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Representação da formação de uma ligação peptídica e estrutura de 

um pentapeptídeo 



Peptídeos Biologicamente Ativos 
 

1- Combinação de aproximadamente 50 aminoácidos (aa). 

2- Alta atividade biológica (ativo em doses de picograma) 

3- Isolamento: Baixas concentrações nas fontes naturais 

    Síntese química: Complexa e cara. 

Peptídeo Processo biológico/doença 

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

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

3. Bradicinina (n=9 aa) Hipotensão, inflamação, asma 

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

5. Desmopressina (n=9 aa) Diabetes insipidus 

6. MSH (n=13 aa) 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. Inhibidor de aspartil-protease (n=3-6 aa) AIDS (coquetel) 
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Peptide-polymer structures  



Table:   Calculated Product Yields of Peptides of Various Chain Lengths for Different  

Constant Yields per Cycle 
 

 Yield per step  

Polypeptide, protein 

Amino acid 

residues 

Number of 

cycles 95% 98% 99% 99,9% 

       

Angiotensin II 8 7 69,8 86,8 93,2 99,3 

Oxytocin, vasopressin, bradykinin 9 8 66,3 85,1 92,3 99,2 

Antamanide, gramicidin 10 9 63,0 83,4 91,4 99,1 

α-Melanotropin 13 12 54,0 78,5 88,6 98,8 

Gramicidin A 15 14 48,8 75,4 86,9 98,6 

Insulin A-Chain 21 20 35,8 66,8 81,8 98,0 

Insulin B-Chain 30 29 22,6 55,7 74,7 97,1 

Staphylococcal nuclease-P 42 41 12,2 43,7 66,2 96,0 

Ferredoxin 55 54 6,3 33,6 58,1 94,7 

Bovine trypsin inhibitor 58 57 5,4 31,6 56,4 94,5 

Cytochrome c 104 103 0,5 12,4 35,5 90,2 

Ribonuclease A 124 123 0,2 8,3 29,1 88,4 

Human growth hormone 190 189 0,006 2,2 15 82,8 

 





Características da Resina Ideal 

a) Conter sítios ativos onde deve ocorrer a ligação do aminoácido carboxi-

terminal, através de ligação estável covalente; 

b) Possuir estrutura que possibilite a rápida difusão dos reagentes até os sítios 

de reação e que facilite a remoção de subprodutos, através de lavagens por 

filtração; 

c) Não introduzir impedimentos estéricos 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; 

f) Apresentar completa estabilidade química e física. 



A resina mais tradicional: PS-DVB 
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Síntese do Copolímero de Estireno e 

Diacrilato de Tetraetilenoglicol (EDTG) 
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RESULTADOS 

1. Síntese de Resinas 

•BAR; 

•MBAR; 

•BUBAR. 



Perfis cromatográficos em HPLC dos peptídeos-modelo 

brutos (A) AngII-NH2 e (B) Gly8-AngII-NH2 clivados em 

HF anidro a 0ºC 2 horas, sintetizados na BUBAR. 
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THEORETICAL YIELD OF SYNTHESIS 

WITH  LOW AND HIGHLY SUBSTITUTED 

RESINS  

12.0 g (PC = 95%) 

 

3.0 g (PC = 80%) 3.0 mmol/g 

1.2 g (PC = 60%) 0.3 g (PC = 30%) 0.3 mmol/g 

Weight of peptide  (per 1g of starting resin) 

MW = 1000 (8 aa)                    MW = 4000 (35 aa)  

Resin (mmol/g) 

•PC = peptide content 



Solvation Studies of 

Polymers  

 

a) Microscopic Measurement of Bead Sizes 



Microscopia óptica dos grãos de resina 

aMédias geométricas; bvolume grão solvatado - volume grão seco; cporcentagem 

do volume do grão solvatado ocupado pelo solvente 

Solvente DCM 

Resinas Diâm. grãos secos
a
  

 

(m) 

Diâm. grãos 

solvatados
a
  

(m) 

Volume do 

solvente por grão
b
 

(10
5
m

3
) 

Solvente 

dentro do grão
c
  

(%) 

AEDTG 0,7 mmol/g 45 75 1,7 78 

 



Resina 
Gly-NH-C-Phe-NH-C-Asn-NH-C-Ser 
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Inchamento da BAR e da (NANP)4- BAR de 1,4 mmol/g  

(68% de conteúdo peptídico) 

85% solvente 

(NANP)4-BAR 

Solvatação 

BAR 

85% solvente 42% solvente 33% solvente 

DCM DCM DMSO 

DMSO 

Seco Seco 



CORRELAÇÃO ENTRE  

SOLVATAÇÃO DE POLÍMEROS E  

POLARIDADE DO SOLVENTE 



Resinas: 

1. BAR 

2. PAC-PEG-PS 

3. (NANP)3 -Nle-BAR 

4.VHHQKLVFFAEDV-BAR 

(fragmento 12-24 do peptídeo 

β-amiloicde - 42 aa) 

 Parâmetros do solvente e grau de inchamento de resinas 

 Resina
a
 (% inchamento) 

 Solvente e AN
 

DN
 

(AN+DN) 1 2 3 4 

          
1 Tolueno 2,4 3.3 0.1 3.4 87 64 26 40 

2 DCM 8,9 20.4 1.0 21.4 84 79 46 52 

3 Clorofórmio 4,7 23.1 4.0 27.1 83 83 53 64 

4 NMP 33,0 13.3 27.3 40.6 67 75 70 64 

5 DMF 36,7 16.0 26.6 42.6 70 70 75 57 

6 DMSO 46,7 19.3 29.8 49.1 51 71 76 65 

7 TFE 26,7 53.5 0.0 53.5 28 77 63 60 

8 EtOH 24,3 37.1 32.0 69.1 19 53 38 40 

9 MeOH 32,6 41.3 30.0 71.3 17 59 45 41 

10 Formamida 109,5 39.8 24.0 63.8 23 61 61 46 

11 50% TFE/Tolueno 14,6 28.4 0.1 28.5 71 82 62 64 

12 20% TFE/DCM 12,5 27.0 0.8 27.5 72 78 70 60 

13 50% TFE/DCM 17,8 36.9 0.5 37.5 56 80 73 58 

14 80% TFE/DCM 23,1 46.9 0.2 47.4 42 80 75 65 

15 20% DMSO/NMP 35,7 14.5 27.8 42.3 73 71 65 61 

16 50% DMSO/THF 27,1 13.7 24.9 38.6 65 68 62 55 

17 65% NMP/THF 24,1 11.5 24.8 36.1 79 75 68 66 

18 50% DCM/DMF 22,8 18.2 13.8 32.0 70 76 66 61 

19 50% DCM/DMSO 27,8 19.9 15.4 35.3 68 69 68 65 

20 50% MeOH/DMSO 39,7 30.3 29.9 60.2 25 66 72 56 

21 50% TFE/DMF 31,7 34.8 13.3 48.1 27 69 29 47 

22 50% TFE/DMSO 36,7 36.4 14.9 51.3 28 70 31 47 

23 10% TEA/DCM 8,3 18.5 6.6 25.1 76 81 60 62 

24 10% TEA/DMF 33,3 14.5 30.0 44.5 66 78 69 65 

25 10% TEA/DMSO 42,3 17.5 32.9 50.4 47 72 71 64 

26 20% PIP/DCM 8,3 16.3 8.8 25.1 78 76 55 nd 

27 20% PIP/DMF 30,5 12.8 29.3 42.1 73 75 66 nd 

28 20% PIP/DMSO 38,5 15.4 31.8 47.2 62 71 70 nd 

29 Acetonitrila (ACN) 36,0 18.9 14.1 33.0 32 65 24 36 

30 Acetona (ACE) 20,7 12.5 17.0 29.5 48 63 21 40 

31 2-Propanol (iPrOH) 18,3 33.5 36.0 69.5 14 46 10 37 
a 

[(volume solvatado – volume seco) / volume solvatado] x 100 utilizando os seguintes valores para as 

medidas dos diâmetros dos grãos secos: Resinas: 1=50 m  2=114 m, 3=87 m,  4=94 m,  nd = não 

determinado. 



Alguns Parâmetros de Solvente Utilizados 

a) Constante dielétrica (e);  

b) Parêmetro ET(30) - Dimroth-Reichardt  

c) Parâmetro de Solubilidade - Hildebrand (); 

d) Parâmetro π* - Kamlet-Taft  

e) Parâmetros  e  (capacidade doadora e receptora protônica, 

respectivamente) – Kamlet-Taft 

f) Parâmetros AN e DN (receptor e doador eletrônico, respectivamente) – 

Gutmann. 

g) Parâmetro de polaridade testado : (AN+DN) 
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+, 2.4 mmol/g em função dos 

parâmetros de polaridade (AN+DN), e, ET(30), , (+) e (p*++) de 

solventes. 
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 Escala do solvente (AN+DN). 

 

Solvente (AN+DN)  Solvente (AN+DN) 

n-Hexano 0.0  N-Metil-pirrolidinona (NMP) 40.6 

n-Heptano 0.0  Dimetilacetamida 41.4 

Tolueno 3.4  N,N-dimetilformamida (DMF) 42.6 

Benzeno 8.3  Dietilacetamida 45.8 

Tetracloreto de carbono 8.6  Piridina 47.3 

1,1-Dicloroetano 16.2  Dimetilsulfóxido (DMSO) 49.1 

1,2-Dicloroetano 16.7  Hexametilfosforamida 49.4 

Nitrobenzeno 19.2  Hexametilfosforamida 49.4 

Dicloroetilenocarbonato 19.9  1,1,1-Trifluoroetanol (TFE) 53.5 

Diclorometano (DCM) 21.4  2-Feniletanol 56.8 

Dietiléter 23.1  N-Metilformamida 59.1 

Nitrometano 23.2  Dietilamina 59.4 

Dioxano 24.6  Álcool benzílico 59.8 

Acetato etílico 26.4  Etilamina 60.3 

Acetato metílico  27.0  Trietilamina (TEA) 62.4 

Clorofórmio 27.1  Formamida 63.8 

Benzonitrila 27.4  t-Butanol 65.1 

Tetrahidrofurano (THF) 28.0  1-Butanol 65.8 

Acetona 29.5  Etanol (EtOH) 69.1 

Dimetoxietano 30.2  2-Propanol 69.5 

Acetonitrila 33.0  Metanol (MeOH) 71.3 

Propileno CO3 33.4  Água 72.8 

Tributilfosfato 33.6  Ácido acético 72.9 

Sulfolano 34.0  Diaminoetano 75.9 

Sulfano tetrametileno 34.0  Etilenodiamino 75.9 

4-Butirolactona 35.3  Ácido fórmico 102.6 

Tetrametiluréia 38.8  Ácido trifluoracético (TFA) 105.0 

Trimetilfosfato 39.3  Ácido trifluormetanosulfônico 129.1 

Piperidina (PIP) 40.0    

 

Cilli et al. J.Org.Chem. (1996), 81, 

8992  

Malavolta et al. Tetrahedron 

(2002),58, 4383 

Oliveira et al. Eur. J. Org. Chem. 

(2002), 3686 

Malavolta e Nakaie.Tetrahedron 

(2004) 60, 9417 

 



SOLVATION STUDIES OF 

POLYMERS 

 

b) Electron Paramagnetic Resonance 

Spectroscopy 



Ressonância Paramagnética Eletrônica 

(RPE) 

• Definição: método espectroscópico que detecta 

compostos que possuem elétron desemparelhado. 

• Inúmeros compostos possuem elétrons 

desemparelhados: ex: radicais livres, íons de 

transição metálica, etc. 

• Compostos com elétrons desemparelhados são 

geralmente muito instáveis mas participam de 

processos cruciais como na fotossíntese, 

oxidações, catálises e reações de polimerização. 



ESTUDOS ESPECTROSCÓPICOS 
 
 

ESPECTRO ELETROMAGNÉTICO 
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ESTUDOS ESPECTROSCÓPICOS 
 
 

 As técnicas espectroscópicas obtêm informação do 

sistema estudado analisando a radiação que é transmitida 

ou espalhada.  

AMOSTRA 
Radiação  
Eletromagnética 
()incidente 

Radiação Transmitida 
()transmitida = ()incidente 
 
- absorção ótica 
- NMR, ESR 
- CD 

Radiação Espalhada 
()espalhada = ()incidente 
 
- fluorescência 
- difração de raios-X 
- Raman 
- fosforescência 



 Formas canônicas do radical nitróxido. 



(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. 





TOAC 
2,2,6,6-tetrametihylpiperidine-1-oxyl-4-amine-4-carboxylic acid 

POAC 

  2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine-1-oxyl-3-amine-4-carboxylic acid 

N (CH3)2(CH3)2
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Síntese do Fmoc-TOAC 
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(III)

(IV)

Ácido N-(9-fluorenilmetiloxicarbonil)-2,2,6,6-tetrametilpi- 

peridina-N-óxido-4-carboxílico (Fmoc-TOAC) 

4-oxo-Tempo (TEMPONA) Hidantoína-5,4’-(2’,2’,6’,6’-tetrametil-piperidina-N-óxido (ESPIRO) 

Ácido 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-N-óxido 

4-amino--4carboxílico (TOAC) 

Marchetto, Schreier & Nakaie 
J. Am. Chem. Soc. (1993) 115, 11042 
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(V)

Síntese do Fmoc-POAC 

I ) 2,2,5,5-tetrametil-3-

carbamidopirrolidina-1-oxil 

II ) 2,2,55- tetrametil -3-cianopirrolidina-1-

oxil 

III ) 2,2,5,5 tetrametill -3-ciano-4-amino-

pirrolidina-1-oxil 

IV) Ácido 2,2,5,5-tetrametillpirrolidina-N-

oxil-3-amino-4-carboxílico 

V) Ácido (9-fluorenilmetoxicarbonil)-

2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-N-oxil-3-

amino-4-carboxílico  

Chem. Pharm. Bull.(2001)49, 1027 
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Síntese do POAC e a sua estereoquímica 





RPE spectra of Boc-TOAC-BHAR (0.25 

mmol/g) in DCM, DMF and DMSO 















Chemical & Engineering News  

E. K. Wilson (2000) : 78, 54-59. 





DESENVOLVIMENTO DE NOVAS RESINAS 

PARA A SÍNTESE PEPTÍDICA E 

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA  

EM COLUNA 



GRAPHICAL ABSTRACT 

RESINAS 

 

Resina Abreviatura 

 

Estrutura 

 

Benzidrilamino BAR 

 

 
 

4-metil-benzidrilamino MBAR 

 

 
 

4-butil-benzidrilamino BUBAR 

 

 
 

4-cloro-benzidrilamino ClBAR 

 

 
 

2,4-dicloro-benzidrilamino diClBAR 

 

 
 

1- Naphthyl, Acetyl - benzidrilamino NAFIR  

 

 

1- Naphthoyl - benzifrilamino  NAFOR 
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RESIN   L   y   s   

L   y   s   

L   y   s   

A   c   -   (   A   s   n   -   A   l   a   -   A   s   n   -   P   r   o   )   3   -   E   a   c   

                                                                                                                                                                                                                                                          

Chemical structure of {[(acetil-NANP)3-Eac]4-(Lys)2-Lys–DEAE-

(MacroPrep or Sephadex A50) used for  affinity chromatography. 

  A   c   -   (   A   s   n   -   A   l   a   -   A   s   n   -   P   r   o   )   3   -   E   a   c   

A   c   -   (   A   s   n   -   A   l   a   -   A   s   n   -   P   r   o   )   3   -   E   a   c   

A   c   -   (   A   s   n   -   A   l   a   -   A   s   n   -   P   r   o   )   3   -   E   a   c   



Peptídeos MAP do Paracoccidioides brasiliensis 

Ile-Arg-Tyr-Ala-Asn

Ile-Arg-Tyr-Ala-Asn

Ile-Arg-Tyr-Ala-Asn

Lys

Lys-Gly

Ile-Arg-Tyr-Ala-Asn

Lys

-NH2

NH2
-

Ile-His-Thr-Leu-Ala-Ile-Arg-Tyr-Ala-Asn

Ile-His-Thr-Leu-Ala-Ile-Arg-Tyr-Ala-Asn

Lys-Gly
Ile-His-Thr-Leu-Ala-Ile-Arg-Tyr-Ala-Asn

Ile-His-Thr-Leu-Ala-Ile-Arg-Tyr-Ala-Asn

Lys

Lys

Leu-Ile-Ala-Ile-His-Thr-Leu-Ala-Ile-Arg-Tyr-Ala-Asn

Leu-Ile-Ala-Ile-His-Thr-Leu-Ala-Ile-Arg-Tyr-Ala-Asn
Lys-Gly

Leu-Ile-Ala-Ile-His-Thr-Leu-Ala-Ile-Arg-Tyr-Ala-Asn

Leu-Ile-Ala-Ile-His-Thr-Leu-Ala-Ile-Arg-Tyr-Ala-Asn

Lys

Lys

-NH2



EPR spectra of (a) Toac and (b) Toac-peptide in aqueous 

solution, at 22oC 



-------------------------------------------------------------------------------------------------------

Análogo                         Aorta de coelho                 Útero de rata        Íleo de cobaia

Toac
0
-AII                                  3%                                 18%                         2,3%

Toac
1
-AII                                  1%                                  62%                       14,2%

Toac
3
-AII                                  NR                                  NR                           NR

Toac
7
-AII                                  NR                                  NR                           NR

Pip
7
-AII                                     0,4%                               0,9%                       NR

-------------------------------------------------------------------------------------------------------

NR : atividade biológica menor que 0,01%

Pip: Ácido pipecólico

Atividade biológica de análogos da Angiotensina II contendo Toac e Pip 



 

EFEITO DO SOLVENTE NA 

 

 SOLUBILIZAÇÃO DE PEPTÍDEOS 
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 Solubility degree of (1-42) -amyloid [A], (1-21) -amyloid [B], TM-32 [C] and 

VVLGAAIV-amide [D] peptides as a function of the pH of the medium. 



1. Como regra geral para a solubilização de peptídeos – mesmo os mais 

insolúveis - os melhores solventes são os que apresentam grande 

diferença entre os valores de AN e DN. Por esta razão, os solventes HFIP 

(alto AN) e DMSO (alto DN) são os melhores solubilizantes na classe dos 

solventes simples. 

 

2. No caso dos solventes mistos, a adição da água (alto AN) deve ser 

avaliada com cautela. O seu efeito é, por exemplo, prejudicial na 

solubilização de peptídeos agregantes, se misturada com DMSO (alto 

DN). Por outro lado, a sua adição ao HFIP ou TFE (alto AN) parece não 

prejudicar o efeito solubilizante dos mesmos. 

 

 
- Malavolta, L. e  Nakaie, C. R. [Tetrahedron (2004) 60, 9417] 

- Malavolta, L, Pinto, M.R.S., Cuvero, J.H., Nakaie, C.R. [Protein Science (2006) 15, 

1476 

 

Conclusões principais deste tópico 

 



Amyloid -Protein Fragment

H-4854

(D-Asp1)-Amyloid b-Protein (1-42)

H-D-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-His-His-Gln-Lys-Leu-Val-

Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-Ile-Ile-Gly-Leu-Met-Val-Gly-Gly-

Val-Val-Ile-Ala-OH

Catalog Number Unit Price per Unit QTY

  H-4854.0500    0.5 mg    -     USD 345.00

  H-4854.1000     1 mg       -    USD 540.00

C203H311N55O60S

Mr :4514.1

Longterm storage temperature:   - 15 ° C

Bulk Quantity





  

      Estudos básicos e aplicações práticas 
      
  
Peptídeos- Polímeros (Resinas) 

a) QUÍMICO 

 

 - Aprimoramento do método de síntese; 

- Síntese de sequências difíceis ou não usuais; 

-  Com elevado teor peptídico no grão; 

- Com aminoácidos não naturais; 

- Com uso de marcadores de spin do tipo aminoácido (Toac, Poac)   

 

b) FÍSICO-QUÍMICA/BIOFÍSICA/FARMACOLOGIA  

 

- Estudo de interação peptídeo-solvente 

- teoria de solubilização, via AN e DN; 

- Estudos espectroscópicos de conformação (RPE, CD, NMR, etc);  

- Propriedades farmacológicas e modelagem molecular 

- Estudos de interação em sistemas membrana-miméticos; 

- Efeito estrutural de irradiação gama; 

   

 c) APLICAÇÕES 

 

 - Autonomia na produção de diferentes tipos de peptídeos; 

- Autonomia na obtenção de matérias primas como copolímeros de 

partida, resinas, derivados de aminoácidos, etc 

Introdução de derivados dos marcadores de spin (Toac e Poac e 

peptídeos ativos com estes marcadores (α-MSH e derivado); Patentes. 

- Peptídeo para Diabetes insipidus (desde 2004, Governo de SP);  

- Inibidores para doenças neurodegenerativas (em andamento).  

  

  

a) QUÍMICO 

 

- Síntese do copolímero de partida; 

- Síntese de resinas com alto teor de sítios reativos; 

- Síntese de resinas com tamanho e teor de intercruzamento alterados; 

   

b) FÍSICO-QUÍMICA/BIOFÍSICA 

 

 - Estudos por microscopia de grãos e por RPE, NMR, FTIR;  

- Regras de solvatação de polímeros 

- Proposição de uma nova escala de polaridade de solventes. 

   

c) APLICAÇÕES 

 

 - Síntese de resinas inéditas para uso em síntese peptídica 

- Síntese de resinas inéditas para  cromatografias em coluna (troca-

iônica, afinidade, etc). 

- Uso de resinas comerciais de troca iônica para síntese peptídica e 

cromatografia de afinidade; 

- Centro de análise de medicamentos genéricos (ensaios de 

biodisponibilidade -NUBEC) – desde 2003. 

  

  



Prof. Dr. Antônio Cechelli de Mattos Paiva. 

http://www.biof.epm.br/acmpaiva.htm

