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Resumo

Este trabalho descreve a sintese, caracterizacdo e aplicagdo de novos
sistemas fluorescentes utilizando compostos do tipo 2-(2’-hidroxifenil)
benzazois acoplados com o nucleo 2,1,3-benzotiadiazola. Os novos sistemas
fluorescentes foram sintetizados utilizando um acoplamento do tipo Buchwald-
Hartwig e foram plenamente caracterizados. Suas caracteristicas fisico-fisicas,
com énfase na foto-fisica, foram investigadas e suas propriedades como
sondas fluorescentes foram determinadas. Para isso foram realizadas
titulagdes espectrofotométricas e espectrofluorimétricas utilizando dsDNA e a
proteina BSA. Além disso, estudos de variagcao de pH e de voltametria ciclica
foram realizados para testar sua estabilidade em diferentes condi¢des. Por fim,
os sistemas foram aplicados em estudos de live-cell imaging, comprovando sua
eficacia como marcadores seletivos de dsDNA nuclear em sistemas biologicos

utilizando células-tronco humanas.

Vi



Abstract

The present work describes the synthesis, characterization and application of
new systems using fluorescent compounds such as 2 - (2'-hydroxyphenyl)
benzazoles coupled with 2,1,3-benzothiadiazole core. The new fluorescent
systems were synthesized using Buchwald-Hartwig cross coupling reaction and
were fully characterized. Physical chemical properties, especially photophysical
properties, were investigated and the applications as fluorescent probes were
investigated. To achieve this goal, it was performed spectrophotometric and
spectrofluorimetric titrations using dsDNA and BSA protein. Moreover, studies
of pH-dependence and cyclic voltammetry were conducted to test the stability
under different conditions. Finally, the systems were applied in live-cell imaging
experiments, proving the effectiveness and selectivity as nuclear dsDNA

staining dyes for biological systems using human stem-cells.
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1. INTRODUCAO



1.1. O processo de luminescéncia

Elétrons podem passar do estado fundamental para o estado excitado por
meio do fornecimento de energia a molécula. A energia necessaria para excitar
uma molécula do estado fundamental pode provir de diferentes fontes: térmica,
luminosa, sonora, quimica, bioquimica e outras. A fonte de excitacao
determinara o tipo da luminescéncia. Assim, quando a fonte de excitagao é
consequéncia de uma reacado quimica, tem-se a quimioluminescéncia; se a
fonte é luminosa, a fotoluminescéncia; e assim por diante.

Em condi¢gbes normais, as moléculas estdo no menor estado de energia,
ou seja, no estado fundamental. A absorgdo de um foéton de energia excita as
moléculas para estados energicamente superiores (tanto vibracionais, quanto
rotacionais).? O processo de relaxacdo molecular, em que a molécula volta ao
seu estado fundamental dissipando a energia absorvida na forma de luz
denomina-se luminescéncia.

No estado excitado, a molécula torna-se instavel e a tendéncia natural é
que por algum processo, seja fisico ou quimico, libere energia, indo para um
estado energeticamente inferior (normalmente o estado fundamental).
Alexander Jablonski (1898-1990) desenvolveu uma teoria fundamental para
compreensao dos processos de relaxacao molecular. Ele foi o responsavel pela
criacdo de um diagrama (Figura 1) que racionaliza o processo de dissipacao

energética a partir do estado excitado.>



Excitacao
Eletrénica

Processo
dissipativo

L
|

Mecanismos Mecanismos
Radioativos ndo-radioativos

t |

|
—— R E———

Fisicos

Fluorescéncia Fosforescéncia Quimicos 1) Conevrséo

hv — hv' hv — hv' hv — AG Interna
{ L { 2) Cruzamento

Intersistemas

Figura 1. Diagrama basico de Jablonski.

Como podemos perceber, existem dois tipos basicos de mecanismos de
dissipagéo energética: os mecanismos radioativos, em que a energia absorvida
€ dissipada como energia luminosa, mas com uma frequéncia diferente da
energia incidente (notadamente, v > v’); e os mecanismos nao-radioativos, em
que a energia de excitagao é dissipada por meio ou de reagdes quimicas ou
liberacéo de calor.

Os mecanismos radioativos podem ser de dois tipos: fluorescentes ou
fosforescentes. Quando a molécula absorve energia, passando para o estado
excitado, essa transigdo, normalmente, ocorre com conservagao do momento
de spin. Assim, uma molécula em um estado fundamental singleto, passara, no
estado excitado, para um estado também singleto.* Essa transicdo, singleto —
singleto, € uma transicdo permitida, uma vez que obedece as regras de
selecdo para transi¢des eletrbnicas (a variagdo no momento de spin de uma
molécula deve ser igual a zero).> Com o aumento do tamanho da molécula,
entretanto, estados eletrnicos podem comegar a sobrepor-se (interagdes spin-
orbita). Nessas condigbes, outras transi¢ées, em que a variagdo do momento

de spin é diferente de zero, passam a ser permitidas. Assim, a molécula pode



sair de um estado singleto e passar para um estado tripleto, ou vice-versa. O
tipo de transicao diferenciara a fluorescéncia da fosforescéncia.

Na fluorescéncia, a transicdo acontece de um estado excitado singleto
para um estado fundamental também singleto. A fosforescéncia ocorre quando
a transicao ocorre de um estado excitado tripleto para o estado fundamental
singleto. E importante ressaltar que uma transicéo singleto — tripleto, ou o
oposto, € um evento significativamente pouco provavel, tendo um tempo de
meia-vida que pode variar de 10* s até varios segundos. Da mesma forma, a
fluorescéncia € um evento bem mais eficiente, com tempos de meia vida que
podem variar de 10° a 10° s.°

Os processos de desativacdo nao-radioativos também s&o de dois tipos:
0S processos quimicos, em que a energia luminosa é convertida em energia
para reagdes quimicas (energia livre de Gibbs) e os processos fisicos. Estes
podem ser de dois tipos: conversdo interna e cruzamento intersistemas. A
conversao interna acontece quando uma molécula passa para um estado
eletrébnico de energia menor sem emissao de radiagdo. Esse processo ocorre
de um estado singleto para outro estado singleto e é bastante eficiente, uma
vez que poucas substancias apresentam fluorescéncia.” No cruzamento
intersistemas, a transicdo entre estados nao é radioativa, assim como na
conversao interna, mas ocorre de estados tripletos para estados singletos. O
cruzamento intersistemas torna-se mais comum quando as interagdes spin-
orbita sdo maiores, favorecendo a mudancga de spin.

A absorcao de um féton de luz e a passagem para o estado excitado € um
processo muito rapido (10" a 10" s). A velocidade de desativacdo,
entretanto, dependera do tipo de emissdo da molécula. Na Tabela 1, indicamos

os tempos médios para os processos descritos acima.®



Tabela 1. Tempos caracteristicos para os varios processos de desativagao.

Processo Variagido da Multiplicidade de Spin Tempo (s)
Absorgao 151 107
Fluorescéncia 1—-1 10° a 10®
Fosforescéncia 31 10° a 1
Conversao Interna 1-1 10" a10™"
Cruzamento Intersistemas 1—-1 10" a 107

Processos cineticamente mais rapidos sao favorecidos. Entretanto, é
possivel o planejamento de uma arquitetura molecular que ajude a induzir os
mecanismos de dissipacdo radioativos. Fatores como rigidez estrutural,
extensdo de conjugagdes =, transigbes do tipo 1 — =*, planaridade, entre
outras caracteristicas, favorecem a emissdo radioativa, aumentando a
eficiéncia dos processos fluorescentes e fosforescentes.

A luminescéncia tem extensas aplicagdes analiticas, uma vez que
apresenta uma sensibilidade bastante alta, muitas vezes na faixa de partes por

bilho.®



1.2. Heterociclos benzazodlicos.

Heterociclos sdo compostos ciclicos que apresentam pelo menos um
heteroatomo em sua estrutura. Os heterociclos tém uma importancia crucial em
muitos processos biologicos, pois sao constituintes de muitas estruturas
naturais como carboidratos, enzimas e a clorofila.™

Os benzazodis sao heterociclos que apresentam um anel benzénico
condensado a um anel azdlico (Figura 2). Como se pode perceber, a posi¢cao 3
€ ocupada por um atomo de nitrogénio e a posi¢cao 1 é ocupada por um outro
heteroatomo, que determinara o tipo de benzazol. Assim podemos ter

benzimidazois (X = NH) ou benzotiazdis (X = S).

NP
9
6 \>2
> 8 —X
4 1
X = NH (Benzimidazdis)
X = S (Benzotiazois)

Figura 2. Heterociclos benzazdlicos.

Uma alteracdo interessante é a introducao, na posicao 2 do anel azdlico
(Figura 3), de um grupo fenila substituido na posi¢ao orto. Esses compostos
sdo conhecidos como 2-(2’-hidroxifenil)benzazdis e podem realizar o processo
de Transferéncia Protonica Intramolecular no Estado Excitado (ESIPT, na sigla

em inglés), discutido posteriormente.'"'*"®

X = NH [2-(2'-hidroxifenil)benzimidazol]

4 X = S [2-(2'-hidroxifenil)benzotiazol]

Figura 3. Introdugéo de grupo 2’hidroxifenil na posigéo 2 do anel azdlico.



Compostos do tipo 2-(2’-hidroxifenil)benzazol e seus derivados possuem
caracteristicas que tém sido utilizadas para aplicagbes em diversas campos
tecnoldégicos. Por exemplo, a sua utilizagdo como marcadores bioldgicos
fluorescentes.''® Sabe-se que poucas estruturas bioldégicas apresentam uma
fluorescéncia natural e aquelas que apresentam, normalmente possuem baixos
rendimentos quanticos de fluorescéncia. Assim, a sintese e utilizagdo desses
benzazdis como marcadores para estudos conformacionais de proteinas e o

estudo de DNA e RNA é uma area contemporanea e em expans3o.'®



1.3. O nucleo 2,1,3-Benzotiadiazola

O ndcleo 2,1,3-Benzotiadiazola (BTD, Figura 4) tem recebido muita
atencao nas ultimas décadas, devido ao fato de encontrar-se entre os sistemas
quimicos com enorme potencial para sintese e aplicagdo de novos sistemas

fotoluminescentes, altamente eficientes."’

Figura 4. O nucleo 2,1,3-Benzotiadiazola.

Esse heterociclo é retirador e aceptor de elétrons e, portanto, um
potencial sistema carreador eletrbnico. Outra caracteristica extremamente
importante € a sua tendéncia em formar estruturas cristalinas bem ordenadas,
devido a sua alta polarizabilidade, favorecendo, dessa forma, interagdes n —
n*, caracteristica altamente desejavel para processos de fluorescéncia. Logo,
estruturas que apresentam o sistema benzotiadiazola sdo normalmente bons
precursores para a sintese de fluoréforos bastante eficientes.'®

Outro fator a ser considerado é a preferéncia do nucleo por uma
configuracao quinoidal. Os quindides podem ser vistos como estruturas ciclicas
com ligagbes duplas conjugadas, possuindo dois locais onde podem unir-se
dois outros grupos cromoforos. Essa deslocalizagdo das ligagbes n causa
drasticos deslocamentos nos comprimentos de absorgdo desses compostos,'®
em decorréncia do processo de ressonancia, que estabiliza a estrutura,
aumentando o comprimento de onda emissivo.

A sintese de novos sistemas fluorescentes, utilizando o nucleo BTD,
normalmente envolve o intermediario 4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazola. A
sintese desse intermediario (Esquema 1) envolve duas etapas bem
estabelecidas na Iiteratura,20 usando como material de partida o-

fenilenediamina. Esta é reagida com cloreto de tionila, na presengca de uma



base (trietilamina) e diclorometano. A 2,1,3-benzotiadiazola é entdo tratada
com bromo, na presenca de acido bromidrico, obtendo a 4,7-dibromo-2,1,3-
benzotiadiazola, intermediario sintético versatil para a sintese de compostos

fluorescentes com conjugagdes n estendidas derivados do nucleo BTD.

Br
SOCI
NH, 2
NEt; =N HBr =N
—_— /S — > /S
NH2 CH2C|2 \N Br2 \N
Br

Esquema 1. Sintese da unidade 4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazola.



1.4. O processo de transferéncia protonica intramolecular no
estado excitado (ESIPT)

Os benzazois heterociclos como o 2-(2’-hidroxifenil)benzazol podem
realizar o mecanismo de transferéncia protbnica intramolecular no estado
excitado (ESIPT), fendmeno que aumenta fortemente a estabilidade foto-fisica
dessas estruturas, ocasionado um alto deslocamento de Stokes.?!?223

No estado fundamental, as moléculas podem existir em dois tautdbmeros
diferentes: enol ou ceto (Figura 5). A existéncia desses dois estados depende
de uma série de variaveis.”* Sabe-se que em solventes polares apréticos
(como acetonitrila) e/ou apolares (como hexano), a forma endlica é a forma
mais estavel, devido, sobretudo, a existéncia de uma forte interacao
intramolecular de hidrogénio entre o grupo hidroxila do fenol e o atomo de

nitrogénio do anel azdlico.

/H||||||||O
X
Enol Ceto

Figura 5. Forma enol e ceto para os heterociclos benzazdlicos.

Quando a molécula absorve energia, o tautdmero enol passa para o
estado excitado. Nessas condicbes, as moléculas diferem de suas formas
fundamentais em diversas caracteristicas como forca acida e basica e
geometria. Muitos trabalhos mostram que no estado excitado, grupos doadores
(que apresentam uma acidez natural), como —OH, -NH; e —SH, tem sua acidez
aumentada e grupos retiradores tornam-se mais eficientes e, portanto, mais
basicos (teoria de Forster).?>%® Além disso, estudos mostram que o tautdémero
ceto é cerca de 1,5 kcal.mol” mais estavel, no estado excitado, que sua
conformacéo endlica.?’

O tautdbmero enol excitado é rapidamente convertido no tautdbmero ceto

através da transferéncia proténica intramolecular (ESIPT) do hidrogénio
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fendlico para o nitrogénio do anel azdlico. O tautbmero ceto, por sua vez,
relaxa emitindo fluorescéncia e retornando ao seu estado fundamental. A forma
ceto, menos estavel, tautomeriza para a forma endlica (mais estavel) e o

sistema retorna ao seu estado inicial (Figura 6).

H—O
N — —*
N ESIPT H O
/
X N
L _ X
NH,
A L _
m
3
o [
uT m (7]
3 an
s 7 °
[%] [
Qo (1)
< o
\)
Transferéncia
Y Reversivel /H S
do Proéton N
H—O
N NH,
X
NH,

Figura 6. Mecanismo geral para um processo ESIPT.

O processo ESIPT €& responsavel por diversas -caracteristicas
interessantes, como por exemplo, um alto deslocamento de Stokes. O
deslocamento de Stokes ¢é definido como sendo a diferengca entre o
comprimento de onda de absorgdo (maximo) e o comprimento de onda de
emissdo (maximo). Em estruturas que ndo apresentam o processo ESIPT, o
deslocamento de Stokes normalmente encontra-se numa faixa de 30 a 70
nm.?®> Em compostos que apresentam o processo ESIPT esse deslocamento
aumenta, podendo variar entre 100 a 250 nm. Esse alto deslocamento de

Stokes é resultado da existéncia de um estado mais estavel (tautbmero ceto)
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antes da emissao. Um exemplo do alto deslocamento de Stokes para espécies

ESIPT é mostrado na Figura 7.
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Figura 7. Deslocamento de Stokes para um dos heterociclos benzazdlicos.

T T T
300 350 400

O deslocamento de Stokes pronunciado é visivel (equivale a quase 180
nm). Essa caracteristica peculiar desses compostos tem uma aplicabilidade
muito util. Estruturas que apresentam o processo ESIPT podem absorver na
regido do ultravioleta e emitir na regido do visivel do espectro. Essa
caracteristica sera de extrema importancia quando considerarmos a marcacao

de sistemas bioldgicos, utilizando compostos ESIPT.

1.4.1.Influéncia do solvente no processo ESIPT

O solvente tem uma clara influéncia no processo ESIPT e diversos
estudos tém procurado demonstrar essa influéncia.?®2%%'32 Em solventes
apolares e/ou aproéticos, ou seja, aqueles que nao podem formar uma ligagéo
de hidrogénio entre o composto luminescente e o solvente, a forma endlica cis

(1, Figura 8) é a forma predominante da maioria das moléculas. Por outro lado,
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em solventes préticos e/ou polares pode haver uma “competicdo” entre a
formacao de ligacdes de hidrogénio intramolecularmente e
intermolecurlamente, ou seja, com as moléculas do solvente. Nesse caso, a
forma endlica trans (2), pode ser a forma mais estavel.

Outro fator a ser considerado € a possibilidade de rotagdo da ligagao
entre o0 anel azdlico e o anel benzénico com o grupo hidroxila. Nesse caso,
outras duas formas também ser&o estabilizadas: a enol trans 3 (em solventes

apolares) e enol trans 4 (em solventes polares).>®

Hmum Solvente

(0]
N
A\
S
NR,
2
NR,
N
\
0]
\
Hiumn Solvente
3 4

Figura 8. Efeito do solvente nas conformagdes de compostos ESIPT.

Assim, compostos ESIPT podem apresentar duas curvas de emissao
diferenciadas dependendo do solvente utilizado. E mais, em um mesmo
solvente, compostos ESIPT podem apresentar uma dupla emissao de
fluorescéncia. Por exemplo, o efeito de emissao diferenciada, em solventes

diferentes é mostrado na Figura 9.
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Figura 9. Espectros de emissdes diferenciados em solventes diferentes para um mesmo

composto.

Nota-se claramente a diferengca de emissdo para um mesmo composto
em solventes diferenciados (um aprotico, acetonitrila; e outro prético, etanol).

Fato muito comum em compostos ESIPT.

1.4.2.A influéncia do pH no processo ESIPT.

O pH também exerce uma forte influéncia nos processos emissivos de
compostos ESIPT. Assim, espécies neutras, catidbnicas ou anidnicas podem
existir em solugdo. Trabalhos mostram®® que em meio acido, a tendéncia é a
existéncia de espécies catibnicas, decorrentes da protonacdo de centros
basicos (como hidroxila ou nitrogénio). Em meio basico, espécies anibnicas
tendem a ser predominantes. E por fim, em meio neutro, a tendéncia é a
existéncia de espécies neutras. Logo, a acidez ou basicidade de um meio pode
influenciar o processo ESIPT, diminuindo-o ou 0 aumentado, com a protonacao

ou desprotonacao.
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1.5. Marcadores bioldgicos fotoluminescentes.

A fluorescéncia € um método analitico bastante atrativo por variados
motivos. Primeiramente, o apelo visual que a técnica desperta. Muitas
estruturas apresentam uma fluorescéncia na regiao visivel do espectro. Outra
caracteristica, sem sombra de duvidas também importante, € sua alta
sensibilidade, que muitas vezes € bastante superior a de outras técnicas
analiticas, chegando mesmo a partes por bilhdo.*

Portanto, a utilizagcdo de compostos fluorescentes para estudos analiticos
€ bastante atraente dada a sua alta sensibilidade. A aplicagdo como sondas
biolégicas para a detecgdo de estruturas celulares e biomoleculares, como
DNA, RNA e proteinas € uma area muito promissora e que tem recebido muita
atencao nos ultimos anos, com diversos trabalhos abordando o tema.>®

Todavia, quando falamos em luminescéncia em sistemas biologicos, o
assunto parece desanimador. Poucas estruturas biologicas apresentam
fluorescéncia e mesmo aquelas que possuem, o fazem com um rendimento
quantico de fluorescéncia baixissimo. Exemplos de estruturas bioldgicas que

apresentam fluorescéncia sdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 2. Estruturas naturais que apresentam fluorescéncia, seus comprimentos de absorgao e
emissao e rendimentos quanticos de fluorescéncia (Adaptado da referéncia 37).

ComPOStO A méaximo de absorcdo (nm) A maximo de emiss&o (nm) ¢f

Tirosina 274 303 0,4
Triptofano 280 348 0,14
Fenilalanina 257 282 0,024

Como se pode perceber na Tabela, tais compostos apresentam um
rendimento quéntico de fluorescéncia muito baixo, diminuindo drasticamente a
eficiéncia dos estudos com esses sistemas.’’ Outros compostos que
apresentam uma fluorescéncia natural sao a clorofila e algumas flavinas. De
fato, nem mesmo esses sistemas apresentam uma fluorescéncia consideravel
e estudos envolvendo tais sistemas ndo sdo muito eficientes.*®

Logo, se faz necessario a utilizagdo de compostos fluorescentes que

possam, de alguma forma, se ligar a biomolécula para uma detecgao “indireta”,
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ou seja, a detecgao da biomolécula fluorescente e, por conseguinte, do sistema
bioldgico ao qual ela esta ligada.>**°

A importéncia da utilizagdo de sistemas fluorescentes como marcadores
bioldgicos foi coroada em 2008, quando os cientistas Osamu Shimomura,
Martin Chalfie e Roger Tsein foram laureados com o prémio Nobel de Quimica
pela descoberta, isolamento, identificacdo e utilizacdo da proteina verde
fluorescente (GFP).*' A GFP foi isolada a partir do estudo da &gua viva
Aequorea victoria e consiste de uma cadeia monomérica de 238 aminoacidos.

Seu fluoréforo esta indicado na Figura 10.%
o

N/>,Aminoélcidos

"N OH
Aminoacidos

Figura 10. Unidade da GFP com um grupo fluoréforo.

Os trabalhos usando a GFP como marcador estdo em constante
crescimento, uma vez que a proteina pode ser utilizada para estudar a
expressao de genes, estudos envolvendo células-tronco e estudos de cinética
protéica.*> Uma aplicacdo bastante curiosa da GFP é mostrada na Figura 11,
que mostra animais modificados geneticamente por meio da expressdo do
gene da GFP.

Figura 11. Camundongos transgénicos obtidos por marcagao com GFP (Figura adaptada da

referéncia 42).
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Além da GFP, muitos outros fluordforos tém sido utilizados para o estudo
de sistemas celulares. Por exemplo, Bohme e co-autores aplicaram os
fluoréforos EYFP, Lumio e SNAP para estudos do neuropeptideo Y, familia de
peptideos enddcrinos que estdo envolvidos com a regulagdo pancreatica e
gastrica, com a pressao sanguinea, com o ritmo cardiaco, entre outras
atividades.** Recentemente Zhang e Lo sintetizaram e estudaram as
propriedades de complexos luminescentes de iridio (lll), aplicando-os em

estudos celulares.*®
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1.6. A estrutura do DNA e o processo de intercalacgao.

O acido desoxirribonucléico (DNA) € um &cido nucléico que armazena as
informagdes genéticas e as expressa por meio do controle do funcionamento
celular.*® Todas as formas de vida conhecidas na Terra, & excegdo de alguns
virus que expressam suas informag¢des por meio do RNA, transmitem seus
tragos genéticos por meio do DNA.*

Em organismos eucariontes, o DNA ocorre como cromossomos lineares e
o conjunto de cromossomos forma o genoma,*®* que define todas as
caracteristicas fenotipicas de um organismo. Durante a reproducdo, o DNA é
duplicado e sua sequéncia é transcrita em RNA (processo de transcrigdo) que
€ utilizado para a sintese de aminoacidos e, consequentemente, proteinas
(processo de traducéo).

Assim, a obtencdo de sensores quimicos para a detecgao e quantificacao
de acidos nucléicos € uma area de grande interesse em diversos campos de
atuagao, como na area farmacoldgica (sintese de medicamentos especificos),
processos de selecdo genética, diagnosticos médicos entre muitas outras
aplicagdes. %0

A estrutura tridimensional do DNA foi elucidada em 1953 por Watson e
Crick® e consiste em um longo polimero, em que as unidades basicas de
repeticdo sao conhecidas como nucleotideos (Figura 12). Estes sdo formadas
por trés subunidades: uma base nitrogenada, um grupo fosfato e um

carboidrato (no DNA, uma desoxirribose).
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Figura 12. Estrutura de um nucleotideo de DNA.

As bases nitrogenadas, compostos heterociclos com nitrogénio, podem

ser de dois tipos:

1. Bases purinicas: heterociclos bi-anelares, compostos por um anel de
seis membros e outro de cinco membros. Sdo de dois tipos: adenina e guanina
(Figura 13).

2. Bases pirimidinicas: heterociclo mono-anelar de seis membros, sendo
pelo menos dois atomos de nitrogénio. De dois tipos: citosina e timina (Figura
13).

Cada uma dessas bases nitrogenadas é unida a outra por meio de
interagbes intermoleculares do tipo ligagdo de hidrogénio, de forma que uma
base purica sempre esteja ligada a uma base pirimidica. Mais especificamente,
uma guanina sempre se liga a uma citosina e uma adenina sempre esta ligada

a uma timina (Figura 13).
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Figura 13. As quatro bases nitrogenadas e suas interagdes por meio de interagdes de

hidrogénio. (Figura adaptada da referéncia 51).

A interacdo entre os varios conjuntos de bases nitrogenadas forma a
estrutura de dupla-hélice do DNA — dsDNA (Figura 14). Embora seja possivel a
existéncia de fitas simples de DNA (ssDNA), em sistemas bioldgicos s6 existem

estruturas com dupla hélice.*
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Figura 14. A estrutura em dupla-hélice do DNA.

O processo de ligagcdo de uma molécula sonda com o DNA ainda é
controverso e muitos estudos sugerem mecanismos diferentes de ligacdo.>
Apesar da discusséo cientifica controversa, sugerem-se basicamente duas
formas de interacdo entre uma molécula sonda e o dsDNA, como descrito a

sequir:

1. Ligacao externa: Nesse tipo de interagdo, as moléculas do ligante
interagem com a dupla hélice do DNA por meio de forgas de interagdo
intermolculares com os grupos fosfato da dupla fita (Figura 15). Esse tipo de
ligagcado provoca poucas alteragbes na cadeia do DNA, mas € mais facilmente

rompida, resultando em processos menos eficientes.>*
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Figura 15. Processo de ligacdo externa da sonda com a dupla-hélice do DNA. (Figura

adaptada da referéncia 51).

2. Intercalagao: A intercalacdo consiste na insercdo de moléculas
planares, normalmente aromaticas, entre dois pares consecutivos de bases
nitrogenadas da dupla-hélice do dsDNA (Figura 16). Na dupla-hélice do DNA,
duas bases estao orientadas em uma orientacdo quase coplanar, permitindo a
insercdo de moléculas planares entre esses dois pares de bases, por meio de

interacdes n (n stacking).”®
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Figura 16. Processo de intercalagdo na cadeia do DNA (Figura adaptada da referéncia 56).

A intercalacdo de uma molécula da sonda molecular provoca uma leve
alteragcdo na estrutura do DNA. Os grupos fosfato sofrem uma pequena
abertura, de forma a permitir a insercdo do marcador. Isso provoca um
pequeno desenrolar da dupla fita, alongando a cadeia do DNA. Assim, para
evitar distorcbes mais pronunciadas, a insercdo de uma sonda em um par de
bases nitrogenadas, exclui a inser¢ao no par vizinho, no chamado “Principio de
Exclusdo do Vizinho”.*®®" Isso é um resultado muito importante, pois evita
alteragdes muito grandes na estrutura do material genético, o que poderia
ocasionar uma perda de suas funcgdes.

De maneira geral, estruturas planares e aromaticas, facilitam interacdes =
entre o fluoréforo e as bases nitrogenadas do DNA, permitindo interagées muito
eficientes entre a biomolécula e a sonda fluorescente. Neto e co-autores
demonstraram®® que fluoréforos com grupos doadores associados a grupos
receptores, tendo um espacador entre eles formam uma arquitetura molecular

adequada para intercalacdo em dsDNA.

1.6.1.Marcadores comerciais.

Estudos com diferentes sistemas marcadores tém sido realizados, uma

vez que podem fornecer uma visao fundamental sobre a estrutura celular e de
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diversos tecidos. Os experimentos de live-cell imaging sdo, na atualidade,
experimentos fundamentais em campos variados como neurobiologia,
farmacologia e no promissor campo da engenharia genética.*

Diversos grupos tém testado compostos fotoluminescentes como
marcadores. De fato, um dos fluoréforos comerciais mais utilizados em
experimentos de live-cell imaging, como marcador seletivo de dsDNA é o DAPI.

O 4’,6-diamidinofenilindol (Figura 17) € um marcador seletivo de dsDNA,
comercializado pela Invitrogen. Seu comprimento de onda de excitagdo se da
na faixa do ultravioleta (358 nm) e sua emissao maxima ocorre proximo a 460

nm (na regido do azul).®°

NH
>
HN
N NH,
NH,

Figura 17. Estrutura do fluoréforo comercial DAPI.

Como sua fluorescéncia € azul, ndo ha sobreposicdo de cores com outros
fluoréforos muito utilizados, como a GFP (verde) e o Alexa Fluor (vermelho). O
DAPI é um dos fluoroforos mais utilizados para estudos de processos em

dsDNA. Algumas aplicagdes aparecem na Figura 18.5"2

Figura 18. Marcador DAPI. A esquerda, neuroblastomas humanos SH-SY5Y marcados com

DAPI (azul). A direita, cromossomos humanos.
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Objetivos

Os objetivos deste trabalho, desenvolvido no Laboratério de Quimica
Medicinal e Tecnoldgica (LaQuiMeT) no Instituto de Quimica da
Universidade de Brasilia, sdo a sintese, caracterizacdo e aplicagao de
novos sistemas fotoluminescentes com conjugagbes n-estendidas,
acoplando os nucleos 2,1,3-benzotiadiazola e 2-(2’hidroxifenil)benzazol.

Estes novos sistemas luminescentes foram planejados de forma a
permitir até quatro centros ESIPT e que possuam um grupo doador € um
grupo aceptor em sua estrutura, para testar suas propriedades como
marcadores bioldgicos seletivos para DNA.

Nossos objetivos especificos consistem em realizar testes
espectrofotométricos, espectrofluorimétricas, de variacdo de pH e
estabilidade eletroquimica (voltametria ciclica) para determinar as principais
caracteristicas dos novos sistemas luminescentes com conjugagdes m-
estendidas e sua viabilidade como marcadores bioldgicos fotoluminescentes
para Vvisualizacdo de processos celulares. Uma vez testada suas
caracteristicas, os compostos serdao aplicados em estudos celulares para

marcacao do nucleo de células-tronco humanas.
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2. RESULTADOSE
DISCUSSAO



2.1. Sintese dos novos compostos fluorescentes

BT e Bl foram sintetizados utilizando-se metodologia ja descrita na
literatura (Esquema 2).%® A metodologia consiste na condensacéo do acido 5-
aminosalicilico (2) com uma anilina orto-substituida (1a e 1b) em acido

polifosférico (PPA), obtendo-se os compostos 3a e 3b, com bons rendimentos.’

HO HQ
NH; PPA N
L =0 OO
v X
NH NH
1aY = NH, 2 2
1bY=S 2 3a Bl (X=NH)
3b BT (X=S)

Esquema 2. Sintese dos heterociclos benzazélicos Bl e BT.

A sintese dos novos fluoréforos, BTDBT e BTDBI," com o nucleo 2,1,3-
BTD envolve uma reagdo de acoplamento de Buchwald-Hartiwg, entre BT e BI
(3a e 3b) e 4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazola, adicionando-se DPEphos, NEts,
o catalisador de paladio (utilizando Pd(OAc),) e dissolvendo a mistura reacional
em tolueno seco. A mistura é ent&do agitada, sob atmosfera inerte de argénio, a
100°C por 72 horas. Apos, esta é resfriada, filtrada em celite e lavada com
acetato de etila. O sdlido resultante, marrom-avermelhado, €& purificado em
coluna cromatografica de silica com uma solugdo eluente de acetato de
etila’hexano (95:5). Os produtos resultantes, BTDBT e BTDBI, sdo solidos

cristalinos amarelos.

" As moléculas Bl e BT foram sintetizadas pelo Prof. Dr. Alexandre A. M. Lapis, na Universidade
Federal do Pampa (Unipampa).

" As moléculas BTDBI e BTDBT foram sintetizadas pelo aluno de IC Diego C. B. D. Santos em
seu trabalho de Técnica de Pesquisa sob orientagéo do Prof. Dr. Brenno A. D. Neto e minha
supervisao (FFD Oliveira).
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Esquema 3. Sintese dos fluoréforos BTDBT e BTDBI.

Ambos, BTDBT e BTDBI, apresentam fluorescéncia no estado sdlido,
emitindo na regido do verde. Em solugcdo de acetonitrila, os compostos tem

uma emissao na regiao do azul do espectro (Figura 19).

Figura 19. Fluorescéncia em estado solido e em solugdo (1,00 x 10° M) de acetonitrila dos
fluoréforos sintetizados. Acima BTDBI e abaixo BTDBT.

2.2. Ciclo catalitico

As reagbes de Buchwald-Hartiwg s&o reagdes de acoplamento, para a
formagao de ligagbes nitrogénio-carbono utilizando paladio como catalisador.®*
O Esquema 4 descreve a sintese realizada. A primeira etapa consiste na
reducao de Pd(ll) para Pd(0). Posteriormente, ocorre uma adi¢cao oxidativa, em

que o paladio (0) se insere na ligagao carbono-halogénio. Nessa etapa, o
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paladio sofre oxidagdo e seu numero de oxidacdo passa a ser +2.
Adicionalmente, as aminas, BT e BIl, reagem com a base (trietlamina, no
caso), formando um sal de trietilaménio com inser¢gdo da amina no metal em
substituicdo ao brometo. Posteriormente, ocorre a etapa de eliminacao
redutiva, liberando o composto desejado e reduzindo o paladio, permitindo que

um novo ciclo se inicie.

HO PPh, PPh,
N DPEphos
C[ )
X
Br Pd(DPEphos
X=NH, S / (DPEphos),
H
\ Br Br
s~ "
N/ \N
Pd (0) Ng”
X=NH, S
N B
\ r
X I
HO bd
=\
S
~. ./

<‘E %//N

HN X=NH, S

Esquema 4. Ciclo catalitico proposto para a formagdo dos novos sistemas fluorescentes
BTDBI e BTDBT.
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2.3. Estudo fotofisico

Os novos compostos fluorescentes foram sintetizados com um
planejamento na arquitetura molecular de forma que até 4 centros possam
realizar o processo ESIPT (Figura 20). A transferéncia protdénica pode ocorrer
entre a hidroxila (OH) e o anel azdlico ou entre o nitrogénio e o anel BTD. De

fato, ambos os processos ESIPT tem sido estudados e relatados em outros

sistemas.®®
ESIPT
(possﬁilllijd-;de” (possibilidade 4)
H—Q O—H
LN o
X — _ \
// A\
7/ \ N’
H/ \H
ESIPT 1IN ESIPT
(possibilidade2) N LN (possibilidade 3)
to)
BTDBI (X = NH)
BTDBT (X = S)

Figura 20. As quatro possibilidades do processo ESIPT, para os novos fluoréforos sintetizados.

Os gréficos de absorg¢ao de UV-Vis e emissao de fluorescéncia de BTDBT
e BTDBI estao representados na Figura 21. Os fluoréforos foram testados em
trés solventes diferentes: agua (um solvente prético), etanol (um solvente
prético) e acetonitrila (um solvente aprético). Os experimentos foram realizados

utilizando concentracdes de 1,00 x 10”° M dos fluoréforos.
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1.1

1 —— Agua
1.0+ N Etanol
0.9- U e Acetonitrila

038-
07
06-
05-

Absorbancia

04
03 .
02- )
0.14

0.0 — : :

] - —— Agua
10 SO e Etanol
A N N Acetonitrila

0.8

~

scéncia

0.6

0.4

0.2

Intensidade de Fluore

0.0_ ~~-~.~.n---"-"'—

T T
400 450 500
A (nm)

Figura 21 (continuagao). Espectros de absorgdo e emissdo para BTDBI em trés solventes

diferentes.

Pode-se notar que os compostos BTDBT e BTDBI absorvem
aproximadamente em 350 nm e emitem em torno de 450 nm. Portanto,
absorvem na regidao do ultravioleta e emitem na faixa do visivel (azul). Essa

diferenca esta muito explicitada na Figura 22, com a absor¢do e emissao de
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BTDBT em acetonitrila.

Isso tera consequéncias

considerarmos a possibilidade de marcacgao bioldgica.

importantes quando

1.0

0.8

0.6

0.4

Absorbancia
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300 350

T T
450 500

A (nm)

T
400

Figura 22. Absorgéo e emissédo de BTDBT em acetonitrila.

As propriedades fotofisicas dos fluoréforos utilizados (sintetizados e
precursores) estao resumidas na Tabela 3. O primeiro fato a ser salientado é a
diferengca nos deslocamentos de Stokes e nos comprimentos de onda de

absorcdo e emissdao, em diferentes solventes. Isso € um indicativo de que

realmente existe uma transferéncia intramolecular de cargas (ICT), comumente
observado em processos ESIPT. Outro fato a ser notado: os extensos

deslocamentos de Stokes em todas as espécies, variando de um minimo de 64

nm (Bl em acetonitrila) a um maximo de 142 nm (BT em etanol), fato

decorrente do processo de transferéncia de cargas eficiente e boa estabilidade

na formacéo do estado excitado.
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Tabela 3. Propriedades fotofisicas selecionadas dos fluoréforos estudados (1,00 x 10°M).

A max(@bs) @ A max(€m) (,\',I"egcil) AL o,
Bl 346, 361, 338. 478, 425, 456. 3,90 132, 64, 118. 0,022
BT 371, 389, 359. 513, 478, 462. 3,72 142, 89, 103. 0,0046
BTDBI 348, 356, 353. 444, 438, 462. 3,91 96, 82, 109. 0,016
BTDBT 344, 345, 345. 445, 440, 463. 3,93 101, 95, 118. 0,016

 Etanol, Acetonitrila e Agua, respectivamente.

Para BTDBT e BTDBI, os maiores deslocamentos de Stokes foram
observados em agua e os menores em acetonitrila, mas a diferenca entre eles
nao é consideravel. Isso mostra que os fluoréforos tém uma alta estabilidade,
decorrente da extensdao de conjugagdes n. A deslocalizagdo dos elétrons
decorrentes da conjugacao © acarreta um abaixamento energético dos orbitais
antiligantes, diminuindo as energias de transicdo. E importante ressaltar
também que o solvente exerce um papel nos Amax de absorcdo e emissao,
decorrente da diferenca de conformacgdes no estado fundamental.

Outro fator a ser considerado é o coeficiente de absortividade molar (g).
Os valores encontrados mostram tipicas transicées n — n*. Além disso, pode-
se observar um efeito batocrémico (deslocamento para o vermelho), decorrente
do aumento da polaridade do solvente: conforme a polaridade aumenta, o
comprimento de onda aumenta. Isso decorre das forgas atrativas entre solvente
e fluoréforo, baixando os niveis energéticos dos estados fundamental e
excitado, diminuindo a energia das transi¢des.

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia s&o baixos, fato ja esperado
para este tipo de sonda fluorescente, uma vez que o processo de intercalacao
com os pares de bases nitrogenadas do DNA aumenta a rigidez estrutural da
molécula, aumentado, consequentemente, a eficiéncia da fluorescéncia e,

portanto, seu rendimento quéntico de fluorescéncia.

34



2.4. Titulagoes espectrofotométricas

Uma vez conhecida as propriedades fotofisicas dos compostos utilizados,
nossa atencao se voltou para o estudo de suas interacbes com biomoléculas.
Primeiramente, testamos as propriedades fotométricas com titulagbes de
dsDNA (calf thymus) ou de plasmideos e a proteina BSA (albumina do soro
bovino). Plasmideos sao estruturas de DNA circular extrassGmicas, utilizadas
em engenharia genética como multiplicadores genéticos.®® A proteina BSA é
um dos principais componentes do sangue.®’

Na Figura 23 estdo mostrados os espectros de UV-vis para os quatro
fluoréforos utilizados, titulados com dsDNA e a albumina bovina. Como
resultados idénticos sdo obtidos, independente do dsDNA utilizado, os estudos

seguiram com dsDNA de terneiro (calf thymus).
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Figura 23. Titulagbes espectrofotométricas dos quatro fluoréforos usando dsDNA (calf thymus)

e a proteina BSA.
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A utilizagcdo de métodos espectroscépicos, como UV-Vis e fluorescéncia,
para se estudar a interacdo de marcadores com bioestruturas € bastante
eficiente, devido a sensibilidade dos métodos e o fato de que os estudos
envolvem comprimentos de onda que nao interferem com o comprimento de
absorcao do DNA (que absorve préximo a 260 nm).

Nota-se que para os quatro fluoréforos nenhum efeito batocrémico ou
hipsocrémico € observado, apenas efeitos hipercromicos. Isso indica que a
interacdo dos fluor6foros com as bioestruturas provoca leves alteracdes
conformacionais na estrutura das sondas, mas nenhuma alteragao estrutural
drastica. Para os quatro fluoréforos percebe-se a eficiéncia na ligagao, embora
as alteragbes ndo sejam tao pronunciadas devido a sensibilidade mais baixa do
UV-Vis, quando comparada as técnicas fluorescentes.

Os resultados mostram ainda que para BT e Bl a deteccédo de proteinas
mostrou-se mais eficiente, ocasionando efeitos mais pronunciados nos
espectros de absorgcdo, fato ja esperado para os benzimidazéis e
benzotiazois.®® Para BTDBT e BTDBI os efeitos ndo sdo tdo pronunciados,
mas indicam a eficiéncia dos processos de ligagdo entre os fluoréforos e as

biomoléculas.

2.5. Titulagoes espectrofluorimétricas

A fluorescéncia é um método altamente atraente, dada sua alta
sensibilidade, apresentando limites de deteccdo muito melhores quando
comparado a outros métodos.®® Portanto, a deteccéo de fluorescéncia ¢ bem
mais eficiente quando comparado a técnica de UV-vis. De fato, concentracdes
mais baixas (uM) do fluoréforo, quando comparadas as titulagdes fotométricas,
deram bons resultados. Novamente, as titulagcdes foram feitas utilizando-se
dsDNA (calf thymus) e a proteina bovina (BSA). Os espectros de emissao de

Bl e BT estdo na Figura 24.
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Figura 24. Titulagbes Espectrofotométricas de Bl e BT usando DNA e BSA.
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Para BT e Bl se obtém um maximo de absorcao proximo a 460 nm. Além
disso, um aumento exponencial da intensidade de fluorescéncia é observado.
Esse efeito hipercrébmico revela a eficacia das moléculas fluorescentes como
marcadores. Para os testes com acidos nucléicos, as titulagcbes foram
realizadas com quantidades crescentes da biomolécula, variando de 0 a 300
uM. As duas sondas sdo capazes de detectar quantidades de até 10 uM,
estando nos mesmos limites de detecgdo dos fluoréforos mais utilizados.”
Para a detecgao de proteinas, quantidades consideravelmente maiores devem
ser utilizadas, revelando baixa especificidade das sondas para a detecgcao de
sistemas protéicos.

Os espectros para BTDBT e BTDBI estao na Figura 25.
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Figura 25. Titulagbes espectrofotométricas de BTDBI e BTDBT usando dsDNA (calf thymus) e
BSA.

Para BTDBT nota-se claramente uma alta eficiéncia no processo de
marcacdao. Um aumento significativo da intensidade de fluorescéncia é
observado (efeito hipercrdbmico) revelando a interagdo entre o fluoréforo e a
biomolécula. Além disso, o aumento exponencial permite deteccdes

quantitativas das bioestruturas, em limites de deteccdo comparaveis com o0s
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melhores marcadores disponiveis comercialmente. Outro fator a ser destacado
€ altissima sensibilidade para dsDNA (limites de deteccédo de 10 uM) e a
sensibilidade relativamente mais baixa para o estudo de proteinas, embora o
efeito hipercrémico seja notado. Isso mostra a seletividade do método, nos
fornecendo fortes indicios sobre a possibilidade de marcag¢des exclusivas de
dsDNA em quantidades adequadas do fluoréforo em testes celulares.

BTDBI mostra resultados negativos, mas bastante interessantes. Sua
interacdo com dsDNA e com a proteina BSA é muito pobre, e um baixissimo
aumento da intensidade de fluorescéncia é observado. Essa baixa interacéo
fluoréforo—bioestrutura é relevante, mostrando que o fluoréforo nao é adequado
como marcador em analises quantitativas, mas apenas para analises
qualitativas. Essa baixa interacdo entre o fluoréforo e as biomoléculas é
resultado da alta hidrofilicidade, devido a presenga do grupo NH, em contraste
ao enxofre presente na BTDBT. A presenca do grupo NH aumenta a interagéo
com as moléculas do solvente (agua), diminuindo o grau de interagcédo com as
biomoléculas. Essa diminuicdo de interacao interfere na marcagao, ocasionado
mudancgas espectrais muito baixas.

Comparativamente, a detecgcdo de dsDNA, de forma geral, foi bem mais
eficiente que a detecgdo da proteina, que exige quantidades relativamente
maiores para fornecer resultados quantitativos satisfatorios. Dessa maneira,

limitaremos  os proximos  estudos a utilizagao de  dsDNA.

2.6. Dependéncia do pH na intensidade de fluorescéncia

O pH exerce uma influéncia marcante no processo de luminescéncia.
Muitas espécies, em valores diferentes de pH, podem ter suas emissdes de
fluorescéncia aumentadas, diminuidas ou mesmo suprimidas. Um exemplo
marcante é a anilina, que em pH acido tem sua fluorescéncia suprimida’

O processo ESIPT, sobremaneira, apresenta uma alta dependéncia do
valor de pH da solucdo, efeito relatado por varios autores.”>’® Espécies
neutras, catibnicas e anibnicas podem existir em diferentes valores de

concentracdo hidrogenibnica, alterando comprimentos maximos de emissao
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e/ou intensidade de fluorescéncia, além da forma da curva observada no

espectro.

Os espectros de emissao selecionados para BT e Bl estado na Figura 26.

100

Intensidade relativa de fluorescéncia

Figura 26. Dependéncia das emissdes fluorescentes em valores diferentes de pH para Bl e
BT.

Bl e BT apresentam comportamentos bastante préximos e seu espectro
de emissao € bastante influenciado pelo pH. Em solu¢gdes muito acidas, nota-
se um efeito hipsocrémico (em comparagdo ao observado em pH neutro),
decorrente da existéncia de espécies catidnicas que diminuem a ocorréncia do
processo ESIPT. Ja em valores muito basicos, observa-se um efeito
batocrémico pronunciado. Em valores tao altos de pH, havera a desprotonacéao
completa dos hidrogénios acidos, o que deve aumentar a rigidez da molécula,
deslocando os comprimentos maximos de absor¢gdo. Em ambos os casos, em
pH relativamente acido (4,5 para BIl; 3,5 para BT) ocorrem os maximos de
intensidade de fluorescéncia, indicando que tais compostos podem nao ser
Uteis para estudos celulares in vivo.

Os espectros de emissdo selecionados para BTDBT e BTDBI sao

mostrados na Figura 27.
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Figura 27. Dependéncia das emissoes fluorescentes em valores diferentes de pH para BTDBI
e BTDBT.

Para BTDBI e BTDBT a variacdo no pH ndo produz mudancas tao
pronunciadas no espectro de emissdo. Assim, observamos apenas mudangas
na intensidade de fluorescéncia e nenhuma alteracdo nos comprimentos
maximos de emissdo. Essa pequena alteracdo nos espectros de emissao
decorre da grande extensdo das conjugacbes n dessas moléculas, que
estabilizam as cargas em diferentes valores de pH. Essa estabilizacao € efeito
da distribuicdo da carga por toda a estrutura, devido a efeitos de ressonancia,
decorrentes da hiperconjugagao de orbitais = envolvidos, provocando poucas
alteragdes nos espectros de fluorescéncia. Essa alta conjugacdo torna as
BTDBT e BTDBI altamente estaveis e com amplas aplicacdes.

E interessante ressaltar que a maxima intensidade de absorgdo é
observada em valores praticamente neutros de pH. Assim, BTDBI tem um
maximo de fluorescéncia em 7,0 e BTDBT em 6,5, ou seja, valores muito
proximos aos fisioldégicos. Esse fato é mais uma indicagdo de que estes
fluoréforos sdo bons candidatos como marcadores biolégicos. Em qualquer
outro valor de pH, um efeito hipsocrdmico é observado, em maior ou menor

grau.

2.7. Analise Eletroquimica dos Fluoréforos

Como a deteccao de proteinas nao foi tdo efetiva, exigindo quantidades

consideravelmente maiores da biomolécula, e a detecgcdo de dsDNA foi
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bastante seletiva e eficiente, decidimos limitar os estudos eletroquimicos as
solugdes contendo DNA. Os voltamogramas ciclicos para Bl e BT estdo na

Figura 28.
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Figura 28. Voltamogramas ciclicos para Bl e BT.

Para estes dois fluoréforos nenhuma reducao catodica foi observada. Bl
mostra um pico de oxidacdo anddico em 0,48 V. Este pico esta associado a
outro pico em 0,38 V em um processo de transferéncia de carga reversivel. A
adicdo de DNA desloca estes picos para 0,65 V e 0,27 V, mantendo a
reversibilidade do sistema. O processo envolve a transferéncia de um dos
elétrons © do anel benzénico para os eletrodos, em processos de transferéncia
de carga reversivel. Para BT observa-se um pico anddico em 0,70 V,
associado a um pico em 0,53 V, sendo um processo de transferéncia reversivel
de carga. Com a adicdo de DNA, o pico anodico em 0,70 V desloca-se para
0,57 V e o processo torna-se irreversivel. Mais uma vez, o processo deve
envolver a transferéncia de carga do anel benzénico. Para BTDBT e BTDBI os

voltamogramas ciclicos estao na Figura 29.
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Figura 29. Voltamogramas ciclicos para BTDBI e BTDBT.

BTDBI e BTDBT mostram sua alta estabilidade eletroquimica, uma vez
que nenhum processo notorio de oxidac&do/redugdo € observado na janela
eletroquimica estudada. Intervalos maiores ndo foram considerados, pois
processos de reducao/oxidagao poderiam ser observados no solvente. Uma
pequena mudanca de corrente € observada entre o fluoréforo BTDBI ligado ao
DNA e o DNA puro, mostrando que realmente a interacdo do marcador com o
DNA nao é tao efetiva no meio estudado. Para o composto BTDBT, entretanto,
observa-se uma diferenga de corrente significativa, indicando a étima interagéo
que existe entre o fluoréforo e o DNA, mas sem alteragao significativa na curva,
indicando poucas mudangas na cadeia do material genético, corroborando com
o principio de exclusao de vizinho, que resultaria em mudancgas radicais na
cadeia do DNA e diferencas significativas em seu processo eletroquimico

quando ligado a sonda.

2.8. Experimento de live-cell imaging

Com todas as informacodes recolhidas pelas titulacoes
espectrofotométricas e espectrofluorimétricas, e as analise de pH e voltametria
ciclica, nosso préoximo passo foi a utilizacdo dos fluoréforos em experimentos
em células vivas, para testar sua viabilidade como marcador em sistemas
bioldgicos. A utilizacdo de sondas fluorescentes para a deteccao seletiva de
biomoléculas como DNA, proteinas e outras estruturas celulares tem sido alvo

de muitos estudos, por diversos grupos e suas aplicagdes sao variadas e muito
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amplas. Recentemente, o Prémio Nobel em Quimica (2008) foi conferido pelo
estudo de sistemas fluorescentes como marcadores de bioestruturas.

Os experimentos de live-cell imaging foram feitos utilizando-se células-
tronco humanas e células de macrofagos de camundongos.

Em um primeiro momento testou-se a viabilidade da marcacao de dsDNA
utilizando células de macrofagos de camundongos em suspensao, por ser um
experimento mais simples e que indicaria a viabilidade de testes mais
complexos. Em todos os experimentos realizados a marcagcao de dsDNA
nuclear celular foi muito pronunciada (Figura 30). Esses testes iniciais

demonstraram uma alta seletividade e eficiéncia de nossos marcadores.
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Figura 30. Live-cell imaging de células em suspensdo de macrofagos de camundongos. A

esquerda, contrasnte de fase; a direita, microscopia confocal de fluorescéncia. De cima para
baixo: Bl, BT, BTDBI e BTDBT.
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Figura 30 (continuagdo). Live-cell imaging de células em suspensdo de macrofagos de

camundongos. A esquerda, contrasnte de fase; a direita, microscopia confocal de
fluorescéncia. De cima para baixo: Bl, BT, BTDBI e BTDBT.

Embora os testes tenham sido positivos para a marcagdo de dsDNA,
estudos mais complexos e de aplicabilidade mais geral sdo exigidos. Assim, os
fluoréforos foram testados em células-tronco humanas aderidas em uma
monocamada celular, em uma estrutura que mimetiza um tecido humano.

Igualmente, fez-se uma comparacgao entre os fluoréforos testados no presente
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trabalho e o DAPI, marcador comercialmente disponivel de dsDNA que esta

entre os mais utilizados neste tipo de estudo.

Os resultados do estudo comparativo s&o vistos na Figura 31.

Figura 31. Live-Cell Imaging de céluas tronco humanas aderidas utlizando os quatro
fluoréforos e o DAPI. Contraste de fase (a esquerda) e microscopia confocal de fluorescéncia
(direita). De cima para baixo os corantes: Bl, BT, BTDBI, BTDBT e DAPI.
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Figura 31 (continuagao). Live-Cell Imaging de céluas tronco humanas aderidas utlizando os

quatro fluoréforos e o DAPI. Contraste de fase (a esquerda) e microscopia confocal de
fluorescéncia (direita). De cima para baixo os corantes: Bl, BT, BTDBI, BTDBT e DAPI.
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Como se pode perceber, todos os fluoréforos foram capazes de transpor
a membrana celular e seletivamente marcar o dsDNA. Nenhum dos compostos
foi adsorvido em outras estruturas celulares, indicando uma marcag¢ao de fundo
minima. BT e BIl, embora tenham apresentado bons resultados como
marcadores, precipitaram no meio celular, devido a sua baixa solubilidade em
meio aquoso. Essa caracteristica indica que tais compostos tém baixissima
aplicagdo como marcadores em sistemas vivos, ja que pode haver precipitacdo
no meio celular, ocasionado problemas a célula, como morte celular. Com os
fluoréforos desenvolvidos, BTDBT e BTDBI isso n&o foi observado, indicando
sua aplicabilidade em experimentos dessa natureza. Sua interagcdo com dsDNA
€ notavel. Igualmente, é notério a olho nu que a intensidade luminosa dos
marcadores testados é maior do que a do DAPI.

Essa alta seletividade, aliada a possibilidade de deteccao quantitativa de
dsDNA, tornam o BTDBT e o BTDBI uma étima possibilidade a ser utilizada na
detecgcdo de DNA, em especial o primeiro. Essa alta seletividade pode ser
comparada com outras estruturas fluorescentes. Por exemplo, com o marcador
comercialmente disponivel DAPI. Ele foi testado na mesma monocamada de
células-tronco humanas e revelou que sua seletividade para dsDNA é bem
menor, marcando outras estruturas celulares, como a membrana celular,

revelando sinais de fundo, mesmo em concentragdes muito baixas (Figura 32).

Figura 32. Marcagéo nao seletiva do DAPI, um dos fluor6foros mais utilizados para marcagao

de dsDNA. Veja a marcagao de fundo, devida a baixa seletividade.
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Portanto, em especial o fluoréforo BTDBT, mostra caracteristicas muito

importantes para estudos celulares:

1) Sua capacidade de detecgdo quantitativa, no limite dos melhores
marcadores comerciais;

2) Sua elevada seletividade para dsDNA, comprovada pelo experimentos
de live-cell imaging, em que a sonda foi capaz de marcar seletivamente
0 nucleo celular, sem outras marcag¢des de fundo. Quando comparado
ao DAPI, o fluoréforo comercial, sua seletividade e eficiéncia sao
notaveis;

3) Sua alta estabilidade em diferentes valores de pH e estabilidade
eletroquimica, demonstrado que a molécula, embora seja influenciada
pelo meio, possui uma estrutura hiperconjugada que a torna muito

atraente devido a sua altissima estabilidade quimica.

Um modelo de interacdo entre o DNA e o marcador fluorescente foi
proposto por Neto e colaboradores. (Figura 33)* e consiste na existéncia de
um espacgador C=C e um grupo como PhOMe que seria o grupo elétron doador

para a ocorréncia de um processo de ICT com o nucleo BTD.

C=C p1 spacer, requisited
Efficient intercalation. _ for DNA
intercalation
= Ar = 2Py
v g (S Ar =3Py
j | ' Ar=Ph
_1 L CEC Charge-transfer
\ process
spacer
DNA
L binding --—
- ~ : site N g—N
& - A
L et
_ ‘“‘L.')' =g l electron
P N donor
- . .
Without C=C pi spacer, BTD core

(electron acceptor)

Pronounced steric hindrance.

Figura 33. Modelo de intercalagao de BTD com o DNA (Adaptada de referéncia 72).

O presente trabalho mostra que a utilizacido do nucleo BTD acoplado

com sistemas benzaldlicos fornecem a geometria adequada para a
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intercalacdo, sem a necessidade de um espacador C=C. Portanto, uma boa

proposta de intercalagao para as estruturas testadas seria como representada

na Figura 34.
Espagador
HO OH
N
Ligacéo A\ 74
com o DNA
X X
N— —N
/ \
H H
/ \N
S/
Elétron doador
Elétron
Aceptor
X =NH (BTDBI)
X =S8 (BTDBT)

Figura 34. Modelo de intercalagdo com o DNA.

Na presente proposta, apesar da intercalagdo, continua havendo a
possibilidade de ocorréncia de processos ESIPT, indicando que a arquitetura
molecular € mais do que adequada para a intercalacdo e para se manter a
estabilidade da estrutura no estado excitado. Igualmente, a idéia de um doador
e de um aceptor de carga para um processo ICT também & mantida.

Outras estruturas tém sido trabalhadas em nosso grupo, de forma a
funcionarem como marcadores para outras estruturas celulares. Por exemplo,
temos sintetizado estruturas que, seletivamente, funcionam como marcadores
altamente seletivos de mitocdndrias e que podem ser usados simultaneamente
com BTDBT e BTDBI em estudos de microscopia confocal de fluorescéncia”
uma vez que sua fluorescéncia se da em outra regido espectral (verde). A

seletividade dessas estruturas € notavel, como evidencia Figura 35.

" Estrutura do marcador seletivo (desenvolvido no grupo do Prof. Dr. Brenno A. D. Neto) ndo
apresentada por se encontrar em processo de negociag¢des para patenteamento.
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Figura 35. Marcacdo seletiva de mitocdndrias utilizando marcadores fluorescentes. A
esquerda, experimento apenas com o marcador desenvolvido no grupo; a direita, utilizagdo
simultdnea do corante desenvolvido junto com o marcador comercial DAPI. Note que o DAPI

marca o dsDNA nuclear enquanto o outro marca o dsDNA mitocondrial.
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3. CONCLUSOES E
PERSPECTIVAS



Neste trabalho foram sintetizados novos sistemas fluorescentes com
conjugagdes n estendidas e aplicados em estudos celulares, como marcadores
seletivos de dsDNA.

Mostramos que o fluoréforo sintetizado BTDBT, apresenta

caracteristicas muito interessantes para marcagdo de DNA:

1. Apresenta um alto deslocamento de Stokes, decorrente do processo de
transferéncia intramolecular de cargas.

2. Possui quatro centros para realizar o processo ESIPT.

Suas propriedades fotofisicas indicam um eficiente processo de
estabilizacdo, decorrente da extensao de conjugagao .

4. Sua interacdo com o DNA é muito eficiente e um efeito hipercrémico
muito acentuado é observado, indicando a alta afinidade entre fluordforo
e o DNA. Além disso, analises quantitativas sdo possiveis, em limites de
detecgcao semelhantes ao encontrados para os melhores marcadores
comerciais disponibilizados no mercado.

5. A detecgao de proteinas exigiu quantidades consideravelmente maiores
da bioestrutura, indicando que a utilizagdo deste fluoréforo para a
detecgao de proteinas nédo é muito eficiente.

6. Nenhum efeito batocrédmico ou hipsocrébmico é observado com a
variagédo do pH. Isso € decorréncia da extensao das conjugagoes =n, que
estabiliza sobremaneira as cargas nesse composto. O maximo de
intensidade de emissao € observado em pH préximo ao fisiolégico.

7. Possui alta estabilidade eletroquimica, mesmo quando ligado ao DNA.
Apresenta altissima seletividade para dsDNA, comprovada pelo
experimentos de live-cell imaging, em que a sonda foi capaz de marcar
seletivamente o nucleo celular, sem outras marcagdes de fundo. Quando
comparado ao DAPI, o fluoréforo comercial, sua seletividade e eficiéncia

sdo notaveis.

Para BTDBI, conclusdes semelhantes podem ser inferidas, a excegao

da possibilidade de deteccdo quantitativa de DNA, dada a alta hidrofilicidade do
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fluoroforo. Apenas deteccdes qualitativas sdo possiveis, mas com a mesma
altissima seletividade da BTDBT.

Algumas perspectivas para este trabalho incluem a sintese e utilizagao
de novos sistemas, utilizando o nuacleo 2,1,3-benzotiadiazola, como
marcadores para outras estruturas celulares.De fato, como observado na figura

35, a alta seletividade das estruturas desenvolvidas no grupo é notavel.
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4. PARTE
EXPERIMENTAL



4.1.

Equipamentos e solventes

RMN 'H e "™C: Espectros de RMN foram registrados em um
Espectrémetro Varian Mercury Plus de 7,05 T (300 MHz para hidrogénio
e 76,4 MHz para carbono) em temperatura ambiente, usando uma sonda
de didmetro interno de 5mm. Cloroférmio deuterado (CDCIs) foi usado

como solvente e TMS (tetrametilsilano) como referéncia.

Infravermelho e Ponto de Fusao: Os espectros de infravermelho foram
registrados em um espectrbmetro B-102 Bomem e os pontos de
ebulicado foram medidos em um aparelho PL 12000-DSC a uma taxa de
aquecimento de 5°C/min ou em um aparelho de ponto de fuséao
Eletrotermal IA9000.

Solventes: Todos os solventes utilizados nos trabalhos realizados foram

comprados da Aldrich ou da Acros.

Fluorescéncia: Os espectros de fluorescéncia foram obtidos utilizando
um espectrofluorimetro Jasco FP-777 equipado com um suporte de
célula termicamente controlada (25 °C) e uma cubeta de quartzo de 1
cm de espessura. Os espectros de UV foram obtidos em um
espectrofotdbmetro Cary 50 UV-Vis da Varian, utilizando uma cubeta de

quartzo de 1 cm de espessura.

4.2. Sintese da BTDBT e BTDBI

Em um tubo Schlenk foram misturados 294 mg (1,0 mmol) de 4,7 dibromo-
2,1,3-benzotiadiazola, 115 mg (0,05 mmol) de Pd(OAc),, 2,7 mg (0,05 mmol)
de DPEPhos e 3 mL de EtsN em tolueno seco (5 mL). Bl ou BT (1,2 mmol) foi
adicionado a mistura, e agitada a 110°C por 72h. A mistura reacional é

resfriada, filtrada em celite e lavada com acetato de etila. O sdélido resultante,

marrom-avermelhado, é purificado em coluna cromatografica com uma solugao
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eluente de acetato de etila’/hexano (95:5). O produto resultante, BTDBT e
BTDBI, s3o solidos amarelos, com 41% e 38% de rendimento,

respectivamente.
BTDBT

Ponto de Fusao: 165°-166°C

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz, & em ppm): 7.95 (dd, 2H, J = 8.7 and J = 0.9 Hz),
7.83 (dd, 2H, J = 6.9 and J = 0.9 Hz), 7.76-7.66 (m, 8H), 7.48 (d, 2H, J = 8.6
Hz), 7.45 (d, 2H, J = 8.1).

RMN "*C (CDCls, 300 MHz, 5 em ppm): 154.6, 154.5, 154.1, 153.4, 153.3,
152.8, 152.6, 132.3, 131.9, 130.8, 129.9, 125.5, 122.6, 120.8, 114.4, 113.9.
FTIR (KBr, cm™): 3080, 3048, 1538, 1510, 1478.

Anadlise ementar calculada para C3;H>)NsO2S3: C, 62.32; H, 3.27; N, 13.63;
Encontrado: C, 62.40; H, 3.35; N, 13.77.

BTDBI

Ponto de Fusao: 191°-192°C

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, 5 em ppm): 7.97 (dd, 2H, J = 8.8 and J = 1.0 Hz),
7.86 (dd, 2H, J = 7.2 and J = 0.9 Hz), 7.74-7.70 (m, 8H), 7.49 (d, 2H, J = 8.7
Hz), 7.48 (d, 2H, J = 8.6).

RMN "*C (CDCls, 300 MHz, 5 em ppm): 154.5, 153.3, 153.1, 152.8, 141.7,
139.6, 136.4, 132.3, 132.1, 131.9, 130.8, 129.9, 129.1, 128.3, 122.0, 120.8.
FTIR (KBr, cm™): 3079, 3048, 1588, 1499, 1478.

Analise elementar calculada para C3;H22NsO,S: C, 65.97; H, 3.81; N, 19.23;.
Encontrado: C, 66.08; H, 3.89; N, 19.34.

4.3. Amostras Celulares

As células-tronco foram obtidas a partir de tecido radicular dental. Os

fragmentos de tecido foram submetidos a digestdo enzimatica de colagenase e
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dispase (3mg/mL de colagenase, 4 mg/mL de dispase) em solugéo de meio de
cultura D-MEM (Gibco) durante 1 hora a 37 °C. A suspenséao de células obtidas
foram semeadas em seis placas de cultura e mantidas em DMEM
suplementado com soro fetal bovino em 10%, penicilina (100pg/mL) e
estreptomicina (100ug/mL). A cultura de células foi mantida a 37°C, em
atmosfera de 5% de CO,, com 70% de umidade, e as células foram obtidas nas

culturas em aproximadamente cinco dias e utilizados em todos os ensaios.

4.4. Experimentos de live-cell imaging.

As células foram lavadas trés vezes em PBS (tampao fosfato, pH 7,4) por 5
minutos cada, a temperatura ambiente, para retirar o0 meio de cultura, e em
seguida fixado com 4% de PFA (paraformaldeido) por 20 minutos. As amostras
foram lavadas trés vezes em PBS, 5 minutos cada, a temperatura ambiente e
permeabilizadas com tampao T (0,2% Triton X-100 em PBS). O tampéao T foi
removido e as amostras foram incubadas separadamente com os corantes
DAPI, Bl, BT, BTDBI e BTDBT por 15 minutos a temperatura ambiente,
protegidos da luz. As amostras foram lavadas trés vezes em PBS por cinco
minutos cada, a temperatura ambiente, as laminulas foram retiradas das seis
placas e montados em laminas de vidro com solucéo de lamela (glicerina 6 mg,
24 mg PVA — PoliVinil Alcool em 0,2 M Tris HCI, pH 8,0) sem anti-
desbotamento. 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), um corante usado
comercialmente como marcador de DNA, foi utilizado como controle positivo
em 500ug/ml. PBS sozinho foi utilizado como controle negativo. As imagens
das células foram adquiridas em um microscopio de fluorescéncia Zeiss
Axiophot equipados com Zeiss AxioCam MRc empregando o software Axivision

LE 4.7.1 fornecido pela Carl Zeiss Imaging Solutions.
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