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Resumo 

 

Substratos peptídicos da Granzyme B como sondas fluorescentes: estudos de FRET para 

aplicação num sistema de libertação controlada de fármacos para o cancro colorretal 

 

O cancro colorretal (CCR) é o terceiro tipo de tumor maligno mais diagnosticado em todo 

o mundo. As opções atuais de tratamento focam-se na eliminação direta das células cancerígenas, 

mas carecem de especificidade que se traduz em danos graves nos tecidos saudáveis. Uma 

potencial alternativa terapêutica é a imunoterapia, isto é, os fármacos atuam especificamente no 

sistema imunológico do paciente, em vez de eliminar as células tumorais diretamente. A 

nanotecnologia pode desempenhar um papel crucial nesta estratégia, ajudando na libertação de 

fármacos imunoestimulantes no microambiente tumoral. O Imiquimod é um fármaco imunoestimulante 

que tem como alvos principais as células imunes T CD8+ e NK (Natural Killers). Quando estas células 

são ativadas, libertam compostos que levam à morte celular. A Granzyme B (GzmB) é uma serina 

protease envolvida num dos dois mecanismos dominantes pelos quais essas células medeiam a 

morte de células cancerígenas. 

O objetivo deste trabalho consistiu na síntese e caraterização de sondas fluorescentes 

para a GzmB, utilizando um fluoróforo (Edans) e um quencher (Dabcyl) ligados a uma sequência 

específica para esta enzima (Ala-Ala-Asp), com um aminoácido adicional como ponto de 

ancoragem (Lys). Estas sondas servem como prova de conceito de um projeto que tem como 

objetivo aplicar sondas fluorescentes mais complexas para a GzmB e através de técnica baseadas 

em FRET para monitorizar um sistema de libertação controlada de fármacos imunoestimulantes 

utilizado no tratamento do cancro colorretal. 

Os péptidos foram sintetizados com os grupos laterais amino e ácido carboxílico da Lys e 

Asp, protegidos com o grupo Boc e tBu, respetivamente, e foram obtidos por síntese peptídica em 

fase sólida assistida por micro-ondas, aplicando a estratégia Fmoc e uma resina de cloreto de 2-

clorotritilo. A ligação do par FRET Edans/Dabcyl foi realizada por síntese em fase sólida e em 

solução. As sondas obtidas foram purificadas por HPLC semi-preparativo e caraterizadas por 

espetroscopia de RMN de 1H, de 13C e bidimensional (HMBC e HMQC), por espetroscopia de 

absorção UV/Vis e de fluorescência. Foram realizados também estudos de FRET em solução, em 

que se avaliou o quenching intermolecular de fluorescência do Edans com o Dabcyl. 

Foram ainda realizadas sínteses para obter intermediários de cianina do tipo 5 (Cy5) e de 

Black Hole Quencher 3 (BHQ-3), como par FRET mais indicado para estudos celulares. 

Palavras-chave: Cancro colorretal; FRET; Granzyme B; péptidos; sondas fluorescentes
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Abstract 

 

Granzyme B peptide substrates as fluorescent reporters: FRET studies in the 

characterization of a drug delivery system for colorectal cancer 

 

Colorectal cancer (CRC) is the third most diagnosed malignant tumor type worldwide. 

Current treatment options are focused on the direct depletion of cancer cells, but lack specificity 

that translates into severe damage to healthy tissues. A potential therapeutic alternative is 

immunotherapy, that is, drugs act specifically on the patient's immune system rather than directly 

eliminating tumor cells. Nanotechnology can play a crucial role in this strategy, helping deliver 

immunostimulating drugs to the tumor microenvironment. Imiquimod is an immunostimulating 

drug that has as main targets CD8+ T and NK (Natural Killers) immune cells. When these cells are 

activated, they release compounds responsable for cell death. Granzyme B (GzmB) is a serine-protease 

involved in one of the two dominant mechanisms by which these cells mediate cancer cell death. 

The aim of this work was the synthesis and characterization of fluorescent probes for GzmB 

using a fluorophore (Edans) and a quencher (Dabcyl) linked to a specific sequence for this enzyme 

(Ala-Ala-Asp), with an additional amino acid as anchoring point (Lys). These probes serve as proof 

of concept for a project that aims to apply more complex fluorescent probes for GzmB and by 

applying FRET-based techniques to monitor a controlled release system of immunostimulanting 

drugs used in the treatment of colorectal cancer. 

The peptides were synthesized with the side chain amino and acid groups of Lys and Asp, 

protected with the Boc and tBu group, respectively, and the peptides were obtained by microwave 

assisted solid phase peptide synthesis, applying the Fmoc strategy and a 2-chlorotritylchloride 

resin. The linking of the FRET Edans/Dabcyl pair was performed by solid phase and solution 

synthesis. The obtained probes were purified by semi-preparative HPLC and characterized by 1H, 

13C and two-dimensional NMR spectroscopy (HMBC and HMQC), UV/Vis absorption and 

fluorescence spectroscopy. Solution FRET studies were also performed, in which the intermolecular 

fluorescence quenching of Edans with Dabcyl was evaluated. 

Furthermore, syntheses were performed to obtain cyanine type 5 (Cy5) and Black Hole 

Quencher 3 (BHQ-3) intermediates, as a more suitable FRET pair for cellular assays. 

Keywords: Colorectal cancer; fluorescent probes; FRET; Granzyme B; peptides 
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Notas introdutórias 

 

Alguns termos foram utilizados na língua original em inglês e surgem ao longo do texto na 

forma original em itálico. 

Os termos são: 

- drug delivery – libertação de fármacos; 

- linker – espaçador colocado entre a resina e o local onde vai ocorrer a reação; 

- loading – grau de funcionalização da resina; 

- swelling – capacidade de dilatação da resina em solventes; 

- quenching – processo que diminui a intensidade de fluorescência; 

- quencher – molécula responsável pela diminuição da intensidade de fluorescência; 

- capping – processo para bloquear permanentemente quaisquer grupos reativos. 

 

Na atribuição dos nomes aos diferentes compostos optou-se por usar o nome IUPAC 

apenas na primeira vez que são citados e  por uma questão prática usaram-se as designações 

usuais e abreviaturas destes compostos ao longo desta dissertação, como por exemplo no caso 

do Dabcyl e Edans. 
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1.1. Substratos peptídicos para a Granzyme B no tratamento do cancro colorretal 

1.1.1. Tratamento do cancro colorretal 

O cancro continua a ser uma das doenças mais mortíferas para a humanidade, tendo sido 

responsável por cerca de 9,6 milhões de mortes em 2018.1 Em particular, o cancro colorretal 

(CCR), que se manifesta como um neoplasma maligno na mucosa do cólon ou do reto,2,3 é o 

terceiro tipo de tumor mais diagnosticado em todo o mundo, com 1 849 518 novos casos em 

2018 (Figura 1).4 Face a estes números existe uma necessidade crescente de desenvolvimento de 

novas terapias anticancerígenas.  

 

 

 

As opções atuais de tratamento do cancro incluem a intervenção cirúrgica, quimioterapia 

e radioterapia ou uma combinação destes procedimentos.5 Os protocolos terapêuticos 

comummente utilizados no tratamento do CCR envolvem a coadministração de diferentes agentes 

quimioterapêuticos numa série de ciclos do tratamento, tais como FOLFOX (combinação de 

oxaliplatina, leucovorina e 5-fluorouracilo) e FOLFIRI (combinação de irinotecano, leucovorina e 5-

fluorouracilo).6
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Figura 1: Número estimado de casos de cancro em todo o mundo em 2018. O gráfico foi obtido do Global Cancer Observatory com 

base nas informações do GLOBOCAN 2018, adaptado da referência 4. 
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Estes agentes quimioterapêuticos demonstraram ser altamente eficazes para tratar o CCR, 

no entanto, não são seletivos e o seu direcionamento não específico pode danificar tecidos normais 

saudáveis, causando uma série de efeitos colaterais indesejáveis, tais como  fadiga, perda de 

cabelo, perda de apetite, náuseas e vómitos.3,7 Estes efeitos adversos severos induzidos pelos 

agentes quimioterapêuticos em tecidos e órgãos saudáveis são a principal razão da alta taxa de 

mortalidade do paciente com cancro. Adicionalmente, como a biodisponibilidade destes agentes 

para os tecidos tumorais é relativamente baixa, são necessárias doses mais elevadas, conduzindo 

a toxicidade nas células normais e a um desenvolvimento de resistência múltipla a fármacos.5  

 

1.1.2. Imunoterapia combinada com nanotecnologia como tratamento alternativo 

Recentemente, a imunoterapia tornou-se uma importante alternativa terapêutica, isto é, 

as terapias anticancerígenas são projetadas para atuar especificamente no sistema imunológico 

do paciente, em vez de eliminar as células tumorais diretamente.8 A nanotecnologia combinada 

com a imunoterapia permitiu contornar uma das principais limitações da nanomedicina até agora, 

a falta de acumulação dos fármacos no tecido desejado. A capacidade do sistema imunitário de 

se auto-regular e amplificar a resposta a um estímulo inicial, significa que mesmo formulações 

com capacidades de direcionamento fracas a moderadas, serão capazes de iniciar uma cascata 

de eventos que levarão à eliminação do tumor.8  

O desenvolvimento destas estratégias terapêuticas para o tratamento do cancro baseado 

em nanopartículas gerou avanços significativos na farmacologia, diminuindo os efeitos colaterais 

dos fármacos convencionais e melhorando a sua eficácia, solubilidade, farmacocinética e 

biodistribuição.3  

A libertação controlada de fármacos (drug delivery) é uma das principais áreas da 

nanotecnologia que está a revolucionar o tratamento do cancro. Atualmente, os complexos em 

nanoescala em desenvolvimento consistem em dois componentes principais: a nanopartícula em 

si, que é usada como agente de transporte e o fármaco quimioterapêutico (Figura 2).9 Este sistema 

permite a libertação seletiva do agente terapêutico nas células tumorais levando ao aumento da 

concentração do mesmo no alvo e à minimização do dano provocado nas células saudáveis. Desta 

forma, é possível diminuir a quantidade de fármaco administrada, e aumentar o intervalo de tempo 
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entre cada administração. Esta libertação do fármaco na célula tumoral pode ser feita por difusão 

simples ou através de mecanismos que requerem atividade enzimática ou mudanças das 

condições fisiológicas, tais como pH, temperatura ou alteração do equilíbrio osmótico celular. 

A conjugação de moléculas pequenas como anticorpos, péptidos, oligonucleótidos e 

outras moléculas na superfície de nanopartículas como vetores para o reconhecimento celular tem 

levado ao desenvolvimento de uma nova geração de nanopartículas para a terapia do cancro.3,10,11  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os agentes terapêuticos imunoestimulantes ativam o sistema imunológico do paciente, 

pois interagem com as moléculas que desempenham um papel na ativação de células imunes, 

tais como as células T citotóxicas ou T CD8+, células T auxiliares ou T CD4+, células NK ou (Natural 

Killers), macrófagos e células dendríticas.8,12  

Dentro dos vários fármacos imunoestimulantes, o Bortezomib e o Imiquimod têm sido 

amplamente utilizados no tratamento do cancro. O Bortezomib inibe o proteassoma 26S afetando 

múltiplos sinais de cascata dentro da célula, resultando na morte de células cancerígenas.13 O 

Imiquimod é um agonista do recetor Toll-like 7 usado para o tratamento tópico de cancros de pele.8  

Estes fármacos têm como alvos principais as células T CD8+ e NK. Após a sua ativação, 

estas células libertam compostos que levam à morte celular. A Granzyme B (GzmB) é uma enzima 

envolvida num dos dois mecanismos dominantes pelos quais essas células medeiam a morte de 

células cancerígenas.14,15

Figura 2: Constituição de uma nanopartícula utilizada em drug delivery, adaptada da referência 9. 
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1.1.3. Granzyme B e os seus principais substratos 

A Granzyme B (GzmB) é uma serina protease produzida por células T CD8+ e células NK 

que medeia a morte celular quando libertada por estes.16,17 A função clássica da GzmB é a indução 

de apoptose em células-alvo por um mecanismo dependente da perforina, proteína que forma 

poros nas membranas celulares, permitindo que a GzmB aceda ao citosol da célula-alvo. Ao entrar 

no citosol da célula-alvo, a GzmB promove a apoptose através de vias dependentes ou independes 

de caspases, ou através da permeabilização mitocondrial provocada pela clivagem da proteína 

Bid, havendo a libertação do citocromo c. A permeabilização mitocondrial resulta na ativação da 

caspase-9 via apoptossoma e consequentemente na ativação de caspases efetoras -3 e -7, 

traduzindo o sinal apoptótico.15,18,19 Estas vias que levam à apoptose através da GzmB estão 

descritas na Figura 3. 

 

 

Figura 3: Vias para apoptose mediada pela GzmB, adaptada da referência 19. 
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Estudos recentes focam-se na GzmB devido à sua preferência invulgar por clivar ligações 

peptídicas do substrato após resíduos ácidos, principalmente de ácido aspártico (Asp). Embora a 

GzmB seja a única serina protease de mamífero conhecida por apresentar esta especificidade de 

clivagem, esta preferência é compartilhada com a família de cisteína proteases, as caspases.20,21  

Esta especificidade primária para o ácido aspártico ocorre através de uma interação lateral 

com o resíduo Arg226 da GzmB.22 No seu local catalítico, a GzmB apresenta uma tríade de resíduos 

chave (Ser195, His57 e Asp102).18,23  

Com base em estudos que definem a preferência peptídica pela abordagem combinatória, 

o substrato de reconhecimento ideal para a GzmB contém a sequência P4-P3-P2-P1 ótima 

(nomenclatura para as posições dos aminoácidos em substratos em que Pn, Pn-1, ..., P2, P1 com 

hidrólise da ligação amida a ocorrer após P1) como sendo Ile-Glu-Pro-Asp (Figura 4).24,25,26  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Representação tridimensional usada para destacar os determinantes na estrutura da GzmB com os aminoácidos do tipo 

substrato P1 a P4 (Ile-Glu-Pro-Asp) (laranja). A tríade catalítica (Ser195, His57 e Asp102) e os determinantes estruturais não 

modificados são mostrados a vermelho, adaptada da referência 26.   
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Tanto na literatura como nos catálogos de produtos comerciais, estão disponíveis vários 

substratos para estudos da atividade da GzmB. Destes substratos peptídicos, os mais utilizados 

contêm grupos de saída cromogénicos ou fluorogénicos tais como a p-nitroanilina (pNA) ou 7-

amino-4-trifluorometilcumarina (AFC) que podem ser quantificados espetrofotometricamente ou 

fluorimetricamente.27 Dentro destes, destacam-se os substratos Ac-Ile-Glu-Pro-Asp-pNA e Z-Ile-Glu-

Thr-Asp-AFC. 

A clivagem do substrato Ac-Ile-Glu-Pro-Asp-pNA pela caspase-8 ou GzmB liberta a pNA, 

que pode ser detetada a 405 nm (Figura 5 - a).28 Já o Z-Ile-Glu-Thr-Asp-AFC é um substrato 

fluorogénico para a caspase-8 e a GzmB que, após a clivagem enzimática, liberta a AFC e a sua 

fluorescência pode ser usada para quantificar a atividade destas enzimas. A AFC exibe um máximo 

de excitação/emissão de 380/500 nm, respetivamente (Figura 5 - b).29  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figura 5: Substratos peptídicos para a GzmB: Ac-Ile-Glu-Pro-Asp-pNA (a) e Z-Ile-Glu-Thr-Asp-AFC (b).
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No entanto, os substratos Ile-Glu-Pro-Asp e Ile-Glu-Thr-Asp não apresentam especificidade 

para a GzmB, pois podem ser clivados por caspases.30 Neste sentido, outros substratos peptídicos 

têm sido desenvolvidos para que não sejam reconhecidos por caspases ou outras granzymes que 

são estruturalmente ou funcionalmente semelhantes à GzmB.  

O substrato Boc-Ala-Ala-Asp-S-Bzl apresenta esta caraterística única de clivagem pela 

GzmB. Quando esta enzima cliva o substrato Boc-Ala-Ala-Asp-S-Bzl após o ácido aspártico em P1, 

liberta o fenilmetanotiol, que por sua vez interage com o ácido 5,5´-ditio-bis-(2-nitrobenzóico) 

(DTNB) para formar o ião 3-carboxi-4-nitrotiofenolato, que pode ser detetado a 405 nm (Esquema 1).28  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1: Substrato peptídico para a GzmB: Boc-Ala-Ala-Asp-S-Bzl, esquema adaptado da referência 28. 
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1.2.  Síntese peptídica 

1.2.1. Formação da ligação peptídica 

A etapa chave na síntese de péptidos é a formação da ligação peptídica, que envolve a 

formação de uma ligação covalente do tipo amida, através da reação entre um ácido carboxílico e 

uma amina. No entanto, a reação destes dois grupos funcionais não ocorre espontaneamente à 

temperatura ambiente, uma vez que a eliminação da molécula de água só ocorre a altas 

temperaturas, condições que são tipicamente prejudiciais à integridade dos substratos.31  

Por essa razão, é necessário primeiro ativar o ácido carboxílico do aminoácido I, utilizando 

um reagente de acoplamento apropriado para converter o -OH do grupo carboxílico num bom 

grupo de saída, e só depois de ativado, o ácido carboxílico reage com a amina do aminoácido II 

para formar a ligação peptídica (Esquema 2). Também é essencial que os restantes grupos reativos 

presentes (α-carboxilo e α-amina e outros grupos reativos da cadeia lateral) estejam bloqueados 

com grupos protetores (GP1 e GP2) para evitar reações secundárias.32  

 

 

Esquema 2: Acoplamento entre aminoácidos mediado por um reagente de acoplamento, adaptado da referência 32. 

 

Dentro dos vários reagentes de acoplamento disponíveis comercialmente, os mais 

utilizados são as carbodiimidas, os sais de fosfónio e de amínio/urónio (Figura 6).33  

 

 

Figura 6: Reagentes de acoplamento mais utilizados na síntese peptídica, adaptada da referência 33.   
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As carbodiimidas, N,N’-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC), N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC) 

e o hidrocloreto de N-etil-N’-[3-(dimetilamino)propil]carbodiimida (EDC.HCl) são frequentemente 

usadas para a formação da ligação amida em síntese peptídica devido à sua atividade moderada 

e também ao seu baixo custo (Figura 7).34,35  

 

 

Figura 7: Carbodiimidas que podem ser usadas como reagentes de acoplamento em síntese peptídica, adaptada da referência 34. 

Outro desenvolvimento importante no âmbito dos reagentes de acoplamento foi a 

descoberta de supressores de racemização. Uma vez que todos os aminoácidos naturais são 

quirais, à exceção da glicina, em que o grupo da cadeia lateral é um hidrogénio, a síntese peptídica 

ocorre com a formação de uma ligação amida entre monómeros oticamente ativos.36,33 Sendo que 

a manutenção da integridade quiral dos monómeros deve ser um fator importante na síntese 

peptídica, é crucial a compreensão dos mecanismos de racemização. 

A racemização pode ocorrer no terminal C do aminoácido durante a reação de 

acoplamento devido à remoção do hidrogénio no carbono α e/ou a formação de um intermediário 

do tipo oxazolona (Esquema 3).35  

 

Esquema 3: Formação de oxazolona, adaptado da referência 35.



 

11 

 

Capítulo 1: Introdução 

 

A reação de um ácido carboxílico protegido com uma carbodiimida leva à formação de 

O-acilisoureia. Este intermediário pode originar vários produtos diferentes antes de reagir com a 

função amina para se obter a ligação amida (Esquema 4).37  

Se 2 equivalentes de ácido carboxílico são usados, o intermediário O-acilisoureia reage 

com o segundo equivalente originando o correspondente anidrido simétrico (Via A, Esquema 4).31,33  

O intermediário O-acilisoureia também pode ciclizar formando oxazolonas (Via B, Esquema 4). 

No entanto, a oxazolona é menos reativa podendo ocorrer racemização, como já referido. 

Quando a O-acilisoureia formada é muito reativa pode dar-se o acoplamento direto com a 

amina para originar a ligação amida (Via C, Esquema 4). 

Uma quarta opção, que é indesejável, consiste no rearranjo por acil-transferência da O-

acilisoureia para a N-acilureia, que não é reativa (Via D, Esquema 4). Este rearranjo pode ser 

suprimido pela presença de um aditivo de acoplamento, como um derivado de hidroxilamina 

(HOXt).33 Estes aditivos são nucleófilos que reagem com a O-acilisoureia formando um éster ativo 

capaz de reagir com a função amina formando a ligação amida desejada (Via E, Esquema 4). 

 

Esquema 4: Ativação do ácido carboxílico através da carbodiimida, adaptado da referência 37.
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Existe uma gama variada de aditivos que são usados nas reações de acoplamento 

mediadas por carbodiimidas, tais como o N-hidroxibenzotriazole (HOBt), a N-hidroxisuccinimida 

(HOSu) e o 2-ciano-2-(hidroxiimino) acetato de etilo, cujo nome comercial é Oxyma (Figura 8).33  

 

 

Figura 8: Alguns aditivos usados nas reações de acoplamento, adaptada da referência 33. 

 

A utilização destes aditivos permite evitar reações colaterais como a formação de N-acilureias, 

acima referida, e a eventual racemização do aminoácido ativado, caso se forme uma oxazolona.38  

 

1.2.2. Síntese peptídica em fase sólida 

1.2.2.1. Conceito de SPPS desenvolvido por Merrifield 

O sucesso da aplicação de péptidos em química medicinal resultou de uma variedade de 

síntese peptídicas, quer em fase sólida, em solução ou numa mistura destes dois tipos de síntese.  

A síntese peptídica em fase sólida (SPPS – Solid Phase Peptide Synthesis) desenvolvida 

por Merrifield em 1963, tornou-se o principal método de preparação de péptidos sintéticos que 

são essenciais para a investigação em biologia, biomedicina e na descoberta de novos fármacos.39,40 

Este trabalho inovador de Merrifield foi reconhecido pela atribuição do Prémio Nobel de Química 

em 1984.41  

O conceito básico de Merrifield consiste em ligar covalentemente o primeiro aminoácido 

a um suporte sólido (resina polimérica insolúvel), aumentar a cadeia peptídica a partir deste, com 

a incorporação dos restantes aminoácidos, através de uma sequência de acoplamentos e 

desproteções. Após obtenção do péptido, com a sequência de aminoácidos pretendida, este é 

clivado da resina.42
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Os métodos clássicos de síntese de péptidos em solução são demorados, de baixos 

rendimentos, requerem o isolamento e purificação dos intermediários, e a solubilidade do péptido 

diminui à medida que aumenta o tamanho da cadeia peptídica.42,43,44  

A técnica em fase sólida mostrou ter vantagens relativamente à síntese em solução, uma 

vez que as reações de acoplamento são mais completas obtendo-se altos rendimentos, porque se 

utiliza um excesso de reagentes, que pode ser facilmente removido por filtração e lavagens 

sucessivas da resina com solventes adequados. Adicionalmente, as perdas de material na síntese 

em fase sólida são minimizadas, porque as reações e a purificação ocorrem sem remover o 

suporte polimérico do vaso de reação.41  

O uso de grande excesso de reagentes na SPPS também permite que as reações de 

acoplamento sejam mais rápidas do que em solução, minimizando assim a perda de configuração 

por racemização. Embora seja amplamente aceite que, para cada passo, na SPPS o risco de 

racemização é praticamente nulo, isto não é completamente verdade e a possibilidade de perda 

de configuração deve ser sempre mantida em mente, especialmente para os aminoácidos 

sensíveis, como a cisteína ou a histidina.33  

Atualmente as reações de SPPS têm vindo a ser automatizadas, pois são repetitivas e 

reprodutíveis, podendo-se sintetizar rapidamente péptidos com bons rendimentos globais e com 

um bom grau de pureza.42,45  

 

1.2.2.2. Grupos protetores 

 O sucesso da síntese peptídica depende da combinação eficiente dos grupos protetores e 

dos reagentes de acoplamento. Os grupos protetores têm como função impedir a formação de 

ligações indesejáveis durante a reação e para tal, existem duas categorias de grupos protetores, 

os grupos que permitem a proteção temporária dos grupos α-amino e α-carboxilo da cadeia 

principal dos aminoácidos, designados por grupos protetores temporários e os grupos de proteção 

permanentes que bloqueiam as funcionalidades da cadeia lateral dos aminoácidos durante o 

crescimento da sequência peptídica. Estes últimos devem suportar as condições das clivagens 

repetitivas do grupo protetor temporário, e geralmente são removidos aquando da clivagem da 

ligação entre o péptido e resina.46,47
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Na SPPS os grupos protetores geralmente utilizados para bloquear o grupo α-amino dos 

aminoácidos são o 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) e o terc-butiloxicarbonilo (Boc) (Figura 9). O 

grupo Fmoc é clivado em meio básico, com 20% de piperidina ou morfolina dissolvida num solvente 

orgânico. Contrariamente, o grupo Boc é removido na presença de ácidos, como o ácido sulfúrico, 

o ácido trifluoroacético (TFA) e o ácido clorídrico.48 Como a remoção destes grupos protetores é 

feita em condições diferentes, quando se recorre a uma síntese em fase sólida escolhe-se uma 

estratégia de síntese utilizando todos os aminoácidos N-protegidos com somente um destes 

grupos.  

A clivagem do péptido da resina também está dependente da estratégia que é utilizada. 

Numa estratégia Fmoc o péptido é clivado da resina em meio ácido, normalmente com ácido 

acético. Na estratégia Boc, a clivagem do péptido da resina é realizada com ácido fluorídrico  

anidro. A estratégia Fmoc é usada mais frequentemente, comparativamente à estratégia Boc, pois 

esta última requer o uso de HF que apresenta propriedades tóxicas e corrosivas.49,50  

 

 

Figura 9: Grupos de proteção α-amino geralmente utilizados, Fmoc e Boc. 

 

Os grupos de proteção da cadeia lateral para a estratégia Fmoc têm sido extensivamente 

estudados durante as últimas décadas. Para os resíduos de aminoácidos trifuncionais (por 

exemplo, Cys, Asp, Glu, Lys e Arg) a proteção da cadeia lateral é essencial para o sucesso da 

síntese de péptidos. Os grupos protetores geralmente utilizados são grupo o terc-butilo (tBu) para 

os aminoácidos Glu, Asp, Ser, Thr e Tyr, o grupo 2,2,4,6,7-pentametil-dihidrobenzofurano-5-

sulfonilo (Pbf) para Arg, o grupo tritilo (Trt) para Cys, Asn, Gln e His e o grupo Boc para Lys e Trp 

(Figura 10).40,51 Os restantes aminoácidos não apresentam grupos funcionais na cadeia lateral.52
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Figura 10: Grupos protetores geralmente utilizados para proteger as cadeias laterias dos aminoácidos. 

 

1.2.2.3. Suporte sólido 

A escolha do suporte sólido (resina) para a síntese peptídica depende do péptido que se 

pretende sintetizar, das condições de reação, dos grupos protetores que serão usados e, ainda do 

tipo de clivagem a ser feita na resina após a síntese do péptido pretendido.42  

As resinas geralmente utilizadas na síntese em fase sólida têm uma matriz de poliestireno 

reticulado com 1% de DVB (divinilbenzeno) e apresentam-se sob forma de esferas com um 

tamanho suficiente de modo a permitir a remoção rápida dos solventes por filtração. As resinas 

devem ser fisicamente estáveis e inertes a todos os reagentes e solventes utilizados durante a 

síntese. É necessário também, que o suporte sólido tenha uma boa capacidade de dilatação 

(swelling) nos solventes usados durante a síntese, permitindo que todos os reagentes penetrem 

rapidamente nas partículas do polímero.42  

A resina deve ter um grau de funcionalização (loading) adequado, pois um nível elevado 

de loading inicial pode resultar num decréscimo da eficácia da síntese. O espaço disponível dentro 

da resina torna-se pequeno, e assim à medida que aumenta a cadeia peptídica, as reações 

cruzadas entre diferentes cadeias peptídicas ligadas à resina estão mais predispostas a 

acontecer.53  

Para permitir a ligação do primeiro aminoácido, o suporte de poliestireno deve ser 

quimicamente modificado para se tonar reativo.42 Esta ligação pode ser feita diretamente, como 

demonstrado no trabalho original de Merrifield, ou através de um espaçador, linker.41 
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Existe uma ampla variedade de resinas, que possuem diferentes grupos funcionais, onde 

os péptidos podem ser sintetizados do terminal amino para o terminal ácido, ou do terminal ácido 

para o terminal amino (mais usado).45 Existem resinas funcionalizadas que permitem obter 

péptidos com terminais com grupos ácidos livres, amidas, álcoois, entre outros.45,54 Nesta 

dissertação foi utilizada a resina de cloreto de 2-clorotritilo que permite obter o terminal na forma 

de ácido (Figura 11). 

A resina de cloreto de 2-clorotritilo não é sensível a bases, permitindo a utilização de 

aminoácidos com o grupo Fmoc como grupo protetor temporário. Os Fmoc-aminoácidos podem 

ser ligados à resina de cloreto de 2-clorotritilo essencialmente sem racemização. A presença do 

átomo de cloro na posição 2 proporciona uma maior sensibilidade a ácidos, podendo os péptidos 

ser clivados da resina com tratamento com ácido muito suave, sendo por isso suficiente uma 

mistura de clivagem utilizando ácido acético (AcOH)/2,2,2-trifluoroetanol (TFE)/diclorometano 

(DCM) para a separação do péptido na forma de ácido livre.47,55  

 

 

Figura 11: Estrutura da resina de cloreto de 2-clorotritilo. 

 

1.2.2.4. SPPS sequencial e convergente 

Existem dois tipos de estratégia sintética em fase sólida, a SPPS sequencial e a SPPS 

convergente. A SPPS sequencial (Esquema 5) corresponde à estratégia definida por Merrifield, 

com acoplamentos e desproteções repetitivas para a introdução dos aminoácidos, um de cada 

vez. No final, o péptido pretendido é separado do suporte sólido e os grupos protetores das cadeias 

laterais são normalmente removidos ao mesmo tempo.42 Esta estratégia é aplicada na síntese de 

péptidos de sequência curta ou média, não ultrapassando os 50 resíduos de aminoácidos.56 
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Esquema 5: Esquema geral da síntese sequencial em fase sólida (SPPS), esquema adaptado das referências 50 e 54. 

 

A estratégia SPPS convergente é usada para a síntese de péptidos de sequência longa, 

em que inicialmente se recorre à SPPS sequencial para formar segmentos peptídicos pequenos 

que são purificados e posteriormente ligados entre si de forma a obter o péptido pretendido.47  

A síntese em fase sólida pode ser realizada manualmente ou através de um equipamento 

utilizando a irradiação micro-ondas. A principal diferença entre estes dois métodos é a temperatura 

a que são submetidas as reações e consequentemente, o tempo reacional das mesmas.
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1.2.2.5. Síntese peptídica em fase sólida assistida por micro-ondas 

A utilização da irradiação por micro-ondas na síntese peptídica em fase sólida foi aplicada 

pela primeira vez em 1991 por Wang e, desde então, tem sido amplamente usada, permitindo 

obter péptidos com melhores rendimentos, mais puros e realizar reações químicas em minutos, 

em vez de horas ou mesmo dias.57,58,59  

No aquecimento convencional condutivo, a energia é transferida para a mistura de reação 

através de correntes convectivas ou condutividade térmica, enquanto que o aquecimento por 

micro-ondas ocorre pela incidência da energia diretamente no solvente e em alguns reagentes, 

devido às interações do material com o campo elétrico alternado, levando a um aumento rápido 

da temperatura (Figura 12).40,60  

 

Figura 12: Vaso de reação sob aquecimento por micro-ondas, adaptada da referência 60. 

 

Para que a temperatura da mistura reacional aumente rapidamente é importante escolher 

um solvente que tenha a capacidade de absorver a energia de micro-ondas e de converter essa 

energia absorvida em calor.61 Para tal, são usados os solventes N,N´-dimetilformamida (DMF), 

acetonitrilo, butanol, cetonas e água.60  
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Embora, a irradiação micro-ondas não afete o valor da energia de ativação dos reagentes, 

a energia aplicada é capaz de fornecer o impulso para superar a barreira e completar a reação 

mais rapidamente do que os outros métodos convencionais de aquecimento.60  

Para além da rapidez das reações, o aquecimento por micro-ondas tem-se revelado um 

sucesso porque reduz a agregação inter- e intramolecular que tende a existir nos aminoácidos que 

são propensos a formar folhas β. Estes aminoácidos, frequentemente levam à agregação durante 

o crescimento da cadeia peptídica, provavelmente devido à possibilidade de ligações de hidrogénio 

e forças hidrofóbicas, especialmente em péptidos que contém uma alta proporção de Ala, Val, Ile, 

Asn ou Gln. Com o aquecimento por micro-ondas a agregação tende a deixar de existir, ficando as 

cadeias numa forma mais estendida e, assim, os locais de acoplamento ficam mais acessíveis 

(Figura 13).40,62  

 

 

Figura 13: Efeito da energia de micro-ondas durante o crescimento da cadeia peptídica: (esquerda) na ausência de micro-ondas; 

(direita) com irradiação micro-ondas, adaptada da referência 62. 
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1.3.  Aplicação da técnica FRET no desenvolvimento de sondas fluorescentes 

1.3.1. Espetroscopia de fluorescência 

A espetroscopia de fluorescência é uma das técnicas analíticas mais sensível, versátil e 

de fácil acesso, desempenhando um papel importante em diferentes áreas de investigação, 

nomeadamente na química analítica, na bioquímica e na biologia celular.  

Em particular, a marcação por fluorescência de biomoléculas é uma ferramenta essencial 

para o estudo da localização e expressão dessas moléculas nas células, e pode ser realizada com 

compostos com absorção e/ou fluorescência desde a região ultravioleta até a região do 

infravermelho próximo do espetro eletromagnético.63,64  

A marcação por fluorescência pode ser utilizada nesta ampla faixa de comprimentos de 

onda usando nanocristais semicondutores, proteínas fluorescentes ou moléculas orgânicas. Estas 

moléculas orgânicas podem marcar compostos através de uma ligação covalente usando um 

grupo reativo (-SH, -OH, -COOH, -NH2) para originar sondas fluorescentes.63,64  

Várias sondas fluorescentes têm sido desenvolvidas principalmente para marcar péptidos 

e nucleótidos,65,66 sendo crucial compreender os mecanismos responsáveis pela fluorescência para 

o desenvolvimento e aperfeiçoamento de novas sondas fluorescentes. 

A fluorescência é um processo no qual ocorre a emissão de fotões por relaxação de um 

estado eletrónico excitado. Quando uma espécie absorve radiação na região do ultravioleta e 

visível, ocorre uma transição eletrónica do estado eletrónico fundamental (S0) para um estado de 

energia superior, denominado estado excitado (Sn). Deste estado excitado, a molécula passa ao 

estado excitado de menor energia (S1) dissipando a energia para o ambiente envolvente, num 

processo geralmente designado por conversão interna.  

A partir do estado S1, a molécula retorna ao seu estado fundamental por transições não 

radiativas (conversão interna) entre os dois estados eletrónicos ou através de transições radiativas, 

mantendo a mesma multiplicidade, no caso da fluorescência, ou o eletrão pode inverter o spin e 

transitar para um nível vibracional de energia semelhante do primeiro estado excitado tripleto (T1), 

por um processo designado por cruzamento interssistemas. Quando no estado tripleto, a molécula 

pode decair para o estado fundamental singleto (S0) de forma não radiativa (conversão interna) ou 
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por emissão, processo designado por fosforescência. Estes processos são geralmente 

esquematizados pelo diagrama de Jablonski (Figura 14 - a).67,68  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O espetro de fluorescência costuma ser a imagem no espelho do espetro de absorção 

(Figura 14 – b) e o intervalo entre os comprimentos de onda de emissão máxima e absorção 

máxima é designado de desvio de Stokes.  

Uma molécula fluorescente ideal deve apresentar um desvio de Stokes elevado, 

permitindo assim detetar os fotões emitidos isoladamente dos fotões absorvidos. Além disso, um 

fluoróforo deve ter uma elevada absortividade molar (ε), garantindo uma absorção da radiação a 

um dado comprimento de onda; deve apresentar um alto rendimento quântico de fluorescência 

(ɸF), pois é a razão entre o número de fotões emitidos e o número de fotões absorvidos, sendo 

indicadora da eficiência do processo de fluorescência; deve também ter um tempo de vida de 

fluorescência (τ) longo, de modo que seja possível observar a emissão de fluorescência do 

fluoróforo continuamente excitado, valor que varia entre os nanossegundos a picossegundos.69  

 

Figura 14: Diagrama de Jablonski (a) e ilustração das posições relativas dos espetros de absorção, fluorescência e fosforescência 

(b), adaptada das referências 67 e 68. 

Absorção Fluorescência Fosforescência 

a) 

b) 
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Diferentes processos podem provocar a diminuição da intensidade de fluorescência, 

fenómeno designado por quenching. Estes processos podem ocorrer no estado excitado das 

moléculas (quenching dinâmico) ou no estado fundamental, por formação de complexos não 

fluorescentes (quenching estático).69 Atualmente, a maioria das técnicas de deteção de 

fluorescência baseiam-se no quenching dinâmico por transferência de energia de um fluoróforo 

para outro fluoróforo ou para uma molécula não fluorescente (quencher).70 Este é um dos 

mecanismo mais utilizados por sondas fluorescentes e será descrito na próxima secção.  

 

1.3.2. Transferência de energia por ressonância de Förster, FRET 

A transferência de energia ressonante ocorre entre duas moléculas, um dador (fluoróforo) 

e um aceitador (fluoróforo ou cromóforo), em que a excitação é transferida do dador no estado 

excitado para o aceitador no estado fundamental por interações dipolo-dipolo de longo alcance – 

processo designado por transferência de energia por ressonância de Förster (FRET - Förster 

Ressonance Energy Transfer).67,69 Neste processo, o espetro de absorção do aceitador deve 

sobrepor-se ao espetro de emissão do dador. Uma sobreposição de mais de 30% é a condição 

mínima para uma deteção eficiente, precisa e confiável de FRET.71 Para além disso, o dador e o 

aceitador devem estar a uma distância de 1-10 nm e a orientação relativa dos dipolos de transição 

do dador e do aceitador deve ser paralela (Figura 15).71  
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Figura 15: Requisitos específicos para ocorrer FRET, adaptada da referência 71. 
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A distância em que a eficiência da transferência de energia é reduzida em 50%, ou seja, 

50% dos dadores no estado excitado são desativados pelo FRET, define-se como o raio de Föster 

(R0).72 O valor de R0 (em angström) depende das propriedades espetrais do dador e aceitador, a 

expressão é dada pela Equação 1: 

 

𝑅0 = 9,7× 103 (𝑄0𝑛−4𝑘2𝐽)
1

6 Å (Equação 1) 

 

onde Q0 corresponde ao rendimento quântico de fluorescência do dador na ausência do 

aceitador, n ao índice de refração do meio, K2 é o fator de orientação dos momentos dipolares do 

dador e aceitador e J corresponde à integral (área) da sobreposição espetral da emissão do dador 

e da absorção do aceitador.  

No caso de usar dois fluoróforos, o mecanismo FRET pode ser detetado pela extinção da 

fluorescência do dador, quando a distância entre o dador-aceitador é grande ou pelo aparecimento 

da fluorescência induzida do aceitador para pequenas distâncias entre dador-aceitador (Figura 16).68  

 

 

Figura 16: Influência da distância entre o par dador/aceitador no mecanismo FRET, adaptada da referência 68.
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Desta forma, a extensão da transferência de energia de Föster pode ser monitorizada pelas 

intensidades relativas de fluorescência das moléculas dadoras e aceitadoras. Isto fornece uma 

ferramenta muito sensível e útil para medir a proximidade de biomoléculas marcadas por 

fluorescência na escala de nm.68 Além disso, o FRET pode ser aplicado para detetar alterações 

conformacionais numa proteína quando a distância entre o dador e o aceitador muda.73  

Os avanços atuais na microscopia de fluorescência aliados ao desenvolvimento de novas 

sondas fluorescentes, fazem da transferência de energia por ressonância de fluorescência uma 

poderosa técnica para estudar as interações moleculares in vivo com melhor resolução espacial 

(angströns) e temporal (nanossegundos) numa gama ampla de aplicações.74  

A aplicação de sondas usando esta técnica é também bastante usada numa infinidade de 

aplicações que monitorizam vários tipos de reações de DNA e RNA, incluindo nas reações em 

cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction), hibridização, ligação, clivagem, 

recombinação e síntese.75  

 Nos estudos da atividade de enzimas, o FRET é aplicado através da incorporação de um 

dador (fluoróforo) e um aceitador (outro fluoróforo ou quencher) em substratos cliváveis, 

originando sondas fluorescentes. 

 

1.3.3. Pares FRET utilizados em sondas para ensaios enzimáticos 

O envolvimento da atividade enzimática na progressão de uma doença faz com que o 

desenvolvimento de técnicas para detetar enzimas específicas seja crucial para obter informações 

sobre determinada doença e também para desenvolver testes de diagnóstico. Em particular, a 

expressão de uma determinada enzima pode ser indicativa da progressão de um tumor e da 

suscetibilidade a um determinado tratamento.76  

Estas técnicas usadas para o estudo de enzimas requerem uma sonda fluorescente capaz 

de detetar com precisão a localização da enzima alvo. As propriedades fluorescentes precisas de 

muitos fluoróforos dependem da sua estrutura molecular e do seu microambiente (por exemplo, 

a sua proximidade a outros fluoróforos). Isto permite o desenvolvimento de sondas que exibem 

alterações significativas nas suas propriedades espetroscópicas após a interação com certas 

enzimas.
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Um dos modelos de sonda mais comumente utilizados para medir a atividade de uma 

enzima é descrito esquematicamente na Figura 17. Inicialmente, um par fluoróforo/quencher 

complementar é ligado a cada extremidade de um substrato enzimático. Após a clivagem 

enzimática do substrato, o fluoróforo e o quencher são separados e observa-se a emissão do 

fluoróforo, produzindo um sinal ótico que está diretamente correlacionado com a atividade da 

enzima.76  

 
Figura 17: Modelo de conceção de uma sonda com um par fluoróforo (F)/quencher (Q), adaptada da referência 76. 

 

Os primeiros exemplos destas sondas foram desenvolvidos no início dos anos 70, 

utilizando as propriedades fluorescentes intrínsecas do aminoácido triptofano. Num dos primeiros 

exemplos, Latt e os seus colaboradores ligaram o grupo 5-(N,N-dimetilamino)naftaleno-1-sulfonilo 

(Dansyl) (Figura 18) ao terminal N do dipéptido Gly-Trp. O sinal fluorescente do aminoácido pode 

ser detetado após hidrólise com carboxipeptidase A, resultando num aumento da fluorescência de 

100 vezes.77 Pouco tempo depois, foi sintetizada a primeira sonda com um dador e um aceitador 

não natural, o naftaleno e antraceno, respetivamente.78 Mais uma vez, a clivagem do dipéptido, 

neste caso pela tripsina, resultou na deteção da fluorescência do dador. 

Uma limitação importante destes exemplos de sonda é a exigência de que o fluoróforo 

orgânico seja conjugado a um dos resíduos onde ocorre a hidrólise da ligação amida (resíduos P1 

ou P1´), limitando a gama de enzimas que podem ser analisadas. 

 

 

 
 
 
 

 
 

 
Figura 18: Estrutura do grupo Dansyl 
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Para contornar este problema, Kraft e os seus colaboradores introduziram como um novo 

par fluoróforo/quencher, o ácido 5-(2'-aminoetil)aminonaftaleno sulfónico (Edans) e o ácido 4-[[4´-

(N,N-dimetilamino)fenil]diazenil] benzóico (Dabcyl), respetivamente (Figura 19 – a). Este par foi 

introduzido num octapéptido como sonda para a protease associada ao HIV-1 (Figura 19 – b).79  

A principal característica responsável pelo quenching eficiente da fluorescência é a 

excelente sobreposição do estado excitado do fluoróforo (λemi = 490 nm) e a absorção do Dabcyl 

(λabs = 470-520 nm, dependendo do pH).80  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Estruturas e propriedades fluorescentes do par Edans/Dabcyl (a) e estrutura do substrato fluorogénico para a HIV-1, 

em que a transferência por ressonância de energia de fluorescência (FRET) do estado excitado do Edans para o cromóforo Dabcyl 

resulta no quenching, o sinal é obtido após a clivagem proteolítica do péptido (b), adaptada da referência 80 e 84.*O λexc corresponde 

ao λabs do Edans. 
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Após a clivagem do péptido pela enzima, foi observado um aumento na emissão do Edans 

de 40 vezes, comprovando a eficácia da sonda. Para além da sobreposição espetral entre o espetro 

de emissão do Edans e o espetro de absorção do Dabcyl, a seleção deste par foi feita também 

com base no longo tempo de vida do Edans (13 ns) e a elevada absortividade molar do Dabcyl.80  

Para o par Edans/Dabcyl, a distância Föster para 50% de transferência de energia (R0) é 

de 33 Å. A distância máxima reportada num substrato entre o Edans e Dabcyl é de 11 aminoácidos 

que, assumindo uma conformação estendida para o péptido, corresponde a R = 39,8 Å, com 

aumento de 10 vezes na fluorescência após a clivagem do substrato.81,82  

Dadas estas propriedades espetroscópicas excelentes, este par dador/aceitador tem sido 

aplicado com sucesso em ensaios baseados em fluorescência de outras enzimas para além da 

protease associada ao HIV-1, tais como a protease do vírus da hepatite C,82,83 a protease do tipo 

3CLpro do coronavírus da síndrome respiratória aguda grave84 e da elastase neutrofílica humana 

(HNE).85  

Outros pares FRET que também têm sido incorporados neste tipo de sonda incluem como 

aceitadores os corantes Black Hole Quencher  (BHQ) (Figura 20).86 A principal vantagem que estas 

moléculas oferecem sobre as moléculas fluorescentes é a eliminação da fluorescência de fundo 

que é originada da excitação direta do aceitador ou da re-emissão.87  

Neste contexto, os corantes BHQ surgem como verdadeiros quenchers sem emissão 

nativa devido à sua estrutura azo-poliaromática. Além disso, esta família de três membros (BHQ-

1, BHQ-2 e BHQ-3) cobre o espetro eletromagnético desde o comprimento de onda de 480 nm 

até à região do infravermelho próximo (NIR - Near Infrared).88  

Atualmente, o desenvolvimento de sondas na região do infravermelho próximo (650-900 

nm) é muito estudado. Nesta região espetral, é mínima a interferência da dispersão e absorção 

da luz pela amostra biológica e da autofluorescência celular.89,90 Sendo assim, moléculas com 

absorção e emissão a comprimentos de onda nesta região são especialmente necessárias para a 

conceção deste tipo de sondas. 

No entanto, existem poucas classes de corantes na região do infravermelho próximo 

disponíveis, o que tem levado ao desenvolvimento de compostos com melhores propriedades 

fotofísicas através de modificações da estrutura de base de certas moléculas adequadas para o 

efeito.
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Figura 20: Estrutura dos corantes Black Hole Quencher, BHQ-1, BHQ-2 e BHQ-3. 

 

As propriedades espetrais de fluorescência podem ser ajustadas por alterações na 

estrutura base, através da introdução de diferentes grupos substituintes, permitindo adequar os 

valores do comprimento de onda de emissão máxima e do comprimento de onda de absorção 

máxima. Entres estas estruturas, destacam-se as fluoresceínas, rodaminas, derivados de BODIPY 

e os derivados de cianinas (Figura 21). 

A fluoresceína (ácido (2-(6-hidroxi-3-oxo-3H-xanten-9-il)benzóico), FAM, apresenta uma 

absortividade molar relativamente elevada, rendimento quântico de fluorescência excelente e boa 

solubilidade em água. Este composto apresenta um comprimento de onda de excitação máximo 

a 494 nm, valor próximo dos 488 nm em que operam os lasers de árgon, podendo este fluoróforo 

ser usado em aplicações que envolvam microscopia confocal de varrimento a laser e citometria 

de fluxo.64
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Tal como as fluoresceínas, as rodaminas pertencem à classe dos xantenos. Estes corantes 

têm sido vastamente investigados como sondas fluorescentes devido às suas características 

fotofísicas favoráveis, tais como a elevada absortividade molar e a resistência à fotodegradação.89 

Em especial, a tetrametilrodamina (TMR) e a carboxitetrametilrodamina (TAMRA) têm sido 

recorrentemente usadas em aplicações que envolvam o FRET.91  

Os fluoróforos derivados de BODIPY são baseados na molécula de 4,4-difluoro-4-bora-

3a,4a-diaza-s-indaceno e exibem propriedades óticas melhoradas relativamente à fluoresceína e à 

tetrametilrodamina. Estes compostos apresentam diversas caraterísticas vantajosas tais como 

estabilidade fotoquímica, absorção acentuada com alta intensidade desde a região do visível à do 

NIR e elevados rendimentos quânticos de fluorescência.92  

As cianinas apresentam uma ponte polimetínica e a extensão desta conduz a desvios 

batocrómicos das bandas de absorção, onde os derivados com cinco carbonos na cadeia metínica 

(Cy5) podem apresentar máximos de absorção na região do NIR.93  

Na sua grande maioria as cianinas possuem um elevado rendimento quântico de 

fluorescência, bandas de absorção estreitas e altas absortividades molares, geralmente de 200 

000 M-1 cm-1.94  

 
 
Figura 21: Estruturas base dos corantes fluorescentes, fluoresceína, rodamina, BODIPY e estrutura do Cy5.
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Os derivados de cianinas, devido às suas excelentes propriedades óticas, nomeadamente 

no infravermelho próximo, têm sido amplamente aplicados como sondas de monitorização em 

técnicas sensíveis, como a regeneração de tecidos ou mesmo localização e marcação de células 

cancerígenas.95 Em especial, as cianinas do tipo Cy5 podem ser usadas facilmente na deteção de 

células cancerígenas, sendo por isso consideradas excelentes sondas para a obtenção de imagens 

de fluorescência nessa mesma região.  

Os derivados de fluoresceína, rodamina e cianina podem ser incorporados no modelo de 

sonda anteriormente descrito, comportando-se como dador, quando interagem com os Black Hole 

Quencher (BHQ-1 a BHQ-3). Tendo em conta, a sobreposição espetral entre estes compostos, 

novos pares FRET têm sido usados em diversas aplicações, tais como FAM/BHQ-1,96 TAMRA/BHQ-

2,97 Cy5/BHQ-3.98,99 Os valores de absorção e emissão máxima destes compostos encontram-se 

descritos na Tabela 1.87,89 

Tabela 1: Dados dos comprimentos de onda de absorção e emissão máxima dos corantes fluorescentes e quenchers comuns 

aplicados na marcação de biomoléculas. 

  λabs (nm) λemi (nm) 

Fluoróforos 

FAM 495 520 

TAMRA 540 565 

Cy5 646 668 

Quenchers 

BHQ-1 534 ----- 

BHQ-2 579 ----- 

BHQ-3 672 ----- 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 2: Resultados e Discussão 



 

32 

 

Capítulo 2: Resultados e Discussão 

 

Esta dissertação insere-se num projeto financiado pela Fundação da Ciência e Tecnologia 

a decorrer no Centro de Química da Universidade do Minho e no INL - International Iberian 

Nanotechnology Laboratory, com o título Self-reporting immunostimulating formulation for on-

demand cancer therapy with real-time treatment response monitoring (Self-i). 

O projeto Self-i tem como objetivo a preparação, caracterização e validação in vitro de um 

sistema de transporte de fármacos imunoestimulantes, composto por nanopartículas de magnetite 

(Fe3O4) com uma camada de sílica (SiO2) e revestidas por polímeros à base de poli(N-

isopropilacrilamida) (pNIPAM) (Figura 22). Este sistema será acoplado a uma sonda com o par 

FRET Cy5/BHQ-3 ligado à sequência Ala-Ala-Asp, específica para a GzmB.  

A aplicação local de hipertermia magnética (temperaturas entre os 40 °C e os 45 °C)9 

desencadeia a libertação do fármaco imunoestimulante, ativando o sistema imunológico. Esta 

ativação da resposta imune faz com que as células NK e T CD8+ libertem a GzmB que medeia a 

morte das células cancerígenas. Quando a enzima cliva o substrato peptídico depois do resíduo 

de Asp, o fluoróforo e o quencher são separados e observa-se a emissão do fluoróforo, produzindo 

um sinal ótico. Este sinal fluorescente correlaciona-se com a ativação do sistema imunológico e 

com uma resposta positiva do paciente ao tratamento do CCR. 
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Figura 22: Representação de um tratamento alternativo para o CCR combinando imunoestimulação local e hipertermia. 
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O presente trabalho insere-se no projeto Self-i, no que diz respeito à síntese de sondas 

fluorescentes para a GzmB pela ligação do par FRET Edans/Dabcyl à sequência Ala-Ala-Asp. Este 

par foi utilizado como prova de conceito, embora se pretenda que as nanopartículas sejam ligadas 

a sondas com o par Cy5/BHQ-3, devido aos comprimentos de onda elevados que apresentam, 

permitindo estudos a nível celular. 

O Edans e Dabcyl foram escolhidos para testar as condições da síntese das sondas, uma 

vez que são moléculas mais simples quando comparadas com o Cy5 e o BHQ-3 e apesar de ainda 

não terem sido reportados estudos com a GzmB para ambos os pares FRET, existe disponível uma 

vasta informação da aplicação do Edans/Dabcyl no estudo de outras enzimas.80,81,82,84,85  

Como o objetivo é também seguir a nanopartícula após a clivagem enzimática, o fluoróforo 

(dador) foi acoplado a um resíduo de Lys, tanto no início como no fim da sequência, para permitir a 

ancoragem à nanopartícula, surgindo assim dois modelos de síntese (Figura 23). No modelo 1, o 

aceitador e o dador foram ligados aos terminais N e C do péptido Ala-Ala-Asp-Lys enquanto que, no 

modelo 2 o mesmo par foi ligado aos terminais do péptido Lys-Ala-Ala-Asp. Os péptidos foram sintetizados 

com o grupo lateral amino da Lys e ácido do Asp protegidos com o grupo Boc e tBu, respetivamente, de 

forma a que a ligação do Edans e Dabcyl com o péptido fosse na cadeia principal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Os percursores sintetizados para a obtenção destas sondas foram a Fmoc-Ala-OH 1, o Dabcyl 

2a, o derivado do Dabcyl com terminal amina (DBA, 2b), o derivado do Edans com terminal ácido 

carboxílico (EDA, 3) e os tetrapéptidos Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc) 4 e Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 5. Os 

restantes percursores foram obtidos comercialmente.

Figura 23: Modelos da sonda fluorescente para a GzmB pela incorporação de um par dador/aceitador no péptido Ala-Ala-Asp-Lys, 

Modelo 1 (esquerda) e no péptido Lys-Ala-Ala-Asp, Modelo 2 (direita). 
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2.1. Síntese de percursores  

2.1.1. Proteção do grupo α-amino da H-Ala-OH 

A N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-alanina (Fmoc--Ala-OH, 1) foi sintetizada de acordo com o 

método descrito por Carpino e Han.100 Neste método, a função amina dos aminoácidos  é protegida 

com o grupo Fmoc, utilizando como reagente de proteção o cloreto de 9-fluorenilmetiloxicarbonilo 

(Fmoc-Cl) e a reação ocorre na presença de uma solução aquosa de carbonato de sódio. Por 

tratamento da mistura reacional com ácido foi possível isolar o aminoácido protegido na função 

amina com um excelente rendimento de 93% (Esquema 6). 

 

 

 

 

Esquema 6: Síntese da Fmoc-Ala-OH 1: i) Na2CO3 5%, 1,4-dioxano, 0 °C, 4 h; ii) temperatura ambiente, 18 h. 
 

A estrutura da Fmoc-Ala-OH 1 foi confirmada por espetroscopia de RMN de 1H (CDCl3). No 

espetro obtido é possível observar a presença de um dupleto a 5,30 ppm que corresponde ao NH 

da ligação amida entre o aminoácido alanina e o grupo Fmoc. No espetro de RMN de 1H, verifica-

se também a presença de um dupleto a 1,50 ppm correspondente ao CH3 da alanina, bem como 

um multipleto a 4,39-4,48 ppm que pertence aos protões do CH2 do grupo Fmoc e o α-CH da 

alanina. Estes sinais estão descritos na Tabela 2, assim como os restantes sinais correspondentes 

aos protões do grupo Fmoc. 

 
Tabela 2: Sinais de RMN de 1H do composto Fmoc-Ala-OH 1 em CDCl3. 

 CH3 H-9 CH2, α-CH NH H-2, H-7 H-3, H-6 H-4, H-5 H-1, H-8 

δ (ppm) 1,50 4,24 4,39-4,48 5,30 7,32 7,41 7,60 7,77 
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2.1.2. Síntese do Dabcyl 

O ácido 4-[[4´-(N,N-dimetilamino)fenil]diazenil] benzóico (Dabcyl, 2a)  foi obtido através 

de uma reação de diazotação seguida de um acoplamento do tipo azo (Esquema 7). A diazotação 

consistiu em transformar a amina primária do ácido 4-aminobenzóico, num catião diazónio, 

usando como agente nitrosante o ácido nitroso (HNO2). O ácido nitroso foi obtido a partir de uma 

solução aquosa de nitrito de sódio (NaNO2), contendo o ácido clorídrico necessário à formação do 

agente nitrosante. Após a diazotação ocorreu um acoplamento azo, que consiste na reação de 

substituição eletrofílica aromática (SEAr) entre o sal de diazónio preparado anteriormente e a N,N-

dimetilanilina.101 Para obter a massa do composto 2a  necessária para as seguintes sínteses, este 

procedimento foi realizado duas vezes, com rendimentos de 89% e 91%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 7: Síntese do Dabcyl 2a: a) i) HCl 1 M, HCl 6 M, temperatura ambiente; ii) NaNO2, H2O, 0 °C, 30 min; b) AcOH glacial, H2O. 

A estrutura do Dabcyl 2a foi caraterizada por espetroscopia de RMN de 1H (DMSO-d6). No 

espetro obtido observa-se que os protões orto relativamente ao grupo ácido do composto 2a, 

protões 2 e 6, surgem na forma de um dupleto com o maior desvio químico atribuído (δ = 8,06 

ppm) devido aos efeitos mesomérico e indutivo retirador de eletrões deste grupo. Por outro lado, 

os protões 3´e 5´são os protões aromáticos que surgem a menor desvio químico (δ = 6,84 ppm) 

devido ao efeito dador de eletrões do grupo dimetilamino do Dabcyl 2a. Estes sinais e os restantes 

sinais dos protões constituintes do composto 2a estão descritos na Tabela 3.
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Tabela 3: Sinais de RMN de 1H do Dabcyl 2a em DMSO-d6 

 2-CH3 H-3´, H-5´ H-3, H-5, H-2´, H-6´ H-2, H-6 

δ (ppm) 3,07 6,84 7,82 8,06 

 

2.1.3. Adição de espaçadores no Dabcyl e no Edans 

No modelo 2 de sonda apresentado, o Dabcyl 2a que contém como grupo reativo um 

ácido carboxílico foi ligado à extremidade ácida do péptido Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 5, através 

de um espaçador com dois grupos metileno e um grupo terminal amino. Inicialmente, ocorreu o 

acoplamento do Dabcyl 2a com o espaçador, para posteriormente ser possível a ligação do 

espaçador ao péptido 5. De uma forma semelhante, para ligar o grupo amino do Edans à 

extremidade amina do péptido Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 5 foi introduzido um espaçador entre 

estes dois percursores com dois grupos metileno e um grupo terminal ácido carboxílico. 

 No caso do Dabcyl 2a foi utilizada a etilenodiamina, obtendo-se o derivado do Dabcyl com 

terminal amina (DBA, 2b). Quanto ao Edans, foi usado um reagente com o mesmo tamanho de 

cadeia carbonada, o anidrido succínico. O acoplamento destes dois reagentes resultou no derivado 

do Edans com terminal ácido carboxílico (EDA, 3). 

 

2.1.3.1. Síntese do derivado do Dabcyl com terminal amina (DBA) 

O derivado do Dabcyl com terminal amina (DBA, 2b) foi obtido por uma reação típica de 

acoplamento entre o ácido carboxílico do Dabcyl 2a e a etilenodiamina (Esquema 8). Inicialmente 

ocorreu ativação do ácido carboxílico utilizando como reagente de acoplamento uma carbodiimida, 

a DCC e como aditivo o HOBt. Ao éster ativo formado adicionou-se a amina à temperatura 

ambiente. No entanto, após 15 h verificou-se por TLC (cromatografia em camada fina - Thin Layer 

Chromatography) que não houve progressão da reação, submetendo-se a mistura reacional 

durante 2 h a 120 °C. Após este período, observou-se por TLC a formação de um produto. Este 

composto foi purificado em coluna de sílica, obtendo-se o produto pretendido com um rendimento 

de 35%.
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Esquema 8: Síntese do DBA, 2b: a) DCC, HOBt, DMF seca, 0 °C, 30 min; b) i) etilenodiamina, temperatura ambiente, 15 h; ii) 

120 °C, 2 h. 

 

O acoplamento da etilenodiamina com o Dabcyl 2a foi confirmado por espetroscopia de 

RMN de 1H (DMSO-d6). No espetro obtido para o composto DBA 2b são observados os protões NH, 

confirmando a formação da ligação amida. É possível, também observar que os protões 2 e 6 do 

composto 2b surgem na forma de um dupleto a desvio químico inferior (δ = 7,96 ppm) 

relativamente ao desvio químico destes protões do composto 2a (δ = 8,06 ppm). Esta diferença 

deve-se ao maior efeito mesomérico retirador do grupo ácido do Dabcyl 2a sobre os protões orto 

(H-2 e H-6). Os restantes protões do composto DBA 2b surgem com desvios químicos muito 

similares aos atribuídos para a estrutura do Dabcyl 2a (Tabela 4). 

 

Tabela 4: Sinais de RMN de 1H do DBA 2b em DMSO-d6 

 2-CH3 CH2 -1´, CH2 - 2´ H-3´, H-5´ H-3, H-5, H-2´, H-6´ H-2, H-6 NH2 NH 

δ (ppm) 3,07 3,29 6,84 7,81 7,96 8,04 8,12 
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2.1.3.2. Síntese do derivado do Edans com terminal ácido carboxílico (EDA) 

O Edans comercial, que estava na forma de cloridrato, foi neutralizado pela adição de 

trietilamina (Et3N) no acoplamento com o anidrido succínico. A formação da ligação amida entre 

estes dois reagentes originou o derivado do Edans com terminal ácido carboxílico (EDA, 3) (Esquema 

9). Este procedimento foi realizado três vezes, a fim de obter a massa necessária do composto 3 

para os acoplamentos com os péptidos. A massa final obtida apresentava a contribuição do sal 

formado (NEt3.HCl), que não foi possível separar, e o rendimento destas reações foi quantitativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 9: Síntese do EDA, 3: i) Et3N, acetona, temperatura ambiente, 19 h. 

O acoplamento do Edans com o anidrido succínico foi confirmado por espetroscopia de 

RMN de 1H (DMSO-d6). No espetro obtido para o composto EDA 3 é possível observar a presença 

de dois tripletos a 8,23 e 8,79 ppm, que correspondem aos protões 5-NH e 2´-NH da ligação 

amida entre o Edans e o anidrido succínico. É também possível observar a presença dos protões 

CH2-a e CH2-b a 2,39 e 2,32 ppm, respetivamente. O duplo dupleto do protão 2, que se encontra 

na posição orto relativamente ao grupo SO3H é o que apresenta maior desvio químico (δ = 8,10 

ppm) quando comparado com os outros protões aromáticos, devido ao efeito mesomérico e 

indutivo retirador de eletrões deste grupo. Estes sinais, assim como os restantes sinais de protão 

atribuídos para este composto estão descritos na Tabela 5. 

Tabela 5: Sinais de RMN de 1H do EDA 3 em DMSO-d6. 

 CH2 -b CH2 -a CH2 -1´, CH2 - 2´ H-6 H-4 H-3, H-7 H-8 H-2 5-NH 2´-NH 

δ (ppm) 2,32 2,39 3,02 6,52 7,04 7,22-7,30 7,28 8,10 8,23 8,79 
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2.1.4. Síntese dos substratos peptídicos Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc) e Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu)  

Os péptidos pretendidos foram obtidos através da síntese sequencial em fase sólida 

assistida por micro-ondas, utilizando um sintetizador peptídico CEM-Discover SPS e aplicando a 

estratégia do grupo Fmoc. Como grupos protetores das cadeias laterais da Lys e do Asp foram 

usados os grupos Boc e tBu, respetivamente. O grupo Boc é completamente resistente a bases e 

à hidrogenólise catalítica, a remoção deste grupo é normalmente realizada por dissolução em 

ácido trifluoroacético puro ou diluído em diclorometano (DCM), geralmente 25-50 % de TFA em 

DCM. A estabilidade e labilidade do grupo tBu é semelhante à do grupo Boc, no entanto, a clivagem 

do grupo tBu requer maiores concentrações de TFA (90% de TFA em DCM).48 

Tendo em conta que se pretendia que após a clivagem dos péptidos do suporte sólido se 

mantivessem os grupos protetores das cadeias laterais, utilizou-se uma resina em que as 

condições de clivagem não afetassem a ligação destes grupos. Para tal, os péptidos Ala-Ala-

Asp(OtBu)-Lys(Boc) 4 e Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 5 foram sintetizados recorrendo a uma resina 

de cloreto de 2-clorotritilo, com um grau de funcionalização de 1,3 mmol/g. 

A fim de obter a quantidade necessária de péptidos para os acoplamentos com o par FRET 

foram realizadas três sínteses da sequência Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc) 4 e três sínteses da 

sequência Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 5. 

Na SPPS, o primeiro passo consistiu na ligação do Fmoc-aminoácido à resina do através 

de uma reação de substituição nucleofílica utilizando um excesso de Fmoc-aminoácido e uma  

base, a N,N-di-isopropiletilamina (DIPEA) (Esquema 10). 

 

 

Esquema 10: Reação do primeiro Fmoc-aminoácido com a resina de cloreto de 2-clorotritilo: i) DIPEA, DCM seco, temperatura 

ambiente, 5 h. 
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Após a ligação do primeiro aminoácido à resina, fez-se o capping desta para converter os 

grupos clorotritilo que não reagiram em grupos metoxitritilo, impedindo que os grupos clorotritilo 

disponíveis reagissem com outros Fmoc-aminoácidos dando origem a péptidos com sequências 

indesejadas. Para tal, a resina foi lavada com uma mistura diclorometano/metanol/N,N-di-

isopropiletilamina (DCM/MeOH/DIPEA) (25,5:3:1,5) mL.  

Depois do capping, lavou-se a resina com os solventes DCM e DMF, que provocam 

dilatação do suporte sólido e com os solventes MeOH e éter etílico que provocam a contração da 

resina. 

A quantificação do Fmoc-aminoácido ligado à resina (loading) foi efetuada por 

espetroscopia de UV/Vis utilizando a quantificação do dibenzofulveno (DBF) libertado na clivagem 

do grupo Fmoc em meio básico (solução 20% de piperidina em DMF) (Esquema 11).102 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Esquema 11: Clivagem do grupo Fmoc com piperidina e formação de dibenzofulveno (DBF), adaptado da referência 102. 
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Depois da ligação do primeiro aminoácido e respetiva desproteção, seguiram-se 

acoplamentos de novos Fmoc-aminoácidos e ciclos de remoção do grupo Fmoc com soluções de 

20% de piperidina em DMF utilizando os programas pré-definidos no aparelho CEM-Discover SPS. 

Após as desproteções do grupo Fmoc seguiram-se as lavagens da resina com DMF (3 vezes) e 

seguidamente com MeOH (3 vezes), em 4 ciclos de lavagem e depois dos acoplamentos de novos 

Fmoc-aminoácidos, realizaram-se as lavagens com DMF (3 vezes) e posteriormente com MeOH (3 

vezes), em 3 ciclos de lavagem. 

Em todos os acoplamentos realizados em SPPS utilizou-se como reagente de acoplamento 

uma carbodiimida, a DIC, em que o derivado de ureia formado é solúvel em solventes orgânicos, 

o que facilita a sua remoção por filtração e como aditivo de acoplamento utilizou-se a Oxyma. 

Na síntese do péptido 4, após a ligação da Fmoc-Lys(Boc)-OH à resina foi determinado  o 

loading, descrito na Tabela 6 e acoplaram-se sequencialmente os aminoácidos Fmoc-Asp(OtBu)-

OH, Fmoc-Ala-OH e Fmoc-Ala-OH (Esquema 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 12: Síntese em fase sólida assistida por micro-ondas do tetrapéptido Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc) 4: a) 20% de piperidina 

em DMF; b) Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Oxyma, DIC, DMF; c) i) 20% de piperidina em DMF, ii) Fmoc-Ala-OH, Oxyma, DIC, DMF, repetição 

de c) i e ii; d) i) 20% de piperidina em DMF, ii) AcOH glacial/TFE/DCM (1:2:7). 
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O acoplamento do último aminoácido do péptido e a respetiva desproteção do grupo Fmoc 

foi seguido da remoção do péptido da resina por tratamento da mesma com uma mistura de AcOH 

glacial/TFE/DCM (1:2:7), obtendo-se os péptidos pretendidos (Figura 24) com os rendimentos 

descritos na Tabela 6. 

 

 

Figura 24: Estrutura do tetrapéptido sintetizado Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc) 4. 

 

Tabela 6: Loading da resina e rendimentos obtidos na síntese do péptido Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc) 4.  

Péptido Loading (mmol/g) Rendimento (%) 

Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc) 4 

0,4615 36 

0,5675 37 

0,3852 56 

 

O péptido 4 obtido foi caraterizado por espetroscopia RMN de 1H (DMSO-d6) e de 13C e com 

as técnicas DEPT-135 e a correlação bidimensional HMBC e HMQC (Figura 25) foi possível fazer 

a atribuição inequívoca dos sinais de protão e carbono dos aminoácidos, assim como dos grupos 

protetores das cadeias laterais, Boc e tBu (Tabela 7). Desta forma, foi possível confirmar o 

acoplamento eficiente entre os aminoácidos e verificar que as condições de clivagem do péptido 

da resina não afetaram os grupos Boc e tBu, tal como esperado.  
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Tabela 7: Sinais de RMN de 1H e de 13C do tetrapéptido Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc) 4 em DMSO-d6. 

 δH (ppm) 
Tipo de 

sinal 

Nº de 

protões 

Atribuição de 

H 
δC (ppm) 

Atribuição de 

C 

2xAla 

1,16-1,38 m 6 2xCH3 
18,36 

18,50 
2xCH3 

3,82-3,90 

4,28 

m 

s 

1 

1 
2xα-CH 

48,55 

48,84 
2xα-CH 

8,35 

ou 

8,43 

d 

 

s 

 

1 

 

NH Ala 2 
171,45 

171,92 

C=O Ala 1 

C=O Ala 2 

Asp(OtBu) 

1,16-1,38 m 9 3xCH3 OtBu 

27,68 

ou 

28,29 

3xCH3 OtBu 

- - - - 

77,34 

ou 

80,15 

C(CH3) OtBu 

- - - - 172,14 C=O OtBu 

2,39-2,48 

2,69 

m 

dd 

1 

1 
β-CH2 37,38 β-CH2 

4,51-4,56 m 1 α-CH 49,65 α-CH 

8,35 

ou 

8,43 

d 

 

s 

1 NH 169,44 C=O 

Lys(Boc) 

1,16-1,38 m 9 3xCH3 Boc 

27,68 

ou 

28,29 

3xCH3 Boc 

- - - - 

77,34 

ou 

80,15 

C(CH3) Boc 

6,65 s 1 NH Boc 155,55 C=O Boc 

2,81-2,88 m 2 ε-CH2 39,50 ε-CH2 

1,16-1,38 m 2 δ-CH2 29,40 δ-CH2 

1,16-1,38 m 2 γ-CH2 22,26 γ-CH2 

1,45-1,58 m 2 β-CH2 31,54 β-CH2 

3,82-3,90 m 1 α-CH 53,33 α-CH 

7,50 d 1 NH 173,30 C=O 
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Figura 25: Espetros de RMN para o tetrapéptido Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc) 4: a) HMQC e b) HMBC em DMSO-d6. 
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Na síntese do péptido Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 5, após a ligação do Fmoc-Asp(OtBu)-

OH acoplaram-se sequencialmente os aminoácidos Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Ala-OH e Fmoc-Lys(Boc)-

OH (Esquema 13). O acoplamento do último aminoácido do péptido e a respetiva desproteção do 

grupo Fmoc foi seguido da remoção do péptido da resina por tratamento da mesma com uma 

mistura de AcOH glacial/TFE/DCM (1:2:7), obtendo-se o péptido pretendido (Figura 26) com os 

rendimentos de 20, 21 e 26%, em três sínteses (Tabela 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 13: Síntese em fase sólida assistida por micro-ondas do tetrapéptido Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 5: a) 20% de piperidina 

em DMF; b) Fmoc-Ala-OH, Oxyma, DIC, DMF; c) i) 20% de piperidina em DMF, ii) Fmoc-Ala-OH, Oxyma, DIC, DMF, repetição de c) 

i, iii) Fmoc-Lys(Boc), Oxyma, DIC, DMF; d) i) 20% de piperidina em DMF, ii) AcOH glacial/TFE/DCM (1:2:7). 
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Figura 26: Estrutura do tetrapéptido sintetizado Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 5. 

 

Tabela 8: Loading da resina e rendimentos obtidos na síntese do péptido Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 5. 

Péptido Loading (mmol/g) Rendimento (%) 

Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 5 

0,5152 20 

0,6451 21 

0,7225 26 

 

O péptido 5 foi caraterizado por espetroscopia RMN de 1H (DMSO-d6). Nos espetros obtidos 

observam-se os sinais de protão característicos dos aminoácidos protegidos. No entanto, não foi 

possível fazer uma caraterização de RMN de 13C e de correlação bidimensional não permitindo 

desta forma, fazer a atribuição inequívoca dos sinais de protão e carbono do péptido na forma 

protegida, devido a problemas de solubilidade na maior parte dos solventes testados. No entanto, 

foi possível caraterizar o péptido 5 na forma desprotegida por espetroscopia de RMN de 1H e 13C 

(Tabela 9) e os espetros apresentam-se na Figura 27. 

Os rendimentos obtidos na síntese dos péptidos 4 e 5 poderiam ter sido melhorados 

utilizando outra resina, mas na escolha desta estiveram envolvidos alguns fatores: os aminoácidos 

disponíveis estavam protegidos com o grupo Fmoc, por isso era necessária uma resina adequada 

para Fmoc-aminoácidos e as condições de clivagem do péptido do suporte sólido não poderiam 

afetar a ligação do grupo Boc e tBu ligados à Lys e ao Asp respetivamente.  

Por outro lado, poder-se-ia ter usado outro reagente de acoplamento ou outro aditivo, no 

entanto, de acordo com Collins e os seus colaboradores a DIC/Oxyma é uma combinação ideal 

para a síntese de péptidos em SPPS assistida por micro-ondas.103  
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Tabela 9: Sinais de RMN de 1H e de 13C do tetrapéptido Lys-Ala-Ala-Asp em DMSO-d6. 

 δH (ppm) 
Tipo de 

sinal 

Nº de 

protões 

Atribuição de 

H 
δC (ppm) 

Atribuição de 

C 

2xAla 

1,20 

1,24 

d 

d 

3 

3 

CH3 

CH3 

18,09 

18,20 
2xCH3 

4,36 q 1 α-CH Ala 1 48,24 α-CH Ala 1 

4,28 qui 1 α-CH Ala 2 47,93 α-CH Ala 2 

8,61 d 1 NH Ala 1 171,40 C=O Ala 1 

8,08 

ou 

8,12 

d 

 

d 

 

1 

 

NH Ala 2 171,70 C=O Ala 2 

Asp 

- - - - 172,25 C=O lateral 

2,56-2,69 m 2 β-CH2 36,00 β-CH2 

4,51 q 1 α-CH 48,49 α-CH 

8,08 

ou 

8,12 

d 

 

d 

1 NH 171,89 C=O 

Lys 

7,81 s 3 NH3
+ lateral - - 

2,74 s 2 ε-CH2 38,51 ε-CH2 

1,49-1,56 m 2 δ-CH2 26,46 δ-CH2 

1,32-138 m 2 γ-CH2 21,00 γ-CH2 

1,66-1,71 m 2 β-CH2 30,45 β-CH2 

3,77 d 1 α-CH 51,84 α-CH 

8,07-8,20 s largo 3 NH3
+ 168,10 C=O 
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Figura 27: Espetros de RMN para o tetrapéptido Lys-Ala-Ala-Asp: a) HMQC e b) HMBC em DMSO-d6. 
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2.2. Síntese e caraterização de sondas fluorescentes com o par FRET Edans/Dabcyl 

Os tetrapéptidos 4 e 5 foram utilizados para testar em solução as condições de 

acoplamento com o par FRET. No entanto, dada a dificuldade presente nestes acoplamentos 

optou-se por sintetizar em fase sólida assistida por micro-ondas os péptidos 4 e 5 com o respetivo 

dador/aceitador ligado no terminal amino do péptido e após a clivagem destes compostos da 

resina, realizar o acoplamento em solução do dador/aceitador ao terminal ácido do péptido, 

através das condições ideais testadas anteriormente. 

2.2.1. Síntese e caraterização da sonda Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 

 A sonda fluorescente de acordo com o modelo 1 (Figura 23) foi obtida por síntese 

sequencial em fase sólida assistida por micro-ondas, originando o composto Dabcyl-Ala-Ala-

Asp(OtBu)-Lys(Boc) 6 e posteriormente, por síntese em solução obteve-se a sonda Dabcyl-Ala-Ala-

Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 7 (Esquema 14). 

 Na SPPS seguiu-se o mesmo método utilizado para obter os péptidos 4 e 5, utilizou-se 

uma resina de cloreto de 2-clorotritilo com um grau de funcionalização de 1,3 mmol/g e aplicou-

se uma estratégia Fmoc. Após a ligação da Fmoc-Lys(Boc)-OH à resina, obteve-se um loading de 

0,4872 mmol/g e seguiram-se ciclos de remoção do grupo Fmoc com soluções de 20% de 

piperidina em DMF e o acoplamento sequencial dos aminoácidos Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Ala-

OH e Fmoc-Ala-OH utilizando DIC/Oxyma. 

Após o acoplamento do último aminoácido do péptido e a respetiva desproteção do grupo 

Fmoc foi acoplado o Dabcyl 2a ao grupo amino livre, utilizando DIC/Oxyma. Seguidamente ocorreu 

a remoção do composto da resina por tratamento da mesma com uma mistura de AcOH 

glacial/TFE/DCM (1:2:7) resultando no composto Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc) 6. 

Este composto foi caraterizado por espetroscopia RMN de 1H e 13C e com as técnicas 

DEPT-135 e correlação bidimensional HMBC e HMQC foi possível fazer atribuição dos sinais de 

protão e carbono dos aminoácidos protegidos e do Dabcyl.  

Na síntese em solução aplicou-se o método descrito por Kraft e os seus colaboradores.80 

Neste método, o acoplamento do grupo amino do Edans ao terminal ácido do péptido foi realizado 

usando como reagente de acoplamento a carbodiimida EDC.HCl na presença do aditivo N-

hidroxisuccinimida (HOSu), obtendo-se o composto Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 7.  
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Esquema 14: Síntese do composto Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 7: Síntese em fase sólida assistida por micro-ondas: 

a) 20% de piperidina em DMF; b) Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Oxyma, DIC, DMF; c) i) 20% de piperidina em DMF, ii) Fmoc-Ala-OH, Oxyma, 

DIC, DMF, repetição de c) i e ii; d) i) 20% de piperidina em DMF, ii) Dabcyl 2a, Oxyma, DIC, DMF; e) AcOH glacial/TFE/DCM 

(1:2:7); Síntese em solução: f) i) HOSu, EDC.HCl, Et3N, DMF seca, 0°C, 30 min; ii) Edans, Et3N, temperatura ambiente, 5 h.  
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O composto 7 foi purificado por HPLC (cromatografia líquida de alta eficiência - High 

Performance Liquide Chromatography) semi-preparativa. Nesta purificação utilizou-se como 

eluente uma mistura de ACN/H2O (3:1) com um fluxo de 1,0 mL/min e o cromatograma foi 

traçado por deteção de absorção UV/Vis no comprimento de onda 432 nm. Este composto foi de 

difícil purificação tendo-se isolado várias frações com tempos de retenção diferentes. Foram 

realizadas 10 injeções e procedeu-se à filtração da fração com um tempo de retenção médio de 

16,33 min que apresentava um sólido suspenso.  

O sólido obtido desta filtração revelou por espetroscopia de RMN de 1H ser o composto 7 

(Figura 28) que foi isolado com uma massa de 5 mg e consequentemente, com um rendimento 

de 4,9% após a purificação por HPLC. Após a liofilização, as frações foram caraterizadas por 

espetroscopia de RMN de 1H. Dada a dificuldade tanto na síntese como na purificação deste 

composto, justifica-se o custo elevado dos substratos para a GzmB inicialmente apresentados na 

introdução desta dissertação.104,105,106 

 

Figura 28: Estrutura do composto Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 7. 

 

A estrutura do composto 7 purificado por HPLC foi caraterizada por espetroscopia RMN 

de 1H e 13C e com as técnicas DEPT-135 e correlação bidimensional HMBC e HMQC foi possível 

fazer atribuição inequívoca dos sinais de protão (Tabela 10).
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Tabela 10: Sinais de RMN de 1H do composto Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 7 em DMSO-d6. 

 δH (ppm) Tipo de sinal Nº de protões Atribuição de H 

Dabcyl 

3,07 s 6 2xCH3 

6,84 d 2 H-3´, H-5´ 

7,61-7,83 m 4 H-3, H- 5, H-2´, H-6´ 

8,02 dd 2 H-2, H-6 

2xAla 

1,22-1,35 m 6 2xCH3 Ala 

4,26 t 1 α-CH Ala2 

4,46-4,56 m 1 α-CH Ala1 

8,10-8,14 

ou 

8,17 

m 

 

d 

1 

 

NH Ala 2 

 

8,59 d 1 NH Ala 1 

Asp(OtBu) 

 

1,22-1,35 m 9 3xCH3 OtBu 

2,44-2,54 m 2 β-CH2 

4,46-4,56 m 1 α-CH 

8,10-8,14 

ou 

8,17 

m 

 

d 

1 NH 

Lys(Boc) 

 

1,22-1,35 m 9 3xCH3 Boc 

6,63-6,68 t 1 NH Boc 

2,58-2,71 m 2 ε-CH2 

1,22-1,35 m 2 δ-CH2 

1,22-1,35 m 2 γ-CH2 

1,47-1,65 

1,66-1,68 

m 

m 

1 

1 
β-CH2 

4,15-4,19 m 1 α-CH 

7,57 d 1 NH 

Edans 

3,33-3,43 m 4 CH2-1´-CH2-2´ 

7,17 d 1 H-4 

7,27-7,34 m 2 H-3, H-7 

7,61-7,83 m 2 H-6, H-8 

8,10-8,14 m 1 H-2 

6,63-6,68 t 1 2´-NH 

8,24 s 1 5-NH 
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2.2.2. Síntese e caraterização da sonda EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu)-DBA 

A sonda fluorescente de acordo com modelo 2 (Figura 23) foi obtida por síntese sequencial 

em fase sólida assistida por micro-ondas, originando o composto EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 

8 e posteriormente, por síntese em solução tentou-se obter a sonda EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-

Asp(OtBu)-DBA 9 (Esquema 15). 

 Na SPPS seguiu-se o mesmo método utilizado anteriormente, utilizou-se uma resina de 

cloreto 2-clorotritilo com um grau de funcionalização de 1,3 mmol/g e aplicou-se uma estratégia 

Fmoc. Após a ligação da Fmoc-Asp(OtBu)-OH à resina, obteve-se um loading de 0,5207 mmol/g 

e seguiram-se ciclos de remoção do grupo Fmoc com soluções de 20% de piperidina em DMF e o 

acoplamento sequencial dos aminoácidos Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Ala-OH e Fmoc-Lys(Boc)-OH 

utilizando DIC/Oxyma. 

Após o acoplamento do último aminoácido do péptido e a respetiva desproteção do grupo 

Fmoc foi acoplado o EDA 3 ao grupo amino livre utilizando DIC/Oxyma. Seguidamente ocorreu a 

remoção do composto da resina por tratamento da mesma com uma mistura de AcOH 

glacial/TFE/DCM (1:2:7) resultando no composto EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 8. 

Este composto foi caracterizado por espetroscopia de RMN de 1H (DMF-d7). No espetro 

obtido, observou-se a presença dos principais sinais do composto 8 e segundo a integração, os 

protões correspondentes ao EDA 3 apresentam semelhante valor quando comparados com os 

protões correspondentes ao péptido, confirmando a formação da ligação amida entre estes dois 

reagentes. No entanto, não se realizou uma análise de espetroscopia de RMN de 13C, uma vez que 

a quantidade obtida de composto era necessária para o passo seguinte de síntese, optando-se por 

fazer uma caraterização de RMN de 13C e de correlação bidimensional apenas do produto da 

síntese seguinte.   

 Na síntese em solução aplicou-se o mesmo método descrito anteriormente, em que a 

ligação do grupo amino do DBA 2b ao terminal ácido do péptido foi realizada usando como 

reagente de acoplamento a EDC.HCl na presença do aditivo HOSu.
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Esquema 15: Síntese do composto EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu)-DBA 9: Síntese em fase sólida assistida por micro-ondas: a) 20% 

piperidina em DMF; b) Fmoc-Ala-OH, Oxyma, DIC, DMF; c) i) 20% piperidina em DMF, ii) Fmoc-Ala-OH, Oxyma, DIC, DMF, repetição de 

c) i, iii) Fmoc-Lys(Boc)-OH, Oxyma, DIC, DMF; d) i) 20% piperidina em DMF, ii) EDA 3, Oxyma, DIC, DMF; e) AcOH glacial/TFE/DCM 

(1:2:7); Síntese em solução: f) i) HOSu, EDC.HCl, Et3N, DMF seca, 0°C, 30 min; ii) DBA 2b, temperatura ambiente, 7 h.
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O composto 9 foi purificado por HPLC semi-preparativo, utilizando como eluente uma 

mistura de ACN/H2O (3:1) com um fluxo de 1,0 mL/min e o cromatograma foi traçado por deteção 

de absorção UV/Vis no comprimento de onda 432 nm. Foram realizadas 10 injeções, tendo-se 

isolado várias frações com tempos de retenção diferentes. 

Após a liofilização, as frações foram caraterizadas por espetroscopia de RMN de 1H e 

verificou-se que a fração com tempo de retenção médio de 16,18 min correspondia ao composto 

9 (Figura 29). No entanto, pelo espetro obtido e por TLC verificou-se que esta amostra também 

apresentava os componentes das frações com tempo de retenção próximo. Para tal, purificou-se 

a amostra recorrendo a uma cromatografia em coluna de sílica e obteve-se o composto pretendido 

que foi isolado com uma massa de 5,4 mg. Ainda assim, não foi possível obter um composto 

completamente puro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: Estrutura do composto EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu)-DBA 9. 
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A estrutura do composto 9 purificado por HPLC e por cromatografia em coluna foi 

caraterizado por espetroscopia RMN de 1H (DMSO-d6). Nos espetros obtidos observaram-se os 

sinais de protão característicos do composto pretendido. No entanto, como não foi possível obter 

um composto puro não se realizou uma caraterização de RMN de 13C e de correlação bidimensional 

não permitindo desta forma, fazer a atribuição inequívoca dos sinais de protão e carbono. 

Dada a dificuldade tanto na síntese como purificação do composto 9, uma alternativa seria 

realizar toda esta síntese em fase sólida assistida por micro-ondas, como já reportado noutros 

estudos para outras enzimas, através da introdução do primeiro aminoácido à resina já com o 

grupo Dabcyl.82,83 Existe comercialmente disponível o Fmoc-Lys(Dabcyl)-OH ou mesmo na literatura 

encontra-se disponível a síntese deste composto.82,83,107 Por falta de tempo não foi possível tentar 

esta abordagem. 

Desta forma, obtinha-se um composto equivalente à sonda 9, o composto EDA-Lys(Boc)-

Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Dabcyl), não comprometendo o modelo 2 proposto na síntese deste 

composto, em que após a clivagem enzimática depois do resíduo de Asp o fluoróforo e quencher 

separaram-se e o EDA permanecia ligado ao aminoácido Lys protegido com o grupo Boc. 

No futuro, pretende-se clivar os grupos Boc e tBu das sondas sintetizadas 7 e 9 de acordo 

com as condições de clivagem já referidas e fazer ensaios para medir a atividade enzimática da 

GzmB na presença dos compostos 7 e 9, o que não foi possível fazer por falta de amostra suficiente 

e tempo. 
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2.3. FRET em solução com o par Edans/Dabcyl 

2.3.1. Estudo do quenching intermolecular de fluorescência do Edans com o Dabcyl 

Inicialmente foram realizadas medições espetrofotométricas e espetrofluorimétricas de 

soluções de Edans e de Dabcyl 2a com concentração de 1x10-5 M em tampão fosfato de pH= 7,5. Nestas 

medições, obtiveram-se os comprimentos de absorção e emissão máxima (Tabela 11) semelhantes aos 

descritos na literatura tanto para o Edans (λabs = 340 nm e λemi = 490 nm) como para o Dabcyl 2a (λabs= 

472 nm)84. Pelo traçado dos espetros de absorção e emissão verificou-se um dos pré-requisitos para que 

ocorra FRET, a sobreposição espetral da absorção do Dabcyl 2a que atua como aceitador e da emissão 

do Edans que atua como dador. Neste estudo, obteve-se um elevado desvio de Stokes para o Edans de 

154 nm, permitindo assim detetar os fotões emitidos isoladamente dos fotões absorvidos (Figura 30). 

 

Tabela 11: Dados dos comprimentos de onda de absorção e emissão e do desvio de Stokes do Edans e do Dabcyl 2a em solução 

com concentração de 1x10-5 M em tampão fosfato pH=7,5.  

Composto 
Absorção Fluorescência 

λabs (nm) log ε λemi (nm) Desvio de Stokes (nm) 

Edans 342 3,57 496 154 

Dabcyl 2a 463 4,37 - - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Absorção do Edans e do Dabcyl 2a e emissão do Edans em solução 1x10-5 M em tampão fosfato de pH=7,5. 

Desvio de Stokes 
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Seguidamente, para avaliar o quenching intermolecular de fluorescência do Edans com o 

Dabcyl 2a foram adicionados sucessivamente volumes iguais de uma solução de Dabcyl 2a com 

concentração de 1x10-3 M em tampão fosfato a uma solução de Edans de concentração de 5x10-6 M 

em tampão fosfato de pH= 7,5 e o espetro de fluorescência foi traçado cerca de 3 min após cada 

adição (Figura 31). 

 

 

Figura 31: Variação da intensidade de fluorescência da solução de Edans com concentração 5x10 -6 M com a adição sucessiva de 

uma solução de Dabcyl 2a com concentração 1x10-3 M em tampão fosfato pH=7,5.  

 

 Neste estudo, verificou-se que com o aumento da concentração do Dabcyl 2a (quencher) 

a intensidade de fluorescência do Edans diminui, tal como esperado. Observou-se também um 

desvio batocrómico, dependente da concentração que pode estar relacionado com a formação de 

complexos de transferência de carga entre o Edans e o Dabcyl 2a, sendo o estado excitado do 

Edans perturbado pela proximidade das moléculas do quencher. A formação do complexo Edans-

Dabcyl 2a, pode dever-se eventualmente às interações π-π ou por pontes de hidrogénio.  

Para verificar se era relevante o tempo de interação entre o Edans e Dabcyl 2a durante o 

tempo que medeia a adição e obtenção do espetro, traçou-se o espetro de fluorescência após 3, 

10 e 15 min para a solução com concentração de 4,76x10-5 M de Dabcyl 2a  em tampão fosfato 

(Figura 32). 
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Figura 32: Variação da intensidade de fluorescência de uma solução de Edans de concentração 5x10 -6 M com uma concentração 

de 4,76x10-5 M de Dabcyl após 5 e 10 minutos da primeira medição. 

Neste estudo, observou-se que o tempo de interação entre o fluoróforo e o quencher não 

era relevante para a obtenção do espetro de fluorescência. 

Para estudar a diminuição da fluorescência resultante da interação entre o Edans no 

estado excitado e Dabcyl 2a foi aplicada a equação de Stern-Volmer (Equação 2).67 

 

𝐹0

𝐹
= 1 + 𝐾𝑆𝑉[𝑄] (Equação 2) 

 

Onde F0 corresponda à intensidade de fluorescência na ausência do Dabcyl 2a, F à 

intensidade de fluorescência na presença do Dabcyl 2a, Q diz respeito à concentração do quencher 

e KSV é a constante do quenching Stern-Volmer. Para tal, traçou-se o gráfico [Q] em função de F0/F 

(Figura 33). 
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Figura 33: Concentração do Dabcyl 2a (M) em função de F0/F. 

  

Pelo declive da reta obteve-se a constante de quenching (KSV) com o valor de 18795 M-1. 

Como se observa uma relação linear pode-se afirmar que o quenching de fluorescência do Edans 

com o Dabcyl 2a é puramente dinâmico. Tendo isto em conta e como o tempo de vida do estado 

excitado do Edans é conhecido (τ=1,3x10-8 s),80 pode-se aplicar a Equação 3 para obter a constante 

de quenching expressa como o produto da constante de velocidade do quenching (KQ) e o tempo 

de vida de fluorescência (τ).67 

 

𝐹0

𝐹
= 1 + 𝐾𝑄𝜏[𝑄] (Equação 3) 

 

 Pela aplicação desta equação, obteve-se um valor da constante de velocidade do 

quenching de 1,45x10-4 M-1s-1.  

Estes estudos permitiram confirmar o quenching intermolecular de fluorescência do Edans com 

o Dabcyl 2a. No entanto, para tentar prever a possibilidade de ocorrer quenching intramolecular nas 

sondas sintetizadas, Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 7 e EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu)-DBA 9, 

foram desenhadas as suas estruturas tridimensionais com o software Chem3D (versão 15) tendo em 

conta a estereoquímica dos aminoácidos usados (em todos os casos foi o enantiómero L) (Figura 34-37) 

e foram determinadas as distâncias aproximadas entre fluoróforo e o quencher nestas moléculas. 

y = 18795x + 0,9924
R² = 0,9995

0,0

1,0

2,0

0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005
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/F
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Figura 34: Estrutura do composto Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 7 tendo em conta a sua estereoquímica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A distância calculada utilizando o programa Chem3D entre a ligação amida do Dabcyl ao 

péptido e a ligação amida do Edans ao péptido foi de 9,860 Å. 

 

 

 

 

Figura 35: Estrutura tridimensional do composto Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 7 obtida através do programa Chem3D. 
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Figura 36: Estrutura do composto EDA-Lys(Boc)Ala-Ala-Asp(OtBu)-DBA 9 tendo em conta a sua estereoquímica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A distância calculada entre a ligação amida do EDA à ligação amida do DBA foi de 19,904 

Å. Comparando as estruturas nas Figuras 35 e 37 é notória a diferença entre ambos os compostos:   

Figura 37: Estrutura tridimensional do composto EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu)-DBA 9 obtida através do programa Chem3D. 
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no composto 9 o péptido apresenta uma conformação estendida enquanto que no composto 7 a 

conformação do péptido é mais “enrolada”. Esta diferença pode estar relacionada com a proximidade 

de dois aminoácidos com as cadeias laterais muito volumosas (Asp e Lys) e o consequente arranjo 

tridimensional de forma a diminuir o impedimento espacial. Tendo em conta os valores das distâncias 

calculadas entre o fluoróforo e o quencher para ambas as sondas, será de esperar que haja um maior 

efeito do quenching intramolecular de fluorescência do Edans com o Dabcyl para o composto Dabcyl-

Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 7, em que a distância entre o fluoróforo e o quencher é menor, 

quando comparada com a distância calculada para o composto EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu)-DBA 9. 

 

2.3.2. Espetroscopia de absorção no UV/Vis e de fluorescência de compostos sintetizados 

Foram realizadas medições espetrofotométricas e espetrofluorimétricas de soluções dos 

compostos Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu) 6, Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 7 e EDA-Lys(Boc)-Ala-

Ala-Asp(OtBu) 8 na gama dos 10-5 M em tampão de fosfato de pH=7,5. Nestas medições, foram obtidos 

os comprimentos de absorção e emissão máxima para estes compostos, descritos na Tabela 12. 

O comprimento de absorção máxima obtido para o composto 6 é como seria de esperar 

semelhante ao do Dabcyl 2a (λabs = 463 nm), observando-se um pequeno desvio batocrómico. O λabs 

obtido para a sonda fluorescente 7 é igual do Dabcyl 2a e apresenta um λemi semelhante ao do Edans 

(λemi = 496 nm). No entanto, o baixo valor de contagens obtido na emissão da sonda 7 indica haver 

quenching intramolecular de fluorescência do Edans com o Dabcyl 2a. 

 Na síntese da sonda fluorescente 9 para a GzmB, o percursor obtido por síntese em fase 

sólida, composto 8, apresenta como seria de esperar o mesmo λabs  que o Edans (λabs = 342 nm) e 

um λemi semelhante ao do Edans, com um ligeiro desvio batocrómico. Quanto à sonda EDA-Lys(Boc)-

Ala-Ala-Asp(OtBu)-DBA 9, não foram realizadas medições espetrofotométricas e espetrofluorimétricas 

uma vez que este composto apresentava impurezas, como já referido. 

Tabela 12: Dados dos comprimentos de onda de absorção e emissão de soluções dos compostos 6, 7 e 8 com concentração na 

gama dos 10-5 M em tampão fosfato pH=7,5 (* λexc = 342 nm). 

Composto λabs (nm) λemi (nm) 

Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc) 6 470 - 

Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 7 462 494* 

EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 8 342 505 
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2.4. Síntese de intermediários do fluoróforo Cy5 e do quencher BHQ-3 

Paralelamente à síntese das sondas fluorescentes com o par Edans/Dabcyl incorporado, 

foram realizados trabalhos para sintetizar o fluoróforo e quencher do par FRET Cy5/BHQ-3 que irá 

ser usado no projeto Self-i. Este par apresenta uma excelente sobreposição espetral e além disso, 

estas moléculas permitem o desenvolvimento de sondas na região do NIR, devido aos seus 

comprimentos de absorção e emissão, já apresentados na introdução desta dissertação. Tanto o 

Cy5 como o BHQ-3 estão disponíveis comercialmente, mas apresentam um custo muito elevado 

pelo que se resolveu proceder à sua síntese. 

De forma semelhante ao realizado na síntese das sondas com o par Edans/Dabcyl, 

pretende-se sintetizar os dois modelos de sonda apresentados. No modelo 1, o Cy5 e o BHQ-3 

serão ligados aos terminais N e C do péptido Ala-Ala-Asp-Lys enquanto que, no modelo 2 o mesmo 

par irá ser ligado às extremidades do péptido Lys-Ala-Ala-Asp.  

No modelo 1 de sonda apresentado, o Cy5 que se pretende sintetizar contém como grupo 

reativo um ácido carboxílico que será ligado à extremidade ácida do péptido Ala-Ala-Asp(OtBu)-

Lys(Boc) 4, através de um espaçador com dois grupos amino, a etilenodiamina. De uma forma 

semelhante, para ligar o grupo amino do BHQ-3 à extremidade amina do péptido Ala-Ala-Asp(OtBu)-

Lys(Boc) 4 irá ser introduzido um espaçador entre estes dois percursores. 

 

2.4.1. Síntese de intermediários para a obtenção de cianinas do tipo Cy5 

 Começou-se por sintetizar os intermediários para a obtenção da cianina do tipo Cy5 

adaptando o método descrito por Mujumdar e seus colaboradores.108 O nome IUPAC do Cy5 é (2Z)-

2-[(2E,4E)-5-[1-(5-carboxipentil)-3,3-dimetil-5-sulfoindole-1-ium-2-il]penta-2,4dienilideno]-1-metil 

3,3-dimetilindole-5-sulfonato (Figura 38 – a) mas será designado por Cy5 nesta dissertação. 

 

 

 

 
Figura 38: Estrutura das cianinas do tipo Cy5.



 

65 

 

Capítulo 2: Resultados e Discussão 

 

Neste método de síntese, o ácido para-hidrazinobenzeno sulfónico foi transformado em 

indolenina 10 a aplicando uma síntese do tipo indole de Fischer com 27% de rendimento. Este 

composto foi quaternizado usando iodeto de metilo ou o ácido 6-bromohexanóico para originar o 

composto 10 b e o composto 10 c, respetivamente (Esquema 16). 

 

 

Esquema 16: Síntese de intermediários de cianina 10 a - c: a) 3-metil-2-butanona, AcOH, 118 °C, 3 h; b)  iodometano, 40 °C, 12 

h; c) ácido 6-bromohexanóico, clorobenzeno, 110 °C, 12 h; d) i) Ac2O, 120 °C, 30 min; ii) 10 b, piridina, temperatura ambiente, 

12 h. 
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Após a síntese dos sais quaternários 10 b e 10 c, pretendia-se obter o composto Cy5 por  

condensação do sal quaternário heterocíclico 2-metilsubstituído 10 c com a difenilformamida, 

originando um sal anilinovinilo. Por condensação deste sal quaternário com o sal quaternário 10 

b, obtinha-se o composto pretendido. No entanto, os sais quaternários formados são muito solúveis 

no meio reacional e polares sendo difícil o seu isolamento e manuseamento, e devido a esta 

dificuldade e à falta de tempo não foi possível realizar este passo reacional. 

As estruturas dos intermediários 10 a - 10 c de cianina sintetizados foram caraterizadas 

por espetroscopia de RMN de 1H (D2O). Nos espetros obtidos observa-se a presença dos protões 

característicos do indole (H-4, H-6 e H-7) e dos grupos metilo do carbono 3, já o grupo metilo do 

carbono 2 não foi visível em D2O, tal como referido na literatura.108 Para além destes sinais, na 

Tabela 13 estão descritos os sinais correspondentes aos substituintes ligados na posição 1 do 

indole para obter o intermediário 10 b e 10 c.  

 

Tabela 13: Sinais de RMN de 1H para os intermediários de cianina 10 a - 10 c em D2O.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

δ (ppm) 

2x-C3-

CH3  H-7 H-6 H-4 N-CH3 CH2-c CH2-d CH2-b CH2-e CH2-a 

10 a 1,38  7,60 7,83 7,88 - - - - - - 

10 b 1,45  7,39 7,62 7,67 3,86 - - - - - 

10 c 
1,57-

1,64  7,87 8,00 8,09 - 

1,40-

1,45 

1,57-

1,64 

1,93-

2,03 2,43 2,34 
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2.4.2. Síntese do BHQ-3 

Para obter o BHQ-3 11 aplicou-se o mesmo método utilizado na síntese do Dabcyl 2a. A 

estratégia de síntese baseou-se numa reação de acoplamento azo entre um sal, o 2-N,N-dietil-10-

fenilfenazin-10-ium-2,8-diamina (disponível comercialmente como Violeta de metileno 3RAX) e a 

N´-feniletano-1,2-diamina, com um grupo amino para a subsequente conjugação com o terminal 

ácido do péptido na síntese do modelo 2 (Esquema 17).  

 

 

Esquema 17: Síntese do BHQ-3 11: a) i) HCl 1 M, HCl 6 M, temperatura ambiente; ii) NaNO2, ACN seco, 0 °C, 30 min; b) ACN 

seco. 

Por dificuldades de isolamento e purificação e consequentemente, por falta de tempo não 

foi possível obter um rendimento, nem a caraterização por espetroscopia de RMN do composto 

sintetizado. O composto pretendido parece ter sido obtido pois a cor púrpura que se formou na 

mistura reacional está de acordo com o descrito na literatura.88 
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Neste trabalho pretendeu-se sintetizar e caraterizar sondas fluorescentes específicas para 

a GzmB com o par FRET Edans/Dabcyl ligado aos terminais N e C dos péptidos Ala-Ala-Asp(OtBu)-

Lys(Boc) 4 e Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 5. 

 Estes péptidos resultaram da ligação peptídica entre os aminoácidos com o grupo α-amino 

protegido com o grupo Fmoc, nomeadamente a Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH e Fmoc-

Ala-OH 1. Os dois primeiros Fmoc-aminoácidos foram obtidos comercialmente, a Fmoc-Ala-OH 1 

resultou da proteção da H-Ala-OH utilizando como reagente de proteção o Fmoc-Cl, originando o 

composto pretendido com um rendimento excelente de 93%. 

 Relativamente ao par FRET, o Edans foi obtido comercialmente e o Dabcyl 2a foi 

sintetizado através de uma reação de diazotação seguida de um acoplamento do tipo azo com 

rendimentos de 89 e 91%. Adicionalmente, para ligar o Edans e o Dabcyl 2a ao péptido 5 foi 

introduzido um espaçador no Dabcyl 2a, obtendo-se o composto DBA 2b com 35 % de rendimento. 

Quanto ao Edans, utilizou-se como espaçador o anidrido succínico originando o composto EDA 3 

com rendimento quantitativo. 

Os péptidos foram sintetizados por síntese peptídica em fase sólida assistida por micro-

ondas aplicando a estratégia do grupo Fmoc e utilizando uma resina de cloreto de 2-clorotritilo. Os 

péptidos com a sequência Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc) 4 foram obtidos com rendimentos de 20, 

21 e 26% e os péptidos com a sequência Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 5 com rendimentos de 36, 

37 e 56%. Os rendimentos poderiam ter sido melhorados utilizando outra resina, mas na escolha 

desta estiveram envolvidos alguns fatores: os aminoácidos disponíveis estavam protegidos com o 

grupo Fmoc, por isso era necessária uma resina adequada para Fmoc-aminoácidos e as condições 

de clivagem do péptido do suporte sólido não poderiam afetar a ligação do grupo Boc e tBu ligados 

à Lys e ao Asp respetivamente. Por outro lado, poder-se-ia ter usado outro reagente e aditivo de 

acoplamento, no entanto, de acordo com a literatura a DIC/Oxyma já é uma combinação ideal 

para a síntese de péptidos em SPPS assistida por micro-ondas.  

Inicialmente, foram realizadas tentativas com o objetivo de ligar o fluoróforo e o quencher 

aos terminais dos péptidos sintetizados em solução. No entanto, dadas as dificuldades optou-se 

por sintetizar em fase sólida assistida por micro-ondas os péptidos 4 e 5 com o respetivo 

dador/aceitador ligado no terminal amino do péptido e após a clivagem destes compostos da resina 
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procedeu-se ao acoplamento do dador/aceitador no terminal ácido do péptido em solução, através 

das condições ideais testadas anteriormente. 

Tendo isto em conta, a sonda fluorescente de acordo com modelo 1 foi obtida por síntese 

sequencial em fase sólida assistida por micro-ondas, originando o composto Dabcyl-Ala-Ala-

Asp(OtBu)-Lys(Boc) 6 e posteriormente, por síntese em solução obteve-se a sonda Dabcyl-Ala-Ala-

Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 7. Este composto foi purificado por HPLC semi-preparativo e revelou 

ser de difícil purificação, pois apenas se obteve 5 mg do composto pretendido 7, com um 

rendimento de 4,9%. A estrutura do composto 7 purificado por HPLC foi caraterizada por 

espetroscopia RMN de 1H e 13C e com as técnicas DEPT-135 e correlação bidimensional HMBC e 

HMQC foi possível fazer a atribuição inequívoca dos sinais de protão e carbono. Dada a dificuldade 

tanto na síntese como na purificação, justifica-se o custo elevado dos substratos para a GzmB 

inicialmente apresentados na introdução desta dissertação. 

A sonda fluorescente de acordo com modelo 2 foi obtida por síntese sequencial em fase 

sólida assistida por micro-ondas, originando o composto EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 8 e 

posteriormente, por síntese em solução pretendeu-se obter a sonda EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-

Asp(OtBu)-DBA 9. Apesar deste composto ter sido purificado por HPLC semi-preparativo e ainda 

por cromatografia em coluna, obteve-se 5,4 mg do composto 9 ainda impuro. A estrutura do 

composto 9 após estas purificações foi caraterizada por espetroscopia RMN de 1H, observando-se 

os principais sinais de protão caraterísticos do composto pretendido. No entanto, como não foi 

possível obter um composto puro não se realizou uma caraterização de RMN de 13C e de correlação 

bidimensional não permitindo desta forma, fazer a atribuição inequívoca dos sinais de protão e 

carbono. 

Uma alternativa para obter um composto equivalente à sonda 9 seria realizar toda a sua 

síntese em fase sólida assistida por micro-ondas, através da introdução do primeiro aminoácido à 

resina já com o grupo Dabcyl, originando o composto EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Dabcyl), 

não comprometendo o modelo 2 proposto na síntese desta sonda. 

Para avaliar o quenching intermolecular de fluorescência do Edans com o Dabcyl 2a foram 

realizadas medições espetrofotométricas e espetrofluorimétricas de soluções de Edans e de Dabcyl 

2a em que se obtiveram comprimentos de absorção e emissão máxima semelhantes aos da 

literatura. Pelo traçado dos espetros de absorção e emissão confirmou-se a sobreposição espetral  
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da absorção do Dabcyl 2a e da emissão do Edans. Neste estudo, verificou-se que com o aumento 

da concentração do quencher, a intensidade de fluorescência de uma solução de Edans diminuiu, 

tal como esperado. Nestas medições, observou-se também que o tempo de interação entre o 

fluoróforo e o quencher não era relevante para a obtenção do espetro de fluorescência. Pela 

aplicação da equação de Stern-Volmer obteve-se a constante de quenching (KSV) com o valor de 

18795 M-1 e como se observou uma relação linear pode-se afirmar que o quenching de 

fluorescência do Edans com o Dabcyl 2a é puramente dinâmico, sendo possível determinar  

constante de velocidade do quenching , obtendo-se um valor de 1,45x10-4 M-1s-1.  

Foram ainda calculadas as distâncias aproximadas entre o fluoróforo e o quencher para 

os compostos Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 7 e o EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu)-DBA 9, 

observando-se uma maior distância entre Dabcyl e o Edans para o composto 9, de acordo com as 

estruturas tridimensionais geradas por Chem3D. 

Através de medições espetrofotométricas e espetrofluorimétricas de soluções dos 

compostos Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc) 6, Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 7 e 

EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 8 foram obtidos os comprimentos de absorção e emissão máxima 

para estes compostos. Como seria de esperar, o λabs  do composto 6 é semelhante ao do Dabcyl 

2a. O λabs obtido para o compoto 7 é igual do Dabcyl 2a e apresenta um λemi semelhante ao do 

Edans, no entanto, o baixo valor de contagens obtido na emissão da sonda 7 indica haver 

quenching intramolecular de fluorescência do Edans com o Dabcyl 2a. O composto 8, apresenta 

como seria de esperar os mesmos valores de λabs e de λemi que o Edans. 

Paralelamente, foram ainda iniciados trabalhos para sintetizar intermediários de cianina 

do tipo 5 (Cy5) e do BHQ-3. Na síntese de cianinas, o ácido para-hidrazinobenzeno sulfónico foi 

inicialmente transformado em indolenina 10 a aplicando uma síntese do tipo indole de Fischer 

com 27% de rendimento. Este composto foi quaternizado usando iodeto de metilo e o ácido 6-

bromohexanóico para originar o composto 10 b e o composto 10 c, respetivamente. Estes 

intermediários foram caraterizados por espetroscopia de RMN de 1H. No entanto, devido às 

dificuldades no isolamento e manuseamento e à falta de tempo não foi possível obter o composto 

final pretendido, o Cy5.  

Na síntese do BHQ-3 11, procedeu-se a uma diazotação, seguida de um acoplamento   
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do tipo azo, mas por dificuldades de isolamento e purificação e consequentemente, por falta de 

tempo não foi possível obter o produto puro pelo que não se efetuou a caraterização por 

espetroscopia de RMN do composto sintetizado.  

 Em suma, a utilização do par FRET Edans/Dabcyl como prova de conceito do projeto Self-i 

revelou ser muito importante para estudar as condições ideais de síntese  para obter as sondas 

para a GzmB através dos modelos apresentados. Neste sentido e de modo a completar o trabalho 

realizado, pretende-se futuramente terminar a síntese do Cy5 e do BHQ-3 11 e sintetizar as sondas 

para a GzmB segundo as condições de síntese  testadas com o par Edans/Dabcyl. Pretende-se 

também, clivar os grupos Boc e tBu das sondas sintetizadas nesta dissertação, composto 7 e 9 

de acordo com as condições de clivagem já referidas e fazer ensaios para medir a atividade 

enzimática da GzmB na presença destes compostos e seguir o processo por técnicas de 

fluorescência de modo a confirmar a existência de FRET intramolecular.
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4.1. Materiais e Reagentes 

Os espetros de ressonância magnética nuclear de 1H e de 13C foram obtidos no aparelho 

Bruker Avance III 400 numa frequência de 400 MHz para 1H e 100,6 MHz para 13C, utilizando 

como padrão interno o tetrametilsilano (TMS). Os solventes deuterados usados foram o clorofórmio 

(CDCl3), o dimetilsulfóxido (DMSO-d6), a água (D2O) e a N,N´-dimetilformamida (DMF-d7). As 

constantes de acoplamento (J) foram obtidas em Hertz (Hz) e os deslocamentos químicos (δ) em 

partes por milhão (ppm). A atribuição de sinais no caso dos átomos de carbono primários, 

secundários, terciários e quaternários foi feita usando a sequência de DEPT com um pulso de 

135º, utilizando o pico do solvente como referência. A atribuição completa dos sinais de protão e 

carbono foi feita recorrendo a técnicas de correlação heteronuclear bidimensional, nomeadamente 

HMBC e HMQC. 

Os espetros de ultravioleta e visível (UV/Vis) foram efetuados num espetrofotómetro 

Shimadzu UV/2501PC. Os espetros de fluorescência foram obtidos num espetrofluorímetro 

FluoroMax-4. 

As cromatografias em camada fina (TLC) foram realizadas em placas de sílica gel 60 com 

indicador de fluorescência F254 (Merck) e reveladas pela incidência de radiação UV/Vis (λmáx 254 e 

365 nm) numa câmara CN-6 (Vilber-Lourmart). Nas cromatografias em coluna utilizou-se sílica gel 

60 (0,035-0,070 mm) (Acros Organics). 

A síntese em micro-ondas foi realizada num sintetizador peptídico Discover SPS (CEM 

Corporation). O suporte sólido usado foi a resina de cloreto de 2-clorotritilo (100-200 mesh) 1% 

DVB, com uma capacidade de 1,3 mmol/g e adquirida à AAPPTec. 

A purificação por HPLC preparativo foi realizada com uma coluna Europa Peptide 120 

C18 (5 μm) (Teknocroma) num sistema composto por uma bomba Shimadzu LC-8A, acoplada a 

um detetor UV/Vis JASCO 875- UV e um registador Shimadzu C-RGA Chromatopac. 

Todo o material de vidro e metálico foi seco em estufa, à temperatura de aproximadamente 

50 °C. Para o caso de reações que exigiam ausência de humidade, o material foi posteriormente 

arrefecido num exsicador sob vácuo.
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Os reagentes e os solventes secos utilizados foram adquiridos comercialmente (Acros 

Organics, Aldrich, Merck, AAPPTec), exceto DMF e MeOH, que foram reciclados por destilação e 

utilizados nas lavagens intercalares do acoplamento e desproteção. A resina e os aminoácidos que 

não foram preparados no laboratório foram adquiridos comercialmente (AAPPTec). 

 

4.2. Síntese de percursores 

4.2.1. Síntese da N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-alanina (Fmoc--Ala-OH,1) 

 

 

 

Dissolveu-se o aminoácido H-Ala-OH (2,0004 g; 2,25x10-2 mol, 1 eq.)  numa solução 

aquosa de Na2CO3 5% (80 mL) e adicionou-se 1,4-dioxano (60 mL). Colocou-se a mistura sob 

agitação num banho de gelo e adicionou-se lentamente o cloreto de 9-fluorenilmetoxicarbonilo 

(Fmoc-Cl) (6,4161 g; 2,48x10-2 mol; 1,1 eq.) previamente dissolvido em 1,4-dioxano. Mediu-se o 

pH da solução e ajustou-se o pH a 8 com Na2CO3 5% quando necessário. Deixou-se a mistura 

reacional sob agitação no banho de gelo durante 4 h. Após este período, removeu-se o banho de 

gelo e deixou-se em agitação à temperatura ambiente durante a noite. 

Realizaram-se extrações com éter etílico (3x50 mL). Com a fase aquosa, num banho gelo, 

acidificou-se com HCl concentrado até pH=1, colocou-se no frio durante a noite e filtrou-se o sólido 

incolor formado sob vácuo (6,4906 g; η = 93 %).  

RMN de 1H (CDCl3, 400 MHz) δH = 1,50 (3H, d, J = 6,8 Hz, CH3); 4,24 (1H, t, J = 6,8 Hz, 

H-9); 4,39-4,48 (3H, m, CH2 + α-CH); 5,30 (1H, d, J = 7,2 Hz, NH); 7,32 (2H, dt, J = 0,8 Hz e 

7,6 Hz, H-2+H-7); 7,41 (2H, t, J = 7,6 Hz, H-3+H-6); 7,60 (2H, s largo, H-4+H-5); 7,77 (2H, d, J 

= 7,6 Hz, H-1+H-8) ppm. 
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4.2.2. Síntese do ácido 4-[[4´-(N,N-dimetilamino)fenil]diazenil] benzóico (Dabcyl, 2a) 

 

 

 

Dissolveu-se, sob agitação e à temperatura ambiente, o ácido 4-aminobenzóico (0,5003 g; 

3,65x10-3 mol; 1 eq.) numa solução de HCl 1 M (7,5 mL) e HCl 6 M (0,42 mL). Arrefeceu-se a 

solução utilizando um banho de gelo, adicionou-se uma a 0 °C de nitrito de sódio (0,2515 g; 3,65x10-

3 mol; 1 eq.) em água destilada (1,25 mL) e manteve-se sob agitação durante 30 min a 0 °C. 

Preparou-se uma solução de N,N-dimetilanilina (0,46 mL; 3,65x10-3 mol; 1 eq.) em ácido 

acético glacial (1,25 mL) e água destilada (0,83 mL). Adicionou-se a esta solução o sal de diazónio 

(solução anterior), lentamente sob agitação e à temperatura ambiente. Ajustou-se o pH final a 4, 

por adição de uma solução aquosa saturada de acetato de sódio (CH3COONa). 

Após 30 min, filtrou-se o precipitado formado sob vácuo e lavou-se com água destilada e 

com DCM. O sólido vermelho-alaranjado obtido foi seco na estufa a 45 °C (0,8925 g; η = 91 %). 

Esta síntese foi repetida, partindo do ácido 4-aminobenzóico (0,3782 g; 2,76x10-3 mol; 1 eq.) e 

mantendo-se o número de equivalentes dos restantes reagentes utilizado na primeira síntese deste 

composto (0,6648 g; η = 89%) 

RMN de 1H (DMSO-d6, 400 MHz) δH = 3,07 (6H, s, 2xCH3); 6,84 (2H, d, J = 9,2 Hz, H-

3´+H-5´); 7,82 (4H, d, J = 6,8 Hz, H-3+H-5+H-2´+H-6´); 8,06 (2H, d, J = 6,4 Hz, H-2+H-6) ppm.
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4.2.3. Adição de espaçadores no Dabcyl e no Edans 

4.2.3.1. Síntese do derivado do Dabcyl com terminal amina (DBA, 2b) 

 

 

 

Dissolveu-se o Dabcyl 2a (0,1730 g; 6,42x10-4 mol; 1 eq.) em DMF seca (2 mL) e colocou-

se num banho de gelo. Após 5 min sob agitação, adicionou-se HOBt (0,0868 g; 6,42x10-4 mol; 1 

eq.) e depois de 10 min sob agitação, adicionou-se DCC (0,1325 g; 6,42x10-4 mol; 1 eq.) Deixou-

se agitar durante 30 min e adicionou-se a etilenodiamina (0,042 mL; 6,42x10-4 mol; 1 eq.). Deixou-

se em agitação durante 15 h à temperatura ambiente. Após este período, verificou-se por TLC que 

não houve progressão da reação e colocou-se a mistura reacional durante 2 h a 120 °C. Depois 

deste tempo, verificou-se por TLC a formação de um produto. 

Evaporou-se o solvente e realizou-se uma purificação por cromatografia em coluna com 

sílica gel, usando um gradiente de polaridade crescente DCM e misturas de DCM e MeOH até 

DCM/MeOH (20:1). Obteve-se o produto puro de cor laranja (0,0695 g; η = 35%). 

RMN de 1H (DMSO-d6, 400 MHz) δH = 3,07 (6H, s, 2xCH3); 3,29 (4H, t, J = 6,4 Hz, CH2-

1´+CH2-2´); 6,84 (2H, d, J = 9,2 Hz, H-3´+H-5´); 7,81 (4H, d, J = 9,2 Hz, H-3+H-5+H-2´+H-6´); 

7,96 (2H, d, J = 8,8 Hz, H-2+H-6); 8,04 (2H, s largo, 2´-NH2); 8,12 (1H, s largo, 1´-NH) ppm.
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4.2.3.2. Síntese do derivado do Edans com terminal ácido carboxílico (EDA, 3) 

 

 

 

Dissolveu-se o Edans.HCl (0,0506 g; 1,89x10-4 mol; 1 eq.), a Et3N(0,026 mL; 1,89x10-4 

mol; 1 eq.)  o anidrido succínico (0,0189 g; 1,89x10-4 mol; 1 eq.) em acetona (5 mL) e deixou-se 

sob agitação à temperatura ambiente, durante 19 h. 

Evaporou-se o solvente e obteve-se um óleo de cor púrpura (0,0882 g). Esta síntese foi 

repetida duas vezes, na segunda síntese partindo do Edans (0,1003 g; 3,77x10-4 mol; 1 eq.) 

obteve-se 0,1865 g e na terceira síntese partindo do Edans (0,3005 g; 1,13x10-3 mol; 1 eq.) na 

terceira síntese obtendo-se 0,5956 g, mantendo-se o número de equivalentes dos restantes 

reagentes utilizado na primeira síntese deste composto. As massas obtidas destes compostos 

apresentam a contribuição do NEt3.HCl  e os rendimentos destas sínteses foram quantitativos. 

RMN de 1H (DMSO-d6, 400 MHz) δH = 2,32 (2H, s, CH2-b); 2,39 (2H, s, CH2-a); 3,02 (4H, 

q, J = 7,2 Hz, CH2-1´+CH2-2´); 6,52 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-6); 7,04 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-4); 7,22-

7,30 (2H, m, H-3+H-7); 7,28 (1H, dd, J = 1,2 Hz e 8,4 Hz, H-8); 8,10 (1H, dd, J = 1,6 Hz e 7,6 

Hz, H-2); 8,23 (1H, t, J = 5,2 Hz, 5-NH); 8,79 (1H, t, J = 5,2 Hz, 2´-NH) ppm.



 

79 

 

Capítulo 4: Secção Experimental 

 

4.3. Síntese em fase sólida assistida por micro-ondas 

4.3.1. Procedimentos gerais 

4.3.1.1. Ligação dos Fmoc-aminoácidos à resina de cloreto de 2-clorotritilo 

Dissolveu-se o Fmoc-aminoácido (1,5/2 eq. relativamente à funcionalização da resina) em 

DCM seco (10 mL) e adicionou-se DIPEA (4 eq. relativamente ao aminoácido). Esta mistura foi 

adicionada à resina de cloreto de 2-clorotritilo previamente dilatada em DCM e deixou-se em 

agitação durante 5 h à temperatura ambiente. 

Filtrou-se o solvente e lavou-se a resina sequencialmente com uma mistura 

DCM/MeOH/DIPEA (25,5:3,0:1,5; 3x10 mL), DCM (3x10 mL), DMF (3x10 mL), MeOH (3x10 mL) 

e éter etílico (2x10 mL), agitando cerca de 5 min entre cada lavagem. Colocou-se a resina a secar 

no exsicador (com KOH) até ao dia seguinte. 

 

4.3.1.2. Determinação do loading da resina 

Num balão volumétrico de 5 mL, adicionou-se 0,002 g da resina seca, perfez-se o volume 

com solução de piperidina 20% em DMF e deixou-se em agitação durante 20 min. Fez-se uma 

diluição (1:10) e mediu-se a absorvância da solução com a resina a 301 nm (ε = 7800 M-1cm-1) 

em células de quartzo com 1 cm de percurso ótico. 

Aplicou-se a lei de Beer-Lambert (Equação 4) para obter a concentração da solução 

diluída.  

 

Abs = ε x C x l  C = 
Abs

𝜀 x l
 (Equação 4) 

 

Onde Abs diz respeito a absorvância, ε corresponde à absortividade molar (mol -1.L.cm-1), 

C à concentração da solução expressa em mol. L-1 e l refere-se ao percurso ótico, largura da célula 

que usualmente é 1 cm. De seguida, calculou-se a concentração da solução original tendo em 

conta o fator de diluição. A partir deste concentração determinou-se o número de moles da solução 

original e determinou-se o loading da resina expresso em mmol/g. 
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4.3.1.3. Desproteção dos aminoácidos por clivagem do grupo Fmoc 

Submeteu-se a resina a uma desproteção, usando uma solução de piperidina 20% em 

DMF (5 mL/g de resina) durante 30 s, sob irradiação de micro-ondas (P= 50 W, T= 75 °C). 

Descartou-se a solução, adicionou-se uma nova solução de piperidina 20% em DMF (7 mL/g de 

resina) e deixou-se reagir durante 3 min, sob irradiação de micro-ondas (P= 50 W, T= 75 °C). 

Lavou-se a resina com DMF (3x) e seguidamente com MeOH (3x). Repetiu-se este ciclo de lavagem 

quatro vezes.  

 

4.3.1.4. Acoplamento dos Fmoc-aminoácidos com DIC/Oxyma 

Dissolveu-se o Fmoc-aminoácido (5 eq. relativamente ao loading da resina) em 6 mL de 

DMF seca, adicionou-se DIC (5 eq.) e Oxyma (5 eq.) previamente dissolvidos na quantidade 

necessária de DMF seca e deixou-se sob agitação durante 5 min. Adicionou-se a mistura à resina 

e submeteu-se a suspensão a dois ciclos de irradiação por micro-ondas de 5 min cada (P= 50 W, 

T= 75 °C), deixando arrefecer entre os ciclos. Após o tempo de reação, lavou-se a resina com 

DMF (3x) e seguidamente com MeOH (3x). Repetiu-se este ciclo de lavagem três vezes. 

 

4.3.1.5. Clivagem do péptido da resina 

Transferiu-se a resina para um balão de fundo redondo e colocou-se em agitação com 

uma solução de ácido acético glacial/TFE/DCM 1:2:7 à temperatura ambiente, durante pelo 

menos 1 hora. Deixou-se a resina na mesma mistura, em repouso à temperatura ambiente, 

durante a noite. Filtrou-se a solução e lavou-se a resina com 10 mL TFE/DCM (2:8) (2x). 

Seguidamente evaporou-se o solvente até ao volume restante ser menos de 5 mL. Adicionou-se 

éter etílico e colocou-se no frigorífico durante a noite. Centrifugou-se a solução para separação do 

sólido formado e secou-se num exsicador sob vácuo.  
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4.3.2. Síntese do tetrapéptido Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc), 4 

 

 

Seguiram-se os procedimentos gerais de síntese em fase sólida descritos anteriormente 

para obter o tetrapéptido Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc) 4 em três preparações. Utilizou-se 1,00 g de 

resina e 1,5 eq. relativamente à funcionalização da resina de Fmoc-Lys(Boc)-OH, obtendo-se o 

respetivo loading expresso em mmol/g. O péptido 4 foi obtido na forma de um sólido incolor/cru 

(0,0927 g; 0,4615 mmol/g η = 36%), (0,1172 g; 0,5675 mmol/g; η = 37%) e (0,1201 g; 0,3852 

mmol/g; η = 56%). 

RMN de 1H (DMSO-d6, 400 MHz) δH = 1,16-1,38 (28H, m, 2x-CH3  Ala + γ-CH2 Lys + δ-CH2 

Lys + 3xCH3 Boc+ 3xCH3 OtBu); 1,45-1,58 (2H, m, β-CH2 Lys); 2,39-2,48 (1H, m, β-CH2 Asp); 

2,69 (1H, dd, J = 5,6 Hz e 17,0 Hz, β-CH2 Asp); 2,81-2,88 (2H, m, ε-CH2 Lys); 3,82-3,90 (2H, m, 

α-CH Lys+ α-CH Ala); 4,28 (1H, s, α-CH Ala); 4,51-4,56 (1H, m, α-CH Asp); 6,65 (1H, s, NH Boc); 

7,50 (1H, d, J = 6,8 Hz, NH Lys); 8,35 (1H, d, J = 7,2 Hz NH Asp ou NH Ala 2); 8,43 (1H, s, NH 

Asp ou NH Ala 2) ppm.    

RMN de 13C (DMSO-d6, 100,6 MHz) δC = 18,36 (CH3 Ala); 18,50 (CH3 Ala); 22,26 (γ-CH2 

Lys); 27,68 (CH3 Boc ou CH3 OtBu); 28,29 (CH3 Boc ou CH3 OtBu); 29,40 (δ-CH2 Lys); 31,54 (β-

CH2 Lys); 37,38 (β-CH2 Asp); 39,50 (ε-CH2 Lys); 48,55 (α-CH Ala 1 ou α-CH Ala 2); 48,84 (α-CH 

Ala 1 ou α-CH Ala 2); 49,65 (α-CH Asp); 53,33 (α-CH Lys), 77,34 (C(CH3) Boc ou C(CH3) OtBu); 

80,15 (C(CH3) Boc ou C(CH3) OtBu); 155,55 (C=O Boc); 169,44 (C=O Asp); 171,45 (C=O Ala 1); 

171,92 (C=O Ala 2); 172,14 (C=O OtBu); 173,30 (C=O Lys) ppm. 
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4.3.3. Síntese do tetrapéptido Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu), 5 

 

 

Seguiram-se os procedimentos gerais de síntese em fase sólida descritos anteriormente 

para obter o tetrapéptido Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 5 em três preparações. Utilizou-se 1,00 g de 

resina e 1,5 eq. relativamente à funcionalização da resina da Fmoc-Asp(OtBu)-OH, obtendo-se o 

respetivo loading expresso em mmol/g. O péptido foi obtido na forma de um sólido incolor/cru 

(0,5152 mmol/g; 0,0567 g; η = 20%), (0,6451 mmol/g; 0,0761 g; η = 21%) e (0,7225 mmol/g; 

0,1070 g; η = 26%).  

Não foi possível caraterizar por RMN de 1H e 13C o péptido 5 na forma protegida devido a 

problemas de solubilidade na maior parte dos solventes deuterados testados, no entanto, foi 

possível fazer esta caraterização na forma desprotegida. 

RMN de 1H (DMSO-d6, 400 MHz) δH = 1,20 (3H, d, J = 7,2 Hz, CH3  Ala); 1,24 (3H, d, J = 

6,8 Hz, CH3  Ala); 1,32-1,38 (2H, m, γ-CH2 Lys); 1,49-1,56 (2H, m, δ-CH2 Lys); 1,66-1,71 (2H, m, 

β-CH2 Lys); 2,56-2,69 (2H, m, β-CH2 Asp); 2,74 (2H, s, ε-CH2 Lys); 3,77 (1H, d, J = 6,4 Hz, α-CH 

Lys); 4,28 (1H, qui, α-CH Ala 2); 4,36 (1H, q, α-CH Ala 1); 4,51 (1H, q, α-CH Asp); 7,81 (1H, s, 

NH3
+ Lys lateral); 8,07-8,20 (3H, s largo NH3

+Lys); 8,08 (1H, d, J = 8 Hz, NH Asp ou NH Ala 2); 

8,12 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH Asp ou NH Ala 2); 8,61 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH Ala 1) ppm.    

RMN de 13C (DMSO-d6, 100,6 MHz) δC = 18,09 (CH3 Ala); 18,20 (CH3 Ala); 21,00 (γ-CH2 

Lys); 26,46 (δ-CH2 Lys); 30,45 (β-CH2 Lys); 36,00 (β-CH2 Asp); 38,51 (ε-CH2 Lys); 47,93 (α-CH 

Ala 2); 48,24 (α-CH Ala 1); 48,49 (α-CH Asp); 51,84 (α-CH Lys), 168,10 (C=O Lys); 171,40 (C=O 

Ala 1); 171,70 (C=O Ala 2); 171,89 (C=O Asp); 172,25 (C=O Asp lateral) ppm.
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4.3.4. Síntese do Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc), 6 

 

 

 

Seguiram-se os procedimentos gerais de síntese em fase sólida descritos anteriormente. 

Utilizou-se 1,00 g de resina e 2 eq. relativamente à funcionalização da resina da Fmoc-Lys(Boc)-

OH, obtendo-se um loading de 0,4872 mmol/g. Após a desproteção do último aminoácido, 

dissolveu-se o Dabcyl 2a (5 eq. relativamente ao loading da resina; 0,6561 g) em 6 mL de DMF 

seca, adicionou-se DIC (5 eq.) e Oyma (5 eq.) previamente dissolvidos na quantidade necessária 

de DMF seca. Deixou-se agitar durante 5 min. Adicionou-se a mistura à resina e submeteu-se a 

suspensão a quatro ciclos de irradiação por micro-ondas de 5 min cada (P= 50 W, T= 75 °C), 

deixando arrefecer entre os ciclos. Após o tempo de reação, lavou-se a resina com DMF (3x) e 

seguidamente com MeOH (3x). Repetiu-se este ciclo de lavagem seis vezes. O composto 6 foi 

obtido na forma de um sólido laranja (0,0821 g; η = 30%). 
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RMN de 1H (DMSO-d6, 400 MHz) δH = 1,05-1,29 (28H, m, 2xCH3  Ala + γ-CH2 Lys + δ-CH2 

Lys + 3xCH3 Boc + 3xCH3 OtBu); 1,49-1,59 (1H, m, β-CH2 Lys); 1,62-1,70 (1H, m, β-CH2 Lys); 

2,39-2,50 (2H, m, β-CH2 Asp); 2,78-2,89 (2H, m, ε-CH2 Lys ); 3,06 (6H, s, 2xCH3 Dabcyl); 3,92-

3,97 (1H, m, α-CH Lys); 4,24-4,31 (1H, m, α-CH Ala 2); 4,45-4,59 (2H, m, α-CH Ala 1+ α-CH 

Asp); 6,69 (1H, t, J = 5,2 Hz, NH Boc); 6,84 (2H, d, J = 9,2 Hz, H-3´+H-5´); 7,55 (1H, d, J = 7,2  

Hz, NH Lys); 7,81 (4H, dd, J = 2,8 Hz e 9,2 Hz, H-3+H-5+H-2´+H-6´); 8,03 (2H, d, J = 8,8 Hz, 

H-2+H-6); 8,12 (1H, d, J = 7,2 Hz, NH Ala 2 ou NH Asp); 8,23 (1H, d, J = 8,4 Hz, NH Ala 2 ou 

NH Asp); 8,64 (1H, d, J = 6,8 Hz, NH Ala 1) ppm. 

RMN de 13C (DMSO-d6, 100,6 MHz) δC = 17,79 (CH3 Ala); 18,31 (CH3 Ala); 22,34 (γ-CH2 

Lys); 27,64 (CH3 Boc ou CH3 OtBu); 28,29 (CH3 Boc ou CH3 OtBu); 29,33 (δ-CH2 Lys); 31,40 (β-

CH2 Lys); 37,37 (β-CH2 Asp); 39,55 (ε-CH2 Lys); 48,29 (α-CH Ala 2); 49,26 (α-CH Ala 1 ou α-CH 

Asp); 49,46 (α-CH Ala 1 ou α-CH Asp); 52,93 (α-CH Lys), 64,95 (2xCH3 Dabcyl); 77,36 (C(CH3) 

Boc ou C(CH3) OtBu); 80,18 (C(CH3) Boc ou C(CH3) OtBu); 111,61 (CH-3´+CH-5´); 121,44 (CH-

3+CH-5); 125,15 (CH-2´+CH-6´); 128,73 (CH-2+CH-6); 134,27(C4); 142,68 (C4`); 152,90 

(C1´); 154,12 (C1); 155,57 (C=O Boc); 165,73 (C=O Asp); 169,36 (C=O Ala 1); 169,42 (C=O Ala 

2); 172,23 (C=O OtBu); 173,56 (C=O Lys) ppm. 

4.3.5. Síntese do EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu), 8 
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Seguiram-se os procedimentos gerais de síntese em fase sólida descritos anteriormente. 

Utilizou-se 1,00 g de resina e  2 eq. relativamente à funcionalização da resina da Fmoc-Asp(OtBu)-

OH, obtendo-se um loading da resina de 0,5207 mmol/g. Após a desproteção do último 

aminoácido, dissolveu-se o EDA 3 (4,5 eq. relativamente ao loading da resina; 0,8703 g) em 6 mL 

de DMF seca, adicionou-se DIC (5 eq.) e Oxyma (5 eq.) previamente dissolvidos na quantidade 

necessária de DMF seca. Deixou-se agitar durante 5 min. Adicionou-se a mistura à resina e 

submeteu-se a suspensão a dois ciclos de irradiação por micro-ondas de 5 min cada (P= 50 W, 

T= 75 °C), deixando arrefecer entre os ciclos. Após o tempo de reação, lavou-se a resina com 

DMF (3x) e seguidamente com MeOH (3x). Repetiu-se este ciclo de lavagem quatro vezes. O 

composto 8 foi obtido na forma de um óleo de for púrpura (0,1263 g; η = 30%). 

4.4. Síntese do Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans, 7 

 

 

Dissolveu-se o Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc) 6 (0,0781 g; 9,63x10-5 mol; 1 eq.) em 

DMF seca (5 mL) e colocou-se num banho de gelo. Após 5 min sob agitação, adicionou-se HOSu 

(0,0741 g; 6,43x10-4 mol; 6,68 eq.) e depois de 10 min sob agitação, adicionou-se EDC.HCl 

(0,0849 g; 4,43x10-4 mol; 4,61 eq.) e Et3N (62 µL). Deixou-se agitar durante 30 min e adicionou-

se Edans (0,0525 g; 1,97x10-4 mol; 2,05 eq.) e Et3N (27 µL). Deixou-se em agitação durante 5 h 

à temperatura ambiente. 
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O composto resultante impuro foi obtido na forma de um sólido laranja (0,3882 g) após 

evaporação sob vácuo da mistura reacional. Esta amostra foi suspensa em 10 mL de uma mistura 

de ACN/H2O (3:1) e purificada por HPLC usando uma coluna Europa C-18 semipreparativa. A 

amostra e o eluente (mistura de ACN/H2O (3:1)) foram filtrados num filtro Milipore do tipo HN 0,45 

μm e desgaseificados por ultra-sons antes da sua utilização. O cromatograma foi traçado por deteção 

de absorção UV/Vis no comprimento de onda 432 nm e aplicando um fluxo de 1,0 mL/min.  

Foram realizadas 10 injeções e isolaram-se catorze frações com tempos de retenção diferentes. 

Antes da liofilização das frações, procedeu-se à filtração da fração com um tempo de retenção 

médio de 16,33 min que apresentava um sólido no fundo do tubo de Falcon. Este solido de cor 

laranja  revelou ser o composto 7 ( 0,0050 g; η = 4,9%). 

RMN de 1H (DMSO-d6, 400 MHz) δH = 1,22-1,35 (28H, m, 2xCH3  Ala + γ-CH2 Lys + δ-CH2 

Lys + 3xCH3 Boc + 3xCH3 OtBu); 1,47-1,65 (1H, m, β-CH2 Lys); 1,66-1,68 (1H, m, β-CH2 Lys); 

2,44-2,54 (2H, m, β-CH2 Asp); 2,58-2,71 (2H, m, ε-CH2 Lys ); 3,07 (6H, s, 2xCH3 Dabcyl); 3,33-

3,43 (4H, m, CH2-1´+CH2-2´); 4,15-4,19 (1H, m, α-CH Lys); 4,26 (1H, t, J =7,2 Hz, α-CH Ala 2); 

4,46-4,56 (2H, m, α-CH Ala 1 + α-CH Asp); 6,63-6,68 (2H, t, J = 5,2 Hz, NH Boc + 2´-NH Edans); 

6,84 (2H, d, J = 9,2 Hz, H-3´+H-5´ Dabcyl); 7,17 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-4 Edans); 7,27-7,34 (2H, 

m, H-3+H-7 Edans); 7,57 (1H, d, J = 8,0 Hz, NH Lys); 7,61-7,83 (6H, m, H-3+H-5+H-2´+H-

6´Dabcyl + H-6+H-8 Edans); 8,02 (2H, dd, J = 2,0 Hz e 6,8 Hz, H-2+H-6 Dabcyl); 8,10-8,14 (2H, 

m, NH Ala 2 ou NH Asp + H-2 Edans); 8,17 (1H, d, J = 8,0 Hz, NH Ala 2 ou NH Asp); 8,24 (1H, 

s, 5-NH Edans); 8,59 (1H, d, J = 7,2 Hz, NH Ala 1) ppm. 
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4.5. Síntese do EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu)-DBA, 9 

 

 

Dissolveu-se o EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 8 (0,0922 g; 1,01x10-4 mol; 1 eq.) em DMF 

seca (5 mL) e colocou-se num banho de gelo. Após 5 min sob agitação, adicionou-se HOSu (0,0775 

g; 6,74x10-4 mol; 6,68 eq.) e depois de 10 min sob agitação, adicionou-se EDC.HCl (0,0892 g, 

4,65x10-4 mol; 4,61 eq.) e Et3N (65 µL). Deixou-se agitar durante 30 min e adicionou-se DBA 2b 

(0,0644 g; 2,07x10-4 mol; 2,05 eq) e deixou-se em agitação durante 7 h à temperatura ambiente. 

O composto resultante impuro foi obtido na forma de um óleo de cor púrpura (0,3792 g). 

Esta amostra foi suspensa em 10 mL de uma mistura de ACN/H2O (3:1) e purificada por HPLC 

usando uma coluna Europa C-18 semipreparativa. A amostra e o eluente (mistura de ACN/H2O (3:1) 

foram filtrados num filtro Milipore do tipo HN 0,45 μm e desgaseificados por ultra-sons antes da sua 

utilização. O cromatograma foi traçado por deteção de absorção UV/Vis no comprimento de onda 

432 nm e aplicando um fluxo de 1,0 mL/min.  Foram realizadas 10 injeções e isolaram-se sete 

frações com tempos de retenção diferentes.  Após a liofilização, obteve-se o composto 9 impuro com 

um tempo de retenção médio de 16,18 min. Este composto foi purificado em cromatografia em 

coluna de sílica gel usando como eluente uma mistura de AcOEt/MeOH (9:1), no entanto, obteve-se 

o 0,0054 g do composto 9 ainda com impurezas, o que impediu a atribuição inequívoca dos sinais 

no espetro de RMN de 1H e 13C.
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4.6. FRET em solução com o par Edans/Dabcyl 

4.6.1. Estudo do quenching intermolecular de fluorescência do Edans com o Dabcyl 

As medições  espetrofotométricas e espetrofluorimétricas foram realizadas com soluções 

desgaseificadas (por ultrasons) em tampão fosfato de pH 7,5 (0,1 M NaH2PO4 e 0,1 M Na2HPO4). 

Nestas medições foram usadas células de quartzo de absorção e fluorescência com percurso ótico 

de 1 cm.  

Espetroscopia de absorção no UV/Vis e de fluorescência do Edans 

Preparou-se uma solução de Edans com concentração 1x10 -3 M em tampão fosfato. Por 

diluição da solução concentrada, preparou-se uma solução de Edans em tampão fosfato com 

concentração de 1x10-5 M. Traçou-se o espetro de absorção UV/Vis entre 300 e 700 nm e 

determinou-se o comprimento de onda máximo de absorção (λabs) e o respetivo valor de 

absorvância. 

Traçou-se o espetro de fluorescência da solução de Edans com concentração de 1x10 -5 M 

em tampão fosfato, excitando no comprimento de onda de 342 nm. Determinou-se o comprimento 

de onda máximo de emissão (λemi), a respetiva área da curva de fluorescência e o desvio de Stokes. 

 

Espetroscopia de absorção no UV/Vis do Dabcyl 

Preparou-se uma solução de Dabcyl 2a com concentração 1x10-3 M em tampão fosfato. 

Por diluição da solução concentrada, preparou-se uma solução de Dabcyl 2a em tampão fosfato 

com concentração de 1x10-5 M. Traçou-se o espetro de absorção UV/Vis entre 300 e 700 nm e 

determinou-se o λabs e o respetivo valor de absorvância. 

 

Estudo do quenching intermolecular de fluorescência do Edans com o Dabcyl 

Por diluição da solução de Edans em tampão fosfato com concentração 1x10-5 M, 

preparou-se uma solução de Edans em tampão fosfato com concentração de 5x10 -6 M. Traçou-se 

o espetro de fluorescência da solução de Edans com concentração de 5x10 -6 M em tampão fosfato, 

excitando no comprimento de onda de 342 nm. Determinou-se o λemi e a respetiva área da curva 

de fluorescência. 
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De seguida, adicionou-se a esta solução 10 μL da solução de Dabcyl 2a com a 

concentração 1x10-3 M em tampão fosfato. Homogeneizou-se a solução, esperou-se 3 min e traçou-

se o espetro de fluorescência desta solução, excitando no comprimento de onda de 342 nm. 

Determinou-se o λem e a respetiva área da curva de fluorescência. Repetiu-se este procedimento 

10 vezes com adição sucessiva de Dabcyl 2a. 

Por fim, para avaliar se era relevante o tempo de interação entre o Edans e o Dabcyl 2a, 

entre a adição e obtenção do espetro, para a solução contendo 100 μL, traçou-se o espetro de 

fluorescência após 3, 10 e 15 min, excitando no comprimento de onda de 342 nm. Determinou-

se o λem e a respetiva área da curva de fluorescência. 

4.6.2. Espetroscopia de absorção no UV/Vis e de fluorescência de compostos sintetizados 

Foram preparadas soluções na gama dos 10-5 M dos compostos Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu) 

6, Dabcyl-Ala-Ala-Asp(OtBu)-Lys(Boc)-Edans 7 e EDA-Lys(Boc)-Ala-Ala-Asp(OtBu) 8 em tampão de 

fosfato de pH=7,5. Traçou-se o espetro de absorção UV/Vis entre 300 e 700 nm e determinou-se 

o λabs e o respetivo valor de absorvância. 

Traçou-se o espetro de fluorescência dos compostos 7 e 8, excitando no comprimento de 

onda de 342 nm. Determinou-se o λemi e a respetiva área da curva de fluorescência.
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4.7. Síntese de intermediários do fluoróforo Cy5 e do quencher BHQ-3 

4.7.1. Síntese de intermediários para a obtenção de cianinas do tipo Cy5 

4.7.1.1. 2,3,3-Trimetil-3H-indole-5-sulfonato de potássio (10 a) 

 

 

 

Dissolveu-se o ácido para-hidrazinobenzeno sulfónico (25,004 g; 1,21x10-1 mol; 1 eq.) e a 

3-metil-2-butanona (40 mL; 3,63x10-1 mol; 3 eq.) em AcOH (75 mL). Esta mistura ficou sob refluxo 

durante 3 h sob agitação a 118 °C.  

Após este período de tempo, arrefeceu-se a solução a 4 °C e o produto final foi recolhido 

por filtração e lavado com metanol. A este resíduo obtido adicionou-se lentamente solução 

saturada de KOH em isopropanol. O produto foi recolhido por filtração e lavado com isopropanol 

e por fim com éter etílico. Colocou-se o sólido obtido de cor rosa claro na estuda a 45 °C durante 

a noite (8,4182 g; η = 27%). 

RMN de 1H (D2O, 400 MHz) δH = 1,38 (6H, s, 2x-C3-CH3); 7,60 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-7); 

7,83 (1H, dd, J = 1,6 e 8,4 Hz, H-6); 7,88 (1H, s, H-4) ppm. O grupo C2-CH3 não foi visível em 

D2O, tal como referido na literatura.108  

 

4.7.1.2. 1-Metil-2,3,3-trimetil-3H-indolium-5-sulfonato (10 b) 
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Dissolveu-se o composto 10 a (4,0011 g; 1,56x10-2 mol; 1 eq.) em iodometano (15 mL) e 

deixou-se a mistura reacional sob agitação a 40 °C por 6 h. O precipitado foi recolhido por filtração 

e lavado com acetona. Colocou-se o produto de cor púrpura na estufa a 45 °C e posteriormente 

no exsicador. Não foi possível determinar a massa do composto 10 b, por ser um sólido oleoso 

que ficou retido nas paredes do funil utilizado. 

RMN de 1H (D2O, 400 MHz) δH = 1,45 (6H, m, 2x-C3-CH3); 3,86 (3H, s, N-CH3); 7,39 (1H, 

d, J = 8,0 Hz, H-7); 7,62 (1H, dd, J = 1,6 e 8,4 Hz, H-6); 7,67 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-4) ppm. O 

grupo C2-CH3 não foi visível em D2O, tal como referido na literatura.108 

 

4.7.1.3. 1-(5-Carboxipentil)-2,3,3-trimetil-3H-indolium-5-sulfonato (10 c) 

 

 

 

Dissolveu-se o composto 10 a (4,0008 g; 1,18x10-2 mol; 1 eq.) e o ácido 6-

bromohexanóico (3,2575 g; 1,67x10-2 mol; 1,5 eq.) em clorobenzeno (35 mL) e deixou-se a 

mistura reacional sob agitação a 110 °C por 12 h. O produto foi decantado, o resíduo foi triturado 

com isopropanol, recolhido por filtração e lavado com isopropanol. Colocou-se o produto de cor 

púrpura na estufa a 45 °C e posteriormente no exsicador. Não foi possível determinar a massa do 

composto 10 c, por ser um sólido oleoso que ficou retido nas paredes do funil utilizado. 

RMN de 1H (D2O, 400 MHz) δH = 1,40-1,45 (2H, m, CH2-c); 1,57-1,64 (8H, m, 2x-C3-

CH3+CH2-d); 1,93-2,03 (2H, m, CH2-b); 2,34 (2H, t, J = 7,2 Hz, CH2-e); 4,47 (2H, t, J = 7,6 Hz, 

CH2-a); 7,87 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-7); 8,00 (1H, dd, J = 1,6 e 8,4 Hz, H-6); 8,09 (1H, d, J = 1,6 

Hz, H-4) ppm. O grupo C2-CH3 não foi visível em D2O, tal como referido na literatura.108  



 

92 

 

Capítulo 4: Secção Experimental 

 

4.7.2. Síntese do BHQ-3, 11  

 

 

 

Dissolveu-se, sob agitação e à temperatura ambiente, o metileno de violeta 3RAX (0,0502 

g; 1,32 x 10-4 mol; 1 eq.) numa solução de HCl 1 M (269 µL) e HCl 6 M (14 µL). Arrefeceu-se a 

solução utilizando um banho de gelo, adicionou-se uma solução a 0 °C de nitrito de sódio (0,0091 

g; 1,32 x 10-4 mol; 1 eq.) em ACN seco (0,5 mL) e manteve-se sob agitação durante 30 min à 

temperatura ambiente. 

Adicionou-se a N´-feniletano-1,2-diamina (17 µL; 1,32 x 10-4 mol; 1 eq) ao sal de diazónio 

(solução anterior), lentamente com agitação e à temperatura ambiente, juntamente com ACN seco 

(0,5 mL). Por falta de tempo, não foi possível fazer a purificação por HPLC semi-preparativo.
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