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Resumo

Resumo

A preservagao do Patrimonio Cultural é crucial para toda a sociedade em geral,
sendo essencial o desenvolvimento de novas estratégias e metodologias de
microanadlise sensiveis, que possibilitem o planeamento de acbes eficazes de
remediagado e mitigacdo. A marcagao fluorescente de biomoléculas é atualmente uma
das metodologias mais usadas para fins bioanaliticos e, por essa razao, a técnica de
Hibridagéo in situ Fluorescente (FISH) é considerada uma ferramenta essencial de
analise no campo do Patriménio Cultural.

Neste trabalho, pretendeu-se desenvolver uma estratégia sintética simples e
eficiente para produzir novos marcadores fluorescentes, soluveis em agua, de baixo
custo e reativos ao grupo amino, para marcagao de biomoléculas. A referida metodologia
permitiu a obtencdo de nove novos marcadores fluorescentes, com elevada
sensibilidade, para a identificagdo e detecdo de biomoléculas no contexto de micro-
amostras do Patriménio Cultural.

A sintese de derivados 2-substituidos da 7-dietilamino-4-metilcoumarina com a
inclusdo de um grupo 4-estirilo, com o objetivo de expandir a deslocalizagao eletronica
através de um sistema do tipo Doador de eletrées - ponte = - Aceitador de eletrbes,
permitiu a obtengao de seis novos promissores marcadores fluorescentes.

Utilizando uma estratégia eficiente e econdmica, e com um custo inferior aos
derivados da 7-dietilamino-4-metilcoumarina, foram sintetizados a partir do 4-dietil-
aminobenzaldeido trés novos marcadores fluorescentes com excelentes propriedades
fotofisicas.

As sondas preparadas com os novos marcadores fluorescentes, derivados da
7-dietilamino-4-metilcoumarina e do 4-dietilaminobenzaldeido, apresentaram elevada
capacidade para a marcagao das células de S. cerevisiae e de Bacillus sp., com valores
percentuais de células fluorescentes muito semelhantes aos das células hibridadas com
a sonda comercial EUK516-Cy3.

Os resultados obtidos através da técnica FISH sao de dificil correlagdo direta
com as propriedades fotofisicas dos respetivos marcadores fluorescentes, ou seja, em
ultima analise, o desenvolvimento de sondas fluorescentes depende, em grande

medida, de tentativa e erro ou de descoberta fortuita.



Abstract

Synthesis of new fluorescent water-soluble amine-reactive reagents for

biomolecules labeling: application to cultural heritage

Abstract

Preserving Cultural Heritage is crucial for society. Developing innovative
strategies and sensitive microanalysis methodologies is essential to effectively plan
remediation and mitigation actions. Fluorescent labeling of biomolecules is currently one
of the most widely used methodologies for bioanalytical purposes and, for this reason,
the Fluorescent in situ Hybridization (FISH) technique is considered an essential
analytical tool in the field of Cultural Heritage.

The objective of this study was to develop a simple and efficient synthetic strategy
to produce new, water-soluble, low-cost, amino group-reactive fluorescent markers for
labeling biomolecules. This approach has yielded nine new fluorescent markers that
exhibit high sensitivity in identifying and detecting biomolecules in the context of cultural
heritage micro-samples.

The synthesis of 2-substituted derivatives of 7-diethylamino-4-methylcoumarin
incorporating a 4-styryl group aimed to enhance electronic delocalization via an electron
donor - n bridge - electron acceptor system, yielding six new promising fluorescent
markers.

Using an efficient and economical strategy, and at a lower cost than derivatives
of 7-diethylamino-4-methylcoumarin, three new fluorescent markers with excellent
photophysical properties were synthesized from 4-diethyl-aminobenzaldehyde.

The probes prepared with the new fluorescent markers, derived from 7-diethyl-
amino-4-methylcoumarin and 4-diethylaminobenzaldehyde, showed high capability for
marking S. cerevisiae and Bacillus sp. cells, with percentage values of fluorescent cells
very similar to those of cells hybridized with the commercial probe EUK516-Cy3.

The results obtained through the FISH technique are difficult to correlate directly
with the photophysical properties of the respective fluorescent markers, meaning that,
ultimately, the development of fluorescent probes depends largely on trial and error or

serendipitous discovery.
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A Adenina

Abs Absorvancia

AcOEt Acetato de etilo

ADN Acido desoxirribonucleico

ARN Acido ribonucleico

ARNr Acido ribonucleico ribossémico

Ag.0 Oxido de prata

BLA ﬁ\\ll’;ernéqcia de comprimento de ligagdo (do inglés, Bond Length
ernation)

C Citosina

ccd Cromatografia em camada delgada

CDCls Cloroférmio deuterado

CDs0OD Metanol deuterado

(CD3)2SO Dimetilsulféxido deuterado

CH30OH Metanol

CH3CN Acetonitrilo

CHCl> Diclorometano

EtOH Etanol

(CH3)sSiCl Cloreto de trimetilsililo

CHal lodometano

(CH3)3sCOK t-butdxido de potassio

CH2CHBF3:K Viniltrifluoroborato de potassio

CH3CO2Ag Acetato de prata

3C-RMN Ressonéncia magnética nuclear de carbono 13

Cy Cianina (do inglés, cyanine)

d Dupleto

DCC N,N - Diciclo-hexilcarbodiimida
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D-n-A

dd

DFT

TDDFT

DMAP
DMF
DMSO

DNPH

DSSC

Em

Ester NHS

€q
Et20

EUB388

EUK516

FISH

FITC

FLUOS

FRET

FTMS
Fl

FSC

Doador de eletrées - ponte « - Aceitador de eletrdes
Duplo dupleto

Teoria do funcional da densidade (do inglés, Density functional
theory)

Teoria do funcional da densidade dependente do tempo (do inglés,
Time-dependent density-functional theory)

4-dimetilaminopiridina
Dimetilformamida
Dimetilsulféxido
2,4-dinitrofenil-hidrazina

Corantes sensibilizadores de células solares (do inglés, dye-
sensitized solar cell)

Emissao

Ester da N-hidroxisuccinimida (do inglés, N-hydroxysuccinimide
ester)

Equivalente
Eter etilico

Sonda oligonucleotidica universal complementar ao ARN de células
procariotas

Sonda oligonucleotidica universal complementar ao ARN de células
eucariotas

Hibridagéo in situ fluorescente (do inglés, fluorescence in situ
hybridization)

Isotiocianato de fluoresceina (do inglés, fluorescein isothiocyanate)
Ester 5(6)-carboxifluoresceina-N-hidroxisuccinimida

Transferéncia de energia intramolecular por fluorescéncia (do inglés,
fluorescence resonance energy transfer)

Espetrometria de massa com transformada de Fourier (do inglés,
Fourier Transform Mass Spectrometry)

Intensidade de fluorescéncia

Disperséo frontal, correlaciona-se com o tamanho celular (do inglés,
forward scatter)

Guanina

Vi
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HB

HCI

HMBC

HMQC

HOMO

'H-RMN

HRMS

Hz
ISC

IUPAC

K2COs
KH2PO4

KCI

LUMO

m/z
mod
min
ME

NB

NADH

NASA

Hora
Tampao de hibridagéo (do inglés, hybratization buffer)
Acido cloridrico

Correlagao heteronuclear de multipas ligagbes (do inglés,
heteronuclear multiple-bond correlation)

Correlagao heteronuclear de quantum-multiplo (do inglés,
heteronuclear multiple quantum correlation)

Orbital molecular ocupada de mais elevada energia (do inglés,
highest occupied molecular orbital)

Ressonéncia magnética nuclear de protao

Espectrometria de massa de alta resolugédo (do inglés, high
resolution mass spectrometry)

Hertz

Cruzamentos intersistemas (do inglés, intersystem crossing)
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada

Constante de acoplamento

Carbonato de potassio

Di-hidrogenofosfato de potassio

Cloreto de potassio

Orbital molecular desocupada de mais baixa energia (do inglés
lowest occupied molecular orbital)

Multipleto

Razao massal/carga
Modificado

Minutos

Meio liquido

Meio nutriente

Nicotinamida adenina dinucleotideo hidreto, forma reduzida do NAD
(do inglés, nicotinamide adenine dinucleotide)

Administracdo Nacional de Aeronautica e Espaco dos Estados
Unidos da América (do inglés, National Aeronautics and Space
Administration)
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NHS

NEt;
NaOH

NaH

NaCl
NaHCO3
NaH2PO4
NaO2CCHzs

n-PrOH

NOESY

OLED
POCIs

PBS

Pd(dppf)Cl2.CHCl2

Pd(PPhs)s
ppm

q
MHz

RNase

STED

sl
SC
SD

Sat.

STP

N-hidroxisuccinimida
Trietilamina

Hidréxido de sodio

Hidreto de sodio

Cloreto de sddio
Hidrogenocarbonato de sodio
Di-hidrogenofosfato de sédio
Acetato de sodio

n-propanol

Espectroscopia com efeito nuclear Overhauser (do inglés, nuclear
overhauser effect spectroscopy)

Diodos emissores de luz orgénica
Oxicloreto de fosforo
Tampao fosfato-salino (do inglés, phosphate buffered saline)

[1,1'-bis(difenilfosfina)ferroceno]dicloropaladio (II) complexado com
diclorometano

Tetraquistrifenilfosfina de paladio (0)
Partes por milhao

Quadrupleto

Megahertz

Ribonuclease

Microscopia de deplegdo por emissdo estimulada (do inglés,
Stimulated Emission Depletion Microscopy)

Singuleto

Singuleto largo

Saccharomyces cerevisiae

Desvio padrao (do inglés, standard deviation)
Saturada

4-sulfotetrafluorofenilicos (do inglés, 4-sulfotetrafluorophenyl)
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t.a.

THF

TRITC

UNESCO

UV/Vis

YPD-agar

j max
7\-abs

7\-em

Ar

Tripleto

Timina

Temperatura ambiente
Tetra-hidrofurano

Isotiocianato de tetrametilrodamina (do inglés, tetramethyl rhoda-
mine isothiocyanate)

Organizagdo das Nagdes Unidas para a Educagéo, Ciéncia e
Cultura (inglés, United Nations Educational, Scientific and Cultural
Organization)

Espetroscopia de ultravioleta-visivel

Agar Dextrose Peptona Extrato de Levedura (do inglés, Yeast
Extract Peptone Dextrose Agar)

Rendimento reacional

Desvio quimico

Rendimento quantico

Tempo de vida da fluorescéncia
Comprimento de onda

Comprimento de onda maximo
Comprimento de onda de absorvancia
Comprimento de onda de emissao
Absortividade molar

Medida do comprimento de transferéncia interna de carga
Energia de transigao

Forca de oscilador

Velocidade da luz no vacuo
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Prefacio

Prefacio

Com este trabalho pretendeu-se efetuar a sintese de novos fluoréforos, sollveis
em agua e reativos ao grupo amino, através de uma estratégia sintética simples e de

baixo custo, para marcacgao de biomoléculas no contexto do Patriménio Cultural.

No capitulo | desta dissertacao, é descrito o estado da arte das principais areas
que se relacionam com o0s objetivos desta tese, proporcionando uma melhor
compreensdo de alguns topicos abordados posteriormente na interpretagcdo dos
resultados obtidos e respetiva discussdo. De uma forma concisa, sdo apresentados
alguns dos problemas relacionados com a biodeterioragao/biodegradagédo de bens do
Patrimoénio Cultural, assim como possiveis abordagens para o planeamento de
estratégias eficazes para a sua remediagdo e mitigagdo. Considerando a sintese de
novos fluoréforos para a marcacao de biomoléculas presentes nos referidos bens, sdo
igualmente abordados temas relacionados com moléculas pequenas fluorescentes, com
a marcacao de biomoléculas e respetivos conceitos de fluorescéncia. Na ultima parte
deste capitulo, sdo descritas as principais reagdes envolvidas na sintese dos
marcadores fluorescentes de biomoléculas sollveis em agua e reativos ao grupo amino.

No capitulo Il é efetuada a analise e discussao dos resultados experimentais
relacionados com as estratégias sintéticas adotadas para a obtencdo dos marcadores
fluorescentes. As propriedades fotofisicas dos referidos marcadores serao avaliadas, e
também interpretadas a luz dos calculos da teoria do funcional da densidade (DFT) e da
teoria do funcional da densidade dependente do tempo (TDDFT). Neste capitulo é
igualmente avaliado e discutido o potencial dos novos marcadores fluorescentes nas
sondas oligonucleotidicas através da técnica FISH, em dois modelos biolégicos, ou seja,
em células de leveduras e bactérias, nomeadamente Saccharomyces cerevisiae e
Bacillus sp..

No capitulo lll, sdo apresentadas as principais conclusdes de todo o trabalho
realizado.

O capitulo IV abrange a metodologia experimental, detalhando os equipamentos,
materiais e métodos utilizados, as condicdes reacionais, assim como as caracteristicas
fisicas e espectroscopicas dos compostos sintetizados.

No final da dissertagao, é apresentada a bibliografia nela referida e os respetivos

anexos.
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O Patriménio Cultural, o legado que recebemos do Passado, que sentimos no
Presente e que transmitimos as Geracdes Futuras, representa a heranga cultural de
toda uma nacgdo. A sua preservacao deve ser considerada uma prioridade, pois contribui
para o desenvolvimento sociocultural de toda uma sociedade.!"!

Os objetos de interesse histoérico e cultural, com uma composigdo material por
vezes muito complexa, estdo sujeitos ao longo do tempo a processos continuos de
degradagao quimica, fisica e biolégica, devendo os processos inerentes a sua
degradagao ser minimizados.”?

Os microrganismos, como as leveduras, bactérias, algas e fungos, sao os
principais agentes bioldgicos responsaveis pelos processos de biodeteriora-
¢ao/biodegradacéo do Patriménio Cultural.®! A interagéo destes microrganismos com os
materiais € fundamental para compreender a biodeterioragdo a longo prazo, devido a
capacidade que estes tém de extrair elementos essenciais para o seu metabolismo,
como o calcio, o ferro, o aluminio, o silicio e o potassio através da biossolubilizacao dos
materiais.! O tipo de deterioracdo causada por esses microrganismos varia desde
danos estéticos visiveis, a degradacdo lenta e n&o visivel, como a corroséo e a
degradagdo enzimatica, dependendo do substrato afetado.

O Patriménio Cultural é também afetado pela falta de manutencdo e por
processos inadequados de preservagao. O desenvolvimento de novas estratégias e
metodologias sensiveis de microanalise é crucial para identificar a presenga de
microrganismos e planear estratégias eficazes de remediagéo e mitigagdo.*

A utilizagado de sondas fluorescentes, em analises bioldgicas, € uma metodologia
cada vez mais comum em numerosos protocolos laboratoriais. As técnicas de detecao
baseadas no fendmeno da fluorescéncia tém evoluido significativamente, tanto no que
respeita ao desenvolvimento de equipamentos especificos, assim como na sintese de
novos fluoréforos.l' A técnica FISH destaca-se como uma ferramenta extremamente
vantajosa nesse contexto, pois é rapida e ndo depende da cultura dos microrganismos,
e a sua principal vantagem consiste na capacidade de identificar in situ células
microbianas individuais.!"""!

Por outro lado, os materiais a base de proteinas eram amplamente usados em
obras de arte como aglutinantes de pinturas, adesivos para dourados ou incluidas em
argamassas e bases de pinturas. Identificar esses materiais bioldgicos, especialmente

a base de proteinas, é fundamental para compreender o processo de fabrico, a técnica
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utilizada e para fornecer informagdes essenciais para os procedimentos adequados de
restauro e conservaggo.!'82"!

A marcacgao fluorescente direta de proteinas, juntamente com os métodos de
imunofluorescéncia direta ou indireta, possibilita a identificagdo de proteinas em
amostras complexas e de pequenas dimensdes. Estas técnicas sao, portanto,
ferramentas indispensaveis para a analise no campo do Patriménio Cultural.??

Atualmente, os marcadores fluorescentes disponiveis no mercado apresentam
valores de aquisicdo muito elevados, valores estes que para analises de rotina se
tornam obviamente proibitivos.?*!

Neste trabalho, pretendeu-se desenvolver uma estratégia sintética simples,
eficiente e de baixo custo, para produzir novos marcadores fluorescentes de
biomoléculas, soluveis em agua e reativos ao grupo amino. A utilizagdo dos novos
marcadores sintetizados para a marcacao de biomoléculas permitira a identificacdo de
microrganismos em micro-amostras de bens do Patrimoénio Cultural através de multiplas

analises de rotina.
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.1. Patrimonio Cultural

O Patriménio Cultural é a heranga do nosso passado, que vivenciamos no
presente e que transmitimos as geragdes futuras, contribuindo para a construgao de
uma nagdo mais forte e justa, definindo a nossa prépria identidade.*?®! Segundo a
UNESCO, o Patriménio Cultural pode ser classificado em duas categorias principais:
tangivel e intangivel.?”! O Patriménio Cultural tangivel, abrange edificios, monumentos,
paisagens, livros, téxteis, pinturas ou artefactos arqueoldgicos, enquanto o Patriménio
Cultural intangivel abrange folclore, tradigbes, lingua ou artes performativas que sao
herdados do passado por grupos ou sociedades e conservados para as geragdes
futuras devido ao seu valor artistico, cultural ou histérico.[2: 28 29. 30.31-39]

Atualmente, o Patriménio Cultural representa uma das industrias globais mais
importantes, proporcionando um beneficio econémico substancial para os paises de
acolhimento, as regides e as comunidades locais. De acordo com os ultimos estudos
realizados pelo Conselho Mundial de Viagens e Turismo, em 2019, o turismo cultural
representou 40% de todo o turismo europeu, gerando 319 milhdes de empregos e
produzindo mais de 30 mil milhdes de euros em receitas todos os anos.?% %!

Em 1972, a Convengdo da UNESCO definiu o Patrimoénio Cultural e Natural
como algo a ser identificado, protegido, conservado e valorizado, com o objetivo de o
transmitir as geracdes futuras. Em 2015, o Conselho da Europa estabeleceu uma
estratégia para o Patriménio Cultural Europeu no século XXI, delineada na Declaragao
de Namur. Esta iniciativa visa delinear as politicas patrimoniais dos paises europeus e
promover a cooperacéo entre os diferentes estados.? 37 38

A Conservagéao do Patriménio tem como objetivo principal implementar medidas
para retardar os processos naturais de deterioragdo dos bens tangiveis, a fim de
assegurar a continuidade dos seus valores e mensagens culturais para as futuras
geracdes.BY A preservacédo pode manifestar-se de varias formas, incluindo o restauro,
a reabilitagdo e a reutilizagdo adaptativa, podendo envolver interagdes fisicas, como
reparos, manutengdo ou reconstrugdo, bem como medidas nao fisicas, como a

sensibilizagdo e a educag&o.?”
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1.1.1. Identificacdo de microrganismos do Patriménio Cultural

A biodeterioragao/biodegradagao do Patrimoénio Cultural € um fendmeno natural
que ocorre devido ao crescimento microbiano em superficies, causando danos estéticos
e estruturais aos objetos culturais.***? A atividade biolégica dos organismos, como
bactérias, fungos, algas e liquenes, contribui para a degradagao dos bens culturais, mas
os fatores bidticos e abidticos como variagbes de temperatura, a presenga de agua, a
poluigéo, a radiagédo da luz natural ou artificial e as caracteristicas do material, como a
porosidade, também sdo aspetos cruciais a considerar.[* 4043431

Dessa forma, os bens culturais estdo constantemente sujeitos a degradagao
quimica, fisica e bioldgica, sendo que os microrganismos desempenham um papel
significativo como os agentes biolégicos que mais contribuem para essa deterioragéao,
desde a descoloracdo e manchas até a deterioragcdo estrutural e a completa

degradagéo, levando a uma perda consideravel do seu valor historico e estético (Figura
I 1) [33, 46-48]

Figura 1.1. Exemplo de biodeterioragdo do Patrimoénio Cultural: (A) Rosto de pedra gigante
Khmer no templo Bayon de Angkor Thom; (B) Paredes exterior do Mosteiro do Batalha;

(C) Balaustrada do telhado do Mosteiro da Batalha.!® 4]

A biodeterioracdo dos objetos feitos de materiais organicos, como papel,
madeira, téxteis, couro, pergaminho e outros, é causada por microrganismos
heterotréficos. Estes microrganismos tém a capacidade de degradar enzimaticamente
as macromoléculas que compdem esses materiais, utilizando-as como fonte de carbono
e energia. No que diz respeito aos objetos de origem inorgénica, como esculturas ao ar
livre, cerdmicas, pedras, metais e vidros, a deterioragdo € causada por musgos e
microrganismos autotroficos. Esses microrganismos possuem capacidades metabdlicas

especificas para realizar certas reagdes. Em alguns casos, podem ocorrer interagdes
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entre diferentes grupos de organismos, das quais resultam processos de
biodeterioragdo mais complexos .50 5

A agao dos microrganismos nas obras de arte tem desencadeado uma série de
estudos para identificar os principais agentes de deterioragdo bioldgica.’? O estudo dos
fendmenos de biodegradagao tem ampliado o entendimento dos fatores que causam
danos aos bens do Patrimoénio Cultural, dando-se especial destaque aos agentes
biolégicos. Bactérias, leveduras, algas e fungos sdo os principais microrganismos
associados a deterioracdo das obras de arte, cujos crescimento e atividade metabdlica
estdo intimamente correlacionados com o estado de degradagéo dos seus materiais.”®*

Portanto, identificar os microrganismos responsaveis pela biodeterioragdo dos
materiais e entender as suas causas especificas desempenha um papel crucial no
desenvolvimento de novos métodos sustentaveis de conservagao e restauro, bem como
na prevencao da biodeteriorac&o.”

Neste contexto, a Hibridacao in situ Fluorescente € uma técnica que possibilita
a identificagdo, visualizacdo, enumeragdo e localizacdo simultinea de células
microbianas individuais. Além disso, facilita igualmente a detegdo de microrganismos
cultivaveis, mas também de organismos que ainda n&o foram cultivados, auxiliando
assim na compreensao de comunidades microbianas complexas. A técnica FISH utiliza
uma sonda fluorescente que se liga especificamente a sequéncias complementares de
RNA ribossomal dos microrganismos alvo, permitindo a detecdo in situ de acidos

nucleicos no interior das células.®

I.2. Moléculas pequenas fluorescentes na marcacao de biomo-

léculas

A classe de sondas fluorescentes mais utilizada baseia-se em fluoréforos
organicos de moléculas pequenas, cuja massa molar & inferior a 1000 g/mol.’>*"! Estas
sondas apresentam numerosas vantagens, tais como a interferéncia minima com as
fun¢des nativas do alvo e uma grande flexibilidade tanto na conce¢ao molecular como
na sua aplicagdo, sendo que as suas propriedades fotofisicas sdo geralmente mais
estaveis do que outro tipo de sondas. A natureza das moléculas pequenas permite a
presenca de uma maior quantidade de fluoréforos num espago mais limitado, ou seja,
uma maior densidade de fluorescéncia, o que contribui em larga escala para aumentar

a resolucao espacial. Este facto é especialmente relevante em técnicas de microscopia
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de alta resolucdo, onde a precisdo e a clareza das imagens sao extremamente
importantes.[°® %9

As moléculas pequenas orgéanicas fluorescentes apresentam uma ampla
aplicabilidade e sao indispensaveis em varias aplicagbes cientificas avancadas,
incluindo microscopia de fluorescéncia, histoquimica, rastreio celular, citometria de
fluxo, estudos de ligagéo de recetores, imunoquimica direta e indireta e Hibridagao in
situ Fluorescente (FISH).%53 Este facto torna-as particularmente apelativas para os
quimicos organicos, dadas as suas numerosas vantagens em relagao a outros sistemas
de imagiologia, tais como o seu tamanho reduzido, simplicidade na alteragéo das suas
propriedades quimicas, facilidade de utilizagdo e a sua obtengéo através de estratégias
sintéticas simples.[°® 64:57]

Os pequenos marcadores fluorescentes oferecem também vantagens praticas
significativas, permitindo a otimizagao dos sinais de fluorescéncia através da ligagao de
multiplos fluoréforos a uma Unica biomolécula.®® %8 Neste contexto, a biologia quimica
destaca-se como um campo em rapido crescimento, utilizando técnicas quimicas para
revelar e controlar processos biolégicos naturais com uma notavel precis&o.%* ¢ por
meio de colaborag¢des interdisciplinares na intersecdo entre a quimica e a biologia,
surgiram tecnologias inovadoras que possibilitam a investigacdo de sistemas biologicos
e a aplicacédo da biologia sintética em avancos de multiplas areas do conhecimento.
Estes avangos dependem frequentemente de metodologias de imagem baseadas em
fluorescéncia, que permitem identificar, observar e analisar os aspetos morfologicos e
dinamicos da biologia a nivel molecular através de abordagens multidimensionais.[’® "

Devido a sua rapida resposta e elevada sensibilidade, as sondas fluorescentes
apresentam diversas vantagens para a visualizagdo de alteragcbes espacio-temporais
em sistemas bioldgicos e, por isso, tornaram-se ferramentas indispensaveis no campo
da biologia molecular e da medicina, demonstrando utilidade diagnostica e clinica.l’>7®

Normalmente, uma estrutura elementar do tipo Doador de eletrées - ponte = -
Aceitador de eletrdes (D-n-A) € a base responsavel para conferir fluorescéncia a
moléculas pequenas organicas."®®" Os avancos das ultimas décadas demonstraram
que a disposicdo e as carateristicas dos substituintes numa estrutura do tipo D-n-A
promovem a deslocalizagdo do sistema de eletrdes © conjugados, produzindo derivados
com excelentes propriedades fotofisicas e espectroscopicas. Os efeitos eletronicos
push-pull reforgados neste tipo de moléculas, cuja excitagado envolve transferéncia de
carga intramolecular (ICT), conduzem a desvios batocromicos (zona do vermelho) nos
seus espetros de absorgédo e emissdo UV/Vis.[® 8284 Os marcadores fluorescentes

reativos ao grupo amino sdo amplamente utilizados em diversas aplica¢des biolégicas
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devido a sua afinidade com esses grupos e por isso, a sua facil incorporagédo em
biomoléculas.®> 8!

Atualmente, como ja foi referido, os marcadores fluorescentes disponiveis
apresentam um custo bastante elevado para uma utilizagdo regular em aplica¢des de
rotina, além de que a maioria destes marcadores apresentam pequenos desvios de
Stokes, inferiores a 30 nm, como séo os casos da fluoresceina, da rodamina, da oxazina
e da cianina.®¥

Existe uma vasta quantidade de fluoréforos de moléculas pequenas gerados a
partir de um conjunto de estruturas com um nucleo principal. Estes nucleos
fluorogénicos comuns, amplamente derivatizados para produzir marcadores
fluorescentes com propriedades quimicas e fotofisicas aprimoradas, e muitos deles

disponiveis comercialmente, estéo representados na Figura 1.2.1¢!
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Figura 1.2. Nucleos fluorogénicos comuns por ordem crescente de valores de absor¢do. Os

grupos R indicam os locais das funcionalizagées mais comuns.6¢!

As coumarinas sdo facilmente funcionalizaveis, o que permite a introdugéo de
grupos funcionais especificos que permitem ajustar as propriedades de absorgéo e
emissao, otimizando-as para aplicacdes especificas. Neste contexto, o trabalho incidira
principalmente na derivatizagdo da 7-dietilamino-4-metilcoumarina, uma vez que esta
coumarina tem um reduzido custo e apresenta propriedades uUnicas e muito

interessantes do ponto de vista da sintese organica.
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1.2.1. Coumarinas

As coumarinas pertencem a uma extensa classe de substancias fendlicas
biossintetizadas pelas plantas, que tem sido objeto de estudo ha mais de 200 anos, e
podem ser encontradas em varias familias de plantas, nomeadamente, Rutaceae,
Umbelliferae, Asteraceae, Fabaceae, Rosaceae, Solanaceae e Moraceae, em 6leos
essenciais e em microrganismos como bactérias e fungos.’” %! Estes metabolitos
secundarios assumem fungdes proeminentes na fisiologia das plantas, na defesa
quimica e nas interagdes entre plantas e o seu ambiente.® ° Em 1820, Vogel, isolou a
primeira coumarina a partir do feijao de tonka. O seu nome teve origem na palavra
francesa Coumarouna odorata ou Dipteryx odorata, nome vernacular do feijao de tonka.

As coumarinas apresentam um anel benzénico ligado a uma a-pirona, ou seja,
séo benzo-a-pironas (Figura 1.3) e podem ser encontrados na natureza na sua forma

livre ou combinados com agucares, na forma de glicosidos.!®'8

Figura 1.3. Nucleo base da coumarina.

As coumarinas naturais podem ser divididas em seis grupos basicos: coumarinas
simples, furanocoumarinas, piranocoumarinas (tipo linear e tipo angular), di-hidrofurano-
coumarinas, fenilcoumarinas e bicoumarinas.®®®

Além das inumeras coumarinas isoladas de origem natural, os seus derivados
sintéticos tém aumentado exponencialmente o numero de coumarinas atualmente
conhecidas.!®®

Em 1868, foi descrita a primeira sintese quimica da coumarina por Willian Henry
Perkins, o que levou que a mesma passasse a ser utilizada na industria de perfumes a
partir de 1882. Paul Parquet desenvolveu uma fragrancia a base de 6leo de bergamota
e de coumarinas sintéticas, que foi muito utilizada na producdo de perfumes e sabo-
netes. Esta formulagéo foi considerada um éxito histérico na industria da perfumaria,

pois até essa data nunca tinham sido utilizados aromatizantes sintéticos.®
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Entretanto, apenas no século XX comecaram a ser publicados estudos sobre o
potencial terapéutico dos compostos coumarinicos. Von Werder, foi um desses
cientistas que mencionou pela primeira vez o seu potencial terapéutico em 1936.[°

As coumarinas presentes em varias espécies de plantas e frequentemente
classificadas como corantes fluorescentes classicos, sao facilmente derivatizadas para
obter marcadores fluorescentes sintéticos com propriedades &ticas facilmente
ajustaveis, devido as suas excelentes propriedades fotofisicas, elevada permeabilidade
a membrana celular, auséncia de toxicidade e principalmente pela excelente relagao de
custo-beneficio.®? "' As coumarinas apresentam ainda outras caracteristicas muito
atrativas do ponto de vista sintético, como as suas estrutura simples, de baixo peso
molecular, e a elevada solubilidade na generalidade dos solventes organicos. Estas
caracteristicas, combinadas com as suas diversas atividades biologicas, garantem um
papel proeminente e de lideranga na pesquisa e desenvolvimento de medicamentos.”®®

Tanto as coumarinas naturais como as sintéticas tém despertado o interesse da
comunidade cientifica ao longo do tempo, levando ao desenvolvimento de diversos

estudos sobre as suas propriedades e potenciais aplicacdes.!'%?

1.2.2. Atividade biolégica e aplicagées industriais

As coumarinas desde sempre atrairam o interesse da comunidade cientifica
devido a sua ampla gama de atividades farmacologicas e terapéuticas, além das suas
aplicagdes nos setores industrial e agroalimentar.['®® Estes compostos apresentam uma
versatilidade excecional e desempenham um papel fundamental em diversas
aplicacdes.l®6 104

As coumarinas, e seus derivados, apresentam diversas atividades biolégicas
consoante o seu padrao de substituicdo, que tem um impacto nas suas propriedades
fisico-quimicas e na sua aplicagdo farmacolégica.®? Nos ultimos anos, houve um
crescimento exponencial na investigagao de propriedades farmacoldgicas de derivados
de coumarinas, nomeadamente na atividade anti-HIV, antimicrobiana, antitumoral,
antioxidante, anti-Alzheimer, anti-inflamatéria, antiasmatica, anti-hipertensiva,
antidiabética, anticoagulante, antiviral, antituberculose, anticonvulsiva e antiproliferativa,

com resultados muito promissores. % 105 106]

10
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Na Tabela 1.1 estdo representados alguns exemplos de coumarinas usadas com

fins farmacoldégicos.

Tabela 1.1. Exemplos de coumarinas utilizadas para atividades farmacolégicas.®

Coumarina

Atividade farmacologica

e}
(o]
(]

G

9-((3-metillbut-2-en-1-il)oxi)-7 H-furo-
[3,2-g]cromen-7-one
(Imperatonina)

7-hidroxi-6-metoxicoumarina
(Escopoletina)
/ X

0 o o)
7H-furo[3,2-g]cromen-7-one

(Psoraleno)

(10R,11S,12(S e R))-12-hidroxi-6,6,10,11-

-tetrametil-4-fenil-7,8,11,12-tetra-hidro-
2H,6H,10H-dipirano[2,3-f.2',3'-h]Jcromen-2-ona

(Incfilos B e P)

anti-inflamataéria

anti-hipertensiva

antifingica

antiviral

11
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Tabela 1.1 (cont.). Exemplos de coumarinas utilizadas para atividades farmacoldgicas.®

Coumarina Atividade farmacoloégica
X
HO 0 o
OH anti-Alzheimer

7,8-di-hidroxicoumarina

(Dafnetina)
A N
\O O O . . . 7 .
OH anti-hiperglicémica

8-hidroxi-6,7-dimetoxicoumarina

(Fraxidina)

As coumarinas também apresentam uma ampla gama de aplicagdes na
industria, incluindo o uso de aditivos para melhorar e estabilizar fragancias de
cosméticos e produtos de limpezas, para estabilizar o odor e o sabor do tabaco, para
melhorar a qualidade de 6leos naturais como a lavanda, para camuflar odores em tintas
e borrachas, e também como aditivo alimentar. O seu odor doce e aromatico,
semelhante ao da baunilha despertou interesse na industria alimentar que passou a
utilizar como aromatizantes em diversos tipos de produtos alimentares e bebidas
alcodlicas.®* %" As coumarinas sdo uma classe de compostos que apresentam uma
ampla gama de atividades biolégicas com excelentes propriedades quelantes, tornando-
-as candidatas ideais para a sintese de novos complexos com potencial utilidade

terapéutica.'?”!

1.2.3. Propriedades fotofisicas das coumarinas

As coumarinas sao bastante utilizadas como sondas fluorescentes, devido as
suas excelentes propriedades fotofisicas.['%! Fazem parte da maior classe de corantes
fluorescentes, e sdo amplamente usados como diodos emissores de luz organica
(OLED), células solares sensibilizadas com corantes (DSSC), branqueadores
fluorescentes, branqueadores o6ticos, cromdéforos 6ticos nao-lineares, assim como
marcadores e sondas fluorescentes usadas em anadlises nas areas do ambiente,

medicina, ciéncias farmacéuticas e biologia celular."'%%-"2

12
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Os avancgos dos ultimos anos demonstraram que a natureza dos substituintes e
0 seu padrdo de substituicdo nos anéis coumarinicos afetam pronunciadamente a

deslocalizagdo do sistema de eletrdes n conjugado.B’ 3

Do ponto de vista da
engenharia molecular, a estrutura da coumarina € um sistema constituido por dois anéis,
um grupo fenil fundido com um anel de a-pirona, com seis hidrogénios periféricos, um
grupo carbonilo e um grupo vinilo rigido. A ligagdo dupla apresenta isomeria Z, evitando
a isomerizagéo E/Z, que ocorre frequentemente nas ligagdes duplas de compostos
vinilicos, contribuindo assim para a excelente emissdo de fluorescéncia e elevada
fotoestabilidade das coumarinas.

E interessante referir que quase todas as coumarinas naturais apresentam um
substituinte oxigenado na posigdo 7, enquanto as coumarinas sintéticas fluorescentes
mais relevantes apresentam um substituinte amino ou hidroxilo na mesma posicdo.®*

No sistema dos anéis coumarinicos, a subunidade benzénica apresenta menos
reatividade quando comparada com um derivado comum do benzeno, enquanto a
ligagdo dupla, entre C-3 e C-4, é muito reativa.l®¥

Embora todas as posicdes dos anéis ser funcionalizadas, as posigdes 6 ou 7 do
anel benzénico e as posi¢des 3 ou 4 do grupo vinilo sdo as mais acessiveis e atraentes
do ponto de vista da sintese quimica, nomeadamente: grupos doadores de eletrbes na
posicdo 6 e grupos aceitadores de eletrées na posi¢ao 3, influenciam a emissédo do
fluorodforo; grupos doadores de eletrdes na posigéo 7 e grupos aceitadores de eletrbes
na posigao 2 influenciam a intensidade de fluorescéncia; substituintes aceitadores de
eletrdes na posicdo 4 causam deslocamentos batocrémicos.['%® 114 1131 De referir que as
suas propriedades fotofisicas também podem ser facilmente modificadas pela
introducdo de outros sistemas aromaticos, dando origem a coumarinas com o sistema
n expandido.!""®

Coumarinas substituidas por grupos doadores de eletrdes na posigéo 7 e por
grupos aceitadores de eletrdes na posicdo 3 sdo conhecidas por apresentarem
propriedades fluorescentes unicas.'®® Este tipo de coumarinas geralmente apresenta
desvios de Stokes e rendimentos quanticos de fluorescéncia elevados, com minima
degradagao qualitativa do fluoréforo, resultando numa ampla utilizagdo como sondas e
marcadores fluorescentes.!'" 7]

Estudos recentes demonstraram que a introdugdo especifica do grupo dietil-
amino na posicao 7 da coumarina como doador de eletrbes, promove um superior desvio
batocromico no espetro de absor¢do, quando comparado com 0s congéneres grupos
alcoxi. Esta substituicio melhora substancialmente as propriedades fotofisicas dos
respetivos derivados fluorescentes das coumarinas no que concerne ao brilho,

fotoestabilidade e rendimento quantico.['"®
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Em 1985, Jones e os seus colaboradores investigaram as propriedades
fotofisicas de derivados de coumarinas com diferentes grupos doadores e aceitadores
de eletrbes. No entanto, a modificagdo do doador e do aceitador por si s6 ndo é
suficiente para fazer com que a coumarina consiga emitir a um comprimento de onda
superior a 600 nm. Portanto, para desenvolver novas coumarinas fluorescentes sao
essenciais estruturas moleculares do tipo D-n-A, para permitir que ocorra um processo
mais eficiente de transferéncia de carga intramolecular. Este processo promove
propriedades fotofisicas excecionais nos derivados de coumarinas, com bandas de
absorgao e emissao a comprimentos de onda mais elevados, nomeadamente emissdes
na regiao do vermelho (600-700 nm) e do infravermelho préximo (700-1700 nm) com

maior intensidade, ou seja, com um comportamento fluorescente mais promissor (Figura
I 4) [83, 119, 120]

N N

)
PN N

Figura 1.4. Estrutura coumarinica com um sistema do tipo D-r-A.

Doador Aceitador

Neste contexto a 7-dietilamino-4-metilcoumarina € uma coumarina de facil

sintese, de baixo custo e que permite diversas modificagbes estruturais para a inclusao

de uma ponte =.1""?!

Os derivados das coumarinas encontram-se atualmente entre os marcadores
fluorescentes comerciais mais usados, além das rodaminas e das cianinas. Na Figura

I.5 podem observar-se as bandas da emissao de fluorescéncia de alguns marcadores

comerciais. ['?"]

1. Alexa Fluor 405
12 3456789 101112131415 1617 18 19 2. Alexa Fluor 350 —
" IAWA'A 3. Alexa Fluor 500
[ \/ \ 4. Alexa Fluor 488

5. Alexa Fluor 430

6. Alexa Fluor 514 —

7. Alexa Fluor 532

8. Alexa Fluor 555

9. Alexa Fluor 546
10. Alexa Fluor 568 —
11. Alexa Fluor 584 —
12. Alexa Fluor 610
13. Alexa Fluor 633 —
14, Alexa Fluor 635 —
15. Alexa Fluor 647 —
16. Alexa Fluor 660 —
17. Alexa Fluor 680
18. Alexa Fluor 700
19. Alexa Fluor 750

Emisséo de fluorescéncia

Coumarinas Rodaminas Cianinas

Figura L.5. Marcadores fluorescentes comerciais.
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1.2.4. Coumarinas usadas na marcac¢ao de biomoléculas

As coumarinas destacam-se como uma das classes mais relevantes de
fluoréforos orgéanicos. O desenvolvimento continuo de novos derivados fluorescentes a
base de coumarinas tem impulsionado a sua aplicagdo como marcadores fluorescentes
de diversas biomoléculas, incluindo, proteinas, peptideos, oligonucledtidos, hidratos de
carbono e &cidos nucleicos.[?? Estes marcadores fluorescentes s&o utilizados em
técnicas analiticas muito sensiveis para detetar e rastrear biomoléculas em areas muito
importantes, nomeadamente nas areas do ambiente, medicina, ciéncias farmacéuticas
e biologia celular.l'?- 124

Na Tabela 1.2 estdo representados alguns exemplos de coumarinas usadas na
marcagao de biomoléculas sob a forma de ésteres succinimidilicos (os mais utilizados
para marcagdo de biomoléculas), ésteres 4-sulfotetrafluorofenilicos, cloretos de
sulfonilo, maleimidas, isotiocianatos e grupos carboxilicos. S&o igualmente
apresentados os valores dos comprimentos de onda de excitagdo/emissdo, assim como

as suas caracteristicas fisico-quimicas e respetivas aplicagdes bioldgicas.!'4 117. 122, 123]

Tabela 1.2. Exemplos de coumarinas usadas na marcacéo de biomoléculas.[''4 117,122, 125]

Caracteristicas fisico-quimicas

Coumarina Ex/Em (nm) SHbe o
e aplicagoes biolégicas
0]
o
. W Bioconjugados muito fluorescen-
o~ o tes, mesmo a valores de pH
HO v 410/455 neutro. Adequado para excitacdo
F laser de diodo violeta a 405 nm no
2,5-dioxopirrolidin-1-il 6,8-difluoro- citometro Applied Biosystems®.

7-hidroxicoumarin-3-carboxilato
(Pacific BlueTM SE)

Bioconjugados fluorescentes de

A o) 432/472 cor azul forte. Corante fluores-
P N0 cente hidrofébico, usando para
) marcar células in vivo.

2,5-dioxopirrolidin-1-ilo 7-dietil-
aminocoumarin-3-3-carboxilato
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Tabela 1.2 (cont.). Exemplos de coumarinas usadas na marcagéo de biomoléculas.!!'4 117. 122,

125

Caracteristicas fisico-quimicas

Coumarina Ex/Em (nm) SHbe Lo
e aplicagoes biolégicas
HOS; Corante fluorescente azul,
insensivel ao pH e soluvel em
346/442 agua, utilizado para geragcéo de

aC|do 7-amino- 3 (2 ((2,5- dIOXO-
pirrolidin-1-il)-oxi)-2-oxoetil)-
4-metilcoumarin-6-sulfénico
(Alexa FluorTM 350 SE)

(E)-4-((4-(2-(6,7-dimetoxicoumarin-3-
-il)vinil)benzoil)-oxi)-2,3,5,6-tetra-
fluorobenzenossulfonato de sédio

360/460

cloreto de coumarina-6-sulfonilo

405/435

cloreto de 10-(benzo[d]tiazol-2-il)-
-3-0x0-3H-benzol[flcromeno-9-sulfonilo

sinas estaveis de imagiologia e
citometria de fluxo.

Corante fluorescente azul,
insensivel ao pH e soluvel em
agua, com excelente fotoestabi-
lidade. Utilizado para marcar
proteinas e nucleotideos com
fluorescéncia de cor azul forte.

Usado para a marcagido de
aminoacidos, aminas e fendis. A
fluorescéncia ocorre em solugao
alcalina ou na presenca de B-ciclo-
dextrinas.

Biossensor sensivel a alteragdes
de polaridade em ambientes
biolégicos.
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Tabela 1.2 (cont.). Exemplos de coumarinas usadas na marcagéo de biomoléculas.!!'4 117. 122,

125

Coumarina

Ex/Em (nm)

Caracteristicas fisico-quimicas e
aplicacoes bioldgicas

3-(benzo[d]tiazol-2-il)-7-isotio-
cianatocoumarina

AN )

J

7-dietilamino-N-(2-(2,5-dioxo-2,5-di-
hidro-1H-pirrol-1-il)etil)coumarin-
3-carboxamida

1-(4-(7-(dietilamino)-4-metilcoumarin-
-3-il)-fenil)-1H-pirrol-2,5-diona

485/535

419/467

391/472

Bioconjugado utilizado na deter-
minacdo seletiva do antigénio da

gripe.

Utilizado como dispositivo de
detecdo biolégica fluorescente e
para medicoes de libertagdo de
fosfatos inorganicos em reagbes
enzimaticas, em tempo real.
Também é usado para experiéncias
de transferéncia de energia de fluo-
rescéncia intramolecular (FRET).

Utilizado para a marcagao do grupos
tiol em proteinas de tecidos. Sonda
fluorescente para a marcagao celu-
lar da glutationa.
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Tabela 1.2 (cont.). Exemplos de coumarinas usadas na marcagao de biomoléculas.[''4 117. 122,
125]

Coumarina Ex/Em (nm) Caracter!stlcgs fls!co’-q_ulmlcas e
aplicagoes biolégicas

Y (o] o] 450/468 Marcagao de proteinas e lipidios
) carbonilados.

7-dietilamino-coumarin-
-3-carbohidrazida

Marcadores para laser e usados
443/461 como sensibilizadores organicos em

acido 11-oxo-2,3,6,7-tetra-hidro- células solares (DSSC's).

1H,5H,11H-pirano[2,3-f]pirido-[3,2,1-
iflquinolina-10-carboxilico
(Coumarina 343)
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.3. Fendmeno da fluorescéncia

1.3.1. Breve historia da fluorescéncia

O fenédmeno da fluorescéncia foi descrito pela primeira vez em 1565, pelo médico
e botanico espanhol Nicolas Monardes ao observar uma cor azul incomum na infusao
da madeira de Pterocarpus indicus. Esta madeira foi muito usada na Europa nos séculos
XVl e XVII, devido as suas propriedades medicinais no tratamento de doencas hepaticas
e renais.l'*®! Os extratos desta madeira foram posteriormente investigados por Newton
e Boyle, entre outros, contudo o fenémeno fisico no foi compreendido na altura.!'?"

O composto quimico responsavel pela intensa fluorescéncia azul foi igualmente

detetado numa infusdo de Lignum nephriticum (Eysenhardtia polystachya) (Figura
|_6)_[127, 128]

Figura 1.6. (A) Lignum nephriticum; (B) Absorgéo e cores fluorescentes da infusdo do Lignum
nephriticum & luz do dia; (C) Solugdo aquosa ligeiramente alcalina a qual foram adicionados

pedacos de Lignum nephriticum.['?"]
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O composto que causa a referida fluorescéncia foi identificado como matlalina
(Figura 1.7), nome que deriva de Matlali, uma palavra asteca que significa azul. Este
composto ndo esta presente na planta, mas resulta de uma oxidacao espontinea de um

dos flavonoides extraidos.!'?® 130

HO

Figura 1.7. Estrutura quimica da matlalina.

Em 1819, Edward D. Clarke, professor de Mineralogia da Universidade de
Cambridge, observou uma propriedade peculiar de alguns cristais de fluorite de
Weardale, Durham, Inglaterra. Estes cristais finos e perfeitamente transparentes, tinham
uma natureza dicroica, ou seja, a luz refletida era azul-safira, enquanto a luz transmitida
era de um verde intenso. Naquele momento, Edward Clarke ndo ofereceu qualquer
explicagdo para as observagdes que apresentou.!'?®! O mineralogista francés René-Just
Haly, em 1822, mencionou o dicroismo de alguns cristais de fluorite. Enquanto a cor
observada na luz transmitida permanecia verde, a cor da luz refletida era violeta (Figura
[.8). Haly, associou o fendbmeno a opalescéncia, embora esta avaliagdo estivesse
incorreta. No entanto, as visbes de Clarke e Haly, que combinam fluorite e
opalescéncia, tiveram um papel relevante na compreensao e denominacao do efeito de

fluorescéncia.l'?”: 1281

Figura 1.8. (A) Cristal de fluorite verde iluminado com luz solar; (B) Cristal de fluorite iluminado
com luz UV.['?8
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Em 1845, Sir John Herschel, apés minuciosos estudos, testemunhou o
fendmeno da fluorescéncia ao expor uma solugao de quinino (sulfato de quinina) a luz
solar. Ao observar uma solugao transparente e incolor de quinino, Herschel verificou que
esta adquiria uma tonalidade azul vivida quando exposta sob a luz solar.'?” 3% Sjr
George Gabriel Stokes, em 1852, aprofundou o estudo sobre as solugdes de quinino,
utilizando um vidro azul de uma janela de uma igreja, como filtro de excitagao ultravioleta
(<400 nm), e um copo de vinho amarelo, como filtro de emisséo (> 400 nm), o que lhe
permitiu observar a luz emitida a 450 nm. O termo fluorescéncia foi entdo introduzido
por Sir George Gabriel Stokes para explicar o fendmeno observado. [ 131 132]

E interessante destacar que o quinino, como o primeiro fluoréforo conhecido,
desempenhou um papel fundamental no estimulo ao desenvolvimento dos primeiros
espetrofluorometros que surgiram na década de 1950. Muitos outros fluoréforos fazem
parte do nosso quotidiano, como por exemplo o brilho verde ou rosa do anticongelante,

que se deve a quantidades vestigiais de fluoresceina ou rodamina, respetivamente.

A diferenga estrutural da rodamina e da fluoresceina baseia-se na substituicao

dos atomos de oxigénios por atomos de nitrogénio no sistema xanteno (Figura 1.9).1
131]

Figura 1.9. Estruturas da fluoresceina e rodamina, respetivamente.

A fluoresceina foi o primeiro fluoréforo com aplicagdo industrial, e foi sintetizado
pela primeira vez em 1871 por Adolf Von Baeyer. Este composto foi produzido através
de uma acilagao de Friedel-Crafts a partir do anidrido ftalico e do resorcinol, na presenga

de cloreto de zinco (Esquema 1.1).1'3%]

0
HO OH
S 2\©/ ZnCl,
o}

Esquema l.1. Esquema reacional da sintese da fluoresceina.
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Afluoresceina apresenta valores de absortividade molar relativamente elevados,
excelentes rendimentos quéanticos de fluorescéncia e relativa solubilidade em agua, com
absor¢ao maxima na faixa de 480-600 nm e com emissao entre 510-610 nm, o que torna
um fluoréforo importante para diferentes aplicagdes, como a microscopia confocal de
varrimento a laser e citometria de fluxo. No entanto, a fluoresceina e os seus derivados
apresentam algumas desvantagens como a elevada fotodegradagéo, a fluorescéncia
sensivel ao pH e um espetro de emissdo de fluorescéncia relativamente amplo,
limitando a sua eficiéncia em aplicacdes multicoloridas.!'® 134 13

A fotodegradagéo e a sensibilidade da fluoresceina ao pH dificultam a analise
quantitativa com este fluoréforo. Especificamente, a fotodegradagéo Ilimita a
sensibilidade, o que é desfavoravel em aplicagdes que requerem uma detecdo
ultrassensivel, como a sequenciacdo de ADN e a Hibridagéo in situ Fluorescente.!"”
Estas limitagdes incentivaram o desenvolvimento de derivados da fluoresceina com
propriedades de estabilidade aprimoradas.

De referir que fluoresceina foi utilizada como marcador maritimo para a
recuperacao de capsulas espaciais pela NASA, durante as suas missdes Apollo. Apds
a amaragem do moédulo espacial Gemini IV, foi possivel observar a utilidade da
fluoresceina para a localizagdo da referida capsula em todo o processo de resgate
(Figura 1.10). A fluoresceina também foi o primeiro marcador de anticorpos usado na

microscopia de imunofluorescéncia.’®

Figura 1.10. Médulo espacial Gemini IV apds a amaragem (1965).

A fluoresceina apresenta duas estruturas caracteristicas Unicas: uma forma de
lactona espirociclica (sistema xanteno) e uma forma de acido carboxilico. O sistema
xanteno promove uma maior deslocalizagdo dos eletrdes =, responsavel pela fluores-
céncia. A molécula de fluoresceina apresenta diversos potenciais zonas reativas
disponiveis para modificagdes na sua estrutura, por meio de reagdes simples de sintese

organica.l'*¥
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1.3.2. Principios basicos da fluorescéncia

A fotoluminescéncia, a emissdo de luz decorrente de estados eletrénicos
excitados apdés a absorgdo de luz, é importante em muitas areas cientificas e
tecnolégicas, como a biologia, a quimica, a medicina, a fisica, a nanotecnologia e as
ciéncias de materiais. Ao longo do tempo, foram desenvolvidas inumeras aplicagdes
importantes baseadas na fotoluminescéncia, incluindo a microscopia de fluorescéncia,
dispositivos como tubos e lampadas fluorescentes, iluminadores 6ticos, telas de plasma,
tintas fluorescentes e fosforescentes, marcadores fosforescentes, sinais de seguranga
e detecao de falsificagdes (notas bancarias, documentos de seguranga, obras de arte,
etc.).'””! A fotoluminescéncia compreende duas formas principais: a fluorescéncia e a
fosforescéncia. Ambos os processos envolvem a absorgcido de fotdes, resultando na
excitagao de eletrdées do estado fundamental para o estado excitado.

Em 1933, Jablonski propde um diagrama de niveis energéticos conhecido até
hoje como diagramas de Jablonski (Figura 1.11). Esse tipo de diagrama é utilizado como
modelo para explicar os processos fisicos que ocorrem no fendmeno de

fotoluminescéncia.®®

Estados Excitados Singuleto
5 e

. 2_—;— Estados Vibracionais de
Excitacao 24 v— Energia

(Absorgao) | —— ——

-15 =
1075s Conversao Interna

5= — P
Conversio Interna e 3 — %—_— Fluorescéncia
Relaxamento Vibracional S, 2] e Retardada

(104-101) s

0 -

3 Estado
2 Excitado
Tripleto (T,)

Fluorescéncia
(10°0-107s)

Cruzamento
Intersistema

Cruzamento
Intersistema

NN

Relaxamento
N&o-Radioativo

Quenching (Tripleto)

NN

Fosforescéncia
(103-102s)

Relaxamento 4 ;

Nao-Radioativo S, ?
A o S c—

Estado Fundamental

Figura 1.11. Diagrama de Jablonski.

Ap0s a absorgao de luz no seu comprimento de onda maximo de absorgao (Laps),
a molécula atinge inicialmente um estado excitado de singuleto (Si, Sz, etc.).
Normalmente, uma molécula excitada perde energia rapidamente devido a
reorganizacao do solvente em torno do dipolo distorcido do estado excitado e ira relaxar

para o primeiro estado excitado singuleto (S;).1¢ 1271
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Do estado S1, uma molécula relaxa e volta ao estado fundamental (So) e emite
um fotdo de comprimento de onda Aem NUM processo conhecido como emissao de
fluorescéncia, sendo que esta diferenga entre Aass ¢ Aem denominada como desvio de
Stokes, em sua honra. (Figura 1.12).

Desvio de Stokes
+—>

Emissao
(Fluorescéncia)

Absorcao

Comprimento de onda (nm)

Figura 1.12. Desvio de Stokes.

Devido a perda de energia resultante da relaxagdo para S1 e da reorganizagéao
do solvente, 0 Aem € geralmente maior que Aans. NO entanto, pode ocorrer Aabs > Aem
durante a excitagdo multifotdnica, em que dois ou mais fotdes sao absorvidos
simultaneamente para obter o estado excitado singuleto. Em alternativa, o cruzamento
intersistemas (ISC) ocorre do estado S1 para o estado T, demonstrada pelas setas de
cor azul-escuro na Figura 1.11, sendo uma transigcdo n&o-radiativa entre dois niveis
vibracionais com a mesma energia pertencentes a estados eletronicos de multiplicidade
de spin diferentes. Apds a travessia do intersistema, a molécula sofre imediatamente
uma relaxagao vibracional até ao nivel vibracional fundamental de T4. A emissao de
fotbes da transicao T4 para o estado Sy é conhecida como fosforescéncia. Os processos
fosforescentes geralmente tém vidas significativamente mais longas e comprimentos de
onda de emissdao mais longos do que os fluorescentes. O cruzamento intersistemas
pode ser encontrado em fluoréforos que contém iodo ou bromo, e até mesmo em
fluoréforos na presenga de espécies paramagnéticas em soluggo.[®6 68 127]

De uma forma simplista a fluorescéncia, € entdo um fendmeno fotofisico
originado pela rapida libertagdo da energia fotonica de eletrbes excitados através da luz,
a medida que estes relaxam do estado excitado para o estado fundamental, e é
tipicamente observado em compostos organicos com grandes estruturas

conjugadas.[*®
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A espetrofluorometria € uma técnica espetroscopica amplamente utilizada em
diversas areas devido a sua elevada sensibilidade e seletividade, resposta rapida e de
resultados faceis de analisar. A sua natureza multiparamétrica, resolugao espacial e
temporal, capacidade de sensoriamento remoto por fibra ética, permite detetar varios
sinais simultaneamente, rastrear moléculas individuais in vivo, entre outros. Devido a
sua elevada sensibilidade, a fluorescéncia pode detetar até uma uUnica molécula
fluorescente. Sendo uma técnica nao-invasiva, a fluorescéncia pode ser utilizada com
seguranga em células vivas, em comparacdo com as técnicas baseadas na

radioatividade.®® 137- 138

1.3.3. Caracteristicas dos fluoroforos

Os fluoréforos sdo moléculas organicas que absorvem luz a um determinado
comprimento de onda e que em seguida o emitem num comprimento de onda mais
longo. A absorgéo da energia a determinados comprimentos de onda, a eficiéncia da
transferéncia de energia e o intervalo de tempo antes da emissdo dependem tanto da
estrutura intrinseca do fluoréforo, como das caracteristicas do seu ambiente quimico,
uma vez que a molécula quando estd no seu estado excitado, interage com as
moléculas envolventes.!"]

Os fluoroforos podem ser classificados em duas categorias principais:
intrinsecos e extrinsecos. Os fluoréforos intrinsecos sdo aqueles que ocorrem
naturalmente e incluem NADH, flavinas, aminoacidos aromaticos e a clorofila. Por outro
lado, os fluordforos extrinsecos sao adicionados a amostra para proporcionar
fluorescéncia ou modificar as suas propriedades espetrais (exemplo: fluoresceina,

rodamina, entre outros).!"*"!
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Em geral, e como ja foi referido, as moléculas com um sistema eletrénico do tipo

D-r-A (Figura 1.13) apresentam fluorescéncia, mas esta ndo € uma condi¢c&o universal

para que tal acontega.[®® "]

Excitacéo
D A -
Desexcitagdo

Excitagdo

o®
>0

>0

Desexcitagéo ®

Excitacéo

Desexcitagdo

Figura 1.13. Modelos moleculares de trés sistemas eletronicos do tipo D-r-A.168]

Existem propriedades fotofisicas, quimicas e fisicas importantes (Figura 1.14),
que devem ser avaliadas durante o planeamento e a sintese de um marcador

fluorescente considerado ideal para uma determinada aplicagao.

Longa duragéo da fluorescéncia

Quimicas

Elevada solubilidade em agua

Fisicas

o Tamanho pequeno

o Toxicidade minima

Elevados desvios de Stokes o Nao propenso a auto-associagdo

Elevado brilho

o Facilmente sintetizado

o Existéncia de cargas formais

o Bioconjugacao simples

Elevado fotoestabilidade
Elevada pureza

Figura 1.14. Propriedades fotofisicas, quimicas e fisicas dos fluoréforos.

Os marcadores fluorescentes devem ter um tempo de vida de fluorescéncia no
estado excitado tao longo quanto possivel (ts de varias centenas de ns a alguns us)
para experiéncias resolvidas no tempo, embora tempos de vida mais curtos sejam uteis
gragas aos avangos da instrumentacao otica. Devem igualmente apresentar desvios de
Stokes suficientemente elevados (> 80 nm) para evitar a indesejavel sobreposi¢gao dos

espetros de absorgéo e de emiss&o.!"*" A referida sobreposicdo promove o processo de
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extingdo de fluorescéncia e diminui a relagéo sinal-ruido da imagem o que limita a
aplicagao desses fluoroforos em técnicas de bioimagem complexa, nomeadamente em
imagens multicoloridas de excitagéo unica.!'*

Para além disso, devem ter um brilho elevado (produto do coeficiente de extingéo
molar pelo rendimento quantico) para maximizar a relagéo sinal-ruido,"'*? e devem ter
uma elevada fotoestabilidade, ou seja, nao deve ocorrer degradagao na presenga de
luz.""* Os fluoréforos devem ser relativamente simples de sintetizar, reativos aos grupos
presentes nas biomoléculas para os quais foram idealizados, e das menores dimensodes
possiveis de modo a minimizar os obstaculos estereoquimicos e evitar interferéncias
com a fungdo bioldgica da biomolécula alvo.!*"! Outro fator a considerar é a carga dos
fluoréforos, que juntamente com a estrutura e a hidrofilicidade do marcador, pode
influenciar as interagdes marcador-marcador e marcador-biomolécula. Por ultimo, os
fluoréforos devem de ter uma baixa tendéncia para a auto-associagdo, ou seja, 0
fendmeno no qual as moléculas do fluoréforo interagem entre si para formar agregados
ou complexos. Esta interagdo pode ocorrer devido a forgas como ligagdes hidrofébicas,
ligagbes de hidrogénio ou interagdes electroestaticas. A auto-associagao pode afetar as
propriedades oticas do fluoréforo, incluindo a sua fluorescéncia. Por exemplo, a
formagao de agregados pode levar a mudangas na emisséo de luz, na eficiéncia de
transferéncia de energia ou na extensao da fluorescéncia.l'"

Atualmente, tem-se verificado um elevado interesse no desenvolvimento da
proxima geragao de sondas fluorescentes com tempos de vida de fluorescéncia mais
longos, superiores desvios de Stokes, maior brilho e elevada fotoestabilidade. Os
fluoréforos podem ser modificados quimicamente por meio de métodos padrdo de
sintese organica, o que permite o desenvolvimento de sondas com uma ampla gama de

propriedades ! 119 141]

Estes desempenham um papel fundamental em diversas
aplicagdes biolégicas, ou seja, sdo utilizados como indicadores para quantificar
concentragdes moleculares, como sondas para avaliar parametros fisicos e estruturais
e como marcadores para visualizar e localizar biomoléculas em varios bioensaios.!'*!
Os derivados das coumarinas, rodaminas e cianinas fazem parte dos fluoréforos
mais utilizados para a marcagao de biomoléculas como acidos nucleicos, peptideos

anticorpos e outras proteinas.!'??
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1.3.4. Fatores que influenciam a fluorescéncia

As propriedades espectrais de absorcao e fluorescéncia de uma molécula,
incluindo comprimentos de onda, intensidades e larguras de banda, sdo muito
dependentes da sua conformagdo molecular em solugdo. A forma molecular é
influenciada ndo apenas pela natureza intrinseca da molécula, mas também pelo
solvente e pelo pH da solugdo. O ambiente quimico em redor da molécula pode
modificar a sua estrutura e gerar interagdes intermoleculares, afetando assim as suas
propriedades espectrais, ou seja, mudangas no pH podem alterar a ionizag&o de grupos
funcionais da molécula, afetando a sua estrutura tridimensional e, por conseguinte, as
suas caracteristicas espectrais. Da mesma forma, diferentes solventes podem interagir
de uma unica forma com a molécula, alterando as bandas de absorgao e emissdo. Essa
dependéncia da forma molecular em relacdo ao ambiente envolvente é fundamental
para compreender e controlar as propriedades Oticas de fluoroforos para as suas
diversas aplicagoes.[! 144

A fluoresceina, por exemplo, € um fluoréforo muito utilizado como sonda
biolégica devido a sua capacidade de fluorescéncia e a sua sensibilidade ao pH (Figura
1.15).
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Figura 1.15. Espetros de absorgéo e de emiss&o da fluoresceina em fungéo do pH.6"
Em solugédo aquosa, a fluoresceina pode existir em varias formas idnicas, ou

seja, como catido, monoanido, dianido e forma neutra, dependendo do pH do meio
(Figura 1.16).
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Essas diferentes formas idnicas tém diferentes espectros de absorcdo e
emissdo, o que permite a sua aplicagdo numa variedade de estudos biolégicos e
bioquimicos, incluindo marcagao de células, rastreamento de proteinas e determinagao

de valores de pH intracelular.l'®> 44
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Figura 1.16. Formas ionicas da fluoresceina de acordo com o pH e as suas intensidades de

fluorescéncia relativas.['3%!

A estrutura dos fluoréforos também influencia a sua fluorescéncia, no caso da
fluoresceina, esta apresenta um sistema de ligagdes conjugadas conhecido como
sistema xanteno, do qual resulta uma redugdo de energia entre as orbitais HOMO e
LUMO, responsavel pelo fendmeno da fluorescéncia.l'!

Ao desenvolver novos fluoréforos, é fundamental realizar uma selecéo racional
dos substituintes e das suas posicdes de derivatizagdo para proporcionar uma
diminuicao adicional de energia entre as orbitais HOMO e as LUMO, permitindo bandas
de absorcéo a maiores comprimentos de onda e com maior intensidade.

A presenca de heteroatomos nos sistemas conjugados e a aumento desses
sistemas provocam alteragbes evidentes nas propriedades fotofisicas dos fluoréforos
(Figura 1.17). O aumento do sistema conjugado na molécula de 7-hidroxi-4-metil-
coumarina, provoca um significativo aumento nos maximos de absorcédo e de emisséo

quando comparada com a sua congénere fluoresceina.
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Em relagcdo a presenca de heteroatomos, ao comparar a resorufina com a
fluoresceina, observa-se que a substituicdo de um atomo de carbono por um de

nitrogénio, promove um consideravel aumento dos respetivos maximos de absorcéo e

emisséo.
X
%o 0~ o
7-hidroxi-4-metilcoumarina Fluoresceina Resorufina
Amax (ab): 365 nm Amax (@b): 488 nm Amax (@b): 570 nm
Amax (€m): 445 nm Amax (€m): 510 nm Amax (€m): 590 nm

Figura 1.17. Efeito do sistema conjugado e da presenga de heteroatomos nas propriedades
fotofisicas de fluoréforos a pH elevado.

A rigidez estrutural das moléculas é outro aspeto fundamental que afeta a
fluorescéncia, pois o sistema n conjugado rigido de um fluoréforo impede movimentos
rotacionais, evitando assim a perda de energia das orbitais LUMO por processos néo-
radiativos e a consequente diminuicdo da fluorescéncia da molécula.!**! A auséncia de

rigidez estrutural da fenolftaleina, quando compara com a fluoresceina, impede que esta

‘ coo’
(] \
® 0

Fluoresceina Fenolftaleina

apresente fluorescéncia (Figura 1.18).

Amax (@b): 488 nm Cor purpura intensa, mas NAO é fluorescente
Amax (€M): 510 Nm

Figura 1.18. Efeito da rigidez estrutural nas propriedades fotofisicas de fluoréforos a pH elevado.

As propriedades dos solventes, como a polaridade, a viscosidade e o pH, podem
afetar a estrutura molecular do fluoréforo e, consequentemente, as suas propriedades
de emissao de luz. A polaridade do solvente provoca alteragcdes nos desvios de Stokes,
uma das principais propriedades associadas ao fenomeno da fluorescéncia. Os

solventes polares tém a capacidade de estabilizar cargas elétricas parciais e interagir
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com grupos funcionais polares do fluoréforo, o que pode afetar a transigéao eletronica
responsavel pela fluorescéncia, alterando a energia de excitagdo. Em geral, solventes
polares tendem a causar um deslocamento para o vermelho na emissdo de
fluorescéncia, enquanto solventes apolares podem causar um deslocamento para o
aZUl.[BO‘ 145]

A viscosidade do solvente pode influenciar a taxa de relaxamento vibracional e
rotacional do fluoréforo, afetando a emissdo de fluorescéncia, causando um
deslocamento para o vermelho.!"*®! A acidez ou basicidade do solvente pode afetar a
protonagao ou desprotonagado de grupos funcionais do fluoréforo, alterando assim as
suas propriedades de fluorescéncia. Fluoréforos sensiveis ao pH podem apresentar
mudangas significativas na sua fluorescéncia em diferentes solventes.

A temperatura também altera as propriedades dos fluoréforos, ou seja, o
rendimento quantico de fluorescéncia diminui com o aumento da temperatura, ja que a
com o aumento da frequéncia de colisbes moleculares, podem aumentar as taxas de
desativagdo ndo radiante da molécula excitada, reduzindo assim a eficiéncia da
fluorescéncia. Neste contexto as moléculas do fluoréforo tendem a vibrar com maior
amplitude, o pode resultar em dissipacdo de energia ndo radiante, como o calor, em vez
de emisséao de fluorescéncia.

A fluorescéncia de uma molécula diminui quando o solvente contém atomos mais
pesados, como o tetrabrometo de carbono e o iodeto de etilo, ou quando ha substituicao
de atomos pesados no fluoréforo, devido ao aumento da taxa de formacgao de estados
excitados tripleto (Diagrama de Jablonski, Figura 1.11). Os atomos pesados séao

geralmente incorporados no solvente para aumentar a fosforescéncia.'*®!

1.4. Marcacgao fluorescente de biomoléculas

A detecdo de aminoacidos, peptideos, anticorpos e outro tipo de proteinas,
requer técnicas analiticas altamente sensiveis para detetar e localizar este tipo de
biomoléculas. Existem diversos métodos disponiveis para essa finalidade, incluindo
marcadores isotopicos, marcadores radioativos, biossensores colorimétricos,
biomateriais fotossensiveis, sensores eletroquimicos e marcadores fluorescentes.

Entre os métodos de marcagao, a marcagao fluorescente apresenta vantagens
significativas devido a sua natureza ndo invasiva, a sua elevada sensibilidade e
seletividade, ao seu baixo custo, a sua resolugcdo espacial-temporal € a uma taxa de

resposta rapida e de facil visualizag&o.!'?? '47- 1481 Esta também apresenta uma natureza
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nao destrutiva, permitindo o uso de pequenas quantidades de amostra e dos seus
marcadores fluorescentes.!'#® 1%

A maioria das sondas podem ser planeadas para incluir um grupo reativo capaz
de se ligar aos grupos funcionais das biomoléculas.®”

Os fluoréforos organicos tém a capacidade de estabelecer ligagbes covalentes
ou ndo covalentes com a amostra em analise, resultando em bioconjugados que podem
emitir fluorescéncia numa ampla gama de comprimentos de onda, dependendo do
marcador utilizado.'?%

As proteinas, os acidos nucleicos e outras moléculas podem ser marcadas com
sondas fluorescentes para gerar reagentes altamente sensiveis para numerosos
ensaios in vitro. Por exemplo, anticorpos marcados com fluorescéncia podem ser
utilizados para marcar células e tecidos para detetar a presenga de antigénios
especificos e, em seguida, serem detetados através de técnicas de microscopia de
fluorescéncia. Uma vez que cada sonda apresenta o seu caracter de emissdo de
fluorescéncia, podem ser utilizadas mais do que uma molécula marcada (cada uma
marcada com um fluoréforo diferente) ao mesmo tempo para detetar duas ou mais
moléculas alvo.[®% 5"

Atécnica de bioconjugacgéao é fundamentada por duas perspetivas quimicas inter-
relacionadas, ou seja, a natureza dos grupos funcionais presentes nas biomoléculas
alvo a serem marcadas e a funcionalidade reativa presente no marcador fluorescente.
O conhecimento dos mecanismos basicos pelos quais os grupos reativos se ligam as
diversas funcionalidades alvo é essencial para determinar a estratégia de bioconjugagao
mais adequada e fornecer os meios para projeta-la de forma inteligente. Portanto, a
base para uma marcagdo bem-sucedida implica selecionar o marcador fluorescente
correto para reagir com 0s grupos quimicos presentes nas biomoléculas alvo.!'??

A selegcdo de um bom marcador fluorescente e da respetiva estratégia de
marcagao, envolvem determinados requisitos, como: o marcador fluorescente deve ser
de pequena dimensdo e quimicamente estavel, com uma interferéncia minima na
estrutura e fungdes bioldgicas das biomoléculas alvo; a reagdo de marcagao deve ser
eficiente, estabelecendo de preferéncia uma ligagdo covalente entre o marcador
fluorescente e o residuo na biomolécula a marcar.®®!

As reagoes ideais ocorrem em condigdes fisiologicas similares as das proteinas,
utilizando agua como solvente, pH neutro e temperatura ambiente, entre outros. Além
disso, a compatibilidade do grupo funcional, a seletividade, os rendimentos reacionais,
a baixa concentracdo de reagentes e a utilizagdo de reagentes nao tdéxicos sdo também
essenciais. Métodos que cumpram estes requisitos podem ser considerados ideais para

andlises in vivo.['??
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Os bioconjugados derivados de oligonucledtidos (acidos nucleicos) com
marcadores fluorescentes podem ser utilizados em ensaios de hibridagao para detegao
e quantificagdo de sequéncias de ADN ou ARN em alvos especificos. Os ARNr's (ARN
ribossomico) sédo frequentemente as moléculas-alvo principais, uma vez que sao
universalmente encontrados em todos os organismos vivos, possuem relativa

estabilidade e existem em grande quantidade nas células.

1.4.1. Reagoes de marcacgao de biomoléculas

Apesar da existéncia de diversas técnicas de marcagao fluorescente, a
marcacao quimica é particularmente importante devido a sua capacidade de viabilizar
novos tipos de experiéncias que incluem fluoréforos com uma variedade mais ampla de
funcionalidades.® No contexto da marcagdo quimica, uma das vantagens das ligagbes
covalentes entre o fluoréforo e os grupos reativos em biomoléculas é a formagao de um
produto resultante por meio de um processo irreversivel, em comparagdo com a ligagao
n&o covalente.!'?

Devido a sua natureza e estratégia, os métodos de marcagdo quimica sao
extremamente eficientes, pois permitem a conjugagdo covalente de uma ampla
variedade de fluoréforos a molécula alvo, produzindo bioconjugados muito estaveis e
faceis de manusear. Os métodos de marcagdo quimica sdo mais adequados para
estudos in vitro do que in vivo.!’" 8

A marcacgao fluorescente do grupo amino das biomoléculas € o método mais
utilizado para marcar este tipo de moléculas. A referida reacdo de marcagido ocorre
através de reacdes de acilacdo ou alquilagdo, e a maioria destas reacbes ocorre de
forma rapida e com elevado rendimento, resultando numa ligagédo estavel com a
formagdo de uma amida ou de uma amina secundaria, respetivamente.®' &

A utilizagéo do éster da N-hidroxisuccinimida (éster NHS) como grupo funcional
reativo € talvez a quimica de ativagdo mais comum para a criagdo de agentes de
acilagao ativos, com o intuito de se ligarem aos grupos amino. Nas proteinas o reativo
éster NHS conjuga-se principalmente com o grupo amino das cadeias laterais da lisina
ou com os grupos amino N-terminais de outras biomoléculas numa gama de pH entre 7
e 8.[8¢: 152 Alguns dos ésteres succinimidilicos tém um espacgador, amino-hexandico, de
seis atomos entre o fluoréforo e o grupo reativo, proporcionando uma melhor
solubilidade e separagao espacial entre o fluoréforo e a molécula alvo a marcar. Esta

separacéao reduz potencialmente o efeito do processo de extingdo de fluorescéncia que
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normalmente ocorre apos a conjugacdo e torna o marcador mais disponivel para
reconhecimento por reagentes de detegdo secundarios.!'?

Os ésteres NHS podem também reagir com grupos hidroxilos presentes nas
biomoléculas, mas a reagéo nao produz um conjugado estavel, uma vez que este sofre
hidrolise em meio aquoso. A histidina, apesar de ter um grupo amino, nao forma uma
conjugacéo estavel e, em vez disso, apresenta uma marcag¢ao negativa em relagdo ao
grupo amino.

Para além do grupo éster NHS, existem mais trés principais classes de reagentes
fluorescentes reativos com o grupo amino para marcar biomoléculas, nomeadamente
os ésteres 4-sulfotetrafluorofenilicos, os cloretos de sulfonilo e os isotiocianatos (Figura

1.19).
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Figura 1.19. Marcagao quimica do grupo amino usando: (A) ésteres succinimidilicos; (B) ésteres
4-sulfotetrafluorofenilicos; (C) cloretos de sulfonilo; (D) isotiocianatos.

A marcacéo direta de proteinas € uma técnica que envolve a ligacao direta de
um marcador fluorescente ou outro tipo de molécula de interesse a uma proteina
especifica. Esta abordagem permite a marcagéo de proteinas alvo sem a necessidade
de anticorpos ou outras sondas intermediarias. A marcagao fluorescente dos grupos
amino das proteinas ndo é especifica, uma vez que quase todas as proteinas
apresentam multiplos grupos amino, e muitos deles ndo sdo reativos por questbes
estereoquimicas.®" 8! Para investigar determinadas estruturas, interagbes e fungdes
especificas de proteinas, a cisteina €, em comparagdo com a lisina, um aminoacido
presente em muito menor quantidade do que a lisina e, por esta razao, a reatividade do
grupo tiol da cisteina é utilizada para marcar seletivamente proteinas. As reacées com
0 grupo tiol sdo estaveis em ambientes aquosos, rapidas e com elevados rendimentos,
dando origem a ligacdes estaveis de tioéteres ou dissulfetos. 6 141 153

As maleimidas, através de uma reagdao de adicdo de Michael e as
iodoacetamidas, através de uma reagao de substituigdo nucledfila, sdo os principais

grupos reativos para o grupo tiol da cisteina formar uma ligagao tioéter estavel (Figura
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1.20). Apesar do grupo maleimida e iodoacetamida apresentarem muitas semelhancgas
na sua seletividade e reatividade em relacdo as moléculas reativas ao grupo tiol, as
maleimidas apresentam vantagens devido a sua elevada estabilidade, solubilidade em

misturas simples de solventes e & sua elevada reatividade a pH neutro.[" & 141
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Figura 1.20. Técnicas de marcagdo quimica do grupo tiol usando: (A) maleimidas e

(B) iodoacetamidas.

A marcacao fluorescente efetiva de biomoléculas é um passo fundamental para

as técnicas de imunofluorescéncia direta e indireta e na técnica FISH.6" 136!

.5. Imunofluorescéncia direta ou indireta

A imunofluorescéncia € uma técnica que permite a ampla visualizagdo de
multiplos componentes em células ou em tecidos através de combinagdes de anticorpos
especificos marcados com fluoroforos. Esta técnica apresenta uma excelente
sensibilidade e permite uma grande amplificagdo do sinal.['>%

A imunofluorescéncia pode ser dividida em direta ou indireta, dependendo se é
usado apenas um unico anticorpo ou dois anticorpos (primario e secundario) para a
marcagao de fluoréforos do antigénio de interesse. Na imunofluorescéncia direta, os
anticorpos primarios especificos sao diretamente marcados com um fluoréforo,
permitindo a sua ligagao direta ao antigeno (proteina) (Figura 1.21 (A)). Na
imunofluorescéncia indireta os anticorpos primarios nao marcados, irdo ligar-se ao
antigénio (proteina) e posteriormente sera ligado a este ultimo um anticorpo secundario

marcado que reconhece especificamente o anticorpo (Figura 1.21 (B)).[22 154 1%
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A escolha entre a imunofluorescéncia direta e indireta depende das
caracteristicas da amostra e da sensibilidade necessaria para a detecdo da proteina de

interesse.

) Antigénio

% Anticorpo primario
Anticorpo secundario

L/,

' Fluoréforo

.Matriz ou tecido .Matriz ou tecido

(A) (B)

Figura 1.21. Imunofluorescéncia direta (A) e indireta (B).

O método de imunofluorescéncia direta apresenta a vantagem de a marcagao
ser efetuada numa uUnica etapa, envolve um procedimento mais simples para a
marcacao de multiplos antigénios, bem como o tempo de incubag¢do mais curtos. Além
disso, apresenta disponibilidade para anticorpos do mesmo hospedeiro. Por outro lado,
nao ha amplificagdo do sinal e, consequentemente, a intensidade da coloragéo pode ser
baixa se o antigénio de interesse for expresso em baixa abundancia. Além disso, as
experiéncias podem ser limitadas, com base na disponibilidade e no custo dos
anticorpos conjugados com fluoréforos. !5

No método de imunofluorescéncia indireta, uma vez que multiplos anticorpos
secundarios se ligam ao anticorpo primario, esta resulta numa amplificagao do sinal, o
que é extremamente util para a detegdo de alvos de baixa abundéancia. Os anticorpos
secundarios produzidos comercialmente s&o de qualidade controlada e estdo
disponiveis numa elevada gama de cores. A imunofluorescéncia indireta € mais flexivel
e rentavel, uma vez que os anticorpos secundarios podem reconhecer todos os
anticorpos primarios devido a espécie hospedeira. No entanto, esta apresenta
sensibilidade a interferéncia, devido ao uso de anticorpos secundarios pode haver risco
de reatividade cruzada ou interferéncia com as proteinas presentes na amostra.
Apresenta um potencial background elevado, ou seja, a ligagao nao especifica dos
anticorpos secundarios pode resultar num aumento do ruido de fundo, reduzindo a

especificidade da detegao."** "%
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A elevada especificidade e sensibilidade da técnica de imunofluorescéncia,
combinada com a precisdo da microscopia, esta a tornar-se uma ferramenta cada vez

mais utilizada em estudos do Patrimonio Cultural.

1.6. Hibridagao in situ Fluorescente

Na década de 1960, antes do aparecimento da técnica FISH, a imunocitoquimica
era metodologia usada na detecdo e localizagdo de moléculas intracelulares
especificas, baseada na hibridacao in situ com sondas radio-marcadas e na interagao
antigénio-anticorpo com imunoglobulinas marcadas com fluoresceina.!'*®

Em 1969, John Cairns utilizou sondas radioativas para detetar sequéncias de
ADN no genoma bacteriano, tendo sido uma das primeiras aplica¢des da hibridagao in
situ."®"! Esta técnica envolvia a hibridacdo de sondas de ADN ou ARN marcadas com
radioisotopos tendo como alvos ADN ou ARN em tecidos ou cromossomas fixados. No
entanto, a utilizagdo de sondas radioativas suscitou preocupag¢des quanto a seguranga
dos investigadores e até a precisao da detecéo, levando ao desenvolvimento de sondas
nao radioativas para a técnica FISH."® Em 1980, Bauman et al. aplicaram pela primeira
vez sondas de ARN marcadas com fluoréforos ligados covalentemente na detegao de
sequéncias especificas de ADN.I"*® Durantes os anos seguintes, a técnica FISH sofreu
varias modificagbes e passou a ser utilizada numa ampla gama de estudos
cromossémicos. !

Em 1988, Giovannoni et al. foi o primeiro a utilizar sondas de oligonucleétidos
dirigidas a ARN ribossémico marcadas com isétopos radioativos para a detecdo
microscopica de bactérias. O desenvolvimento dos marcadores fluorescentes permitiu
a substituicdo progressiva dos indesejaveis marcadores radioativos por marcadores nao
isotdpicos. Em 1989, DelLong utilizou pela primeira vez oligonucleétidos marcados com
sondas fluorescentes para a detecdo de células microbianas individuais. Em
comparagao com as sondas radioativas, as sondas fluorescentes sdo mais seguras,

oferecem uma melhor resolucdo e ndo necessitam de etapas de detecdo adicionais.!"*®

159, 160]

A Hibridacado in situ Fluorescente é uma técnica citogenética que permite a
detecao, quantificagédo e localizagdo de pequenos segmentos de ADN ou ARN a partir
de sondas especificas.['6*-163]

A sonda é constituida por sequéncias de acidos nucleicos complementares

desenvolvidas a partir de segmentos conhecidos do ADN ou ARN que se pretendem
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identificar, ligados a um fluoréforo, que por sua vez vai penetrar no nucleo celular onde
hibrida especificamente com a sequéncia alvo complementar de ADN ou ARN
permitindo detetar sequéncias de acidos nucleicos no interior das células.!'®”

A Hibridagao in situ Fluorescente com sondas dirigidas para ARN ribossdmico
(ARNr), é uma técnica que permite a identificagao filogenética de microrganismos
independente da cultura através de microscopia de varrimento a laser de
epifluorescéncia e confocal ou por citometria de fluxo.['®* As aplicacdes da técnica FISH
tem como o seu alvo maioritario o ARNTr, por ser encontrado em todos os organismos
vivos, ser relativamente estavel e existir em grande nimero nas células.! 161

Uma das principais vantagens da técnica FISH, é que esta permite revelar a
localizagdo dos microrganismos alvo em ambientes complexos, como os biofilmes e os
seus padrdes de co-localizagdo em relagdo a outros organismos. Além disso, esta
técnica possibilita a andlise da viabilidade, morfologia e distribuicdo tridimensional
desses microrganismos em matrizes complexas.!%®!

As abordagens baseadas na técnica FISH, referem-se a métodos que utilizam
esta técnica para analisar caracteristicas como a abundancia, a distribuicdo espacial e
a fisiologia dos microrganismos, e que possuiriam vantagens adicionais se multiplos
alvos pudessem ser visualizados na mesma experiéncia. Quantos mais organismos se
puderem detetar simultaneamente, menos tempo e material da amostra sera necessario
para realizar a hibridagao in situ, adquirir imagens de fluorescéncia e realizar analises
adicionais, como imagens quimicas. No entanto, as aplicagdes normais da técnica FISH
permitem a utilizagéo de até trés fluordforos diferentes, cada um marcado uma sonda
oligonucleotidica especifica. Isto limita a detegdo simultdnea de apenas trés
microrganismos alvo filogeneticamente muito afastados.!'®!

Os fluoréforos com diferentes maximos de excitacdo e de emissao permitem a
detecdo simultdnea de dois ou mais microrganismos, e quando combinados devem ter
sinais de emissao nitidos para evitar a sobreposicao espetral entre sondas. O marcador
mais brilhante e fotoestavel deve ser utilizado para alvos de baixa taxa de absorgéo.!"*”

Na técnica FISH existem diversas situagbes que podem provocar falsos positivos
ou falsos negativos. Os falsos positivos sdo provocados pela autofluorescéncia que os
microrganismos poderdo apresentar e que pode ser confundida com sinais de
hibridagdo ou com a autofluorescéncia do material envolvente. Para resolver este
problema existe a possibilidade da utilizagao de fluoréforos que emitam fluorescéncia a
um comprimento de onda distinto da autofluorescéncia ou que apresentem mais energia
e sinais de hibridagao mais fortes, dificeis de confundir.l'*”- 1¢7- 188 Qg falsos negativos,
estdo associados geralmente a: permeabilizagdo insuficiente da parece celular;

inacessibilidade das sondas a regido-alvo; utilizacdo de condi¢gbes de hibridagdo nao
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otimizadas, de sondas com uma sequéncia incorreta ou fluoréforos nao eficazes; baixo
conteudo celular em ARNI, pois nos meios naturais as células podem encontrar-se num
estado de laténcia ou com um crescimento limitado pela falta de nutrientes, resultando
num conteudo celular reduzido de ribossomas e ARN ribossémico; possibilidade de as
sondas apresentarem sinais de fluorescéncia muito fracos.!: 168l

Apesar destas limitagdes, a técnica FISH tornou-se uma ferramenta
extremamente util, pois € uma técnica rapida e independente de cultura. A sua principal
vantagem consiste na identificagéo especifica in situ de células microbianas individuais.
Atualmente a técnica FISH é muito aplicada em diversas areas de investigagao bioldgica
e medica, incluindo a genética clinica, a neurociéncia, a medicina reprodutiva, a
toxicologia, a gendémica celular, a ecologia microbiana, a biologia cromossomica e a
biologia evolutiva.l'®® 170

A evolugdo do protocolo original da técnica FISH para uma variedade de
procedimentos notaveis, desenvolvidos ao longo dos anos, foi motivada pela continua
investigacao baseada na superior sensibilidade, especificidade e resolugéo da técnica.
A evolugdo dos procedimentos da técnica FISH, juntamente com os avangos na
microscopia de fluorescéncia e na imagiologia digital, ajudaram a compreender melhor
as propriedades quimicas e fisicas dos acidos nucleicos e da cromatina.!'®%

Na medicina, a técnica FISH pode ser utilizada para o diagnéstico, avaliagao do
prognostico e avaliagao da remissdo de doengas como o cancro. A técnica FISH pode
ser utilizada para detetar células doentes com mais facilidade do que os métodos
citogenéticos padrées. O mapeamento FISH de alta resolugédo e a ordenagdo das
sondas entre si, pode ser efetuado em fibras de cromatina libertadas que séao
designadas por Fibra-FISH. Esta técnica é especialmente util para o mapeamento de
rearranjos cromossomicos, andlise de replicacdo do ADN e estudo da estrutura e
organizagéo do genoma.!"®”!

A técnica FISH oferece uma vantagem significativa sobre os métodos
tradicionais de biologia molecular ao fornecer informacdes moleculares dentro do
contexto da morfologia celular. Por exemplo, a identificagdo do ARN nuclear e dos genes
correspondentes dentro das células ou até mesmo num unico alelo, pode fornecer
informagbes importantes sobre a expressdo genética, a produgéo e o transporte de
transcricdes em células normais e mutantes. A utilizacdo da técnica FISH para estudar
a localizagao intracelular do ARN tem contribuido para uma compreensao mais profunda
das caracteristicas fisicas in situ da transcricado do ADN e do transporte da transcrigao
do ARN. Da mesma forma, a técnica FISH pode ser utilizada para examinar muitas
questdes bioldgicas interessantes sobre a organizagdo nuclear. A técnica FISH

tridimensional do ADN nuclear pode fornecer informacgdes de alta resolugdo sobre os
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dominios sub-cromossomicos, a posicdo dos genes e a relagdo entre os genes e as
suas transcricdes em diferentes células e durante diferentes fases do ciclo celular. A
analise exata da FISH tridimensional é altamente dependente da excelente qualidade
da microscopia confocal e dos procedimentos de analise de imagem.!"®”!

A técnica FISH é regularmente utilizada em estudos histopatoldgicos, sendo
amplamente reconhecida como método de referéncia em citologia e genémica para a
detecdo de anomalias genéticas que resultam em doengas como o cancro do pulméo,
o cancro da mama, os carcinomas uroteliais e numerosas formas de leucemia.l'’®72 A
citogenética do cancro tem beneficiado muito com a tecnologia FISH, uma vez que é
rapida e pode ser realizada em tecidos, preparacdes tacteis ou culturas celulares. Uma
vez que é normalmente dificil obter alguma disseminagdo cromossomica de células
tumorais, a utilizagao da FISH interfasica diretamente em amostras tumorais (biopsias)
permite a determinagdo de anomalias cromossémicas sem a necessidade de
preparacdes cromossomicas interfasicas.!'®® 170

O desenvolvimento dos marcadores fluorescentes e da imagiologia tornou a
técnica FISH ainda mais poderosa, em que a utilizacao simultidnea de varias sondas
fornece informagdes adicionais importantes que podem ser obtidas para uma unica
amostra utilizando técnicas FISH muilticoloridas.!'®® 31 No contexto do Patriménio
Cultural, muitos dos materiais usados contém matrizes complexas de microrganismos,
por vezes em quantidades muito pequenas, mas com elevada importancia de serem
detetados e identificados. A detegdo precoce de microrganismos biodeteriogénicos,
facultada pela técnica FISH, pode orientar estratégias eficazes de mitigagédo e

preservacao.

1.6.1. Caracteristicas das sondas usadas na técnica de Hibridacao in situ
Fluorescente

De um modo geral, uma sonda fluorescente util, e efetiva, € aquela que se
associa especificamente a estrutura de interesse, fornece um sinal intenso, é fotoestavel
e ndo apresenta toxicidade.!'>® 174

As sondas s&o sequéncias de acidos nucleicos compostas por ADN ou ARN, que
podem ser de cadeia simples ou dupla e apresentar comprimentos que variam de 20 a
mais de 1.500 bases. Independentemente do tipo de sonda utilizada, é essencial que a
sequéncia das sondas seja complementar a sequéncia alvo, de modo a assegurar uma
correta hibridacdo. Existem duas abordagens comuns para marcar as sondas na técnica

FISH. Na primeira o fluoroéforo é diretamente ligado a sonda (marcagéo direta),
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permitindo que as sondas marcadas se liguem especificamente as sequéncias alvo de
ADN ou ARN na amostra e poderem ser detetaveis por microscopia de fluorescéncia.
Na segunda os fluoréforos podem ser ligados covalentemente a um anticorpo que se
liga a um antigénio incorporado na sonda (marcagao indireta).!'®% 167

A marcacgao fluorescente direta é a mais utilizada, por ser mais rapida, mais
econdmica e mais simples, uma vez que nao requer quaisquer outras etapas de detecao
apos a hibridagdo. Os marcadores fluorescentes sao diretamente ligados ao
oligonucledtido, durante a sintese, usando um ligante com um grupo amino posicionado
na extremidade 5’ da sonda, ou enzimaticamente, utilizando uma transferase terminal
para ligar nucleotideos marcados com fluorescéncia na extremidade 3’, ou ainda em
ambas as extremidades.!'* 18]

O outro tipo de sonda é a sonda oligonucleotidica, ou seja, sondas sintéticas
curtas de ADN ou ARN de cadeia simples que tém a dimensao da sequéncia alvo. Cada
sonda de oligonucledtido tem entre 15 e 30 pares de bases de comprimento e é gerada
num sintetizador automatico (Figura 1.22). As sondas curtas permitem um acesso mais

facil ao seu alvo, mas podem conter menos marcadores.['*®

o
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Figura 1.22. Modelo de uma sonda fluorescente com um fluoréforo ligado diretamente ao

oligonucledétido.

A incorporagdo de espagadores de carbono para ligar os fluoréforos aos
oligonucledtidos pode resultar num aumento na intensidade do sinal de fluorescéncia
em comparagdo com o obtido quando se utiliza uma sonda diretamente conjugada.!'®"

As sondas oligonucleotidicas podem ser vantajosas em tecidos particularmente
dificeis, uma vez que as sondas pequenas podem entrar no tecido de forma mais
eficiente. Além disso, a medida que cada sonda oligonucleotidica se liga ao alvo, a
transcricdo relaxa e facilita a hibridagdo de moléculas de sondas adicionais. Os
oligonucledtidos apresentam uma superior especificidade em comparagao com sondas
mais longas, uma vez que os oligonucledtidos tém menos bases, ha menos

oportunidades para que ocorra emparelhamento ndo especifico com sequéncias nao
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complementares na amostra.l'*® ®7l

Essa superior especificidade torna os
oligonucledtidos uma escolha preferencial em diversas aplicagdes, como na técnica
FISH, onde a precisdo na detecdo de alvos especificos é fundamental. Contudo, o nivel
de dificuldade e elevado custo associado a produgdao de sondas oligonucleotidicas
dificulta a sua utilizag&o.!"®"

Atualmente, existe uma vasta selecdo de fluoréforos disponiveis
comercialmente, mas a maioria com custos de aquisicdo muito elevados. Na técnica
FISH sdo habitualmente utilizados os derivados da fluoresceina (isotiocianato de
fluoresceina  (FITC®), éster de 5(6)-carboxifluoresceina-N-hidroxisuccinimida
(FLUOS®),...) e os derivados da rodamina (isotiocianato de tetrametil-rodamina
(TRITC®), vermelho Texas,...), e os mais recentes derivados de cianina, o Cy3® e o
Cy5°®. Estes ultimos demonstraram ter superiores propriedades fotofisicas em relagéo
aos marcadores classicos, uma vez que proporcionam uma coloragao significativamente

mais brilhante e sdo muito estaveis a fotodegradagéo.['%® 6"

1.6.2. Técnica de Hibridagao in situ Fluorescente

O procedimento da técnica FISH inclui cinco passos (Figura 1.23): (1) fixagao da
amostra; (2) permeabilizagdo da amostra; (3) hibridagdo com as respetivas sondas para
detetar as respetivas sequéncias alvo; (4) lavagem para remogao das sondas nao

ligadas; (5) montagem, visualizagao e registo dos resultados.['* 7]

Sonda Fluoréforo

X
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My )
{ )
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o P e 7 Epifluorescéncia / \
’,’ 3 1 A -0 (] @+

Permeabilizagdo r 3 \/W\/\/V\’ @ ® *
—~ o

N Oligonucleétidos marcados
Hibridagao /_\{;'\& com sondas fluorescentes

—

@ S8 - B

S Quantificagdo
Figura 1.23. Etapas basicas da técnica FISH.['%]
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Na preparagao da amostra, as células sio fixadas e permeabilizadas, permitindo
a penetragdo das sondas fluorescentes até o local onde se encontra o acido nucleico
alvo. Além disso, esta etapa visa proteger o ARN da degradagéo e fixar o conteudo
celular. Uma fixagado eficaz resulta numa boa penetragdo da sonda, garantindo a
retencdo maxima do ARN alvo e a manutencéo da integridade celular. As condi¢des de
fixagdo variam dependendo do organismo e do tipo de sonda utilizada. No entanto, os
fixadores mais comuns incluem alcoois (EtOH e MeOH) ou aldeidos (paraformaldeido),
sendo utilizados tanto para estirpes bacterianas quanto para estirpes de leveduras. O
tempo de fixacdo pode variar entre 3 minutos a 16 horas.['6% 1751771

Apos a permeabilizagdo das células, é aplicado um tampao de hibridagéo (HB)
e a sonda FISH complementar ao ARN alvo. A sonda é adicionada em excesso para

[176] A etapa de lavagem tem

maximizar a eficiéncia da hibridagdo ao acido nucleico alvo.
como objetivo eliminar as sondas nao ligadas e assegurar a especificidade do sinal
detetado, diminuindo ou removendo a fluorescéncia de fundo e melhorando a qualidade
da imagem. Por ultimo, as amostras sdo analisadas por citometria de fluxo (andlise
quantitativa das células fluorescentes em suspensédo) e por microscopia de
epifluorescéncia (analise qualitativa).''®%

Estes processos sdo fundamentais para um protocolo eficaz da técnica FISH,
em que cada um desses passos requer reagentes especificos para garantir a sua
eficacia. E importante referir que o design e a sintese das sondas sao fases criticas em
qualquer experiéncia de hibridagéo in situ (ISH). No entanto, a propensao das sondas
para formarem estruturas secundarias, o seu comprimento e especificidade global,
assim como a sua quantidade e qualidade, devem ser considerados durante todo o
processo.!'®"!

As sondas sintéticas oferecem ao utilizador um maior controlo sobre os fatores
que afetam a hibridagao, além de dispensarem a pratica padrao de clonagem do gene

alvo, a qual pode atrasar o processo da técnica FISH.['6"]

|.7. Reacao de Lawesson

A conversao do grupo carbonilo num grupo tiocarbonilo sempre foi considerada
uma reagao muito importante para os quimicos organicos. Embora o pentassulfeto de
fésforo (P4S10) tenha sido o reagente mais utilizado desde o inicio do século XX, o
reagente de Lawesson ganhou destaque com aplicagbes essenciais na quimica

organica sintética.l'’® 79!
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O pentassulfureto de fosforo (P4S10), como agente de tionacgéo, foi divulgado pela
primeira vez, em 1869, por Henry e Wislicenus. O procedimento geral para a tionagao
via P4sS1 envolve a ebulicdo em solventes de hidrocarbonetos cancerigenos como o
tolueno, o xileno e a piridina, utilizando um excesso de reagente e com tempos
reacionais longos e com baixos rendimentos. Muitos grupos de investigacao tentaram,
sem sucesso, encontrar reagentes de tionacdo alternativos para substituir o
pentassulfureto de fésforo.['® O reagente de Lawesson, o 2,4-bis(4-metoxifenil)-1,3,2,4-
-ditiadifosfetano-2,4-dissulfureto, foi sintetizado em 1956 (Figura 1.24). E um composto
amarelado, com um ponto de fus&o entre 228 e 231°C e & insoluvel em agua.''’® Este
reagente foi estudado sistematicamente pela primeira vez por Lawesson e
colaboradores em 1978, principalmente para a transicdo de grupos carbonilo para

tiocarbonilo.['®

Vi
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HsCO P S/

V4
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Figura 1.24. Reagente de Lawesson.

A principal vantagem do reagente de Lawesson em relagdo ao pentassulfeto de
fésforo é a sua simplicidade de utilizagdo, disponibilidade comercial, condigbes de
reacdo suaves com rendimentos elevados e tempos de reacdo mais curtos,
principalmente se as reagdes forem realizadas utilizando técnicas de irradiagdo por
micro-ondas.!'"® 189

O reagente de Lawesson € amplamente utilizado para a tionagao de compostos
carbonilicos (cetonas, ésteres, amidas, anidridos, etc.) e alcoois.['®® '®! A reatividade
dos grupos hidroxilo e carboxilo em relagédo ao reagente de Lawesson foi relatada por
Nishio et al., que descreveram que os grupos hidroxilos s&do mais reativos, enquanto os
ésteres sdo os menos reativos.l'® As séries de reatividade apresentam a seguinte

ordem: Hidroxilo > Amida > Cetona > Ester
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O reagente de Lawesson converte efetivamente os grupos oxo de cetonas em
tionas (Esquema 1.2), mesmo na presenga de varios outros grupos funcionais, como
anéis aromaticos, compostos heterociclicos e halogenados, ésteres, grupos nitro, nitrilo,

alquilo e alquilamina.!'8?

Reagente de Lawesson
Tolueno (seco), refluxo

R R’ R R’

Esquema I.2. Reacdo geral do reagente de Lawesson com cetonas.

O tolueno é o solvente mais usado, embora existam outros solventes que podem
ser igualmente utilizados como benzeno, piridina, THF, dimetoxietano, CH.Clz e CS». A
reagao é geralmente realizada a temperatura de refluxo dos solventes, em condigdes

de atmosfera inerte.['8%
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.7.1. Mecanismo da reacao de Lawesson

O reagente de Lawesson em solugéo esta em equilibrio com os intermediarios
iletos de ditiofosfina mais reativos 2 e 3, que podem reagir facilmente com o grupo
carbonilo para gerar o intermediario tiaoxafosfetano. A forga motriz desta reagéo é
causada pela formagao de ligagdes P=0O estaveis numa etapa de ciclo de reversao
semelhante aos mecanismos conhecidos para a reagéo de Witting, sendo a ligagdo P=0

mais forte que a ligagcdo P=S (Esquema 1.3).['78. 183]

S o
I S\\ S\
MeO P-=S |2 P OMe=—> 20P OMe
S—P OMe S S
(3)

Intermediario tiaoxafosfetano

R
o R RS
1]
P OMe + >=s -~ oYp OMe
S R s

R’ = Esteres, cetonas ou amidas Etapa de ciclo reversio

Esquema I.3. Mecanismo da reagdo de Lawesson.

I.7.2. Limitagoes da reagao de Lawesson

A reagado de Lawesson torna-se instavel a temperaturas acima de 110 °C e o
produto decompde-se ou polimeriza lentamente.['"®!

Outro problema esta relacionado com o oxigénio molecular, pois este é
considerado um bom eletréfilo capaz de promover a indesejada conversao de

compostos com o grupo tiona em compostos com o grupo carbonilo.'®%
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No Esquema .4, esta representado um mecanismo proposto para este processo,
no qual o oxigénio reage com o grupo tiona, gerando intermediarios que podem

apresentar estruturas alternativas.!'®%

S S—0 S ®
)]\ = B S \O_Oe
0]
R'l RZ R1 RQ R1 Rz
o
© ®° S—0—0
-SO |
. o) e S
R1 R2 R1 R2 R1 RZ

Esquema l.4. Mecanismo do oxigénio molecular.

I.8. Condensacao alddlica

A reacdo de condensacdo alddlica desempenha um papel fundamental na
sintese organica, oferecendo uma estratégia eficaz para a formacgao de ligagbes C-C,
em que um enol ou um ido enolato reage com um composto carbonilico na presenca de
um catalisador acido ou basico, para formar um B-hidroxialdeido ou uma B-hidro-
xicetona, seguido de desidratagdo (eliminagao) para originar uma enona conjugada

(Esquema 1.5).1185. 186]

0O

o) 0 H
)I\ ¥ )]\ - M * RO
R CH; H R’ R Z g

Esquema 1L.5. Reacio de condensacgao alddlica.

No Esquema 1.6 esta representado o mecanismo reacional da condensagao
alddlica com um aldeido. A cetona ou aldeido pode ser convertido num enolato por
catalise basica. Através de uma adicdo nucleofilica do enolato com um aldeido, ocorre

a protonagéo do alcoxido pela troca de protdo com a base que origina um aldol.!"8: 1871
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A primeira etapa € uma reagao de adi¢gao para formar um produto com geometria
tetraédrica, com a subsequente desidratacdo para originar um aldeido o,p-insatu-

rado [186. 187]

S WP

(0] 0]
Base
)\ )l\ — I _N
H,C R R R
Enolato
11(3)

Enona Aldol

Esquema 1.6. Mecanismo da condensagao alddlica: (1) formagado do enolato, (2) formacéo de
ligagdo C-C, (3) equilibrio de protbes, (4) formagado do enolato e (5) eliminagédo e formagao de
ligacdo C=C.

As condensagbes alddlicas sdo fundamentais na sintese de moléculas

complexas, incluindo produtos farmacéuticos, fragrancias e polimeros.!'8!

1.9. Reagoes de acoplamento C-C utilizadas na sintese de deriva-

dos de coumarinas

As reagdes de acoplamento cruzado catalisadas por metais de transi¢cao
tornaram-se uma ferramenta extremamente versatil na quimica organica, permitindo a
formacao eficiente de ligagdes C-C (carbono-carbono).['®-1%" Estas reagbes apresentam
grandes vantagens devido as suas condi¢des reacionais suaves, eficiéncia e tolerancia
a muitos grupos funcionais. Como resultado, sdo frequentemente usadas na sintese de
diversos produtos farmacéuticos e agroquimicos.!'8%191

O paladio é um elemento de transicdo amplamente utilizado como catalisador
em reagdes de acoplamento C-C, devido a sua superior atividade em comparagédo com
outros metais.['" 92 Entre as suas principais vantagens estdo a elevada taxa de

conversdo catalitica e a reatividade eficiente em temperaturas relativamente baixas.!"*"
192]
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1.9.1. Reagao de Heck

Areacgao de Heck ou de arilagao/vinilagao de alcenos catalisada por paladio (Pd),
foi inicialmente descrita por dois grupos de investigadores independentes, o grupo de
Mizoroki em 1971 e o grupo de Heck em 1972, baseando-se em trabalhos realizados no
final dos anos 60.1"9" 1%

Esta reagao envolve um acoplamento cruzado C-C catalisado por paladio (Pd)
entre um carbono sp? de um alceno e um carbono sp? de um vinilo (ou triflato) ou haleto
arilo, na presenga de uma base (Esquema 1.7). Esta reagao resulta na substituicao de

um atomo de hidrogénio do alceno, formando novos produtos.!'93-197]

R>

N\ _CatIPd /_/ + Base HX

2 Base
Ry

R1_X + R

R4 = grupo arilo, alcenilo, estirilo, alilo, alcinilo ou benzilo
Ry = grupo aceitador de eletrdes ou grupo de saida
X = haleto ou triflato

Esquema 1.7. Esquema geral da reacéo de Heck.

Apesar das inumeras vantagens frequentemente associadas as reagbes
mediadas por paladio, o interesse na reagao de Heck foi esporadico, devido aos seus
problemas de regiosseletividade com substratos de alcenos assimétricos e ao
incompleto conhecimento do seu mecanismo reacional.'®® " Um avanco significativo
na reagao de Heck ocorreu em 1974, quando Dieck e Heck introduziram o uso de
fosfinas.?” Constatou-se que as fosfinas estabilizavam as espécies de Pd(0) e Pd(Il) e
facilitavam a redugédo de Pd(OAc),, resultando em melhores rendimentos reacionais.
Atualmente os ligandos a base de triarilfosfinas sdo amplamente utilizados na reagéao
de Heck, visando prolongar a vida util do catalisador.['*!

A reacdo de Heck, como uma metodologia versatil para gerar novas ligagbes
C-C, passou a ser amplamente utilizada devido a sua elevada aplicabilidade numa vasta
gama de espécies arilo Ar-X, onde X pode ser Cl, Br, |, OTf (triflato), OTs (tosilato) e N2".

A etapa mais extensivamente investigada na reacao de Heck é a adi¢cao oxidativa
de Ar-X para formar o intermediario de paladio (0), que serve como ponto de partida
comum para diversas reagdes catalisadas por esse metal, envolvendo uma variedade
de substratos de haletos de arilo. A forga de ligagao dos referidos haletos segue a ordem
das suas energias de dissociagdo da ligagdo Ar-X de 96, 81 e 65 kcal/mol, ou seja,

e [196, 201

Ar-Cl > Ar-Br > Ar-1, respetivament I Esta tendéncia também se manifesta na
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capacidade dos haletos de arilo de sofrerem reagdes de adicdo oxidativa com
complexos de paladio (0), seguindo a ordem, ArCl < ArBr << Arl.l"% 1%l portanto, é
compreensivel que as condigdes reacionais desenvolvidas para as reacdes de Heck
valorizem o uso de iodetos de arilo como substratos, mas existem muitas vantagens em
direcionar esforgos para o melhoramento de metodologias que visem maximizar a
eficiéncia no uso de brometos e cloretos de arilo.l'® "1 Os iodetos de arilo tendem a
ser mais dispendiosos em comparagao com seus equivalentes de bromo e cloro, além
de serem menos utilizados em termos de economia de atomos. Por outro lado, os
cloretos de arilo sdo mais robustos e estdo mais disponiveis, sendo capazes de tolerar
uma ampla gama de protocolos reacionais.['% 20"

A selecdo cuidadosa dos alcenos, substratos, ligandos, bases, contra-ides,
temperatura e solventes, desempenha um papel crucial na determinacao da seletividade

e velocidade das reagdes de Heck, para a obtengdo do produto desejado.!'? 201!

1.9.2. Reagao de Suzuki-Miyaura

A reagéo de Suzuki-Miyaura é um exemplo de acoplamento cruzado C-C,
catalisado por um complexo de paladio (0), envolvendo um carbono sp? de um organo-
haleto ou haleto de vinilo e um carbono sp? de um acido borénico ou éster de boronico,
na presenga de uma base (Esquema 1.8).12°% 203 Esta importante reagao foi descrita em
1979 por Suzuki e Miyaura, utilizando boronatos de alquilo e haletos de alquilo, na
presencga do catalisador de paladio, Pd(PPhs3)4.[2%2%! No entanto, a verséo classica da
reagéo de Suzuki-Miyaura, envolvendo o acido fenil borénico e haletos de arilo, foi
relatada posteriormente, em 1981.12%% 2071 Atyalmente, esta reagédo de acoplamento é

amplamente utilizada na sintese de compostos biarilicos.20% 2031

ORs
Cat. [Pd
Ri—X + R,—B Bas[e] =~ Ri—Re
ORs

R e Ry = arilo, vinilo, alcino
R3 = H (&cido bordnico), alquilo (éster bonénico)
X = haleto ou triflato

Esquema 1.8. Esquema geral da reagéo de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura.
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Ao longo dos anos, a reagédo de Suzuki-Miyaura tem sido objeto de numerosos
avancos, tornando-se numa reacdo de grande relevancia na sintese quimica, tanto na
comunidade académica como na industria.?°®:2%8 No entanto, os desenvolvimentos mais
recentes nesse campo, especificamente em relacdo aos sistemas cataliticos, tém-se
concentrado principalmente em melhorar o acoplamento cruzado e ampliar a sua
eficiéncia, em vez de simplesmente expandir a variedade de reagentes organoborados
disponiveis para tal acoplamento.20-2™1

Os organotrifluoroboratos representam uma classe de reagentes organoborados
desenvolvidos como alternativas aos derivados do acido borénico para uso em reacdes
de acoplamento cruzado.?® Em 1995, Vedejs et al. relataram a primeira sintese de
organotrifluoroboratos de potassio, que podem ser facilmente obtidos pela adigéo de
KHF, a é&cidos arilborénicos.?'? Esses trifluoroboratos s&o solidos cristalinos
monoméricos, de facil isolamento e muito estaveis, quando expostos ao ar.l?1% 21213

Molander et al. alcangcaram resultados notaveis em reacdes de acoplamento
cruzado de Suzuki-Miyaura utilizando trifluoroboratos de alquenilo e haletos de arilo ou
triflatos, na presenga do catalisador PdClx(dppf)-CH2Cl, em solventes como THF/H.O

ou n-PrOH, usando Cs>CO3 ou NEt; como base (Esquema 1.9).1214 219

Ri—X + /\BF3K poub > R1/\

R4 = alquenilo ou arilo

X = haleto

A = PdCl,(dppf).CH,Cl; (2%), Et3N, n-PrOH

B = PdCl,(dppf).CHCl, (9%), Cs,CO3 THF-H,O

Esquema 1.9. Esquema racional de vinilagdo com trifluoroboratos de alquenilo.
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1.10. Calculos da teoria do funcional da densidade (DFT) e da

teoria do funcional da densidade dependente do tempo (TDDFT)

Os calculos de DFT e TDDFT fornecem informagdes complementares essenciais
para a interpretacido de determinados resultados experimentais, nomeadamente no que
diz respeito as propriedades fotofisicas das moléculas.

ADFT é um método computacional de modelacédo de mecéanica quantica utilizado
para avaliar a estrutura eletrénica de moléculas no estado fundamental. Nos calculos
tedricos da DFT, a estrutura eletrénica de um sistema (atomos, moléculas ou sélidos) é
aproximada utilizando funcionais (expressbes matematicas) que dependem da
densidade eletrénica, em vez da fungdo de onda dos eletroes. ATDDFT é uma extensao
da DFT, utilizada para descrever a estrutura eletrénica de sistemas sob a influéncia de
campos externos dependentes do tempo, como a luz ou potenciais oscilantes, ou seja,
€ utilizada para calcular as propriedades dos estados excitados e estudar a dindmica

dos sistemas eletronicos.
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Este trabalho teve como finalidade o desenvolvimento de novos marcadores
fluorescentes de biomoléculas, soluveis em agua e reativos ao grupo amino, usando
uma estratégia sintética simples, eficiente e com materiais de partida de baixo custo,
como a 7-dietilamino-4-metilcoumarina, o 4-dietilaminobenzaldeido, o ferroceno-
carboxaldeido, entre outros. Os novos marcadores fluorescentes permitiram a sintese
de sondas oligonucleotidicas que foram testados em modelos biolégicos, de leveduras
e bactérias, para identificacdo e detegcdo de microrganismos no contexto de micro-
amostras do Patriménio Cultural.

Neste capitulo serdo discutidas as estratégias sintéticas seguidas na preparagao
dos varios precursores para a sintese dos marcadores fluorescentes, e avaliadas as
suas propriedades fotofisicas, que serao igualmente interpretadas a luz dos calculos da
teoria do funcional da densidade (DFT) e da teoria do funcional da densidade
dependente do tempo (TDDFT). O potencial das novas sondas oligonucleotidicas
fluorescentes foi avaliado através da técnica FISH, por analise dos resultados de
citometria de fluxo e de microscopia de epifluorescéncia, em dois modelos biolégicos,

nomeadamente em células de Saccharomyces cerevisiae e de Bacillus sp..

I1.1. Derivados da 7-dietilamino-4-metilcoumarina

Neste trabalho foram realizadas derivatizagdes a partir da posicao 2 e da posigao
3 da 7-dietilamino-4-metilcoumarina, com o objetivo de obter marcadores fluorescentes,
com excelentes propriedades fotofisicas, para a marcacao de biomoléculas. De referir
que as posicoes 2 e 3 sdo consideradas as mais favoraveis para a expansdo do

sistema = deslocalizado na 7-dietilamino-4-metilcoumarina.

11.1.1. Derivados 2-substituidos da 7-dietilamino-4-metilcoumarina

A extensao da conjugacgéo na posicao 2 eliminara o indesejavel efeito aceitador
de eletrdes do grupo carbonilo, com a inevitavel partilha de eletrbes n ao longo da
deslocalizacdo na posicdo 3, em coumarinas 3-substituidas. O aumento da extensdo da
conjugacdo na posigao 2, permitiu sintetizar um elevado numero de novos derivados

fluorescentes com o grupo 2-metilenocromeno, com propriedades fotofisicas
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aprimoradas, tais como superior brilho, elevados desvios de Stokes e consideraveis
rendimentos quanticos.

A tionagao do grupo carbonilo da 7-dietilamino-4-metilcoumarina (1), com o
reagente de Lawesson, foi utilizada como uma estratégia sintética util para promover
reacdes de condensagao na posicao 2. A utilizacio da referida coumarina como material
de partida para a sintese de derivados 2-metilenocromeno, com a incorporagao dos
grupos diciano, piperidina e 2-(piridin-4-il)acetonitrilo esta representada no Esquema
I.1.

A —_— N —_— N @
NGy
N o o ~N 0 s P 0 N
) (1) ) (2) ) (30)

Esquema Il.1. Derivados 2-metilenocromeno da 7-dietilamino-4-metilcoumarina (1).

1.1.1.1. Sintese dos derivados do 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ili-

deno)malononitrilo (3)
A sintese de derivados 2-substituidos da 7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-
tiona (2), foi delineada considerando que a forte coordenagao entre a prata e o enxofre

diminui a ordem de ligagéo entre o enxofre e o C-2, tornando este ultimo mais reativo a

espécies nucledfilas (Esquema 11.2).

S Reacado de Lawesson, o~ AgNO3 NEt3 ~
- + N e N N
/j oo N 0" s N 0N

(1) ) 2 ) @3) CN

Esquema Il.2. Sintese do 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)malononitrilo (3).
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A incorporagao de um grupo malononitrilo na posigao 2 (Esquema 11.2), apds a
tionagdo da 7-dietilamino-4-metilcoumarina (1), promoveu um desvio batocromico
superior a 100 nm no 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)malononitrilo (3)
quando comparado com o seu precursor 1, resultado da superior deslocalizagao
eletronica induzida.!''® 218!

Aincorporagéo de um substituinte 4-estirilo com grupos doadores ou aceitadores
de eletrbes na posi¢ao para poderia originar uma superior deslocalizag&o de eletrbes ©
e o respetivo caracter push-pull do croméforo. Estas modificagdes podem promover
superiores desvios batocromicos nas bandas de absorcéo e emissao, e melhorar outras
propriedades fotofisicas.

A principal estratégia sintética para a obtengao de derivados 4-estiril do 2-(7-di-
etilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)malononitrilo (3) baseou-se na elevada acidez
dos protdes do grupo metilo presentes na posicdo 4, que permitem reacgbes de
condensacéo alddlica.

Para avaliar o efeito dos grupos doadores e aceitadores de eletrbes nas
propriedades fotofisicas dos novos croméforos, sintetizaram-se e caracterizaram-se
espetroscopicamente uma pequena biblioteca de derivados 4-estiril do 2-(7-dietilamino-
4-metil-2H-cromen-2-ilideno)malononitrilo (3).

A reacao de condensacao alddlica, estereosselectiva e altamente eficiente, entre
o intermediario (3) e os aldeidos aromaticos, 4-formilbenzoato de metilo, benzaldeido,
4-metoxibenzaldeido e 4-dimetilaminobenzaldeido, permitiu obter os derivados
4-estirilo, 4 a 7, com rendimentos considerados de muito bons a elevados (Esquema
11.3).184

R

A

R
AN O AN
CHO
CN Piperidina, CHzCN CN
ZN N >y N
P L P L
(3)

)-R=CO,CHz (71%)
)-R=H (92%)
)-R=N(CH3z), (95%)
)-R=0CHj3 (96%)

Esquema II.3. Sintese dos derivados 4-estiril do 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)-

malononitrilo (3).
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Inesperadamente, apesar de necessitarem de condicbes de reacdo mais
vigorosas, os aldeidos que contém grupos doadores de eletrbes apresentaram melhores
rendimentos do que aquele com um grupo aceitador de eletrdes na posicao para. Este
facto pode ser devido a superior estabilizagdo do alcool intermediario, pelos grupos
doadores de eletrbes, neste tipo de molécula. Os novos derivados do 2-(7-dietilamino-
-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)malononitrilo (3), com o sistema © mais deslocalizado, séo
facilmente isolados ap6s cromatografia em coluna de silica. Todos os dados espectrais

sao consistentes com as estruturas propostas (Reacdes IV.1.2.3 a IV.1.2.6).

1.1.1.1.1. Propriedades fotofisicas dos derivados 4-estiril do 2-(7-dietil-

amino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)malononitrilo (3)

As propriedades fotofisicas dos derivados 4-estiril do 2-(7-dietilamino-4-metil-
-2H-cromen-2-ilideno)malononitrilo  (3), nomeadamente as suas propriedades de
absorcdo e emissdo, assim como os rendimentos quanticos de fluorescéncia, foram

avaliadas e estao registadas na Tabela I1.1.

Tabela I1.1. Propriedades fotofisicas dos derivados 4-estiril do 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cro-

men-2-ilideno)malononitrilo (3).84!

Aube @ Ao P Desvio de e
Composto Stokes Drd
(nm) (nm) (nm, cm-") (em™M™)
1 371 434 63, 3913 22910 0.73
3 477 519 42,1697 38000 0.05
4 520 620 100, 3102 19000 0.04
5 516 603 87, 2796 17000 0.16
6 496 597 101, 3411 34000 0.95
7 522 602 80, 2546 24000 0.20

aMaximos de absorgdo em CH3CN. "Maximos de emissdo em CH3CN. *Absortividade molar na transigdo de comprimento
de onda mais longo. “Rendimento quantico de fluorescéncia em EtOH, determinado utilizando 7-dietilamino-4-metil-

coumarina (®r = 0.73 em EtOH) como padr&o.?'®
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Os espetros de absorcao dos referidos novos derivados 4-estirilo, 4 a 7, sao
apresentados na Figura I.1. Todos os referidos derivados apresentam maximos de
absorgéo e emissao a comprimentos de onda mais longos, quando comparados com o
seu precursor 3, devido ao efeito de transferéncia de carga intramolecular, pela
conjugacéo do grupo dietilamino, doador de eletrbes, e dos grupos estirilo na posi¢ao 4

com o grupo dicianometileno como aceitador de eletrdes na posigéo 2.

—(1)
—(4)

(5)
—(6)
—(7)

Absorvancia
o
o

280 380 480 580 680
Comprimento de onda (nm)

Figura I.1. Espetros de absorgao da 7-dietilamino-4-metilcoumarina (1) e dos derivados 4-estiril

do 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)malononitrilo (3), em CHsCN.

Geralmente, a presencga de grupos aceitadores de eletrdes na posigéo 4 das
coumarinas promove desvios batocrémicos mais elevados do que os grupos doadores
de eletrdes,® mas este efeito ndo é significativamente pronunciado nos derivados
4-estirilo, 4 a 7, possivelmente devido ao forte efeito aceitador de eletrées do grupo
dicianometileno na posicao 2. Por outro lado, as absortividades molares foram
fortemente afetadas pela natureza dos grupos doadores de eletrées ou aceitadores de
eletrées na posicdo para do substituinte 4-estirilo. A analise da Tabela 1.1 permite
verificar que, no caso dos derivados 4-estirilo, 4 a 7, os grupos doadores de eletrdes
promovem elevadas absortividades molares (ex., € (6) = 34000 cm™'M™" vs. & (4) = 19000
cm'M™) e também elevados rendimentos quanticos de fluorescéncia (ex., ®r (6) = 0.95
vs. O (4) = 0.04).84

Todos os derivados 4-estirilo, 4 a 7, apresentam elevados desvios de Stokes
devido a extensdo do sistema = conjugado na molécula, que é essencial para o processo
eficaz de transferéncia de carga intramolecular do estado excitado emissivo. O

composto 6 apresenta o rendimento quantico de fluorescéncia mais elevado,
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possivelmente devido a presenga de um forte substituinte doador de eletrdes, o grupo
dimetilamino. A diminuicdo observada no composto 7 pode ser atribuida a uma reducao
substancial da densidade eletronica do atomo de oxigénio, do grupo metoxi, na
presenca do substituinte aceitador de eletrées dicianometileno.®!

Os desvios batocromicos sofreram um aumento muito mais pronunciado com a
inclusao do substituinte 4-estirilo contendo doadores de eletrdes na posi¢cao para, como
os grupos dimetilamino ou metoxi. Como era de esperar, o grupo dimetilamino, quando
comparado com o grupo metoxi, promoveu desvios batocrémicos mais elevados, de
aproximadamente 40%, devido ao superior caracter doador de eletrbes, por efeito

mesomero, deste substituinte.

1.1.1.1.2. Calculos DFT e TDDFT para os derivados 4-estiril do 2-(7-dietil-

amino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)malononitrilo (3)

A geometria molecular otimizada dos derivados 4-estirilo, 4 a 7, tanto no estado
fundamental como no primeiro estado excitado singuleto, calculada ao nivel
PBEO0/6-31G(d,p) em CH3CN, esta representada na Figura VI.1 (Anexos) e detalhada
na Tabela VI.1 (Anexos). No estado eletronico fundamental, todos os compostos
apresentam um desvio da planaridade entre o plano médio dos anéis fundidos e o plano
do substituinte 4-estirilo, restringindo a conjugacdo = da ligagdo entre os grupos
doadores e aceitadores nas moléculas. A ponte de etileno permanece quase no plano
do anel benzénico e a tor¢gdo ocorre na ligagdo com os anéis fundidos. Este angulo
diedro € menor para os compostos 6 (11.9°) e 7 (19.8°), e apresenta valores mais
elevados para os compostos 4 (24.5°) e 5 (23.0°). No entanto, para o estado excitado
S1, a situagao é completamente diferente, com todas as moléculas a tornarem-se quase
planares, com um desvio maximo de -0.9° para o composto 4 e um desvio minimo da
planaridade de -0.3° para o composto 6.4

Outra propriedade geométrica importante, que € pertinente para aceder a
deslocalizagéo eletronica ao longo da estrutura n conjugada, é a diferenga média de
comprimento entre uma ligagdo simples e uma ligagdo dupla adjacente (BLA, Bond
Length Alternation). Enquanto a alternancia de comprimento de ligagdo calculada BLA
dos compostos varia entre 0.08 A (composto 6) e 0.11 A (compostos 4 e 5) no estado
fundamental Sy, reduz-se consideravelmente para 0.04 A para todos os compostos no
estado excitado Ss. Estas diferengas significativas na geometria entre os estados Sp e

S1, que contribuem para um aumento da deslocalizagao eletrénica e uma diminuicdo do
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intervalo de energia HOMO-LUMO no estado excitado S+, podem justificar um elevado
desvio de Stokes, em que, apés uma excitagdo vertical se segue um relaxamento
estrutural significativo do estado excitado antes da emiss&o.?'" 218l

Os comprimentos de onda de absorgao, e a forga de oscilador (f) das transigdes
de mais baixa energia dos compostos foram calculados por métodos da teoria do
funcional da densidade dependente do tempo (Figura 1.2 e Tabela VI.2 (Anexos)). Os
estados excitados de mais baixa energia S1 e Sy, apesar de apresentarem diferentes
forcas de oscilador, partiiham a mesma composicao para todos os compostos e sao
principalmente de caracter HOMO—LUMO e HOMO-1—-LUMO, respetivamente (mais

de 98% em todos os casos).

Lumo " @0
ol S G

;Q‘ S
S$,—S; S$—S, S,—S,
535 nm 513 nm 544 nm
f=0542 f=0.618 f=1.442
HOMO Yo 4
o .
vé 3
S-S, $—S, x' $—S, ‘g& $,—8,
417 nm 415nm 496 nm 452 nm

f=1.203 f=1.140 f=0.712 f=1324

£ &

HOMO-1 ‘ w2 . §
*fi‘gé r W Wy

Figura 11.2. Transigbes So—S1 e So—S2 de mais baixa energia, respetivos numeros de onda e

forcas de oscilador dos derivados 4-estirilo, 4 a 7.

A forma e a localizagao espacial dos estados sdo, no entanto, muito diferentes,
0 que implica caracteristicas diferentes da transferéncia de carga intramolecular que
ocorre aquando da excitacdo. Na maioria dos casos, a HOMO e a HOMO-1 estdo mais
localizadas nos anéis fundidos ou no substituinte 4-estirilo, enquanto a LUMO esta
menos localizada estendendo-se sobre a zona de ligagéo, o que facilita as absorgdes
de transferéncia de carga interna de baixa energia.?'”! As excitagbes de mais baixa
energia para o composto 6, que apresenta as transigdes com maior forga de oscilador,
correspondem a transferéncias de carga do substituinte 4-estirilo para os anéis,

refletindo a forte capacidade doadora do grupo amino ligado ao substituinte 4-estirilo.
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Para os outros compostos, a excitacdo So—S; corresponde a transferéncias de carga
opostas, com o estado HOMO localizado principalmente nos anéis e a LUMO a
espalhar-se para o substituinte 4-estirilo. No entanto, para estes compostos, esta ndo é
a excitacdo mais intensa, apresentando a transicdo So—S; valores de f muito mais
elevados e dominando assim os espetros de absorgdo. O caracter doador dos grupos
presentes no composto 7 é evidenciado por esta transicdo que ocorre entre o estado
HOMO-1, maioritariamente localizado no substituinte 4-estirilo, e a LUMO, maioritaria-
mente localizado nos grupos nitrilo.

Para a maioria dos compostos, as transi¢des de mais baixa energia calculadas
apresentam uma boa concordancia com os maximos de absorcdo experimentais dos
derivados 4-estirilo, 4 a 7, (Tabelas I.1 e Tabela V1.2 (Anexos)), a excegao do composto
6. Para este composto, 0 maximo experimental a 496 nm pode ser atribuido a transi¢cao
So—S2, enquanto a transigdo So—S1 de mais baixa energia corresponde a um ombro

visivel localizado em torno de 536 nm.

61



Discussao

11.1.1.2. Sintese dos marcadores fluorescentes para biomoléculas deriva-
dos do 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)malononitrilo (3)

De acordo com as propriedades fotofisicas dos derivados 4-estirilo, 4 a 7, e
respetivos calculos DFT e TDDFT, os candidatos mais promissores para futuros
marcadores fluorescentes serdo aqueles que apresentam doadores na posigcéo para no
substituinte 4-estirilo. Considerando esta premissa e também a de que os marcadores
fluorescentes devem conter um espagador € um grupo reativo ao grupo amino, neste
caso um éster succinimidilico, idealizaram-se as estruturas moleculares apresentadas

no Esquema 11.4.

) CN

Esquema Il.4. Estruturas moleculares para marcadores fluorescentes derivados do 2-(7-dietil-

amino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)malononitrilo (3).
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1.1.1.2.1. Sintese do marcador fluorescente, (E)-2-(4-2-2-(dicianometileno)-
-7-dietilamino-2H-cromen-4-il)vinil)fenoxi)hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-
1-ilo (11)

A estratégia de sintese de um marcador fluorescente, como anteriormente
referido, o (E)-2-(4-2-2-(dicianometileno)-7-(dietilamino)-2H-cromen-4-il)vinil)fenoxi)he-
xanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (11), foi delineada usando o acido (E)-2-(4-(2-(2-
(dicianometileno)-7-(dietilamino)-2H-cromen-4-il)vinil)fenoxi)hexandico (10), como pre-
cursor (Esquema 11.5). De referir que o acido 6-(4-formilfenoxi)hexandico (9) foi obtido
através da hidrolise do produto da reagao entre o 4-hidroxibenzaldeido e do 6-bromo-
-hexanoato de etilo (8), compostos acessiveis e de baixo custo (Reagdes IV.1.2.7 a
IV.1.2.8).

N-hidroxisuccinimida P
DCC, DMAP, DMF; CH;CN

@3)

Esquema II.5. Sintese do marcador fluorescente, (E)-2-(4-2-2-(dicianometileno)-7-(dietilamino)-

-2H-cromen-4-il)vinil)fenoxi)hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (11).184

O acido (E)-2-(4-(2-(2-(dicianometileno)-7-dietilamino-2H-cromen-4-il)vinil)-
fenoxi)hexanoico (10), foi sintetizado através de uma reacao de condensacéo alddlica
entre o 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)malononitrilo (3) e o acido 6-(4-for-
milfenoxi)hexandico (9) (Reacado IV.1.2.9). A sintese do marcador fluorescente (E)-2-
-(4-2-2-(dicianometileno)-7-dietilamino-2H-cromen-4-il)vinil)fenoxi)hexanoato de 2,5-di-
oxopirrolidin-1-ilo (11), funcionalizado com um éster succinimidilico esta descrita na
reacao IV.1.2.10.

O espetro de '"H RMN apresenta um singuleto a 2.85 ppm, caracteristico dos
quatros protdes dos dois grupos metileno do grupo succinimida e o espetro de *C RMN
apresenta um sinal a 169.3 ppm, caracteristico dos grupos carbonilo do referido grupo,
0 que comprova a sua presenca no produto final. Os valores de massa exata sao
concordantes com a estrutura proposta. De referir que este marcador foi obtido com um

rendimento global de 56%.

63



Discussao

1.11.1.2.2. Sintese do marcador fluorescente, (E)-6-((4-(2-(2-(dicianome-
tileno)-7-dietilamino-2H-cromen-4-il)vinil)fenil)(metil)Jamino)hexanoato de
2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (26)

Para a sintese de um marcador fluorescente com o grupo amino na posigao para
no substituinte 4-estirilo, foram idealizadas e efetuadas diversas tentativas de sintese
de um aldeido com as referidas caracteristicas e que possuisse um espagador com um

grupo carboxilo.

1.1.1.2.2.1. Tentativas de sintese e hidrélise do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)-

amino)etoxi)propanoato de metilo (12)

Foram realizadas varias tentativas de sintese (Reagbes 1V.1.2.11 a IV.1.2.19),
do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)amino)etoxi)propanoato de metilo (12), usando diferentes
condi¢cbes reacionais, no que concerne a ordem de adicdo de reagentes, bases e

solventes (Esquema I1.6).
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Esquema II.6. Tentativas de sintese e hidrélise do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)amino)etoxi)propa-

noato de metilo (12).

Nas tentativas de sintese das reagdes 1V.1.2.11 a IV.1.2.18 n&o houve formagéo
do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etoxi)propanoato de metilo (12), ou seja, estes
resultados sugerem que a acidez dos protdes B do 3-bromopropanoato de metilo pode
levar a formagao de acrilato de metilo. Na reacdo 1V.1.2.19 em que foram usados os
mesmos reagentes da reagao 1V.1.2.13, mas com uma diferente ordem de adigao, foi
obtido o composto 12 com um rendimento de 40%, o que confirma o que foi
anteriormente sugerido. A hidrolise efetuada na reagéo I1V.1.2.19 produziu o acido
3-(2-((4-formilfenil)(metil)amino)etoxi)propandico (13) com um rendimento muito baixo

(16%), o que inviabilizou a sua utilizagao de acordo com os objetivos deste trabalho.
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1.11.1.2.2.2. Tentativas de sintese do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etoxi)-
propanoato de metilo (14)

Com o intuito de verificar se os resultados anteriormente obtidos se deviam a
formacgao do acrilato de metilo por um processo de eliminagao, usou-se um reagente de
alquilagdo com uma cadeia metilénica superior, 0 3-bromo-hexanoato de metilo. Nas
tentativas de sintese das reagdes 1V.1.2.21 a 1V.1.2.25 houve formagao de multiplos
produtos secundarios, sem a obtengdo do desejado 3-(2-((4-formilfenil)(metil)amino)-

etoxi)propanoato de metilo (14) (Esquema 11.7).

\N /\/o\/\/\)l\o/
H»Nm © (14) (IV.1.2.21)
CH3CN, t.a

CHO o

o\/\/\)J\
\N/\/ o/
A
%Oé, © (1) (IV.1.2.22)
Tolueno, t.a
OH \/\/\)I\
\N/\/ ~N /\/O O/

(o) Ag,0, NaH )% 14
+ Brw ™~ Tolueno, t.a a4 (v1.2.23)
o
CHO

(CH3)sCOK
Wé’ (14) (IV1.2.24)

CHO o

\N/\/O\/\/\)]\o/
(CH3)3COK
W © (14) (IV.1.2.25)

CHO

Esquema II.7. Tentativas de sintese do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)amino)etoxi)propanoato de
metilo (14).
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11.1.1.2.2.3. Sintese de 4-formilfenil(metil)Jamino sulfonatos como reagentes
passiveis de substituicoes nucleodfilas

Numa outra tentativa para sintetizar um aldeido, com um grupo amino na posi¢ao
para e com um espacgador que incluisse um grupo carboxilo, sintetizaram-se dois
4-formilfenil(metil)amino sulfonatos,15 e 17, como reagentes passiveis de substituicbes
nucledfilas. Num primeiro ensaio (reagéo 1V.1.2.27), entre o 4-metilbenzenossulfonato
de 2-((4-formilfenil)(metil)amino)etilo (15) e a propilamina obteve-se o 4-(metil(2-(propil-
amino)etil)amino)benzaldeido (16), com um rendimento de 50%. Este rendimento
mediano perspetivava a possibilidade de obtengcdo de uma outra tipologia de aldeidos,
0 que nao veio a ocorrer (Esquema 11.8). Estes e os anteriores resultados negativos,
conjugados com a auséncia do sinal caracteristico do grupo formilo nos espetros de
'H e "®C-RMN dos produtos secundarios, sugerem que este grupo devera ser bastante
reativo, ndo permitindo a obtencao dos produtos desejados.
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Esquema I1.8. Sintese de 4-formilfenil(metil)Jamino sulfonatos como reagentes passiveis de
substituicbes nucledfilas.
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1.1.1.2.2.4. Sintese do acido 6-((4-formilfenil)(metil)Jamino)hexandico (24)

Para contornar a possivel reatividade do grupo formilo, idealizou-se a sua
introducdo no final do processo sintético, através de uma reagdo de formilagdo de
Vilsmeier-Haack (Esquema 11.9). De referir que o acido 6-((4-formilfenil)(metil)amino)-
hexanoico (24) foi obtido a partir da N-metilanilina e do 6-bromo-hexanoato de etilo,

compostos acessiveis e de baixo custo (Reagdes IV.1.2.35 a IV.1.2.37).

o) K,CO3 o
— Tes
+ Br///A\\\\////\\\\,///A\\\H//’ \\\N//// R

(22)

DMF
POCI3, 100 °C, 2h

OH o
\Nw \N/\/\/Y ~
o) o

2M NaOH
THF, t.a, 24h

CHO CHO

(24) 3)

Esquema I1.9. Sintese do acido 6-((4-formilfenil)(metil)Jamino)hexandico (24).
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1.1.1.2.3. Sintese do marcador fluorescente, (E)-6-((4-(2-(2-(dicianome-
tileno)-7-dietilamino-2H-cromen-4-il)vinil)fenil)(metil)Jamino)hexanoato de
2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (26)

A estratégia de sintese do marcador fluorescente (E)-6-((4-(2-(2-(dicianometil-
eno)-7-dietilamino-2H-cromen-4-il)vinil)fenil)(metil)amino)hexanoato de 2,5-dioxopirro-
lidin-1-ilo (26), foi delineada usando o acido (E)-6-((4-(2-(2-(dicianometileno)-7-dietil-
amino-2H-cromen-4il)vinil)fenil)(metil)Jamino)hexandico (25), como precursor (Esquema
[1.10).

o
OH o}
\N/\/\/\[( \N ~n
o
o

N-hidroxisuccinimida
DCC, DMAP, DMF; CH5;CN

Z
9
CcN
S

(3) CN PN
N
S e

Esquema 11.10. Sintese do marcador fluorescente, (E)-6-((4-(2-(2-(dicianometileno)-7-dietil-

amino-2H-cromen-4-il)vinil)fenil)(metil)amino)hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (26).182

O acido (E)-6-((4-(2-(2-(dicianometileno)-7-dietilamino-2H-cromen-4il)vinil)fenil)-
(metil)amino)hexandico (25), foi sintetizado através de uma reacdo de condensacéo
alddlica entre o 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)malononitrilo (3) e o acido
6-((4-formilfenil)(metil)Jamino)hexandico (24), descrita na reacéo 1V.1.2.38. A sintese do
marcador fluorescente (E)-6-((4-(2-(2-(dicianometileno)-7-dietilamino-2H-cromen-4-
-il)vinil)fenil)(metil)amino)hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (26), funcionalizado com
um éster succinimidilico esta descrita na reagéo 1V.1.2.39.

O espetro de '"H RMN apresenta um singuleto a 2.85 ppm, caracteristico dos
quatros protdes dos dois grupos metileno do grupo succinimida e o espetro de *C RMN
apresenta um sinal a 169.3 ppm, caracteristico dos grupos carbonilo do referido grupo,
0 que comprova a sua presenca no produto final. Os valores de massa exata sao
concordantes com a estrutura proposta. De referir que este marcador foi obtido com um

rendimento global de 61%.
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1.1.1.2.4. Propriedades fotofisicas dos marcadores fluorescentes,
(E)-2-(4-2-2-(dicianometileno)-7-(dietilamino)-2H-cromen-4-il)vinil)fenoxi)-
hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (11) e (E)-6-((4-(2-(2-(dicianome-
tileno)-7-dietilamino-2H-cromen-4-il)vinil)fenil)(metil)Jamino)hexanoato de
2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (26)

As propriedades fotofisicas dos novos marcadores fluorescentes 11 e 26,
nomeadamente as suas propriedades de absorcdo e emissdo, desvio de Stokes,
absortividade molar e rendimento quantico de fluorescéncia, foram avaliadas e estao

registadas na Tabela I1.2.

Tabela 11.2. Propriedades fotofisicas dos marcadores fluorescentes, (E)-2-(4-2-2-(diciano-
metileno)-7-(dietilamino)-2H-cromen-4-il)vinil)fenoxi)hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (11) e
(E)-6-((4-(2-(2-(dicianometileno)-7-dietilamino-2H-cromen-4-il)vinil)fenil)(metil)amino)hexanoato
de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (26).182

Aabs ? Aem b Desvio de e’
Composto Stokes - ol
(nm) Om) o omy (CmTM)
10 519 596 77, 2489 24000 0.28
11 523 597 74,2370 24000 0.29
25 500 (578)¢ 628 128, 4076 59000 0.27
26 498 (576)° 624 126, 4055 59000 0.27

aMaximos de absorgado em CH3CN. "Maximos de emissdo em CH3CN. *Absortividade molar na transigdo de comprimento
de onda mais longo. “Rendimento quantico de fluorescéncia em EtOH, determinado utilizando 7-dietilamino-4-metil-

coumarina (®r = 0.73 em EtOH) como padrdo. *Ombro. '8
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Na Figura 1.3 estéo representados os espetros de absorgao dos marcadores flu-

orescentes derivados do 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)malononitrilo (3).

—(1)
(1)
—(26)

05

Absorvancia

p

240 40 a40 540 640
Comprimento de onda (nm)

Figura 11.3. Espetros de absorgdo da 7-dietilamino-4-metilcoumarina (1) e dos marcadores
fluorescentes, (E)-2-(4-2-2-(dicianometileno)-7-(dietilamino)-2H-cromen-4-il)vinil)fenoxi)hexano-
ato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (11) e (E)-6-((4-(2-(2-(dicianometileno)-7-dietilamino-2H-cromen-

-4-il)vinil)fenil)(metil)amino)hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (26), em CH3sCN.

As absortividades molares dos marcadores fluorescentes 11 e 26, foram
fortemente influenciadas pela natureza dos grupos doadores de eletrbes do substituinte
estirilo na posigéo 4 (¢ (11) = 24000 cm'M™" vs. £ (26) = 59000 cm™'M™), ou seja, a
presenca dum grupo amino nessa posi¢ao mais do que duplicou a absortividade molar
quando comparado com o grupo alcoxi.

O superior caracter doador de eletrées do grupo amino no referido substituinte
4-estirilo, quando comparado com o congénere alcoxi, também quase duplicou o desvio
de Stokes devido a sua elevada influéncia no sistema = conjugado da molécula, que é
essencial para um eficaz processo de transferéncia de carga intramolecular do estado
excitado emissivo. Os marcadores fluorescentes com elevados desvios de Stokes
oferecem uma vantagem devido a possivel eliminagdo da sobreposigéo espetral entre
a absorcdo e a emissdo, o que reduz a interferéncia e o processo de extingdo de
fluorescéncia, proporcionando uma detegcdo mais simples e eficaz da emissao de
fluorescéncia. Os marcadores fluorescentes com elevados desvios de Stokes sao muito
importantes para as aplicagdes de transferéncia de energia por ressonancia do tipo
Forster (FRET) e para a microscopia otica baseada na deplegédo de emissao estimulada
(STED).[220' 221]
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11.1.1.2.5. Calculos DFT e TDDFT para os marcadores fluorescentes 11 e 26

Para os marcadores fluorescentes 11 e 26, as excitagbes de mais baixa energia
S1 e Sy sdo, essencialmente, transicbes HOMO—LUMO e HOMO-1—LUMO,
respetivamente, e as suas forgas de oscilador relativas dependem da presenga do grupo
amino ou alcoxi, em posicao para do substituinte 4-estirilo (Tabela V1.4 (Anexos)). Para
0 composto com o grupo alcoxi (11), a excitagao S, foi dominante, enquanto a S foi a
mais intensa para o composto com o grupo amino (26), o que explica a elevada
absortividade molar observada no composto com o grupo amino em comparagao com

o seu homologo alcoxi (Figura 11.4).
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Figura Il.4. Espetros experimentais (cinzento) comparados com as excitagbes calculadas
(vermelho e azul) e as orbitais moleculares envolvidas nas duas transigbes eletronicas de mais

baixa energia dos marcadores fluorescentes 11 e 26, em CH3CN.[82

A forma e a distribuicdo espacial dos estados HOMO, HOMO-1 e LUMO
apresentam diferengas notaveis, indicando caracteristicas distintas da transferéncia de
carga intramolecular que ocorreu na excitagéo. Para os marcadores fluorescentes 11 e
26, nem a HOMO, nem a HOMO-1, nem as orbitais LUMO apresentaram contribui¢cdes
relevantes sobre o0 grupo reativo ligado, indicando que este n&o participa no sistema n
conjugado e nédo interfere no processo de excitagdo. Esta é uma carateristica
importante, uma vez que é desejavel uma interferéncia minima da ligagao dos
marcadores fluorescentes a uma biomolécula com as suas propriedades de

fluorescéncia.
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Relativamente aos estados HOMO, a principal carateristica relevante foi que
estas orbitais estavam maioritariamente localizadas nos anéis fundidos para o composto
11 com o grupo alcoxi, enquanto para o composto 26 com o grupo amino estavam
localizadas no substituinte 4-estirilo. O inverso ocorreu para as orbitais HOMO-1, com a
HOMO do composto 11 a apresentar grande semelhanga com a HOMO-1 do composto
26 e vice-versa.

Para ambos os marcadores, as orbitais LUMO apresentam uma menor
localizagao e extensao sobre a zona de ligagédo. Esta extenséao facilita as absorgdes de
transferéncia de carga interna de baixa energia. A transicdo mais intensa, quer seja a
de maior comprimento de onda ou ndo, corresponde a uma transicdo do estado
localizado maioritariamente no substituinte 4-estirilo para a LUMO, o que sugere que
estes sdo os estados que se sobrepunham em maior escala com as orbitais LUMO. A
transicao de mais baixa energia no composto 26, que exibe a maior for¢a de oscilador,
envolve um processo de transferéncia de carga do substituinte 4-estirilo para os anéis
fundidos, destacando a capacidade doadora significativa do grupo amino ligado ao
substituinte 4-estirilo.

O indice Ar,??2 uma medida quantitativa da distancia da transferéncia de carga,
foi utilizado para caraterizar a natureza das transi¢des eletronicas. As transi¢cdes que
exibem um indice Ar substancial indicam um caracter significativo de transferéncia de
carga, com um limiar geralmente aceite de 2.0 A utilizado como critério para atribuir o
caracter de transferéncia de carga. Seguindo este critério, a maioria das excitagdes S+
e Sy pode ser classificada como transferéncia de carga, com o composto 11 a apresentar

os valores inferiores (Tabela V1.4 (Anexos)).
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Na Figura 11.5 estdo representadas as geometrias moleculares otimizadas dos
marcadores fluorescentes 11 e 26, tanto no estado fundamental como no primeiro
estado excitado singuleto. No estado fundamental, os referidos marcadores
apresentaram um desvio da planaridade entre o plano médio dos anéis fundidos e o
plano do substituinte 4-estirilo. Este desvio limita a conjugacdo n entre os grupos

doadores e aceitadores nas moléculas.

S$i

Figura 1I.5. Geometrias moleculares otimizadas, calculadas ao nivel PBE0/6-31G (d,p), no
estado fundamental e no primeiro estado excitado singuleto dos marcadores fluorescentes 11 e
26, em CH3CN.182

Em contrapartida, o estado excitado S+ revelou um cenario distinto, em que as
moléculas se tornaram quase planares. Os desvios da planaridade foram minimos,
tendo o composto 26 um minimo de 0.1° e 0 composto 11 um valor de 0.7°. A transigcao
do estado Sy para o estado Si também foi caracterizada por uma diminuicdo da
alternancia do comprimento da ligagao calculada (BLA), que diminui consideravelmente,
para todos os compostos, no estado excitado S1. No estado Sy, 0s compostos exibiram
variacdes de BLA, sendo de 0.08 A para o composto 26 e de 0.10 A para o composto
11. No entanto, no estado excitado S1, o BLA diminuiu significativamente para 0.04 A
em ambos os compostos (Tabela V1.5 (Anexos)).

De acordo com a regra de Kasha,?®® a fluorescéncia, na maioria dos casos,
restringe-se ao estado excitado de mais baixa energia, sendo que os estados eletrénicos
excitados mais elevados nado contribuem diretamente para a emissao de fluoréforos
excitados. Por conseguinte, as emissdes dos marcadores estudados seriam
provenientes do estado Si. As propriedades de emissdo dos marcadores foram
calculadas a partir da geometria otimizada do estado Ss e estdo representadas na
Tabela VI.6 (Anexos). Os comprimentos de onda de emissdao S1—S, foram

sistematicamente maiores do que os correspondentes ao processo de absorgdo Sp— S+
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com base na geometria otimizada do estado fundamental. As mudangas de geometria
observadas que ocorreram no estado excitado Si promoveram uma deslocalizagao
eletrénica efetiva dentro no sistema = conjugado, resultando numa redugao da diferenga
de energia entre HOMO e LUMO. Consequentemente, apés uma excitagao vertical,
houve um notavel relaxamento estrutural do estado excitado que ocorreu antes da
emisséo,?' 2'® o que levou a uma menor energia de emiss&o em comparagio com a
energia de excitacao, resultando assim num substancial desvio de Stokes.

A partir da geometria otimizada do estado excitado de menor energia S1, o tempo
de vida de fluorescéncia tedrico do estado excitado pode ser calculado, pela equagao
de Einstein da probabilidade de transi¢des espontaneas:

c3

=357

em que T € o tempo de vida de fluorescéncia, ¢ € a velocidade da luz no vacuo, E é a

energia de transigdo e f é a forga de oscilador correspondente da transigdo S1—So. Os
tempos de vida fluorescente calculados para os marcadores fluorescentes 11 e 26 séo
inferiores a 10 ns, tipicos de estados emissivos de fluoroforos orgénicos, enquanto
tempos de vida radiativos maiores corresponderam a estados nao radiativos (Tabela
V1.6 (Anexos)). No entanto, uma vez que o composto com o grupo amino apresentou
uma maior for¢ca de oscilador na transi¢cdo S1—So, 0 seu tempo de vida de fluorescéncia

foi mais curto em comparagéo com o do seu homologo com o grupo alcoxi.

1.1.1.3. Analise do potencial dos novos marcadores fluorescentes 11 e 26,
através da técnica FISH

11.1.1.3.1. Modelo Saccharomyces cerevisiae com as sondas EUK516-(11) e
EUK516-(26)

Os resultados obtidos por citometria de fluxo da hibridacdo de células de
Saccharomyces cerevisiae com sondas oligonucleotidicas comerciais e sintetizadas sao
apresentados na Figura I.6. Apds a analise destes resultados, é evidente que as células
de levedura, quando marcadas com as sondas oligonucleotidicas EUK516,
apresentaram uma intensidade de fluorescéncia relevante quando comparada com a
autofluorescéncia das células de S. cerevisiae ndao marcadas. Este resultado esta de
acordo com as expetativas, uma vez que estas sondas sao dirigidas a regido do ARNr

das células eucarioticas (Figura 11.6; A, C e E).
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As células hibridadas com a sonda EUKS516-Cy3 (controlo positivo)
apresentaram também uma elevada intensidade de fluorescéncia quando comparada
com a sua autofluorescéncia (Figura I1.6; A). Este sinal de fluorescéncia indica uma
hibridagcdo bem-sucedida da sonda EUK516-Cy3, o que € indicativo de taxas de ligagdes
efetivas. Em contrapartida, e como previsto, as células expostas a sonda EUB338-Cy3
(controlo negativo) emitiram sinais de fluorescéncia comparaveis a autofluorescéncia
das células ndo marcadas, indicando a auséncia de hibridagéo (Figura I1.6, B). Assim,
esta sonda serve como controlo negativo em experiéncias que envolvem células
eucaridticas, confirmando que nas condi¢des experimentais, a autofluorescéncia celular
permite uma detecdo especifica e seletiva.

As células de S. cerevisiae hibridadas com as sondas EUK516-(11) e
EUK516-(26) apresentaram sinais de fluorescéncia (Figura 11.6; C e E), mas as que
foram submetidas a hibridagdo com as sondas EUB338-(11) e EUB338-(26), apenas

produziram sinais de autofluorescéncia (Figura 11.6; D e F).[??4
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Figura I1.6. Resultados de citometria de fluxo (intensidade de fluorescéncia (Fl)/difuséo direta
(FSC)) referentes aos ensaios de hibridagao das células de Saccharomyces cerevisiae (SC) com
as sondas oligonucleotidicas: (A) EUK516-Cy3, (B) EUB338-Cy3, (C) EUK516-(11),
(D) EUB338-(11), (E) EUK516-(26) e (F) EUB338-(26).
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As células de S. cerevisiae hibridadas com a sonda EUK516-(11) apresentaram
uma percentagem substancial de células fluorescentes (= 65%), muito semelhante aos
valores observados (= 77%) com a sonda comercial EUK516-Cy3 (Figura 11.7). Estes
resultados demonstram de forma inequivoca a eficacia desta sonda para marcar células
de S. cerevisiae. Embora se tenham obtido percentagens inferiores de células
fluorescentes com a sonda EUK516-(26), esta demonstrou ainda assim uma capacidade
notavel de marcagao das referidas células (Figura I1.7).

A etapa de lavagem da técnica FISH podera explicar o ligeiro aumento na
percentagem de células fluorescentes observadas para as células marcadas com a
sonda EUB338-Cy3 e EUB338-(11), quando comparadas com os mesmos valores das
células de S. cerevisiae.”* O aumento de fluorescéncia observado podera estar
relacionado com ligagbes inespecificas dos marcadores as células e/ou também da sua

incompleta remogao durante a referida etapa.
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Figura I1.7. Percentagem de células fluorescentes das células de Saccharomyces cerevisiae
(SC) marcadas com as sondas EUK516 e EUB338 com os diferentes marcadores, 11, 26 e Cy3°®,

e o controlo negativo. As letras indicam as diferengas estatisticamente significativas (p < 0.05).

Os resultados de microscopia de epifluorescéncia dos ensaios de hibridacao
envolvendo células de S. cerevisiae com as sondas oligonucleotidicas comerciais e
sintetizadas sdo apresentados na Figura 11.8. Estes resultados estdo diretamente
correlacionados com os dados gerados através de citometria de fluxo, confirmando que
as sondas oligonucleotidicas EUK516-Cy3, EUK516-(11) e EUK516-(26), apresentaram

sinais de fluorescéncia muito intensos (Figura I1.8; A, C e E).
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Como esperado, no contexto dos ensaios de hibridagdo envolvendo células de
S. cerevisiae com as sondas oligonucleotidicas EUB338 (controlo negativo), ndo foi

possivel observar qualquer sinal de fluorescéncia (Figura I1.8; B, D e F).

Figura I.8. Microfotografias obtidas através de microscopia de epifluorescéncia com o filtro
TRITC referentes aos ensaios de hibridagédo das células de Saccharomyces cerevisiae com as
sondas oligonucleotidicas: (A) EUK516-Cy3, (B) EUB338-Cy3, (C) EUK516-(11),
(D) EUB338-(11), (E) EUK516-(26) e (F) EUB338-(26).

11.1.1.3.2. Modelo Bacillus sp. com as sondas EUB338-(11) e EUB338-(26)

Os resultados obtidos por citometria de fluxo da hibridacdo das células de
Bacillus sp. com as sondas oligonucleotidicas comerciais e sintetizadas séo
apresentados na Figura I1.9. Através da andlise dos resultados, é evidente que as
células bacterianas, quando marcadas com as sondas oligonucleotidicas EUB338,
apresentaram uma elevada intensidade de fluorescéncia quando comparada com a
autofluorescéncia das células de Bacillus sp. ndo marcadas. Este resultado esta de
acordo com as expetativas, uma vez que estas sondas sao dirigidas a regido de ARNr

de células procarioticas (Figura 11.9; A, C e E).
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As células hibridadas com a sonda EUB338-Cy3 apresentaram também uma
elevada intensidade de fluorescéncia quando comparada com a sua autofluorescéncia
(Figura 11.9; A). Este sinal de fluorescéncia indica uma hibridagdo bem-sucedida da
sonda EUB338-Cy3, o que evidencia taxas de ligagdes efetivas. Por outro lado, as
células hibridadas com a sonda EUK516-Cy3 emitiram sinais de fluorescéncia
comparaveis a autofluorescéncia das células ndo marcadas, indicando a auséncia de
hibridacao (Figura 11.9; B). A referida sonda serve como controlo negativo em
experiéncias que envolvem células procaridticas, confirmando que nas condigbes
experimentais, a autofluorescéncia celular permite uma detecao especifica e seletiva.

As células de Bacillus sp. hibridadas com as sondas EUB338-(11) e

EUB338-(26) apresentaram sinais de fluorescéncia (Figura 11.9; C e E), enquanto as que

foram submetidas a hibridagdo com as sondas EUK516-(11) e EUK516-(26), apenas
[224]

produziram sinais de autofluorescéncia (Figura 11.9; D e F).
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Figura I1.9. Resultados de citometria de fluxo (intensidade de fluorescéncia (Fl)/difuséo direta
(FSC)) referentes aos ensaios de hibridagédo das células de Bacillus sp. (BA) com as sondas
oligonucleotidicas: (A) EUB338-Cy3, (B) EUK516-Cy3, (C) EUB338-(11), (D) EUK516-(11),
(E) EUB338-(26) e (F) EUK516-(26).
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As células de Bacillus sp. hibridadas com as sondas oligonucleotidicas
sintetizadas, a EUB338-(11) e a EUB338-(26) apresentaram uma elevada percentagem
de células fluorescentes (= 31%), muito semelhante (= 36%) aos valores observados
com a sonda comercial EUB338-Cy3 (Figura 11.10). Estes resultados demonstram de
forma inequivoca a eficacia desta sonda para marcar células de Bacillus sp.. A avaliagédo
da hibridagdo das células de Bacillus sp. com as sondas oligonucleotidicas
EUK516-Cy3, EUK516-(11) e EUK516-(26), revelou que estas apresentaram valores
idénticos de percentagem de células fluorescentes aos das células de Bacillus sp. nao
marcadas. Este resultado confirma que os fluoréforos sintetizados se ligaram as
respetivas sondas oligonucleotidicas, ndo estabelecendo ligagdes inespecificas com as

células.??4
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Figura 11.10. Percentagem de células fluorescentes das células de Bacillus sp. (BA) marcadas
com as sondas EUK516 e EUB338 com os diferentes marcadores, 11, 26 e Cy3®, e o controlo

negativo. As letras indicam as diferengas estatisticamente significativas (p < 0.05).
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Na Figura I1.11 sdo apresentados os resultados de microscopia de
epifluorescéncia dos ensaios de hibridagdo envolvendo células de Bacillus sp. com as
sondas oligonucleotidicas comerciais e sintetizadas. Os resultados de microscopia de
fluorescéncia estdo diretamente correlacionados com os dados gerados através de
citometria de fluxo, o que confirma que as sondas oligonucleotidicas EUB338-Cy3,
EUB338-(11) e EUB338-(26), apresentaram sinais de fluorescéncia muito intensos
(Figura I1.11; A, C e E). Como era esperado, nos ensaios de hibridagdo com as sondas
oligonucleotidicas EUK516 nao foi possivel observar qualquer sinal de fluorescéncia
(Figura 11.11; B, D e F).2?4

(A)

Figura 11.11. Microfotografias obtidas através de microscopia de epifluorescéncia com o filtro
TRITC referentes aos ensaios de hibridacdo das células de Bacillus sp. com as sondas
oligonucleotidicas: (A) EUB338-Cy3, (B) EUK516-Cy3, (C) EUB338-(11), (D) EUK516-(11),
(E) EUB338-(26) e (F) EUK516-(26).
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I.1.1.4. Sintese do 2-(bis(4-nitrofenil)metileno)-N,N-dietil-4-metil-2H-cro-
men-7-amino (27) e tentativa de sintese do (E)-2-(7-dietilamino-4-metil-2H-

-cromen-2-ilideno)-2-(4-(trifluorometil)fenil)acetonitrilo (28)

Com o intuito de potenciar a deslocalizacio eletrénica, para a obtencdo de
compostos com superiores desvios batocromicos, sintetizou-se o 2-(bis(4-nitro-
fenil)metileno)-N,N-dietil-4-metil-2H-cromen-7-amino (27) com a introducdo de dois
grupos 4-nitrofenilo em substituicdo dos anteriores grupos ciano (Esquema I11.11). A
presenga dos dois substituintes nitro neste novo composto ndo produziu o efeito
desejado, pois 0 mesmo nao apresentou fluorescéncia, ou seja, a molécula devera
formar um dipolo efetivo com carga positiva no N-7 e negativa no grupo nitro.

As tentativas de sintese (Reacgdes IV.1.2.41 a IV.1.2.43) do (E)-2-(7-dietilamino-
-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)-2-(4-(trifluorometil)fenil)acetonitrilo (28), para a inclusdo
de um grupo 4-(trifluorometil)fenilo em substituigdo de um grupo ciano, igualmente para
obtengdo de superiores desvios batocrémicos, revelaram-se infrutiferas (Esquema
[1.11). A ndo formagéo do produto esperado, pode dever-se a existéncia de reagdes
secundarias entre os protdes metilicos na posigéo 4 da tiona (2) com os anides formados
a partir dos provavelmente muito acidicos protdes metilénicos do 2-(4-
-(trifluorometil)fenil)acetonitrilo.

ON” ‘ ‘ “NO,

NEts, AgNO5, CHiCN

m e X LT
o~ o s NEt, AGQNO5 CHyCN >~y o\
) @ ) (28) O (IVA.2.41 e V.1.2.42)

F3C4< >—\
CN \/ X
NaH, AgNO; CH4yCN
07 Yy

(28) ‘ (IV.1.2.43)

Esquema II.11. Sintese do 2-(bis(4-nitrofenil)metileno)-N,N-dietil-4-metil-2H-cromen-7-amino
(27) e tentativa de sintese do (E)-2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)-2-(4-(trifluoro-

metil)fenil)acetonitrilo (28).
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1.1.1.5. Tentativa de sintese do acido 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-

-ilideno)malénico (29)

Com o intuito de sintetizar o acido 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ili-
deno)maldnico (29) (Esquema 11.12) para a obtengéo, por descarboxilagdo, de um
intermediario com apenas um grupo carboxilo, formou-se exclusivamente um produto
de cor verde que, por RMN, n&o correspondia ao produto desejado. A conjugacéo dos
resultados obtidos nas referidas reagdes, sugere que a formagao deste produto verde

se deve exclusivamente a reacéo da 7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-tiona (2) com a

(0] (@]
~ HOMOH ){
AgNOj3, Piperidina, CH3;CN
<N 0 s <N

) ) )

piperidina.

Esquema II1.12. Tentativa de sintese do acido 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)-

malénico (29).

1.1.1.6. Sintese do nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)-

piperidin-1-io (30)

A sintese do nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-
-io (30) ocorreu durante a anterior tentativa de sintese do acido 2-(7-dietilamino-4-metil-
-2H-cromen-2-ilideno)malonico (29). O derivado 2-piperidinico da coumarina (30), foi
facilmente obtido, apods a reagao de tionagédo no grupo carbonilo da 7-dietilamino-4-me-
tilcoumarina (1), seguido da condensagéo da 7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-tiona

2) com a piperidina (Esquema 11.13), com um elevado rendimento (85%).['"®
(2) pip (Esq ), (85%)

H
N
m Reacéo de Lawesson /di + O AgNO3 CH3CN m,\‘gs
ZN 0 o N 0" s <N ° \®
) ) ) ) (30)

Esquema I1.13. Sintese do nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)piperi
-din-1-io (30).

(1)
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Esta nova molécula muito interessante (Figura 11.12), apresenta um desvio

batocrémico superior a 66 nm quando comparada com o seu precursor (1).

Figura 11.12. Nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (30) em
CHsCN, a 365 nm.

1.1.1.6.1. Sintese dos derivados do nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-
-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (30)

Adicionalmente, e com o objetivo de aumentar a deslocalizagao dos eletrdes n e
o caracter push-pull da molécula, idealizou-se a inclusdo de um grupo estirilo na posi¢cao
4 do referido derivado 2-piperidinico da coumarina (30). A presenga de grupos doadores
de eletrbes ou aceitadores de eletrdes na posicado para do substituinte 4-estirilo, neste
caso e como verificado anteriormente, pode melhorar as propriedades fotofisicas dos
respetivos derivados, tais como superiores desvios batocromicos e elevados desvios de
Stokes, assim como elevados rendimentos quanticos de fluorescéncia.

De acordo com o acima mencionado, sintetizou-se e caraterizou-se
espetroscopicamente uma pequena biblioteca de derivados 4-estiril do nitrato de 1-(7-
dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (30) para explorar o efeito dos
grupos doadores de eletrdes e aceitadores de eletrdes nas propriedades fotofisicas dos
novos croméforos. A principal estratégia sintética para obter os referidos compostos foi
delineada considerando possiveis reacdes de condensagao de alddlica no grupo metilo
da posigéo 4 do nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io

(30), devido a elevada acidez dos seus protdes.
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As rotas sintéticas seguidas para a prepara¢ao dos novos derivados 4-estiril do
nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cro-men-2-ilideno)piperidin-1-io (30) estédo repre-

sentadas no Esquema 11.14.3

R
/dl Piperidina, AJNO3 CHyCN mNOO — CHO P
3 Piperidina, CH;CN

S o s S i §

<]
) (2) ) (30) O NOs

X
P 0 l\@

(31)- R = CO,CHz
(32)-R=H

(33) - R = N(CH3),
(34) - R = OCH3

60%)
90%)
92%)
86%)

Esquema ll.14. Sintese dos derivados 4-estiril do nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-

-2-ilideno)piperidin-1-io (30).

Os novos compostos 31 a 34, foram obtidos através de reagcdes de condensagao
alddlica altamente eficientes e estereosselectivas entre os aldeidos aromaticos
(4-formilbenzoato de metilo, benzaldeido, 4-dimetilaminobenzaldeido e 4-metoxi-
benzaldeido) e o derivado 2-piperidinico da coumarina (30), com muito bons a elevados
rendimentos reacionais (Reagbes 1V.1.2.46 a 1V.1.2.49). Os novos produtos acima
mencionados foram facilmente isolados por cromatografia em coluna de silica e foram
completamente caracterizados por espetroscopia de RMN e espetrometria de massa de
alta resolugdo. Todos os dados espetrais foram consistentes com as estruturas

propostas.
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1.1.1.6.1.1. Propriedades fotofisicas dos derivados 4-estiril do nitrato de
1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (30)

As propriedades fotofisicas dos novos derivados 4-estiril do nitrato de 1-(7-dietil-
amino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (30), 31 a 34, nomeadamente as suas
propriedades de absorcdo e emissdo, assim como os rendimentos quanticos de

fluorescéncia, foram avaliadas e estao registadas na Tabela II.3.

Tabela 11.3. Propriedades fotofisicas dos derivados 4-estiril do nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-

-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (30).%%!

Aube 2 Ao P Desvio de e
Composto Stokes Ded
(nm) (nm) (nm, cm-") (em™M™)
1 371 434 63, 3913 22910 0.73
30 437 490 53, 2475 21000 0.14
31 484 609 125, 4241 18000 0.08
32 467 525 58, 2366 17000 0.34
33 485 608 123, 4171 39000 0.98
34 410 578 168, 7089 30000 0.82

aMaximos de absorgado em CH3CN. "Maximos de emissdo em CH3CN. °Absortividade molar na transigdo de comprimento
de onda mais longo. “Rendimento quantico de fluorescéncia em EtOH, determinado utilizando 7-dietilamino-4-metil-

coumarina (®r = 0.73 em EtOH) como padr&o.l'"®

Os espetros de absorcdo dos novos compostos 31 a 34, sdo apresentados na
Figura 11.13. Quase todos os referidos compostos apresentam maximos de absorgao e
emissdo a comprimentos de onda mais longos, quando comparados com o seu
precursor 30, devido ao efeito de transferéncia de carga intramolecular entre o grupo
dietilamino doador de eletrbes, conjugado com os grupos estirilo ha posi¢ao 4 e o grupo

piperidinio aceitador de eletrdes na posigao 2.
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O composto 34, com o grupo alcoxi como grupo doador de eletrbes no
substituinte 4-estirilo, apresenta um comportamento diferente dos outros compostos,
com um desvio hipsocromico em relagdo aos restantes compostos no espetro de
absorcdo, mas o seu elevado valor de maximo de emissao, confere-lhe um elevado
desvio de Stokes (Tabela 11.3).
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—(32)
(32
—(33)
—(34)
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«
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240 340 440 540 640
Comprimento de onda (nm)

Figura 11.13. Espetros de absor¢gdo da 7-dietilamino-4-metilcoumarina (1) e dos derivados

4-estiril do nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (30), em CH3CN.

Em geral, todos os referidos compostos apresentam elevados desvios de Stokes
devido a extensdo do sistema n conjugado na molécula, que é essencial para um
processo eficaz de transferéncia de carga intramolecular do estado excitado emissivo.
Por outro lado, as absortividades molares foram fortemente afetadas pela natureza dos
grupos doadores ou aceitadores de eletrdes em posi¢cao para no substituinte 4-estirilo.
A analise da Tabela II.2 permite verificar que no caso dos compostos 31 a 34, os grupos
doadores de eletrbes promovem elevadas absortividades molares (ex., € (33) = 39000
cm™™" vs g (31) = 18000 cm'M") e também excelentes rendimentos quanticos de
fluorescéncia (ex., ®F (33) = 0.98 vs ®r (31) = 0.08). A extenséo do sistema n conjugado
promove geralmente um processo eficaz de transferéncia de carga intramolecular que
pode causar a diminui¢éo do rendimento quantico de fluorescéncia nas moléculas.?®!
Este efeito ndo é observado nos compostos 33 e 34, uma vez que estes apresentam
rendimentos quanticos de fluorescéncia elevados, possivelmente devido a presenca de
fortes substituintes doadores de eletrdes na posicédo para dos grupos estirilo.?2"

Tendo em conta o elevado desvio de Stokes (168 nm) e o elevado rendimento

quantico de fluorescéncia (®r (34) = 0.82) induzido pelo grupo metoxi no composto 34
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e a elevada absortividade molar e rendimento quantico de fluorescéncia (g (33) = 39000
cm'M™; @k (33) = 0.82) induzido pelo grupo dimetilamino no composto 33 (Tabela 11.2),
selecionamos estes grupos doadores de eletrbes para sintetizar os marcadores

fluorescentes eficazes e de baixo custo para biomoléculas.

11.1.1.6.1.2. Calculos DFT e TDDFT para os derivados 4-estiril do nitrato de
1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (30)

Os espetros de absorgéo experimentais e calculados, juntamente com as orbitais
de fronteira envolvidas nas transi¢des de mais baixa energia dos derivados 4-estiril do
nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (30), estdo repre-
sentados na Figura 1.14. Existe uma relevante concordéncia entre os espetros de
absorgao calculados e os espetros de absorgcao experimentais, o que permite detetar as
suas principais caracteristicas e atribuir as bandas de absor¢cdo de mais baixa energia
em termos de transigbes orbitais. Para os compostos 31 e 32, as transicoes Sp—S+ ou
So—S> estdo bem separadas, dando origem as duas bandas de absorgao representadas
nos espetros experimentais. Para os restantes compostos, estas transicdes apresentam
energias mais préximas e fundem-se numa unica banda, tal como observado nos

espetros experimentais.’®!
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Figura 11.14. Espetros experimentais (preto) comparados com os espetros calculados (azul) e
orbitais moleculares envolvidas nas duas transi¢cdes eletronicas de mais baixa energia dos
derivados 4-estiril do nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (30),
em CH3CN.

88



Discussao

Enquanto na orbital LUMO a carga esta muito deslocalizada por toda a molécula,
nas orbitais HOMO e HOMO-1 esta principalmente localizada ou no substituinte
4-estirilo ou nos anéis fundidos. No entanto, enquanto o estado HOMO esta localizado
principalmente nos anéis fundidos para os compostos 31, 32 e 34, para o composto 33
o estado HOMO esta localizado principalmente no substituinte 4-estirilo. A situacao é
oposta para o estado HOMO-1, que esta localizado no substituinte 4-estirilo para os
compostos 31, 32 e 34, enquanto para o composto 33 esta localizado nos anéis
fundidos.

Os comprimentos de onda de absorgao maxima e a forga de oscilador (f) das
transigbes-chave foram calculados e estdo representados na Figura I1.15 e na Tabela
VI.7 (Anexos), juntamente com os componentes principais atribuidos as transigoes.
Uma imagem visual do rearranjo eletronico que ocorre nas transigdes mais baixas (e
mais importantes) € dada pelas diferengas de densidade eletrénica dos estados
envolvidos nas transicoes. A diferenca de densidade eletronica das excitagdes de mais
baixa energia é apresentada na Figura 11.14, ilustrando as regiées das moléculas que
perdem ou ganham carga eletrénica. Todos os compostos apresentam duas excitagbes
de mais baixa energia, So—S1 € So— S, mostrando como estado final a LUMO e como

estados iniciais a HOMO e HOMO-1, respetivamente.
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Para todos os compostos, com exce¢ao do composto 33, Sp—S+1 representa um
fluxo de densidade eletrénica do substituinte 4-estirilo para os anéis fundidos, enquanto
So—S, representa uma transferéncia de densidade eletrénica para o substituinte

4-estirilo.B

S—$, S—S,
(HOMO — LUMO > 98%) (HOMO -1 — LUMO > 97%)
+ J
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Figura 11.15. Graficos de contorno da diferenga de densidade eletronica Ap(r) nas excitagbes de
energia mais baixa para os derivados 4-estiril do nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-
-2-ilideno)piperidin-1-io (30). A cor azul indica um aumento da densidade eletrénica aquando da

transicdo, enquanto a cor rosa representa uma diminuicdo da densidade eletronica.

No entanto, para o composto 33, o fluxo de eletrbes ocorre na diregdo oposta.
Para todos os compostos, a transicdo mais provavel, ou seja, aquela com maior forga
de oscilador, independentemente de ser Sy—Si ou Sp—S,, corresponde a uma
diminuicdo da densidade eletronica no substituinte 4-estirilo e a uma transferéncia de
carga para os anéis fundidos. E também para este composto que a forca de oscilador
mais elevada corresponde a transicdo de mais baixa energia, dominando assim o
espetro de absorc¢ado e indicando a intensa capacidade doadora da ligacdo do grupo
amino no substituinte 4-estirilo.
Um fator central que afeta o processo de emissdo sdo as alteragdes estruturais que

podem ocorrer na geometria dos estados excitados apds uma excitagéo vertical.*'" 28!
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Espera-se um elevado desvio de Stokes se ocorrer um relaxamento estrutural
significativo no estado excitado antes da emissdo. A geometria otimizada dos
compostos, 31 a 34, estudados no estado eletronico fundamental e no primeiro estado
excitado esta representada na Figura VI.2 (Anexos). No estado fundamental, os
compostos apresentam um desvio significativo da planaridade, com o plano do
substituinte 4-estirilo a rodar relativamente ao plano dos anéis fundidos. A tor¢ao ocorre
na ligagdo que une os anéis fundidos e o substituinte 4-estirilo, estando a ponte de
etileno quase no plano do anel benzénico pendente. Este angulo diedro apresenta
valores entre 15° para o composto 33 e 26° para o composto 31 e limita o sistema =«
conjugado que liga os grupos doadores e aceitadores nas moléculas. No entanto, no
estado excitado Si, apds o relaxamento estrutural, o angulo diedro muda para um
minimo de 2° para o composto 31 e um maximo de 7° para o composto 33, pelo que as
moléculas se tornam mais planares (Tabela VI.8 (Anexos)). Além disso, a alternancia
de comprimento de ligagdo calculada (BLA) para a pequena cadeia conjugada do
substituinte 4-estirilo, atinge 0.11 A para os compostos 31 e 32, 0.10 A para o composto
34 e 0.08 A para o composto 33, no estado So. Para o estado S, o BLA diminui para
0.06 A para o composto 33 e 0.04 A para todos os outros compostos (Tabela VI.8
(Anexos)). Estas alteragcbes na geometria contribuem para um aumento da
deslocalizacao eletronica em toda a estrutura = conjugada e para uma diminuicdo do
intervalo de energia HOMO e LUMO, resultando assim numa energia de emissédo menor

quando comparada com a energia de excitag&o.?
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1.1.1.7. Sintese dos marcadores fluorescentes para biomoléculas
derivados do nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)pipe-
ridin-1-io (30)

Como analisado na seccgdo anterior, os candidatos mais promissores para
futuros marcadores fluorescentes serdo aqueles que apresentam doadores de eletrdes
na posigao para no substituinte 4-estirilo, e por essa raz&o, idealizaram-se as estruturas

moleculares apresentadas no Esquema 11.15.

Esquema II.15. Estruturas moleculares para marcadores fluorescentes derivados do nitrato de

1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (30).
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1.1.1.7.1. Sintese do marcador fluorescente, nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-
-4-(4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)oxi)estiril)-2H-cromen-2-
-ilideno)piperidin-1-io (36)

No Esquema 11.16 estd representada a estratégia de sintese do marcador
fluorescente nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-4-(4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-
-hexil)oxi)estiril)-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (36), que foi delineada usando o
nitrato de (E)-1-(4-(4-((5-carboxipentil)oxi)estiril)-7-ditilamino-2H-cromen-2-ilideno)pi-
peridin-1-io (35), como precursor (Reagdes IV.1.2.50 e IV.1.2.51).

N )
NO3 ___ N-hidroxisuccinimida
/\N o \"(‘O Piperidina, CchN DCC DMAP, CH3CN, DMF
) A X
(30) O O NO3

(35) (36)

Esquema I1.16. Sintese do marcador fluorescente, nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-4-(4-((6-((2,5-

-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)oxi)estiril}-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (36).1%%!

O nitrato de (E)-1-(4-(4-((5-carboxipentil)oxi)estiril)-7-ditilamino-2H-cromen-2-ili-
deno)piperidin-1-io (35), foi sintetizado através de uma reacéo de condensacéao alddlica
entre o nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (30) e o
acido 6-(4-formilfenoxi)hexandico (9) (Reagao IV.1.2.50). A sintese do marcador
fluorescente nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-4-(4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-
-hexil)oxi)estiril)-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (36), funcionalizado com um éster
succinimidilico esta descrita na reagao IV.1.2.51. O referido marcador fluorescente foi
obtido através de cinco etapas sintéticas simples e eficazes a partir de precursores
econdmicos disponiveis no mercado e, como esperado, as suas propriedades
fotofisicas sédo muito semelhantes as propriedades do composto 34 (sec¢éo 11.1.1.6.1.1).

O espetro de '"H RMN apresenta um singuleto a 2.82 ppm, caracteristico dos
quatros protdes dos dois grupos metileno da succinimida e o espetro de *C RMN
apresenta um sinal a 169.4 ppm, caracteristico dos grupos carbonilo da succinimida, o
que comprova a sua presenga no produto final. Os valores de massa exata sdo
concordantes com a estrutura proposta. De referir também que este marcador foi

sintetizado com um rendimento global de 64%.
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1.1.1.7.2. Sintese do marcador fluorescente, nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-
-4-(4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)(metil)Jamino)estiril)-2H-

-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (38)

A estratégia de sintese do marcador fluorescente nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-
-4-(4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)(metil)amino)estiril)-2 H-cromen-2-ili-
deno)piperidin-1-io (38), foi delineada usando o nitrato de (E)-1-(4-(4-((5-carboxi-
pentil)(metil)amino)estiril)-7-dietilamino-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (37), como

precursor (Esquema 11.17).182

l o
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Esquema I1.17. Sintese do marcador fluorescente, nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-4-(4-((6-((2,5-

-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)(metil)amino)estiril}-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (38).

O nitrato de (E)-1-(4-(4-((5-carboxipentil)(metil)amino)estiril)-7-dietilamino-2H-
-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (37), foi sintetizado através de uma reagdo de
condensagao alddlica entre o nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)-
piperidin-1-io (30) e o acido 6-(4-formilfenoxi)hexandico (9), reagao IV.1.2.52. A sintese
do marcador fluorescente nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-4-(4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-
-il)oxi)-6-oxo-hexil)(metil)Jamino)estiril)-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io  (38), obtido
com um excelente rendimento (97%), esta descrita na reagao IV.1.2.53.

O espetro de '"H RMN apresenta um singuleto a 2.86 ppm, caracteristico dos
quatros protdes dos dois grupos metileno da succinimida e o espetro de *C RMN
apresenta um sinal a 169.4 ppm, caracteristico dos grupos carbonilo da succinimida, o
que comprova a sua presenga no produto final. Os valores de massa exata sdo
concordantes com a estrutura proposta. De referir que este marcador foi obtido com um

rendimento global de 63%.
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1.1.1.7.3. Propriedades fotofisicas dos marcadores fluorescentes 36 e 38

As propriedades fotofisicas dos novos marcadores fluorescentes 36 e 38,
nomeadamente as suas propriedades de absorcdo e emissdo, desvio de Stokes,
absortividade molar e rendimento quantico de fluorescéncia, foram avaliadas e estao

registadas na Tabela I1.4.

Tabela 11.4. Propriedades fotofisicas dos marcadores fluorescentes, nitrato de (E)-1-(7-dietil-
amino-4-(4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)oxi)estiril)-2H-cromen-2-ilideno)piperi-
din-1-io (36) e do nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-4-(4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-he-
xil)(metil)amino)estiril)-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (38).

Aube ® Ao P Desvio de e
Composto Stokes - Ded
(nm) (nm) (nm, cm™) (em™M™)
35 406 578 172, 7330 30000 0.90
36 404 577 173, 7421 30000 0.92
37 489 628 139, 4526 64000 0.54
38 487 628 141, 4610 64000 0.56

aMaximos de absorgado em CH3CN. "Maximos de emissdo em CH3CN. *Absortividade molar na transigdo de comprimento
de onda mais longo. “Rendimento quantico de fluorescéncia em EtOH, determinado utilizando 7-dietilamino-4-metil-

coumarina (®r = 0.73 em EtOH) como padr&o.l'"®
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Na Figura 11.16 estdo representados os espetros de absor¢do dos marcadores
fluorescentes derivados do nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)pipe-
ridin-1-io (30).

—(1)
(36)

—(38)

Absorvancia
=]
o

240 340 440 540 640 740
Comprimento de onda (nm)

Figura 11.16. Espetros de absorgdo da 7-dietilamino-4-metilcoumarina (1) e dos marcadores
fluorescentes, nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-4-(4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-he-
xil)oxi)estiril)-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (36) e do nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-4-(4-((6-
-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)(metil)Jamino)estiril)-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io
(38), em CH3CN.

O marcador fluorescente 36, apresentou um rendimento quantico de
fluorescéncia mais elevado que o seu congénere 38 (®r (36) = 0.92 vs. ®f (38) = 0.56),
possivelmente devido ao menor caracter doador de eletrées do grupo alcoxi ligado ao
substituinte 4-estirilo, quando comparado com o grupo amino.

Como observado também na secgdo anterior, o grupo amino, quando
comparado com o grupo alcoxi, promoveu desvios batocrémicos mais elevados (= 40%)
devido ao superior caracter doador de eletrdes por efeito mesémero deste substituinte.

As absortividades molares dos marcadores fluorescentes 36 e 38 também foram
fortemente influenciados pela natureza dos grupos aceitadores de eletrbes na posigéao
2 e o0s grupos doadores de eletrdes do substituinte 4-estirilo (¢ (36) = 30000 cm'M™ vs.
¢ (38) = 64000 cm'M"). Considerando apenas o efeito do substituinte 4-estirilo, a
presenca do grupo amino mais do que duplicou a absortividade molar quando

comparado com o congénere alcoxi.[t?
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11.1.1.7.4. Calculos DFT e TDDFT para os marcadores fluorescentes 36 e 38

As bandas de baixa energia dos espetros sdo dominadas por duas excitagdes,
S1 e Sz, como se pode observar na Figura [1.17. As excitagdes de mais baixa energia S+
e S, consistem principalmente em contribuicbes de um eletrdio HOMO—LUMO e
HOMO-1—LUMO, respetivamente, para os compostos 36 e 38, e as suas forgas de
oscilador relativas dependem do composto que apresenta o grupo alcoxi ou o grupo
amino (Tabela VI.10 (Anexos)). Para o composto com o grupo alcoxi 36, a excitagéo Sz
€ dominante, enquanto a S1 € a mais intensa para o composto do grupo amino 38, o que
explica a elevada absortividade molar observada no composto com o grupo amino em

comparagao com os seus homologos do grupo alcoxi.
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Figura 11.17. Espetros experimentais (cinzento) comparados com as excitagdes calculadas
(vermelho e azul) e as orbitais moleculares envolvidas nas duas transigbes eletronicas de mais

baixa energia dos marcadores fluorescentes 36 e 38, em CH3CN.®?

A forma e a distribuicdo espacial dos estados HOMO, HOMO-1 e LUMO
apresentam diferengas notaveis, indicando caracteristicas distintas da transferéncia de
carga intramolecular que ocorre apos a excitagao. Verificou-se igualmente que para os
marcadores fluorescentes 36 e 38, nem a HOMO, nem a HOMO-1, nem as orbitais
LUMO apresentaram contribuigdes relevantes sobre o grupo reativo ligado, indicando
que este ndo participa no sistema = conjugado e nao interfere no processo de excitagao.

Como ja foi referido, esta € uma carateristica importante, uma vez que é
desejavel uma interferéncia minima da ligagao dos marcadores a uma biomolécula com

as suas propriedades de fluorescéncia.
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Relativamente aos estados HOMO, a principal carateristica observada foi que as
orbitais HOMO estao maioritariamente localizadas nos anéis fundidos para o composto
com o grupo alcoéxi (36), enquanto para o composto com o grupo amino (38), estéo
localizadas no substituinte 4-estirilo. Pelo contrario, o inverso ocorre para as orbitais
HOMO-1, com a HOMO dos compostos do grupo do alcoxi a apresentar grande
semelhanga com a HOMO-1 dos compostos do grupo do amino e vice-versa.

Para estes compostos, 36 e 38, no entanto, as orbitais LUMO apresentam uma
menor localizagdo e extensao sobre a zona de ligagao e ndo mostram diferengas
importantes para os referidos compostos. Esta extensao facilita as absor¢des de
transferéncia de carga interna de baixa energia. A transicdo mais intensa, quer seja a
de maior comprimento de onda ou ndo, correspondeu em todos os casos a uma
transigao do estado maioritariamente localizado no substituinte 4-estirilo para a LUMO,
0 que sugere que estes eram os estados que se sobrepunham em maior escala com as
orbitais LUMO. A transigédo de mais baixa energia no composto 38, que exibe a maior
forca de oscilador, envolve um processo de transferéncia de carga do substituinte
4-estirilo para os anéis, destacando a capacidade doadora significativa do grupo amino
ligado ao substituinte 4-estirilo.

Seguindo o critério do indice Ar (Secgéo 11.1.1.2.5), a maioria das excitagdes S
e S, pode ser classificada como transferéncia de carga. Os valores mais elevados de Ar
surgiram no composto 36, indicando uma grande deslocagéo da carga a distancia apés
a excitacao (Tabela VI.10 (Anexos)).

A Figura 11.18 apresenta a geometria molecular otimizada dos marcadores
fluorescentes 36 e 38, tanto no estado fundamental como no primeiro estado excitado
singuleto. No estado fundamental, os referidos marcadores apresentaram um desvio da
planaridade entre o plano médio dos anéis fundidos e o plano do substituinte 4-estirilo,

0 que limita a conjugacgéo n entre os grupos doadores e aceitadores nas moléculas.
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O composto 36 apresentou um valor de 19.9° de magnitude do angulo diedro,

mais elevado que os 15.4° do composto 38 (Tabela VI.11 (Anexos)).

So S

Figura 11.18. Geometrias moleculares otimizadas, calculadas ao nivel PBE0/6-31G (d,p), no
estado fundamental e no primeiro estado excitado singuleto dos marcadores fluorescentes 36 e
38, em CH3CN.

Em contrapartida, o estado excitado S+ revelou um cenario distinto, em que as
moléculas se tornaram quase planares, ou seja, os desvios da planaridade foram
minimos, tendo sido de 3.6° para o composto 36 e 7.4° para o composto 38 (Tabela
VI.11 (Anexos)).

A transicdo do estado Sy para o estado Si também foi caracterizada por uma
diminuicdo da alternancia do comprimento da ligagao calculada (BLA), que diminui
consideravelmente, para os compostos 36 e 38, no estado excitado Si. No estado Sy,
os compostos exibem variacdes de BLA sendo de 0.08 A para o composto 38 e 0.10 A
para o composto 36. No entanto, no estado excitado S+, 0 BLA diminui significativamente
para 0.04 A para o composto 36 e de 0.06 A para o composto 38.

De acordo com a regra de Kasha (Secgdo 11.1.1.2.5), as emissbGes dos
marcadores fluorescentes estudados sao provenientes do estado Si. As propriedades
de emissao foram calculadas a partir da geometria otimizada do estado Si e estédo
representadas na Tabela VI.12 (Anexos).

Os comprimentos de onda de emissdo S1—Sy foram sistematicamente maiores
do que os correspondentes ao processo de absorgédo So—S1 com base na geometria
otimizada do estado fundamental. As mudangas de geometria observadas que
ocorreram no estado excitado S1 promovem uma deslocalizagao eletronica efetiva no
sistema n conjugado, resultando numa redugéo no fosso de energia entre a HOMO e a
LUMO. Consequentemente, apdés uma excitagdo vertical, ha um notavel relaxamento

estrutural do estado excitado que ocorre antes da emiss&o,?' 2" o que leva a uma
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energia de emissdo menor em comparagcdo com a energia de excitagdo, resultando
assim num substancial desvio de Stokes.

A partir da geometria otimizada do estado excitado de menor energia S1, o tempo
de vida de fluorescéncia tedrico do estado excitado pode ser calculado, pela equagao
de Einstein (Seccédo 11.1.1.2.5). Os tempos de vida de fluorescéncia calculados dos
marcadores fluorescentes estdo registados na Tabela VI.12 (Anexos) e, para os
marcadores 36 e 38, os valores foram inferiores a 10 ns, tipicos de estados emissivos
de fluoréforos orgénicos, enquanto tempos de vida radiativos maiores corresponderam
a estados ndo radiativos. No entanto, uma vez que o composto com o0 grupo amino
apresenta uma maior forca de oscilador na transigcdo S1—Sy, 0 seu tempo de vida de
fluorescéncia € mais curto em comparagdo com o do seu homoélogo com o grupo

alcoxi.[t?

1.1.1.8. Analise do potencial dos novos marcadores fluorescentes 36 e 38,

através da técnica FISH

11.1.1.8.1. Modelo Saccharomyces cerevisiae com as sondas EUK516-(36) e
EUK516-(38)

Os resultados obtidos por citometria de fluxo da hibridacdo de células de
Saccharomyces cerevisiae com sondas oligonucleotidicas comerciais e sintetizadas sao
apresentados na Figura 11.19. Ap6s a anadlise destes resultados, € evidente que as
células de levedura, quando marcadas com sondas oligonucleotidicas EUK516,
apresentaram uma intensidade de fluorescéncia muito significativa quando comparada
com a autofluorescéncia das células de S. cerevisiae nao marcadas. (Figura 11.19; A, C
e E).
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Como era expectavel, as células de S. cerevisiae hibridadas com as sondas
EUK516-(36) e EUK516-(38) apresentaram sinais de fluorescéncia (Figura 11.19; C e E),
mas as que foram submetidas a hibridagdo com as sondas EUB338-(36) e

EUB338-(38), apenas produziram sinais de autofluorescéncia (Figura 11.19; D e F).??
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Figura 11.19. Resultados de citometria de fluxo (intensidade de fluorescéncia (Fl)/difusdo direta
(FSC)) referentes aos ensaios de hibridagéo das células de Saccharomyces cerevisiae (SC) com
as sondas oligonucleotidicas: (A) EUK516-Cy3, (B) EUB338-Cy3, (C) EUK516-(36),
(D) EUB338-(36), (E) EUK516-(38) e (F) EUB338-(38).

As células de S. cerevisiae hibridadas com a sonda EUK516-(36) apresentaram
uma percentagem substancial de células fluorescentes (= 75%), muito semelhante aos
valores observados (= 77%) com a sonda comercial EUK516-Cy3 (Figura 11.20). Estes
resultados demonstram de forma inequivoca a eficacia desta sonda para marcar células
de S. cerevisiae. Além disso, as células submetidas a hibridagdo com a sonda
EUK516-(38) também apresentaram uma percentagem substancial de células
fluorescentes (= 68%), muito semelhante aos valores observados com a sonda

comercial.
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A etapa de lavagem da técnica FISH, a semelhanca do anteriormente referido
(seccao 11.1.1.3.1), podera explicar o ligeiro aumento na percentagem de células
fluorescentes observadas para as células marcadas com a sonda EUB338-Cy3 e
EUB338-(36) quando comparadas com os mesmos Vvalores das células de

S. cerevisiae.??*
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Figura 11.20. Percentagem de células fluorescentes das células de Saccharomyces cerevisiae
(SC) marcadas com as sondas EUK516 e EUB338 com os diferentes marcadores, 36, 38 e Cy3°®,

e o controlo negativo. As letras indicam as diferengas estatisticamente significativas (p < 0.05).

Na Figura I1.21 sdo apresentados os resultados de microscopia de
epifluorescéncia dos ensaios de hibridagao envolvendo células de S. cerevisiae com as
sondas oligonucleotidicas comerciais e sintetizadas. Estes resultados s&o
correlacionaveis com os dados de citometria de fluxo, confirmando que as sondas
oligonucleotidicas EUK516-Cy3, EUK516-(36) e EUK516-(38), apresentaram sinais de

fluorescéncia muito intensos (Figura 11.21; A, C e E).
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No contexto dos ensaios de hibridagao envolvendo células de S. cerevisiae com
as sondas oligonucleotidicas EUB338, e como esperado, nao foi possivel observar

qualquer sinal de fluorescéncia (Figura I1.21; B, D e F).

Figura 11.21. Microfotografias obtidas através de microscopia de epifluorescéncia com o filtro
TRITC referentes aos ensaios de hibridagéo das células de Saccharomyces cerevisiae com as
sondas oligonucleotidicas: (A) EUK516-Cy3, (B) EUB338-Cy3, (C) EUK516-(36),
(D) EUB338-(36), (E) EUK516-(38) e (F) EUB338-(38).
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11.1.1.8.2. Modelo Bacillus sp. com as sondas EUB338-(36) e EUB338-(38)

Os resultados obtidos por citometria de fluxo da hibridacdo das células de
Bacillus sp. com as sondas oligonucleotidicas comerciais e sintetizadas encontram-se
na Figura 11.22.

As células de Bacillus sp. hibridadas com as sondas EUB338-(36) e
EUB338-(38), apresentaram sinais de fluorescéncia (Figura 11.22; C e E), enquanto as
que foram submetidas a hibridacdo com as sondas EUK516-(36) e EUK516-(38),

apenas produziram sinais de autofluorescéncia (Figura 11.22; D e F).[??4!
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Figura 11.22. Resultados de citometria de fluxo (intensidade de fluorescéncia (Fl)/difusdo direta
(FSC)) referentes aos ensaios de hibridagédo das células de Bacillus sp. (BA) com as sondas
oligonucleotidicas: (A) EUB338-Cy3, (B) EUK516-Cy3, (C) EUB338-(36), (D) EUK516-(36),
(E) EUB338-(38) e (F) EUK516-(38).
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As células de Bacillus sp. hibridadas com a sonda oligonucleotidica EUB338-(38)
apresentaram um aumento estatisticamente significativo na percentagem de células
fluorescentes (= 53%), em comparagédo com as células hibridadas com a sonda
EUB338-Cy3 (= 36%), disponivel no mercado (Figura 11.23). Estes resultados

demonstram de forma inequivoca o elevado potencial do marcador fluorescente 38 nas

1

sondas oligonucleotidicas EUB338, quando comparado com o marcador comercial Cy3®

) [224]

e com o seu homologo 36 (Figura 11.23
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Figura 11.23. Percentagem de células fluorescentes das células de Bacillus sp. (BA) marcadas
com as sondas EUK516 e EUB338 com os diferentes marcadores, 36, 38 e Cy3®, e o controlo

negativo. As letras indicam as diferengas estatisticamente significativas (p < 0.05).

Os resultados de microscopia de epifluorescéncia dos ensaios de hibridacao
envolvendo células de Bacillus sp. com as sondas oligonucleotidicas comerciais e
sintetizadas, sao apresentados na Figura 11.24. Estes resultados confirmam que as
sondas oligonucleotidicas EUB338-Cy3, EUB338-(36) e EUB338-(38), apresentaram

sinais de fluorescéncia muito intensos (Figura 11.24; A, C e E).
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Dos ensaios de hibridagdo que envolveram células de Bacillus sp. com as

sondas oligonucleotidicas EUK516 ndo foi possivel observar qualquer sinal de

fluorescéncia, como era esperado (Figura 11.24; B, D e F).??

B

Figura 11.24. Microfotografias obtidas através de microscopia de epifluorescéncia com o filtro
TRITC referentes aos ensaios de hibridacdo das células de Bacillus sp. com as sondas
oligonucleotidicas: (A) EUB338-Cy3, (B) EUK516-Cy3, (C) EUB338-(36), (D) EUK516-(36),
(E) EUB338-(38) e (F) EUK516-(38).
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11.1.1.9. Sintese dos marcadores fluorescentes para biomoléculas
derivados do iodeto de (E)-4-(ciano(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ili-

deno)metil)-1-metilpiridin-1-io (40)

Considerando que a introdugdo de um novo grupo aceitador de eletrbes na
posicdo 2, com uma carga positiva formal num anel de piridina, potenciaria a
deslocalizagao eletrénica, idealizaram-se as estruturas moleculares derivadas do iodeto
de (E)-4-(ciano(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)metil)-1-metilpiridin-1-io (40),
apresentados no Esquema I1.18. De acordo com os resultados obtidos nas secgdes
anteriores (11.1.1.1 e 11.1.1.6.1), os candidatos mais promissores serdo aqueles que
apresentam grupos doadores de eletrdes na posi¢do para no substituinte 4-estirilo, ou

seja, 0 grupo amino e o grupo alcoxi.®?

(0]
0
o spaga Y ~N
(o]
(0]

Esquema I1.18. Estruturas moleculares para marcadores fluorescentes derivados do iodeto de

(E)-4-(ciano(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)metil)-1-metilpiridin-1-io (40).
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1.1.1.9.1. Sintese do marcador fluorescente, iodeto de 4-(ciano((E)-7-dietil-
amino-4-((E)-4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)oxi)estiril)-2H-

-cromen-2-ilideno)metil)-1-metilpiridin-1-io (42)

A estratégia de sintese do marcador fluorescente iodeto de 4-(ciano((E)-7-dietil-
amino-4-((E)-4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)oxi)estiril)-2H-cromen-2-ili-
deno)metil)-1-metilpiridin-1-io (42), foi delineada usando o iodeto de 4-(((E)-4-((E)-4-((5-
-carboxipentil)oxi)estiril)-7-dietilamino-2H-cromen-2-ilideno)(ciano)metil)-1-metilpiri-

din-1-io (41), como precursor (Esquema 11.19).

o/\/\/YOH

o
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A~ 0N\ CN A~ 0\ CN Piperidina, CH;CN A~
) (39 A ) (40) /‘ )
N )
N
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CN  CH;CN, DMF, DMAP, DCC
3 S

Esquema I1.19. Sintese do marcador fluorescente, iodeto de 4-(ciano((E)-7-dietilamino-4-((E)-4-
-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)oxi)estiril)-2H-cromen-2-ilideno)metil)-1-metilpiri-
din-1-io (42).182

O intermediario iodeto de (E)-4-(ciano(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ili-
deno)metil)-1-metilpiridin-1-io (40) com um grupo aceitador de eletrdes na posig¢ao 2, foi
facilmente sintetizado com um elevado rendimento (86%). Esta sintese envolveu uma
reagao de tionagdo no grupo carbonilo da 7-dietilamino-4-metilcoumarina (1), seguida
da condensacdo do derivado 7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-tiona (2) resultante,
com o 4-piridilacetonitrilo. A condensacgao alddlica regiosseletiva e altamente eficiente
entre o intermediario 40 e o aldeido aromatico com o grupo alcoxi na posigéo para (acido
6-(4-formilfenoxi)hexandico (9)) permitiu obter o iodeto de 4-(((E)-4-((E)-4-((5-carboxi-
pentil)oxi)estiril)-7-dietilamino-2H-cromen-2-ilideno)(ciano)metil)-1-metilpiridin-1-io (41)
(Reacgéo 1V.1.2.56). A sintese do marcador fluorescente iodeto de 4-(ciano((E)-7-dietil-
amino-4-((E)-4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)oxi)estiril)-2H-cromen-2-ili-
deno)metil)-1-metilpiridin-1-io (42), funcionalizado com um éster succinimidilico esta
descrita na reacao 1V.1.2.57, com um rendimento de 91%.

O espetro de '"H RMN apresenta um singuleto a 2.86 ppm, caracteristico dos
quatros protdes dos dois grupos metileno da succinimida e o espetro de *C RMN

apresenta um sinal a 169.6 ppm, caracteristico dos grupos carbonilo da succinimida, o
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que comprova a sua presenga no produto final. Os valores de massa exata sdo
concordantes com a estrutura proposta. De referir também que este marcador foi

sintetizado com um rendimento global de 47%.

1.1.1.9.2. Sintese do marcador fluorescente, iodeto de 4-(ciano((E)-7-dietil-
amino-4-((E)-4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)(metil)amino)-
estiril)-2H-cromen-2-ilideno)metil)-1-metilpiridin-1-io (44)

A estratégia de sintese do marcador fluorescente iodeto de 4-(ciano((E)-7-dietil-
amino-4-((E)-4-((6-((2,5-dioxopyrrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)(metil)Jamino)estiril)-2H-cro-
men-2-ilideno)metil)-1-metilpiridin-1-io (44), foi delineada usando o iodeto de 4-(((E)-4-
-((E)-4-((5-carboxipentil)(metil)amino)estiril)-7-dietilamino-2H-cromen-2-ilideno)(ciano)-

metil)-1-metilpiridin-1-io (43), como precursor (Esquema 11.20).

H
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Esquema 11.20. Sintese do marcador fluorescente, iodeto de 4-(ciano((E)-7-dietilamino-4-((E)-4-
-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)(metil)Jamino)estiril)-2H-cromen-2-ilideno)metil)-
-1-metilpiridin-1-io (44).182

A condensacgao alddlica regiosseletiva e altamente eficiente entre o intermediario
40 e o aldeido aromatico com o grupo amino na posicao para (acido 6-((4-for-
milfenil)(metil)amino)hexandico (24)) permitiu obter o iodeto de 4-(((E)-4-((E)-4-((5-car-
boxipentil)(metil)amino)estiril)-7-dietilamino-2H-cromen-2-ilideno)(ciano)metil)-1-metil-
piridin-1-io (43) (Reacado 1V.1.2.58). A sintese do marcador fluorescente iodeto de
4-(ciano((E)-7-dietilamino-4-((E)-4-((6-((2,5-dioxopyrrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)(metil )-
amino)estiril)-2H-cromen-2-ilideno)metil)-1-metilpiridin-1-io  (44), obtido com um
excelente rendimento (97%), esta descrita na reagéo 1V.1.2.59.

O espetro de '"H RMN apresenta um singuleto a 2.86 ppm, caracteristico dos

quatros protdes dos dois grupos metileno da succinimida e o espetro de *C RMN
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apresenta um sinal a 169.4 ppm, caracteristico dos grupos carbonilo da succinimida, o
que comprova a sua presenga no produto final. Os valores de massa exata sdo
concordantes com a estrutura proposta. De referir que este marcador foi obtido com um
rendimento global de 52%.

As diferengas entre a eletronegatividade do atomo de nitrogénio e de oxigénio
no grupo doador de eletrbes presentes nos respetivos aldeidos aromaticos podem
explicar a pequena diferenga nos rendimentos reacionais observados, com uma

pequena vantagem para o aminobenzaldeido.

1.1.1.9.3. Propriedades fotofisicas dos marcadores fluorescentes 42 e 44

As propriedades fotofisicas dos novos marcadores fluorescentes 42 e 44,
nomeadamente as suas propriedades de absorcdo e emissdo, desvio de Stokes,
absortividade molar e rendimento quantico de fluorescéncia, foram avaliadas e estao

registadas na Tabela II.5.

Tabela II.5. Propriedades fotofisicas dos derivados do iodeto de (E)-4-(ciano(7-dietilamino-4-me-

til-2H-cromen-2-ilideno)metil)-1-metilpiridin-1-io (40).18%

Desvio de

Composto Ao Aem® Stokes ¢ (0T
(nm) (nm) (nm, cm-") (cm™'M™)

1 371 434 63, 3913 22910 0.73

40 550 603 53, 1598 80000 0.36

41 593 (615)° 663 70,1780 55000 0.07

42 589 (615)° 663 74, 1895 55000 0.10

43 634 685 51,1174 113500 0.05

44 634 683 49, 1132 113500 0.07

aMaximos de absorgado em CH3CN. "Maximos de emissdo em CH3CN. *Absortividade molar na transigdo de comprimento
de onda mais longo. “Rendimento quantico de fluorescéncia em EtOH, determinado utilizando 7-dietilamino-4-metil-

coumarina (®r = 0.73 em EtOH) como padrédo. *Ombro.

110



Discussao

Na Figura 11.25 est&o representados os espetros de absor¢do dos derivados do
iodeto de (E)-4-(ciano(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)metil)-1-metilpiri-
din-1-io (40).

—(1)
—(42)

—a)
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Figura 11.25. Espetros de absorgdo da 7-dietilamino-4-metilcoumarina (1) e dos marcadores
fluorescentes, iodeto de 4-(ciano((E)-7-dietilamino-4-((E)-4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-
-6-oxo-hexil)oxi)estiril)-2H-cromen-2-ilideno)metil)-1-metilpiridin-1-io  (42) e do iodeto de
4-(ciano((E)-7-dietilamino-4-((E)-4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)(metil)Jamino)esti-
ril)-2H-cromen-2-ilideno)metil)-1-metilpiridin-1-io (44), em CH3sCN.

A inclusdo de um grupo aceitador de eletrdes na posigéo 2, com carga positiva
formal num anel de piridina, promoveu elevados desvios batocréomicos (179 nm), no
intermediario 40. Estas modificagbes aumentaram o carater push-pull do grupo doador
de eletrbes (dietilamino), na posi¢ao 7, deslocalizando o sistema © com a introdugéo de
uma nova ligagdo dupla conjugada com o grupo aceitador de eletrdes mencionado
anteriormente. A combinagédo entre uma carga positiva formal e a deslocalizagéo
eletronica presente no grupo piridina do intermediario 40 permitiu o elevado desvio
batocromico observado. Como era de esperar, essas alteragdes tornaram-se ainda mais
pronunciadas com a inclusdo do substituinte 4-estirilo, contendo um grupo amino ou um
grupo alcéxi doador de eletrdes na posicdo para, com a obtencdo de superiores
comprimentos de onda. O grupo amino, quando comparado com o grupo alcoxi,
promoveu superiores desvios batocrémicos (= 40%) devido ao seu elevado carater
doador de eletrdes.

As absortividades molares dos marcadores fluorescentes 42 e 44, também foram
fortemente influenciados pela natureza do grupo aceitador de eletrées na posigéo 2 e
os grupos doadores de eletrdes na posicdo 4 (¢ (42) = 55000 cm™ M vs.

& (44) = 113500 cm™ M™"). Considerando apenas o efeito do substituinte 4-estirilo, a
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presenca do grupo amino mais que duplicou a absortividade molar quando comparado
ao grupo alcoxi correspondente.®?

A diminuigdo nos rendimentos quanticos de fluorescéncia nos marcadores
fluorescentes 42 e 44, pode estar relacionada com o processo efetivo de transferéncia
de carga intramolecular devido ao aumento na extensao do sistema = conjugado nessas
moléculas.??! De acordo com o exposto, devido ao inferior carater doador de eletrdes
do grupo alcoxi no substituinte 4-estirilo, em comparagdo com o0 grupo amino, esse

substituinte promoveu rendimentos quanticos de fluorescéncia mais elevados.

11.1.1.9.4. Calculos DFT e TDDFT para os marcadores fluorescentes 42 e 44

As bandas de menor energia dos espetros sdo dominadas por duas excitagdes,
S1 e Sz, como podemos verificar na Figura 11.26. As excitagdes de mais baixa energia
S1 e S, consistem principalmente em contribuicbes de um eletrdo HOMO—LUMO e
HOMO-1—LUMO, respetivamente, para os compostos 42 e 44, e as suas forgas de
oscilador relativas dependem da presenca do grupo alcoxi ou o grupo amino nos
referidos compostos (Tabela VI.13 (Anexos)). Para o composto com o grupo alcoxi 42,
a excitagao S, foi dominante, enquanto a S foi a mais intensa para o composto com o
grupo amino 44, o que explica a elevada absortividade molar observada no composto

com 0 grupo amino em comparagao com o seu homélogo com o grupo alcoxi.
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Além disso, o valor mais elevado da for¢ga de oscilador do composto 44 esta

alinhado com a maior absorcéo molar observada para este composto em particular.?
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Figura 11.26. Espetros experimentais (cinzento) comparados com as excitagdes calculadas
(vermelho e azul) e as orbitais moleculares envolvidas nas duas transigbes eletronicas de mais

baixa energia dos marcadores fluorescentes 42 e 44, em CHsCN.®?!

A forma e a distribuicdo espacial dos estados HOMO, HOMO-1 e LUMO
apresentam diferengas notaveis, indicando caracteristicas distintas da transferéncia de
carga intramolecular que ocorre na excitagdo. Mais uma vez, observou-se que para os
marcadores fluorescentes 42 e 44, nem a HOMO, nem a HOMO-1, nem as orbitais
LUMO apresentaram contribuigdes relevantes sobre o grupo reativo ligado, indicando
que este ndo participa no sistema = conjugado e nao interfere no processo de excitagao.

Relativamente aos estados HOMO, a principal carateristica observada revela
que as orbitais HOMO estavam maioritariamente localizadas nos anéis do derivado com
0 grupo alcoxi, enquanto para o derivado com o grupo amino, estavam localizadas no
substituinte 4-estirilo. Pelo contrario, o inverso ocorreu para as orbitais HOMO-1, com a
HOMO do composto com o grupo alcéxi a apresentar grande semelhanga com a
HOMO-1 do composto com o grupo amino e vice-versa.

Para os compostos 42 e 44, no entanto, as orbitais LUMO mostraram menor
localizacdo e estenderam-se sobre a zona da ponte n e ndo apresentaram diferencas
importantes entre os dois compostos. Esta extensdo facilita as absorcbes de
transferéncia de carga interna de baixa energia. A transicdo mais intensa, quer seja a
de maior comprimento de onda ou ndo, correspondeu em todos os casos a uma

transigéo do estado localizado maioritariamente no substituinte 4-estirilo para a LUMO,
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0 que sugere que estes eram os estados que se sobrepunham em maior medida com
as orbitais LUMO. A transi¢gao de mais baixa energia no composto 44, que exibe a maior
forca de oscilador, envolveu um processo de transferéncia de carga do substituinte
4-estirilo para os anéis fundidos, destacando a capacidade doadora significativa do
grupo amino do substituinte 4-estirilo.

Seguindo o critério do indice Ar (Secgéo 11.1.1.2.5), a maioria das excitagdes S
e S, pode ser classificada como transferéncia de carga. O valor mais elevado surgiu no
composto 44, indicando uma grande deslocagéo da carga a distancia apos a excitagao.

A Figura 11.27 apresenta a geometria molecular otimizada dos derivados do
iodeto de (E)-4-(ciano(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)metil)-1-metilpiri-
din-1-io (40), tanto no estado fundamental como no primeiro estado excitado do
singuleto. No estado fundamental, tanto o composto 42 como o 44 apresentam um
desvio da planaridade entre o plano médio dos anéis fundidos e o plano do substituinte
4-estirilo. Este desvio limita a conjugacéo n que liga os grupos doadores e aceitadores
nas moléculas. A magnitude deste angulo diedro variou para os referidos compostos,
com o composto 44 a apresentar um angulo diedro inferior, de 8.4°, e o composto 42 a

apresentar um angulo diedro mais elevado, de 15.5° (Tabela VI.14 (Anexos)).[*?

S, S,

Figura 11.27. Geometrias moleculares otimizadas, calculadas ao nivel PBE0/6-31G (d,p), no
estado fundamental e no primeiro estado excitado singuleto dos marcadores fluorescentes 42 e
44, em CHsCN.1®%

Como observado nos compostos anteriores, o estado de excitagio eletrénica S¢
também revelou um cenario distinto, onde os compostos 42 e 44 se tornaram quase
planares. Os desvios da planaridade foram minimos, de 1.4° para o composto 42 e de

1.8° para o composto 44 (Tabela VI.14 (Anexos)). A transicdo do estado So para o
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estado S1 também foi caracterizada por uma diminuigdo da alternancia do comprimento
da ligacao calculada (BLA), que diminui consideravelmente, para estes compostos, no
estado excitado Si. No estado Sy, 0s compostos exibiram variacdes de BLA de 0.09 A
para o composto 42 e 0.08 A para o composto 44. No entanto, no estado excitado S, 0
BLA diminuiu significativamente para 0.05 A tanto no composto 42 como no 44 (Tabela
VI1.14 (Anexos)).

De acordo com a regra de Kasha (Secgao 11.1.1.2.5), as emissbes dos
marcadores estudados sao provenientes do estado Si. As propriedades de emissao
foram calculadas a partir da geometria otimizada do estado S1 e estédo representadas
na Tabela VI.15 (Anexos). Os comprimentos de onda de emissdo Si1—Sp foram
sistematicamente menores do que os correspondentes ao processo de absor¢ao Sp— S+
com base na geometria otimizada do estado fundamental. As mudangas de geometria
observadas que ocorreram no estado excitado eletronicamente S; promovem uma
deslocalizagao eletronica efetiva no sistema = conjugado, resultando numa redugéo no
fosso de energia entre a HOMO e a LUMO. Consequentemente, apés uma excitagéo
vertical, ha um notavel relaxamento estrutural do estado excitado que ocorreu antes da
emisséo,?' 28 g que leva a uma energia de emissdo menor em comparagéo com a
energia de excitacao, resultando assim num desvio substancial de Stokes.

A partir da geometria otimizada do estado excitado de menor energia S1, o tempo
de vida de fluorescéncia tedrico do estado excitado pode ser calculado pela equacgéo de
Einstein (Seccéo 11.1.1.2.5). Os tempos de vida de fluorescéncia calculados dos
marcadores fluorescentes estéo registados na Tabela VI.15 (Anexos) e, para os
referidos marcadores, os valores foram inferiores a 10 ns, tipicos de estados emissivos
de fluoréforos orgénicos. Mais uma vez, o composto com o grupo amino apresentou
uma maior forga de oscilador para a transicao S1—S,, resultando num tempo de vida de

fluorescéncia mais curto em comparagéo com o seu homologo com o grupo alcoxi.?
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através da técnica FISH

apresentados na Figura 11.28.

% £ g

Fl(a.u)

nnnnn

UK516-(44)

as sondas oligonucleotidicas:
(D) EUB338-(42), (E) EUK516-(44) e (F) EUB338-(44).

1000

(A) EUK516-Cy3,
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apenas produziram sinais de autofluorescéncia (Figura 11.28; D e F).

Fl (a.u)

Fl(a.u)

Fl(a.u)

1.1.1.10. Analise do potencial dos novos marcadores fluorescentes 42 e 44,

11.1.1.10.1. Modelo Saccharomyces cerevisiae com as sondas EUK516-(42)
e EUK516-(44)

Os resultados obtidos por citometria de fluxo da hibridacdo de células de

Saccharomyces cerevisiae com sondas oligonucleotidicas comerciais e sintetizadas sao

As células de S. cerevisiae hibridadas com as sondas EUK516-(42) e
EUK516-(44), apresentaram sinais de fluorescéncia (Figura 11.28; C e E), enquanto as

que foram submetidas a hibridacdo com as sondas EUB338-(42) e EUB338-(44),
[224]

(D)

UB338-(44)

(B) EUB338-Cys,

nnnnn

Figura 11.28. Resultados de citometria de fluxo (intensidade de fluorescéncia (Fl)/difusdo direta

(FSC)) referentes aos ensaios de hibridagao das células de Saccharomyces cerevisiae (SC) com

(C) EUK516-(42),
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As células de S.cerevisiae hibridadas com a sonda EUK516-(42) apresentaram
uma percentagem substancial de células fluorescentes (= 76%), muito semelhante aos
valores observados (= 77%) com a sonda comercial EUK516-Cy3 (Figura 11.29). Estes
resultados demonstram de forma inequivoca a eficacia desta sonda para marcar células
de S. cerevisiae. Embora se tenham obtido percentagens inferiores de células
fluorescentes com a sonda EUK516-(44), esta demonstrou ainda assim uma capacidade
notavel de marcagao das referidas células com uma percentagem de 67%. (Figura 11.29).
Mais uma vez, etapa de lavagem da técnica FISH podera explicar o ligeiro aumento na
percentagem de células fluorescentes observadas para as células marcadas com a
sonda EUB338-Cy3 e EUB338-(42) quando comparadas com os mesmos valores das

células de S. cerevisiae.

100
80 | d d
60
40

20 A
a a
I

Células Fluorescentes (%)

sc ' cy3 42 44
mEUB338 ®mEUK516 Controlo negativo

Figura 11.29. Percentagem de células fluorescentes das células de Saccharomyces cerevisiae
(SC) marcadas com as sondas EUK516 e EUB338 com os diferentes marcadores, 42, 44 e Cy3°®,

e o controlo negativo. As letras indicam as diferengas estatisticamente significativas (p < 0.05).

Na Figura I[1.30 sdo apresentados os resultados de microscopia de
epifluorescéncia dos ensaios de hibridagao envolvendo células de S. cerevisiae com as
sondas oligonucleotidicas comerciais e sintetizadas. Os referidos resultados confirmam
que as sondas oligonucleotidicas EUK516-Cy3, EUK516-(42) e EUK516-(44),

apresentaram sinais de fluorescéncia muito intensos (Figura 11.30; A, C e E).
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No contexto dos ensaios de hibridagao envolvendo células de S. cerevisiae com
as sondas oligonucleotidicas EUB338, ndo se observou qualquer sinal de fluorescéncia
(Figura 11.30; B, D e F).

(A)

Figura 11.30. Microfotografias obtidas através de microscopia de epifluorescéncia com o filtro
TRITC referentes aos ensaios de hibridagéo das células de Saccharomyces cerevisiae com as
sondas oligonucleotidicas: (A) EUK516-Cy3, (B) EUB338-Cy3, (C) EUK516-(42),
(D) EUB338-(42), (E) EUK516-(44) e (F) EUB338-(44).
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1.1.1.10.2. Modelo Bacillus sp. com as sondas EUB338-(42) e EUB338-(44)

Os resultados obtidos por citometria de fluxo da hibridacdo das células de
Bacillus sp. com as sondas oligonucleotidicas comerciais e sintetizadas séo
apresentados na Figura 11.31.

As células de Bacillus sp. hibridadas com as sondas EUB338-(42) e
EUB338-(44), apresentaram sinais de fluorescéncia (Figura 11.31; C e E), mas as células
que foram submetidas a hibridacdo com as sondas EUK516-(42) e EUK516-(44),

apenas produziram sinais de autofluorescéncia (Figura 11.31; D e F).[??4

1000 1000
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BA  eBA+EUB338-cy3 BA  ®BA+EUK516-Cy3
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Figura 11.31. Resultados de citometria de fluxo (intensidade de fluorescéncia (Fl)/difusdo direta
(FSC)) referentes aos ensaios de hibridagéo das células de Bacillus sp. (BA) com as sondas
oligonucleotidicas: (A) EUB338-Cy3, (B) EUK516-Cy3, (C) EUB338-(42), (D) EUK516-(42),
(E) EUB338-(44) e (F) EUK516-(44).
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As células de Bacillus sp. hibridadas com a sonda oligonucleotidica EUB338-(42)
apresentaram uma percentagem substancial de células fluorescentes (= 35%), muito
semelhante aos valores observados (= 36%) com a sonda EUB338-Cy3, disponivel no
mercado (Figura 11.32). Os resultados obtidos revelam de forma evidente o elevado
potencial do marcador fluorescente 42 nas sondas oligonucleotidicas EUB338, quando
comparado com o dispendioso marcador comercial Cy3® e com o seu homologo 44
(Figura 11.32).1224]
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Figura 11.32. Percentagem de células fluorescentes das células de Bacillus sp. (BA) marcadas
com as sondas EUK516 e EUB338 com os diferentes marcadores, 42, 44 e Cy3®, e o controlo

negativo. As letras indicam as diferengas estatisticamente significativas (p < 0.05).

Na Figura [1.33 sdo apresentados os resultados de microscopia de
epifluorescéncia dos ensaios de hibridagdo envolvendo células de Bacillus sp. com as
sondas oligonucleotidicas comerciais e sintetizadas. As sondas oligonucleotidicas
EUB338-Cy3, EUB338-(42) e EUB338-(44), apresentaram sinais de fluorescéncia muito
intensos o que correlaciona os resultados da microscopia de fluorescéncia com os de

citometria de fluxo (Figura 11.33; A, C e E).
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Nao foi possivel observar qualquer sinal de fluorescéncia, como era esperado,
nos ensaios de hibridacdo envolvendo células de Bacillus sp. com as sondas

oligonucleotidicas EUK516 (Figura 11.33; B, D e F).1?*!

(A) (B)

B

Figura 11.33. Microfotografias obtidas através de microscopia de epifluorescéncia com o filtro
TRITC referentes aos ensaios de hibridacdo das células de Bacillus sp. com as sondas
oligonucleotidicas: (A) EUB338-Cy3, (B) EUK516-Cy3, (C) EUB338-(42), (D) EUK516-(42),
(E) EUB338-(44) e (F) EUK516-(44).
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1.1.2. Analise comparativa dos seis novos marcadores fluorescentes 11, 26,
36,38,42¢e 44

Os seis novos marcadores fluorescentes 11, 26, 36, 38, 42 e 44, derivados da
7-dietilamino-4-metilcoumarina (1), apresentam coloragdes distintas em solugao (Figura
11.34).

Figura I1.34. Marcadores fluorescentes 11, 26, 36, 38, 42 e 44, a 365 nm, em CH3CN.
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1.1.2.1. Propriedades fotofisicas dos marcadores fluorescentes 11, 26, 36,
38,42 e 44

A caracterizacao fotofisica dos seis novos marcadores fluorescentes 11, 26, 36,
38, 42 e 44, e os respetivos comprimentos de onda de absorcédo e emissao, assim como

os rendimentos quanticos de fluorescéncia, estdo resumidos na Tabela 11.6.224

Tabela I1.6. Propriedades fotofisicas dos marcadores fluorescentes 11, 26, 36, 38, 42 e 44.

Aube ® Ao P Desvio de ec
Composto Stokes Drd
(nm) (nm) (nm, cm-") (cm™'M™)
1 371 434 63, 3913 22910 0.73
1 523 597 74, 2370 24000 0.29
26 498 (576)° 624 126, 4055 59000 0.27
36 404 (480)° 577 173, 7421 30000 0.92
38 487 628 141, 4610 64000 0.56
42 589 (615)° 663 74, 1895 55000 0.10
44 634 683 49, 1132 113500 0.07

aMaximos de absorgado em CH3CN. "Maximos de emissdo em CH3CN. *Absortividade molar na transigdo de comprimento
de onda mais longo. “Rendimento quantico de fluorescéncia em EtOH, determinado utilizando 7-dietilamino-4-metil-

coumarina (®r = 0.73 em EtOH) como padrédo. *Ombro.

123



Discussao

Os espetros de absorgcao dos referidos marcadores estdo representados na
Figura I1.35.

—(1)
(11)
—(26)
(36)
—(38)
—@2)
—(4d)

Absorvancia
=
o

240 340 440 540 640 740
Comprimento de onda (nm)

Figura 11.35. Espetros de absorgdo da 7-dietilamino-4-metilcoumarina (1) e dos seis novos
marcadores fluorescentes 11, 26, 36, 38, 42 e 44, em CH3CN.

Como se pode deduzir da Tabela 11.6, as propriedades fotofisicas dos novos
marcadores fluorescentes foram fortemente afetadas pela natureza dos grupos
aceitadores de eletrdes na posigao 2 e também dos grupos doadores de eletres na
posicao 4, e obviamente pela sua combinacdo. Considerando apenas o efeito do
substituinte 4-estirilo, a presenga do grupo amino neste substituinte mais do que
duplicou a absortividade molar dos marcadores quando comparados com 0S Seus
homologos com o grupo alcoxi.

Em relagédo ao efeito dos grupos aceitadores de eletrbes na posigéo 2, verifica-
-se que a presenga do substituinte iodeto de metilpiridinio provoca desvios
hipercrémicos pronunciados nos marcadores 42 e 44, o que sera devido a presenca de
uma carga positiva formal neste substituinte, aliada ao efeito mesémero do mesmo para
uma superior deslocalizagao eletrénica.

Todas os marcadores fluorescentes apresentaram muito bons a elevados
desvios de Stokes que, como ja foi referido, € uma condigdo essencial para uma eficaz
detecao da emissao de fluorescéncia. O marcador fluorescente 44 apresenta um desvio
de Stokes ligeiramente inferior ao dos seus congéneres, 0 que se pode ser atribuido a
conjugacao do forte efeito doador de eletrées do grupo estirilo na posigdo 4 com o do
forte aceitador de eletrbes na posicdo 2, que devera conduzir a processos de
transferéncia de carga intramoleculares mais efetivos apds a excitagdo. A diminuigao

nos rendimentos quanticos de fluorescéncia nos marcadores fluorescentes 42 e 44,
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pode estar relacionada com o processo efetivo de transferéncia de carga intramolecular
devido ao aumento na extensdo do sistema n conjugado nessas moléculas.??®
Obviamente, este efeito nao foi tdo pronunciado nos marcadores fluorescentes 36 e 38,
razao pela qual apresentaram rendimentos quanticos de fluorescéncia elevados. De
acordo com o exposto, devido ao inferior carater doador de eletrées do grupo alcoxi no
substituinte 4-estiril, em comparagdo com o grupo amino, esse substituinte promoveu
rendimentos quéanticos de fluorescéncia mais elevados nos respetivos marcadores

fluorescentes.

1.1.2.2. Anadlise do potencial dos novos marcadores fluorescentes 11, 26,
36, 38, 42 e 44, através da técnica FISH

1.1.2.2.1. Modelo Saccharomyces cerevisiae com as sondas EUK516-(11),
EUK516-(26), EUK516-(36), EUK516-(38), EUK516-(42) e EUK516-(44)

As células de Saccharomyces cerevisiae hibridadas com as sondas
oligonucleotidicas sintetizadas EUK516-(36) e EUK516-(42) apresentaram valores
percentuais de células fluorescentes significativamente préximos aos das células
hibridadas com a sonda comercial EUK516-Cy3 (Figura 11.36). Estes resultados
confirmam a elevada capacidade destas sondas para a marcacdo das células de
S. cerevisiae. Por outro lado, as células hibridadas com as sondas EUK516-(11),
EUK516-(38) e EUK516-(44) apresentaram uma percentagem substancial de células
fluorescentes, variando entre 65% e 68%, muito semelhante aos valores observados
com a sonda comercial. Estes resultados demonstram de forma inequivoca a eficacia

destas sondas para marcar células de S. cerevisiae.
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Embora as células submetidas a hibridacdo com as sondas EUK516-(26)
apresentem percentagens inferiores de células fluorescentes, esta demonstrou ainda

assim uma capacidade notavel na marcacgéo de células de S. cerevisiae.

100 -

Células Fluorescentes (%)

SC Cy3 1 26 36 38 42 44
mEUB338 ®=EUK516 Controlo negativo

Figura 11.36. Percentagem de células fluorescentes das células de Saccharomyces cerevisiae
(SC) marcadas com as sondas EUK516 e EUB338 com os diferentes marcadores, 11, 26, 36,
38, 42, 44 e Cy3®, e o controlo negativo. As letras indicam as diferengas estatisticamente

significativas (p < 0.05).[224!

As sondas preparadas com os novos marcadores fluorescentes apresentaram
elevada capacidade para a marcacdo das células de S. cerevisiae, com valores
percentuais de células fluorescentes muito semelhantes aos das células hibridadas com
a sonda comercial EUK516-Cy3. Os resultados obtidos sé&o de dificil correlagéo direta
com as propriedades fotofisicas dos respetivos marcadores fluorescentes, ou seja, em
ultima analise, o desenvolvimento de novas sondas fluorescentes depende, em grande

medida, de tentativa e erro ou de descoberta fortuita.

1.1.2.2.2. Modelo Bacillus sp. com as sondas EUB338-(11), EUB338-(26),
EUB338-(36), EUB338-(38), EUB338-(42) e EUB338-(44)

As células de Bacillus sp. hibridadas com a sonda oligonucleotidica
EUB338-(38), apresentaram um aumento estatisticamente significativo na percentagem
de células fluorescentes em comparagdo com as células hibridadas com a sonda
EUB338-Cy3. Estes resultados indicam a excecional capacidade da sonda EUB338-(38)
para a marcagao de células de Bacillus sp. (Figura 11.37). Do mesmo modo, as sondas
EUB338-(26) e EUB338-(42) também apresentaram percentagens de células fluores-
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centes comparaveis as da sonda comercial EUB338-Cy3, confirmando também a sua
capacidade para a marcacao de células de Bacillus sp. (Figura 11.37).

Por outro lado, as sondas EUB338-(11) e EUB338-(44), apesar de apresentarem
uma intensidade de fluorescéncia reduzida em comparagao com as células hibridadas
com EUB338-Cy3, demonstraram percentagens relativamente elevadas de células
fluorescentes, aproximando-se dos niveis observados com a sonda comercial. Em
contrapartida, as células hibridadas com a sonda EUB338-(36) apresentaram uma
percentagem significativamente inferior de células fluorescentes, sugerindo a sua

limitada aptidao para a marcacao destas células.
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Figura 11.37. Percentagem de células fluorescentes das células de Bacillus sp. (BA) marcadas
com as sondas EUK516 e EUB338 com os diferentes marcadores, 11, 26, 36, 38, 42, 44 e Cy3°®,
e o controlo negativo. As letras indicam as diferengas estatisticamente significativas
(p < 0.05).12%4]

A semelhanca do modelo anterior, as sondas preparadas com os novos
marcadores fluorescentes também apresentaram elevada capacidade para a marcagao
das células de Bacillus sp., com valores percentuais de células fluorescentes
semelhantes aos das células hibridadas com a sonda comercial EUK516-Cy3. Também
neste modelo os resultados obtidos sdo de dificil correlagao direta com as propriedades
fotofisicas dos respetivos marcadores fluorescentes, ou seja, apenas as muitas

tentativas permitem o desenvolvimento de novas sondas fluorescentes.
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11.1.3. Derivados 3-substituidos da 7-dietilamino-4-metilcouma-

rina

Como foi anteriormente referido, a extensdo da conjugagcdo na posigéo 2,
eliminaria o indesejavel efeito aceitador de eletrdes do grupo carbonilo em coumarinas,
caso se pretenda aumentar a deslocalizacido n a partir da posicdo 3. Considerando os
conhecimentos adquiridos neste e em anteriores trabalhos, a sintese de coumarinas 3
substituidas por fortes grupos aceitadores de eletrdes, para posterior comparagéao das
suas propriedades fotofisicas com os seus congéneres 2-substituidos, tornou-se entéo

um desafio sintético inevitavel.
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1.1.3.1. Tentativa de sintese do brometo de 2-((E)-4-((E)-2-(7-dietilamino-4-
-metil-2-oxo0-2H-cromen-3-il)vinil)estiril)-1-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-
-6-oxo-hexil)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io (50) e do brometo de 4-((E)-4-((E)-2-
-(7-dietilamino-4-metil-2-oxo-2H-cromen-3-il)vinil)estiril)-1-(6-((2,5-dioxo-
pirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)piridin-1-io (53)

A tentativa de sintese do brometo de 2-((E)-4-((E)-2-(7-dietilamino-4-metil-2-oxo-
-2H-cromen-3-il)vinil)estiril)-1-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)-3,3-dimetil-
-3H-indol-1-io (50) e do brometo de 4-((E)-4-((E)-2-(7-dietilamino-4-metil-2-oxo-2H-cro-
men-3-il)vinil)estiril)-1-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)piridin-1-io  (53), foi
planeada segundo o Esquema 11.21.
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Esquema 11.21. Tentativa de sintese dos marcadores fluorescentes, brometo de 2-((E)-4-((E)-2-
-(7-dietilamino-4-metil-2-oxo-2H-cromen-3-il)vinil)estiril)-1-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-
-hexil)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io (50) e do brometo de 4-((E)-4-((E)-2-(7-dietilamino-4-metil-2-oxo-
-2H-cromen-3-il)vinil)estiril)-1-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)piridin-1-io (53).
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A estratégia de sintese do brometo de 1-(5-carboxipentil)-2-((E)-4-((E)-2-(7-dietil-
amino-4-metil-2-oxo-2H-cromen-3-il)vinil)estiril)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io (49) e do bro-
meto de 1-(5-carboxipentil)-4-((E)-4-((E)-2-(7-dietilamino-4-metil-2-oxo-2H-cromen-3-il)-
vinil)estiril)piridin-1-io (52), foi delineada utilizando grupos fortemente aceitadores de
eletrdes (48 e 51) com cargas positivas formais, e considerando o efeito mesémero dos
mesmos para uma superior deslocalizagao eletrénica.

Os compostos 49 e 52, foram sintetizados através de reacgdes de condensagao
alddlica entre o (E)-4-(2-(7-dietilamino-4-metilcoumarina-3-il)vinil)benzaldeido (47) e o
brometo de 1-(5-carboxipentil)-2,3,3-trimetil-3H-indol-1-i0 (48) (Reagao 1V.1.2.64) e o
(E)-4-(2-(7-dietilamino-4-metilcoumarina-3-il)vinil)benzaldeido (47) e o brometo de
1-(5-carboxipentil)-4-metilpiridin-1-io (51) (Reagéo 1V.1.2.67), respetivamente.

As tentativas de esterificacdo dos acidos carboxilicos dos compostos 49 e 52,
com a N-hidroxissuccinimida 50 e 53 (Reagbes 1V.1.2.65 e 1V.1.2.68), revelaram-se
infrutiferas. A avaliagédo qualitativa por RMN, da mistura reacional de ambas as reagoes,
permitiu verificar a auséncia do singuleto caracteristico dos protées metilicos em C-4.
Este resultado sugere que o desaparecimento destes protdes nos compostos 49 e 52
se deve a sua participagdo em reagdes secundarias, devido a sua inesperada elevada
acidez, quando comparada com o precursor aldeido 47. Num trabalho anterior, o
referido aldeido foi sujeito a reagdes de condensagao de Knoevenagel, na presenga de
piperidina (base) e os referidos protdes metilicos em C-4 nao participaram em qualquer
reacdo secundaria.l'® Estes resultados sugerem que o aumento brusco na acidez
destes protdes se deveu a inclusdo, nos compostos 49 e 52, de grupos fortemente

aceitadores de eletrdes na posicdo 3 da coumarina.
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1.1.3.2. Tentativa de sintese do brometo de 1-(5-carboxipentil)-2-((E)-4-((E)-
-2-(7-dietilamino-4-((E)-4-(dietilamino)estiril)-2-oxo-2H-cromen-3-il)vinil)-
estiril)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io (55)

De acordo com os resultados da secc¢ao anterior, o0 aumento de acidez dos
protdes do grupo metilo em C-4 dos compostos 49 e 52, poderia ser usado para uma
estratégia sintética de derivatizagdo a partir desse grupo, com o intuito de aumentar
ainda mais a deslocalizacdo eletrénica. Assim, testou-se a introdug&o de um substituinte
4-estirilo, com um grupo amino em posigao para, no composto 49 (Reacao 1V.1.2.69),

para confirmar o aumento da referida acidez (Esquema 11.22).

P F
Jw J “

CHO o \ﬁ) ! ©
o 8 Vo s°
I~ N2 §
SN HO )
(48)
0 N0 Piperidina, CHyCN, DMF N0 iperidina, CHy
OH

Esquema I.22. Tentativa de sintese do brometo de 1-(5-carboxipentil)-2-((E)-4-((E)-2-(7-dietil-
amino-4-((E)-4-(dietilamino)estiril)-2-oxo-2H-cromen-3-il)vinil)estiril)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io
(55).

Na reacdo IV.1.2.69 formou-se exclusivamente um produto de cor laranja,
facilmente isolado por cromatografia em coluna de silica. A avaliagdo do seu espetro de
"H-RMN permitiu verificar que ndo era o pretendido produto 55, mas sim um produto
(56) originado por um possivel rearranjo intramolecular a partir do intermediario 55. Este
novo produto, cujo mecanismo reacional devera ser objeto de um estudo mais
aprofundado, podera constituir uma estratégia sintética muito Gtil para incorporar grupos
estirilo, com diversos substituintes, em fragmentos moleculares com grupos aceitadores
de eletrdes, numa nova tipologia de formagao de alcenos a semelhanga da reagao de

Heck [193-197]
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Il.2. Outras pequenas moléculas

1.2.1. Derivados da 4-dietilaminobenzaldeido (54)

Além dos derivados da 7-dietilamino-4-metilcoumarina (1), foi igualmente
desenvolvida uma estratégia sintética mais simples e econdmica, através de trés passos
reacionais, para produzir novas pequenas moléculas de baixo custo, utilizando o
4-dietilaminobenzaldeido (54) como material de partida. Através de reagdes de
condensagao aldolica foram produzidos derivados do 4-dietilaminobenzaldeido (54),
como potenciais marcadores fluorescentes para biomoléculas.

A principal abordagem sintética para produzir os referidos derivados baseou-se
na elevada acidez dos protdes dos grupos metilo dos derivados indol, piridina e
quinolina, com uma carga positiva formal, 48, 51 e 61, respetivamente, que permitem
reacdes de condensacédo alddlica. As rotas sintéticas seguidas para a preparagao dos
marcadores fluorescentes para as biomoléculas 58, 60 e 63, com muito bons a elevados
rendimentos reacionais, estdo representados no Esquema 11.23.
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DMAP, DCC, DMF, CHyCN < \ ‘
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Esquema 11.23. Sintese dos marcadores fluorescentes, brometo de (E)-2-(4-(dietilamino)estiril)-
-1-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io (58), brometo de (E)-4-
-(4-(dietilamino)estiril)-1-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil )piridin-1-io (60) € brometo de
(E)-1-(5-carboxipentil)-4-(4-(dietilamino)estiril)quinolin-1-io (63).122°]

OH (
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A reacao de condensacao alddlica, estereosselectiva e altamente eficiente, entre
0 4-dietilaminobenzaldeido (54) e os derivados de indol, piridina e quinolina, com
efetivos grupos aceitadores de eletrbes devido a presenga de uma carga positiva formal,
permitiu a sintese dos intermediarios 57, 59 e 62. A presenca, nestes intermediarios, de
um grupo doador e de um grupo aceitador de eletrdes, aumentou evidentemente a
deslocalizacao dos eletrbes n e a natureza push-pull do croméforo. O menor rendimento
reacional observado no intermediario 62 pode ser atribuido a uma diminui¢do da acidez
dos protbes de metilo no derivado de quinolina 61. Esta diminuigdo pode resultar de
uma maior deslocalizagao eletronica através da estrutura molecular, facilitada pela
presenga adicional do grupo fenilo, em comparagao com o derivado de piridina 51. Os
novos produtos acima mencionados 58, 60 e 63 (Esquema I1.23), foram facilmente
isolados apos cromatografia em coluna de silica e foram completamente caracterizados
por espetroscopia de RMN (1D e 2D) e espetrometria de massa de alta resolugéo. Todos

os dados espectrais sdo consistentes com as estruturas propostas.
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1.2.1.1. Propriedades fotofisicas dos marcadores fluorescentes, brometo
de (E)-2-(4-(dietilamino)estiril)-1-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-he-
xil)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io (58), brometo de (E)-4-(4-(dietilamino)estiril)-1-
-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)piridin-1-io (60) e brometo de
(E)-1-(5-carboxipentil)-4-(4-(dietilamino)estiril)quinolin-1-io (63)

As propriedades fotofisicas do 4-dietilaminobenzaldeido (54) e dos seus
derivados 58, 60 e 63, nomeadamente as suas propriedades de absorcdo e emissao,
assim como os rendimentos quanticos de fluorescéncia, foram avaliadas e estao
registadas na Tabela II.7.

A extensdo do sistema n conjugado nestas moléculas é igualmente essencial
para um processo eficaz de transferéncia de carga intramolecular do estado excitado
emissivo, melhorando as suas propriedades fotofisicas, tais como elevadas
absortividades molares e, no caso dos compostos 60 e 63, elevados desvios de

Stokes. 2?0

Tabela I1.7. Propriedades fotofisicas dos derivados do 4-dietilaminobenzaldeido (54).

Aabe® Aerb Desvio de e
Composto Stokes . Dy
(nm) (nm) (nm, cm") (cm™ M)
54 342 - - 19400 -
58 556 597 41, 1235 90000 0.57
60 490 604 114, 3852 64000 0.30
63 560 665 105, 2820 60000 0.02

aMaximos de absorgado em CH3CN. "Maximos de emissdo em CH3CN. *Absortividade molar na transigdo de comprimento
de onda mais longo. “Rendimento quantico de fluorescéncia em EtOH, determinado utilizando 7-dietilamino-4-metil-

coumarina (®r = 0.73 em EtOH) como padréo.

Como esperado, os compostos 58, 60 e 63 apresentam maximos de absorcdo a
comprimentos de onda muito mais longos, quando comparados com o precursor 4-
dietilaminobenzaldeido (54), devido ao efeito de transferéncia de carga intramolecular
pela conjugacgéo do grupo dietilamino doador de eletrdes do grupo estirilo na posigao 4
conjugado com os grupos aceitadores de eletrdes. A banda de absorgao mais forte, na
regido de 440-640 nm, é provavelmente originada a partir das transicdes n—n* dos
eletroes deslocalizados dos anéis aromaticos presentes nos referidos derivados. O

composto 63, com um grupo quinolina, apresenta uma absorcdo deslocada para o
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vermelho em comparagao com os seus analogos 58 e 60. Isto deve-se provavelmente
a superior energia de ressonancia do indol e da piridina, quando comparada com a da
quinolina, o que atrasa a deslocalizag&o eletrénica através da sua estrutura molecular.
As absortividades molares e os rendimentos quanticos de fluorescéncia foram
fortemente afetados, e na mesma diregéo, pela natureza dos grupos aceitadores de
eletrdes presentes nos derivados do 4-dietilaminobenzaldeido (54). A analise da Tabela
II.7 confirma que o grupo indol promove o aumento da absortividade molar e do
rendimento quantico de fluorescéncia, em comparagdo com os valores mais baixos
observados com o grupo quinolina. Esta diferenga pode também resultar da variagéo

dos efeitos da energia de ressonancia dos grupos aceitadores de eletrdes.

Os espetros de absorgao dos referidos compostos estdo apresentados na Figura
11.38.

o~ (58)
(60)
—(63)

0,5 -

Absorvancia

190 290 390 490 590 690
Comprimento de onda (nm)

Figura 11.38. Espetros de absorgao dos marcadores fluorescentes, brometo de (E)-2-(4-(dietil-
amino)estiril)-1-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io  (58), bro-
meto de (E)-4-(4-(dietilamino)estiril)-1-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)piridin-1-io
(60) e brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-4-(4-(dietilamino)estiril)quinolin-1-io (63).
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11.2.1.2. Calculos DFT e TDDFT para os marcadores fluorescentes 58, 60 e
63

Para os marcadores fluorescentes 58, 60 e 63, a banda de menor energia dos
espetros, de natureza HOMO—LUMO e bastante intensa (forga de oscilador, f, maior
que 1), esta bem separada de outras transi¢des (Figura I1.39 e Tabela VI.16 (Anexos)).
Como verificado em todos os casos anteriores, para estes marcadores fluorescentes,
nem as orbitais HOMO, nem as HOMO-1, nem as LUMO apresentam contribuicbes
relevantes no grupo reativo, indicando que este n&o participa no sistema = conjugado e

nao interfere no processo de excitagido.??!
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Figura I1.39. Espetros experimentais (vermelho) comparados com os espetros calculados (verde)
e energias de transigao eletronica (azul-escuro). Graficos de contorno das orbitais moleculares

envolvidas na excitagdo de mais baixa energia a direita.?2!

Relativamente aos estados HOMO, a principal carateristica observada é que as

orbitais HOMO estdo mais localizadas na seccgdo da N,N-dietil-4-vinilanilina para os trés
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compostos, enquanto as orbitais LUMO se espalham pelos grupos indol, piridina e
quinolina. Este facto é mais pronunciado para o composto 63 € menos notdrio para o
composto 58. A caracterizacao do tipo de excitagao pode ser obtida através da analise
das orbitais envolvidas ou da diferenca de densidade eletronica que ocorre durante a
excitagdo. A transicdo So—S1 pode ser atribuida a transicoes de eletrées n—n* e é
principalmente de caracter HOMO—LUMO para todos os compostos. O rearranjo de
carga que ocorre durante as transigbes Sp—S1 é apresentado na Figura V1.3 (Anexos),
revelando a diferenga nas densidades eletronicas entre os estados envolvidos na
transigao e indicando claramente as regides dos marcadores fluorescentes que perdem
ou ganham carga eletrénica ap6s a excitagéo. E evidente que para os compostos 60 e
63 existem grandes rearranjos da densidade de carga, com uma clara diminuigdo e
aumento da densidade localizada em diferentes partes das moléculas e, portanto, a
transicdo correspondente pode ser considerada como transferéncia de carga
intramolecular. Uma medida quantitativa da distancia da transferéncia de carga, o indice
Ar, foi utilizada para caraterizar a natureza das transicdes eletronicas.??®! As transicoes
que exibem um indice Ar substancial indicam um caracter de transferéncia de carga
intramolecular significativo, com um valor geralmente aceite de 2.0 A utilizado como
critério para atribuir o caracter de transferéncia de carga intramolecular. Seguindo este
critério, todas os estados excitados S1 podem ser classificadas como de transferéncia
de carga intramolecular, embora o valor do indice seja superior, indicando assim uma
deslocagao da carga a uma distancia muito maior apés a excitagéo, para os compostos
60 e 63, estando no limite de classificagédo de transferéncia de carga intramolecular para
o composto 58 (Tabela VI.16 (Anexos)). Outro parametro utilizado para caraterizar a
natureza das transi¢cdes eletronicas € o indice lambda A, que é uma medida da
sobreposicéo entre os estados buraco e eletrdo durante as excitagdes eletronicas.

Em particular, os indices A sdo quase inversamente proporcionais aos indices
Ar, uma vez que uma maior sobreposi¢cao buraco-eletrdo indica geralmente uma menor
distancia de separagéao entre eles. Seguindo a tendéncia do valor observado em Ar, 0os
valores de A sao significativamente mais pequenos para os compostos 60 e 63 do que
para o composto 58 (Tabela VI.16 (Anexos)). As configuragdes moleculares dos
compostos no seu estado fundamental estao representadas na Figura V1.3 (Anexos).
Neste estado, observam-se desvios da planaridade (~19.4° e 8.1°) nos compostos 58 e
63, respetivamente, nomeadamente entre os planos dos dois anéis, enquanto o
composto 60 parece predominantemente planar (Tabela VI.17 (Anexos)).

No estado excitado Si, a estrutura do composto 60, ja planar, permanece

relativamente estavel, com o composto 58 a sofrer uma rotacido de 2.9° no sentido da
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planaridade e o composto 63 a tornar-se quase planar. A transi¢cao do estado Sy para o
estado S1 € marcada por uma diminuigao significativa da alternancia do comprimento
da ligacao calculada (BLA) ao longo da ponte &, 0 que significa que a diferenga média
de comprimento entre uma ligacdo simples e uma ligagcdo dupla adjacente diminui
notavelmente em todos os compostos. No estado Sy, os valores de BLA variam de 0.04
A para o composto 58 a 0.07 A para o composto 60. Em contrapartida, no estado
excitado S+, o BLA sofre uma redugéo substancial, atingindo 0.00 A para o composto 58
e atingindo um valor méaximo de 0.02 A para o composto 63. De acordo com a regra de
Kasha, (Secgéo 11.1.1.2.5), as emissbes dos marcadores estudados sao provenientes
do estado Si. As propriedades de emissao foram calculadas a partir da geometria
otimizada do estado Si e estdao representadas na Tabela VI.16 (Anexos). Os
comprimentos de onda de emissdao S1—So sdo sistematicamente maiores do que os
correspondentes ao processo de absorgao So—S1 com base na geometria otimizada do
estado fundamental. As mudangas de geometria observadas que ocorrem no estado
eletrénico excitado S¢ promovem uma maior deslocalizagdo eletronica no sistema
© conjugado, resultando numa reducdo da diferenca de energia entre a HOMO e a
LUMO. Consequentemente, apds uma excitagao vertical, ha um relaxamento estrutural
do estado excitado que ocorre antes da emissao, o que leva a uma energia de emissao
menor em comparagdo com a energia de excitagdo.??” 21 A partir da geometria
otimizada do estado excitado de menor energia S+, 0 tempo de vida de fluorescéncia
tedrico do estado excitado pode ser calculado pela equagao de Einstein (Secgéo
[1.1.1.2.5). Os tempos de vida de fluorescéncia calculados para os marcadores
fluorescentes, estao registados na Tabela VI.18 (Anexos) e apresentam valores muito
inferiores a 10 ns, 0 que é carateristico de estados emissivos de fluoréforos organicos,

enquanto tempos de vida maiores correspondem a estados ndo radiativos.??¢!

1.2.1.3. Analise do potencial dos novos marcadores fluorescentes 58, 60 e

63, através da técnica FISH

1.2.1.3.1. Modelo Saccharomyces cerevisiae com as sondas EUK516-(58),
EUK516-(60) e EUK516-(63)

Os resultados obtidos por citometria de fluxo da hibridacdo de células de
S. cerevisiae com sondas oligonucleotidicas comerciais e sintetizadas sao

apresentados na Figura 11.40.
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As células de S. cerevisiae hibridadas com as sondas EUK516-(58) e
EUK516-(60) apresentaram sinais de fluorescéncia (Figura 11.40; C e E), enquanto as
que foram submetidas a hibridagdo com a sonda EUK516-(63), ndo apresentaram
qualquer sinal de fluorescéncia (Figura 11.40; G). Esta sonda apresenta resultados pouco
promissores, uma vez que apresenta intensidades de fluorescéncia semelhantes as do
controlo negativo (EUB338-(63)) e a autofluorescéncia das células de S. cerevisiae. Em
contrapartida, as células hibridadas com as sondas EUB338-(58), EUB338-(60) e
EUB338-(63) apresentaram sinais de fluorescéncia idénticos a autofluorescéncia das

referidas células (Figura 11.40; D, F e H).[2?¢
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Figura 11.40. Resultados de citometria de fluxo (intensidade de fluorescéncia (Fl)/difusdo direta
(FSC)) referentes aos ensaios de hibridagao das células de Saccharomyces cerevisiae (SC) com
as sondas oligonucleotidicas: (A) EUK516-Cy3, (B) EUB338-Cy3, (C) EUK516-(58),
(D) EUB338-(58), (E) EUK516-(60), (F) EUB338-(60), (G) EUK516-(63) e (H) EUB338-(63).
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As células hibridadas com as sondas oligonucleotidicas EUK516-(58) e
EUK516-(60) apresentaram uma percentagem substancial de células fluorescentes de
aproximadamente 61% e de 60%, respetivamente, muito semelhante aos valores
observados com a sonda comercial EUK516-Cy3 (Figura 11.41). Estes resultados
demonstram de forma inequivoca a eficacia desta sonda para marcar células de
S. cerevisiae. Por outro lado, as células hibridadas com a sonda EUK516-(63)
apresentaram uma baixa percentagem de células fluorescentes, inferior a 25%,
revelando uma baixa capacidade para marcar este tipo de células. A analise da
hibridacdo de células de S. cerevisiae com as sondas oligonucleotidicas EUB338-(58),
EUB338-(60) e EUB338-(63) revelou que estas apresentaram valores de percentagem
de células fluorescentes idénticos aos das células de S. cerevisiae ndo marcadas
(Figura 11.41).[2281
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Figura I1.41. Percentagem de células fluorescentes das células de Saccharomyces cerevisiae
(SC) marcadas com as sondas EUK516 e EUB338 com os diferentes marcadores 58, 60, 63 e
Cy3®, e o controlo negativo. As letras indicam as diferengas estatisticamente significativas
(p <0.05).

Na Figura 11.42 sdo apresentados os resultados de microscopia de
epifluorescéncia dos ensaios de hibridagao envolvendo células de S. cerevisiae com as
sondas oligonucleotidicas comerciais e sintetizadas. Estes resultados e os de citometria
de fluxo estdo diretamente correlacionados, confirmando que as sondas
oligonucleotidicas EUK516-Cy3, EUK516-(58) e EUK516-(60), apresentaram sinais de

fluorescéncia muito intensos (Figura 11.42; A, C e E).
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Como era esperado, os ensaios de hibridacdo envolvendo células de
S. cerevisiae com as sondas oligonucleotidicas EUB338, nado foi possivel observar

qualquer sinal de fluorescéncia (Figura 11.42; B, D e F).[220

Figura 11.42. Microfotografias obtidas através de microscopia de epifluorescéncia com o filtro
TRITC referentes aos ensaios de hibridagéo das células de Saccharomyces cerevisiae com as
sondas oligonucleotidicas: (A) EUK516-Cy3, (B) EUB338-Cy3, (C) EUK516-(58),
(D) EUB338-(58), (E) EUK516-(60), (F) EUB338-(60), (G) EUK516-(63) e (H) EUB338-(63).
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1.2.1.3.2. Modelo Bacillus sp. com as sondas EUB338-(58), EUB338-(60) e
EUB338-(63)

Os resultados obtidos por citometria de fluxo da hibridacdo de células de
Bacillus sp. com sondas oligonucleotidicas comerciais e sintetizadas estao
representados na Figura 11.43.

As células de Bacillus sp. hibridadas com as sondas EUB338-(58) e
EUB338-(60) (Figura 11.43; C e E) apresentaram maior intensidade de fluorescéncia do
que as células hibridadas com a sonda EUB338-(63) (Figura 11.43; G). As células
marcadas com esta Ultima sonda apresentaram a mesma intensidade de fluorescéncia

que a autofluorescéncia das células de Bacillus sp. ndo marcadas (Figura 11.43; H).[22¢
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Figura 11.43. Resultados de citometria de fluxo (intensidade de fluorescéncia (Fl)/difusdo direta
(FSC)) referentes aos ensaios de hibridagéo das células de Bacillus sp. (BA) com as sondas
oligonucleotidicas: (A) EUB338-Cy3, (B) EUK516-Cy3, (C) EUB338-(58), (D) EUK516-(58),
(E) EUB338-(60), (F) EUK516-(60), (E) EUB338-(63) e (F) EUK516-(63).
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As células de Bacillus sp hibridadas com a sonda EUB338-(58) apresentaram
uma percentagem substancial de células fluorescentes (34%) quando comparadas com
as células hibridadas com as sondas EUB338-(60) e EUB338-(63), de aproxi-
madamente 23% e 12%, respetivamente (Figura 11.44). Estes resultados demonstram
de forma inequivoca a eficacia da sonda EUB338-(58) para marcar células de

Bacillus sp..
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Figura 11.44. Percentagem de células fluorescentes das células de Bacillus sp. (BA) marcadas
com as sondas EUK516 e EUB338 com os diferentes marcadores 58, 60, 63 e Cy3®, e o controlo

negativo. As letras indicam as diferengas estatisticamente significativas (p < 0.05).

Os resultados de microscopia de epifluorescéncia dos ensaios de hibridacao
envolvendo células de Bacillus sp. com as sondas oligonucleotidicas comerciais e
sintetizadas sdo apresentados na Figura 11.45. As sondas oligonucleotidicas
EUB338-Cy3, EUB338-(58), EUB338-(60) e EUB338-(63), apresentaram sinais de
fluorescéncia muito intensos (Figura 11.45; A, C, E e G), o que confirma a correlagéo
direta entre os resultados de microscopia de epifluorescéncia e de citometria de fluxo.
Nos ensaios de hibridagc&o de células de Bacillus sp. com as sondas oligonucleotidicas
EUK516, nao foi possivel observar qualquer sinal de fluorescéncia (Figura 11.45; B, D, F
e H).
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Estes resultados confirmam que independentemente do marcador usado, as
sondas EUB338 nao hibridam com células eucariotas evidenciando a ligagéo seletiva
dos fluoroforos sintetizados as respetivas sondas oligonucleotidicas, descartando assim

possiveis interacoes inespecificas com as células procariotas.??!

(A) (B)

|

Figura 11.45. Microfotografias obtidas através de microscopia de epifluorescéncia com o filtro
TRITC referentes aos ensaios de hibridacdo das células de Bacillus sp. com as sondas
oligonucleotidicas: (A) EUB338-Cy3, (B) EUK516-Cy3, (C) EUB338-(58), (D) EUK516-(58),
(E) EUB338-(60), (F) EUK516-(60), (E) EUB338-(63) e (F) EUK516-(63).
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1.2.2. Derivados do 4-difenilaminobenzaldeido (64)

Com o objetivo de avaliar o efeito da substituigdo do grupo dietilo pelo grupo
difenilo nas propriedades fotofisicas dos compostos 57 e 59 discutidos na secgao
anterior (11.2.1), sintetizou-se o brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-2-(4-(difenilami-
no)estiril)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io (65) e o brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-4-(4-(di-

fenilamino)estiril)piridin-1-io (66), apresentado no Esquema 11.24.

Piperidina
CH3CN

Piperidina

OH

Esquema 11.24. Sintese do brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-4-(4-(difenilamino)estiril)piridin-1-
-io (65) e do brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-2-(4-(difenilamino)estiril)-3,3-dimetil-3H-indol-1-
-io (66).
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1.2.2.1. Propriedades fotofisicas do brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-2-(4-
-(difenilamino)estiril)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io0 (65) e do brometo de
(E)-1-(5-carboxipentil)-4-(4-(difenilamino)estiril)piridin-1-io (66)

As propriedades fotofisicas do brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-2-(4-(difenil-
amino)estiril)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io (65) e o brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-4-(4-

-(difenilamino)estiril)piridin-1-io (66), estao resumidos na Tabela II.8.

Tabela 11.8. Propriedades fotofisicas dos derivados do 4-difenilaminobenzaldeido (63).

Desvio de

7\,a sa 7\,emb g°
Composto ® Stokes . Dy
(nm) (M) omemt  ©MMY)
65 538 561¢ - -- --
66 467 534° - - -

aMaximos de absorgdo em CH3CN. "Maximos de emissdo em CH3CN. *Absortividade molar na transi¢do de comprimento

de onda mais longo. “Rendimento quantico de fluorescéncia em EtOH, determinado utilizando 7-dietilamino-4-metil-

coumarina (®r = 0.73 em EtOH) como padréo. ®Nao foi detetada fluorescéncia apds excitagéo.

Nos compostos 65 e 66, a absorcdo maxima foi de 538 e de 467 nm,
respetivamente, ou seja, os substituintes difenilo provocaram um desvio hipsocrémico
quando comparados com os congéneres 57 e 59. Este facto deve-se provavelmente a
elevada energia de ressonancia dos grupos fenilo, obviamente inexistente nos grupos
etilo, que atrasa a deslocalizagao eletrénica através da estrutura molecular. Apds a
excitagdo apenas foram detetadas bandas de emisséo vestigiais de muito baixa
intensidade, ou seja, os compostos 65 e 66 apenas apresentaram fluorescéncia

residual.
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11.2.3. Derivados do ferrocenocarboxaldeido (67)

Com o objetivo de avaliar a viabilidade de moléculas hibridas como promissores
marcadores fluorescentes para biomoléculas, foi desenvolvida uma estratégia sintética
simples e econémica, para produzir este tipo de moléculas, utilizando como material de

partida o ferrocenocarboxaldeido (67), segundo o Esquema I1.25.
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Esquema I1.25. Sintese dos marcadores fluorescentes, brometo de (E)-1-(6-((2,5-dioxo-
pirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)-4-(2-(ferrocenil)vinil)piridin-1-io (69) e brometo de (E)-1-(6-((2,5-di-

oxociclopentil)oxi)-6-oxo-hexil)-3,3-dimetil-2-(2-(ferrocenilvinil)-3H-indol-1-io (71).

A principal abordagem sintética para produzir as referidas moléculas hibridas
com uma ponte =, baseou-se na elevada acidez dos protdes metilicos presentes nos
derivados inddlicos e piridinicos, 48 e 51 respetivamente, que permitem como ja foi
referido, reacdes do tipo da condensacéao alddlica. As referidas reagdes entre o material
de partida, o ferrocenocarboxaldeido (67) com os derivados inddlicos e piridinicos, com
efetivos grupos aceitadores de eletrdes foram estereosseletivas e altamente eficientes,
e permitiram a sintese dos intermediarios 68 e 70. A presenca, nestes intermediarios,
de um grupo doador e de um grupo aceitador de eletrdes, devera aumentar
evidentemente tanto a deslocalizacdo de eletrbes n como a natureza push-pull do
cromoforo.

Os novos marcadores fluorescentes para biomoléculas 69 e 71, foram facilmente
isolados apds cromatografia em coluna de silica e completamente caracterizados por
espetroscopia de RMN (1D e 2D). Todos os dados espectrais sao consistentes com as

estruturas propostas.
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1.2.3.1. Propriedades fotofisicas dos marcadores fluorescentes, brometo
de (E)-1-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)-4-(2-(ferrocenil)vinil)-
-piridin-1-io (69) e brometo de (E)-1-(6-((2,5-dioxociclopentil)oxi)-6-oxo-
hexil)- -3,3-dimetil-2-(2-(ferrocenil)vinil)-3H-indol-1-io (71)

As propriedades fotofisicas dos novos marcadores fluorescentes 69 e 71,
nomeadamente as suas propriedades de absorcdo e emissdo, desvio de Stokes,
absortividade molar e rendimento quantico de fluorescéncia, foram avaliadas e estao

registadas na Tabela I1.9.

Tabela I1.9. Propriedades fotofisicas dos derivados do ferrocenocarboxaldeido (67).

Aabe? Aersb Desvio de g
Composto Stokes o Dy
(nm) (nm) (nm, cm") (cm™ M)
67 340 -- - 1600 --
69 365 457 92, 5515 24000 <0.01
71 409 485 76, 3831 16000 <0.01

aMaximos de absorgdo em CH3CN. "Maximos de emissdo em CH3CN. *Absortividade molar na transi¢do de comprimento
de onda mais longo. “Rendimento quantico de fluorescéncia em EtOH, determinado utilizando 7-dietilamino-4-metil-

coumarina (®r = 0.73 em EtOH) como padréo.

Como esperado, os produtos finais 69 e 71, apresentam maximos de absorgao
a comprimentos de onda mais longos, quando comparados com o material de partida,
devido ao efeito de transferéncia de carga intramolecular obtido através da conjugagao
do grupo doador de eletrdes e do grupo vinil conjugado com os grupos aceitadores de
eletrées.

As absortividades molares e os rendimentos quanticos de fluorescéncia dos
produtos 69 e 71, em que o doador € o grupo ferroceno, apresentam valores muito
baixos, 0 que sugere que a presenga do ferroceno nestes compostos podera condicionar
as suas propriedades fotofisicas para possiveis aplicagdes como marcadores

fluorescentes.
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Os espetros de absorgao dos referidos compostos estdo apresentados na Figura
11.46.

—(67)
—(89)

—(71)

Absorvancia

o
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Comprimento de onda (nm)

Figura 11.46. Espetros de absor¢cdo do ferrocenocarboxaldeido (67) e dos marcadores
fluorescentes, brometo de (E)-1-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)-4-(2-(ferrocenil)vi-
nil)piridin-1-io (69) e brometo (E)-1-(6-((2,5-dioxociclopentil)oxi)-6-oxo-hexil)-3,3-dimetil-2-(2-
-(ferrocenil)vinil)-3H-indol-1-io (71).

1.2.3.2. Analise do potencial dos novos marcadores fluorescentes 69 e 71,

através da técnica FISH

1.2.3.2.1. Modelo Saccharomyces cerevisiae com as sondas EUK516-(69) e
EUK516-(71)

Os resultados obtidos por citometria de fluxo da hibridacdo de células de
Saccharomyces cerevisiae com sondas oligonucleotidicas comerciais e sintetizadas sao
apresentados na Figura [1.47. Através da analise destes resultados, é evidente que as
células de levedura, quando marcadas com sondas oligonucleotidicas EUK516,
apresentaram uma fluorescéncia minima, quando comparada com a autofluorescéncia
das células de S. cerevisiae ndo marcadas (Figura 11.47; C, e E). Assim, as sondas
EUK516-(69) e EUK516-(71) apresentaram resultados pouco promissores, uma vez que
demonstram intensidades de fluorescéncia semelhantes a autofluorescéncia das células

de S. cerevisiae e do controlo negativo (Figura I1.47; D e F).
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Figura 11.47. Resultados de citometria de fluxo (intensidade de fluorescéncia (Fl)/difusado direta
(FSC)) referentes aos ensaios de hibridagéo das células de Saccharomyces cerevisiae (SC) com
as sondas oligonucleotidicas: (A) EUK516-Cy3, (B) EUB338-Cy3, (C) EUK516-(69),
(D) EUB338-(69), (E) EUK516-(71) e (F) EUB338-(71).

As células hibridadas com as sondas oligonucleotidicas EUK516-(69) e
EUK516-(71) apresentaram uma percentagem de células fluorescentes inferior a 20%,
0 que € indicativo do fraco desempenho fotofisico dos marcadores usados nestas

sondas (Figura 11.48).
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Figura 11.48. Percentagem de células fluorescentes das células de Saccharomyces cerevisiae
(SC) marcadas com as sondas EUK516 e EUB338 com os diferentes marcadores 69, 71 e Cy3°®,

e o controlo negativo. As letras indicam as diferengas estatisticamente significativas (p < 0.05).

150



Discussao

1.2.3.2.2. Modelo Bacillus sp. com as sondas EUB338-(69) e EUB338-(71)

Os resultados de citometria de fluxo da hibridacao de células de Bacillus sp. com
sondas oligonucleotidicas comerciais e sintetizadas estao apresentados na Figura 11.49.
Apoés a analise destes resultados, é evidente que as células bacterianas, quando
marcadas com as sondas oligonucleotidicas EUB338, apresentaram uma intensidade
de fluorescéncia idéntica as sondas oligonucleotidicas EUK516, o que sugere que as
sondas EUB338-(69) e EUB338-(71) apresentam uma baixa capacidade para marcar

estas células (Figura 11.49; C e E).
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Figura 11.49. Resultados de citometria de fluxo (intensidade de fluorescéncia (Fl)/difusdo direta
(FSC)) referentes aos ensaios de hibridagédo das células de Bacillus sp. (BA) com as sondas
oligonucleotidicas: (A) EUB338-Cy3, (B) EUK516-Cy3, (C) EUB338-(69), (D) EUK516-(69),
(E) EUB338-(71) e (F) EUK516-(71).
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As células hibridadas com as sondas oligonucleotidicas EUB338-(69) e
EUB338-(71) apresentaram uma baixa percentagem de células fluorescentes, inferior a
20% (Figura 11.50). A semelhanca do modelo anterior, estes resultados sugerem que os

marcadores usados nestas sondas apresentam um fraco desempenho fotofisico.
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Figura 11.50. Percentagem de células fluorescentes das células de Bacillus sp. (BA) marcadas
com as sondas EUK516 e EUB338 com os diferentes marcadores 69, 71 e Cy3®, e o controlo

negativo. As letras indicam as diferengas estatisticamente significativas (p < 0.05).

1.2.4. Compostos com mais do que um croméforo

Com a finalidade de aumentar a intensidade do sinal dos fluoréforos, desvio
hipercromico, foram realizadas diversas sinteses com o objetivo de desenvolver novos
marcadores com mais do que um cromoéforo. Esta caracteristica € fundamental para
diversas aplicagdes como a microscopia de fluorescéncia, citometria de fluxo e outras
técnicas analiticas que dependem de sinais com forte intensidade fluorescente para
superiores deteg¢des e quantificagbes. Este aumento da intensidade € importante para
melhorar a sensibilidade analitica, permitindo assim a detecdo de moléculas-alvo em

concentragdes muito baixas.

152



Discussao

1.2.4.1. Tentativa de sintese do acido 6-(metil(2,4,6-triformilfenil)Jamino)-
hexandico (72)

A tentativa de sintese do acido 6-(metil(2,4,6-triformilfenil)amino)hexandico (72)
foi delineada utilizando a reagéo de Vilsmeyer-Haack, mas com os reagentes de formila-
¢ao DMF e POCIs; em excesso (Esquema 11.26), com o objetivo de introduzir trés grupos
formilo nas posigdes orto e para do 6-(metil(fenil)amino)hexanoato de etilo (22).%?°) De
referir que a monoformilagdo deste éster em posicdo para foi discutida na secgao

11.1.1.2.2.4 e esta descrita na reagao 1V.1.2.36.

\N/\/\/\[(O\/ \N/\/\/\H/O\/
(o]

OHC CHO (¢]

DMF, POCl, ><

(22) (72) (IV.1.2.83)

CHO

Esquema 11.26. Tentativa de sintese do acido 6-(metil(2,4,6-triformilfenil)amino)hexandico (72).

Por "H-RMN n&o foi detetada a presenca do produto triformilado 72. A reacéo
IV.1.2.83, originou dois produtos secundarios, um deles o produto monoformilado 23
(Seccao 11.1.1.2.2.4, Reagéao IV.1.2.36) e um outro sem a presenga de qualquer protao

aromatico e da cadeia ligada ao atomo de nitrogénio.

1.2.4.2. Tentativa de sintese do brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-4-(2-(di-
metilamino)-5-formilestiril)piridin-1-io (75) e do brometo de (E)-1-(5-carboxi-

pentil)-4-(4-(dimetilamino)-3-formilestiril)piridin-1-io (76)

A ineficacia da triformilagao do 6-(metil(fenil)Jamino)hexanoato de etilo, discutida
na anterior secgao, pode ter-se devido ao impedimento estereoquimico da cadeia ligada
ao atomo de nitrogénio

Considerando este facto, foi efetuada uma nova tentativa de formilagdo, mas
com uma molécula menos impedida, a dimetilanilina (73). Nao foi obtido o produto
resultante da triformilagéo, obtendo-se apenas o 4-(dimetilamino)isoftaldeido (74) com
um modesto rendimento reacional de 25%. A reacdo deste ultimo com o brometo de
1-(5-carboxipentil)-4-metilpiridin-1-io (51) originou dois produtos, um maioritario (83%)
resultado da reagdo na posigao orto, mais impedida, e um outro minoritario (17%) da

reagao na posigcao para (Esquema I1.27). Estes dois produtos foram identificados por
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"H-RMN e NOESY, mas o seu isolamento tornou-se um processo muito pouco efetivo e
rentavel devido a forte adsorcédo que estes desenvolveram com as fases estacionarias

(normal e reversa) nos processos de purificagédo cromatografica.

O OH
\N/ \N/ N 7 SN o ~nT
Br
CHO N NN ! CHO
POCl; DMF + ' Piperidina +
I GHaCN
N
CHO Br CHO  Maioritario ~ Minoritario
73 74, (51) (75) (76)
A
@,
(o] N/ €]

OH

OH
Esquema I.27. Tentativa de sintese do brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-4-(2-(dimetilamino)-

-5-formilestiril)piridin-1-io (75) e do brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-4-(4-(dimetilamino)-3-for-
milestiril)piridin-1-io (76).
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1.2.4.3. Tentativa de sintese do 6-(2,4,6-triformilfenoxi)hexanoato de etilo
(78)

A solucéo para a introducéo de trés croméforos numa molécula poderia passar
pela utilizagdo do comercialmente disponivel 2-hidroxibenzeno-1,3,5-tricarbaldeido (77)
como material de partida. A tentativa de inser¢cado da cadeia, com o 6-bromo-hexanoato
de etilo, para posterior funcionalizagdo com um éster succinimidilico, ndo ocorreu
(Esquema 11.28).

A nao formacgao do produto 6-(2,4,6-triformilfenoxi)hexanoato de etilo (78) pode
dever-se ao impedimento estereoquimico do grupo hidroxilo ou a diminuicdo da sua

nucleofilicidade devido a influéncia dos trés grupos formilo nas posi¢des orto e para.

oH O/\/\/Y NG
OHC. CHO OHC CHO o
+ 5 wov KoCO;3 CHACN ><
o

CHO CHO

(77) (78)  (1v.1.2.86)

Esquema 11.28. Tentativa de sintese do 6-(2,4,6-triformilfenoxi)hexanoato de etilo (78).

1.2.4.4. Tentativa de sintese do acido 6-(2,4-diformilfenoxi)hexanéico (81)

Considerando os resultados obtidos anteriormente, utilizou-se como material de
partida o também disponivel comercialmente 4-hidroxiisoftalaldeido (79), um composto
com apenas dois grupos formilo nas posigbes orto e para (Esquema 11.29). O
intermediario 6-(2,4-diformilfenoxi)hexanoato de etilo (80) foi obtido com um excelente
rendimento (99%), o que confirma o anteriormente referido para o congénere triformilado
(77). Da hidrolise do éster 80 foram isoladas, através de cromatografia em coluna de

silica, trés fracdes distintas que foram posteriormente avaliadas por 'H-RMN.
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As referidas fragbes continham apenas multiplos produtos secundarios sem a
presenga de qualquer grupo formilo, ou seja, a sua reatividade n&o permitiu a obtengao

do produto da reacao, o acido 6-(2,4-diformilfenoxi)hexandico (81).

OH O/WY O~ ow o

C CHO o CHO (¢}

HO
O. KoCO3 CHyCN 2M NaOH, THF
+ B(/\/\/ﬁ‘/ N —KeLO.CHOCN
(¢}

CHO CHO CHO

(79) (80) (IV.1.2.87) (81)  (Iv.1.2.88)

(81) (IV.1.2.89)

Esquema 11.29. Tentativa de sintese do acido 6-(2,4-diformilfenoxi)hexandico (81).

De acordo com o exposto, para evitar a posterior hidrolise do éster 80 optou-se
por efetuar a sintese direta do acido 6-(2,4-diformilfenoxi)hexandico (81), a partir do
4-hidroxiisoftalaldeido (79) e do acido 6-bromo-hexandico (Esquema 11.29). O produto
foi identificado por "H-RMN em quantidades vestigiais (« 5%), o que o afasta de um

potencial intermediario para a sintese de marcadores fluorescentes de baixo custo.

1.2.4.5. Tentativa de sintese do brometo (iodeto) de 2,2'-((1E,1'E)-(((4-((E)-2-
-(1-(5-carboxipentil)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io-2-il)vinil)fenil)azanediil)bis-
-(4,1-fenileno))bis(eten-2,1-diil))bis(1,3,3-trimetil-3H-indol-1-io) (85)

A utilizagdo do 4,4',4"-nitrilotribenzaldeido (82) como material de partida, para a
inclusdo de trés cromodforos, foi a udltima tentativa no ambito deste trabalho para
sintetizar moléculas que permitissem essencialmente aumentar a intensidade do sinal
dos fluoréforos (Esquema 11.30). A reagéo entre o tribenzaldeido 82 e um excesso molar
do iodeto de 1,2,3,3-tetrametil-3H-indol-1-i0 permitiu a obtencdo do produto 84 (cor
violeta), com a inclusao de dois grupos indélicos como pretendido, mas também, e com

um rendimento superior, 0 produto 83 (cor rosa) com a inclusdo de apenas um grupo
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inddlico (Reacédo 1V.1.2.90). A reacao entre o composto 84 e o indol com um grupo
carboxilico, para posterior funcionalizagcdo com um éster succinimidilico, eventualmente
gerou o produto esperado, que nao foi possivel isolar devido a muito forte adsorgéo
entre este e as fases estacionarias (normal e reversa) envolvidas nas varias tentativas
de purificagdo. De referir que durante as tentativas de isolamento/purificagio através de
cromatografia de exclusdo molecular, o eventual produto da reagéo (85) ficou adsorvido

nos granulos do gel.
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Esquema I1.30. Tentativa de sintese do brometo (iodeto) de 2,2'-((1E,1'E)-(((4-((E)-2-(1-(5-car-
boxipentil)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io-2-il)vinil)fenil)azanediil)bis(4,1-fenileno))bis(etene-2,1-diil))-
bis(1,3,3-trimetil-3H-indol-1-i0) (85).

1.2.4.6. Tentativa de sintese do brometo (iodeto) de (E)-4,4'-(((4-(2-(1-(5-car-
boxipentil)piridin-1-io-4-il)vinil)fenil)azanediil)bis(4,1-fenileno))bis(1-metil-
piridin-1-io) (87)

Numa derradeira tentativa para sintetizar estre tipo de compostos, optou-se por
simplificar os grupos aceitadores de eletrdes, ou seja, alterou-se o grupo indol para um
grupo piridina e introduziu-se primeiro o substituinte com o grupo carboxilico (Esquema
[1.31). A reagédo gerou o produto pretendido, mas a sua purificagdo tornou-se um
processo muito pouco efetivo e rentavel devido a forte adsorgéo que este desenvolveu

com a fase estacionaria, ou seja, 0 seu manuseamento envolve constantes perdas.
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Discussao

A semelhanca do caso anterior, a reacdo entre o composto 86 e a inclusdo de
dois grupos piridinicos como pretendido, eventualmente gerou o produto esperado, que
nao foi possivel isolar devido novamente a muito forte adsor¢ao entre este e as fases

estacionarias (normal e reversa) envolvidas nas varias tentativas de purificagao.

OHC, \ /

9-
(51) N
[ ) B
© Piperidina, CHyCN @ \ / A P|pendma CHyCN
CHo OHC ‘\_\_>,
\49 @®n

(82) (86) °

Esquema I1.31. Tentativa de sintese do brometo (iodeto) de (E)-4,4'-(((4-(2-(1-(5-carboxi-
pentil)piridin-1-io-4-il)vinil)fenil)azanediil)bis(4,1-fenileno))bis(1-metilpiridin-1-io) (87).

A presenca neste tipo de compostos nomeadamente o 75, 76, 85 e 87, de
efetivas cargas formais envolvidas diretamente nos processos de deslocalizagéo
eletrénica e de um adicional grupo carboxilico, faz com que estes apresentem
caracteristicas fisicas e quimicas que tornam dificil o0 seu manuseamento através das
classicas técnicas de cromatografia. Estes estudos preliminares poderao impulsionar e
dinamizar num futuro préximo o desenvolvimento deste tipo de compostos, com
inesperadas caracteristicas fisicas e quimicas, para uma vasta gama de aplicagdes em

multiplas areas do conhecimento.
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Conclusbdes

Um dos principais objetivos deste trabalho consistiu no desenvolvimento de
marcadores fluorescentes soluveis em agua, de baixo custo e reativos ao grupo amino,

para a marcacao eficiente de biomoléculas.

A sintese de derivados 2-substituidos da 7-dietilamino-4-metilcoumarina com a
inclusdo de um grupo 4-estirilo, com o objetivo de expandir a deslocalizagao eletronica
através de um sistema do tipo Doador de eletrées - ponte = - Aceitador de eletrbes,

permitiu a obtengao de seis novos promissores marcadores fluorescentes.

Considerando os diferentes grupos aceitadores de eletrbes na posi¢cdao 2,
constatou-se que a presenga do grupo amino no substituinte 4-estirilo, mais do que
duplicou a absortividade molar dos marcadores em relagao aos seus homologos com o

grupo alcoxi, o que reflete a sua superior capacidade doadora de eletrdes.

Quanto ao efeito dos grupos aceitadores de eletrdes na posigéo 2, verificou-se
que a presenga do substituinte iodeto de metilpiridinio, com uma carga positiva formal,
aliada ao seu efeito mesdmero, promoveu desvios hipercromicos muito pronunciados

nos respetivos marcadores fluorescentes.

Todos os marcadores fluorescentes derivados da 7-dietilamino-4-metilcoumarina
apresentaram muito bons a elevados desvios de Stokes, uma condi¢cdo essencial para

uma eficaz detecdo da emissao de fluorescéncia.

A diminuicdo dos rendimentos quéanticos de fluorescéncia e dos desvios de
Stokes em alguns dos marcadores fluorescentes, podera estar relacionada com a
elevada conjugacao do sistema n da molécula, que originou processos de transferéncia

de carga intramoleculares mais efetivos apos a excitagao.

O inferior carater doador de eletrbes do grupo alcoxi no substituinte 4-estirilo,
promove rendimentos quanticos de fluorescéncia mais elevados, devido a processos de
transferéncia de carga intramoleculares menos efetivos, do que os seus congéneres

com O grupo amino.
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Conclusbdes

Nas tentativas de sintese de coumarinas 3 substituidas por fortes grupos
aceitadores de eletrbes, com um substituinte 4-estirilo com um grupo amino em posi¢ao
para, formou-se um produto originado por um possivel rearranjo intramolecular, cujo
mecanismo reacional devera ser objeto de um estudo mais aprofundado. Este tipo de
reacdo podera constituir uma estratégia sintética muito util para incorporar grupos
estirilo, com diversos substituintes, em fragmentos moleculares com grupos aceitadores

de eletrdes, numa nova tipologia de formagao de alcenos semelhante a reagao de Heck.

A sintese de marcadores fluorescentes eficazes, e com um custo inferior aos
derivados da 7-dietilamino-4-metilcoumarina, utilizando uma estratégia eficiente e
econdmica a partir do 4-dietilaminobenzaldeido, permitiu a sintese de trés novos

marcadores fluorescentes com excelentes propriedades fotofisicas.

A extensao do sistema n conjugado nestas moléculas, com grupos fortemente
aceitadores de eletrdes, nomeadamente os derivados indol, piridina e quinolina com
cargas positivas formais, foi essencial para um processo eficaz de transferéncia de
carga intramolecular do estado excitado emissivo, melhorando as suas propriedades
fotofisicas, tais como elevadas absortividades molares e, em dois deles, elevados

desvios de Stokes.

O grupo indol promove o mais elevado rendimento quantico de fluorescéncia e
0 grupo quinolina o mais baixo, resultado da variagdo dos efeitos da energia de

ressonéancia dos grupos aceitadores de eletrdes.

A sintese de moléculas hibridas como promissores marcadores fluorescentes
para biomoléculas, utilizando como material de partida o ferrocenocarboxaldeido,
produziu derivados com reduzidos valores de absortividade molar e de rendimento
quantico de fluorescéncia, que obviamente condicionaram negativamente as suas

propriedades fotofisicas nas respetivas sondas.

As varias tentativas de sintese de compostos com dois ou trés cromdéforos, com
elevados desvios hipercromicos, fundamentais para inumeras aplicagdes analiticas,
produziram interessantes derivados fluorescentes, mas com processos de isolamento
muito pouco efetivos e rentaveis devido a forte adsorgcido que estes desenvolveram com

as fases estacionarias nos processos de purificagdo cromatografica.

161



Conclusbdes

Os caélculos tedricos (DFT e TDDFT) efetuados para todos os marcadores
fluorescentes, permitiram detetar diferengas significativas nas geometrias dos estados
fundamental e excitado, fornecendo informacdes importantes sobre as propriedades
fotofisicas observadas, nomeadamente os elevados desvios de Stokes. Estes desvios
foram principalmente atribuidos a um relaxamento estrutural substancial observado nos
estados excitados das moléculas, o que proporcionou uma explicacio racional para o

fendmeno da emissao.

A maioria dos novos marcadores fluorescentes sintetizados demonstrou um
elevado potencial para as sondas de RNA-FISH, permitindo a marcacdo e detecao
eficaz de células microbianas, nomeadamente de S. cerevisiae e de Bacillus sp..
Algumas das sondas sintetizadas apresentaram uma propor¢do de células
fluorescentes semelhante & das sondas comerciais com o fluoréforo Cy3®, um dos
marcadores fluorescentes mais utilizado, mas muito dispendioso. Considerando que a
técnica citogenética FISH é amplamente utilizada na investigagdo gendmica e na
biolégica celular, assim como em aplicagdes de diagnéstico em medicina preventiva e
reprodutiva, e também em oncologia, estes novos marcadores fluorescentes eficazes e
de baixo custo, tém um elevado potencial para utilizacdes de rotina nestas areas e em

muitas outras técnicas bioanaliticas.

Os resultados obtidos através da técnica FISH sao de dificil correlagao direta
com as propriedades fotofisicas dos respetivos marcadores fluorescentes, ou seja, em
ultima analise, o desenvolvimento de sondas fluorescentes depende, em grande

medida, de tentativa e erro ou de descoberta fortuita.
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Conclusbdes

No futuro, e com base nos resultados obtidos neste trabalho, sera potencialmente

relevante:

- avaliar o potencial dos novos marcadores fluorescentes sintetizados em muitos outros

sistemas bioldgicos e também noutras técnicas bioanaliticas;

- introduzir grupos sulfonato nos marcadores fluorescentes, com o intuito de aumentar

a sua solubilidade em agua e evitar as possiveis interagdes marcador-marcador;

- desenvolver novas técnicas de sintese, isolamento e purificagdo de marcadores

fluorescentes com dois ou trés cromoforos;

- avaliar e compreender, 0 mecanismo reacional que ocorreu nas coumarinas 3 substi-
tuidas, para uma efetiva estratégia sintética de incorporagédo de grupos estirilo em
fragmentos moleculares com grupos aceitadores de eletrées, a semelhanga da reagéao
de Heck.
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Parte Experimental

IV.1. Sintese de marcadores fluorescentes

IV.1.1. Equipamentos e materiais

Todos os reagentes usados eram de qualidade analitica, adquiridos a empresas
comerciais como a Acros Organics, BLDpharm, Merck, VWR Sigma-Aldrich,
TCI Europe, entre outras, e utilizados sem qualquer purificagdo adicional. Os solventes
organicos foram sujeitos a agentes de secagem adequados e destilados antes da sua
utilizacao.

Os espetros de ressonancia magnética nuclear de protéo ('"H-RMN) e de carbono
(**C-RMN), mono e bi-dimensionais, foram registados a 400 MHz ('H) e a 100.61 MHz
(**C), num espectrémetro Brucker Advance Ill. Os solventes usados foram o CDCls,
CDsOD e o (CDs3)2SO. Os dados obtidos sao indicados em valores de desvio quimico
(d, em ppm); a intensidade relativa é indicada pelo numero de protdes (H); as
multiplicidades s&o indicadas por s (singuleto), sl (singuleto largo), d (dupleto),
t (tripleto), q (quadrupleto) e m (multipleto); as constantes de acoplamento s&o indicadas
em Hertz (Hz).

Os espetros de massa exata por FTMS-ESI foram obtidos usando um
espectrometro de massa Thermo Scientific Q Exactive Orbitrap (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) do Laboratério de Analises do Servigo de Analise Elementar,
Cromatografia e Massas da Universidade de Salamanca (Espanha).

Os espetros de UV/Vis foram registados num espectrofotometro Thermo
Electron Corporation, modelo Nicolet Evolution 300, usando CH3CN como solvente, com
uma concentracdo de 2.0 x 10° M.

Os espetros de fluorescéncia foram registados num espectrofotometro
PerkinElmer modelo LS 55, usando EtOH como solvente.

A cromatografia de flash foi efetuada usando silica gel 60 de 230-400 ‘mesh’
(Merck), salvo especificagdo em contrario.l?3

A cromatografia de fase reversa foi efetuada usando silica gel LiChroprep®
RP-18 (Merck).

A cromatografia de exclusdo molecular foi efetuada usando o gel Lipophilic
Sephadex® LH-20 (Sigma-Aldrich).

Na cromatografia de camada preparativa (ccp) utilizaram-se placas de silica gel
Merck 60 F245 de 0.5, 1.0 € 2.0 mm de espessura.

Na cromatografia de camada delgada (ccd) utilizaram-se placas de silica gel 60

F245 de 0.25 mm de espessura (Merck) e de silica gel 60 RP-18 F2sss de 0.20 mm de
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espessura (Merck). A composigao das fragdes recolhidas em cromatografia e a evolugao
das reagdes foi seguida por ccd, indicando—se os eluentes na proporgao usada (v:v).
A revelagao das placas de ccd foi efetuada por spray por diversos reveladores

preparados de acordo com a literatura:**"!

Acido fosfomolibdico

Solucao de 10% de acido fosfomolibdico em EtOH.

Revelacdo por aquecimento até visualizagdo das manchas.

Dragendorff
Solugéo A: 1.7 g de nitrato de bismuto (lll) e 20 g de acido tartarico em 80 mL de

agua

Solugéo B: 16 g iodeto de potassio em 40 mL de agua.

Solugéo C: mistura de igual volume da solugéo A e B.

Solugédo spray: 10 mL da solugdo C, numa solugéo de 10 g de acido tartarico em
50 mL de agua.

Utilizado para identificar compostos azotados. A sua revelagao ndo necessita de

aquecimento.

DNPH (2,4-dinitrofenil-hidrazina)

Solugéo spray: 1.0 g de DNPH
Solucao A: 10 mL de HCI (37%) em 1000 mL de EtOH.
Utilizado para identificar aldeidos e cetonas. A sua revelagao néo necessita de

aquecimento.
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IV.1.2. Reagodes de sintese

IV.1.2.1. Sintese da 7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-tiona (2)
8,
_Reagente de Lawesson
/\N/Cfi Tolueno 100°C, 12 h /Cdlzs

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 1.72 g de 7-dietilamino-4-metilcoumarina
(7.42 x 10° mol, 1.0 eq), 1.65 g de reagente de Lawesson (4.08 x 10 mol, 0.5 eq) em
40 mL de tolueno. A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a uma
temperatura de 100 °C durante 12 h. A reagéao foi continuamente monitorizada através
de ccd, utilizando como eluente CH.Cl,. O produto da reagdo foi isolado por

cromatografia flash, usando como eluente CH2Cl2, tendo-se obtido 1.60 g (n = 87%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, &, ppm): 1.19 (6H, t, J = 7.1, N(CH2CHs)2), 2.26 (3H, s, H-9),
3.40 (4H, q, J = 7.1, N(CH.CHa)), 6.61 (1H, d, Jse = 2.4, H-8), 6.64 (1H, dd, Js = 8.9,
Jos = 2.4, H-6), 6.88 (1H, s, H-3), 7.40 (1H, d, Js¢ = 8.9, H-5). °C RMN (100 MHz, CDCls,
8, ppm): 12.5 (C-11, C-13), 17,9 (C-9), 45.0 (C-10, C-12), 97.2 (C-8), 110.2 (C-6), 111.2
(C-4a), 123.6 (C-3), 125.7 (C-5), 146.4 (C-4), 151.0 (C-7), 159.0 (C-8a), 197.0 (C-2). UV
Amax (CHsCN): 251, 269, 460.

IV.1.2.2. Sintese do 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)malononitrilo (3)

~ + PN AgNO; NEts
NC CN  "CH,CN, ta, 12h
/\N 0 S 11/\

()

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 100 mg de 7-dietilamino-4-metil-2H-cro-
men-2-tiona (4.0 x 10 mol, 1.0 eq), 40 mg de malononitrilo (6.1 x 10 mol, 1.5 eq), em
CH3CN (seco) e 200 uL de NEt; (1.41 x 10 mol, 3.5 eq), e apos 10 min adicionou-se
172 mg de AgNO3 (1.02 x 10 mol, 2.5 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo

magnética, em atmosfera inerte (N2), a temperatura ambiente durante 2 h. O produto da
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reagao, foi isolado por cromatografia flash, usando como eluente CHCIs, tendo-se obtido
97.6 mg (n = 86%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, &, ppm): 1.23 (6H, t, J = 7.1, N(CH,CHs),), 2.40 (3H, s, H-9),
3.44 (4H, q, J = 7.1, N(CH,CHs),), 6.53 (1H, s, H-3), 6.55 (1H, d, Jss = 2.4, H-8), 6.68
(1H, dd, Jos = 9.0, Jos = 2.4, H-6), 7.42 (1H, d, Jse = 9.0, H-5). '*C RMN (100 MHz,
CDCl,, 8, ppm): 12.6 (C-11, C-13), 18.7 (C-9), 45.0 (C-10, C-12), 97.1 (C-8), 108.6
(C-3), 110.0 (C-4a), 110.6 (C-6), 114.5 (C-14), 115.3 (2xCN), 126.2 (C-5), 150.2 (C-4),
151.7 (C-7), 155.0 (C-8a), 172.0 (C-2). UV Amax (nm, CHsCNY): 252, 276, 452, 477.

IV.1.2.3. Sintese do (E)-4-(2-(2-(dicianometileno)-7-dietilamino-2H-cromen-4-il)-

benzoato de metilo (4)

3

(o) OCHj
X
+ Piperidina
CN CH3CN, 40 °C, 30 min
/\N o AN
) ) CN CHO

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 45 mg de 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cro-
men-2-ilideno)malononitrilo (1.61 x 10 mol, 1.0 eq), 26 mg de 4-formilbenzoato de
metilo (1.61 x 10 mol, 1.0 eq) em 4 mL de CH3CN (seco) e 16 L de piperidina (1.61 x
10* mol, 1.0 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a uma
temperatura de 40 °C durante 2 h. A reagao foi continuamente monitorizada através de
ccd, utilizando como eluente CH2Cl». O produto da reagéo, foi isolado por cromatografia

flash, usando como eluente CHCl,, tendo-se obtido 48 mg (n = 71%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 8, ppm): 1.25 (6H, t, J = 7.1, N(CH,CH,),), 3.47 (4H, q,
J = 7.1, N(CH,CHs),), 3.94 (3H, s, H-25), 6.59 (1H, d, Jse = 2.4, H-8), 6.71 (1H, dd,
Jos = 9.2, Jog = 2.4, H-6), 6.83 (1H, s, H-3), 7.40 (2H, sl, H-9, H-17), 7.63 (1H, d,
Jss = 9.2, H-5), 7.64 (2H, d, J = 8.2, H-19, H-23), 8.08 (2H, d, J = 8.2, H-20, H-22).
3C RMN (100 MHz, CDCl,, 8, ppm): 12.6 (C-11, C-13), 45.1 (C-10, C-12), 52.4 (C-25),
97.7 (C-8), 103.7 (C-3), 108.5 (C-4a), 110.7 (C-6), 114.6 (C-15, C-16), 115.6 (C-14),

168



Parte Experimental

122.2 (C-9), 125.8 (C-5), 127.7 (C-19, C-23), 130.4, (C-20, C-22), 131.1 (C-21), 137.4
(C-17), 139.6 (C-18), 146.0 (C-4), 151.8 (C-7), 155.5 (C-8a), 166.6 (C-24) 171.6 (C-2).
FTMS(+) - ESI calculado para CzsH24N303 [M+H]" 426.1812 encontrado 426.1807. UV
Amax (NM, CH3CN): 312, 348, 395, 520. ¢ (cm™ M™): 19000. ®r = 0.04.

IV.1.2.4. Sintese do (E)-2-(7-dietilamino-4-estiril)-2H-cromen-2-ilideno)malononi-
trilo (5)

CHO
X
+ Piperidina
PR . ~CN CH3CN, 85 °C, 5 min
N o

) (3) CN

Num balao de fundo redondo, colocaram-se 100 mg de 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cro-
men-2-ilideno)malononitrilo (3.58 x 10* mol, 1.0 eq) em 4 mL de CH;CN (seco),
adicionou-se 36 L de benzaldeido (3.58 x 10 mol, 1.0 eq) e 36 uL de piperidina (3.58
x 10 mol, 1.0 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a uma
temperatura de 85 °C, mas quando atingiu a referida temperatura, considerou-se a
reagao terminada. A reagéao foi continuamente monitorizada através de ccd, utilizando
como eluente n-hexano/CH.Cl. (2:8), O produto da reagéo, foi isolado por cromatografia

flash, usando como eluente n-hexano/CH,Cl, (2:8), tendo-se obtido 121 mg (n = 92%).

'"H RMN (400 MHz, CDCl;, §, ppm): 1.25 (6H, t, J = 7.1, N(CH,CH5),), 3.47 (4H, q,
J = 7.1, N(CH,CH3),), 6.61 (1H, d, Jss = 2.4, H-8), 6.70 (1H, dd, Js5 = 9.1, Jes = 2.4,
H-6), 6.87 (1H, s, H-3), 7.34 (1H, d, Jo,17 = 16, H-9), 7.40-7.46 (4H, m, H-17, H-20, H-22,
H-21), 7.60 (2H, d, Jig20 = 6.8, H-19, H-23), 7.65 (1H, d, Jsg = 9.1, H-5).
3C RMN (100 MHz, CDCl;, §, ppm): 12.5 (C-11, C-13), 45.0 (C-10, C-12), 97.6 (C-8),
103.1 (C-3), 108.6 (C-4a), 110.6 (C-6), 114.8 (C-15, C-16), 115.7 (C-14), 119.5 (C-9),
125.7 (C-5), 127.8 (C-19, C-23), 129.1 (C-20, C-22), 130.1 (C-21), 135.4 (C-18), 138.9
(C-17), 146.5 (C-4), 151.6 (C-7), 155.4 (C-8a), 171.6 (C-2). FTMS(+) - ESI calculado
para C24H22N30 [M+H]" 368.1757 encontrado 368.1752. UV Amax (nm, CH3CN): 341, 396,
516. ¢ (cm™ M): 17000. ®r = 0.16.
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IV.1.2.5. Sintese do (E)-2-(7-dietilamino-4-(4-(dimetilamino)estiril)-2H-cromen-2-ili-

deno)malononitrilo (6)

\N/
X
Piperidina
Nt CH4CN, 85°C, 24 h
/\N o XN 3CN, )
CN
) ) CHO

Num balao de fundo redondo, colocaram-se 150 mg de 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cro-
men-2-ilideno)malononitrilo (5.37 x 10* mol, 1.0 eq), 81 mg de 4-dimetilamino-
benzaldeido (5.37 x 10 mol, 1.0 eq) em 4 mL de CHsCN (seco) e adicionou-se 60 uL
de piperidina (5.37 x 10 mol, 1.0 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitacéo
magnética a uma temperatura de 85 °C durante 24 h. O produto da reagéo, foi isolado
por cromatografia flash, usando como eluentes n-hexano/CHCl; (2:8), n-hexano/CH.Cl>
(1:9), e CH2Clz tendo-se obtido 210 mg (n = 95%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, §, ppm): 1.24 (6H, t, J = 7.1, N(CH,CH,),), 3.06 (6H, s,
N(CHs).), 3.45 (4H, q, J = 7.1, N(CH,CH,),), 6.54 (1H, d, Jss = 2.4, H-8), 6.68 (2H, d,
J2o,19 = 8.8, H-20, H-22), 6.69 (1H, dd, Je5 = 8.8, Js s = 2.4, H-6), 6.77 (1H, s, H-3), 7.08
(1H,d, Jo17 =15.8, H-9), 7.37 (1H, d, J 179 = 15.8, H-17), 7.47 (1H, d, J1920 = 8.8, H-19,
H-23), 7.66 (1H, d, Js¢ = 8.8, H-5). '*C RMN (100 MHz, CDCl;, §, ppm): 12.7 (C-11,
C-13), 40.3 (C-24, C-25), 45.0 (C-10, C-12), 97.6 (C-8), 100.8 (C-3), 108.8 (C-4a), 110.5
(C-6), 112.1 (C-20, C-22), 113.2 (C-9), 115.7 (C-14), 116.6 (C-15, C-16), 123.3 (C-18)
125.6 (C-5), 129.9 (C-19, C-23), 140.0 (C-17), 147.3 (C-4), 151.5 (C-7), 151.8 (C-21),
155.5 (C-8a), 171.3 (C-2). FTMS(+) - ESI calculado para CH27N4O [M+H]" 411.2179
encontrado 411.2174. UV Amax (nm, CH3CN): 294, 341, 496. ¢ (cm™ M™): 34000.
®F = 0.95.

170



Parte Experimental

IV.1.2.6. Sintese da (E)-2-(7-dietilamino-4-(4-metoxiestiril)-2H-cromen-2-ilideno)-

malononitrilo (7)

+ Piperidina
—_—
CN CH4CN, 85°C, 17 h

) @) CN CHO

Num balao de fundo redondo, colocaram-se 279 mg de 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cro-
men-2-ilideno)malononitrilo (2.51 x 10 mol, 1.0 eq), 30 uL de 4-metoxibenzaldeido
(2.51 x 10 mol, 1.0 eq) em 5 mL de CH3CN (seco) e 25 uL de piperidina (2.51 x 10*
mol, 1.0 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a uma
temperatura de 85 °C durante 17 h. A reagao foi continuamente monitorizada através de
ccd, utilizando como eluente CHCIz/CH30OH (99:1). O produto da reagao, foi isolado por
cromatografia flash, usando como eluente CHCIs/CH3OH (99:1), tendo-se obtido 95 mg
(n =96%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 8, ppm): 1.24 (6H, t, J = 7.1, N(CH,CH,),), 3.46 (4H, q,
J = 7.1, N(CH,CHs),), 3.87 (3H, s, H-24), 6.58 (1H, d, Jse = 2.4, H-8), 6.70 (1H, dd,
Jos = 9.1, Jog = 2.4, H-6), 6.82 (1H, s, H-3), 6.94 (2H, d, Jao10 = 8.7, H-20, H-22), 7.19
(1H, d, J 917 = 15.9, H-9), 7.39 (1H, d, J 170 = 15.9, H-17), 7.54 (1H, d, Jig.20 = 8.7, H-19,
H-23), 7.65 (1H, d, Jss = 9.1, H-5). "*C RMN (100 MHz, CDCl,, §, ppm): 12.6 (C-11,
C-13), 45.1 (C-10, C-12), 55.6 (C-24), 97.7 (C-8), 102.4 (C-3), 108.7 (C-4a), 110.6
(C-6), 114.7 (C-20, C-22), 115.1 (C-14), 116.1 (C-15, C-16), 116.9 (C-9), 125.8 (C-5),
128.3 (C-18), 129.6 (C-19, C-23), 138.8 (C-17), 146.9 (C-4), 151.7 (C-7), 155.6 (C-8a),
161.5 (C-21), 171.6 (C-2). FTMS(+) - ESI calculado para CasH240,N3 [M+H]* 398.1863
encontrado 398.1854. UV Amax (nm, CHsCN): 418, 522. ¢ (cm™' M™"): 24000. ®r = 0.34.

171



Parte Experimental

IV.1.2.7. Sintese do 6-(4-formilfenoxi)hexanoato de etilo (8)

039101112130W5

OH

S (0]
+ O\/ KoCO3 6 4
—_—
Br CHACN, 85 °C, 48 h
7 3
o
CHO

CHO

®)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 1.22 g de 4-hidroxibenzaldeido (1.00 x
102 mol, 1.0 eq), 829 mg de K,COs (6.00 x 10° mol, 0.6 eq) e 1.9 mL de 6-bromo-
hexanoato de etilo (1.10 x 102 mol, 1.1 eq) em 25 mL de CH;CN. A reagdo foi
monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHxCl,. O produto da reacao foi
isolado foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes n-hexano,
n-hexano/CH2Cl; (5:5) e CH2Cl>, tendo-se obtido 2.64 g (n = 99%).

'H RMN (400 MHz, CDCly, 5, ppm): 1.25 (3H, t, Jis14 = 7.2, H-15), 1.52 (2H, m, H-10),
1.71 (2H, m, H-11), 1.83 (2H, m, H-9), 2.33 (2H, t, J = 7.4, H-12), 4.04 (2H, t, J = 6.4,
H-8), 4.12 (2H, q, Jis15 = 7.2, H-14), 6.97 (2H, d, Jus = 8.8, H-4, H-6), 7.82 (2H, d,
Js4 = 8.8, H-3, H-7), 9.87 (1H, s, H-1). "*C RMN (100 MHz, CDCl,, 5, ppm): 14.4 (C-15),
24.7 (C-11), 25.7 (C-10), 28.9 (C-9), 60.4 (C-14), 68.2 (C-8), 114.8 (C-4, C-6), 129.9
(C-2), 132.1 (C-3, C-7), 164.3 (C-5), 173.7 (C-13), 191.0 (C-1).

IV.1.2.8. Sintese do acido 6-(4-formilfenoxi)hexandico (9)

O/\/\/\[(O\/ OWOH

o < [¢]
2M NaOH 6 4
THF, ta, 72h
7 3

CHO CHO

(8) )

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 1.00 g de 6-(4-formilfenoxi)hexanoato de
etilo (3.78 x 10 mol, 1.0 eq), solubilizou-se em 10 mL de THF e depois adicionou-se
9.5 mL de solugéo de NaOH 2M (1.89 x 102mol, 5.0 eq). A mistura reacional foi colocada
sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 72 h. Apds esse tempo

reacional acidificou-se com HCI 6M. A reacgao foi monitorizada através de ccd, utilizando
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como eluente CHCI3/CH3OH (9:1). O produto da reagéo foi isolado por cromatografia

flash, usando como eluente CH3;CN, tendo-se obtido 640 mg (n = 72%).

'H RMN (400 MHz, (CD3),SO, 5, ppm): 1.41 (2H, m, H-10), 1.56 (2H, m, H-11), 1.73 (2H,
m, H-9), 2.23 (2H, t, J = 7.2, H-12), 4.07 (2H, 1, J = 6.4, H-8), 7.10 (2H, d, Js3 = 8.4, H-4,
H-6), 7.85 (2H, d, J5.4 = 8.4, H-3, H-7), 9.45 (H-1) 3C RMN (100 MHz, (CD3).SO0, 5, ppm):
24.3 (C-11), 25.1 (C-10), 28.3 (C-9), 68.0 (C-8), 115.0 (C-4, C-6), 129.6 (C-2), 132.0
(C-3, C-7), 163.8 (C-5), 174.6 (C-13), 191.4 (C-1).

IV.1.2.9. Sintese do acido (E)-2-(4-(2-(2-(dicianometileno)-7-dietilamino-2H-cro-

men-4-il)vinil)fenoxi)hexanéico (10)

OH
o 25 0 \2T N2

+ Piperidina
CH3CN, 85°C, 24 h 10

Pt N cN N

) CN CHO

(3) ©)

Num balao de fundo redondo, colocaram-se 125 mg de 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cro-
men-2-ilideno)malononitrilo (4.48 x 10* mol, 1.0 eq), 106 mg de &cido 6-(4-for-
milfenoxi)hexanodico (4.48 x 10* mol, 1.0 eq) em 10 mL de CH3;CN (seco) e 22 uL de
piperidina (2.24 x 10* mol, 0.5 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagéo
magnética a uma temperatura de 85 °C durante 24 h. A reacao foi monitorizada através
de ccd, utilizando como eluente CHCIz/CH30H (95:5). O produto da reacéo, foi isolado
por cromatografia flash, usando como eluentes CHCI3/CH3OH (99:1) e CHCI3/CH3OH
(95:5), tendo-se obtido 187 mg (n = 84%).

'H RMN (400 MHz, CDCl,, 8, ppm): 1.25 (6H, t, J = 6.8, N(CH2CHs)2), 1.56 (2H, m,
H-26), 1.74 (2H, m, H-27), 1.84 (2H, m, H-25), 2.42 (2H, t, J = 6.6, H-28) 3.46 (4H, q,
J = 6.8, N(CH.CHa)y), 4.02 (2H, t, H-24), 6.58 (1H, sl, H-8), 6.70 (1H, d, Jss = 9.2, H-6),
6.83 (1H, s, H-3), 6.93 (2H, d, Jzo.10 = 7.8, H-20, H-22), 7.19 (1H, d, Jo,17 = 15.8, H-9),
7.39 (1H, d, Jize = 15.8, H-17), 7.53 (2H, d, Jsg20 = 7.8, H-19, H-23), 7.65 (1H, d,
Jss = 9.2, H-5).3C RMN (100 MHz, CDCl,, 8, ppm): 12.7 (C-11, C-13), 24.5 (C-27), 25.7
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(C-26), 29.0 (C-25), 33.8 (C-28), 45.1 (C-10, C-12), 68.0 (C-24), 97.7 (C-8), 102.3 (C-3),
108.7 (C-4a), 110,6 (C-6), 115.1 (C-14), 115.2 (C-20, C-22), 116.1 (2xCN), 116.8 (C-9),
125.8 (C-5), 128.2 (C-18), 129.6 (C-19, C2-3), 138.9 (C-17), 147.0 (C-4), 151.7 (C-7),
155.6 (C-8a), 160.9 (C-21), 171.6 (C-29), 178.7 (C-2). FTMS(+) - ESI calculado para
CsoH32N304 [M+H]" 498.2387 encontrado 498.2379. UV Amax (nm, CH3CN): 340, 418,
519. & (cm™ M™): 24000. ®r = 0.28.

IV.1.2.10. Sintese do (E)-2-(4-2-2-(dicianometileno)-7-dietilamino-2H-cromen-4-il)-

vinil)fenoxi)hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (11)

21

o]
O/\/\/YOH O/ZN%N%NF(O\ N—0 .
o 33
2 32

o

a
O ~ . DCC. DMAP
N DMF, CHACN, ta, 5 h 10
~
/\N o N CN HO 11/\N » N CN
) N

(10)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 110 mg de acido (E)-2-(4-(2-(2-(diciano-
metileno)-7-dietilamino-2H-cromen-4-il)vinil)fenoxi)hexanoico (2.21 x 10 mol, 1.0 eq),
55 mg de DCC (2.65 x 10* mol, 1.2 eq) e 3 mg de DMAP (2.21 x 10”° mol, 0.1 eq) em
2 mL de DMF (seco) e 25 mL de CH3CN (seco), e ap6s 5 min adicionou-se 28 mg de
N-hidroxisuccinimida (2.43 x 10* mol, 1.2 eq). A mistura reacional foi colocada sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 5 h. A reacdo foi monitorizada
através de ccd, utilizando como eluente CHCIs/CH3OH (95:5). O produto da reacéo foi
isolado por cromatografia flash, usando como eluente CH3;CN/CHCIs (7:3), tendo-se
obtido 117 mg (n = 89%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 5, ppm): 1.24 (6H, t, J = 6.8, N(CH,CHs)2), 1.58-1.89 (6H, m,
H-25, H-26, H-27), 2.67 (2H, t, J = 7.4, H-28), 2.85 (2H, m, H-31, H-32), 3.46 (4H, q,
J = 6.8, N(CHzCHa)2), 4.02 (2H, t, J = 6.4, H-24), 6.59 (1H, d, Jss = 2.4, H-8), 6.70 (1H,
dd, Jes = 9.2, Jes = 2.4, H-6), 6.85 (1H, s, H-3), 6.93 (2H, d, Jz010 = 8.6, H-20, H-22),
7.20 (1H, d, Jo.17 = 16.0, H-9), 7.40 (1H, d, Ji79 = 16.0, H-17), 7.54 (2H, d, J1s.0 = 8.6,
H-19, H-23), 7.66 (1H, d, Jss = 9.2, H-5). *C RMN (100 MHz, CDCl,, 5, ppm): 12.6
(C-11, C-13), 24.5 (C-27), 25.4 (C-26), 25.7 (C-31, C-32), 28.8 (C-25), 31.0 (C-28), 45.1
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(C-10, C-12), 67.8 (C-24), 97.7 (C-8), 102.4 (C-3), 108.8 (C-4a), 110,6 (C-6), 115.2
(C-14, C-20, C-22), 116.8 (2xCN, C-9), 125.8 (C-5), 128.2 (C-18), 129.6 (C-19, C-23),
138.9 (C-17), 147.0 (C-4), 151.7 (C-7), 155.6 (C-8a), 160.9 (C-21), 168.6 (C-29), 169.3
(C-30, C-33), 171.7 (C-2). FTMS(+) - ESI calculado para CasHssN4Os [M+H]* 595.2551
encontrado 595.2543. UV Amax (nm, CH3CN): 340, 418, 523. ¢ (cm™ M): 24000.
@r = 0.29.

IV.1.2.11. Tentativa de sintese do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etoxi)propanoato
de metilo (12)

NS \/\(\

(12)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 500 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-
-aminobenzaldeido (2.79 x 10 mol, 1.0 eq), 335 uL de 3-bromopropanoato de metilo
(3.07 x 10 mol, 1.1 eq), 466 L de piperidina (3.35 x 10 mol, 1.2 eq) em 20 mL de
CHsCN (seco). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a 55 °C durante
3 h. A reagao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCIz/CH30OH
(9:1).

IV.1.2.12. Tentativa de sintese do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etoxi)propano-
ato de metilo (12)

NS W\

(12)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 50 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-amino-
benzaldeido (2.79 x 10 mol, 1.0 eq), 13 mg de NaH (3.07 x 10 mol, 1.1 eq) em 5 mL
de CH3CN (seco) e de seguida 34 uL de 3-bromopropanoato de metilo (3.07 x 10 mol,
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1.1 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a temperatura
ambiente. A reagdo foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente
CHCI3/CH3OH (9:1).

IV.1.2.13. Tentativa de sintese do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etoxi)propano-
ato de metilo (12)

OH
\N/\/

\N/\/OV\H/O\
o
+ B'\/\{(o\ AGL0.ONF 13
(e]
CHO CHO

(12)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 50 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-amino-
benzaldeido (2.79 x 10 mol, 1.0 eq), 35 mg de t-butdxido de potassio (3.07 x 10™* mol,
1.1 eq) em 5 mL de DMF e de seguida 34 uL de 3-bromopropanoato de metilo (3.07 x
10 mol, 1.1 eq), e apds 1 h adicionou-se 8 mg de Ag.0O (3.35 x 10 mol, 1.2 eq). A
mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente. A

reacao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente Et;0.

IV.1.2.14. Tentativa de sintese do acido 3-(2-((4-formilfenil)(metil)amino)etoxi)pro-

panoico (13)

SN >SN \N/\/OVYOH
(0]
+ Br\/\KOH a0 o
(o]
HO

CHO c
(13)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 100 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-
-aminobenzaldeido (5.58 x 10 mol, 1.0 eq), 150 mg de t-butéxido de potassio (1.23 x
10 mol, 2.2 eq) em 5 mL de DMF, a mistura reacional foi colocada sob agitagéo durante
10 min, num outro baldo, colocaram-se 259 mg de Ag.0 (1.12 x 10 mol, 2.0 eq) e

187 mg de acido 3-bromopropanoato (1.12 x 10 mol, 2.0 eq), de seguida juntou-se a
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mistura reacional do primeiro baldo. A mistura reacional foi colocada sob agitagao
magnética a 80 °C, durante a noite. A reagao foi monitorizada através de ccd, utilizando
como eluente CHCI3/CH3OH/H20 (65:10:1).

IV.1.2.15. Tentativa de sintese do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etoxi)propano-
ato de metilo (12)

N N V\H/\
© W\ﬁ'@

(12)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 30 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-amino-
benzaldeido (1.67 x 10* mol, 1.0 eq), 6.7 mg de NaH (1.67 x 10 mol, 1.0 eq) em 3 mL
de DMF num banho de gelo, a mistura reacional foi colocada sob agitagdo durante 1 h,
de seguida adicionou-se 34 pL de 3-bromopropanoato de metilo (2.34 x 10* mol, 1.4
eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente,

durante a noite. A reacao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente Et;0.

IV.1.2.16. Tentativa de sintese do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etoxi)propano-
ato de metilo (12)

N SN W\

(12)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 30 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-amino-
benzaldeido (1.67 x 10* mol, 1.0 eq), 6.7 mg de NaH (1.67 x 10 mol, 1.0 eq) em 3 mL
de DMF num banho de gelo, a mistura reacional foi colocada sob agitagdo durante 1 h,
de seguida adicionou-se 34 pL de 3-bromopropanoato de metilo (2.34 x 10* mol, 1.4

eq) e 46 mg de Ag.0O (2.00 x 10* mol, 1.2 eq). A mistura reacional foi colocada sob
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agitacdo magnética a temperatura ambiente, durante a noite. A reagéo foi monitorizada

através de ccd, utilizando como eluente Et,0.

IV.1.2.17. Tentativa de sintese do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etoxi)propano-
ato de metilo (12)

NS \/\”/ ~
Ag,0
\/\[{ N Dl\iFta >€ (;

(12)

CHO

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 30 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-amino-
benzaldeido (1.67 x 10 mol, 1.0 eq), 46 mg de Ag.0 (2.00 x 10 mol, 1.2 eq) em 3 mL
de DMF num banho de gelo, a mistura reacional foi colocada sob agitacdo durante 5
min, de seguida adicionou-se 34 uL de 3-bromopropanoato de metilo (2.34 x 10 mol,
1.4 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a temperatura
ambiente, durante a noite. A reagéo foi monitorizada através de ccd, utilizando como

eluente Et,0.

IV.1.2.18. Tentativa de sintese do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etoxi)propano-
ato de metilo (12)

~ /\/OH \/\{( ~
(; NEt; DMAP, Ag,0 (;
\/\[( . DMF, ta x

(12)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 20 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-amino-
benzaldeido (1.12 x 10 mol, 1.0 eq), 30 pL de NEt; (2.24 x 10* mol, 2.0 eq), 3.5 mg de
DMAP (1.12 x 10 mol, 0.1 eq) em 5 mL de DMF num banho de gelo, a mistura reacional
foi colocada sob agitacdo durante 10 min, num outro baldo, colocaram-se 31 mg de
Ag20 (1.13 x 10* mol, 2.0 eq), 30 pL de 3-bromopropanoato metilo (2.10 x 10 mol, 1.9
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eq), de seguida juntou-se a mistura reacional do primeiro baldo. A mistura reacional foi

colocada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente, durante a noite.

IV.1.2.19. Sintese do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etoxi)propanoato de metilo

OH 8 2 o S o.
\N/\/ \N/\/ W ~
10
S o
6 4
(CH3);COK
—_— e

+ Br\/YO\ Ag,0, DMF, ta s

7
O 2
CHO

CHO

(12)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 500 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-
-aminobenzaldeido (2.79 x 10 mol, 1.0 eq), 344 mg de t-butéxido de potassio (3.07 x
10“ mol, 1.1 eq) em 5 mL de DMF, a mistura reacional foi colocada sob agitagéo durante
10 min, num outro bal&o, colocaram-se 1.3 mg de Ag.0 (5.58 x 10 mol, 2.0 eq) e 609
uL de 3-bromopropanoato de metilo (5.58 x 10 mol, 2.0 eq), de seguida juntou-se a
mistura reacional do primeiro baldo. A mistura reacional foi colocada sob agitagao
magnética a temperatura ambiente, durante a noite. A reacao foi monitorizada através
de ccd, utilizando como eluente Et,O. O produto da reagao foi isolado por cromatografia

flash, usando como eluente n-hexano/Et,0O (1:1), tendo-se obtido 300 mg (n = 40%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 8, ppm): 2.51 (2H, t, H-12), 3.03 (3H, s, H-14), 3.54-3.60 (4H,
m, H-11, H-10), 3.60 (3H, s, H-8), 3.66 (2H, t, H-9), 6.67 (2H, d, J = 8.8, H-4, H-6), 7.67
(2H, d, J = 8.8, H-3, H-7), 9.68 (1H, s, CHO). *C RMN (100 MHz, CDCls, &, ppm): 34.9
(C-12), 39.2 (C-14), 51.7 (C-10 ou C-11), 51.9 (C-10 ou C-11), 67.0 (C-9), 68.4 (C-8),
111.0 (C-4, C-6), 125.2 (C-2), 132.2 (C-3, C-7),153.5 (C-5), 171.9 (C-13), 190.2 (CHO).
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IV.1.2.20. Sintese do acido 3-(2-((4-formilfenil)(metil)amino)etoxi)propanéico (13)

12

O (0) (o) OH
\N/\/ W ~ \N/\m/ W
0 2 o

[3 4
2M NaOH

THF,60°C, 1 h 3
7

CHO CHO
(12) (13)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 130 mg de 3-(2-((4-formilfenil)(metil)-
amino)etoxi)propanoato de metilo (4.90 x 10 mol, 1.0 eq), 1.2 mL de NaOH 2M (2.45 x
10 mol, 5.0 eq) em 8 mL de THF. A mistura reacional foi colocada sob agitagdo
magnética a 60 °C durante 1 h e de seguida acidificada com HCI 6M A reagao foi
monitorizada através de ccd, utilizando como eluente Et:O. O produto da reacao foi
isolado por cromatografia flash, usando como eluentes CH3CN e CHCI3/CHsOH (9:1),
tendo-se obtido 40 mg (n = 16%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 5, ppm): 2.58 (2H, t, H-12), 3.06 (3H, s, H-8) 3.60-3.65 (4H,
m, H-11, H-10), 3.71 (2H, t, H-9), 6.70 (2H, d, J = 8.8, H-4, H-6), 7.70 (2H, d, J = 8.8,
H-3, H-7), 9.69 (1H, s, CHO). *C RMN (100 MHz, CDCls, &, ppm): 35.1 (C-12), 39.3
(C-14), 52.1 (C-10 e C-11), 66.7 (C-9), 68.6 (C-8), 111.2 (C-4, C-6), 125.2 (C-2), 132.3
(C-3, C-7),153.7 (C-5), 176.8 (C-13), 190.7 (CHO).

IV.1.2.21. Tentativa de sintese do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etoxi)propano-
ato de metilo (14)

0]

A

OH
\N/\/

O
\N/\/
NaH )<
+ Brwo\ CH4CN, ta
o
CHO

(14)

CHO

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 50 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-amino-
benzaldeido (2.79 x 10 mol, 1.0 eq), 13 mg de NaH (3.07 x 10 mol, 1.1 eq) em 5 mL
de CH3CN (seco) e de seguida 55 uL de 3-bromo-hexanoato de metilo (3.07 x 10 mol,

1.1 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a temperatura
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ambiente. A reagdo foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente
CHCI3/CH3OH (9:1).

IV.1.2.22. Tentativa de sintese do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etoxi)propano-
ato de metilo (14)

0]

MO/

OH
\N/\/

\N/\/O
Ag,0
, o K
Bl'/\/\/\ﬂ/ \ Tolueno, t.a
o
CHO

(14)

CHO

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 50 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-amino-
benzaldeido (2.79 x 10 mol, 1.0 eq), 8 mg de Ag20 (3.35 x 10 mol, 1.2 eq) em 5 mL
de tolueno, de seguida adicionou-se 55 pyL de 3-bromo-hexanoato de metilo (3.07 x
10 mol, 1.1 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a temperatura
ambiente. A reagado foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente
CHCI3/CH3OH (9:1).

IV.1.2.23. Tentativa de sintese do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etoxi)propano-
ato de metilo (14)

o]

\N/\/OH \NNOMO/
Ag,0, NaH )€
+ Br/\/\/\l(o\ To?ueno, ta
O
HO

CHO c
(14)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 50 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-amino-
benzaldeido (2.79 x 10 mol, 1.0 eq), 13 mg de NaH (3.07 x 10 mol, 1.1 eq) em 5 mL
de tolueno, num outro baléo, colocaram-se 8 mg de Ag.0O (3.35 x 10 mol, 1.2 eq) e
55 pL de 3-bromo-hexanoato de metilo (3.07 x 10* mol, 1.1 eq), adicionou-se esta

mistura ao primeiro baldo. A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a
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temperatura ambiente. A reagao foi monitorizada através de ccd, utilizando como
eluente CHCI3/CH30OH (9:1).

IV.1.2.24. Tentativa de sintese do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etoxi)propano-
ato de metilo (14)

o]

0.
\\N//\\\//OH \\N//\\\// \\v//\\\//A\\//ﬂ\\O//
(CHg)sCOK )é
+ Brwo\ Agzos,g)MF.l.a
(¢]

CHO CHO

(14)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 50 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-amino-
benzaldeido (2.79 x 10 mol, 1.0 eq), 35 mg de t-butdxido de potassio (3.07 x 10™* mol,
1.1 eq) em 5 mL de DMF e de seguida 55 pL de 3-bromo-hexanoato de metilo (3.07 x
10 mol, 1.1 eq), e apds 1 h adicionou-se 8 mg de Ag.0O (3.35 x 10 mol, 1.2 eq). A
mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente. A

reacao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente Et;0.

IV.1.2.25. Tentativa de sintese do 3-(2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etoxi)propano-
ato de metilo (14)

(0]

\N/\/OH \/\/\/U\o/

\\\N//A\\V//o
o
/\/\/\H/ ~ (CHg)sCOK x
+ Br
Ag,0, DMF, ta
0
CHO

(14)

CHO

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 500 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-
-aminobenzaldeido (2.79 x 10 mol, 1.0 eq), 344 mg de t-butéxido de potassio (3.07 x
10 mol, 1.1 eq) em 8 mL de DMF, a mistura reacional foi colocada sob agitagéo durante
10 min, num outro bal&o, colocaram-se 1.3 mg de Ag.0 (5.58 x 10 mol, 2.0 eq) e 993

uL de 3-bromo-hexanoato de metilo (5.58 x 10 mol, 2.0 eq), de seguida juntou-se &
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mistura reacional do primeiro baldo. A mistura reacional foi colocada sob agitagao
magnética a temperatura ambiente, durante a noite. A reacao foi monitorizada através
de ccd, utilizando como eluente CHCI3/CHsOH (99:1).

IV.1.2.26. Sintese do 4-metilbenzenossulfonato de 2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)-
etilo (15)

\N/\/OH /\/O // 1

//
i
_ NEtDVAP
+ Cl_‘ﬁ‘4®7 T CHiCN,ta, 27h
(0]

(15)

CHO

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 100 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-
-aminobenzaldeido (5.58 x 10 mol, 1.0 eq), 120 uL de NEt; (8.37 x 10 mol, 1.5 eq),
14 mg de DMAP (1.12 x 10 mol, 0.2 eq) em 5 mL de CH3CN num banho de gelo, a
mistura reacional foi colocada sob agitagéo durante 10 min, num outro baléo, colocaram-
se 160 mg de cloreto de 4-metilbenzenossulfonilo (8.37 x 10“*mol, 1.5 eq) em 5 mL de
CHsCN, de seguida juntou-se a mistura reacional do primeiro baldo. A mistura reacional
foi colocada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente durante 27 h. A reagéao foi
monitorizada através de ccd, utilizando como eluente Et;O. O produto da reacao foi
isolado por cromatografia flash, usando como eluente Et,O, tendo-se obtido 160 mg
(n = 86%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, &, ppm ): 2.39 (3H, s, H-16), 3.00 (3H, s, H-7), 3.72 (2H, t,

Jog = 5.6, H-9), 4.20 (2H, t, Jso = 5.6, H-8), 6.58 (2H, d, J = 9.2, H-3, H-5), 7.23 (2H, d,
J = 8.4, H-2, H-6), 7.67 (4H, dd, H-11, H-12, H-14, H-15), 9.74 (1H, s, CHO).
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IV.1.2.27. Sintese do 4-(metil(2-(propilamino)etillamino)benzaldeido (16)

(o]
\N/\/O\S// SN N
/ 9 10 12
O/ 4
+ H N/\/ L s 8
2 CH(CN,ta,6h )
1
CHO CHO
(15) (16)

Num baléo de fundo redondo, colocaram-se 120 mg de 4-metilbenzenossulfonato de
2-((4-formilfenil)(metil)amino)etilo (3.60 x 10 mol, 1.0 eq), 30 L de propilamina (3.60 x
10 mol, 1.0 eq) e 50 uL de NEt; (3.96 x 10 mol, 1.1 eq) em 10 mL de CH;CN. A mistura
reacional foi colocada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente durante 6 h. A
reacao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente EtO. O produto da
reacgao foi isolado por cromatografia flash, usando como eluente Et;0, tendo-se obtido
40 mg (n = 50%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 5, ppm): 0.90 (3H, t, J = 7.2, H-12), 1.58 (2H, q, J = 7.6,
H-11), 2.70 (2H, t, J = 7.6, H-10), 2.93 (2H, t, J= 7.2, H-9), 3.04 (3H, s, H-7), 3.68 (2H,
t, J=7.2, H-8), 6.73 (2H, d, J = 8.8, H-3, H-5), 7.67 (2H, d, J = 8.8, H-2, H-6), 9.70 (1H,
s, CHO).

IV.1.2.28. Sintese do metanossulfonato de 2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etilo (17)

7 8 O
\N/\/OH \N/\/O\S//
4 o O// \ 10

5 3
NEt; DMAP
+ —C —’%»
c—s CHACN, ta, 17 h )

CHO CHO
7

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 300 mg de N-metil-N-(2-hidroxietil)-4-
-aminobenzaldeido (1.67 x 10 mol, 1.0 eq), 200 uL de cloreto de metanossulfonilo (2.50
x 10 mol, 1.5 eq), 350 uL de NEt; (2.50 x 10 mol, 1.5 eq) e 41 mg de DMAP (3.34 x
10 mol, 0.2 eq) em 10 mL de CH3sCN. A mistura reacional foi colocada sob agitagio
magnética a temperatura ambiente durante 17 h. A reagéo foi monitorizada através de
ccd, utilizando como eluente Et2O. O produto da reagao foi isolado por cromatografia

flash, usando como eluente Et;0, tendo-se obtido 429 mg (n = 99%).
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'H RMN (400 MHz, CDCls, 8, ppm): 2.90 (3H, s, H-7), 3.05 (3H, s, H-10), 3.74 (2H, t,
J = 5.6, H-9), 4.33 (2H, t, J = 5.6, H-8), 6.69 (2H, d, J = 8.8, H-3, H-5), 7.66 (2H, d,
J = 8.8, H-2, H-6), 9.66 (1H, s, CHO). "*C RMN (100 MHz, CDCls, 8, ppm): 37.3 (C-10),
39.0 (C-7), 50.9 (C-8), 66.2 (C-9), 111.1 (C-3, C-5), 125.7 (C-1), 132.0 (C-2, C6), 152.9
(C-4), 190.2 (CHO).

IV.1.2.29. Tentativa de sintese do 2-((4-formilfenil)(metil)amino)etil)glicina (18)

(0]

O H
\N/\/O\S// \N/\/NQKOH
/AR
(@)

OH NEts
+ HzN/ﬁ‘/ CH3CN, DMF, ta x
o}
CHO

(a7 (18)

CHO

Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 150 mg de metanossulfonato de 2-((4-for-
milfenil)(metil)amino)etilo (5.80 x 10 mol, 1.0 eq), 132 mg de glicina (1.75 x 10 mol,
3.0 eq) e 163 pL de NEt; (1.16 x 10 mol, 2.0 eq) em 5 mL de CHsCN e 3 mL de DMF.
A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente,

durante a noite. A reacao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente Et;0.
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IV.1.2.30. Tentativa de sintese do acido 2-ciano-4-((4-formilfenil)(metil)amino)buta-

néico (19)
CN
o]
AN N S// Ny OH
/AN
o o]
OH
NEt;
+ Nc/ﬁ( CH4CN, D?\/IF, ta X
0

CHO CHO
(17) (19)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 50 mg de metanossulfonato de 2-((4-formil-
fenil)(metil)amino)etilo (1.94 x 10 mol, 1.0 eq), 17 mg de acido 2-cianoacético (1.94 x
10“ mol, 1.0 eq) e 54 uL de NEt; (3.88 x 10 mol, 2.0 eq) em 5 mL de CH3CN. A mistura
reacional foi colocada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente, durante a noite.

A reacgao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente Et;0.

IV.1.2.31. Tentativa de sintese do 2-ciano-4-((4-formilfenil)(metil)Jamino)butanoato
de metilo (20)

CHO CHO

(17) (20)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 50 mg de metanossulfonato de 2-((4-formil-
fenil)(metil)amino)etilo (1.94 x 10 mol, 1.0 eq), 19 mg de cianoacetato de metilo (1.94
x 10 mol, 1.0 eq) e 27 pL de NEt; (1.94 x 10 mol, 1.0 eq) em 5 mL de CH;CN. A
mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente, durante

a noite. A reagao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente Et;0.
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IV.1.2.32. Sintese do cloreto de 2-metoxi-2-oxoetan-1-aminio

(0]
HN OH (CHg)sSiCl ne ~
2 CHOH, ta 3 o
Cl
(0]

0]

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 600 mg de glicina (7.99 x 10 mol, 1.0 eq)
e 2 ml de cloreto de trimetilsililo (1.59 x 10 mol, 2.0 eq) em 5 mL de CHzOH. A mistura
reacional foi colocada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente, durante a noite.
A reacgao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCIz/CH3OH/H,0O
(65:35:5).

IV.1.2.33. Tentativa de sintese do (2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etil)glicinato de
metilo (21)

NN \// ~ /\/“QJ\O/
QL
H3N Tﬁfﬁé’ ©

(15) (21)

CHO

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 420 mg 4-metilbenzenossulfonato de
2-((4-formilfenil)(metil)amino)etilo (1.26 x 10 mol, 1.0 eq), 474 mg cloreto de 2-metoxi-
-2-oxoetan-1-aminio (3.78 x 10° mol, 3.0 eq) e 580 pL de NEt; (4.16 x 10° mol, 3.3 eq)
em 10 mL de CHsCN. A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a
temperatura ambiente durante 4 h. A reacao foi monitorizada através de ccd, utilizando

como eluente Et,0.
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IV.1.2.34. Tentativa de sintese do (2-((4-formilfenil)(metil)Jamino)etil)glicinato de
metilo (21)

o}
o} H
\N/\/O\ / \N/\/N\)Lo/

S
VAR
o
(0]
® NE,
+ HaNe/\[( ~ CHZCN, 60 °C
Cl
o)
CHO CHO

“17) (21)

Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 190 mg de metanossulfonato de 2-((4-for-
milfenil)(metil)amino)etilo (7.38 x 10 mol, 1.0 eq), 278 mg cloreto de 2-metoxi-2-oxo-
etan-1-aminio (2.22 x 10° mol, 3.0 eq) e 340 L de NEt; (2.44 x 10° mol, 1.0 eq) em 10
mL de CH3CN. A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a 60 °C, durante

a noite. A reagao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente Et;0.

IV.1.2.35. Sintese do 6-(metil(feniljJamino)hexanoato de etilo (22)

H\N/ \N/\/\/\[(O\/
o KoCO3 o
— KCO
(j + Br/\/\/\ﬂ/ ~ CH;CN, 85°C, 24 h

[¢]

(22)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 1.0 g de N-metilanilina (1.86 x 102 mol, 1.0
eq), 3.3 mL de 6-bromo-hexanoato de etilo (1.86 x 102 mol, 1.0 eq), 2.58 g de carbonato
de potassio (1.86 x 102 mol, 1.0 eq) em 20 mL de CH3CN (seco). A mistura reacional foi
colocada sob agitagdo magnética a uma temperatura de 85 °C durante 24 h. A reagao
foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente n-hexano/CH:Cl> (5:5).
Seguidamente procedeu-se a extragao liquido/liquido da mistura reacional através de
um sistema H>O/CH,Cl,. Secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro e
evaporou-se a secura no evaporador rotativo. O produto da reacao, foi isolado por
cromatografia flash, usando um gradiente de n-hexano, n-hexano/CH.Cl; (5:5) e CH2Cl>,
tendo-se obtido 3.95 g (n = 85%).
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IV.1.2.36. Sintese do 6-((4-formilfenil)(metil)Jamino)hexanoato de etilo (23)

(0] O
\Nw ~_ \N . . 1 \11/
o) Y o

DMF 12 8
POCI3, 100 °C, 2 h

(22) (23)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 2.1 ml de DMF (2.67 x 102 mol, 3.6 eq) e
700 uL de POCI; (7.42 x 10 mol, 1.0 eq) em banho de gelo. A mistura reacional foi
agitada durante 5 min, retirou-se o banho de gelo e de seguida adicionou-se 1.85 g de
6-(metil(fenil)amino)hexanoato de etilo (7.42 x 10 mol, 1.0 eq). A mistura reacional foi
colocada sob agitagdo magnética a uma temperatura de 100 °C durante 2 h. Apos o
tempo referido deixou-se arrefecer a temperatura ambiente e adicionou-se uma solugao
aquosa de NaO,CCHs (sat.), permanecendo em agitacdo a temperatura ambiente
durante 2 h. A reacédo foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCls.
Seguidamente procedeu-se a extragao liquido/liquido da mistura reacional através de
um sistema H>O/CH.Cl,. Secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro e
evaporou-se a secura no evaporador rotativo. O produto da reacao, foi isolado por

cromatografia flash, usando CH.Cl> como eluente, tendo-se obtido 1.50 g (n = 73%).
'"H RMN (400 MHz, CDCls, §, ppm):1.23 (3H, t, H-12), 1.31-1,39 (2H, m, H-4), 1.58-1.69
(4H, m, H-3, H-5), 2.29 (2H, t, J = 7.3, H-2), 3.02 (3H, s, NCH3), 3.39 (2H, t, J = 7.2,

H-6), 4.10 (2H, q, J = 7.2, H-11), 6.65 (2H, d, J = 8.8, H-8, H-12), 7.69 (2H, d, J = 8.8,
H-9, H-11), 9.70 (1H, s, CHO).

IV.1.2.37. Sintese do acido 6-((4-formilfenil)(metil)Jamino)hexandico (24)

~ O~ ~ , OH
N N < 5

0 2M NaOH 7 o)
THF, ta, 24 h 12 8
1" 9
10
CHO CHO
(23) (24)

Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 1.3 g de 6-((4-formilfenil)(metil)amino)hexa-

noato de etilo (4.69 x 10° mol, 1.0 eq) solubilizou-se em 10 mL de THF e de seguida
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adicionou-se 11.7 mL de solugdo de NaOH 2M (2.34 x 10 mol, 5.0 eq). A mistura
reacional foi colocada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente durante 24 h.
Apbs esse tempo reacional neutralizou-se com HCI 6M. A reagédo foi monitorizada
através de ccd, utilizando como eluente CHCI3/CH3OH (9:1). O produto da reagao foi
isolado por cromatografia flash, usando como eluente CHCIs/CH3OH (95:5) e
CHCI3/CH30H (9:1), tendo-se obtido 1.15 mg (n = 98%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 3, ppm): 1.39-1.45 (2H, m, H-4), 1.62-1.70 (4H, m, H-3, H-5),
2.38 (2H, t, J = 7.3, H-2), 3.04 (3H, s, NCHs), 3.41 (2H, t, J = 7.5, H-6), 6.67 (2H, d,
J = 8.8, H-8, H-12), 7.72 (2H, d, J = 8.8, H-9, H-11), 9.70 (1H, s, CHO). '*C RMN (100
MHz, CDCls, 8, ppm): 24.6 (C-3), 26.5 (C-4), 26.7 (C-5), 34.0 (NCHs), 52.4 (C-6), 111.0
(C-8, C-12), 125.0 (C-10), 132.4 (C-9, C-11), 153.6 (C-7), 179.3 (COOH), 190.5 (CHO).

IV.1.2.38. Sintese do acido (E)-6-((4-(2-(2-(dicianometileno)-7-dietilamino-2H-

-cromen-4-il)vinil)fenil)(metil)Jamino)hexanéico (25)

Piperidina
CH,CN, 85°C, 72 h

(3) (24)

Num balao de fundo redondo, colocaram-se 175 mg de 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cro-
men-2-ilideno)malononitrilo (6.26 x 10* mol, 1.0 eq), 156 mg do acido 6-((4-for-
milfenil)(metil)amino)hexandico (6.26 x 10* mol, 1.0 eq) e 124 uL de piperidina (1.25 x
10° mol, 2.0 eq) em 10 mL de CH3;CN (seco). A mistura reacional foi colocada sob
agitagcdo magnética a uma temperatura de 85 °C durante 72 h. Apds esse tempo
reacional acidificou-se com HCI 6M. A reacgao foi continuamente monitorizada através
de ccd, utilizando como eluente CHCI3/CH3OH/H20 (65:10:1). O produto da reagéo, foi
isolado por cromatografia flash, usando como eluentes CHCIs;, CHCI3/CH3OH (99:1),
tendo-se obtido 273 mg (n = 86%).
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"H RMN (400 MHz, CDCls, 5, ppm ): 1.25 (6H, t, J = 7.1, N(CH2CHs)z), 1.36-1.46 (2H, m,
H-26), 1.61-1.74 (4H, m, H-25, H-27), 2.39 (2H, t, J = 7.3, H-28), 3.02 (3H, s, H-30), 3.39
(2H,t, J= 7.5, H-24 ), 3.45 (4H, q, J = 7.1, N(CH.CHs)2), 6.55 (1H, d, J = 2.6, H-8), 6.67
(2H, d, J2019 = 8.9, H-20, H-22), 6.70 (1H, dd, Js5 = 9.3, Jss = 2.6, H-6), 6.80 (1H, s,
H-3), 7.09 (1H, d, Jo17 = 15.8, H-9), 7.40 (1H, d, Jize = 15.8, H-17), 7.48 (2H, d,
Jioz0 = 8.9, H-19, H-23), 7.67 (1H, d, Jss = 9.3, H-5). 3C RMN (100 MHz, CDCls, 5, ppm):
12.7 (C-11, C-13), 24.6 (C-27), 26.6 (C-26), 26.8 (C-25), 33.9 (C-28), 38.6 (C-30), 45.0
(C-10, C-12), 52.4 (C-24), 97.7 (C-8), 100.9 (C-3), 108.9 (C-4a), 110.5 (C-6), 112.9
(C-14, C-20, C-22), 113.0 (C-9), 115.7 (CN), 116.7 (CN), 123.1 (C-18), 125.7 (C-5),
130.1 (C-19, C-23), 140.0 (C-17), 147.3 (C-4), 150.8 (C-21), 151.5 (C-7), 155.6 (C-8a),
171.3 (C-2), 178.7 (C-29). FTMS(+) - ESI calculado para CsiHssOsNs [M+H]* 511.2704
encontrado 511.2696. UV Amax (nm, CH3CN): 500, 578. ¢ (cm™ M™"): 59000. ®¢ = 0.27.

IV.1.2.39. Sintese do (E)-6-((4-(2-(2-(dicianometileno)-7-dietilamino-2H-cromen-4-

-il)vinil)fenil)(metil)Jamino)hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (26)
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12
(25) 3

Num baléo de fundo redondo, colocaram-se 150 mg de acido (E)-6-((4-(2-(2-(dicianome-
tileno)-7-dietilamino-2H-cromen-4il)vinil)fenil)(metil)amino)hexanoico (2.94 x 10* mol,
1.0 eq), 73 mg de DCC (3.52 x 10* mol, 1.2 eq) e 0.32 mg de DMAP (2.64 x 10° mol,
0.1 eq) em 2 mL de DMF (seco) e 8 mL de CH3CN (seco), e apés 5 min adicionou-se 41
mg de N-hidroxisuccinimida (3.52 x 10 mol, 1.2 eq). A mistura reacional foi colocada
sob agitagdo magnética a temperatura ambiente durante 5 h. A reagao foi monitorizada
através de ccd, utilizando como eluente CH2Cl,. O produto da reagéo foi isolado por
cromatografia flash, usando como eluentes CH2Cl, e CH.Cl2/CH3OH (95:5), tendo-se
obtido 170 mg (n = 95%).
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'H RMN (400 MHz, CDCls, 3, ppm): 1.25 (6H, t, J = 7.1, N(CH2CHs)2), 1.45-1.49 (2H, m,
H-26), 1.63-1.68 (2H, m, H-25), 1.77-1.82 (2H, m, H-27), 2.63 (2H, t, J = 7.3, H-28), 2.84-
2.85 (4H, m, H-32, H-33), 3.03 (3H, s, H-30), 4.21 (2H, t, J = 7.5, H-24 ), 3.45 (4H, q,
J = 7.1, N(CH.CHs)2), 6.58 (1H, d, J = 2.6, H-8), 6.69 (2H, d, Jzo,16 = 8.8, H-20, H-22),
6.69 (1H, dd, Jos = 9.3, Jss = 2.6, H-6), 6.84 (1H, s, H-3), 7.11 (1H, d, Jo17 = 15.8, H-9),
7.43 (1H, d, Ji7e = 15.8, H-17), 7.50 (2H, d, Jiezo = 8.8, H-19, H-23), 7.68 (1H, d,
Js = 9.3, H-5). ®C RMN (100 MHz, CDCls. 5, ppm): 12.7 (C-11, C-13), 24.6 (C-27), 25.7
(C-32, C-33), 26.3 (C-26), 26.6 (C-25), 31.0 (C-28), 38.3 (C-30), 45.0 (C-10, C-12), 52.5
(C-24), 97.7 (C-8), 101.1 (C-3), 109.0 (C-4a), 110.4 (C-6), 112.9 (C-14, C-20, C-22),
113.3 (C-9), 115.6 (CN), 116.6 (CN), 123.1 (C-18), 125.7 (C-5), 130.0 (C-19, C-23),
140.0 (C-17), 147.3 (C-4), 150.8 (C-21), 151.5 (C-7), 155.6 (C-8a), 168.6 (C-2), 169.3
(C-31, C-34), 171.4 (C-29). FTMS(+) - ESI calculado para CssHssOsNs [M+H]* 608.2868
encontrado 608.2863. UV Amax (nm, CH3CN): 498, 576. ¢ (cm™ M™): 59000. ®-= 0.27.

IV.1.2.40. Sintese do 2-(bis(4-nitrofenil)metileno)-N,N-dietil-4-metil-2H-cromen-
-7-amino (27)

\
+ NEts, AgNO3
A~ CHiCN, ta, 4h
)N S O,N NO,

)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 150 mg de 7-dietilamino-4-metil-2H-cro-
men-2-tiona (6.06 x 10* mol, 1.0 eq), 235 mg de bis(4-nitrofenil)metano (9.1 x 10 mol,
1.5 eq) e 296 L de NEt;(2.12 x 10° mol, 3.5 eq) em 10 mL de CH3CN (seco), e apds
2 h adicionou-se 257 mg de AgNO; (1.52 x 10° mol, 2.5 eq). A mistura reacional foi
colocada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente durante 2 h. A reagéo foi
monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCIs. O produto da reagao, foi
isolado por cromatografia flash, usando como eluente n-hexano/CHCI; (2:8), tendo-se
obtido 150 mg (n = 53%).
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IV.1.2.41. Tentativa de sintese do (E)-2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ili-

deno)-2-(4-(trifluorometil)fenil)acetonitrilo (28)

CN
CH4CN, t.a, 4 h, CN
/\ N o s /\ N o AN
) CF
(2 8

Skle

CF3

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 50 mg de 7-dietilamino-4-metil-2H-cro-
meno-2-tiona (2.02 x 10 mol, 1.0 eq), 566 mg de 2-(4-(trifluorometil)fenil)acetonitrilo
(3,03 x 10* mol, 1.5 eq) e 98 L de NEt; (7.07 x 10 mol, 3.5 eq) em 5 mL de CH;CN
(seco). Apds a mistura reacional ter sido colocada sob agitagdo magnética a
temperatura ambiente durante 2 h, adicionou-se 86 mg de AgNO; (5.05 x 10 mol, 2.5
eq), a mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente por mais 2 h. A reagéo foi

continuamente monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CH>Cls.

IV.1.2.42. Tentativa de sintese do (E)-2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ili-

deno)-2-(4-(trifluorometil)fenil)acetonitrilo (28)

CN
CH4CN, t.a, 4 h CN
N 0 s N 0 X
) @ CF3 )

Je

CF3

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 50 mg de 7-dietilamino-4-metil-2H-cro-
meno-2-tiona (2.02 x 10 mol, 1.0 eq), 566 mg de 2-(4-(trifluorometil)fenil)acetonitrilo
(3,03 x 10* mol, 1.5 eq) e 98 L de NEt; (7.07 x 10 mol, 3.5 eq) em 5 mL de CH;CN
(seco), e apos 10 min adicionou-se 86 mg de AgNO; (5.05 x 10 mol, 2.5 eq), a mistura
reacional foi agitada a temperatura ambiente durante 4 h. A reagao foi continuamente

monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CH.Cl,.
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IV.1.2.43. Tentativa de sintese do (E)-2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ili-

deno)-2-(4-(trifluorometil)fenil)acetonitrilo (28)

CN
CHLCN, ta, 4h CN
>N 0 s N 07 Xx
) 2 CFs )

Je

CF3

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 378 mg de 7-dietilamino-4-metil-2H-cro-
meno-2-tiona (1.53 x 10 mol, 1.0 eq), 566 mg de 2-(4-(trifluorometil)fenil)acetonitrilo
(3,06 x 10 mol, 2.0 eq) e 905 mg de NaH (2.26 x 102 mol, 14.0 eq) em 10 mL de CH;CN
(seco). Apdés a mistura reacional ter sido colocada sob agitagdo magnética a
temperatura ambiente durante 2 h, adicionou-se 519 mg de AgNO; (3.06 x 10 mol, 2.0
eq), a mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente por mais 2 h. A reagéo foi

continuamente monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CH>Cls.

IV.1.2.44. Tentativa de sintese do acido 2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ili-

deno)maldnico (29)

/@61 N M AgNOg, Piperidina
CH4CN, t.a, 3 h
N N 0 s HO OH P N
) (2)

)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 50 mg de 7-dietilamino-4-metil-2H-cro-
meno-2-tiona (2.02 x 10* mol, 1.0 eq), 32 mg de acido malénico (0.31 x 10° mol, 1.5
eq) em 10 mL de CH3CN (seco) e 70 pL de piperidina (7.07 x 10* mol, 3.5 eq), e apos
10 min adicionou-se 86 mg de AgNOs (5.05 x 10 mol, 2.5 eq), onde permaneceu sob
agitacdo magnética durante 3 h. A reagéo foi continuamente monitorizada através de
ccd, utilizando como eluente CHCIs/CH3OH/H.O (65:10:1), verificando-se apenas a
formagao de um produto de cor verde. O espetro de "*C RMN da mistura reacional nao

confirma a formagao do composto pretendido.
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IV.1.2.45. Sintese do nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)pi-
peridin-1-io (30)

Piperidina, AQNO3
CH3CN, t.a, 2 h 30 min

" o) S N

) 2

Num baldo de fundo redondo colocaram-se 200 mg de 7-dietilamino-4-metil-2H-cro-
meno-2-tiona (8.09 x 10 mol, 1.0 eq) em 10 mL de CH3CN (seco), adicionou-se 120 uL
de piperidina (1.21 x 10 mol, 1.5 eq) e 343 mg de AgNO3 (2.02 x 10 mol, 2.5 eq). A
mistura reacional foi colocada sob agitagao magnética a temperatura ambiente durante
2 h e 30 min. A reagéo foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente
CH2CI2/CH30OH (8:2), onde se detetou a presenga do mesmo produto de cor verde
(reagdo 1V.1.2.44). O produto da reagao foi isolado por cromatografia flash, usando
como eluente CH,CI,/CH30H (8:2), tendo-se obtido 248 mg (n = 85%).

'"H RMN (400 MHz, CDCls, §, ppm): 1.24 (6H, t, J = 7.1, N(CH,CH),),1.80-1.82 (6H, m,
H-15, H-16, H-17), 2.58 (3H, s, 4-CH3), 3.47 (4H, q, J= 7.1, N(CH,CHs),), 3.94-4.01 (4H,
m, H-14, H-18), 6.95 (1H, s, H-3), 6.61 (1H, d, Jss = 2.4, H-8), 6.78 (1H, dd, Js5 = 9.2,
Jog = 2.4, H-6), 7.56 (1H, d, Jss = 9.2, H-5). "*C RMN (100 MHz, CDCls, 5, ppm): 12.5
(C-11, C-13), 19.4 (C-9), 23.6 (C-16), 26.0 (C-15, C-17), 45.2 (C-10, C-12), 46.8
(C-14/C-18), 48.8 (C-14/C-18), 96.5 (C-8), 100.7 (C-3), 109.2 (C-4a), 111.8 (C-6), 127.0
(C-5), 158.4 (C-4), 152.6 (C-7), 154.2 (C-8a), 160.0 (C-2).FTMS(+) - ESI calculado para
C19H27N20 [M-(NO37)]" 299.2117 encontrado 299.2111. UV Amax (nm, CH3CN): 261, 298,
437. & (cm™ M™): 21000. ¢ = 0.14.
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IV.1.2.46. Sintese do nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-4-(4-(metoxicarboxil)estiril)-2H-

-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (31)

O, O\

/CE%\NO@ + Piperidina

3 —_—

CH4CN, 85°C,6h 10

/\N O \N® [N
) CHO

2
(30) “

Num balado de fundo redondo, colocaram-se 154 mg de nitrato de 1-(7-dietilamino-4-me-
til-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (4.26 x 10* mol, 1.0 eq), 26 mg de 4-formil-
benzoato de metilo (4.26 x 10 mol, 1.0 eq) em 25 mL de CH3CN (seco) e 42 uL de
piperidina (4.26 x 10* mol, 1.0 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagéo
magnética a uma temperatura de 85 °C durante 6 h. A reagédo foi continuamente
monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCIz/CH3OH (9:1). O produto da
reagédo, foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes CHCIlz e
CHCI3/CH30H (8:2), tendo-se obtido 130 mg (n = 60%).

'"H RMN (400 MHz, CDCls, §, ppm): 1.26 (6H, t, J = 7.2, N(CH2CHs),),1.80-1.89 (6H, m,
H-15, H-16, H-17), 3.49 (4H, q, J = 7.2, N(CH2CH3).), 3.90 (3H, s, CHa), 3.96-4.21 (4H,
m, H-14, H-18), 6.53 (1H, d, Jss = 2.4, H-8), 6.84 (1H, dd, Js5 = 9.2, Js s = 2.4, H-6), 7.49
(1H, d, J199 =16, H-19), 7.52 (1H, s, H-3), 7.83 (2H, d, J21,22 = 8.4, H-21, H-25), 7.89 (1H,
d, Jse = 9.2, H-5), 7.95 (2H, d, J221 = 8.4, H-22, H-24), 8.37 (1H, d, Js19 = 16, H-9) .
3C RMN (100 MHz, CDCls, §, ppm): 12.6 (C-11, C-13), 23.8 (C-16), 26.2 (C-15, C-17),
45.2 (C-10, C-12), 46.8 (C-14/C-18), 49.2 (C-14/C-18), 52.3 (OCHs3), 95.2 (C-3), 96.8
(C-8), 108.0 (C-4a), 112.0 (C-6), 120.8 (C-19), 127.0 (C-5), 128.6 (C-21, C-25), 129.9
(C-22, C-24), 130.8 (C-23), 140.1 (C-4), 141.6 (C-9), 152.5 (C-7, C-20), 154.6 (C-8a),
160.0 (C-2), 166.7 (C-26). FTMS(+) - ESI calculado para CazsH33O3N2[M-(NO3)]*
445.2486 encontrado 445.2479. UV Amax (nm, CH3CN): 362, 484. £ (cm™ M™): 18000.
@r = 0.08.
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IV.1.2.47. Sintese do nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-4-estiril-2H-cromen-2-ili-
deno)piperidin-1-io (32)

CHO
~ NO@ + Piperidina
N 3 CHyCN, 85 °C, 5 min
/\N (0] I\O 1N

(30)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 276 mg de nitrato de 1-(7-dietilamino-4-me-
til-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (7.64 x 10 mol, 1.0 eq), 93 uL de benzaldeido
(7.64 x 10™ mol, 1.0 eq) em 10 mL de CH3CN (seco) e 76 WL de piperidina (7.64 x 10*
mol, 1.0 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a uma
temperatura de 85 °C durante 5 min. A reagao foi continuamente monitorizada através
de ccd, utilizando como eluente n-hexano/CH2Cl. (2:8). O produto da reacéo, foi isolado
por cromatografia flash, usando como eluente n-hexano/CHCl, (2:8), tendo-se obtido
309 mg (n = 90%).

'"H RMN (400 MHz, CDCls, §, ppm): 1.24 (6H, t, J = 7.2, N(CH2CHs),),1.73-1.79 (6H, m,
H-15, H-16, H-17), 3.46 (4H, q, J = 7.1, N(CH>CHz)2), 3.91-3.97 (4H, m, H-14, H-18),
6.57 (1H, d, Jss = 2.4, H-8), 6.81 (1H, dd, Js5 = 9.2, Jss = 2.4, H-6), 7.18 (1H, s, H-3),
7.30-7.33 (3H, m, H-22, H-23, H-24), 7.35 (1H, d, Jo19 = 16, H-9), 7.68 (2H, dd,
J21,22 = 8.0, Jo2123 = 2.0, H-21, H-25), 7.81 (1H, d, Js6 = 9.2, H-5), 8.01 (1H, d, J199 = 16,
H-19). *C RMN (100 MHz, CDCls, §, ppm): 12.6 (C-11, C-13), 23.7 (C-16), 26.1 (C-15,
C-17), 45.2 (C-10, C-12), 46.8 (C-14/C-18), 48.7 (C-14/C-18), 93.9 (C-3), 97.0 (C-8),
107.8 (C-4a),111.9 (C-6), 118.5 (C-9), 126.7 (C-5), 128.6 (C-21, C-25), 128.9 (C-22,
C-24), 130.2 (C-23), 135.6 (C-20), 142.5 (C-19), 152.5 (C-7), 152.9 (C-4), 154.6 (C-8a),
159.9 (C-2). FTMS(+) - ESI calculado para C2sH31N2O[M-(NO3")]" 387.2431 encontrado
387.2424. UV Amax (hnm, CH3CN): 282, 301, 467. & (cm™ M™): 17000. ®f = 0.34.
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IV.1.2.48. Sintese de nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-4-(4-(dimetilamino)estiril)-2H-

-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (33)

\N/
o~ NO@ + Piperidina
N ® 3 CH,CN, 85°C, 24 h
/\N o N 1N
) CHO

(30)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 162 mg de nitrato de 1-(7-dietilamino-4-me-
til-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (4.48 x 10* mol, 1.0 eq), 67 mL de 4-dimetil-
aminobenzaldeido (4.48 x 10* mol, 1.0 eq) em 10 mL de CH3CN (seco) e 44 uL de
piperidina (4.48 x 10* mol, 1.0 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitacéo
magnética a uma temperatura de 85 °C durante 24 h. A reagéo foi continuamente
monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCIs/CH3OH/H.O (65:20:2). O
produto da reacdo, foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes
CHCI3/CH30H/H20 (65:10:1) e CHCI3/CH30OH/H20O (65:20:2), tendo-se obtido 205 mg
(n=92%).

'H RMN (400 MHz, CDCly, 5, ppm): 1.26 (6H, t, J = 7.2, N(CH,CHs),),1.80-1.82 (6H, m,
H-15, H-16, H-17), 3.04 (6H, s, (NCH3)2),3.49 (4H, q, J = 7.2, N(CH,CHs),), 4.00 (4H, m,
H-14, H-18), 6.59 (1H, d, Jss = 2.4, H-8), 6.68 (2H, d, J = 8.8, H-22, H-24), 6.80 (1H, dd,
Jos = 8.8, Jos = 2.4, H-6), 7.10 (1H, s, H-3), 7.18 (1H, d, Jo17 = 15.8, H-9), 7.69 (1H, d,
J = 88, H-21, H-25), 7.85 (1H, d, Jss = 8.8, H-5), 8.11 (1H, d, Jigs = 15.8, H-19).
3C RMN (100 MHz, CDCl,, 5, ppm): 12.7 (C-11, C-13), 23.9 (C-16), 26.2 (C-15, C-17),
40.3 (C-26, C-27), 45.2 (C-10, C-12), 47.5 (C-14/C-18), 48.4 (C-14/C-18), 91.5 (C-3),
97.0 (C-8), 108.2 (C-4a), 111.5 (C-6), 112.1 (C-22, C-24), 112.2 (C-9), 123.6 (C-20),
126.6 (C-5), 131.0 (C-21, C-25), 144.3 (C-19), 152.2 (C-7, C-23), 153.5 (C-4), 154.7
(C-8a), 159.8 (C-2). FTMS(+) - ESI calculado para CasHssNsO[M-(NO3)]* 430.2853
encontrado 430.2845. UV Amax (nm, CH3CN): 282, 485. ¢ (cm™ M™"): 39000. ®r = 0.98.
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IV.1.2.49. Sintese do nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-4-(4-(metoxiestiril)-2H-cromen-
-2-ilideno)piperidin-1-io (34)

Plpendlna
CH3CN 85°C,18h

(30)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 150 mg de nitrato de 1-(7-dietilamino-4-me-
til-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (4.15 x 10* mol, 1.0 eq), 50 yL de 4-metoxi-
benzaldeido (4.15 x 10 mol, 1.0 eq) em 10 mL de CH3CN (seco) e 41 pL de piperidina
(4.15 x 10 mol, 1.0 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a uma
temperatura de 85 °C durante 18 h. A reagao foi continuamente monitorizada através de
ccd, utilizando como eluente CHCI3/CH3OH/H2O (65:20:2). O produto da reagao, foi
isolado por cromatografia flash, usando como eluente CHCIs/CH3OH/H.O (65:20:2),
tendo-se obtido 171 mg (n = 86%).

"H RMN (400 MHz, CDCl,, 5, ppm): 1.24 (6H, t, J = 7.1, N(CH,CHs),), 1.75-1.80 (6H, m,
H-15, H-16, H-17), 3.47 (4H, q, J = 7.1, N(CH,CHs),), 3.79 (3H, s, H-26), 3.97 (4H, m,
H-14, H-18), 6.57 (1H, d, Jss = 2.2, H-8), 6.79 (1H, dd, Jos = 9.2, Jos = 2.2, H-6), 6.85
(2H, d, Jo221 = 8.6, H-22, H-24), 7.18 (1H, s, H-3), 7.24 (1H, d, Jo1s = 15.9, H-9), 7.70
(1H, d, Ja122 = 8.6, H-21, H-25), 7.84 (1H, d, Jss = 9.2, H-5), 8.06 (1H, d, Ji00 = 15.8,
H-19). 3C RMN (100 MHz, CDCl, 5, ppm): 12.6 (C-11, C-13), 23.9 (C-16), 26.1 (C-15,
C-17), 44.6 (C-14/C-18) 45.2 (C-10, C-12), 46.5 (C-14/C-18), 55.5 (C-26), 93.0 (C-3),
97.0 (C-8), 108.0 (C-4a), 111.7 (C-6), 114.4 (C-22, C-24), 115.8 (C-9), 126.7 (C-5), 128.5
(C-20), 131.6 (C-21, C-25), 142.7 (C-19), 152.4 (C-7), 153.2 (C-4), 154.7 (C-8a), 159.9
(C-2), 161.6 (C-23). FTMS(+) - ESI calculado para CarHssO2Nz[M-(NO3)J* 417.2537
encontrado 417.2527. UV Amax (nm, CH3CN): 410. & (cm™ M™"): 30000. ®¢ = 0.82.
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IV.1.2.50. Sintese do nitrato de (E)-1-(4-(4-((5-carboxipentil)oxi)estiril)-7-ditilamino-
-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (35)

OH
O/\/\/\[(
o
mNO? * s
CHaCN, 85°C, 5 h
N 3CN, 3
/\N o

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 232 mg de nitrato de 1-(7-dietilamino-4-me-
til-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (6.42 x 10 mol, 1.0 eq), 152 mg de acido 6-(4-for-
milfenoxi)hexandico (6.42 x 10* mol, 1.0 eq) em 10 mL de CH3;CN (seco) e 63 pL de

piperidina (6.42 x 10* mol, 1.0 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagéo

magnética a uma temperatura de 85 °C durante 5 h. A reagéo foi monitorizada através
de ccd, utilizando como eluente CHCIs/CH3OH (9:1). O produto da reagao, foi isolado
por cromatografia flash, usando como eluentes CHCI3/CH3OH (95:5), CHCI3/CH3OH
(9:1) e CHCI3/CH3OH (8:2), tendo-se obtido 326 mg (n = 88%).

'H RMN (400 MHz, CDsOD, &, ppm): 1.26 (6H, t, J = 7., N(CH,CHs),), 1.53 (2H, m,
H-28), 1.69 (2H, m, H-29), 1.78-1.83 (2H, m, H-27), 1.83 (6H, m, H-15, H-16, H-17), 2.32
(2H, t, H-30), 3.56 (4H, q, J = 7.1, N(CH,CHs),), 3.97 (4H, m, H-14, H-18), 4.02 (2H, t,
H-26), 6.84 (1H, d, Jss = 2.2, H-8), 6.95-6.98 (1H, dd, Js5 = 9.2, Jss = 2.2, H-6), 6.98
(1H, s, H-3), 6.96 (2H, d, J = 8.4, H-22, H-24), 7.49 (1H, d, Jo1e = 15.9, H-9), 7.70 (2H,
d, J = 8.4, H-21, H-25), 7.83 (1H, d, Jios = 15.9, H-19), 8.03 (1H, d, Jss = 9.2, H-5).
3C RMN (100 MHz, CDsOD, 5, ppm): 12.8 (C-11, C-13), 24.8 (C-16), 26.1 (C-29), 26.8
(C-28),27.0 (C-15, C-17), 30.0 (C-27), 35.6 (C-30), 45.7 (C-14/C-18), 46.0 (C-10, C-12),
47.6 (C-14/C-18), 69.1 (C-26), 93.0 (C-3), 98.0 (C-8), 109.0 (C-4a), 113.0 (C-6), 116.1
(C-22, C-24), 117.5 (C-9), 127.9 (C-5), 129.6 (C-20), 131.3 (C-21, C-25), 142.5 (C-19),
154.1 (C-7), 154.7 (C-4), 156.3 (C-8a), 161.5.9 (C-2), 162.7 (C-23), 178.3 (C-31).
FTMS(+) - ESI calculado para Cs2Ha104N2[M-(NO37)]* 517.3061 encontrado 517.3055.
UV Amax (nM, CH3CN): 406, 478. £ (cm™ M™"): 30000. @ = 0.90.
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IV.1.2.51. Sintese do nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-4-(4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-

-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)oxi)estiril)-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (36)

OH
ow 31 O N
33
O O
/

(o]
A N . DMAP, DCC
O 3 HO—N CH3CN, DMF, t.a, 6 h
N o~ N 1N
) s
(35)

Num baléo de fundo redondo, colocaram-se 160 mg de nitrato de (E)-1-(4-(4-((5-carboxi-

pentil)oxi)estiril)-7-(ditilamino)-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (3.09 x 10* mol, 1.0
eq), 77 mg de DCC (3.71 x 10* mol, 1.2 eq) e 4 mg de DMAP (3.09 x 10° mol, 0.1 eq)
em 2 mL de DMF (seco) e 8 mL de CH3CN (seco), e apds 5 min adicionou-se 43 mg de
N-hidroxisuccinimida (3.71 x 10* mol, 1.2 eq). A mistura reacional foi colocada sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 6 h. A reacdo foi monitorizada
através de ccd, utilizando como eluente CHCI3/CH3OH/H2O (65:20:2). O produto da
reagao foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes CHCIs/CH3OH (95:5),
CHCI3/CH30H (9:1) e CHCI3/CH30H (8:2), tendo-se obtido 200 mg (n = 98%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, §, ppm): 1.22 (6H, t, J = 7.1, N(CH,CH,),), 1.57 (2H, m,
H-28), 1.72-1.82 (2H, m, H-15, H-16, H-17, H-27, H-29), 2.61 (2H, t, H-30), 2.82 (4H, s,
H-33, H-34), 3.45 (4H, q, J = 7.1, N(CH,CH3),), 3.92 (4H, m, H-14, H-18), 3.93 (2H, t,
H-26), 6.55 (1H, d, Jss = 2.3, H-8), 6.79 (1H, dd, Js5 = 9.2, Js s = 2.3, H-6), 6.82 (2H, d,
J = 8.8, H-22, H-24), 7.07 (1H, s, H-3), 7.22 (1H, d, Jo19 = 15.9, H-9), 7.64 (2H, d,
J = 8.8, H-21, H-25), 8.82 (1H, d, Js6 = 9.2, H-5), 7.94 (1H, d, Ji99 = 15.9, H-19).
3C RMN (100 MHz, CDCl3, §, ppm): 12.6 (C-11, C-13), 23.7 (C-16), 24.4 (C-29), 25.3
(C-28), 25.7 (C-33, C-34), 26.0 (C-15, C-17), 28.7 (C-27), 31.0 (C-30), 45.1 (C-10,
C-12), 46.7 (C-14/C-18), 48.4 (C-14/C-18), 67.7 (C-26), 92.7 (C-3), 96.9 (C-8), 107.9
(C-4a), 111.8 (C-6), 115.0 (C-22, C-24), 115.7 (C-9), 126.7 (C-5), 128.3 (C-20), 130.5
(C-21, C-25), 142.5 (C-19), 152.4 (C-7), 153.1 (C-4), 154.6 (C-8a), 159.8 (C-2), 161.0
(C-23), 168.6 (C-31), 169.4 (C-32, C-35). FTMS(+) - ESI calculado para C3sH4OsN3[M-
(NO3)]" 614.3225 encontrado 614.3215. UV Amax (nm, CH3CN): 404, 480. ¢ (cm™ M™):
30000. ©r = 0.92.
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IV.1.2.52. Sintese do nitrato de (E)-1-(4-(4-((5-carboxipentil)(metil)Jamino)estiril)-7-

-dietilamino-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (37)

\N/\/\/\[(OH
m NO? + © Piperidina S
A~ o \(@ CHZCN, 85°C, 24 h A !
) CHO )12 18©1s

(30) (24) 13 (37) e

Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 85 mg de nitrato de 1-(7-dietilamino-4-metil-
-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (2.35 x 10 mol, 1.0 eq), 58 mg de acido 6-((4-formil-
fenil)(metil)amino)hexanoico (2.35 x 10 mol, 1.0 eq) e 23 pL de piperidina (2.35 x 10
mol, 1.0 eq) em 10 mL de CH3CN (seco). A mistura reacional foi colocada sob agitagao
magnética a uma temperatura de 85 °C durante 24 h. Apds esse tempo reacional
acidificou-se com HCI 6M. A reagao foi monitorizada através de ccd, utilizando como
eluente CHCI3/CH30OH/H20 (65:10:1). O produto da reagao, foi isolado por cromatografia
flash, usando como eluentes CHCI3/CH3OH (9:1), CHCIs/CH:OH (8:2),
CHCI3/CH3OH/H20 (65:10:1), CHCIs/CH3OH/H20 (65:20:2) e CHCI3/CH30H/H20
(65:35:5), tendo-se obtido 122 mg (n = 88%).

'H RMN (400 MHz, CDsOD, 8, ppm): 1.26 (6H, t, J = 7.2, N(CH2CHs)2), 1.36-1.43 (2H,
m, H-28), 1.62-1.70 (4H, m, H-27, H-29), 1.83 (6H, m, H-15, H-16, H-17), 2.25 (2H, t,
J3020 = 7.4, H-30), 3.05 (1H, s, H-32), 3.46 (2H, t, Jos27 = 7.4, H-26), 3.57 (4H, q, J=T7.2,
N(CH:zCHs)2), 3.95 (4H, m, H-14, H-18), 6.76 (2H, d, J2221 = 9.0, H-22, H-24), 6.84 (1H,
d, Jss = 2.6, H-8), 6.95 (1H, s, H-3), 6.99 (1H, dd, Js5s = 9.4, Jos = 2.6, H-6), 7.42 (1H, d,
Jo.19 = 15.7, H-9), 7.66 (2H, d, Jo122 = 9.0, H-21, H-25), 7.87 (1H, d, Jres = 15.7, H-19),
8.07 (1H, d, Js = 9.4, H-5). 13C RMN (100 MHz, CDsOD, &, ppm): 12.7 (C-11, C-13),
24.8 (C-16), 26.7 (C-29), 27.0 (C-15, C-17), 27.7 (C-27), 27.8 (C-28), 36.8 (C-30), 38.7
(C-32), 46.0 (C-10, C-12),48.1 (C-14/C-18), 53.1 (C-26), 91.1 (C-3), 98.0 (C-8), 109.1
(C-4a), 112.8 (C-6), 113.0 (C-22, C-24), 113.4 (C-9), 124.4 (C-20), 127.8 (C-5), 131.8
(C-21, C-25), 144.2 (C-19), 152.8 (C-23), 154.0 (C-7), 155.1 (C-4), 156.3 (C-8a), 161.3
(C-2), 178.0 (C-31). FTMS(+) - ESI calculado para CasHasOsN3 [M-(NO3)]* 530.3377
encontrado 530.3369. UV Amax (nm, CH3CN): 489. & (cm™ M™): 64000. @ = 0.54.
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IV.1.2.53. Sintese do nitrato de (E)-1-(7-dietilamino-4-(4-((6-((2,5-dioxopirrolidin-

-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)(metil)Jamino)estiril)-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (38)

OH

\N/\/\/\”/ \N 33 S

[e) o] 3635,
() g
/

(o]
X o
O NO3 + HO— ___DCC.DMAP
CH3;CN, DMF, t.a, 24 h
P XN® 3 a 1o N
N O N
) (37 °©

Num bal&o de fundo redondo, colocaram-se 65 mg de nitrato de (E)-1-(4-(4-((5-carboxi-
pentil)(metil)amino)estiril)-7-dietilamino-2H-cromen-2-ilideno)piperidin-1-io (1.09 x 10*
mol, 1.0 eq), 27 mg de DCC (1.32 x 10 mol, 1.2 eq) e 0.13 mg de DMAP (1.09 x 10°
mol, 0.1 eq) em 2 mL de DMF (seco) e 8 mL de CH3CN (seco), e apds 5 min adicionou-
se 15 mg de N-hidroxisuccinimida (1.32 x 10* mol, 1.2 eq). A mistura reacional foi
colocada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente durante 24 h. A reagao foi
monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CH2Clo/CH30H (9:1). O produto
da reacgao foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes CH>CIl,/CH30OH
(9:1) e CH2CI2/CH30H (8:2), tendo-se obtido 68 mg (n = 97%).

"H RMN (400 MHz, CDCls, 8, ppm): 1.26 (6H, t, J = 7.1, N(CH2CHs)2), 1.45-1.50 (2H, m,
H-28), 1.61-1.69 (2H, m, H-29), 1.76-1.80 (8H, m, H-27, H-15, H-16, H-17), 2.63 (2H, t,
Jaozs = 7.2, H-30), 2.86 (4H, s, H-34, H-35), 3.02 (1H, s, H-32), 3.41 (2H, t, Jos27 = 7.3,
H-26), 3.49 (4H, g, J = 7.1, N(CH.CHa)), 3.97 (4H, m, H-14, H-18), 6.61 (1H, d,
Jos = 2.5, H-8), 6.68 (2H, d, Jaz21 = 9.0, H-22, H-24), 6.80 (1H, dd, Jss = 9.4, Jss = 2.6,
H-6), 7.02 (1H, s, H-3), 7.18 (1H, d, Jo.1o = 15.7, H-9), 7.66 (2H, d, Jz1.22 = 9.0, H-21,
H-25), 7.84 (1H, d, Jss = 9.4, H-5), 7.97 (1H, d, J1ge = 15.7, H-19). "*C RMN (100 MHz,
CDCls, 5, ppm): 12.7 (C-11, C-13), 23.8 (C-16), 24.6 (C-29), 25.8 (C-34, C-35), 26.1
(C-15, C-17), 26.2 (C-28), 26.6 (C-27), 31.0 (C-30), 38.7 (C-32), 45.2 (C-10, C-12), 47.7
(C-14, C-18), 52.3 (C-26), 91.2 (C-3), 97.1 (C-8), 108.2 (C-4a), 111.5 (C-6), 112.0
(C-22, C-24), 112.1 (C-9), 123.7 (C-20), 126.5 (C-5), 131.1 (C-21, C-25), 144.0 (C-19),
151.2 (C-23), 152.3 (C-7), 153.5 (C-4), 154.7 (C-8a), 159.8 (C-2), 168.6 (C-31), 169.4
(C-33, C-36). FTMS(+) - ESI calculado para CasHazOsNs [M-(NOs)]* 627.3541
encontrado 627.3531. UV Amax (nM, CH3CN): 487. & (cm™ M™): 64000. @ = 0.56.
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IV.1.2.54. Sintese do (E)-2-(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)-2-(piridin-
-4-il)acetonitrilo (39)

CN
/Kji * (% o
CH3CN, ta, 4 h
® 7 e
/)N °0 " oP T

(2)

Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 1.0 g de 7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-
-2-tiona (4.04 x 10 mol, 1.0 eq), 1.25 g de hidrocloreto de 4-piridilacetonitrilo (8.08 x
10 mol, 2.0 eq) e 2.4 g de NaH (5.66 x 102 mol, 14.0 eq) em 20 mL de CH3CN (seco).
Apés a mistura reacional ter sido colocada sob agitagcdo magnética a temperatura
ambiente durante 2 h, adicionou-se 1.45 g de AgNO3 (8.08 x 10 mol, 2.0 eq), a mistura
reacional foi agitada a temperatura ambiente por mais 2 h. A reagao foi continuamente
monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCIz/CH3OH (9:1). O produto da
reagédo, foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes CHxClo,
CH2Cl,/CH30H (99:1), CH2Cl,/CH3;0H (98:2), tendo-se obtido 1,19 g (n = 89%).1%2

IV.1.2.55. Sintese do iodeto de (E)-4-(ciano(7-dietilamino-4-metil-2H-cromen-2-ili-
deno)metil)-1-metilpiridin-1-io (40)

N CHjl
/\N 0\ CN CHCl3 ta
) (39) Z
A

Num bal&o de fundo redondo, colocaram-se 300 mg de (E)-2-(7-dietilamino-4-metil-2H-
-cromen-2-ilideno)-2-(piridin-4-il)acetonitrilo (9.05 x 10* mol, 1.0 eq) em 20 mL de
CHCIs, de seguida adicionou-se 141 pL de iodometano (2.26 x 10 mol, 2.5 eq). A
mistura reacional foi colocada sob agitagao magnética a temperatura ambiente durante
a noite. A reacdo foi continuamente monitorizada através de ccd, utilizando como

eluente CHCI3/CH3OH (95:5). O produto da reagao, foi isolado por cromatografia flash,
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usando como eluentes CHCI3s/CH3OH (95:5), CHCIs/CH3OH (9:1), CHCIs/CH3O0H (8:2) e
CHCI3/CH30H/H20 (65:10:1) tendo-se obtido 400 mg (n = 93%).

'"H RMN (400 MHz, (CD3)2S0, &, ppm): 1.17 (6H, t, J = 7.0, N(CH2CHs).), 2,49 (3H, s,
H-9), 3.54 (4H, q, J = 7.0, N(CH:CHjs).), 4.18 (3H, s, H-21), 6.80 (1H, d, J39 = 7.2, H-3),
6.91 (2H, m, H-6, H-8), 7.64 (1H, dd, Js¢ = 5.2, Js,s = 9.2, H-5), 8.07 (2H, m, H-17, H-20),
8.58 (2H, d, Jis17 = 6.7, H-18, H-19). 3C RMN (100 MHz, (CDs):SO, §, ppm): 12.5
(C-11, C-13), 18.5 (C-9), 44.3 (C-10, C-12), 46.1 (C-21), 78.0 (C-16), 96.4 (C-8), 110.2
(C-3), 110.3 (C-4a), 111.7 (C-6), 118.2 (C-15), 120.6 (C-17, C-20), 127.0 (C-5), 143.8
(C-18, C-19), 148.4 (C-14), 151.9 (C-7), 152.2 (C-4), 154.7 (C-8a), 166.5 (C-2). FTMS(+)
- ESI calculado para C2;H240N3 [M-(I")]* 346.1914 encontrado 346.1906. UV Amax (Nm,
CH3CN): 550. ¢ (cm™ M™"): 80000. @« = 0.36.

IV.1.2.56. Sintese do iodeto de 4-(((E)-4-((E)-4-((5-carboxipentil)oxi)estiril)-7-dietil-

amino-2H-cromen-2-ilideno)(ciano)metil)-1-metilpiridin-1-io (41)

OH
0/\/\/\”/
[¢]
A + Piperidina
CN CH3CN, 85°C, 48 h
>N 07 Y ° "
) CHO
w 7 | ©)
X

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 300 mg de lodeto de (E)-4-(ciano(7-dietil-
amino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)metil)-1-metilpiridin-1-io (6.34 x 10* mol, 1.0 eq),
150 mg do é&cido 6-(4-formilfenoxi)hexandico (6.34 x 10* mol, 1.0 eq) em 20 mL de
CH3CN (seco), de seguida adicionou-se 126 pL de piperidina (1.27 x 10 mol, 2.0 eq).
A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a uma temperatura de 85 °C
durante 48 h e de seguida acidificada com HCI 6M. A reagdo foi continuamente
monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCIs/CH3OH/H.O (65:10:1). O
produto da reagdo, foi isolado por cromatografia flash, usando como eluente
CHCI3/CH30H/H20 (65:10:1), tendo-se obtido 312 mg (n = 72%).
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"H RMN (400 MHz, (CD3),SO0, 8, ppm): 1.16 (6H, t, J = 6.9, N(CH2CH5)2), 1.45 (2H, m,
H-31), 1.58 (2H, m, H-32), 1.74 (2H, m, H-30), 2.24 (2H, t, H-33), 3.51 (4H, q, J = 6.9,
N(CH-CHs)2), 4.03 (2H, t, H-29), 4.13 (3H, s, H-21), 6.84 (1H, sl, H-6), 6.85 (1H, sl,
H-8), 6.98 (1H, s, H-3), 6.99 (2H, d, J2524 = 8.6, H-25, H-27), 7.54 (2H, s, H-9, H-22),
7.78 (2H, J2q25 = 8.6, H-24, H-28), 7.96 (2H, d, J17.18 = 7.0, H-17, H-20), 8.07 (1H, d,
Jse = 9.7, H-5), 8.47 (2H, d, J1s.17 = 7.0, H-18, H-19). ®C RMN (100 MHz, (CD3),S0, 3,
ppm): 12.5 (C-11, C-13), 24.3 (C-32), 25.2 (C-31), 28.4 (C-30), 33.8 (C-33), 44.2 (C-10,
C-12),45.8 (C-21),67.6 (C-29), 77.7 (C-16), 96.7 (C-8), 103.3 (C-3), 108.6 (C-4a), 111.6
(C-6), 114.8 (C-25, C-27), 117.2 (C-9), 118.5 (C-15), 119.9 (C-17, C-20), 127.0 (C-5),
128.1 (C-23), 130.4 (C-24, C-28), 139.1 (C-22), 143.3 (C-18, C-19), 147.7 (C-4), 148.4
(C-14), 151.9 (C-7), 155.1 (C-8a), 160.5 (C-26), 166.0 (C-2), 174.5 (C-34). FTMS(+) -
ESI calculado para CssHzsOsN3 [M-(I)]" 564.2857 encontrado 564.2849. UV Amax (NM,
CH3CN): 593, 615. ¢ (cm™ M™"): 55000. @« = 0.07.

IV.1.2.57. Sintese do iodeto de 4-(ciano((E)-7-dietilamino-4-((E)-4-((6-((2,5-di-
oxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)oxi)estiril)-2H-cromen-2-ilideno)metil)-1-metil-
piridin-1-io (42)

DMAP, DCC
CH3CN, DMF, t.a 6 h 30 min

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 160 mg de iodeto de 4-(((E)-4-((E)-4-((5-
-carboxipentil)oxi)estiril)7-dietilamino-2H-cromen-2-ilideno)(ciano)metil)-1-metilpiridin-

-1-i0 (2.31 x 10* mol, 1.0 eq), 57 mg de DCC (2.78 x 10* mol, 1.2 eq) e 3 mg de DMAP
(2.31 x 10° mol, 0.1 eq) em 2 mL de DMF (seco) e 8 mL de CH3CN (seco), e apds 5 min
adicionou-se 32 mg de N-hidroxisuccinimida (2.78 x 10* mol, 1.2 eq). A mistura
reacional foi colocada sob agitagao magnética a temperatura ambiente durante 6 h e 30

min. A reagao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCI3/CH3OH
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(9:1). O produto da reacao foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes
CHCI3/CH30H (95:5) e CHCIs/CH30H (9:1) tendo-se obtido 165 mg (n = 91%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 8, ppm): 1.25 (6H, t, J = 6.9, N(CH,CHs),), 1.54 (2H, m,
H-31), 1.83 (4H, m, H-30, H-32), 2.67 (2H, t, J = 7.2, H-33), 2.86 (4H, s, H-36, H-37),
3.59 (4H, q, J = 6.9, N(CH,CHy),), 4.02 (2H, t, J = 6.1, H-29), 4.13 (3H, s, H-21), 6.77
(1H, dd, J 65 = 9.2, H-6), 6.90 (2H, d, J 2524 = 8.5, H-25, H-27), 6.97 (1H, sl, H-8), 7.03
(1H, s, H-3), 7.26 (1H, d, Jo,22 = 15.8, H-9), 7.38 (1H, d, J220 = 15.8, H-22), 7.56 (2H, d,
Joa25 = 8.5, H-24, H-28), 7.81 (1H, Jss = 9.2, H-5), 7.98 (2H, d, J17.15 = 6.2, H-17, H-20),
8.57 (1H, d, Jig17 = 6.3, H-18, H-19)."*C RMN (100 MHz, CDCls, & ppm): 13.2 (C-11,
C-13), 24.7 (C-32), 25.6 (C-31), 26.0 (C-36, C-37), 29.0 (C-30), 31.2 (C-33), 46.0 (C-10,
C-12), 46.7 (C-21), 68.1 (C-29), 79.1 (C-16), 98.2 (C-8), 104.2 (C-3), 109.5 (C-4a), 112.5
(C-6), 115.3 (C-25, C-27), 117.0 (C-9), 119.2 (C-15), 120.6 (C-17, C-20), 126.6 (C-5),
128.3 (C-23), 130.4 (C-24, C-28), 139.7 (C-22), 143.1 (C-18, C-19), 148.5 (C-4), 149.7
(C-14), 152.9 (C-7), 156.1 (C-8a), 161.3 (C-26), 167.0 (C-2), 168.8 (C-34), 169.6 (C-35,
C-38). FTMS(+) - ESI calculado para CasgHs1OeNs [M+H]* 661.3021 encontrado
661.3013. UV Amax (hnm, CH3CN): 589, 615. ¢ (cm™ M™"): 55000. ®¢= 0.10.

IV.1.2.58. Sintese do iodeto de 4-(((E)-4-((E)-4-((5-carboxipentil)(metil)Jamino)es-

tiril)-7-dietilamino-2H-cromen-2-ilideno)(ciano)metil)-1-metilpiridin-1-io (43)

OH
(e}
N Piperidina
CN + CH4CN, 85°C, 24 h
N 07 Y "

CHO
/

(40) | (24)
N

N" o

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 150 mg de lodeto de (E)-4-(ciano(7-dietil-
amino-4-metil-2H-cromen-2-ilideno)metil)-1-metilpiridin-1-io (3.17 x 10 mol, 1.0 eq), 79
mg do acido 6-((4-formilfenil)(metil)amino)hexandico (3.17 x 10 mol, 1.0 eq) e 31 pL de
piperidina (3.17 x 10 mol, 1.0 eq) em 10 mL de CH3CN (seco). A mistura reacional foi

colocada sob agitagdo magnética a uma temperatura de 85 °C durante 24 h. Apds esse
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tempo reacional acidificou-se com HCI 6M. A reagéo foi continuamente monitorizada
através de ccd, utilizando como eluente CHCI3/CH3OH/H2O (65:10:1). O produto da
reacgao, foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes CHCI3/CH3OH/H.O
(65:10:1) e CHCI3/CH30H/H20 (65:20:2), tendo-se obtido 168 mg (n = 75%).

"H RMN (400 MHz, (CD3)2SO, 8, ppm): 1.14 (6H, t, J = 6.9, N(CH2CHj)2), 1.27-1.33 (2H,
m, H-31), 1.48-1.56 (4H, m, H-30, H-32), 2.17 (2H, t, J = 7.3, H-33), 2.99 (3H, s, H-35),
3.40 (2H, t, J = 7.0, H-29), 3.45 (4H, g, J = 6.9, N(CH2CHz)2), 4.05 (3H, s, H-21), 6.68
(2H, d, Jzs24 = 8.8, H-25, H-27), 6.72 (1H, sl, H-8), 6.75 (1H, d, Js,5 = 9.3, H-6), 6.82 (1H,
s, H-3), 7.27 (1H, d, Joz> = 15.6, H-9), 7.38 (1H, d, Jze = 15.6, H-22), 7.59 (2H,
J2425 = 8.8, H-24, H-28), 7.79 (2H, d, Ji718 = 7.1, H-17, H-20), 7.97 (1H, d, J56 = 9.3,
H-5), 8.36 (2H, d, J1s,17 = 7.1, H-18, H-19)."3C RMN (100 MHz, (CD3).SO, 5, ppm): 12.5
(C-11, C-13), 24.8 (C-32), 26.1 (C-31), 26.2 (C-30), 34.6 (C-33), 38.1 (C-35), 44.2
(C-10, C-12), 45.5 (C-21), 51.3 (C-29), 76.7 (C-16), 96.6 (C-8), 101.6 (C-3), 108.6
(C-4a), 111.4 (C-25, C-27), 111.5 (C-6), 112.9 (C-9), 118.8 (C-15), 119.1 (C-17, C-20),
122.6 (C-23), 126.7 (C-5), 130.9 (C-24, C-28), 140.6 (C-22), 142.8 (C-18, C-19), 148.0
(C-4), 148.5 (C-14), 150.8 (C-26), 151.7 (C-7), 155.0 (C-8a), 165.3 (C-2), 175.0 (C-34).
FTMS(+) - ESI calculado para CssHs1O3Ns [M-(1))]" 577.3173 encontrado 577.3161.
UV Amax (nM, CH3CN): 634. & (cm™ M™): 113500. ®¢ = 0.05.
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IV.1.2.59. Sintese do iodeto de 4-(ciano((E)-7-dietilamino-4-((E)-4-((6-((2,5-di-
oxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)(metil)Jamino)estiril)-2H-cromen-2-ilideno)me-
til)-1-metilpiridin-1-io (44)

DCC, DMAP
CH3CN, DMF, t.a, 23 h "

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 48 mg de iodeto de 4-(((E)-4-((E)-4-((5-car-
boxipentil)(metil)amino)estiril)-7-dietilamino-2H-cromen-2-ilideno)(ciano)metil)-1-metil-
piridin-1-io (6.81 x10° mol, 1.0 eq), 17 mg de DCC (8.17 x 10° mol, 1.2 eq) e 0.08 mg
de DMAP (6.81 x 107 mol, 0.1 eq) em 2 mL de DMF (seco) e 8 mL de CH3CN (seco), e
apo6s 5 min adicionou-se 9.4 mg de N-hidroxisuccinimida (8.17 x 10° mol, 1.2 eq). A
mistura reacional foi colocada sob agitagao magnética a temperatura ambiente durante
23 h. A reagéo foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CH-Cl,/CH3sOH
(9:1). O produto da reacao foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes
CH.CI2/CH30H (9:1) e CH2CI,/CH3OH (8:2), tendo-se obtido 53 mg (n = 97%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 5, ppm): 1.25 (6H, t, J = 7.1, N(CH,CHs),), 1.46-1.52 (2H, m,
H-31), 1.62-1.72 (2H, m, H-32), 1.77-1.85 (2H, m, H-30) 2.64 (2H, t, J = 7.2, H-33), 2.86
(4H, s, H-37, H-38), 3.04 (3H, s, H-35), 3.42 (2H, t, J = 7.2, H-29), 3.57 (4H, q, J = 7.1,
N(CH2CHa)2), 4.11 (3H, s, H-21), 6.66 (2H, d, Jas24 = 8.9, H-25, H-27), 6.77 (1H, d,
Jos = 9.3, Jos = 2.3, H-6) 6.90 (1H, d, Jge = 2.3 H-8), 7.03 (1H, s, H-3), 7.15 (1H, d,
Jo22= 15.7, H-9), 7.41 (1H, d, J220 = 15.7, H-22), 7.51 (2H, J24.25 = 8.9, H-24, H-28), 7.83
(1H, d, Jss = 9.3, H-5), 7.93 (2H, d, Ji7,1s = 5.2, H-17, H-20), 8.45 (2H, d, J1g17 = 5.1,
H-18, H-19). '*C RMN (100 MHz, CDCls, 5 ppm): 13.0 (C-11, C-13), 24.6 (C-32), 25.8
(C-37, C-38), 26.2 (C-31), 26.7 (C-30), 29.8 (C-33), 38.7 (C-35), 45.6 (C-10, C-12), 46.3
(C-21), 52.3 (C-29), 77.4 (C-16), 97.9 (C-8), 103.0 (C-3), 109.4 (C-4a), 112.0 (C-25,
C-27), 112.2 (C-6), 113.2 (C-9), 119.3 (C-15), 120.0 (C-17, C-20), 123.2 (C-23), 126.3
(C-5), 130.8 (C-24, C-28), 141.0 (C-22), 142.4 (C-18, C-19), 148.9 (C-4), 149.8 (C-14),
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151.1 (C-26), 152.5 (C-7), 156.0 (C-8a), 166.3 (C-2), 168.6 (C-34), 169.4 (C-36, C-39).
FTMS(+) - ESI calculado para CaoH4OsNs [M-(I")]" 674.3337 encontrado 674.3331.
UV Amax (NM, CH3CN): 634. & (cm™ M'"): 113500. @ = 0.07.

IV.1.2.60. Sintese do 3-bromo-7-dietilamino-4-metilcoumarina (45)

5 4 B
\ Br,, NEt, 6 e 5 r
o~ CHCl3 ta 0
N O 6} 11/\N 7 a0 o

) ()] )12 8 (45)

13

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 1.5 g de 7-dietilamino-4-metilcoumarina
(6.50 x 103, 1.0 eq) em 30 mL de CHCl;. Em seguida adicionou-se lentamente, & solugéo
em banho de gelo, 333 uL de bromo (6.50 x 107, 1.0 eq). A mistura reacional foi colocada
sob agitagao a temperatura ambiente, durante a noite. Apds o tempo referido adicionou-
se lentamente a mistura reacional 3 mL de NEts;, permanecendo em agitagdo a
temperatura ambiente durante 30 min. Seguidamente procedeu-se a extragéo
liquido/liquido da mistura reacional através sistema H>O/CH.Cl,. Secou-se a fase
organica com sulfato de sédio anidro e evaporou-se a secura no evaporador rotativo. O
produto da reagao, foi isolado por cromatografia flash, usando como eluente um
gradiente de n-hexano/Et,0, tendo-se obtido 1.98 g (n = 98%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 8, ppm): 1.19 (6H, t, J = 7.1, N(CH2CHs)z), 2.50 (3H, s,
4-CHs), 3.40 (4H, q, J = 7.1, N(CH2CHs)z), 6.46 (1H, s, H-8), 6.59 (1H, d, Js5 = 9.0, H-6),
7.40 (1H, d, Jss = 9.0, H-5). 3C RMN (100 MHz, CDCls, 8, ppm): 12.5 (C-11, C-13), 19.2
(C-9), 44.9 (C-10, C-12), 97.3 (C-8), 105.7 (C-3), 109.0 (C-4a), 126.2 (C-6), 126.2 (C-5),
150.7 (C-7), 151.6 (C-4), 154.5 (C-8a), 158.3 (C-2).
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IV.1.2.61. Sintese da 7-dietilamino-4-metil-3-vinilcoumarina (46)

Br PdCly(dppf).CH,Cly
CH,CHBF 3K, NEt;
n-PrOH, 97 °C, 1 h

P o o 1.

) (45)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 580 mg de 3-bromo-7-dietilamino-4-metil-
coumarina (1.87 x 10 mol, 1.0 eq), 61 mg de Pd(dppf)Cl..CH.Cl> (7.48 x 10 mol, 0.04
eq), 376 mg de viniltrifluoroborato de potassio (2.80 x 10 mol, 1.5 eq), 522 uL de NEt;
(3.74 x 10° mol, 2.0 eq), em 10 ml de n-propanol. A mistura reacional, em atmosfera
inerte (N2), foi colocado sob agitagdo magnética e uma temperatura de 97 °C durante
1 h. A reagéo foi continuamente monitorizada através de ccd, utilizando como eluente
CHCl2. A mistura reacional foi filtrada através de uma coluna contendo, silica, usando
CH2Cl> como eluente. O produto da reagao, foi isolado por cromatografia flash, usando

como eluente CH2Cl,, tendo-se obtido 461 mg (n = 96%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, §, ppm): 1.19 (6H, t, J = 7.1, N(CH2CHs),), 2.41 (3H, s,
4-CHjs), 3.39 (4H, q, J = 7.1, N(CH2CH3)2), 5.51 (1H, dd, J2a, 2 = 2.08, 2.1, Jza, + = 11.7,
H-2’a), 6.03 (1H, dd, Job,2:a = 2.1, J2b, 1+ = 17.5, H-2'b), 6.46 (1H, d, Jss = 2.6, H-8), 6.58
(1H, dd, Jsg = 2.6, Js5 = 9.1, H-6), 6.70 (1H, dd, Jr2a = 11.7, Jr2p = 17.5, H-1"), 7.43
(1H, d, Jsg = 9.1, H-5). *C RMN (100 MHz, CDCls, §, ppm): 12.7 (C-11, C-13), 15.1
(C-9), 449 (C-10, C-12), 97.3 (C-8), 108.8 (C-6), 109.7 (C-3), 116.4 (C-4a), 120.3
(C-2'), 126.2 (C-5), 129.5 (C-1’), 147.7 (C-7), 150.3 (C-4), 154.6 (C-8a), 161.2 (C-2).
FTMS(+) - ESI calculado para C1sH19NO2Na [M+Na]* 280.1308 encontrado 280.1309.
UV Amax (CH3CN): 208, 261, 388.
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IV.1.2.62. Sintese do (E)-4-(2-(7-dietilamino-4-metilcoumarina-3-il)vinil)benzal-
deido (47)

CHO
DMF, 80°C, 24 h 10
/\N o o | 1N

J Ph

(46) 13 (47)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 1.4 g de 7-dietilamino-4-metil-3-vinilcou-
marina (5.44 x 10° mol, 1.0 eq), 1.13 g de 4-iodobenzaldeido (4.90 x 10 mol, 0.9 eq),
908 mg de acetato de prata (5.44 x 10 mol, 1.0 eq), 289 mg de Pd(PPhs)s (2.50 x 10*
mol, 0.05 eq) em 10 mL de DMF (seco). A mistura reacional foi colocada sob agitagcao
magnética, em atmosfera inerte (N2), a uma temperatura de 85 °C durante 24 h. A reagao
foi continuamente monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CH2Cl.. A
mistura reacional foi filtrada através de uma coluna contendo celite, usando CH2Cl-
como eluente. O produto da reagéo, foi isolado por cromatografia flash, usando como
eluente CHCls3, tendo-se obtido 1.75 g (n = 90%).

'"H RMN (400 MHz, CDCls, §, ppm): 1.22 (6H, t, J = 7.1, H-11, H-13), 2.54 (3H, s, H-9),
3.42 (4H, q, J = 7.1, H-10, H-12), 6.49 (1H, d, Jss = 2.5, H-8), 6.61 (1H, dd, Jss = 2.5,
Js5 = 9.3, H-6), 7.32 (1H, d, J>+ = 16.1, H-2’), 7.50 (1H, d, Js6 = 9.3, H-5), 7.65 (2H, d,
Jos =Jg =82, H-4 H-8) 778 (1H, d, Jr> =16.1,H-1"),7.84 (2H, d, Js» = Jrg = 8.2,
H-5", H-7°), 9.97 (1H, s, CHO). *C RMN (100 MHz, CDCls, §, ppm): 12.6 (C-11, C-13),
15.1 (C-9), 44.9 (C-10, C-12), 97.3 (C-8), 109.1 (C-6), 109.8 (C-3), 115.0 (C-4a), 125.0
(C-2),126.5 (C-5), 127.0 (C-5’, C-7’), 130.3 (C-4’, C-8’), 131.9 (C-1’), 135.2 (C-6’), 144.8
(C-3’), 148.9 (C-7), 150.6 (C-4), 154.9 (C-8a), 160.8 (C-2), 191.9 (CHO). UV Amax
(CH3CN, nm): 203, 252, 312, 435. FTMS(+) - ESI calculado para Cz3H24NO3 [M+H]*
362.1751 encontrado 362.1751.
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IV.1.2.63. Sintese do brometo de 1-(5-carboxipentil)-2,3,3-trimetil-3H-indol-1-io (48)

8\ 9
4
OH 5 3a_2
+ Br/\/\/\ﬂ/ __DwWF 210
Vi 100°C, 24 h . Vi
N ENe o

0 7 Br

12

13
14

Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 500 mg de 2,3,3-trimetil-3H-indole (3.14 x
10 mol, 1.0 eq), 919 mg de acido 6-bromo-hexandico (4.71 x 10 mol, 1.5 eq), em 10
mL de DMF (seco). A mistura reacional foi colocada sob agitacdo magnética a 100 °C
durante 24 h. A reacgado foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente
CHCI3/CH30H (8:2). O produto da reagao foi isolado por cromatografia flash, usando
como eluentes CHCIs;, CHCIs/CH3OH (9:1) e CHCI3/CH3OH (8:2), tendo-se obtido 700
mg (n = 63%).

'H RMN (400 MHz, CDsOD, &, ppm): 1.50-1.57 (2H, m, H-13), 1.62 (6H, s, H-8, H-9),
1.66-1.74 (2H, m, H-14), 1.95-2.03 (2H, m, H-12), 2.33 (2H, t, J = 7.3, H-15), 2.71 (3H,
s, H-10), 4.53 (2H, t, J = 7.3, H-11), 7.63-7.68 (2H, m, H-5, H-6), 7.77-7.79 (1H, m, H-7),
7.88-7.92 (1H, m, H-4). '*C RMN (100 MHz, CDsOD, 8, ppm): 22.8 (C-10), 25.4 (C-14),
27.1 (C-13), 28.6 (C-8, C-9), 34.4 (C-12), 35.4 (C-15), 49.2 (C-11), 55.9 (C-3), 116.6
(C-7), 124.7 (C-4), 130.5 (C-5), 131.2 (C-6), 142.5 (C-7a), 143.4 (C-3a), 177.1 (C-2),
197.9 (COOH).
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IV.1.2.64. Sintese do brometo de 1-(5-carboxipentil)-2-((E)-4-((E)-2-(7-dietilamino-
-4-metil-2-oxo-2H-cromen-3-il)vinil)estiril)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io (49)

CHO
ge
CH,CN, DMF, 85°C, 4 h 0
/\N o o o ®N 1N

) Br

(47) (48) 1

Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 150 mg de (E)-4-(2-(7-dietilamino-4-metil-
coumarina-3-il)vinil)benzaldeido (4.15 x 10 mol, 1.0 eq), 147 mg brometo de 1-(5-car-
boxipentil)-2,3,3-trimetil-3H-indol-1-io (4.15 x 10 mol, 1.0 eq), 82 L de piperidina (8.3
x 10* mol, 2.0 eq) em 1 mL de DMF (seco) e 5 mL de CH3;CN (seco). A mistura reacional
foi colocada sob agitagdo magnética a uma temperatura de 85 °C durante 4 h. A reagéao
foi continuamente monitorizada através de ccd, utilizando como eluente
CHCI3/CH30H/H20 (65:20:2). O produto da reagéo, foi isolado por cromatografia flash,
usando como eluentes CHCIls, CHCIs/CH3OH (8:2), CHCIs/CH30OH/H20 (65:20:2) e
CHCI3/CH30H/H20 (65:35:5), tendo-se obtido 230 mg (n = 76%).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 5, ppm): 1.19 (6H, t, J = 7.0, N(CH2CHs)z), 1.55-1.60 (2H, m,
H-36), 1.70-1.74 (2H, m, H-37), 1.84 (6H, s, H-32, H-33), 1.95-2.00 (2H, m, H-35), 2.29
(2H, t, J = 7.2, H-38), 2.56 (3H, s, H-9), 3.43 (4H, q, J = 7.0, N(CH2CHa),), 4.67 (2H, t,
H-34), 6.41 (1H, d, Jse = 2.5, H-8), 6.73 (1H, dd, Jes = 9.2, Jss = 2.5, H-6), 7.40 (1H, d,
Jis1s = 16.0, H-14), 7.59 (1H, d, Jzs22 = 16.2, H-23 ), 7.62 (1H, d, J = 7.4, H-30), 7.63
(1H, d, Jse = 9.2, H-5), 7.64 (1H, d, J = 5.4, H-27), 7.68 (2H, d, J1s.17 = 8.5, H-18, H-20),
7.69 (1H, d, Jis.14 = 16.0, H-15), 7.75-7.77 (1H, m, H-29), 7.82-7.83 (1H, m, H-28), 8.03
(2H, d, 1718 = 8.5, H-17, H-21), 8.41 (1H, Ja2.23 = 16.2, H-22). *C RMN (100 MHz, CDCls,
8, ppm): 12.9 (C-11, C-13), 15.2 (C-9), 26.4 (C-37), 26.7 (C-32, C-33), 27.4 (C-36), 29.5
(C-35), 36.9 (C-38), 45.7 (C-10, C-12), 47.9 (C-34), 53.8 (C-25), 97.6 (C-8), 110.7 (C-6),
110.8 (C-3), 112.1 (C-23), 115.2 (C-4a), 116.1 (C-28), 124.1 (C-29), 126.4 (C-14), 128.1
(C-5), 128.5 (C-18, C-20), 130.7 (C-27), 130.9 (C-30), 132.3 (C-17, C-21), 132.4 (C-15),
134.6 (C-19), 142.2 (C-31), 145.2 (C-26), 145.8 (C-16), 151.9 (C-4), 152.4 (C-7), 155.6
(C-22), 156.1 (C-8a), 162.5 (C-2), 181.0 (COOH), 183.2 (C-24).
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IV.1.2.65. Tentativa de sintese do brometo de 2-((E)-4-((E)-2-(7-dietilamino-4-metil-
-2-ox0-2H-cromen-3-il)vinil)estiril)-1-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)-
-3,3-dimetil-3H-indol-1-io (50)

Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 670 mg de brometo de 1-(5-carboxipentil)-
-2-((E)-4-((E)-2-(7-dietilamino-4-metil-2-oxo-2H-cromen-3-il)vinil)estiril)-3,3-dimetil-3H-
-indol-1-io (9.60 x10™ mol, 1.0 eq), 237 mg de DCC (1.15 x 10 mol, 1.2 eq) e 12 mg de
DMAP (9.60 x 10° mol, 0.1 eq) em 2 mL de DMF (seco) e 8 mL de CH;CN (seco), e
apo6s 5 min adicionou-se 132 mg de N-hidroxisuccinimida (1.15 x 10° mol, 1.2 eq). A
mistura reacional foi colocada sob agitagao magnética a temperatura ambiente durante
6 h. A reagao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCIz/CH3OH
(8:2). O produto da reacao foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes
CHCls, CHCI3/CH30H (99:1), CHCI3/CH3OH (95:5), CHCIs/CH30OH (9:1) e CHCI3/CH3OH
(8:2).

IV.1.2.66. Sintese do brometo de 1-(5-carboxipentil)-4-metilpiridin-1-io (51)

7
~ + OH DMF
—_—
Br/\/\/\”/ 100 °C, 2 h 30 min
= 6 @ 2
N 0 )

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 500 mg de 4-metilpiridina (5.37 x 10 mol,
1.0 eq), 1.6 g de acido 6-bromo-hexandico (8.05 x 10 mol, 1.5 eq), em 10 mL de DMF
(seco). A mistura reacional foi colocada sob agitagao magnética a 100 °C durante 2 h e

30 min. A reagéao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCIz/CH3OH
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(8:2). O produto da reacao foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes
CHCI3z, CHCI3/CH30H (9:1) e CHCI3/CH30H (8:2), tendo-se obtido 1.3 g (n = 84%).

'H RMN (400 MHz, CDsOD, &, ppm): 1.38-1.46 (2H, m, H-10), 1.64-1.71 (2H, m, H-11),
1.99-2.07 (2H, m, H-9), 2.32 (2H, t, J = 7.2, H-12), 2.69 (3H, s, H-7) 4.61 (2H, t, J = 7.4,
H-8), 7.95 (2H, d, Js2 = 6.9, H-3, H-5), 8.85 (2H, d, J25 = 6.9, H-2, H-6).*C RMN
(100 MHz, CDsOD, 8, ppm): 22.0 (C-7), 25.2 (C-11), 26.5 (C-10), 32.0 (C-9), 34.4
(C-12), 61.9 (C-8), 129.9 (C-3, C-5), 144.9 (C-2, C-6) 161.2 (C-4), 177.1 (COOH).

IV.1.2.67. Sintese do brometo de 1-(5-carboxipentil)-4-((E)-4-((E)-2-(7-dietilamino-4-

-metil-2-oxo0-2H-cromen-3-il)vinil)estiril)piridin-1-io (52)

CHO
ge
[P~ CHCN, DMF, 85°C, 5 h 10
/\N o o o N ° LN
J '

33
2 OH

Bi

(47) (51)
OH

Num baléo de fundo redondo, colocaram-se 80 mg de (E)-4-(2-(7-dietilamino-4-metil-
coumarina-3-il)vinil)benzaldeido (2.21 x 10* mol, 1.0 eq), 239 mg do brometo de
1-(5-carboxipentil)-4-metilpiridin-1-io (2.21 x 10 mol, 1.0 eq), 65 pL de piperidina (6.63
x 10* mol, 2.0 eq) em 1 mL de DMF (seco) e 5 mL de CH3;CN (seco). A mistura reacional
foi colocada sob agitagdo magnética a uma temperatura de 85 °C durante 5 h. A reagéo
foi continuamente monitorizada através de ccd, utilizando como eluente
CHCI3/CH30H/H20 (65:10:1). O produto da reagéo, foi isolado por cromatografia flash,
usando como eluentes CHCIs/CH3OH (8:2) e CHCIs/CH3OH/H,O (65:35:5), tendo-se
obtido 110 mg (n = 80%).

"H RMN (400 MHz, CDCls, 8, ppm): 1.20 (6H, t, J = 7.1, N(CH2CHs)2), 1.36-1.41 (2H, m,
H-31), 1.62-1.69 (2H, m, H-32), 1.95-2.00 (2H, m, H-30), 2.19 (2H, t, J = 7.5, H-33), 2.52
(3H, s, H-9), 3.44 (4H, q, J = 7.1, N(CHzCHa)z), 4.45 (2H, t, H-29), 6.43 (1H, d, Jss = 2.5,
H-8), 6.71 (1H, dd, Jss = 9.2, Jss = 2.5, H-6), 7.22 (1H, d, Jia15 = 16.0, H-14), 7.31 (1H,
d, Jas2o = 16.2, H-23 ), 7.52 (2H, d, J17,1s = 8.4, H-17, H-21), 7.57 (1H, d, Jis14 = 16.0,
H-15), 7.59 (1H, d, Jse = 9.2, H-5), 7.64 (2H, d, J1s,17 = 8.4, H-18, H-20), 7.82 (1H, d,
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J2223 = 16.2, H-22), 8.08 (2H, d, J2526 = 6.9, H-25, H-28), 8.72 (2H, d, J2625 = 6.9, H-26,
H-27). *C RMN (100 MHz, CDCls, 5, ppm): 12.9 (C-11, C-13), 15.2 (C-9), 26.4 (C-32),
26.8 (C-31), 31.9 (C-30), 38.1 (C-33), 45.7 (C-10, C-12), 61.6 (C-29), 97.6 (C-8), 110.7
(C-6), 110.8 (C-3), 115.6 (C-4a), 123.2 (C-23), 124.3 (C-14), 125.1 (C-25, C-28), 127.9
(C-5), 128.1 (C-17, C-21), 130.0 (C-18, C-20), 133.1 (C-15), 135.5 (C-19), 142.3 (C-16),
142.6 (C-22), 145.1 (C-26, C-27), 151.0 (C-4), 152.1 (C-7), 155.3 (C-24), 155.9 (C-8a),
162.7 (C-2), 181.7 (COOH).

IV.1.2.68. Tentativa de sintese do brometo de 4-((E)-4-((E)-2-(7-dietilamino-4-metil-
-2-ox0-2H-cromen-3-il)vinil)estiril)-1-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)-
piridin-1-io (53)

o
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Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 760 mg de brometo de 1-(5-carboxipentil)-
-4-((E)-4-((E)-2-(7-dietilamino-4-metil-2-oxo-2H-cromen-3-il)vinil)estiril)piridin-1-io (1.21
x 10 mol, 1.0 eq), 299 mg de DCC (1.45 x 10° mol, 1.2 eq) e 15 mg de DMAP (1.21 x
10* mol, 0.1 eq) em 2 mL de DMF (seco) e 8 mL de CH3CN (seco), e apos 5 min
adicionou-se 167 mg de N-hidroxisuccinimida (1.45 x 10° mol, 1.2 eq). A mistura
reacional foi colocada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente durante 6 h. A
reacao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCI3/CH3OH (8:2). O
produto da reagéao foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes CHCls,
CHCI3/CH30H (99:1), CHCI3/CH3OH (95:5), CHCI3/CH3sOH (9:1) e CHCIs/CH30H (8:2).
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IV.1.2.69. Tentativa de sintese do brometo de 1-(5-carboxipentil)-2-((E)-4-((E)-2-(7-
-dietilamino-4-((E)-4-(dietilamino)estiril)-2-oxo-2H-cromen-3-il)vinil)estiril)-3,3-
-dimetil-3H-indol-1-io (55)

Num bal&o de fundo redondo, colocaram-se 29 mg de brometo de 1-(5-carboxipentil)-2-
-((E)-4-((E)-2-(7-dietilamino-4-metil-2-oxo-2H-cromen-3-il)vinil)estiril)-3,3-dimetil-3H-in-

dol-1-io (4.16 x 10° mol, 1.0 eq), 7.4 mg de 4-dietilaminobenzaldeido (4.16 x 10”° mol,
1.0 eq) em 5 mL de CH3CN (seco) e adicionou-se 8.2 uL de piperidina (8.31 x 10° mol,
2.0 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagado magnética a uma temperatura de
85 °C durante 10 min. A reacgao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente
CHCI3/CH30H (8:2). O produto da reagao, foi isolado por cromatografia flash, usando
como eluentes CHCIz, CHCI3/CH30OH (99:1), CHCI3/CH3OH (95:5) e CHCIs/CH30H (8:2).

Produto isolado da reagéo: brometo de 1-(5-carboxipentil)-2-((E)-4-((E)-4-(dietilamino)-
estiril)estiril)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io (56)

'H RMN (400 MHz, CDsOD, 8, ppm): 1.29 (6H, t, J = 7.1, N(CH2CHs)2), 1.51-1.57 (2H,
m, H-13), 1.67-1.72 (2H, m, H-14), 1.80 (6H, s, H-8, H-9), 1.91-1.96 (2H, m, H-12), 2.22
(2H, t, J = 7.3, H-15), 3.60 (4H q, J = 7.1, N(CHzCHa)), 4.45 (2H, t, J = 7.3, H-11),
6.88-6.96 (4H, m, H-20, H-22, H-24, H-25), 7.16 (1H, d, J10.17 = 15.5, H-10), 7.47 (1H, dt,
Jsa = 7.4, H-5), 7.54 (1H, dt, Js7 = 7.9, H-6), 7.61 (1H, d, J76 = 7.9, H-7), 7.65 (1H, dd,
Jos = 7.4, H-4), 7.93 (2H, d, Jrg20 = 8.4, H-19, H-23), 8.07-8.12 (4H, m, H-27, H-28,
H-30, H-31), 8.29 (1H, d, J17.16 = 15.5, H-17).
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IV.1.2.70. Sintese do brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-2-(4-(dietilamino)estiril)-
-3,3-dimetil-3H-indol-1-io (57)

/\N/\ 8 19 20 >
o 24
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Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 50 mg do brometo de 1-(5-carboxipentil)-
-2,3,3-trimetil-3H-indol-1-io (1.41 x 10 mol, 1.0 eq), 25 mg de 4-dietilaminobenzaldeido
(1.41 x 10™ mol, 1.0 eq), 28 ul de piperidina (2.82 x 10 mol, 2.0 eq) em 5 mL de CH;CN
(seco). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a 85 °C durante 1 h. A
reacao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCIs/CH3;OH/H.0
(65:20:2). O produto da reagéo foi isolado por cromatografia flash, usando como eluente
CHCI3/CH30H/H20 (65:20:2), tendo-se obtido 59 mg (n = 82%).

'H RMN (400 MHz, CDsOD, 8, ppm): 1.27 (6H, t, J = 7.1, N(CH2CHs)2), 1.49-1.57 (2H,
m, H-13), 1.67-1.74 (2H, m, H-14), 1.80 (6H, s, H-8, H-9), 1.89-1.97 (2H, m, H-12), 2.23
(2H, t, J = 7.3, H-15), 3.60 (4H q, J = 7.1, N(CHzCHa)2), 4.45 (2H, t, J = 7.3, H-11), 6.91
(2H, d, Jag,19 = 9.2, H-20, H-22), 7.16 (1H, d, J10.17 = 15.5, H-10), 7.47 (1H, dt, Js = 7.4,
H-5), 7.54 (1H, dt, Js7 = 7.9, H-6), 7.61 (1H, d, J76 = 7.9, H-7), 7.65 (1H, dd, Jus = 7.4,
H-4), 7.93 (2H, d, J1s20 = 8.4, H-19, H-23), 8.29 (1H, d, J17,16 = 15.5, H-17). *C RMN
(100 MHz, CDsOD, &, ppm): 12.9 (C-25, C-27), 26.6 (C-14), 27.4 (C-13), 27.5 (C-8,
C-9), 28.9 (C-12), 37.3 (C-15), 46.1 (C-24, C-26), 46.3 (C-11), 52.4 (C-3), 104.6 (C-10),
113.6 (C-20, C-22), 114.3 (C-7), 123.6 (C-18), 123.8 (C-4), 128.8 (C-5), 130.2 (C-6),
135.1 (C-19, C-23), 142.7 (C-7a), 144.0 (C-3a), 155.0 (C-21), 156.3 (C-17), 180.7 (C-2,
COOH). UV Amax (NM, CH3CN): 280, 556. & (cm™ M'"): 90000. @ = 0.57.
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IV.1.2.71. Sintese do brometo de (E)-2-(4-(dietilamino)estiril)-1-(6-((2,5-dioxopirroli-
din-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io (58)

/ O " i - / O
o DMAP, DCC 2 2%
__DMARDCC
Y/ > + CH4yCN, DMF, t.a, 6 h Vi 10 2 2 >
N 6
N® ¢ o 7a

(57) 2 (58)

Num baléo de fundo redondo, colocaram-se 117 mg de brometo de (E)-1-(5-carboxi-
pentil)-2-(4-(dietilamino)estiril)-3,3-dimetil-3H-indol-1-i0 (2.28 x 10* mol, 1.0 eq), 56 mg
de DCC (2.73 x 10 mol, 1.2 eq) e 3 mg de DMAP (2.28 x 10®° mol, 0.1 eq) em 2 mL de
DMF (seco) e 8 mL de CHsCN (seco), e apés 5 min adicionou-se 31 mg de
N-hidroxisuccinimida (2.73 x 10* mol, 1.2 eq). A mistura reacional foi colocada sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 6 h. A reacdo foi monitorizada
através de ccd, utilizando como eluente CHCI3/CH3OH/H2O (65:20:2). O produto da
reagao foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes CHCI3, CHCI3/CH3OH
(99:1), CHCI3/CH30H (95:5), CHCI3/CH3OH (9:1) e CHCIs/CH3OH (8:2), tendo-se obtido
131 mg (n = 94%).

'"H RMN (400 MHz, CDs0D, §, ppm): 1.27 (6H, t, J = 7.1, N(CH2CH}s),), 1.63-1.69 (2H,
m, H-13), 1.80 (6H, s, H-8, H-9), 1.82-1.89 (2H, m, H-14), 1.93-2.00 (2H, m, H-12), 2.67
(2H, t, J = 7.3, H-15), 2.78 (4H, s, H-29, H-30), 3.61 (4H q, J = 7.1, N(CH>CHz)2), 4.47
(2H, t, J = 7.3, H-11), 6.90 (2H, d, J20,19 = 9.2, H-20, H-22), 7.16 (1H, d, J10,17 = 15.5,
H-10), 7.47 (1H, dt, Js4 = 7.4, H-5), 7.54 (1H, dt, Js7 = 7.9, H-6), 7.61 (1H, d, J76s = 7.9,
H-7), 7.65 (1H, dd, Js5 = 7.4, H-4), 7.94 (2H, d, J1920 = 8.4, H-19, H-23), 8.29 (1H, d,
J17,16 = 15.5, H-17). "*C RMN (100 MHz, CDs0D, §, ppm): 12.9 (C-25, C-27), 26.5 (C-29,
C-30), 26.8 (C-14), 27.5 (C-13, C-8, C-9), 28.5 (C-12), 31.4 (C-15), 46.1 (C-24, C-26),
46.2 (C-11), 52.4 (C-3), 104.7 (C-10), 113.5 (C-20, C-22), 114.3 (C-7), 123.6 (C-18),
123.8 (C-4), 128.8 (C-5), 130.2 (C-6), 135.8 (C-19, C-23), 142.6 (C-7a), 143.9 (C-3a),
155.0 (C-21), 156.4 (C-17), 170.2 (C-16), 171.8 (C-28, C-31). FTMS(+) - ESI calculado
para Cs2Hs0O4N3 [M+H]" 530.3013 encontrado 530.3012. UV Amax (nm, CH3CN): 280,
556. & (cm™ M™): 90000. @¢ = 0.57.
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IV.1.2.72. Sintese do brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-4-(4-(dietilamino)estiril)-
piridin-1-io (59)
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Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 100 mg do brometo de 1-(5-carboxipentil)-
-4-metilpiridin-1-io (3.47 x 10 mol, 1.0 eq), 62 mg de 4-dietilaminobenzaldeido (3.47 x
10 mol, 1.0 eq), 69 pl de piperidina (6.94 x 10 mol, 2.0 eq) em 10 mL de CH3CN (seco).
A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a 85 °C durante 4 h. A reagao
foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCIs/CH3OH/H20 (65:20:2).
O produto da reagao foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes
CHCI3s/CH30H (8:2) e CHCI3/CH30OH/H20 (65:35:5), tendo-se obtido 146 mg (n = 94%).

'H RMN (400 MHz, CDsOD, &, ppm): 1.20 (6H, t, J = 7.1, N(CH2CHs)2), 1.35-1.41 (2H,
m, H-10), 1.62-1.70 (2H, m, H-11), 1.92-2.00 (2H, m, H-9), 2.24 (2H, t, J = 7.2, H-12),
3.47 (4H q, J = 7.1, N(CH:CHa)2), 4.39 (2H, t, J = 7.4, H-8), 6.74 (2H, d, J1716 = 9.0,
H-17, H-19), 7.03 (1H, d, J714 = 15.9, H-7), 7.58 (2H, d, J1517 = 9.0, H-16, H-20), 7.80
(1H, d, Jr47 = 15.9, H-14), 7.94 (2H, d, Js2 = 6.9, H-3, H-5), 8.55 (2H, d, J55 = 6.9, H-2,
H-6)."*C RMN (100 MHz, CDsOD, &, ppm): 12.9 (C-22, C-24), 26.0 (C-11), 26.8 (C-10),
31.9 (C-9), 36.8 (C-12), 45.5 (C-21, C-23), 60.9 (C-8), 112.6 (C-17, C-19), 117.1 (C-7),
123.4 (C-15), 123.6 (C-3, C-5), 132.0 (C-16, C-20), 144.4 (C-2, C-6), 144.4 (C-14), 151.5
(C-18), 156.3 (C-4), 180.2 (COOH). UV Amax (nm, CH3CN): 273, 490. € (cm™ M™"): 64000.
@ = 0.30.
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IV.1.2.73. Sintese do brometo de (E)-4-(4-(dietilamino)estiril)-1-(6-((2,5-dioxopirroli-
din-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)piridin-1-io (60)
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Num baléo de fundo redondo, colocaram-se 188 mg de brometo de (E)-1-(5-carboxi-
pentil)-4-(4-(dietilamino)estiril)piridin-1-io (4.20 x 10 mol, 1.0 eq), 104 mg de DCC (5.04
x 10* mol, 1.2 eq) e 5 mg de DMAP (4.20 x 10° mol, 0.1 eq) em 2 mL de DMF (seco) e
8 mL de CH3CN (seco), e apds 5 min adicionou-se 58 mg de N-hidroxisuccinimida (5.04
x 10* mol, 1.2 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a
temperatura ambiente durante 6 h. A reagao foi monitorizada através de ccd, utilizando
como eluente CHCIs/CH3;OH/H,O (65:20:2). O produto da reagdo foi isolado por
cromatografia flash, usando como eluentes CHCIs;, CHCIz/CH30OH (99:1), CHCIs/CH30H
(95:5), CHCI3/CH30OH (9:1) e CHCIs/CH30H (8:2), tendo-se obtido 217 mg (n = 95%).

'"H RMN (400 MHz, CD;0D, §, ppm): 1.20 (6H, t, J = 7.1, N(CH2CHs),), 1.45-1.54 (1H,
m, H-10), 1.77-1.85 (1H, m, H-11), 1.94-2.04 (2H, m, H-9), 2.68 (2H, t, J = 7.0, H-12),
2.82 (3H, s, H-26, H-27), 3.47 (4H q, J = 7.1, N(CH2CH3)2), 4.43 (2H, t, J = 7.3, H-8),
6.76 (2H, d, Ji7,16 = 8.8, H-17, H-19), 7.06 (1H, d, J714 = 16, H-7), 7.59 (2H, d,
J1617 = 8.9, H-16, H-20), 7.83 (1H, d, J147 = 16, H-14), 7.96 (2H, d, J32 = 7.2, H-3, H-5),
8.56 (1H, d, J23 = 7.2, H-2, H-6)."3C RMN (100 MHz, CD;0D, §, ppm): 12.9 (C-22,
C-24), 25.2 (C-26, C-27), 26.0 (C-11), 26.9 (C-10), 31.9 (C-9), 34.3 (C-12), 45.5 (C-21,
C-23), 60.8 (C-8), 112.7 (C-17, C-19), 117.1 (C-7), 123.4 (C-15), 123.5 (C-3, C-5), 132.0
(C-16, C-20), 144.2 (C-2, C-6), 144.5 (C-14), 151.6 (C-18), 156.4 (C-4), 170.1 (C-13),
171.8 (C-25, C-28). FTMS(+) - ESI calculado para CyrH3sOsNs [M+H]" 464.2544
encontrado 464.2540. UV Amax (nm, CH3CN): 273, 490. ¢ (cm™ M™): 64000. ®-= 0.30.
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IV.1.2.74. Sintese do brometo de 1-(5-carboxipentil)-4-metilquinolin-1-io (61)
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Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 250 mg de 4-metilquinolina (1.75 x 10 mol,
1.0 eq), 513 mg de acido 6-bromo-hexandico (2.63 x 10 mol, 1.5 eq), em 5 mL de DMF
(seco). A mistura reacional foi colocada sob agitagao magnética a 100 °C durante 24 h.
A reacéo foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCI3/CH3sOH (8:2).
O produto da reagéo foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes CHCIs; e
CHCI3/CH30H (8:2), tendo-se obtido 560 mg (n = 95%).

'H RMN (400 MHz, CDsOD, &, ppm): 1.48-1.56 (2H, m, H-12), 1.66-1.73 (2H, m, H-13),
2.07-2.14 (2H, m, H-11), 2.33 (2H, t, J = 7.2, H-14), 3.07 (3H, s, H-9), 5.06 (2H, t,
J = 7.4, H-10), 7.98 (1H, d, Js2 = 6.0, H-3), 8.06 (1H, dt, Js7 = 8.4, H-6), 8.28 (1H, dt,
J7s = 8.4, H-7), 8.57 (2H, dt, J = 9.6, H-5, H-7), 9.28 (1H, d, Jz5 = 6.0, H-2)."*C RMN
(100 MHz, CDsOD, 5, ppm): 20.3 (C-9), 25.3 (C-13), 26.9 (C-12), 30.7 (C-11), 34.5
(C-14), 58.7 (C-10), 120.2 (C-3), 123.9 (C-5), 128.3 (C-8), 131.0 (C-6), 136.6 (C-7),
138.7 (C-4a), 149.2 (C-11, C-12), 160.8 (C-9), 177.3 (COOH).
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IV.1.2.75. Sintese do brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-4-(4-(dietilamino)estiril)-
quinolin-1-io (62)

+ \ Piperidina

| CH,CN, 85°C, 5 h

Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 120 mg do brometo de 1-(5-carboxipentil)-
-4-metilquinolin-1-io (3.55 x 10 mol, 1.0 eq), 63 mg de 4-dietilaminobenzaldeido (3.55
x 10 mol, 1.0 eq), 70 pl de piperidina (7.10 x 10* mol, 2.0 eq) em 10 mL de CH3;CN
(seco). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a 85 °C durante 5 h. A
reacao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCIs/CH3;OH/H.0
(65:20:2). O produto da reagao foi isolado por cromatografia flash, usando como
eluentes CHCIs/CH3OH/H20 (65:10:1) e CHCIs/CH30OH/H.0 (65:20:2), tendo-se obtido
105 mg (n = 60%).

'H RMN (400 MHz, CDsOD, &, ppm): 1.23 (6H, t, J = 7.1, N(CH2CHs)2), 1.46-1.50 (2H,
m, H-12), 1.66-1.70 (2H, m, H-13), 2.00-2.05 (2H, m, H-11), 2.25 (2H, t, J = 7.2, H-14),
3.51 (4H q, J = 7.1, N(CHzCHa),), 4.79 (2H, t, J = 7.4, H-10), 6.78 (2H, d, Jsg,1s = 9.0,
H-19, H-21), 7.71 (2H, d, J1s.10 = 9.0, H-18, H-22), 7.80 (1H, d, Jo 16 = 15.5, H-9), 7.91
(1H, t, Jo(57) = 8.7, H-6), 7.98 (1H, d, J160 = 15.5, H-16), 8.12 (1H, d, J32 = 6.8, H-3), 8.13
(1H, 1, J75 = 8.7, H-7), 8.29 (1H, d, Jss = 8.8, H-5), 8.78 (1H, d, Js = 8.8, H-8), 8.84 (1H,
d, J25 = 6.8, H-2). ®C RMN (100 MHz, CD30D, 8, ppm): 12.9 (C-24, C-26), 26.1 (C-13),
27.2 (C-12), 30.4 (C-11), 36.7 (C-14), 45.6 (C-23, C-25), 57.5 (C-10), 112.8 (C-19,
C-21), 113.2 (C-9), 114.8 (C-3), 119.6 (C-5), 124.1 (C-17), 127.5 (C-8), 127.9 (C-4a),
129.7 (C-6), 132.9 (C-18, C-22), 136.0 (C-7), 139.6 (C-8a), 146.6 (C-2), 146.7 (C-16),
152.1 (C-20), 155.6 (C-4), 179.9 (COOH). UV Amax (nM, CHsCN): 307, 557. & (cm™ M™"):
60000. @ = 0.02.
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Parte Experimental

IV.1.2.76. Sintese do brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-4-(4-(dietilamino)estiril)-
quinolin-1-io (63)

\ CH4CN, DMF, t.a, 6 h

1 1
20
< OH zs<
O 2

OH

< Q J/f>: ° 23(
N ° + N DMAP, DCC N
Br ) >
\ / éN

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 62 mg de brometo de (E)-1-(5-carboxi-
pentil)-4-(4-(dietilamino)estiril)quinolin-1-io (1.25 x 10 mol, 1.0 eq), 31 mg de DCC (1.50
x 10* mol, 1.2 eq) e 2 mg de DMAP (1.25 x 10° mol, 0.1 eq) em 1 mL de DMF (seco) e
4 mL de CH3CN (seco), e apds 5 min adicionou-se 17 mg de N-hidroxisuccinimida (1.50
x 10* mol, 1.2 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a
temperatura ambiente durante 6 h. A reagao foi monitorizada através de ccd, utilizando
como eluente CHCIs/CH3;0OH/H,O (65:20:2). O produto da reagdo foi isolado por
cromatografia flash, usando como eluentes CHCIs;, CHCIz/CH30OH (99:1), CHCIs/CH30H
(95:5), CHCI3/CH30H (9:1) e CHCIs/CH30H (8:2), tendo-se obtido 70 mg (n = 94%).

"H RMN (400 MHz, CDsOD, 8, ppm): 1.23 (6H, t, J = 7.1, N(CH2CHs)z), 1.53-1.61 (2H,
m, H-12), 1.77-1.85 (2H, m, H-13), 2.01-2.09 (2H, m, H-11), 2.66 (2H, t, J = 7.0, H-14),
2.81 (3H, s, H-28, H-30), 3.51 (4H q, J = 7.1, N(CH2CHs)2), 4.81 (2H, t, J = 7.4, H-10),
6.78 (2H, d, J1o,15 = 9.0, H-19, H-21), 7.72 (2H, d, J1s.10 = 9.0, H-18, H-22), 7.80 (1H, d,
Jo16 = 15.5, H-9), 7.91 (1H, t, Js,57 = 9.2, H-6), 8.03 (1H, d, J167 = 15.5, H-16), 8.13 (1H,
dt, J75=8.7, H-7), 8.14 (1H, d, J3. = 6.8, H-3), 8.29 (1H, d, Js56 = 8.9, H-5), 8.79 (1H, dd,
Js7 = 8.7, H-8), 8.84 (1H, d, J2,3 = 6.8, H-2). '*C RMN (100 MHz, CDsOD, &, ppm): 12.9
(C-24, C-26), 25.1 (C-28, C-29), 26.4 (C-13), 26.5 (C-12), 30.0 (C-11), 31.3 (C-14), 45.6
(C-23, C-25), 57.4 (C-10), 112.8 (C-19, C-21), 113.2 (C-9), 114.9 (C-3), 119.5 (C-5),
124.1 (C-17), 127.5 (C-8), 127.9 (C-4a), 129.7 (C-6), 132.9 (C-18, C-22), 136.0 (C-7),
139.6 (C-8a), 146.6 (C-2), 146.7 (C-16), 152.1 (C-20), 155.7 (C-4), 170.1 (C-15), 171.8
(C-27, C-30). FTMS(+) - ESI calculado para Cz1H3s04N3 [M+H]" 514.2700 encontrado
514.2696. UV Amax (nm, CH3CN): 307, 560. ¢ (cm™ M™"): 60000. ®¢ = 0.02.
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Parte Experimental

IV.1.2.77. Sintese do brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-2-(4-(difenilamino)estiril)-
-3,3-dimetil-3H-indol-1-io (65)

19 20

24 zs
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Neo o 7a N@

Br
CHO

(64) (48) s (65)

Num bal&o de fundo redondo, colocaram-se 250 mg do brometo de 1-(5-carboxipentil)-
-2,3,3-trimetil-3H-indol-1-i0 (7.06 x 10* mol, 1.0 eq), 193 mg de 4-difenilamino-
benzaldeido (7.06 x 10* mol, 1.0 eq), 139 ul de piperidina (1.41 x 10 mol, 2.0 eq) em
10 mL de CH3CN (seco). A mistura reacional foi colocada sob agitacdo magnética a 85
°C durante 2 h. A reacao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente
CHCI3/CH30H/H20 (65:10:1). O produto da reagao foi isolado por cromatografia flash,
usando como eluentes CHCI3/CH3OH/H20 (65:10:1) e CHCIs/CH30OH/H20 (65:20:2),
tendo-se obtido 336 mg (n = 89%).

'H RMN (400 MHz, CDs0OD, 5, ppm): 1.51-1.53 (2H, m, H-13), 1.64-1.69 (2H, m, H-14),
1.82 (6H, s, H-8, H-9), 1.93-1.98 (2H, m, H-12), 2.21 (2H, t, J = 7.2, H-15), 4.56 (2H, t,
J=7.4,H-11), 6.98 (2H, d, J20,10 = 9.0, H-20, H-22), 7.22-7.25 (4H, m, H-26, H-28, H-32,
H-34), 7.25-7.29 (2H, m, H-27, H-33), 7.37 (1H, d, J10.17 = 15.9, H-10), 7.41-7.45 (4H, m,
H-25, H.29, H-31, H-35), 7.56 (1H, dt, Js. = 7.4, H-5), 7.60 (1H, dt, Js7 = 7.9, H-6), 7.71
(1H, d, J76 = 7.9, H-7), 7.74 (1H, dd, Jss = 7.4, H-4), 7.92 (2H, d, Jsg20 = 8.4, H-19,
H-23), 8.35 (1H, d, Ji71s = 15.9, H-17). *C RMN (100 MHz, CDsOD, &, ppm): 26.6
(C-14), 27.1 (C-8, C-9), 27.4 (C-13), 29.3 (C-12), 37.1 (C-15), 47.2 (C-11), 53.3 (C-3),
108.6 (C-10), 115.4 (C-20, C-22), 119.9 (C-7), 123.9 (C-18), 127.3 (C-4), 127.9 (C-26,
C-28, C-32, C-34), 130.0 (C-5), 130.5 (C-6), 131.1 (C-25, C-29, C-31, C-35), 134.1
(C-19, C-23), 142.4 (C-7a), 144.6 (C-3a), 146.8 (C-24, C-30), 155.1 (C-21), 156.0
(C-17), 180.4 (C-2), 182.4 (COOH). UV Amax (nm, CH3CN): 293, 538.
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IV.1.2.78. Sintese do brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-4-(4-(difenilamino)estiril)-
piridin-1-io (66)

@\ /@ 7 <
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Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 264 mg do brometo de 1-(5-carboxipentil)-
-4-metilpiridin-1-io (9.15 x 10* mol, 1.0 eq), 250 mg de 4-difenilaminobenzaldeido (9.15
x 10 mol, 1.0 eq), 181 ul de piperidina (1.83 x 10 mol, 2.0 eq) em 10 mL de CH3;CN
(seco). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a 85 °C durante 2 h. A
reacao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCIs/CH3;OH/H.0
(65:20:2). O produto da reacgao foi isolado por cromatografia flash, usando como
eluentes CHCIs/CH30OH (8:2) e CHCIs/CH3OH/H20 (65:20:2), tendo-se obtido 400 mg (n
= 80%).

'H RMN (400 MHz, CDsOD, &, ppm): 1.37-1.44 (2H, m, H-10), 1.64-1.71 (2H, m, H-11),
1.96-2.04 (2H, m, H-9), 2.25 (2H, t, J = 7.2, H-12), 4.49 (2H, t, J = 7.4, H-8), 6.98 (2H, d,
Ji7.16 = 8.8, H-17, H-19), 7.10-7.13 (4H, m, H-23, H-25, H-29, H-31), 7.14-7.16 (2H, m,
H-24, H-30) 7.24 (1H, d, J714 = 16.2, H-7), 7.32-7.36 (4H, m, H-22, H-26, H-28, H-32),
7.60 (2H, d, Jiss7 = 8.8, H-16, H-20), 7.87 (1H, d, Jis7 = 16.2, H-14), 8.07 (2H, d,
Js2 = 6.9, H-3, H-5), 8.71 (2H, d, Jz5 = 6.9, H-2, H-6).'3C RMN (100 MHz, CD;0D, §,
ppm): 26.0 (C-11), 26.7 (C-10), 31.9 (C-9), 36.6 (C-12), 61.3 (C-8), 120.9 (C-7), 122.1
(C-17, C-19), 124.6 (C-3, C-5), 125.7 (C-24, C-30), 126.9 (C-23, C-25, C-29, C-31),
129.3 (C-15), 130.8 (C-22, C-26, C-28, C-32), 130.9 (C-16, C-20), 142.9 (C-14), 144.9
(C-2, C-6), 148.1 (C-21, C-27), 151.9 (C-18), 155.8 (C-4), 179.9 (COOH). UV Amax (N,
CH4CN): 302, 467.
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IV.1.2.79. Sintese do brometo (E)-1-(5-carboxipentil)-4-(2-(ferrocenil)vinil)piridin-1-

-io (68)
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Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 201 mg do brometo de 1-(5-carboxipentil)-
-4-metilpiridin-1-io (7.01 x 10 mol, 1.0 eq), 150 mg de ferrocenecarboxaldeido (7.01 x
10 mol, 1.0 eq), 138 pl de piperidina (1.40 x 10° mol, 2.0 eq) em 10 mL de CHsCN
(seco). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a 85 °C durante 30 min.
A reacgao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCIz/CH3OH/H.0
(65:20:2). O produto da reagao foi isolado por cromatografia flash, usando como
eluentes CHCI3/CH3OH (8:2), CHCIs/CH3OH/H20 (65:20:2) e CHCI3/CH30H/H20
(65:35:5), tendo-se obtido 226 mg (n = 65%).

'H RMN (400 MHz, CDsOD, &, ppm): 1.35-1.42 (2H, m, H-10), 1.63-1.70 (2H, m, H-11),
1.95-2.04 (2H, m, H-9), 2.18 (2H, t, J = 7.2, H-12), 4.22 (5H, s, H-20 a H-24 (Cp)), 4.44
(2H, t, J = 7.3, H-8), 4.61 (2H, t, H-17, H-18), 4.75 (2H, t, H-16, H-19), 6.92 (1H, d,
J714 = 15.9, H-7), 7.87 (1H, d, J147 = 15.9, H-14), 7.99 (2H, d, J3» = 6.6, H-3, H-5), 8.65
(2H, d, Jo5 = 6.6, H-2, H-6)."3C RMN (100 MHz, CDsOD, §, ppm): 26.6 (C-11), 26.8
(C-10), 31.8 (C-9), 38.5 (C-12), 61.3 (C-8), 70.1 (C-16, C-19), 70.9 (C-20 a C-24 (Cp)),
73.1 (C-17, C-18), 81.2 (C-15), 120.4 (C-7), 123.9 (C-3, C-5), 144.8 (C-2, C-6), 145.8
(C-14), 155.4 (C-4), 182.2 (COOH). UV Amax (nm, CH3sCN): 365, 554. € (cm™ M™"): 16300.
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IV.1.2.80. Sintese do brometo de (E)-1-(6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxo-hexil)-
-4-(2-(ferrocenil)vinil)piridin-1-io (69)
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CH5CN, DMF, 24 h
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Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 220 mg de brometo de (E)-1-(5-carboxi-
pentil)-4-(2-(ferrocenil)vinil)piridin-1-io (4.55 x 10 mol, 1.0 eq), 112 mg de DCC (5.46 x
10 mol, 1.2 eq) e 5.6 mg de DMAP (4.55 x 10 mol, 0.1 eq) em 2 mL de DMF (seco) e
8 mL de CH3CN (seco), e apds 5 min adicionou-se 63 mg de N-hidroxisuccinimida (5.46
x 10* mol, 1.2 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a
temperatura ambiente durante 24 h. A reacao foi monitorizada através de ccd, utilizando
como eluente CHCI3/CH3OH (8:2). O produto da reagéao foi isolado por cromatografia
flash, usando como eluentes CHCIs, CHCIs/CH3;OH (99:1), CHCI3/CH3OH (95:5),
CHCI3/CH30H (9:1) e CHCI3/CH30H (8:2), tendo-se obtido 150 mg (n = 57%).

'H RMN (400 MHz, CDsOD, &, ppm): 1.37-1.45 (2H, m, H-10), 1.65-1.73 (2H, m, H-11),
1.96-2.04 (2H, m, H-9), 2.37 (2H, t, J = 7.3, H-12), 3.65 (4H, s, H-26, H-27), 4.23 (5H, s,
H-20 a H-24 (Cp)), 4.46 (2H, t, J = 7.4, H-8), 4.62 (2H, t, J17.16 = 1.9, H-17, H-18), 4.76
(2H, t, J15,17 = 1.9, H-16, H-19), 6.93 (1H, d, J7,14 = 16.0, H-7), 7.90 (1H, d, J147 = 16.0,
H-14), 8.01 (2H, d, Js52 = 6.9, H-3, H-5), 8.66 (2H, d, J25 = 6.9, H-2, H-6). *C RMN (100
MHz, CDsOD, &, ppm): 25.2 (C-11), 26.5 (C-10), 31.8 (C-9), 34.3 (C-12), 52.04 (C-26,
C-27), 61.2 (C-8), 70.2 (C-16, C-19), 71.0 (C-20 a C-24 (Cp)), 73.2 (C-17, C-18), 81.1
(C-15), 120.3 (C-7), 123.9 (C-3, C-5), 144.8 (C-2, C-6), 146.1 (C-14), 155.5 (C-4), 175.6
(C-13), 179.3 (C-25, C-28). UV Amax (Nm, CHsCN): 365, 538. & (cm™ M"): 16300.
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IV.1.2.81. Sintese do brometo (E)-1-(5-carboxipentil)-3,3-dimetil-2-(2-(ferrocenil)vi-
nil)-3H-indol-1-io (70)
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Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 248 mg do brometo de 1-(5-carboxipentil)-
-2,3,3-trimetil-3H-indol-1-io (7.01 x 10 mol, 1.0 eq), 150 mg de ferrocenecarboxaldeido
(7.01 x 10* mol, 1.0 eq), 138 ul de piperidina (1.40 x 10 mol, 2.0 eq) em 10 mL de
CHsCN (seco). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a 85 °C durante
30 min. A reagéao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCIz/CH3OH
(8:2). O produto da reacgao foi isolado por cromatografia flash, usando como eluentes
CHCIz, CHCI3/CH3OH (99:1), CHCI3/CH3OH (95:5) e CHCI3/CH3OH (8:2), tendo-se
obtido 190 mg (n = 49%).

'H RMN (400 MHz, CDsOD, &, ppm): 1.52-1.54 (2H, m, H-13), 1.68-1.72 (2H, m, H-14),
1.85 (6H, s, H-8, H-9), 1.92-1.96 (2H, m, H-12), 2.28 (2H, t, J = 6.4, H-15), 4.38 (5H, s,
H-23 a H-27 (Cp)), 4.50 (2H, t, J = 7.1, H-11), 5.11 (2H, sl, H-20, H-21), 5.20 (2H, sl,
H-19, H-22), 7.06 (1H, d, J10.17 = 15.6, H-10), 7.59 (2H, m, H-5, H-6), 7.74 (2H, m, H-4,
H-7), 8.61 (1H, d, Js7,10 = 15.6, H-17).3C RMN (100 MHz, CDsOD, &, ppm): 26.3 (C-14),
26.8 (C-8, C-9), 27.3 (C-13), 28.9 (C-12), 36.3 (C-15), 47.0 (C-11), 53.2 (C-3), 72.7
(C-19, C-22), 72.9 (C-23 a C-27 (Cp)), 77.8 (C-20, C-21), 81.0 (C-18), 108.4 (C-10),
115.1 (C-7), 124.1 (C-4), 129.6 (C-5), 130.5 (C-6), 142.6 (C-7a), 144.2 (C-3a), 161.8
(C-17), 179.4 (C-2), 180.9 (COOH). UV Amax (nm, CH3CN): 418, 614. & (cm™ M'"): 24200.
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IV.1.2.82. Sintese do brometo (E)-1-(6-((2,5-dioxociclopentil)oxi)-6-oxo-hexil)-3,3-
-dimetil-2-(2-(ferrocenil)vinil)-3H-indol-1-io (71)
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Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 250 mg de brometo de (E)-1-(5-carboxi-
pentil)-3,3-dimetil-2-(2-(ferrocenil)vinil)-3H-indol-1-io (4.54 x 10 mol, 1.0 eq), 112 mg de
DCC (5.45 x 10* mol, 1.2 eq) e 5.5 mg de DMAP (4.54 x 10° mol, 0.1 eq) em 2 mL de
DMF (seco) e 8 mL de CHsCN (seco), e apos 5 min adicionou-se 63 mg de
N-hidroxisuccinimida (5.45 x 10* mol, 1.2 eq). A mistura reacional foi colocada sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 24 h. A reacado foi monitorizada
através de ccd, utilizando como eluente CHCI3/CH3OH (8:2). O produto da reagao foi
isolado por cromatografia flash, usando como eluentes CHCIs;, CHCI3/CH3OH (99:1),
CHCI3/CH30H (95:5) e CHCI3/CH30H (8:2), tendo-se obtido 190 mg (n = 65%).

'H RMN (400 MHz, CDsOD, &, ppm): 1.46-1.49 (2H, m, H-13), 1.61-1.67 (2H, m, H-14),
1.84 (6H, s, H-8, H-9), 1.87-1.98 (2H, m, H-12), 2.40 (1H, t, J = 7.1, H-15a), 2.69 (1H, t,
J = 6.9, H-15b), 2.80 (2H, s, H-29/H-30), 3.40 (1H, t, H-29/H-30), 3.47 (1H, t,
H-29/H-30), 4.36 (5H, s, H-23 a H-27 (Cp)), 4.48 (2H, t, J = 6.8, H-11), 5.10 (2H, sl,
H-20, H-21), 5.18 (2H, sl, H-19, H-22), 7.05 (1H, d, J10,17 = 15.6, H-10), 7.58 (2H, m,
H-5, H-6), 7.72 (2H, m, H-4, H-7), 8.60 (1H, d, J17,10 = 15.6, H-17).'3C RMN (100 MHz,
CDsOD, 5, ppm): 26.5 (C-14), 26.8 (C-8, C-9), 27.3 (C-13), 29.1 (C-12), 33.4 (C-15), 43.9
(C-29/C-30), 47.0 (C-11), 47.9 (C-29/C-30), 53.3 (C-3), 72.7 (C-19, C-22), 72.9 (C-23 a
C-27 (Cp)), 77.8 (C-20, C-21), 81.0 (C-18), 108.5 (C-10), 115.2 (C-7), 124.1 (C-4), 129.6
(C-5), 130.5 (C-6), 142.6 (C-7a), 144.3 (C-3a), 161.9 (C-17), 170.2 (C-28/C-31), 171.8
(C-28/C-31), 173.1 (C-2), 181.1 (C-16). UV Amax (N, CHsCN): 409, 614. ¢ (cm™ M"):
24200.
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IV.1.2.83. Tentativa de sintese do acido 6-(metil(2,4,6-triformilfenil)Jamino)hexa-

ndico (72)
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Num bal&o de fundo redondo, colocaram-se 335 pL de DMF (4.33 x 10 mol; 12.0 eq) e
135 uL de POCI; (1.44 x 10 mol; 4.0 eq) em banho de gelo. A mistura reacional foi
agitada durante 5 min, retirou-se o banho de gelo e de seguida adicionou-se 90 mg de
6-(metil(fenil)amino)hexanoato de etilo (3.61 x 10 mol; 1.0 eq). A mistura reacional foi
colocada sob agitagdo magnética a uma temperatura de 100 °C durante 3 h. Apds o
tempo referido deixou-se arrefecer a temperatura ambiente e adicionou-se uma solugao
aquosa saturada de NaCO,CHjs, permanecendo em agitagdo a temperatura ambiente

durante 2 h. A reacao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHxCls.

IV.1.2.84. Sintese do 4-(dimetilamino)isoftalaldeido (74)
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Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 15.5 mL de DMF (1 mol; 10.0 eq) e 18.6
mL de POCIs; (1 mol; 10.0 eq) em banho de gelo. A mistura reacional foi agitada até
solidificar, retirou-se o banho de gelo e de seguida adicionou-se 2.5 mL de N,N-dimetil-
anilina (0.1 mol; 1.0 eq). A mistura reacional foi colocada sob agitagao magnética a uma
temperatura de 60 °C durante 10 h. Apds o tempo referido deixou-se arrefecer a
temperatura ambiente e adicionou-se a mistura reacional a um erlenmyer com 60 mL de
agua gelada, a mistura reacional permaneceu em agitagdo durante 4 h. Neutralizou-se
uma solugdo aquosa de NaOH (30%). A reagao foi monitorizada através de ccd,
utilizando como eluente n-hexano/AcOEt (3:1). Seguidamente procedeu-se a extragao
liquido/liquido da mistura reacional através sistema CH.Cl./H,O. Secou-se a fase

organica com sulfato de sédio anidro e evaporou-se a secura no evaporador rotativo. O
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produto da reagao, foi isolado por cromatografia flash, usando como eluente um
gradiente n-hexano/AcOEt (3:1) e CH2Cl,, tendo-se obtido 4.5 g (n = 25%).

'H RMN (400 MHz, CDCl,, 5, ppm): 3.12 (6H, s, H-9, H-10), 7.00 (1H, d, Js+ = 8.8, H-6),
7.90 (1H, dd, J76 = 8.8, J73 = 2.2, H-7), 8.18 (1H, Js7 = 2.2, H-3), 9.84 (1H, s, H-1), 10.02
(1H, s, H-8).

IV.1.2.85. Sintese do brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-4-(2-(dimetilamino)-5-
-formilestiril)piridin-1-io (75) e brometo de (E)-1-(5-carboxipentil)-4-(4-(dimetil-

amino)-3-formilestiril)piridin-1-io (76)

~v"
CHO
iperidina >
+ ’ o CH4CN, t.3, 6 h +

<]

SHO Br CHO Maioritario (83%) Minoritario (17%)
p

(74) (51) (75) (76)

[}

17
HO 18

Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 100 mg de 4-(dimetilamino)isoftalaldeido
(5.64 x 10* mol; 1.0 eq), 145 mg de brometo de 1-(5-carboxipentil)-4-metilpiridin-1-io
(5.08 x 10 mol; 0.9 eq) e 111 uL de piperidina (1.13 x 10° mol; 1.0 eq) em 10 mL de
CHsCN (seco). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a uma
temperatura ambiente durante 6 h. A reacao foi monitorizada através de ccd, utilizando
como eluente CHCI3/CH3OH (8:2). Os dois produtos da reagéo, foram isolados em
conjunto por cromatografia flash, usando como eluentes CHCIz, CHCI3/CH3OH (85:15)
e CHCI3/CH3OH/H,0 (65:35:5) e quantificados por 'H-RMN.
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Composto 75 (83%)

'"H RMN (400 MHz, CD30D, &, ppm): 1.38-1.45 (2H, m, H-19), 1.64-1.70 (2H, m, H-20),
1.99-2.06 (2H, m, H-18), 2.19 (2H, t, J = 7.2, H-21), 2.99 (6H, s, H-9, H-10), 4.54 (2H, t,
J=7.4,H-17),7.21 (1H, d, Js7 = 8.6, H-6), 7.41 (1H, d, J11,s = 16.3, H-11), 7.86 (1H, dd,
J7s = 8.6, J73 = 2.0, H-7), 8.03 (1H, d, Jg 11 = 16.3, H-8), 8.19 (1H, J37 = 2.0, H-3), 8.20
(2H, d, J1314 = 6.9, H-13, H-16), 8.81 (2H, d, J1413 = 6.9, H-14, H-15), 9.86 (1H, s, H-1).

Composto 76 (17%)

'"H RMN (400 MHz, CD;0D, &, ppm): 1.38-1.45 (2H, m, H-19), 1.64-1.70 (2H, m, H-20),
1.82-1.84 (2H, m, H-18), 2.19 (2H, t, J = 7.2, H-21), 2.99 (6H, s, H-9, H-10), 4.50 (2H, t,
J=7.4,H-17),7.16 (1H, d, Js7 = 8.9, H-6), 7.27 (1H, d, J11,s = 16.2, H-11), 7.87 (1H, dd,
Jrs = 8.9, J73 = 2.0, H-7), 7.90 (1H, d, J1,11 = 16.2, H-1), 8.09 (2H, d, J1314 = 7.0, H-13,
H-16), 8.19 (1H, J37 = 2.0, H-3), 8.73 (2H, d, J1413 = 7.0, H-14, H-15), 10.08 (1H, s,
H-8).

IV.1.2.86. Tentativa de sintese do 6-(2,4,6-triformilfenoxi)hexanoato de etilo (78)

oH Owov

OHC C OHC. CHO o

HO
O K,COg
+ Bf/\/\/\[( ~ CH;CN,85°C,4Sh><
[e]

CHO CHO

(77) (78)

Num bal&o de fundo redondo, colocaram-se 500 mg de 2-hidroxibenzeno-1,3,5-tricarbal-
deido (2.80 x 10 mol; 1.0 eq), 552 L de 6-bromo-hexanoato de etilo (3.10 x 107 mol;
1.1 eq), 235 mg de carbonato de potassio (1.70 x 10 mol; 0.6 eq) em 12 mL de CHsCN
(seco). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a uma temperatura de
85 °C durante 48 h. A reacado foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente
CHCI3/CH30H (95:5).
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IV.1.2.87. Sintese do 6-(2,4-diformilfenoxi)hexanoato de etilo (80)

0.
0910 N2 13N 576

OH

c § CHO o
5

HO
o K,COs 7 4
—fores
+ Br/\w \/ CHoON.85 56, 48T
8 3
[e]

2

CHO CHO
1

(79) (80)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 500 mg de 4-hidroxi-isoftalaldeido (3.33 x
10" mol; 1.0 eq), 652 uL de 6-bromo-hexanoato de etilo (3.66 x 10 mol; 1.1 eq), 277
mg de carbonato de potassio (2.00 x 102 mol; 0.6 eq) em 12 mL de CHsCN (seco). A
mistura reacional foi colocada sob agitagdo magnética a uma temperatura de 85 °C
durante 48 h. A reagao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCls.
O produto da reagéo, foi isolado por cromatografia flash, usando como eluente CH2Clz,
tendo-se obtido 970 g (n = 99%).

'H RMN (400 MHz, CDCl,, 5, ppm): 1.25 (3H, t, Ji6.15 = 7.2, H-16), 1.51-1.59 (2H, m,
H-11), 1.69-1.76 (2H, m, H-12), 1.88-1.95 (2H, m, H-10), 2.35 (2H, t, J = 7.4, H-13), 4.12
(2H, q, J1s.16 = 7.2, H-15), 4.20 (2H, t, J = 6.4, H-9), 7.11 (1H, d, J-5 = 8.8, H-7), 8.50
(1H, dd, Js7 = 8.8, Js3= 2.2, H-8), 8.32 (1H, Jsg = 2.2, H-3), 9.94 (1H, s, H-1), 10.50 (1H,
s, H-5). ®C RMN (100 MHz, CDCl,, 8, ppm): 14.4 (C-16), 24.7 (C-12), 25.6 (C-11), 28.8
(C-10), 34.2 (C-13), 60.5 (C-15), 69.1 (C-9), 113.2 (C-7), 125.0 (C-4), 129.6 (C-2), 132.1
(C-3), 135.8 (C-8), 165.5 (C-6), 173.6 (C-14), 188.8 (C-5), 190.4 (C-1).

IV.1.2.88. Tentativa de sintese do acido 6-(2,4-diformilfenoxi)hexandico (81)

O/\/\/YO\/ o/\/\/\[KOH

CHO o} CHO o
2M NaOH
THF, 48 h

CHO CHO
(80) (81)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 973 g de 6-(2,4-diformilfenoxi)hexanoato
de etilo (3.30 x 10 mol; 1.0 eq) solubilizou-se em 10 mL de THF e adicionou-se 8.5 mL
de uma solugdo de NaOH 2M (1.67 x 102 mol, 5.0 eq). A mistura reacional foi colocada

sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 48 h. Apds esse tempo
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reacional neutralizou-se com HCI 6M. A reacdo foi monitorizada através de ccd,
utilizando como eluente CHCIs/CH3OH (95:5). Os possiveis produtos da reagéo, foram
isolados por cromatografia flash, e agrupados em trés fragdes distintas usando como
eluente CHCIs/CH3;OH (95:5).

IV.1.2.89. Tentativa de sintese do acido 6-(2,4-diformilfenoxi)hexandico (81)

OH
OH O/WY

CHO CHO o

OH K,CO,
—_—
+ Br/\/\/Y DMF, 100 °C, 48 h

0
CHO CHO

(79) (81)

Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 100 mg de 4-hidroxi-isoftalaldeido (6.66 x
10 mol; 1.0 eq), 195 uL de &cido 6-bromo-hexandico (9.99 x 10 mol; 1.5 eq), 55 mg
de carbonato de potassio (3.95 x 10 mol; 0.6 eq) em 13 mL de DMF (seco). A mistura
reacional foi colocada sob agitagdo magnética a uma temperatura de 100 °C durante
48 h. A reagao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CH>Cl,. O
possivel produto da reagao, foi isolado por cromatografia flash, usando como eluente
CHCI3/CH30H (95:5), tendo-se obtido o produto em quantidades vestigiais (n « 5%).

'H RMN (400 MHz, CDs0OD, 5, ppm): 1.40-1.45 (2H, m, H-11), 1.62-1.72 (2H, m, H-12),
1.91-1.95 (2H, m, H-10), 2.35 (2H, t, J = 7.2, H-13), 4.28 (2H, t, J = 6.3, H-9), 7.36 (1H,
d, Je7 = 8.7, H-6), 8.15 (1H, dd, Jr6 = 8.7, Jr3 = 2.2, H-7), 8.29 (1H, J37 = 2.2, H-3), 9.91
(1H, s, H-1), 10.46 (1H, s, H-8).
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IV.1.2.90. Sintese do iodeto de (E)-2-(4-(bis(4-formilfenil)Jamino)estiril)-1,3,3-
trimetil-3H-indol-1-io (83) e do iodeto de 2,2'-((1E,1'E)-(((4-formilfenil)azanedi-
il)bis(4,1-fe-nileno))bis(eten-2,1-diil))bis(1,3,3-trimetil-3H-indol-1-io0) (84)

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 400 mg de 4,4',4"-nitrilotribenzaldeido (6.07
x 10 mol, 1.0 eq), 732 mg do iodeto de 1,2,3,3-tetrametil-3H-indol-1-io (1.21 x 10 mol,
2.0 eq), 480 pl de piperidina (2.43 x 10 mol, 4.0 eq) em 10 mL de CHsCN (seco). A
mistura reacional foi colocada sob agitagao magnética a temperatura ambiente durante
2 h. A reacao foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente CHCI3/CH3sOH
(9:1). Os produtos da reagéo foram isolados por cromatografia flash, usando como
eluentes CHCI3/CH3zOH (95:5), CHCI3/CH30OH (9:1) e CHCI3/CHsOH (8:2), tendo-se
obtido 382 mg (n = 54%) do produto 83 e 268 mg (n = 38%) do produto 84.

Composto 83 (54%)

"H RMN (400 MHz, (CD3)2SO, &, ppm): 1.80 (6H, s, H-18, H-19), 4.14 (3H, s, H-17), 7.26
(2H, d, J23 = 8.8, H-2, H-6), 7.30 (4H, d, J23 = J273» = 8.6, H-2’, H-2", H-6", H-6"),
7.59-7.66 (3H, m, H-8, H-13, H-14), 7.87-7.91 (2H, m, H-12, H-15), 7.93 (4H, d,
Jy2 = J32» = 8.6, H-3’, H-3”, H-5, H-57), 8.24 (2H, d, J3. = 8.8, H-3, H-5), 8.42 (1H, d,
J7s=16.3, H-7), 9.95 (2H, s, H-7’, H-7").

Composto 84 (38%)

"H RMN (400 MHz, (CD3).S0, §, ppm): 1.80 (12H, s, H-18, H-18’, H-19, H-19’), 4.14 (6H,
s, H-17, H-17’), 7.30 (4H, d, J23 = J2;3 = 8.8, H-2, H-2", H-6, H-6"), 7.33 (2H, d,
J2»3»=8.6, H-2”, H-6"),7.60-7.66 (6H, m, H-8, H-8’, H-13, H-13’, H-14, H-14’), 7.87-7.91
(4H, m, H-12, H-12’, H-15, H-15’), 7.96 (2H, d, J3»2» = 8.6, H-3”, H-5”), 8.26 (4H, d,
Js32 = J3 2 = 8.8, H-3, H-3', H-5, H-5"), 8.42 (2H, d, J7s = 16.2, H-7, H-7"), 9.98 (1H, s,
H-7").
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IV.1.2.91. Sintese do brometo (iodeto) de 2,2'-<((1E,1'E)-(((4-((E)-2-(1-(5-carboxi-
pentil)-3,3-dimetil-3H-indol-1-io-2-il)vinil)fenil)azanediil)bis(4,1-fenileno))-bis(eten-
-2,1-diil))bis(1,3,3-trimetil-3H-indol-1-i0) (85)

o) HO

(84) (48) (85)
OH

Num bal&o de fundo redondo, colocaram-se 215 mg do iodeto de 2,2'-((1E,1'E)-(((4-for-
milfenil)azanediil)bis(4,1-fenileno))bis(etene-2,1-diil))bis(1,3,3-trimetil-3H-indol-1-i0)
(2.40 x 10 mol, 1.0 eq), 102 mg do brometo de 1-(5-carboxipentil)-2,3,3-trimetil-3H-
indol-1-i0 (1.21 x 10 mol, 1.2 eq), 57 ul de piperidina (5.76 x 10° mol, 2.4 eq) em 10
mL de CH3CN (seco). A mistura reacional foi colocada sob agitagcdo magnética a 85 °C
durante 6 h. A reagdo foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente
CHCI3/CH30H/H20 (65:10:1).

IV.1.2.92. Sintese do brometo de (E)-4-(4-(bis(4-formilfenil)amino)estiril)-1-(5-car-
boxipentil)piridin-1-io (86)

, 2 3
AN Q
. Piperidina N—1 4 7 01 o
CH4CN, ta, 1h . \ / \ Br
@ € 47 9 SON—14
o N 6 5 8
Br 5 2 . 16

(82) (51) OHC (86) oH
e

OH

Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 219 mg do brometo de 1-(5-carboxipentil)-
-4-metilpiridin-1-io (7.59 x 10* mol, 1.0 eq), 250 mg de 4,4',4"-nitrilotribenzaldeido (7.59
x 10 mol, 1.0 eq), 150 ul de piperidina (1.52 x 10 mol, 2.0 eq) em 10 mL de CH3;CN
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(seco). A mistura reacional foi colocada sob agitagao magnética a temperatura ambiente
durante 1 h. A reagdo foi monitorizada através de ccd, utilizando como eluente
CHCI3/CH30H/H20 (65:20:2). O produto da reagao foi isolado por cromatografia flash,
usando como eluente CHCIz/CH3OH/H20 (65:20:2), tendo-se obtido 250 mg (n = 68%).

'H RMN (400 MHz, CDsOD, &, ppm): 1.39-1.47 (2H, m, H-16), 1.65-1.70 (2H, m, H-17),
2.00-2.05 (2H, m, H-15), 2.27 (2H, t, J = 7.2, H-18), 4.55 (2H, t, J = 7.3, H-14), 7.21 (2H,
d, J23= 8.6, H-2, H-6), 7.24 (4H, d, J2. = J2»3 = 8.8, H-2", H-2", H-6', H-6"),7.41 (1H, d,
Js7 = 16.2, H-8), 7.79 (2H, d, Js2 = 8.6, H-3, H-5), 7.85 (4H, d, J3,2 = Js2 = 8.8, H-3,
H-3", H-5', H-5"), 7.95 (1H, d, J75 = 16.2, H-7), 8.18 (2H, d, J10.1 = 6.9, H-10, H-12), 8.81
(2H, d, J11,10 = 6.9, H-11, H-13), 9.87 (2H, s, H-7°, H-7").

IV.1.2.93. Sintese do brometo (iodeto) de (E)-4,4'-(((4-(2-(1-(5-carboxipentil)piridin-
-1-io-4-il)vinil)fenil)azanediil)bis(4,1-fenileno))bis(1-metilpiridin-1-io) (87)

~
/6)_

o]
x

OHC

E Piperidina N
®_ CH3CN, 85°C, 6 h
14 N \@N
(86) on @7)
\@ /

[¢]

/IO

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 140 mg do brometo de (E)-4-(4-(bis(4-for-
milfenil)amino)estiril)-1-(5-carboxipentil)piridin-1-io (2.01 x 10 mol, 1.0 eq), 104 mg de
iodeto 1,4-dimetilpiridin-1-io (4.42 x 10* mol, 1.0 eq), 87 pl de piperidina (8.84 x 10 mol,
2.0 eq) em 2 mL de DMF (seco) e 8 mL de CH3CN (seco). A mistura reacional foi
colocada sob agitagdo magnética a 85 °C durante 6 h. A reagao foi monitorizada através
de ccd, utilizando como eluente CHCI3/CH3OH/H20 (65:35:5).
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IV.2. Calculos DFT e TDDFT

Para interpretar as propriedades fotofisicas observadas, foram efetuados
calculos da teoria do funcional da densidade (DFT) e da teoria do funcional da densidade
dependente do tempo (TDDFT), utilizando o programa informatico Gaussian 16.227 O
funcional hibrido meta-GGA M062X e o conjunto de bases padrao 6-31G(d,p) foram
utilizados para otimizar as geometrias do estado fundamental.??® As geometrias do
estado excitado foram otimizadas utilizando TDDFT com o mesmo funcional e conjunto
de bases. Os efeitos do solvente foram incorporados através do modelo continuo
polarizado implicito (PCM).3 234 A andlise vibracional ndo mostrou frequéncias
imaginarias, confirmando que as estruturas representam os minimos verdadeiros. Nos

calculos espetrais TDDFT, foi utilizado o conjunto de bases triple-zeta 6-311+G(d,p).

IV.3. Técnica de Hibridagao in situ fluorescente (FISH)

IV.3.1. Sondas oligonucleotidicas

Os oligonucledtidos  amino-modificados  5-AC6, EUK516-mod (5'-
ACCAGACTTGCCCTCC-3') e EUB338-mod (5-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3'), e
direcionados as regides de ARNr de células eucarioticas (leveduras) e procariéticas
(bactérias), respetivamente, foram adquiridos a Eurofins Scientific e STAB Vida

(Portugal) e estao representadas na Figura 1V.1.

TITITITIT T Iy TTTT T I Iy

EUK516-mod EUB338-mod

Figura IV.1. Sequéncias de oligonucledtidos amino-modificados 5-AC6 comerciais EUK516-
mod (5-ACCAGACTTGCCCTCC-3’) e EUB338-mod (5-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’).

Para o desenvolvimento destas novas sondas oligonucleotidicas fluorescentes
foi utilizado um protocolo experimental descrito na literatura baseado na marcacgéao
quimica de oligonucle6tidos com marcadores fluorescentes.*®! Esta marcacgéo consiste

numa ligacéo covalente entre os marcadores fluorescentes (11, 26, 36, 38, 42, 44, 58,
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60, 63, 69 ou 71) e as sequéncias de oligonucleétidos amino-modificados 5’-AC6
comerciais (EUK516-mod ou EUB338-mod) através do grupo amino posicionado na
extremidade 5'. E importante referir que, a utilizacdo de espacadores de carbono para
acoplar os marcadores fluorescentes aos oligonucleétidos, para além de permitir
aumentar a intensidade do sinal de fluorescéncia quando comparado com o obtido
utilizando uma sonda diretamente conjugada, também permite que reagdo entre
marcador fluorescente e a sequéncia de oligonucledtidos seja mais facilitada devido ao
superior desimpedimento estereoquimico.?% 23!

Neste trabalho foi utilizado uma metodologia (descrita na secgéo IV.3.4) para a
producao de novas sondas oligonucleotidicas, tendo-se obtido onze sondas dirigidas a
regido de ARNr de células eucaridticas (EUK516-(11), EUK516-(26), EUK516-(36),
EUK516-(38), EUK516-(42), EUK516-(44), EUK516-(58), EUK516-(60), EUK516-(63),
EUK516-(69) e EUK516-(71)) e outras onze sondas dirigidas a regiao de ARNr de
células procariéticas (EUB338-(11), EUB338-(26), EUB338-(36), EUB338-(38),
EUB338-(42), EUB338-(44), EUB338-(58), EUB338-(60), EUB338-(63), EUB338-(69) e
EUB338-(71)) (Figura 1V.2).
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Figura IV.2. Sondas oligonucleotidicas fluorescentes: (A) Sondas oligonucledtidicas
complementar ao ARN de células eucaridticas; (B) Sondas oligonucleodtidicas complementar ao
ARN de células procarioticas.

As sondas universais EUB338-Cy3 (5Cy3-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’) e
EUK516-Cy3 (5’Cy3-ACCAGACTTGCCCTCC-3’) direcionado as regides ARNr de

células procarioticas (bactérias) e eucaritticas (leveduras), respetivamente, foram
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usadas como controlos da hibridagdo. Estas sondas tém como marcadores
fluorescentes uma cianina (Cy3®, Figura IV.3) ligada a extremidade 5' do

oligonucledtido.

Figura IV.3. Estrutura da cianina Cy3®.

IV.3.2. Cultura dos microrganismos envolvidos na técnica FISH

Foram selecionados dois microrganismos como modelos biolégicos: i) levedura,
Saccharomyces cerevisiae e ii) bactéria, Bacillus sp. pertencentes a colegao de culturas
do Laboratério de Biodegradacdao e Biotecnologia do Laboratério HERCULES
(Universidade de Evora). As células de leveduras e de bactérias foram cultivadas
durante 2 dias (30 °C) utilizando YPD-agar (20.0 g/L de glucose, 20.0 g/L de peptona,
10.0 g/L de extrato de levedura e 20.0 g/L de agar, pH 6.0) e agar nutriente (5.0 g/L de
peptona, 3.0 g/L de extrato de carne de vaca em pé e 15.0 g/L de agar, pH 7.4),
respetivamente. As referidas culturas foram posteriormente armazenadas a 4 °C. Para
preparar os indculos, as células foram ressuspendidas em 2.0 mL de soro fisiolégico.
As culturas de células de leveduras e de bactérias foram inoculadas em frascos de
erlenmeyer (250 mL) contendo 100 mL de YPD e NB, respetivamente, e posteriormente
incubados a 30 °C com agitagdo continua a 120 rpm. As células foram recolhidas
durante as fases exponenciais de crescimento, que ocorreram 6 h apds a inoculacéo, e
posteriormente lavadas com uma solugdo tampao PBS 10X (NaCl 130 mM, NaH2PO.
8 mM, KCI 2.7 mM, KH2PO4 1.5 mM, pH 7.2).
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IV.3.3. Solugoes para a técnica de Hibridagao in situ Fluorescente

Solugao-tampao de bicarbonato de s6dio NaHCO; [0.1 M]:

Num baldo volumétrico, colocaram-se 84.0 mg de bicarbonato de sédio em
10.0 mL de agua RNase free. A solugao foi colocada em agitagdo a temperatura
ambiente durante alguns minutos, e apds a solubilizacdo completa, adicionou-se

lentamente uma solugéo de HCI [1 M] até se atingir um valor de pH entre 8.3 e 8.5.

Solugdes dos marcadores fluorescentes:
As solugdes dos marcadores fluorescentes (11, 26, 36, 38, 42, 44, 58, 60, 63, 69
ou 71) foram preparadas com uma concentragdo de 23 mM em DMSO anidro. As

solugdes dos marcadores foram guardadas no congelador (-20 °C).

Solugoes dos oligonucleétidos EUK516-mod e EUB338-mod:

Adicionou-se ao microtubo de cada oligonucleétido uma solugdo-tampéo de
bicarbonato de sd6dio NaHCO; [0.1 M] para obtengdo de uma concentragio final de
200 pM.

IV.3.4. Marcacgao dos oligonucleétidos com os marcadores fluorescentes

A massa necessaria do marcador fluorescente (éster NHS) foi calculada,
considerando um excesso molar de 8 equivalentes de éster NHS: Massa do éster NHS
[mg] = 8 x Massa do oligonucleétido modificado [mg] x Massa molar do éster NHS
[g/mol] / Massa molar do oligonucleétido modificado [g/mol]. Determinou-se o volume
total da mistura de reacdo, considerando uma concentragdo final de 200 uM
(200 x 10 M). O éster NHS foi dissolvido, em 1/10 do volume total da reagédo em DMSO,
e em seguida, dissolveu-se o oligonucleétido modificado em 9/10 do volume total da
reacdo numa solucdo de bicarbonato de sédio 0.1 M. A solugcdo do éster NHS foi
adicionada a solugao de oligonucleétido modificado e agitada vigorosamente durante
1 min com o auxilio de um agitador vortex. Deixou-se a reagdo em agitagdo durante
12 h num agitador orbital a 20 °C (150 rpm), protegida da luz. Adicionou-se a mistura
reacional 1/10 do volume total de uma solucdo de NaCl [3 M] e 2.5 vezes o volume de
EtOH absoluto a -20 °C. Agitou-se muito bem com o auxilio de um agitador vortex e
incubou-se durante 30 min a -20 °C. Apds a incubagdo, a mistura reacional foi
centrifugada a 12000 g durante 30 min e o sobrenadante foi removido por decantacéao.

O bioconjugado obtido, pellet, foi lavado 4 vezes com uma solugdo de 1 mL de EtOH a
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70% e secou-se ao ar. Para o processo de Hibridagdo in situ Fluorescente os
bioconjugados obtidos foram ressuspendidos em agua RNase free para concentragdes
finais de 120 ng/uL.!

IV.3.5. Hibridagao in situ Fluorescente

Apos a sintese dos bioconjugados (sondas) e das culturas dos microrganismos,
procedeu-se a avaliagao da metodologia RNA-FISH, que inclui etapas bem definidas,
tais como: i) fixagdo das células da amostra; ii) permeabilizagao celular; iii) hibridagéo
com sondas especificas para detetar as respetivas sequéncias alvo; iv) lavagem para

remover as sondas néo ligadas; v) detecéo e quantificagdo.*" 2%

Fixagcao e permeabilizagao das células:

As células foram fixadas e permeabilizadas pela adicdo de 2.0 mL de EtOH
absoluto e incubadas a temperatura ambiente durante 1 h. Apds a incubagao, foram
adicionados 2.0 ml de PBS 10X as células, sendo armazenadas em EtOH: PBS 10X
(50:50) a - 20 °C.

Contagem de células:

As células fixadas de bactérias e de leveduras (1.0 mL) foram descongeladas e
centrifugadas a 13000 rpm (15 min, 4 °C) e a 4500 rpm (5 min, 4 °C), respetivamente.
Apos descartar o sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 1.0 mL de PBS
10X. Num microtubo, foram adicionados 10 pL de suspensao celular a 990 uL de azul
de metileno, agitados num agitador vortex e incubados a temperatura ambiente durante
20 min. As células foram contadas numa camara de Neubauer, permitindo assim o

calculo da concentracgao celular em UFC/ml.

Hibridagao:

Para a hibridacao, foram preparados microtubos com concentracdes celulares
de 10° UFC/ml para as células de leveduras S. cerevisae e 108 UFC/ml para as células
bacterianas de Bacillus sp., previamente fixadas. As amostras foram preparadas num
volume final de 80.0 puL de tampao de hibridagdo, HB (NaCl 0.9 M, Tris-HCI 20 mM,
dodecil sulfato de sédio 0.1% [p/v]) e uma solugédo de sonda com uma concentragéo de
100 pmol). Em seguida, as células foram hibridadas durante 2 h a 46 °C num banho

termostatizado sob agitagdo moderada. Posteriormente, as amostras foram
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centrifugadas a 4500 rpm (5 min, 4 °C) no caso das leveduras e a 13000 rpm (15 min,

4 °C) no caso das bactérias, e os sobrenadantes foram descartados.

Lavagem:

As células hibridadas foram lavadas com HB (100 pL) e incubadas num banho
termostatizado sob agitagdo moderada (30 min, 46 °C). Apds a centrifugagdo das
leveduras hibridadas a 4500 rpm (5 min, 4 °C) e das bactérias hibridadas a 13000 rpm
(15 min, 4 °C), descartou-se o sobrenadante e as células foram ressuspendidas em
400 pL de PBS 10X.

Detecédo e quantificacao:

As células hibridadas foram analisadas por citometria de fluxo e observadas por
microscopia de epifluorescéncia, de acordo com as instru¢des previamente descritas na
secc¢do seguinte (IV.3.6). Em cada ensaio, realizados em triplicado, foram analisadas
1000 células. Os valores representados nos graficos de percentagem de células
fluorescentes correspondem a média das medicdes e barras de erro ao desvio padrao
(xSD).

IV.3.6. Analise por microscopia de epifluorescéncia e citometria de fluxo

As células de leveduras e bactérias foram observadas qualitativamente com o
auxilio de um microscopio de epifluorescéncia (BA410E Motic equipado com um sistema
de iluminag&o Koehler de halogéneo de quartzo de 100 W com controlo de intensidade
e um equipamento de Episcopia de Fluorescéncia EF-UPR-IlIl e com uma fonte de
alimentacdo MXH-100). Para facilitar este tipo de analise, utilizaram-se filtros Motic
concebidos para TRITC (comprimento de onda de excitagao: D540/40x; espelho
dicroico: 565DCLP, emissédo: D605/55m). Registaram-se fotografias através de uma
camara Moticam PRO 282B acoplada ao microscopio e, posteriormente, visualizaram-

se as imagens utilizando o software Motic Images Plus 2.0"™ (Motic, Espanha).

O Muse® Cell Analyzer e o software MuseSoft 1.4.0.0 foram utilizados para a
analise por citometria de fluxo. Para cada ensaio RNA-FISH, foi calculada a
percentagem de células que se tornaram fluorescentes apdés a implementagéo da
técnica FISH e as respetivas intensidades de fluorescéncia (Fl), utilizando o detetor de
fotodiodo vermelho (680/30). Foram adquiridos 1000 eventos, os valores de FI foram
registados, definindo um grafico de densidade de Fl versus disperséo frontal (FSC),

considerando os resultados dos ensaios em branco (células nao marcadas), dos
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controlos (EUB338-Cy3 e EUK516-Cy3) e dos ensaios de teste. Cada amostra foi
analisada em triplicado. Os dados obtidos foram analisados recorrendo ao programa

Flowing software (Turku Bioscience).

IV.3.7. Anadlise estatistica da percentagem de células fluorescentes

A analise da percentagem de células fluorescentes, foram avaliados
estatisticamente utilizando o software SPSS® 21.0 para Windows Copyright© (Microsoft
Corporation), recorrendo a parametros de analise descritiva, como valores médios
+ desvio padrao (SD), e analise de variancia (ANOVA One-way). A homogeneidade das
variancias foi confirmada pelo teste de Levene e a comparagao multipla de médias foi
avaliada pelo teste de Tukey. O nivel de significancia foi estabelecido a p < 0.05 (nivel

de confianca estatistico de 95%).
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Numeracédo adotada para os compostos 4 a 7.

Figura VI.1. Estruturas otimizadas dos compostos 4 a 7 no estado fundamental So e no estado

excitado Si.
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Tabela VI.1. Distancias de ligacdo selecionadas (A) e angulo diedro (°) dos compostos 4 a 7 no

estado fundamental So e excitado S1.

r[C10-C18] r[C18-C37] r[C37-C39] BLA D,[C3-C10-C18-C37]

So

4 1.456 1.348 1.459 0.11 245
5 1.454 1.349 1.458 0.11 23.0
6 1.442 1.359 1.440 0.08 11.9
7 1.450 1.353 1.451 0.10 19.8
Si

4 1.409 1.382 1.432 0.04 -0.9
5 1.409 1.380 1.440 0.04 -0.6
6 1.417 1.385 1.430 0.04 -0.3
7 1.406 1.383 1.436 0.04 -0.5

Tabela VI.2. Comprimentos de onda de absorgao calculados para os compostos 4 a 7 e orbitais

envolvidas nas transigoes.

Composto 4

Estado A (nm) f Transi¢oes das orbitais moleculares
St 534.7 0.542 HOMO->LUMO (99%)
S2 417.4 1.203 H-1->LUMO (98%)
Ss3 355.4 0.302 H-2->LUMO (95%)
Sy 344.8 0.314 HOMO->L+1 (97%)
Ss 303.9 0.037 H-3->LUMO (93%)
Se 300.1 0.065 H-4->LUMO (71%), HOMO->L+2 (21%)
Sy 289.6 0.231 H-1>L+1 (41%), HOMO—>L+2 (42%)
Ss 280.3 0.028 H-4>LUMO (17%), H-1>L+1 (53%), HOMO—>L+2 (22%)
So 270.7 0.001 H-1>L+5 (17%), HOMO->L+5 (77%)
S1o 270.6 0.000 H-5>LUMO (78%), H-5>L+1 (17%)
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Composto 5

Estado A (nm) f Transigoes das orbitais moleculares
St 513.3 0.618 HOMO->LUMO (99%)
S2 415.0 1.140 H-1->LUMO (98%)
S3 349.3 0.164 H-2->LUMO (96%)
Sy 316.2 0.244 HOMO->L+1 (94%)
Ss 304.1 0.023 H-3->LUMO (95%)
Se 292.8 0.062 H-4->LUMO (76%), HOMO->L+2 (17%)
Sy 278.8 0.347 H-4>LUMO (14%), H-1>L+1 (15%), HOMO—->L+2 (61%)
Ss 271.8 0.002 H-1>L+5 (15%), HOMO—>L+5 (76%)
So 267.3 0.045 H-1>L+1 (65%), HOMO—>L+2 (15%)
S1o 262.2 0.083 H-1>L+1 (16%), HOMO->L+3 (10%), HOMO->L+4 (64%)
Composto 6
Estado A (nm) f Transigoes das orbitais moleculares
St 543.9 1.442 HOMO->LUMO (98%)
S2 495.6 0.712 H-1->LUMO (99%)
Ss3 360.1 0.017 H-2->LUMO (95%)
S4 3171 0.130 H-3->LUMO (24%), HOMO->L+1 (65%)
Ss 310.8 0.054 H-3->LUMO (39%), H-1>L+1 (25%), HOMO->L+1 (23%)
Se 306.1 0.242 H-3->LUMO (31%), H-1>L+1 (63%)
Sy 299.1 0.022 H-4->LUMO (65%), HOMO->L+3 (20%)
Ss 284.6 0.106 H-4->LUMO (26%), HOMO->L+2 (40%), HOMO->L+3 (29%)
So 280.6 0.272 H-1>L+2 (13%), HOMO->L+2 (42%), HOMO->L+3 (31%)
S1o 278.7 0.003 H-2>L+5 (13%), H-1>L+5 (42%), HOMO->L+5 (38%)
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Composto 7

Estado A (nm) f Transigoes das orbitais moleculares
St 507.2 0.634 HOMO->LUMO (99%)
S2 452.3 1.324 H-1->LUMO (99%)
Ss3 354.3 0.034 H-2->LUMO (96%)
S4 312.7 0.209 HOMO->L+1 (88%)
Ss 297.9 0.049 H-3->LUMO (83%)
Se 293.6 0.031 H-4->LUMO (78%)
Sy 283.6 0.212 H-4>LUMO (10%), H-1>L+1 (70%), HOMO->L+2 (15%)
Ss 275.0 0.179 H-1>L+1 (17%), HOMO->L+2 (66%)
So 273.6 0.005 H-2>L+5 (11%), HOMO—>L+5 (75%)
S1o 263.5 0.078 H-1>L+2 (13%), HOMO->L+3 (31%), HOMO->L+4 (43%)

Tabela V.3. Comprimentos de onda de emissao calculados para os compostos 4 a 7 e orbitais

envolvidas nas transi¢cdes. S1—So.

Transicdes das orbitais

Composto A (nm) f
moleculares
4 630.2 0.438 HOMO->LUMO (99%)
5 590.0 0.505 HOMO->LUMO (99%)
6 583.0 1.512 HOMO->LUMO (99%)
7 5771 0.539 HOMO->LUMO (99%)

Tabela VI.4. Comprimentos de onda de absorcdo calculados nas transicbes de mais baixa

energia dos compostos 11 e 26.

Comprimento

Composto de onda (nm) f Composicéao Ar (A)
So—S1 507.6 0.637 HOMO->LUMO (99%) 2.287

" So—S2 455.9 1.352 H-1->LUMO (99%) 1.609
So—S1 543.6 1.467 HOMO->LUMO (98%) 3.753

% So—S2 495.2 0.709 H-1->LUMO (99%) 3.048
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Tabela VI.5. Distancias de ligag&o selecionadas (A), angulo diedro (°) e BLA (A) dos compostos

11 e 26 no estado fundamental So e no estado excitado S1.

r[10-18] [[18-37] ([37-39] BLA D[3-10-18-37]
Composto Sp Sq So Sy So Sq So Sq So Sy
11 1450 1405 1353 1.383 1451 1436 0.10 0.04 18.9 0.7
26 1442 1417 1359 1.385 1440 1.430 0.08 0.04 12.6 0.1

Numeragao adotada para os marcadores fluorescentes 11, 26, 36, 38, 51 e 53.

Tabela VI.6. Comprimentos de onda de emisséo calculados nas transigées de mais baixa energia

dos compostos 11 e 26.

Comprimento

Composto f Composigao 7(ns)
de onda (nm)
11 S1—So 576.2 0.546 HOMO->LUMO (99%) 9.11
26 S1—So 583.2 1.543 HOMO->LUMO (99%) 3.30

Tabela VI.7. Dados de absor¢ao calculados para os compostos 31 a 34 e orbitais envolvidas nas

transicoes.
Composto 31

Estado A (nm) f Transi¢oes das orbitais moleculares
St 494 0.534 HOMO->LUMO (99%)
S2 389 1.377  H-1->LUMO (99%)
S3 333 0.087  H-2->LUMO (94%)
S4 324 0.271 HOMO->L+1 (94%)
Ss 304 0.041 H-3->LUMO (93%)
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Composto 32
Estado A (nm) f Transig¢oes das orbitais moleculares
St 473 0.618 HOMO->LUMO (99%)
S2 391 1.163  H-1->LUMO (99%)
S3 324 0.057  H-2->LUMO (95%)
S4 304 0.026  H-3->LUMO (95%)
Ss 300 0.196 HOMO->L+1 (89%)
Composto 33
Estado A (nm) f Transi¢oes das orbitais moleculares
St 526 1.535 HOMO->LUMO (98%)
S2 457 0.518 H-1=>LUMO (98%)
S3 324 0.072  H-3->LUMO (11%), H-2->LUMO (82%)
S4 309 0.113  H-3->LUMO (29%), HOMO->L+1 (56%)
S5 305 0.036  H-3->LUMO (48%), H-2->LUMO (15%), H>L+1 (17%)
Composto 34
Estado A (nm) f Transi¢oes das orbitais moleculares
St 468 0.714  HOMO->LUMO (98%)
S2 429 1.141 H-1->LUMO (98%)
S3 322 0.047  H-2->LUMO (93%)
S4 296 0.150 HOMO->L+1 (83%), HOMO->L+2 (10%)
Ss 292 0.012  H-3->LUMO (85%)
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Figura VI.2. Estruturas otimizadas dos compostos no estado fundamental So e no estado
excitado S+, dos compostos 31 a 34.

Tabela VI.8. Distancias de ligag&o selecionadas (A) e angulo diedro (°) dos compostos 31 a 34

no estado fundamental So e no estado excitado S1.

Dn[C3-C10-
r[C10-C30] r[C30-C48] r[C48-C50] BLA C30-C48]
Composto Sp Ss So Sy So Sy So Sy So Sq
31 1456 1408 1.349 1384 1459 1431 0.11 0.04 255 2.1
32 1454 1408 1.350 1.381 1.457 1439 0.11 0.04 23.9 3.1
33 1440 1430 1.360 1.378 1.438 1438 0.08 0.06 14.5 6.8

34 1.449 1407 1353 1383 1450 1436 010 0.04 20.9 5.1
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«

Numeracgao adotada para os compostos 31 a 34.

Tabela VI.9. Comprimentos de onda de emissao calculados para os compostos 31 a 34 e

orbitais envolvidas nas transigdes S1—So.

Composto A (nm) f Transig¢6es das orbitais moleculares
31 578 0.450 HOMO->LUMO (99%)
32 539 0.530 HOMO->LUMO (99%)
33 558 1.655 HOMO->LUMO (99%)
34 525 0.647 HOMO->LUMO (99%)

Tabela VI.10. Comprimentos de onda de absorcdo calculados nas transicdes de mais baixa

energia dos compostos 36 e 38.

Comprimento

Composto de onda (nm) f Composigio Ar (A)
So—S1 467.3 0.772 HOMO->LUMO (97%) 8.836

% So—S2 434.8 1.166 H-1>LUMO (97%) 4.706
So—S1 525.3 1.546 HOMO->LUMO (98%) 4.045

% So—S» 456.8 0.518 H-1>LUMO (98%) 3.694
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Tabela VI.11. Distancias de ligagao selecionadas (A), angulo diedro (°) e BLA (A) dos compostos

36 e 38 no estado fundamental So e no estado excitado S1.

r[10-18] r[18-37] r[37-39] BLA D[3-10-18-37]
Composto Sp Ss So Sy So Sy So Sy So Sq
36 1449 1408 1.353 1.383 1.449 1436 0.10 0.04 19.9 3.6
38 1441 1430 1.360 1.377 1.439 1439 0.08 0.06 154 7.4

Numeragao adotada para os compostos 36 e 38.

Tabela VI.12. Comprimento de onda de emisséao calculados nas transigdes de mais baixa energia
dos compostos 36 e 38.

Comprimento
Composto f Composigao 7(ns)
de onda (nm)

36 S1—So 522.7 0.702 HOMO-LUMO (98%) 5.83

38 S1—So 560.2 1.678 HOMO-->LUMO (99%) 2.80
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Tabela VI.13. Comprimento de onda de absorgao calculados nas transicdes de mais baixa
energia dos compostos 42 e 44.

Comprimento o
Composto f Composicao Ar (A)
de onda (nm)

So—S1 563.1 0.929 HOMO->LUMO (98%) 1.682
+ So—S2 485.5 1.372  H-1>LUMO (97%) 3.249
So—S+ 599.1 1.747 HOMO->LUMO (93%) 4.373
“ So—S2 535.6 0.689 H-1>LUMO (94%) 2.402

Tabela VI.14. Distancias de ligagao selecionadas (A), angulo diedro (°) e BLA (A) dos compostos

42 e 44 no estado fundamental So e no estado excitado S1.

r[10-18] r[18-37] r[37-39] BLA D[3-10-18-37]
Composto Sp Ss So S So Sy So Sy So Sq
42 1447 1416 1.355 1375 1.448 1439 0.09 0.05 15.5 1.4
44 1438 1426 1.362 1377 1.437 1433 0.08 0.05 8.4 1.8

Numeragao adotada para os compostos 42 e 44.
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Tabela VI.15. Comprimentos de onda de emissédo calculados nas transigbes de mais baixa

energia dos compostos 42 e 44.

Comprimento

Composto f Composigao 7(ns)
de onda (nm)
42 S1—So 602.8 0.877 HOMO->LUMO (98%) 6.21
44 S1—So 623.0 1.850 HOMO->LUMO (95%) 3.14

Tabela VI.16. Comprimentos de onda de absorgdo calculados para os compostos 58, 60 e 63,

as orbitais envolvidas nas transi¢des e os indices de caraterizagéo CT.

Composto 58

Transi¢coes das

Estado A (nm) f Ar/A A
orbitais moleculares
St 502 1.7786 HOMO->LUMO (96%) 2.18 0.65
S2 299 0.0088 H-1=>LUMO (92%)
S3 281 0.0015 H-3->LUMO (57%),
HOMO->L+3 (11%),
HOMO->L+6 (13%)
Composto 60
Transi¢coes das
Estado A (nm) f Ar/A A
orbitais moleculares
St 476 1.6509 HOMO->LUMO (94%) 4.07 0.58
S2 286 0.0472 HOMO->L+1 (47%),
HOMO->L+3 (18%),
HOMO->L+7 (16%)
S3 279 0.0111  HOMO->L+1 (39%),

HOMO->L+3
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Composto 63

Transi¢coes das
Estado A (nm) f o Ar/A A
orbitais moleculares

St 534 1.6323 HOMO->LUMO (93%) 4.04 0.58
S2 315 0.0041  H-1->LUMO (79%)
S3 294 0.0834 HOMO->L+1 (57%),

HOMO-L+6 (14%)

Figura VI.3. Geometria molecular otimizada para os compostos 58, 60 e 63 em CH3sCN ao nivel
m06-2x/6-31G(d,p) (esquerda) onde os atomos de oxigénio, carbono, azoto e hidrogénios estao
marcados a vermelho, cinzento, azul e branco, respetivamente. Graficos de contorno da
diferenca de densidade eletrénica (Ap) da excitagdo de mais baixa energia para os diferentes
compostos, em que a cor magenta indica um aumento da densidade eletrénica, enquanto a cor

verde representa uma diminuicao da densidade eletrénica.
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Tabela VI.17. Angulo dos planos dos anéis (°) e BLA (A) dos compostos 58, 60 e 63 no estado

fundamental So e no estado excitado Ss.

BLA Angulo
Composto So S4 So S4
58 0.04 0.00 19.4 16.6
60 0.07 0.01 0.3 1.1
63 0.06 0.02 8.1 1.1

Tabela VI1.18. Comprimento de onda de emissao calculados para os compostos 58, 60 e 63, as

orbitais envolvidas nas transicbes S1—So € o tempo de vida fluorescente tedrico dos estados

excitados.

Transicdes das orbitais

Composto A (nm) f t/ns
moleculares

58 544  1.7889 HOMO->LUMO (99%) 2.48

60 533 1.7778 HOMO->LUMO (99%) 2.39

63 587 1.7436 HOMO->LUMO (99%) 2.96
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