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RESUMO

Resumo

O presente trabalho apresenta, na primeira parte, a sintese, caracterizagao e aplicagao no
imageamento celular de um quantum dot de carbono (C-Dots) obtido da carbonizacao de
estrume de vaca e posterior passivagdo com o nucleo 2,1,3-benzotiadiazola e
etilenodiamina. O material nanométrico obtido apresentou excelente fotoestabilidade,
comportamento de dependéncia de emissao em relagdo ao comprimento de excitagao,
conversao descendente e ascendente de luz, uma faixa de pH de trabalho ampla (3 a9) e
seletividade de marcagdo para o nucléolo celular nos experimentos de imageamento. E
importante destacar que a marcacdo seletiva ocorreu apenas apos 30 minutos de
incubac¢do, o que significa que a utilizagdo do nticleo BTD como agente passivador das

nanoparticulas retardou seu processo de internalizagdo pelo nucléolo.

Na segunda parte, uma sonda lipofilica derivada do nucleo BTD foi projetada,
sintetizada e aplicada como uma sonda fluorescente com seletividade para lipideos
localizados no ambiente celular. Os resultados dos experimentos de imageamento
mostraram que a nova estrutura desenvolvida nesse trabalho marca as goticulas lipidicas
de maneira mais seletiva e eficiente que o marcador comumente utilizado BODIPY
disponivel comercialmente. O corante foi testado em um modelo complexo (C. elegans),
ou seja, um organismo multicelular e também apresentou seletividade na marcacao das
goticulas lipidicas presentes no corpo do verme, o que ndo ¢ possivel usando os
marcadores lipidicos disponiveis comercialmente. A nova estrutura foi entdo aplicada em
um procedimento cirurgico para corar células de adipécitos e o novo corante foi capaz de
diferenciar animais normais dos alimentados com alto teor de gordura. Em outro
procedimento cirurgico, c€lulas de hepatocitos foram usadas e elas puderam ser
acompanhadas no fluxo sanguineo do animal vivo usando a estrutura projetada em um
procedimento multistaining juntamente com um marcador de niicleo comercial (Hoechst

33342).

Na terceira parte, um projeto avangado de pratica experimental a nivel de graduagao
¢ apresentado. Neste capitulo € discutido o uso de reagdes multicomponentes (MCR) para
o entendimento de conceitos e mecanismos da quimica verde. A reagdo de quatro
componentes para obter 6-amino-3-metil-4-fenil-2,4-dihidropirano[2,3-c]pirazole-5-

carbonitrile sob condi¢des ndo catalisadas, basicas e acidas ¢ apresentada assim como sua
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RESUMO

caracterizacdo por ponto de fusdo, IFTR, 'H, °C, HSQC e HMBC. Os alunos sdo
convidados a comparar os resultados, analisar as vantagens e limita¢cdes do uso dessas
diferentes condi¢des e a examinar a literatura cientifica. A MCR permite incorporar um
nucleo BTD no ao esqueleto da molécula sintetizada e aplicacdo futura em estudos de
bioimageamento celular e observagao da localizagdo desta classe de heterociclicos no

ambiente celular.

Palavras chaves: Sistemas fluorescentes; C-Dots; BTD-QN; Fotoluminescéncia;

Imageamento celular; Imageamento de animais; Experimentacdo; Ensino de Quimica.



ABSTRACT

Abstract

The current Thesis presents, in its first part, the synthesis, characterization and application
in (live) cell imaging of quantum carbon dots (C-Dot) obtained from carbonization of
cow manure and subsequent passivation with both 2,1,3-benzothiadiazole and
ethylenediamine. The nanometric material presented excellent photostability, dependence
behavior in relation to the wavelength of excitement, up and down conversion of light, a
wide working pH range (3 to 9) and selective staining of cells’ nucleoli in bioimaging
experiments. It is important to note that selective marking occurred only after 30 minutes
of incubation, which means that the use of BTD core as the passivating agent of the
nanoparticles slowed down the process of internalizing into the nucleoli when compared

to the analogous core without incorporating BTD.

In the second part, a lipophilic BTD small molecule was designed, synthesized
and applied as fluorescent imaging probe to selectively stain lipid droplets at the cellular
level. The results showed the designed structures is by far better than the commercially
available BODIPY and that more lipid-based structures could be stained selectively. The
dye was then tested in a complex model (C. elegans), that is, a multicellular organism and
displayed selective also at the worm level, a feature not possible using the commercial
available lipid markers. The new structure was then applied in a surgery procedure to
stain adipocytes cells and the new dye was capable of differentiate from standard and
high fat fed animals. In another surgery procedure, hepatocyte cells were used and they
could be followed in the blood flow of the live animal using the designed structure in a

multistaining procedure alongside with a commercial nuclei marker (Hoechst 33342).

In the third part, an advanced undergraduate program project is presented. In this
chapter it is discussed the use of multicomponent reactions toward the understand of green
chemistry concepts and mechanisms. The four-component reaction to obtain 6-amino-3-
methyl-4-phenyl-2,4-dihydropyrano[2,3-c]pyrazole-5-carbonitrile under non-catalyzed,
basic and acid conditions is presented as well as its characterization by melting point,
IFTR, 'H, 3C, HSQC and HMBC. The students are urged to compare the results, to
analyze advantages and limitations of using these different conditions and to perusal the
scientific literature. The MCR allows incorporate a BTD core in the scaffold to future

bioimaging studies of cellular localization of this class of heterocycles.
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Key words: C-Dots; Photoluminescence; Bioimaging experiments; Animal imaging;

Experimentation; Chemistry teaching.

Xil



LISTA DE ABREVIACOES E ACRONIMOS

Lista de Abreviacoes e Acronimos

AEAPMS

BODIPY
BTD

BTD-NH;
BTD-QN
Caco-2
C-Dot-NH»

C-Dot-NH-BTD

C-Dots
CMC
D>O
DAPI
DMF
DMSO
DMSO-ds
EDA
FRET
HOMO
HRTEM
HMBC

HSQC

ICT

IFTR

vV

JINK
LEC
LED

N-(f-aminoetil)- -aminopropil metildimetoxisilano
Boro-dipirometano

2,1,3- benzotiadiazola

4-amino-2,1,3-benzotiadiazola
N-(quinolin-8-il)-4-amino-2,1,3-benzotiadiazol

Células de adenocarcinoma colorretal humano

Quantum Dot de carbono passivado com etilenodiamina
Quantum Dot de carbono passivado com 4-amino-2,1,3-
benzotiadiazola

Quantum Dots de carbono

Constante miscelar critica

Agua deuterada

4-6-diamidino-2-fenilindol

Dimetilformamida

Dimetilssulfoxido

Dimetilssulfoxido deuterado

Etilenodiamina

Transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia
Orbital molecular ocupado de mais alta energia
Microscopia eletronica de transmissdo de alta resolucao
Espectro de correlagdo heteronuclear de multiplas ligagdes
Espectro de correlacdo heteronuclear de um tnico
quantum

Transferéncia intramolecular de carga

Espectroscopia de Infravermelhos com transformadas de
Fourier

Infravermelho

Quinase c-Jun N-terminal

Células eletroquimicas emissoras de luz

Diodos emissores de luz

Xiii



LISTA DE ABREVIACOES E ACRONIMOS

LLC-PK1
LUMO
MCEF-7
MDA-MB-231
MeCN
NASH
OLED
PBS

PPZ
Q-Dots
QN
RMN
RQ

SDS
Si-Dots
uv
UV-Vis

Células de cancer de rim de porco

Orbital molecular desocupado de mais baixa energia
Células de cancer de mama

Células de adenocarcinoma de mama humano
Acetonitrila

Esteato-hepatite nao alcoolica

Diodos emissores de luz organico

Tampao de fosfato salino

Piranopirazol

Quantum Dots

Quinolina

Ressonancia magnética nuclear

Rendimento quantico

Dodecil sulfato de sodio

Quantum dot de Silicio

Ultravioleta

Ultravioleta visivel

Xiv



LISTA DE FIGURAS

Lista de Figuras

Figura 1. Representagdo da capacidade de penetracdo da radiagdao no tecido epitelial

humano. Adaptado da referéncia 41. 5

Figura 2. Nucleo 2,1,3-benzotiadiazola que também é conhecido como BTD. R!, R% R3,
e R* indicam as posi¢des no anel que podem ser utilizadas para insercdo de novos grupos.

7

Figura 3. Confinamento quantico dos elétrons. a) ilustra um material onde nao existem
barreiras quanticas e os elétrons podem se movimentar livremente ao longo de um espago
3D. b) ilustra um material que possui barreiras quanticas na forma de camadas, fazendo
com que o movimento dos elétrons se restrinja a um espaco 2D. c) ilustra um material
que possui barreiras quanticas envolvendo um canal onde os elétrons podem se
movimentar em uma Unica dimensao (ao longo do fio). d) ilustra um material que ¢é
completamente envolvido por barreiras quanticas em todas a dimensdes, fazendo com
que o movimento dos elétrons se restrinja a um ponto. (Os espacos em amarelo indicam
a distribuigdo térmica dos elétrons. Ef: estado fundamental, E; e Ex: estados excitados).

Adaptada da referéncia 63. 13

Figura 4. Densidade de estados em um Q-Dot em relagdo a energia dos elétrons. a)
comportamento ideal do Q-Dot onde as particulas possuem o mesmo tamanho e
consequentemente, os elétrons possuem a mesma energia. b) comportamento real dos Q-
Dots, onde o tamanho das particulas varia e os elétrons possuem energias diferentes,
gerando uma infinidade de niveis de energia provocando um alargamento ndo homogéneo
dos mesmos. (Ec: parte inferior da banda de condugdo, Ef: estado fundamental e Ei:

estado excitado). Adaptado da referéncia 66. 15

Figura 5. Grupos de elementos que quando combinados podem possibilitar a formacao

de um Q-Dot. 16

Figura 6. Exemplos de Q-Dots obtidos por meio da sintese de sistemas casca-nucleo.

Adaptado da referéncia 70. 17

Figura 7. Numero de publicacdes em relacdo aos anos, a partir de 2004, sendo
pesquisados os topicos "carbon dot*" NOT nanotube*™ or "carbon nanoparticle*" NOT

nanotube*® or "C-dot*" NOT nanotube*. Obtido em 22/03/2018. 18

Figura 8. Algumas possibilidades de emissdo de energia que ocorrem com os C-Dots.

19

XV



LISTA DE FIGURAS

Figura 9. Espectros de IV do ntcleo BTD (em preto), do C-Dot passivado apenas com a
BTD (em vermelho) e o0 C-Dot-NH-BTD (em azul). 34
Figura 10. RMN de 'H (D,0, 600 MHz) do C-Dot-NH-BTD. A parte do espectro em

destaque apresenta os sinais referentes aos H do anel 2,1,3-benzotiadiazol e os tripletos
referentes aos CH> da EDA. 35
Figura 11. RMN de *C (D,O/DMSO-d6, 150 MHz) do C-Dot-NH-BTD. E possivel

observar em destaque na figura os sinais referentes 8 EDA de 38 a aproximadamente 53
ppm, dois sinais referentes ao anel 2,1,3-benzotiadiazol que aparecem em 165,8 ¢ 166,5
ppm e dois sinais em 175,5 e em 176,3 ppm referentes as amidas. 36

Figura 12. (a) Imagem de HRTEM dos C-Dot-NH-BTD. (b) Distribui¢do do tamanho

das nanoparticulas (percentual em relacdo ao diametro). 37

Figura 13. Espectros de absor¢dao (UV) do C-DOT-NH-BTD com concentragao de 0,346

g L'! em diferentes solventes. 38

Figura 14. Espectros de emissio do C-Dot-NH-BTD com concentragdo 0,166 g L' em
agua. O comprimento de onda de excitagdo foi variado de 10 em 10 nm de 300 a 500 nm
e 0 espectro de emissao adquirido para cada um deles (a direita). Para melhor visualizagao
do comportamento das curvas de emissdo a medida que se varia o comprimento de onda

de excitac¢do foram plotadas em um grafico 7 curvas, a esquerda. 39

Figura 15. Espectros de emissio do C-Dot-NH-BTD com concentragdo 0,166 g L' em
diferentes solventes. O comprimento de onda de excitacdo foi variado de 10 em 10 nm de

300 a 400 nm e o espectro de emissdo adquirido para cada um deles. 40

Figura 16. A esquerda, grafico com as curvas de emissdo (com maximo em 420 nm) sob
excitacdo em 340 nm para todos os solventes. A direita, grafico com as intensidades de
emissao normalizadas para as curvas de emissdo sob excitagdo em 340 nm. 41
Figura 17. Experimento de excita¢do da solugdo de C-Dot-NH-BTD em comprimentos
de onda menos energéticos e a consequente emissdo em comprimentos de onda mais
energéticos. O solvente utilizado foi 4gua e a concentracdo do C-Dot-NH-BTD foi de

0,166 g.L! (Exc = Comprimento de onda de excitacdo) 42

Figura 18. a) Experimento de fotoestabilidade do C-Dot-NH-BTD com concentragao
0,333 g L', o comprimento de excitacio utilizado foi 340 nm e a emissdo monitorada foi
420 nm. b) A esquerda irradiagio da solugdo de C-Dot-NH-BTD com luz branca e &

direita mesma amostra submetida a irradiacdo UV (Aex = 365 nm). 43

Figura 19. (a) Efeito da variagdo da intensidade de fluorescéncia da solucao de C-Dot-

NH-BTD em funcdo da variagdo do pH. (b) Efeito da variagdo da intensidade de

xvi



LISTA DE FIGURAS

fluorescéncia da amosta de C-Dot-NH-BTD em funcao da variacdo da temperatura. (c)
Comportamento ndo linear da intensidade de emissdo observado nas solu¢des de pH 1 a
7. (d) Comportamento linear da supressdo da intensidade de emissdo observado nas

solugdes de pH 8 a 13 (R? =0,932). 44

Figura 20. Viabilidade citotoxica da utilizacdo de C-Dot-NH-BTD em células vivas.
Nenhuma citotoxicidade foi observada para as células testadas. 45

Figura 21. Células de cancer de mama MCF-7 incubadas com C-Dot-NH-BTD,

visualizadas em ambos os canais (verde e vermelho). (A), (B) e (C) Células vivas. (D),
(E) e (F) Células fixadas. Nenhuma coloragdo pode ser detectada no interior do nucleo
das células, como pode ser observado pelos espagos vazios de marcados com (N). (C) e
(F) mostram os aspectos normais da morfologia da célula por microscopia de contraste

de fase. Barra de escala de referéncia 25 um. 46

Figura 22. Células de cancer de mama MCF-7 incubadas vivas com o C-Dot-NH: (sem
unidades de BTD) mostrando a marcagao fluorescente dos nucléolos celulares vistas no
canal verde. (A) Mostra o nucleo celular marcado com DAPI (reagente disponivel
comercialmente). As regides pretas sdo os nucléolos das células (indicados pelas setas
amarelas). (B) Mostra o perfil de marcagdo fluorescente do nucléolo pelo C-Dot-NH2
(indicado pelas setas amarelas). (C) Mostra a sobreposicao dos dois sinais fluorescentes
(DAPI e C-Dot-NH>). (D) Mostra o aspecto morfologico normal das células. A barra de

escala de referencia 7,5 um."’ 48

Figura 23. Células de cancer de mama MCF-7 incubadas por 30 minutos com o C-Dot-
NH-BTD mostrando a marcag¢ao fluorescente do nucléolo celular vistas no canal verde.
(A), (B), (C) e (D) Células vivas. (E), (F), (G) e (H) Células fixadas. (A) mostra o nucleo
celular marcado com DAPI (reagente disponivel comercialmente). As regides pretas sao
os nucléolos das células. (B) mostra o perfil de marcacao fluorescente do nucléolo pelo
C-Dot-NH-BTD indicado pelas setas em vermelho. As setas brancas indicam a regido
nuclear. (C) mostra a sobreposi¢cdo dos dois sinais fluorescentes (DAPI e C-Dot-NH-
BTD). (E), (F) e (G) mostram as marcagdes fluorescentes das células fixadas, que
apresentam comportamento semelhante ao observado em (A), (B) e (C). (D) e (H)
mostram o aspecto morfologico normal das células. Barra de escala de referéncia 25 pm.

50

Figura 24. Células de cancer Caco-2 incubadas com o C-Dot-NH-BTD mostrando a

marcacao fluorescente do nucléolo celular vistas no canal verde. (A), (B) e (C) Células

xvii



LISTA DE FIGURAS

vivas. (D), (E) e (F) Células fixadas. (A) Mostra o ntcleo celular marcado com DAPI
(reagente disponivel comercialmente). As regides pretas sdo os nucléolos das células. (B)
Mostra o perfil de marcacdo fluorescente do nucléolo pelo C-Dot-NH-BTD indicado
pelas setas em amarelo. (C) Mostra o aspecto morfoldgico normal das células. (D), (E) e
(F) Mostram as marcagdes fluorescentes das células fixadas, que apresentam
comportamento semelhante ao observado em (A), (B) e (C). Barra de escala de referéncia
25 pm. 51
Figura 25. Células de cancer MDA-MB-231 incubadas com o C-Dot-NH-BTD

mostrando a marcagao fluorescente do nucléolo celular vistas no canal verde. (A), (B) e
(C) Células vivas. (D), (E) e (F) Células fixadas. (A) Mostra o ntcleo celular marcado
com DAPI (reagente disponivel comercialmente). As regides pretas sao os nucléolos das
células. (B) Mostra o perfil de marcagao fluorescente do nucléolo pelo C-Dot-NH-BTD
indicado pelas setas em amarelo. (C) Mostra o aspecto morfologico normal das células.
(D), (E) e (F) Mostram as marcagoes fluorescentes das células fixadas, que apresentam
comportamento semelhante ao observado em (A), (B) e (C). Barra de escala de referéncia

25 pm. 52

Figura 26. Potencial zeta dos C-Dots. Em (a) ¢ apresentado o resultado da analise do C-
Dot-NH;, em (b) ¢ apresentado o resutado da andlise do C-Dot-NH-BTD e em (¢) ¢
apresentado o resultado da andlise do C-Dot sem nenhum tipo de passivagdo. 54
Figura 27. Estrutura molecular dos fluor6foros que ganharam maior destaque nas

pesquisas de bioimageamento celular. 64

Figura 28. Estrutura molecular dos fluor6foros mais utilizados na marcacao de lipideos.

68

Figura 29. Nucleo quinolina. R!, R?, R3, R* R, R®e R indicam as posi¢des no anel que

podem ser utilizadas para inser¢ao de novos grupos substituintes. 71

Figura 30. Espectro de FTIR da BTD-QN. Os estiramentos e dobramentos das ligacdes

foram apresentados em destaque. 82

Figura 31. Espectro de 1H da BTD-QN em acetona deuterada, com a integral dos picos.
A regido de 7,4 a 10,5 ppm foi ampliada para melhor visualizagdo dos sinais. 83
Figura 32. Espectro de 13C da BTD-QN em acetona deuterada. A regido de 100 a 160
ppm foi ampliada para melhor visualizacdo dos sinais. 85

Figura 33. HR-ESI(+)-MS da [BTD-QN+H]". 86

Figura 34. (a) Espectros de UV-VIS em diferentes solventes ¢ em (b) Espectros de

fluorescéncia em diferentes solventes da BTD-QN. 87

Xviii



LISTA DE FIGURAS

Figura 35. (a) Efeito solvatocromico obtido pelos Valores de EtN vs. deslocamento de
Stokes (cm™') para os solventes testados; (b) Analise de fotoestabilidade realizada em
agua; (c) Diagrama de energia orbitalar e graficos HOMO-LUMO para a fase gasosa e
em solucdo aquosa obtidas por meio de calculo tedrico com a base PBEIPBE/6-
311+G(2d,p)//CAM-B3LYP/6-311G(d, p) e em (d) Diferenca entre as densidades
eletronicas de S; e Sp obtidas por meio de calculo teérico com a base PBE1PBE/6-
311+G(2d,p)//CAM-B3LYP/6-311G(d, p) da BTD-QN. *Os dados obtidos por meio dos

calculos teoricos sdo apresentados no Anexo 1. 90

Figura 36. (a) Espectros de fluorescéncia da BTD-QN na presenca de diferentes
concentragdes de SDS. Em aproximadamente 520 nm observa-se uma banda de emissdo
proveniente do SDS. (b) Intensidade de fluorescéncia nas diferentes concentracdes de

SDS. 91

Figura 37. Ensaios de viabilidade celular. Nao foi observado efeito citotoxico
estatisticamente significativo nas amostras incubadas com BTD-QN (24 horas). A
incubag¢do na presen¢a de DMSO foi utilizada como um controle positivo devido ao seu
efeito citotoxico ja conhecido que depende da concentracdo do solvente no meio celular.
As amostras mantidas apenas no meio de cultura foram utilizadas como controle negativo.

92
Figura 38. Perfil fluorescente das células Caco-2 incubadas com BTD-QN (1 uM). (A)

e (B) apresetam amostras vivas enquanto que (C) e (D) apresentam amostras fixadas. (B)
e (D) mostram os aspectos morfologicos normais das amostras por microscopia de
contraste de fase. As setas brancas indicam os corpos lipidicos amplamente distribuidos
no citoplasma das células. A letra “N” corresponde as regides dos nticleos das células
(mostrados como vazios negros), onde nao houve marcagao fluorescente. Barra de escala

de referéncia de 25 um. 93

Figura 39. Padrdo de coloracdo fluorescente de células Caco-2 usando o BODIPY
disponivel comercialmente (12 uM) e a BTD-QN (1 uM)). (A) e (C) apresentam as
imagens das células vivas marcadas com BODIPY e BTD-QN, respectivamente. As setas
brancas mostram as estruturas de goticulas lipidicas. (B) e (D) mostram os aspectos
morfoldgicos normais das amostras por microscopia de contraste de fase. Os nucleos das
células foram corados com o corante comercial conhecido como DAPI (emissao azul) e

a letra “N” corresponde as regides dos nucleos das células. Barra de escala de 25 um. 94

XiX



LISTA DE FIGURAS

Figura 40. Padrao de coloragao fluorescente das células MCF-7 usando o BODIPY
disponivel comercialmente (12 uM) e a BTD-QN (1 uM). (A) e (C) apresentam as
imagens das células vivas marcadas com BODIPY e BTD-QN, respectivamente. As setas
brancas mostram as estruturas de goticulas lipidicas. (B) e (D) mostram os aspectos
morfologicos normais das amostras por microscopia de contraste de fase. A a letra “N”
corresponde as regides dos nucleos das células. Barra de escala de 25 um. 95
Figura 41. Padrao de coloragdo fluorescente de células MDA-MB-231 usando o
BODIPY disponivel comercialmente (12 uM) e a BTD-QN (1 uM). (A) e (C) apresentam
as imagens das células vivas marcadas com BODIPY e BTD-QN, respectivamente. As
setas brancas mostram as estruturas de goticulas lipidicas. (B) e (D) mostram os aspectos
morfoldgicos normais das amostras por microscopia de contraste de fase. A a letra “N”
corresponde as regides dos nucleos das células. Barra de escala de 25 um. 96
Figura 42. Padrao de coloragao fluorescente de células DU-145 utilizando o BODIPY
disponivel comercialmente (12 uM) e a BTD-QN (1 uM). (A) e (C) apresentam as
imagens das células vivas marcadas com BODIPY e BTD-QN, respectivamente. As setas
brancas mostram as estruturas de goticulas lipidicas. (B) e (D) mostram os aspectos
morfologicos normais das amostras por microscopia de contraste de fase. A letra “N”
corresponde as regides dos nucleos das células. Barra de escala de 25 um. 97
Figura 43. Quantifica¢do de estruturas lipidicas a partir do perfil fluorescente de células
cancerigenas Caco-2 vivas coradas com BTD-QN e com BODIPY (comercialmente
disponivel). A diferenga de goticulas lipidicas coradas por estes dois compostos foi

estatisticamente significativa. * = p <0,05. 98

Figura 44. C. elegans marcado com o composto BTD-QN, sem nenhum marcador

fluorescente e marcado com o marcador de referéncia Bodipy. 99

Figura 45. C. elegans tratado com o novo composto hibrido fluorescente BTD-QN. 100
Figura 46. Padrao de coloragdo fluorescente do C. elegans usando BODIPY (A, 12 uM)
e BTD-QN (C, 10 uM). Observa-se em (C) uma notével especificidade de coloracdo de
BTD-QN para corpos lipidicos dentro do verme enquanto (A) mostra o padrdo de
coloracdo com o BODIPY que produziu ruido de fundo (setas vermelhas). Barra de escala

de referéncia 100 pum. 101

Figura 47. Células de adipdcitos marcadas com o uso de BTD-QN (10 uM) e otimizacao
das condigdoes de visualizagdo para acompanhar o imageamento in vivo dos

camundongos. 103

XX



LISTA DE FIGURAS

Figura 48. BTD-QN (10 uM) como corante para marcagao dos adipocitos em modelo
animal vivo. A esquerda, ¢ possivel observar o camundongo vivo com o tecido adiposo
exposto. Acima na Figura encontram-se as células de adipocitos de camundongos com
dieta padrdo sem a marcagdo e marcadas com BTD-QN. Abaixo sdo apresentadas as
imagens do tecido adiposo do camundongo com dieta rica em lipideos sem marcacao e

marcadas com a BTD-QN. Barra de escala de 130 um. 104

Figura 49. Marca¢do de acimulos de lipideos em hepatdcitos com BTD-QN (10 uM).
Acima a esquerda ¢ apresentada a fotografia do camundongo vivo com o figado exposto.
Acima a direta observa-se a imagem do figado apenas com o marcador comercial de
nucleo (Hoechst 33342). Abaixo a esquerda ¢ apresentada a imagem da marcacdo de
hepatocitos do camundongo com a dieta padrao utilizando a BTD-QN. Abaixo a direita,
¢ apresentada a imagem da marcagdo de regioes de acimulo de lipideos em hepatocitos
de ratos com a dieta rica em gordura utilizando a BTD-QN. Barra de escala de 130 pum.

105

Figura 50. Estrutura molecular do nucleo piranopirazol. R! e R? indicam as posi¢des no
anel que podem ser utilizadas para inser¢ao de novos grupos substituintes. 110
Figura 51. Relacdo entre a teoria e a experimentagdo nos trabalhos cientificos e
consequente formagdo do conhecimento. Adaptada da referéncia 317. 118
Figura 52. Espectro de FTIR e estrutura molecular do PPZ. Os estiramentos e

dobramentos das ligagdes foram apresentados em destaque. 125

Figura 53. Duas possibilidades de estrutura molecular do derivado do PPZ sintetizado

com a identificagdo numérica dos atomos. 126
Figura 54. Espectro de 'H do PPZ sintetizado nesse trabalho em DMSO-ds. 127
Figura 55. Espectro de '*C do PPZ sintetizado nesse trabalho em DMSO-db. 129

Figura 56. Espectro de HSQC correlacionando os ntcleos C e H. Nesse espectro
observam-se as interagdes entre carbonos e hidrogénios ligados. Em DMSO-ds. 131
Figura 57. HMBC correlacionando os nticleos C e H. Nesse espectro observam-se as
interacdes entre carbonos e hidrogénios distantes (no minimo duas ligagdes de distancia).

Em DMSO-ds. 133

Figura 58. Espectro de HSQC correlacionando os nticleos N e H. Nesse espectro

observam-se as interagdes entre nitrogénios e hidrogénios ligados. Em DMSO-ds. ~ 135

xx1



LISTA DE FIGURAS

Figura 59. HMBC correlacionando os nucleos N e H. Nesse espectro observam-se as
interagdes entre carbonos e hidrogénios distantes (no minimo duas ligagdes de distancia).

Em DMSO-ds. 137

xxii



LISTA DE ESQUEMAS

Lista de Esquemas

Esquema 1. Diagrama de Jablonski simplificado ilustrando o processo de excitagdo por
meio da absor¢cdo de um foton e posterior emissao de energia na forma de luz (ha a
possibilidade da emissdo de energia ndo ocorrer via mecanismos nao radiativos).

Adaptado da referéncia 36. 4

Esquema 2. A esquerda tem-se a metodologia da passivagio dos C-Dots passivado com
orto, meta e para fenilenodiamina. Ao meio tem-se as fotografias dos C-Dots obtidos,
dispersos em etanol, sob luz ambiente (esquerda) e sob excitacao de Aex=365nm (direita).
E a direta tem-se as imagens das células MCF-7 incubadas com os C-Dots sintetizados

obtida por meio de um microscopio confocal (Aex =405 nm). Adaptado da referéncia 126.

22

Esquema 3. Representacdo do procedimento experimental para a sintese de C-dots
passivados com BTD e EDA (C-Dot-NH-BTD). Em amarelo sdo representados os grupos
acido carboxilicos presentes na superficie do C-Dot. Em vermelho ¢ representado o grupo
amida obtido por meio da amidagdo do grupo acido utilizando a BTD-NH. E em verde ¢
representado o grupo amida obtido por meio da amidacdao do grupo acido utilizando a

EDA. 27

Esquema 4. Reagdo para obtencdo do hibrido fluorescente N-(quinolin-8-il)-4-amino-

2,1,3-benzotiadiazol. 74

Esquema 5. Proposta de sintese obtencdo de novos fluoroforos derivados dos nucleos

BTD. 110

Esquema 6. Reagdo multicomponente para obtencdo de moléculas derivadas do nucleo
PPZ.R!=He R? = CHs. Os grupos substituintes R podem ser substituidos nos

materiais de partida, dando origem a PPZs diferentes. 111

Esquema 7. Acima ¢ apresentada uma metodologia sintética linear com o exemplo de
como o numero de etapas influenciam no rendimento global da reacdo. A cada etapa tem-
se a introducdo de substratos e insumos organicos, onde A, B, C, D sdo os substratos
reacionais, AB e ABC os intermediarios e ABCD o produto final. Abaixo ¢ apresentada
a metodologia multicomponente. Na formacao do produto (ABCD), tem-se apenas uma
etapa sintética utilizando A, B, C e D como materiais de partida. Adaptado das referéncias

296 o 297 113

xxiii



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 8. Demonstragao da quantidade de produtos formados mediante diferentes
formas de combina¢do dos materiais de partida em uma MCR. No esquema a MCR
exemplificada ¢ de 3 componentes, apresentando a possibilidade de variagao de todos os
substratos reacionais. Cada substrato foi variado duas vezes, sendo obtido oito diferentes

produtos. Adaptado da referéncia 273. 114

Esquema 9. Representagdes genéricas das reagdes de (a) Strecker; (b) Hantzsch; (c)

Biginelli e (d) Ugi. 116

Esquema 10. Reacdo para sintese do 6-amino-3-metil-4-fenil-1,4-diidropirano[2,3-
c]pirazol-5-carbonitrila utilizada para o estabelecimento da melhor condigdo
experimental. Na reacdo modelo sdo utilizados NaOH como catalisador e etanol como

solvente. 121

Esquema 11. Proposta de sintese para futura obtencao de novos fluoréforos derivados

dos nucleos BTD e PPZ. 142

XX1V



LISTA DE TABELAS

Lista de Tabelas

Tabela 1. Principais estiramentos observados nos espectros da BTD-NH», C-Dot-NH-
BTD e C-Dot-NH-BTD com EDA. 33

Tabela 2. Principais estiramentos e dobramentos observados no espectro de FTIR da
BTD-QN. 81
Tabela 3. Dados de UV-VIS e emissdao (em diferentes solventes) para BTD-QN.

Concentragao de 10 uM para todas as analises. 88

Tabela 4. Principais estiramentos e dobramentos observados no espectro de FTIR do

PPZ. 124

Tabela 5. Deslocamentos quimicos dos atomos que constituem o PPZ obtido nesse

trabalho. 130

Tabela 6. Relacao de alguns grupos de pesquisa que apresentaram a estrutura correta € a

estrutura errada. 138

Tabela 7. Rendimento obtido por meio da MCR modelo variando o solvente. O tempo
reacional foi de 2 h e a temperatura foi de 60 °C utilizando 10 mol% de NaOH como

catalisador. 139

Tabela 8. Rendimentos obtidos por meio da variagdo da temperatura da reagdo. Foram
realizadas 5 reagdes de 30 a 60 °C variando a temperatura 1m 10 °C. 139
Tabela 9. Rendimentos obtidos por meio da variagdo do tempo reacional. Foram
realizadas 4 reagdes com tempos de 30 até 120 min. variando de 30 em 30 min. 139
Tabela 10. Rendimentos obtidos por meio da variagao do catalisador. Foram testados 5
catalisadores diferentes do NaOH, todos com concentragao de 10 mol%. 140
Tabela 11. Dados tedricos calculados para a BTD-QN obtidos empregando correlagdo
de troca (XC) de diferentes fungdes (CAM-B3LYP, M062X, PBEIPBE, ®B97XD)
combinados com o conjunto de bases de valéncia dividida de Pople 6-311+g(2d, p).
Todos os resultados foram obtidos usando as geometrias totalmente otimizadas no nivel
de calculo CAM-B3LYP/6-311g(d, p). 157
Tabela 12. Propriedades de absorc¢ao calculadas para a BTD-QN por meio de TD-DFT
obtidas empregando correlagdo de troca (XC) de diferentes funcdes (CAM-B3LYP,
M062X, PBEIPBE, ®B97XD) combinados com o conjunto de bases de valéncia dividida

de Pople 6-311+g(2d, p). Todos os resultados foram obtidos usando as geometrias
totalmente otimizadas no nivel de calculo CAM-B3LYP/6-311g(d, p). 158

XXV



INTRODUCAO

Introducao



INTRODUCAO

Introducao

Moléculas e sistemas fluorescentes tem atraido a aten¢do de diversos grupos de pesquisa
no mundo inteiro por sua vasta possibilidade de aplicagdes tecnologicas, algumas delas
sdo: fabricacdo de diodos emissores de luz (do inglés Light Emitting Diode - LED),!*
diodos emissores de luz organicos (do inglés Organic Light Emitting Diode - OLEDS),>
6 células eletroquimicas emissoras de luz (do inglés Light-emitting Electrochemical Cell

— LEC),”™ lasers,'®!! sondas biologicas,'>!® biosensores fluorescentes de temperatura,'”

20 pH21-24

a utiliza¢dao das moléculas e sistemas fluorescentes como uma poderosa ferramenta para

e fons,>>2" dentre outras. Dentre todas as possibilidades de aplicagdo, se destaca

visualizar processos bioldgicos em células e organismos vivos.?®

Sistemas fluorescentes projetados para visualizar, caracterizar e avaliar qualitativa
e quantitativamente eventos biologicos por meio da obtencdo de imagens
(bioimageamento) tem causado um grande impacto e aberto possibilidades de trabalhos
de pesquisas nas areas Quimica, Bioldgica e Medicinal. O bioimageamento celular pode
ser definido como a caracterizacdo in vivo e a avaliagdo de processos bioldgicos, que
permite a visualiza¢do da fungao celular e acompanhamento dos processos moleculares
em organismos vivos sem perturba-los significativamente.?=*! Essa ferramenta possibilita
o estudo dos mecanismos celulares de doencgas (como por exemplo: doencas neuroldgicas,
cardiovasculares, cancer, dentre outras) e a obtencao de diagndsticos precoces € precisos,
assim como permite a previsdo € o monitoramento da resposta terapéutica dos pacientes

durante o tratamento.>!-3*

As metodologias e as ferramentas que nos permitem "ver o corpo" ou "ver as
células" devem atender algumas condi¢des bésicas para serem consideradas viaveis para
utilizacao em trabalhos de pesquisa. A técnica deve ser suficientemente sensivel a ponto
de permitir a visualizagdo de compostos bioldgicos em concentragdes fisioldgicas (de
nanomolar a micromolar). Também deve apresentar uma resolucao espacial e temporal
suficiente para que se possa analisar e avaliar dinamicamente os processos de marcagao
celular. A técnica ndo deve ser invasiva, ou seja, a detec¢do deve ser possivel de fora das
amostras. Deve permitir a utilizacdo com confianca de instrumentos que nao sao muito
especiais ou caros. Para células e tecidos dissecados o imageamento por microscopia de
fluorescéncia ¢ uma metodologia ideal que satisfaz todos esses requisitos, quando se
comparada com outras técnicas existentes que se baseiam na radioatividade,

bioluminescéncia, eletromagnetismo e eletroquimica. Outra vantagem da metodologia ¢
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que além do acompanhamento da marcagdo celular pelo acimulo de marcadores
fluorescentes em determinadas regides, o sinal de fluorescéncia de uma molécula pode
ser modificado por alteracdes estruturais simples, sendo possivel o controle da
intensidade da fluorescéncia a partir do contato com substancias presentes no ambiente

celular (nesse caso, a molécula funcionaria como um sensor passivel de ativac¢io).?8

Os estudos voltados para a compreensao de processos celulares e de internalizagao
de inimeros sistemas organicos (fluorescentes ou nao) sao de extrema importancia para
a evolucdo do conhecimento a respeito dos processos metabolicos a nivel celular. Como
estruturas celulares s3o muito pequenas seu estudo nao € possivel a olho nu, sendo muito
comum a utilizagdo de microscopios 6Oticos que utilizam a luz visivel para gerar imagens
ampliadas. Entretanto, uma célula possuiu pouco contetido em seu interior que forneca
contraste o suficiente para ser observado com nitidez, uma vez que sua composi¢ao ¢ de
aproximadamente 70% dgua. Uma das formas encontradas para se contornar esse
problema ¢ utilizando a técnica de microscopia de fluorescéncia, onde compostos
fluorescentes sdo utilizados com o objetivo de produzir contraste.’®> Por esse motivo a
obtencdo de compostos fluorescentes que marquem seletivamente determinadas

organelas ¢ um topico tdo importante a ser trabalhado pela ciéncia.

Hidrocarbonetos poliaromaticos ou heterociclicos, os quais sdo chamados de
fluoréforos ou corantes fluorescentes apresentam o fendmeno da fluorescéncia. Outros
sistemas fluorescentes conhecidos sdo cristais inorganicos, polimeros ou nanoparticulas,
em especifico os chamados de Quantum Dots. O fendmeno da fluorescéncia € o resultado
de um processo de dois estagios que ocorre em certas moléculas sendo eles: (1) excitagdo
e (3) emissdo de luz. A transi¢do representada por (2) indica tempo de vida do estado
excitado. Uma sonda fluorescente ¢ um fluor6foro projetado para responder a um
estimulo especifico ou para determinar a localiza¢do dentro de uma regido especifica de
um espécime biologico. O processo responsavel pela fluorescéncia de sistemas
fluorescentes ¢ ilustrado pelo diagrama de estados eletronicos simplificado (diagrama de

Jablonski), Esquema 1.3
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Esquema 1. Diagrama de Jablonski simplificado ilustrando o processo de excitacdo por meio da absorgdo
de um foton e posterior emissdo de energia na forma de luz (ha a possibilidade da emissao de energia ndo

ocorrer via mecanismos nao radiativos). Adaptado da referéncia 36.

Na excitagdo, representada por 1 na Figura 1, um féton (hvex) € fornecido por uma
fonte externa e absorvido pelo fluoréforo, dando origem a um estado excitado singleto
(S1’). O estado excitado ocorre por um espaco de tempo muito curto (1 a 10
nanosegundos). Durante esse tempo, o sistema pode sofrer mudancas conformacionais e
estd sujeito a uma infinidade de possiveis interagdes com seu ambiente molecular,
podendo ocasionar a dissipagdo parcial da energia de S;” gerando o estado singleto S,
(representado por 2 no Esquema 1), a partir do qual a emissdo de um foton (hvem) faz
com que o fluoréforo retorne para seu estado fundamental Sy (representado por 3 no
Esquema 1). E importante ressaltar que existem outros mecanismos pelo quais podem
ocorrer a relaxacdo do estado excitado, sdo eles: fluorescéncia por transferéncia de
energia de ressonancia (do inglés, Fluorescence Resonance Energy Transfer — FRET);
conversao intersistema e colisdo entre as moléculas que pode causar a supressdao da

fluorescéncia (do inglés, quenching).>®

Como ocorre, na maioria das vezes, dissipa¢do de energia via mecanismos nao
radiativos, a energia do foton de emissdao € menor que a do foton de excitacdo e, por esse
motivo, possui comprimento de onda maior. Essa diferenca nos comprimentos de onda
ou nas energias ¢ conhecida como deslocamento de Stokes. Apresentar um deslocamento
de Stokes grande ¢ uma caracteristica fundamental para que o sistema fluorescente seja
considerado eficiente, pois os fotons de emissdao precisam ser detectados sem que haja
interferéncia da fonte de excitacdo. Outra forma de se determinar a eficiéncia da

fluorescéncia do sistema € calculando o rendimento quantico (RQ), que ¢ a propor¢ao do
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numero de fotons de fluorescéncia emitidos (estagio 3) para o nuimero de fotons
absorvidos (estagio 1), ¢ uma medida da extensdo relativa em que esses processos

ocorrem.>®

Um sistema fluorescente ¢ considerado de excelente desempenho para o
bioimageamento quando apresenta algumas caracteristicas fundamentais, sdo elas: a)
solubilidade em agua; b) permeabilidade as membranas celulares; ¢) especificidade por
micro-ambientes celulares ou por moléculas especificas; d) auséncia ou baixa atividade
citotoxica; e) elevada fotoestabilidade; f) rendimento quantico elevado e, g) grande
deslocamento de Stokes.>’” A disponibilidade dos materiais de partida, o processo de
sintese e purificacdo e, principalmente, a reprodutibilidade da sintese destes sistemas,

também devem ser levadas em consideracao.

E importante considerar que, normalmente, existem trés parAmetros principais para
a visualizagdo efetiva de eventos biologicos em sistemas vivos utilizando a técnica de
fluorescéncia, sdo eles: absor¢do de luz, dispersao de luz e penetragdo da emissao
fluorescente no tecido. Na faixa de comprimentos de onda do UV e visivel (Uv-Vis), a
luz n3o possui penetragdo profunda porque ¢ facilmente absorvida e espalhada por
biomoléculas presentes nos tecidos, como ilustra a Figura 1. Além disso, os tecidos
geralmente geram autofluorescéncia, o que significa que obscurece a coleta e
quantifica¢do do sinal da imagem e resulta em baixas relagdes sinal-ruido. Sendo assim,
a maioria dos fluoréforos que absorvem ou emitem na faixa Uv-Vis sdo inadequados para

utilizacdo no bioimageamento in vivo.>%*

Raio de Luz

.|. . Reflex&o

s0a T |

180 pm |~/
/

— Espalhamento

1 mm

2 mm

Absorcdo

10 mm

Figura 1. Representacdo da capacidade de penetragdo da radiagdo no tecido epitelial humano. Adaptado da

referéncia 41.
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Varias moléculas organicas foram estudadas e utilizadas (com algumas
modificacdes estruturais) como sondas fluorescentes na marcagdo celular. Algumas das
principais sdo: cumarinas, boro-dipirrometanos (BODIPYs), fluoresceinas, rodaminas,
cianinas e fenoxazinas.*? Entretanto esses niicleos ndo apresentam todas as vantagens que
os enquadrariam como sendo sistemas fluorescentes de excelente desempenho. Além
disso, os fluordforos citados absorvem e emitem na faixa de comprimentos de ondas Uv-
Vis, gerando imagens com relagdo sinal-ruido ruins (pela autofluorescéncia do tecido),
inviabilizado suas utilizagdes no bioimageamento in vivo. Uma descrigao mais detalhada

das caracteristicas desses fluoréforos ¢ apresentada no capitulo 2 desse trabalho.

Na tentativa de superar as limitagdes apresentadas pelos fluoréforos comumente
utilizados, muitos outros fluor6foros ndo convencionais também tem sido testados em
trabalhos de bioimageamento, um exemplo ¢ o ntcleo 2,1,3-benzotiadiazol (BTD) que ¢
em geral biocompativel e possui varias possibilidades de modifica¢des estruturais, como
é possivel observar na Figura 2.37 O interesse no estudo de compostos derivados desse
nucleo pode ser atribuido em especial por suas diversas caracteristicas desejaveis para
aplicagdo como marcadores celulares. Algumas dessas caracteristicas sdo: i) possui
grupos funcionais aromaticos funcionalizaveis, o que permite sua facil modificacdo de
acordo com o interesse de aplicacdo; i1) sdo geralmente fluor6foros estaveis e eficientes,
mesmo em seus estados excitados; iii) possui planaridade e rigidez estrutural uma vez que
possui varias duplas ligacdes conjugadas; iv) apresenta conjugacdo nt eficiente; v) tem
forte carater aceptor de elétrons facilitando, a transferéncia intramolecular de carga (ICT),
caracteristica essa importante para compostos luminescentes, pois desta maneira o orbital
LUMO de seus derivados sofre uma diminui¢do em energia, € consequentemente o valor
de band gap também diminui, levando a emissdo de luz em comprimentos de onda
maiores; ** vi) as unidades BTDs sdo altamente polarizadas, o que possibilita a obtengio
de estruturas cristalinas bem ordenadas por meio de interagdes entre os heteroatomos
presentes nas estruturas e intera¢des do tipo n—m; vii) moléculas derivadas do nicleo BTD
geralmente apresentam grandes deslocamentos de Stokes; viii) esses nucleos apresentam
elevada fotoestabilidade, mantendo sua intensidade de emissdo mesmo apos longos
periodos de irradiacdo; ix) um fator de grande importancia para os experimentos de
imageamento celular ¢ a relagdo sinal-ruido da fluorescéncia dos corantes utilizados, e,
nesse contexto os nucleos derivados da BTD apresentam uma excelente relacao sinal-

ruido; x) as BTDs, em geral, apresentam grande facilidade de transpor a membrana
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celular, uma das caracteristicas mais desejada para sondas bioldgicas; xi) podem ser
armazenados por longos periodos de tempo a temperatura ambiente sem que degradem;
xii) calculos tedricos se mostraram eficientes na previsao de propriedades fotofisicas das
BTDs, sendo assim ¢ possivel propor novas sinteses guiadas por previsdes teoricas

previamente obtidas.>”4447

6 5
1 4
R > 4 R
N/ \N
1 \S/ 3
2

. J

Figura 2. Nucleo 2,1,3-benzotiadiazola que também ¢é conhecido como BTD. R}, R%, R?, ¢ R* indicam as

posi¢des no anel que podem ser utilizadas para inser¢do de novos grupos.

Trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa utilizando o nucleo BTD
obtiveram sucesso no imageamento celular, marcando seletivamente mitocondria,'?
DNA,*4 a regido citoplasmatica celular’® e, além disso, também foi sintetizado um acido

' Levando em consideracdo todas as

graxo incorporando a BTD em sua estrutura.’
vantagens apresentadas pelo nticleo BTD e no sucesso dos projetos de pesquisas que
utilizaram derivados da BTD no imageamento celular no nosso grupo de pesquisa, tem-
se como objetivo desse trabalho a sintese e aplicacdo no bioimageamento de novos

sistemas fluorescentes incorporando esse nucleo.

O primeiro capitulo deste trabalho consiste na utilizagdo da BTD para modificacao
estrutural da superficie de Quantum Dots de carbono (C-Dots). De maneira geral, os C-
Dots s3o nanoparticulas de carbono que por possuirem confinamento quéantico,
apresentam caracteristicas fotofisicas singulares. A possibilidade de jungdo desse sistema
(que por si s0 ja ¢ fluorescente) com um fluordforo versatil e com caracteristicas Uinicas

como a BTD, se apresenta extremamente interessante.

No segundo capitulo ¢ apresentada uma possibilidade de modificacao estrutural do
anel BTD por meio do acoplamento cruzado com a quinolina (QN), um composto
heterociclico aromdatico. Como descrito anteriormente, a BTD possui vdrias

possibilidades de modificacdo estrutural, o que facilita o seu manuseio e a elaboragdo de
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sinteses que dao origem a novos compostos. O nicleo QN foi escolhido pois apresenta
diversas caracteristicas desejaveis para utilizagdo em sistemas bioldgicos vivos, que serdo

discutidas com maiores detalhes no capitulo 2.

Para finalizar, o terceiro capitulo apresenta uma proposta de sintese do nucleo
piranopirazol (PPZ) por meio de uma reagdo muticomponente (com a otimizacdo das
condig¢des de catalise) para ser futuramente acoplado ao anel BTD. O nucleo PPZ também
foi escolhido para ser trabalhado, pois apresenta diversas caracteristicas desejaveis para
utilizacdo em sistemas biologicos vivos, que serdo discutidas com maiores detalhes no
capitulo 3. Neste capitulo também ¢ apresentada uma proposta de pratica experimental a

ser desenvolvida em laboratoérios de ensino de organica.
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Revisao Bibliografica

Q-Dots, que sdao comumente traduzidos como pontos quanticos, sdao sistemas
tridimensionais muito pequenos cujas dimensdes variam de 2 a 10 nm.>? Seu tamanho ¢é
menor que o comprimento de onda para elétrons lentos definido por de Broglie, sendo
portanto possivel observar um comportamento quantico nesses materiais.>> Dentre os

efeitos quanticos observados em Q-dots destaca-se o efeito de confinamento quantico.

A compreensdo da definicdo de confinamento quantico se torna mais facil ao se
levar em consideracao a evolucao dos estudos de materiais condutores e semicondutores.
E, como consequéncia, o gradativo entendimento do comportamento do movimento dos

elétrons nos materiais em questao.

A ligacdo entre atomos pode ser (superficialmente) explicada como sendo a
situacdo em que os elétrons se movimentam livremente ao longo de um espago em trés
dimensoes (3 D). Utilizando a Teoria do Orbital Molecular (TOM) a ligagdo metélica é
explicada como sendo a combinagdo dos orbitais ligantes e antiligantes dos atomos
envolvidos na ligacdo. Essa combinacdo de orbitais origina orbitais moleculares que sdo
muito proximos uns dos outros em energia € que podem ser agrupados em duas grandes
bandas, de valéncia e de conducdo. As bandas de valéncia e de condugao sdo separadas
por uma diferenga de energia, que varia de acordo com as especificidades de cada

material.

Foi observado experimentalmente que a limitagdo do movimento dos elétrons em
duas dimensdes (2D) modifica de forma dréstica as carateristicas do material produzido.>*
Essa diminui¢do no grau de liberdade de movimentagdo dos elétrons foi chamada de
confinamento quantico, sendo observada sempre que uma das dimensdes do material ¢
suficientemente pequena (2-10 nm).>> A partir de entdo, o interesse na limitagdo do

movimento dos elétrons dentro dos materiais passou a aumentar.

A possibilidade de se limitar a movimentagdo dos elétrons em um espago 2D foi
apresentada por volta dos anos 70. Os pesquisadores propuseram uma sintese onde uma
camada bem fina de um material semicondutor (chamada de pogo quantico) ¢ envolvida
por duas camadas de um outro material semicondutor com energia de band gap superior.
Foi observado que, a diferenca de energia entre as bandas de conducao dos dois materiais

confina os elétrons da camada fina, possibilitando assim, a sua movimentagdo apenas ao
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longo da camada formada (espago 2D), uma vez que a excitagdo perpendicular desses

elétrons é quantizada.’®>’

O interesse no confinamento quantico dos elétrons continuou atraindo a atenc¢ao dos
pesquisadores e, por volta dos anos 80 foi possivel se desenvolver um sistema no qual os
elétrons foram confinados em uma estrutura quase unidimensional, denominada fio
quantico. Os fios quanticos foram obtidos a partir da gravagdao de pequenas tiras, com
auxilio de técnicas de litografia, em sistemas que ja apresentavam pogos quanticos. Como
naquela época as técnicas litograficas eram limitadas, os fios quanticos acabavam
apresentando dimensdes maiores do que as dos pogos quanticos (10 a 500 nm).>® O
interesse nesse tipo de sistema atrai, ainda hoje, a atengdo de inumeros grupos de

pesquisa.”’

Finalizando as possibilidades de limitagdo do movimento dos elétrons, foi
apresentada, em 1986, o primeiro Q-Dot, obtido por meio de técnicas de litografia, um
sistema tao pequeno (quadrados com 250 nm de lado e de 2-5 nm de espessura ) que sua
propor¢io dimensional foi considerada como sendo quase zero.®*¢! Uma vez que a escala
de comprimento de condugdo de um elétron livre € por volta de 10 nm, limitar o tamanho
de uma das dimensdes do sistema semicondutor por volta desse valor faz com que o

elétron seja localizado basicamente em um ponto.>

A Figura 3 ilustra a evolugao das possibilidades de confinamento quantico dos
elétrons. A diferenciagdo entre os tipos de materiais € definida com base na direcdo com
que as barreiras potenciais promovem o confinamento quintico,’’ permitindo os

classificar em pocos quanticos, fios quanticos e Q-Dot.
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EVOLUGCAO

“Bulk” “Pogo quantico” “Fio quantico” “Q-Dot”
Os elétrons se Os elétrons se Os elétrons se Os elétrons ficam
movimentam movimentam movimentam quanticamente
livremente em livremente em livremente em um confinados em um
um espaco 3D. um espago 2D. espaco quase 1D. espago com dimensao
____________________ quase 0 (0D).
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Figura 3. Confinamento quéntico dos elétrons. a) ilustra um material onde ndo existem barreiras quanticas
e os elétrons podem se movimentar livremente ao longo de um espago 3D. b) ilustra um material que possui
barreiras quanticas na forma de camadas, fazendo com que o movimento dos elétrons se restrinja a um
espago 2D. ¢) ilustra um material que possui barreiras quanticas envolvendo um canal onde os elétrons
podem se movimentar em uma unica dimensdo (ao longo do fio). d) ilustra um material que ¢
completamente envolvido por barreiras quanticas em todas a dimensdes, fazendo com que o movimento
dos elétrons se restrinja a um ponto. (Os espagos em amarelo indicam a distribuigdo térmica dos elétrons.

Er: estado fundamental, E; e E: estados excitados). Adaptada da referéncia 63.

Portanto, o confinamento quantico consiste na limitagdo do movimento eletronico
dentro de um sistema nanomérico complexo. Sendo possivel a escolha de como essa

limitagao deve ocorrer (1D, 2D ou 3D) no momento da sintese do material em questao.

Como resultado do confinamento quantico no Q-Dot, a energia dos estados
eletronicos, buracos e éxcitons (pares de elétrons e buracos interagindo mutualmente
através da forca Coulumbica) sdo compostas por séries discretas semelhantes as
observadas em atomos. Ou seja, em um Q-Dot, cada nanoparticula possuiu um valor
quantizado discreto de energia, assim como nas camadas eletronicas de um atomo

isolado.®* Por esse motivo sdo eventualmente chamados de atomos artificiais.®
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Os niveis de energia de um Q-Dot sdo estabelecidos pelo tamanho das particulas.
A esse comportamento peculiar foi dado o nome de quantum size efect (efeito quantico
do tamanho).’>*> Um Q-Dot comum apresenta de 10> a 10°> 4tomos. Esse nimero é
extremamente inferior ao nimero de atomos que compdem um bulk (aglomerado), um
poco quantico, ou mesmo um fio quantico, porém extremamente maior que atomos,

moléculas e clusters.?

Por possuir um tamanho pequeno, a fung¢do de onda se estende de maneira
homogénea ao longo do material e o quadrado do momento de dipolo dos éxcitons
aumenta proporcionalmente com o volume dos Q-Dots. As caracteristicas das
propriedades Opticas dos Q-Dots podem ser resumidas ao efeito do confinamento
quantico e ao efeito de superficie (referente a razao superficie/volume dos Q-Dots ser

maior que 20%).%

Entretanto, tais efeitos sdo frequentemente mascarados pelo alargamento (nio
homogéneo) do espectro Optico causado pela formacdo de Q-Dots com tamanhos
diferentes num mesmo sistema. Essa diferenciacdo no tamanho dos Q-Dots obtidos ¢
proveniente da forma como ele ¢ sintetizado, levando a uma distribui¢do gaussiana de
tamanhos e consequentemente a uma distribui¢do gaussiana de frequéncias de emissao.

A Figura 4 ilustra o comportamento ideal e o real da energia dos elétrons em um Q-Dot.%
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E.

Densidade de estados

¥

Energia do elétron Energia do elétron

Densidade de estados

Figura 4. Densidade de estados em um Q-Dot em relagdo a energia dos elétrons. a) comportamento ideal
do Q-Dot onde as particulas possuem o mesmo tamanho e consequentemente, os elétrons possuem a mesma
energia. b) comportamento real dos Q-Dots, onde o tamanho das particulas varia e os elétrons possuem
energias diferentes, gerando uma infinidade de niveis de energia provocando um alargamento ndo
homogéneo dos mesmos. (Ec: parte inferior da banda de condugdo, Er: estado fundamental e Ei1: estado

excitado). Adaptado da referéncia 66.

Os Q-Dots apresentam caracteristicas opticas e eletronicas Unicas justamente por
possuirem uma distribui¢do ndo homogénea na energia dos niveis eletronicos. Como
consequéncia dos varios niveis de energia presentes em um sistema Q-Dot existem
diversas possibilidades para a recombinacdo dos elétrons, possibilitando um recuperagao

extremamente rapida quando submetidos a condi¢des de absor¢io de energia.®”%

As caracteristicas extremamente interessantes apresentadas pelos Q-Dots
possibilitaram sua aplicagdo em varios ramos da ciéncia e tecnologia: na informatica, na
construgdo de lasers e dispositivos emissores de luz, na fabricagdo de telas de televisao e
computadores, no imageamento celular, na liberacdo controlada de farmacos, dentre

outros.®
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Além das possibilidades de utilizacdo dos Q-Dots em vérios ramos da tecnologia,
torna-se viavel a concepgdo de estruturas com comportamentos de d&tomos, moléculas e
cristais a medida que se modula o tamanho e forma da nanoparticula em seu processo de
sintese. Estas tendéncias sintéticas podem ser vistas como um novo ramo para a ciéncia
sendo extremamente atrativo do ponto de vista fisico e quimico. A limitagdo até entdo
existente de se estudar apenas materiais complexos obtidos a partir natureza ¢ substituida

por novas possibilidades de estudos.

Q-Dots de carbono

Existem muitas formas descritas para a sintese de Q-Dots metalicos, sendo as mais
comuns provenientes da combinacdo de elementos dos grupos I1I-V, VI-II, e IV-VI da
tabela periddica (Figura 5).7° Os Q-Dots mais estudados até os dias de hoje sdo os
derivados de Cadmio devido as suas excelentes propriedades opticas, eletroquimicas e de
fluorescéncia,’! sendo amplamente utilizados no biosensoriamento intracelular e no
imageamento celular in vivo.”” Alguns exemplos de Q-Dots sdo: CdS, CdSe, CdTe.”

Entretanto, o Cd por ser um metal bioacumulativo apresenta citotoxicidade elevada
75-80

quando utilizado em sistemas biologicos vivos.

Q-Dots:

VI-1I IV - VI

E

Metais de Transi¢do
| Metais Representativos

U Semi-metais
I NZo-metais

Figura 5. Grupos de elementos que quando combinados podem possibilitar a formagao de um Q-Dot.
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Com o objetivo de se aumentar a biocompatibilidade, o rendimento quantico da
fotoluminescéncia bem como a estabilidade desses nanocristais, foram propostos sistemas
contendo uma fina camada de semicondutores com energia de band gap superior ao do
Cd, formando um sistema casca/nticleo (Figura 6).”° Sdo exemplos desses sistemas:
CdSe@ZnSe,’! CdTe@CdS,*> CdSe@ZnS, CdSeTe@ZnS.%***. Mesmo com essa
modificacdo estrutural, varios estudos posteriores mostraram que Q-Dots contendo metais
pesados em sua composicao sdo toxicos para os vertebrados, mesmo em concentragdes

relativamente baixas (partes por milhdo).”6:78:85-87

Sistemas casca-nucleo (core-shell):

CdSe CdSe//ZnS  CdSe//ZnS/CdSZnS

.

CdSe/CdS/ZnS CdSe/CdS/ZnS/CdSZnS
Figura 6. Exemplos de Q-Dots obtidos por meio da sintese de sistemas casca-nucleo. Adaptado da

referéncia 70.

Nesse contexto, alguns grupos de pesquisas passaram a concentrar seus estudos no
desenvolvimento de Q-Dots biocompativeis, com potencial aplicagdo como marcadores
celulares. Alguns dos materiais biocompativeis mais promissores foram o Q-Dot de
carbono (chamado de C-Dot) e o de silicio (Si-Dot). Apesar de ter apresentado uma
excelente biocompatibilidade, os Si-Dot sofrem degradacdo oxidativa no ambiente
celular, sendo necessarias modificagdes superficiais dos nanomateriais, a fim de se coibir
esse processo.® Em contrapartida os C-Dot, no geral, apresentam baixa citotoxicidade e
estabilidade quando expostos ao ambiente celular.®’

A obten¢do de C-Dots foi relatada pela primeira vez em 2004 por Scrivens e
colaboradores.”® Na etapa de purificagdo do material de seu estudo (nanotubos de carbono
isolados) o pesquisador submeteu a mistura reacional a eletroforese, o que levou a
observacio da formacdo de particulas de carbono com propriedades luminescentes.”® A
partir desse relato varios pesquisadores passaram a investigar as propriedades desses
novos materiais nanométricos, com um especial interesse nas caracteristicas opticas de

fotoluminescéncia.’' %4
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O carbono ¢ um dos elementos mais abundante e renovavel encontrado na Terra,
sendo assim, a possibilidade de se obter sistemas nanométricos com potencial aplicacio
tecnolégica e biotecnologica despertou o interesse da comunidade cientifica.”>*® Desde
2004, uma quantidade crescente de trabalhos envolvendo os C-Dots vem sendo descritos
na literatura (Figura 5). A Figura 7 foi gerada no site Web of Science com a seguinte
configuracdo de pesquisa: TOPIC: ("carbon dot*" NOT nanotube* or "carbon
nanoparticle*" NOT nanotube* or "C-dot*" NOT nanotube*) AND YEAR PUBLISHED:
(2004-2018).

Total Publications =~

4.523

Figura 7. Numero de publica¢des em relagdo aos anos, a partir de 2004, sendo pesquisados os topicos
"carbon dot*" NOT nanotube* or "carbon nanoparticle*" NOT nanotube* or "C-dot*" NOT nanotube*.

Obtido em 22/03/2018.

Os C-Dot constituem uma classe fascinante de nanoparticulas quase esféricas (com
defeitos em sua superficie) e com tamanhos inferiores a 10 nm.””*” Como possuem um
tamanho muito pequeno, apresentam niveis discretos de energia (confinamento quantico).
Comparado com os Q-Dots convencionais, os C-Dots sdo superiores em termos de
estabilidade quimica (sdo inertes), sdo economicamente mais acessiveis, sdo virtualmente
ndo-citotoxicos e possuem excelente biocompatibilidade.!°>!°! Além das vantagens
destacadas anteriormente, os C-Dots apresentam resisténcia a fotodegradagdo, possuem
rotas sintéticas relativamente simples, sua bioconjugacao ¢ extremamente facilitada e sao
ambientalmente amigaveis (entretanto ndo existem estudos especificos sobre o impacto
ambiental que causariam).’**+%°

Os C-Dots apresentam comportamento de quimioluminescéncia e
eletroquimioluminescéncia que sao dependentes do tamanho da particula, da sua forma

especifica, composicdo e estrutura interna e do comprimento de onda de excitacdo (Aex)
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ao qual ¢ submetida, pois possuem caracteristicas excepcionais de elétron doadores e
receptores.”>¢

Os mecanismos pelos quais os C-Dots emitem luz sdo: a conversao descendente,
do inglés down conversion; a conversao ascendente, do inglés upconversion; e o
deslocamento descendente, do inglés downshifting. No mecanismo de conversao
descendente, o material ¢ excitado em determinado comprimento de onda e a emissdo de
luz ocorre em comprimentos de onda menos energéticos. No mecanismo de conversao
ascendente, o material ¢ excitado em comprimentos de onda menos energéticos ¢ a
emissdo de luz ocorre em comprimentos de onda mais energéticos. No mecanismo de
deslocamento descendente, o material ¢ excitado em comprimentos de onda mais

energéticos (ocorrem perdas de energia via mecanismos ndo radiativos) e emite em

comprimentos menos energéticos, como ilustra a Figura 8.

Conversao descendente Deslocamento descendente Conversao ascendente
“Downconversion’ “Downshifting’ “Upconversion”

Orbitais Antiligantes Orbitais Antiligantes Orbitais Antiligantes

~._ Trap

\M Trap \'\‘ /f’ ‘—\' Trap

J

Orbitais Ligantes Orbitais Ligantes Orbitais Ligantes

Figura 8. Algumas possibilidades de emissdo de energia que ocorrem com os C-Dots.

A explicagdo para a ocorréncia do fenomeno de fotoluminescéncia via mecanismo
de conversao ascendente ainda ndo foi bem estabelecida. Muitos pesquisadores atribuem
esse fendmeno ao processo de excitagdio multifoton.!91% i e colaboradores!?’
apresentam algumas possibilidades de fendmenos que podem explicar esse
comportamento fotoluminescente diferenciado apresentado pelos C-Dots, dentre elas se
destaca a que sugere a existéncia de armadilhas de energia originadas dos defeitos de

superficie existente nas nanoparticulas. Shen e colaboradores'®®

acreditam que o que
observamos ¢ o resultado da excitagao de elétrons do orbital © para um estado de maior
energia (Orbital desocupado de menor energia - LUMO), quando esses elétrons relaxam
vio para o orbital o, liberando mais energia do que a absorvida. Wen e colaboradores'?”
acreditam que o fendmeno de conversdo ascendente ¢, na verdade um sinal gerado pela

emissdo de segunda ordem da ldmpada do equipamento que o monocromador ndo
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consegue barrar. Esse ultimo grupo de pesquisa ndo acredita que esteja de fato ocorrendo
o fendmeno de fotoluminescéncia via mecanismo de conversdo ascendente.

Apesar de ainda ndo ter sido completamente compreendido, o processo de
conversao ascendente permite a utilizagdo (absorcao) de maneira eficiente de todo o
espectro de luz visivel e possibilita a aplicagdo dos C-Dots em experimentos de terapia
fotodindmica, no carreamento de firmacos com liberagdo controlada, em terapias
anticancer, dentre outros.”>%10?

Como um dos fatores que influencia a fotoluminescéncia dos C-Dots ¢ o tamanho
das nanoparticulas obtidas, a metodologia de obtencdo escolhida para a sintese ¢

determinante nas propriedades do material. Ou seja, ¢ possivel se moldar os C-Dots de

acordo com as propriedades e o interesse de aplicacio do material.”

As possibilidades de sintese do C-Dots sdo classificadas em duas categorias gerais:

métodos fop-down e métodos bottom-up. Nos métodos top-down, normalmente, ¢é

98,110 1

utilizada a ablagdo a laser, oxidacdo eletroquimica,!!! imersdo eletroquimica de

97,113

nanotubos de carbono,!'? oxidacio térmica de precursores moleculares adequados, a

> ¢ sintese no micro-

partir da fuligem gerada pela combustdo de velas''* ou de gas'!
ondas,!'® dentre outras. Em todas as metodologias top-down, os C-Dots sdo formados pela
quebra de estruturas de carbono maiores, o que fornece uma infinidade de possibilidades
de obtencdo das nanoparticulas mudando apenas o material precursor. Nos métodos
bottom-up, os C-dots sdo formados a partir de precursores moleculares em solugdo.

Algumas das solu¢des utilizadas sdo: citrato,!!” carboidratos,!!®!1?

nanocompositos de
polimero-silica;'? por meio de tratamentos térmicos ou combustio e rotas de sintese
utilizando microondas. Um outro exemplo de metodologia bottom-up simples, porém
refinada foi apresentada por Zhu e colaboradores.®” O grupo utilizou microesferas de
silica como suporte que funcionaram como micro reatores promovendo a formacdo dos

C-Dots no seu interior poroso.'”!

A maioria das metodologias de obtengdo dos C-Dots promove a oxidacao da
superficie das nanoparticulas, em maiores ou menores propor¢des (dependendo da
propor¢ao de O> utilizada no processo), possibilitando a futura formacdo de ligagdes
covalentes entre atomos de carbono da superficie das nanoparticulas e heteroatomos. O
processo de modificacao da superficie de C-Dot por meio da inser¢ao de novos grupos

ou moléculas ¢ conhecido como passivagao.
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Atomos de O e N sio facilmente introduzidos nas nanoparticulas. Uma forma é
utilizando-os para quebrar grandes estruturas de carbono (método fop-down) por meio de
reagdes quimicas promovidas devido as caracteristicas nucleofilicas desses &tomos. Outra
forma ¢ utilizando precursores moleculares que ja possuem O ¢ N em suas estruturas
(método bottom-up).** Recentemente, Zhang e colaboradores propuseram uma nova
metodologia de obtengdo de C-Dots dopados com nitrogénio, submetendo apenas

etanolamina a pirdlise.'?!

A introducdo de grupos oxigenados e aminados na superficie dos C-Dots confere
ao material excelente solubilidade em dgua. Facilita, também, sua futura funcionaliza¢do
com diversos grupos organicos, inorganicos, poliméricos ou espécies biologicas

(favorecendo sua bioconjugacio).*’

Andlises de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) mostraram que todos os
4tomos de carbono que constituem os C-Dots possuem hibridizagdo sp?, indicando que as

9122 GQendo assim, a

nanoparticulas sdo formadas por sistemas conjugados.
funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas utilizando grupos aminas possibilita o
aumento da conjugacdo das ligacdes m do material e um aumento na estabilidade da
energia das armadilhas de emissdo na superficie dos C-Dots.'?*1?* Diferente do que é
observado quando a passivacdo dos C-Dots € realizada com grupos oxigenados, uma vez
que esses grupos facilitam a emissdo de energia via mecanismos nio radiativos.”* Existem
grande diferencas nas propriedades de C-Dots aminados e oxigenados. Sendo assim a

escolha do agente passivador promoverd a obtencdo de materiais com caracteristicas

intrinsecas unicas.

Ao se comparar os valores de rendimento quantico de C-Dots oxigenados e
aminados nota-se uma grande discrepancia. Como exemplo, a maioria dos C-Dots
passivados apenas com grupos oxigenados apresentam valores de RQ por volta de 10%,**
enquanto que C-dots aminados apresentam valores de RQ que podem chegar até 80%, '
0 que ¢ comparavel com os valores apresentados pela maioria dos corantes organicos e
Q-Dots semicondutores. Essa diferenca entre RQ pode ser explicada pela forma com a
qual os niveis energéticos do C-Dots sdo estabilizados (pelo N) ou desestabilizado (pelo

0O) como explicado anteriormente.
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Estudos recentes envolvendo a passivagdo de C-Dots com fenilenodiamina
mostraram que a diferenga na posicdo dos grupos aminas no anel (orto, meta ou para)

1.2 As particulas

promovem uma variagdo na coloracdo da luminescéncia do materia
passivadas com o-fenilenodiamina apresentaram luminescéncia na cor verde, com m-
fenilenodiamina apresentaram luminescéncia na cor azul e as com p-fenilenodiamina
apresentaram luminescéncia na cor vermelha. Os C-Dots foram testados no imageamento
celular, e conseguiram transpor a membrana celular, entretanto ndo apresentaram

seletividade para nenhuma organela, ficando dispersa no citoplasma celular, como ilustra

o Esquema 2.

/ C-Dots passivados
NHz C-Dot Aex = 365 Nm
NH, Tratamento
Solvotérmico
180 °C, 12h
NH, C-Dot
Tratamento aud
Solvotérmico & & &
180 °C, 12h Yo «
2
NH2 C-Dot
Tratamento a
Solvotérmico - .i. ®
180 °C, 12h Y
®
NH5
\ -

Esquema 2. A esquerda tem-se a metodologia da passivagdo dos C-Dots passivado com orto, meta e para
fenilenodiamina. Ao meio tem-se as fotografias dos C-Dots obtidos, dispersos em etanol, sob luz ambiente
(esquerda) e sob excitacdo de Aex = 365nm (direita). E a direta tem-se as imagens das células MCF-7
incubadas com os C-Dots sintetizados obtida por meio de um microscopio confocal (Aex = 405 nm).

Adaptado da referéncia 126.

Além das caracteristicas positivas apresentadas inerentes aos C-Dots, eles
apresentam elevada fotoestabilidade, o que significa que a intensidade de emissdo
(fluorescéncia) continua constante em longos tempos de exposi¢do a excitagdo.'?® O que
ndo ocorre com moléculas organicas utilizadas como marcadores celulares, pois

degradam quando submetidas a longos tempos de exposi¢ao a excitacao, diminuindo seu
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RQ."?” Em comparagdo com corantes fluorescentes convencionais, os C-Dots exibem, no

geral, emissdo em um espectro bem mais estreito.

Uma grande quantidade de trabalhos que utilizam os C-Dots no imageamento
celular relatam que os materiais apresentam alta biocompatibilidade e viabilidade celular,
elevada fotoestabilidade, RQ comparaveis ao de marcadores organicos € conseguem
permear a membrana celular com facilidade, marcando todo o citoplasma. A principal

diferenca nos C-Dots estudados consiste na passivagdo de sua superficie.”>!02:128-130

Um exemplo de trabalho de bioimageamento foi publicado por Sun e

colaboradores.'?!

Nele foi descrita a obtengdo de um C-Dot passivado com
polietilenoglicoldiamina (PEGis00), € os testes de toxicidade in vivo realizados em ratos,
bem como em varias linhagens de células humanas cancerigenas indicaram que as
nanoparticulas ndo sdo citotoxicas. O material apresenta RQ de fotoluminescéncia em
torno de 40%. Foram realizados testes de bioimageamento celular, que mostraram que o

C-Dot foi internalizado pela célula, entretanto ndo apresentou seletividade na marcagao

de organelas, ficando disperso no citoplasma celular.

Chang e colaboradores'?? realizaram experimentos para testar a viabilidade do
imageamento celular com C-Dots utilizando células de rim de porco (LLC-PK1). Os C-
Dots utilizados nesse trabalho foram obtidos utilizando grao de café. O processo de
internalizacdo do C-Dot pela célula se deu via endocitose, e pode-se observar que apos
sua internalizagdo as nanoparticulas foram localizadas no citoplasma e na membrana das
células LLC-PK1. Os C-Dots sintetizados nesse trabalho apresentaram excelente
fotoestabilidade, biocompatibilidade, baixa citotoxicidade (viabilidade celular acima de

95%, mesmo com concentragdes elevadas — 1,8 mg mL™).

Células de adenocarcinomas de pulmdo humano foram usadas para se avaliar a
biocompatibilidade de C-Dots obtidos por meio do tratamento hidrotérmico de quitosana
e posteriormente funcionalizados com aminas, por Liu e colaboradores.'*®> As
nanoparticulas apresentaram viabilidade celular e baixa citotoxicidade. Foram facilmente
internalizadas pela célula, ficando dispersas no citoplasma e na membrana celular e ndo

conseguiram entrar no nucleo celular.

Os C-Dots também tém sido empregados como nanosensores. Shangguan e
colaboradores'**  sintetizaram C-Dots utilizando  N-(f-aminoetil)--aminopropil

metildimetoxisilano (AEAPMS) como principal matéria prima. O C-dots foram
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depositados na superficie de nanoparticulas de silicio dopadas com rodamina, sendo
assim o material nanométrico final obtido apresentou emissdo em duas coloracdes (azul:
proveniente dos C-Dots e vermelha: proveniente da silica dopada com rodamina) e, na
presenca de cations Cu®* foi observada a supressdo da emissdo na coloragio azul, uma
vez que esse cation pode interagir com os grupos residuais de etilenodiamina assim como

sofrer reagdes de silanizacdo com os grupos presentes na superficie dos C-Dots.

5 reportaram, em 2013, o primeiro C-Dot utilizado como

Wu e colaboradores'
sensor de HoS em meio aquoso. Este sensor ¢ ativado por meio do processo de
transferéncia ressonante de energia por fluorescéncia (conhecido como FRET). O H)S
estd presente no corpo humano e contribui para processos de regulagdo do sistema
cardiovascular, neural e imunoldgico. O H2S também estd associado a algumas doengas
como hipertensdo e Alzheimer, entretanto pouco se sabe sobre como a presenga do HoS
contribui nesses processos. Sendo assim a sintese de um biossensor especifico para essa
molécula pode contribuir para a compreensio do seu metabolismo celular.!*® Para a
obten¢do do nanossensor utilizado nesse trabalho, foram obtidos C-Dots dopados com
atomos de N em sua estrutura e, em seguida, a superficie das nanoparticulas foi passivada
com a sonda para o reconhecimento do H»S, naftalimida-azida. O C-Dot obtido, quando

excitado, emite luz na coloragdao azul, mas quando em contato com o H»S passa a emitir

no verde, com limite de detec¢do extremamente baixo (10 nM).

Tendo em vista todas as caracteristicas inerentes aos C-Dots e que o fator
determinante para o aumento de sua citotoxicidade é o grupo utilizado na passivagio, !
nosso grupo de pesquisa propds a sintese de um C-Dot, obtido por meio da carbonizacdo
de estrume de vaca e posteriormente passivado com etilenodiamina (EDA).!*” A escolha
da EDA para funcionalizar as nanoparticulas de carbono surgiu do fato de que C-Dots
passivados com grupos aminados apresentam elevados valores de RQ (alcangando até

Y107 Muitos trabalhos publicados tem

45% utilizando o sulfato de quinina como padrdo
utilizado a EDA como agente passivador por ser uma molécula simples “fonte” de
nitrogénio.'*®13% A escolha de EDA também se deu principalmente pelo fato de estruturas
celulares apresentarem afinidade com grupos nitrogenados, o que possibilita 0 aumento

da biocompatibilidade dos marcadores luminescentes.'*’

Os experimentos de imageamento celular realizados com os C-Dots passivados com
EDA preparados por nosso grupo mostraram que esse novo sistema marca seletivamente

e de maneira eficiente o nucléolo, no interior do nucleo celular.'?” Resultado diferente
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dos relatados na literatura até entdo'*' e que motivaram o estudo apresentado no presente

trabalho.

Levando em consideragdo os resultados surpreendentes obtidos previamente a partir
da passivacdo do C-Dot com EDA,"*” surgiu o interesse no estudo do comportamento dos
C-Dots com outros tipos de aminas. Como nosso grupo tem uma linha de pesquisa voltada
para a sintese de fluor6éforos com potencial aplicagao no bioimageamento, com destaque
para o nucleo 2,1,3- benzotiadiazola (BTD), a passivacao dos C-Dots com esse fluoroforo

pareceu extremamente promissora.

Como foi disposto na introducdo, o nucleo BTD apresenta diversas caracteristicas
desejaveis para marcadores celulares e a inser¢do de um grupo amino na posi¢do 4 do
anel BTD dé& origem a 4-amino-2,1,3-benzotiadiazola (BTD-NH>, disponivel
comercialmente), dessa forma, o fluor6foro pode ser utilizado na passiva¢ao de C-Dots.
Assim como a passivacdo do C-Dot com apenas EDA originou um nanomaterial com
comportamento surpreendente foi esperado que sua utilizagdo juntamente com a BTD-
NH> como agentes passivadores pudesse originar uma nova nanoparticula com igual ou

superior atividade de marcagao celular.
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Parte Experimental

1.1 - Obtencido do C-Dot passivado com aminas:

O C-Dot estudado nesse trabalho, foi sintetizado utilizando como matéria prima (fonte de
carbono) dejetos (estrume) de vaca. 10 g de estrume de vaca fresco foram secos em um
forno a 120 °C antes de ser triturado até formar um po6 fino. O material obtido foi
calcinado a 300 °C por 3 h e em seguida resfriado até atingir temperatura ambiente.
Posteriormente, o p6 preto obtido da calcinagdo foi submetido a temperatura de refluxo
com acido nitrico (5,0 M, 250 mL) por 72 h. Transcorridas as 72 h, a suspensao foi
resfriada e submetida a um processo de filtragdo com o objetivo de se remover particulas
insoluveis e em seguida centrifugada a 6000 rpms por 20 min. O sobrenadante contendo
os C-dots foi filtrado com uma membrana de 0,22 pum para garantir a remocao de
particulas grandes. Por fim, a 4gua foi removida por evaporacdo e as nanoparticulas

obtidas (6,0 g).!*’

Os grupos carboxilicos presentes na superficie dos C-Dots foram ativados e
passivados pela 4-amino-2,1,3-benzotiadiazola (BTD-NHz) seguido pela etilenodiamina

(EDA) para garantir que o processo de passivacao fosse completo (Esquema 3).

1 — Carbonizagéo 1-S80Cl, 1

2 — Oxidagao com 2 - NH,BTD .
acido nitrico 3 -EDA V‘
— C-Dot —l C-Dot-NH-BTD

Estrume de vaca " \.

' @ :
= = 7 = N
U\ R R
. NN NH,

OH
g

Esquema 3. Representagdo do procedimento experimental para a sintese de C-dots passivados com BTD e
EDA (C-Dot-NH-BTD). Em amarelo sdo representados os grupos acido carboxilicos presentes na
superficie do C-Dot. Em vermelho ¢ representado o grupo amida obtido por meio da amidacdo do grupo
acido utilizando a BTD-NH. E em verde ¢é representado o grupo amida obtido por meio da amidagdo do

grupo acido utilizando a EDA.
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Primeiramente foi realizada a incorporagao do reagente comercialmente disponivel
BTD-NH,. C-Dots (0,171 g) foram tratados com cloreto de tionila recém destilado (10
mL) sob temperatura de refluxo, por 4 h. A mistura reacional foi resfriada até alcangar
temperatura ambiente e o excesso de cloreto de tionila foi removido sob vacuo. Em
seguida foram adicionados, no bolao, 250 mg de BTD-NH> ¢ 10 mL de MeCN seca. A
mistura reacional foi mantida sob refluxo por 24 h. A mistura foi lavada 5 vezes com
acetonitrila em abundancia para garantir que a BTD-NH> que ndo reagiu fosse removida
da mistura. Em seguida, a mistura foi lavada 3 vezes com cada um dos solventes: acetato
de etila, diclorometano, metanol e etanol. O excesso de solventes foi removido com
auxilio de uma bomba de vacuo. Uma andlise de IV do produto obtido foi realizada, o
que indicou a presenga de grupos carboxilicos na superficie dos C-Dots que ainda ndo
haviam sido amidados bem como a presenca de amidas. O procedimento foi repetido com
EDA para completar a passivagdo. 7 mL de EDA foram lentamente adicionados ao
produto obtido anteriormente. Apos a adigdo, a mistura foi aquecida por4 ha 115 °C. O
sistema foi resfriado e o excesso de EDA do meio reacional removido com auxilio de
uma bomba de vicuo. Em seguida, a mistura foi lavada 3 vezes com cada um dos
solventes: acetato de etila, diclorometano, metanol e etanol. O excesso de solventes foi
removido com auxilio de uma bomba de vacuo. O solido obtido foi entdo dispersado em
agua. A mistura recém preparada foi centrifugada a 16000 rpms por 20 min e filtrada com
uma membrana de 0,22 um. Por fim a agua foi removida com auxilio de um
rotaevaporador € com uma bomba de vicuo culminando na obtengdo dos C-Dots
modificados (C-Dot-NH-BTD). O produto obtido foi caracterizado e utilizado em

experimentos de imageamento celular posteriormente descritos.

1.2 — Equipamentos e analises:
~>Infravermelho:

Os espectros de infravermelho (IV) dos C-dots foram obtidos utilizando patilhas de KBr,
em uma faixa spectral de 4000 — 400 cm™!, utilizando o espectrometro Varian 640-IR com

transformada de Fourrier.
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>'H e *C RMN:

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro Bruker Ascend™ Avance 111
HD de 14,1 T (600 MHz para 'H e 150 MHZ para '*C), utilizando uma sonda de didmetro
interno de 5 mm (BBOFO 5mm). Como solvente foi utilizado 4gua deuterada (D20) e

como referéncia interna dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6).

- Microscopia Eletronica de Transmissiao de Alta resolu¢ao (HRTEM):

As imagens de HRTEM foram adquiridas por um microscopio eletronico Jeol, JEM-2100,
equipado com EDS, Thermo scientific, operado em uma voltagem acelerada de 200 kV.
Uma solugdo etanolica diluida de C-Dot-NH-BTD foi preparada e depositada em um
gride de cobre de 400 mesh revestido de carbono (Ted Pella Inc-USA). Apos a evaporagao

natural do solvente a amostra foi analisada.

-> Espectrofotometro de Absor¢ao:

Os espectros de absor¢do foram obtidos em um espectrofotometro CaryWin 50 Varian.

- Espectrofotometro de Fluorescéncia:

Os espectros de emissdo, o rendimento quantico e a fotoestabilidade foram obtidos
utilizando um Espectrofluorimetro Cary Eclipse (Varian CA-USA). O rendimento
quantico relativo do C-Dot-NH-BTD foi adquirido utilizando o sulfato de quinina como

padrio (@ 0.54)!** e de acordo com a metodologia proposta pela Jobin Yvon HORIBA.

- Analisador de potencial zeta:

A andlise de potencial zeta foi realizada em solugdo aquosa (com agua deionizada) de
concentragdo de C-Dot-NH-BTD 0,2 g.L'!' utilizando o equipamento Zetasizer Nano
(Malvern).
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1.3 - Experimentos de imageamento celular:

A experimentagdo em células foi realizada pelo grupo Coordenado pelo Prof. Dr. José R.

Corréa (IB-UnB).

A linhagem de células de cancer de mama (MCF-7) utilizadas nos testes foram
cultivadas em lamelas inseridas no interior de placas de 24 pogos e mantidas em meio de
D-MEM (Sigma, MO — USA) e suplementadas com soro fetal de bezerro a 37 °C sob
atmosfera de 5 % de COa.

Foram preparadas duas amostras com as células. Uma das amostras foi incubada
viva com o C-Dot-NH-BTD com concentra¢io de 100 ug mL™! por 30 minutos a 37 °C.
Ap6s esse periodo a amostra foi lavada trés vezes com tampao salino de fosfato (PBS) na
temperatura ambiente ¢ em seguida fixadas na presenca de formalina. A segunda amostra
foi previamente fixada na presenca de formalina, lavada trés vezes com PBS a
temperatura ambiente e em seguida foi incubada com o C-Dot-NH-BTD com
concentracio de 100 pg mL™! por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos o periodo de
incubacdo, as duas amostras foram lavadas trés vezes com PBS a temperatura ambiente.
Nesse primeiro momento, ndo foi realizada nenhuma marcagao do nucleo com coloracao
com o objetivo de se analisar a afinidade do C-Dot-NH-BTD com o nucleo celular. As
amostras foram montadas em laminas de vidro utilizando o reagente ProLong® Gold
Antifade (Life Technologies, NY — USA). As imagens celulares foram adquiridas
utilizando o microscopio confocal de escaneamento a laser TCS SP5 (Leica, IL — USA).
As imagens obtidas foram comparadas com imagens adquiridas regularmente, a fim de
comparacao. Esse ensaio foi feito em triplicata e os testes foram realizados trés vezes.
Para marcar o nucleo celular, todas as amostras foram lavadas trés vezes com PBS ¢
incubadas com uma solugdo de 4-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), marcador nuclear
disponivel comercialmente, com concentragdo de 300 nM (ThermoFisher Scitific, CA,
USA) por 5 minutos. As amostras foram novamente lavadas trés vezes em PBS e
montadas em laminas de vidro utilizando o reagente ProLong® Gold Antifade (Life
Technologies, NY — USA). As imagens celulares foram adquiridas aplicando um laser
nos comprimentos de excitagdo de 405 e 488 nm. Todos os ensaios foram realizados trés

vezes em triplicata.
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Resultados e Discussao

A aquisi¢ao dos espectros de FTIR foi de extrema importancia para identificar se de fato
as reacdes realizadas estariam culminando na modificacdo estrutural da superficie das
nanoparticula. Para que fosse possivel se comparar as diferengas nos comprimentos de
onda nos espectros adquiridos da BTD-NH2, do C-Dot-NH-BTD e do C-Dot-NH-BTD

com EDA os dados foram organizados em uma tabela (Tabela 1).

Tabela 1. Principais estiramentos observados nos espectros da BTD-NH,, C-Dot-NH-BTD e C-Dot-NH-
BTD com EDA.

BTD-NH: C-Dot-NH-BTD C-Dot-NH-BTD com EDA
Comprimento de Comprimento de Comprimento de
G0 onda (cm™) Geno onda (cm™) S onda (cm™)
C—N 1430 Cc=C 1480 C—N 1430
Cc=C 1490 1550 Cc=C 1510
1540 C=0 1615 1555
C=N 1630 1675 Cc=0 1650
C—H C—H C—H (spe
3190 2850 3000
(sp’) (sp’) sp’)
H-N-H g;gg O0—H 3400 N-H 3400

No espectro da BTD-NH; (Figura 9, em preto) pode-se observar uma banda
referente ao estiramento das ligagdes C=N em aproximadamente 1630 cm™ Em 1540 e
1490 cm™ observam-se duas bandas referentes ao estiramento das ligagdes C=C
arométicas, em 1430 cm™! observa-se uma banda referente ao estiramento das ligagdes C-
N, em 3190 cm™! uma banda referente ao estiramento das ligacdes C-H (sp?) e em 3300 e
3350 cm™! observam-se duas bandas referentes ao estiramento das ligagdes H-N-H. No
espectro do C-Dot passivado apenas com a BTD (Figura 9, em vermelho) podem-se
observar duas bandas referentes ao estiramento das ligacdes C=C da BTD sobrepostas as
dos carbonos que constituem as nanoparticulas em 1480 e 1550 cm™!, uma banda em 1615
cm’! referente ao estiramento das ligagdes C=0 dos grupos amida recém formados, uma
banda em 1675 cm! referente ao estiramento das ligagdes C=0O dos grupos de acido
carboxilicos restantes (que ndo reagiram com a BTD-NH»), uma banda larga em
aproximadamente 2850 cm™! referente ao o estiramento das ligagdes C-H (sp? da BTD) e
uma banda larga em aproximadamente 3400 cm™! referente ao estiramento das ligagdes
O-H de 4cido carboxilico. No espectro do C-Dot-NH-BTD passivado com BTD e EDA
(Figura 9, em azul) podem ser observadas uma banda em 1430 cm™! referente ao

estiramento das ligagdes C-N (da BTD e da EDA), uma banda em 1510 e uma em 1555
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cm’! referentes ao estiramento das ligagdes C=C (do anel BTD e dos C-Dots), uma banda
um pouco alargada em aproximadamente 1650 cm™' referente ao estiramento das ligagdes
C=0 das amidas formadas pela rea¢do com a BTD e com a EDA, uma banda larga em
aproximadamente 3000 cm™! referente ao estiramento das ligagdes C-H (sp® da EDA e sp?
da BTD) e uma banda larga em aproximadamente 3400 cm™' de 4gua presente na amostra.
As principais diferengas nos espectros adquiridos, promovidas pelas modificagdes
estruturais por meio das reagdes realizadas, foram observadas na regido que indica os

estiramentos que envolvem o grupo C=0.

Transmitancia (a. u.)

| 335)0( 3300 1540 N\S’N
I ' I ' I ' I ' I ' 1 ' 1 ! 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 ;/

Numero de Onda (cm’1)

b= I . = = "N h,
: NN

Cl

Figura 9. Espectros de IV do ntcleo BTD (em preto), do C-Dot passivado apenas com a BTD (em
vermelho) e o C-Dot-NH-BTD (em azul).

E sabido que diversos componentes celulares apresentam afinidade por sistemas
que possuem moléculas nitrogenadas em sua estrutura.'*>!4> Em um trabalho publicado
anteriormente pelo grupo'*’ C-Dots foram passivado apenas com EDA (C-Dot-NH>) e o
sistema marcou seletivamente o nucléolo do nucleo celular. No presente trabalho foi
proposta a modificagdo da superficie dos C-Dots utilizando o niacleo BTD. Entretanto

essa molécula ndo apresenta nucleofilicidade elevada, o que ¢ um indicativo de que a
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conversao dos grupos cloreto de 4cido em amidas nao seria completa. O espectro de FTIR
do C-Dot obtido apo6s a reagao com a BTD (Figura 7, linha em vermelho) comprova esse
comportamento esperado, uma vez que indicou a presenca de uma banda em 1615 cm’!
indicando o estiramento da ligagao C=0 referente a uma amida e uma banda em 1675 cm’
!indicando o estiramento da ligagio C=0O referente a um grupo de acido carboxilico que
ndo sofreu amidagdo pelo grupo BTD-NH». Sendo assim, para garantir a conversao
completa dos grupos acido, uma segunda etapa de amidacdo foi realizada. Nessa etapa,
entretanto foi utilizada a EDA em largo excesso que apresenta uma nucleofilicidade muito

superior a da BTD.

Os espectros de 'H e 'C RMN permitiram a identificacio de hidrogénios e
carbonos com deslocamentos quimicos caracteristicos dos grupos que deveriam estar
presentes na superficie das nanoparticulas (na regido dos aromaticos referente a por¢ao
BTD e na regido de CH alifaticos referente a por¢ao EDA), evidenciando, assim, que as
reagdes de amidagio ocorreram efetivamente. Os espectros de 'H e '3C RMN sio

apresentados nas Figura 10 e figura 11, respectivamente.
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Figura 10. RMN de 'H (D,0, 600 MHz) do C-Dot-NH-BTD. A parte do espectro em destaque apresenta

os sinais referentes aos H do anel 2,1,3-benzotiadiazol e os tripletos referentes aos CH, da EDA.
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Os sinais referentes aos 'H do anel BTD de 8,12 a 8,02 ppm apresentaram uma
intensidade muito inferior aos demais sinais do espectro (Figura 10 em destaque), pois a
porcao da nanoparticula referente a BTD ¢ inferior a dos demais componentes da
nanoparticula. Os sinais referentes aos H da EDA podem ser observados em 3,12 ppm (z,
J=6Hz - CH) e em 3,45 ppm (¢, / = 6 Hz - CH>), essa diferenca no deslocamento dos
dois sinais pode ser explicada pelo fato de existirem ambientes quimicos diferentes na
superficie das nanoparticulas. Os sinais em 1,93, 1,98 e em 3,29 ppm sdo referentes a

residuos de solventes (acetonitrila, acetato de etila e matanol, respectivamente).
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Figura 11. RMN de '*C (D,0/DMSO0-d6, 150 MHz) do C-Dot-NH-BTD. E possivel observar em destaque
na figura os sinais referentes 8 EDA de 38 a aproximadamente 53 ppm, dois sinais referentes ao anel 2,1,3-
benzotiadiazol que aparecem em 165,8 e 166,5 ppm e dois sinais em 175,5 e em 176,3 ppm referentes as

amidas.

No espectro de '3C RMN (Figura 11) é possivel observar os carbonos que
constituem a por¢do da EDA na nanoparticula com deslocamentos quimicos diferentes
(de 34 a 53 ppm), uma vez que o ambiente quimico pode mudar ao longo da superficie
das nanoparticulas. Sdo observados dois sinais pouco intensos referentes ao anel BTD em
165,8 € 166,5 ppm. O sinal em 175,5 ppm ¢ referente ao carbono da amida formada pela
porcdo EDA, o sinal em 176,3 ppm ¢ referente ao carbono da amida formada pela por¢ao

BTD. Assim como no espectro de 'H também ¢ possivel observar no de '*C alguns sinais
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referentes aos solventes residuais (13,2 e 175,4 ppm referentes ao acetato de etila, 49,5

ppm referente ao metanol e 119,1 ppm referente a acetonitrila).

O HRTEM mostrou que o C-Dot-NH-BTD apresenta uma morfologia elipsoidal
com uma distribuicdo estreia de tamanho de aproximadamente 5,2 nm. Também revelou
a estrutura cristalina com distancia interplanar de 3,32 A, o que esta de acordo com o

plano cristalografico (002) do grafite. A Figura 12 apresenta as imagens obtidas nessa

analise.
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Figura 12. (a) Imagem de HRTEM dos C-Dot-NH-BTD. (b) Distribuigdo do tamanho das nanoparticulas

(percentual em relag¢do ao didmetro).

Os espectros de absor¢do, apresentados na Figura 13, indicaram que a natureza dos
solventes utilizados interferem no deslocamento do comprimento de onda de absor¢do do
material. Na presenca do solvente dimetilsulfoxido (DMSO) e dimetilformamida (DMF),
o material apresentou um deslocamento batocromico pronunciado, levando a primeira
banda de absor¢do para aproximadamente 260 nm. Nos demais solventes, ¢ possivel
observar a primeira banda de absor¢ao em aproximadamente 210 nm. Esta primeira banda
indica (em todos os solventes) a transigao n—>1* das ligagdes C-C aromaticas. O “ombro”
em aproximadamente 300 nm pode ser atribuido a transi¢do n>m*. O “ombro” alargado
em aproximadamente 430 nm pode ser atribuido a transicdo nw—=>7* dos carbonos

aromaticos do anel BTD.**
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Figura 13. Espectros de absor¢do (UV) do C-DOT-NH-BTD com concentragdo de 0,346 g L' em

diferentes solventes.

Os espectros de emissao do C-Dot-NH-BTD foram obtidos em diferentes solventes.
A primeira andlise foi realizada em 4gua, consistindo na excitagdo de 21 comprimentos
de onda diferentes (Figura 14). Foi observada uma intensidade méxima de emissdo em
aproximadamente 420 nm quando a solucdo foi excitada em 340 nm. Pode-se observar,
também, um comportamento espectral de excitagdo-dependéncia, onde o deslocamento
para comprimentos de onda maiores do ponto maximo de emissdo aumenta

proporcionalmente com o aumento do comprimento de onda de excitagao (A > 340 nm).
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Figura 14. Espectros de emissdo do C-Dot-NH-BTD com concentragdo 0,166 g L' em 4gua. O
comprimento de onda de excitacdo foi variado de 10 em 10 nm de 300 a 500 nm e o espectro de emissdo
adquirido para cada um deles (a direita). Para melhor visualizagdo do comportamento das curvas de emissao
a medida que se varia o comprimento de onda de excitacdo foram plotadas em um grafico 7 curvas, a

esquerda.

A andlise foi repetida com outros 5 solventes organicos, dessa vez coletando apenas
11 pontos de excitagdo diferentes (de 300 a 400 nm variando a excitagdo de 10 em 10
nm), sendo observada a mesma relagdo de excitacdo-dependéncia que foi observada

quando o material foi analisado em 4gua (Figura 15).
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Figura 15. Espectros de emissdo do C-Dot-NH-BTD com concentragdo 0,166 g L em diferentes solventes.

O comprimento de onda de excitagao foi variado de 10 em 10 nm de 300 a 400 nm e o espectro de emissao

adquirido para cada um deles.

Estes perfis espectrais sugerem a existéncia de diferentes sitios de emissdo na

superficie das nanoparticulas de C-Dot-NH-BTD. O fendmeno de excitacdo-dependéncia

em C-Dots tem sido amplamente reportado na literatura, entretanto sua origem ainda nao

foi completamente compreendida.'** Alguns trabalhos sugerem que o fendmeno em

questdo ndo se relaciona apenas ao efeito de confinamento quantico (éxcitons) dos C-

Dots, mas também aos defeitos da superficie das nanoparticulas, que ¢ responsavel pela

introdugio de niveis de energia entre os orbitais HOMO e LUMO.!7 A existéncia desses

40



Capitulo 1 RESULTADOS & DISCUSSAO

niveis energéticos intermediarios, também conhecidos como armadilhas de emissao, pode
ser corroborada pelos espectros de absor¢do (Figura 13) que apresentam ‘“ombros”
assimétricos de baixa intensidade (em aproximadamente 250 nm para as amostras
analisadas nos solventes polares e em aproximadamente 320 nm para todas as amostras)

no lugar de uma banda de absorcdo intensa em bem definida.'"’

As curvas de emissao para cada um dos solventes foram dispostas em um mesmo
grafico (Figura 16, esquerda). E possivel observar que a natureza do solvente utilizado na
analise interfere na intensidade de emissao dos C-Dot-NH-BTD. Em destaque ¢ possivel
observar a curva de emissdo da amostra em agua, com um maximo de emissao superior
ao dos demais solventes. Esse resultado ¢ extremamente interessante para o trabalho, pois
torna viavel a utilizacdo das nanoparticulas em sistemas bioldgicos (que ¢ constituido

basicamente de d4gua) sem que haja a supressao da intensidade de emissao.
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Figura 16. A esquerda, grafico com as curvas de emissdo (com maximo em 420 nm) sob excitacao em 340
nm para todos os solventes. A direita, grafico com as intensidades de emissdo normalizadas para as curvas

de emissdo sob excitagdo em 340 nm.

Com o objetivo de analisar se a natureza dos solventes interfere na emissdo das
nanoparticulas, as curvas de emissdo de todos os solventes foram normalizadas e
dispostas em um mesmo grafico (Figura 16, direita). Pode-se observar que nao houve
uma variagdo significativa nos comprimentos de onda de emissdo. Houve apenas um
pequeno deslocamento (10 nm) da emissdo para comprimentos de onda menos
energéticos quando a andlise foi realizada em agua. Como a 4gua pode estabelecer
ligacdes de hidrogénio com os grupos superficiais dos C-Dot-NH-BTD, essas interagdes

favorecem a perda de energia via mecanismos nao radiativos. Entretanto como o
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deslocamento foi muito pequeno, pode-se concluir que essas interagdes nao interferem de

maneira significativa no comportamento dos C-Dot-NH-BTD.

Outro experimento que pode corroborar com a explicagao que sugere a existéncia
de niveis de energia diferentes e defeitos de superficie no material consiste na excitagao
da mistura aquosa contendo o C-Dot-NH-BTD (concentragio de 0,166 g.L!) em
comprimentos de onda menos energéticos e observacdo do espectro de emissdao. Nesse
caso, os comprimentos de onda maximos de emissdo das nanoparticulas foram mais
energéticos que os de excitagdo, esse fendmeno ¢ conhecido como upconversion (Figura
17). A ocorréncia da absor¢ao multifoton que consiste na absor¢do de dois ou mais fotons
por um mesmo elétron seguida de seu relaxamento emitindo um unico féton mais

energético também ¢ comumente utilizada para explicar o fendmeno de upconversion.
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Figura 17. Experimento de excitagdo da solugdo de C-Dot-NH-BTD em comprimentos de onda menos
energéticos e a consequente emissao em comprimentos de onda mais energéticos. O solvente utilizado foi

4gua e a concentragdo do C-Dot-NH-BTD foi de 0,166 g.L"! (Exc = Comprimento de onda de excitagdo)

A Figura 18 (a) apresenta o experimento de fotoestabilidade do C-Dot-NH-BTD,
onde a amostra (em 4gua, concentragio de 0,333 g.L!) foi excitada em 340 nm e a sua

emissao foi monitorada em 420 nm por 8 horas. Nao foi observada variacao significativa
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da intensidade da emissdo, o que indica que o produto € extremamente estavel, quando
comparados com Q-Dots!4>1%® (nos trabalhos citados, os Q-Dots perdem mais de 50% da
intensidade de fluorescéncia entre 2,6 h e 3 h, respectivamente, de exposi¢ao a radiagdo)
e com moléculas organicas luminescentes (comecam a degradar em 1 h de exposigdo a
radiacdo).!*715! Essa fotoestabilidade superior quando comparada a compostos organicos
convencionais indica que a aplicacdo das nanoparticulas no imageamento celular é

bastante promissora.
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Figura 18. a) Experimento de fotoestabilidade do C-Dot-NH-BTD com concentragdo 0,333 g L'}, o

comprimento de excitagdo utilizado foi 340 nm e a emissio monitorada foi 420 nm. b) A esquerda
irradiagdo da solug¢do de C-Dot-NH-BTD com luz branca e a direita mesma amostra submetida a irradiagao

UV (Aex =365 nm).

O comportamento do C-Dot-NH-BTD frente a irradiagdao de luz branca e de UV
esta apresentado na Figura 18 (b). A fluorescéncia azul observada na irradiacdo da
amostra em um comprimento de onda de 365 nm proporciona um rendimento quantico
liquido de 10% dos C-Dot-NH-BTD em solug¢do, obtido utilizando a fluorescéncia do

sulfato de quinina como padrao de comparagao.

O efeito do pH foi investigado e os resultados podem ser observados na Figura 19
(a). Os C-Dot-NH-BTD exibem uma faixa de pH de trabalho 6tima, situada entre 3 e 6,
onde sdo observadas emissdes intensas. Esse intervalo 6timo de funcionamento ¢ ideal

para a realizacdo de experimentos de bioimageamento celular de células cancerigenas,
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uma vez que essas células sdo ligeiramente acidas. Alguns trabalhos na literatura
apresentam a utilizagdo de C-Dots como sensores fluorescentes de pH, pois as
nanoparticulas desenvolvidas em cada um dos trabalhos apresentam uma variacdo da
intensidade de emissdo em relagdo a variagdo do pH.2!19%152-15% Egse comportamento de
supressao da intensidade de emissdao em relagdo a variagdo de pH também pode ser
observado para o C-Dot-NH-BTD na faixa de pH de 8 a 12 (Figura 19-d). O aumento da
concentragdo de hidroxilas na solugdo pode estar contribuindo para a perda de energia via
mecanismos nao radiativos uma vez que ha um aumento da quantidade de ligacdes de

hidrogénio entre os grupos superficiais das nanoparticulas e as hidroxilas.'>®
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Figura 19. (a) Efeito da variag@o da intensidade de fluorescéncia da solugdo de C-Dot-NH-BTD em fungao
da variag@o do pH. (b) Efeito da variacdao da intensidade de fluorescéncia da amosta de C-Dot-NH-BTD
em fung¢@o da variagdo da temperatura. (c) Comportamento ndo linear da intensidade de emissao observado
nas solugdes de pH 1 a 7. (d) Comportamento linear da supressdo da intensidade de emissdo observado nas

solugdes de pH 8 a 13 (R? = 0,932).

Ao se avaliar o comportamento da emissdao do C-Dot-NH-BTD em diferentes
temperaturas (para isso foi utilizado o acessoério do equipamento que permite o ajuste da
temperatura da solucdo analisada), observa-se um padrdo de decaimento da intensidade

em relagdo ao aumento da temperatura Figura 19 (b). Este comportamento ja era esperado,
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uma vez que o aumento da temperatura aumenta a liberagcdo de energia via mecanismos
ndo-radiativos.!*® Entretanto, é importante destacar que mesmo em elevadas temperaturas
(80 °C) a intensidade de emissdo corresponde a aproximadamente 55% da intensidade
observada em 20°C. Muitos trabalhos atuais tem apresentado a sintese e aplicagdo de
C-Dots para monitoramento da temperatura.'”?>156161 O que indica a viabilidade de
utilizagdo do C-Dot-NH-BTD como um sensor de temperatura, pois apresenta um

comportamento similar aos demais trabalhos publicados.

Nesse trabalho, também foi avaliada a eficiéncia dos C-Dots-NH-BTD no
bioimageamento celular. Nenhum efeito citotoxico, causado pela incubagdo do C-Dot-
NH-BTD em células vivas, pode ser notado nas condi¢des experimentais utilizadas. Para
garantir que as nanoparticulas ndo apresentam citotoxicidade seus efeitos foram
observados em outras quatro linhagens diferentes de células (100 vezes mais concentrado
que o utilizado em experimentos de imageamento celular), ndo apresentando potencial

deletério. A Figura 20 mostra os resultados de citotoxicidade obtidos experimentalmente.

Citotoxicidade do C-Dot-NH-BTD

% Viabilidade

Negativo MCF-7 Fibroblastos MDA-MB231 Macréfagos

Figura 20. Viabilidade citotoxica da utilizagdo de C-Dot-NH-BTD em células vivas. Nenhuma

citotoxicidade foi observada para as células testadas.

Os C-Dots funcionalizados, contendo BTD em sua superficie, apresentaram um
sinal intenso de fluorescéncia no microscopio confocal, tanto no canal verde quanto no
vermelho (Figura 21). Todas as imagens de marcacao celular foram obtidas pelo grupo

do professor Dr. Jos¢é Raimundo (UnB-IB).
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Figura 21. Células de cancer de mama MCF-7 incubadas com C-Dot-NH-BTD, visualizadas em ambos os canais (verde e vermelho). (A), (B) e (C) Células vivas. (D), (E) e
(F) Células fixadas. Nenhuma coloracdo pode ser detectada no interior do nucleo das células, como pode ser observado pelos espacos vazios de marcados com (N). (C) e (F)

mostram os aspectos normais da morfologia da célula por microscopia de contraste de fase. Barra de escala de referéncia 25 pm.
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Os resultados do bioimageamento celular assim como a analise das imagens obtidas
indicam que o C-Dot-NH-BTD marca seletivamente o nucléolo celular ap6s 30 min. de
incubacdo. Assim que colocada em contato com a lamina contendo a cultura células, o C-
Dot-NH-BTD ¢ levemente acumulado em células vivas em funcao de suas membranas
plasmaticas, ou seja, sdo internalizadas pela célula, entretanto ndo migram rapidamente
para o nucleolo (Figura 21-A e B). O processo de fixar as células em laminas de vidro
induz a formacao de poros na membrana plasmatica, o que pode ter contribuido para livre
movimentagdo das nanoparticula para dentro do ambiente celular (Figura 21-D ¢ E). Um
comportamento interessante do C-Dot-NH-BDT foi observado durante esse experimento.
Em um primeiro momento as nanoparticulas ndo conseguiram migrar para o interior dos
nucleos celulares, o que foi uma surpresa, uma vez que o C-DOT-NH>, anteriormente
estudado pelo grupo apresentou alta seletividade e interacdo com componentes acidos dos
nucléolos no interior nucleo celular (Figura 22, apenas emissao em verde, uma vez que o
material ndo apresentou emissdo consideravel no vermelho). Os resultados obtidos
inicialmente sugerem que ndo ha nenhuma afinidade quimica entre C-Dot-NH-BTD e os
componentes acidos do ntcleo, enquanto que os C-Dots-NH: (sem unidades BTD)

exibem uma elevada afinidade e seletividade.'?’
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Figura 22, Células de cancer de mama MCF-7 incubadas vivas com o C-Dot-NH; (sem unidades de BTD)
mostrando a marcagdo fluorescente dos nucléolos celulares vistas no canal verde. (A) Mostra o ntcleo
celular marcado com DAPI (reagente disponivel comercialmente). As regides pretas sdo os nucléolos das
células (indicados pelas setas amarelas). (B) Mostra o perfil de marcagao fluorescente do nucléolo pelo C-
Dot-NH2 (indicado pelas setas amarelas). (C) Mostra a sobreposi¢ao dos dois sinais fluorescentes (DAPI e

C-Dot-NHb). (D) Mostra o aspecto morfologico normal das células. A barra de escala de referencia 7,5

um 137

Sabe-se que os fluordforos contendo poliaminas podem exibir elevada afinidade
por biopolimeros polianidnicos, tais como 4cidos nucleicos e seus derivados.!*? As
possibilidades de protona¢ao da amina devido aos sitios basicos de uma poliamina (como
0 C-Dot-NH>) resultam em um fluoréforo positivamente carregado. Foi provado que a
natureza cationica dessas sondas em meios bioldgicos explica tanto a afinidade quanto a
ligagdo com componentes acidos do niicleo (4cidos nucléicos).!* O comportamento
seletivo do C-Dot-NH> estd de acordo com o previamente descrito, uma vez que a
nanoparticula foi encontrada associada a componentes acidos que constituem o nucleo

celular.
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A incorporagao de unidades BTD na superficie das nanoparticulas, no entanto,
reduz drasticamente o cardcter basico do marcador bioldgico, uma vez que ja foi
demonstrado que os 4tomos de nitrogénio do anel BTD ndo sdo basicos.* Por esse
motivo, a BTD diminui significativamente a multiprotonagdo do C-Dot-NH-BTD,
modificando assim o padrao de comportamento esperado na marcagao celular. Por esse
motivo, apenas apds 30 minutos de incubacdo o C-Dot passivado com BTD transpds a
membrana nuclear, marcando seletivamente os nucleolos (Figura 23). Para ter certeza que
esse comportamento do C-Dot-NH-BTD seria reprodutivel, foram realizados testes de
marcacdo celular com outras linhagens de células, sendo elas: Caco-2 (células de
adenocarcinoma colorretal humano) e MDA-MB-231 (células de adenocarcinoma de

mama humano), apresentadas pela Figura 24 e Figura 25 respectivamente.
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Figura 23. Células de cancer de mama MCF-7 incubadas por 30 minutos com o C-Dot-NH-BTD mostrando
a marcacao fluorescente do nucléolo celular vistas no canal verde. (A), (B), (C) e (D) Células vivas. (E),
(F), (G) e (H) Células fixadas. (A) mostra o nucleo celular marcado com DAPI (reagente disponivel
comercialmente). As regides pretas sdo os nucléolos das células. (B) mostra o perfil de marcagdo
fluorescente do nucléolo pelo C-Dot-NH-BTD indicado pelas setas em vermelho. As setas brancas indicam
a regido nuclear. (C) mostra a sobreposi¢do dos dois sinais fluorescentes (DAPI e C-Dot-NH-BTD). (E),
(F) e (G) mostram as marcagdes fluorescentes das células fixadas, que apresentam comportamento
semelhante ao observado em (A), (B) e (C). (D) e (H) mostram o aspecto morfolégico normal das células.

Barra de escala de referéncia 25 pm.
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Figura 24. Células de cancer Caco-2 incubadas com o C-Dot-NH-BTD mostrando a marcagdo fluorescente
do nucléolo celular vistas no canal verde. (A), (B) e (C) Células vivas. (D), (E) e (F) Células fixadas. (A)
Mostra o nucleo celular marcado com DAPI (reagente disponivel comercialmente). As regides pretas sdo
os nucléolos das células. (B) Mostra o perfil de marcacdo fluorescente do nucléolo pelo C-Dot-NH-BTD
indicado pelas setas em amarelo. (C) Mostra o aspecto morfolégico normal das células. (D), (E) e (F)
Mostram as marcagdes fluorescentes das células fixadas, que apresentam comportamento semelhante ao

observado em (A), (B) e (C). Barra de escala de referéncia 25 um.
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Figura 25. Células de cancer MDA-MB-231 incubadas com o C-Dot-NH-BTD mostrando a marcagdo

fluorescente do nucléolo celular vistas no canal verde. (A), (B) e (C) Células vivas. (D), (E) e (F) Células
fixadas. (A) Mostra o nticleo celular marcado com DAPI (reagente disponivel comercialmente). As regides
pretas sdo os nucléolos das células. (B) Mostra o perfil de marcagdo fluorescente do nucléolo pelo C-Dot-
NH-BTD indicado pelas setas em amarelo. (C) Mostra o aspecto morfologico normal das células. (D), (E)
e (F) Mostram as marcagdes fluorescentes das células fixadas, que apresentam comportamento semelhante

ao observado em (A), (B) e (C). Barra de escala de referéncia 25 pum.
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E possivel observar, por meio da anilise das imagens obtidas, que houve
reprodutibilidade no padrdo de marcacdo celular dos C-Dot-NH-BTD. A amostra
preparada em 4gua que ¢ colocada em contato com as células (vivas e fixadas), comegam
a ser internalizadas por meio da transposicido da membrana plasmatica e, apoOs
aproximadamente 30 minutos de contato da amostra com as células € possivel observar a

marcagao seletiva do nucléolo.

A andlise de potencial zeta foi realizada em solugao aquosa (com agua deionizada)
de concentragdo de C-Dot-NH-BTD 0,2 g.L"!. Essa andlise dos C-Dots em estudo ajuda
a compreender o fato de o C-Dot-NH; apresentar uma maior afinidade com os
componentes anidnicos do nucleo celular, uma vez que seu valor é positivo +7,38 (Figura
26 a). Em contrapartida, o potencial zeta do C-Dot-NH-BTD ¢ negativo -5,64 (Figura 26
b), o que justifica o comportamento da sonda bioldgica de marcar o nucléolo apenas apos

30 minutos de incubagao.
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Figura 26. Potencial zeta dos C-Dots. Em (a) é apresentado o resultado da analise do C-Dot-NH,, em (b) ¢é apresentado o resutado da analise do C-Dot-NH-BTD e em (c) é

apresentado o resultado da analise do C-Dot sem nenhum tipo de passivagéo.
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O C-Dot sem nenhuma modificagdo estrutural, utilizado como material de partida
para passivagao sintese dos marcadores modificados apresentou um potencial zeta de
-19,90 (Figura 26 c). Esse resultado ¢ compativel com a natureza anidnica dos grupos

carboxilicos que compdem a superficie do C-Dot sem nenhum tipo de passivagao.

O uso de medidas de potencial zeta ¢ importante para investigar as possiveis
interagdes que podem ser estabelecidas entre os C-Dots e as células utilizadas nos
experimentos de bioimageamento. Ao se trabalhar com ensaios biolégicos, o potencial
zeta ¢ muito Util no estudo da ativacdo bioldgica, aglutinacdo e adesdo celular, processos
estes que estdo relacionados as propriedades da carga da superficie celular.!6? Observa-se
geralmente que, no ambiente extracelular das células tumorais, o pH ¢ ligeiramente acido
(6,5-7,2) quando comparado ao sangue e aos tecidos normais (7,4). Neste caso, o valor
positivo do potencial zeta (+7.38) para C-dot-NH> pode explicar uma maior afinidade
com os componentes anidnicos do nticleo celular e por isso hd uma migracao seletiva do

C-Dot-NH: para o nucléolo quase que imediatamente ap6s a adicdo da amostra a célula.

Outro fator determinante para a marcacdo celular ¢ a forma com que as sondas
fluorescentes sio internalizadas (absor¢io ou processos endocitoticos).!®® E, a carga
superficial das nanoparticulas influenciam de maneira significativa nesse processo, uma
vez que a membrana celular ¢ negativamente carregada e atrai com maior facilidade
materiais cationicos.!®* J4 foi descrito na literatura que C-Dots passivados com grupos
aminados e que apresentam carga positiva sdo absorvidos pela célula de maneira rapida
e facilitada, pois despolarizam a membrana celular.'®>1%® No entanto, as células em geral
podem absorver de forma nao especifica C-Dots carregados negativamente através de
reacdes bioquimicas mediadas por receptores ou através de endocitose.!®” Essa diferenca
nos mecanismos de internalizacdo celular pode justificar a mudanga no tempo de
marcacao do nucléolo observadas nos experimentos de imageamento utilizando o C-Dot-
NH, ¢ o C-DOt-NH-BTD. E importante destacar que as interacdes entre células e
particulas pequenas ndo sdo limitadas apenas as forgas eletrostaticas e estudos mais
especificos precisam ser realizados para que se possa compreender melhor esses

processos biologicos.

A seletividade com atraso de 30 min apresentada pelo C-Dot-NH-BTD permite sua

utilizagdo futura em estudos do comportamento do nucléolo durante processos
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metabolicos simples, tais como: divisdo celular, geracao de energia, apoptose, sintese de
proteinas, dentre outros que demandam tempo para ocorrer. A utilizacdo do C-dot-NHo,
por apresentar uma imediata marca¢do, ndo ¢ o mais recomendavel para estudos
dependente do tempo. Se torna viavel também o monitoramento do comportamento do
nucléolo frente as doencas relacionadas a ele e como essas doengas afetam suas

caracteristicas fisicas (como tamanho e formato, por exemplo).

56



Capitulo 1 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Conclusoes
&
Perspectivas



Capitulo 1 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Conclusao & Perspectivas

Um novo sistema C-Dot incorporando unidades de BTD em sua superficie foi sintetizado
com sucesso ¢ aplicado em experimentos de imageamento celular com uma seletividade
modificada (controlada) quando comparada com C-Dots sem a presenga o anel BTD. O
C-Dot-NH-BTD apresenta um desvio da emissao de fluorescéncia para o vermelho e, com
1sso, também pode ser visualizada no canal vermelho também. Caracteristica que ndo ¢
observada no outro derivado sintetizado anteriormente pelo grupo (C-ponto-NH> — sem

unidades BTD incorporada a estrutura).

A funcionalizacdo da superficie dos C-Dots com anéis BTD promoveu um efeito
de bloqueio nuclear, atrasando a entrada do C-Dot-NH-BTD em 30 minutos. Apos 30
minutos, os novos C-Dots contendo BTD foram capazes de marcar seletivamente os
nucleos celulares. Com base nesta modificacao quimica simples novos experimentos de
marcacao celular fluorescente e de dindmica usando dois canais diferentes podem ser

realizados.

Através de uma modificagdo quimica simples (incorporagao da BTD a superficie
da nanoparticula) foi possivel mudar completamente o efeito celular (seletividade e
dindmica) e as propriedades de emissdo do C-Dot. Esse comportamento sugere a
possibilidade de modificar a seletividade celular e a dindmica através de modificagdes
quimicas simples culminando na obtenc¢do de varios corantes com novas propriedades e

aplicacdes biologicas distintas.

Além disso, a funcionalizagdo modifica a distribuicdo elétrica superficial do
material, o que pode ser confirmado com asa analises de potencial zeta. Entretanto, muito
ainda precisa ser estudado em relagdo a compreensdo de como as modificagdes na

superficie dos C-Dots interferem em suas propriedades oOticas.

Como perspectivas tem-se a realizagdo de experimentos de reversibilidade de pH e
temperatura, que consiste em modificar o pH e a temperatura em ciclos e observar se a
intensidade de emissdo do C-Dot-NH-BTD ¢ afetada. Caso seja confirmada a capacidade
de alterar a temperatura e o pH sem que as nanoparticulas percam sua eficiéncia luminosa,
se torna interessante o estudo da possibilidade de aplicagdo do C-Dot-NH-BTD como
sensores. Para isso, também sera necessaria a avaliagdo da sensibilidade das

nanoparticula.
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Outra perspectiva ¢ o desenvolvimento de ensaios bioldgicos para se avaliar como
os processos de absor¢do e transporte das nanoparticulas ocorrem. Os resultados desses
experimentos sdo determinantes para explicar a diferenca no tempo de internalizacdo e

migracao para o nucléolo dos C-Dot-NH-BTD e dos C-Dot-NHo.
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Revisao Bibliografica

Na natureza ¢ possivel observar a existéncia de diversos materiais e plantas que
manifestam o fendmeno da fluorescéncia, apesar disso, a identificagdo da primeira
molécula organica fluorescente foi apresentada apenas em 1845 por John Herschel.!6® A
molécula descrita pelo cientista foi o sulfato de quinina que emite energia na forma de
luz azul quando irradiada com luz UV. Contudo, ¢ importante destacar que a teoria que
explica o fendmeno da fluorescéncia foi apresentada formalmente alguns anos apds a

descoberta dessa caracteristica no sulfato de quinina, em 1852 por George Stokes.'®

A partir dessa descoberta, houve entdo, um aumento de interesse no
desenvolvimento e sintese de compostos organicos que apresentassem fluorescéncia. E
com isso, técnicas que possibilitassem uma melhora nas andlises de caracterizacao e
abrissem novas possibilidades de utilizacdo desses compostos foram criadas e
aprimoradas. Um exemplo disso ¢ a técnica de microscopia de fluorescéncia, que foi
criada pouco tempo depois da publicagdo dos primeiros trabalhos de sintese de compostos

fluorescentes.?®

A criacdo do microscopio de fluorescéncia surgiu na tentativa de se melhorar a
resolucao das imagens obtidas pelo microscopio de transmissdo, trocando a luz branca,
utilizada até entdo, pela luz UV. Essa alteracdo foi proposta em 1904 por Kohler,
entretanto alguns problemas foram observados ao se tentar obter imagens de células e
tecidos, uma vez que esses materiais apresentam autofluorescéncia quando excitados com
radiacilo UV e absorvem certos comprimentos de onda. Tendo em vista essa
problematica, alguns anos depois, Heimstad (em 1911) e Lehmann (em 1913)
apresentaram, cada um deles, uma versao de um microscopio de fluorescéncia diferente
da proposta anteriormente. Os microscOpios consistiam basicamente na utilizacdo de uma
lampada com um arco voltaico de carbono como fonte de luz UV, com isso foi possivel
produzir uma luz mais intensa. Além disso, foram introduzidos filtros para que a imagem
ficasse mais nitida e a energia luminosa da fonte de excitagdo ndo interferisse na imagem

obtida.'"

Em 1914, Von Prowazek apresentou um estudo das possibilidades de interagdo de
corantes com células, o que pode ser considerada a primeira tentativa de marcagao celular
com compostos fluorescentes.’® Entretanto, a técnica de imageamento celular com

fluor6foros sé se tornou de fato eficiente quando se passou a utilizar compostos que
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emitiam luz em comprimentos de onda razoavelmente diferentes dos comprimentos de
onda de excitacdo de modo que a energia de um nao interferisse no outro e a separacao

dos sinais por filtros fosse viavel.!”

Um avango importante que ainda hoje ¢ amplamente explorado foi apresentado em

171 Nesse trabalho o grupo sintetizou um marcador

1942 por Coons e colaboradores.
fluorescente, o isocinato de fluresceina, que posteriormente foi ligado a anticorpos
promovendo sua marcacao fluorescente e possibilitando o bioimageamento dos mesmos.
Muitos grupos de pesquisa se dedicaram ao estudo e sintese de moléculas luminescentes
que pudessem ser utilizadas no bioimageamento e hoje € possivel encontrar, disponiveis
comercialmente varios marcadores com seletividade para diversas organelas, tais como:

mitocondria, lisossomos, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e nticleo.*%17%173

Dentre todos os fluor6foros desenvolvidos e apresentados na literatura alguns
ganharam destaque por possibilitarem a obten¢do de uma variedade de novas moléculas
luminescentes com pequenas modificagdes estruturais as quais apresentaram
caracteristicas especificas que viabilizaram sua utilizagdo no bioageamento. Nesse
contexto as moléculas que merecem destaque sdo: fluoresceinas, rodaminas, cumarinas,
boro-dipirometanos (BODIPYs), cianinas e fenoxazinas, apresentadas na Figura 27.
Esses nlicleos sdo especialmente importantes, pois estdo entre as plataformas
representativas empregadas atualmente na sintese de sondas utilizadas para a obtenc¢ao de

imagens de células e tecidos por meio da microscopia de fluorescéncia.”®
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Figura 27. Estrutura molecular dos fluoréforos que ganharam maior destaque nas pesquisas de

bioimageamento celular.

A sintese de derivados de fluoresceina foi apresentada pela primeira vez em 1871
pela Bayer. Entretanto, a utilizagdo desses compostos como marcadores fluorescentes
ocorreu muitos anos depois, sendo considerado o fluoréforo pioneiro em trabalhos de
imunofluoresncénscia. As sondas obtidas a partir do nucleo fluoresceina sdo de facil
obtenc¢do, apresentam Otimos valores de rendimento quantico (normalmente acima de
0,90) e, em geral, sdo soltiveis em agua. Apesar de apresentar qualidades, algumas
caracteristicas estruturais desses compostos limitam seu uso na biologia celular. Eles sao
relativamente instaveis, apresentam uma elevada taxa de photobleaching, sua excitagao
produz espectros de emissao largos e valores de deslocamento de Stokes pequenos. Além
disso, a variagdo do pH do meio causa mudancas em seu sinal podendo suprimir a
fluorescéncia do composto por completo, pois apenas a estrutura quinoide emite energia
na forma de luz (quando a estrutura se converte em uma lactona nenhuma emissao de luz
¢ observada). As sondas biologicas a base de fluoresceina sdo amplamente utilizados
conjugados com algum agente que possibilita sua internalizagdo no ambiente celular (um

exemplo sdo anticorpos), portanto, requerem armazenamento a -20°C.*>174

Os corantes derivados do nucleo rodamina sdo similares em estrutura e em
propriedades fotofisicas aos derivados de fluoresceina. Foram descritos pela primeira vez

em 1888 por Ceresole em uma patente.!’”> Trabalhos mais detalhados a respeitos das
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propriedades desses compostos foram publicados alguns anos depois, porém o interesse
inicial nesses compostos era para utilizagio na industria téxtil.'’® Esses fluoréforos
apresentam elevados valores de rendimento quantico (por volta de 0,92). Algumas
modificagdes estruturais possibilitam uma drastica alteragao nas propriedades fotofisicas
dos compostos, por exemplo, a acilagdo do nucleo faz com que ele adquira um
comportamento semelhantes ao das fluoresceinas, o que ndo ¢ tdo interessante uma vez
que viabiliza o fechamento do anel e a formagao de uma lactona (configuracao estrutural
na qual ndo ha emissao de florescéncia). Os derivados do nicleo rodamina, apresentam,
no geral, alta hidrofobicidade, o que promove um estado de agregacao elevado em solugdo
aquosa. Essa agregacdo geralmente proporciona interacdes corante-corante e um efeito
de perda de radiacao via mecanismos nao radiativos e de autossupressao de fluorescéncia.
Esses compostos também apresentam valores de deslocamento de Stokes pequenos e
amplos espectros de emissdo (comumente observado do laranja para vermelho distante)
0 que impossibilita sua utilizagdo em ensaios que envolvem a utilizacdo de varios

marcadores a0 mesmo tempo.!’”!7"

O nticleo cumarina € encontrado em diversos produtos naturais que apresentam
distintas atividades farmacoldgicas. Os marcadores celulares derivados do nucleo
cumarina apresentam bons rendimentos quanticos (geralmente por volta de 0,60) e
deslocamentos de Stokes grandes (por volta de 100 nm). A modificagdo estrutural desse
nucleo por meio da inser¢do de novos grupos alquila ou acila no oxigénio ou de grupos
retiradores de elétrons promove a supressao da fluorescéncia dos novos compostos e,
consequentemente diminui¢do do rendimento quéntico.!®%!®! Um inconveniente
encontrado ao se trabalhar com sondas derivadas do nicleo cumarina ¢ que, geralmente,
ndo sdo adequadas para uso em amostras bioldgicas fixadas (células aderidas), o que
reduz o alcance de potenciais aplicagdes biologicas e médicas. Embora apresentem bons
deslocamentos de Stokes, seus espectros de emissdo sao largos (tipicamente do amarelo
ao vermelho distante), impossibilitando seu uso em combinacdo com outras sondas

fluorescentes vermelhas, além disso essas sondas degradam com facilidade.!8%1%3

Os fluoroforos derivados do nucleo BODIPY apresentam elevados rendimentos
quanticos (por volta de ® = 0,80) e em geral, ndo sdo afetados pelo ambiente celular, o
que possibilita a obtencdo de BODIPY's ligados a enzimas proteases, glicosilases e lipases
fluorescentes.!®* A inser¢do de grupos alquenil ou aril no niicleo promove a extensio da

conjugacao das ligagdes e modifica suas propriedades fotofisicas, favorecendo o
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deslocamento da emissdo de energia para regides do espectro menos energéticas
(vermelho). Apresentam deslocamentos de Stokes pequenos (por volta de 20 nm).
Diferente de outros fluor6foros o BODIPY ndo apresenta posigdes 6bvias em que novos
grupos podem ser ligados o que limita a obtengdo de novas moléculas a partir deste
nicleo. E importante destacar que os corantes BODIPY perdem rapidamente a poténcia
de emissao através do photobleaching (perda de emissdo de luz). Por serem estruturas
lipofilicas, apresentam solubilidade apenas em solventes organicos que sdo normalmente
toxicos para células de mamiferos, prejudicando experimentos de imageamento in vivo
que demandam longos tempos de exposi¢do. Dentre todos os fluoroforos citados, esses
compostos apresentam-se fotoestaveis apenas quando comparados com os derivados de

fluoresceina.!33-1%7

Os compostos derivados do nticleo cianina apresentam valores de rendimento
quantico relativamente baixos (por volta de 0,15). Inicialmente, essas moléculas
lipofilicas eram utilizadas principalmente como sondas de membrana celular!®® ¢ DNA.'%
Modificagdes estruturais como, por exemplo, a sulfonagdao desse nucleo possibilita sua
utilizagio na marcagdo de proteinas.!”*!°! Essas sondas apresentam baixa polaridade,
devendo ser diluidas em solventes organicos tais como dimetilformamida ou
dimetilsulfoxido (para o preparo da solugdo estoque utilizada no experimento de
imageamento) que sdo toxicos para células de mamiferos em niveis acima 0,01%. Esses
compostos ndo apresentam grandes deslocamentos de Stokes e, portanto, € necessaria
uma demanda maior de trabalho para se encontrar uma configuracao adequada do detector
para obten¢do da imagem celular. A temperatura de armazenamento sugerida para essas
sondas ¢ de -20°C, entretanto foi demonstrado que repetidos ciclos de congelamento-
descongelamento reduzem sua vida util. Além disso, em ambientes que apresentam
condi¢gdes potencialmente redutoras, as propriedades fotofisicas dos fluordforos
derivados da cianina sdo alteradas, podendo até causar a extingdo da

fluorescéncia.*185.192,193

As sondas derivadas do nucleo fenoxazina apresentam bons rendimentos quanticos,
a mais utilizada ¢ a resorufina (® = 0,75) que apresenta fluorescéncia na regido do
vermelho, com méximo de emissdo em 585 nm.'** Essas sondas, no geral, apresentam
absor¢do e emissdo em comprimentos de onda longos, o que ¢ uma vantagem para
aplicacdo no bioimageamento, pois reduz significativamente as interferéncias causadas

pela autofluorescéncia. Por esse motivo, derivados do nucleo fenoxazina tem sido
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utilizados para se obter uma variedade de substratos enzimaticos com emissao na regiao
do vermelho.!”> Assim como os derivados dos nticleos fluresceina e rodamina, a classe
das fenoxazinas ¢ sensivel a variacdo de pH do meio e além disso, caso grupos
substituintes acila ou alquila sejam inseridos na estrutura molecular podem promover a
formagdo de uma lactona, e assim extinguir a fluorescéncia do nucleo. Reagdes que
promovem reducdo ou a oxidagdo desse nlicleo causam uma diminuigao significativa da
fluorescéncia.!® As sondas derivadas do niicleo fenoxazina sdo menos utilizadas (quando
comparada com a demais citadas), pois apresentam deslocamentos de Stokes pequenos o
que resulta em algumas dificuldades relacionadas ao ajuste necessario para a obtengdo de
imagens das células estudadas, principalmente na microscopia confocal.'**!7 Esses
compostos também sdo muito sensiveis a polaridade do ambiente ao qual estio inseridos,
sendo observada uma diminuicao da eficiéncia da fluorescéncia quando em contato com

solugdes aquosas (ambiente celular).'”®

Até por volta da década de 90 os marcadores celulares organicos eram as Unicas
ferramentas disponiveis para a marcacdo celular fluorescente. O grande nimero de
trabalhos a respeito de moléculas fluorescentes permitiu varios avangos na arquitetura
dos fluor6foros possibilitando a elaboragdo de estruturas mais complexas assim como
endogenas ao ambiente celular. Um exemplo de grande destaque foi o inicio da utiliza¢dao
da proteina Aequorin descrita por Shimomura e colaboradores'®®, como um novo
marcador celular fluorescente.’”’ As proteinas fluorescentes sdo ferramentas muito
utilizadas atualmente, entretanto os fluor6foros organicos ainda ganham muito destaque,
tanto como agentes de marcacdo seletiva quanto como sensores biologicos ativaveis,
porque podem ser utilizados em qualquer amostra (incluindo o corpo humano), sdo
relativamente baratos e faceis de manusear, e, geralmente, fornecem imagens com

elevada razio sinal ruido (até mais de 1000).%®

Muitos marcadores fluorescentes apresentam bons resultados quanto a
especificidade, baixa citotoxicidade e aos parametros relacionados a emissdo de
fluorescéncia, o que implica diretamente na versatilidade de seu emprego. Um exemplo
dessa versatilidade pode ser observado na existéncia de diversas sondas comerciais
utilizadas como marcadores especificos para lipideos. Contudo, devido a natureza das
membranas celulares e a presenca de moléculas com caracteristicas hidrofobicas no
citoplasma das células, o uso destes marcadores ainda produz imagens contendo ruido. A

emissao de fluorescéncia associada a estas moléculas que nao sdo as de interesse reduz a
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qualidade das imagens adquiridas e interfere significativamente na precisdo que ¢

requerida em analises quantitativas.

Dentre os pricipais fluoroforos utilizados para marcacao de lipideos, podemos
destacar: os marcadores da familia BODIPY, os fluor6foros nitrobenzoxadiazol (NBD),
o cloreto de 5-(dimetilamino)naftaleno-1-sulfonil (Dansyl), o acido cis-parinarico e o
Nile Red. Em termos de demanda comercial os trés primeiros sao mais utilizados. A

Figura 28 apresenta a estrutura molecular dos corantes citados (a estrutura do nucleo

BODIPY foi apresentada na Figura 25).20!-2%2
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Figura 28. Estrutura molecular dos fluoréforos mais utilizados na marcacao de lipideos.

Alguns derivados do niicleo BODIPY sao seletivos para marcacdo fluorescente de
lipideos neutros. Essa classe de fluoréforos apresenta baixa solubilidade em 4agua,
entretanto vem sendo amplamente utilizado para a marcacdo de acumulos de lipideos
intracelulares (gotas lipidicas). A marcacdo de corpusculos lipidicos em células vivas com
BODIPY ¢ clara e distintamente visualizada tanto em microscopia de epifluorescéncia
quanto pela microscopia confocal, entretanto essa sonda também marca lipideos neutros
presentes na constituicdo da membrana celular, gerando ruido nas imagens obtidas.
Apesar de ser muito utilizado, alguns autores relataram algumas desvantagens associadas
ao emprego do BODIPY, uma delas ¢ a formacao de background de fluorescéncia no

meio. A necessidade de utilizacdo de solventes organicos para sua solubilizacdo (mesmo
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em baixas concentragdes) faz com que haja uma redugdo da fluorescéncia e aumento

significativo de debris celulares.?”3!2%3

Os NBDs s3ao compostos que apresentam sensibilidade ao meio ao qual estao
inseridos e um rapido fotodecaimento implicando em um tempo de vida util muito inferior
ao do BODIPY, quando diluidos em solventes aquosos.?** Esta caracteristica reduz a
aplicacdo deste fluor6foro principalmente para ensaios cujas aquisi¢des de imagem sejam
pretendidas a partir de modelos vivos. Para esse tipo de experimento de marcagdo, as
sondas devem ficar expostas aos marcadores por longos periodos devido a complexidade
dos tecidos e o retardo no tempo de penetragdo dos reagentes até atingir as células. Além
disso, ja foi demonstrado que essa classe de marcadores ndo sao muito bem metabolizadas

por células vivas.36-205:206

O 4cido undecandico Dansyl (DAUDA, D94) ¢ uma sonda derivada do nucleo
Dansyl que apresenta afinidade pelas cabecas polares dos glicerofosfolipideos
encontrados nas bicamadas lipidicas das membranas celulares.?’” Essa sonda apresenta
uma acentuada emissao fluorescente e uma mudanga no comprimento de onda de emissao
fluorescente de menos energéticos para mais energéticos quando associados a
determinadas proteinas. Esta caracteristica fotofisica vem sendo utilizada para a andlise
de proteinas que promovem a ligacdo de acidos graxos.??®?% Esse marcador apresenta
seletividade bastante comprometida o que gera imagens de baixa qualidade (com uma
pequena razdo sinal ruido). Esta limitagdo ¢ ainda mais acentuada quando a sonda ¢
utilizada na marcacao de modelos celulares vivos, pois células eucaridticas apresentam
uma grande quantidade de proteinas que promovem a ligagao de lipideos no citoplasma,
as quais sequestram estes marcadores, sendo marcadas por esta sonda e comprometendo

significativamente a sua especificidade.’’

O 4cido cis-Parinarico ¢ o andlogo estrutural mais proéximo entre as sondas
fluorescentes atualmente disponiveis dos lipideos da membrana. Este marcador apresenta
propriedades Opticas vantajosas como um grande deslocamento de Stokes
(aproximadamente 100nm) e uma fluorescéncia quase nula em agua. Porém, o seu grande
nimero de insaturacdes faz com que ele seja bastante suscetivel a oxidacdo, o que
demanda maiores cuidados em seu armazenamento, tais como: abrigo da luz, baixas
temperaturas (-20°C) e atmosfera inerte (argonio).’® A exposicio do 4acido a intensa
iluminagdo provoca sua fotodimerizagdo, o que leva a extingdo da sua fluorescéncia.?!’

Essa sonda ja foi utilizado na detec¢io de interagdes entre lipideos e proteinas,?!! na
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caracterizacdo de proteinas,’'? investiga¢do do mecanismo de ligagdo entre 4cidos graxos

213

e proteinas®!'? e do mecanismo de proteinas de transferéncia fosfolipidicas.?!*

Nile red ¢ um corante da familia benzofenoxazona utilizado para marcar lipideos
neutros que foi comercialmente substituido pelos derivados do BODIPY.!*3215 Esse
corante ¢ soluvel em uma variedade de solventes organicos ndo sendo observado nenhum
efeito solvatocromico em suas propriedades fotofisicas. Entretanto, sdo fracamente
soliiveis em 4gua e sua fluorescéncia ¢ extinta na presenca desse solvente.?'*'” E um
composto hidrofobico e metacromatico, com sua emissao variando do vermelho longo ao
amarelo dourado em ambientes hidrofobicos. Essa sonda ja foi utilizada para marcar o
colesterol no plasma humano, vesiculas lipidicas em células do musculo liso e culturas

de macrofagos incubados em baixa densidade.?®?

Diversos estudos permitiram o reconhecimento do envolvimento de lipideos em
inmeras vias essenciais a vida e a homeostase das células e dos organismos, por esse
motivo o estudo da captagdo e do metabolismo de lipideos vem se tornando uma demanda
crescente nas areas das ciéncias biologicas e da saade.?!® Os lipideos estdo envolvidos
em diversos processos de elevada importancia biologica que vao desde a manutencao das
membranas celulares até a produgdo de moléculas que atuam como segundos mensageiros
envolvidos nos processos de sinalizagdo celular e em processos inflamatérios.*!” Sendo
assim, entender o metabolismo de lipideos tem implicac¢des clinicas muito relevantes,
pois hoje ¢ amplamente reconhecido o seu envolvimento em uma série de doengas graves
como as cardiacas, imunes, metabolicas, neurodegenerativas, disfungdes ligadas ao

desenvolvimento embrionario/infantil e no cancer.?2%-226

\

Devido as limitagdes impostas a marcagdo de lipideos pelos marcadores
fluorescentes comerciais € urgente que se pense em novas moléculas fluorescentes que
apresentem Otima especificidade, estabilidade, reduzido fotodecaimento, elevado
rendimento quantico, deslocamentos de Stokes grandes, e acima de tudo, solubilidade em
solucdes aquosas (mesmo que parcial) de forma a manter-se disponiveis tanto em estoque

quanto durante a sua interagdo com as células.

Nesse sentido, novos nucleos fluorescentes tém sido estudados e apresentados na
literatura. Um exemplo disso € o ntcleo BTD, que teve sua primeira aplicagdo como
marcador fluorescente celular em 2007.3% Nesse trabalho, Neto e colaboradores

apresentaram a sintese de varios derivados do nucleo BTD que foram utilizados como
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marcadores fluorescentes intercaladores de DNA. Nesse mesmo ano, Chi e
colaboradores??’ sintetizaram um copolimero de fenileno-fluoreno com a unidade BTD,
caracterizaram e aplicaram na marcacdo de DNA. Em 2010 Oliveira e colaboradores
descreveram pela primeira vez a utilizacao de uma pequena molécula derivada da unidade
BTD na marcacao seletiva do nucleo de células tronco humanas. Inclusive um dos
derivados sintetizados no trabalho em questao apresentou uma performance de marcagao
melhor que o marcador comercial (DAPI).?*8 Em 2012 Neto e colaboradores'? publicaram
seus trabalhos de sintese e aplicagdo bioldgica de novos marcadores celulares derivados
do ntcleo BTD. As moléculas apresentadas pelo trabalho marcaram de maneira muito
eficiente e seletiva as mitocondrias celulares. O que demostra a grande versatilidade desse
nucleo em relagdo a sua aplicagdo bioldgica, uma vez que modificagdes em seus grupos
substituintes altera de maneira significativa a marcagdo seletiva desses compostos no

meio celular.

Outra molécula organica que tem sido utilizada cada vez mais na sintese de
marcadores celulares fluorescentes ¢ a quinolina (QN), apresentado na Figura 27.
Principalmente pelo fato de seus derivados serem compostos heterociclicos aromaticos
utilizados com frequéncia na quimica medicinal por varia décadas. Os compostos

derivados do niicleo QN apresentam atividade anticarcinogénica,”? anti-inflamatoria,>*°

231,232

antibacteriana, antimalarica,>*>?* antifilarica,®®> biocida,?*%*7 apresenta uma

elevada atividade antiplasmodial,?*®?*° inibe o virus da imunodeficiéncia humana

(HIV),>* sdo excelentes sondas luminescentes para detec¢do de determinados ions no

241-243

ambiente celular e também funcionam como corantes no imageamento

celular,?#4-246

R* RS
R® N R2
R6 N” O R!
R7
R=H

\ _/

Figura 29. Nucleo quinolina. R!, R?, R3, R* R3, R°e R7 indicam as posi¢des no anel que podem ser

utilizadas para insercdo de novos grupos substituintes.
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Um exemplo pratico da utilizacdo do nicleo QN no bioimageamento celular foi
publicado em 2015, por Kumar e colaboradores.?** Nesse trabalho foi descrita a sintese e
aplicagdo como intercalador luminescente de DNA de um composto derivado do nucleo
QN acoplado a uma chalcona. Eles apresentaram de maneira detalhada o estudo fotofisico
do novo composto obtido. Foram os primeiros a apresentarem de maneira detalhada a
interagcdo da nova molécula com o DNA assim como seu padrdo de orientagdo na dupla
hélice. Outro exemplo de utilizagdo do nucleo QN para sintese de compostos
fluorescentes foi publicado em 2017, por Kwon e colaboradores.>* Nesse trabalho trés
novas sondas derivadas do nucleo QN foram sintetizadas e testadas quanto sua afinidade
no meio celular. Duas delas apresentaram afinidade pelo material genético celular (DNA,
RNA) e ap6s uma pequena modificacdo estrutural a terceira apresentou seletividade para
marcac¢ao dos lisossomos das células testadas. Assim como a BTD o nticleo QN ¢ bastante
versatil, uma pequena modificagdo estrutural da molécula pode atribuir aos compostos

propriedades fotofisicas e seletividade completamente distintas.

A utiliza¢do de moléculas derivadas do nucleo QN no imageamento celular pode
ser explicada pelo fato desses compostos apresentarem, em geral, eficiente e rapida
permeabilidade no meio celular, baixa toxicidade, apresentam elevados rendimento
quanticos de fluorescéncia, boa razdo sinal ruido na fluorescéncia, bons deslocamentos
de Stokes, relativa solubilidade em sistemas bioldgicos aquosos, versatilidade do nticleo
para modificacdes estruturais e potencial para futuras aplicagdes biologicas

diferenciadas.?*®

A juncdo de compostos heterociclicos para formar novos sistemas moleculares
ainda hoje ¢ um desafio de grande relevancia para a quimica organica, pois €sses novos
sistemas apresentam caracteristicas quimicas e fisicas completamente diferente dos
materiais de partida.>*’ A conformacdo e o tamanho molecular, o grau e o padrio de
substituicdo do composto sdo responsaveis pelo reconhecimento e interagdo com
biomoléculas. Nucleos que apresentem essas caracteristicas sdo preferencialmente
adotados para atuarem como sondas. Sendo assim, a jun¢do do nicleo BTD com o ntcleo
QN surgiu como uma alternativa interessante para obtencdo de uma nova sonda
fluorescente. E importante destacar que essa ¢ a primeira proposta conhecida de sintese
de um hibrido fluorescente (jun¢ao de duas moléculas fluorescentes) utilizando o ntcleo
BTD. Fazendo a proposta inédita e possibilitando a oportunidade de tornar esse processo

pioneiro nesse tipo de sintese.
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Parte Experimental

2.1 - Obtencio do Hibrido fluorescente BTD-QN:

Para a sintese do hibrido fluorescente N-(quinolin-8-il)-4-amino-2,1,3-benzotiadiazol,
apresentado nesse capitulo, foi adicionado em um tubo Schlenk 0,68 mmol (103 mg) de
4-amino-2,1,3-benzothiadiazol, 1,32 mmol (275 mg) de 8-bromoquinolina, 5 mol% de
Pd(OAc); (ca. 8 mg), 10 mol% de PPhs (ca. 17 mg), 200 mol% de tBuOK (154 mg) e 5
mL de tolueno seco (Esquema 3). A mistura reacional foi submetida ao aquecimento (100

°C) e agitagdao magnética por 72 h.

PPh,
+ N_ _N - >
Br S Tolueno
1 2 Refluxo BTD-QN
72h i

Esquema 4. Reagdo para obteng@o do hibrido fluorescente N-(quinolin-8-il)-4-amino-2,1,3-benzotiadiazol.

Ao fim do periodo de 72 h a mistura reacional bruta foi filtrada com celite e o
produto foi purificado por cromatografia de coluna usando silica (230 mesh) como fase

estacionaria e uma mistura de hexano:acetato de etila (3:1 v/v). Rendimento: 13%.

2.2 — Equipamentos e analises:
~Infravermelho:

Os espectros de infravermelho (IV) da BTD-QN foram obtidos utilizando patilhas de
KBr, em uma faixa espectral de 4000 — 400 cm™!, utilizando o espectrdmetro Varian 640-

IR com transformada de Fourrier.

>'H e BC RMN:

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro Bruker Ascend™ Avance 111
HD de 14,1 T (600 MHz para 'H e 150 MHZ para '*C), utilizando uma sonda de didmetro
interno de 5 mm (BBOFO 5mm). Como solvente foi utilizado acetona deuterada

(COC2Dg).
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- Espectrofotometro de Absorcio:

Os espectros de absor¢ao foram obtidos em um espectrofotometro CaryWin 50 Varian.

-> Espectrofotometro de Fluorescéncia:

Os espectros de emissdo, o rendimento quantico e a fotoestabilidade foram obtidos
utilizando um Espectrofluorimetro Cary Eclipse (Varian CA-USA). O rendimento
quantico relativo do C-Dot-NH-BTD foi adquirido utilizando o sulfato de quinina como

padrio (®;=0.54)'** e de acordo com a metodologia proposta pela Jobin Yvon HORIBA.

> Espectrometro de Massas:

O espectro de massas de alta resolu¢cdo foi adquirido por um Espectrometro AB Sciex
TripleTOF 5600+, com calibragao interna por meio da infusao direta da amostra diluida

em uma solucdo de 1 ppm.

2.3 - Experimentos de imageamento celular:

A experimentacao em células foi realizada pelo grupo Coordenado pelo Prof. Dr. José R.

Corréa (IB-UnB). Gostaria de agradecer pela colaboragao.
=2 Cultura de células

Nesse trabalho foram utilizadas células MCF-7 (célula de adenocarcinoma de mama
humano), MDA-MB-231 (cé€lula de adenocarcinoma invasivo de mama humano), DU-
145 (células de cancer de prostata humano) e Caco-2 (células de adenocarcinoma epitelial
colorretal humano). Todas as linhagens de células foram mantidas em meio de cultura
apropriado conforme recomendado pela ATCC (American Type Culture Collection),
suplementado com 10% de soro bovino fetal, 100 UI/mL de penicilina e 100 pgmL™! de

estreptomicina a 37 °C em atmosfera com 5% de CO».
= Ensaios de fluorescéncia

As células foram cultivadas em lamelas de vidro redondas (de 13 mm) no fundo de uma
placa de 24 pocos, deixadas “overnight” para aderir e lavadas trés vezes com meio isento

de soro para remogado de células ndo aderentes. Apds atingir a confluéncia, as células
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foram separadas em duas amostras: células vivas e células fixadas. As amostras vivas
foram incubadas por 30 minutos em uma solucao de 1 uM de BTD-QN a 37 °C. Estas
amostras foram lavadas trés vezes com uma solu¢do tampao de PBS 1X (pH 7,4) a
temperatura ambiente e fixadas em formaldeido a 3,7% durante 30 minutos. As amostras
foram lavadas novamente trés vezes com a solucdo tampao de PBS 1X (pH 7.4) a
temperatura ambiente e as lamelas foram montadas sobre laminas de vidro utilizando o
ProLong Gold Antifade (Invitrogen, OR, EUA) de acordo com as recomendagdes do
fabricante. As amostras fixadas foram primeiramente lavadas trés vezes com uma solugao
tampao PBS 1X (pH 7.4) e entdo fixadas em formaldeido a 3,7% durante 30 minutos.
Apos o procedimento de fixagdo, as amostras foram lavadas trés vezes com a solucao
tampao de PBS 1X (pH 7,4) a temperatura ambiente e em seguida incubadas durante 30
minutos em solu¢ao 1 uM de BTD-QN a 37 ° C. Ap6s o tempo de incubagdo as amostras
foram lavadas trés vezes em PBS 1X (pH 7,4) a temperatura ambiente e as lamelas foram
montadas sobre laminas de vidro utilizando o ProLong Gold Antifade (Invitrogen, OR,
EUA) de acordo com as recomendagdes do fabricante. O controle negativo foi realizado
por incubacao das amostras até 0,1% de DMSQO, solvente utilizado no preparo da solu¢ao
estoque de BTD-QN. As amostras foram analisadas utilizando a Microscopia Confocal
Leica TCS SP5 e excitadas usando um laser com de comprimento de emissao de 488 nm.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata e foram realizadas trés repeticdes para

cada amostra de célula e condi¢do experimental.
= Marcagdo de lipideos neutros com a sonda comercial BODIPY

Os procedimentos de marcagdo com BODIPY foram realizados com o mesmo grupo de
células (células vivas e fixas) como descrito anteriormente. Resumidamente, as amostras
de células foram incubadas com BODIPY usando uma solu¢do de DMSO (12 uM)
durante 30 minutos a temperatura ambiente. ApOs a incubagdo das amostras, as células
foram lavadas trés vezes com uma solugdo tampao de PBS e as amostras foram montadas
sobre laminas de vidro usando o agente Prolong Gold Antifade (Invitrogen, OR, EUA)
de acordo com as recomendagdes do fabricante. As amostras foram analisadas utilizando
Microscopia Confocal Leica TCS e excitadas usando um laser com de comprimento de
emissao de 488 nm. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e foram realizadas

trés repeti¢des para cada amostra de célula e condicdo experimental.
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2 Quantificagdo de estruturas lipidicas

Foi realizada uma quantificagdo lipidica utilizando o software ImageJ. As imagens
obtidas das amostras marcadas pelo BODIPY e pelo BTD-QN foram ajustadas aos
mesmos limiares de cor. Além disso, as imagens foram tratadas por ajuste de nivel para
remocao maxima de coloracdes de fundo. Aplicou-se a ferramenta de analise de particulas
com a faixa de configuragdo de circularidade de 0,25 a 1,00. A opg¢ao in situ mostra que
os contornos de sobreposicao foram selecionados no software para possibilitar uma
inspecao visual da selecao automatica. O ajuste descrito acima foi capaz de incluir todas

as estruturas lipidicas das imagens.
= Ensaio de viabilidade celular

Os testes de viabilidade celular foram realizados utilizando-se células MCF-7 (linhagem
de célula de adenocarcinoma de mama humano), MDA-MB-231 (linhagem de célula de
adenocarcinoma invasivo de mama humano), DU-145 (linhagem de célula de cancer de
prostata humano) e Caco-2 (linhagem de célula de adenocarcinoma epitelial colorretal
humano). As células foram incubadas com uma solu¢ao 100 uM de BTD-QN e analisadas
por ensaios padrao de MTT (brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio),
seguindo as recomendagdes do fabricante (P & D System Inc, MN, EUA).

Resumidamente, 3 x 10° de cada linhagem de célula foi cultivada em uma placa de
96 pocos e mantidos a 37 © C durante a noite. Essas amostras foram incubadas por 24
horas em uma solu¢do de BTD-QN (100 uM). Como controle negativo, células foram
incubadas apenas com o meio de cultura e como controle positivo, células foram
incubadas com solugdo de DMSO com concentragdo abaixo de 0,1 % nas mesmas

condicoes.

As amostras foram incubadas em meio de cultura celular com uma solugao de 150
ul de MTT (0,5 mg mL") por 4 horas, no escuro e a 37 ° C. O MTT é reduzido por células
metabolicamente ativas a cristais insoluveis de formazan (de coloracdo purpura) que se
acumularam no interior do citoplasma das células. A solucdo de MTT foi removida e foi
adicionado 200 pl de DMSO em todas as amostras para solubilizar os cristais do corante
formazan. A placa foi lida no espectrofotometro Spectramax M5 (Molecular Devices,
CA, EUA) e o comprimento de onda ideal para absorbancia foi de 570 nm. O ensaio MTT
foi realizado em triplicata e também foram realizados trés ensaios independentes. A

inibicao da viabilidade celular foi determinada pela avaliagdo do resultado MTT obtido
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para amostras de teste comparadas com as amostras controle nas mesmas condigdes,
seguindo a expressao Sobrevivéncia % = [(Amostra Testada - Branco)/(Amostra Controle

- Branco)] x 100.
=2 Procedimentos de manutengdo e marcagdo do Caenorhabditis elegans

Os nematoides foram mantidos em meio de 4gar NGM (meio de crescimento nematodeo)
inoculado com E-coli (estirpe NA22) em placas de Petri. Os vermes foram cultivados e
mantidos a 22 ° C por 30 dias. Foi adicionado meio M2 nas placas de petri e 0 meio M2
e os vermes foram recolhidos e transferidos para tubos de plastico (de 1,5 mL) e
centrifugados a 2348 G durante um minuto. O sobrenadante foi descartado e este processo
foi repetido por duas vezes. Os vermes foram incubados em paraformaldeido 4% por 15
minutos, as amostras foram submetidas a congelamento (em N») e descongeladas (em
agua a temperatura ambiente). As amostras foram lavadas trés vezes em meio M2 e
incubadas por duas horas com BTD-QN (10 uM) ou em BODIPY (12 uM). As amostras
foram lavadas trés vezes em meio M2 e colocadas em laminas de vidro contendo Poli-L-
Lisina com concentrag¢do 0,1%. As amostras foram montadas usando o agente Prolong
Gold Antifade (Invitrogen, OR, EUA). As aquisi¢des de imagens foram realizadas
utilizando Microscopia Confocal Leica TCS-SP5. Os ensaios envolvendo C. elegans

foram realizados em triplicata e os experimentos foram repetidos trés vezes.
=2 Marcagdo animal (camundongos) e procedimento cirurgico

A experimentagdo in vivo de camundongos foi realizada pelo grupo Coordenado pelo

Prof. Dr. Gustavo Menezes (UFMG). Gostaria de agradecer pela colaboragao.

Camundongos C57B1/6 machos com 13 semanas de idade foram obtidos do Centro
de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-UFMG, Brasil). Os
ratos foram condicionados sob condi¢des controladas de temperatura (24 °C) e
luminosidade (ciclos de luz/escuridao de 12/12 h), com ragao e agua ad libitum. Os ratos
foram alimentados com dieta rica em gordura (HFD) ou dieta padrao (SD) por nove
semanas. Apos esse periodo, os camundongos foram submetidos ao imageamento
confocal intravital. Para o procedimento, eles foram anestesiados (i.p.) com uma mistura
de cetamina (60 mg por kg, Syntec) e xilazina (15 mg por kg, Syntec) e foi realizada uma
laparotomia de linha média para expor o tecido adiposo e o figado para o imageamento.
ApoOs a cirurgia, os camundongos receberam a solucdo de BTD-QN (20 uL, 10 uM)

diretamente na superficie do tecido adiposo epididimal e na superficie do figado (5 min
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de exposicao). Para o video, apds a cirurgia, o camundongo recebeu uma dose tnica da
solucao de BTD-QN (20 pL, 10 uM) e de Hoechst 33342 (5 uL de uma solugdo estoque
de 3mg.mL™) por injecdo intravenosa. Os camundongos de controle foram submetidos ao
mesmo processo experimental mas ndo receberam o corante de BTD-QN. Os
camundongos foram visualizados usando um Microscopio Nikon A1R Confocal
equipado com excitagao a laser a 488 nm e emissao a 531-541 nm. As imagens foram

analisadas usando o software Volocity 6.3.

Todos os estudos com animais foram aprovados pelo Comité de Cuidado e Uso de

Animais da Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil (CEUA 147/2016).

2.4 — Calculos computacionais

Os célculos computacionais foram realizados pelo grupo Coordenado pelo Prof. Dr.

Heibbe Cristhian Benedito de Oliveira (IQ-UnB). Gostaria de agradecer pela colaboragao.

O tratamento tedrico do composto BTD-QN foi realizado utilizando a teoria da
teoria do funcional de densidade (DFT) implementada no conjunto de programas
Gaussian 09.%*® A otimizac¢do da geometria do estado fundamental (So, em fase gasosa e
agua) foi conduzida com o conjunto de bases e valéncias divididas 6-311G (d,p) de Pople
e o funcional de correlagdao hibrida de troca usando o método atenuante de Coulomb
(CAM-B3LYP). Os calculos de frequéncia harmonica foram realizados para verificar se
localizamos um minimo genuino. As geometrias otimizadas foram usadas para o célculo
de TD-DFT de ponto Unico usando diferentes correlacdes de troca (XC) funcionais
(wB97XD, PBE1PBE, M062X ¢ CAM-B3LYP) em combinacdo com um conjunto de
base 6-311+G(2d,p). Em particular, os espectros de absor¢do foram obtidos em estreita
concordancia com os experimentos usando o conjunto de bases 6-311+G (2d,p).24*%°
Para incluir os efeitos do solvente (dgua) em nossos calculos da mecanica quantica,
empregamos o campo de reacao auto-consistente (SCRF) com o modelo de continuidade

polarizavel (PCM)*!233 a molécula de soluto foi encerrada em uma cavidade embutida

em um meio dielétrico.
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Resultados e Discussao:

O hibrido fluorescente BTD-QN foi obtido utilizando a metodologia de acoplamento
cruzado proposta pelos cientistas Stephen L. Buchwald e John F. Hartwig. Essa
metodologia ¢ conhecida como reagdo de acoplamento cruzado Buchwald-Hartwig e
consiste na sintese de aril aminas mediada comumente por um catalizador de paladio, na
presenca de uma base, um solvente organico e aquecimento. Os reagentes necessarios
para sintese sdo: um haleto de arila ou pseudoarilas (por exemplo triflatos) € uma amina
primaria ou secundaria. Nesse trabalho o haleto de arila utilizado foi a 8-bromoquinolina

€ a amina primaria foi a 4-amino-2,1,3-benzothiadiazol.

Os principais sinais vistos no espectro de FTIR da BTD-QN estdo apresentados na
Tabela 2. O espectro de FTIR, também ¢é apresentado (Figura 30). E possivel observar
vérias bandas de 900 a 690 cm™ referentes aos dobramentos para fora do plano dos C-H
aromaticos (em destaque a banda em 730 cm™). Em 1110 cm™! é possivel observar uma
banda referente ao estiramento da ligagdo C-N. Em 1490 cm! ¢ possivel observar uma
banda referente ao estiramento das ligagdes C=C aromaticas. Em 1460 e em 1570 cm™ é
possivel observar o estiramento das ligacdes C=N do anel da BTD. Em 2850, 2920 e em
3045 cm™' é possivel observar bandas referentes aos estiramentos das ligagdes C-H
aromaticas. E em 3280 cm™ é possivel observar uma banda referente ao estiramento da

ligacao N-H.

Tabela 2. Principais estiramentos e dobramentos observados no espectro de FTIR da BTD-QN.

BTD-QN
Comprimento de
(R onda (cm™)
C—H aromatico

(dobramento) 730
C—N 1110

c=C 1490
L 1460
=N 1570
C—H aromdtico gg;g
(estiramento) 3045
N-H 3280

O espectro de FTIR ¢ apresentado juntamente com a estrutura molecular da BTD-
QN para melhor visualizagao dos comprimentos de onda referentes a cada banda (Figura

30).
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Figura 30. Espectro de FTIR da BTD-QN. Os estiramentos e dobramentos das ligagdes foram apresentados

em destaque.

A aquisi¢do dos espectros de 'H e '*C RMN (Figuras 31 e 32) permitiram a
caracteriza¢do da molécula obtida. No espectro de 'H (Figura 30) ¢é possivel observar um
singleto em 10.06 ppm referente a um H da amina presente na molécula. Observam-se
trés dupletos de dupletos referentes aos trés H da por¢cao BTD da molécula em 8.97 ppm
(J1=4Hz,J>=2Hz), 838 ppm (J; =8 Hz, J,=2 Hz) e em 7.96 ppm (J; =8 Hz, > =1
Hz). Observam-se trés multipletos referentes aos 6 H da pocdo QN da molécula em 7.72
ppm (m, 2H), 7.64 ppm (m, 2H) e em 7.53 ppm (m, 2H). Também ¢ possivel observar,
no espectro de 'H, alguns sinais provenientes de residuos de solventes e graxa. Em 0,12
ppm € possivel observar um sinal referente a graxa de silicone, em 0,89 e em 1,28 ppm ¢
possivel observar sinais caracteristicos de residuo de hexano em acetona, em 1,41 ppm ¢
possivel observar um sinal caracteristico de residuo de ciclohexano em acetona e em 2,82

ppm ¢ possivel observar um sinal caracteristico de residuo de agua em acetona.
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Figura 31. Espectro de 1H da BTD-QN em acetona deuterada, com a integral dos picos. A regido de 7,4 a 10,5 ppm foi ampliada para melhor visualizagdo dos sinais.
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No espectro de '3C (Figura 32) observam-se sinais seis sinais de 156,6 até 137,5
ppm referentes aos carbonos da por¢do BTD da molécula e de 135,3 até 107,9 ppm nove
sinais dos carbonos da po¢ao QN da molécula. Também ¢ possivel observar sinais
caracteristicos de impurezas e solventes analisando o espectro de '°C. Em 14,40, 23,37 ¢

32,66 ppm ¢ possivel observar sinais caracteristicos de residuo de hexano em acetona.
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Figura 32. Espectro de 13C da BTD-QN em acetona deuterada. A regido de 100 a 160 ppm foi ampliada para melhor visualizagdo dos sinais.
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No espectro de ESI(+)-MS de alta resolucao (Figura 33) ¢ possivel observar um
sinal de razdo massa carga de 279.0702 referente a estrutura da BTD-QN mais um proton
([CisH10N4S + H]"). O valor exato calculado para o composto ¢ de 279.0704, o que
confere um erro muito baixo (0,7 ppm) para a analise. Sao observados dois sinais de razao
massa carga 280,0726 e 281,0669 que correspondem ao padrao isotopico dos atomos de

nitrogénio e enxofre respectivamente, presentes na estrutura.

Spectun from LAGMET_Giasle@2016-08-16.wif (sample 5] - ETDGN, Expeiment 1, ~TOF MG (50 - 500) from DAET to 0.5 min, subirac -ied by (Spectrum from LAGMET _Giasle@2016-03-16.wif (sample 3] - MeCN, Experimert 1, +TOF NS (50~ 600) from 0.460 1 0.600 mir
706 2780702
5565
5065
5565
5065
4565

2 40
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255

1565
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5004 138.1226 2843308 |
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T 0 100 120 140 180 180 200 220 240 260 280 360 380 400 420 440 460 480 500 820 540 560 520

Figura 33. HR-ESI(+)-MS da [BTD-QN-+H]".

As caracteristicas fotofisicas da BTD-QN foram determinadas por meio da
aquisicdo dos espectros de UV-Vis e de emissao (Figura 34-a e b, respectivamente) em
doze diferentes solventes e com concentracdo de 10 uM. Nos espectros de UV-Vis
(Figura 34-a) observa-se uma banda com maximo de absor¢do em aproximadamente 360
nm (menos para a dgua e o cloroférmio) que pode ser atribuida a transicdo n—c* das
ligagdes C—N e N—S. Também ¢ observada uma banda de absor¢ao larga com maximos
em aproximadamente 450 nm que pode ser atribuida a transi¢cio mt—n* dos carbonos sp’
aromaticos. Analisando os espectros de fluorescéncia para os diferentes solventes (Figura

34-b) ¢ possivel observar que o padrao de fluorescéncia ¢ extremamente dependente da

natureza o solvente.
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Figura 34. (a) Espectros de UV-VIS em diferentes solventes e em (b) Espectros de fluorescéncia em diferentes solventes da BTD-QN.
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Para melhor visualizagdo, os dados obtidos foram organizados e dispostos na

Tabela 3.

Tabela 3. Dados de UV-VIS ¢ emissdo (em diferentes solventes) para BTD-QN. Concentragdo de 10 uM

para todas as analises.

}\rmax }\rmax Stokes shift

Solventes (abs)(nm) log e (em)(nm) (nm)
Dimetil Sulfoxido 445 3.94 620 175
Agua 445 2.93 565 120
Acetato de Etila 440 3.84 575 135
Diclorometano 450 3.98 615 165
Acetonitrila 440 3.79 615 175
Tolueno 440 3.89 600 155
Etanol 450 3.79 570 120
Cloroformio 450 3.64 595 145
Metanol 440 3.84 610 170
Dimetilformamida 445 3.87 610 165
Ciclohexano 445 3.93 533 88

Hexano 440 3.88 533 93

Sao observados grandes deslocamentos de Stokes (88-175 nm) e coeficientes de
extingdo molar (valores de log € entre 2,93 - 3,98 mM™! cm™). O grande deslocamento de
Stokes (120 nm) observado em meio aquoso indica a possibilita de utilizagdo dessa sonda
em experimentos de bioimageamento uma vez que essa ¢ uma das caracteristicas

essenciais que uma sonda de alto desempenho deve apresentar.

A diferenca nos valores de maximos de absor¢cao da BTD-QN para os diferentes
solventes testados ¢ bem pequena (440-450 nm, AL = 10 nm), o que indica a quase
auséncia de transferéncia de carga no estado fundamental desse composto. Os maximos
de absorcdo da molécula em todos os solventes estdo na regido visivel, sendo assim,
nenhuma irradiacdo na regido UV seria necessdria para os experimentos de

bioimageamento e, portanto, a autofluorescéncia pode ser facilmente evitada.

Todos os espectros de fluorescéncia foram obtidos irradiando as solugdes em seus
maximos de absor¢cdo. Observa-se que os maximos de emissdo para os diferentes

solventes estdo entre as regides verde e vermelha. Os maximos de emissao foram
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observados entre 533 e 620 nm, o que indica a existéncia de algum tipo de efeito de
estabilizacdo do estado excitado. A metodologia para avaliagdo do efeito solvatocromico
proposta por Reichardt?>* (Figura 35-a) indica que o solvente promove a estabilizagio do
estado excitado e permite o processo de transferéncia de carga, o que ndo ocorre no estado
fundamental. Uma vez que as polaridades do estado fundamental e do estados excitado
de um fluoroforo sdo diferentes, uma mudanca na polaridade do solvente induzird uma
estabilizacdo diferente dos estados, portanto, ocorrera uma modificacdo da energia entre
esses estados eletronicos (Figura 35-c e d).>> Dessa forma, variagdes na posigio,
intensidade e forma dos espectros de absor¢do e emissao podem ser usados como um
indicador direto de mudangas de solventes ou modificacdo das caracteristicas do ambiente
que circunda a sonda.?>® Além dos espectros de absor¢io e emissdo, o rendimento
quantico pode ser afetado pela polaridade do meio. Esse efeito foi observado ao se
determinar o rendimento quantico da BTD-QN em acetonitrila e em tolueno. Os valores
de RQ obtidos foram de 0,003 e 0,260, respectivamente, mostrando que a fluorescéncia

da BTD-QN ¢ intensificada na presenca de solventes apolares.
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Figura 35. (a) Efeito solvatocromico obtido pelos Valores de EtN vs. deslocamento de Stokes (cm™') para os solventes testados; (b) Analise de fotoestabilidade realizada em
agua; (c) Diagrama de energia orbitalar e graficos HOMO-LUMO para a fase gasosa e em solugdo aquosa obtidas por meio de calculo teérico com a base PBE1PBE/6-
311+G(2d,p)//CAM-B3LYP/6-311G(d, p) ¢ em (d) Diferenga entre as densidades eletronicas de S; e So obtidas por meio de calculo tedérico com a base PBEIPBE/6-
311+G(2d,p)//CAM-B3LYP/6-311G(d, p) da BTD-QN. *Os dados obtidos por meio dos calculos teéricos sdo apresentados no Anexo 1.
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Apesar da estabilizacdo do estado excitado promovida pelos solventes, os dados do
experimento de fotoestabilidade indicam que o composto é capaz de voltar para seu estado
fundamental sem degradagdo. O experimento de fotoestabilidade (Figura 35-b) foi
realizado irradiando a solug@o aquosa com o composto no maximo de absor¢ao (445 nm)
e coletando a intensidade de emissao no seu maximo de emissao (565 nm), por 4 horas.
Nao ocorreu diminui¢do da fluorescéncia durante a realizagdo do experimento, como
tipicamente observado para derivados de BTD fluorescentes.?>”?° No geral, os dados

fotofisicos obtidos sdo tipicos para BTDs n-substituidas fluorescentes.?*

A fluorescéncia da BTD-QN também foi avaliada na presenca do agente surfactante
dodecil sulfato de so6dio (SDS). Foi preparada uma solucdo aquosa de BTD-QN com
concentragdo 10 uM e foram sendo adicionadas quantidades conhecidas de SDS e
adquiridos os respectivos espectros de emissdo. A Figura 36-a, apresenta os espectros da
solugdo de 10uM de BTD-QN em diferentes concentragdes de SDS, onde ¢ observado
que a presenca do surfactante suprime de maneira significativa a emissao de energia em
forma de luz da BTD-QN. Entretanto, quando o SDS atinge sua constante micelar critica
(CMC) em 8 mM?®!, observa-se um aumento gradativo da fluorescéncia a medida que a
concentracdo de SDS ¢ aumentada (Figura 36-b). Isso indica que a BTD-QN ¢ altamente

apolar e interage com a parte apolar do SDS, quando o mesmo comega a formar micelas.
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Figura 36. (a) Espectros de fluorescéncia da BTD-QN na presenga de diferentes concentragdes de SDS.
Em aproximadamente 520 nm observa-se uma banda de emissdo proveniente do SDS. (b) Intensidade de

fluorescéncia nas diferentes concentragoes de SDS.
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Antes de se iniciar os experimentos de bioimageamento, foram realizados
experimentos de viabilidade celular, ndo sendo observado nenhum efeito citotoxico
causado pela BTD-QN (Figura 37). Para esse experimento, foi utilizada uma solucdo de
BTD-QN de 100 uM, ou seja, aproximadamente 100 vezes mais concentrada que as
solucdes utilizadas nos experimentos de imageamento das células cancerigenas. Os testes
de viabilidade foram realizados para todas as linhagens celulares utilizadas nos
experimentos de bioimageamento, sdo elas: células MCF-7 (linhagem de célula de
adenocarcinoma de mama humano), MDA-MB-231 (linhagem de célula de
adenocarcinoma invasivo de mama humano), DU-145 (linhagem de célula de cancer de

prostata humano) e Caco-2 (linhagem de célula de adenocarcinoma epitelial colorretal

humano).
150
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Figura 37. Ensaios de viabilidade celular. Nao foi observado efeito citotoxico estatisticamente significativo
nas amostras incubadas com BTD-QN (24 horas). A incubacdo na presenga de DMSO foi utilizada como
um controle positivo devido ao seu efeito citotdxico ja conhecido que depende da concentragdo do solvente

no meio celular. As amostras mantidas apenas no meio de cultura foram utilizadas como controle negativo.

A BTD-QN foi testada no bioimageamento de diferentes linhagens celulares para
estabelecer se o fluor6foro hibrido projetado mostraria de fato uma preferéncia por
estruturas lipofilicas no ambiente celular. As células Caco-2 foram utilizadas nos testes
iniciais de marcacao celular Figura 36. Os resultados obtidos utilizando essa linhagem
celular mostraram que a estratégia usada para direcionar a sonda hibrida fluorescente para
estruturas lipofilicas foi bem-sucedida. Goticulas lipidicas foram coradas seletivamente.

O composto proporcionou um sinal fluorescente verde brilhante e intenso, como esperado
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a partir dos dados fotofisicos. Nao foi observado a diminui¢do da intensidade de emissao
(fotobranqueamento) a olho nu nas condi¢des operacionais padrao durante o processo de
aquisicdo de imagens. Estruturas citoplasmaticas especificamente esféricas foram
seletivamente marcadas tanto nas células vivas (Figura 38-A) quanto nas células fixadas
(Figura 38-C). Devido aos aspectos morfologicos e a distribuigdo celular das estruturas
coradas, a BTD-QN pode ser usado como um eficiente corante seletivo de goticulas
lipidicas. Nenhuma alteragdo morfolégica pdde ser detectada por microscopia de
contraste de fase (Figura 38-B e D), indicando, ndo haver citotoxicidade promovida pelo

corante testado. Resultados que estd de acordo com os ensaios de viabilidade celular.

Figura 38. Perfil fluorescente das células Caco-2 incubadas com BTD-QN (1 uM). (A) e (B) apresetam
amostras vivas enquanto que (C) e (D) apresentam amostras fixadas. (B) e (D) mostram os aspectos
morfologicos normais das amostras por microscopia de contraste de fase. As setas brancas indicam os
corpos lipidicos amplamente distribuidos no citoplasma das células. A letra “N” corresponde as regides dos
nucleos das células (mostrados como vazios negros), onde ndo houve marcagdo fluorescente. Barra de

escala de referéncia de 25 um.
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A fim de se confirmar a coloragdo seletiva de goticulas lipidicas usando a BTD-
QN, foi realizado um ensaio adicional com o BODIPY, um marcador amplamente
utilizado para colorac¢do com lipidios neutros. Os resultados (Figura 39) confirmaram que
as estruturas celulares esféricas coradas pela BTD-QN eram goticulas lipidicas, uma vez
que o padrdo fluorescente e a distribui¢do obtida pela coloragao do BODIPY em células
vivas t€ém o mesmo padrdo obtido do grupo de células vivas coradas com a sonda
desenvolvida. E possivel afirmar, ao fazer uma comparagéo das imagens, que a BTD-QN
poderia de fato marcar mais estruturas esféricas do que aquelas observadas pelo corante
comercial, uma vez que o BODIPY ¢ usado para marcagdo de estruturas neutras e,

portanto, goticulas ndo neutras podem escapar a deteccao.

Figura 39. Padrdo de coloracdo fluorescente de células Caco-2 usando o BODIPY disponivel
comercialmente (12 uM) e a BTD-QN (1 uM)). (A) e (C) apresentam as imagens das células vivas
marcadas com BODIPY e BTD-QN, respectivamente. As setas brancas mostram as estruturas de goticulas
lipidicas. (B) e (D) mostram os aspectos morfologicos normais das amostras por microscopia de contraste
de fase. Os nucleos das células foram corados com o corante comercial conhecido como DAPI (emissao

azul) e a letra “N” corresponde as regides dos nucleos das células. Barra de escala de 25 pm.
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Linhagens celulares adicionais também foram testadas para mostrar a
especificidade do corante hibrido para estruturas de goticulas lipidicas (Figuras 40 a 42).
A linhagens de células MCF-7, MDA-MB-231 e DU-145 tiveram suas goticulas lipidicas
coradas com sucesso com o hibrido BTD-QN. Todas as amostras das diferentes células
mostraram sinais fluorescentes verdes brilhantes e, como esperado para o marcador

lipidico, ndo foram encontradas dentro dos ntcleos dos modelos celulares.
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Figura 40. Padrio de coloragdo fluorescente das células MCF-7 usando o BODIPY disponivel
comercialmente (12 uM) e a BTD-QN (1 uM). (A) e (C) apresentam as imagens das células vivas marcadas
com BODIPY e BTD-QN, respectivamente. As setas brancas mostram as estruturas de goticulas lipidicas.
(B) e (D) mostram os aspectos morfologicos normais das amostras por microscopia de contraste de fase. A

a letra “N” corresponde as regides dos nucleos das células. Barra de escala de 25 pum.
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Figura 41. Padrdo de coloragdo fluorescente de células MDA-MB-231 usando o BODIPY disponivel
comercialmente (12 uM) e a BTD-QN (1 uM). (A) e (C) apresentam as imagens das células vivas marcadas
com BODIPY e BTD-QN, respectivamente. As setas brancas mostram as estruturas de goticulas lipidicas.
(B) e (D) mostram os aspectos morfoldgicos normais das amostras por microscopia de contraste de fase. A

a letra “N” corresponde as regides dos nucleos das células. Barra de escala de 25 pm.
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Figura 42. Padrio de coloragdo fluorescente de células DU-145 utilizando o BODIPY disponivel
comercialmente (12 uM) e a BTD-QN (1 uM). (A) e (C) apresentam as imagens das células vivas marcadas
com BODIPY e BTD-QN, respectivamente. As setas brancas mostram as estruturas de goticulas lipidicas.
(B) e (D) mostram os aspectos morfologicos normais das amostras por microscopia de contraste de fase. A

letra “N” corresponde as regides dos nucleos das células. Barra de escala de 25 pm.

As imagens dos dois ensaios de coloragao (BODIPY e BTD-QN para a linhagem
Caco-2) foram submetidas a uma analise quantitativa dos valores de pixels realizados no

software ImageJ?®?

e os dados sdo mostrados em formato de histograma (Figura 43). A
utilizacdo do fluordforo hibrido desenvolvido permitiu a coloragdo de ca. 47% mais
estruturas lipidicas do que o uso do BODIPY comercial. A média calculada para o
BODIPY foi de 152 estruturas, enquanto que para o BTD-QN foi de 224 estruturas. Essa

¢ uma diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 43. Quantificacdo de estruturas lipidicas a partir do perfil fluorescente de células cancerigenas
Caco-2 vivas coradas com BTD-QN e com BODIPY (comercialmente disponivel). A diferenca de goticulas

lipidicas coradas por estes dois compostos foi estatisticamente significativa. * = p <0,05.

Para melhor compreensao destes resultados, foi realizado um experimento para
determinagdo do equilibrio de parti¢ao (entre octanol:agua a 30 °C) da BTD-QN. Para a
realizagdo do experimento, foi adicionada uma quantidade conhecida de amostra em uma
mistura de octanol e 4gua (1:1). A mistura foi agitada vigorosamente e depois deixada em
repouso até a separagdo das fases. Foi coletada uma amostra de cada fase para posterior
analise de Uv. A concentracdo em cada solvente foi determinada com auxilio de uma
curva de calibragdo. O experimento visa estimar a distribui¢do do corante entre as
goticulas lipidicas e o citosol. Pode-se determinar que até 1% de BTD-QN foi encontrado
no meio aquoso enquanto 95% estava na fase apolar (octanol). Houve uma perda de 4 %
durante a realizagdo do experimento. A alta afinidade da BTD-QN pelas estruturas
lipofilicas ¢, portanto, uma boa indicagdo para a origem da alta especificidade observada

nos experimentos celulares e aponta firmemente para a eficiéncia da estrutura sintetizada.

Para ampliar as possibilidades de aplicagdo no bioimageamento dos derivados
fluorescentes de BTD, a nova estrutura hibrida também foi utilizada como um marcador
para coloragdo de C. elegans (modelo complexo). Experimentos de marcacgdo utilizando
modelos complexos, isto ¢, um organismo multicelular sdo essenciais para assimilar os
processos biologicos ndo compreendidos no nivel celular.?®® Por exemplo, a genética e a
regulagao fisiologica do armazenamento lipidico pode ndo ser avaliada exclusivamente

no nivel celular, e esse tipo de estudo exige modelos complexos vivos intactos, como o
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C. elegans.*®* Esse modelo complexo também ¢ conhecido por ser de suma importancia

para os estudos de biologia lipidica.?%

As melhores condi¢des de andlise foram totalmente otimizadas (Figura 44) e a
regido verde (como esperado) foi a melhor para acompanhar a emissdo de fluorescéncia,
entretanto vale destacar que a BTD-QN apresentou emissao de luz na regido do vermelho.
Sem o uso do corante, nenhuma marcagdo seletiva pode ser observada, apenas a
autofluorescéncia do verme, mas na presenca de BTD-QN e do marcador de referéncia

BODIPY, ¢ possivel observar as gotas lipidicas que compdem o corpo do verme.

Azul Verde Vermelho Campo Claro

Nao tratado BTD-QN

BODIPY

Figura 44. C. elegans marcado com o composto BTD-QN, sem nenhum marcador fluorescente e marcado

com o marcador de referéncia Bodipy.

A Figura 45 apresenta a imagem ampliada obtida do C. elegans apds a marcacao
com a BTD-QN. E possivel observar a alta seletividade da BTD-QN pela alta defini¢io

das goticulas lipidicas no corpo do verme.
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Figura 45. C. elegans tratado com o novo composto hibrido fluorescente BTD-QN.

Uma grande desvantagem dos corantes comerciais comumente utilizdos, como

BODIPY, ¢ sua elevada inespecificidade quando usados como o marcador lipidico para
266 .y . .

modelos complexos.”® Corantes comerciais também coram granulos autofluorescentes

nos C. elegans, levando a conclusdes erroneas devido a falta de especificidade para a

coloragdo do verme.?*® Esses problemas nio foram observados usando o novo hibrido

fluorescente BTD-QN, uma vez que a sua seletividade para os corpos lipidicos foi de

longe melhor e ndo se observou autofluorescéncia nas condi¢des das andlises (Figura 46).
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Figura 46. Padrdo de coloragdo fluorescente do C. elegans usando BODIPY (A, 12 uM) e BTD-QN (C,
10 uM). Observa-se em (C) uma notavel especificidade de coloracdo de BTD-QN para corpos lipidicos
dentro do verme enquanto (A) mostra o padr@o de coloragdo com o BODIPY que produziu ruido de fundo

(setas vermelhas). Barra de escala de referéncia 100 pm.

O padrao de coloracdo do BODIPY observado no C. elegans mostrou os corpos
lipidicos corados, entretanto também foi observada coloracdo de fundo inespecifica
distribuida ao longo do corpo de vermes (Figura 46-A). O padrdo de fluorescéncia
observado nos nematoides corados com a BTD-QN foi muito mais intenso ¢ altamente
especifico, e nenhuma coloracao de fundo pode ser detectada nos vermes (Figura 46-B).
A BTD-QN promoveu uma coloracao precisa dos corpos lipidicos, mostrando varias
estruturas esféricas dispersas no interior do corpo do nematdide, com uma clara

acumulacdo na regido anterior do corpo do verme (uma regido normalmente rica em
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lipidios). Para mostrar a seletividade do corante dentro do verme, um video de curta

duracao (distribui¢ao 3D do marcador) foi gravado.

Com o objetivo de se ampliar ainda mais as possibilidades de aplicagdo dos
fluorescentes seletivos derivados da BTD, a BTD-QN foi testada para marcacdo em
animais vivos. O teste inicial foi realizado com células de adipdcitos porque elas estdo
diretamente envolvidas em questdes de obesidade e sdo conhecidas por serem ricas em
lipideos, especialmente em animais alimentados com dieta rica em gordura. Os adipocitos
ricos em lipidios sdo propensos a acumular acidos graxos livres toxicos e ativar as vias
de apoptose via quinase c-Jun N-terminal, conhecida como JNK.?$” Quando as gorduras
viscerais se acumulam, a agdo hepatica ¢ estabelecer um ambiente pro-inflamatorio. As
células hepaticas, por sua vez, estdo muito proximas das células imunologicas, e t€ém
acesso direto a uma vasta rede de vasos sangiiineos.”®’” Um dos principais problemas
causados pelo acimulo de lipideos nas células ¢ a indugdo de lipotoxicidade, como
demonstrado recentemente.’®® Questdo esta, associada a varias doencas e condi¢des
patoldgicas, incluindo inflamag@o hepatica, resisténcia a insulina e esteato-hepatite ndo

alcoolica (NASH), entre outras. 29272

O corante desenvolvido (BTD-QN) foi entdo utilizado na marcagdo de adipdcitos
e hepatdcitos de camundongos submetidos a uma dieta padrdo e uma dieta rica em
gordura. As melhores condi¢des de andlise foram totalmente otimizadas (Figura 47) e a
regido verde (como esperado) foi a melhor para acompanhar a emissao de fluorescéncia.
Sem o uso do corante, nenhuma resolucdo celular pode ser observada, mas na presenca

de BTD-QN, adipdcitos puderam ser muito bem marcados.
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Controle

BTD-QN

Figura 47. Células de adipdcitos marcadas com o uso de BTD-QN (10 uM) e otimizagdo das condigdes de visualizagdo para acompanhar o imageamento in vivo dos

camundongos.
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Os experimentos foram realizados em um procedimento cirargico usando animais
vivos anestesiados e expondo o tecido adiposo e posteriormente o figado do animal. A
fluorescéncia verde brilhante da BTD-QN permite a perfeita visualizagdo da morfologia
dos adipocitos com alta resolucdo (Figura 48). A alta fotoestabilidade do composto

desenvolvido evitou qualquer degradagao notadvel nem fotodegradagdo durante o periodo

de tempo do experimento.

Ratos com dieta normal

Ratos com dieta com alto teor de gordura

Tecido adiposo- Controle Tecido adiposo+Corante (BTDQN)
Laser 488nm/ Filtros em 531/541  Laser 488nm/ Filtros em 531/541

Figura 48. BTD-QN (10 pM) como corante para marcacdo dos adipdcitos em modelo animal vivo. A
esquerda, é possivel observar o camundongo vivo com o tecido adiposo exposto. Acima na Figura
encontram-se as células de adipécitos de camundongos com dieta padrdo sem a marca¢ao e marcadas com
BTD-QN. Abaixo s3o apresentadas as imagens do tecido adiposo do camundongo com dieta rica em

lipideos sem marcacdo ¢ marcadas com a BTD-QN. Barra de escala de 130 pum.

Foi realizado um procedimento de coloragao dupla (BTD-QN mais Hoechst 33342
marcador de nucleo disponivel comercialmente) para visualizar os corpos lipidicos e
nucleos das células (coradas em azul) através do fluxo sanguineo. Ambos os corantes
foram injetados por via intravenosa do animal e visualizados no figado (Figura 47). Um

video da marcagdo de aciimulo de lipideos nas células do figado do animal foi gravado.
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A capacidade da BTD-QN em marcar os acumulos de lipideos nos hepatdcitos pode ser

utilizada no estudo de doencas associadas ao acumulo de gordura no figado.

Controle

Ratos com dieta com alto teor de gordura

Ratos com dieta padréo Com o corante BTD-QN

Com corante BTD-QN

Figura 49. Marcacdo de acimulos de lipideos em hepatdcitos com BTD-QN (10 uM). Acima a esquerda
¢ apresentada a fotografia do camundongo vivo com o figado exposto. Acima a direta observa-se a imagem
do figado apenas com o marcador comercial de nticleo (Hoechst 33342). Abaixo a esquerda ¢é apresentada
a imagem da marcag@o de hepatocitos do camundongo com a dieta padrio utilizando a BTD-QN. Abaixo
a direita, ¢ apresentada a imagem da marcagdo de regides de acimulo de lipideos em hepatocitos de ratos

com a dieta rica em gordura utilizando a BTD-QN. Barra de escala de 130 pum.

O experimento mostrou que a BTD-QN poderia ser usada para seguir 0s corpos
lipidicos no fluxo sanguineo através da inje¢do intravenosa da solugdo da sonda
fluorescente. A BTD-QN também pode ser utilizada ao lado da sonda comercial
marcadora de nticleo Hoechst 33342 sem interferéncia no comportamento esperado de

ambos 0s corantes.
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Conclusoes e Perspectivas

Foi sintetizado um hibrido fluorescente a partir das unidades BTD e QN utilizando a
metodologia de acoplamento cruzado de Buchwald-Hartwig. O novo hibrido fluorescente
obtido foi caracterizado e suas propriedades fotofisicas foram determinadas, o que
indicou sua alta estabilidade mesmo com irradiag¢ao de luz constante. Foi apresentada sua
elevada eficiéncia e seletividade no imageamento celular. O corante desenvolvido
mostrou uma alta afinidade pelas estruturas lipidicas no interior celular. Nenhuma
citotoxicidade foi observada para a BTD-QN, mesmo em altas concentragdes.
Experimentos de bioimageamento em nivel celular revelaram sua preferéncia por
goticulas lipidicas e mostraram uma melhor qualidade de imagem do que o marcador

comercial BODIPY, mesmo em baixas concentragoes.

O uso de modelos complexos (C. elegans) provou que o corante desenvolvido teve
preferéncia por regides ricas em lipideos do verme, caracteristica ndo observada para o
corante comercial que ndo apresentou especificidade. Finalmente, o corante foi testado
em animais vivos durante um procedimento cirdrgico ¢ mostrou resultados muito
melhores do que o corante comercial. O fluoréforo desenvolvido pode ser usado para
seguir corpos lipidicos no fluxo sanguineo e também pode ser usado juntamente com

outros corantes comerciais.
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Revisao Bibliografica

Esse capitulo foi pensado no intuindo de se desenvolver futuramente novas sondas
fluorescentes a partir do acoplamento do nticleo BTD com outras moléculas organicas
(Esquema 5). Como o nucleo BTD apresenta diversas propriedades fotofisicas
interessantes para aplicacdo no imageamento celular (apresentadas com mais detalhe
anteriormente) e possui, em sua estrutura molecular, vérias possibilidades de

funcionalizagdo, a obtencdo de novas sondas derivadas desse nucleo é extremamente

interessante.
PPh,
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Esquema 5. Proposta de sintese obtenc¢do de novos fluoréforos derivados dos nucleos BTD.

Dentre diversas moléculas organicas, nos ultimos anos, 0s compostos que possuem
a unidade piranopirazol (PPZ) em sua estrutura tém interessado quimicos organicos
sintéticos e bioquimicos por apresentarem diversas atividades biologicas e

farmacologicas.?’”> Moléculas obtidas a partir do niicleo PPZ (Figura 50) apresentam

atividade anti-inflamatoria,?’* anticancer,?’”> moluscicida,?’® analgésica,?’’ inibidor de

9

quinase,?’® antimicrobiana’”® e atuam como vasodilatadores, bem como agentes

hipotensivos®® e hipoglicémicos.?®!

4 1 ™
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Figura 50. Estrutura molecular do nucleo piranopirazol. R!' e R? indicam as posi¢des no anel que podem

ser utilizadas para inser¢do de novos grupos substituintes.

Inicialmente as metodologias utilizadas para a sintese de moléculas derivadas do

nucleo piranopirazol eram obtidas da reacao de 3-methyl-1-phenylpyrazolin-5-one com
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tetracianoetileno na presenca de trietilamina. Posteriormente varias metodologias
alternativas foram apresentadas, uma delas consiste na reagao de arilidenomalononitrilas
e 3-metil-5-pirazolona. Outras duas possibilidades de obtencdo ocorrem pela reagdo da
malonitrila com 4-arilideno-3-metil-5-pirazolonas e pela condensacao de aldeidos
aromaticos, malononitrila e 3-metil-5-pirazolona. Em 2003, Shestopalov e
colaboradores®®? reportaram o desenvolvimento de uma nova metodologia de obtengio
de PPZs, que consiste na condensagdo de trés componentes utilizando uma série de
piperidin-4-onas N-substituidas no lugar de aldeidos aromaticos (até entdo utilizados
nesse tipo de sintese), malononitrila e pirazolin-5-onas. Alguns anos depois, em 2006,
Peng e colaboradores,?® desenvolveram uma metodologia que utiliza micro-ondas e
ultrassom para promover a reagdo de derivados do anel heterociclico pirano e hidrato de
hidrazina, formando derivados do nucleo PPZ. Ainda nesse ambito de propostas
metodologicas, em 2008 Vasuki e colaboradores®® reportaram uma nova forma de
obtencdo de PPZs, que consiste em uma reagdo de quatro componentes, também
conhecida como reagdo multicmponente (MCR) entre acetoacetato de etila, hidrato de

hidrazina, aldeido e malononitrila, apresentada no Esquema 6.

o O o R R
Rzik/lko/R2 ¥ RZJ\R1 ~ CN
Solvente = Ol NH,
Catalisador
NC” O CN +

[ R = Alquil, fenil, vinil ]

Esquema 6. Reagdo multicomponente para obtengdo de moléculas derivadas do nucleo PPZ. R!' = H e
R? = CHs. Os grupos substituintes R podem ser substituidos nos materiais de partida, dando origem a PPZs

diferentes.

Muitos dos catalisadores e reagentes comumente utilizados como material de
partida para a sintese de PPZs sdo toxicos, caros e de dificil manuseio. Portanto ¢
importante destacar que o desenvolvimento de metodologias experimentais que
possibilitem a simplificacdo do processo de obtengdo de substincias, assim como a
diminui¢do de subprodutos e residuos gerados em cada etapa de produgdo ¢ extremamente
relevante para o progresso sustentavel da Quimica como ciéncia, do ponto de vista da

quimica verde.?*®
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Nesse contexto as MCRs tém ganhado bastante espago no ramo da sintese organica,
pois possuem diversas vantagens inerentes a sua metodologia. Um exemplo pratico disso
sdo os diversos trabalhos publicados com propostas de melhora nas condig¢des

experimentais de MCRs utilizadas para a obtencao de compostos derivados do nucleo
PP, 284:286-289

As MCRs sao reagdes altamente convergentes, em que 3 ou mais reagentes sao
adicionados simultaneamente ao recipiente reacional fornecendo apenas um produto em
que todos ou quase todos os atomos presentes nos reagentes encontram-se no produto
final. Nestas reacdes tem-se, simultaneamente, tanto clivagens de ligagdes existentes

quanto formacdo de novas ligagdes, construindo, o aduto da MCR.?%%-2%3

As MCRs também sio conhecidas como reagdes “one pot”,?® que significa que a

sintese transcorre em um Unico recipiente reacional. Sendo assim, em comparagdo com a
sintese linear de um mesmo produto, as MCRs possibilitam a diminui¢do da geragdo de
residuos (uma vez que o processo de purificacao reacional ¢ realizado uma unica vez ao
fim do procedimento, enquanto que na sintese linear uma etapa purificagdo ¢ necessaria
ap6s cada etapa reacional) e minimiza a possibilidade de formacdao de subprodutos

indesejados.?**2%°

E apresentado no Esquema 7, uma metodologia genérica de uma rota sintética linear
para formagdo de um produto (ABCD). Em contraste a uma sintese MCR, na sintese
linear, a medida que a reacdo acontece ha a necessidade de etapas de purificacdo que
demandam uma quantidade significativa de reagentes organicos (solventes e
catalisadores).??® De forma geral, neste tipo de metodologia, obter um rendimento global
quantitativo € extremamente dificil, uma vez em cada uma das etapas (obtencdo dos

intermediarios) ocorrem perdas que afetam o valor de rendimento ao final.
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Sintese Linear

1 mol 1 mol 1 mol 4
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Esquema 7. Acima ¢ apresentada uma metodologia sintética linear com o exemplo de como o numero de
etapas influenciam no rendimento global da reacdo. A cada etapa tem-se a introdug¢do de substratos e
insumos organicos, onde A, B, C, D sdo os substratos reacionais, AB e ABC os intermediarios e ABCD o
produto final. Abaixo ¢ apresentada a metodologia multicomponente. Na formagdo do produto (ABCD),
tem-se apenas uma etapa sintética utilizando A, B, C ¢ D como materiais de partida. Adaptado das

referéncias 296 € 297.

Também no Esquema 7, ¢ apresentada uma metodologia genérica de uma rota
sintética para obten¢do de um produto (ABCD) por meio de uma MCR. Esse tipo de

sintese, geralmente, é realizada em uma tnica operagio sintética.>**

Idealmente, tem-se a
adi¢do simultanea de todos os componentes da reagdo logo no inicio da mesma, sem uma
ordem de adi¢do preferencial e caracteriza-se como sendo uma sequéncia de eventos

mono e bimoleculares que procede sequencialmente até a formacio do produto.??®>%

Ainda analisando o Esquema 7, é possivel observar que a metodologia genérica
adotando uma MCR, possibilita uma utilizagdo diminuta de insumos e baixa formacao de
residuos. Ao contrario das sinteses lineares, nas quais se tem usualmente a formacao de
ligagdes individuais em sequéncia até a formagao da molécula de interesse. Nas sinteses
de MCRs a formacdo de varias ligagdes ocorre em uma Unica etapa reacional, sem
necessidade de isolamento de intermediario, de alteracdo das condi¢des reacionais ou
mesmo adicdo de reagentes suplementares ao longo do processo. Dessa forma, a
preferéncia pela utilizacdo dessa estratégia sintética proporciona o controle da
problematica relacionada as sinteses lineares, possibilitando a mitigacdo da quantidade

de residuos, subprodutos e de despesas laboratoriais desnecessarias.>%

113



Capitulo 3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Apesar de ser realizada em uma tnica etapa, as MCRs possibilitam a formacao de
moléculas estruturalmente complexas e muitas delas biologicamente ativas.>°' Sendo
possivel se modificar o produto obtido variando-se apenas um dos reagentes utilizados, o
que proporciona a obtengio de bibliotecas de produtos com atividade biologica.?*%3%2 A
quantidade de produtos possiveis pela sintese MCR pode ser estimado pela formula X",
onde X ¢ quantidade de reagentes de partida que se deseja variar e n, numero de
componentes reacionais. O Esquema 8 exemplifica a quantidade de produtos formados
quando se deseja variar duas vezes cada reagente em uma MCR de trés componentes.
Nesse caso, oito ¢ a quantidade de derivados do aduto da MCR hipotética. Em
comparagdo com a sintese linear, as MCRs tém grande vantagem na obtengdo de
moléculas orgéanicas por permitirem uma rapida expansdo (processos one-pot e baixo

tempo reacional).*"!

As MCRs, dessa forma, preenchem o requisito de uma sintese eficiente, na qual
tem-se a obtencdo de estruturas altamente complexas, com custo e tempo satisfatorios.?””
Além de permitirem uma rapida obtencdo de moléculas organicas, por meio da inser¢ao
de grupos funcionais através de formacao de novas ligacdes carbono-carbono, carbono-

nitrogénio e carbono-heteroatomo.?°>2%3-2%

@ @
«
@ C

2 x 2 x 2 = 2= 8

@@
SO '
W

Esquema 8. Demonstragdo da quantidade de produtos formados mediante diferentes formas de combinagéo
dos materiais de partida em uma MCR. No esquema a MCR exemplificada ¢ de 3 componentes,
apresentando a possibilidade de variagdo de todos os substratos reacionais. Cada substrato foi variado duas

vezes, sendo obtido oito diferentes produtos. Adaptado da referéncia 273.
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Muitos grupos de pesquisa tém conciliado o uso de MCRs com abordagens
combinatodrias permitindo, assim, a criacdo de diversas moléculas organicas, levando a
rapida evolucdo da quimica farmacéutica.>>~% Essas abordagem tém ganhado destaque
principalmente pelas vantagens inerentes a utilizagdo de metodologias de MCRs, algumas

delas merecem destaque:

1) sdo de facil operagdao: nao ha a necessidade de utilizagdo de vidrarias muito
sofisticadas, sendo possivel realiza-las em apenas um recipiente reacional e

necessitando de poucas etapas de purificagdo.?”®

i1) sdo sustentaveis e eco-eficientes: ha pouca formacao de subprodutos reacionais
e residuos, além de demandarem uma menor quantidade de compostos organicos,

como solventes, catalisadores e reagentes.**

1i1) possibilitam alta economia de 4&tomos: o produto final ¢ composto pela maioria

dos 4tomos presentes nos regentes utilizados.*%

iv) apresentam elevada convergéncia: todos os componentes adicionados produzem
um Unico produto, ndo havendo a formagdo de subprodutos indesejaveis

(geralmente a d4gua é um subproduto formado).?**

v) viabiliza a formagao de uma biblioteca de produtos: a facilidade na utilizagao de
substratos diferentes possibilita a obten¢do de uma vasta quantidade de moléculas,
com pequenas diferencas estruturais, mas que podem interferir de maneira
significativa em sua atividade bioldgica e consequentemente, em sua

aplicabilidade}m,gog

A primeira proposta de uma MCR foi apresentada em 1850 por Strecker,*” que
recebeu o nome de reagdo de Strecker em homenagem a seu descobridor (Esquema 9-a).
A reagdo de Strecker consiste na condensagao de um aldeido com um cloreto de amonio
na presenga de cianeto dando origem a a-amino nitrilas, que ap6s uma etapa de hidrélise
forma a-aminodcidos.>!%*!! Desde entdo vérias outras MCRs tem sidos propostas. Em
1881, Hantzsch apresentou a sintese direta de derivados do nucleo 1,4-dihidropiridina
(DHPs),*!2 a partir da reacdio de condensacdo de um aldeido com dois equivalentes do
composto 1,3-dicarbonilico e um composto fonte de nitrogénio, podendo ser o cloreto de
amonio,*'* como pode ser visto no Esquema 9-b. Em 1891, Biginelli apresentou outra

abordagem multicomponente, por meio da qual obtinha-se derivados do nucleo 1,2-
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dihidropirimidinonas (DHPMs), por meio da reagdo de um composto 1,3-dicarbonilico,
(tio) ureia e um aldeido, apresentada no Esquema 9-c.3!'4*!> Um pouco mais a frente, em
1959 Ugi propds uma MCR para a obtencao de derivados de a-aminoacilamidas por meio
da reacdo de um isocianeto, um acido carboxilico, uma amina primaria e um componente
carbonilico (aldeido ou cetona), apresentada no Esquema 9-d.'**16 Essa ¢ uma das MCRs
que ganharam mais destaque apds sua publicacdo. As MCRs geralmente recebem o nome

do pesquisador que desenvolveu a metodologia sintética.

(a) Reagﬁo de Strecker - 1850 o- aminonitrila o- aminoacido
i + HCN + Hidrolise o
1 1 1T~
)
(b) Reacao de Hantzsch - 1881 1,4 dihidropiridina
O R O
11 — + i EtO OFt
_—
R1J\/U\OE1 R3JLH - ] R

(¢) Reacao de Biginelli - 1891

Dihidropirimidinona

o R
7 9 n n ji .+ EO
R1M0Et R®*”" "H |
(d) Reacao de Ugl - 1959 a- aminoacilamidas
0 0 R? szi
R'” OH - - RSJLR“ - T g)é o

Esquema 9. Representacdes genéricas das reagdes de (a) Strecker; (b) Hantzsch; (¢) Biginelli e (d) Ugi.

A proposta de uma MCR de 4 componentes para a obtencao de derivados do nucleo
piranopirazol ¢ recente (quando comparada com as primeiras MCRs apresentadas) e ndo
recebeu nenhum nome especifico. Como foi proposta pela primeira em 2008, ainda ha
muitas possibilidades de sinteses a serem exploradas e estudadas. E importante
compreender seu mecanismo para se aprimorar a metodologia, escolher catalisadores e

solventes que se adequem melhor a sintese e, como consequéncia, possibilitar o aumento
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do rendimento reacional, bem como a obtencdo de uma variedade maior de produtos.
Quanto mais substratos sintetizados maior serdo as possibilidades de acoplamento com o

fluoroforo BTD, para a obtenc¢do de novas potenciais sondas fluorescentes.

Tendo em vista todas as vantagens inerentes a utilizagdo de MCRs na sintese de
diversos compostos organicos com atividade bioldgica, esse trabalho almeja alcangar
sucesso ao utilizar uma metodologia que as combine satisfatoriamente e de maneira
orientada na obtencdo de moléculas derivadas do nucleo piranopirazol para
posteriormente incorporar grupos fluoréforos nessas estruturas.®!” Além disso, tem-se o
interesse em propor uma pratica experimental para ser utilizada no ensino de quimica a
nivel de graduagdo, uma vez que as MCR sdo reagdes que tem ganhado um grande

destaque na quimica orgénica e sua abordagem na graduagao se torna relevante.

Experimentacio no Ensino de Quimica:

Assim como a evolugdo do conhecimento ocorre de maneira rapida e dinamica, as praticas
voltadas ao ensino de Quimica também devem acompanhar essa evolu¢do, uma vez que
a formacdo do conhecimento cientifico depende essencialmente da experimentagdo para
evoluir. Formalmente, a experimentacdo se tornou parte obrigatdria na metodologia

cientifica, para se verificar as hipoteses formuladas, por volta do século XIX.3!8

Ha uma relagdo intima entre a experimentacdo e o embasamento tedrico. De
maneira geral, o experimento € realizado baseado em uma hipétese a respeito do
fendmeno que se deseja observar. Por sua vez, as hipoteses sdo formuladas a partir da
observagao de fendmenos. Tendo em vista essa dinamica, pode-se dizer que a relagao
entre teoria e experimento € ciclica, como ilustra a Figura 51. A teoria ou o conhecimento
(ou seja, a compreensdo de conceitos e principios) ndo se desenvolve Unica e
exclusivamente a partir da experimentacdo. A origem do conhecimento cientifico ¢ um

processo ciclico que liga a teoria e a pratica.’'’
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Teoria Conhecimento

Experimentagio

Figura 51. Relagdo entre a teoria e a experimentacdo nos trabalhos cientificos ¢ consequente formagao do

conhecimento. Adaptada da referéncia 317.

O objetivo da Quimica como ciéncia € proporcionar uma compreensdo mais
aprofundada da composicao, das propriedades e das mudangas que podem ser observadas
na matéria a nivel macroscopico e microscopico. Sendo que, para explicar os fendmenos
que nao podem ser observados a “olho nu” (microscopicos) ¢ necessaria a utilizagao de

modelos simbolicos.?*°

Para Talanquer,*?!

o conhecimento quimico pode ser de trés tipos diferentes:
empirico (por meio da realizacdo de experimentos), explicativo (por meio da utiliza¢do
de modelos) e simbolico (pela utilizacdo de signos visuais). Para ele, o conhecimento
quimico pode apresentar diferentes dimensdes (estrutura/composi¢do, energia € tempo) e

ser trabalhado de formas distintas (matemadtica, conceitual, contextual e historica).*??

Johnstone em 1982, foi o primeiro pesquisador a destacar a importancia de trés
niveis diferentes de explicacao no ensino de quimica, sao eles: 1) descritivo e funcional:
nesse nivel os fendmenos sdo experimentados, observados e descritos; ii)
representacional: nesse nivel os sinais sdo usados para representar € comunicar conceitos

e ideias; e iii) explicativo: nesse nivel os fendmenos sio explicados.??*-3%

Por esse motivo, ha a necessidade de que as explicacdes em quimica sejam

325,326

corroboradas por dados experimentais, uma vez que a elaboracdo do conhecimento

cientifico ¢ dependente de uma abordagem experimental, pois a organizacdo desse

conhecimento ocorre preferencialmente por meio de trabalhos investigativos.>!¢

Geralmente as praticas experimentais estdo previstas no curriculo dos cursos de

Quimica com o objetivo de capacitar os alunos para o planejamento e realizagcdo de
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experimentos, avaliacao de possiveis riscos durante a pratica, determinagao de possiveis
fontes de erros e interpretacio dos resultados obtidos.?!” Aprender essa dindmica que
engloba o desenvolvimento de praticas experimentais contribuiu de maneira {inica para a
promocao da capacidade dos alunos em realizar pesquisas, tendo em vista que a
experimentacdo permite o contato com manipulagdes de processos observados na

natureza e na tecnologia e ndo apenas com o aspecto tedrico a respeito desses temas.>!¢

Sendo assim, novas praticas experimentais devem ser propostas com o intuito de
incorporar as novas metodologias experimentais desenvolvidas pelo meio cientifico ao
longo do tempo nas disciplinas experimentais dos alunos de graduacdo. Permitindo aos

alunos acompanhar o que tem se discutido na comunidade cientifica.

Por esse motivo, surgiu o interesse em elaborar uma proposta de pratica
experimental. Nesse capitulo sera apresentado o trabalho de otimizagdo das condic¢des
experimentais para obtengao de moléculas derivadas do nucleo PPZ por meio de uma
MCR. Ainda nessa tematica, uma pratica experimental dessa metodologia de MCR sera
apresentada como uma proposta para utilizagdo no laboratério de ensino em quimica

organica.
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Parte Experimental

3.1 - Obtencao do PPZ:

A sintese do composto 6-amino-3-metil-4-fenil-1,4-diidropirano|2,3-c]pirazol-5-
carbonitrila foi utilizada como modelo para otimizar as condi¢des experimentais
(Esquema 10). A obtencao do composto derivado do nticleo PPZ correu pela reacdo de 1
mmol dos seguintes reagentes: acetoacetato de etila (130 mg), benzaldeido (106 mg),

malonitrila (66 mg) e hidrato de hidrazina (50 mg).>?’

—

(0]
(0] O e Solvente
H+ N CN * - > CN
M o * © Catalisador ~ ’

0~ “NH,

Esquema 10. Reacdo para sintese do 6-amino-3-metil-4-fenil-1,4-diidropirano[2,3-c]pirazol-5-carbonitrila
utilizada para o estabelecimento da melhor condi¢ao experimental. Na reacdo modelo sdo utilizados NaOH

como catalisador e etanol como solvente.

Para purificacdo do produto foi realizado sua precipitagdo em uma mistura de éter
de petrdleo e acetato de etila (8:2). Reacdes para se determinar o melhor solvente,

catalisador, tempo de reagio e temperatura ideal, foram realizadas.>?*

3.2 — Equipamentos e analises:
—> Infravermelho:

Os espectros de infravermelho (IV) do PPZ foram obtidos utilizando patilhas de KBr, em
uma faixa espectral de 4000 — 400 cm™!, utilizando o espectrometro Varian 640-IR com

transformada de Fourrier equipado com detector TA DLaTGS.
- Ponto de fusio:

Os pontos de fusao foram medidos em um equipamento IA9000 Eletrotermal.
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> 'H, 3C, HMBC e HSQC RMN:

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro Bruker Ascend™ Avance 111
HD de 14,1 T (600 MHz para 'H e 150 MHZ para '*C), utilizando uma sonda de didmetro
interno de 5 mm (BBOFO 5mm). Como solvente foi utilizado dimetilssulfoxido

deuterado (DMSO-db).
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Resultados e Discussao

Apos a obtengdo do derivado do PPZ por meio da MCR entre o acetoacetato de etila,
benzaldeido, malononitrila e hidrato de hidrazina utilizando 10 mol% de NaOH e etanol
como solvente, foram realizadas as analises de IFTR ¢ RMN do produto obtido. A

otimizacdo da reagdo sera apresentada apos os dados de caracterizagdo.??7-328

Os principais sinais vistos no espectro de FTIR do PPZ foram apresentados na
Tabela 4. O espectro de FTIR, também ¢é apresentado (Figura 52). E possivel observar
vérias bandas de 900 a 690 cm™! referentes aos dobramentos para fora do plano dos C-H
aromaticos (em destaque as bandas em 710, 740 e 840 cm™). Em 1045 e em 1160 cm™ é
possivel observar duas bandas referentes ao estiramento das ligagdes C-O. Em 1490 e em
1590 cm™! observam-se duas bandas referentes ao estiramento das ligagdes C-N. Em 1610

cm’!

¢ possivel observar uma banda referente ao estiramento das ligagdes C=C
aromdticas. Em 1650 cm™ é possivel observar o estiramento da ligagio C=N. Em 2190
cm’! é possivel observar uma banda referente ao estiramento da ligagio C=N. Em 3170
cm’! é possivel observar uma banda referente ao estiramento das ligagdes C-H aromaticas.
Em 3310 e em 3370 cm™! € possivel observar duas bandas referentes aos estiramentos das

ligagdes N-H.

Tabela 4. Principais estiramentos e dobramentos observados no espectro de FTIR do PPZ.

PPZ
Comprimento de
Gz onda (cm™)
1
C—H aromdtico 710
(dobramento) 740
“ 840
1045
c-0 1160
1490
=N 1590
=C 1610
C=N 1650
C=N 2190
C—H. aromdtico 3170
(estiramento)
3310
N-H 3370
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O espectro de FTIR ¢ apresentado juntamente com a estrutura molecular do PPZ

para melhor visualiza¢do dos comprimentos de onda referentes a cada banda (Figura 52).

N CN
~ ] H-N ]
> N™0" "NH,
E; —
GO -
Q
c
9
c .
2 \ ~ P
© 3310 3170 2190 1650
— | 1590
1610
_ A
3370
! | ! | ! | ! ] ! | ! I ' I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm™)

Figura 52. Espectro de FTIR e estrutura molecular do PPZ. Os estiramentos e dobramentos das ligacdes

foram apresentados em destaque.

Apenas a aquisi¢io dos espectros de 'H e 3C RMN nio foram suficientes para a
caracterizacdo da molécula obtida. Além deles foram adquiridos os espectros de
correlacdo heteronuclear de multiplas ligacdes (HMBC) e de correlagdo heteronuclear de
um unico quantum (HSQC) para as interagoes entre C e H e para as interagdes entre N e
H. Para maior compreensdo da atribui¢cdo dos sinais nos espectros, a estrutura molecular
foi numerada de forma que cada atomo recebeu um nimero identificador, os hidrogénios
receberam o0 mesmo nimero que os dtomos aos quais estdo ligados e, pelo fato de haver

simetria, apenas 4 carbonos do benzeno receberam a identificagdo numérica (Figura 53).

A motivagdo do estudo espectroscopico tao detalhado por meio de analises de RMN

surgiu do fato de ndo haver consenso na literatura da estrutura dos derivados do PPZ.
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Alguns artigos apresentam a estrutura como o hidrogénio ligado ao N1 e outros ligados

ao N2 (Figura 53).

Figura 53. Duas possibilidades de estrutura molecular do derivado do PPZ sintetizado com a identificagdo

numérica dos atomos.

Apos a obtengio do espectro de 'H (Figura 54) da molécula foi calculada a integral
dos sinais. Atribuiu-se o valor de 3 para o sinal com deslocamento 1,78 ppm referente a
unica metila da molécula (17), pois esse deslocamento € caracteristicos de metilas. Com
1sso foi possivel observar (Figura 54) que o singleto em 12,10 ppm ¢ referente a um H
ligado ao N (1), deslocamento quimico caracteristicos de hidrogénio ligado a nitrogénio
com carater eletronegativo mais pronunciado. Que o singleto em 6,85 ppm ¢ referente aos
dois H do NH: (6), deslocamento caracteristico de hidrogénios de aminas pouco
desblindadas. O singleto em 4,60 ppm (10) € referente ao H ligado ao carbono quaternério
ligado ao anel aromatico, sinal caracteristico de hidrogénios desblindados. O dupleto em
7,18 ppm ¢ referente a dois H do anel aromatico tendo apena um H como vizinho (12),
uma vez que ¢ observada simetria nessa parte da molécula. O tripleto em 7,32 ppm ¢
referente a dois H do anel aromatico tendo mais dois H como vizinhos (13). O tripleto em
7,22 ppm ¢é referente a um H do anel aromatico com dois H vizinhos (14). Em
aproximadamente 2,50 ppm ¢ possivel observar um multipleto referente ao solvente

utilizado (DMSO).
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Figura 54. Espectro de 'H do PPZ sintetizado nesse trabalho em DMSO-dG.
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O espectro de '°C (Figura 55) foi adquirido e foram observados (Figura 54) 12 sinais
com os seguintes deslocamentos quimicos em ppm: 9,7; 36,3; 57,3; 97,7; 120,8; 126,7,
127,5; 128,5; 135,7; 144,4; 154,8 ¢ 160,9. Essa quantidade de sinais corresponde com a
quantidade esperada, uma vez que héa simetria no anel benzénico presente na estrutura
molécular. Apenas analisando o espectro de *C ndo ¢ possivel fazer a atribui¢io com
precisdo de todos os sinais observados. Alguns sinais sdo de facil atribui¢cdo, pois possuem
deslocamentos quimicos bem caracteristicos, como por exemplo a metila em

aproximadamente 9,7 ppm.
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Figura 55. Espectro de *C do PPZ sintetizado nesse trabalho em DMSO-ds.
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Os dados da atribuigdo dos deslocamentos quimicos com o0s respectivos
experimentos que possibilitaram a atribuicdo foram organizados em forma de tabela para
melhor compreensdo (Tabela 5). A Tabela 5 inclui dados dos experimentos de 2D que

sao apresentados na sequéncia.

Tabela 5. Deslocamentos quimicos dos atomos que constituem o PPZ obtido nesse trabalho.

ATOMO 'H INTEGRACAO C(HSQC) "“C (HMBC) "N (HSQC)
1 12,10 (singleto) 1(0,87) - - 189,1
) — — — — —
3 --- --- - 154 ---
4 - - - - —
5 - --- 160 ---
6 6,85 (singleto) 2(1,91) - - 73,4
7 - - --- 57 ---
8 --- --- - 120 ---
9 — — — — —
10 4,58 (singleto) 1 (0,95) 36,1 --- ---
11 --- --- --- 144 ---
12 7,17 (dupleto) 2(1,83) 127,3 --- ---
13 7,32 (tripleto) 2 (2,05) 128,3 --- ---
14 7,22 (tripleto) 1(1.11) 126,5 --- ---
15 - - --- 97 ---
16 --- --- --- 135 ---
17 1,78 (singleto) 3,00 9,6 - -

O espectro 2D de HSQC (Figura 56) foi obtido para garantir que a atribui¢ao de
deslocamento dos carbonos ligados ao H ja identificados anteriormente seja precisa.
Analisando o espectro € possivel observar um acoplamento entre o H10 e o C em 36,1
ppm, sendo assim foi atribuido o deslocamento de 36,1 ao C10. Foi observada um
acoplamento entre o H12 e o C em 127,3 ppm, sendo assim esse carbono foi denominado
C12. O H13 acopla com o C em 128,3 ppm, sendo assim, esse carbono foi denominado
C13. O H14 acopla com o C de deslocamento 126,5 ppm, sendo assim, esse carbono foi
denominado C14. O H17 acopla com o C com deslocamento 9,6 ppm, sendo assim, foi
denominado C17. Como existem dtomos de carbono na estrutura que nao estao ligados a
nenhum hidrogénio, ndo € possivel terminar a atribui¢cao dos sinais apenas com o espectro

2D de HSQC.

130



Capitulo 3 RESULTADOS & DISCUSSAO

a

L]

=
@

2

[

B & &

X

® 8 B

g

T
-
jry
[X]

T
M

T
b

Deslocamento Quimico do 3C (ppm)

E 1368

E1ag

E 152

T T T T T
g 7 L=} 5 4 3 2 1 o

Deslocamento Quimico do 'H (ppm)

Figura 56. Espectro de HSQC correlacionando os nicleos C e H. Nesse espectro observam-se as interagdes entre carbonos e hidrogénios ligados. Em DMSO-ds.
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Para concluir a atribuicdo dos deslocamentos de cada carbono foi necessario
realizar o experimento de HMBC (Figura 57). Com esse espectro ¢ possivel observar o
acoplamento entre carbonos e hidrogénios distantes (no minimo duas ligagdes de
distancia). Sinais com a coloragdo vermelha indicam que a intensidade do acoplamento ¢
maior sinais verdes e azuis indicam que o acoplamento nao ¢ tao intenso. O carbono com
deslocamento quimico de 154 ppm acopla com os hidrogénios do NH; (sinal fraco em
6,85 ppm), com o CH (sinal forte em 4,60 ppm) e com CHj3 (sinal fraco em 1,79 ppm)
por esse motivo foi atribuido ao C3. O carbono com sinal de deslocamento quimico de
160,9 ppm acopla com os hidrogénios do NH; (sinal fraco em 6,85 ppm) e do CH (sinal
fraco em 4,60 ppm) por esse motivo foi atribuido ao C5. O carbono com sinal de
deslocamento quimico de 57,3 ppm acopla com os hidrogénios do NH> (sinal fraco em
6,85 ppm) e do CH (sinal forte em 4,60 ppm) por esse motivo foi atribuido ao C7. O
carbono com sinal de deslocamento quimico de 120,8 ppm acopla com o hidrogénio do
CH (sinal fraco em 4,60 ppm) por esse motivo foi atribuido ao C8. O carbono com sinal
de deslocamento quimico de 144,4 ppm acopla com os hidrogénios da posi¢do meta no
anel benzénico (sinal forte em 7,32 ppm) e do CH (sinal fraco em 4,60 ppm) por esse
motivo foi atribuido ao C11. O carbono com sinal de deslocamento quimico de 97,7 ppm
acopla com os hidrogénios do CH (sinal fraco em 4,60 ppm) e do CH3 (sinal forte em
1,79 ppm) por esse motivo foi atribuido ao C15. O carbono com sinal de deslocamento
quimico de 135,7 ppm acopla com os hidrogénios do CH (sinal fraco em 4,60 ppm) e do

CH;5 (sinal forte em 1,79 ppm) por esse motivo foi atribuido ao C16.
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Figura 57. HMBC correlacionando os nucleos C e H. Nesse espectro observam-se as interagdes entre carbonos e hidrogénios distantes (no minimo duas ligagdes de distancia).
Em DMSO-ds.
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Também foram adquiridos os espectros de HSQC (Figura 58) e HMBC (Figura 59)
relacionando os nucleos N e H. Com esse espectro foi possivel se determinar os
deslocamentos quimicos de dois dos quatro nitrogénios presentes na composicao da
molécula, uma vez que o nitrogénio nao ¢ um nucleo sensivel e sua visualizagao so ¢
possivel indiretamente, ou seja, quando estd ligado a hidrogénios (ou a outros nucleos
sensiveis). Mudangas na configuracao da sonda também viabiliza a obtencao de sinais de

nitrogénios, entretanto esse processo ¢ mais complexo.
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Analisando o espectro de HSQC (Figura 58) € possivel observar um sinal que indica
o acoplamento de um nitrogénio com deslocamento quimico de 73,4 ppm com os H6.
Como esse acoplamento indica interacdo entre atomos diretamente ligados, esse
nitrogénio foi identificado com 6. Nao foi possivel observar o outro sinal referente a
ligagdo N—H devido a natureza acida do atomo de hidrogénio dessa ligacdo (pKa

aproximadamente 19,8).

136



Capitulo 3 RESULTADOS & DISCUSSAO

N6 (73.4) "

— O O ————

N]. (1891) ——————————————————— ‘ :1EHII

Deslocamento Quimico do >N (ppm)

T T T T T T T T T T T T
7 & 5 4 3 2 1

Deslocamento Quimico do 'H (ppm)

=5

Figura 59. HMBC correlacionando os nucleos N e H. Nesse espectro observam-se as interagdes entre carbonos e hidrogénios distantes (no minimo duas ligagdes de distancia).
Em DMSO-ds.

137



Capitulo 3 RESULTADOS & DISCUSSAO

Analisando o espectro de HMBC (Figura 59) que correlaciona os ntcleos N e H ¢
possivel observar uma forte interacao entre o nitrogénio com deslocamento quimico de
189,1 ppm e os hidrogénios da metila (identificados como 17). Essa interacdo possibilita
a identificagdo desse nitrogénio como sendo N1 uma vez que ndo seria observada
nenhuma interagdo entre N2 ¢ H17. Além disso, a atribui¢ao do deslocamento quimico
do N1 ¢ possivel quando se compra com valores tabelados. O N1 estabelecendo 3 ligagdes
simples, sendo uma dessas ligagdes com outro nitrogénio deve apresentar deslocamento
quimico entre 150 e 190 ppm. Caso o N1 ndo estivesse ligado a nenhum hidrogénio e
estabelecendo uma ligagcdo dupla o sinal deveria apresentar deslocamento quimico entre
305 e 375 ppm. Como nao foram observados outros sinais nos espectros, ¢ um indicio de
que os demais nitrogénios nao estdo ligados a nenhum hidrogénio. Sendo assim, ¢
possivel afirmar que o hidrogénio identificado como 1 estd ligado ao N1 e ndo ao N2,
como erroneamente apresentado em varios artigos. E importante ressaltar que todas as
analises de RMN foram realizadas em DMSO-ds e que na presencga de outros solventes
existe a possibilidade de troca de posi¢ao do hidrogénio. Alguns desses artigos sao citados

na Tabela 6.

Tabela 6. Relagdo de alguns grupos de pesquisa que apresentaram a estrutura correta ¢ a estrutura errada.

Artigos que Grupo de pesquisa e ano de Referencia
apresentaram: publicacio
Evans e colaboradores, 2003. 329
Vasuki e colaboradores, 2008. 284
Adibi e colaboradores, 2013. 275

Zhang e colaboradores, 2013. 330

Jeong e colaboradores, 2014.
Rangappa e colaboradores, 2014.
El-Remaily e colaboradores, 2014.
Ebrahimipour e colaboradores, 2015.
Kuo e colaboradores, 1992.

Estrutura correta 288

273
331
332

281

Rashad e colaboradores, 2005. 274
Song e colaboradores, 2006. 283
Al-Matar e colaboradores, 2010. 286

Pasha e colaboradores, 2011. 287

Kiyani e colaboradores 2013.
Estrutura errada Paramasivan e colaboradores, 2014.
Tamaddon e colaboradores, 2014.
Shaterian e colaboradores, 2014.
Heravi e colaboradores, 2014.
Maleki e colaboradores, 2016. 337
Kaur e colaboradores, 2017. 279
Tangeti e colaboradores, 2018.

333
334
327
335
336

289
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ApoOs a caracterizagdo do composto, foram realizados experimentos para o
estabelecimento da condi¢do experimental ideal dessa MCR. Inicialmente foram feitos
testes para a determinacdo do melhor solvente para a reagdo. A reagdo modelo foi
preparada sem solvente, com agua, etanol e polietilenoglicol. Foram adicionados 2,5 mL
dos respectivos solventes em cada uma das reacdes. A reagao foi mantida a 60 °C por 2
horas, utilizando 10 mol% de NaOH como catalisador. Os dados de rendimento foram

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Rendimento obtido por meio da MCR modelo variando o solvente. O tempo reacional foi de 2 h

e a temperatura foi de 60 °C utilizando 10 mol% de NaOH como catalisador.

Solvente Rendimento (%)
Sem solvente 56
Agua (H20) 61
Etanol (C:HsOH) 86
Polietilenoglicol 69

A reagdo utilizando etanol como solvente apresentou o maior rendimento, por esse
motivo esse solvente foi escolhido como sendo o ideal para a metodologia. Em seguida
foi realizada a variagdo da temperatura reacional de 30 a 60 °C de 10 em 10 graus, os
dados obtidos foram dispostos na Tabela 8. A reagdo modelo foi preparada com etanol,

10 mol% de NaOH e com duragao de 2h.

Tabela 8. Rendimentos obtidos por meio da varia¢do da temperatura da reagdo. Foram realizadas 5 reagdes
de 30 a 60 °C variando a temperatura 1m 10 °C.

Temperatura (°C) Rendimento (%)

30 53
40 64
45 74
50 84
60 86

Foi observado um aumento linear do rendimento em relagdo ao aumento da
temperatura até 50 °C. Nao houve variacdo significativa do rendimento ao realizar a
reacdo em 60 °C, sendo assim a temperatura considerada ideal para a reacdo foi de 50 °C.
Também foi realizado o teste da variacdo do tempo reacional. As reagdes foram
preparadas com etanol, 10 mol% de NaOH, submetidas a uma temperatura de 50 °C e o
tempo foi variado de 30 a 120 minutos de 30 em 30 minutos. Os dados obtidos foram

dispostos na Tabela 9.

Tabela 9. Rendimentos obtidos por meio da variagdo do tempo reacional. Foram realizadas 4 reagdes com

tempos de 30 até 120 min. variando de 30 em 30 min.
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Tempo (min.) Rendimento (%)

30 75
60 85
90 73
120 84

Foi observado que nao houve variagao significativa dos rendimentos reacionais nos
diferentes tempos testados. Sendo assim o menor tempo (30 min.) foi estabelecido como
sendo o ideal. Para finalizar, foi feito o teste do catalisador. Foram testados 3 catalizadores
com caracteristicas acidas (CuCly, FeClz e HCI) e trés com caracteristicas basicas
(DABCO, trietilamina e NaOH). As reagdes foram preparadas com etanol, submetidas a
uma temperatura de 50 °C por 30 min. e 10 mol% de cada um dos respectivos

catalisadores testados. Os dados obtidos foram dispostos na Tabela 10.

Tabela 10. Rendimentos obtidos por meio da variagdo do catalisador. Foram testados 5 catalisadores
diferentes do NaOH, todos com concentragdo de 10 mol%.

Catalizador Rendimento (%)

CuCl; 13
FeCls Nao formou
HCl 28
DABCO 75
Trietilamina 67
NaOH 87

E possivel observar que o maior rendimento reacional foi proporcionado pela
utilizacao de NaOH como catalisador. Também foram feitos testes utilizando 5 mol% de
NaOH, entretanto a massa correspondente a essa quantidade do catalisador ¢ muito
pequena (aproximadamente 2 mg) e de dificil pesagem. Sendo assim, foi estabelecido
como ideal a utilizagdo de 10 mol% de NaOH. Os catalisadores com atomos de metais
em sua estrutura apresentaram rendimentos muito insatisfatorios. Isso pode ser atribuido
ao fato de os reagentes apresentarem natureza coordenante, o que prejudicaria o curso da

reacao.

Todos os testes foram realizados em triplicata para garantir a reprodutibilidade dos

resultados.

Estabelecida a condigdo ideal para a sintese, foi elaborada uma proposta de roteiro
experimental a nivel de graduacdo para a execugdo dessa pratica no laboratorio de ensino

em quimica organica (Anexo 2).
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Conclusoes e Perspectivas

O composto derivado do nucleo PPZ foi sintetizado e caracterizado com sucesso. Todas
as técnicas de caracterizacdo utilizadas podem ser apresentadas para os alunos apds a
pratica para que eles possam se familiarizar com esse tipo de informacdo. A otimizac¢do
da metodologia possibilitou a obtencdo do derivado com um excelente rendimento

(aproximadamente 87%).

Como perspectiva tem-se a sintese de outros derivados do PPZ modificando os
grupos substituintes do nucleo principal. Além disso, serdo realizadas reacdo de
acoplamento desses novos compostos sintetizados ao fluoroforo BTD. Como as
moléculas derivadas do PPZ apresentam varias atividades bioldgicas, espera-se que a
jungdo desse nucleo com a BTD (Esquema 10) promova a obten¢ao de um fluoréforo

com atividade bioldgica.

PPh;
tBUOK
QBr Pd(OAc),
+ -
N/ \N Tolueno
s’ Refluxo 1 N
72h  Heee- N~s

Esquema 11. Proposta de sintese para futura obteng@o de novos fluoréforos derivados dos nucleos BTD e

PPZ.
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ANEXOS

Anexo 1:

Dados dos célculos tedricos realizados.

Tabela 11. Dados tedricos calculados para a BTD-QN obtidos empregando correlacao de troca (XC) de
diferentes funcdes (CAM-B3LYP, M062X, PBEIPBE, ®B97XD) combinados com o conjunto de bases de
valéncia dividida de Pople 6-311+g(2d, p). Todos os resultados foram obtidos usando as geometrias

totalmente otimizadas no nivel de calculo CAM-B3LYP/6-311g(d, p).

xC u(D)' HOMOV(eV) LUMOfeV) AEHOMO_LU’MO(eV)
Gas Agua Gas Agua Gis Agua Gis Agua
B3LYP 11.58 1638 -551 -559 241 -2.56 3.10 3.03
CAM-B3LYP 9.62 13.52 -6.74 -6.83 -130 -145 544 4.14
M062X 9.43 13.16 -622 -6.75 -1.52 -1.68 4.70 3.91
PBE1PBE 11.24 1584 -569 -580 -227 -243 342 3.16
oB97XD 9.15 12.87 -728 -739 -0.68 -0.84 6.60 4.75
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Tabela 12. Propriedades de absorcao calculadas para a BTD-QN por meio de TD-DFT obtidas empregando
correlagdo de troca (XC) de diferentes fungdes (CAM-B3LYP, M062X, PBEIPBE, ®B97XD) combinados
com o conjunto de bases de valéncia dividida de Pople 6-311+g(2d, p). Todos os resultados foram obtidos

usando as geometrias totalmente otimizadas no nivel de cadlculo CAM-B3LYP/6-311g(d, p).

Orbital Composition Oscillator Wavelength

Xxc
(Major contributions) Strength (nm)
Gis HOMO —> LUMO (98.8%)  0.18 47439
B3LYP
Agua HOMO — LUMO (99.4%)  0.29 508.10
CAM- Gas HOMO — LUMO (93.8%)  0.27 396.60
B3LYP Agua HOMO — LUMO (92.6%) 0.42 419.83
Gis HOMO —» LUMO (95.3%)  0.29 391.48
M062X
Agua HOMO — LUMO (94.3%) 0.45 412.27
Gas HOMO — LUMO (98.7%)  0.20 45291
PBE1PBE
Agua HOMO — LUMO (99.0%) 032 482.89
Gis HOMO —» LUMO (91.7%)  0.29 388.85
®B9I7XD
Agua  HOMO - LUMO (90.4%)  0.44 410.89
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Coordenadas cartesianas, correcoes térmicas e energéticas para BTD-QN

Fase gasosa

C

-4.9885290

-3.7939000

-2.5350320

-2.4467950

-3.6241470

-4.8674190

-5.9360010

-3.6316860

-5.7526580

-3.6724140

-1.5057390

-2.0954860

-0.4211010

-0.7433290

-1.5054240

0.6649640

-0.9261170

-2.5504390

1.2265670

0.4007170

-1.5637950

5.2719130

5.1609330

5.5561400

6.0670470

6.1348010

5.7431210

4.9802620

6.4527840

5.8286460

4.7096110

5.3933650

4.7831040

6.0291180

7.0623870

7.8520770

6.9445540

8.4999120

8.0181970

7.6009400

8.3799360

9.1102050

-1.2418160

-2.0050640

-1.4344550

-0.0897370

0.6094800

0.0259010

-1.6719330

1.6395010

0.6452720

-3.2475740

-2.2484840

-3.6373720

-0.2295240

1.4595550

2.2904950

1.7287780

3.4013510

2.0830740

2.8465720

3.6922720

4.0297830
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2.6149650

2.6870180

0.8352300

3.3458350

3.0843370

3.2470630

4.4113430

-1.1821080

1.4029730

7.4395540

6.0831690

8.8776450

6.6842770

7.9241750

5.4841110

6.5440320

6.3920140

6.2036630

Agua como solvente

C

-4.9856870

-3.7850150

-2.5320090

-2.4539300

-3.6372340

-4.8750830

-5.9317950

-3.6589240

-5.7647820

-3.6507350

-1.4972180

-2.0716870

5.2623090

5.1429300

5.5492730

6.0796020

6.1589150

5.7558310

4.9630310

6.5006560

5.8515910

4.6750930

5.3786190

4.7484570

3.0504470

1.0881740

4.5506520

2.1789350

3.8993730

0.3762160

2.3083890

0.3367120

0.8699340

-1.2507930

-2.0027200

-1.4296700

-0.0915990

0.5976200

0.0108200

-1.6794180

1.6195600

0.6217710

-3.2398210

-2.2373360

-3.6228540
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N

-0.4302400

-0.7485400

-1.5074970

0.6610250

-0.9222940

-2.5550980

1.2287250

0.4071960

-1.5575110

2.6188750

2.6832150

0.8478560

3.3460500

3.0915010

3.2437240

4.4116580

-1.1920990

1.3964470

6.0469770

7.0733640

7.8536240

6.9504100

8.4906840

8.0196820

7.5966610

8.3683440

9.0927090

7.4345130

6.0925700

8.8573400

6.6857500

7.9122440

5.4991780

6.5438800

6.4131740

6.2142820

-0.2253140

1.4665270

2.3086190

1.7263390

3.4241290

2.1148380

2.8467760

3.7047500

4.0625480

3.0452410

1.0720090

4.5648170

2.1646790

3.8957850

0.3561990

2.2879140

0.3358870

0.8576030
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Anexo 2:

Roteiro Experimental
Materiais:
- Balao de fundo redondo de 25 mL (ou - Papel filtro;

Schilenck selado); 6 Kitassato;
Condensador; D% | -
- Condensador; - Placa de Petri;@
N

¥

- Espatula; < - Proveta:

| s

- Barra de agita¢do magnética; -

- Pipeta Pasteur.
. &
- Funil de Buchner; /\

Reagentes:

- Acetoacetato de etila; - Hidréxido de sodio;
- Benzaldeido - Etanol,;

- Hidrato de hidrazina - Acetato de etila;

- Malononitrila; - Eter de petroleo;
Equipamentos: -

e - Estufa; i

- Balanca analitica;
N = =
- Sistema de vacuo para filtragem,; - Placa de aquecimento e agitacao.
~@
Procedimento

Para calcular a quantidade de que deverd ser pesada de cada reagente e do catalisador

encontre primeiramente suas respectivas massas molares. De posse dessas informagdes:

1. Ajuste a temperatura de aquecimento da placa para que o banho (de terra ou silicone)

atinja a temperatura de 50 °C.

2. Em seguida pese e anote a massa correspondente a 1 mmol de cada um dos seguintes

reagentes: acetoacetato de etila, benzaldeido, hidrato de hidrazina e malononitrila.

162



ANEXOS

3. Tranfira-os para o recipiente reacional (baldo de fundo redondo de 25 mL ou Schilenck

selado).

4. Pese o correspondente a 10 mol% de NaOH e em seguida transfira para o recipiente
reacional. Essa etapa deve ser realizada com rapidez, pois o NaOH ¢ higroscopico e em
contato com o ambiente absorve agua com facilidade, dificultando o processo de

pesagem.

5. Adicione 2,5 mL de etanol, a barra de agitagdo magnética, feche o sistema e introduza
o recipiente reacional no banho previamente aquecido. Caso seja utilizado o baldo de
fundo redondo, ¢ necessario acoplar um condensador a boca do baldo e fechar o sistema

com um septo.
6. Preencha a tabela com as informagdes pedidas.

MM Informacgoes
Reagente mmol m (g) v (mL)
(g.mol ™) toxicologicas

I

O

NaOH —
Etanol - ---

7. Apds 30 min retire o recipiente reacional do aquecimento.
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8. Prepare 10 mL de uma mistura de éter de petroleo e acetato de etila (8:2). Em seguida
adicione a mistura de solventes no recipiente reacional. *E importante que a mistura

reacional ja esteja fria.

9. Separe o so6lido precipitado por meio de uma filtragdo a vacuo. Para isso corte e anote
a massa do papel que serd utilizado na filtracdo. Em seguida encaixe-o no funil de
Buchner. Posicione o funil em cima do kitassato com a borracha de vedagao e conecte a

mangueira com a saida de vacuo ao kitassato.

10. Molhe o papel com etanol gelado e adicione lentamente a mistura reacional ao
kitassato. Deixe a amostra secar totalmente e depois remova o papel filtro com o solido

obtido em uma placa de Petri.

11. Leve a placa de Petri para uma estufa aquecida a 40 °C e deixe a amostra secando até
a aula seguinte. ApoOs secagem, pese o produto obtido, desconte a massa do papel filtro e

calcule o rendimento da reagao.

e Disposicao dos residuos: Os residuos gerados no processo de filtragem devem
% ’ser coletados em um frasco especifico designado pelo técnico, pois serdo

encaminhadas para tratamento.
Perguntas:

1. Com base em conhecimentos prévios € na literatura, sugira um mecanismo plausivel

para a reagao.

2. Defina o que ¢ uma reagcdo multicomponente e com base na reagdo previamente

realizada demonstre as vantagens em utilizar esse tipo de metodologia.

3. Porque mudangas nas condi¢des experimentais afetam o rendimento reacional?
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