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5.1 INTRODUÇÃO 

Os primeiros peptídeos foram sintetizados na década de 19501,2, e a 
metodologia empregada naquela época foi denominada “clássica”, ou, mais 
comumente, em solução. Nesse método, as etapas sintéticas são efetuadas 
em solução homogênea, e ele envolve, geralmente, etapas de purificação de 
cada intermediário obtido, o que significa laboriosos processos de extrações, 
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cristalizações e caracterizações. Dessa forma, a síntese de pequenos fragmen-
tos peptídicos é muito demorada. Apesar dessa limitação, esse método ainda 
é utilizado na obtenção de peptídeos comerciais, pois a partir do estabele-
cimento da rota sintética mais eficiente, essa técnica permite a obtenção de 
grande quantidade de material. 

Apesar dessa vantagem, a dificuldade relacionada à morosidade do 
método não permitiu atender à enorme demanda de síntese de novas sequên-
cias peptídicas, resultado da explosiva procura por moléculas com novas 
atividades biológicas. O método da síntese de peptídeos denominado em 
fase sólida (SPFS, ou, em inglês, solid phase peptide synthesis – SPPS) sur-
giu, portanto, nesse contexto histórico. Introduzido por Bruce R. Merrifield 
na década de 19603, esse novo protocolo permitiu a obtenção de diferentes 
peptídeos em intervalos de tempo relativamente curtos (Figura 5.1).

Esse método de síntese está descrito em diversas revisões4-13 e baseia-se 
no crescimento, resíduo por resíduo, da cadeia peptídica presa covalente-
mente pelo seu aminoácido carboxiterminal a sítios reativos existentes em 
um suporte sólido (resina). A característica insolúvel da resina possibilita 

Figura 5.1  Esquema resumido da síntese de peptídeos em fase sólida.
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que todas as etapas de síntese sejam realizadas em um único frasco de reação 
contendo uma placa porosa filtrante. Essa placa retém a resina desde o início 
até o final da síntese, o que evita a troca do frasco de reação, simplificando 
o manuseio e impedindo perdas de produto. O uso da resina insolúvel per-
mite que a eliminação de todos os reagentes, solventes e subprodutos, das 
diversas etapas do ciclo sintético, seja feita por simples filtração em placa 
porosa. Esse procedimento faz com que o método se torne simples e rápido, 
além de permitir o uso de grandes excessos de reagentes. Esse procedimento 
também garante reações mais eficientes e quantitativas em todas as eta-
pas do ciclo sintético. Somado a isto, como as etapas sintéticas atualmente 
são padronizadas e repetitivas, é possível a automação desse método de 
síntese peptídica. 

Apesar da simplicidade e rapidez do método, a SPFS possui uma perigosa 
limitação decorrente da não purificação dos produtos intermediários. Se 
a eficiência de cada ciclo sintético não atingir valores muito próximos do 
ideal (100%), pode-se ter, ao final da síntese, além do produto desejado, 
uma mistura muito heterogênea de subprodutos, que, dependendo do caso, 
dificilmente serão separados do peptídeo desejado. Rendimentos apenas 
razoáveis ou mesmo sofríveis são ainda observados na prática, principal-
mente provocados pela agregação das cadeias peptídicas no interior do grão 
de resina, o que causa o aparecimento de sequências com deleção, ou seja, 
sequências peptídicas caracterizadas pela falta de um ou mais resíduos de 
aminoácidos14,15. Diversas técnicas têm sido utilizadas para a identificação e 
estudos dessas sequências, incluindo a medição direta do grão de resina7,16,17 
a espectroscopia na região do infravermelho (IV)18, a high-resolution magic 
angle spinning (HRMAS-NMR)19,20, e a ressonância paramagnética eletrô-
nica (RPE, ou, em inglês, electron paramagnetic resonance – EPR)21,22.

Desse modo, para que a síntese em fase sólida possa manter as vantagens 
de rapidez e praticidade, é fundamental que todas as etapas da síntese e 
também a clivagem final do peptídeo da resina ocorram com rendimentos 
próximos do ideal. 

De acordo com o que já foi dito anteriormente, o polímero que serve 
como suporte sólido para o crescimento das cadeias peptídicas é fundamen-
tal para o sucesso da SPFS, devendo preencher os seguintes requisitos:

a)  ser insolúvel em todos os solventes utilizados;
b)  apresentar completa estabilidade química e física;
c)  conter sítios ativos onde deve ocorrer a ligação do aminoácido carboxiter-

minal, através de ligação estável covalente;
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d)  possuir estrutura que possibilite a rápida difusão dos reagentes até os 
sítios de reação e que facilite também a remoção de subprodutos, por 
meio de lavagens por filtração; e

e)  não introduzir impedimentos estéricos significativos nas reações químicas 
que ocorrem em seu interior.

Embora existam outras opções na literatura, principalmente resinas que 
empregam copolímeros contendo grupos polares do tipo acrilamida ou 
derivados13,23-25 e polietilenoglicol (PEG)26, o copolímero mais utilizado na 
síntese peptídica, desde a implantação do método da fase sólida, tem sido 
o copolímero de estireno contendo 1%, em peso, de intercruzamentos de 
divinilbenzeno (Figura 5.2). Esse copolímero possui a forma de grãos, diâ-
metro seco entre 35 mm e 150 mm, é completamente insolúvel em todos os 
solventes e é bastante estável nas condições usuais da síntese. O tamanho do 
grão é normalmente reportado em tamanho da malha (mesh), o qual é inver-
samente proporcional ao diâmetro da partícula. As resinas normalmente 
empregadas são as de 100 mesh a 200 mesh e de 200 mesh a 400 mesh (75 
mm a 150 mm e 35 mm a 75 mm, respectivamente).

A constituição da estrutura química do copolímero de poliestireno, 
composta predominantemente de anéis benzênicos e grupos metilênicos, 

Figura 5.2  Estrutura química do copolímero de estireno, contendo 1% em peso de divinilbenzeno, funcionalizado com grupos R.
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é bastante apolar, possuindo melhor solvatação em solventes apolares 
(tolueno, diclorometano ou clorofórmio) do que em solventes mais polares 
(dimetilformamida, álcoois ou água)16,27.

A SPFS nos últimos anos tem apresentado grandes avanços devido à uti-
lização de métodos mais eficientes de acoplamento28,29, uso de alta tempe-
ratura, entendimento dos parâmetros que afetam a solvatação do grão de 
resina e utilização de diferentes grupos para a funcionalização do polímero 
utilizado, entre outros. 

Crítico para a síntese é a escolha de qual grupo deve ser ligado à resina 
para o acoplamento do primeiro aminoácido da SPFS. Esse grupo é conside-
rado como um grupo protetor bifuncional, que é ligado à molécula desejada 
por meio de uma ligação lábil e ao polímero por meio de uma ligação mais 
estável. O número de grupos (linker) utilizados é enorme, sendo que é possí-
vel a obtenção de moléculas com diferentes grupos funcionais (amina, álcool, 
amida, ácido carboxílico, cíclicas etc.), o que ocasionou o desenvolvimento 
da síntese orgânica em fase sólida (SOPF). Apesar da ligação linker-molécula 
desejada ser rompida (clivada) por diferentes métodos (ácido, base, fotolábil 
etc.), neste capítulo nos dedicaremos ao método mais utilizado na SPFS: a 
clivagem ácida. 

Este capítulo discute a utilização dos grupos proeminentes na funciona-
lização dos diferentes polímeros, bem como da etapa de clivagem peptídeo/
resina e da hidrólise aminoácido/resina.

5.2 CLIVAGEM PEPTÍDEO/RESINA 

Após a síntese peptídica, a liberação do peptídeo da resina é fundamen-
tal para a obtenção do material desejado. A metodologia mais empregada 
atualmente na clivagem peptídeo/resina envolve a utilização de uma solução 
contendo ácido e supressores de reações colaterais. A solução ácida é a res-
ponsável pelo rompimento da ligação entre as cadeias peptídicas e o grão 
de resina, bem como pela desproteção das cadeias laterais dos aminoácidos 
trifuncionais. Os supressores de reações colaterais possuem como função 
o sequestro, por meio de reações químicas, dos protetores que são libera-
dos em solução, evitando a reação com outros grupos da cadeia peptídica. 
Durante a clivagem ácida, carbocátions são formados, podendo reagir com 
a espécie nucleofílica. Se a espécie nucleofílica é parte da molécula do pro-
duto a ser clivada em seguida, a molécula pode ser recolocada na fase sólida 
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através de uma ligação não lábil, o que resulta em baixos rendimentos de 
produto clivado.

O ácido e os supressores utilizados nesta etapa variam de acordo com 
a metodologia de síntese. As duas estratégias de síntese mais utilizadas na 
obtenção de peptídeos estão descritas abaixo. A primeira e mais antiga, 
emprega o grupamento ácido lábil t-butiloxicarbonila (Boc) como protetor 
do α-amino grupo, e derivados benzílicos (Bzl) para a proteção da maio-
ria das cadeias laterais de resíduos de aminoácidos trifuncionais (Boc/Bzl). 
Alternativamente, a segunda opção utiliza os grupamentos 9-fluorenilme-
tiloxicarbonila (Fmoc) (base lábil) e terc-butílicos (tBu), respectivamente 
(Fmoc/tBu). Em ambas as metodologias, o aminoácido carboxiterminal é 
ligado covalentemente à resina através de uma ligação éster para obtenção 
de peptídeos com carboxilatos livres, ou de uma ligação amida para a obten-
ção de peptídeos com extremidade α-carboxamida, após a clivagem final em 
meio ácido. O teor de incorporação dos aminoácidos é usualmente determi-
nado por análise de aminoácidos.

5.3 QUÍMICA BOC/BZL 

No caso da estratégia Boc/Bzl, a síntese de peptídeo inicia-se com a remo-
ção do grupo Boc em 30% ácido trifluoracético (TFA) em diclorometano 

Figura 5.3  Principais resinas utilizadas na síntese de peptídeos em fase sólida para a obtenção de peptídeos carboxila livre e 

carboxiamidas.
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(DCM), lavagens, desprotonação do amino grupo em 10% N,N,N-trietila-
mina (TEA) em DCM, lavagens em DCM, seguida da fase de acoplamento 
do próximo aminoácido (Figura 5.4). A estratégia alternativa Fmoc/tBu é 
mais simplificada, pois a remoção do grupo protetor Fmoc é feita em meio 
básico com 20% piperidina em dimetilformamida (DMF), o que já libera o 
grupo amino na forma desprotonada para a fase seguinte de acoplamento. 

Para a clivagem do peptídeo da resina utilizando-se a estratégia con-
tendo o grupo Boc como protetor do grupo amino alfa dos aminoácidos, 
utilizava-se, prioritariamente o fluoreto de hidrogênio. Devido à dificuldade 
de obtenção e manuseio desse produto, outros ácidos têm sido utilizados 
para a clivagem, como a mistura contendo o ácido trifluormetanossulfônico 
(TFMSA), trifluoracético (TFA) e tioanisol ou o éster de trimetilsililtrifluor-
metanosulfonato (TMSOTf)30. 

A metodologia empregada para a clivagem do peptídeo da resina utili-
zando a mistura TFMSA/TFA/tioanisol é apresentada no Esquema 1.

5.3.1 Esquema 1: Metodologia para clivagem 
do peptídeo da resina utilizando TFMSA 

Para cada 100 mg de peptidil-resina:

•  Adicionar, sob agitação, 200 µL de tioanisol e 100 µL de etanoditiol.
•  Colocar o frasco em um banho de gelo e espere resfriar.
•  Adicionar, sob agitação, 2 mL de ácido trifluoracético.
•  Agitar por 2 min.
•  Adicionar lentamente, sob agitação, 200 µL de TFMSA.
•  Retirar o frasco do banho de gelo e deixar agitando durante 2 horas 

a Tamb. 
•  Após este período, adicionar 25 mL de éter etílico.
•  Centrifugar e desprezar o sobrenadante. Repetir este procedimento 

2 vezes.
•  Secar o material obtido (resina + peptídeo).
•  Adicionar uma solução contendo água acidulada. Sugestão: 0,045% 

de ácido trifluoracético em água (dependendo do peptídeo, pode ser 
necessária a adição de acetonitrila para dissolvê-lo). 

•  Reservar o sobrenadante (solução contendo o peptídeo). Repetir este 
procedimento 2 vezes.

•  Liofilizar o sobrenadante obtido.
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Os estudos de nosso grupo mostraram que31, de maneira geral, a cliva-
gem de um peptídeo contendo na extremidade C-terminal (extremidade do 
peptídeo ligada à resina) um resíduo hidrofóbico ocorre mais lentamente 
e com um menor rendimento que peptídeos contendo nessa mesma extre-
midade um resíduo menos apolar (Figura 5.5). Para melhor entender essa 
limitação, a angiotensina (DRVYIHPF) contendo o aminoácido fenilalanina 
(hidrofóbico) em sua extremidade C-terminal e um análogo contendo gli-
cina nesta posição foi sintetizada nas principais resinas utilizadas na SPFS 
com o protocolo Boc/Bzl (Figura 5.4). As resinas avaliadas foram a resina 
benzidrilamina (BHAR) e resina metilbenzidrilamina (MBHAR), que, ao 
final da síntese, produzem peptídeos com a extremidade C-terminal amida; 
a resina clorometilada (CMR) e a resina 4-(aminoaciloximetil)fenilacetami-
dometila (PAM), que permitem a obtenção de peptídeos com a extremidade 

Figura 5.4  Esquema da síntese de peptídeos em fase sólida utilizando a estratégia Boc.
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C-terminal na forma de carboxila livre. A metodologia de clivagem foi a 
que utiliza a mistura TFMSA/TFA/tioanisol em duas temperaturas diferentes 
(0 ºC e 25 ºC).

Os resultados mostraram que a ligação peptídeo/suporte sólido nas con-
dições avaliadas para a resina fenilacetamidometila (PAMR), 2 horas de 
reação a 0 ºC, é suficientemente lábil para a remoção de praticamente todo 
o material, independentemente da polaridade do resíduo de aminoácido 
ligado a ela (Figura 5.6). No entanto, as resinas BHAR e MBAHR mostra-
ram comportamentos diferentes. A resina BHAR foi adequada para peptí-
deos contendo resíduo menos apolares na extremidade C-terminal (neste 
caso representados pela Gly). Para resíduos hidrofóbicos (Phe) essa resina 
foi inadequada, liberando, mesmo com o aumento de temperatura, apenas 
70% das cadeias em duas horas de reação. O uso da resina MBHAR permi-
tiu a liberação de 89% das cadeias peptídicas.

Esses resultados, avaliados isoladamente, mostraram que a resina ideal 
para a obtenção de peptídeos carboxiamida é a resina MBHAR. No entanto, 
outro fator deve ser considerado: a liberação das cadeias peptídicas durante 
a etapa ácida de desproteção do grupo Boc que ocorre durante a síntese. 

Figura 5.5  Fórmulas estruturais dos aminoácidos classificados de acordo com a natureza da cadeia lateral.
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O tratamento com TFA, 30% ou 50% em DCM, deveria apenas remover 
o grupo Boc da extremidade amínica, mas pode, dependendo da resina, do 
aminoácido ligado a ela e da frequência desse tratamento, induzir a remoção 
parcial das cadeias peptídicas, consequência de uma inadequada estabilidade 
da ligação peptidil-resina4,5. O tratamento ácido para a remoção do grupo 
Boc deve idealmente clivar completamente o grupo Boc, mas não promover 
a remoção do peptídeo da resina, o que acarretaria perda das cadeias em 
crescimento, diminuindo o rendimento final da síntese.

Estudos envolvendo a resina clorometilada (grupo clorometila ligado 
aos anéis aromáticos do polímero de poliestireno) mostraram que 1% das 
cadeias peptídicas eram perdidas por etapa de desproteção32. Jubilut e cola-
boradores33 mostraram que o tratamento de diferentes peptidil-resinas com 
TFA 30% em DCM por um período máximo de 20 horas, o que correspon-
deria a 40 ciclos durante a síntese de um peptídeo composto de 40 resíduos 
de aminoácidos, promove a perda de uma parcela significativa de cadeias 
peptídicas da resina. A ordem de estabilidade da ligação peptídeo-resina 
seguiu a sequência decrescente BHAR > MBHAR = PAMR > CMR.

Somado a isto, foi observado que a ligação da Phe (aminoácido hidro-
fóbico) à resina foi mais estável do que a da Gly (menos polar). Adicio-
nalmente, esse trabalho mostrou que a substituição de Gly por resíduos 
de Asp e His não afetou a estabilidade dessa ligação. A perda mais signi-
ficativa de cadeias peptídicas, observada na Figura 5.7, foi notada com a 

Figura 5.6  Clivagem do peptídeo angio-II ([Phe8]AII) e de seu análogo ([Gly8]AII) em diferentes resinas por meio do método contendo 

a mistura TFMSA/TFA/tioanisol a 0 ºC (A) e 25 ºC (B).
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[Gly8]-AII-CMR, enquanto a mais estável foi a [Phe8]-AII-BAR (perda de 
22% e 5% após 20 horas, respectivamente). 

De uma forma geral e avaliando os dados detalhados, podemos concluir 
que, para a obtenção de peptídeos de cadeia longa (por exemplo, com 40 
resíduos ou mais) contendo resíduo C-terminal hidrofóbico, a BHAR é mais 
vantajosa em relação à MBHAR, devido à menor perda nas etapas de des-
proteção do grupamento Boc. A perda no rendimento em função da estabi-
lidade da ligação peptidil-BHAR na etapa de clivagem é compensada pela 
maior estabilidade nas repetidas remoções do protetor Boc pelo TFA. No 
entanto, para peptídeos menores a melhor resina seria a MBHAR.

Como regras gerais para a escolha da melhor resina para a SPFS utili-
zando a metodologia Boc/Bzl podemos concluir:

1)  Para peptídeos pequenos (de até 15 resíduos), a utilização da MBHAR é 
mais vantajosa, independentemente da sequência sintetizada.

2)  Para peptídeos maiores com um resíduo hidrofóbico na extremidade 
C-terminal deve-se utilizar a resina MBHAR.

3)  Para peptídeos maiores com um resíduo polar na extremidade C-terminal 
deve-se utilizar a resina BHAR.

5.4 QUÍMICA FMOC/TBU 

As sínteses que utilizam a estratégia Fmoc/tBu empregam espaçadores 
mais lábeis para a ligação peptídeo resina (Figura 5.8). Como durante as 

Figura 5.7  Porcentagem de perda de cadeias de angio-II ([Phe8]AII) e de seu análogo ([Gly8]AII), em 40 horas, na presença de 

30% TFA/DCM.
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etapas de acoplamento não se utiliza ácido, o uso desses espaçadores permite 
que a clivagem do peptídeo da resina ao final da síntese seja realizada em 
condições menos agressivas. A clivagem é realizada tratando a peptidil-re-
sina com o ácido TFA (trifluoracético) (Esquema 2). Durante o processo, da 
mesma forma que na química Boc-Bzl, as cadeias laterais também são cli-
vadas. Dessa forma, espécies catiônicas extremamente reativas são geradas 
a partir dos grupos protetores dos aminoácidos. Esses compostos podem 
reverter a ligação clivada e modificar resíduos que contenham grupos fun-
cionais nucleofílicos, como: Trp, Met, Tyr, Cys, entre outros (Figura 5.5). 
Para prevenir, adicionam-se vários reagentes nucleofílicos, que agem como 
supressores de cadeias laterais, reagindo e inativando os compostos libera-
dos (Figura 5.9).

Figura 5.8  Esquema da síntese de peptídeos em fase sólida utilizando a estratégia Fmoc.
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5.4.1 Esquema 2: Metodologia para clivagem do 
peptídeo da resina utilizando TFA – Química Fmoc/tBu 

Para cada 100 mg de peptidil-resina:

•  Adicionar 1 mL da solução descrita na Figura 5.9 de acordo com 
a composição de aminoácidos do peptídeo. Adicionar, sob agitação, 
primeiro os supressores de cadeia lateral, e posteriormente o ácido 
trifluoracético.

•  Deixar agitando durante 2 horas ou 4 horas para aminoácidos hidro-
fílicos ou hidrofóbicos, respectivamente, a Tamb. 

•  Após esse período, adicionar 25 mL de éter etílico.
•  Centrifugar e desprezar o sobrenadante. Repetir este procedimento 

2 vezes.
•  Secar o material obtido (resina + peptídeo).
•  Adicionar uma solução contendo água acidulada. Sugestão: 0,045% 

de ácido trifluoracético em água (dependendo do peptídeo, pode ser 
necessária a adição de acetonitrila para dissolvê-lo). 

•  Reservar o sobrenadante (solução contendo o peptídeo). Repetir este 
procedimento 2 vezes.

•  Liofilizar o sobrenadante obtido.

Figura 5.9  Coquetéis utilizados na clivagem de peptídeos da química Fmoc/tBu34. 
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Da mesma maneira que os dados apresentados para as resinas utiliza-
das na química Boc/Bzl, a natureza do aminoácido ligado à resina também 
afeta a labilidade da ligação peptídeo/resina nas resinas utilizadas na quí-
mica Fmoc/tBu. A comprovação foi realizada por Jubilut e cols em 200735, 
utilizando novamente os peptídeos [Phe8]AII e seu análogo ([Gly8]AII) em 
quatro tipos de resinas utilizadas na SPFS empregando a química Fmoc/tBu. 
As resinas utilizadas neste trabalho foram a que emprega o espaçador ácido 
4-hidroximetilfenoxiacético36 (HMPA) ligado ao poliestireno e a resina Wang 
(polímero funcionalizado com grupos p-alcoxibenzílicos). Ambas as resinas 
são utilizadas na obtenção de peptídeos com a extremidade C-terminal na 
forma de carboxilatos. Para as resinas que possibilitam a obtenção de pep-
tídeos carboxiamida foram avaliadas as resinas Rink, que possuem, ligado 
ao polímero, o grupamento ácido 4-[(2’,4’-dimetoxifenil)Fmoc-aminometil]
fenoxiacetamido, e a resina contendo o espaçador Knorr37 (ácido 4-[(R,S)-α−
-[1-(9H-fluoren-9-il)-metoxi-formamida]-2,4-dimetoxibenzil-fenoxiacético). 

Figura 5.10  Clivagem do peptídeo angio-II ([Phe8] AII) e de seu análogo ([Gly8] AII) em diferentes resinas por meio do método 

contendo a mistura 82,5% TFA; 2,5% de EDT; 5% de fenol; 5% de tioanisol e 5% de água (Reagente K) a Tamb, por 2 horas36.
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Os dados obtidos mostraram que independentemente da resina utilizada, 
quando o resíduo de aminoácido ligado à resina é hidrofóbico, há necessi-
dade de maior tempo para a remoção do peptídeo da resina, quando compa-
rado a resíduos menos hidrofóbicos. Os dados obtidos também mostraram 
que isso ocorre independentemente do “coquetel” (mistura) de clivagem uti-
lizada (Figura 5.10). Aminoácidos hidrofóbicos proporcionam maior estabi-
lidade da ligação e maior dificuldade de clivagem, necessitando de um maior 
tempo para a clivagem. 

Os dados obtidos sugerem que, para cadeias contendo como primeiro 
aminoácido da síntese um resíduo hidrofóbico, o tempo de reação deve ser 
aumentado em relação ao normalmente utilizado, isto é, de duas horas para 
quatro horas de reação.

Esses resultados mostraram também que o rendimento da SPFS é alta-
mente dependente da etapa final da síntese: a clivagem do peptídeo da resina.

5.5 HIDRÓLISES DE PEPTÍDEOS 

Outro item merecedor de atenção, que também está relacionado ao rom-
pimento da ligação peptídeo/resina, é a etapa que envolve a hidrólise de 
aminoacil- e peptidil-resinas juntamente com as demais ligações peptídicas. 
A importância de se obter a hidrólise completa do grupamento ligado à 
resina e posterior análise de aminoácidos, possui importância quantitativa 
na síntese de peptídeos e na caracterização de biomateriais.

Para um estudo mais aprofundado da hidrólise ácida da ligação peptídeo/
resina avaliamos novamente o tipo de peptídeo e a procedência da resina. 
Somado a isto, o teor de sítios ativos na resina em função da hidrólise da 
ligação aminoácido/resina também foi estudado.

Desde a introdução do protocolo utilizando a solução ácida contendo 
HCl 12 mol.L-1/ácido propiônico (1:1, v/v) a 130 ºC por duas horas para 
aminoacil ou peptidil-resinas38,39, nenhum estudo sistemático foi realizado 
sobre a aplicabilidade desse procedimento a outras resinas introduzidas pos-
teriormente. Além disso, o papel exato de outros fatores que afetam a reação 
de hidrólise, tais como a natureza do aminoácido carboxiterminal e o teor 
de sítios ativos, ainda não tinha sido investigado.

Na literatura, há artigos que descrevem a necessidade de tempos maiores 
do que duas horas para a hidrólise de algumas peptidil-resinas40, enquanto 
outros sugerem que o aumento de temperatura para 160 ºC durante quinze 
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minutos é suficiente para a hidrólise total41. Outros artigos sugerem ainda o 
emprego de micro-ondas para acelerar e otimizar o processo.

A hidrólise de aminoacil-resinas (Gly, Val e Phe) ligadas a BHAR de dife-
rentes graus de substituição (0,47; 0,8 e 2,2 mmol/g) ocorreu com HCl:Prop 
a 130 ºC. Independentemente do tempo de hidrólise, o teor de sítios por 
grão das resinas de partida (grau de substituição) não afetou a porcentagem 
de hidrólise. A Tabela 5.135,42 mostra, no entanto, que há uma nítida influên-
cia do aminoácido carboxiterminal na velocidade de sua hidrólise. O ami-
noácido glicina, o menos apolar entre os estudados, mostrou a necessidade 
de 30 horas de reação para que a sua ligação com a resina fosse rompida. 
Esse tempo aumentou para 70 e 100 horas para os aminoácidos mais hidro-
fóbicos Val e Phe, respectivamente. 

Tabela 5.1  Porcentagem de hidrólise de aminoacil-BAR de diferentes graus de substituição em HCl:Prop, 130 ºC em diferentes tempos

AMINOACIL-BAR /GRAU DE SUBSTITUIÇÃO
(mmol/g)

TEMPO DE HIDRÓLISE 
(h)

2 15 30 50 70 100

Gly (0,47) 18 80 100 – – –

Gly (0,80) 17 81 100 – – –

Gly (2,20) 18 79 100 – – –

Val (0,47) 11 36 54 73 100 –

Val (0,80) 10 35 53 72 100 –

Val (2,20) 11 36 54 73 100 –

Phe (0,47) 7 24 38 58 71 100

Phe (0,80) 7 24 38 57 72 100

Phe (2,20) 7 24 37 58 71 100

Devido à constatação da necessidade de tempos prolongados para a 
hidrólise completa dos aminoácidos ou peptídeos das resinas utilizadas na 
estratégia Boc, testou-se alternativamente um protocolo que pudesse ser 
mais rápido e eficiente do que o clássico: HCl 12 mol.L-1/ácido propiônico 
(1:1, v/v) a 130 ºC por duas horas.

Como na literatura já existiam trabalhos envolvendo análise de peptí-
deos e proteínas, nos quais se substituía o ácido propiônico pelo TFA com 
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melhores resultados43,44, aplicamos essa opção para o caso de hidrólise de 
aminoacil e peptidil-resinas. Essa maior eficiência foi atribuída à capacidade 
de melhor solvatação do copolímero pelo TFA em comparação com o ácido 
propiônico. Para avaliar a utilização em detalhes do TFA, o primeiro parâ-
metro estudado foi a melhor proporção entre esse ácido e o ácido clorídrico.

Visto que o objetivo dessa substituição foi o de obtermos condições de 
hidrólise mais rápida possível, a temperatura escolhida foi 160 ºC. Nesses 
estudos utilizamos a aminoacil-resina Phe-BAR com 0,4 mmol/g de grau de 
substituição como modelo. Os resultados mostraram que as hidrólises mais 
rápidas foram alcançadas quando se empregou a proporção 3:1 (v/v) entre 
HCl 12 mol.L-1 e TFA (Tabela 5.2). Esse resultado indicou que quando se 
emprega um ácido mais forte que o propiônico, mas com igual ou melhor 
capacidade solvatante da resina, obtemos hidrólises mais eficientes, indepen-
dentemente do aminoácido a ela ligado35. A utilização da mistura 3:1 (v/v) 
entre HCl 12 mol.L-1 e TFA permitiu que o tempo para hidrólise total da 
ligação Phe-resina diminuísse para 15 horas para as resinas PAM e MBHAR 
e para 30 horas para a resina BHAR. 

Para uma avaliação mais completa dos métodos de hidrólises existen-
tes, a degradação de cada aminoácido nas condições de hidrólise também 
foi analisada.

Tabela 5.2  Efeito da proporção entre HCl e TFA (v/v) na velocidade de hidrólise (em porcentagem) de Phe-BAR a 160 ºC

TEMPO (h) PROPORÇÕES DE HCL/TFA (V:V)

1:2 1:3 1:4 1:9

5 56 64 59 36

20 90 100 92 59

Como o TFA a 160 ºC poderia afetar a estabilidade dos aminoácidos, a 
degradação destes sob essa nova condição de hidrólise foi testada e compa-
rada com a metodologia que utiliza HCl/ácido propiônico (Tabela 5.3). Os 
dados mostraram que a utilização do TFA aumenta a degradação dos ami-
noácidos de uma maneira geral. Os aminoácidos Asp, Pro, Gly, Ala, Val, Leu e 
Phe não são degradados, enquanto Ser, Thr e Cys são degradados totalmente. 
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Tabela 5.3  Porcentagem de degradação de aminoácidos pelo método do HCl:TFA (3:1) e HCl/Prop (1:1) a 160 ºC após 15 horas de 

reação

AMINOÁCIDO MÉTODO

HCl/TFA (3:1) HCl/Prop (1:1)

Asp 0 0

Thr 100 100

Ser 100 100

Glu 18 6

Pro 0 0

Gly 0 1

Ala 0 0

Cys 100 100

Val 0 3

Met 54 36

Ile 21 18

Leu 6 0

Tyr 51 20

Phe 2 0

His 16 5

Lys 9 4

Arg 8 0

Neste capítulo foram investigados os fatores que afetam a labilidade da 
ligação aminoacil ou peptidil-resina e a implicação desses resultados para 
a metodologia da síntese peptídica em fase sólida. Esta labilidade foi tes-
tada frente a diferentes condições ácidas, visando tanto a clivagem do peptí-
deo da resina como a hidrólise total da ligação, juntamente com a hidrólise 
do peptídeo. 

Em todos os estudos foi possível verificar a importância da natureza do 
aminoácido na estabilidade da ligação com a resina. Aminoácidos mais hidro-
fóbicos aumentam a estabilidade da ligação, dificultando seu rompimento. 



193Reações de clivagem ácida de aminoácidos e peptídeos ligados a polímeros: relevância para a metodologia de síntese de peptídeo

Os resultados indicam que os tempos de clivagem recomendados por anos 
na literatura não são suficientes para a remoção quantitativa de peptídeos 
contendo resíduos hidrofóbicos em sua extremidade C-terminal, fato este 
que pode afetar de maneira significativa o rendimento final da SPPS.

Os estudos das resinas mais comumente utilizadas na SPFS mostraram 
que ocorre diferença na labilidade da ligação com o peptídeo dependendo 
do grupo utilizado na funcionalização do copolímero.

Outro dado interessante foi que a mistura HCl:TFA, na proporção 
1:3, v/v, induz hidrólise mais rápida que o tradicional HCl:ácido propiônico, 
1:1, v/v, utilizado normalmente nos protocolos tradicionais. No entanto, a 
degradação de alguns aminoácidos aumenta com a utilização do TFA. 

Os dados obtidos mostraram que a padronização dos métodos de cliva-
gem e hidrólise devem levar em conta a natureza do aminoácido ligado à 
resina. Somado a isto, outros grupos para a funcionalização dos polímeros 
devem ser estudados, visando aumentar o rendimento da etapa final da sín-
tese, a clivagem.
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