UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

KADJA LUANA CHAGAS MONTEIRO

DESENVOLVIMENTO DE NOVOS DERIVADOS INDOLICOS E
BENZIMIDAZOLICOS COMO POTENCIAIS SONDAS FLUORESCENTES

Maceid
2021



KADJA LUANA CHAGAS MONTEIRO

DESENVOLVIMENTO DE NOVOS DERIVADOS INDOLICOS E
BENZIMIDAZOLICOS COMO POTENCIAIS SONDAS FLUORESCENTES

Maceid
2021

Dissertacao de mestrado
apresentada ao programa de
pos-graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, como requisito
parcial para obtengcdo do grau
de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Thiago
Mendonga de Aquino.

Coorientador: Prof. Dr. Josué
Carinhanha Caldas Santos.



Catalogacao na fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Divisao de Tratamento Técnico
Bibliotecario: Marcelino de Carvalho Freitas Neto — CRB-4 — 1767

M775d Monteiro, Kadja Luana Chagas.
Desenvolvimento de novos derivados indolicos e benzimidazdlicos como potenciais

sondas fluorescentes / Kadja Luana Chagas Monteiro. — 2021.
132 f. : il. color.

Orientador: Thiago Mendonga de Aquino.

Co-orientador: Josué Carinhanha Caldas Santos.

Dissertagao (Mestrado em Farmacia) — Universidade Federal de Alagoas. Instituto
de Ciéncias Farmacéuticas. Maceio, 2021.

Bibliografia: f. 92-98.
Apéndices: f. 100-132.

1. DNA. 2. Soroalbumina bovina. 3. Albumina sérica humana. 4. Compostos
heterociclicos. 5. Corantes fluorescentes. 1. Titulo.

CDU: 547.75




FOLHA DE APROVACAO

DESENVOLVIMENTO DE NOVOS DERIVADOS INDOLICOS E BENZIMIDAZOLICOS COMO
POTENCIAIS SONDAS FLUORESCENTES

Dissertacdo submetida ao corpo
docente do Programa de Pos-
Graduagéao em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade
Federal de Alagoas e aprovada em
22 de fevereiro de 2021.

Lo

Prof. Dr. Thiago Mendonca de Aquino (Orientador)

i Do G, Sk

Prof. Dr. JUJSUé Carinhanha Caldas Santos (Co-Orientador)

Prof. Dr. Luciano Aparecido Meireles Grillo (Examinador Interno)

N T

J |
Prof. Dr. Dimas José da'Paz Lima (Examinador Externo)

)_;/\O/V‘ UrroO C,ur«mLDL

Dr. Francisco Antonio da Silva Cunha (Examinador Externo)



RESUMO

Pequenas moléculas orgénicas com propriedades fluorescentes quando em
contato com um analito tornaram-se um topico de intensa pesquisa nos ultimos
anos. Rotuladas como sondas fluorescentes, essas atuam como sinalizadores
celulares e apresentam diversos mecanismos de fluorescéncia. Os nucleos
benzimidazol e indol sdo exemplos de importantes fluoréforos encontrados em
diversos corantes e sondas organicas, além de apresentar reconhecida afinidade
por diversas biomoléculas, tais como o DNA e albuminas séricas; por esse
motivo, foram selecionados para a sintese das sondas propostas nesse trabalho.
A estratégia de sintese consiste na condensagao dos heterociclos mencionados
com aldeidos p-funcionalizados por aminas aromaticas, aminas alifaticas e
acidos bordnicos através da formagédo de uma ligacdo azometina, promovendo
a extensao do deslocamento de elétrons, essencial para a fluorescéncia. Os
intermediarios de reacao foram sintetizados através de reagdes de Buchwald-
Hartwig, Suzuki-Miyaura e SnAr, onde foram obtidos oito benzaldeidos. Os
rendimentos variaram de 23-84% para os derivados indolicos e 10-37% para os
derivados benzimidazdlicos. Os compostos foram avaliados quanto ao grau de
pureza por cromatografia, assim como pela determinagao do intervalo de fuséo.
A caracterizagdo estrutural foi realizada por RMN 'H e '3C. Através de uma
analise preliminar, quatro das treze sondas sintetizadas apresentaram resposta
de fluorescéncia significativa em contato com BSA. Dessas, a sonda KCH60
(Aex/A\em= 415/555 nm) foi selecionada para ensaios de otimizacdo dos
parametros analiticos. O tampao Britton-Robinson a 10 mM (pH 6) e a
concentracdo da sonda a 5 pyM apresentaram a maxima sensibilidade. A
estequiometria do complexo sonda-BSA foi 1:1 (método de Job). O intervalo
linear foi de 0,5 - 4,0 uM com limite de detecgéo de 0,38 uM e RSD < 6,0% para
BSA. Por fim, espera-se que esses resultados possibilitem a utilizagdo desses
derivados em ensaios de quantificacao de albuminas séricas em amostras reais,
além de propiciar o desenho de novas moléculas ativas e/ou com propriedades

fluorescentes.

Palavras Chave: interacao, DNA, BSA, HSA, heterociclos, sonda off-on.



ABSTRACT

Small organic molecules with fluorescent properties when in contact with an
analyte have become a topic of intense research in recent years. Labeled as
fluorescent probes, these act as cellular beacons and have several fluorescence
mechanisms. The benzimidazole and indole derivatives are examples of
important fluorophores found in several dyes and organic probes, in addition to
having a recognized affinity for several biomolecules, such as DNA and serum
albumin; for this reason, they were selected for the synthesis of the probes
proposed in this work. The synthesis strategy consists in the condensation of the
mentioned heterocycles with p-functionalized aldehydes by aromatic amines,
aliphatic amines and boronic acids through the formation of an azomethine bond,
promoting the extension of electron displacement, essential for fluorescence. The
reaction intermediates were synthesized through Buchwald-Hartwig, Suzuki-
Miyaura and SNAr reactions, where eight benzaldehydes were obtained. Yields
ranged from 23-84% for indole derivatives and 10-37% for benzimidazole
derivatives. The compounds were evaluated for purity by chromatography, as
well as by determining the melting range. Structural characterization was
performed by 'H and '3C NMR. Through a preliminary analysis, four of the
thirteen synthesized probes showed a significant fluorescence response in
contact with BSA. Of these, the KCHG60 probe (Aex / Aem = 415/555 nm) was
selected for tests to optimize analytical parameters. The Britton-Robinson buffer
at 10 mM (pH 6) and the probe concentration at 5 yM showed maximum
sensitivity. The stoichiometry of the probe-BSA complex was 1:1 (Job method).
The linear range was 0.5 - 4.0 yM with a detection limit of 0.38 yM and RSD
<6.0% for BSA. Finally, it is expected that these results will enable the use of
these derivatives in assays for the quantification of serum albumin in real
samples, in addition to enabling the design of new active molecules and/or with

fluorescent properties.

Keywords: interaction, DNA, BSA, HSA, heterocycles, off-on probe.
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1. INTRODUGAO

O acido desoxirribonucleico (DNA) € uma das moléculas biolégicas de maior
importancia em todos os seres vivos, a qual desempenha ampla gama de
atividades essenciais para a vida, como reproducao biolégica, desenvolvimento
e crescimento. No entanto, 0 mesmo apresenta importante papel em algumas
atividades anormais e/ou incompativeis com a vida, como mutacdo e
carcinogénese (LONG et al., 2018). Dentro deste contexto, o uso de pequenas
moléculas organicas capazes de exibir fluorescéncia por meio da interagdo com
o DNA desempenha um papel importante na espectroscopia de fluorescéncia,
diagnostico por imagem e biomedicina (NARAYANASWAMY et al., 2014).

Por outro lado, as albuminas do soro sao as proteinas mais abundantes do
plasma sanguineo. Sua fungao € realizar o transporte de diversos compostos
importantes para o organismo, como farmacos, vitaminas e horménios para seu
local alvo (NAIK; CHIMATADAR; NANDIBEWOOR, 2010). Adicionalmente,
possuem a caracteristica de aumentar a solubilidade de farmacos pouco
soluveis, apenas pela interacdo. Frequentemente a albumina do soro bovino
(BSA) é utilizada em substituicdo da albumina do soro humano (HSA) em
estudos de interagdo, pois estas apresentam alta similaridade estrutural e
fisiologica. A deteccéo e quantificacdo de albuminas do soro tém se demonstrado
um importante campo de pesquisa, logo que alteragdes na concentragdo normal
dessas proteinas podem estar associada a doencas renais ou insuficiéncia
hepatica (DA SILVA et al., 2014). Além disso, € possivel estudar o perfil de
distribuicdo, concentracado e metabolismo de diversos farmacos pela vinculagao
com albuminas (BECKFORD, 2010).

O desenvolvimento de sondas contendo corantes organicos € justificado pelo
seu potencial uso em biologia molecular, quantificagdo e terandstica de doengas
humanas relacionadas a genes, como o cancer, infecgdes virais e parasitarias
(HURLEY, 2002; NEIDLE, 2001). Os nucleos benzimidazol e indol s&o
frequentemente encontrados em corantes organicos como componentes
heterociclicos de cianinas e outras importantes sondas fluorescentes, além de
apresentar reconhecida afinidade por diversas biomoléculas (FARAHAT et al.,
2018; KUBOTA). Neste sentido, o presente trabalho visa o planejamento,
sintese, caracterizagao estrutural e avaliagcdo espectroscopica de sondas

fluorescentes off-on contendo os ntcleos benzimidazol e indol.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Estrutura do DNA

O DNA é uma importante biomolécula formada por acidos nucleicos, que sao
polimeros semelhantes a fios longos constituidos por uma matriz linear de
mondmeros chamados nucleotideos (BLACKBURN et al., 2007). Os
nucleotideos apresentam uma base heterociclica nitrogenada, uma pentose
(desoxirribose) e um ou mais fosfatos. As bases nitrogenadas sdo as pirimidinas
monociclicas citosina (C) e timina (T) e as purinas diciclicas adenina (A) e
guanina (G). Esses heterociclos sdo hidrofébicos e relativamente insoluveis em
agua no pH neutro celular. No entanto, em pH acido ou alcalino, tornam-se
carregados e consequentemente sua solubilidade em agua aumenta (NELSON;
COX, 2018).

O empilhamento de bases ajuda a reduzir a hidrofobicidade pela redug¢ao do
contato com a agua. Esse tipo de interagcdo hidrofébica consiste no
posicionamento de duas ou mais bases com o plano de seus anéis em paralelo,
auxiliadas por interagcdes dipolo-dipolo e de van der Waals (NELSON; COX,
2018). Também importante para a estabilizagdo da estrutura tridimensional do
DNA, as ligagdes de hidrogénio entre as bases através dos grupos carbonila e
amino sao a forma de interagdo mais importante entre duas ou mais cadeias
complementares de acidos nucleicos. O padrdo mais comum de ligagdo de
hidrogénio, definido por James D. Watson e Francis Crick em 1953, consiste na
ligacado especifica de adenina a timina e de guanina a citosina (PRAY, 2008)
(Figura 1, pagina 18).

Watson e Crick, utilizando informagdes ja acumuladas, criaram o modelo
tridimensional da estrutura do DNA. O modelo consiste em duas cadeias
helicoidais enroladas em torno do mesmo eixo para formar uma dupla hélice,
onde os esqueletos hidrofilicos de grupos fosfato e desoxirribose alternados
ficam do lado externo da dupla hélice, enquanto as bases nitrogenadas
hidrofobicas estdo empilhadas por dentro (WATSON; CRICK, 2016).
Corroborando com o padrao descrito por Franklin e Wilkins em 1950, o
pareamento das fitas complementares cria um sulco maior, de 34 A e outro
menor de 3,4 A na superficie do duplex (NELSON; COX, 2018).

17



Figura 1. Representagao esquematica do DNA. Em destaque, a interagao entre
bases nitrogenadas através de duas liga¢gdes de hidrogénio que associam as
bases A e T e trés ligagdes de hidrogénio entre G e C.

Timina

Citosina

Fonte: Adaptado de Nelson; Cox, 2018.

Além da estrutura proposta por Watson e Crick (também chamada de B-
DNA), dependendo do meio em que se encontra, o DNA pode apresentar outras
duas isoformas: (i) A-DNA e (ii) Z-DNA (Figura 2 (A), pagina 19). A primeira esta
presente em ambientes com baixa concentragdo de agua, como solventes
organicos, enquanto que a segunda €é observada em meios com alta
concentracdo de cations. Outras estruturas incomuns envolvem trés ou até
quatro cadeias de DNA, formadas através de ligagdes de hidrogénio adicionais.
Esse tipo de pareamento, chamado de Hoogsteen (ndo Watson-Crick), pode
ocorrer quando um residuo de citidina (se protonado) parear com um residuo de
guanidina de um par G=C assim como uma timidina pode parear com uma
adenosina de um par A=T (Figura 2 (B, C), pagina 19). Por outro lado, o DNA
tetraplex (quadruplex) ocorre apenas para sequéncia de DNA com uma alta

propor¢ao de guanosina (Figura 2 (D, E), pagina 19).
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Figura 2. Estruturas e conformagdes do DNA. (A) Comparacao entre A-DNA, B-
DNA e Z-DNA. (B) Pareamento de bases nitrogenadas no DNA triplex. (C) DNA
helicoidal triplo contendo duas cadeias pirimidinicas (vermelho e branco) e uma
cadeia purica (azul). (D) Pareamento de bases no DNA quadruplex de
guanosina. (E) Estrutura de quadruplex com quatro tetrapletes sucessivos.
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Fonte: Adaptado de Nelson; Cox, 2018.

2.2 Modos de interagao DNA-ligante

Assim como observado com pequenas moléculas organicas na modulagéo
de atividades farmacolodgicas, a interagdo e marcagdo do DNA com diferentes
fluoréforos pode ocorrer através de dois modos de interagao: (i) interagcbes
covalentes e (ii) interacbes néo covalentes (Figura 3, pagina 20). O modo de
interacao covalente é irreversivel, provocando a inibicao da atividade do DNA e
frequentemente a morte celular. Estas interagbes covalentes podem ocorrer nas
bases nitrogenadas ou nos grupos fosfato (BARRA; NETTO, 2015). Um exemplo
de ligante covalente é o farmaco antineoplasico cisplatina, o qual se liga
covalentemente as guanidinas adjacentes no sulco principal do DNA, e
consequentemente dobra o DNA na direg&o do sulco principal (HURLEY, 2002).
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Figura 3. Modos de ligagao de compostos com o DNA.

LIGAGAO NAO-COVALENTE LIGAGAO COVALENTE

INTERCALAGAO  SULCOS (groove) ELETROSTATICA LIGAGAO A BASE LIGAGAO AO FOSFATO

Fonte: Inspirado em Barra; Netto, 2015

Existem trés maneiras mais comuns pelas quais os ligantes e corantes nao
covalentes de baixo peso molecular podem interagir com o DNA: (i) intercalagéo;
(i) ligagao ao sulco (ou groove); e (iii) interacdo eletrostatica (ou ligacéo pela
borda externa) (Figura 3, pagina 20). As interagbes eletrostaticas ocorrem por
interagbes entre a carga negativa presente nos grupos fosfato e espécies
carregadas positivamente (REHMAN et al., 2015). Os ligantes de sulco néo
oferecem grandes alteragdes conformacionais na dupla hélice do DNA. A ligagao
ao sulco menor é estabilizada por uma combinacao de interagdes eletrostaticas,
de van der Waals e ligagbes de hidrogénio, em especial proximas a regides
contendo pares de bases AT. Ja no sulco maior, a estabilizacdo se da por
interagdes eletrostaticas (PALCHAUDHURI; HERGENROTHER, 2007).

A intercalacao consiste na inser¢cao de uma molécula plana entre os pares de
bases adjacentes da dupla hélice do DNA. Essas interagbes séo estabilizadas
por interacbes de empilhamento n- m entre a molécula intercalante e o par de
bases adjacentes, além de apresentar frequentemente ligagdes de hidrogénio
(SISCHKA et al., 2005). Ao contrario da interacdo nos sulcos, a intercalagao
induz uma importante alteracdo conformacional no DNA para criacdo de uma
cavidade de intercalacdo, podendo estender e frequentemente desenrolar
parcialmente as fitas duplas do DNA (MCMURRAY; SMALL; VAN HOLDE,
1991).
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2.3 Moléculas organicas como sondas fluorescentes de DNA

O DNA apresenta emissao intrinseca muito fraca e muito distante no UV para
aplicagbes praticas. No intuito de suprir esse problema, sondas que se ligam
espontaneamente ao DNA foram criadas e exibem emissdo otimizada. O
brometo de etidio (EtBr) e o iodeto de propidio (PI) (Figura 4, pagina 21) sao dois
intercalantes de fenatridinio estruturalmente semelhantes, sdo impenetraveis em
células viaveis, porém sao bons indicadores de células com membranas
danificadas (CRISSMAN; HIRONS, 1994; JOHNSON, |; SPENCE, 2010). Uma
vez ligados a acidos nucleicos, sua fluorescéncia é aumentada em
aproximadamente 10 vezes, e os maximos de excitacao sdo desviados de 30 a
40 nm para o vermelho e de emissao aproximadamente 15 nm para o azul.
Estudos espectrais do iodeto de propidio ligado ao calf thymus DNA (ctDNA)
apresentam dois picos de excitagdo, um na regidao de 340 nm e um maior em
cerca de 540 nm. Estudos de interacdo com o ctDNA podem ser realizados
através da utilizacdo de brometo de etidio como sonda através de um
mecanismo de extingdo da fluorescéncia (ZHU et al., 2014). O modo de ligacéo
parece ser devido a intercalacdo do anel aromatico plano entre os pares de
bases do DNA (LAKOWICZ, 2006).

Figura 4. Estrutura de corantes intercalantes de DNA.

Brometo de Etidio lodeto de Propidio

Fonte: Johnson, I; Spence, 2010.

Outra classe de grande importancia na marcagao do DNA e de especial
atencao nesse trabalho, é a de corantes de cianina. Estes corantes consistem
em dois centros de nitrogénio, um destes carregado positivamente, ligados por
uma cadeia conjugada de numero impar de carbonos (MISHRA et al., 2000). Na
pratica, os nitrogénios sdo parte de grupos aromaticos heterociclicos
frequentemente N-alquilados, como a quinolina, bezoxazol, benzotiazol e indol
(ARMITAGE, 2005). Esses corantes podem ser moléculas simétricas, com dois
heterociclos idénticos ligados na mesma posi¢géo, ou assimétricos, em que a
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posicdo ou o grupo heterociclico € alterado. Alguns corantes simétricos
intercalantes de DNA s&o representados na Figura 5 (pagina 22). Por exemplo,
Cy3 e Cy5 séao fluoréforos muito utilizados e constituem um importante par
doador-aceptor para estudos de Transferéncia de energia de forma nao radiativa
(FRET) (ARMITAGE, 2005).

Figura 5. Estruturas de cianinas simétricas representativas.
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Fonte: Adaptado de Armitage, 2005.

Além da interagao por intercalagao, outras sondas podem se ligar ao sulco
menor do DNA. A maioria das moléculas pequenas apresentam quatro
caracteristicas estruturais para este tipo de ligagdo: uma carga positiva,
curvatura, flexibilidade e grupos doadores e aceitadores de ligagao de hidrogénio
(ARMITAGE, 2005). Adicionalmente, diferente dos intercalantes, moléculas de
ligacdo ao sulco exibem especificidade significativa para as sequéncias de bases
AT e pouca ou nenhuma preferéncia por GC (DASH et al., 2011).

Dentre as sondas que se ligam ao sulco, a mais conhecida € o 4',6-diamino-
2-fenilindol (DAPI) (Figura 6, pagina 23). Esta sonda se encaixa no caminho do
sulco menor do DNA, tornando esse modo de interagao preferencial comparado
ao modo de intercalagdo. Quando ligada ao DNA, essa sonda apresenta um
aumento da fluorescéncia de 200 vezes, sendo o melhor aumento para um
ligante de sulco (DASH et al., 2011). O corante monometina cianina ou BEBO
(Figura 6, pagina 23), possui forma crescente semelhante ao DAPI. O mesmo se
liga preferencialmente ao sulco menor nas sequéncias AT alternadas, mas
intercala em sequéncias GC (KARLSSON; LINCOLN; WESTMAN, 2003). A
alteracdo de BEBO através da mudancga de benzotiazol e piridina por benzoxazol
e quinolina exibiram melhores marcadores de sulco menor (KARLSSON et al.,
2003). Um deles, o corante BOXTO (Figura 6, pagina 23), apresentou aumento

de 50 vezes no rendimento quéntico quando ligada ao ctDNA, exibindo
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fluorescéncia no intervalo de 500 a 600 nm no espectro visivel (KARLSSON et
al., 2003).

Figura 6. Estruturas de sondas que se ligam ao sulco menor

Fonte: Autora, 2021.

Embora muitas sondas se destaquem na marcacgao fluorescente de acido
nucleico, o uso dos corantes fluorescentes azuis DAPI e Hoechst ainda constitui
um meétodo de escolha simples, de baixo custo e baixa citotoxicidade
(BUCEVICIUS; LUKINAVICIUS; GERASIMAITE, 2018). As bisbenzimidas
Hoechst 33258, Hoechst 33342 e Hoechst 34580 (Figura 7, pagina 23) séo
corantes excitados em 360 nm e emitem um amplo espectro de azul com maximo
na regiao de 460 nm (JOHNSON, I; SPENCE, 2010). Podem se ligar ao DNA no
sulco menor em regides ricas de AT, nao apresentando propriedades
intercalantes. Quando ligados, podem exibir um aumento de até 30 vezes na
fluorescéncia, devido a supressido do relaxamento rotacional e da reducéo da
hidratacédo apds a ligagdo com o DNA (HAN; TAULIER; CHALIKIAN, 2005; PAL;
ZHAO; ZEWAIL, 2003). Embora associada a diversas vantagens, a geracao de
imagens com Hoechst na regido UV/azul pode interferir na autofluorescéncia
tecidual e na foto toxicidade da luz UV, dificultando sua aplicacédo em células e

tecidos.

Figura 7. Estruturas de corantes Hoechst utilizados para coloragdo de DNA.
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Fonte: Adaptado de Johnson, I; Spence, 2010.
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Para qualquer molécula atuar como sonda, as seguintes caracteristicas
sdo desejadas: (i) excitagdo/emissdo de longo prazo; (ii) fluorescéncia em
comprimentos de onda longos; (iii) aumento da permeabilidade celular; (iv) baixa
toxicidade para células vivas; (v) fidelidade ao dsDNA,; e (vi) sensibilidade em
baixas concentragbes (LONG et al., 2018; NARAYANASWAMY et al., 2014). O
uso de corantes de cianina para rotular tecidos bioldgicos especificos tornou-se
uma area de pesquisa de grande interesse. Muitos tipos de corantes de cianinas
sao amplamente distribuidos da luz UV ao IV distante, na faixa de absorcao de
350 a 1200 nm, com significativa comparabilidade e seletividade
(NARAYANASWAMY et al., 2014). As suas caracteristicas fisicas podem ser
facilmente alteradas com modificacdes estruturais simples de forma a melhorar
suas propriedades bioldgicas.

Frequentemente mencionados e estudados nesse topico, os heterociclos
benzimidazol e indol serdo de fundamental importancia para esse trabalho
(Figura 8, pagina 24). Inddéis e imidazdis sao corantes classicos de ligagao ao
sulco menor e sao representados por sondas importantes como os ja
mencionados DAPI e Hoechst (JOHNSON, |; SPENCE, 2010). Esses
heterociclos sdo estudados como sensores ou sondas em novas moléculas
fluorescentes ou mesmo quanto a suas atividades farmacoldgicas através da

interagdo com o DNA ou outros alvos.

Figura 8. Estrutura dos heterociclos estudados: Benzimidazol e Indol.
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Fonte: Autora, 2021.

E conhecido que o nucleo benzimidazol pode interagir com o DNA por
intercalagdo ou pela ligacdo ao sulco, dependendo do numero de anéis
benzimidazol ou da conformacéo e tamanho da molécula (CZARNY et al., 1995;
KUBOTA et al., 2001; KUBOTA; IWAMOTO; SEKI, 1999). Novos analogos séo
constantemente estudados, ndo so pelas caracteristicas de interagdo ao DNA,
mas também por suas propriedades fluorescentes (BARWIOLEK et al., 2019;
TABUCHI; TAKI, 2018).
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Indois também sao frequentemente observados em corantes. Esse
heterociclo exibe propriedades caracteristicas devido a presenca da fragao pirrol
rica em elétrons, os quais podem interagir de forma nao covalente com outras
moléculas pela formagao de ligagdes de hidrogénio ou por empilhamento n-n
(SHIMAZAKI et al., 2009). Esse composto recebe grande interesse no
desenvolvimento de derivados biologicamente ativos por estar presente em
diversas proteinas na forma de residuos de triptofano, além de apresentar ampla
gama de atividades farmacologicas (LAFAYETTE et al., 2017).

2.4 Estrutura e caracteristicas de proteinas de transporte: BSA e HSA

A albumina do soro humano (HSA) é a proteina mais abundante no plasma
humano e desempenha um papel importante na manutencido da pressao
osmotica do compartimento sanguineo (FAN et al., 2014). Atua como o principal
transportador de drogas e compostos enddégenos, uma vez que esses podem se
ligar reversivelmente ao HSA (BECKFORD, 2010). Em contraste, a albumina do
soro bovino (BSA) é amplamente utilizada como uma substituicido ao HSA em
muitas aplicagbes bioquimicas e farmacoldgicas, devido ao seu baixo custo e a
boa similaridade (75,8%) em fun¢des bioldégicas quando comparado ao HSA
(SHEN et al., 2017).

A HSA e a BSA consistem principalmente em dois locais de ligagao, o sitio |
e o sitio Il (Figura 9, pagina 26), os quais estao localizados nos subdominios IIA
e IlIA da regido hidrofébica (HE; CARTER, 1992; RAMEZANI; RAFII-TABAR,
2015). A BSA é constituido de 582 residuos de aminoacidos, enquanto que a
HSA contém 585 residuos, distribuidos nos dominios I, Il e lll (BOURASSA;
HASNI; TAJMIR-RIAHI, 2011). Dentre os aminoacidos de BSA, encontram-se os
residuos de triptofano Trp 134 e Trp 213, localizados na superficie do
subdominio IB e na cavidade hidrofébica do dominio IIA respectivamente
(BOURASSA; HASNI; TAUIMIR-RIAHI, 2011). AHSA, no entanto, contém apenas
um residuo de triptofano, o Trp 214, localizado no subdominio IIA (DA SILVA et
al., 2014).
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Figura 9. Representagédo estrutural das proteinas HSA e BSA, dominios e
subdominios

Dominio Il

Proteina do soro humano (HSA) Proteina do soro bovino (BSA)

Fonte: Adaptado de Hudson, 2017 e Ramezani; Rafii-Tabar, 2015. Codigo
PDB: 2VUE (HSA) e 6QS9 (BSA).

Sabe-se que a distribuicdo, concentragdo e metabolismo de varios
medicamentos podem ser alterados significativamente pela vinculagédo ao HSA.
A HSA também é frequentemente associado ao aumento da solubilidade
aparente de drogas normalmente hidrofébicas no plasma (BECKFORD, 2010).
Além disso, no diagndstico clinico, o reconhecimento da HSA na urina humana
€ um sinal precoce da doenca renal iniciante, enquanto que uma quantidade
insuficiente no soro sanguineo é um sinal de insuficiéncia hepatica (DA SILVA et
al.,, 2014). Diversos métodos para detecgcdo de albuminas do soro foram
desenvolvidos, no entanto consistem em procedimentos complicados e utilizam
reagentes e instrumentos caros (LIU et al.,, 2018). Dessa forma, sensores
fluorescentes tém recebido especial atencdo, associados a uma operagao
simples, analise rapida, boa seletividade, alta sensibilidade e caracteristicas nao
destrutivas (LIU et al., 2018; YIN et al., 2015; ZHANG et al., 2015).

2.5 Moléculas organicas como sondas fluorescentes de HSA e BSA

Embora muito esfor¢o tenha sido realizado para descoberta de novas
moléculas utilizadas na detecgéo de albumina sérica (AS), um problema comum
€ que quase todas as sondas apresentam excitagao (<500 nm) e emissao (<600
nm) em comprimentos de onda muito baixos, onde assim ndo conseguem evitar

a interferéncia da autofluorescéncia biologica. Adicionalmente, a pouca
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seletividade para HSA sobre a BSA ou seus limites de detec¢do n&o tao baixos
para aplicagdes reais, tornou a busca por novas sondas ainda mais importante
nos ultimos anos. Em laboratérios clinicos, embora a técnica de
radioimunoensaio (RIA) seja frequentemente utilizada, esta requer rotulagem de
proteinas com isotopos radioativos (FAN et al., 2014).

Baseando-se no potencial de emissdo em comprimentos de onda longos
apresentado por derivados Dicianometileno-4H-cromeno, um estudo analisou o
potencial fluorescente do derivado DH1 quando ligado ao HSA (FAN et al., 2014).
O derivado DH1 (Figura 10, pagina 28) apresentou alta seletividade e
sensibilidade para HSA em relagdo a outras biomoléculas. O comprimento de
onda de emissdo de DH1 apds a resposta ao HSA foi de 620 nm, enquanto que
para a BSA, foi de 645 nm. Adicionalmente, o aumento da intensidade de
fluorescéncia foi de 70 vezes para HSA e de 9 vezes para a BSA, facilitando,
portanto, a distincdo entre eles. Estudos de acoplamento molecular foram
utilizados para constatar a preferéncia de DH1 ao sitio | da HSA (FAN et al.,
2014).

Outra sonda, projetada como um rotor molecular, apresentou um
aprimoramento da fluorescéncia dependente da concentragdo (WU et al., 2014).
Na auséncia da HSA, AL-1 (Figura 10, pagina 28) apresenta um maximo de
absorcao de 464 nm e um maximo de emissao de 500 nm. Quando na presenca
da HSA, apresenta maximos de 456 nm e 490 nm respectivamente. Os autores
destacam a importancia do anel hidrofobico e da porgao éster presente na sonda.
Adicionalmente, ensaios de competicdo demonstraram uma vinculagdo
especifica ao dominio IIA da HSA e a possivel aplicacdo na quantificagao da
HSA na urina (WU et al., 2014).

Mais tarde, uma base de Schiff contendo a porg¢ao hidrofébica N-bifenila,
DB-15C5, apresentou fluorescéncia fraca ou ausente em ambiente fisiologico
devido as tipicas propriedades de transferéncia intramolecular torcida (Figura 10,
pagina 28) (SHEN et al., 2017). No entanto, quando em contato com a HSA (5
pMM), apresentou um aumento de 32 vezes na intensidade de fluorescéncia, além
de se mostrar seletiva para outras proteinas, incluindo a BSA. Além disso, em
amostras de urina, houve um aumento pronunciado de sete vezes na intensidade
de emissao (SHEN et al., 2017).

Outro trabalho explorou o potencial da por¢ao hidrofobica N-difenila

através de uma biblioteca combinatéria dindmica de bases de Schiff para a
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escolha de um farmacéforo de baixo peso molecular que mantivesse sua
propriedade fluorescente por mais tempo quando ligado ao HSA. Além de
encontrar novamente os bons resultados descritos por Shen e colaboradores
(2017), outra molécula apresentando o nucleo benzimidazol também foi
descoberta, A9L13 (Figura 10, pagina 28). Esta apresentou fluorescéncia intensa
quando excitada a 365 nm, apresentando solvatocromismo e retengdo da
intensidade de fluorescéncia apds 100 minutos de incubacido a temperatura
ambiente (TABUCHI; TAKI, 2018).

Figura 10. Estrutura de sondas de HSA baseadas em heterociclos e N-bifenila
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Fonte: Adaptado de Fan et al. (2014), Wu et al. (2014), Shen et al. (2017) e
Tabuchi; Taki (2018).

Em outro importante trabalho, Xu e colaboradores (2018) desenvolveram
com sucesso uma sonda fluorescente baseada nos anéis quinolina e indol. A
nova sonda, chamada XYQ (Figura 11, pagina 29), apresentou um pico de
emissao em 465 nm apos adi¢gao de HSA, chegando a um aumento de 500 vezes
na intensidade de fluorescéncia com excelente linearidade e variagdo da
concentragdo de HSA de 0 a 0,2 g/L. Resultados interessantes também foram
observados para a detecgdo da HSA na urina humana, ndo sendo prejudicado
pela interferéncia de outras substéncias biologicas (XU et al., 2018).

Mais tarde, duas novas sondas de estrutura crescente similar foram
descobertas, apresentando emissao proxima ao infravermelho (LIU et al., 2018).
Os maximos de absorgao para BI-FPl e NTPS-FPI (Figura 11, pagina 29) foram
de 540 nm e 510 nm, respectivamente. Os espectros de fluorescéncia do BI-FPI
mostraram emissodes duplas bem divididas com o maximo de 611 nm e 665 nm,
respectivamente. O NTPS-FPI mostrou emissao unica com maximo de 665 nm.
Em contato com a HSA e BSA, o comprimento de onda de emisséao de BI-FPI
estavaem 676 nm e 664 nm, e o aumento da fluorescéncia foi de 100 e 33 vezes,
respectivamente. Para o NTPS-FPI, o maximo de emissdo em BSA foi

significativamente deslocada para o azul, 55 nm a mais do que no HSA, e a
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intensidade na BSA também foi quase 2,5 vezes maior do que para HSA (LIU et
al., 2018).

Finalmente, outra sonda baseada no mecanismo de transferéncia de carga
intramolecular torcida, o HCAB (Figura 11, pagina 29) contendo a porgao 4-
dimetilamino demonstrou excelente seletividade para a HSA entre diferentes
proteinas, com aprimoramento da fluorescéncia de 160 vezes. Quando testado
no plasma humano, os resultados obtidos foram semelhantes aos apresentados
em métodos clinicos padrao (LI et al., 2018).

Figura 11. Estruturas de sondas HSA/BSA contendo os nucleos indol,

benzotiazol e dimetil amino
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Fonte Adaptado de Xu et al. (2018),Liu et al. (2018), Li et al. (2018).

2.5 Aspectos gerais relacionados a moléculas organicas
fluorescentes

O fendmeno de luminescéncia consiste na emissdo de luz por qualquer
substancia, ocorrendo a partir de estados eletronicamente excitados
(LAKOWICZ, 2006). A Iluminescéncia ¢é dividida em duas categorias,
dependendo da natureza do estado excitado: fluorescéncia e fosforescéncia
(Figura 12, pagina 30). Na fluorescéncia, a direcao do spin do elétron que é
promovido para um orbital de maior energia é preservada, tem-se o estado
singleto. Por outro lado, na fosforescéncia, ocorre um cruzamento Inter sistemas,
levando o elétron excitado a um estado tripleto. Nesse caso, a emissao da luz
se da a partir de estados tripleto excitados, em que o orbital excitado tem a
mesma orientagao do elétron no estado fundamental (LAKOWICZ, 2006).

E comum que moléculas organicas apresentem apenas fluorescéncia
eficiente, apresentando assim uma transi¢cao permitida. A for¢ca de transigdo do
estado tripleto para o estado fundamental, no entanto, € quanticamente proibida,
exigindo que o elétron sofra uma rotagdo (SALAS REDONDO et al., 2017).

29



Figura 12. Diagrama de Jablonksi representando niveis e espectros de energia.
Setas preenchidas indicam transigdes radiativas de absorc¢ao (violeta, azul) ou
emissao (verde para fluorescéncia; vermelho para fosforescéncia) de um féton.
As setas tracejadas representam transi¢cdes ndo radiativas. Abaixo do diagrama,
sao mostrados os esbocos dos espectros de absorcdo, fluorescéncia e
fosforescéncia.

Absorgéo 1075 segundos
Relaxagao vibracional e conversao interna 102 segundos
Fluorescéncia 10 segundos

Fosforescéncia >10-% segundos
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Fonte: ROLINSKI, 2020.

Nos ultimos anos, o0 uso e a sintese de moléculas organicas para detecgao
baseada em técnicas de fluorescéncia obtiveram notavel progresso. Fluoroforos
organicos podem formar ligagbes covalentes ou nao covalentes com as
biomoléculas a serem analisadas, produzindo conjugados ou complexos que
podem fluorescer desde comprimentos de onda curtos a muito longos
(GONCALVES, 2009).

Sondas fluorescentes sdo compostos que apresentam fluorescéncia quando
ligados a biomoléculas, atuando, portanto, como sinalizadores em meio
bioldgico. Existem varios mecanismos pelos quais sondas podem apresentar
fluorescéncia (Figura 13, pagina 31) (TABUCHI; TAKI, 2018). Entre estes, o
mecanismo off-on (ou turn-on) consiste na baixa intensidade de fluorescéncia ou
sua auséncia total enquanto a sonda estiver na forma livre (off) enquanto que na
presenca de uma biomolécula, ocorra um aumento na intensidade de
fluorescéncia (on). Algumas sondas podem ainda exibir o mecanismo on-on

(always on) ou on-off (turn-off).
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Figura 13. Mecanismos de fluorescéncia de sondas.

Off-On
On-On

b‘“’" On-Off

Fonte: Adaptado de Tabuchi; Taki, 2018.
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—>
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2.6 Reacgoes envolvidas na sintese das sondas propostas
2.6.1 Reacdes de acoplamento C-N: Aminag¢ao de Buchwald-Hartwig

Importante para a sintese das sondas projetadas nesse trabalho, as
reagcdes acoplamento C-N, conhecidas como aminagdo de Buchwald-Hartwig,
sao reacdes catalisadas por paladio entre aminas e haletos de arila na presenca
de um ligante e uma base (Figura 14, pagina 31) (HARTWIG, 2007). Os ligantes
mais utilizados sdo as fosfinas BINAP (2,2'-bis(difenilfosfino)-1,1'-binafitil) e
DPPF (1,1'-Bis (difenilfosfino) ferroceno) e o organofosforado xantphos. Bases
como t-BuONa, Cs2C0s3 e K2COs sao frequentemente utilizadas (LU et al., 2013).
O mecanismo de reacdo desses compostos sera discutido em mais detalhes

para as moléculas propostas nesse trabalho.

Figura 14. Reacdo de acoplamento cruzado C-N catalisada por paladio

R2 Cat Pd (0)

R, Base

Fonte: Adaptado de Hartwig et al., 2019.

2.6.2 Reacdes de acoplamento C-C: Suzuki-Miyaura

Uma das mais importantes metodologias envolvendo metais de transigao

para a formagao de ligagdes carbono-carbono é a reacdo de Suzuki-Miyaura.
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Esta consiste no acoplamento cruzado de compostos borénicos com haletos
organicos catalisados por um complexo de paladio na presenca de uma base
(Figura 15, pagina 32) (SUZUKI, 2005). Diversas vantagens estdo associadas a
esse tipo de reagdo, como realizagcdo em condigdes amenas, grande
disponibilidade dos acidos bordnicos utilizados, estabilidade frente ao calor,
oxigénio e agua, e a facilidade de manuseio e separagao de subprodutos do boro
(MARTIN; BUCHWALD, 2008). Diversos complexos de paladio ja foram
utilizados com ou sem a presenca de fosfinas (ex. PPhs). Outros complexos
como 5% Pd-C, Pd(OAc)2, Pd(dba)s , P(t-Bu)s com ou sem a presenga de
fosfinas também sado eficazes (CEPANEC, 2004; HERAVI et al., 2018).
Adicionalmente, bases como K2COs3, KOfBu, Cs2C03, KsPO4, NaOH e NEts sdo
frequentemente utilizadas (BATALHA; SAGRILLO; GAMA, 2014). O mecanismo
dessas reacgdes sera abordado com mais detalhes para os intermediarios aqui

estudados.

Figura 15. Reacéo de acoplamento cruzado C-C catalisada por paladio.

X R,

X=Cl, Br, | _
R= Alquil, H PR O
R,= Alquil, Aril, Alil T RyTB Base

O-R,

Fonte: Adaptado de Name-Reaction, 2020.

2.6.3 Substituicao Nucleofilica Aromatica (SnAr)

Reacgdbes de substituicdo nucleofilica aromatica (SnAr) envolvendo haletos
de arila n&o ocorrem normalmente (SOLOMONS; FRYHLE, 2014). A realizag&o
da substituicdo através de um mecanismo SN2 é impossibilitada pois o atomo de
carbono é tetraédrico e a ligagao C-X (X=halogénio) néo esta no plano do anel.
Embora haja a possibilidade de realizag&o via mecanismo Sn1, esta € improvavel
devido a instabilidade de cations arila (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).

No entanto, sob condicbes adequadas essas reacdes ocorrem pelo
mecanismo de adicdo-eliminacdo (Figura 16, pagina 33). E importante a
presenga de um grupo retirador de elétrons (EWG) como um grupo carbonila,
nitro ou cianeto, orfo ou para ao grupo de saida, de forma a estabilizar o anion
formado (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012). Entre os grupos de saida
mais adequados, o fluor se destaca com a ordem de reatividade frequentemente

obedecendo F> Cl = Br> |, devido a forte polarizagdo C®—F% em comparagéo a
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outras ligagdes C-X (TERRIER, 2013). O mecanismo de reag&o detalhado sera
analisado para as moléculas propostas.

Figura 16. Mecanismo de adigao-eliminagédo para SnAr. X= halogénio, ou grupo
de saida; EWG= Grupo retirador de elétrons; Nu= nucledfilo.

’ Nu_ @ @ ' X-
EWG EWG

Fonte: Adaptado de Terrier, 2013.

X

EWG

2.6.4 Sintese de Iminas

Iminas s&o formadas quando uma amina primaria reage com um aldeido
ou uma cetona, formando uma ligagado azometina (-C=NR1Rz2) (DA SILVA et al.,
2011). Ao longo dos anos, diversas metodologias foram propostas, sendo a
utilizac&o de substancias que funcionem como acidos de Lewis (ex. AcOH e HCI)
para ativagdo do grupo carbonila e remogdo da agua, as mais utilizadas.
Adicionalmente, alguns agentes secantes como MgSO4 e peneiras moleculares
também sao utilizados, no intuito de se deslocar o equilibrio para a formacao do
produto (KAJAL et al., 2013).

O acido representa um importante papel no mecanismo de sintese de
iminas, no entanto a sua concentracido deve ser controlada. Em pH alto, n&o
havera acido suficiente para protonar o grupo OH do intermediario e permitir a
remogao de agua, enquanto que em pH extremamente baixo, a amina formara
seu acido conjugado tornando-se nao nucleofilica. Sugere-se que 0 mecanismo
de sintese de iminas ocorra pela adigdo nucleofilica do grupo amino a carbonila
levando a transferéncia de um préton do nitrogénio para o oxigénio, levando a
formagao de um intermediario hemiaminal estavel (-C(OH)(NHR)-) seguido da
eliminacdo de agua para formagédo da imina (Figura 17, pagina 34) (ABID;
RAMADAN, 2018).
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Figura 17. Mecanismo de sintese de Iminas.

C.. —» R
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OH ®H H
® 2

R= Grupos Alquil ou Aril

Fonte: Adaptado de Abid; Ramadan, 2018.

Neste sentido, utilizando-se as reagdes organicas descritas anteriormente
(Buchwald-Hartwig, Suzuki-Miyaura, SNAr e condensagao para formagédo de
iminas), e considerando o potencial de derivados sintéticos contendo os nucleos
benzimidazol e indol como sondas de DNA, o presente trabalho objetivou o
planejamento e sintese de novos compostos que atuem como potenciais sondas
de DNA e BSA/HSA. Além da sintese e comprovacédo estrutural, todos os
compostos foram avaliados experimentalmente utilizando-se técnicas

espectroscopicas e de fluorescéncia.
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3. OBJETIVOS

3.2 Objetivo Geral

Planejamento, sintese, caracterizagcdo estrutural e realizagdo de ensaios

envolvendo aplicagcbes bioanaliticas de compostos que atuem como sondas

fluorescentes off-on para quantificacdo de DNA e BSA.

3.2 Objetivos Especificos

Sintese de novas sondas fluorescentes contendo o0s nucleos
benzimidazol e indol, bem como a caracterizagdo estrutural dos
intermediarios e compostos finais através da técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN "H e 3C).

Caracterizacao fotoquimica das sondas sintetizadas na forma livre e na
presenca de DNA (de Calf thymus) e BSA (proteina do soro bovino)
utilizando diferentes técnicas espectroscopicas;

Avaliar a influéncia das principais variaveis quimicas (concentracéo da
sonda, pH, forgca idGnica, tampao: tipo/concentracédo, entre outras) para
obtencao da melhor resposta analitica;

Avaliar a estequiometria, a cinética e a estabilidade do complexo formado;

Determinar as figuras de mérito analiticas e a constante de ligagao;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizagao estrutural e determinagdao de propriedades fisico-
quimicas

4.1.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD), Cromatografia liquida
de Média pressao e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de
Silica Gel 60 F254 (MERCK®) de 0,25 mm de espessura, reveladas por luz
emissora de radiagao ultravioleta (UV) no comprimento de onda (A) de 254 nm e
365 nm. A purificacdo dos intermediarios e compostos finais foi realizada por
meio de cromatografia liquida de média eficiéncia desenvolvida no aparelho
flashs Mart AIT acoplado ao detector UV no comprimento de onda de 254 nm

em colunas simply connect BS-SUP (20-40um).

A determinacéo do grau de pureza dos respectivos compostos foi realizada
por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado ao detector UV
no comprimento de onda de 254 nm (CLAE/HPLC-UV), utilizando o equipamento
Shimadzu®, modelo SIL-20AHT, coluna C-18 Supelco Discovery®, 25 cm x 4.6
mm, 5 pM. Foi utilizado como fase mével metanol 100%. O volume de injecéo
da amostra foi de 5uL e o fluxo de injecdo 1mL/min. As amostras foram

analisadas em corridas de 12 minutos.

4.1.2 Determinagao do ponto de Fusao

Para a determinagdo do ponto de fusdo, utilizou-se o equipamento
MSTecnopon®, modelo PFMII Digital, em tubos capilares abertos. O

equipamento nao foi calibrado.

1I_I)4.1.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 3C e
Os espectros de RMN 1D e 2D ('H,"3C, HSQC, HMBC) foram obtidos em
equipamentos Briiker®, modelos avance DRX 600 MHz e 400 MHz -
UltraShield®, utilizando DMSO-ds e CDCls como solventes deuterados. Os
deslocamentos quimicos () foram computados em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) foram computadas em Hertz (Hz). As

multiplicidades dos sinais foram instituidas da seguinte maneira: simpleto (s),
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simpleto largo (sl), dupleto (d), tripleto (t), quarteto (qua), quinteto (qui) e
multipleto (m).

4.2 Reagentes, solventes e equipamentos utilizados na sintese

Os reagentes utilizados na sintese foram do fabricante Sigma-Aldrich® (Grau
de pureza 299%). Os solventes utilizados foram padrédo P.A. (para analise) dos

fabricantes Synth ou Sigma-Aldrich®.

REAGENTES
5-Aminoindol 2,2'-bis (difenilfosfino) -1,1'-binaftil (BINAP)
2-Aminobenzimidazol Fenil piperazina
Anilina Sulfato de Sodio (Na2S04)
Pirrolidina Acido 4-hidroxifenil borénico
Acido Acético (AcOH) Acido 4-N,N'- dietilamino fenil borénico
4-Clorobenzaldeido Solugéo de Acido Cloridrico 1M (HCI)
4-Bromobenzaldeido Carbonato de Potassio (K2COs3)
4-Fluorbenzaldeido Solugao saturada de Cloreto de Sodio
Difenilamina Hidréxido de Potassio (KOH)
Piperidina Carbonato de Césio (Cs2C03)
Morfolina Acetato de Paladio (Il) (Pd(OAc)z2)
SOLVENTES
Acetato de Etila absoluto Hexano absoluto
Metanol absoluto Agua destilada
1,4-Dioxano anidro Dimetilformamida anidra (DMF)

EQUIPAMENTOS

Balanca analitica (Bel Engineering/Mark M214)
Bomba de vacuo (Edwards/ RVS)

Vidrarias de laboratorio (SkyLab)

Evaporador rotativo (IKA® / Hb10 Digital)

Estufa (Nova ética/ 404/1D)

Capela com exaustao (Lucadema)

Placas de agitagdo e aquecimento (IKA/ C-MAG HS7)

4.3 Planejamento para a sintese

As sondas planejadas nesse trabalho foram sintetizadas através da
condensacao de aldeidos aromaticos para-funcionalizados com os heterociclos

2-aminobenzimidazol e 5-aminoindol para formag¢&o de uma fungéo imina.
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A primeira etapa consistiu na funcionalizacdo do benzaldeido na posi¢ao 4
(utilizando-se os produtos de partida 4-clorobenzaldeido, 4-fluorobenzaldeido e
4-bromobenzaldeido) com aminas aromaticas, aminas alifaticas, ou a partir de
reagcdes com acidos fenil bordnicos substituidos (Esquema 1: primeira etapa,
pagina 41). Esses grupos foram escolhidos por apresentarem substituintes
adequados a geragcdo de uma deslocalizagdo eletrbnica necessaria para a
formacao de compostos fluorescentes, como grupos doadores de elétrons nao
ligantes. Estes podem ser exemplificados pelos substituintes OH, NH2, OR e NR2
(SORKIN et al., 2020).

A segunda etapa de sintese consistiu na condensacdo dos aldeidos
aromaticos funcionalizados com os heterociclos 5-aminoindol e 2-
aminobenzimidazol, através da formacao de uma fungéo imina (Esquema 1:
segunda etapa, pagina 41). Esses nucleos formam escolhidos pela sua presenga
em diversos corantes e sondas organicas, além de apresentar reconhecida
afinidade pelo DNA.
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Esquema 1. Rota sintética das sondas propostas. Primeira etapa:
funcionalizagdo de aldeidos aromaticos; Segunda etapa: Condensacgdo de
aldeidos funcionalizados com os heterociclos.

Primeira Etapa =c Aminas Aromaticas
Aminas aromaticas 0 'Ry o !
BINAP ; | T
Pd(OAC), Ho N NH
H C32CO3 PN | :
> Ry ! J‘
X Dioxano o ST m e e
X=ClBrouF
Aminas Alifaticas
X=F Ry ww o e
Amina Alifatica o N o
X=Br (Y Q [ j ]
Dioxano | Acido bordnico Dioxano 0 : N
Agua Pd(OAc), Ho | !
KOH : N 5
| S —— Ry : [ j :
o R T Bt e J
@A” | |
R | 3

Acidos Bordnicos

Segunda Etapa

a L ;

X, Het ! = ‘

/@)LH Het-NH, /@/\N € : H " :

i \ |

Y AcOH, MeOH, t.a Y : @E — :
ou % N !

Y=R; Ry ou Rs. MeCN, 100 °C R !

Fonte: Autora, 2021.
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4.4 Procedimento experimental para sintese das sondas propostas

4.4.1 Obtencao dos benzaldeidos p-funcionalizados por reagoes de
acoplamento cruzado C-N (Buchwald-Hartwig)

As reacgdes de acoplamento para formagéao de ligagées C-N entre aminas
ligadas a anéis aromaticos foram realizadas através de rea¢des de aminacao de
Buchwald-Hartwig (Figura 18, pagina 42). Para isso, em um tubo de vidro
(Biotage®) foram adicionados 1 mmol de 4-clorobenzaldeido, 1,2 mmol de anilina
ou difenilamina, 4 %mmol de Pd(OAc)z2, 2 mmol de Cs2C0s3, 6 %mmol de BINAP
e 10mL de dioxano anidro. Adicionados todos os reagentes, o tubo foi selado e
uma purga foi realizada com a inser¢géo do gas argénio. A reagao foi agitada a
100 °C por 24 horas. Apos seu término ser constatado por CCD, a mistura foi
seca sob pressao reduzida e submetida a uma extracao liquido-liquido utilizando
acetato de etila como solvente organico, uma solugéo de HCI 1M (10 mL) e uma
solugdo saturada de NaCl (10 mL). A fase orgénica foi coletada, seca com
Naz2S04, e o0 solvente foi removido sob pressao reduzida. Para o composto 01, a
purificacdo foi realizada por cromatografia utilizando como fase moével
Hexano/ActOEt 9:1. Para o composto 02, foi realizada uma recristalizagdo em

MeOH fornecendo o produto puro.

Figura 18. Esquema de sintese de reagdes de Buchwald-Hartwig

0o 0]

H
/©)‘\H ©/N\R Pd(OAc),, Cs,CO3 BINAP @\ /©)LH
+
ol Dioxano, 100 °C 'Tl
R R=H (01)
R= Ph (02)

Fonte: Autora, 2021.

4.4.1.1 Dados e caracterizagao de 4-(fenilamino) benzaldeido (INT 01)

0
QI
N
e Sdlido amarelo; Rendimento: 55,0%; PF: 94-97 °C; Massa molar: 197,08

g/mol; Férmula molecular: C13H11NO, Fator de retencéo: 0,4 (Hex:ActOEt
9:1).
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e RMN "H (400MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7,03 (t, 1H, J= 7,4 Hz, H-Ar); 7,10
(d, 2H, J= 8,4 Hz, H-Ar); 7,21 (d, 2H, J= 7,5 Hz, H-Ar); 7,35 (t, 2H, J= 7,5
Hz, H-Ar); 7,72 (d, 2H, J= 8,4 Hz, H-Ar); 9,00 (s, 1H, NH); 9,70 (s, 1H,
CHO).

e RMN '3C (100MHz, DMSO-ds) & (ppm): 114,42; 120,55; 123,03; 127,82;
129,87; 132,33; 141,18; 150,46; 190,61. (Apéndice A).

4.4.1.2 Dados e caracterizagao de 4-(difenilamino) benzaldeido (INT 02)

e Sdlido amarelo; Rendimento: 49,68%; PF: 129-133 °C; Massa molar:
273,12 g/mol; Formula molecular: C19H1sNO, Fator de retengéo: 0,4
(Hex:ActOEt 9:1).

e RMN 'H (400MHz, DMSO-ds) d (ppm): 6,88 (d, 2H, J= 8,7 Hz, H-Ar); 7,19
(d, 4H, J= 7,4 Hz, H-Ar); 7,25 (t, 2H, J= 7,4 Hz, H-Ar); 7,42 (t, 4H, J= 7,5
Hz, H-Ar); 7,51 (d, 2H, J= 8,7 Hz, H-Ar); 9,77 (s, 1H, CHO).

e RMN 3C (100MHz, DMSO-ds) d (ppm): 118,0; 152,3; 126,3; 128,4; 129,9;
131,20; 145,4; 152,6; 190,4. (Apéndice B).

4.4.2 Obtencgao dos benzaldeidos p-funcionalizados por reagoes de
SnAr

Para as reagdes entre 4-fluorobenzaldeido e aminas alifaticas, foram
realizadas reagdes de substituicdo nucleofilica aromatica (SnAr) (Figura 19,
pagina 44). Dessa forma, em 10 mL de DMF foram adicionados 1 mmol do
respectivo benzaldeido, 1,1 mmol da requerida amina e 2 mmol de K2COs. A
mistura foi agitada a 100 °C durante 24 horas. Constatado o término da reagéo
verificado por CCD, foi realizada uma extracao liquido-liquido com acetato de
etila e agua (3 x 10 mL). A fase organica foi seca com Na2S0O4 e o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida. Para os compostos 03-05 a purificagao foi
realizada por cromatografia utilizando-se como fase moével Hexano/ActOEt 9:1.
Ja para composto 06, ao término da reag&do foram adicionados 5 mL de agua
destilada, fornecendo assim um precipitado amarelo.
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Figura 19. Esquema de sintese para reagdes de SNAr
0
H Aminas alifaticas, K2003‘ H
. DMF, 100 °C R

- 20 20 1 200

(03) (04) (05) (06)

Fonte: Autora, 2021.

4.4.2.1 Dados e caracterizagao de 4- (pirrolidin-1-il) benzaldeido (INT 03)
0O
OO
H
e Solido amarelo; Rendimento: 61,0 %; PF: 85-86 °C; Massa molar: 175,10
g/mol; Férmula molecular: C11H13NO; Fator de retengéo: 0,3 (Hex:ActOEt
9,5:0,5).
e RMN "H (600MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,97 (qui, 4H, J= 3,6 Hz, CH2); 3,34
(t, 4H, J= 6,7 Hz, NCH2); 6,63 (d, 2H, J= 8,8 Hz, H-Ar); 7,67 (d, 2H, J= 8,8
Hz, H-Ar); 9,64 (s, 1H, CHO)

e RMN 3C (100MHz, DMSO-ds) & (ppm): 25,38; 47,82; 111,73; 124,69;
132,19; 125,12; 190,15. (Apéndice C).

4.4.2.2 Dados e caracterizagao de 4- (piperidin-1-il) benzaldeido (INT 04)
0O
O
H
e Solido rosa; Rendimento: 55,0 %; PF: 67-68 °C; Massa molar: 189,12
g/mol; Férmula molecular: C12H1sNO; Fator de retengéo: 0,3 (Hex:ActOEt
9,5:0,5).
e RMN "H (600MHz, CDClI3) d (ppm): 1,69 (s/, 6H, CHz); 3,39-3,44 (m, 4H,
NCHz2); 6,94 (s, 2H, H-Ar); 7,74 (d, 2H, J= 8,6 Hz, H-Ar); 9,76 (s, 1H, CHO).

e RMN 3C (100MHz, CDCI3) & (ppm): 24,21; 25,20; 48,80; 113,78; 131,97;
190,30. (Apéndice D).
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4.4.2.3 Dados e caracterizagao de 4-morfolino benzaldeido (INT 05)

/\ O

O\_/NO_(H
Solido branco; Rendimento: 50,0 %; PF: 69-70 °C; Massa molar: 191,09
g/mol; Formula molecular: C11H13NOz2; Fator de retencéo: 0,4 (Hex:ActOEt
8:2).
RMN 'H (600MHz, DMSO-de) & (ppm): 3,34 (t, 4H, J= 4,88 Hz, NCH>);
3,37 (t, 4H, J= 5,03 Hz, OCH2); 7,06 (d, 2H, J= 8,9 Hz, H-Ar); 7,73 (d, 2H,
J=8,9 Hz, H-Ar); 9,73 (s, 1H, CHO).
RMN '3C (100MHz, DMSO-ds) & (ppm): 47,03; 66,26; 113,67; 127,14;
131,89; 155,40; 190, 90. (Apéndice E).

4.4.2.4 Dados e caracterizagao de 4-fenilpiperazin-1il benzaldeido (INT 06)

OO0,

N N

(-0,

Solido amarelo; Rendimento: 80,0 %; PF: 134 °C; Massa molar: 266,14
g/mol; Férmula molecular: C17H18N20, Fator de retengdo: 0,3 (Hex:ActOEt
9:1).

RMN 'H (600MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,28 (t, 4H, J= 5,1 Hz, CH2); 3,55
(t, 4H, J= 5,0 Hz, CH2); 6,81 (t, 1H, J= 7,2 Hz, H-Ar); 6,99 (d, 2H, J= 7,8
Hz, H-Ar); 7,11 (d, 2H, J= 8,9 Hz, H-Ar); 7,23-7,26 (m, 2H, H-Ar); 7,74 (d,
2H, J= 8,9 Hz, H-Ar); 9,73 (s, 1H, CHO).

RMN "3C (100MHz, DMSO-ds) & (ppm): 46,76; 48,37; 113,86; 116,05;
119,63; 126,87; 129,48; 131,99; 151,16; 155,03; 190,81. (Apéndice F).

4.4.3 Obtencgao dos benzaldeidos p-funcionalizados por reagdes de

acoplamento cruzado C-C (Suzuki-Miyaura)

Para as reacdes de acoplamento cruzado C-C (Suzuki-Miyaura), foram

adicionados a um tubo 1 mmol de 4-bromobenzaldeido, 0,2 %mmol de Pd(OAc)2,

3 mL de dioxano e 1 mL de agua destilada. A mistura foi agitada na temperatura

ambiente por 5 minutos. Apds esse periodo, foram adicionados 1 mmol do

requerido acido borénico e 2 mmol de KOH. O tubo foi selado e uma purga foi

realizada com a inser¢do do gas argdnio. A reacdo permaneceu sob agitacéo
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constante a 100 °C por 3 horas. Constatado o término da reag&o por CCD, foi
realizada uma extracéo liquido-liquido utilizando acetato de etila como solvente
organico, uma solugao de HCI 1M (10 mL) e uma solugéo saturada de NaCl (10
mL). A fase organica foi coletada e seca com Na2S0Oa4. Finalmente o solvente foi
seco sob pressao reduzida. O intermediario 07 foi purificado por cromatografia
utilizando como fase moével Hexano/ActOEt 9:1. Ja o composto 08 foi purificado

através de uma recristalizacdo em EtOH:H20.

Figura 20. Esquema de sintese de reagdes de Suzuki-Miyaura

0 OH 0

|
Di A 100°C
Br R ioxano, Agua,

Fonte: Autora, 2021.

R= OH (07)
R = N(CH,CHs), (08)

4.4.3.1 Dados e caracterizagao de 4'-hidroxi-[1,1'-bifenil]-4-carbaldeido (INT
07)

e Sdlido branco; Rendimento: 15,0%; PF: 181-182 °C; Massa molar: 198,07
g/mol; Férmula molecular: C13H1002; Fator de retencdo: 0,32 (Hexano:
ActOEt 8,5:1,5).

e RMN 'H (600MHz, DMSO-ds) d (ppm): 6,88 (d, 2H, J= 8,5 Hz, H-Ar); 7,62
(d, 2H, J= 8,7 Hz, H-Ar); 7,82 (d, 2H, J= 8,3 Hz, H-Ar); 7,92 (d, 2H, J= 8,3
Hz, H-Ar); 9,80 (s, 1H, OH); 10,00 (s, 1H, CHO).

e RMN 3C (100MHz, DMSO-ds) d (ppm): 116,43; 126,80; 128,84; 129,79;
130,62; 134,67; 146,42; 158,70; 192,99. (Apéndice G).

443.2 Dados e caracterizagcdo de 4'-(dietilamino)-[1,1'-bifenil]-4-

carbaldeido (INT 08)
/N . . io
H
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e Solido amarelo; Rendimento: 20,0 %; PF: 138-139 °C; Massa molar:
253,15 g/mol; Férmula molecular: C17H19NO; Fator de retengéo: 0,5
(Hexano).

e RMN "H (600MHz, CDCI3) d (ppm): 1,23 (t, 6H, J= 7,0 Hz, CH3CH3); 3,44
(qua, 4H, J= 7,0 Hz, CH2CH2); 6,77 (d, 2H, J= 8,6 Hz, H-Ar); 7,58 (d, 2H,
J= 8,8, H-Ar); 7,73 (d, 2H, J= 8,2, H-Ar); 7,91 (d, 2H, J= 8,0, H-Ar); 10,01
(s, 1H, CHO).

e RMN "3C (100MHz, CDCI3) & (ppm): 12,1; 44,42; 111,82; 125,80; 126,00;
128,28; 130,37; 133,85; 147,29; 148,09. (Apéndice H).

4.4.4 Condensagao de benzaldeidos p-funcionalizados com 5-

aminoindol para formacao de iminas

Utilizando como referéncia a metodologia desenvolvida por Halawa et al.,
2017, uma solugéo contendo 1 mmol dos aldeidos aromaticos (01-08),5 mL de
MeOH, e uma gota de acido acético foi agitada por 5 minutos. Apos esse tempo,
foi adicionado 1 mmol de 5-aminoindol, e a mistura permaneceu sob agitagéo a
temperatura ambiente por 12 horas. Apds o término da reagao ser constatada

por CCD, o precipitado formado foi filtrado e lavado com MeOH gelado.

Figura 21. Esquema de sintese dos derivados imina incorporadas a fragéo indol

NH
Q NH AcOH Sn
—_—
H ¥ MeOH, ambiente /©/\
R HoN R

Fonte: Adaptado de Halawa et al. (2017).

4.4.41 Dados e caracterizagao de (E)-N-(4-(fenilamino)benzilideno)-1H-
indol-5-amina (KCH 51)
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e Solido amarelo; Rendimento: 35,17 %; PF: 184-185 °C; Massa molar:
311,14 g/mol; Grau de Pureza: 99,99%; Férmula molecular: C21H17Ns,
Fator de retencéo: 0,25 (Hex:ActOEt 8:2).

e RMN "H (600 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 6,42 (s, 1H, H-Ar); 6,93 (t, 1H, J=
7,3 Hz, H-Ar); 7,09 (d, 2H, J= 8,4 Hz, H-Ar); 7,13 (d, 2H, J= 8,4 Hz, H-Ar);
7,18 (d, 2H, J= 8,0 Hz, H-Ar); 7,30 (¢, 2H, J= 7,7 Hz, H-Ar); 7,34 (s, 1H, H-
Ar); 7,37-7,41 (m, 2H, H-Ar); 7,78 (d, 2H, J= 8,2 Hz, H-Ar); 8,51 (s, 1H,
CH=N); 8,64 (s, 1H, NH); 11,09 (s, 1H, NH-Indol).

e RMN "3C (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 101,92; 111,83; 112,11; 115,57,
116,24; 118,91; 121,54; 126,54; 128,27; 128,64; 129,76; 130,32; 134,93;
142,48; 144,60; 146,73; 157,23. (Apéndice ).

4.4.4.2 Dados e caracterizagao de (E)-N-(4-(difenilamino) benzilideno)-1H-
indol-5-amina (KCH 45)

e Solido amarelo; Rendimento: 63,95 %; PF: 90-92 °C; Massa molar: 387,17
g/mol; Grau de Pureza: 98,21%; Formula molecular: C27H21Ns, Fator de
retengdo: 0,3 (Hex:ActOEt 9:1).

e RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 6,42 (s, 1H, H-Ar); 6,98 (d, 2H, J=
8,7 Hz, H-Ar); 7,09-7,14 (m, 7H, H-Ar); 7,34-7,39 (m, 6H, H-Ar); 7,42 (m,
1H, H-Ar); 7,79 (d, 2H, J= 8,6 Hz, H-Ar); 8,56 (s, 1H, CH=N); 11,09 (s, 1H,
NH).

e RMN "3C (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 102,01; 112,07; 112,15; 116,18;
121,60; 124,56; 125,53; 126,63; 128,62; 130,03; 130,23; 130,56; 135,11;
144,30; 147,02; 150,03; 156,91. (Apéndice J).

4.4.4.3 Dados e caracterizagdo de (E)-N-(4-(pirrolidin-1-il)benzilideno)-1H-
indol-5-amina (KCH 46)
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Solido amarelo; Rendimento: 78,06 %; PF: 210-211 °C; Massa molar:
289,16 g/mol; Grau de Pureza: 99,99%; Formula molecular: C19H19Ns3;
Fator de retencéo: 0,3 (Hex:ActOEt 8:2).

RMN 'H (600 MHz, CDCl3) & (ppm): 2,04 (m, 4H, CH2); 3,37 (t, 4H, J=6,2
Hz, CH2); 6,55 (s, 1H, H-Ar); 6,60 (d, 2H, J= 8,6 Hz, H-Ar); 7,18-7,21 (m,
2H, H-Ar); 7,37 (d, 1H, J= 8,5 Hz, H-Ar); 7,49 (s, 1H, H-Ar); 7,80 (d, 2H,
J=8,4 Hz, H-Ar); 8,30 (s, 1H, NH); 8,43 (s, 1H, CH=N).

RMN '3C (100 MHz, CDCI3) & (ppm): 25,47; 47,59; 102,93; 111,22;
111,48; 111,59; 117,08; 124,27; 124,84; 128,53; 130,38; 134,19; 145,99;
149,82; 158,90. (Apéndice K).

4.4.4.4 Dados e caracterizagao de (E)-N-(4-(piperidin-1-il)benzilideno)-1H-
indol-5-amina (KCH 49)

C“@WN@H

Solido amarelo palido; Rendimento: 23,70 %; PF: 160-161 °C; Massa
molar: 303,17 g/mol; Grau de Pureza: 99,99%; Foérmula molecular:
C20H21N3s; Fator de retengdo: 0,22 (Hex:ActOEt 9:1).

RMN 'H (600 MHz, DMSO-de) d (ppm): 1,58 (s, 6H, CH2); 3,29 (s, 4H,
CH2); 6,41 (s, 1H, H-Ar); 6,99 (d, 2H, J= 7,4 Hz, H-Ar); 7,06-7,07 (m, 1H,
H-Ar); 7,33 (s, 1H, H-Ar); 7,36-7,38 (m, 2H, H-Ar); 7,73 (d, 2H, J= 7,5 Hz,
H-Ar); 8,48 (s, 1H, CH=N); 11,08 (s, 1H, NH).

RMN "3C (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 101,89; 111,73; 112,08; 114,76;
116,24; 126,50; 126,65; 128,64; 130,13; 134,86; 144,70; 153,25; 157,32.
(Apéndice L).

4.4.4.5 Dados e caracterizagao de (E)-N-(4-morfolinobenzilideno)-1H-indol-
5-amina (KCH 69)

/ N\ < > X
O\_/N \NACﬁlH
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e Solido branco; Rendimento: 58,44 %; PF: 244-245 °C; Massa molar:
305,15 g/mol; Grau de Pureza: 99,99%; Férmula molecular: C19H19N3O;
Fator de retencéo: 0,25 (Hexano: ActOEt 8:2).

e RMN "H (600 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 3,23 (t, 4H, J= 4,9 Hz, CH2); 3,74
(t, 4H, J= 4,8 Hz, CH2); 6,42 (s, 1H, H-Ar); 7,02 (d, 2H, J=8,6 Hz, H-Ar);
7,08 (m, 1H, H-Ar); 7,34 (¢, 1H, J= 2,25 Hz, H-Ar); 7,37-7,41 (m, 2H, H-
Ar); 7,77 (d, 2H, J= 8,6 Hz, H-Ar); 8,25 (s, 1H, CH=N); 11,08 (s, 1H, NH).

e RMN "3C (100 MHz, DMSO-de) d (ppm): 47,89; 66,42; 101,93; 111,86;
112,10; 114,56; 116,23; 126,54; 127,79; 128,64; 130,02; 134,95; 144,54;
153,13; 157,27. (Apéndice M).

4446 Dados e caracterizagdo de (E)-N-(4-(4-fenilpiperazin-1-il)
benzilideno)-1H-indol-5-amina (KCH 67)

-
O-O-Cn

e Solido amarelo; Rendimento: 84,0 %; PF: 257-258 °C; Massa molar:
380,20 g/mol; Grau de Pureza: 99,99%; Férmula molecular: C2sH24Na4,
Fator de retencdo: 0,25 (Hexano:ActOEt 8:2).

e RMN "H (600 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,27 (s, 4H, CH2); 3,38-3,45 (m,
4H, CH2); 6,42 (s, 1H, H-Ar); 6,81 (t, 1H, J= 6,2 Hz, H-Ar); 6,98 (d, 2H, J=
7,7 Hz, H-Ar); 7,07-7,10 (m, 3H, H-Ar); 7,23 (t, 2H, J= 7,5 Hz, H-Ar); 7,34-
7,42 (m, 3H, H-Ar); 7,79 (d, 2H, J= 8,3 Hz, H-Ar); 8,53 (s, 1H, CH=N);
11,09 (s, 1H, NH).

e RMN "3C (100 MHz, DMSO-de) d (ppm): 47,69; 48,61; 101,96; 111,87;
112,11; 114,95; 116,14; 116,22; 119,65; 126,53; 127,61; 128,5; 129,47;
130,10; 134,94; 144,55; 151,30; 152,88; 157,29. (Apéndice N).

4.4.4.7 Dados e caracterizagdao de (E)-N-((4'-(dietilamino)-[1,1'-bifenil]-4-il)
metileno)-1H-indol-5-amina (KCH 54)

{ -
Q«jﬁ
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e Solido amarelo; Rendimento: 56,53%; PF: 209-210 °C; Massa molar:
367,20 g/mol; Grau de Pureza: 99,99%; Férmula molecular: C2sH2s5Ns;
Fator de retencéo: 0,4 (Hex:ActOEt 8:2).

e RMN "H (600 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 1,10 (t, 6H, CHs, J= 6,9 Hz); 3,37
(m, 4H, CH2) A; 6,45 (sl, 1H, H-Ar); 6,74 (d, 2H, H-Ar, J= 8,6 Hz); 7,17 (d,
1H, H-Ar, J= 8,5 Hz); 7,36 (sl, 1H, H-Ar); 7,42 (d, 1H, H-Ar, J= 8,2 Hz);
7,50 (s, 1H, H-Ar); 7,58 (d, 2H, H-Ar, J= 8,6 Hz); 7,71 (d, 2H, H-Ar, J= 7,9
Hz); 7,93 (d, 2H, H-Ar, J= 8,1 Hz); 8,69 (s, 1H, CH=N); 11,14 (s, 1H, NH).

e RMN '3C (600 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 12,95; 44,15; 102,09; 112,20;
112,27; 112,38; 116,23; 125,69; 125,84; 126,70; 127,98; 128,64; 129,32;
134,52; 135,27; 142,93; 144,07; 147,78; 157,29. (Apéndice O).

A Esse sinal apareceu no mesmo deslocamento que a agua, o ensaio 2D HSQC provou
a presenga desses hidrogénios no deslocamento.

4.4.5 Condensacao de benzaldeidos p-funcionalizados com 2-

aminobenzimidazol para formagao de iminas

Utilizando como referéncia a metodologia desenvolvida por Laursen et al.,
2006, em um tubo foram adicionados 1 mmol dos aldeidos (01-08), 5 mL de
MeCN e 1,1 mmol de 2-aminobenzimidazol. Adicionados todos os reagentes, o
tubo foi selado e uma purga foi realizada com a insergdo do gas argbnio. A
mistura foi agitada a 100 °C overnight. O precipitado formado foi filtrado e lavado
com MeCN (Figura 22, pagina 51).

Figura 22. Esquema de sintese dos derivados imina incorporadas a fracao
benzimidazol

- Cpgfpro HO +O H0-0 00,0

KCH 55 KCH 56 KCH 47 KCH 57 KCH 50 KCH 68 KCH 58 KCH60 !

Fonte: Adaptado de Laursen et al. (2006).
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4.4.5.1 Dados e caracterizacao de (E)-N-(4- (difenilamino)benzilideno)-1H-
benzo[d]imidazol-2-amina (KCH 56)

o
d@N4;D

Solido laranja; Rendimento: 10,0%; Massa molar: 388,17 g/mol; Férmula
molecular: C2sH20N4; Grau de Pureza: 96,28% Fator de retencdo: 0,4
(Hex:ActOEt 9:1).

RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 6,95 (d, 2H, J= 8,6 Hz, H-Ar);
7,13-7,15 (m, 2H, H-Ar); 7,18-7,22 (m, 6H, H-Ar); 7,52-7,53 (m, 1H, H-Ar);
7,89 (d, 2H, J= 8,6 Hz, H-Ar); 9,29 (s, 1H, CH=N); 12,53 (s, 1H, NH).
RMN '3C (600 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 110,83; 118,26; 119,30; 121,25;
121,71; 125,03; 125,99; 127,35; 129,92; 131,09; 134,16; 142,45; 145,85;
151,45; 156,26; 164,02 (Apéndice P).

4.4.4.2 Dados e caracterizagdo de (E)-N-(4-(pirrolidin-1-il)benzilideno)-1H-
benzo[d]imidazol-2-amina (KCH 47)

DO

Solido amarelo escuro; Rendimento: 13,97 %; Massa molar: 289,16 g/mol;
Foérmula molecular: C1sH1sN4; Grau de Pureza: 99,99% Fator de retencéo:
0,15 (Hex:ActOEt 8:2).

RMN "H (600 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,97-2,00 (m, 4H, CH2); 3,34-3,37
(m, 4H, CH2); 6,67 (d, 2H, J= 8,7 Hz, H-Ar); 7,10-7,11 (m, 2H, H-Ar); 7,34
(d, 1H, J= 5,5 Hz, H-Ar); 7,49 (d, 1H, J= 6,0 Hz, H-Ar); 7,84 (d, 2H, J= 8,6
Hz, H-Ar); 9,20 (s, 1H, CH=N); 12,32 (s, 1H, NH).

RMN '3C (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 25,41; 47,83; 111,04; 112,20;
118,40; 121,74; 122,57; 132,13; 134,62; 143,14; 151,26; 157,59; 164,91
(Apéndice Q).
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4.4.4.3 Dados e caracterizagdo de (E)-N-(4-(piperidin-1-il)benzilideno)-1H-
benzo[d]imidazol-2-amina (KCH 57)

C”@“N_{j@

e Solido laranja; Rendimento: 12,50 %; Massa molar: 304,17 g/mol;
Foérmula molecular: C19H20N4; Grau de Pureza: 99,99% Fator de retencéo:
0,3 (Hex:ActOEt 8:2).

e RMN "H (600 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 1,60 (s, 6H, CH2); 3,37-3,41 (m,
4H, CH2); 7,04 (d, 2H, J= 8,0 Hz, H-Ar); 7,13 (s, 2H, H-Ar); 7,44 (s, 2H, H-
Ar); 7,85 (d, 2H, J= 8,0 Hz, H-Ar); 9,23 (s, 1H, CH=N); 12,42 (s, 1H, NH).

e RMN "3C (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 24,45; 25,38; 48,29; 114,16;
121,87; 124,14; 131,97; 154,26; 157,33; 164,70 (Apéndice R).

4.4.4.4 Dados e caracterizagcao de (E)-N-(4-morfolinobenzilideno) -1H-
benzo[d]imidazol-2-amina (KCH 50)

Q N N

AT S
N
H

e Solido amarelo; Rendimento: 37,45 %; Massa molar: 306,15 g/mol;
Formula molecular: C1sH1sN4O; Grau de Pureza: 99,99%; Fator de
retencdo: 0,37 (Hexano:ActOEt 7:3).

e RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,32 (t, 4H, J= 4,8 Hz, CH); 3,74
(t, 4H, J= 4,9 Hz, CH2); 7,07 (d, 2H, J= 8,8 Hz, H-Ar); 7,12-7,14 (m, 2H, H-
Ar); 7,40-7,50 (m, 2H, H-Ar); 7,90 (d, 2H, J= 8,8 Hz, H-Ar); 9,27 (s, 1H,
CH=N); 12,45 (s, 1H, NH).

e RMN *C (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 47,28; 66,32; 111,0; 114,22;
118,3; 121,98; 125,48; 131,74; 154,43; 157,12; 164,84 (Apéndice S).

4.4.4.5 Dados e caracterizagdo de (E)-N-((4'-(dietilamino)-[1,1'-bifenil]-4-
il)metileno)-1H-benzo[d]Jimidazol-2-amina (KCH 60)
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e Solido laranja; Rendimento: 10,0 %; Massa molar: 368,20 g/mol; Férmula
molecular: C24H24N4; Fator de retengao: 0,25 (Hexano:ActOEt 9:1).

e RMN 'H (600 MHz, CDCI3) & (ppm): 1,21 (t, 6H, J= 7,1 Hz, CHz3); 3,42
(qua, 4H, J= 7,0 Hz, CH2); 6,76 (d, 2H, J= 8,7 Hz, H-Ar); 7,23-7,24 (m, 1H,
H-Ar); 7,28 (m, 1H, H-Ar); 7,35-7,36 (m, 1H, H-Ar); 7,57 (d, 2H, J= 8,7 Hz,
H-Ar); 7,69 (d, 2H, J= 8,3 Hz, H-Ar); 7,76-7,77 (m, 1H, H-Ar); 8,02 (d, 2H,
J=8,2 Hz, H-Ar); 9,59 (s, 1H, CH=N); 9,89 (s, 1H, NH).

e RMN C (100 MHz, CDCI3) & (ppm): 12,63; 44,24; 110,63; 111,86;
119,30; 122,74; 126,12; 128,12; 130,45; 132,40; 145,85; 147,95; 155,78;
165,79 (Apéndice T).

4.5 Procedimento experimental para os ensaios de bioanaliticos
4.5.1 Reagentes e preparo das solugoes

Os reagentes utilizados foram de grau de pureza analitica, sendo estes o
DNA (Calf thymus, ctDNA) tipo | na forma de fibras (Sigma-Aldrich®) e a albumina
do soro bovino (BSA). As solugdes estoque dos compostos sintetizados foram
preparadas pela diluicgdo de 1,0 mg de cada sonda em 2 mL de DMSO e

armazenadas sob refrigeracao a 4 °C.

A solugao tampao Britton-Robinson (pH 3 - 10) foi preparada a partir da
mistura de H3BOsz (Merck®), NaH2PO4 (Dindmica®) e CH3COONa (Sigma-
Aldrich®) ambos na concentragio de 10 mM. As solugdes de tampao fosfato de
sodio - NaH2PO4 (Vetec®), citrato de sddio - Na3CeHsO7 (Synth®), acetato de
sodio - C2H3NaO:2 (Vetec®), acido succinico - C4HeOs (Merck®), biftalato de
potassio - CsHsKO4, acido 1,4- piperazinodietanossulfénico (PIPES, Sigma-
Aldrich®), acido 3-(N- morfolino)propanossulfénico (MOPS, Sigma-Aldrich®),
Acido 2-(N-Morfolino)etanosulfonico (MES, Sigma-Aldrich®), foram preparadas
na concentragdo de 10 mM e o pH foi ajustado para 6,0 com HCI 0,1 M (Merck®)
ou NaOH 0,1 M (Vetec®).

Para o preparo da solugdo estoque de ctDNA, pesou-se 2,0 mg da

biomolécula e esta foi solubilizada em 2 mL da solu¢ao tampao Britton-Robinson
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(10 mM, pH 7,0). A solugao foi deixada sob agitagdo durante 24h e para garantir
melhor solubilidade e homogeneidade, foi levada a banho ultrassom (Quimis
modelo Q335D, Brasil) por 30 minutos. Finalmente, esta foi mantida sob
refrigeracao a 4 °C. A solugao estoque de BSA foi preparada pela solubilizagcéo
de 20 mg da proteina em 20 mL de solugdo tampéo Britton-Robinson (10 mM,

pH 7,0), e armazenada a 4 °C.

4.5.2 Equipamentos

Os espectros de absorgcdo foram realizados em um espectrofotdmetro
Micronal (modelo AJX-6100PC, Brasil) de duplo feixe equipado com cubetas de
quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico e capacidade de 4 mL. Os estudos de
fluorescéncia molecular foram realizados em um espectrofluorimetro Shimadzu
(modelo RF-5301PC, Japao) equipado com uma lampada de xenénio de 150 W.
Utilizou-se ainda uma cubeta de quartzo com 1,0 cm de caminho 6ptico e

capacidade de 4 mL.

Os ajustes de pH foram realizados em um medidor de pH Gehaka (modelo
PG 1800, Brasil). As massas dos reagentes foram medidas em uma balanga
Gehaka (AG 200, Brasil) com precisao de 0,1 mg para medidas = 10 mg e em
uma balanga analitica Mettler Toledo (AG245, EUA) com preciséo de 0,01 mg

(massa < 10 mg).

4.5.3 Determinacgao da concentragcao do ctDNA e BSA

Para determinagdao da concentragcao da solugao estoque de ctDNA, foi
realizada uma diluicdo 1:100 desta solucao e analisada no espectrofotdmetro na
faixa de 200 - 300 nm. Os valores de absorbancia de 260 e 280 nm foram
coletados e a raz&o entre eles (A2s0/A2s0) indicou se a solugdo estava livre de
proteinas, sendo, portanto, entre 1,8 - 1,9. Obedecido este critério, o valor da
absorbancia em 260 nm foi utilizado na equacéo de Lambert-Beer para o calculo
da concentracdo estoque, utilizando o coeficiente de extingdo de 6600 L mol-'.

A concentragdo de BSA foi determinada inicialmente a partir de uma
diluicdo na proporgao 1:5, onde o valor de absorbancia em 280 nm foi coletado
e empregado na equacao de Lambert-Beer, utilizando coeficiente de extingao de
44300 L mol.
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4.5.3 Avaliagao da cinética e da estabilidade em meio aquoso das sondas

por UV-vis

Para analise da cinética das sondas, estas foram diluidas em DMSO (15-
30%) onde foi adicionado quantidade suficiente de tampao Britton-Robinson para
2 mL. Os ensaios foram realizados em pH 5, 7 € 9 no periodo de 30 minutos
(com leituras a cada 5 segundos) através de exposicao direta a fonte de radiagao

(lampadas de deutério e tungsténio).

4.5.4 Estudo da interagcdo do ctDNA com sondas por fluorescéncia
molecular e UV-vis

O estudo de interacdo foi realizado através de titulagdes
espectrofluorimétricas com base no monitoramento do sinal de emissdo e
absorcao da sonda, mantendo-se a concentracao de 5 uM da sonda e variando
a concentragdo de ctDNA (0 pM, 1 uM, 5 yM e 10 pM). As analises foram
realizadas em pH 5, 7 e 9, o tempo de incubacgao foi de 1 hora, e as medidas

analiticas foram realizadas a temperatura ambiente.

4.5.5 Estudo da interagao da BSA com sondas por fluorescéncia molecular
e UV-vis

O estudo de interacdo foi realizado através de titulagdes
espectrofluorimétricas com base no monitoramento do sinal de emissao e
absorcao da sonda, mantendo-se a concentracédo de 2,5 uM da sonda e de 10
MM de BSA em pH 7. O tempo de incubacgao foi de 1 hora e as medidas analiticas
foram realizadas a temperatura ambiente. Apds essa triagem inicial, escolhida a
melhor sonda, foram variados outros paradmetros experimentais, tais como a
concentragado da biomolécula (entre 0,5 — 10 uM), o pH (entre 3 e 10), o tipo de
tampao e a concentragéo de ions (forga ibnica). Essa ultima foi analisada através
da adicdo de concentragdes crescentes de NaCl (0 - 300 mM) ao preparo da

solucao tampéao.
4.5.6 Determinacgao da estequiometria do complexo sonda-BSA

A estequiometria do complexo foi determinada pelo método das variacdes
continuas (método de Job). Dessa forma, foram preparadas solugdes contendo
a sonda e a BSA variando-se a fragdo molar das duas espécies de 0 a 1

mantendo a soma das concentragdes constante e igual 4 uM. A partir do grafico
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de intensidade de fluorescéncia em funcao da fragdo molar foi estabelecida a

proporcao estequiométrica em fungao do valor maximo obtido.

4.5.7 Avaliacao da cinética e estabilidade do complexo por fluorescéncia
molecular

Para analise da cinética e estabilidade do complexo sonda-BSA, esta foi
preparada a partir das condi¢des otimizadas utilizando 5 yM de sonda e 4 uM de
BSA, sendo o volume completado com o tampéao Britton-Robinson 10 mM, pH=
6,0 e Aex/Aem= 415/555 nm. Foi realizada ainda a analise da sonda livre sobre as
mesmas condi¢cdes experimentais. A analise foi realizada durante 120 minutos
com leituras a cada 60 segundos, sob exposicao direta da fonte de radiagéo

(lampada de Xe de 150 W de poténcia) durante todo tempo de analise.

4.5.8 Determinacgao das figuras de mérito e constante de ligacao

O limite de deteccdo (LOD, menor quantidade de analito na amostra que
pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada), o limite de
quantificacdo (LOQ, menor quantidade do analito na amostra que pode ser
quantitativamente determinada) e o desvio padrdo relativo (RSD) foram
calculados utilizando as seguintes equacgdes:

mb + 3sb
LOD =— eq.1
a
mb + 10sb
LOQ =—eq.2
a
Y
RSD =—x 100 eq.3
Xp

Onde sb e mb sao o desvio padréao e a média do branco analitico (n = 10),
a € o coeficiente angular da curva analitica, sp é o desvio padrdao a um
determinado nivel de concentracdo e xp € valor médio encontrado para este
ponto da curva (n = 10). Ja as curvas analiticas foram construidas com o minimo

de cinco pontos de acordo com a equacgao:
IF =aCpsaj + b eq. 4

Onde IF é o valor de intensidade de fluorescéncia, [BSA] a concentragao de
BSA, a é o coeficiente angular da curva analitica e b o coeficiente linear. O
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coeficiente de correlagao linear (r) para a curva analitica também foi calculado
visando avaliar a disposi¢cédo dos pontos quanto a adequagao ao comportamento
linear. As figuras de mérito foram determinadas preparando uma curva analitica
de 0,5- 4,0 yM (n = 5).

Finalmente, a constante de ligagéo foi determinada a partir de uma titulagéao
espectrofluorimétrica, onde a concentracdo da sonda foi mantida em 5 uM e a
concentragdo de BSA variou de 0-50 uM de forma a garantir a saturagao do
sistema. Apos as medidas de fluorescéncia, a constante de ligagao foi calculada
por meio da equacdo modificada de Benesi-Hildebrand (eq. 5) (GHOSH,;
GUCHHAIT, 2009; SINGH et al., 2009):

1 1 1
F — Fmin Kb (Fmax — Fmin)[BSA] *

eq.5
Fmax — Fmin 1

Nessa equacdo, os termos Fmin, F € Fmax representam as intensidades de
emissdo da sonda na auséncia de BSA (branco), em uma dada concentragao
intermediaria da proteina e em uma concentragcdo de interacdo completa

(saturacao), respectivamente; Kb é a constante de ligagao.

4.5.9 Tratamento dos dados

O tratamento estatistico dos resultados foi realizado utilizando o programa
Originlab vers&o 9.0 (Northampton, USA) e o Excel 2016 (Microsoft Office). Nas
etapas de otimizacdo dos diferentes parametros analiticos, o sinal de
fluorescéncia do branco analitico foi empregado como referéncia para selegcao

da melhor condicao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O planejamento das sondas aqui descritas sofreu modificagées devido a
dificuldades na sintese, mas sem alteragc&o da func&o imina (Figura 23, pagina
60). A ideia inicial e a ideia executada serdo melhor discutidas nos tépicos

adiante.

Figura 23. Sondas inicialmente propostas e sondas sintetizadas.

Ideia inicial malsucedida Ideia executada Het= =TT
. _Het ~ _Het ! H N
o v 19 -
Y Y o
Y= R1, R2 ou R3.
Aminas Aromaticas Aminas Alifaticas Acidos Borénicos
(- . MR e e
E il T o 2 | [\Ij | R3

Fonte: Autora, 2021.

5.1 Planejamento das sondas

A proposta inicial das sondas para esse trabalho constituia na hibridagao
de cinamaldeidos substituidos com os nucleos benzotiazol, benzimidazol e indol
(Figura 24, pagina 61). No entanto, observou-se que os intermediarios,
sintetizados através das reagdes de Buchwald-Hartwig apresentaram provavel
instabilidade e rendimento inferiores a 20%, dificultando seu uso nas reagdes
posteriores. A alteracdo para os benzaldeidos substituidos foi suportada
inicialmente pela ja relatada fluorescéncia de uma das sondas proposta nesse
trabalho. O segundo problema encontrado na sintese das sondas foi relacionado
a reatividade de 2-aminobenzotiazol. Embora variagbes na metodologia de
sintese tenham sido realizadas, ndo foi possivel obter o produto final em
quantidade satisfatéria, além da dificuldade de purificacdo dos compostos finais
devido a formacao de varios produtos secundarios.
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Figura 24. Proposta inicial de sondas utilizando como ponto de partida o
cinamaldeido e proposta executada com benzaldeidos.

Proposta Inicial
H A, Het
/@/\AO . @/N\R ;)cé@Ac)z Cs;C0; BINAP @\ /@/\/\o NH,-Het @\ /©/\/\N
al UDloxano, 100 °C ,}‘ '}‘

R Het: Benzimidazol
R R=HouPh Benzotiazol

""""""""""""""" Indol

| Proposta Executada |

H \N _Het
/@AO N.g  Pd(OAc), Cs,CO3 BINAP @\ O/\O NHo-Het
+ _—
Cl ©/ Dioxano, 100 °C |}1 '}‘

R Het: Benzimidazol
R R=HouPh

Fonte: Autora, 2020.

A alteragdo para aldeidos aromaticos substituidos, além de representar
melhor estabilidade para utilizacdo como intermediarios de reacao, ao contrario
dos cinamaldeidos inicialmente planejados, representa a utilizagcdo de
intermediarios ja descritos na literatura, bem como custo reduzido. As
metodologias de sintese realizada através de Buchwald-Hartwig, SNAr e Suzuki-
Miyaura para os intermediarios 01-08 ja é relatada por diversos autores, e
também foi adaptada recentemente em nosso grupo de pesquisa (RODRIGUES,
2019).

5.2 Sintese e caracterizag¢ao dos intermediarios
5.2.1 Intermediarios sintetizados por reacoées de Buchwald-Hartwig

Os intermediarios 01 e 02 (Figura 18, pagina 42) foram sintetizados por
rea¢des de Buchwald-Hartwig. O mecanismo consiste no acoplamento cruzado
catalisado por paladio para formacao de ligagdes C-N que nao ocorreriam por
SNAr. Essa metodologia se mostrou eficaz, com um rendimento entre 55 e
49,68%. O ponto de fusdo conferiu com o ja relatado (BROWN; CARTER;
TOMLINSON, 1958; SOUZA, 2012) com intervalo de fusao inferior a 3 °C.

Rodrigues, 2019 propde o mecanismo observado na Figura 25 (pagina
62) para a sintese desses compostos. Este inicia-se na redugcéo do Pd(OAc):
pelo BINAP, gerando a espécie catalitica de paladio (0). Apds isso, ocorre a
adicdo oxidativa do 4-clorobenzaldeido, formando um complexo que sofre

coordenagcdo com as aminas. Posteriormente, o complexo formado pela
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desprotonacao sofre uma eliminacao redutiva, restaurando a espécie de paladio
(0) e formando o produto de interesse.

Figura 25. Mecanismo reacional para sintese dos benzaldeidos de interesse
por reagdes de Buchwald-Hartwig. R= Ph, R2= Ph ou H.

Ph
A oA

pa~"\C <— pd(OAc), + BINAP
/ "OAc
I:'\

Ph,

IR
ol pdH
HCO; Cl l:,/ N-R; R-NH
"
OO 25 8
Cs,CO,

Fonte: Adaptado de Rodrigues, 2019.

Através dos espectros de RMN 'H foi possivel verificar a presenga de sinais
caracteristicos para os dois benzaldeidos. Os hidrogénios pertencentes aos
grupos aromaticos foram identificados e podem ser observados na Figura 26
(pagina 63). Para INT 01 observa-se um tripleto em 7,03 ppm referente a um dos
hidrogénios da nova fenila, junto a um dupleto e um tripleto em 7,21 ppm e 7,35
ppm, respectivamente, que completam o novo anel inserido, além da presenca
do hidrogénio referente a amina secundaria em 9,00 ppm. No intermediario
contendo o grupo difenilamina, foram observados um dupleto em 7,19 ppm,
seguido de um tripleto 7,25 ppm e um tripleto em 7,42 ppm, integrados para
quatro, dois e quatro hidrogénios, respectivamente, correspondentes a estrutura

simétrica do aldeido.
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Figura 26. Espectro de RMN "H dos intermediarios 01 e 02. Representado com
setas, 0s novos sinais que representam a insergao dos novos anéis aromaticos
nas estruturas. Para verificar os deslocamentos quimicos e integrais, consultar
apéndices A e B.

[rei]

9.0 85 8.0 75 7.0 [ppm]

| . aok NI,
J | Ju_ JULUJJ%*

Fonte: Autora, 2021.

5.2.2 Intermediarios sintetizados por reagoes de SnAr

Para esses intermediarios, foram obtidos rendimentos entre 50-80% e o
intervalo de fusdo foi semelhante ao descrito na literatura, conforme pode ser
observado na Tabela 1, pagina 63.

Tabela 1. Intervalo de fusdo e principais deslocamentos quimicos dos
intermediarios obtidos por SnAr.

Intervalo Principais sinais
Cad. Referéncia
de fusao H RMN
1,97 (qui, 4H, J= 3,6 Hz, CH2) (ABDEL-ATTY et al.,
03 85-86 °C 3,34 (t, 4H, CH2) 2014; RASBURN;
9,64 (s, 1H, HC=0) STEWART, 1957)
1,69 (sl, 6H, CH2) (ABDEL-ATTY et al.,
04 67-68 °C 3,39-3,44 (m, 4H, CHz) 2014; ABDEL-AZIZ et
9,76 (s, 1H, HC=0) al., 2009)
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3,34 (t, 4H, J= 4,8 Hz, CHz) (ABDEL-ATTY et al.,

05 69-70°C 3,37 (t, 4H, J=5,03 Hz, CHa) 2014; TINTORI et al,
9,73 (s, 1H, HC=0) 2016)
3,28 (t, 4H, J= 5,1 Hz, CH2)
06 134 °C 3.55 (¢, 4H, J=5.0 Hz, CHz) (ABDEL-ATTY et al,

2014)
9,73 (s, 1H, HC=0)

Fonte: Autora, 2021.

Como ja mencionado, esses intermediarios foram sintetizados através de
reacdes de SNAr de adigao-eliminacgao (Figura 27, pagina 64). Com relagao ao
mecanismo reacional, inicialmente ocorre um ataque nucleofilico da amina ao
atomo de carbono ligado ao grupo de saida (C-F) formando o intermediario ciclo-
hexadienila. Este intermediario é estabilizado pela carbonila e apds a eliminagao
do haleto, a aromaticidade é restaurada resultando nos benzaldeidos N-
substituidos (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012; RODRIGUES, 2019;
TERRIER, 2013).

Figura 27. Mecanismo de reagao para os intermediarios sintetizados por SnAr.

PN :3 N =) g_NQ 3—N\/:\/O

NH (03) (04) (03)

3_N/—\N
Q |r\ ) ‘< >

(06)
Fonte: Autora, 2021.

Os principais sinais de RMN 'H est&o descritos na Tabela 1 (pagina 63),
e correspondem a regido de hidrogénios alifaticos, confirmando a insergéo dos
anéis nitrogenados presente em todos os intermediarios. Como exemplo, o
espectro de RMN "H do composto INT 05 (Figura 28, pagina 65) apresentou dois
tripletos referentes aos quatro hidrogénios do anel morfolina em 3,34 e 3,37 ppm
(Figura 28-A, pagina 65) (J= 4,8 e 5,0 Hz, respectivamente). Os demais sinais
estdo esquematizados na Figura 28, pagina 65. Nos espectros de RMN '3C os
sinais caracteristicos para estes intermediarios foram observados na regido de
carbonos alifaticos, entre 24,21 ppm e 47,03 ppm, referente aos grupos

metilénicos (consultar apéndices C-F).

64



Figura 28. Espectro RMN 'H de INT 05
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Fonte: Autora, 2021.

5.2.3 Intermediarios sintetizados por reagées de Suzuki-Miyaura

Algumas adaptagbes na metodologia convencional de sintese foram
realizadas, como a nao utilizacdo do ligante, comum em reagbes de
acoplamento. Através da adaptagao da metodologia de Obermoser et al., 2016,
mesmo com o término da reacdo sendo constatado por CCD, os intermediarios
foram obtidos com rendimento de no maximo 20,0%, e apresentaram intervalo
de ponto de fusdo condizente com o descrito na literatura (HU et al., 2008; NAM;
BOURY; PARK, 2006).

Nos espectros de RMN 'H, para o intermediario 07 foi observado um
simpleto em 9,80 ppm, correspondente ao hidrogénio da hidroxila, enquanto que
para o composto INT 08, observou-se a presenca de um tripleto, em 1,23 ppm e
um quarteto em 3,44 ppm, correspondentes aos hidrogénios alifaticos da metila
e dos metilenos, respectivamente. Além destes, novos sinais foram identificados
na regido de aromaticos, correspondentes ao novo anel proveniente do acido
borénico. Alguns desses sinais caracteristicos estdo destacados na Figura 29
(pagina 66). Adicionalmente, nos espectros de RMN '3C foram identificados
todos os carbonos provenientes da inser¢ao de um novo anel aromatico, além
dos carbonos alifaticos de INT 08 em 12,11 ppm e 44,42 ppm (verificar os

apéndices G e H).
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Figura 29. Espectros de RMN 'H de INT 07 e INT 08. A: Ampliagdo de & 1.20 a
1.3 ppm, nas setas, 0os novos sinais correspondentes ao novo anel aromatico; C:
Ampliacédo de 6.72 a 10.06 ppm.
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Fonte: Autora, 2021.

Um mecanismo reacional sem o uso de ligantes foi proposto por Pan et
al., 2008 e pode ser visto na Figura 30 (pagina 67). Sugeriu-se que as espécies
cataliticamente ativas de Pd (0) sdo formadas por uma transmetalacéo dupla
entre o Pd(OAc)2 e o acido borénico seguida de uma eliminagao redutiva. Uma
vez gerada a espécie reativa, inicia-se o ciclo de catalise envolvendo a adi¢ao
oxidativa do 4-bromobenzaldeido ao Pd (0), formando um complexo que sofre
transmetalagdo com o acido borénico e a base, gerando um novo complexo que
sofre eliminagdo redutiva, com regeneracdo do catalisador e liberagdo do
produto de interesse (PAN et al., 2008; RODRIGUES, 2019).

66



Figura 30. Proposta de mecanismo de reagdes de Suzuki-Miyaura para os
intermediarios 07 e 08. R=-OH (INT 07); R=-N(CH2CH3s)2 (INT08).
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Fonte: Adaptado de Rodrigues, 2019.

5.2 Sintese e caracterizag¢ao dos derivados de indol e benzimidazol
5.2.1 Derivados iminicos incorporados a fragao indol

Para os derivados inddlicos, varias metodologias foram testadas, no
entanto, a que melhor se adaptou a sintese das iminas propostas foi a utilizacdo
de metanol seco como solvente a temperatura ambiente. As reagdes foram
conduzidas por 12 horas, e apds a precipitagcao, o produto foi filtrado e lavado
com o mesmo solvente. Essa metodologia se mostrou eficaz para a maioria dos
compostos da série, exceto o derivado contendo um substituinte -OH, o qual
apresentou a formacdo de diversos subprodutos, impossibilitando sua
purificacdo. A utilizacao de altas temperaturas para a sintese desses compostos
levou a formacéao de diversos subprodutos, dessa forma, a temperatura ambiente
demonstrou-se mais eficaz, sempre com a utilizagdo de quantidades cataliticas
de acido acético, conforme ja observado por outros autores (HALAWA et al.,
2017; SHIM et al., 2014).

O intervalo de fusdo desses compostos foi determinado, ndo sendo
superior a 3 °C, o que reforga o adequado grau de pureza (superior a 98,21%)
encontrado nas andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Foram obtidos rendimentos entre 23,7-84% (Tabela 2, pagina 68).
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Para estes compostos, o sinal caracteristico no espectro de RMN 'H para
confirmacéo estrutural é a presenga de um simpleto, correspondente a ligagéo
azometina (-C=NH-). Para os derivados inddlicos, esse simpleto foi observado
entre 8,25-8,69 ppm. Alguns sinais caracteristicos foram observados para o
heterociclo indol, entre eles, a presengca de um simpleto entre 6,41-6,55 ppm.
Dependendo da quantidade de anéis aromaticos, outros sinais relacionados ao
indol foram identificados como multipletos ou no mesmo deslocamento de
aromaticos comuns, como observado para KCH 45 e KCH 67. Foram também
identificados nos espectros de RMN '3C novos carbonos aromaticos referentes
a fracao indol. A presenga de um carbono entre 156,91 e 158,90 ppm para todos
os derivados da série foi atribuido ao carbono da fungéo imina, junto a supressao

do carbono em aproximadamente 190,0 ppm, referente ao grupo aldeido.

Tabela 2. Intervalo de fusao e principais deslocamentos quimicos dos derivados

incorporados a fragao indol.
SOWN{QH
o 0 O 2O 00~
" P

KCH 51 KCH 45 KCH 46 KCH 49 KCH 69 KCH 67 KCH 54
céd. Intervalo  pong. Principais sinais 'H RMN
de fusao

6,42 (s, 1H, H-Ar); 6,93 (t, 1H, J= 7,3 Hz, H-Ar); 7,09

(d, 2H, J= 8,4 Hz, H-Ar); 7,34 (s, 1H, H-Ar); 7,37-7,41

(m, 2H, H-Ar); 8,51 (s, 1H, CH=N); 11,09 (s, 1H, NH-
Indol).

51 184-185°C 35,17%

6,42 (s, 1H, H-Ar); 6,98 (d, 2H, J= 8,7 Hz, H-Ar); 7,00-
45 90-92°C  63,95% 7,14 (m, TH, H-Ar); 7,34-7,39 (m, 6H, H-Ar); 7,42 (m,
1H, H-Ar); 8,56 (s, 1H, CH=N);

6,55 (s, 1H, H-Ar); 7,18-7,21 (m, 2H, H-Ar); 7,37 (d,
46 210-211°C 78,06% 1H, J= 8,5Hz, H-Ar); 7,49 (s, 1H, H-Ar); 7,80 (d, 2H,
J=8,4 Hz, H-Ar); 8,43 (s, 1H, CH=N).

6,41 (s, 1H, H-Ar); 7,06-7,07 (m, 1H, H-Ar); 7,33 (s,
49 160-161°C 23,7% 1H, H-Ar); 7,36-7,38 (m, 2H, H-Ar); 8,48 (s, 1H,
CH=N);
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6,42 (s, 1H, H-Ar); 7,08 (m, 1H, H-Ar); 7,34 (¢, 1H, J=
69 244-245°C 58,44% 2,2 Hz, H-Ar); 7,37-7,41 (m, 2H, H-Ar); 8,25 (s, 1H,
CH=N).

6,42 (s, 1H, H-Ar); 7,07-7,10 (m, 3H, H-Ar); 7,34-7,42
67 257-258°C 84,00%
(m, 3H, H-Ar); 8,53 (s, 1H, CH=N.

6,45 (sl, 1H, H-Ar); 7,17 (d, 1H, H-Ar, J= 8,5 Hz);
54 209-210°C 56,53% 7,36 (s/, 1H, H-Ar) 7,42 (d, 1H, H-Ar, J= 8,2 Hz); 7,50
(s, 1H, H-Ar); 8,69 (s, 1H, CH=N).

Fonte: Autora, 2021.

Como exemplo, o espectro de RMN 'H de KCH 51 pode ser visto na Figura
31, pagina 70. Observa-se a presenca de um simpleto em 6,42 ppm presente
em todos os espectros dos derivados contendo a fragao indol. Em 6,93 ppm e
7,09 ppm foram observados um tripleto e um dupleto correspondentes a um e a
dois hidrogénios respectivamente, derivados da fragao indol, seguidos de dois
dupletos referentes a um dos anéis aromaticos. Finalmente, outro simpleto foi
identificado em 7,34 ppm para um hidrogénio e um multipleto entre 3,37-7,41
ppm para dois hidrogénios que junto ao sinal de 11,09 ppm (um simpleto para
um hidrogénio) completam a estrutura do heterociclo. Outros sinais importantes
foram identificados como um simpleto em 7,78 ppm (H-Ar) e outro em 8,51 ppm
(HC=N), além de um simpleto largo em 8,64 ppm para NH. Importante destacar
a supressao do sinal em 9,71 ppm do aldeido presente no intermediario, mas

ndo no composto final (seta vermelha em Figura 31, pagina 70).

69



Figura 31. Comparagéo entre espectros de RMN 'H de INT 01 e KCH 51.
Ampliacdo de 6.23 a 7.78 ppm. Nas setas: Novos sinais correspondentes a
inser¢cao do aromatico indol.
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Fonte: Autora, 2021.

5.2.2 Derivados iminicos incorporados a fragao benzimidazol

Ao contrario dos derivados inddlicos, na sintese dos derivados
benzimidazodlicos correspondentes houve a necessidade de utilizagdo de altas
temperaturas e atmosfera livre de oxigénio. No entanto, mesmo nessas
condigdes, os rendimentos dos compostos obtidos foram baixos (10 a 37%),
como grau de pureza superior a 96%. Resultado semelhante foi demonstrado
por Tabuchi e Taki (2018) seguindo os mesmos parametros reacionais e
purificacdo. Em contrapartida, para os derivados KCH 55 e KCH 58 né&o foi
possivel isolar o produto de interesse devido a formacdo de diversos

subprodutos a partir de diferentes condi¢des reacionais (Quadro 1, pagina 71).
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Quadro 1. Parametros reacionais para sintese de benzimidazodis a partir de INT
01, INT 07; Tempo de reagao de até 78 horas.

.............................................................

Solvente | Catalisador Condigoes Adicionais Referéncia
MeCN - 100 °C, atmosfera inerte (Laursen et al., 2006)
MeCN ou AcOH ou
100 °C, atmosfera inerte (Huo et al., 2019)
DMF AcONa
EtOH - protecao da luz; 95 °C. (Tabuchi; Taki, 2018)
MeOH PTSA* 100 °C, atmosfera inerte (Wang; Qian; li, 2015)
Temp. ambiente; atmosfera
DCM CuSO4 _ (Liu et al., 1999)
inerte.
Temp. ambiente; atmosfera
THF B(OCH2CF3)3 _ (Reeves et al., 2015)
inerte.
DCM Pirrolidina 60 °C; Peneira molecular. (Morales et al., 2014)

*Acido p-toluenossulfénico
Fonte: Autora, 2021.

Todos o0s benzimidazéis derivados de aminas alifaticas foram
caracterizados e apresentaram rendimentos entre 12-37%. Até a temperatura de
330 °C, nenhum dos derivados benzimidazol fundiu, portanto nao foi possivel
estabelecer seu intervalo de fusdo. Os dados de rendimento e principais
deslocamentos quimicos estdo sumarizados na Tabela 3, pagina 73. O derivado
benzimidazol KCH 68 (Tabela 2, pagina 73) apresentou péssima solubilidade em
todos os solventes disponiveis para a realizacdo do espectro de RMN, portanto

nao foi possivel confirma-lo através deste método.

Assim como para os derivados inddlicos, o sinal confirmatério no espectro
de RMN 'H consiste em um simpleto para o hidrogénio da fungdo imina. Para os
derivados benzimidazdlicos sintetizados, este apareceu entre 9,2-9,27 ppm. Os
demais sinais referentes a fragao benzimidazol foram identificados de forma
diferente para cada composto da série. Para os derivados KCH 47, KCH 56 e
KCH 50 observa-se a presenca de multipletos entre 7,1-7,15 ppm, enquanto que
para KCH 47 foi identificado um dupleto para os mesmos hidrogénios em 7,13

71



ppm, (Tabela 3, pagina 73). Nos espectros de RMN '3C, além dos novos
carbonos aromaticos, foram identificados sempre dois carbonos em
aproximadamente 157 ppm e 164 ppm, onde o primeiro corresponde ao carbono
sp? do benzimidazol, enquanto que o segundo refere-se ao carbono da fungao
imina. Destaca-se ainda a auséncia do carbono referente ao aldeido em

aproximadamente 190,0 ppm.

Tabela 3. Rendimento e principais deslocamentos quimicos dos derivados
incorporados a fragao benzimidazol.

3 \N_</::©
J;IT —N —N —N/_H\o VY l\>
OO PO 20 2O O

KCH 56 KCH 47 KCH 57 KCH 50 KCH 68 KCH 60

Cad. Rend. Principais sinais '"H RMN

1,97-2,00 (m, 4H, CH,); 3,34-3,37 (m, 4H, CH,); 7,10-
47 13,97% 7,11 (m, 2H, H-Ar); 7,34 (d, 1H, J= 5,5 Hz, H-Ar); 7,49
(d, 1H, J= 6,0 Hz, H-Ar); 9,20 (s, 1H, CH=N).

7,13-7,15 (m, 2H, H-Ar); 7,18-7,22 (m, 6H, H-Ar);

56 10%
7,52-53 (m, 1H, H-Ar); 9,29 (s, 1H, CH=N).

1,60 (s, 6H, CHa): 3,37-3,41 (m, 4H, CHz); 7,13 (s,

57 12,5%
2H, H-Ar); 7,44 (s, 2H, H-Ar); 9,23 (s, 1H, CH=N).

3,32 (1, 4H, J= 4,8 Hz, CH,); 3,74 (t, 4H, J= 4,9 Hz,
50 37,49% CHy): 7,12-7,14 (m, 2H, H-Ar); 7,03-7,50 (m, 2H, H-
Ar); 9,27 (s, 1H, CH=N).

7,23-7,24 (m, 1H, H-Ar); 7,28 (m, 1H, H-Ar);
7,35-7,36 (m, 1H, H-Ar); 7,76-7,77 (m, 1H, H-Ar);
8,02 (d, 2H, J= 8,2 Hz, H-Ar); 9,59 (s, 1H,
CH=N); 9,89 (s, 1H, NH).

60 10%

Fonte: Autora, 2021.

Como exemplo, no espectro de RMN 'H de KCH 57 (Figura 32, pagina
73) observa-se a presenca de um simpleto em 1,60 ppm e um multipleto entre
3,37-3,41 ppm, referente aos hidrogénios alifaticos. Como para outras moléculas
derivadas de benzimidazol e de indol, esse sinal se sobrepds ao sinal da agua

residual do solvente empregado (DMSO-ds). Adicionalmente, foram identificados
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dois simpletos em 7,13 ppm e 7,44 ppm, integrados para dois hidrogénios cada,
referentes ao heterociclo benzimidazol, além de um simpleto em 9,23 ppm para
o hidrogénio da ligagao azometina. Destaque importante é a supressao do sinal
do hidrogénio correspondente ao aldeido intermediario em 9,73 ppm (Apéndice
D).

Figura 32. Espectro de RMN 'H de KCH 57. Ampliagdes de 1,60- 3,41 ppm e
7,04-9,23 ppm. bzm: benzimidazol.
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Fonte: Autora, 2021.
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5.3 Estudos de cinética e estabilidade da sonda livre em meio aquoso

Ao passo que todas as etapas de sintese de iminas a partir de compostos
carbonilicos sao reversiveis, € possivel que ocorra a hidrolise dessas ligagoes
gerando novamente os componentes de partida (CORDES; JENCKS, 1962;
LAYER, 1963). E comum o uso de acidos para esse processo, mas este ndo é
um componente obrigatoério para o sucesso da hidrélise. Embora fatores
estéricos ou substituintes doadores de elétrons possam facilitar a hidrélise de
ligacbes azometina, o estudo cinético de novos derivados € de significativa
importancia, logo que os estudos de interagdo sao realizados em meios
majoritariamente aquosos (SILVA, 2016). Dessa forma, foi determinado o perfil
cinético em meio aquoso das sondas sintetizadas nesse trabalho (Figura 33,

pagina 74).
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Figura 33. Perfil de absorgdo e estabilidade em meio aquoso das sondas
sintetizadas em diferentes pH.
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A partir do monitoramento do perfil espectral, € possivel determinar
alteracdes reacionais em fungao do tempo e quantificar a produ¢ao de novos
componentes em determinados processos (TREVISAN, 2009). Para monitorar
alteracdes espectrais em decorréncia da hidrélise das iminas propostas, estas
foram monitoradas quanto a seu perfil de absor¢ao fixado o comprimento de
onda previamente determinado. N&o foram observadas alteragbes significativas
no perfil de absorg¢ao das sondas no periodo de 30 minutos, o que possibilita sua

utilizacdo em ensaios posteriores de interacao.
5.4 Estudos de interagao com ctDNA

O estudo da interagdao de moléculas com o DNA pode ser realizado
através da espectroscopia no UV-vis em fungao das alteragdes nas propriedades
de absor¢cdo do ligante ou do DNA. Embora outros aspectos devam ser
considerados, alteragdes no Amax, se comparado ao perfil na presenca e na
auséncia do ligante, em geral sado indicativos de interagdo (GONZLEZ-RUIZ et
al., 2011; JAUMOT; GARGALLO, 2012). Adicionalmente, a espectroscopia de
fluorescéncia molecular € uma das técnicas mais utilizadas em estudos de
interacdo. As alteragdes espectrais relacionadas a fluorescéncia sao
monitoradas usando como referéncia o ligante livre ou o complexo formado, uma
vez que o DNA nao apresenta propriedades fluorescentes (GONZLEZ-RUIZ et
al., 2011).

Neste trabalho, foi realizada uma titulacdo em trés concentragdes de DNA,
1,0 uM, 5 uM e 10 uM, mantendo-se fixa a concentragcdo de 5 yM da sonda.
Como pode ser observando na Figura 34, pagina 76, para as sondas KCH 56 e
KCH 45, derivados benzimidazol e indol respectivamente, n&o foi observado um
perfil espectral de sonda, uma vez que nio ha linearidade entre a intensidade de
fluorescéncia e o aumento da concentracdo da biomolécula. No entanto, para
algumas sondas houveram alteragcdes no perfil de absor¢do e emissdo quando
na presenga do DNA, o que pode ser um indicativo de interagdo (REHMAN et
al., 2015).
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Figura 34. Espectros de absorcao e emissao das sondas KCH 56 e KCH 45 por
pH em diferentes concentragdes de DNA. a) e c) espectros de absorgéo de KCH
56 e KCH 45 respectivamente. b) e d) espectros de emissdo de KCH 56 e KCH
45 respectivamente.
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5.5 Estudos de interagcao com BSA

5.5.1 Estudos preliminares

Incentivados pelos bons resultados obtidos por Tabuchi e Taki (2018) e
pela semelhanga estrutural com outras sondas descritas na literatura, uma
triagem entre as sondas sintetizadas foi realizada junto a proteina BSA. Para
isso, foi selecionado o tampao Britton-Robinson (10 mM), logo que este pode ser
utilizado em um amplo intervalo de pH. O pH 7,0 foi selecionado por ser proximo
a condigdes fisioldgicas. Fixou-se a concentragédo de 2,5 uM para as sondas e
10,0 uM para BSA.

Foram observadas diferencas entre as intensidades de fluorescéncia de
algumas sondas na auséncia e na presenga da BSA (Verificar Apéndice U).
Observa-se que os melhores resultados se referem as sondas KCH 45, KCH 56,
KCH 54 e KCH 60 (Figura 35, pagina 77). Novamente a sonda contendo as
por¢cdes N-difenila e benzimidazol (KCH 56) apresentou fluorescéncia
significativa quando ligada ao BSA. Adicionalmente, outras trés sondas também
apresentaram significativo aumento da fluorescéncia na presencga da proteina. A
sonda KCH 45 contém em sua estrutura o mesmo anel bifenila presente na
sonda KCH 56, o que confirma a importancia da porg¢ao hidrofébica para a
fluorescéncia e interagdao. Além destas, as sondas KCH 54 e KCH 60 também
apresentaram resultados promissores. Em posse dessas informacgdes, as quatro

melhores sondas foram selecionadas para novos estudos.

Figura 35. Intensidade de fluorescéncia de emiss&o para as sondas. Condigdes:
pH = 7; [Sonda] = 2,5 uM; [BSA]= 10,0 yM; Tampao Britton-Robinson (10 mM).
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Para escolher a melhor sonda a ser otimizada, o experimento foi repetido
em pH 5, 7 e 9. Conforme pode ser observado nas Figura 36 (pagina 78) e Figura
37 (pagina 79), a sonda KCH 60 apresentou maior intensidade de fluorescéncia,
em especial em pH 5 (cerca de 70 vezes maior). Aliado a isso, a mesma
apresentou Aem de 515, 517 € 518 nm em pH 5, 7 e 9, respectivamente; sendo
0s mais proximos da regido do infravermelho, além de bons deslocamentos de
Stokes (Tabela 4, pagina 79).

Figura 36. Absorbancia e intensidade de fluorescéncia de excitacdo e emisséo
das melhores sondas para BSA em diferentes pH. Condi¢des: [Sonda] = 2,5 uM,
[BSA] = 10,0 uM, tampao Britton-Robinson (10 mM).
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Tabela 4. Maximos de absorg¢ao, excitacdo, emissao e deslocamento de Stokes* das melhores sondas para BSA.

Cod.
KCH 56
KCH 45
KCH 54
KCH 60

Absorcao
(nm)
418
386
389

405

pH 5

Excitagao

(nm)

361
361
408
406

Emissdo Stokes

(nm)

455
478
516
515

(nm)*

94
117
108
109

pH 7
Absorgédo  Excitagao Emissao
(nm) (nm) (nm)
409 361 457
380 357 477
384 404 516
397 405 517

Fonte: Autora, 2021.

Figura 37. Intensidade de fluorescéncia das sondas para BSA em fung¢do do pH
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Stokes
(nm)*
96
120
112

112

Absorcéo
(nm)
409
381
378

398

pH9
Excitagao
(nm)
357
357
403

403

Emissao
(nm)
460
479
516

518

Stokes
(nm)*
103
122
113

115
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5.5.2 Avaliagao da variagao da concentracao da proteina para a sonda KCH
60

Baseando-se nos resultados iniciais de maximos de absorc¢ao, excitagao,
emissao, deslocamento de Stokes e intensidade de fluorescéncia, a sonda KCH
60 foi escolhida para a continuacdo dos experimentos. Neste sentido, a
otimizagcdo dos parametros experimentais relacionados a sonda KCH 60 foram
realizados inicialmente sobre a concentragdo da proteina, a qual foi analisada
entre 0,5-6,0 uM através da técnica de fluorescéncia molecular. Figura 38
(pagina 80) demostra que houve um comportamento crescente entre o aumento
da concentracdo da proteina e a intensidade de fluorescéncia. Esse
comportamento possibilita a utilizagdo do composto como sonda para BSA.
Assim como para outras sondas com semelhanca estrutural, 0 mecanismo de
fluorescéncia parece ser off-on, provavelmente devido a perda da rotacdo da
molécula quando ligada ao sitio de BSA (LI et al.,, 2018; SHEN et al., 2017;
TABUCHI; TAKI, 2018).

Figura 38. a) Espectro de emissdo indicando o aumento da intensidade de
fluorescéncia em fungédo da concentracdo de BSA; b) Valor de intensidade de
fluorescéncia em fung&o da concentragao de BSA. Condigdes: [sonda]= 2,5 uM;
[BSA] = 0,5-6 yM; tampéo Britton-Robinson (10 mM); pH= 5; Aex/Aem= 451/555
nm.
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5.5.3 Avaliagao da variagao de pH para a sonda KCH 60

A formagdo do complexo e por consequéncia, a intensidade de
fluorescéncia, podem sofrer alteracdes a partir de mudancas de pH. Estruturas
contendo grupos ionizaveis podem se tornar protonadas ou desprotonadas em
determinado pH e, portanto, representar mudancas espectrais ou de rendimento
quantico (ELROBY; EL-SHISHTAWY; MAKKI, 2011; LEE et al., 2019). A sonda
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KCH 60 apresenta grupos amino os quais podem apresentar carga positiva em
pH = 5,0 e um nitrogénio que pode ser desprotonado a partir de pH superior a
11,5 (Figura 39, pagina 81). Adicionalmente, o pH também pode afetar
caracteristicas de proteinas como a BSA. O ponto isoelétrico (pH em que uma
proteina/aminoacido apresenta carga elétrica liquida igual a zero) da BSA esta
em torno de 4,70 - 5,60. Dessa forma, no pH 7,0 ela apresenta carga negativa e
no intervalo de 4 a 8 pode sofrer mudancgas conformacionais (FERREIRA, 2009).

Figura 39. pKa de grupos ionizaveis da sonda KCH 60

2,79

5,64(N /N_e::@
Q H

11,14

Fonte: Previsto no programa Marvin Sketch®, 2021.

Mantendo a concentracao de 2,5 uM para a sonda e 4 uM para a BSA, foi
avaliado o efeito do pH na intensidade de fluorescéncia (Figura 40, pagina 82).
Observa-se que a melhor sensibilidade foi observada em pH 5 e 6 (Ver o
apéndice V para comparagédo com a sonda livre). Nesse intervalo de pH, o grupo
amino terminal encontra-se carregado positivamente, enquanto que a proteina
esta reduzindo a quantidade de cargas positivas, o que pode facilitar a interagéao
entre estes. A reducgéo significativa da intensidade de fluorescéncia em pH
abaixo de 5,0 deve ser associada a protonagdo dos grupos amino presentes na
estrutura da sonda e na proteina, provocando uma repulsdo entre estas,
afetando o sinal do complexo. Em contrapartida, um pH superior a 6,0 também
levou a redugao significativa da intensidade de fluorescéncia, o que pode ser
associado a desprotonagcdo do grupo NH de benzimidazol, ou alteragdes
conformacionais que dificultem a ligagédo do complexo a proteina (FERREIRA,
2009). Dessa forma, considerando a melhor sensibilidade e proximidade ao pH

fisiologico (pH 7,2), o pH 6 foi selecionado para os ensaios posteriores.
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Figura 40. Avaliagao do efeito da concentragao hidrogenibnica na intensidade de
fluorescéncia do complexo. Condi¢des: [sondal= 2,5 uM; [BSA] = 4 uM; tampao

Britton-Robinson (10 mM); pH= 6,
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Fonte: Autora, 2021.

5.5.4 Avaliagao do tipo e concentragao da solugao tampao para a sonda

KCH 60

O efeito do tipo de tampéao foi avaliado considerando que a capacidade

maxima tamponante atendesse o valor de pH 6,0 (pH = pKa + 1). Para tanto,

foram selecionados os tampdes acetato de sodio (pKa = 4,7), acido succinico

(pKa = 5,4), biftalato de potassio (

pKat1= 5,1), citrato de sédio (pKas= 6,4), fosfato

de sédio (pKaz = 7,2), MES (pKa = 6,1), MOPS (pKa = 7,2), PIPES (pKa = 6,8) e

Britton-Robinson (BRB). O resultado para esse estudo € mostrado na Figura 41

(pagina 82).

Figura 41. Avaliagao do efeito do tipo de tampéao na intensidade de fluorescéncia
do complexo. Condicdes: [sondal= 2,5 uM; [BSA] = 4 uM; [tampé&o] = 10 mM,;

pH= 6,0; Aex/Aem= 415/555 nm.
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Fonte: Autora, 2021.
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Observado que proteinas podem sofrer alteragdes significativas em resposta
a alteragdes no pH, a manutencdo adequada desse pH é de grande importancia
(PHAN et al., 2015). Esse controle é frequentemente alcangado através do uso
de tampdbes adequados, seguindo o intervalo de pH desejado (FERREIRA et al.,
2015; TAHA et al.,, 2011). Nesse estudo, observou-se que os tampdes que
apresentaram os melhores resultados de sensibilidade (citrato, MES, PIPES)
foram os que apresentam pKa mais proximo a 6,0 (Ver o apéndice W para
comparagao com a sonda livre). Esses tampdes apresentam ionizagao préoxima
a 50% (pKa = pH), o que promove a repulsdo tampao-proteina, permitindo,
portanto, a melhor interacdo com a sonda. Observa-se ainda uma tendéncia de
diminuicao da sensibilidade para tampdes com ionizac&o superior a 50%, o que
pode ser associado a maiores interagbes com a sonda carregada positivamente,
reduzindo a sua disponibilidade para a proteina. Entre os tipos de tampdes
analisados, PIPES e BRB apresentaram sensibilidade semelhante (diferencga
inferior a 10%). O tamp&o BRB é um sistema multi-tampéao eficaz do pH 2,6 a 12
(EBIHARA et al., 2016). Nesse estudo, ele foi preparado a partir de acetato de
sodio (pKa= 4,7), fosfato de sodio (pka1= 2,15; pKaz2= 7,2; pkas= 12,3) e acido
borico (pKa= 9,2). Considerando o custo de produgdo reduzido quando
comparado ao tampao PIPES, este foi escolhido para os ensaios posteriores.

Igualmente importante para a manutengéo do pH, a concentragédo da solugao
tampao pode interferir na sensibilidade do método, de forma que alteracbes de
até uma unidade no pH podem modificar a resposta de fluorescéncia para o
complexo. Alteragdes na concentragcdo e na temperatura podem promover
variagdes no pKa do tampao, modificando a capacidade tamponante, e portanto
o pH do meio (REACH DEVICES, 2021). Dessa forma, foram escolhidas as
concentragdes de 5, 10, 25, 50, 75 e 100 mM do tampao BRB (Figura 42, pagina
84).
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Figura 42. Avaliagdo do efeito da concentragdo do tampao na intensidade de
fluorescéncia do complexo. Condicdes: [sonda]= 2,5 uM; [BSA] = 4 uM; [tampao
BRB] = 5-100 mM; pH= 6,0; Aex/Aem= 415/555 nm.

500 500
——5mM .
——10mM 4507
——25mM |

400
—50mM

75 mM

300 \ —— 100 mM

200

1004 /)

Intensidade de Fluorescéncia
Intensidade de Fluorescéncia

T T T
450 500 550 600 650

Fonte: Autora, 2021.
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A partir dos dados apresentados, observa-se uma tendéncia de aumento da
intensidade de fluorescéncia até a concentragdo de 10 mM, seguida de uma
reducao significativa até a concentragao de 100 mM, sendo o menor resultado
observado para 50 mM. O aumento da concentragdo do tampéao significa o
aumento da quantidade de cargas negativas no meio, o que pode interferir na
interagdo sonda-proteina através do bloqueio da superficie da macromolécula.
Nesse sentido, a concentragcdo de 10 mM, a qual apresentou melhor
sensibilidade, foi mantida para os estudos posteriores (Ver o apéndice X para

comparagao com a sonda livre).

5.5.5 Avaliagao da concentragao da sonda KCH 60

Considerando a resposta apresentada inicialmente a partir da
concentracdo de 2,5 yM para a sonda em contato com a BSA, outras
concentracdes foram avaliadas de forma a estabelecer a que apresentasse
melhor sensibilidade e menor interferéncia do branco na intensidade de
fluorescéncia. Considerando ainda o estabelecido por outros autores com
sondas semelhantes a estudada (SHEN et al., 2017; TABUCHI; TAKI, 2018), o
intervalo de concentracdo analisado foi estabelecido entre 2,5-10 uM e os

resultados sdo observados na Figura 43 (pagina 85).
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Figura 43. Avaliacdo do efeito da concentracdo da sonda na intensidade de
fluorescéncia do complexo. Condicdes: [sonda]= 2,5-10 uM; [BSA] = 4 uM;
[tampdo BRB] = 10 mM; pH= 6,0; Aex/Aem= 415/555 nm.
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Fonte: Autora, 2021.

Entre os sistemas analisados, observa-se um aumento da intensidade de
fluorescéncia dependente da concentragao da sonda. No entanto, um aumento
significativo da intensidade de fluorescéncia da sonda na sua forma livre também
pode ser observado com o aumento da concentragéo (Verificar o apéndice Y
para uma comparagao direta com o branco). Dessa forma, a concentragao de
5,0 yM foi escolhida para os estudos posteriores, pois apresentou melhor
sensibilidade e menor interferéncia de fluorescéncia da sonda na sua forma livre
(Figura 44, pagina 85).

Figura 44. Avaliacdo do efeito da concentracdo da sonda na intensidade de

fluorescéncia do complexo e da sonda livre. Condigdes: [sonda]= 2,5-10 uM,;
[BSA] = 4 uM; [tampao BRB] = 10 mM; pH= 6,0; Aex/Aem= 415/555 nm.
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5.5.6 Avaliacao da interferéncia da forga idnica para a sonda KCH 60

Como ja mencionado, a presenga de ions na solugdo pode interferir
diretamente na intensidade de fluorescéncia do complexo, logo que ha a
possibilidade de interacbes eletrostaticas com a sonda ou com a proteina,
tornando-as menos disponiveis para interagdao (SANTOS, 2017). Nesse sentido,
a avaliacao da interferéncia da forga ibnica foi realizada através da adicao de
NaCl de forma a perfazer concentragdes de 0-300 mM na solugéo final (Figura
45, pagina 86).

Figura 45. Avaliagao do efeito da forga ibnica na intensidade de fluorescéncia

do complexo. Condig¢des: [sonda]= 5,0 uM; [BSA] = 4 uM; [tampao BRB] = 10
mM; pH= 6,0; Aex/Aem= 415/555 nm.
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Fonte: Autora, 2021.

Através desse estudo, observa-se que a forca ibnica nao interfere
significativamente na intensidade de fluorescéncia do complexo (Verificar o
apéndice Z para uma comparagao direta com o branco), o que pode apontar a
auséncia de interagdes eletrostaticas entre sonda e proteina. Dessa forma,

decidiu-se a manutengao do sistema sem o ajuste na forga ibnica do meio.

5.5.7 Determinagao da estequiometria do complexo para a sonda KCH 60

A estequiometria do complexo foi determinada a partir do grafico de Job,
ou método das variagbes continuas (KIM et al., 2020). O estudo foi realizado
através de solugdes com diferentes fracdes molares sonda-proteina, as quais
foram analisadas quanto a intensidade de fluorescéncia (Figura 46, pagina 87).
Dessa forma, a estequiometria foi determinada como 1:1, pois a intensidade

maxima foi alcangada quando a fracdo molar sonda-BSA se aproximou de 0,5.
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Figura 46. Grafico de Job para determinagéo da estequiometria do complexo.
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Fonte: Autora, 2021.

5.5.8 Avaliacao da cinética e estabilidade do complexo para a sonda KCH
60
O estudo de cinética e estabilidade do complexo foi realizado através de

medidas continuas da intensidade de fluorescéncia em funcao do tempo a partir
de um intervalo de medicao pré-estabelecido. Os resultados apresentados por
Tabuchi e Taki (2018) demonstraram perda de intensidade de fluorescéncia da
sonda livre ap6s uma hora de analise, sendo assim foi escolhido o tempo de
analise de duas horas, sendo realizadas medi¢gdes a cada 60 segundos como
demonstrado na Figura 47 (pagina 87).

Figura 47. Avaliagdo da cinética e estabilidade do complexo. Condigdes:
[sonda]= 5,0 uM; [BSA] = 4 uM; [tampao BRB] = 10 mM; pH= 6,0; Aex/Aem=
415/555 nm.
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Fonte: Autora, 2021.
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A partir desse estudo, observa-se um aumento significativo da intensidade
de fluorescéncia do complexo até uma hora de reacéo, seguido de uma leve
reducao e estabilidade apds cerca de 80 minutos. Esse perfil indica que a reacao
se processa lentamente e que o tempo de incubagao deve ser superior a uma

hora para obtenc&o da melhor sensibilidade da sonda.

5.5.9 Determinacao das figuras de mérito e constante de ligagao para a
sonda KCH 60

Apds a otimizagdo das condi¢cdes analiticas, as figuras de mérito foram
estudadas e a curva analitica foi estabelecida como IF = 159(x 4,0) Cssa +
13,30(x 6,24), comr=0,9988 (n = 5). O aumento da intensidade de fluorescéncia
foi linearmente relacionado a concentracdo de BSA no intervalo de 0,5-4,0 uM
(Figura 48, pagina 88), um parametro importante a ser analisado, logo que o
aumento da albumina sérica ou na urina € um importante indicador no
diagndstico clinico (BOLEL et al., 2012; LIU et al., 2018). O limite de detecgao
(LOD, n= 10) foi de 0,38 uM, semelhante ao relatado por outros trabalhos (LI et
al., 2016; SHEN et al., 2017). Ja o desvio padréao relativo (RSD) foi calculado a
partir das concentragdes de 0,5 e 4,0 uM, onde foram obtidos os valores de 5,0
e 6,0% respectivamente (n= 10). Tal resultado pode ser justificado pela variagéo
de intensidade de fluorescéncia em fungdo do tempo, observada no estudo
cinético.

Figura 48. Curva analitica a partir de concentragdes crescentes de BSA.
Condigdes: [sonda]= 5,0 uM; [BSA] = 0,5-4 uM; [tamp&o BRB] = 10 mM; pH=6,0;
Aex/Aem= 415/555 nm.
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A constante de ligagdo foi determinada a partir da equacdo de Benesi-
Hildebrand (GHOSH; GUCHHAIT, 2009; SINGH et al., 2009). A partir dessa
equacao e da linearizagao do grafico 1/[BSA] x 1/(Fmax- Fmin) (Figura 49, pagina
89), obteve-se a constante de 4,56 (+ 0,015) x 107 M-'. Este valor foi muito

préximo ao obtido por outros autores com sondas estruturalmente semelhantes
(CHEN et al., 2020; LIU et al., 2018; SHEN et al., 2017), indicando que a

interacao sonda-BSA é favorecida.

Figura 49. a) Curva de titulagcdo fluorimétrica e b) Linearizagdo da equacao de
Benesi-Hildebrand para determinacdo da constante de ligacdo. Condigdes:
[sonda]= 5,0 uM; [BSA] = 0-50 uM; [tampao BRB] = 10 mM; pH= 6,0; Aex/Aem=
415/555 nm.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Baseando-se na sua reconhecida afinidade por biomoléculas e atividade
fluorescente, duas séries de iminas foram planejadas e sintetizadas a partir dos
nucleos 2-aminobenzimidazol e 5-aminoindol. Esses compostos foram obtidos
inicialmente através de reagcdes com aldeidos aromaticos p-funcionalizados com
aminas alifaticas, aminas aromaticas e acidos borénicos, os quais foram obtidos
por reacdes de SNAr e reacdes de acoplamento cruzado catalisadas por paladio
(Reagdes de Buchwald-Hartwig e Suzuki-Miyaura). Os rendimentos obtidos
foram de até 60% e os compostos foram utilizados como intermediarios de
reacdo. Posteriormente, os aldeidos funcionalizados sintetizados foram
incorporados a fragao indol e benzimidazol através da formagéo de uma ligagao
imina. Para os compostos finais, os rendimentos variaram entre 23-84%, e 10-
37% para os inddis e benzimidazois respectivamente. O grau de pureza foi
superior a 98% e todos os intermediarios e compostos finais foram
caracterizados por RMN 'H e 3C.

Em uma analise variando a concentracdo do DNA e o pH das solugbes, foi
observado que nenhuma das moléculas propostas apresentou perfil condizente
a um comportamento de sonda de DNA. No entanto, através de uma analise
preliminar, quatro das treze sondas sintetizadas apresentaram resposta de
fluorescéncia significativa em contato com a proteina do soro bovino. Dessas, a
sonda KCH 60 (Aex/Aem=415/555 nm) se destacou e foi selecionada para ensaios
de otimizacdo dos parametros analiticos experimentais, em que a melhor
resposta analitica ocorreu em meio contendo tamp&o Britton-Robinson (10mM)
e pH 6. A estequiometria do complexo sonda-BSA foi definida como 1:1 pelo
método de Job. O intervalo linear foi de 0,5- 4,0 uM com limite de deteccéo de
0,38 uM e RSD < 6,0%.

Como perspectivas, serdo realizados os ensaios de determinagéo do sitio de
ligacdo da sonda KCH 60 ao BSA, através de ensaios de competicdo com
marcadores especificos, além da realizagdo dos mesmos ensaios com HSA. Em
posse desses dados, serao realizados ensaios de docking e dinamica molecular
para um melhor entendimento das interagdes intermoleculares entre a sonda e
a proteina, bem como estabilidade do complexo formado e possiveis alteragoes

conformacionais na proteina-alvo. Finalmente, serdo realizados ensaios com

90



amostras reais de urina e plasma para aplicagcdes reais na quantificacédo de

albuminas humanas.
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8. APENDICES
APENDICE A

Espectro de RMN 'H do composto INT 01 (400 MHz, DMSO-ds)

s¥eal

INTO1

[rel]

mmmmmmmmmmmmmm
wwwwwwwwwwww
mmmmmmmmmmmmmm

——9.7098

, - : - : : - - : - : , : - : : - . : -
10 8 6 4 2 [ppm]

Ampliagdo de 7.00-7.80 ppm RMN "H do composto INT 01 (400 MHz, DMSO-
ds)

INTO1 o 3
&
L Q)L :
i L
@ 10 H NODO oro -~ O r
o 0 T=ORN W N o W= -
N - wnnn NN~ -0 TON
[\ 0666 NN =9 899
N~ [N e ~~ N~
W\JJ gl
| ‘ 1Ku f Y | | \ | |
™
— \ ! QUV%_O
Jv\\ '0’ Jwt Jm! Jw[ .
0 N iy 00 =1 -
i o W0 T 10|
K N © © -
=2y cidhidon Ry i) (e |
T - - - I r r T T T T T T T T . T
78 76 74 72 7.0 [ppm]

Espectro de RMN '3C do composto INT 01 (100 MHz, DMSO-ds)

INT 01 o | g
w =+ -3 W@ N© T N |
© @ -3 POS D= ©
= ] @ QRN OB o H - w
@ st = fQue an 3
o = = sNo~ oo W
[ 0 - MO NN -
=
e
i Ji IJ | o
T T T T T T T T T T T T T T
150 100 50 [ppm]

100



APENDICE B

Espectro de RMN 'H do composto INT 02 (400 MHz, DMSO-ds)
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APENDICE C

Espectro de RMN 'H do composto INT 03 (600 MHz, DMSO-ds)
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Ampliagéo de 6.48-7.86 ppm RMN 'H do composto INT 03 (600 MHz, DMSO-ds)
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APENDICE D
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Ampliagéo de 1.44-3.65 ppm RMN 'H do composto INT 04 (600 MHz, CDCl3).
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APENDICE E

Espectro de RMN 'H do composto INT 05 (600 MHz, DMSO-ds)
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Espectro de RMN '3C do composto INT 05 (100 MHz, DMSO-ds)

INT 05 am Hig
o N | =
p— o
w© - 2 o = -2
o [ [ I - o k-
o (=3 [ k- [} -
o = 0 = o @© @
o 0 - P I o -1
o w0 M o - w0 [
- - = e - o =
-e
ey
d J L \ } .

| . ! ! . | ! ! ! . ! |
150 100 50 [ppm]

APENDICE F

Espectro de RMN 'H do composto INT 06 (600 MHz, DMSO-ds)
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Ampliagéo de 6.75-7.85 ppm RMN 'H do composto INT 06 (600 MHz, DMSO-ds)
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APENDICE G
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Ampliagéo de 6.70-7.99 ppm RMN 'H do composto INT 07 (600 MHz, DMSO-
ds)
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APENDICE H

Espectro de RMN 'H do composto INT 08 (600 MHz, CDCl3)
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Ampliagédo de 1.14-1.35 ppm RMN 'H do composto INT 08 (600 MHz, CDCls)
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Espectro de RMN 3C do composto INT 08 (100 MHz, CDCls)
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APENDICE |

Espectro de RMN 'H do composto KCH 51 (600 MHz, DMSO-ds)
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Espectro de RMN '3C do composto KCH 51 (100 MHz, DMSO-de)
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APENDICE J

Espectro de RMN 'H do composto KCH 45 (600 MHz, DMSO-ds)
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Ampliagéo de 6.36-7.86 ppm RMN 'H do composto KCH 45 (600 MHz, DMSO-

ds)
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APENDICE K

Espectro de RMN 'H do composto KCH 46 (600 MHz, CDCl3)
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Espectro de RMN '3C do composto KCH 46 (100 MHz, DMSO-de)
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Cromatograma de HPLC-UV em MeOH 100% do composto KCH 46
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APENDICE L

Espectro de RMN 'H do composto KCH 49 (600 MHz, DMSO-de)
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Espectro de RMN '3C do composto KCH 49 (100 MHz, DMSO-de)
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APENDICE M

Espectro de RMN 'H do composto KCH 69 (600 MHz, DMSO-ds)

thi_30.06.2020 1 1 C:\BrukerTopSpind.0.6\examdata O/_\N ~ [ 8
KCHE9 -, <:> N e

[~ o
.
@ 0 QOOEOTROR=R O wos gen
@ ® CWOoOWH-OTNS I+ =30 Howo
-1 8 OFeOEIIORNON o =6 oHa
- o HeEINe6a6ee000 X Ll o o |
- L R e N A N ™} wnn don e

L
—— 4

2.0442

65559

~1.0000
4.8239
43‘ 7344
-0.9388
4.0327
$.9467

; . . : T . ; : : ; : :
10 8 6 4 2 [ppm]

115



Ampliagéo de 6.33-7.90 ppm RMN 'H do composto KCH 69 (600 MHz, DMSO-

ds)
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Espectro de RMN "3C do composto KCH 69 (100 MHz, DMSO-ds)
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Ampliagéo de 6.19-8.00 ppm RMN 'H do composto KCH 67 (600 MHz, DMSO-

ds)
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Ampliagcéo espectro de HSQC do composto KCH 67
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APENDICE O
Espectro de RMN 'H do composto KCH 54 (600 MHz, DMSO-de)
thi_19.10.2020 1 1 C:\BrukeriTopSpin4.0.6\examdata ( ‘E
' TP ‘
J ‘ . J 1 .
I | I R
10 8 6 4 2 0 [ppm]

118



Ampliagéo de 6.12-8.20 ppm RMN 'H do composto KCH 54 (600 MHz, DMSO-
ds)
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Ampliacao do espectro de HSQC do composto KCH 54
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APENDICE P
Espectro de RMN 'H do composto KCH 56 (600 MHz, DMSO-ds)
thi_21.08.2020 1 1 C:\Bruker\TepSpind.0.6\examdata r @‘
KOHS6 Q C o -
’ o luliate
3 LR, § Yok -8
L:' T T '& 3 I° EFJH&J{J T T E T
12 10 8 § 4 [ppm]

120



Ampliagéo de 6.49-7.90 ppm RMN 'H do composto KCH 56 (600 MHz, DMSO-
ds)
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APENDICE Q

Espectro de RMN 'H do composto KCH 47 (600 MHz, DMSO-ds)
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Ampliagéo de 6.39-7.95 ppm RMN 'H do composto KCH 47 (600 MHz, DMSO-
ds)
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APENDICE R

Espectro de RMN 'H do composto KCH 57 (600 MHz, DMSO-de)
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Ampliagéo de 6.60-8.20 ppm RMN 'H do composto KCH 57 (600 MHz, DMSO-
ds)
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Cromatograma de HPLC-UV em MeOH 100% do composto KCH 57
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APENDICE S

Espectro de RMN "H do composto KCH 50 (600 MHz, DMSO-de)
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Espectro de RMN '3C do composto KCH 50 (100 MHz, DMSO-de)
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APENDICE T

Espectro de RMN 'H do composto KCH 60 (600 MHz, CDCl3)
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APENDICE U
Espectros de absorcao, excitacdo e emissao das sondas KCH 56, KCH 45,
KCH 54 e KCH 60 (2,5 uM) na presenca de 10,0 uM de BSA.
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APENDICE V
Espectros de absorgéao, excitagdo e emissdo de KCH 60 (2,5 uM) na presenga
de 4,0 uM de BSA em diferentes pH.
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APENDICE W
Espectros de emissao de KCH 60 (2,5 uM) na presenca de 4,0 yM de BSA em

diferentes tipos de tampao.
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APENDICE X

Espectros de emissao de KCH 60 (2,5 uM) na presenca de 4,0 yM de BSA em

diferentes concentracdes do tampao Britton-Robinson.
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APENDICE Y
Espectros de emisséo de KCH 60 (2,5-10 uM) na presencga de 4,0 uM de BSA
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APENDICE Z
Espectros de emissao de KCH 60 (5 uM) na presenga de 4,0 uM de BSA em
com ajuste da concentragcédo de NaCl.
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