas 
purificadas desse composto cíclico101,102. Nosso grupo tem procurado resol-
ver o problema da separação quiral dos componentes do POAC por meio de 
protocolos cromatográficos alternativos103.

6.2.3.3 Estudo da solvatação de peptidil-resinas 
pela espectroscopia da RPE 

Este último tópico procura mostrar alguns avanços e potencialidades de 
aplicação da RPE via emprego do marcador TOAC, pioneiramente utili-
zado para complementação dos estudos de solvatação de peptidil-resina, 
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já iniciada com a metodologia da leitura dos grãos em microscopia ótica 
comum. O objetivo final tem sido o de ajudar a entender melhor esse com-
plexo processo do crescimento da cadeia peptídica dentro do grão de polí-
meros, dependente de inúmeros fatores, e, assim, ajudar no aprimoramento 
da SPFS. O emprego alternativo da RPE permite, com o uso da molécula 
repórter TOAC, obter dados físico-químicos da dinâmica das cadeias peptí-
dicas em conjugação com o de uma matriz polimérica no estado solvatado. 

Diversos trabalhos puderam ser publicados, os quais serão listados 
adiante, mas os pontos principais para entender a validade dessa estratégia 
alternativa e única estão na obtenção de dados de alguns parâmetros espec-
trais da RPE, que já descrevemos como relevantes para a avaliação de dados 
de mobilidade e existência ou não de algum tipo de impedimento espacial na 
cadeia peptídica em crescimento. Dentre esses, temos o Wo, que corresponde 
à largura do pico central do espectro de RPE, e foi possível ainda propor 
alternativamente o termo também espectral h-1/ho. Quanto maior o valor de 
Wo ou menor o de h-1/ho, maior a imobilização do local onde se encontra 
localizada a sonda TOAC36,46,59,61.

Antes de apresentar dados mais concretos, numéricos, relativos a essas 
afirmações, é preciso observar que claras diferenciações espectrais existem 
entre um marcador pequeno livre em solução; um já ligado a uma molécula 
maior, como um peptídeo; e, finalmente um ligado a uma macromolécula 
de dimensões bem maiores, representada pelo grão de uma peptidil-resina”.

A Figura 6.15A destaca essa diferenciação espectral entre esses três casos, 
notando-se picos mais estreitos no TOAC, seguido do TOAC-peptídeo e, 

Figura 6.14 POAC: Ácido 2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-N-óxido-3-amino-4-carboxílico.



231Produção de peptídeos: aprimoramento da síntese em polímeros através do uso da ressonância paramagnética eletrônica (RPE)

finalmente, quando esse marcador se encontra ligado à extremidade peptí-
dica da sequência AAAAD acoplado à MBAR. Observa-se que esse alarga-
mento é mais facilmente observável no pico de campo magnético mais alto 
(h-1), pois é o mais sensível a alterações motricionais do meio, se comparado 
com os outros dois de absorção em campos magnéticos menores. A Figura 
6.15B destaca os espectros da TOAC-AAAAD-MBAR, mas em três solventes 
diferentes, indicando maior mobilidade em DMF e menor em DMSO, exa-
tamente de acordo com o grau de inchamento dessa peptidil-resina nesses 
solventes e pelos valores de Wo104.

A Tabela 6.6 abaixo reforça essas informações, destacando a já observada 
correlação entre grau de inchamento por microscopia e grau de mobilidade, 
indicado pelos valores de Wo, mas agora apresentando também os dados 
de velocidade da reação de acoplamento. A correlação é direta entre esses 
termos, sendo o solvente polar DMSO o mais indicado para essa síntese, por 
ter se mostrado em melhor condição de solvatação dessa peptidil-resina. Por 
conter elevado conteúdo peptídico (mais de 50%), tende a ser melhor solva-
tada no DMSO do que nos mais comumente utilizados DCM ou DMF. Esses 
dados são complementares de estudos ainda em andamento60.

Tabela 6.6  Correlação entre grau de inchamento, Wo e rendimento de acoplamento (5%) da Boc–Ala na AAIV-BHAR (53% conteúdo 

peptídico)

SOLVENTE VOLUME DE SOLVENTE NO GRÃOa (%) W0 (GAUSS) ACOPLAMENTOb (%)

DCM 38 4.6 11

DMF 48 3.2 27

DMSO 72 1.6 49

a  [( volume solvatado – volume seco)/volume solvatado] × 100; b Acoplamento após 15 min. com o método da carbodiimida. Agentes 

acilantes em 2,5 × 10-3 mol.L-1 e com excesso molar de 1,5 × sobre o total de componente amínico.

Ainda apresentando dados que reforçam a importância do emprego da 
RPE nesse tipo de investigação, a Figura 6.16 nos mostra o acompanha-
mento do acoplamento do Boc-TOAC em uma peptidil-resina, monitorada 
agora pelos valores espectrais de h-1/ho61. Observa-se que esse parâmetro 
espectral da RPE vai tendo o seu valor aumentado à medida que o tempo 
de acoplamento ocorre, atingindo-se um patamar ao redor de 200 minu-
tos a 300 minutos. Esse dado é, portanto indicativo de que a imobiliza-
ção crescente detectada pelo aumento dos valores de parâmetro deve-se ao 
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acoplamento tempo-dependente de todas as moléculas do marcador, ligan-
do-se em uma macromolécula bem maior (peptidil-resina), responsável, por-
tanto pelo aumento de sua imobilização molecular e estabilização com valo-
res ao redor de 0,27. 

Um aspecto relevante nesse tipo de estudo da solvatação por RPE, se 
comparado ao da estratégia de medidas de grãos por microscopia, reside no 
fato de se poder, por exemplo, via emprego do TOAC, desenvolver um tra-
balho mais diferenciado nessa área60, que propõe uma estratégia de obten-
ção de informações estruturais inéditas como, por exemplo, o número de 
sítios peptídicos por grão de cada resina e também a distância entre estes, 
em Å. Essas informações adicionais se tornaram bastante úteis na interpre-
tação de alguns resultados da SPFS, pois confirmaram que quanto maior a 
distância entre os sítios, menor o impedimento espacial e, portanto, maior 
a velocidade na reação da entrada de um novo aminoácido durante o cres-
cimento peptídico. A Tabela 6.7 exemplifica com o estudo do acoplamento 
comparativo (em DCM) de um resíduo de aminoácido em três lotes de uma 

Figura 6.15 (A) Espectros de RPE de TOAC (em tampão PBS, pH 7), TOAC13-Ctx(Ile21) - Ha* (em tampão fosfato, pH 7) e TOA-

C-AAAAD-MBAR em DMSO; (B) espectros de RPE de TOAC-AAAAD-MBAR (0,5 mmol/g) em DCM, NMP e DMSO e os correspondentes 

valores de Wo.
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mesma peptidil-resina, mas com conteúdos peptídicos diferentes no grão. 
Essas amostras possuem, portanto, valores de distância intercadeias distin-
tas e calculadas pela estratégia mencionada60. Os valores de distância entre 
os sítios variam de 38 Å a 17 Å nessas peptidil-resinas; na que apresenta o 
maior valor de distância, ocorre reação de acoplamento mais eficiente (86% 
contra 21%, respectivamente), devido ao menor grau de impedimento espa-
cial dentro do grão.

Tabela 6.7 Correlação entre acoplamento de Boc-(2-BrZ)-Tyr e valores de distância entre sítios da peptidil-resina ING-MBAR, em DCM

ING-MBAR (MMOL/G)a DISTÂNCIA ENTRE SÍTIOS (Å) ACOPLAMENTOb (%)

0,19 38 86

0,54 33 63

1,16 17 21

Legenda: a Grau de substituição de ING; b Rendimento de acoplamento de Boc-(2BrZ)Tyr (15 minutos, a 25 ºC), método anidrido 

simétrico, em condições equimolares (10 mmol L-1 de concentração dos reagentes). 

Figura 6.16 Correlação entre os valores espectrais de h-1/h0 e o tempo de acoplamento de Boc-TOAC em (NANP)4-MBAR (1,5 

mmol/g). As reações ocorreram a 25 ºC em DMF pelo método da carbodiimida, em condições equimolares dos reagentes (2 mmol.L-1).
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Em conclusão, percebe-se que dados adicionais, específicos do microam-
biente, onde ocorre o crescimento da cadeia peptídica, podem ser obtidos 
conjugando-se RPE e valores de inchamento obtidos por microscopia, dei-
xando em aberto possibilidades de proposição de melhorias em algumas eta-
pas do método da SPFS. Talvez por essas razões, o artigo que introduz essa 
estratégia de determinação de parâmetros estruturais inéditos do interior 
dos grãos de peptidil-resinas, desenvolvidas via emprego conjugado de RPE-
-TOAC e inchamento60, acabou sendo selecionado na época da publicação 
para compor, em termos figurativos, a capa do volume de uma importante 
revista da área de química orgânica, o Journal of Organic Chemistry (ver 
Figura 6.17). 

Existem na literatura, logicamente, outros métodos espectroscópicos que 
procuram também obter informações físico-químicas relevantes quanto 
à solvatação de peptidil-resinas. Esse é o caso da ressonância magnética 
nuclear (NMR)105,106, do dicroísmo circular (CD)107, da fluorescência108 e do 
infravermelho do tipo transformada de Fourier (FT-IR)31,109,110. De qualquer 
modo, comparativamente, a técnica da RPE apresenta uma vantagem única 
sobre todas essas espectroscopias em termos de aplicação no aprimoramento 
da SPFS: contrariamente aos demais métodos, que detectam detalhes motri-
cionais e ordenamento do sistema como um todo, a RPE fornece dados espe-
cíficos a respeito de onde o marcador se encontra, isto é, usualmente na 
extremidade amínica da cadeia peptídica em crescimento. Essa informação é 
crucial para a SPFS, pois permite antever uma maior ou menor liberdade de 
rotação dessa extremidade amínica para a importante etapa de acoplamento, 
sem estar refletindo a dinâmica de todo o sistema marcado.

6.3 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

Como enfatizado na parte introdutória, o objetivo deste capítulo foi o 
de descrever, de forma sucinta, a aplicação de uma estratégia diferenciada 
que emprega a RPE e um marcador de spin adequado, do tipo aminoácido 
(TOAC), para acoplar-se em peptídeos-resina, objetivando entender ade-
quadamente o complexo processo de solvatação durante o crescimento das 
cadeias peptídicas com base na mundialmente empregada metodologia da 
síntese de peptídeos em fase sólida (SPFS). Um conjunto de dados experi-
mentais foi descrito, dentro do limite disponível, mas acreditamos que foram 
suficientes para que fossem visualizadas importantes assertivas relaciona-
das a essa metodologia. Dentre estas, pode-se destacar a importância crítica 
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de uma boa solvatação, refletida em um aumento da dinâmica e redução 
do grau de impedimento espacial no interior da matriz polimérica de uma 
peptidil-resina. Como consequência, obtém-se aumento da eficiência, por 
exemplo, da importante reação de acoplamento de aminoácidos. Por ser 
uma estratégia alternativa e ainda pouco empregada, acredita-se que essa 

conjugação da RPE-inchamento por microscopia dos grãos é extremamente 
valiosa para se entender melhor detalhes físico-químicos no microambiente 
em que ocorre o crescimento peptídico, possibilitando a visualização de con-
tínuas proposições de alternativas para as diferentes etapas químicas que 

Figura 6.17  Capa da revista de junho de 2005 do Journal of Organic Chemistry. Reimpresso com permissão de Marchetto et al., 

200560. Copyright (2005) American Chemical Society.
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estão presentes na SPFS. Pela importância atual de peptídeos na área da 
saúde, prevemos o surgimento de diversas sublinhas de pesquisa no decorrer 
dos próximos anos, juntamente com a também extensa área que envolve 
polímeros em geral.
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