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RESUMO

Sensores de pH fluorescentes sao uma ferramenta importante para monitorar diversos
processos em meio celular. No entanto o desenvolvimento de novos sensores ainda
se faz necessario na busca de estruturas moleculares com propriedades fotofisicas
cada vez mais vantajosas. Visto que fluoréforos derivados do borodipirrometeno
(BODIPY) apresentam caracteristicas vantajosas, tanto fotofisicas como quimicas,
eles tém sido aplicados para esse fim. Entretanto, a maior parte dos sensores de pH
derivados do BODIPY sdo baseados em estratégias sintéticas provenientes de pirréis
metilados, encarecendo o processo de obtencdo desses sensores. Portanto, neste
trabalho foi realizada a caracterizacdo fotofisica de novos sensores de pH
fluorescentes de derivados BODIPYs ndo metilados funcionalizados na posigéo 3 por
trés grupos aminos diferentes (benzilamino, piridin-3-il e 4-aminofenil). Para isso foram
realizadas titulagbes espectrométricas e fluorimétricas e através de ajustes sigmoidais
da curva foi efetuado o calculo do pKa. Dentre os BODIPYs caracterizados quatro
apresentaram uma boa sensibilidade ao pH, sendo também investigada a
citotoxicidade desses fluoréforos, visando aplicacdo em biologia celular. Desses
compostos que se mostraram sensores de pH dois sdo derivados 3-benzilamino
BODIPYs (compostos 2 e 5) e como apresentaram alta viabilidade celular em ensaios
de 72 horas, um comprimento de absorcdo e emissao relativamente longos e uma
faixa aplicavel de pH 3,6 a 5,7, se espera uma possivel aplicacdo como sensores
lisossomais. Esses sensores também apresentaram uma variacao ratiométrica do
espectro de fluorescéncia, o que € uma vantagem para aplicacéo celular. Um estudo
das mudancas produzidas foi realizado e se inferiu uma sensibilidade ao pH devido a
existéncia de dois estados de transferéncia de carga intramolecular fotoinduzida (ICT)
distintos e radiativos, uma para a molécula protonada e outro para ela desprotonada.
Os outros dois compostos sensiveis ao pH foram os 3-(4-aminofenil) BODIPYs
(compostos 14 e 15) que apresentaram uma aplicacdo em uma faixa mais acida, de
pHde 1,5 a4,5. Através das mudancas espectrais e dos célculos tedricos se presumiu
gue a supresséao de fluorescéncia foi devida a reacfes de transferéncia de elétrons
fotoinduzidas (PET). Ensaios de microscopia estdo em andamento para compostos

gue apresentaram sensibilidade ao pH, sendo parte da continuacédo desse projeto.

Palavras-chave: Fluorescéncia, BODIPY, sensores, espectroscopia, biologia celular.
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ABSTRACT

Fluorescent pH sensors are an important tool to monitor several processes in living
cells. However, the development of new sensors with optimized photphysical
properties is still necessary. In view of BODIPY’s favorable photophysical features and
their chemical versatility, these probes are widely used for the development of these
sensors. However, many of these developed sensors are based on less affordable
methylated pyrrolic starting materials. Therefore, in this work we propose to
characterize the spectroscopic properties of three groups of non-methylated BODIPYs
functionalized in position 3 as pH sensors — 3-benzylamino, 3-(pyridin-3-yl) and 3 (4-
aminophenyl) BODIPYs — and explore its application in cellular biology. For this
purpose, fluorimetric and spectroscopic titrations were performed, and, through
sigmoidal curve adjustments, the pKa was determined. To explore the application in
cellular biology, a MTT assay was performed for compounds that showed sensitivity to
pH. Two of the investigated compounds, those with benzylamino in position 3 as the
recognition site (compounds 2 and 5), showed red-shifted emission with a ratiometric
change, low cytotoxicity, and an applicable pH range of 3.6 to 5.7, suggesting a
possible useful application as lysosomal sensors. The sensing mechanism was
investigated and possible intramolecular charge transfer state (ICT) was inferred a for
these compounds. Two other compounds showed fluorescence change with the pH,
the 3-(4-aminophenyl) BODIPYs (compounds 14 and 15), which presented an OFF/ON
application in a more acidic range, from pH 1.5 to 4.5. Through spectral properties and
theoretical calculations, it was assumed that the fluorescence quenching was due to
PET reactions. Microscopy analysis are in progress for compounds that exhibit pH

sensitivity and are part of the continuation of this project.

Keywords: Fluorescence, BODIPY, sensors, spectroscopy, cell labeling.
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1. INTRODUCAO
1.1. Fenbmeno da fluorescéncia e fluoréforos

A fluorescéncia € uma importante ferramenta de investigacdo em diversas areas —
desde ciéncia dos materiais ao diagnéstico clinico — devido a sua alta sensibilidade e
seletividade. A teoria que envolve a fluorescéncia consiste nos processos que
ocorrem apoOs espécies quimicas absorverem radiacdo eletromagnética. Ao incidir
radiacdo uma substancia absorvera energia discretamente, em um comprimento de
onda especifico, sendo excitada do seu estado fundamental (So, de energia Eg) a um
estado eletrénico mais elevado (S1, So, ..., Sn, de energia E1, Eo, ..., En,), em algum
nivel vibracional (0, 1, 2) e rotacional (Figura 01a). Essa substancia ao se encontrar
no estado excitado podera retornar ao seu estado fundamental por dois tipos de
transicOes: ndo radiativas e radiativas, que voltam liberando energia na forma de
foétons. Os processos nao-radiativos (Figura 01b) s&o: i) relaxacdo vibracional, que
provém de processos dinamicos, como por exemplo, durante colisbes entre as
moléculas excitadas e as moléculas do solvente; ii) conversao interna, que ocorre
entre dois estados eletronicos de mesma multiplicidade, ou seja, entre estados
singleto ou entre estados tripleto; e iii) cruzamento intersistema, que ocorre entre
niveis vibracionais pertencentes a estados eletronicos de multiplicidades diferentes,
ou seja, de um estado singlete para um triplete, ou vice-versa. Esse Ultimo processo
guando favorecido pode levar a fosforescéncia, porém como esse processo
luminescente ndo sera abordado nesse trabalho ele ndo foi detalhado no diagrama da
Figura 01. Ja as transicOes radiativas consistem em fluorescéncia (Figura 01c) e
fosforescéncia, as quais se diferem na multiplicidade do estado excitado, enquanto a
primeira envolve um estado singlete (normalmente o de menor energia, S1) a segunda
envolve o triplete (o que faz com que os processos fosforescentes tenham uma maior

duracgéo).[*
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Figura 01 — Diagrama de transi¢cdes de energia. a) Absorcao da radiacéo; b)

Relaxacdes ndo-radiativas e c) Fluorescéncia. Modificado.?

Esses processos de transicOes nédo radiativas e radiativas competem entre si e,
como as relaxacgdes vibracionais e as conversodes internas sdo mais rapidas, a maioria
das moléculas tendem a decair do seu estado excitado por essas vias. Assim, para
uma molécula apresentar fluorescéncia € preciso caracteristicas estruturais
especificas que diminuam a taxa de decaimento ndo radiativa (kn). Desta forma, a
fluorescéncia requer a diminuicdo da velocidade dos processos nao radiativos
concomitantemente com o aumento da velocidade dos processos radiativos.
Intrinsecamente, pequenas moléculas organicas aromaticas, com ligagbes 1T
altamente conjugadas e anéis fundidos que possuem essa caracteristica, pois
conferem rigidez estrutural, planaridade e alta densidade eletrénica a molécula. Uma
caracteristica fotofisica importante é o rendimento quantico de fluorescéncia, que € a
razao entre o numero de fétons emitidos e o nimero de fétons absorvidos. Quanto
menor for a perda por relaxacdes ndo-radiativas maior sera a taxa de fluorescéncia,
e, por conseguinte, maior sera o rendimento quantico da molécula. Com isso ha um
numero limitado de sistemas quimicos que emitem fluorescéncia.l**l Os compostos
gue possuem essa peculiaridade sdo chamados de fluoréforos, sendo compostos

majoritariamente por moléculas organicas, e por grupos secundarios como cations

22



trivalentes dos lantanideos e actinideos, quantum dots e proteinas fluorescentes.
Dessa maneira, devido a quantidade limitada de moléculas que possuem
fluorescéncia intrinseca, muitos grupos de pesquisa investem em pesquisas com as
diversas classes de fluoréforos visando o desenvolvimento de sondas fluorescentes

com diversos fins, permitindo aplicacGes abrangentes em sistemas distintos.™!

1.2. Sensores fluorescentes

Fluoréforos sdo amplamente empregados no desenvolvimento de sensores
fluorescentes, dado que o fluoréforo, uma vez excitado, pode ter suas caracteristicas
fotofisicas afetadas pelas interacbes com o microambiente, podendo assim traduzir
informacdes do meio em um sinal fluorescente analiticamente (til.56 Tais sensores
podem detectar, quantificar e formar imagens de moléculas, biomoléculas ou ions
especificos, tornando-se uma ferramenta essencial na ciéncia, medicina e
tecnologia.l*®! Além da diversidade de aplicagdes, o sucesso dos fluoréforos como
ferramentas analiticas pode ser explicado pelas vantagens consideraveis oferecidas
pela deteccao de fluorescéncia: i) uma alta sensibilidade; ii) uma alta seletividade; iii)
um tempo de resposta rapido e iv) o monitoramento continuo com observacao in situ,
uma vez que a luz pode viajar e sair de ambientes bioldgicos.[*>6 Um sensor tipico
de reconhecimento de analito é constituido por um fluoréforo, responsavel por reportar
o sinal, unido a um sitio de ligacdo, que é responsavel pela interacdo com o analito —
teoricamente, de maneira reversivel. Esses sensores podem ser utilizados nas mais
diversas aplicacdes, assim, a medida que surgem novas demandas de pesquisa, se
faz necessario o desenho, desenvolvimento e a caracterizacdo espectroscopica e
fotofisica de novos sensores fluorescentes.[”!1) Na literatura outros nomes podem ser
encontrados para o0s sensores fluorescentes, dentre eles, quimiossensores,

indicadores, detectores ou, mais genericamente, sondas fluorescentes. >l

A resposta observada em um sensor fluorescente pode ocorrer de maneiras
diferentes, caracterizando dois tipos de sensores: i) sensores on/off, quando o analito
€ detectado através da variacdo da intensidade, esses, por sua vez, podem ser
divididos em turn-off e turn-on. Um sensor turn-off quando ha uma supresséao do sinal
de fluorescéncia apds o reconhecimento (Figura 2a), e um sensor turn-on quando ha
o aumento da fluorescéncia com a ligacdo do analito (Figura 2b).>1% i) sensores

ratiomeétricos, quando o analito é detectado através da mudanca do comprimento de
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onda de emisséo (Figura 2c). Nesses sensores a concentracdo do analito pode ser
determinada a partir da razéo das intensidades nos diferentes comprimentos de onda
de excitacdo ou emissdo. Esse célculo, conhecido como célculo ratiométrico, € um
ganho para a aplicacdo desses sensores, uma vez que fornece uma medida da
concentracdo do analito que € independente da concentracdo da sonda, além de ser
insensivel a intensidade de luz incidente, espalhamento, efeitos de filtro interno e

fotodegradacéo.®:1°]

@ O fﬁr @ f@
N @

(b) g@—» —:\#— O gé;
RN <

\ 4 .
N oWy NG L f NN

- i - /]

© - - — - iz /A
) y - ~ & 1500 / \

_ - /J\
TN 2N <, Im/ \

Figura 02 — Tipos de reconhecimentos sensoriais. a) Sensores turn-off;
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b) Sensores turn-on e ¢) Sensores ratiomeétricos.

O tipo de reconhecimento do sensor dependera da perturbacdo provocada pelo
analito aos processos fotoinduzidos. Devido a complexidade que envolve um estado
excitado e seu ambiente, diversos processos podem causar perturbacdo com
consequente alteracdo da fluorescéncia, como a transferéncia de protons,
transferéncia de elétrons, transferéncia de carga, transferéncia de energia, formacéo
ou desaparecimento de excimero ou exciplex, entre outros.[*3% Assim, um sensor
pode ser projetado por meio do controle de alguns mecanismos, como transferéncia
de carga intramolecular induzida (ICT), transferéncia de elétrons fotoinduzida (PET) e
transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia (FRET).[*® No presente
trabalho foram explorados os mecanismos PET e ICT, portanto somente esses seréo

explanados a sequir.
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1.2.1. TRANSFERENCIA DE ELETRONS FOTOINDUZIDA (PET)

As moléculas em seus estados eletronicamente excitados geralmente exibem
reatividades aumentadas em relagéo a reacdes de transferéncia de elétrons (ET), que
por via de regra, sdo muito rapidas e competem com processos de desativacéo
radiativa. Quando uma molécula apresenta um grupo doador de elétrons (D) e um
grupo aceptor (A) a radiacdo incidida pode favorecer uma transferéncia de elétrons
intramolecular de D para A, formando uma espécie de cargas separadas [D*A]*, que
pode retornar ao estado fundamental por transicdes radiativas ou nédo. Por
conseguinte, essas reacOes fotoinduzidas abrem um canal de desexcitacdo nao
emissiva que diminui a fluorescéncia e pode causar até a supressao de um fluoréforo
(Figura 3).B512

A
D-A"ou D*A
r U .'+ o ;' -
o [D-A"]
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Figura 03 — Diagrama de Jablonski para transferéncia de elétrons fotoinduzida.

Sendo hug a emissdo do fluoréforo. Modificada.®!

Assim, um sensor baseado em transferéncia de elétrons fotoinduzida (PET) € do
tipo ‘liga’ e ‘desliga’, projetado para ndo emitir fluorescéncia na presenca ou na
auséncia do analito, turn-off e turn-on, respectivamente, ou pelo menos serem
fracamente fluorescente nessas ocasifes. O design desses sensores € relativamente
racional, e envolve a incorporacdo de um grupo rico em elétrons de forma que
possibilite uma transferéncia efetiva, garantindo assim uma fluorescéncia minima no

estado ‘desligado’.5'4 Nesses sensores tanto o fluoréforo quanto o sitio de
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reconhecimento podem atuar como doadores ou aceptores de elétrons, dependendo
de seus potenciais de oxidacdo. Quando o fluordforo excitado atua como aceptor o
mecanismo € conhecido como transferéncia de elétrons redutiva (PET redutiva), pois
h& a reducao do fluoréforo, contudo, quando este atua como doador ha a oxidacéo do
mesmo, sendo 0 mecanismo conhecido como transferéncia de elétrons oxidativa (PET
oxidativa). Na transferéncia de elétrons oxidativa, o orbital molecular desocupado de
mais baixa energia (LUMO) do fluoréforo deve ser mais energético do que o LUMO
do sitio de reconhecimento, uma vez que o fluoroforo excitado age como um agente
redutor, doando seu elétron excitado do LUMO para o LUMO do sitio de
reconhecimento (Figura 04b). Ja na transferéncia de elétrons redutiva, que é mais
frequente em projetos de sensores, o fluoréforo excitado age como agente oxidante,
uma vez que a excitacao do elétron gera uma vacancia de baixa energia, permitindo
a acepcao de um elétron. Para possibilitar esse processo o orbital molecular ocupado
de maior energia (HOMO) do fluoréforo deve ser menos energético do que o HOMO
do sitio de ligacao (Figura 04a). Contudo, no estado ‘ligado’ do sensor ha, paraa PET
redutiva, a reducao do nivel energético do HOMO, que se torna menos energético do
gue o do BODIPY excitado (Figura 05 comparada com 04a). Para a PET oxidativa
esse estado se torna emissivo por desestabilizacdo do LUMO receptor (Figura 05 e
04b). Alteracdo essa que desacelera, ou, até mesmo, bloqueia a via de decaimento

nao radiativo do estado localmente excitado e, com isso, permite a fluorescéncia.* 615

a) PET REDUTIVA b) PET OXIDATIVA
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Figura 04 — Sensores baseados em transferéncia de elétrons fotoinduzida

(PET). a) PET redutiva, em destaque o mais utilizado. b) PET oxidativa
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Figura 05 — Representagdo dos orbitais de fronteira do estado ‘ligado’ dos

sensores baseados em PET. A = Aceptor de elétrons e D = Doador de elétrons.

Visto que a maioria dos sensores baseados em PET possuem o fluoroforo como
aceptor (PET redutiva) o processo foi mais detalhado em termos de energias dos
orbitais de fronteira (Figura 06).

LUMO
ET
LUM0444$4, LUMO$ LUMO
PET
/////**\\ % %HOMO $$HOMO
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HOMO % HOMO%% HOMO%%

Fluoréforo Receptor Fluoréforo Receptor
reduzido oxidado

Fluoréforo Receptor rico
excitado em elétons

| ESTADO FUNDAMENTAL

Figura 06 — Representacdo dos orbitais de fronteira de uma PET redutiva.

A = Aceptor de elétrons e D = Doador de elétrons. Modificado e adaptado.64

Apés a excitacdo do fluoréforo, um elétron do HOMO é promovido para o
LUMO, o que ocasiona uma vacancia nesse orbital. E uma vez que, no estado
‘desligado’ desses sensores, a energia do HOMO do fluoréforo (aceptor) € menor em
relacdo a do HOMO do sitio de reconhecimento (doador) a transferéncia de elétrons
intramolecular desse para aquele é energeticamente favoravel (Figura 06, primeira
representacdo orbital molecular). Como resultado da transferéncia de elétrons
fotoinduzida ha a formacao do estado de cargas separadas, que relaxa para o estado

fundamental através de processos nao radiativos, causando a supressdo da
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fluorescéncia do fluoréforo. (Figura 06, segundo OM representado). Esse retorno nédo
radiativo pode ocorrer atravées da transferéncia do elétron extra no LUMO do fluoréforo
para o HOMO do sitio de reconhecimento, por um processo de transferéncia
térmica.[*®14 Normalmente a PET redutiva ocorre quando o sensor esta na forma livre
de analito, ‘ligando’ a fluorescéncia quando ha a ligacdo com o analito. Em outras
palavras, geralmente sdo sensores turn-on, pois o reconhecimento induz o aumento
do potencial redox do sitio de reconhecimento de tal forma que a PET é desfavorecida,
aumentando o rendimento quantico do sensor e exibindo as propriedades de

fluorescéncia inerentes ao fluoréforo. 26!

1.2.2. TRANSFERENCIA DE CARGA INTRAMOLECULAR FOTOINDUZIDA
(ICT)

A distribuicdo da densidade eletronica do estado excitado de uma molécula pode
diferir do seu estado fundamental, 0 que explica uma série de variacdes espectrais
observadas em fluoréforos.['® Essa variacdo de densidade eletronica pode ser
observada quando um sensor possui uma unidade doadora de elétrons conjugada a
um grupo retirador, possibilitando assim, mediante fotoexcitagcdo, uma transferéncia
de carga intramolecular do doador para o retirador e, portanto, 0 aumento no momento
dipolo do estado excitado.[®! Esse estado excitado polar formado nesses sensores,
chamado de estado de transferéncia de carga intramolecular (ICT), é sensivel as
condi¢cBes ambientais, como polaridade, acidez ou a presenca de certos analitos, e,

portanto, ideal para desenvolver sensores fluorescentes.*®

E importante mencionar que alguns sensores podem sofrer transferéncia de carga
completa, ou seja, transferéncia de elétrons, resultando em um estado excitado de
cargas separadas [D*A]*, que possui um grande momento dipolo.1% Esse estado,
foi mencionado no item anterior, uma vez que é resultado de uma PET, entretanto ndo
foi dada énfase ao decaimento radiativo. Para ocorrer fluorescéncia com eficacia
razoavel de um estado excitado com polaridade significativa € necessario desacelerar
a taxa de recombinacdo da carga, ou seja, diminuir relaxacbes por conversodes
internas, que sdo ndo radiativas.'® Os dois principais efeitos que precisam ser
analisados séo: (i) Interacfes intramoleculares, sendo a mais importante dentre elas
o acoplamento de D% e A% com o efeito mesomérico de deslocalizag&o, que diminuem

a distribuicdo de carga reduzindo a energia do estado de ICT.[*2 (ii) Interacdes
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intermoleculares, principalmente provenientes da reorganizacdo da camada de
solvatacdo de acordo com o dipolo, que, por sua vez, € melhor estabilizado por
solventes polares. E valido ressaltar que sensores que possuem um estado ICT s&o
conhecidos por emitirem com desvios batocrdbmicos a medida que a aumenta a
polaridade, devido a essa caracteristica de em solventes polares possuirem uma
melhor estabilizacdo.[*3'4 Sendo assim, o decaimento radiativo de um estado de ICT
completa, alcancado apés a PET, é favorecido quando ha a diminuicdo da
sobreposicao dos orbitais de D* e de A", ou seja, quando o doador é desacoplado do
aceptor apos a PET (seja por ortogonalidade dos sistemas 11, simetria ou por
distancia). Com isso, se essa condicdo de desacoplamento da unidade doadora para
a unidade aceptora for satisfeita, haverd a emissédo desse estado (Figura 07, segundo
estado excitado), porém se houver alguma sobreposicdo, e, por conseguinte, uma
estabilizacdo, esse estado podera emitir de um estado ICT menos polar (Figura 07,
terceiro estado excitado), com um comprimento de onda mais longo, entretanto se a
taxa de recombinacéo dessa carga for acelerada havera a supressao por PET, vista
na sessao 1.2.2. (Figura 03). Assim, quanto menor for a interacdo entre D* e A" menor
sera a taxa de decaimento ndo radiativo, e por consequéncia maior rendimento

quantico.[12.16]
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Figura 07 — Diagrama de Jablonski para estado de transferéncia de carga
intramolecular (ICT). Sendo hu g a emisséo do estado localmente excitado (LE), hupa-
a emissao de um estado de cargas separadas e hv ps+as- @ emissdo de um estado de

transferéncia de carga mais estabilizado. Modificada.?!
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Esse fendmeno é explorado para o desenvolvimento de indicadores ratiométricos
de alto nivel. A base do design do sensor se da no fato da interacdo do analito com o
sitio de reconhecimento (atuando como o D ou o A) poder alterar o carater de
transferéncia de carga (CT) do estado excitado, afetando o comprimento de onda
espectral da absorcdo e fluorescéncia, bem como o rendimento quantico de
fluorescéncia do fluoréforo.”18l Um exemplo muito comum é um sensor de cations
com sitio de reconhecimento rico em elétrons (Figura 08, o estado fundamental pode
ter um momento dipolo nulo ou diferente de zero, porém é menor do que o do estado
excitado). Considerando esse exemplo teriamos uma transferéncia de carga do sitio
de reconhecimento para o fluor6foro. Porém com o reconhecimento do cation ha a
reducdo do carater doador do sitio de reconhecimento, resultando na diminui¢cdo da
conjugacao, e assim, um deslocamento para o azul é esperado junto com a diminuicédo
do coeficiente de extingdo. Outra maneira de visualizar esse efeito € o aumento da
polaridade do estado excitado com a interagdo com o analito, que desestabiliza esse
estado, absorvendo e emitindo em comprimentos de onda mais curtos. Todos esses
efeitos fotofisicos sdo obviamente dependentes da carga e do tamanho do cation, e a

seletividade desses efeitos é esperada.®4

Figura 08 — Efeito de cation com sitio de reconhecimento rico em elétrons na
absorcao de um fluoréforo com estado excitado ICT. F = Fluoréforo; R = Sitio de

reconhecimento. Modificado.

1.2.3 SENSORES DE pH

Uma classe de sensores com aplicacdo bem difundida séo os sensores de prétons,
dado que o pH regula muitos fenémenos, tornando fundamental o monitoramento

desse parametro em diversas areas, como na inddstria quimica, no monitoramento
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ambiental, em biotecnologia e em bioquimica.l®*® Os sensores de pH possuem um
sitio de ligacdo formado por grupos funcionais contendo pares de elétrons nao
ligantes, que atuam como uma base de Bronsted-Lowry, fazendo o reconhecimento
dos prétons. Normalmente, o grupo mais utilizado para esse reconhecimento séo os
grupos aminos, entretanto existem alguns outros disponiveis. Em condi¢cées de pH
baixo, o sitio de reconhecimento sofre protonacéo, diminuindo a capacidade do grupo
de doar elétrons, porém a medida que ha o aumento do pH, e, como consequéncia, a
desprotonacao, a conjugacao eletrénica do receptor com o fluoréforo é restabelecida;
permitindo o reconhecimento quando essa alteracdo ocasiona mudancas nas
propriedades fotofisicas do Gltimo.['62% Para o uso desses sensores é importante
considerar o seu pKa, pois essa propriedade determinara sua aplicacéo e os sensores
de pH com estequiometria de ligacdo 1:1 tém uma resposta de pH utilizavel na faixa
aproximada de pKa — 1 a pKa + 1.9 Vale ressaltar que as caracteristicas quimicas do
grupamento quimico passivel de protonacao e desprotonacao € o principal fator que
contribui para o valor de pKa, ainda que seja importante considerar o efeito que outros
grupos quimicos, como ativadores e desativadores de anel, possam ter sobre a sua

densidade eletronica. !

Os sensores de pH fluorescentes séo particularmente Uteis em biologia celular,
uma vez que varios processos intracelulares sdo regulados pelo pH, tais como,
proliferacdo celular e apoptose, vias de internalizac&do celular, transducéo de sinal
mediada por receptor, atividade enzimatica, transporte de ions e a propria
homeostase.??>24l Com isso, as organelas possuem sua funcdo especifica
dependente de sua faixa 6tima de pH. Os lisossomos, por exemplo, possuem o pH na
faixa de 4,5 - 5,5, 0 mais acido dentre as organelas — que € ideal para a atividade das
hidrolases lisossomais, favorecendo a degradacdo de proteinas no metabolismo
celular — enquanto que as mitocondrias possuem um pH de aproximadamente 8.[°24
A interrupcdo da homeostase do pH causa danos como a geracdo de radicais livres,
apoptose celular inadequada e necrose, além de ser observado em algumas doencas,
como por exemplo, em cancer, onde as células tumorais sdo mais acidas que células
saudaveis, e em doencas neurodegenerativas, onde é visto o aumento do pH
lisossomal.l?428 Portanto, a demanda por imagens e medigées de pH em ambiente
intracelular, para estudo de processos fisioldgicos e patolégicos, tem estimulado o

desenvolvimento desses sensores. Nos Ultimos anos, um grande namero de sensores
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de pH fluorescentes foi relatado, mas muitos possuem uma série de limitaces.?* Por
exemplo, para as sondas comumente utilizadas na avaliagdo do pH lisossomal é
observado que algumas se acumulam em multiplos compartimentos intracelulares, o
que atrapalha na especificidade da técnica; outras acidificam o lisossomo,
ocasionando erros nas medi¢des; e algumas ainda possuem um alto ruido de fundo,
ocasionando erros e dificuldade de visualizacdo.?%2"1 Portanto, o desenvolvimento de
novas sondas de pH com melhor biocompatibilidade, sensibilidade e especificidade
de local ainda é necessario.

1.3. Microscopia de fluorescéncia

Uma técnica que obteve grandes avancos com a utilizacdo da fluorescéncia foi a
microscopia, se tornando indispensavel em certas areas de pesquisa, como a
bioquimica e biologia celular por permitir imagem intracelular de forma n&o destrutiva
com alta resolucdo. O advento dessa técnica tornou possivel a observacao de eventos
intracelulares in situ e em tempo real; sendo que sua ampla utilizacdo €, em parte,
gracas aos avancos no desenvolvimento de sensores fluorescentes, que permitem a
marcacdo dos analitos alvos.?®% Esses marcadores sdo usados com éxito na
microscopia por poderem ser razoavelmente pequenos, quimicamente estaveis e
altamente versateis para o desenho molecular e aplicacdo. Essas caracteristicas
possibilitam a marcacao/deteccdo de cations, anions, biomoléculas e organelas em
células vivas.'l Entretanto, a fim de proporcionar essa marcacdo, tais sondas
precisam ser permedveis as células e biocompativeis, sendo nao toxicas e inertes, ou
seja, ndo interferindo em processos enddgenos. 131321 Qutro fator importante também
€ a excitacdo e emissdo em comprimentos de onda mais longos, pois minimizam o
fotodano e a autofluorescéncia celular de croméforos endégenos.®2 Com isso, essa
técnica tem cooperado desde a investigacdes de interacdes bimoleculares, de
processos bioquimicos e de localizacdo de espécies, até o estudo de tipos especificos
de células para caracterizacdo e diagndstico em terapia de doenca.*'2° No entanto,
sondar sistemas intracelulares especificos ainda é uma tarefa desafiadora em

decorréncia da natureza intricada das células.3!

1.4. Fluordéforos derivados de BODIPY

Uma classe de fluoroforos muito importante e com aplicagéo difundida é o grupo

dos Borodipirrometenos (BODIPYSs), que séo derivados pirrélicos contendo o nucleo
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4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-sindaceno (Figura 09), caracterizado por alta rigidez
estrutural, bandas espectrais de absorcédo e fluorescéncia intensas e estreitas,
coeficiente de absorcdo molar e rendimento quantico relativamente altos.[ Além
disso, tais sondas sdo sollUveis em solventes organicos, e tipicamente possuem alta
estabilidade quimica, térmica e fotoquimica, que cooperam para 0 sucesso deste
fluor6foro. Vale ressaltar, ainda, a versatilidade quimica dos BODIPYs, uma
propriedade atrativa que viabiliza substituicdes seletivas nas diferentes posi¢cdes do
nuacleo BODIPY, permitindo a funcionalizacdo desse para diversas aplicacdes. N&o
somente isso, a versatilidade quimica dos BODIPYs possibilita também a modulacdo
de suas propriedades fotofisicas e a inducao de novos fendmenos fotofisicos (como
transferéncia de carga ou elétron), atendendo a requisitos especificos e possibilitando
o aprimoramento da sua funcédo (como sensibilidade de sondagem, para sensores) e
a sua eficiéncia.'?® Como consequéncia, € possivel a obtencdo de derivados
BODIPYs com a absorcédo e emissédo ao longo de, praticamente, todo o espectro
visivel, sendo idealizados de acordo com a aplicacdo (Figura 10). BODIPYs que
absorvem e emitem em comprimentos de onda mais longos, por exemplo, que séo
importantes para microscopia, podem ser obtidos através da insercdo de grupos
aromaticos e/ou ricos em elétrons nas posi¢cdes 3 e 5, principalmente. Outra maneira
possivel, é a substituicdo do C-8 por um nitrogénio, formando AzaBODIPY's, um grupo
de fluoréforos derivados do BODIPY, bem conhecidos por esse deslocamento

batocrémico.[1518]

\\N TNL\ \\N \N . Armm
FBF F*°F ;‘B‘F
Ar T &r
[ |
400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 09 — Estrutura numerada do nucleo BODIPY, em destaque, e

derivagdes do nacleo emitindo em todo espectro visivel.
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Desde a descoberta do BODIPY, em 1968, um esfor¢co tem sido feito no sentido
de desenvolver vias sintéticas que possibilitem a preparacdo de derivados de
BODIPY. No principio a modificagdo estrutural do ndcleo BODIPY acontecia somente
na sintese, por meio da diversificacdo do material de partida ou dos intermediérios da
reacao, entretanto, nas uUltimas décadas, métodos de modificacdo direta comecaram
a surgir.[ Atualmente, com os avancos na quimica do BODIPY, a pés-funcionalizacdo
em todas as posi¢cdes do nucleo é possivel (Figura 10), algumas de maneira bastante
simples e acessivel. Como consequéncia, transformacdes na estrutura dos BODIPYs
podem ser, ndo somente, sintetizadas ap0s racionalizacdo da estrutura desejada,
como também ajustadas de acordo com propriedades e requisitos especificos que
precisarem ser aprimorados. A solubilidade, por exemplo, é um requisito importante
para sondas de aplicacdo biologica, e pode ser adquirido por meio de insercdo de
grupos sulfonados nas posicOes 2 e 6, através de substituicdo eletrofilica em
BODIPYs ja sintetizados. Nessas posi¢coes € possivel também a insercdo do grupo
tiocianato, essa diversificacdo quimica é recente, desenvolvida pelo nosso grupo de
pesquisa em 2016, que traz como propriedades um desvio significativo para o
vermelho e o alargamento do espectro de fluorescéncia, resultando em um desvio de
Stokes mais pronunciado.*t) O desenvolvimento de diversas estratégias sintéticas nas
posicdes 3 e 5 ressalta a importancia dessas posi¢des, que além de produzirem uma
mudanca batocrbmica pronunciada, possibilitam a extensdo da conjugacdo do
sistema BODIPY, com a insercao de grupo arila, por exemplo, podendo ser explorada
para projeto de sensores. Derivados substituidos na posicdo 8, conhecidos como
compostos meso-substituidos, foram amplamente estudados e sintetizados, por sua
rota sintética ter sido uma das pioneiras a ser desenvolvida, e possuem o seu valor

no aprimoramento de propriedades e processos fotofisicos.*1516.3
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Figura 10 — Principais vias sintéticas nas diferentes posi¢des do nucleo do
BODIPY, derivado do pirrol.

A disponibilidade desses métodos de funcionalizacdo com rotas sintéticas ja
conhecidas favorece, como mencionado anteriormente, a utlizacdo desses
compostos no desenvolvimento de novas sondas fluorescentes com propriedades e
aplicacoes especificas. De fato, diversas derivatizacbes de BODIPYs tém sido
desenvolvidas, o que tem levado a uma variedade de aplicacbes especificas para
esse grupo de fluor6foros como em antenas atrtificiais de coleta de luz®¥, fios fotonicos
moleculares®], lasers organicos®®, sondas sensiveis a polaridade®”], sensores!®,
bioconjugacao®®, marcacao celular®224, terapia fotodinamical*® entre outros; [1317:19]
levando ao crescimento e a popularidade dessa classe de corantes.®’ Os BODIPYs
tém sido uma opcdo altamente conveniente para o uso em biomarcagéo, 3! pois
possuem um sinal duradouro, em razéo de sua alta fotoestabilidade, e permitem uma
deteccéo facil e sensivel, devido certos padrdes de substituicdo do nucleo induzirem
processos fotofisicos como FRET, ICT e PET, que sdo altamente sensiveis a
condicbes ambientais.l?>33 Assim, muitos designs de sensores baseados em
BODIPYs para detectar e quantificar espécies intracelulares foram desenvolvidos.
Dentre esses, diversos sensores de pH foram projetados e estudados, contendo as

mais diversas bases de Bronsted-Lowry e aplicados de diversas maneiras. Como
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mostra a Figura 11, indicadores a base de BODIPY contendo fenol,*? piridina, !
anilina,*4 hidroxiquinolina,*® benzimidazol,*8! calix[4]areno,*”] morfolina,*®! e
piperazina,*®! como sitios de reconhecimento de prétons foram publicados e aplicados
como sensores de pH em biologia celular, visando citosol,*” lisossomos,*¥ células
cancerosas,® macrofagos fagociticos,®! micrometastases,’®d catepsina,’® entre
outros.’*%1 No entanto, como mostra a Figura 11, muitos desses sensores
desenvolvidos sdo baseados em BODIPYs meso-substituidos 1,3,5,7-tetrametilados,
gue sao amplamente estudados e explorados, pois podem ser facilmente sintetizados
a partir de 2,4-dimetil pirrol e uma variedade de aldeidos aromaticos modificados. A
insercdo do grupo de deteccdo de pH em outras posi¢cbes também foi conseguida a
partir da condensacdo de Knoevenagel ou formilagdo de BODIPYs metilados, no
entanto, o custo mais alto dos pirréis metilados quando comparados ao pirrol € uma
desvantagem importante. Entretanto, recentemente, muitos métodos que permitem a
substituicdo direta das posicdes 3 e 5 do nucleo BODIPY nao metilado foram
publicados,%%% o que é especialmente interessante devido as alteracdes tipicas nas

propriedades fotofisicas que essas posi¢cdes causam.

Piridina Anilina Hidroxiquinolina

(0]
R
S
\ N\B/N\

FF

Anilina Morfolina

Benzimidazol Calix[4]areno

Figura 11 — Alguns sensores de pH fluorescentes baseados em BODIPY
presente na literatura provenientes de materiais de partida pirrélicos metilato (menos

acessiveis).
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Como visto, a fluorescéncia € uma 6tima ferramenta para investigar sistemas
em um nivel molecular. No entanto, o desenvolvimento de sensores de pH com
aplicacdo em biologia molecular ainda se faz necessério na busca de
biocompatibilidade, permeabilidade e especificidade melhoradas. Nesse contexto, o
desenvolvimento e caracterizacdo de novos sensores fluorescentes é uma forma
interessante de investigar substituicbes alternativas que poderiam modular
propriedades fotofisicas e melhorar propriedades gerais do fluoréforo. Nosso grupo
de pesquisa esta especialmente interessado no desenvolvimento de sondas e
sensores de BODIPYs ndo metilados, devido a acessibilidade do pirrol, quando
comparado ao 2,4-dimetil pirrol e 3-etil-2,4-dimetil pirrol, que sdo comumente usados
a partir de materiais na sintese BODIPY. Por isto, este trabalho, buscou sintetizar um
conjunto de derivados de 3-Benzilamino, 3-(Piridin-3-il) e 3-(4-Aminofenil) BODIPYSs,
sendo avaliado as propriedades fotofisicas e bioquimicas de algumas das moléculas

sintetizadas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Este trabalho tem por objetivo caracterizar uma biblioteca de novos sensores

fluorescentes de pH derivados do BODIPY visando sua aplicagdo em biologia celular.

2.2.

Especificos
Sintetizar novos sensores derivados do BODIPY;
Caracterizar a fluorescéncia e a absorcao de BODIPYs em diferentes pH;
Estabelecer os mecanismos moleculares de novos sensores de pH;

Caracterizar a toxicidade dos sensores em meio celular.
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3. MATERIAS E METODOS
3.1. Sintese de fluor6foros derivados do BODIPY
3.1.1. DERIVADOS 3-BENZILAMINO BODIPYs

Em um artigo prévio o grupo sintetizou alguns BODIPYs com grupo benzilamino
nas posi¢oes 3 e/ou 5 como substratos para reacéo de tiocianagao, a partir dos quais
foram gerados compostos analogos tiocianatados.“* O grupo benzilamino é um sitio
de ligacao de prétons (Figura 12.b), e por isso esses compostos podem ser vistos
como potenciais sensores de pH. Nesse mesmo artigo, através de um teste simples
foi demonstrado que a adi¢édo de &cido trifluoroacético a alguns desses derivados de
BODIPY pbde causar importantes alteragbes nas suas caracteristicas fotofisicas em
meio organico.*! Assim, neste trabalho optamos por realizar um estudo em meio
aquoso, e mais detalhado, de cinco benzilamino BODIPYs (Figura 12.a) como

sensores de pH, verificando a influéncia da tiocianagao.

b)

;NH F F HNE ;NH |: F HN\<

Figura 12 — Derivados 3-benzilamino BODIPYs. a) Protonacdo do grupo

benzilamino; b) 3-benzilamino BODIPYs estudados neste trabalho.
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3.1.2. DERIVADO 3-(PIRIDIN-3-IL) BODIPYs

Além do grupo benzilamino foi planejada a utilizacdo do grupo piridin-3-il como
unidade sensorial para o desenvolvimento de sensores para pH. A preparacao e
caracterizacdo de 8-piridinil BODIPYs (Figura 13.a) jA é bem descrita.®l Assim,
visando a diversificacdo estrutural para estudar como a protonac¢do do grupo piridina
influenciard na fluorescéncia, foi planejado o desenvolvimento do anel piridina na
posicdo 3 do BODIPY (Figura 3.b). Neste caso, diferentemente do que ja esta
descrito, o substituinte piridin-3-il esta na posicdo 3 do anel pirrélico do sistema
BODIPY, e ndo na posi¢cao meso.

/N
FF

8-(piridin-3-il) BODIPY 3-(piridin-3-il) BODIPY 3-(piridin-3-il) BODIPY
protonado

Figura 13 — Derivados piridin-3-il BODIPYs. a) 8-piridinii BODIPY; b)
Protonacé&o do grupo 3-(piridin-3-il).

O meétodo de preparacdo do 3-piridinil BODIPY idealizado € baseado em uma
reacao radicalar a partir do tetrafluorborato de piridinil diazénio, que por sua vez é
obtido a partir de amino-piridinas. Foi testado inicialmente uma estratégia em duas
etapas, na qual o tetrafluorborato de diazénio é preparado, isolado e posteriormente
aplicado na reacéo de arilacdo (Figura 14.a e 14.b). Dois métodos foram testados
para realizar essa conversdo. Devido a problemas, apds as duas tentativas em
executar essa primeira etapa da estratégia, foi testada também uma estratégia
sequencial “one-pot”, onde o sal de diazbnio nédo é isolado (Figura 14.b). As

estratégias sao descritas a seguir.
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a) - Formagao do sal de piridin-3-il diazonio

NTX 2 métodos N™ X
o
NH, N,*BF,
6 7
b) - Arilaggo
Cl Cl
SN \ N7 Ferroceno
+ —_—
\ N\B__N‘f\ | —
7\
FF N,*BF,
8 7

Figura 14 — Método de preparacéo do 3-piridinil BODIPY estudado. a) Primeira

parte da estratégia em etapas; b) Estratégia sequencial “one-pot”.

A primeira tentativa de preparar o tetrafluorborato de 3-piridinil diazénio 7 (Método
A) a partir da 3-aminopiridina 6 é baseada no método tradicionalmente utilizado na
preparacao de tetrafluorborato de fenil diazénio com acido cloridrico (HCI), nitrito de
sodio (NaNO;) e tetrafluorboreto de sddio (NaBF4).®2 A uma solucdo de 3-
aminopiridina (1,5 g, 16 mmol) em 5 mL de agua destilada e 3 mL de HCI PA a 5°C
sob agitacao foi adicionada, no decorrer de 5 minutos, 4 mL de uma solucdo aquosa
de NaNO: (1,18 g, 17 mmol) resfriada a 0 °C. E ap0s 10 minutos de agitagéo a 0 °C

adicionou 3 mL de uma solucdo aquosa contendo NaBF4 (2,1 g, 19 mmol).

A segunda tentativa foi baseada em um método descrito na literatural®® com &cido
tetrafluorbérico (HBF4) e nitrito de terc-butila (--BuONO) (Método B). Com essa
abordagem sintética o tetrafluorborato de diazénio € formado diretamente, sem a
formacdo do cloreto de diazbnio como intermediario. A uma solucdo de 3-
aminopiridina (940 mg, 10 mmol) em 4 mL de etanol a 0 °C foi adicionada 3 mL de
uma solucdo aquosa comercial de HBF4 48 %. A solug&o formada a 0 °C foi adicionada
lentamente o t-BUONO (2,4 mL, 20 mmol) no decorrer de 5 minutos. Apds 30 minutos
de agitacdo a 0 °C adicionou 10 mL de éter dietilico que resulta na precipitacdo de um
sélido branco. Foi possivel isolar 1,2 g do sélido branco apés filtracdo a vacuo e

lavagem com 20 mL de éter.
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Uma terceira abordagem foi a tentativa de preparagdo one-pot do BODIPY 9 em
uma reacéao utilizando 3-aminopiridina, HBF4, t-BuONO, para a formag&o in situ do sal
de diaz6nio, seguida da reacdo com o BODIPY 8 e ferroceno.f2 Uma solucéo de 3-
amino-piridina (28 mg, 0,265 mmol) e HBF4 (100 pL) em 500 pL de etanol foi
preparada em um baldo de 5 mL sob agitacdo e resfriamento em banho de gelo. A
essa solucao adicionou o t-BuONO (75 uL, 0,625 mmol) no decorrer de 5 minutos
(15 pL por minuto), seguido de manutencdo da agitagdo e resfriamento por 20
minutos. A solucdo se adicionou 1 mL de éter etilico gelado que promoveu a
precipitacdo de um sélido branco. O sdélido foi filtrado e prontamente solubilizado em
3 mL de acetona em um baldo de 5 mL, em banho de gelo, seguido de adicédo do
BODIPY 8 (45 mg, 0,134 mmol. A solucdo formada se adicionou lentamente uma
solucdo do catalisador ferroceno (11 mg, 0,06 mmol) em 1 mL de acetona. Apos
completa adicado do ferroceno, o banho de gelo foi removido e a reagéo foi mantida
sob agitacéo 20 minutos a temperatura ambiente (25 °C). O controle da reacéo foi feito
por cromatografia de camada delgada (CCD) e a purificagdo dos produtos formados
foi realizada por cromatografia em coluna de silica utilizando misturas de hexano e

acetato de etila como fase movel.

3.1.3. DERIVADOS 3-(4-AMINOFENIL) BODIPYs

Também foi utilizado o grupo 4-aminofenil para o desenvolvimento de mais um
grupo de sondas fluorescentes para pH, a fim de se estudar a influéncia de unidades
sensoriais distintas sobre nucleo BODIPY. A preparacdo e caracterizacdo de 8-
aminofenil BODIPYs (Figura 15.a) ja é bem descrita.[*41®l Assim, neste trabalhou
estudamos um outro derivado no qual o anel anilina se encontra na posi¢cdo 3 do

BODIPY (Figura 15.b), investigando a influéncia da protonacdo do grupo anilina.

H+
X N\
\ N N
B
F F NH;
8-(4-aminofenil) BODIPY 3-(4-aminofenil) BODIPY 3-(4-aminofenil)

BODIPY protonado

Figura 15 — Derivados aminofenil BODIPYs. a) 8-aminofenil BODIPY; b)

Protonacé&o do grupo 4-aminofenil.
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Para esse estudo foram utilizados dois intermediarios sintéticos de uma rota
sintética realizada anteriormente pelo grupo de pesquisa (Figura 16).5% Nessa rota
sintética se utiliza como precursor dois derivados distintos do BODIPY (compostos 8
e 10) a partir dos quais, através de uma reacdo de arilacdo radicalar direta,l® se
obtém os derivados substituidos na posicao 3 pelo anel 4-nitrofenil (compostos 12 e
13). Por fim, através de uma hidrogenacéo catalitica, ha a formac&o do composto final
3-(4-aminofenil) substituido (compostos 14 e 15), que foram estudados neste trabalho
como sensores de pH.

R
=~ _Ferroceno__
N\_N.
B
/7 \

FF N,"BF

Y
FF

14 ou 15
8ou10 1

NO, NH,

Para 10,12 e 14. R = fenil
Para 8, 13 e 15. R = 2,6-diclorofenil

Figura 16 — Rota sintética dos derivados 3-(4-aminofenil) BODIPYs

3.2. Caracterizacao fotofisica dos derivados do BODIPY
3.2.1. RENDIMENTO QUANTICO DE FLUORESCENCIA

Os compostos 14 e 15 foram caracterizados em relacdo ao rendimento quantico
de fluorescéncia pelo método comparativo,® usando a Rodamina B em metanol!®°!
como padrédo no comprimento de onda de excitacdo 520 nm (P rodamina-e = 0,70). Esta
medida foi realizada em metanol (MeOH), acetonitrila (MeCN) e dimetilsulfoxido
(DMSO) acidificados com HCI concentrado. Para essa caracteriza¢cdo uma solucao foi
preparada com uma absorbancia de aproximadamente 0,1, de cada fluor6foro em
cada solvente. Em seguida, a leitura do espectro de absorcdo e de emissao foi
realizada nos equipamentos UV-VIS Lambda 45 PerkinElmer e Fluorimetro LS 55
Perkin-Elmer, respectivamente, presentes no Laboratdrio de Instrumentacdo do
LabPetro. Dessa solucdo inicial foram realizadas sucessivas diluicbes, lendo a
absorcao e a emissdo apds cada diluicdo. A curva da absorbancia em 520 nm foi

plotada versus a area do pico de emisséo de cada dilui¢cao. Foi feito também o mesmo
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procedimento para o padrdo Rodamina B. Através do coeficiente angular de ambas

as curvas se calculou o rendimento quantico utilizando a seguinte equagao:

Sendo ¢ o rendimento quantico; a o coeficiente angular obtido para a curvae n o
indice de refragdo do solvente; com o coeficiente p correspondendo ao padrdo

rodamina e o x ao composto 14 ou 15.
3.2.2. TITULA(;OES ESPECTROFOTOMETRICA E FLUORIMETRICA

A fim de estudar o efeito do pH sobre a absorcdo e emissédo desses fluoréforos
foram realizadas titulacbes espectrofotomeétricas e fluorimétricas do meio acido até o
pH 7 aproximadamente, uma vez que se objetiva 0 uso em biologia celular. Para este
ensaio solugées dos fluoréforos a 10° mol.Lt foram preparadas, a partir de solucdes
estoques de 1,0 mg.mL?, e acidificadas com HCI, até pH 1, aproximadamente,
realizando a leitura do espectro de absorcao e emisséo. A solucao foi gradualmente
alcalinizada, com solucdo aquosa concentrada de NaOH, e novas analises de
absorcao e de fluorescéncia foram realizadas, obtendo espectros em diferentes
condicbes de pH. Todo esse processo foi realizado a temperatura ambiente,
aproximadamente 25°. A acidificacdo e a alcalinizacdo do meio foram realizadas
utilizando solucdes concentradas, a fim de evitar diluicdes significativas da solucao do

fluoréforo.

Para se verificar a aplicabilidade desses sensores, o0 pKa dos mesmos foi
determinado. Sabe-se que a piridina possui um pKa de 5,2,1¢ a anilina de 4,7%1e a
benzilamina de 9,4, porém devido a presenca do niicleo BODIPY se espera uma
reducéo significativa desses valores de pKa. O calculo foi realizado tanto a partir dos
dados de absorcdo quanto de emissdo. Para isso, duas curvas de titulagcdo foram
plotadas, uma curva de titulacdo espectrofotométrica e a outra de titulacdo
fluorimétrica. As curvas foram obtidas através dos valores de absorcéo e intensidade
de fluorescéncia referentes ao comprimento de onda maximo da molécula protonada.
E a partir de cada uma das curvas um célculo de pKa foi efetuado, para fins

comparativos, se obtendo um pKa relacionado a absor¢éo e outro a emissao.
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Para o calculo do pKa foi feito um ajuste ndo linear sigmoidal dos dados na

equacao a baixo, tendo como variaveis I,y Lnin © Kg-

— Imax[H+]n + IminKa
Ko+ [HF]?

I corresponde a intensidade de fluorescéncia ou a absorbancia; n a
estequiometria da ligacdo de H* ao sensor; K, a constante de acidez da sonda; € I,
e I,in @ maior e menor intensidade. O valor n foi mantido fixo em 1 no ajuste da curva.

O calculo do pKa foi realizado no Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation) através

da ferramenta solver.

Essas titulagbes foram desempenhadas em meio aquoso, uma vez que esse é 0
meio em que 0S processos bioldgicos ocorrem. Porém, devido a baixa solubilidade
dos BODIPYs, que é bem relatada na literatura,®® o estudo foi realizado na presenca
de co-solventes. As titulagdes dos derivados 3-benzilamino e 3-(piridin-3-il) foram
realizadas utilizando como co-solvente o DMSO 30%. Para a leitura dos espectros se
utilizou o espectrémetro USB2000, da Ocean Optics, acoplado com o sistema de
amostragem integrado USB-ISS-UV/VIS, para as analises espectrofotométricas, e
acoplado com um LED azul, para as analises fluorimétricas. Porém, uma vez que
alguns espectros de absorcdo do grupo 3-benzilamino apresentaram bandas
deformadas, foi feito uma duplicata das titulagbes em um outro equipamento mais
robusto. Utilizando entdo o Espectrofotdbmetro Evolution® 300 Thermo Scientific,

presente no LABIOM (Laboratério Multiusuario de Andlises Biomoleculares).

Para os Derivados 3-(4-aminofenil) foi realizado um estudo dos fluoréforos
dissolvidos em diferentes co-solventes organicos: DMSO 30 %, MeOH 30 % e MeCN
30 %. Em um primeiro momento as titulacdes foram realizadas alternando o pH de
forma mais minuciosa, fazendo a leitura em aproximadamente cada 0,3 unidades de
pH acrescentada. Porém problemas de solubilidade foram constatados, o que nos
levou a realizar a titulacdo com um intervalo maior de pH a fim de amenizar esse
problema. A fim de produzir uma medida mais exata do pKa os experimentos foram
realizados em triplicata. Os equipamentos utilizados nesses ensaios foram o
Espectrofotometro Evolution® 300 Thermo Scientific, presente no LABIOM

(Laboratorio Multiusuario de Anélises Biomoleculares), para absorcéo, e o Fluorimetro
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LS 55 Perkin-Elmer, presente no Laboratério de Instrumentacdo do LabPetro, para
emissdo. Foram utilizados os comprimentos de excitacado de 522 e 530 nm para 0s
compostos 14 e 15, respectivamente. Também foi investigado para esses compostos
0 comportamento como sensores de pH em meio organico através dos espectros de
absorcdo e emissdo desses fluoroforos protonados e desprotonados. Para isso, 0s
compostos 14 e 15 foram dissolvidos em MeOH, MeCN e DMSO com uma
concentracao final de 1,4 x 10 mol.L* e 5,6 x 10 mol.L!, respectivamente, e seus
espectros de absorcdo e emissdo foram registrados antes e apds a adicao de HCI
concentrado. Para os espectros de emissao se utilizou o comprimento de onda de
excitacdo de 500 nm e a fenda de emisséo de 5 nm, exceto para o composto 15 em
MeOH e MeCN acidificados, cuja fenda foi foi de 2,5 nm.

3.3 Calculos teodricos

Para os derivados 3-(4-aminofenil) BODIPYs foram realizados alguns calculos
tedricos, a fim de se compreender melhor as suas propriedades fotofisicas. Para isso
se utilizou o software Avogadro 1.2.0 para o desenho tridimensional das estruturas,
utilizando o campo de forca UFF, e realizando otimiza¢cdes dependendo do calculo.
Para o calculo do dipolo e dos orbitais de fronteira das moléculas as otimizacdes foram
realizadas através do método semi-empirico PM7 e do programa MOPAC 2016™.
Para os calculos dos orbitais de fronteira do BODIPY, da fenilamina e do fenilamonio
as otimizacOes foram realizadas através da Teoria do Funcional de Densidade (DFT),
utilizando o programa Orca 4.2.1, nesses célculos foram utilizados: o funcional hibrido
B3LYP com o conjunto de base orbital def2-TZVP, a base auxiliar def2/J, a
aproximacdo RIJCOSX e os critérios de convergéncia Tight SCF com grades de
integracdo aumentadas (Grid5 Finalgrid 6). ApGs o célculo, as superficies foram

renderizadas usando o pacote Avogadro.
3.4 Ensaios de viabilidade celular

Como sensores fluorescentes com aplicacéo bioldgica requerem baixa toxicidade
nas concentracdes adequadas para imagens, foi realizado o ensaio de reducéo do
MTT com o intuito de verificar a citotoxicidade dos derivados 3-(4-aminofenil) e de
alguns derivados 3-benzilamino, que foram aqueles que apresentaram sensibilidade
ao pH. A alta sensibilidade das técnicas fluorescentes demanda a utilizagcdo de baixas

concentragdes de fluoréforos em ensaios de microscopia de fluorescéncia, por isso o
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teste de viabilidade celular foi feito com concentracdes relativamente baixas dos
fluoréforos. Para esse ensaio células da linhagem MCF-7 foram semeadas, em placas
de 96 pocos, em uma densidade de 9 x 10% células por poco, utilizando o meio
de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10 % de soro fetal
bovino. Esse plagueamento foi realizado utilizando 90 pL de suspenséo celular a uma
concentracdo aproximada de 10° células/mL. Apds o plaqueamento as placas foram
incubadas em estufa a 37 °C com 5 % de CO2 por 24 horas. Posteriormente, as células
foram tratadas com 10 pL das sondas 14 e 15 em concentragfes de 1, 5, 10, 50 ou
100 uM ou ainda com 10 uyL de DMSO 5 % e, em seguida, foram incubadas
novamente a 37 °C e 5 % de COg, por 72 horas. Finalizada a incubacéo foi adicionado
10 uL de MTT (5 mg.mL-!) em cada poco e incubado por mais 4 horas. Finalmente, o
meio foi removido, os cristais de formazan foram solubilizados em DMSO e a
absorbancia foi medida (em 570 nm) em um leitor de microplacas EPOCH 2TC
BioTek. Cada tratamento foi testado em quatro poc¢os por placa e o ensaio foi realizado
em triplicata, sendo duas placas feitas no mesmo dia e outra uma semana depois. As
células tratadas sem os fluoréforos, apenas com DMSO 5 %, foram utilizadas como
controle e sua viabilidade celular foi fixada em 100%. Foi realizado também o branco
com o0 meio, sem células e sem os compostos. A analise dos dados foi realizada com

Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. 3-benzilamino BODIPYs como sensores de pH

Conforme mencionado na sessao de materiais e métodos para esses derivados 0s
espectros de absorcdo foram realizados em dois aparelhos distintos, porém foi
verificado que 0s espectros se reproduzem. Com isso, se optou por mostrar 0s
resultados do espectrofotometro mais robusto. Entretanto, o espectro do composto 4

foi representado com o espectro do outro equipamento, que apresentou menos ruido.

4.1.1. CARACTERIZACAO DO COMPOSTO 1

Ao realizar a titulacdo espectrofotométrica do composto 1 (Figura 17a) foi
observado que esse cromoforo possui uma banda com formato questionavel e
absorcdo maxima em aproximadamente 526 nm. Foi constatado também uma
variacdo duvidosa da absorbancia com a mudanca de acidez do meio. Com isso,
considerando que no decorrer da titulagdo era observado a deposicdo do composto
as vidrarias, se suspeitou que essas incongruéncias poderiam ser consequéncias da
baixa solubilidade do composto. Problemas de solubilidade ocasionam uma variacéo
na concentracao do cromoforo na solucéo, que por sua vez, segundo a Lei de Beer,
influencia diretamente na absorbancia; além de poder causar espalhamento da
radiacdo se ocasionar particulas suspensas.? Assim, a fim de dirimir essa incerteza
foram realizadas duas varreduras — no inicio da faixa utilizada (pH = 1) € no extremo
da mesma (pH = 7) — com o intuito de reduzir o tempo de anélise, e consequentemente
a quantidade de fluoroforo perdida. Foi invertida a ordem da leitura também, com a
intencado de certificar a verdadeira influéncia do pH, assim, uma vez que as titulacdes
foram realizadas do meio acido para o0 neutro/basico nesse ensaio se procedeu do pH
neutro/basico para o acido. Posto que a baixa solubilidade em meio aquoso é uma
tendéncia dos BODIPYs,®8 e que esse comportamento de deposicdo se reproduziu
nos demais compostos, a mesma analise foi implementada em todos os compostos.

Este ensaio também foi efetuado para as titulagdes fluorimétricas.
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Figura 17 — Absorcédo do composto 1. a) Titulacdo espectrofotométrica entre
pH 0,8 e 6,6; b) Espectros de absor¢cdo em pH 7,7 e 1,7.

Desta forma, os espectros realizados para averiguar os resultados obtidos na
titulacdo espectrométrica (Figura 17b) mostrou que de fato a solubilidade estava
influenciando a absor¢cdo do composto 1. Isso € constatado ao observar que nesse
ensaio o espectro de maior absorcéo é resultado do croméforo em meio quase neutro
(Figura 17b; pH =7,7), entretanto no ensaio prévio de titulagdo o mesmo era resultado
do meio acido (Figura 17a; pH = 0,8). Semelhantemente, o espectro de menor
absorcao, no qual no primeiro ensaio foi constatado em meio quase neutro (Figura
17a; pH =6,6), ja nesse ensaio em meio acido (Figura 17b; pH = 1,7). Mostrando com
iISSO que a variacdo na absorbancia ndo concerne ao pH, mas sim a sequéncia das
medidas, pois a concentracdo do cromoéforo diminui em medidas sucessivas, devido
a progressiva deposicdo do composto. Foi certificado também que a banda ndo se
altera nem se desloca com o pH, permanecendo com o comprimento de onda de
absorgcdo maxima (Aas) em 525 nm. Igualmente no ensaio de titulagédo realizado a
priori. Na regido de 630 a 830 nm observa-se um perfil espectral que se aparenta a
uma banda larga de intensidade reduzida, porém testes em pH maior que 7,7 néao
mostraram o aumento desse perfil. Por fim, foi observada a formacdo de uma banda
congruente, fina e definida, caracteristica dos BODIPYs.[® Essa observacio
evidencia uma imprecisdo em relacdo ao ensaio de titulacdo, o qual pode ter sido
ocasionada por problemas de solubilidade ou a erros sistematicos ndo constatados.
Entretanto, as averiguacfes fornecidas por essas analises sédo suficientes para
constatarmos que o pH ndo acarreta o desvio da banda nem alteracdo no perfil da
absorbancia, ou seja, a absorcao do composto 1 ndo é sensivel ao pH.

Atraves da titulacdo fluorimétrica do composto 1 e do ensaio realizado de duas

varreduras (Figura 18) foi observado que a protonacgao da 3-benzilamina ndo altera o
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comprimento de onda méximo do pico de emisséo (rem), que permanece, para ambos
0S ensaios, em aproximadamente 549 nm, independentemente do pH. Também
percebemos que efetivamente ndo ha variacdo da fluorescéncia devido ao pH, uma
vez que a curva de maior absorbancia é resultado de meios distintos, no ensaio
anterior correspondia ao meio acido (Figura 18a; pH = 1,4) e nesse ensaio ao meio
bésico (Figura 18b; pH = 7,7).
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Figura 18 — Emisséo do composto 1. a) Titulacao fluorimétrica entre pH 1,4 e
7,6; b) Espectros de emissdo empH 7,7 e 1,7.

Com isso, confirmamos que o composto 1 ndo pode ser utilizado como um sensor

de pH em meio aquoso. Pois ndo possui propriedades fotofisicas sensiveis ao pH.

4.1.2. CARACTERIZACAO DO COMPOSTO 2

A titulacdo espectrofotométrica do composto 2 (Figura 19a) mostrou uma nitida
alteracao no formato da banda de absorcdo com o aumento do pH, resultando em
uma banda de comprimento de onda maior, chamado de deslocamento ou efeito
batocrémico. Essa observacdo confirmada no ensaio de duas varreduras (Figura
19b), onde também foi observado, com a desprotonacao, o deslocamento da banda

em 526 nm para, aproximadamente, 562 nm.

Do mesmo modo, os ensaios de emissdo (Figura 20) apresentam um desvio
batocrémico visivel, de 552 a 587 nm, com a desprotonacdo. Também € perceptivel a
gueda de intensidade de fluorescéncia, efeito hipocrémico, confirmado pelos
espectros complementares empH =7,2 e pH=1,2 (Figura 20b). O efeito hipercrémico
do meio neutro para o meio acido no ensaio de dois pontos foi tal que foi necessério
diminuir o tempo de integracdo do espectro no meio acido, pois 0 mesmo extrapolou

a escala (Anexo 1).
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Figura 19 — Absorcédo do composto 2. a) Titulacdo espectrofotométrica entre
pH 1,3 e 7,2; b) Espectros de absorcdo em pH 7,2 e 1,2.
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Figura 20 — Emisséo do composto 2. a) Titulacao fluorimétrica entre pH 1,9 e

6,7; b) Espectros de emissdao empH 7,2 e 1,2.

Uma vez que esses compostos apresentaram um comportamento interessante
para serem utilizados como sensores de pH em meio aquoso se realizou um ensaio
de dois pontos destes em DMSO puro e DMSO com gotas de HCI concentrado a fim
de se verificar se esse comportamento ocorria somente em meio aquoso, se haveria
a presenca de algum agregado — uma vez que em DMSO eles séo altamente solGveis
— e poder caracterizar melhor essas sondas. Ambos 0s espectros em DMSO, de
absorcao (Figura 21a) e de emissao (Figura 21b), continuaram com o mesmo perfil
espectral que os correspondentes em meio aquoso, apresentando para a molécula
protonada um deslocamento hipsocromico, de Aaps = 566 nm para Aaps = 535 nm e de
Aem =591 nm para Amax = 564 nm, respectivamente. Na emissao o efeito hipercromico
também se repetiu, sendo um sinal de algum processo no estado excitado interferindo

no rendimento quantico.
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Figura 21 — Absorcéo e emissdo do composto 2 em dimetisulféxido (DMSO).
a) Absorcao; b) emisséo.

Assim, essas constatacdes indicam que essa sonda pode ser potencialmente
utilizada como um sensor de pH fluorescente ratiométrico. Essas observacoes
revelam que o composto 2 protonado e desprotonado possuem estados excitados
distintos, acarretando na absorcdo e emissdao em diferentes comprimentos
energéticos. O fluoréforo absorve energia e logo em seguida perde parte dela por
processos dinamicos, nao radiativos, como relaxacao vibracional, levando a um
primeiro estado excitado (Figura 22), que, por sua vez, depende de o composto estar
protonado ou néo. (S:” representa o estado excitado do fluor6foro na forma protonada,
e S:P na forma desprotonada). Esse estado, conforme evidenciado no espectro de
absorcao, sera mais energético se o composto 2 estiver no estado protonado. Apos a
formacédo desse estado excitado inicial, ha conversdes internas, que estabilizam esses
estados, os tornando menos energéticos, o que dependem, mais uma vez, da
protonacédo para ditar seu nivel de energia. Por fim, esse estado excitado de menor
energia relaxa através de decaimento radiativo, fazendo que fluoréforo volte ao seu
estado fundamental. Assim, observa-se a emissdo em comprimentos de onda maiores
para o estado desprotonado, que é menos energético, e comprimentos de onda
menores para o estado protonado, que é mais energético (Figura 10, 11 e 14). Esses
estados excitados podem variar também em estrutura, podendo alterar a taxa de

decaimento nao radiativo (kn) da molécula, e comisso a intensidade de fluorescéncia.
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Figura 22 — Principio de reconhecimento de um sensor ratiométrico. Diagrama
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Esse comportamento é semelhante ao encontrado em sensores de cations com
sitio de reconhecimento rico em elétrons baseados em estado ICT, nos quais o sensor
livre tem um estado excitado polar mais estabilizado do que o do estado ligado ao
analito (Figura 08), resultando, assim em um deslocamento hipsocromico com o
reconhecimento. Como o grupo benzilamino atua como doador de elétrons e o
BODIPY tanto como doador e aceptor,*® é consideravel propor que possa ocorrer no
composto 2 excitado a formacédo de um estado ICT do benzilamino para o BODIPY

gue é aumentado pela protonacéo.

Dado que ha a variacdo dos espectros com o pH, as curvas de titulacao
espectrofotométrica (Figura 23a) e de titulacdo fluorimétrica (Figura 23b) foram
plotadas, obtendo os valores de pKa de 4,7 e 4,6, respectivamente. Ambas as curvas
apresentaram um bom ajuste aos dados experimentais, no entanto, conforme
mostrado pela Figura 23, a titulacéo fluorimétrica apresentou uma melhor precisao.
Foi constatado também que os dados estdo coerentes com o valor esperado pelos
espectros (= 5,0) e pelos grupos organicos presentes na molécula. Uma vez que a 4-
metdxibenzilamina tem seu par de elétrons nado ligantes conjugado ao nucleo BODIPY
— que apresenta um sistema altamente conjugado — deslocalizando esses elétrons, e
com isso diminuindo drasticamente a basicidade dessa amina. Comisso era esperado
uma queda significativa do pka da 4-metoxibenzilamina (pKa = 9,3), a qual foi
realmente observada. Assim, dispomos de um sensor potencialmente proveitoso em
uma faixa de pH de 3,6 a 5,7. Um exemplo de utilizacdo dessa faixa sdo as funcoes

celulares dos lisossomos, que ocorreram em pH entre 4,5 e 5,5.124
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Figura 23 — Curvas de titulacdo do composto 2. a) Curva espectrométrica; b)

Curva fluorimétrica.

Dessa maneira, a analise dos dados dos compostos 1 e 2 denotam que enquanto
0 composto 2 se mostra como um sensor, aparentemente util, de pH, 0 mesmo néo
pode ser dito sobre o composto 1. Verificando as estruturas desses compostos
(Figura 24) se constata que a diferenca entre eles esta na presenca do grupo
tiocianato conjugado ao sistema BODIPY, indicando que a presenca desse grupo
altera de alguma forma as propriedades eletrénicas do composto 2 no estado

excitado, levando-o a possuir propriedades diferentes.

N AN

Figura 24 — Estruturas do composto 1 e 2.

Como o comportamento de reconhecimento de prétons do composto 2 se
assemelhou a um reconhecimento baseado em um mecanismo ICT, foi realizada uma
investigacdo mais pormenorizada das interacdes mesoméricas presentes nessas
duas moléculas, e a interferéncia do grupo tiocianato nelas. Para isso se escreveu as
principais formas canénicas que contribuem para as estruturas reais do composto 1 e

2, tanto protonado quanto desprotonado (Figura 25a e 25b). As setas curvas pretas
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mostram as deslocalizacdes presentes em ambos compostos, e as azuis aquelas que
s6 ocorrem na presenca do grupo tiocianato, ou seja, para 0 composto 2. Essas

estruturas proprias do composto 2 foram representadas com os &tomos em azul.
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Figura 25 — Estruturas de ressonancia para os 3-benzilaminos BODIPYs. a)

Compostos protonados; b) Compostos desprotonados.

Analisando as estruturas de ressonancia dos dois compostos desprotonados
(Figura 25b) se observa que no composto 1 a benzilamina atua como um grupo
doador de elétrons para o grupo BODIPY, podendo permitir um estado ICT para esta
molécula excitada. J4 para o0 composto 2 se observa uma doacéo de carga em direcao
ao cianeto, atuando o BODIPY conjugado a amina como o grupo doador, permitindo
assim um possivel estado ICT distinto. No entanto, para as moléculas protonadas
(Figura 25a) se observa que no composto 1 ndo ha mais interacdo entre a amina e o
BODIPY, s6 h& aressonancia do préprio BODIPY, indicando a auséncia de um estado
ICT. J& para o composto 2 a interacdo do BODIPY com o tiocianato permanece,

sugerindo que ainda pode haver a formacao de um estado ICT.

Conferindo os espectros de ambos 0s compostos se observou que os espectros

de absorcéo e emissdo do composto 1, protonado e desprotonado, sédo semelhantes
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aos espectros de absorcédo e emissdo do composto 2 protonado (2-H™). Assim, por
diferir somente os espectros do composto 2 desprotonado induz a supor, em um
primeiro momento, que o tiocianato influencia somente no estado excitado do ultimo.
Porém, como visto nas estruturas de ressonancia dos compostos, observa-se que o
tiocianato age como retirador de elétrons, por efeito mesomeérico, diminuindo a
densidade eletronica do BODIPY 2, no estado fundamental, tanto quando a amina
esta protonada, quanto quando estd desprotonada. Sugerindo que este, de igual
modo, possa estar alterando o estado excitado da molécula 2, independentemente da
protonacdo. Além disso uma comparacdo dos resultados obtidos em meio aquoso
30% DMSO, nesse trabalho, com resultados em acetonitrila, obtidos em um artigo
publicado pelo grupo de pesquisa no trabalho em que os compostos 3-benzilaminicos
foram sintetizados,*!! revela que o0s compostos 2 e 1 possuem O mMesmo
comportamento em meio aquoso (Figura 26). Porém com o composto 2 protonado
apresentando comprimentos de onda de absorcéo e emisséo desviados para o azul,
519 e 545 nm, respectivamente, em comparacado com 0s obtidos nesse trabalho em
meio aquoso Aabs = 526 € Aem = 552 nm. Todavia, os demais espectros, os do
composto 1 e do composto 2 desprotonado, continuam com a absor¢céo e a emissao
em comprimentos de onda semelhantes, indicando que o estado do composto 2-H*
nao é semelhante aos demais estados, por apresentar um solvatocromismo néo
observado para as demais moléculas. Ademais, analisando o ensaio em DMSO
(Figura 21) com o do meio aquoso (Figura 19 e 20) e com o do artigo em MeCN
(Figura 26)“! se observa um solvatocromismo do estado 2-H*de 9 nm e 16 nm,
respectivamente. Entretanto nenhum solvatocromismo significativo é observado para
0 composto 2 desprotonado. Esse fator indica um estado ICT significativamente polar
para o estado 2-H", uma vez que foi uma diferenca relativa a solventes polares. Com
isso, uma revisdo na literatura foi feita a fim de entender esse comportamento
observado, onde aparentemente se tem dois estados excitados diferentes

apresentando uma absorcéo e emissdo semelhante.
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Figura 26 — Espectros de absor¢cédo e emissdo em acetonitrila. a) Composto 1;

b) Composto 2. Tracejados cinza — com adi¢céo de acido trifluoroacético (TFA). Preto
— sem adicdo de TFA.*U

A literatura mostra que um estado ICT caracteristico difere substancialmente do
seu estado fundamental de origem, tendo sua eficiéncia determinada pela separacéo
da carga gerada (D*-A’) apds a fotoexcitacdo.l*? Um estado excitado de cargas
separadas [D*A’]*, ou seja, altamente eficiente e polar, ndo possui interacdo entre a
parte doadora e aceptora, € um estado onde a sobreposicdo dos orbitais de D* e A" é
zero ou desprezivel, o levando a possuir propriedades fotofisicas peculiares
provenientes dessa localizacdo de carga.l'®l Quando ha essa separacdo de carga de
forma eficiente a estrutura eletrbnica de cada parte corresponde ao estado
fundamental do ion radical livre de carga oposta, e assim o espectro corresponde a
soma dos espectros dos subsistemas componentes (cromoforos locais), 0 anion
radical A" e o cation radical D*. Entretanto, quando ha interacdo entre as cargas essas
sdo estabilizadas e os espectros se desviam desse carater. Assim sendo, a magnitude
dessa peculiaridade esté ligada a localizacdo dessa carga, havendo o deslocamento,
o alargamento e a diminui¢cao das bandas a medida que ha a estabilizacdo da mesma

por interacdes intramoleculares e/ou intermoleculares.?

Assim, parece razoavel atribuir que o estado ICT do composto 2-H" seja um estado
ICT eficiente, resultando em um espectro do BODIPY ligado com a benzilamina,

semelhantemente ao do composto 1. Visto que o tiocianato ndo absorve no visivel. O
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mesmo estado explica ainda o hipocromismo observado para molécula desprotonada,
uma vez que, normalmente, a eficiéncia do estado ICT provém de uma geometria mais
rigida, como a ortogonalidade do doador com o aceptor,®l diminuindo assim o
decaimento ndo radiativo. Porém, uma vez desprotonado o nitrogénio, o nudcleo
BODIPY possui conjugagéo com a benzilamina, estabilizando melhor a carga positiva
do estado ICT, fazendo com que esse estado se estabilize e 0 composto absorva e
emita em comprimentos de onda menos energéticos. Acarretando assim o desvio para
o vermelho, observado no composto 2 desprotonado. E por ser menos polar nao
ocasiona um solvatocromismo significativo. Como nenhum deslocamento é observado
para o composto 1, nem solvatocromico nem devido a protonacéo, se conclui que néo
h&d a formacdo de um estado ICT significativo para a molécula 1 desprotonada,
resultando no mesmo espectro observado para a molécula 1 protonada e para o

composto 2 protonado.

Com isso, se atribui ao tiocianato a capacidade sensorial do composto 2, que
permite a formacédo de um estado ICT eficiente para o estado protonado (S:°, Figura
22) e um estado ICT menos polar, com acoplamento eletrbnico, para a molécula

desprotonada (S:P, Figura 22).

Se conclui entdo que o composto 2 apresenta ambos 0S espectros sensiveis ao
pH, podendo ser utilizado como uma sonda ratiométrica de comprimento de onda de
excitacdo e, mais importante ainda, de emissdo. Essa é uma propriedade vantajosa
para um sensor, visto que essa propriedade permite determinar o pH a partir de uma
razao de intensidades, independente da concentracdo da sonda, o que € um ganho

para microscopia celular.

4.1.3. CARACTERIZACAO DO COMPOSTO 3

Se observou através dos espectros de absorcdo e de emissdo do composto 3
(Figura 27 e 28, respectivamente) que ndo ha divergéncia nos espectros em
diferentes pH. Uma vez que a diferenca de intensidade nas Figuras 27a e 28a é
explicada pelo problema de solubilidade jA mencionado, mostrado nas Figuras 27b e
28b. A banda de absorcdo permanece em 479 nm e a de emissdo em 538 nm,
independentemente de a molécula estar protonada ou ndo. Assim, se observa que as
propriedades fotofisicas do fluor6foro 3 em meio aquoso ndo sdo sensiveis a

protonacgéo da benzilamina, e, portanto, esse composto ndao pode ser utilizado como
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um sensor de pH em meio aquoso. No ensaio prévio realizado e publicado
anteriormente pelo grupo se observou que esse fluoréforo ndo seria um sensor de pH
em meio organico também.[*!] Os espectros em acetonitrila, reportados na publicacio,
foram semelhantes aos encontrados neste trabalho também, ndo havendo mudancas
significativas do comportamento da sonda com o meio. Esse fato, indica que esse
composto em seu estado neutro ndo apresenta solvatocromismo, indicando a
auséncia de um estado excitado polar. Assim, essa constatacao, juntamente com as
observacgOes feitas neste trabalho, sugere que esse composto ndo apresenta um
estado ICT para ambas moléculas, protonada e desprotonada. Com isso, os dados
observados para o composto 3 corroboram com o que foi descrito anteriormente para
0 composto 2, que a presenca do tiocianato induz uma diferenca de carga.
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Figura 27 — Absorcdo do composto 3. a) Titulacdo espectrofotométrica entre

pH 1,3 e 7,4; b) Espectros de absorcdoempH 7,5 e 1,2.
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Figura 28 — Emissdo do composto 3. a) Titulacao fluorimétrica entre pH 1,5 e

7,0; b) Espectros de emissdoempH 7,5 e 1,2.

4.1.4. CARACTERIZACAO DO COMPOSTO 4

A avaliacdo dos espectros da titulacéo espectrofotométrica do composto 4 (Figura

29) nos fez constatar alguns formatos de banda anormais para BODIPYs, que, em
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geral, apresentam uma banda fina tipica.l¥ O ensaio de dois pontos foi realizado e
houve a repeticdo da banda extremamente alargada (Figura 29b). Entretanto, foi
possivel visualizar que a diferenca e a deformagcdo observada nos espectros ndo
foram devido ao pH do meio. Uma vez que a primeira leitura de ambos 0s ensaios,
em pH 0,6 e pH 8,0, apresenta uma banda na mesma faixa espectral, independente
do pH, com deformacéo nas leituras subsequentes. Se inferiu entdo que além da baixa
solubilidade desse fluoréforo, poderia estar havendo uma forte agregacao gerando a
banda larga observada no decorrer do espectro.
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Figura 29 — Absorcdo do composto 4. a) Titulacdo espectrofotométrica entre

pH 0,6 e 7,9; b) Espectros de absorcdo em pH 8,0 e 2,0.

Na emissdo do composto 4 o ensaio de dois pontos apresentou um ombro suspeito
(Anexo 2), sendo necessario um novo ensaio, que foi realizado em trés pontos
(Figura 30). Nesse novo ensaio se percebeu uma banda dupla para a primeira leitura
(em pH 4,34), e uma banda Unica, um pouco inclinada, para as leituras subsequentes
(em pH 1,35 e 11,08). Uma vez que 0s espectros do meio basico e acido se
assemelham e a banda dupla é referente ao pH intermediario se infere que néo ha
uma variacdo com pH, mas sim problemas de solubilidade e agregacéo que geram a
perda do perfil da banda. Entretanto, a fim de se ter algo mais conclusivo foi realizado
um ensaio em DMSO puro, uma vez que esses compostos sdo altamente solaveis
nesse solvente (Figura 31). Esses ensaios mostraram que o sensor realmente nao
apresenta sensibilidade ao pH, devido os espectros do meio basico e acido terem se
assemelhado. Esses espectros mostraram também um perfil espectral parecido com
as primeiras leituras em meio aquoso, inferindo que a deformacdo das bandas

deformadas em meio aquoso, tanto na absorcdo como na emissao, devam a
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agregacéo. Concluindo, assim, que o composto 4 nao pode ser utilizado como um

sensor de pH.
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Figura 30 — Emisséo do composto 4. a) Titulagéo fluorimétrica entre pH 1,4 e

7,3; b) Espectros de emissao em pH 8,0 e 2,0.
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Figura 31 — Absorcdo e emissdo do composto 4 em DMSO. a) Absorcéo;

b) emisséao.

4.1.5. CARACTERIZACAO DO COMPOSTO 5

A titulacdo espectrofotométrica realizada para o composto 5 (Figura 32) mostra
dois deslocamentos com a desprotonacdo. O que era esperado, uma vez que, a
molécula possui dois sitios de ligacdo para o H*, ocorrendo dois processos de
protonacdo/desprotonacdo distintos. Além da insercdo de dois tiocianatos,
favorecendo um estado ICT, como mencionado no composto 2. O primeiro
deslocamento observado no espectro de absorcdo comeca a ocorrer em pH = 2,3,
onde uma banda larga comeca a aparecer em aproximadamente 550 nm, a medida
gue a banda em 595 nm vai desaparecendo. Esta modificacdo € proveniente da
mudanca do estado em que a molécula esta duplamente protonada para o estado com

uma protonacdo. Apos essa primeira desprotonagdo comeca em pH 4,2 a segunda
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modificacdo espectral, com uma nova banda aparecendo em 639 nm. Percebemos
também que a banda estruturada em 595 nm, para o estado onde a molécula esta
duplamente protonada, perde seu formado ao se deslocar para o estado onde esta
monoprotonada, com uma banda achatada, sem formato e de menor intensidade.
Essa por sua vez, ao se deslocar para o estado desprotonado recupera um pouco da
estrutura de banda e da intensidade da banda, porém continua menos intensa e mais
larga que a banda diprotonada (pH = 7,4; Figura 32). Essas observagbes se

correlacionam com as observacdes encontradas em meio organico.4
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Figura 32 — Absorcéo do composto 5. a) Titulagcado espectrofotométrica entre

pH 1,3 e 7,1; b) Espectros de absorcdo empH 7,4 e 1,9.

Ao observar o espectro de emissdo desse composto (Figura 33) se verificou que
gue € possivel constatar trés bandas distintas também, porém a primeira modificacao
parece néo ter sido completa, estando em pH mais baixo que 1,6. Podemos observar
uma banda um pouco mais hipsocrébmica em pH 1,6 com um ombro em
aproximadamente 575 nm, que logo tem seu maximo ajustado para comprimentos de
onda maiores e a consequente perda do ombro, gerando uma banda em 625 nm sem
o ombro em pH = 3,2. Assim, se presume que a banda em pH 1,6 € uma banda de
transicdo para o estado monoprotonado e, como consequéncia, o estado diprotonado
se estabelece em pH mais acido (a Figura 34c endossa essa observacdo). Com isso
observamos também que a banda de absorcdo em 595 nm, que parecia corresponder
ao estado diprotonado, também deve ser um estado de transicdo da banda
diprotonada para monoprotonada. Por fim foi observado que em pH = 4,6 comecgou a
se formar uma banda em 542 nm, decaindo a banda em 625 nm, e formando a nova

banda, alargada e achatada, no pH 7,0, aproximadamente. Conferindo que essa
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banda do estado desprotonado de fato é de menor intensidade e alargada, ndo sendo
problema de solubilidade. (Figura 33b).
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Figura 33 — Emisséo do composto 5. a) Titulagéo fluorimétrica entre pH 1,6 e
7,7; b) Espectros de emissdoem pH 7,4 e 1,9.

Essas mudancas espectrais de absorcao e emisséo sao devidas ao equilibrio entre
as formas dionizada, monoionizada e a neutra do composto 5. Devido as interacdes
gue ocorrem entre o BODIPY, o tiocianato e a benzilamina, como visto para o
composto 2, se pressupde que essas alteracbes observadas séo devido a estados
ICT distintos. Sendo o estado da molécula desprotonada o0 que mais possui
sobreposicdo dos orbitais, resultando em bandas largas e uma alta supressao da

fluorescéncia.

O pKa desse composto para a segunda desprotonacédo foi calculado, através do
espectro de absorcéo (Figura 34a) e do de emissao (Figura 34b), encontrando um
pKa = 4,9, e pH = 5,0, respectivamente. O calculo referente ao pka da primeira
desprotonacédo nao pode ser realizado, devido nao ter sido possivel localizar o estado
diprotonado dentro da faixa de pH utilizada, como ja mencionado. Esse fato é
destacado na curva de titulacdo, proveniente da absor¢éo (Figura 34c), onde o inicio
da curva pertence a pH menores que 1,6, mostrando que, de fato, a banda localizada
em 595 nm é apenas uma banda de transi¢do da primeira desprotonacédo. Com isso
se espera um pKa bem acido para esta desprotonacdo. Como a benzilamina possui
um pka de 9,4,1¢ foi constatado mais uma vez a eficiéncia do sistema conjugado em

deslocalizar o elétron nédo ligante da amina.
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Figura 34 — Curvas de titulacdo para o composto 5. a) Espectrofotométrica em

551 nm. b) Fluorimétrica em 625 nm. c) Espectrofotométrica em 595 nm.

Assim se conclui que esse fluor6foro € um sensor de pH com uma faixa de pH
aplicavel de 4,0 a 6,0, que € uma faixa interessante que, como Vvisto no composto 2,
pode ser usada para marcar lisossomo, por exemplo. Além disso ele possui
caracteristicas fotofisicas bem interessantes, pois permite o calculo ratiométricos e
possui comprimentos de onda de absorcdo e emissao razoavelmente longos — o que

minimiza o fotodano e a interferéncia da autofluorescéncia celular.[3?

4.1.6. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS 2 E 5

Uma vez que 0s compostos 2 e 5 apresentaram caracteristicas fotofisicas
favoraveis foi realizado um teste de citotoxicidade com esses fluoréforos, a fim de
verificar a aplicacdo destes em meio celular. O resultado desse ensaio (Tabela 01 e
Figura 35) mostrou que estes compostos apresentam baixa citoxicidade,
possibilitando assim o uso em aplicacdo celular. Foi visto também que, devido a alta
viabilidade dos compostos em todas as concentracfes analisadas, de ~ 80% apos 72
horas, ndo foi possivel realizar o calculo do tempo de vida dos fluoréforos. Este
resultado estd em conformidade com as caracteristicas do grupo BODIPY, que

geralmente ndo séo toxicos.l’0-74
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Tabela 01 — Toxicidade dos compostos 2 e 5 depois de 72 horas.

Viabilidade (%)

Composto Concentragéo (uM)
Média? SDP
1 85,6 14,7
5 76,4 13,9
2 10 80,9 13,1
50 87,0 12,4
100 92,7 13,1
1 79,9 14,8
5 73,2 12,1
5 10 77,2 8,4
50 80,3 8,1
100 77,0 13,7
2 Resultado médio de trés experimentos. ? Desvio padrio.
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Figura 35 — Citotoxicidade dos sensores 2 (azul) e 5 (laranja) apds 72 horas.

Em cinza o tratamento apenas com DMSO 5% (controle)
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4.2. Preparagéo e propriedades do 3-(piridin-3-il) BODIPY

A estratégia inicial para se obter o composto 9, pela preparacao do tetrafluorborato
de piridinil diazénio pelo método tradicional, com HCI, NaNO e NaBF4, ndo se obteve
sucesso. Foi observada a liberacdo imediata de gas na etapa de adicdo do NaNO3, o
gue levou a concluir que o cloreto do sal de diazénio em questdo € muito instavel e

elimina gas nitrogénio imediatamente apds a sua formacao (Figura 36).

N \ HCI N \ N \
| e |
_~ NaNO, N, =
NH, N5 CI cl

Figura 36 — Decomposicao do cloreto de diazénio formado.

Na segunda estratégia foi utilizado acido tetrafluorbérico, que possibilita a
preparacdo direta do tetrafluorborato do sal de diazbnio sem o cloreto como
intermediario. A reacao de fato ocorreu conforme planejado com a formacédo de um
sélido branco, que seria aplicado na etapa de arilacdo. Todavia, o0 solido isolado se
mostrou muito instavel se degradando completamente de forma instantanea e
vigorosa. Essa observacdo nos levou a abandonar a estratégia de isolamento do

tetrafluorborato de diazénio por precaucao.

Nesse contexto, foi proposto as reacdes sequenciais one-pot, descrita na sessao
de materiais e métodos, para remediar tais problemas. Nessa estratégia o sal de
diazénio preparado nao foi isolado nem armazenado, tendo sido aplicado diretamente
na reacao de arilacdo. O controle da reacdo por CCD mostrou a formacéo de produtos
com caracteristicas condizentes com o esperado para o produto arilado 9 (Figura 37),
meso-diclorofenil BODIPY monoarilado). Infelizmente o rendimento dessa estratégia

foi de apenas 11 %, com recuperacao de cerca de 35 % do material de partida.
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o Meso-diclorofenilBODIPY

o= Meso-diclorofenilBODIPY monoarilado

o Meso-diclorofenilBODIPY diarilado
o> Subprodutos

Figura 37 — Cromatografia em camada delgada dos produtos da reacéo

sequencial.

Apesar das dificuldades foi possivel isolar uma pequena quantidade de um produto
fluorescente que, mesmo ndo sendo possivel realizar ainda a confirmacgao estrutural
por caracterizacdo espectroscopica, se pressupdem ser o composto 9. Essa
suposicao foi feita devido a indicios com o aparecimento de um novo produto bem
polar na CCD (Figura 37) e alteragédo na coloracdo do meio reacional resultando em
um produto isolado mais vermelho. Uma vez que a insercédo de anéis aromaticos na

posicéo 3 e 5 ocasiona o desvio batocromicos,® esperavamos esse comportamento.

Devido aos percalgcos com a sintese de 3-(pirindin-3-il) BODIPYs essa estratégia
de preparacdo de BODIPYs foi abandonada momentaneamente. Contudo, como
ainda foi possivel se isolar uma pequena quantidade do produto se realizou a
caracterizacao desse fluoréforo em relacéo ao pH.

Os espectros de emissao e absorcéo (Figuras 38 e 39) mostraram picos tipicos
de BODIPYs. Néao foi possivel identificar uma mudanca significativa no espectro de
absorcao nem do de emissdo com a desprotonacédo do BODIPY. A diferenca aparente
dos espectros se da devido a baixa solubilidade dos BODIPYs, como mencionado
anteriormente. O comprimento de onda de maxima absorcdo ocorreu em
aproximadamente 530 nm, enquanto comprimento de onda de maxima emissao
ocorreu em 559 nm. Esses resultados indicam um leve desvio batocrémico comparado
ao meso-diclorofenilBODIPY (Aabs = 509 nm e Aem = 522 nm),l"? como verificado pela
coloracéo, o que corrobora mais uma vez com a suposicao que o composto sintetizado

corresponde ao composto 9.
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Figura 38 — Absorcédo do composto 9. a) Titulacdo espectrofotométrica entre
pH 1,5 e 7,7; b) Espectros de absor¢cdo em pH 10,1 e 1,4.
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Figura 39 — Emisséo do composto 9. a) Titulacao fluorimétrica entre pH 1,3 e

7,0; b) Espectros de emissdo em pH 10,1 e 1,4.

Como as titulagOes realizadas mostraram que esse derivado ndo possui sua
absorcao e emissao sensiveis ao pH do meio, e sua sintese ndo se mostrou eficiente

em termos de rendimento, foi abandonada momentaneamente o estudo desse grupo.

4.3. Caracterizacao dos 3-(4-aminofenil) BODIPYs

No que se refere o efeito da protonacdo sobre o rendimento quantico de
fluorescéncia, os compostos 14 e 15 na forma desprotonada mostraram uma
fluorescéncia minima, com rendimento quéantico de fluorescéncia proximo a zero. Por
outro lado, a adicdo de acido cloridrico resultou em o aumento consideravel da
fluorescéncia, possibilitando o calculo do rendimento quantico de fluorescéncia (¢) em
metanol, acetonitrila e dimetilsulfoxido acidificado (Tabela 02). Houve um aumento
significativo do rendimento quantico de fluorescéncia do composto 15 em relacao ao
composto 14, em DMSO de 6,3 vezes, em metanol de 21 vezes e em acetonitrila

chegou a ser de 295 vezes. Os valores inferiores observados para o composto 14 em

68



relacdo ao composto 15 era esperado, devido ao efeito estérico dos atomos de cloro
gue impedem o decaimento ndo radiativo resultante da rotacéo do anel aromatico na
posicdo 8. Podemos perceber também um aumento significativo do rendimento
guéantico em DMSO, observado em ambos 0s compostos, 0 que pode ser explicado
pela alta viscosidade desse solvente, o que diminuir as rota¢des, evitando, assim, a
perda de energia por vias ndo radiativas. Para o composto 15 o rendimento quéntico
em DMSO foi 1,49 vezes maior em comparacao com o ¢ em acetonitrila e 1,40 vezes
do que em metanol, j4 para o composto 14 foi de 70 vezes maior em comparacéo a
acetonitrila e de 4,67 maior do que em metanol.

Tabela 02 — Propriedades fotofisicas compostos 14 e 15 em solventes.

Comprimento de onda (nm)

Composto Molécula Solvente ¢r
Absorcao Emisséo
DMSO 0,14 531 (H*) / 595 551
14 MeCN 0,002 521 (H*) / 568 543
MeOH 0,03 523 (H*) / 564 541
DMSO 0.88 544 (H*) / 608 562
15 MeCN 0.59 536 (H*) / 585 552
MeOH 0.63 535 (H*) / 582 552

Diante dessas observacdes foi realizada a leitura dos espectros de absorcao e
emissdo dos compostos 14 e 15 nesses solventes mencionados. Os espectros de
absorcao (Figura 40) mostraram um deslocamento hipsocrémico com a adicdo de
prétons no meio, indicando a existéncia de dois estados excitados com diferentes
niveis de energia. Além disso, é possivel ver na presenca de acido, bandas estreitas
e estruturadas, tipicas do BODIPY, que com a desprotonacdo sao ligeiramente
alargadas. O que é tipico da mudanca de um estado localmente excitado para um

estado de transferéncia de carga.
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Figura 40 — Espectros de absor¢éo em solventes organicos. a) Composto 14;
b) Composto 15.

Nos espectros de emissdo (Figura 41), nenhum deslocamento relevante é
observado, porém é possivel ver o aumento do sinal com a adi¢cdo de protons,
sugerindo um mecanismo de extingcdo de fluorescéncia com a desprotonacédo da
molécula. Assim, a fim de obter dados mais especificos foi realizada a titulacéo

espectrofotométrica e fluorimétrica desses compostos no meio desejado, aquoso.

1 1
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08 MeCN
MeCN + HCl

a)

DMSO +HCl
08 MeCN
MeCN + HCl

0,6 MeOH + HCl 0,6 MeOH + HCl

04 04

02 0.2

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)
Intensidade de fluorescéncia (u.a.)

0 e 0
520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 520 540 560 580 600 620 640 €60 680 700
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Figura 41 — Espectros de emissdo em solventes orgéanicos. a) Composto 14;
b) Composto 15.

Conforme mencionado na sessdo de materiais e métodos realizou-se uma
mudanca no intervalo das leituras das titulacGes, a fim de evitar precipitacdo, e, de
fato, se observou uma melhora significativa com menos pontos de pH. Visto isso,
somente 0s espectros de absorcdo e emissao do ultimo ensaio foi representado, uma
vez que apresentam melhor visualizacdo, os demais espectros se encontram em
anexo (Anexo 3). Os espectros de absorcédo obtidos para o composto 14 nos trés
sistemas aquosos distintos (Figura 42 a.1, b.1 e b.3) apresentaram uma banda em
comprimentos de onda mais baixo, referente ao estado protonado, e com a
desprotonacdo da molécula hd o deslocamento da banda para o vermelho. Para a
molécula no estado protonado observa-se os comprimentos de onda maximos em 524
nm, 522 nm e 520 nm, para os respectivos co-solventes DMSO, MeCN e MeOH, ja

para o estado desprotonado em 560 nm, 552 nm, 551 nm.
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Figura 42 — Titulacdo espectrométrica (1) e fluorimétrica (2) do composto 14
em meio aquoso com diferentes co-solventes. a) DMSO 30% b) MeCN 30% e c)
MeOH 30%.

Os espectros de fluorescéncia dessas moléculas mostram um maximo de emissao
somente, em 551, 547 e 546 nm para DMSO 30 %, MeCN 30 % e MeOH 30 %,
respectivamente. Contudo se observa um efeito hipocrdmico com a desprotonacédo da
molécula. Esses comportamentos, da titulacdo fluorimétrica juntamente com o da
titulacdo espectrofotométrica e do ensaio de protonacdo em meio organico,
evidenciam que esse composto possui um estado excitado protonado que apresenta
um decaimento radiativo significativo e um estado excitado desprotonado, mais

estavel, que permite um decaimento n&o-radiativo, ocasionando a extingdo de
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fluorescéncia. Devido a presenca do grupo amina, que possui um par de elétrons nao
ligantes na forma desprotonada, pode-se sugerir uma transferéncia de elétrons
fotoinduzida, da por¢cao aminofenil para o BODIPY (Figura 43), que produz um estado
excitado polar que retorna ao estado fundamental por processes nao luminescentes,
causando a extincdo da fluorescéncia. A protonacdo por sua vez, muda as
propriedades de doacgédo de elétrons do grupo fenilamino, "desligando" uma interacédo
de transferéncia de elétrons (Figura 43), resultando na banda de absorcao estreita e
estruturada desviada para o azul e no aumento da banda de emissdo. Assim, as
mudancas observadas nos espectros poderiam ser eletronicamente explicadas por
uma transferéncia de elétrons fotoinduzida (PET) do grupo 3-(4-aminofenil) para o
nacleo do BODIPY. Alguns célculos tedricos a serem apresentados posteriormente

sustentam essa hipotese.

Figura 43 — Transferéncia de elétrons fotoinduzida da anilina desprotonada.

O composto 15 mostra um comportamento semelhante (Figura 44). A medida que
o pH aumenta, o fluor6foro mostra um aumento na absorbancia em 577 nm e uma
diminuicdo na absorbancia em 530 nm para o DMSO 30 %, em 568 nm e 569 nm para
0 MeCN 30 %, e em 534 nm e 533 nm para o MeOH 30 %. Como também o espectro
de emissdo apresenta os maximos em 562, 558, e 558 nm para 0s co-solventes
citados na devida ordem. Se observa, assim, 0 mesmo processo, em pH baixo a
anilina é protonada e ndo extingue o decaimento radiativo do BODIPY. Porém com o
aumento de pH, ha a desprotonacéo da anilina e a fluorescéncia diminui devido a PET.
E possivel observar também que a presenca do cloro no composto 15 além de gerar
um aumento no rendimento quantico da molécula, como calculado, ele ocasiona um

deslocamento batocrémico nas bandas de absor¢cédo e emissdo, mostrando que este
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estabiliza de alguma forma o estado excitado, provavelmente por efeito indutivo de
diminuicdo da densidade eletronica. Uma outra observacao realizada nos espectros
desse composto foi um ombro mais batocromicos no espectro de absor¢do em MeOH
30% (Figura 44 c.1), que aparentemente estéd presente no espectro do composto 14
também (Figura 44 c.1), porém devido a provaveis problemas de solubilidade possui
sua visualizagdo comprometida. Esse deslocamento pode indicar alguma interacéo
especifica do metanol com o sensor, mas nao foi realizado um estudo aprofundado

para sustentar essa hipotese.
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Figura 44 — Titulacdo espectrométrica (1) e fluorimétrica (2) do composto 15
em meio aquoso com diferentes co-solventes. a) DMSO 30% b) MeCN 30% e ¢)
MeOH 30%.
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Com base no deslocamento de absor¢cdo e na extincdo de fluorescéncia foi
determinada o logaritmo da constante de equilibrio para a protonagéo da fenilamina
dos dois compostos nos trés sistemas aquosos (Tabela 03). Os valores de pKa de
cada composto foram calculados a partir do ajuste sigmoidal néo linear dos dados de
titulacdo dos compostos, que gerou as curvas de titulagbes (Anexo 4). Para a
absorcéo se obteve um valor médio, uma vez que as titulacées foram realizadas em
triplicatas. Os resultados mostraram valores de pKa semelhantes para os trés co-
solventes, indicando que nao interferiram no equilibrio de protonacéo e desprotonacéo
dos compostos. Os resultados também indicam pouca variacao do pKa entre os dois
compostos nas diferentes condi¢des analisadas, de maneira que o valor de pKa ficou
entre 2,5 e 3,0. Sendo entdo aplicaveis em uma faixa de pH de 1,5 a 4,5. Observou-
se uma tendéncia de valores de pKa um pouco maior para o composto 14. O que é
coerente com a estrutura das moléculas (Figura 43), devido o cloro presente no
composto 15 possuir um efeito indutivo retirador de elétrons, diminuindo relativamente
a densidade eletrénica da amina, diminuindo o pKa. E valido notar também que o pKa
da anilina (4,6) ¢ diminui consideravelmente com a conjugacdo com o anel BODIPY,
indicando um importante efeito retirador de elétrons por parte do sistema BODIPY,

gue é uma caracteristica que permite a ocorréncia de um mecanismo de PET.

Tabela 03 — Propriedades espectrométricas compostos 14 e 15

Espectro ngvfzgtge Comprimento de onda (hm) pKa

Abs Em Abs Em

DMSO 30% 524 (H*) /560 551 28+0,1 2,7

14 MeCN 30 % 522 (H*) /552 547 2,7+0,5 2,9
MeOH 30 % 520 (H*) /551 546 3,0+0,3 2,8

DMSO 30% 536 (H*) /577 562 2,6+0,1 2,5

15 MeCN 30 % 534 (H*) /568 558 24+0,1 2,5
MeOH 30 % 533 (H*) /569 558 2,8+0,3 2,7

Desse modo os compostos 14 e 15 apresentam mudancas espectrais devido a
ionizacdo dependente do pH, podendo ser utilizado como um sensor de pH do tipo

turn-on. Ensaios microscopicos com esses dois compostos estdo em andamento, a
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fim de verificar a permeabilidade desses em células e o ruido de fundo apresentado,
com intuito de verificar possiveis aplicacdes. Embora esses sensores tenham
apresentado um pKa muito &cido para uma aplicacdo celular, ainda é vélido a
investigacdo uma vez que a versatilidade quimica do BODIPY permite poés-
funcionalizacbes, assim € possivel a adicdo de grupos doadores de elétrons que
diminuam a acidez do grupo aminofenil. De todo modo, essa pode ser uma sonda Util
em muitas aplicacdes que demandem uma faixa acida de pH.

4.3.1. CALCULOS TEORICOS

Para melhor compreender e caracterizar o processo de PET calculos das energias
dos orbitais de fronteira dos compostos 14 e 15 foram realizados, exemplificando esse

mecanismo pelo deslocamento da energia dos orbitais moleculares (Figura 45).

hv
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15: R
LUMO LUMO
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excitado
BODIPY Fenilamonio
excitado

Figura 45 — Processos fotoquimicos presentes nos compostos 14 e 15

protonados e desprotonados.

Os pares de elétrons nao ligantes da fenilamina estdo em um orbital HOMO com
um nivel energético mais alto do que o orbital HOMO do BODIPY, que por sua vez,
esta individualmente ocupado apos a fotoexcitagdo. Com isso, uma transferéncia de
elétrons é energeticamente viavel, permitindo que um elétron do nitrogénio seja
transferido para esse orbital de menor energia, ou seja, PET redutiva do HOMO da

fenilamina (porgé&o doadora) para o HOMO do fluoréforo (por¢éo aceptora), causando
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a extincao da fluorescéncia do ultimo. Todavia com a protonagédo, e, por conseguinte,
a conversdao da fenilamina em fenilamonio, a energia do par de elétrons € reduzida e

a transferéncia de elétrons é entéo inibida, permitindo a fluorescéncia.

A parte importante deste processo como mecanismo sensorial é a estabilizagédo do
estado ICT formado apds o PET. A energia diminui porque a capacidade de doar ou
aceitar elétrons muda quando um fluoréforo estd no estado de excitagdo, como visto
pela vacancia gerada no HOMO do BODIPY apés a fotoexcitacdo. D e A ndo formam
um complexo quando ambos estdo no estado fundamental porque isso €
energeticamente desfavoravel, porém, a fotoexcitacdo fornece a energia para
conduzir a separacdo de carga.Bl Entretanto, se esse complexo vai seguir um
decaimento radiativo ou ndo é determinado pela adaptacéo da estrutura molecular as
novas densidades eletrbnicas e as novas interacdes geradas pela PET. Mudancas
essas provenientes da rehibridizacdo da oxidacédo de D e da reducdo de A e da
conformacdo mutua de D* e A", respectivamente, que conjuntamente determinam os
comprimentos e angulos de ligacbes e a simetria e a geometria molecular desse
estado. Essas caracteristicas, por sua vez, regem a taxa de recombinacao de carga,
determinando assim a taxa de emissdo da molécula.l*? Uma vez que observamos um
efeito hipocrémico para estes compostos desprotonados temos entao que esse estado
de transferéncia de carga apresenta uma estrutura molecular que favorece a interacao
entre o doador e o aceptor, e como consequéncia, o decaimento nio radiativo.[*6-l
Diferentemente das estruturas dos compostos 2 e 5, que favoreceram uma menor
sobreposicao orbitalar levando a um decaimento radiativo apés a PET, e como
consequéncia, um deslocamento da banda, ndo uma supressao. Buscar compreender
esses mecanismos de detec¢do e a estrutura do estado excitado € importante para

melhorias futuras na sonda sensorial fluorescente.

Além disso as superficies desses orbitais foram renderizadas para melhor
visualizar as interacdes presentes no sensor (Figura 46). A partir dessas superficies
percebe-se que nos compostos 14 e 15 protonados o HOMO esta principalmente
localizado no nacleo BODIPY (Figura 46b), enquanto na forma desprotonada ele esta
distribuido no nucleo BODIPY e na fenilamina (Figura 46a). Tal observacédo corrobora
com a sugestdo de uma transferéncia de elétrons da fenilamina para o BODIPY
excitado apenas no estado da forma desprotonada. N&o observamos alteracoes

significativas no LUMO dos compostos protonados e desprotonados (Anexo 5).
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Figura 46 — Superficies do orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO)
dos compostos 14 e 15 na forma protonada e desprotonada. a) Estado desprotonado.
b) Estado protonado.

Por fim, foi realizado também calculos do dipolo e dos orbitais de fronteira desses
dois compostos anilinicos no estado fundamental (Tabela 04). Podemos observar que
0 estado protonado apresenta um dipolo significantemente maior em relacédo a
molécula desprotonada para os dois compostos — sendo 6,3 vezes maior para o
composto 14 e 5,0 vezes maior para 0 composto 15 — apresentando assim maior
solubilidade nos sistemas de solventes utilizados. Isso corrobora com as observacoes
realizadas durante a andlise, que indicam um maior problema de solubilidade para as
moléculas neutras. Ademais, a molécula 15 apresenta um dipolo 1,08 vezes maior,
gue pode ser evidenciado pelos espectros menos afetados por problemas de
solubilidade. A absor¢cdo em MeOH 30 % € um exemplo desse caso, no espectro do
composto 15 protonado (Figura 43 c.1) foi possivel visualizar com clareza a banda
mais estendida para o vermelho, entretanto, a mesma nao foi visualizada em um
primeiro momento no espectro do composto 14 (Figura 41 c.1). O efeito hipsocrémico
observado apés a protonacdo dos compostos 14 e 15 também pode ser corroborado
pelos célculos tedricos, estando relacionado ao gap energético maior nos compostos

protonados.
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Tabela 04 — Célculos tedricos para os compostos 14 e 15

Composto 14 Composto 15
DADO
Desprotonado  Protonado Desprotonado  Protonado

E ia HOM

nergia HOMO 8,08 110,98 7,99 110,96

molécula/ eV

Energia LUMO 1,77 4,14 -1.84 4,19

molécula/ eV
GAP molécula/eV 6,31 6,85 6,15 6,77
Dipolo / D (Debye) 3,23 20,36 4,36 21,98

4.3.2. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

O ensaio MTT foi realizado para investigar a citotoxicidade dos compostos 14 e
15. Os resultados, expressos em viabilidade, estdo expostos na Tabela 05 e Figura
47. Foi possivel verificar que essas sondas apresentaram baixa citotoxicidade nas
concentracbes testadas, sendo biocompativeis. Como também foi visto nos
compostos 2 e 5 néo foi possivel calcular o tempo de vida destes compostos, devido
a alta viabilidade, até mesmo quando a concentracdo foi de 100 nmol.L, o que é

caracteristico dos BODIPYs, que geralmente sdo atoxicos.l’071
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Tabela 05 — Toxicidade dos compostos 14 e 15 depois de 72 horas.

Viabilidade (%)

Composto Concentragao (uM)
Média? SDP
1 83.8 14.2
5 77.6 13.3
14 10 75.3 10.3
50 84.2 11.0
100 80.5 7.5
1 78.4 13.7
5 73.2 9.6
15 10 75.1 10.1
50 81.9 11.3
100 83.31 11.0

2 Resultado médio de trés experimentos. ? Desvio padrio.

120
s

15
90
60
30
0
1 5 10 50 100

Controle

Viabilidade Celular (%)

Concentracdo (nmol.mL-")

Figura 47 — Citotoxicidade dos sensores 14 (azul) e 15 (laranja) apés 72 horas.

Em cinza o tratamento apenas com DMSO 5% (controle)
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Dos 8 compostos testados como sensores de pH 4 apresentaram sensibilidade
clara a alteragdes na acidez, dois dos 3-benzilamino BODIPYs (compostos 2 e 5) e 0s
dois 3-(4-aminofenil) BODIPYs (compostos 14 e 15). A funcionalizacdo do BODIPY
na posicao 3 por um grupo piridin-3-il ndo se mostrou vantajosa para se desenvolver

um sensor de pH.

Dos compostos sensiveis a acidez com o sitio de reconhecimento 3-benzilamino
se percebeu que a insercdo do grupo tiocianato na posicdo 2 e 6 do BODIPY
proporciona uma alteragcdo no estado excitado da molécula que permite o
reconhecimento de prétons do meio. Pelas andlises feitas foi sugerido que esse grupo
atua aumentando a polaridade do estado excitado, permitindo assim uma mudanca
ratiométrica com a perturbacéo do proton a esse estado ICT. O que € extremamente
vantajoso para a utilizacao desse sensor, que além do mais apresentou comprimentos
de emissao relativamente altos, baixa citotoxicidade e uma faixa aplicavel de pH 3,6
a 5,7. Com isso, pretende-se como perspectivas futuras, a investigacdo do
comportamento desses em meio intracelular, com intuito de verificar possiveis
aplicacodes, provavelmente de estudos relacionados ao lisossomo. Ademais, o fato de

uma provavel inducédo de um estado ICT pelo tiocianato permite futuros projetos.

Os outros dois compostos sensiveis ao pH foram os 3-(4-aminofenil) BODIPYs que
apresentaram uma faixa de aplicacdo mais acida, de pH de 1,5 a 4,5. Calculos tedricos
endossaram uma hipotese de um possivel mecanismo PET para esta molécula em
seu estado excitado, que causa o reconhecimento turn-on com o aumento da acidez.
A aplicabilidade desses compostos em microscopia de fluorescéncia ja foi testada e
0os resultados preliminares indicam que ambos sdo permeaveis as membranas

celulares todavia sem aparente marcacéao especifica de organelas.
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A fluorescéncia & o processo fotoluminescente mais utilizado e de maior importincia em estudos
bioquimicos, o que estimulou o desenvolvimento de wvarias classes de compostos fluorescentes, os
“fluoréforos” ou “sondas fluorescentes”. Uma das classes de fluoréforos mais conhecidos e com aplicacéo
mais difundida s&o os Borodipirrometenos (BODIPY). Em geral, os BODIPYs possuem otimas propriedades
fotofisicas e grande versatilidade quimica; existindo assim, diversos métodos de modificacdes guimicas
aplicaveis no desenvolvimento de novas sondas fluorescentes. Sensores fluorescentes de pH encontram
aplicacdes diversas, e podem ser sintetizados inserindo em suas estruturas funcdes organicas passiveis de
protonacdo e desprotonacdo. A utilizacdo de sondas fluorescentes trouxe grandes avancos a técnica de
bioimagiologia; sendo esta, a técnica mais bem sucedida e utilizada para monitorar eventos bioquimicos em
tempo real. Neste projeto estudou-se a dois novos BODIPYs funcionalizados com anilinas, que foram
caracterizados como sensores fluorescentes de acidez; pretendendo um posterior uso em aplicacdo celular.

Resultados e Discussao

Os fluoréforos utilizados possuem em sua estrutura uma unidade anilina conjugada ao ndcleo BODIPY
(Figura 1. A). A sintese envolveu uma arilacdo oxidativa e uma hidrogenagdo catalitica (Figura 1. B).
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Figura 1. A: Fluoréforos utilizados. B: Sintese dos fluoréforos.
Primeiro caractenzou-se o especiro de absorcdo dos compostos em diversos solventes. Observou-se que o
comprimento de onda do pico de absorcdo varia com o solvente utilizado, havendo um desvio batocrdmico
quando dissolvidos em DMSO, e em solventes mais apolares o desvio para o azul. Isso ocorre pela
presenca de aminas primarias aromaticas que interagem fortemente com solventes mais polares. Uma vez
caracterizada a absorcdo dos compostos foi realizado um ensaio para testar a influéncia do pH sobre os
espectros de absorgdo e de emissdo de fluorescéncia. A presenca do anel anilina conjugado ao BODIPY,
uma estrutura densa em elétrons, faz com que a protonacao desse grupo funcional interfira na distribuicdo
eletrénica da molécula, interferindo nos espectros de absorgdo e de emissdo. Na a amina desprotonada o
par de elétrons ndo ligante participa da ressonancia da molécula, porém uma vez protonada ndo ha mais
essa participacdo. Os dados obtidos indicam que a protonacdo esta associada a formacdo de uma banda
de absorcdo desviada para o azul e a uma fluorescéncia mais intensa, provavelmente associada a um
efeito de transferéncia de elétrons fotoinduzida. A viragem observada nos ensaios de absorcdo e
fluorescéncia ocorreram em um valor de pH inferior ao pKa da anilina, provavelmente devido ao efeito
retirador de elétrons do anel BODIPY sobre a anilina.

Pode-se concluir que os compostos sintetizados de fato podem ser utilizados como sensores de pH, uma
vez que possuem uma mudanca nitida na fluorescéncia quando se altera a acidez do meio.
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ANEXOS

1) Extrapolacdo da emissdo em meio acido do composto 2.

Como no tempo de integracéo inicial de 93 (Figura Al) houve a extrapolacéo do
espectro o tempo de integracdo foi mudado em meio &cido para 64, a fiim de os dois

espectros poderem ser completamente visualizados.
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Figura A1l — Espectro de emissdo em meio acido extrapolado do composto 2.

2) Ensaio de dois pontos inconclusivo do composto 4.

Ensaio de dois pontos realizado para conferir problemas de solubilidade.
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Figura A2 — Espectro de emissdo com um ombro suspeito em pH 8,0 composto 4.

3) Demais espectros das titulacdes realizadas em triplicatas

Primeiro e segundo ensaio das titulacdes espectrofotométricas e fluorimétricas dos

compostos 14 e 15 nos trés sistemas de solventes.
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Figura A3 — TitulagBes espectrofotométricas em DMSO 30 % do composto 14.
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Figura A4 — TitulacBes espectrofotométricas em MeCN 30 % do composto 14.
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Figura A5 — Titulacbes espectrofotométricas em MeOH 30 % do composto 14.
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4) Curvas de titulacdo dos compostos 14 e 15

Curvas de titulacao espectrofotométricas e fluorimétricas dos compostos 14 e 15.

Intensidade de fluorescéncia (u.a.)

a)‘_,.[;H...,,b)

Intensidade de fluorescéncia (u.a.)

pH

Intensidade de fluorescéncia (u.a.)

c)‘

pH

Figura A9 — Curvas fluorimétricas do composto 14. a) DMSO 30 % b) MeCN
30 % c) MeOH 30 %. Excitacdo em 530 nm.

91



Intensidade de fluorescéncia (u.a.)
Intensidade de fluorescéncia (u.a.)
— K'
Intensidade de fluorescéncia (u.a.)

pH pH

a) o b) c)

Figura A9 — Curvas fluorimétricas do composto 15. a) DMSO 30 % b) MeCN
30 % c) MeOH 30 %. Excitagdo 522 nm.

5) Superficies do orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO)

dos compostos 14 e 15
a) b)
14 14
(¥ & l ;
<

Figura A9 — Superficies do orbital molecular desocupado de menor energia

(LUMO) dos compostos 14 e 15 na forma protonada e desprotonada. a) Estado

protonado. b) Estado desprotonado.
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