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RESUMO

O desenvolvimento de pequenas moléculas fluorescentes que sejam capazes de atuar
como sonda no acompanhamento e monitoramento de moléculas, biomoléculas e
organelas, é um campo da Quimica estratégico e fundamental. A literatura recente
respalda a emergente utilizacdo de derivados da estrutura 2,1,3-benzotiadiazola (BTD)
para essa aplicacdo. O presente trabalho apresenta um método versatil de sintese
intracelular de derivados fluorescentes BTD a partir de sistemas desenvolvidos e
definidos que possuem apenas capacidade pré-luminescente. Partindo de um sistema
constituido por uma espécie BTD halogenada e um catalisador ionofilico de paladio
soluvel em agua, e portanto, em ambiente celular, é possivel a sintese, por meio de
reacOes e acoplamento-cruzado, de diferentes estruturas no citoplasma sem que haja
prejuizo consideravel na saude celular. A tecnologia, inspirada na quimica bioortogonal,
permitiu a obtencdo de resultados que até 0 momento permitem concluir que a sintese
intracelular é possivel, com a formacgéo de estruturas que possuem eficiéncia quantica
satisfatoria para ensaios de imageamento celular, comportamento seletivo. E notéavel
que a tecnologia desenvolvida abrevia todas as etapas convencionais, estando a luz da

quimica verde.

Palavras chave: Intracelular. Bioortogonal. Imageamento. Biosonda. Luminescente.
BTD.
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ABSTRACT

The development of small fluorescent molecules that are capable of acting as a probe in
the accompaniment and monitoring of molecules, biomolecules and organelles, is a
strategic and fundamental area of Chemistry. Recent literature supports the emergent
application of 2,1,3-benzothiadiazole (BTD). This work presents a versatile method of
intracellular synthesis of fluorescent BTD derivates from systems developed and
defined that have only pro-luminescent capacity. Starting from a system consisting of a
halogenated BTD species and a water soluble palladium ionophilic catalyst, therefore,
soluble in a cellular environment, it is possible to synthesize, by cross-coupling
reactions, different structures into cytoplasm without any considerable damage to
cellular health. The technology, inspired on bioorthogonal chemistry, has allowed data
to conclude that intracellular synthesis is possible, with formation of structures that
constitute a satisfactory probe for cell imaging and selective behavior. It is remarkable
that the developed technology shortens the steps of conventional methods, being in the

light of green chemistry.

Keywords: Intracellular. Bioorthogonal. Bioimaging. Probe. Luminescent. BTD.
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1) INTRODUCAO E OBJETIVOS

O uso de pequenas moléculas fluorescentes ou mesmo pré fluorescentes com
aplicacdo bioldgica € um topico de interesse atual e encontra-se na interface entre as

ciéncias quimicas e biolégicas.*

Essas moléculas fluorescentes sdo frequentemente utilizadas como
ferramentas de investigacdo em processos celulares, e podem ser obtidas por meio de
diversas técnicas, ou mesmo a partir de fontes comerciais, para uso como marcadores
celulares aplicados em estudos de células vivas.?

Hodiernamente existe no mercado uma variedade de marcadores
bioldgicos destinados ao imageamento de estruturas celulares. Entretanto, algumas
desvantagens sdo evidenciadas, desde a sintese de alguns desses compostos em
laboratorio ou industria, ou quando inseridos em meios biologicos. Dentre as principais
limitacOes, destacam-se a baixa estabilidade de alguns desses compostos, a toxicidade
em meio celular, a baixa propriedade fotoluminescente, a pouca seletividade em relagéo
aos sitios alvo de aplicacéo, citando-se também o alto custo de todo o processo, desde a
obtencdo.?

Nesse contexto destaca-se principalmente a emergente utilizacdo de
derivados do ndcleo 2,1,3-benzotiadiazola nos estudos de bioimageamento. Os
derivados dessa estrutura fundamental apresentam resultados satisfatorios e eficientes
ndo obstante as muitas das desvantagens citadas. Naturalmente, é essencial que exista
um constante desenvolvimento de tecnologias e técnicas que sejam capazes de superar
as limitacdes e dificuldades existentes, a0 mesmo tempo em que Sejam capazes de
contemplar demandas da sociedade, como o interesse sobre a investigacdo de processos
celulares. Também é um fator motivacional nos campos de pesquisa, gerar melhorias e
solucBes mais acessiveis e de baixo custo, aumentando assim o retorno da ciéncia a
sociedade.*™

E notavel que ndo s6 a arquitetura de novas moléculas fluorescentes se
faz necessaria, como também é o desenvolvimento de novos métodos de investigacédo
biolégica. Assim, enquanto a literatura cientifica recente respalda o uso de derivados da
estrutura 2,1,3-benzotiadiazola em aplicacdo bioldgica, todos os estudos bioldgicos ndo
relacionados ao presente trabalho envolvendo esses derivados, ou mesmo em ensaios
com marcadores obtidos comercialmente, séo realizados incubando-se esses compostos

em células vivas, apds serem sintetizados em laborat6rio ou inddstria.



Assim, o presente trabalho é o resultado de um conjunto de ideias,
métodos, testes e resultados que configuram o primeiro relato sobre a sintese de
derivados da estrutura 2,1,3-benzotiadiazola em meio intracelular. Essa metodologia de
sintese intracelular de marcadores bioldgicos é fundamentada em dois pilares:

e A ceficiéncia do uso bioldgico desses derivados ja descrita na literatura;

e O conjunto de trabalhos e técnicas desenvolvidas principalmente no presente
século que objetiva a realizacdo de rea¢des quimicas no interior de células vivas,
e denomina-se Quimica Bioortogonal.

A sintese de moléculas fluorescentes em ambiente celular expande a
aplicacdo biolégica dos marcadores, tornando possivel a realizacdo de investigacdes
mais amplas. Por meio de uma técnica viavel, capaz de superar ou contornar
desvantagens e dificuldades como por exemplo aquelas relacionadas a passagem de
compostos através da membrana plasmatica, construindo também um cenario propenso
a novas descobertas e compreenséo sobre organismos vivos.

Nesse cenario, as discussdes e descricdes que sucedem o presente
trabalho objetivam:

e Apresentar uma metodologia viavel e versatil para estudos de células vivas,
sendo descrito um metodo de arquitetura intracelular de moléculas fluorescentes,
a partir de espécies pré-luminescentes, que possibilite a sintese de diversos
derivados da estrutura 2,1,3-benzotiadiazola.

e O método vai ao encontro dos principios da Quimica Verde, sendo
comprometido com o desenvolvimento sustentavel, realizando economia
atdbmica e energética, por meio de uma inédita catalise homogénea intracelular
promovida por espécies de paladio soliveis em agua.

e Tornar publico um método alternativo e mais econémico, possibilitando que
mais grupos de pesquisa tenham possibilidade de realizar investigacGes

biolbgicas.



2) REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1) Conceitos Fundamentais sobre Técnicas de Microscopia e Luminescéncia

O interesse em pesquisas capazes de gerar melhorias e solugbes de problemas
para os individuos e 0 meio ambiente é consequéncia da intrinseca relacdo entre ciéncia,
tecnologia e sociedade.® Tal relagdo &, portanto, forca motriz para investigagdo de

diversos processos quimicos e bioquimicos.

E um notéavel desafio tecnoldgico a observagdo das células e suas estruturas.
Muito por consequéncia de sua escala de tamanho, e foco de diversas técnicas de
microscopia. Desde sua invencdo e inicio do desenvolvimento, a microscopia Optica € a
de mais amplo emprego para estudo de amostras bioldgicas, e envolve a passagem de
luz visivel que atravessa a amostra, ou é refletida por ela, para uma ou varias lentes,

aumentando assim a magnitude da vis&o em até aproximadamente 1500 vezes.®

A parte de seu amplo uso, a técnica de microscopia 6ptica possui limitacdes que
afetam particularmente o estudo de celulas vivas, que ndo possuem contraste suficiente
para serem visualizadas com sucesso, assim como suas estruturas internas também sao
incolores e transparentes. Muitas técnicas de contraste celular envolvem a morte e
fixacdo da célula, ou quando isso ndo ocorre, muitos dos corantes utilizados no mercado

interferem na atividade celular, invalidando o método de estudo.

Nesse contexto, a microscopia de fluorescéncia € uma técnica Optica que utiliza
compostos fluorescentes como fonte de contraste. Os compostos com atividade
fotoluminescente podem ser fluorescentes ou fosforescentes, embora ambos emitam

fotons apds os elétrons estabilizarem-se a partir de um estado excitado.

A emissdo por fluorescéncia ocorre em uma estrutura eletrénica molecular que
absorveu energia de uma fonte luminosa. Na maioria dos casos, a luz emitida tem um
comprimento de onda maior, e portanto, energia menor que a radiacdo absorvida. Essa
caracteristica possibilita aferir a diferenca entre as posicdes das bandas de maxima
absorcdo e emissdao de uma mesma transicdo eletrdnica, sendo conhecido como

deslocamento de Stokes.

A fluorescéncia ocorre quando o elétron presente em um orbital molecular relaxa

para seu estado fundamental emitindo foton apds ter sido excitado por uma fonte



luminosa. A fosforescéncia € um tipo especifico de luminescéncia, pois a estrutura
quimica ndo reemite imediatamente a radiagdo absorvida, pois a excitacdo para um
estado de maior energia é acompanhada pela mudanca no estado de spin. Uma vez que
encontra-se em outro estado de spin, os elétrons ndo podem relaxar para o estado
fundamental imediatamente, pois em um primeiro momento a emissdo envolve um
estado proibido de energia. Como o retorno ao estado fundamental é lento em certos
materiais, a radiacdo absorvida pode ser emitida em uma intensidade inferior por varias
horas apds a excitacdo inicial. O mecanismo eletrénico relacionado ao fendmeno da

luminescéncia estd ilustrado no Esquema 1 .
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Esquema 4. A natureza da fluorescéncia e fosforescéncia estd no modo como ocorre a
transicdo eletronica do estado excitado para o fundamental. a) absorcdo de energia
levando o elétron a um estado excitado de maior ou menor energia, b) conversdo interna
para o estado S;, ¢) emissdo por fluorescéncia, d) decaimento ndo radiativo para o
estado fundamental, €) cruzamento intersistema para o estado T, f) emissdo por
fosforescéncia e g) decaimento ndo radiativo para o estado fundamental. (adaptado da

referéncia 50)

A luz dessa discussdo, fica evidente a necessidade de um maior entendimento e
desenvolvimento de sondas fluorescentes, especialmente 0s quimiossensores e
biossensores, que diferem unicamente de sua origem abidtica ou biotica, sdo de
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interesse para os estudos celulares.” Sondas celulares tem seu uso consolidado, com
empresas envolvidas desde a sintese a comercializacdo desses produtos, embora muitos
tenham limitacOes relevantes como: degradagdo do composto, citotoxicidade, formacao
de agregados e insolubilidade em condi¢des bioldgicas. Além disso o elevado custo da
obtencdo comercial desses marcadores somado aos custos adicionais relacionados aos
ensaios biologicos torna menos acessivel e possivel a realizacdo de pesquisas

relacionadas, em qualquer parte do mundo.

2.2) Uso de Pequenas Moléculas Fluorescentes na Quimica Bioldgica

Nos diversos objetos de estudo relacionados a quimica bioldgica, pequenas moléculas
fluorescentes tornaram-se ferramentas centrais nos processos investigativos acerca da
marcacdo e monitoramento de biomoléculas, substratos e enzimas, indicadores de

condicBes bioldgicas e marcadores celulares.®

A primeira molécula fluorescente descrita cientificamente foi a quinina, produto
natural ilustrado na Figura 1. A quinina teve papel importante no desenvolvimento de
conceitos relacionados as moléculas com estruturas cromoforas, com o relato da

emissdo no visivel de solugdes aquosas de quinina, em 1845.°

Figura 1. Estrutura molecular da quinina, produto natural com atividade fluorescente

em solucéo aquosa.

Nesse contexto, a definicdo de fluorescéncia e o entendimento da relacdo entre
absorcdo e emissdo de luz envolvidas nesse fendbmeno foram dadas por Stokes, sete

anos depois. *°



Desses relatos iniciais aos dias de hoje, muitas moléculas e espécies com grupos
croméforos e atividade fluorogénica ou fluorescente foram desenvolvidas, destacando

1214 & 3 emergente utilizacdo derivados BTD.? Atualmente

as GFP’s,!" os quantum dots,
existe no mercado uma variedade de marcadores bioldgicos destinado ao imageamento
de estruturas celulares tais como Pacific Blue P-10163, derivado da cumarina, o
BODIPY-TR, o Cascade Blue, derivado do pireno, o DAPI, derivado ind6lico. Alguns
marcadores celulares que podem ser obtidos de fonte comercial, tem sua férmula

estrutural representada na Figura 2.

NH

NH, 0
BODIPY-TR @)

Pacific Blue Cascade Blue

P-10163

Figura 2. Férmula Estrutural de alguns marcadores bioldgicos que sé@o comercializados.

A Figura 3 demonstra alguns conceitos fundamentais relacionados as estruturas
de compostos fluorescentes. O comprimento de onda maximo de absorcéo tem natureza
na transicao energética entre um elétron no estado fundamental e um estado de mais alta
energia. A absortividade de uma substancia é definido pela lei Beer-Lambert. Ap6s o
processo de absorcdo de energia, observa-se o fendmeno da emissdo, situado em uma

posicdo de maior comprimento de onda devido a perdas ndo radiativas de energia.®



Deslocamento de Stokes
-

Absor¢do Fluorescéncia

Comprimento de onda

Figura 3. Alguns aspectos importantes relacionados a luminescéncia. Observa-se que
embora exista comportamento anti-Stokes, geralmente o comprimento de onda maximo
de emissdo € maior que o comprimento de onda maximo de absorcao devido a perdas
ndo radiativas e interferéncias supramoleculares. A diferenca entre esses comprimentos

de onda é denominado deslocamento de Stokes.(adaptado da referéncia 50).

A diferenca entre os comprimentos de onda maximos de absorcdo e emisséo €
definido como deslocamento de Stokes.® Esse conceito é importante para a aplicacéo
biologica desses compostos, pois tem influéncia direta na qualidade das imagens
obtidas. Fluoréforos com baixos valores de deslocamento de Stokes geram imagens
com maiores ruidos e também estdo mais suscetiveis ao self-quenching por transferéncia
de energia, limitando os sitios que podem atacar um alvo.’® Outra propriedade
importante de um fluoréforo é o rendimento quantico ¢, que é essencialmente uma razéo

entre os fotdns emitidos e absorvidos.®

Além disso, é importante considerar o efeito que alguns compostos fluorescentes
naturalmente presentes nos seres vivos geram no bioimageamento e ensaios celulares. A
observacdo dessa luminescéncia natural, de intensidade baixa, € denominada

autofluorescéncia. Marcadores bioldgicos com eficiéncia quantica satisfatéria e que



apresentam comprimento de onda de emissdo mais deslocado para o vermelho, em geral

s80 mais Uteis para contornar ruidos de fundo, incluindo a ja citada autofluorescéncia.®

Entretanto, algumas desvantagens sdo evidenciadas quanto a sintese de alguns
desses compostos fotoluminescentes, ou quando inseridos em meios bioldgicos. Dentre
as principais limitacGes destacam-se a baixa estabilidade de seus compostos, a toxidade
ao meio celular, a baixa propriedade fotoluminescente, a pouca especificidade em
relacdo aos sitios alvo de aplicacdo, além da necessidade de posterior incubagdo em

meio celular, caracterizando-se como um processo dispendioso.?

Ainda em relagdo a posterior incubacdo dos compostos sintetizados em meio
extracelular, existem outras significativas desvantagem no que diz respeito a eficiéncia
do processo de interiorizacdo celular como a seguranca e preservacdo do meio

intracelular.

Como forma de minimizar as limitacGes descritas e desenvolver marcadores
celulares eficientes, as espécies com potencial aplicacdo devem contemplar
caracteristicas e propriedades fundamentais que corroborem com a baixa citotoxicidade,
a seletividade por organelas, a eficiéncia no transporte atraves de membranas celulares
alem de uma larga estabilidade quimica e propriedades fotofisicas satisfatdrias para

aplicacGes em técnicas microscopicas.

Na década de 1990 a abordagem e técnica se aprofundaram, dando os primeiros

passos na modificacao de proteinas para uso como biosondas.*’

Um exemplo didatico nos dias de hoje acerca do uso de proteinas
fluorescentes como biosonda ficou popularizado como GFP (Green Fluorescent
Protein). Elas existem ha milhdes de anos em algumas espécies do filo cnidario, com a
4gua viva Aequorea victoria,"® tendo sido isolada pela primeira vez na década de 60 por
Shimomura, que também identificou o grupo croméforo dessa proteina. **

Essa classe de biosonda tornou-se ferramenta essencial na investigacdo
da localizagdo, dindmica, e interacdes entre proteinas e organismos.**?* Um dos fatores
que impulsionaram o uso das proteinas fluorescentes nos estudos bioquimicos, foi a
associacdo da GFP com o gene que a codifica, por meio de ténicas de biologia
molecular, formando estruturas denominadas proteinas de fusdo.?* A importancia das
proteinas de fluorescéncia, em especial as GFP, e seus usos como biosonda, foi

reconhecida e laureada com o Prémio Nobel de 2008.%3



Embora essas proteinas sejam sintetizadas por meio de técnicas de
engenharia molecular para somente depois serem aplicadas em organismos vivos para
executarem a tarefa de sonda bioldgica, existem alguns relatos de rea¢Ges quimicas
intracelulares envolvendo essas proteinas em ambiente celular.?*%

Infelizmente, 0 uso de proteinas fluorescentes para estudos bioldgicos
apresenta algumas limitagdes. Muitas biomoléculas e estruturas que compde
organismos, como acidos nucleicos, lipidios, organelas, ndo podem ser monitorados
pelo uso dessas biosondas.?’” Além disso, o grande tamanho dessas proteinas
fluorescentes também pode interferir na funcionalidade das proteinas de fusio.?®

Ponderando esses fatos, € fundamental o constante desenvolvimento de
tecnologias e técnicas que superem essas limitacdes e dificuldades existentes, ao mesmo
tempo em que sejam capazes de contemplar a demanda e interesse da sociedade sobre
processos celulares. Os métodos intracelulares, incluindo os bioortogonais que serdo
adiante definidos, aliados ao desenvolvimento de novas moléculas fluorescentes sdo

poderosas ferramentas na investigacédo e entendimento de diversos processos bioldgicos.

2.3) Reagdes Intracelulares - Dos Primeiros Relatos a Quimica Bioortogonal

As investigacOes acerca dos vastos fendmenos celulares a nivel
molecular pode ser fascinante, e intrinseca a complexidade dos sistemas bioldgicos é a
impetuosa tarefa de desenvolver metodologias que possibilitem as pesquisas.! E
relevante que muitos processos bioquimicos carecam de elucidacdo, e que a
compreensdo desses mecanismos correlaciona-se com as possibilidades de tratamento
de doengas associadas a defeitos na atividade e nas estruturas celulares, como mal de

2931 o cancer.®?

Alzheimer

Assim, a ultima década tem evidenciado o desenvolvimento intenso de
ferramentas quimicas com potencial uso em investigacdes e manipulac6es de processos
bioldgicos em sistemas vivos.** Embora a realizacdo de reaces quimicas em ambientes
biolégicos tenha sido reportada de forma pontual nas décadas de 80 e 90, foi somente
no inicio do século XXI, com a formalizacdo da Quimica Bioortogonal, que essa

33,34

estratégia passou a ser explorada de maneira vultosa Dessa forma, o termo

bioortogonal refere-se ao planejamento e realizacdo de reacfes quimica no interior de



sistemas vivos, sem que ocorra interferéncia, por parte de qualquer componente do
sistema, nos processos bioquimicos naturais do meio.*

Pesquisas sobre as diferengas bioquimicas entre células normais e células
tumorais estdo presentes na literatura cientifica ha mais de 40 anos,® permanecendo
como um topico atual até os dias de hoje.*” Entre as muitas razdes para isso é que 0s
métodos de quimioterapia utilizam agentes que exibem consideravel citotoxicidade
também sobre as células saudaveis.®

Foi nesse contexto que, em 1986, Rideout mediou a lise de eritrocitos em
condic¢des fisiologicas a partir de uma mistura de decanal e N-amino-N-1-octilguanidina
(AOG), de acordo com o Esquema 2.*° Ele notou que a lise ndo ocorria quando os
reagentes eram incubados com somente uma das espécies participantes, e essa evidéncia
aliada a dados de absorbancia, levou ao registro do primeiro relato cientifico

relacionado ao desenvolvimento de reacdes quimicas em ambientes vivos.**4°

NH

1
CHJ(CH1)|CHO+H2NNHCNH(CH2)1CHJ
decanal AOG

-H.0
NH

I
CH;3(CHz)sCH =NNHCNH(CH,),CH,
DIOG
Esquema 5. Imagem original do pioneiro trabalho de Rideout, em 1986. O primeiro

registro de reacdo bioortogonal, embora o conceito tenha sido criado apenas no inicio do
século XXI.

Assim, embora a Quimica Bioortogonal tenha se desenvolvido
historicamente a partir de fundamentos relacionados principalmente ao uso de proteinas
fluorescentes e proteinas de fusdo, ocorreu também, ao longo da evolucdo de seus
conceitos e técnicas, o desenvolvimento de transformacdes bioortogonais envolvendo
grupos e compostos ndo naturais que possibilitassem o estudo da dindmica, de estruturas
e biomoléculas que ndo podem ser monitoradas por biosondas essencialmente formadas
por proteinas fluorescentes. Os trabalhos desenvolvidos por Sletten e Bertozzi,

acrescentaram descobertas e conhecimentos muito relevantes nesse campo de estudo,
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com o desenvolvimento de reagOes seletivas em ambiente celular que objetivam a
superacdo de limitagdes e o estudo cada vez mais amplo e robusto dos fendmenos

naturais de um organismo.>*4%#2

2.4) Reacg0es Intracelulares — Novas estratégias

Os sistemas vivos possuem minuciosas redes de interagdes, estabelecidas
por meio de processos bioquimicos de transferéncia de elétrons, acido-base, reacGes
estequiométricas, cataliticas, e outras.®

Novas estratégias baseadas em reacdes quimicas realizadas no interior de
organismos vivos, utilizando componentes incapazes de interferir na atividade biologica
celular € uma poderosa ferramenta na compreensao de processos celulares. Com extensa
aplicacdo em estudos, desenvolvimento de farmacos e compostos que sé atuem em um
tecido alvo, consequentemente diminuindo efeitos colaterais, s&o apenas exemplos no
vasto campo de possibilidade.

Entre aquelas metodologias bioortogonais que néo estéo relacionadas ao
uso de proteinas fluorescentes ou de modificacdo de amino&cidos e proteinas, destaca-se
historicamente o desenvolvimento do método Staudinger Ligation, caracterizado pela
reacao entre azidas e tri-aril-fosfinas. Diferentemente dos exemplos discutidos até aqui,
esse método que utiliza azidas que sdo grupos totalmente ausentes nos sistemas
bioldgicos.** Além disso, o grupo azida é pequeno, diferentemente dos métodos
envolvendo proteinas, interferindo minimamente nas propriedades do composto ou alvo
modificado. Mesmo com essas propriedades favoraveis, as azidas ndo foram exploradas
em sistemas biologicos, até que no ano 2000 foi desenvolvido um substrato adequado
para a reacdo com azidas com fins de estudos biolégicos.*

O método Staudinger Ligation foi inspirado na classica reacdo de
reducdo de Staudinger, entre azidas e tri-fenil-fosfinas.*® De acordo com o Esquema 6 ,

a estratégia utiliza a azida como um fraco eletrofilo e a fosfina como nucleofilo.
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Esquema 6. A reacdo de Staudinger Classica. A azida atua como um fraco eletréfilo,
tendo afinidade por nucle6filos como fosfinas. Observa-se que a fosfina atua como
nucledfilo atacando a azida no nitrogénio terminal eletrofilico. O estado de transicao
mostra a contribuicdo estérea para a formacdo do termodinamicamente estavel N,. O

intermediario instavel é hidrolisado, formando oxido de fosfina e amina primaria.

Contudo, essa reacdo ndo tem aplicacdo atil ou inovadora para finalidades
bioortogonais, pois a hidrdlise causa a quebra de ligacdo covalente, modificando a
composicao das espécies, o que interfere na atividade biologica existente, além de afetar
a caracteristica fluorescente do produto. Por isso, essa reacao foi modificada, incluindo
um grupo éster na posicao orto em relacdo ao atomo de fosforo para dirigir a reagédo por
um novo caminho reacional, formando uma ligacéo peptidica estavel, como observado

no Esquema 7.
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Esquema 7. Staudinger Ligation: a versdo bioortogonal. O Ataque nucleofilico inicial
da azida € a etapa determinante da velocidade. A ilida reage com o éster intramolecular
por meio de ciclizacdo, formando um anel de cinco membros que passa por hidrolise

formando uma ligacdo peptidica estavel.*

Um atrativo da ligacdo de Staudinger € que ele utiliza espécies reagentes com
propriedades fluorogénicas e levam a formacdo de um produto luminescente que pode
ser usado para fazer estudos de imageamento em tempo real. Por exemplo, Lemieux et
al., em 2003, reportaram que uma fosfina substituida por uma cumarina, conforme o
Esquema 8. A fluorescéncia da espécie A é limitada devido a um efeito de quench
devido ao par isolado de elétrons do atomo de fosforo. No entanto, a oxidacdo dessa
espécie ao longo do curso da reacdo de ligacdo de Staudinger retira esse efeito de
quench formando o produto B, com alto rendimento quantico e consequentemente alta

intensidade de fluorescéncia.

e) O
.__Ph o— O\\P/Ph NHR
N N
+ R_N3 —
N 0" Ny N O "o
A B

Esquema 8. A fosfina pré luminescente ligada a cumarina (A) sofre oxidacao durante a

ocorréncia da ligacdo e Staudinger dando origem a produto luminescente (B).
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Mesmo que esse método tenha representado um grande avango ao propulsionar
as investigagBes relacionadas a Quimica Bioortogonal, também existem limitacGes
relacionadas. Por exemplo, fosfinas reagirem sob as condigdes oxidativas de sistemas
vivos, mesmo que lentamente. Além disso, a cinética dessa reacdo € razoavelmente
lenta. Essa taxa cinética pode ser melhorada por meio da adi¢do de grupos doadores de
elétrons na fosfina, mas esse recurso também aumenta a taxa de oxidagdo do composto.
Essa reacdo estequiométrica também requer altas concentracfes de fosfina que geram

ruidos de fundo no imageamento celular.*’

Outro exemplo de classe de reacfes que tornaram-se relevantes para a Quimica
Bioortogonal na ultima década é a reacdo azida-alquino catalisada por espécies de
cobre. Denomina-se click chemistry um conjunto de reagdes mediadas principalmente

por espécies de cobre e que por definicdo vai ao encontro das seguintes caracteristicas: *®

e Objetiva o desenvolvimento de reacGes de acoplamento carbono-heterodtomo,
Uteis em pequena ou grande escala.

e Ampla em possibilidades, bom rendimento, geracdo de subprodutos nao
abrasivos.

e A esterosseletividade € um fator importante em click chemistry.

e Condicbes simples de reacdo, materiais de partida de facil aquisicdo, utilizagédo
de nenhum solvente sou um solvente verde como agua.

e Quando necessario o produto deve ser separado por métodos simples como
recristalizacdo ou destilacao, ndo sendo por método cromatografico.

e O produto deve ser estavel em condicdes fisiologicas.

Devido essas caracteristicas, € notavel que essas reacdes tenham atributos
apreciaveis para aplicacdo biologica. De fato, as reac6es click chemistry bioortogonais
devem ter todos os requisitos mencionados acima, e adicionalmente, os sistemas e
espécies envolvidos ndo devem interagir com alguma funcionalidade bioldgica, e devem
ocorrer em condic@es fisiologicas. Além disso, nenhuma espécie deve ter citotoxicidade

suficiente para alterar de maneira considerével a sadde celular.*®

Algumas reacdes click chemistry, como e exemplo ilustrado no Esquema 9,

podem ter utilidade em investigaces medicinais e bioldgicas. Esse é o caso das adi¢bes
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1,3-dipolar, com extensa possibilidade de aplicacdo relacionada a quimica bioortogonal

ou mesmo em diversos relatos de uso medicinal.>®

N
0/ — (\'Q

pd

/7

A B C

Esquema 9. Cicloadi¢cdo 1,3-dipolar entre azidas e alquinos, classe de reacGes com
muitos relatos na literatura de aplicagdes biolégicas e medicinais, incluindo métodos

bioortogonais.

Saindo das sombras das limitagdes iniciais, de 2003, ano em que Bertozzi fez
seu pioneiro trabalho, aos dias atuais, vieram a luz progressos consideraveis

relacionados a reacdes bioortogonais, destacando-se:

e Otimizacao da cinética da reacdo, seja por meio da ativacdo de um substrato ou
do uso de catalisadores mais eficientes em condi¢des fisioldgicas.
e O desenvolvimento de fluordforos e marcadores celulares cada vez mais

seletivos e que melhoram o monitoramento e a elucidacao de sistemas Vivos.

Além disso, a arquitetura de uma reacao bioortogonal deve satisfazer uma série
de importantes requisitos:

e Seletividade: a reacdo deve ser seletiva entre 0s componentes para evitar reacdes
laterais que interfiram no ambiente bioldgico.

e N&o reatividade quimica e bioldgica: os componentes de todo o sistema
reacional intracelular, incluindo substratos e produtos, devem ser incapazes de
qualquer tipo de reatividade que desregule o sistema biolégico nativo. Também
deve ser quimicamente inerte para cumpra sua funcdo em tempo habil.

e Cineética: a reacdo deve ser rapida o suficiente para cumprir o objetivo antes de
fazer parte do metabolismo celular e ser eliminado. Uma reacdo rapida também
gera uma resposta rapida, requisito importante para 0 monitoramento e

manipulacdo de processos dindmicos.
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e Biocompatibilidade: ¢ fundamental que a reacdo planejada ndo seja toxica e
deve funcionar nas condigdes bioldgicas de pH, ambiente aquoso e temperatura.
A farmacocinética também passa a ser importante quando a quimica

bioorthogonal expande para sistemas de animais vivos.

De uma maneira geral, uma reacdo idealmente bioortogonal deve ter, portanto,
as caracteristicas anteriormente citadas e que podem ser ilustradas de acordo com o

Esquema 10 a seguir:

e

mtemalizagdo reaciio

Y ! s’
A B A @

bioortogonal

Esquema 10. Uma reacdo bioortogonal desejada: Primeiro ocorre a internalizacdo de
uma ou mais espécies quimicas responsaveis pela reacdo, mas que nao possuem
atividade fluorescente consideravel, denominando-se pré-luminescente. Apenas apés a
reacao intracelular entre a espécie A e B é que ocorre a reacdo com a formacdo de um

produto com fluorescéncia e, preferencialmente, seletividade desejada.

2.4.1) Reacdes Intracelulares Mediadas por Paladio

Muitas reacGes biogquimicas sdo cineticamente promovidas por metais de
transicdo, tipicamente na forma de metaloproteinas.®> Com isso, a quimica dos
compostos de coordenacdo esta frequentemente evoluindo e abrindo dindmicos campos
de possibilidades, inclusive contribuindo para o monitoramento e manipulacdo de

inimeros processos bioldgicos.**>

Uma classe importante de reacdes que utilizam precursores cataliticos de paladio

séo as reacOes de acoplamento-cruzado a partir de haletos. O mecanismo envolve adi¢do
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oxidativa do haleto no precursor catalitico Pd(0), para formar a espécie catalitica Pd(ll).,
0 uso de outro metal que atue como co-catalisador € comum para facilitar a inser¢do do
segundo reagente em uma etapa de transmetalacdo. No entanto, 0 uso de cobre muitas
vezes € indesejavel, incluindo as aplicacdes bioldgicas, ja que espécies de cobre sdo
toxicas para serem usadas em células vivas. Essa toxicidade é devido a danos oxidativos
de espécies formadas por espécies de cobre cataliticas, induzindo alteracbes no
metabolismo e ainda sendo absorvidos pelas células.>* Por isso, também é importante o
desenvolvimento de catalisadores de paladio que possibilitem diversas reacdes de
acoplamento-cruzado em condigdes fisioldgicas.

Mesmo com tantas aplica¢fes que evidenciam a utilidade das reacGes cataliticas
cineticamente promovidas por espécies de paladio, a exploracdo de catalisadores de
palédio para reacdes intracelulares é recente.”>>’ Estes estudos mostraram que alguns

complexos de paladio podem originar catalisadores com caracteristicas bioortogonais.

Yusop et al., motivados pela observacdo de que muitas reagdes biogquimicas
importantes que ocorrem em meio intracelular sdo mediadas por metais de transicéo,
conseguiram realizar algumas reacdes, como 0 acoplamento-cruzado de Suzuki, em
meio intracelular.>® Na metodologia desenvolvida, as espécies utilizadas eram
nanoparticulas de paladio suportadas em microesferas de poliestireno, realizando as

reacdes, portanto, a partir de uma catalise heterogénea.

Brian et al. desenvolveram uma metodologia capaz de modificar espécies de
paladio quando em contato com mondxido de carbono, gerando espécies fluorescentes

(teis no monitoramento do mondxido de carbono em ambiente celular.®

Weiss et al. reportaram em 2013 um método para ativacdo de pro-farmaco
combinado com resinas de Pd em estado de oxidacdo zero, suportadas em
polietilenoglicol. No referido trabalho é relatada a formacédo in situ do farmaco 5-
fluorouracil, muito utilizado no tratamento de alguns tipos de cancer.”® E notavel na
metodologia que as resinas de paladio utilizadas eram maiores que o tamanho médio de
uma célula, para garantir que a reacdo fosse processada em meio extracelular. Os
autores observaram atividade antiproliferativa das células tumorais comparaveis ao
tratamento classico com o farmaco. Essa eficiéncia demonstrou o potencial
desenvolvimento da quimica bioortogonal na ativacdo de pré-farmacos, no

desenvolvimento de metodologias que sejam mais seletivas e menos danosas ao
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organismo saudavel e é também um relato de como a quimica bioortogonal pode ser
uma ferramenta poderosa em futuras investigacdes in vivo.>® Um ano apds a publicacéo
desse trabalho, 0 mesmo grupo de pesquisa desenvolveu um método utilizando essas
resinas de paladio na formacdo de de pré-farmacos de gencitabina, composto utilizado
com funcdo quimioterapica.®® O Esquema 8 ilustra esse trabalho realizado em 2014.

0
///\OJ\NH NH,

Resina de Pd (0)
~ AN
| N —» | N
HO /& Cultura de ceélulas HO /&
] 0O N @) de céncer pancreatico W o N o)
OH F OH F

Esquema 11. Weiss et al. utilizaram pro-farmacos inativos de gencitabina (a esquerda)
que podem ser ativadas de forma bioortogonal para a geracdo do farmaco ativo (a

direita) com capacidade quimioterapica para células de cancer de pancreas.

Embora exista uma serie de estudos acerca de aplicacdes bioldgicas do paladio,
ndo existe anterioridade cientifica sobre o uso de espécies desse metal para mediar a
sintese intracelular de derivados seletivos de BTD destinados ao imageamento, tracking

e manipulacao celular, sendo este trabalho, portanto, pioneiro nesse sentido.

2.5) A Partir da 2,1,3-benzotiadiazola: do Laboratério a Célula.

Uma sonda bioldgica fluorescente para aplicacdo em bioimageamento deve
satisfazer rigorosos requisitos, e para ser eficiente, uma sonda deve ser capaz de
interagir seletivamente no meio celular, desafio notavel devido a vasta composicdo de

moléculas e organelas.

Com caracteristicas desejaveis, os derivados fluorescentes do nucleo 2,1,3-

benzotiadiazola (BTD, Figura 4) sdo quimiossensores que apresentam eficiéncia
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comprovada como marcadores celulares evidenciados em diversos estudos. Neto et al.,
desde seu pioneiro trabalho no uso de derivados fluorescentes de BTD’s,"” vem
mostrando o uso eficiente desses derivados fluorescentes nas areas de Quimica

Biologica e Medicinal.>*°-%2

[\
3N N1
S
2

Figura 4. Estrutura do nucleo 2,1,3-benzotiadiazola.

Carvalho et al. descreve uma série de marcadores celulares a partir da estrutura
fundamental do nucleo 2,1,3-benzotiadiazola.®® Ressalta-se que esse artigo publicado se
diferencia da tecnologia que sera descrita aqui no que diz respeito as etapas de sintese
de marcadores e consequente gasto energético, a geracdo de residuos, além da possivel
sintese de estruturas complexas que experimentalmente ndo s@o internalizadas pela
célula. A sintese intracelular dessas estruturas € uma alternativa para obté-las no
citosol, tornando assim possivel, investigacdes sobre o comportamento dessas estruturas

no interior das células.

Mota e colaboradores investigaram a estrutura e aplicacdo em biologia
molecular e celular de novos derivados da estrutura fundamental 2,1,3-benzotiadiazola a
qual destaca-se a producdo de marcadores fluorescentes derivados de &cidos graxos
(4cido oléico e DHA), e fluorescentes hibridos, com mais de um ndcleo em sua estrutura
molecular. Estes novos fluoroforos foram utilizados desde estudos sobre mecanismos de
internalizacdo celular, até a deteccdo de espécies reativas de oxigénio em meio

celular.5+%°

Por meio do precursor 4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazola, ou 4-bromo-2,1,3-
benzotiadiazola, tem-se a vantagem de um substrato halogenado com um bom grupo de

saida. Assim podem ocorrer substituicdes nas posicoes 4 e/ou 7, sendo assim possivel
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uma miriade de possibilidades de sintese de derivados, com notével possibilidade desses

. ~ . ~ 66
possuirem extensdo das conjugagdes m em sua estrutura.

Com essas motivacgoes, diversos derivados BTDs foram sintetizados e testados
em nosso grupo de pesquisa, e novamente Neto et al. voltaram seus esfor¢os para
compreensdo do efeito das substituicdes nas posicbes 4 e 7 do nlcleo BTD. Em
minuciosa pesquisa envolvendo sintese, aplicagdo in vivo, in vitro, calculos tedricos, os
derivados BTD apresentaram seletividade para mitocondria e eficiéncia em
experimentos de imageamento celular superiores comparados ao marcador comercial

Mitotracker Red.* A Figura 5 mostra os marcadores estudados na referida pesquisa.

N \N+
Br / \ Br / \
NaRS — R —
N A) N‘S/N (8)
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/ _
!/ \
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Figura 5. Estruturas de derivados de BTD estudadas em publicacGes anteriores do

NOSSO grupo de pesquisa.

Das propriedades e resultados ja descritos, estdo condensadas a seguir as

caracteristicas mais importantes dos derivados BTDs para aplicacdes celulares:

e A larga janela de estabilidade quimica € uma 6bvia vantagem, pois os derivados
se mantem estaveis tanto em temperatura ambiente como em temperaturas
biologicas (~36°C), e estaveis também ao armazenamento.

e A baixa energia de excitacdo também evidencia uma vantagem, ja que a

irradiacdo por ondas de maior energia podem causar danos celulares.
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e As propriedades fotofisicas podem ser moduladas por meio da conjugacdo das
ligagGes e portanto, dos substituintes das posigdes 4 e 7.

e A polarizacdo do nucleo BTD causada pelo anel 2,1,3-benzotiadiazola torna o
potencial eletrénico fortemente redutivo, estabilizando processos de relaxagao
da molécula a partir do estado excitado.

Sob esse aspecto, evidencia-se que ndo sé a arquitetura de novas moléculas

fluorescentes se faz necessaria, como também o desenvolvimento de novos métodos de

investigagdo bioldgica.
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3) MATERIAIS E METODOS

Geral. Reagentes quimicos e solventes foram adquiridos de fontes comerciais (Acros
ou Aldrich) e usados sem tratamento prévio ou purificacéo.

Sistema de Partida. Constituido por duas espécies quimicas que sdo incubados
primeiramente com a célula. A primeira espécie € um derivado BTD halogenado
(normalmente bromado), e a segunda espécie € o catalisador ionofilico de paladio. O
derivado BTD bromado foi obtido de fonte comercial (Aldrich) e o catalisador
sintetizado a partir de acetato de paladio (Aldrich) e liquido iénico.

Reagente dinamico. E utilizado na segunda etapa de encubagio com as células. Apds a
incubacgéo das células com o sistema de partida, as células s@o lavadas e incubadas com
o0 reagente dinamico, obtido por meio de fonte comercial. As espécies 1-naftilamina, 2-
aminopiridina e &cido fenilborénico foram utilizados. O reagente dinamico escolhido
reage com o sistema de partida, sendo assim responsavel pela arquitetura final da

molécula produzida de maneira bioortogonal.

Analises de espectroscopia de massa. As medidas de ESI-MS e ESI-MS/MS foram
realizadas em modo ion positivo (alcance m/z 50-2000) em um instrumento Waters
Synapt HDMS (espectdmetro de massa de alta definicdo, Manchester, Inglaterra). Esse
instrumento é um hibrido (quadripolo/ ion mobilidade/ aceleracdo time-of-light usado
em modo TOF com a mobilidade da célula desligada e trabalhando apenas guiando o
fon. Todas as amostras foram dissolvidas em agua para formar solucGes de concentracdo
100uM, e foram infusas diretamente no ESI em fluxo de 5 pL/min. As condicbes da

fonte do ESI foram: tensdo capilar 3,0 kV, sample cone 30V, extraction cone 3V.

Analises de RMN. Os espectros de RMN foram realizados em um Varian Mercury
Plus 7.05T (300MHz e/ou 600MHz) em temperatura ambiente, usando uma sonda de
didmetro interno de 5 mm. O cloroférmio deuterado (CDCl3) e TMS (tetrametilsilano)

foram utilizados como padrdes internos.

Ensaio de viabilidade celular (MTT). As células MCF-7, de linhagem de cancer de
mama, foram semeadas overnight e tratadas por 48 horas com uma solucdo preparada

em cultura de RPMI médio (10% soro fetal bovino, 25 pug/mL gentamicina) contendo
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4-bromo-2,1,3-benzotiadiazola (Br-BTD, 200 uM), ou PAMAI (20 uM) ou uma mistura
de ambos (o sistema de partida). O mesmo procedimento também foi realizado para o
ensaio de viabilidade solugbes de concentracdo 200 puM de 1-naftilamina, ou 2-
aminopiridina, ou &cido fenilbordnico (os reagentes dinamicos). A citotoxicidade foi
determinada utilizando-se 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol-brometo (MTT,
Molecular Probes, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrucoes
do fabricante. As leituras de absorcdo foram obtidas usando um espectdometro
(SpectraMax M5, Molecular Devices — Sunnyvale, Califérnia, USA). A viabilidade
celular foi comparada com a amostra de controle (sem a presenca de compostos
abioticos) e os valores foram determinados utilizando GraphPad Prism 5 (CA, USA).

Experimentos de imageamento cellular. Células MCF-7, ou DU145, ou MDAMB231,
ou T47D ou fibroblasto, 5 x 10* — 1 x 10° unidades, foram semeadas em laminas de
vidro redondas. Depois da adesao, as células foram incubadas por 2h a 37 °C com uma
mistura denominada sistema de partida (nicleo BTD halogenado, como o 4-bromo-
2,1,3-benzotiadiazola (Br-BTD, 200 uM) e PdMAI a20 uM) preparadas em cultura
média RPMI (10% soro fetal bovino, 25 pg/mL gentamicina). As amostras foram
lavadas trés vezes com solucdo tampdo de fosfato pré aquecida e depois de 2h,
incubadas com o reagente dindmico (200 uM de 1-naftilamina, ou 2-aminopiridina, ou
acido fenilborénico). Todos com compostos foram diluidos e todos os ensaios foram
incubados por 6 h, 24 h e/ou 48 h a temperatura de 37 °C. Apds esses momentos, as
células foram lavadas com a solugédo tampéo, fixadas com 3,7% de formaldeido por 15
minutos e lavadas novamente com a solucdo tampéo. O nucleo celular foi incubado por
24 h e 48 h e marcados com o0 marcador comercialmente disponivel DAPI (300 nM) por
7 minutos e temperatura ambiente. As laminas foram montadas com ProLong Gold
Antifade (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e as espécies foram
observadas no microscopio de escaneamento a laser confocal Leica SP 5 (Leica
Microsystems — Wetzlar Germany). Os ensaios foram realizados em triplicata, em trés

séries independentes.

Sintese do PAMALI. 1.00 mmol do liquido iénico MAI.CI, 0.50 mmol de Pd(OAc), e 2
mL de acetonitrila foram misturados em um tubo shclenk. A mistura teve sua
temperatura elevada a 110 °C por 18h para garantir a eliminacdo do acido etandico. O
solvente e o0 acido etandico foram removidos em linha de vacuo e o sélido foi lavado

com acetato de etila, resultando em um complexo de paladio com 95% de rendimento.
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'H RMN (CD;0OD, 300 MHz), & ppm 8.92 (s, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.53 (s, 1H), 5.12
(s,2H), 3.95 (s, 3H). *C RMN (DMSO0-d6, 75 MHz), 5 ppm 175.6, 172.2, 137.3, 123.6,
122.7, 35.7, 30.8, 21.2. IV (KBr, cm™) 3218, 3177, 3139, 3080, 2969, 1760, 1627,
1568, 1175, 676, 614. Calculado para Ci2H16Cl:N4O4Pd: C, 31.50; H, 3.52; N, 12.24.
Econtrado: C, 31.59; H, 3.61; N, 12.33.
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Figura 6. 'H RMN do catalisador PAMAI em D-0.
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Figura 7. 13C RMN do catalisador PdAMAI em DMSO-d6
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Sintese em laboratdrio de BTD-Naft. 0,4mmol de Br-BTD foram misturados, em um

tubo shclenk, com 0,4 mmol de 1-naftilamina e 10% mol de PAMAI em acetonitrila

suficiente. A mistura teve sua temperatura elevada a 90 °C por 48h. O solvente foi

retirado do meio por linha de vacuo e o solido purificado em coluna cromatografica

iniciando-se com hexano e aumentando-se a polaridade com acetato de etila, resultando

no produto 4-nafitilamina-2,1,3-benzotiadiazola, oriundo da reacdo de acoplamento

cruzado, com 47% de rendimento.
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4) RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo do desenvolvimento de todo este trabalho, incluindo producdes
cientificas relacionadas, como um depésito de patente junto ao Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (nimero de processo: BR 10 2016 025541 4), tornou-se necessaria a
construcdo e desenvolvimento de alguns conceitos e convengdes. Duas definigdes sdo

fundamentais: o sistema de partida e o reagente dinamico.

Foi definido sistema de partida a mistura constituida por duas espécies quimicas
que sdo utilizadas na primeira etapa da incubacdo. Uma espécie quimica é um nucleo
BTD halogenado. Como ilustrado na Figura 10, essa a estrutura da BTD pode ser mono
ou poli halogenado, com o halogénio ocupando preferencialmente as posicoes 4 e/ou 7.
Essa BTD possui fungéo pré luminescente, ou seja, o sistema de partida ndo rendimento
quantico suficiente para obtencdo de imagens satisfatorias. O outro componente do
sistema de partida é o catalisador ionofilico de paladio, desenvolvido pelo nosso grupo

de pesquisa.
X=F,Cl,Broul

5 6
X 4 7

/ N\
3N, N1

S

2

Figura 10. Duas possibilidades de utilizacdo de BTD halogenada para composi¢do do
sistema de partida, que é constituido por essa espécie quimica juntamente com um

catalisador ionofilico de paléadio.

Nesse aspecto, também foi definido reagente dindmico aquela espécie quimica
utilizada na segunda etapa de incubacdo celular. Esse nome refere-se ao fato de que ¢ a
escolha desse reagente que determina a arquitetura do composto formado a partir da
reacdo entre o reagente dinamico e a BTD presente no sistema de partida. Sua estrutura

determina, portanto, as caracteristicas estruturais do derivado BTD formado, exercendo
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assim, principalmente influéncia sobre as propriedades fotofisicas e de comportamento
seletivo em ambiente celular. Como a escolha do reagente dindmico depende do
planejamento de qual derivado deseja-se formar de maneira bioortogonal, existe uma
miriade de possibilidades de estruturas que podem ser arquitetadas. Essa versatilidade é
uma caracteristica central e diferencial da tecnologia desenvolvida, pois de acordo com
a revisdo bibliografica, podem ser formados marcadores seletivos para diversas
organelas ou mesmo biomoléculas. A principio utilizou-se como reagente dindmico em
ensaios independentes, 0s compostos 1-naftilamina, 2-aminopiridina e &cido

fenilbordnico, com estruturas representadas Figura 11.

NH,
| AN B(OH),
=
Ho,N~ N
Figura 11. Os trés reagentes dindmicos que foram utilizados, até o momento, para a

realizacdo de reagdes bioortogonais com Br-BTD presente no sistema de partida. Da

esquerda para a direita: 1-naftilamina, 2-aminopiridina e &cido fenilbordnico.

Com o planejamento da reacdo e os reagentes de fonte comercial em maos,
também deve-se realizar a sintese do catalisador ionofilico de paladio, espécie quimica

que esta presente no sistema de partida.

4.1) Sintese do Catalisador lonofilico de Paladio

Em estudo publicado em 2011 no periddico The Journal of Organic Chemistry,
nosso grupo de pesquisa utilizou uma classe de liquido idnico funcionalizado, o 1-N-
metil-3-N-carboximetilmidazolio (MAI), para etiquetar ionicamente complexos de
niquel, cobre e paladio, formando uma nova classe de complexos metalicos
etiquetados.®’ Mais do que isso, os precursores cataliticos produzidos de forma inédita

mostraram alta atividade catalitica e rendimentos superiores em reacdes de
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acoplamento-cruzado, quando comparado a catalisadores de paladio comumente
utilizados como Pd(OAc),. O precursor catalitico etiquetado sintetizado, PAMALI, possui
caracteristicas que contemplam requisitos da bioortogonalidade, ressaltando sua
solubilidade em agua que possibilita assim a realizacdo de catalise homogénea em
aplicacbes biologicas. O Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. apresenta a
sintese da referida espécie.

Pd(OAc),

0 o
) \ ,Cl
/N@N JLOH \\F\’d:
cl

(MAL.CI) 2 AcOH \‘O?S

N
(PAMAI) E®N>
\

Esquema 12. Sintese do catalisador ionofilico de paladio por meio da reacéo entre do
acetato de palddio e o liquido ibnico 1-N-metil-3-N-carboximetilmidazolio (MAI).
Condigdes da reacao: 110 °C por 18 horas.

E notavel da estrutura do catalisador sintetizado que podemos fazer uso de sua
etiqueta idnica do cation imadazolio para realizar estudos quimicos por ESI-MS(/MS)
em solucdo aquosa, como ensaio de seu comportamento no ambiente celular. A
estratégia de etiquetar ionicamente o catalisador facilita a deteccdo pelo tandem mass
spectrometry, mais referido como MS/MS, e que sdo multiplas etapas da espectrometria
de massa, havendo formas de fragmentacdo nessas etapas, caracterizando espécies

chaves em solucio sem necessidade de realizar protonacdo ou desprotonagdo.®®

Dois ions de interesse foram detectados pela técnica ESI(+)-MS da solugédo

aquosa de PdMAI e caracterizados adicionalmente por MS/MS. Em ambos os ions
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foram encontrados a coordenacdo do carbeno do N-Heterocilo (NHC) ao Pd central,
estabilizando o atomo metélico, sendo um indicio da alta atividade catalitica para o
PdMAI dentro das células.

. Um ion de interesse, de m/z 563, é provavelmente formado apds a dimerizagdo
do PdAMAI em solucdo aquosa. A comparacao do espectro obtido, em relagdo ao padréo
de fragmentacdo bem como padrdo de distribuicdo isotopdloga esperado, mostra
correspondéncia nitida, de acordo com a Figura 12, a seguir.

,WMJ | LJlLJLJL LA s

' 1 T T y T T T T T '
556 558 560 562 564 566 568 570

Figura 12. O padrdo de fragmentacdo do ion m/z 563 bem como sua massa exata
possuem correspondéncia precise entre o perfil experimental e o calculado (barras

cinzas).

Essa espécie ionofilica foi devidamente selecionada para caracterizacdo via
dissociacdo induzida por colisdo no experimento MS/MS. O padrdo de fragmentacéo se

mostrou de acordo com a estrutura proposta, de acordo com a Figura 13.
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Figura 13. ESI (+)-MS/MS do ion de m/z 563 transferidos de uma solu¢éo aquosa 100
MM diretamente para a fase gasosa.

A Figura 14 apresenta a caracterizacdo do cation radical de m/z 283.

POMAIDCL2 WSS 263 28 2 M0 Cm (1 2 TOF NS ESe
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Figura 14. A caracterizacdo do céation radical de m/z 283 via ESI(+)-MS/MS.

Ainda, o padrdo de fragmentacdo do ion m/z 385, bem como sua massa exata,

estdo de acordo com a estrutura proposta, de acordo com a Figura 15.
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Figura 15. ESI (+)-MS/MS do ion m/z 385 transferidos para a fase gasosa diretamente
de uma solugédo aquosa 100 pM.

O padrdo de fragmentacdo do ion de m/z 385 correspondente ao esperado,
juntamente com a distribuicdo isotopOloga das espéecies, comparando-se dados
experimentais e teoricos, correlaciona o espectro obtido com as estruturas propostas, de

acordo com a Figura 16.
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Figura 16. O padrdo de fragmentacdo do ion m/z 385 bem como sua massa exata
possuem correspondéncia precisa entre o perfil experimental e o calculado (barras

cinzas).

4.2.1) Ensaios Celulares — Testes de Citotoxicidade

Para que o método desenvolvido tenha aplicacOes reais, é necessario testar se o
sistema responsavel pela reacdo intracelular apresenta resultados satisfatorios em
relacdo a citotoxicidade, um objetivo fundamental no planejamento de reacbes
bioortogonais. Os testes de citotoxicidade foram realizados por meio do método
MTT, um ensaio colorimétrico capaz de aferir a atividade metabdlica da célula. A
dependéncia enzimatica de oxiredutazes NAD(P)H pode, sob condi¢des definidas, aferir
0 numero de células vidveis. Essas enzimas sdo capazes de reduzir o corante MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol-brometo) para sua forma insolivel e de cor

roxa.®
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Em tal ensaio, foram testadas as citotoxicidades dos componentes do sistema de
partida com 48h de incubacdo. Os compostos, testados de forma isolada ou combinada,
produziram os resultados, expostos na Figura 17, demonstraram a biocompatibilidade
do sistema de partida, evidenciando a capacidade de cumprir a fungdo sem geracdo de
compostos relevantemente toxicos ou mesmo sem gerar interferéncia consideravel em

relacdo as atividades celulares naturais.
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Figura 17. Viabilidades celulares mensuradas por ensaio MTT em células MCF-7. As
células foram incubadas por 48h com solugbes de 200 uM de solucdo contendo Br-
BTD, 20 uM de PdMAI, e por ultimo, com os dois compostos combinados (o sistema

de partida).

A Figura 18 representa o ensaio MTT para a situacdo utilizando a 1-naftilamina

como reagente dinamico.
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Figura 18. Viabilidades celulares mensuradas por ensaio MTT em células MCF-7. As
células foram incubadas em ensaios independentes por 48h com solucgdes de 200 uM de
solucéo contendo Br-BTD ou 20 uM de PdMAI ou as duas espécies juntas (sistema de
partida), ou com os dois compostos combinados (o sistema de partida) ou com 1-

naftilamina (reagente secundario) ou com todos os componentes da reacdo bioortogonal.

Os resultados obtidos permitem inferir que o planejamento do método
bioortogonal é compativel com as caracteristicas desejaveis, e que portanto, sua

aplicacao é exequivel.

4.2.2) Sintese Intracelular e Imageamento — Sistema de Partida + 1-naftilamina

Na fase de experimentacdo e imageamento celular, os componentes do método
bioortogonal sdo incubados com cultura celular, de diferentes linhagens, em etapas.
Primeiramente é realizada a incubacdo do sistema de partida, e na segunda etapa,

incuba-se o reagente dindmico, nesse caso, a 1-naftilamina.
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Assim, o sistema de partida foi incubado com as células por duas horas. Apos
esse periodo, as células foram lavadas para garantir que qualquer espécie quimica que
ndo tenha realizado a transposicdo da membrana, encontrando-se ainda em meio
extracelular, seja retirado. Esse passo é importante para garantir que qualquer
fluorescéncia observada ap6s a reacao bioortogonal tenha origem intracelular.

Somente apOs esse procedimento, o reagente dindmico, 1-naftilamina, é
incubado com as células. A logistica dessa ordem das etapas assegura, além da
ocorréncia da reagdo em meio intracelular, que toda fluorescéncia eficiente observada
nos ensaios seja de fato proveniente da reacdo entre o sistema de partida e o reagente
dindmico. Essa é uma caracteristica notavel e relevante para o presente método
bioortogonal. O sistema de partida possui o catalisador e a espécie Br-BTD, com
caracteristicas pro-luminescentes. A eficiéncia quantica do sistema ndo € minima o
suficiente para a geragdo de intensidade de fluorescéncia satisfatéria. Quando apenas o
sistema de partida é incubado com as células por até 48 horas, observa-se em todo esse
intervalo de tempo, a auséncia de fluorescéncia satisfatoria. As imagens obtidas por
meio de microscopia confocal referentes a essa observacdo, quando o sistema de partida

é incubado com células da linhagem MCF-7, de cancer de mama, estdo na Figura 19.
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Figura 19. Células da linhagem MCF-7, de cancer de mama, ap6s 48 horas de
incubacdo com o sistema de partida. (A) Microscopia de campo claro demonstra a
morfologia intacta e saudavel das células. (B) Mostra os nucleos marcados com o
marcador celular comercial DAPI. (C) Imagem mostra a auséncia de fluorescéncia
satisfatoria, sendo possivelmente oriunda de ruidos e auto luminescéncia da célula. (D)
Sobreposicdo das imagens referentes a marcacdo com DAPI (canal azul) e sistema de

partida (canal vermelho).

A microscopia confocal é uma técnica de imageamento Optico destinada a
aumentar a resolucdo Gptica e o contraste, através da presenca de um orificio de abertura
denominado pinhole.” Esse orificio est4 situado no plano confocal da lente, sendo

assim, capaz de eliminar a luz fora do foco.”™ A microscopia de campo claro é uma
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técnica classica que permite a visualizacdo da morfologia geral da amostra de células,
sendo utilizada como um complemento na interpretagdo das imagens, bem como

evidéncia adicional sobre a saude celular.

Portanto, a ordem com que 0s reagentes sdo incubados é relevante pois aumenta
a garantia de que o surgimento da fluorescéncia é de fato oriunda da reacdo entre o
sistema de partida e o reagente dindmico, sendo a imagem anterior uma evidéncia de
que ndo ha reacdo entre o sistema de partida e alguma molécula naturalmente presente
no meio. Assim, também fez-se 0 mesmo procedimento de incubagcdo com o reagente
dindmico 1-nafitilamina por até 48 horas. Durante todo o periodo, ndo foi observada

fluorescéncia consideravel, como mostram as imagens da Figura 20.
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Figura 20. Células da linhagem MCF-7, de cancer de mama, ap0s 48 horas de
incubacdo com reagente dindmico 1-naftilamina. (A) Microscopia de campo claro
demonstra a morfologia intacta e saudavel das células. (B) Mostra os nucleos marcados
com o marcador celular comercial DAPI. (C) Imagem mostra a auséncia de
fluorescéncia satisfatdria, sendo possivelmente oriunda de ruidos e auto luminescéncia
da célula. (D) Sobreposicéo das imagens referentes a marcacdo com DAPI (canal azul) e

reagente dindmico 1-naftilamina.

Com a garantia de que sistema de partida e reagente dindmico nao sdo capazes
de gerar, isoladamente, luminescéncia com eficiéncia satisfatoria para o imageamento
celular, parte-se entdo para 0s ensaios de reacdo bioortogonal. Portanto, apds um

periodo de 2 horas de incubacdo das células MCF-7 com o sistema de partida, a amostra
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é lavada trés vezes com solucdo tampdo e apds, incubada por mais 2 horas como
reagente dinadmico 1-naftilamina. Novamente as células sdo lavadas, e a partir dai,
progressivamente é observada o aumento da fluorescéncia, devido a reacdo de
acoplamento-cruzado entre os componentes capaz de formar um produto derivado BTD
com eficiéncia respaldada na literatura cientifica. Apds ensaios, concluiu-se que para a
cinética dessa reacdo bioortogonal, as melhores imagens sdo obtidas apds
aproximadamente 48 horas de reacdo. As imagens obtidas por microscopia confocal

para essa situacdo reacional estdo expostas na Figura 21.

Figura 21. Células MCF-7, apds 48 horas reacdo bioortogonal entre sistema de partida
e reagente dindmico 1-naftilamina. (A) mostra a morfologia saudavel por meio da

microscopia de campo claro. (B) é o imageamento dos nucleos marcados com o
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marcador celular comercial DAPI. (C) imagem mostra que a reagdo bioortogonal
ocorreu com sucesso, formando o derivado BTD capaz de atuar como marcador celular
com eficiéncia quéntica satisfatoria. (D) superposicdo das imagens referentes a
marcacdo do nucleo com DAPI (azul) e derivado BTD formado de maneira
bioortogonal. As setas indicam a regido mitocondrial.

Com a metodologia cientifica a favor, as evidéncias sdo de que a reacdo
planejada ocorreu com sucesso e que além disso, foi capaz de produzir uma espécie Util
em investigacbes celulares, com comportamento que sugere seletividade para
mitocdndrias. Essa seletividade serd& minuciosamente discutida por meio de dados
obtidos logo adiante, embora seja de conhecimento bioldgico que as mitocondrias estao

situadas na regido perinuclear.

A reacdo planejada que ocorreu ao encontro das caracteristicas bioortogonais €
demonstrada no . Reacdo bioortogonal realizada entre Br-BTD e 1-naftilamina. A
reacdo de acomplamento cruzado formou um derivado BTD A reagdo de acomplamento
cruzado formou um derivado BTD nomeado de BTD-Naft, em analogia as espécies

participantes da reacéo.
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Esquema 13. Reacdo bioortogonal realizada entre Br-BTD e 1-naftilamina. A reacdo de

acomplamento cruzado formou um derivado BTD batizado de BTD-Naft.

Essa reacdo de acoplamento que gera a sintese de ligacdes carbono-nitrogénio

via catélise por espécies de paladio é descrita como acoplamento cruzado de Buchwald-
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Hartwig.”* Ressalta-se que ndo ha anterioridade na litetatura cientifica para a ocorréncia

dessa classe de reagdo em meio intracelular.

A Figura 22 ilustra de maneira concisa e didatica o método bioortogonal

realizado com sucesso.

Sistema de Partida Sistema de Partida

/BN
Br 4 \\— Br
/
7\
N N
\S/
PAMALI 4 N PAMALI

P

Reacdo Intracelular

Reagente Dinamico

PAMAI

Célula

Célula

Figura 22. Método bioortogonal desenvolvido no presente trabalho. Em (1) ocorre a
incubacdo do sistema de partida na cultura celular. Em (2) ocorre a transposicao do
sistema de partida através da membrana para o meio intracelular. Apos a lavagem das
células, em (3) ocorre a incubacdo do reagente dinamico e em (4) ocorre a reacdo

bioortogonal com formacéo do produto luminescente.

A literatura cientifica existente ampara a proposicao de ciclos cataliticos. Assim,

0 ciclo catalitico proposto para a aminacdo de Buchwald-Hartwig realizada
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bioortogonalmente possui 0 mecanismo catalitico proposto no Erro! Fonte de

referéncia ndo encontrada..

“Q
H /I \
N‘S'N

L
O Redutiva
N "N

NH
L/Pd\L N‘S
NH2 lI- Isomerizacéo
e
pd. ¢ N
B’ L NS

Esquema 14. Mecanismo catalitico proposto para a reacdo de acoplamento de
Buchwald-Hartwig, realizando pela primeira vez em ambiente celular. L= MAI

complexado ao palédio.

A reacdes de acoplamento cruzado realizada Buchwald-Hartwig, inicia-se com a
etapa de adicdo oxidativa, quando a ligacdo carbono-halogénio é desfeita, enquanto
novas ligacbes carbono-Pd e halogénio-Pd sdo formadas. Normalmente essa etapa de

adicao oxidativa é considerada como determinante da reacao.

Estudos mecanisticos da etapa de adicdo oxidativa mostram que raramente sdo

formados complexos cis-PdL,RX,""

sendo portanto, considerada a proposta de
isomerizacdo do cis-PdL,RX para o trans- PdL,RX.”*" A préxima etapa em uma
reacdo de acoplamento-cruzado classica, consiste em transmetalacdo, normalmente com

o ciclo co-catalitico envolvendo cobre, ou de espécies organoboradas.’®
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O uso de cobre algumas vezes é indesejavel, sobretudo do ponto de vista
bioldgico, j& que espécies de cobre ndo estaveis frequentemente sdo toxicas para serem
utilizadas em células vivas. Essa toxicidade é devido a danos oxidativos de espécies
formadas pelo catalisador de cobre, induzindo alteragdes no metabolismo e ainda sendo
absorvidos pelas células.”” Por isso, também é importante o0 desenvolvimento de

catalisadores de paladio que possibilitem o acoplamento-cruzado copper-free.

A Ultima etapa é a etapa de eliminacdo redutiva, similar a adi¢do oxidativa, e
portanto, amplamente estudada e descrita na literatura tanto com fundamentagdo

1,”® quanto teérica.”® A etapa de eliminacdo redutiva pode ocorrer por meio

experimenta
de alguns caminhos de reacdo, embora a via mais favorecida energeticamente seja

mediante a espécie cis-PdR,L,*°

Diante do método bioortogonal realizado com sucesso, a metodologia envolvida
nos estudos bioldgicos frequentemente ampara 0 sucesso e coeréncia dos dados
experimentais por meio de ensaios envolvendo co-marcagdo, multi-marcagéo,
comparagdo com ensaios envolvendo marcadores comerciais e outras linhagens

cientificas.

Por isso, a Figura 23 é referente a marcacgédo de células MCF-7 com o marcador
comercial Mitotracker, seletivo para mitocondrias. O resultado dessa marcacao permite
inferir que o comportamento da BTD-Naft possui padrdo semelhante a marcacdo com

Mitotracker, aumentando as evidéncias do comportamento seletivo para mitocéndrias.
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Figura 23. Células MCF-7 em ensaios com o marcador comercial mitoracker (A)
mostra a morfologia saudavel por meio da microscopia de campo claro. (B) é o
imageamento dos nacleos marcados com o marcador celular comercial DAPI. (C)
imagem mostra o padrdo de marcacdo referente a mitocondrias e (D) mostra
superposicdo das imagens referentes a marcacdo do nucleo com DAPI (azul) e

mitotracker.

Ainda com a finalidade de confirmacdo do comportamento seletivo para
mitocbndrias da BTD-Naft produzida por meio do presente método bioortogonal,
realizou-se a co-marcacao utilizando-se o composto splendor, desenvolvido pelo nosso

grupo de pesquisa e com seletividade para mitocdndrias relatada na literatura
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cientifica.%? A Figura 24 é clara no que se refere a percepcdo de que a BTD-Naft possui

seletividade para mitocondrias assim como o splendor.

Figura 24. Ensaio de co-marcacdo da BTD-Naft com o marcador splendor
anteriormente desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa e de afinidade comprovada
para mitocondria. E notavel a morfologia e comportamento semelhantes, o que sugere
que a BTD-Naft sintetizada de maneira bioortogonal tem seletividade para esta
organela. (A) demonstra a morfologia saudavel por meio da técnica de campo claro, (C)
sugere o comportamento seletivo para mitocondrias quando comparado a marcagdo com
(B) que é somente splendor. (D) mostra que a superposi¢cdo da marcacdo de BTD-Naft e

splendor tem 0 mesmo padrdo de comportamento.
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No que se refere a ensaios bioldgicos utilizando linhagens celulares variadas,
como uma confirmacéo desse comportamento seletivo, além é claro, da confirmacéo da
reacdo bioortogonal planejada, foram feitos testes em linhagens celulares de céancer
denominadas: DU145, MDAMB231 e T47D. Além disso, também foi realizada a
sintese bioortogonal em células de fibroblasto. Os ensaios com as linhagens DU145,
MDAMB231, T47D e também fibroblastos estdo respectivamente expostas na Figura 25
e Figura 26 e Figura 27 e Figura 28. Em todos os casos foram analisadas as pranchas
com o controle (apenas sistema de partida ou apenas reagente dindmico), mostrando o
mesmo comportamento discutido anteriormente quando esses componentes foram
incubados separadamente com a cultura celular, ou seja, ndo ocorreu fluorescéncia

consideravel.
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Figura 25. Células da linhagem DU145, ap6s 48 horas reacdo bioortogonal entre
sistema de partida e reagente dinamico 1-naftilamina. (A) mostra a morfologia saudavel
por meio da microscopia de campo claro. (B) é o imageamento dos nucleos marcados
com o marcador celular comercial DAPI. (C) imagem mostra que a reacdo bioortogonal
ocorreu com sucesso, formando o derivado BTD-Naft. (D) superposi¢do das imagens
referentes a marcacdo do nacleo com DAPI (azul) e derivado BTD-Naft formado de

maneira bioortogonal. As setas indicam a regido mitocondrial.

49



Figura 26. Células da linhagem MDAMB231, ap0s 48 horas reacdo bioortogonal entre
sistema de partida e reagente dinamico 1-naftilamina. (A) mostra a morfologia saudavel
por meio da microscopia de campo claro. (B) é o imageamento dos nucleos marcados
com o marcador celular comercial DAPI. (C) imagem mostra que a reacdo bioortogonal
ocorreu com sucesso, formando o derivado BTD-Naft. (D) superposi¢do das imagens
referentes a marcacdo do nacleo com DAPI (azul) e derivado BTD-Naft. A morfologia

sugere comportamento seletivo para mitocéndria.
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Figura 27. Células da linhagem T47D, apds 48 horas reacdo bioortogonal entre sistema
de partida e reagente dinamico l-naftilamina. (A) mostra a morfologia saudavel por
meio da microscopia de campo claro. (B) € o imageamento dos nucleos marcados com o
marcador celular comercial DAPI. (C) imagem mostra que a reagdo bioortogonal
ocorreu com sucesso, formando o derivado BTD-Naft. (D) superposicdo das imagens
referentes a marcacdo do ndcleo com DAPI (azul) e derivado BTD-Naft, com

comportamento que sugere seletividade para mitocondria.
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Figura 28. Células de fibroblasto sob as condic@es de reacdo bioortogonal entre sistema
de partida e 1-naftilamina. (A) mostra a morfologia saudavel por meio da microscopia
de campo claro. (B) é o imageamento dos nucleos marcados com o marcador celular
comercial DAPI. (C) imagem mostra que a reacdo bioortogonal ocorreu com sucesso,
formando o derivado BTD-Naft. (D) superposicdo das imagens referentes a marcagédo
do nucleo com DAPI (azul) e derivado BTD-Naft, que encontra-se mais disperso no

citosol.

4.3) Caracterizacdo do Derivado Inédito BTD-Naft Sintetizado em Laboratério

Também foi realizada em laboratorio a reacdo entre Br-BTD e 1-naftilamina

catalisada pela mesma espécie ionofilica PAMAI, como um preldio de que o composto
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formado em meio intracelular refere-se a estrutura proposta no planejamento da reacéo.

O aspecto do produto BTD-Naft em solugdo de dmso esta evidenciado na foto da Figura

29.

Figura 29. Solucéo de 3mg de BTD-Naft solubilizada em dmso.

A Figura 30 e a Figura 31 mostram respectivamente os espectros de "HRMN e
3C-RMN para o produto obtido apés purificacio em coluna cromatografica. Como

observa-se a seguir, 0s espectros obtidos corroboram com a estrutura do produto

almejado.
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Figura 30. 13C RMN do derivado BTD-Naft sintetizado em laboratério, como uma

evidéncia da confirmacdo da estrutura formada pelo método bioortogonal.
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Figura 31. '"H RMN do derivado BTD-Naft sintetizado em laboratério, como uma

evidéncia da confirmacédo da estrutura formada pelo método bioortogonal.

Com o derivado BTD-Naft em maos, também foram realizados testes fotofisicos
como mostra a Figura 32.

" — Al du b

Intrsidads (UA)

Mehirseciade o Flosmscencia (LA

Figura 32. Ensaios fotofisicos realizados mostram as curvas de absorcdo e emissao para
o0 derivado BTD-Naft sintetizado em laboratorio.

E notavel que o produto sintetizado no presente trabalho tem deslocamentos de
Stokes que em média superam 100 nandmetros. Essa é uma caracteristica superior do

marcador celular desenvolvido quando comparado ao perfil fotofisico do marcador
comercial mitotracker, ilustrado na Figura 33.
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Figura 33. Perfil fotofisico de absorcdo e emissdo do mitotracker mostra um
deslocamento de Stokes consideravelmente inferior ao do derivado BTD-Naft
desenvolvido. A curva em azul é referente a absorcao e a curva em vermelho é referente

a emissdo.%

4.4) Sintese Intracelular de Outros Derivados BTD

O Esquema 12 mostra as demais reacoes que foram planejadas, com a formacao
de produtos que ja existem na literatura. O mesmo sistema de partida foi utilizado. Dois
reagentes dindmicos foram escolhidos nessa parte experimental: a 2-aminopiridina e o
acido fenil borénico. Os pontos de fusdo foram mensurados e apresentaram valores na
faixa de 57 a 60 °C para a 2-aminopiridina (padréo é de 55-58 °C) e 218 a 221 °C para o
acido fenilborénico (o padréo é 216-219 °C). A presenca de impurezas de fato tende a
aumentar a entropia do sélido, diminuindo seu potencial quimico e dificultando a
mudanca de fase, necessitando de maior temperatura. Essa é uma possibilidade, visto
que em escala celular, a presenca de pouca quantidade de contaminante pode ser

suficiente para inviabilizar a reacéo.
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Esquema 15. Reacgdes bioortogonais planejadas que ndo ocorreram de forma desejada
em relagdo aos resultados reprodutiveis. A esquerda o produto do sistema de partida
com a 2-aminopiridina, denominado BTD-Py e a direita 0o produto com o acido
fenilborénico, denominado BTD-Ph.

Na sexta hora do experimento, de acordo com a Figura 34 ja foi detectada a
formacdo de cada um dos produtos de acoplamento, fluorescentes, nesse primeiro
momento ainda dispersos no citossol. O derivado BTD-Ph ndo mostrou preferéncia por
nenhuma organela, enquanto o derivado BTD-Py, entretanto, mostrou comportamento
que indica tendéncia a migracdo para a mitocondria, colorindo seletivamente a organela.

Nenhum dos dois compostos fluorescentes foi encontrado no nucleo celular.
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Figura 34. Células MCF-7 de cancer de mama vivas com os compostos fluorescentes
formados por meio do método intracelular, apos 6 horas. Em (A) e (C) sdo células com
respectivamente BTD-Py e BTD-Ph. As setas sugerem morfologicamente a distribuicao
mitocondrial. A distribuicdo sugere que BTD-Py tem tendéncia a seletividade
mitocondrial, enquanto BTD-Ph ndo demonstra a mesmo comportamento. Barra de

escala 25 pm.

Apos 24 horas (Figura 35) de experimento, BTD-Ph mostrou uma tendéncia a
coloracdo mitocondrial, porém de forma pobremente seletiva. Contudo, a BTD-Py
continuou com tendéncia a seletividade mitocondrial, e assim, a biosonda foi capaz de

migrar da pseudo-organela, através do citoplasma até a mitocondria, sem degradacao.

Apos 48 horas (Figura 36) de reacdo intracelular, a BTD-Ph pode ser encontrada
ndo s6 na mitocdndria, como também disperso no citossol, confirmando a tendéncia
inicial a marcacdo ndo seletiva. BTD-Py, apds 48h, foi encontrada quase
exclusivamente na mitocéndria, confirmando que apds a sintese na pseudo-organela, ela
foi capaz de se mover dentro da célula para marcar seletivamente as mitocondrias,
preservando o metabolismo nativo da célula. A fluorescéncia em 48h é menos intensa

que em 24h, provavelmente devido a processos de divisao celular, que notavelmente
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ndo sofreu interferéncia da atividade da pseudo-organela nem do produto da sintese
intracelular. O imageamento e rastreamento dindmico mitocondrial foi possivel durante

todo o periodo do experimento.

Figura 35. Células MCF-7 de cancer de mama vivas com 0s compostos fluorescentes
apos 24 horas. As colunas verticais iniciadas em (A) e (D) sdo células com
respectivamente BTD-Py e BTD-Ph. As setas sugerem a distribuicdo mitocondrial
dentro das células e as meia setas indicam a nédo interferéncia da atividade da pseudo-
organela com os processos de divisao celular. (B) e (E) mostram os nucleos marcados
com o marcador comercial DAPI. (C) e (F) mostram a morfologia normal da célula por

microscopia de contraste, com os respectivos painéis. Barra de escala 25 pm.
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Figura 36. Células MCF-7 de cancer de mama vivas com os compostos fluorescentes
formados in cellulo apds 48 horas. As colunas verticais iniciadas em (A) e (D) sdo
células marcadas respectivamente com BTD-Py e BTD-Ph. As setas sugerem a
distribuicdo mitocondrial dentro das células. (B) e (E) mostram os nlcleos marcados
com o marcador comercial DAPI. (C) e (F) mostram a morfologia normal da célula por

microscopia de contraste, com os respectivos painéis. Barra de escala 25 pm.

Uma notével caracteristica desse experimento é que foi possivel o imageamento
multicor, usando o marcador comercial DAPI seletivo para o nacleo celular com
emissdo azul, sem nenhuma interferéncia com a atividade do sistema reacional.
Nenhuma precipitacdo das sondas BTD nem fotodegradacdo foi observada, indo ao

encontro das caracteristicas desejaveis de pequenas moléculas fluorescentes.

O experimento de co-marcacdo utilizando Mitotracker Red, foi realizado

também para o reagente dinamico BTD-Py, como forma de confirmar e assegurar o
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comportamento seletivo para mitocondria. Os resultados obtidos vdo ao encontro da

proposta de seletividade e estdo na Figura 37.

)

Figura 37. Experimento de co-marcacdo utilizando Mitotracker. Em (A) e (C) estdo
expostas as imagens de confocal e campo claro para o produto formado BTD-Py. Em
(B) e (D) as células estdo marcadas com Mitotracker Red. Nota-se um comportamento
analogo, sugerindo a seletividade para mitocdndria. As setas indicam a distribuicao

mitocondrial perinuclear. A letra N indica a posicdo dos nucleos.

60



5) CONCLUSOES

Por meio dos dados obtidos e discussdo realizada, € possivel concluir que o
método desenvolvido para realizacdo de reacdes bioortogonais, que sejam capazes de
gerar derivados BTD com utilidade em aplicacdo de estudos biol6gicos, ocorreu com
sucesso. Os dados analisados até o momento permitem concluir que é possivel
desempenhar um método alternativo e inovador para investigacbes de processos

celulares.

Foram realizadas reacdes de acoplamento-cruzado de Buchwald-Hartwig e
Suzuki. O produto da reacdo de acoplamento de Buchwald-Hartwig entre Br-BTD e 1-
naftilamina ocorreu de maneira totalmente reprodutivel e o derivado formado em

ambiente intracelular apresenta comportamento sugestivo de seletividade mitocondrial.

As reacOes intracelulares foram possiveis devido a catalise promovida por
espécies de paladio, especificamente o PAMAI que possibilitou a catalise homogénea
inédita.

Os experimentos de monitoramento e tracking celular ocorreram com sucesso,

com bom contraste e mostrando-se ndo interferente ao uso de marcadores nucleares

comerciais, apresentando assim uma vantagem para estudos celulares.

O metodo desenvolvido corrobora com a responsabilidade ambiental que os
quimicos possuem, a luz da Quimica Verde. As reacdes de acoplamento-cruzado
realizadas em laboratorio demandam cerca de 48h em temperaturas elevadas, com a
necessidade de posterior purificacdo, gerando residuos e gasto energeético. Ja o presente
método utiliza apenas quantidades minimas, suficientes em escala celular, abreviando

todo o processo até agora utilizado comercialmente.

Ainda, com a diminuicao de custos e simplificacdo dos métodos, € possivel que
mais grupos de pesquisa ao redor do mundo se envolvam com investigacdes bioldgicas,
favorecendo um cenario no qual esteja propicio uma maior chance de descobertas
relacionadas a doencas celulares, contribuindo de maneira positiva com individuos da

sociedade.

Ressalta-se ainda que nenhum dos componentes do sistema de partida ou do
reagente dinamico possui eficiéncia luminescente. Assim, a ocorréncia da fluorescéncia

é evidéncia da formacao do produto e o éxito da reag&o.
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