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RESUMO

A quimica bio-ortogonal ganhou notoriedade neste ano devido a 3
pesquisadores (Carolyn Bertozzi, Morten Meldal e K. Barry Sharpless) terem sido
laureados com o Prémio Nobel de quimica. Bertozzi definiu as reagdes bio-
ortogonais como sendo reagdes rapidas e com reagentes que ndo devem afetar as
fungdes celulares nativas. Neste contexto, a quimica bio-ortogonal é dividida em
duas classes de reacdes, reacdes associativas e dissociativas, sendo que esta
ultima tem se destacado na ativagao de farmacos, biomoléculas ou fluoréforos. Esta
ativagdo pode ocorrer utilizando-se um gatilho quimico, normalmente um metal de
transicao, sendo o paladio o mais utilizado. Neste trabalho objetivou-se a sintese de
um novo fluoroforo (7-hidroxicumarina-3-carboxilato de etila) e dois pro-fluoroforos
(7-propargiloxicumarina-3-carboxilato de etila [7PropC] e 7-propargiloxi-4-
metilcumarina [7PropM]), estudos fotofisicos e a ativagdo bio-ortogonal destes
ultimos com um sal de paladio (Na,PdCls). A sintese alcangou rendimentos que
variaram entre 37 e 91%. Como esperado, os dados fotofisicos indicaram que o
grupo propargilico diminui a fluorescéncia e a absor¢ao dos fluoroforos, além de
ocasionar a diminuicdo do deslocamento de Stokes. Percebeu-se também que
grupos retiradores de elétrons influenciam diretamente no rendimento quantico de
fluorescéncia. Ja os valores de conversdo maxima de fluorescéncia (determinado
pelas curvas cinéticas), mostram que ha a recuperagao da fluorescéncia apds a
reacado, sendo possivel entdo utilizar espécies de paladio na desprotecao dos pro-
fluoréforos estudados. Determinou-se por estudos cinéticos, constantes de
velocidade de segunda ordem na ordem de 3 L mol™ s™ para ambos pro-fluoréforos,
indicado compatibilidade dos seus usos em catalise bio-ortogonal, contudo o maior
rendimento de formacdo de produto foi com o 7PropC, 83 % contra 49% com o
7PropM. Os resultados dos estudos termodinamicos da reagcao de desprotegao
indicam que a entropia do estado de transicdo é negativa, demonstrando que a
etapa lenta da reagcdo deve ser o ataque nucleofilico da agua no complexo
intermediario paladio-tripla ligagcado propargilica. Para além, os resultados sugerem
que as moléculas sintetizadas podem ser utilizadas no imageamento de celular e
como moléculas modelo para estudo de desprotec¢do bio-ortogonal utilizando paladio
como catalisador metalico.

Palavras-chave: Catalise Metalica Bio-ortogonal, Fluoréforo, Sal de Paladio



ABSTRACT

Bio-orthogonal chemistry gained notoriety this year due to 3 researchers
(Carolyn Bertozzi, Morten Meldal and K. Barry Sharpless) being awarded the Nobel
Prize in Chemistry. Bertozzi defined bio-orthogonal reactions as fast reactions with
reagents that should not affect native cellular functions. In this context, bio-
orthogonal chemistry is divided into two classes of reactions, associative and
dissociative reactions, the latter being highlighted in the activation of drugs,
biomolecules or fluorophores. This activation can occur using a chemical trigger,
usually a transition metal, with palladium being the most used one. The objective of
this work was the synthesis of a new fluorophore (ethyl 7-hydroxycoumarin-3-
carboxylate) and two pro-fluorophores (ethyl 7-propargyloxycoumarin-3-carboxylate
[7PropC] and 7-propargyloxy-4-methylcoumarin [7PropM]), photophysical studies
and the bio-orthogonal activation of the latter with a palladium salt (Na.PdCls). The
synthesis reached yields that varied between 37 and 91% As expected, the
photophysical data indicated that the propargyl group decreases the fluorescence
and absorption of fluorophores, in addition to causing a decrease in the Stokes shift.
It was also noticed that electron withdrawing groups directly influence the quantum
yield of fluorescence. The maximum fluorescence conversion values (determined by
the kinetic curves) show that there is a recovery of fluorescence after the reaction,
making it possible to use palladium species in the deprotection of the studied pro-
fluorophores. It was determined by kinetic studies, second order rate constants in the
order of 3 L mol™” s™ for both pro-fluorophores, indicating compatibility of their uses in
bio-orthogonal catalysis. However, the highest yield of product formation was with
7PropC, 83% against 49% with 7PropM. The results of thermodynamic studies of the
deprotection reaction indicate that the entropy of the transition state is negative,
demonstrating that the slow step of the reaction should be the nucleophilic attack of
water on the palladium-propargyl triple bond intermediate complex. In addition, the
results suggest that the synthesized molecules can be used in cell imaging and as
model molecules to study bio-orthogonal deprotection using palladium as a metallic
catalyst.

Keywords: Bio-orthogonal metallic catalysis, Fluorophore, Palladium salt
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1 INTRODUGAO

Procedimentos de marcacédo celular sdo de extrema importdncia para a
biologia quimica e biomedicina. O imageamento celular através do uso de
compostos organicos, por exemplo, possibilita 0 acompanhamento de modificagdes
realizadas nas estruturas que compdem a célula, como DNA ou RNA, distinguir
entre os processos que ocorrem extra ou intracelularmente e até mesmo identificar
células com receptores especificos, como células cancerigenas.

Para que possam ser utilizados em imageamento celular, os compostos
devem apresentar uma série de parametros, como: ter baixo peso molecular, ser
fluorescente, apresentar um alto rendimento quantico de fluorescéncia e um grande
coeficiente de absortividade molar. Dentre as moléculas que atendem a essas
caracteristicas temos as cumarinas e seus derivados.

Uma vez que as moléculas derivadas da cumarina atendem aos critérios
estabelecidos para estudos de imageamento celular, esta foi escolhida como
molécula base para a sintese de fluoréforos neste trabalho. Para além, os
compostos sintetizados, e outros comerciais, serdo modificados com grupos
propargilicos para formar pré-fluoréforos com retengéo de fluorescéncia que serdo
utilizados como substratos nas reagdes de clivagem. A desprotegcado da pré-cumarina
no meio reacional pode ser acompanhada por espectroscopia de absor¢cdo usando
um espectrofotbmetro UV-vis e os resultados relacionados a ativagdo do fluoréforo
in situ.

Uma das maneiras de ativar o fluoréforo reestabelecendo sua atividade é por
meio da catalise metalica. Neste trabalho, o paladio foi escolhido como metal de
transicdo para promover as clivagens, uma vez que seu uso em ativagcbes bio-
ortogonais € bem estabelecido na literatura. Varios trabalhos demonstram a
eficiéncia de sais desse metal na desprotecao de éteres propargilicos, apresentando
uma alta reatividade frente ao substrato estudado. Além do mais, o paladio ainda é
atoxico nas concentragdes utilizadas, portanto, pode-se utiliza-lo em meio biolégico

sem que haja a diminuigdo da viabilidade celular.
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2 REVISAO DA BIBLIOGRAFIA
2.1 Catalise metalica bio-ortogonal

A maioria das reagdes quimicas organicas tradicionais sdo pouco aplicaveis
em sistemas vivos, pois nesses sistemas as transformagdes quimicas devem ser
controladas, devido a alta sensibilidade das estruturas biologicas a variagdes
quimicas ou fisicas, além de ocorrerem em condi¢gdes reacionais limitadas, como
meio aquoso, pH neutro e temperatura moderada’.

No entanto, aplicar reacbes que foram feitas apenas em condicdes
laboratoriais em sistemas vivos é de grande interesse da biologia quimica, pois com
isso torna-se possivel o desenvolvimento de novas metodologias para a sintese de
farmacos ou fluoréforos in vivo, possibilitando assim a observagao de fendmenos
quimicos e modificagdes — no RNA e DNA, e na superficie de células — por meio do
imageamento celular'?.

Neste contexto, a quimica bio-ortogonal nasceu com o objetivo de adaptar para o
meio biologico reagdes realizadas em condigbes laboratoriais. Esse processo
mostra-se cada vez mais satisfatorio, visto que, atualmente ha uma grande
repercussao dessa area no meio cientifico. Prova disso, foi o recente destaque da
quimica bio-ortogonal no Prémio Nobel de quimica de 2022, onde os 3
pesquisadores laureados tinham como foco de seus trabalhos reagcdes que ocorrem
em condigbes biocompativeis'**.

No entanto, para que as reag¢des sejam consideradas bio-ortogonais, devem
atender a alguns parametros tais como: alta quimiosseletividade, ndo afetarem as
fungdes celulares/bioquimicas, processarem-se a temperaturas moderadas e as
espécies envolvidas devem ser inertes a presencga das biomoléculas®.

Tratando-se das metodologias utilizadas para ativagdo de moléculas, a quimica
bio-ortogonal conta com duas vertentes: a associativa (formacao de ligagdo) ou a
dissociativa (clivagem de ligacdes), sendo que neste ultimo caso, o avango dos
estudos de catalisadores metalicos em cinética quimica em meio aquoso, contribuiu
para que eles fossem utilizados na ativagcao e modificagcdes sintéticas em condi¢des
semelhantes as bioldgicas, iniciando-se assim catalise metalica bio-ortogonal®’.

As reacgbes associativas foram os primeiros tipos de reagdes estudas em quimica

bio-ortogonal. Este tipo de reagéo faz uso de duas ou mais moléculas inativas (sem
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fluorescéncia ou nao citotoxica, por exemplo) quando isoladas, de modo a formar um
novo composto ativo (fluorescente ou citotdxico). Tal estratégia foi utilizada para a
identificacdo de 60 proteinas idénticas no capsideo do virus do mosaico de caupi, o
que permitiu o desenvolvimento de novos farmacos para a inibigdo desse virus®.

Ja as reacgdes dissociativas ocorrem com o rompimento de uma ligagado e podem
ser aplicadas na ativacao de pro-fluoréforos ou pro-farmacos in vivo. Para isso, um
fluoréforo ou farmaco é protegido com grupos (propargil ou alil, por exemplo) que
irdo diminuir ou retirar sua atividade que sera posteriormente restaurada na
presenca de um catalisador contendo metais de transicao.

Dentre os varios metais que vem sendo utilizados na catalise metalica bio-
ortogonal, o paladio (Pd) é um dos mais importantes e utilizados. Sua aplicagao é
relatada na literatura, com boa atividade catalitica, em reag¢des associativas e

dissociativas.
2.2 Catalisadores de paladio em catalise bio-ortogonal: reagoes dissociativas

A primeira reagao com paladio em solugdo aquosa reportado na literatura foi
feito por Koide et al. (2007)°, um marco inicial para a catalise metalica bio-ortogonal.
Neste trabalho os autores propuseram a sintese de um sensor para espécies de
paladio. A estrutura desse sensor continha um derivado de fluoresceina protegido
com um grupo alilico (Esquema 1), (ndo fluorescente) que, quando na presencga de

espécies de Pd, sofreria a clivagem do grupo alil reestabelecendo sua fluorescéncia.

Esquema 1: Desprotegao de um derivado da quorescelna

e Cl Espécies de Pd g  Cl cl
Agua

Nao ﬂuorescente

Fuorescente

Fonte: Adaptado de Koide et al. (2007)°.

Ja o primeiro uso de paladio em catalise metalica bio-ortogonal do tipo
dissociativa foi reportado por Unciti-Broceta et al (2014)', onde uma nanoparticula
de paladio suportada em uma resina feita de polietilenoglicol-poliestireno foi aplicada
para a ativagdo do farmaco, 5-fluorouracil (Esquema 2), utilizado para o tratamento

de diversos tipos de cancer,
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em condigdes bioldgicas, isto é, temperatura de 37 °C, pH igual a 7,4 e um tampé&o
com forga iGnica controlada. Os resultados experimentais demonstraram que a
completa desprotegcao do farmaco ocorreu apods 72 horas de reagao.

Esquema 2: Reagdo de despropargilacéo da Pré-5FU
e A

0
3 NH - 0 7
| Resina-Pd - F
N’J*o 37°C,pH =74 | /t'
PBS
N7 0
A H
Pro-5FU 5FU
4 v,

Fonte: Adaptado de Unciti-Broceta et al (2014)°.
Os autores ainda aplicaram esse sistema em embrides de peixe zebra,

utilizando um pré-fluoréforo derivado da fluoresceina para acompanhar o acumulo
das nanoparticulas nos embrides. Observou-se um grande acumulo de
nanoparticulas de paladio no sistema gastrointestinal do embrido por meio da
fluorescéncia reestabelecida devido a formacao da fluoresceina desprotegida no

meio.
2.3 Clivagem do grupo propargil

Diferentes grupos podem ser utilizados para proteger uma molécula
culminando na diminui¢do ou extingdo de sua atividade, sendo um dos principais
exemplos o grupo propargil'’. Este grupo protetor destaca-se por algumas
caracteristicas fundamentais, como a sua alta afinidade com centros metalicos
(principalmente Pd(Il)), ser um grupo pouco volumoso, com uma alta densidade
eletrbnica e estavel frente a agua e outros nucleodfilos presentes no meio celular.
Para além, as reacgbes de clivagem de grupo propargil ocorrem com cinética mais
rapida que a de grupos alil, além de n&o formarem produtos secundarios com
toxicidade™. O esquema 3, mostra alguns exemplos de ativagdo de moléculas por

meio da clivagem do grupo propargil.



20

Esquema 3: Desprotegéo de’i:l?mﬂpostos propargilicos.

xZ _Curi g
0 Condigoes q
bioldgicas

X = OH, NHy, NHR,

o~ - " ﬁj b@

NO,
Coelho et al. (2019)"3 Oliveira et al. (2020

yia Wang et al. (2016)15

Fonte: O autor

Diversos trabalhos tém feito uso desse grupo protetor aliando a isso a catalise
metalica bio-ortogonal para a clivagem do mesmo. Nessa linha de pesquisa,
destaca-se o trabalho do nosso grupo de pesquisa, onde se utilizou sais de paladio
(II) que serviram de gatilho quimico para a clivagem de grupo propargil do substrato
2 ,4-dinitrofenil propargilico éter (DNPPE), no qual os resultados mostram que a
reagao era bifasica com uma das fases rapidas e outra lenta™

Sathyan et al (2022)", utilizou nanoparticulas poliméricas a base de paladio
(Il) para catalisar rea¢des de depropargilagdo em meio celular. Para tal, os estudos
foram realizados por meio das reagbes de desprotegcao pro-farmacos bem
estabelecidos no tratamento contra o cancer paclitaxel (PAC), doxorrubicina (DOX) e
5-fluorouracil (5-FU), protegidos com grupo propargil, no meio de cultura celular

DMEM, apresentando bons resultados para cinética de ativacdo dos farmacos.
2.4 Imageamento celular

O uso de imageamento celular tornou possivel a observagcédo de moléculas,
modificagdes sintéticas e até mesmo compreender fendmenos de agregacao de
estruturas, em ambientes biologicos. O mais comum no imageamento celular de
estruturas biolégicas é a utilizagdo de fluoréforos (moléculas que passam por um
processo de emissdo ao serem excitadas por um certo comprimento de onda)’®.

A utilizacdo de fluoréforos para imageamento celular vem crescendo muito
nos ultimos anos. O primeiro fluoréforo utilizado em sistemas vivos foi sintetizado em

1942 por Coons et al ", em seu trabalho o autor adiciona fluoresceina-5-
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isotiocianato em anticorpos e obtém assim anticorpos IgG anti pneumococos, sendo
essa uma metodologia revolucionaria para a época.

A escolha do fluoréforo para imageamento celular depende da estrutura que
se quer observar e de parametros quimicos (pK,, solubilidade e estabilidade) e
fisicos (comprimento de onda de excitagdo, comprimento de onda de emissao,
coeficiente de absortividade molar, rendimento quantico de fluorescéncia e tempo de
meia vida do estado excitado) do fluoréforo™, sendo que para fins de imageamento o
fluoréforo deve ter um grande coeficiente de extingdo e um alto rendimento
quantico™. Outro importante ponto para a escolha do fluoréforo é sua seletividade,
ou seja, ele nao deve interagir com estruturas que nao sejam as escolhidas
inicialmente, evitando assim uma marcagédo em local ndo desejado’™. A Figura 1,

apresenta alguns fluoroforos utilizados em imageamento celular.

Flgura 1: Exemplos de fluoroforos utilizados em imageamento celular

\ /
=
CO,H
3',3"-dimetil-6-nitro-1'-(4-vinilbenzil)spiro[cromeno-2,2'-indolina]

e Tian et al. (2008)'8
Rondamina B Q
Benninger et al. (2006)%° /@im
HO (@) O
Resazurina

Das et al. (2019)'°

Fonte: O autor

A utilizacdo de pro-fluoréforos em catalise bio-ortogonal € uma adigao
recente. Em 2019, por exemplo, Das et al. " desenvolveu nanoenzimas compostas
de nanoparticulas de ouro estabilizadas em um polimero dibloco, contendo uma
porcao hidrofdbica e outra hidrofilica, e sobre essa foram adicionados complexos de
ruténio, que foram utilizadas na desprotecdo de pro-fluoréforos, protegidos com o
grupo alil, em meio intra e extracelular.

Diversas moléculas vém sendo utilizadas com essa finalidade (Figura 2).

Dentre essas, destaca-se o uso de cumarinas e seus derivados, uma vez que essas
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moléculas atendem aos parametros estruturais e quimicos desejados para a técnica
de imageamento celular?'

Flgura 2: Pro-fluoroforos e seus metais de ativacgao.

33 For ey s

Desprotecao com Au(0)

Das et al. (2019)19 Ativagdo com Cu(l)

; 22
Desprotegdo com Pt(ll) Morris et al. (2011)

| Oliveira et al. (2020)"

Fonte: O autor
2.5 Uso de cumarinas para imageamento celular

Cumarinas sdo compostos encontrados naturalmente e estdo associados a
estruturas com baixa toxicidade. Por apresentarem deslocamentos de Stokes
préximo de outras moléculas que ja sao utilizadas para imageamento celular (como
por exemplo a Fluoresceina)®, altos rendimentos quéanticos de emissdo, serem
estaveis termicamente e biocompativeis, essa classe de moléculas tem sido alvo de
aplicagdo em imageamento celular?', principalmente na visualizagdo de células
cancerigenas®

Estruturalmente, as cumarinas que mais sao utilizadas em imageamento
celular sdo as contendo grupos amidas devido a sua semelhanga com peptideos.
Isso faz com que essas amido-cumarinas entrem dentro da célula com maior
facilidade e assim se torna mais facil a visualizagdo de estruturas celulares?*. Dentro
dessa abordagem, essas moléculas foram utilizadas como substratos em trabalho
de fotocatalise. Em estudo publicado por Zhao et al ?°, amido-cumarinas substituidas
com nitrofenol (ndo fluorescentes) foram utilizadas como substratos em desprotecao
bio-ortogonal por fotocatalise. Apds uma irradiacdo com luz, as cumarinas livres sao

liberadas in situ com fluorescéncia reestabelecida. (Esquema 4).
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Esquema 4: Fotoliberagado de cumarinas em meio biolégico
'

(o] (o]
o) Luz o)
=
Ri 0" =0 biolégicas Ry 0" 0

Fluocrescente

Nao-fluorescente

Fonte: Adaptado de Zhao et al (2003)%.
Na catalise metalica bio-ortogonal, as cumarinas também sao usadas como

moléculas modelos para o estudo de reagdes de clivagem, sendo a capacidade
dessas estruturas serem fluorescentes ponto chave dos estudos, colaborando para
que cres¢a o0 numero de trabalhos relacionados a sintese e estudos fotofisicos e

cinéticos dessa classe de moléculas?®.



24

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Esse trabalho tem como objetivo a sintese de fluoréforos e pro-fluoréforos
baseados em cumarina, determinagcdo das suas propriedades fotofisicas e a
ativagéo in situ dos pro-fluoroforos sob condigdes bioldgicas, utilizando um sal de

paladio como promotor.
3.2 Objetivos especificos

. Sintetizar o fluoréforo 7-hidroxicumarina-3-carboxilato de etila (7HC);

. Proteger a molécula 7HC com o grupo propagil, formando assim o pré-
fluoréforo 7-propargilcumarina-3-carboxilato de etila (7propC);

. Proteger a 7-hidroxi-4-metilcumarina (7HM) com grupo propargil, sintetizando
assim o pro-fluoréforo 7-propargiloxi-4-metilcumarina (7propM);

. Estudar parametros de fluorescéncia e absorgdo das moléculas sintetizadas;

. Estudar a atividade do sal de paladio (Na.PdCls), na reacdo de
despropargilacdo em condi¢des biologicas, das moléculas 7propC e 7propM,;

. Determinar os parametros cinéticos e termodindmicos das reagbes de

despropargilagdo em condi¢des biologicas (em agua, pH 7,4 a 37 °C).
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4 MATERIAIS E METODOS

Todo o projeto foi desenvolvido no Laboratério de Catalise Biomimética
(LaCBio) no departamento de quimica da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), com orientagdo do professor Dr. Josiel Barbosa Domingos e coorientagao
do doutorando MSc. Vinicius Viana Marto.

Os reagentes e solventes que foram utilizados na sintese das moléculas
foram adquiridos de fontes comerciais (Merck, Aldrich, Fluka Synth, etc.). Os
equipamentos de apoio (bomba de vacuo, vidrarias, balangas, agitadores
magnéticos e rotaevaporador) estavam disponiveis no LaCBio.

O sal de paladio utilizado (Na.PdCls) como catalizador é disponivel
comercialmente, portanto, ndo € necessaria sua sintese

As analises de Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN) foram feitas na Central
de Analises que fica junto ao departamento de quimica da UFSC. Os espectros de
fluorescéncia foram obtidos por meio do espectrofluorimetro Hitachi F-4500, com
excitacdo por lampada de Xendnio de 125W presente no laboratorio Polissol. As
cinéticas de desprotecao dos pro-fluoréforos foram acompanhadas com o auxilio de
um espectrofotometro SpectraMax® Plus 384 com capacidade de uma cubeta de
quartzo ou microplacas de 96 ou 384 pogos e de um espectrofotbmetro de UV-vis
Varian Cary 50 Bio com capacidade para até 18 cubetas de quartzo, ambos

presentes no LaCBio.
4.1 Sintese do fluoréforo 7HC e dos pro-fluoréforos 7PropC e 7PropM
4.1.1 Sintese do fluoréforo 7HC

A molécula 7-hidroxicumarina-3-carboxilato de etila (7HC) foi sintetizada como
proposto por Lee et al (2018)*, onde 2,4-dihidroxibenzaldeido (1) reagiu com

malonato de dietila (2) na presenga de piperidina (Esquema 5).
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Esquema 5: Rota sintética da molécula 7-hidroxicumarina-3-carboxilato de

etila
g 0 ™\
CH

S 4 o O PiEeridinai > o\

O /\OJ\/U\O/\ TA., 1h o I N
HO

2
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Fonte: O autor

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado 1,38 g (10 mmol) de 2,4-
dihidroxibenzaldeido e 1,85 mL de malonato de dietila (12 mmol), agitando até obter-
se uma mistura reacional homogénea. Apds isso, gotejou-se 1,19 mL de piperidina
(12 mmol) e o sistema foi mantido sob agitacdo por 1 h. Finalizado o tempo, se
adicionou porgcdes de uma solucdo de HCI 10%, onde se obteve um precipitado
amarelo, o qual foi coletado por filtragdo a vacuo e lavado com agua gelada. Onde
se obteve 1,45 g de um sélido amarelo (rendimento: 62%). p.f.: 167-170 °C (p.f.lit.:
170-174 °C)*.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 8,66 (s, 1H); 7,74 (d, J = 8,7 Hz,
1H); 6,83 (dd, J = 8,6 € 2,3 Hz, 1H); 6,72 (d, J = 2,3 Hz, 1H); 4,25 (q, J = 7,1 Hz, 2H);
1,29 (t, J = 7,1 Hz, 3H).

RMN de "*C (400 MHz, DMSO- d:) 8/ppm: 164,11; 162,96; 157,12; 156,41;
149,43; 132,11; 114,02; 112,07; 110,42; 101,80; 60,81; 14,14.

4.1.2 Sintese do pré-fluoréforo 7propC

Fez-se a sintese baseando-se na proposta de Zak et al (2012)%®, onde se
adicionou a 7-hidroxicumarina-3-carboxilato de etila (7HC) junto do brometo de
propargila (3), na presencga de carbonato de potassio e acetonitrila, como mostra o

esquema 6.

Esquema 6: Rota sintética da molécula 7PropC

OO - o= O
A
3

7HC 7PropC
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Fonte: O autor

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 4,42 g carbonato de potassio
anidro (32 mmol) com 500 mg do 7HC (2 mmol) previamente preparado em CH;CN
(25 mL), sob atmosfera inerte. Apds a solubilizagdo do 7HC foi adicionado 0,18 mL
do brometo de propargila (80% em tolueno) (2,4 mmol), mantendo o sistema sob
agitacao e aquecimento (60°C) por 12 h.

Finalizado o tempo, o solvente foi retirado com evaporador rotativo e o sélido
remanescente dissolvido em CH.CIl, e lavado com solugdo aquosa saturada de
NH.Cl. Sequencialmente, foi feita a extragao utilizando CH,Cl, (3x25 mL), sendo a
solugdo organica coletada e seca com Na,SO. anidro, filtrada e o solvente foi
retirado com o evaporador rotativo e apds uma purificacdo, utilizando coluna
cromatografica obteve-se 217 mg de um sélido amarelo palido (rendimento: 37,3%).
p.f.: 120-123 °C (p.f.lit.: 122-124 °C)%.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO- ds) 8/ppm: 8,72 (s, 1H); 7,86 (d, J = 8,8 Hz,
1H); 7,08 (d, J = 2,5 Hz, 1H); 7,04 (dd, J = 8,6 e 2,5 Hz, 1H), 4,98 (d, J = 2,5 Hz, 2H),
4,27 (9, J = 7,1 Hz, 2H), 3,70 (t, J = 2,4 Hz, 1H); 3,37 (s, 3H) 1,30 (t, J = 7,1 Hz, 3H).

RMN de °C (400 MHz, DMSO- ds) 8/ppm: 162,72; 162,46; 156,62; 156,15;
149,04; 131,67; 113,85; 113,64; 111,96; 101,31; 79,17; 78,24: 60,99; 56,39; 14:11.

4.1.3 Sintese do pro-fluoréforo 7propM

A sintese da molécula 7-propargiloxi-4-metilcumarina (7PropM), seguiu da
mesma maneira que a descrita para a molécula 7-propargiloxi-cumarina-3-
carboxilato de etila (7PropC), no entanto, usou-se a 7-hidroxi-4-metilcumarina (7HM)
como material de partida, onde a molécula 7HM encontra-se disponivel

comercialmente. O esquema 7, mostra o esquema sintético da molécula 7PropM.

Esquema 7. Esquema reacional da sintese do pro-fluoréforo 7PropM

CH3CN, A
HO oo 3 = o o o
3

7PropM

Fonte: Autor
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Partiu-se de 176,2 mg do composto 7HM (1 mmol), e apds o processo de
sintese e de purificagdo obteve-se 195,1 mg de um soélido amarelo palido, onde o
rendimento da sintese foi de 91%. p.f.: 135 — 141 °C (p.f lit.: 130 - 135).

RMN de 'H (400 MHz, CDCl) 8/ppm: 7,54 — 7,47 (m, 1H); 6,95 — 6,68 (m,
2H), 6,14 (d, J = 1,3 Hz, 1H); 4,75 (d, J = 2,5 Hz, 2H); 2,57 (t, J = 2,4 Hz, 1H); 2,39
(d, J = 1,3 Hz, 3H)

RMN de "°C (400 MHz, CDCls) 8/ppm: 161,19; 160,46; 155,14; 125,73;
114,36; 112,80; 112,52; 102,28; 77,54; 76,60; 56,29; 18,76

4.2 Preparagao do tampao

O tampao PBS (Phosphate-Buffered Saline) foi adquirido comercialmente na
forma de pastilhas. Para o preparo da solu¢do, uma pastilha foi dissolvida em 200
mL de agua ultrapura fornecendo uma concentragdo de 10 mM de hidrogenofosfato
dissodico, 2,7 mM de cloreto de potassio e 137 mM de cloreto de sédio. A solugao
permaneceu por dez minutos em banho de ultrassom para a remocgao de todo
diéxido de carbono possivelmente dissolvido, o pH foi ajustado para 7,4 e a solugéo

foi mantida sobre refrigeragao.
4.3 Obtencao dos espectros de emissao e excitagao

Para as medidas de excitagdo e emissao utilizou-se um espectrofluorimetro
Hitachi F-4500, com excitacdo por lampada de Xenénio de 125W. Utilizou-se
cubetas de quartzo com as quatro faces transparentes com caminho 6ptico de 10,00
mm x 10,00 mm. Para o espectro 3D, fez-se uma varredura espectral de 250 até 700
nm, onde se aplicou a mesma varredura para emissao e excitagao.

Os espectros de emissao e excitacdo 2D foram obtidos utilizando-se uma
abertura da fenda de 2,5 nm, tanto para a emissao quanto para a excitagao, e uma
voltagem de 700 V, o comprimento de onda selecionado, foi 0 maximo das bandas
observado no espectro 3D. O solvente utilizado era composto de 95% de PBS e 5%
de DMSO (Dimetil Sulfoxido), sendo a concentracédo final das moléculas, 7HC/

7PropC em solugéo, 60 ymol L™ e a concentracao final das moléculas 7HM/7PropC

foi de 100 umol L™
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4.4 Espectrofotometria de absorgao

Neste trabalho os dados cinéticos foram obtidos por meio de dois
espectrofotdbmetros, sendo as cinéticas espectrais e as determinagdes dos
coeficientes de absortividade molar realizadas em um espectrofotdbmetro Varian Cary
50 Bio, em cubetas de quartzo com caminho éptico de 10,00 mm x 10,00 mm, com
varredura espectral entre 250 nm e 740 nm.

Ja para as cinéticas se utilizou um espectrofotdbmetro SpectraMax Plus 384
em microplacas com 96 pocos, onde fez-se a cinética em 400 nm para a
7PropC/7HM e 364 nm para a 7PropM/7HM.

Por meio da curva de calibragdo contendo 5 pontos em duplicatas e,
aplicando-se Lei de Lambert-Beer obteve-se o coeficiente de absortividade molar
para a molécula 7HC e a molécula 7HM. Através de curva determinou-se ainda o
comprimento de onda ideal para a realizagdo das cinéticas (Ap). Para
acompanhamento de cinéticas no ponto, se fez uma curva de calibracdo no
equipamento SpectraMax onde se variou a concentracdo dos fluoréforos e se
correlacionou com a absorbancia de cada concentragcdo. As concentragdes de 7HM
utilizadas nessa curva de calibragdo foram 10, 20, 30, 40 e 50 umol L', sendo
concentragdo de trabalho de 60 pmol L. Ja para a molécula 7HM, utilizou-se
concentragdes de 40, 60, 80, 100 e 120 umol L, e escolheu-se uma concentragao

de trabalho de 100 pmol L™
4.5 Obtenc¢ao do rendimento quantico absoluto de fluorescéncia

Para a determinagdo do rendimento quantico absoluto das moléculas
estudadas utilizou-se um espectrofotbmetro de rendimento quantico absoluto da
Hamamatsu Photonics modelo C9920-02G. A composi¢ao do solvente foi a mesma
utilizada para a determinagdo dos espectros (95% PBS e 5% DMSO), ndo sendo
determinada uma concentragdo exata, apenas manteve a absorbancia menor que
0,1.
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4.6 Cinéticas de desprotecao
4.6.1 Cinéticas espectrais

Para as cinéticas espectrais de desprote¢cdo dos substratos propargilicos,
utilizou-se concentragdes de 10, 25, 50 e 100 mol% do sal de paladio em relagédo a
cumarina protegida. O volume total de trabalho foi igual a 3 mL, onde 5% desse
volume correspondia a DMSO e 95% ao tampdo PBS. A concentracdo final de
7PropC foi de 30 ymol L', onde se fez uma varredura espectral de 250 até 800 nm e
a concentragdo de 7PropM foi de 100 umol L, a mesma varredura foi feita para a
7PropC. Fez-se a cinética por 24 horas, onde se mediu pontos de 5 em 5 minutos

durante duas horas e apds esse tempo, mediu-se os espectros a cada 30 minutos.
4.6.2 Variagao da concentracao do sal de Pd

Para a determinagcdo da conversao de produto e a constante de segunda
ordem (k) estudou-se a cinética de despropargilagéo variando-se a concentragao do
sal de paladio (NaPdCls) com relagdo a C; do substrato. As variagdes nas
concentragdes de Na.PdCl4 usadas foram 10, 25, 50 e 100 mol%. O volume final de
cada pogo foi mantido em 300 pL, sendo que 5% desse volume de DMSO e 95%
PBS. (7PropC: 60 ymol L™*; NaPdCls: 6, 15, 30 e 60 ymol L™, 7PropM: 100 pmol L™,
Na,PdCl4: 10, 25, 50 e 100 pmol L™).

4.6.3 Determinagao dos parametros termodinamicos

A determinagcdo dos parametros termodindmicos ocorreu variando-se a
temperatura durante o processo da reacédo, onde as temperaturas utilizadas nesse
estudo foram 27, 32, 37 e 42 °C. O experimento prosseguiu através de
acompanhamento da cinética com concentragdes iguais de sal de Pd e cumarina
protegida. (7PropC/ Na,PdCls: 60 ymol L' e 7PropM/Na,PdCl,: 100 pmol L") em

tampao PBS e pH 7,4, em cada uma das diferentes temperaturas supracitadas.
4.7 Precaugoes com reagentes perigosos e descarte dos residuos

Durante todos os procedimentos a serem realizados, fez-se uso de
equipamentos de protegcdo individual como, jaleco, 6culos de protecéo, luvas e

vestimenta adequada. Todos os reagentes que tém algum tipo de periculosidade,
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seja ele explosivo, toxico ou irritante, foram utilizados apenas na presenga de
supervisdo e ainda sempre se manuseou o reagente dentro da capela.

Todos as reacgdes, descartes e procedimentos feitos no laboratério, seguiram
as normas estabelecidas pelo manual de regras basicas de seguranga para o
laboratério de quimica®. O descarte dos residuos seguiu a seguinte separagéo:
residuos halogenados, residuos nao halogenados, residuos aquosos e residuos
soélidos, onde se fara a corre¢cao do pH para o descarte de residuos aquosos. Apos
essa separacdo os residuos foram destinados a empresa PROACTIVA MEIO
AMBIENTE BRASIL LTDA, empresa essa contrata pela UFSC?*, que fez o devido
descarte dos residuos.

E ainda, durante a estadia no laboratério se seguiu as normas de
biosseguranga estabelecidas pela normativa N°339/2021/GR de 17 de junho de
2021%*, onde os principais tépicos dessa normativa é o distanciamento de 2 metros
entre cada pessoa, a higienizagdo das maos utilizando-se um gel etandlico 70% e,

ainda, o uso de mascara em todo o tempo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SINTESE

A sintese da molécula 7HC ocorreu em duas etapas tendo como solvente os
piperidina e malonato de dietila. A reacgao inicia-se pela reacdo de condensacao de
Knovenagel entre o 2,4-diidroxibenzaldeido e o malonato de dietila seguida de uma
ciclizagao intramolecular. Uma ideia para o mecanismo de reacao (Esquema 7) se
encontra no Apéndice A. Foi obtido um sélido amarelo palido, com rendimento 62%.
O produto apresentou faixa de fusado entre 167 e 170 °C, sendo esse valor
condizente com o da literatura®.

Neste trabalho, 7HC foi utilizada, sem purificagao prévia, como precursor para
sintese de 7PropC, obtendo-se um rendimento médio (37%). O material de partida
7HC, por meio de uma reagdo acido-base com o K,COj; € inicialmente
desprotonado, gerando um anion que atua como nucledfilo que, provavelmente, por
meio de um mecanismo do tipo Sx2 com o substrato de haleto de propargila, origina
o produto da reacao, sendo esse um solido amarelo intenso. A analise de ponto de
fusdo forneceu uma faixa de 120-123 °C valor esse que vai ao encontro dos dados
da literatura®. Uma ideia do mecanismo para a sintese de 7PropC (Esquema 8)
encontra-se no Apéndice A.

A protecao da 7HM seguiu 0 mesmo mecanismo idealizado para a 7HC, onde
inicialmente ha a desprotonacédo da 7HM, formando assim um anion, que age como
nucledfilo que apds atacar ao brometo de propargila, como indicado no Esquema 8
do Apéndice A, leva a formacao do produto. Ao final da sintese, obteve-se um sdlido
branco, com ponto de fusdo na faixa entre 135-141 °C, sendo esse valor condizente

com o da literatura.
5.2 Caracterizagao estrutural

A caracterizagado e confirmagcao da estrutura foi feita por meio das analises
dos espectros de RMN de 'H e RMN de ™C. Devido as semelhangas estruturais
apresentadas pelos compostos, se optou por discutir apenas os dados referentes a
7HC, sendo as particularidades de 7PropC e 7PropM pontuadas ao final. Os
espectros de RMN do composto 7PropC e 7PropM encontram-se no Apéndice A
(Figuras 18 - 19 para 7PropC e 19 — 20 para a 7PropM).
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7-hidroxicumarina-3-carboxilato de etila (7HC)

Figura 3: Estrutura da 7-hidroxicumarina-3-carboxilato de etila (7HC)

Fonte: O Autor

O espectro de RMN de 'H 7HC (Figura 4) realizado em DMSO-ds apresentou
um simpleto em 8,66 ppm, referente a H4. Este sinal aparece como o mais
desblindado devido ao seu grupo vizinho ser um grupo retirador de elétrons, que faz
com que haja uma menor densidade eletrénica sobre este hidrogénio. Ja o dupleto
em 7,74 ppm, representa o hidrogénio H5, com constante de acoplamento de 8,7
Hz, sendo esse um valor tipico de acoplamento orto*. O duplo dupleto em 6,83 ppm,
que tem duas constantes de acoplamento, uma delas 8,6 Hz e outra 2,3 Hz, foi
atribuido a H6. Esse hidrogénio esta acoplado H4 (ambas apresentam valor de J
préximo, 8,7 e 8,6). O dupleto em 6,72 ppm foi atribuido ao H8, que se acopla com
H6 (J = 2,3 Hz), sendo esse um valor tipico de acoplamento meta®.

A confirmacao da presenga do grupo etil-carboxilato € dada pelos sinais em
425 ppm e 1,28 ppm, que representam, os hidrogénios H11 e H12,
respectivamente, estando ambos acoplados com J =7,1 Hz.

Logo, todos os protons foram atribuidos e os seus deslocamentos quimicos
encontram-se de acordo com os valores reportados pela literatura. Para além, as
integracdes dos sinais estdo condizentes com o numero de prétons esperados para

eles.
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Figura 4: Espectros de RMN de 'H de 7HC em DMSO-d6 (400 MHz).
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Fonte: O Autor

No espectro de RMN de *C (Figura 5) empregando DMSO-ds como solvente,
sdo observados 12 sinais, 0 que € condizente com o numero de carbonos esperado
para a molécula em questdo. O sinal mais desblindado corresponde ao C10 que é
uma carbonila. O sinal em 162,96 corresponde ao C7, que conta com o efeito de
desblindagem do anel aromatico e a ligagdo com a hidroxila que retira densidade
eletrénica. Os sinais em 157,12 ppm e 156,52 ppm foram atribuidos aos C2 e C9,
respectivamente. Atribuiu-se o sinal em 149,43 ppm, ao carbono C3. Este sinal
aparece com um alto deslocamento devido ao carbono estar ligado a um grupo
retirador de elétrons, que faz com que sua nuvem eletrbnica seja deslocada para
grupo carboxilato, fazendo com que haja uma maior exposicdo do nucleo do
carbono, o deixando mais desblindado.

O sinal em
132,11 ppm relaciona-se ao C4. Aos carbonos C5’, C5, C6 e C8, foram atribuidos os
sinais em 110,42, 114,02, 112,07 e 101,80, respectivamente. Os sinais em 60,81
ppm e 14,14 ppm, foram atribuidos aos carbonos C11 e C12, respectivamente, do
carboxilato.

Desse modo, todos os carbonos foram atribuidos e os valores de
deslocamento estdo de acordo com a literatura®. Entretanto, algumas atribuigbes

sao passiveis de erro.
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Figura 5: Espectros de RMN de *C de 7HC em DMSO-d6 (400 MHz).
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Fonte: O Autor.
7-propargiloxicumarina-3-carboxilato de etila (7PropC)
Figura 6: Estrutura da 7-propargiloxicumarina-3-carboxilato de etila

(7PropC)
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Fonte: Autor

O espectro 'H de 7PropC (Apéndice A, Figura 17) é similar ao de 7HC,
apresentando como diferenga os sinais correspondentes ao grupo propargil, estando
eles em 3,70 ppm e 4,98 ppm, e atribuidos ao hidrogénio terminal da tripla (H3’) e ao
grupamento CH; (H1’), que se encontra entre o atomo de oxigénio e a tripla ligacao.
Ambos os sinais aparecem com multiplicidade diferente de um devido a um
acoplamento a longa distancia entre esses hidrogénios, comprovado pela constante
de acoplamento (J) que apresenta mesmo valor (2,4 Hz) além de ser um valor de
constante tipico para acoplamentos a longa distancia®*. Ja o espectro de *C
(Apéndice A, figura 18) da molécula 7PropC, apresenta 15 sinais, correspondente ao
valor de carbonos da molécula esperada. Sendo os sinais 78,24 ppm e 79,14 ppm

correspondentes aos carbonos da tripla ligacédo (C3’ e C2’, respectivamente), que
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aparecem mais desblindados devido ao maior carater s da tripla ligagédo, que faz

com que os nucleos de carbono estejam menos blindados, e o sinal em 56,39 ppm

atribuido ao carbono do CH, (C1’), entre a tripla e o oxigénio.
7-propargiloxi-4-metilcumarina (7PropM)

Figura 7: Estrutura da 7-propargiloxi-4-metilcumarina (7PropM)

O espectro de RMN de 'H (Apéndice A, Figura 19) da 7PropM é muito
semelhante ao espectro da molécula 7PropC, no entanto, ndo se observa o
aparecimento do tripleto em 1,20 ppm e o quartupleto em 4,24 ppm, onde estes
sinais representam os hidrogénios do grupamento etil-carboxilato. No entanto, no
espectro de RMN de 'H da molécula 7PropM observa-se o aparecimento de um
dupleto em 2,39 ppm, este sinal representa os hidrogénios da metila (H10), o que
confirma isso é valor obtido para a integral desse sinal, onde se obteve um valor
préximo a 3.

Ja a adicado do grupo propargilico é confirmado pelos sinais em 2,57 ppm,
onde este sinal aparece como um tripleto, sendo referente ao hidrogénio terminal da
tripla (H3’) e o outro sinal é o dupleto em 4,75 ppm, que aparece como um dupleto,
sendo esse sinal representante dos hidrogénios do CH,, que esta entre a tripla
ligacdo e o oxigénio do anel aromatico (H1’). As constantes de acoplamento para
ambos os sinais obtiveram valores muito préximos (J = 2,5 Hz paraH1' e J=2,4 Hz
para H3’), portanto, pode-se considerar que ambos os hidrogénios estdo acoplando
entre si**, demonstrando assim o sucesso da sintese.

Ja espectro de RMN de C da molécula 7PropM (Apéndice A, Figura 20),
apresenta 13 sinais, sendo esse valor esperado para o produto desejado. Os sinais
em 56,18, 76,50 e 77,44 ppm, indicam a inser¢ao do grupo propargilico na molécula,
o sinal em 56,18 ppm representa o carbono do CH2 (C1’), ja os sinais em 76,50 e
77,44 ppm, se sobrepuseram ao sinal do solvente utilizado (CDCls), no entanto, ao
aproximar o espectro se observa ambos os sinais, onde cada um deles representa

os carbonos da ftripla ligagdo (C2' e C3’), estes sinais apresentam-se mais
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desblindados devido ao maior carater s da tripla ligagado que pode, entédo, desblindar

os carbonos.
5.3 Estudos fotofisicos

Quando se objetiva estudar a capacidade de uma molécula atuar como
substrato modelo para acompanhamento de cinéticas de desproteg¢ao bio-ortogonal
e imageamento celular, € necessario entender algumas caracteristicas fotofisicas da
molécula em sua forma livre e protegida. Para além, com os estudos cinéticos
podem ser realizados tanto por meio da cinética de fluorescéncia, quanto da de
absorcao, as duas propriedades foram estudas. Para tal, realiza-se estudos de seus
espectros de absorcdo no UV-vis, fluorescéncia e rendimento quantico de

fluorescéncia.
5.3.1 Espectros de absorc¢ao e coeficiente de absortividade molar

O primeiro passo do estudo fotofisico foi conhecer a identidade espectral de
absorg¢ao de cada molécula alvo. Para tal, foram obtidos os espectros (Figura 8a e

8b) de absorgado dessas moléculas.



Figura 8: a) Espectro de absor¢do da molécula 7HC. Concentragcédo: 30 mM. b)
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Espectro de absorgdo da molécula 7PropC. Concentragao: 30 mM. ¢) Comparagao
entre os espectros de absorgédo de ambas as moléculas (Condigdes: Tampao PSB,
pH 7,4 e 37 °C)
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A partir da analise dos espectros, observa-se que 7HC apresenta uma banda,
com maximo de absor¢ao em 403 nm. A 7PropC também possui uma banda de
absorcdo com maximo em 349 nm. Nota-se que houve um deslocamento
hipsocrémico da banda de 7PropC em relagdo a 7HC. Ao sobrepor os espectros
(Figura 8c) de ambas as moléculas, é possivel notar uma regido sem sobreposi¢ao
de bandas, o que caracteriza um ponto chave para estudos cinéticos de
desprotecdo, pois € necessario que a formagdo do produto livre possa ser
observada sem a interferéncia da banda da espécie propargilada.

Andlise analoga pode ser feita para as moléculas 7HM e 7PropM, onde é
possivel observar que a primeira molécula apresenta duas bandas com maximos de
absorgcao em 324 nm e um ombro que possui maximo de 360 nm (Figura 9a), e a
segunda molécula possui uma banda com maximo de absorgdo em 318 nm (Figura
9b). A sobreposigédo dos espectros de absorgao (Figura 9¢) de ambas as moléculas,
também revelou uma regido em que nao haveria interferéncia espectral entre as

duas moléculas.
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Figura 9: a) Espectro de absorgdo da molécula 7HM. Concentracdo: 100 uM. b)
Espectro de absor¢ao da molécula 7PropM. Concentragao: 100 uM. ¢) Comparagao
entre os espectros de absorcdo de ambas as moléculas (Condigdes: Tampao PSB,

pH 7,4 e 37 °C)
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Fonte: O autor.

A partir dos espectros de absor¢do ainda € possivel obter o valor do
coeficiente de absortividade molar. A determinacdo de tal fator € crucial para
entendimento dos tipos de transi¢cdes eletrénicas que estdo ocorrendo, além de ser
um ponto chave para entendimento do comportamento da absorbancia.

Para se determinar o valor de coeficiente de absortividade molar (¢), usa-se a
lei de Lambert-Beer. De acordo essa Lei, a concentragdo (C) & proporcional a
absorbéancia (Abs), de modo que a igualdade entre C e Abs pode ser alcangada
multiplicando C pelo caminho ético (b) e uma constante, mais especificamente, o
coeficiente de absortividade molar, como demonstrado na equagéao 1.

l<|C o lileb-C (1)

De posse desse conceito, a determinacédo de €, pode ser feita utilizando-se
uma técnica em que o caminho 6tico do aparato de medida é definido. A titulo deste
trabalho, a determinagao do coeficiente de absortividade molar foi feita por meio de
dados obtidos em um espectrofotobmetro de cubetas de caminho 6tico de 1 cm.

Inicialmente, determinou-se o ¢, da molécula 7HC, a partir de uma curva de

B0
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calibragdo (Curva de calibragdo espectral: Apéndice B, Figura 21), onde as
concentragdes finais em cada cubeta foram 10, 20, 30, 40 e 50 ymol L™, em uma
varredura espectral 250 nm a 600 nm.

Escolheu-se entdo o valor de 400 nm, para se fazer a curva, visto que, nesse
ponto é o maximo da banda de absorgdo (Curva em 400 nm: Apéndice B, Figura
22). Para moléculas das classes das cumarinas, por exemplo, as transi¢des mais
comuns sdo as n—n*, que geralmente sdo muito intensas, apresentando & com
valores maiores que 1,0.10* L mol” cm™ **. Onde no caso da cumarina estudada, o
valor de ¢ foi de 3,2.10* L mol" cm”, sendo entdo de fato uma transi¢do do tipo
T—7".

Ja para a molécula 7HM, determinou-se o ¢, a partir de uma curva de
calibragédo espectral (Apéndice B, Figura 23), onde se escolheu o ponto de analise
em 364 nm (Apéndice B, Figura 24), as concentragdes escolhidas para confeccionar
a curva foram 40, 60, 80, 100 e 120 pumol L". Para esse derivado de cumarina,
obteve-se um valor de & de aproximadamente 7,0.10° L mol™ cm™, no entanto,
utilizou-se o comprimento de onda de 364 nm (Comprimento de onda onde nao ha
sobreposigao de bandas da 7HM e 7PropM), portanto, nesse comprimento de onda,
pode-se assumir que estd acontecendo uma transigdo do tipo n—n*, que tem

valores de € na ordem de 5,0.10° L mol”' cm™ .

5.3.2 Espectros de emissao e excitagao e determinagcao do deslocamento de
Stokes (As)

O segundo passo foi entender a identidade espectral de fluorescéncia dessas
moléculas por meio das analises dos espectros de excitacdo e emissao. Conhecer
esse perfil espectral € de suma importdncia haja vista que a marcagao de
biomoléculas e organelas é observada por essa propriedade.

Os espectros de excitacdo e emissao das moléculas 7HC e 7PropC foram
obtidos em 2D (Figuras 10a e 10b) e 3D (Figuras 25 e 26 do Apéndice B). Por serem
moléculas novas sem dados prévios estudados por nosso grupo de pesquisa, 0s

resultados dos espectros 3D foram cruciais para determinagdo dos comprimentos de

onda maximo de emisséo (A, e excitagdo (Ap)
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Nota-se tanto nos resultados em 2D quanto em 3D de 7HC o maximo de

emissdo em 430 nm e excitacdo em 370 nm. A molécula 7PropC apresentou Are* em

400 nm e Ay

em 360 nm.

Figura 10: a) Espectro de emisséao e excitagdo da molécula 7HC. Concentracao: 60
uM. b) Espectro de emisséo e excitagdo da molécula 7PropC. Concentragao: 60
uM. ¢) Comparacéo entre os espectros de emissdo de ambas as moléculas
(Condigbes: Tampao PSB, pH 7,4 e 37 °C)
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Fonte: O Autor

De posse dos dois graficos, pode-se comparar a emissao de ambas as
moléculas (Figura 10c), no entanto, por terem rendimentos quanticos (®) diferentes,
€ necessario normalizar os graficos. Percebe-se que a insercdo do grupo
propargilico no fluoréforo 7HC, causa um deslocamento batocrémico da banda de
emissado. Tais resultados sugerem que a insergao do grupo propargilico diminui a
distancia energética entre HOMO e LUMO da molécula quando esta no estado
excitado.

Estudo andlogo dos espectros de emissao e excitagcao foi realizado para as
moléculas 7HM e 7PropM, onde os espectros 3D s&o apresentados no Apéndice B

(Figuras 27 e 28, respectivamente). A primeira apresentou maximos de emisséo e
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excitacdo em 444 nm e 360 nm, respectivamente. Ja 7PropM possui A; em 380 nm

e A em 330 nm.

Figura 11: a) Espectro de emissé&o e excitacdo da molécula 7HM. Concentracéo:
100 uM. b) Espectro de emissao e excitagdo da molécula 7PropM. Concentragao:
100 uM. ¢) Comparacgao entre os espectros de emissdo de ambas as moléculas
(Condigbes: Tampao PSB, pH 7,4 e 37 °C)
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Fonte: O Autor

A sobreposicdo do espectro de emissao do fluoréforo (7HM) e o proé-
fluoréforo (7PropM) (Figura 11¢) mostrou um deslocamento batocrémico da espécie
livre em relagdo a protegida. Outra observagdo importante € a diferenga nas
intensidades de emissdo para ambas as moléculas. Uma vez que as concentragoes
utilizadas para a realizagdo desses espectros sao iguais, € possivel inferir que o
composto propargilado € menos fluorescente que a forma livre, de modo que, essas
espécies cumprem o requisito para serem utilizadas como compostos modelos para
marcagao celular baseada em desprotegao bio-ortogonal.

De posse dos dados espectrais de emissao e excitagao € possivel calcular o
deslocamento de Stokes (As). Ele € uma medida da dispersdo de energia no

momento da emissdo quando a molécula que passou para o estado excitado (S.),
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decai para um outro estado excitado de menor energia (S1) e, somente apos essa
convers3o interna, ocorre o decaimento para o estado fundamental (So)*.

Para se calcular o deslocamento de Stokes deve-se apenas subtrair a
energia do maximo de excitagdo e a energia do maximo de emissdo. Os
deslocamentos de Stokes para as moléculas 7HC, 7PropC, 7HM e 7PropM foram
calculados e organizados na Tabela 1.

Tabela 1: Valores de deslocamento de Stokes das moléculas estudadas

Molécula Aexe (NM) Aems (NM) V p(em™) V ens(cm™) As (cm™)
7HC 370 430 27.027 23.256 3.771

7PropC 360 400 27.778 25.000 2778
7HM 360 444 27.778 22.522 5.626

7PropM 330 380 30.303 26.316 3.987

Fonte: Autor

Os fluordforos apresentam um maior deslocamento de Stokes em relagao
aos pro-fluoroforos. Estes dados sugerem que a adigdo do grupo propargilico faz
com que haja uma menor perda de energia entre os estados excitados, contribuindo
na estabilizagdo destes, muito provavelmente pela agao retiradora de elétrons do
éter propargilico que faz com que haja uma menor dispersdo de energia na
conversao interna.

Outra importante observacdo é que o deslocamento de Stokes para a
molécula 7HC foi muito menor que o deslocamento para a molécula 7HM, e o
mesmo ocorre com os pro-fluoréforos, o que pode estar associado a presenca de
um grupo retirador de elétrons na primeira molécula, este efeito &€ observado por
Costa et al. (2006)*, onde o autor sintetiza uma série de compostos, com diferentes
efeitos retiradores e doadores de elétrons. Quando adicionado grupos retiradores
nas moléculas, ha uma diminui¢ao substancial do deslocamento de Stokes. Pode-se
supor que com a adigdo do grupo retirador de elétrons, ha uma menor perda de

energia do estado excitado para o meio.



44

Esses deslocamentos de Stokes mostram que, as moléculas podem ser
utilizadas para imageamento celular, visto que, quanto maior o deslocamento de
Stokes mais facil € de analisar a fluorescéncia, e assim pode-se analisar mais
faciimente em meio celular®’. Onde o deslocamento de Stokes encontrado para o
fluoréforo (7HC) é semelhante ao de moléculas ja utilizadas em imageamento
celular®®, no entanto, a molécula 7HM apresentou maior deslocamento sendo entdo

uma melhor candidata para aplicagdes biologicas.
5.3.3 Determinacao do rendimento quéantico absoluto de fluorescéncia

A analise prosseguiu fazendo estudo do rendimento quéntico de fluorescéncia
das moléculas. Esse parametro representa a eficiéncia da fluorescéncia frente as
outras formas de desativacao do estado excitado.

Determinou-se o rendimento quantico de fluorescéncia (P) das moléculas no
solvente utilizado para as cinéticas (95% de PBS e 5% de DMSOQO). Para garantir
confiabilidade nos resultados, foram realizadas 5 medidas para cada amostra, sendo
que os valores de absorbancia foram préoximos, mas sem exceder, 0,1. Fez-se a
determinagao do ®, para as moléculas 7HC, 7HM e 7PropC. O rendimento quéntico
da molécula 7PropM nao foi determinado, devido a uma limitagdo do equipamento
utilizado.

Os valores de ® medidos para 7HC, 7HM e 7PropC sao apresentados na
tabela 2.

Tabela 2: Valores de rendimento quantico das moléculas estudadas

(ON (O D, (O] D5 (O3 Desvio
Molécula
7HC 0,839 0,842 0,841 0,844 0,842 0,842 1,82.10°
7PropC 0,370 0,369 0,371 0,370 0,374 0,371 1,92.10°

7HM 0,889 0,892 0,890 0,891 0,889 0,890 1,30.10°
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Fonte: Autor

A partir dos dados da Tabela 2 é possivel notar uma diferenca nos valores de
rendimento quantico entre 7HC e 7PropC, sendo os valores observados para a
molécula desprotegida maiores do que os da molécula propargila. Tais resultados
vao ao encontro do que é esperado para pro-fluoréforos, ou seja, uma diminui¢gao ou
extingdo da fluorescéncia®=°. Esses valores corroboram para o uso desta molécula
como modelo para estudos de desprotecéo bio-ortogonal promovida por metal.

Outra observacao interessante € a diminuicdo do rendimento quéantico de
fluorescéncia da molécula 7HC em relagdo a 7HM. Tal decréscimo pode estar
associado a presenga de um grupo retirador de densidade eletrénica em 7HC, fato
esse observado por You et al. (2022)*, que sintetizou um derivado de cumarina
ligado a um grupamento azida, a qual apresentou diminuicdo de fluorescéncia em
relagdo a cumarina de partida. Lakowicz e DiCesare (2001)*, observaram esse
mesmo comportamento em estilbenos ligados a grupamentos retiradores de

elétrons.
5.4 Cinéticas da reacao de despropargilagao

A partir dos conhecimentos dos dados fotofisicos, foi possivel estabelecer que
a molécula apresenta as caracteristicas esperadas para estudos de desprotecao e
imageamento celular. Diante disso, o trabalho prosseguiu através dos estudos
cinéticos da reagao de despropargilagdo do pro-fluoréforo, promovida por NaPdCl..
Estes experimentos sdo importantes para determinacdo dos parametros cinéticos
(k2, energia de ativacdo (E.) e conversbes a produto) que irdo comprovar a

velocidade e o comportamento do substrato durante a reacao.
5.4.1 Determinagao dos parametros cinéticos

Para atestar a eficiéncia das moléculas 7propM e 7ProC como possiveis
substratos para estudos cinéticos de despropargilagdo, € necessario conhecer seus
parametros cinéticos, k. e porcentagem de conversdo. Para tal, foram realizados
experimentos variando as concentragcdes de sal de Pd.

A primeira etapa do estudo cinético consistiu na analise do padrao espectral
(Figura 13) de desprotecdo variando—se as concentracbes de catalisador em 0,10,

0,25, 0,50 e 1,0 equivalentes. A partir desses dados €& possivel notar que as
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desprotegcdes de fato ocorrem devido a presenca da banda em 403 nm,
correspondente a 7HC. E importante notar que apenas no caso da concentracéo de
Pd em 0,1 equivalente a banda de formagao do produto nao € observavel.

Em seguida, se acompanhou a formagdo do produto utilizando-se
espectroscopia de UV-vis (Figuras 13) para determinacdo da porcentagem
conversao e k.. O comprimento de onda de trabalho foi 400 nm, uma vez que a
curva de calibragdo se mostrou linear neste ponto. Nota-se que houve saturagao

apos 5,5 h aproximadamente, em todas as concentragdes do sal de paladio.

Figura 12: Cinéticas espectrais de desprotecédo da 7PropC variando a concentragao
de Pd. Condigbes gerais: 7PropC: 30 uM, Tampéao PSB, pH 7,4 e 37 °C. a) 0,10 eq.
de Na:PdCl4; b) 0,25 eq. de Na.PdCls; ¢) 0,50 eq de Na.PdCls; d) 1,0 eq de
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Figura 13: Cinéticas de desprotecao da 7PropC variando a concentracao de

Pd no comprimento de onda de 400 nm. Condi¢des gerais: 7PropC: 60 uM, Tampéo
PSB, pH 7,4 e 37 °C.
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Fez-se 0 mesmo estudo para a molécula 7PropM, onde a cinética espectral
variando a concentragao de paladio € mostrada na figura 14. Onde se observa o
aparecimento de uma banda em 364 nm, portanto, pode-se considerar que o
substrato 7PropC é desprotegido por espécies de paladio sob condigdes bioldgicas.
Para a avaliacdo da conversdo e determinagcdo da constante de velocidade de
segunda ordem, utilizou-se o comprimento de onda de 364 nm, pois neste
comprimento de onda ndo ha sobreposi¢cao entre as moléculas 7PropC e 7PropM,

onde as corridas cinéticas no ponto sdo demonstradas na figura 15.
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Figura 14: Cinéticas espectrais de desprotegcédo da 7PropM variando a concentragao
de Pd. Condigdes gerais: 7PropM: 100 mM, Tampéao PSB, pH 7,4 e 37 °C. a) 0,10
eq. de Na;PdCl4; b) 0,25 eq. de Na.PdCl4; ¢) 0,50 eq de Na,PdCl4; d) 1,0 eq de

Na,PdCl4.
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Figura 15: Cinéticas de desprotegcédo da 7PropM variando a concentragao de
Pd no comprimento de onda de 364 nm. Condi¢des gerais: 7PropC: 60 uM, Tampéo
PSB, pH 7,4 e 37 °C.
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Observa-se na figura 15, que durante o processo da reagdo houve uma
grande precipitacdo das espécies, isso pode ser observado devido a diminuicdo da
absorgao da estrutura em 364 nm, visto que, o branco é feito considerando-se a
concentragcdo de paladio, portanto, se ha uma brusca diminuicdo da absorbancia,
pode-se entdo relacionar com a precipitagdo do sal escolhido, de modo que esse
processo interfere diretamente nas medidas espectrais, no entanto, pode-se
observar para a cinética contendo 0,1 equivalentes de paladio que houve uma
saturagdo em 2,75 horas, e ainda, essa curva € a unica que nao mostrou
precipitacao aparente.

Para a cinética com a molécula 7PropM ndo se podera calcular a
constante de velocidade de segunda ordem, tendo em vista, que a precipitagao foi
mais pronunciada quando se usou a condigdo de segunda ordem, no entanto, no
LaCBio ja se fizeram um teste nas mesmas condi¢gdes aplicadas nesse trabalho, no
entanto, com uma concentracdo menor da 7PropM e, consequentemente, menor
concentracdo de Pd, onde nesse caso se obteve um valor de constante de 3,40 L
mol”'s”. A tabela 3, traz os valores de k., obtidos para a 7PropC, onde a curva nio-

linear é mostrada na figura 27 no Apéndice C.

Tabela 3: Valores de k; e porcentagem de converséo

Molécula k: (L mol's™) Conversao (%)
7PropC 3,66 83
7PropM 3,40 49

Fonte: O Autor
A partir dos dados da tabela, nota-se que os valores de k. para 7PropC € um

valor proximo ao observado para o substrato 7PropM ja utilizado em estudos
anteriores no LaCBio. Além disso, as taxas de conversao do novo substrato foram
semelhantes ao que se observou para a 7PropM. Deste modo, ambos resultados
atestam a possibilidade de utilizacdo de 7ProC como modelo para estudos cinéticos
de despropargilacdo. No entanto, para aplicagdes bio-ortogonais, a constante de
segunda ordem deve ter idealmente um valor maior que 1 L mol™” s 2, isso ocorre
para se garantir que haja uma alta conversdo da molécula em poucos instantes. E

isso é observado para ambos os substratos, portanto, esse € um indicativo que se
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pode utilizar as moléculas sintetizadas nesse trabalho para o imageamento de

células, onde ocorrera a liberagao do fluoréforo por espécies de paladio.
5.4.2 Determinagao dos parametros termodinamicos

Os parémetros de ativagdo da despropargilagdo da 7PropC foram determinados
a partir do estudo da temperatura sobre a constante de velocidade (kz), no entanto,
os parametros de ativacdo da 7PropM nao pode ser determinado, pois como ja dito
quando esta molécula esta em condigcdo de segunda ordem ha precipitagdo que
afeta nas medidas de absorgédo. A equagao de Arrhenius (equagao 2), demonstra
que existe uma relagao linear entre o logaritmo natural da constante de velocidade e
o inverso da temperatura, onde a energia de ativagao pode ser obtida através de um
grafico de In(k:) versus 1/T, e assim o coeficiente angular dessa curva sera o
negativo da energia de ativagdo. Ja o fator pré-exponencial de Arrhenius sera o
coeficiente linear dessa reta.

E

1n(k2):1n(A)—R:; (2)

Na Figura 16a é apresentado o grafico de In(kz) versus 1/T, e assim
determinou-se que a energia de ativagao (E.) para a despropargilagdo da 7PropC é
98,2 kJ mol™ e o fator pré-exponencial dessa reagéo é 1,16.10" L mol” s™.

Figura 16: Grafico de In(kz) versus 1/T. Condi¢des gerais: 60 mM, Tampéo

PSB, pH 7,4
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as”
kb.T.e (3)

(%)

Utilizando a equagado 3, que € uma parte da equagédo de Eyring-Polanyi,
pode-se relacionar o valor de fator pré-exponencial com a entropia de ativagao do

sistema, onde ao se isolar a entropia de ativagao se obtém a equacao 4.

A-h

g .
AS™=R:In| =

(4)

Entao utilizando-se a equacéao 4, encontra-se que a entropia de ativagao para
a despropargilagéo da molécula 7PropC ¢ -33,4 J K" mol”, demonstrando assim que
possivelmente o estado de transigcdo € o ataque nucleofilico da agua, ou ainda, o

processo de complexacgdo do sal de paladio com a tripla ligagéo.

6 CONCLUSAO

A sintese do fluoréforo 7HC e dos pro-fluoréforos 7PropC e 7PropM, foram
um sucesso, onde a pureza do produto foi confirmada por RMN de 'H e ™C, foi
apresentado apenas os sinais referentes aos produtos desejados, além das sinteses
terem atingido valores de rendimentos adequados (62% para o 7HC, 37% para a
7PropC e 91% para a 7PropM).

Os estudos fotofisicos demonstraram que as moléculas utilizadas podem ser
utilizadas para imageamento celular e ainda as moléculas também podem servir
como moléculas modelos no estudo da desprotegcdo de grupos propargilicos, essa
conclusao se chega a partir dos dados de absortividade molar, onde o 7HC possui
um alto coeficiente de absortividade molar (3,2.10* L mol™ cm™), demonstrando que

em baixas concentracbes desse fluoréforo ha um aumento considerado da



52

absorbancia, ja a 7HM apresentou um coeficiente de absortividade molar menor
(7,0.10° L mol™ cm™), deve-se considerar que os estudos ndo foram feitos no
maximo de absorgédo da molécula.

Outro parametro que demonstra a utilidade das estruturas sintetizadas no
imageamento celular é o rendimento quantico, onde esse parametro foi maior para a
molécula 7HC do que em comparagao a seu pro-fluoréforo, indicando que o grupo
propargilico € um grupo inibidor de fluorescéncia, comparando os fluoréforos
percebe-se que o grupo retirador de elétrons de fato contribui negativamente para o
rendimento quantico, pois a molécula 7HM apresentou um ® maior que a 7HC. O
alto rendimento quantico das moléculas 7HC e 7HM, indica que se pode utilizar esse
fluoréforo em técnicas de fluorescéncia. Outra propriedade fotofisica determinada foi
o deslocamento de Stokes, que mostrou que os fluoréforos possuem um maior
deslocamento sendo mais facilmente detectado por técnicas de fluorescéncia.

Ja os parametros cinéticos, demonstram que as moléculas 7PropC e 7PropM
podem ser desprotegidas em condi¢des biolégicas, onde houve a liberagdo da 7HC
e 7THM em qualquer concentragao de paladio.

Portanto, as moléculas 7HM e 7HC se apresentaram fluoréforos adequados
para o imageamento celular e como molécula modelo, devido a suas propriedades
fotofisicas pronunciadas, e ainda, a constante de velocidade de segunda ordem
indicam que a liberagdo da molécula 7HC por espécies de paladio pode de fato ser
considerado uma reacgao bio-ortogonal, ja para a molécula 7HM s&o necessarios

mais estudos.
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APENDICE A: IDEIAS DE MECANISMOS E ESPECTROS DE RMN DE 'H E
3C DAS MOLECULAS SINTETIZADAS

Esquema 8: Ideia de mecanismo para a rota sintética de 7HC

Fonte: Autor

Esquema 9: Ideia de mecanismo para a sintese dos pro-fluoréforos.

Fonte: Autor
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H da molécula 7PropC.
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Figura 18. Espectro de RMN de "*C da molécula 7PropC
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Figura 19. Esprectro de RMN de '"H da molécula 7PropM.
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Figura 21: Curva de calibragédo espectral da molécula 7HC. (Condicoes
gerais: pH = 7,4, PBS, 37 °C)
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APENDICE B: DADOS FOTOFISICOS
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Figura 22: Curva de calibragdo da molécula 7HC. (Condi¢des gerais: pH =

Absorvancia

7,4, PBS, 37 °C)
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Figura 23: Curva de calibragédo espectral da molécula 7HC. (Condicdes
gerais: pH = 7,4, PBS, 37 °C)
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Figura 24: Curva de calibragédo espectral da molécula 7HC. (Condicdes
gerais: pH = 7,4, PBS, 37 °C)
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Figura 25: Espectro 3D de excitacdo e emissdo da molécula 7HC

Fonte: Autor

Figura 26: Espectro 3D de excitagcdo e emissdo da molécula 7PropC

Fonte: Autor
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Figura 27: Espectro 3D de excitacdo e emissao da molécula 7HM.

Fonte: Autor

Figura 28: Espectro 3D de excitacdo e emissao da molécula 7PropM.

Fonte: Autor



APENDICE C: DADOS CINETICOS

Figura 29: Cinética de despropargilacao da 7PropC em condi¢ao de

segunda ordem, com curva n&o-linear.
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