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RESUMO

Novos derivados de imidazole como sensores éticos e sondas para bioimagem:
design, sintese, caracterizacao e desenvolvimento para aplicacoes
O design e a sintese de novos sensores 6ticos é uma area de investigacdo em constante
desenvolvimento, uma vez que podem ser utilizados para analisar e quantificar um determinado
analito através de alteracdes nas propriedades éticas, como a cor (sensores colorimétricos) ou a
fluorescéncia (sensores fluorimétricos). Assim sendo, o desenvolvimento de derivados de
imidazole substituidos nas posicdes 2, 4 e 5 como sensores quimicos para a detecdo de ides
tem sido explorado em anos recentes devido a versatilidade da sua sintese e funcionalizacao e

as propriedades de absorcédo e emissao do sistema heterociclico.

Este trabalho teve como objetivo a sintese e caracterizacdo de derivados de imidazole
substituidos na posicao 2 com dois espacadores/pontes m diferentes (tieno[3,2-4ltiofeno e o
fenilimidazole) e nas posicées 4 e 5 com sistemas aromaticos (fenantreno e benzeno) e
heteroaromaticos (fenantrolina, tiofeno e furano), a sua caracterizacdo espetroscopica por RMN
de 'H e =C, bem como a avaliacdo da influéncia da sua estrutura nas propriedades fotofisicas,
em acetonitrilo e numa mistura de agua/DMSO (95:5). Os fluoroforos sintetizados apresentam
emissao na zona do azul e elevados desvios de Stokes pelo que poderdo ter potencial aplicacao

como sondas de fluorescéncia para bioimagem.

Tendo em vista a sua potencial aplicacdo como sensores quimicos colorimétricos e/ou
fluorimétricos, efetuaram-se testes da capacidade sensora. Considerando os resultados obtidos,
escolheram-se os ibes que provocaram alteracdes mais acentuadas de fluorescéncia nas
solucdes dos derivados de imidazole, tendo-se realizado titulacdes espetrofluorimétricas para os

compostos 3e e 4a.

Através da analise dos resultados obtidos, concluiu-se que o composto 4a era o derivado de
imidazole com resultados mais promissores para aplicacdo como sensor fluorimétrico, em
acetonitrilo. Este derivado de imidazole permitiu a detecdo de CN, F, Pb* e Pd>, sendo que a
interacdo com o Pd> foi a que apresentou melhores resultados, uma vez que s6 foram
necessarios 9 equivalentes para se observar um quenching total da banda de emissao de

fluorescéncia.

Palavras-chave: imidazole; sensores fluorimétricos de catides; sintese; sondas para

bioimagem; tiofeno
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ABSTRACT

New imidazole derivatives as optical sensors and bioimaging probes:

design, synthesis, characterization and development for applications
The design and synthesis of new optical sensors is a constantly developing area of research
since they can be used to analyse and quantify certain analytes through changes in the optical
properties, such as colour (colorimetric sensors), or fluorescence (fluorimetric sensors).
Therefore, the development of imidazole derivatives substituted at positions 2, 4 and 5 as
chemical sensors for ion detection has been explored in recent years due to their easy synthesis

and functionalisation, and the interesting optical properties of the heterocyclic systems.

This work aimed to synthesise and characterize imidazole derivatives substituted at position 2
with two different m-spacers (thieno[3,2-f]thiophene and phenylimidazole) and at positions 4 and
5 with aromatic systems (phenanthrene and benzene) and heteroaromatics (phenanthroline,
thiophene and furan), their spectroscopic 'H and =C NMR characterization, as well as the
evaluation of the influence of their structures on photophysical properties, in acetonitrile and a
mixture of water/DMSO (95:5). Photophysical characterization was performed using UV-Vis and
fluorescence spectroscopy. The synthesized fluorophores show emission in the blue zone and

high Stokes shift and may have potential application as fluorescence probes for bioimaging.

Regarding their potential application as colorimetric and/or fluorimetric chemical sensors,
sensor capacity tests were carried out. Considering the results obtained, the ions that led to most
pronounced fluorescence changes were chosen, and spectrofluorimetric titrations were made for

compounds 3e and 4a.

After interpretation of the results, it was concluded that compound 4a was the imizadole
derivative with the most promising results for application as a fluorimetric sensor, in acetonitrile.
This imidazole derivative allowed the detection of CN-, F-, Pb> and Pd#, being the Pd interaction
the one that showed best results, since only 9 equivalents were required to observe a total

guenching of the fluorescence emission band.

Keywords: imidazole; fluorimetric cation sensors; synthesis; bioimaging probes; thiophene.
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CAPITULO 1 — FUNDAMENTOS TEORICOS

1. QuiMmICA SUPRAMOLECULAR

A quimica supramolecular, ao longo dos ultimos 50 anos, tem sofrido um enorme progresso,
ramificando-se em diferentes direcdes tendo desenvolvido as suas préprias subcategorias. O
primeiro prémio Nobel atribuido a quimica supramolecular foi atribuido a Charles Pedersen,
Donald J. Cram e Jean-Marie Lehn, em 1987, pela sua investigacdo em éteres de coroa,
carcerandos e criptandos. O segundo prémio Nobel foi atribuido, em 2016, a Jean-Pierre
Sauvage, a Sir J. Fraser Stoddart e a Bernard L. Feringa pela introducdo e avanco na
investigacao das maquinas moleculares.!?

Jean-Marie Lehn definiu a quimica supramolecular como a “quimica das montagens
moleculares e das ligacdes intermoleculares”, mas existem outras definicdes como “a quimica

”ou ”oou

além da molécula”, “a quimica da ligacao nao covalente”, “a quimica nao molecular” ou ainda a

J]

“a quimica do /ego’.* A quimica supramolecular foca-se nas interacdes ndo covalentes, como
dipolo-dipolo, ligacao de hidrogénio, ido-dipolo, forcas de van der Waals, coordenacdo metalica,
forcas hidrofébicas e interacdes m—mn entre uma molécula hospedeira (recetor) e uma molécula
hospede (substrato).is

Atualmente, a quimica supramolecular € uma area altamente interdisciplinar da quimica,
ciéncias bioldgicas e ciéncias dos materiais.

Considerando um substrato (ido ou molécula), a abordagem supramolecular considera que

um recetor apropriado pode ser desenhado quando as propriedades quimicas e estruturais sao

adequadas para o reconhecimento especifico do substrato (Figura 1)’

Reconhecimento

molecular
Molécula Complexo
hospedeira J \ hOSpedelro-hospede
Moléculas
hospedes

Figura 1. Principio basico do reconhecimento molecular (Figura adaptada da referéncia 7).



1.1. SENSORES Quimicos

Um sensor quimico € definido como “uma molécula de origem abidtica que sinaliza a
presenca de matéria ou energia”.e Um sensor quimico possui duas funcdes: reconhecimento e
transducao. O recetor liga-se ao substrato e o transdutor expressa o evento de reconhecimento —
(Figura 2), originando mudancas eletronicas na molécula hospedeira. Os sensores quimicos
possuem um papel importante na detecdo de espécies quimicas em diferentes areas como o

ambiente, em contextos bioldgicos e medicinais.s-

Transducao Reconhecimento

Unidade de transducao Umdad.e de Analito
reconhecimento

Figura 2. Representacdo esquematica de um sensor quimico (Figura adaptada

da referéncia 10).

Um sensor quimico pode ser classificado, tendo em conta o principio de funcionamento do
transdutor, como:

e oOtico - baseia-se nas suas alteracdes de absorvancia, transmitancia, fluorescéncia,
luminescéncia e dispersao de luz;

o eletroquimico - utiliza o efeito eletroquimico entre os analitos e os elétrodos que
contém;

e massa - depende da carga da massa de adsorcdo do analito através da modificacao
especial da superficie do sensor;

e magnético - baseia-se nas mudancas das propriedades magnéticas apos a adsorcao
do analito;

e térmico - o sinal baseia-se na calorimetria, na taxa de uma reacdo quimica ou na

adsorcao de moléculas que envolve o analito.



1.1.1. SENSORES Quimicos OTicos

O reconhecimento e sinalizacao de espécies ionicas e de moléculas de complexidade variada
¢ uma das areas mais estudadas da quimica supramolecular sendo os sensores oticos e
eletroquimicos os mais utilizados. Dentro destas possibilidades, os sensores 6ticos sao muito
interessantes uma vez que a instrumentacao usada é de baixo custo e bastante acessivel, a

detecao pode ocorrer a “olho nu” e requer pouca quantidade de amostra.=

Este tipo de sensores baseiam-se, essencialmente, nas alteracdes de cor e/ou de
fluorescéncia. Tendo em conta as unidades de sinalizacdo, cromdforo ou fluordforo, os sensores

podem ser do tipo colorimétrico ou fluorimétrico, respetivamente (Figura 3).:

Unidade de Unidade de

L Unidade de o Unidade de
sinalizacéo o sinalizacao o
ligacéo ligacdo

N

Fluorescéncia
A = Aniao, Catiao ou Molécula

Figura 3. Representacdo esquematica de um sensor quimico 6tico baseado numa
unidade de ligacédo e sinalizacdo e a sua interacdo com um analito (Figura adaptada da

referéncia 15).

1.1.2. DESIGN DE SENSORES QuimICOS OTICOS

O design do recetor ou da unidade de ligacdo é um passo crucial no desenvolvimento de
sensores quimicos.’s Deste modo, existem aspetos importantes que devem ser considerados na
concecdo de um sensor quimico como a afinidade do analito, a seletividade, 0 meio no qual a

detecdo é realizada, o0 mecanismo de sinalizacdo 6tica e a facilidade de sintese.

Existem trés paradigmas principais que sdo utilizados no desenvolvimento de sensores

quimicos oticos:-» (Figura 4).

e Abordagem “unidade de reconhecimento-unidade de sinalizacao” - a

unidade de sinalizacdo esta covalentemente ligada a unidade de reconhecimento



otico, de tal forma, que a interacao de certas espécies induz alteracdes nas
propriedades eletronicas na unidade de sinalizacédo resultando em mudancas de cor
ou de emissao. Esta é a abordagem mais comum no design de sensores quimicos
(Figura 4-A).

e Abordagem “por deslocamento” - similar a abordagem anterior, uma vez que
também possui uma unidade de sinalizacao e uma unidade de reconhecimento,
sendo que, neste caso, as duas partes formam um complexo de coordenacao e nao
uma ligacao covalente. Na presenca de um hospede/analito alvo, ha uma reacao de
deslocamento, ou seja, o local de ligacdo coordena-se com o analito gerando-se,
assim, um sinal ético por deslocamento da unidade de sinalizacao (Figura 4-B).

e Abordagem “quimiodosimétrica” - utiliza reacdes quimicas induzidas por
analitos que originam mudancas seletivas na fluorescéncia ou na cor devido a

ligacao irreversivel do analito ao local de ligacao (Figura 4-C).

. O = @
G Sy

Figura 4. Representacao esquematica dos principais tipos de abordagem usados no design de

sensores quimicos oticos (Figura adaptada da referéncia 19).

1.1.3. SENSORES Quimicos COLORIMETRICOS

Os sensores quimicos colorimétricos sdo uma alternativa aos instrumentos analiticos
tradicionais e sdo bastante atrativos devido a possibilidade de detecao de analitos a “olho nu”.2
Este tipo de sensores tém também a vantagem de detecao no local e em tempo real de forma

simples e barata, uma vez que nao necessitam de qualquer instrumento de detecdo ou pré-



tratamento de amostras, podendo fornecer informacdes qualitativas e quantitativas de espécies
idnicas e neutras presentes, por exemplo, em farmacos ou em amostras ambientais.!»2# Em
analises colorimétricas, existem duas mudancas a serem consideradas: uma alteracdao no
comprimento de onda maximo de absorcao, que podera induzir uma alteracao de uma cor para
outra e, ainda, uma variacao da intensidade da absorcado num determinado comprimento de

onda em que essa cor surge (Figura 5).»

Analito

Sensor Mudanca de cor do sensor

Figura 5. Representacdo esquematica de um sensor, onde o reconhecimento
do analito leva a uma mudanca da cor do sensor (Figura adaptada da

referéncia 18).

A cor apresentada pelos compostos organicos é devida a absorcdo de radiacao
eletromagnética na gama do visivel (aproximadamente 400-700 nm) e estando esta propriedade
relacionada com a estrutura quimica do composto. Assim, muitos compostos possuem sistemas
de ligacoes duplas conjugadas, sendo a diferenca de energia entre a orbital ocupada de maior
energia (HOMO) e a orbital molecular desocupada de menor energia (LUMO) fundamental para
determinar a cor de um determinado composto organico. Portanto, muitos sistemas conjugados
tém diferencas de energia entre a HOMO e a LUMO que correspondem aos comprimentos de
onda da luz visivel e quanto maior for a extensao do sistema conjugado, menor é a diferenca de
energia entre o estado fundamental e o estado excitado, o que resulta num desvio batocrémico
da banda de absorcdo. De modo a alterar o comprimento de absorcao da banda, podem ser
introduzidos nos sistemas conjugados grupos dadores de eletrdes (NR., NHR, NH., OH, OR, O,

etc.) ou grupos aceitadores de eletrdes (NO., SOs, COOH, CHO, CN, etc.).:s

Um cromoéforo do tipo dador-aceitador (push-pull, € um sistema conjugado contendo um
grupo dador de eletrées e um grupo aceitador de eletrdes, no qual pode ser observada uma
banda de transferéncia de carga, correspondente a uma carga eletronica transferida a partir do

grupo dador para o grupo aceitador, geralmente através de um espacador/ponte . A interacao



do analito com o grupo dador ou aceitador pode afetar a posicao da banda de transferéncia de
carga, produzindo uma alteracao de cor. Assim, ocorre um desvio batocrémico quando, por
exemplo, um catido se liga ao grupo dador, o que conduz a uma destabilizacdo do estado
excitado e, por conseguinte, a um desvio da banda de absorcao para maiores comprimentos de
onda. A interacdo com o grupo aceitador vai criar o efeito oposto, devido a estabilizacdo do
estado excitado e, consequentemente, um desvio hipsocromico da banda de transferéncia de
carga, ocorrendo assim um deslocamento da banda de absorcdo para menores comprimentos

de onda.

De forma a otimizar os deslocamentos batocromicos surgiram varias estratégias tais como:
0 aumento do sistema conjugado através da introducdo de cadeias de carbono insaturadas (ou
outras); /) introducao de anéis aromaticos e/ou heterociclicos; /) introducdo de grupos dadores
ou aceitadores de eletrdes em pontos cruciais do sistema e /i/ alteracdo da forca dos grupos

dadores ou dos grupos aceitadores de eletrdes.

1.1.4. SENSORES QuimICcOS FLUORIMETRICOS

A evolucdo da detecdo de fluorescéncia tem sido reconhecida como um campo de
investigacao essencial e fascinante da quimica analitica no presente, sendo muito utilizada na
fisica, na ciéncia dos materiais, na biologia e em medicina como ferramenta de detecdo/analise,

visualizacao, investigacao de propriedades locais e de diagnostico.»

O processo de emissdo de fluorescéncia ocorre quando uma molécula absorve radiacédo e
passa para um estado excitado (S:), sem alteracado da sua multiplicidade e os eletrdes regressam
ao estado fundamental (So) através da emissdo de fotdes. A intensidade de fluorescéncia diminui
exponencialmente com o tempo de vida do estado excitado, que é o tempo médio durante o qual
as moléculas permanecem no estado excitado S: (10+-107 s) antes de regressarem ao estado
fundamental.>

A tecnologia dos sensores fluorescentes tem atraido uma atencao consideravel como um
tipo de método de sinalizacao facil e eficiente para detetar espécies quimicas e biologicas,
devido a sua simplicidade, versatilidade (podem ser aplicados em meio solido, liquido ou gasoso)
e elevada seletividade e sensibilidade. Os sensores quimicos fluorimétricos desempenham um

papel fundamental na detecao e quantificacao de ibes metalicos, anides, hidratos de carbono,



pH e outras espécies quimicas interessantes. Por estas razdes, 0s sensores quimicos
fluorimétricos sao os mais utilizados.z

Um sensor quimico fluorimétrico pode ser definido como um composto de origem abidtica
que complexa reversivelmente um analito com a posterior transducdo de sinal fluorescente.
Portanto, dois componentes principais sao necessarios para o design de sensores quimicos
fluorimétricos: a unidade de sinalizacéo (o fluoréforo) e a unidade de reconhecimento (o recetor -
no caso de coordenacao a ides, designa-se por ionéforo). Neste tipo de sensores o processo de
reconhecimento baseia-se na alteracdo da fluorescéncia (Figura 6). Estas alteracbes sao
originadas pela perturbacdo causada pelo analito nos processos fotoinduzidos como
transferéncia eletronica, transferéncia de carga e/ou transferéncia de energia. As unidades do
fluoréforo e ionoforo estdo ligadas de tal forma que a ligacdo de um ido ao iondforo provoca

mudancas na fluorescéncia do fluordforo. ez

Analito

Sensor Mudanca da fluorescéncia
do sensor

Figura 6. Representacdo esquematica de um sensor, onde o reconhecimento
do analito leva a uma mudanca da fluorescéncia do sensor (Figura adaptada da

referéncia 18).

A maioria dos sensores é baseada em estruturas simples, onde as duas unidades (o recetor
e o fluoréforo) estao ligadas através de uma ligacdo quimica ou de um espacador covalente ou
ainda integradas em conjunto: por exemplo, o fluoréforo pode conter ambas as unidades na sua

estrutura, como esta representado esquematicamente na Figura 7 .»»



Recetor

A Fluordforo Espacador O

Recetor

B Fluorsforo O

Figura 7. Representacdo esquematica de um sensor (A) com espacgador

e (B) integrado (Figura adaptada da referéncia 24).

Os derivados heterociclicos, podendo funcionar simultaneamente como unidades de
reconhecimento e de sinalizacao, sdo espécies quimicas muito versateis no design deste tipo de

Sensores quimicos.»-*

Os sensores quimicos fluorimétricos dividem-se em trés classes.»

e Classe 1 - os fluoréforos sofrem diminuicdo da intensidade (quenching de
fluorescéncia motivada pela colisdo com o analito;

e Classe 2 - os fluoroforos sdo capazes de se ligar reversivelmente ao analito.
Conforme o analito podem subdividir-se em: agente quelante fluorescente, se se
tratar de um ido, ou indicador fluorescente de pH, caso o analito seja H+. Apéds
ligacao ao analito, pode ocorrer uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia
(efeito CHEQ, Chelation Enhancement of Quenching) ou um aumento da intensidade
da fluorescéncia (efeito CHEF, Chelation Enhancement of Fluorescence);

o Classe 3 - os fluoroforos estdo ligados a uma unidade recetora. O analito ligado
provoca perturbacdes de processos fotoinduzidos (como por exemplo transferéncia
eletronica, transferéncia de carga, transferéncia de energia, etc.) que provocam

alteracdes nas propriedades fotofisicas do fluoréforo.

1.2. DERIVADOS DE IMIDAZOLE COMO SENSORES QUimICOS OTICOS

O estudo dos compostos heterociclicos teve inicio no século XIX acompanhando o
crescimento da quimica organica.* O imidazole, descoberto em 1840, é um heterociclo planar,
anfotérico e com elevada polaridade, constituido por um anel de cinco membros contendo trés

atomos de carbono e dois atomos de nitrogénio nas posicdes 1 e 3 (Figura 8). Este heterociclo
9



existe em duas formas tautoméricas equivalentes, nas quais o atomo de hidrogénio pode estar
localizado num dos dois atomos de nitrogénio. O anel de imidazole tem uma importancia
relevante entre os compostos heterociclicos, uma vez que € constituinte de varios compostos
com atividade bioldgica que ocorrem naturalmente, como a adenina, guanina, histamina, biotina,
histidina e vitamina Bw.*. Derivados sintéticos de imidazole apresentam também diversas
aplicacdes farmacologicas devido a sua atividade analgésica, anti-inflamatoria, antifingica,
antibacteriana, antidepressiva, antiviral e anticancerigena. Desde a sua foi descoberta, a
investigacao e o desenvolvimento de novos compostos baseados neste heterociclo cresceu
rapidamente. Uma das razdes que motivam o seu desenvolvimento centra-se no facto de possuir
amplas aplicacdes como agroquimicos, recetores artificiais ou ligandos supramoleculares, entre
outras. =¥

3 4

2&35

N
H
1

Figura 8. Estrutura basica do 1Aimidazole.

Os derivados de imidazole sdo valorizados pelas suas propriedades de fluorescéncia e
luminescéncia, por isso, este heterociclo tem-se tornado cada vez mais importante no campo
dos sensores quimicos 6ticos,1317:0-3234383

Os derivados de imidazole sdo conhecidos como grupos de ligacdo para anides e a
capacidade de coordenacao do grupo de imidazole depende da acidez do protdo do NH, que
podera ser modulada por substituintes adequados tais como anéis heteroaromaticos com
eletroes 7 que sejam facilmente deslocalizados (tiofeno, pirrole ou furano), ou através da sua
funcionalizacdo com grupos retiradores de eletroes. 1702

Novos tipos de sensores quimicos fluorescentes com o nucleo de imidazole e com
propriedades fotofisicas desejaveis, como grandes desvios de Stokes, continuam a ser
investigados.* Os cromoforos possuindo o nucleo de imidazole tém recebido atencao crescente,
devido as suas propriedades oticas distintas e excelentes estabilidades térmicas, tornando-os
sistemas versateis para varias aplicacdes, tais como sensores 6ticos e sondas fluorescentes para

a detecao de analitos em células /n7 vivo. 11733
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1.2.1. RECONHECIMENTO DE IOES

Os ides tm um papel fundamental em varias areas, nomeadamente, na medicina, no
ambiente e na biologia, na medida em que desempenham funcdes importantes nos seres vivos.
Assim sendo, a identificacdo e quantificacdo de estes analitos tornou-se importante para a

compreensao de certas doencas e para o desenvolvimento de métodos de diagndstico.*

1.2.1.1.  Catides

Os catides metalicos desempenham um papel importante em varios processos
biologicos.3324

O ferro(lll) é essencial no crescimento e desenvolvimento dos sistemas vivos e nos
processos bioquimicos que ocorrem nas células. A falta de este ido no organismo pode conduzir
a varias doencas como anemia, diabetes, hemocromatose, doenca de Parkinson e ainda pode
estar associada a disfuncdes no coracdo, pancreas e figado.:z:2

O cobre(ll) é o terceiro metal de transicdo mais abundante e essencial no corpo humano
em virtude dos papéis vitais que desempenha em diversos processos bioldgicos,
designadamente na estimulacdo de células endoteliais sendo necessario para a secrecao de
varios fatores angeogénicos pelas células tumorais.: No entanto, dadas as extensas aplicacoes
na ciéncia e na industria, tornou-se num poluente perigoso para o meio ambiente. Niveis
anormais de cobre(ll) nos organismos podem causar problemas de saude sérios, como € o caso
do surgimento de doencas neurodegenerativas.«

O paladio(ll) possui elevada toxicidade e, por isso, é altamente nocivo para 0 meio ambiente
e salide humana. E amplamente utilizado em diversos materiais como coroas dentarias, células
de combustivel e joias. Além disso, & bastante utilizado como catalisador em sintese
organica.zsm

O mercurio(ll) € um poluente global que afeta ndo s6 o ecossistema, mas também a saude
humana. A exposicao a este metal, mesmo em baixas concentracdes, induz doencas digestivas,
renais e do sistema endocrino e esta, ainda, associado a doencas neuroldgicas.*

Para além dos catides citados anteriormente, existem outros no ambiente, como é o caso

do chumbo(ll) e do cadmio(ll) e, por isso, é desejavel uma detecdo precoce destes ides.*
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1.2.1.2.  Anides

Os anides também estao envolvidos em processos bioldgicos importantes, desempenhando
varias funcoes.:

O fluoreto é um analito muito importante dada a sua importancia bioldgica e medicinal. Este
aniao ¢ muito utilizado nos cuidados dentarios diarios e no tratamento da osteoporose. No
entanto, uma exposicdo excessiva a este anido, pode ter efeitos prejudiciais, como insuficiéncia
renal e defeitos esqueléticos debilitantes.

O aniao cianeto é conhecido pela sua toxicidade para o ambiente e para os mamiferos,
levando a convulsdes, perda de consciéncia e eventual morte. Para além de ser encontrado em
muitos alimentos e plantas, o cianeto é industrialmente utilizado na sintese de produtos

quimicos organicos, polimeros, metalurgia e mineracao do ouro.®

No grupo de investigacao onde decorreu o presente trabalho, existe uma grande experiéncia
na area dos sensores quimicos 6ticos (colorimétricos e fluorimétricos) para a detecéo de catides,
como o cobre(ll), o paladio(ll) entre outros assim como de anides como o fluoreto e cianeto.
Posto isto, apresentam-se a seguir exemplos de derivados de imidazole utilizados como sensores
quimicos colorimétricos e/ou fluorimétricos na detecao de ides e como sondas de fluorescéncia
para bioimagem, reportados na literatura.»-s2e-s2

Derivados de imidazole contendo grupos dadores de eletrdes, como o tiofeno e o furano, ou
grupos aceitadores de eletrdes, como é o caso da fenantrolina, foram reportados como sensores
quimicos para detetar Cu(ll). Os cromoforos a base do 2,4,5-triarilimidazole tém recebido
atencdo crescente devido as suas propriedades oticas. Okda et a/. refere o derivado de imidazole
1 (Figura 10) capaz de detetar o Cu(ll). A adicao de quantidades crescentes de Cu(ll) a solucdo
do composto 1 (Figura 9) em H.0 (pH 7,4)/ACN (90:10), induziu um desvio da banda de
absorcao para a zona do vermelho, o que foi demonstrado pela alteracdo da cor da solucao de
incolor para azul (Figura 9). Foi, ainda, observado um quenching da fluorescéncia do composto

1 na presenca do Cu(ll).=
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1 1+ Cu(ll)
Figura 9. Solucao do imidazole 1, em H.0 (pH 7,4)/ACN (90:10), e apos a adicdo de Cu(ll).

Os mesmos autores referem, noutra publicacao, dois derivados de imidazole 2 e 3 (Figura
10), semelhantes ao descrito anteriormente, que se mostraram seletivos como sensores
quimicos colorimétricos e fluorimétricos na detecdo do cobre(ll). O Cu(ll) induziu desvios
batocrémicos na banda de absorcao das solucdes de ambos os derivados de imidazole. Além
disso, os compostos 2 e 3 (Figura 10) apresentaram bandas de emissdo intensas que, com a
adicao do Cu(ll), sofrem guenching de fluorescéncia (Figura 11). O derivado 2 (Figura 10) é
soluvel em ACN/H:0 (1:1) e o Cu(ll) também induz um desvio batocromico da banda de
absorcdo da solucdo deste composto. Adicionalmente, as bandas de emissdo do derivado 2

nesta mistura também sofreram uma diminuicao da fluorescéncia na presenca do Cu(ll).«

Figura 10. Estruturas dos compostos 1-3.
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Figura 11. Titulacdo fluorimétrica do composto 2 em ACN com adicdo de quantidades

crescentes de Cu(ll) (Figura adaptada da referéncia 43).

A funcionalizacdo do nucleo de imidazole nas posicdes 4 e 5 pelo fenantreno, assim como a
introducao de heterociclos fluorescentes, na posicao 2 do anel de imidazole, permite criar sitios
de ligacado para uma variedade de ides através dos atomos dadores dos heterociclos assim como
de unidades de sinalizacao adicionais.

Ferreira et al. refere um conjunto de fenantroimidazoles funcionalizados com diferentes
espacadores heterociclicos que foram avaliados como sensores quimicos. A interacdo dos
compostos 4-7 (Figura 12) com anides e catibes em ACN e ACN/H.0 (95:5) mostrou que
estes sao recetores seletivos para varios anides (AcO,, CN-e F) e catides (Fe*, Cuz e Pd), sendo
que o composto 5 (Figura 12) mostrou ser o recetor mais sensivel para o Fe* e Cuz. Por outro
lado, os compostos 5-7 (Figura 12), foram os recetores mais sensiveis para os anides AcO,

CNeF.»

o,of
'!!P

Figura 12. Estruturas dos compostos 4-7.
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Derivados de imidazole contendo sistemas como a antraquinona, originam recetores
expandidos mais versateis, contendo este heterociclo, aumentando a acidez do protdo do NH
devido a mudanca das propriedades eletronicas dos substituintes do imidazole.

Batista ef al reportaram derivados de bitieni-imidazo-antraquinonas como sensores
quimicos colorimétricos dos catides Zn(ll), Hg(ll) e Cu(ll), em ACN. O composto representado na
Figura 13, mostrou uma mudanca de cor da solucdo de cor de rosa para amarelo dourado
apos a complexacdo com o Cu(ll) e o Hg(ll). A complexacdo com os catides foi possivel apds a

desprotonacéo do composto com um excesso do anido fluoreto.

nao fluorescente

nao fluorescente

Figura 13. Sensor colorimétrico seletivo de fluoreto e fluorimétrico seletivo de Cu(ll), em ACN (Figura

adaptada da referéncia 49).

Os compostos baseados em naftil-imidazo-antraquinonas (Figura 14) foram reportados por
Batista ef a/. como sensores quimicos colorimétricos e fluorimétricos para os anides F- e CN-. As
titulacdes colorimétricas e fluorimétricas revelaram uma maior sensibilidade para os anides
fluoreto e cianeto, mas observou-se um comportamento diferente na fluorescéncia, uma vez que
a antraquinona 8 (Figura 14) sofreu um efeito CHEF e a antraquinona 9 (Figura 14) sofreu
um efeito CHEQ. Quanto ao comportamento colorimétrico, observou-se uma mudanca da cor de
amarelo para cor de laranja (Figural5-A), depois da adicao dos anides, no composto 8. Além
disso, a adicdo de um excesso do fluoreto nos dois ligandos resultou numa desprotonacao do
NH do nucleo de imidazole e a forma fluorescente desprotonada foi utilizada na detecao de ides

metalicos como o Cu(ll), Pd(ll) e Hg(ll).*
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Figura 14. Estruturas dos compostos 8 e 9.
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Figura 15. Espetros de UV-vis do composto 8, em (A) ACN e (B) ACN/H.0 (9:1) na presenca de 100

equivalentes de diversos anides (Figura adaptada da referéncia 50).

Batista ef a/. comunicaram trés derivados de imidazo-antraquinonas funcionalizadas com os
grupos indole e carbazole (Figura 16). Apos a adicao dos anides fluoreto e cianeto as solucdes
dos compostos 10-13, em acetonitrilo, observou-se uma mudanca de cor de amarelo para cor
de laranja (Figura 17-A) e a fluorescéncia dos compostos 10 e 11 aumentou. Na mistura de
ACN/H:0 (97:3), apenas o cianeto revelou uma mudanca de cor de amarelo para cor de laranja

na solucao do composto 12 (Figura 17-B).»

10 11 12 O J

sosgice s Es

Figura 16. Estruturas dos compostos 10-12.

16



* gl g g AP LB B 1R 1 L 1R
12 F- cr Br I CN° AcO" BzO NO, ClO,; HSO, H/PO,

E -4 |

12 F Ccr Br I CN° AcO* BzO NO, ClO,; HSO, H,PO,

Figura 17. Alteracdes de cor do composto 12, em (A) ACN e (B) ACN/H.0
(97:3), observadas na presenca de 100 equivalentes de diversos anides (Figura

adaptada da referéncia 51).

Batista ef a/. publicaram oito derivados de imidazo-antraquinonas (Figura 18) e todos eles
exibiram uma boa seletividade para o anido cianeto, em ACN/H.0 (9:1), mostrando uma
alteracdo da cor da solucao de amarelo para laranja (Figura 19), existindo, também, um
quenching da fluorescéncia. Além disso, os sensores quimicos 13-20 (Figura 18) mostraram
uma elevada sensibilidade, uma vez que sao capazes de detetar cianeto em concentracoes

muito baixas (abaixo de 4 uM).»

R= 13 &j i&p 15 : ; /\:I‘ i&}
H
17 18 19 20

Figura 18. Estruturas dos compostos 13-20.
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Figura 19. Alteracdes de cor do composto 20, em ACN/H.O (9:1), observadas na presenca de 100 equivalentes

- ,

de diversos anides (Figura adaptada da referéncia 30).

Os derivados de éter de coroa sdao amplamente utilizados em sensores quimicos, uma vez
que possuem uma capacidade Unica de se coordenarem com catides metalicos alcalinos devido
a alta seletividade e acessibilidade. Além dos metais alcalinos, podem também ser usados na
complexacao com ides de metais alcalino terrosos e de metais de transicdo. Por isto, os éteres
de coroa ocupam um lugar especial entre os recetores de catides.*

Oliveira et al. reportaram o derivado de éter de coroa 21 com o nucleo de imidazole
funcionalizado com o tiofeno, representado na Figura 20-A, como sensor colorimétrico de
catides. O composto, em etanol absoluto, revelou capacidade de complexar com os catides
Ca(ll), Ni(ll), Hg(ll) e Cu(ll). Uma vez que este ligando pode ser coordenado por 2 ides, foi
explorada a formacao de espécies heterodinucleares pela adicdo do Ca(ll) seguida da adicao de
um equivalente de Cu(ll), observando-se a variacdo da cor da solucado do complexo de vermelho

escuro para cor de laranja (Figura 20-B).*

A 720 O/\\ B
=, (‘ b
' P_@_ N :\ 21(Cu?*),

21

Figura 20. (A) Estrutura do composto 21. (B) Esquerda: Emissao sob irradiacdo a 365 nm de uma solucédo de
etanol do composto na presenca de dois equivalentes de Cu(ll). Direita: solucdes de etanol do composto na
presenca de um equivalente de Cu(ll) e de Ca(ll) e na presenca de dois equivalentes de Cu(ll) (Figura adaptada da

referéncia 52).
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Batista et al reportaram derivados de imidazole funcionalizados com éteres de coroa
contendo pontes conjugadas de aritienilo e bitienilo (Figura 21), que foram avaliados como
sensores quimicos fluorimétricos. Todos os derivados sintetizados revelaram capacidade de
complexacao com Cu(ll) e Pd(ll). Os sistemas 23 e 24, também mostraram ser eficientes para

detetar anides, devido a mudancas na emissao apds desprotonacao do NH pelo iao fluoreto.=

Figura 21. Estruturas dos compostos 22-24.
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CAPITULO 2 - PARTE EXPERIMENTAL

1. CONSIDERACOES GERAIS

Os reagentes e solventes utilizados, disponiveis comercialmente, foram fornecidos pelas

marcas Sigma-Aldrich, Acros e Fluka, tendo sido utilizados tal como recebidos.

A cromatografia em camada fina foi efetuada em placas Macherey-Nagel de silica gel
com 0,20 mm de espessura (DC-Fertigfolin ALUGRAM 60F:s:) e o processo de revelacao foi com

visualizacdo sob luz ultravioleta (A~ 254 e 365 nm) na camara de luz CN-15LC (Vilber Lourmat).

Os espetros de ressonancia magnética nuclear de 'H e =C foram obtidos num aparelho
Bruker Avance Ill 400 com uma frequéncia de operacdo de 400 MHz e 100,6 MHz, para
detecdo de H e =C respetivamente, utilizando o pico de solvente como referéncia interna. A
atribuicdo dos sinais de 'H e =C foi efetuado usando técnicas de correlacdo heteronuclear
bidimensionais HMQC e HMBC. O solvente deuterado utilizado foi o dimetilsulféxido (DMSO-d5)
com um grau de deuteracdo de 99,9%, contendo 0,1% v/v de tetrametilsilano da marca Sigma-

Aldrich.

Os ides utilizados nas titulacoes espetrofluorimétricas estavam na forma de sais de
tetrabutilamadnio no caso dos anides e de perclorato para os catides, com a excecao do Pd* e do
Liz, que se encontravam na forma de sais de tetrafluoroborato, tendo sido fornecidos pela

Sigma-Aldrich e utilizados tal como recebidos.

Os espetros de absorcdo no UV-Visivel foram obtidos com um espetrofotometro Cary 50
Conc (Varian) e os espetros de emissdo de fluorescéncia usando um espetrofotometro Cary
Eclipse (Varian). Os tempos de vida foram medidos num aparelho TCSPC Edinburgh Instruments

FLS 920.
Os espetros de IV foram obtidos num aparelho ABB FTLA2000, em pastilha de KBr.

Os pontos de fusdo foram medidos num aparelho Stuart Scientific Melting Point SMP1.
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2. SINTESE E CARACTERIZACAO ESPETROSCOPICA DOS DERIVADOS DE IMIDAZOLE

3a-e,4aE4d

2.1. METODO GERAL DE SiNTESE

O aldeido (1 equiv.), a diona (1 equiv.) e o NH:OAc (20 equiv.) foram dissolvidos em éacido
aceético glacial (5 mL) e a mistura reacional ficou em agitacdo com aquecimento a refluxo
durante 3-8 h, sendo a reacdo monitorizada por TLC. De seguida, a mistura reacional foi
arrefecida a temperatura ambiente e adicionou-se acetato de etilo (15 mL) e extraiu-se com agua
destilada (3 x 10 mL). Depois de secar a fase organica com MgSO. anidro, a mistura foi filtrada
e 0 solvente evaporado a pressdo reduzida. Os derivados de imidazole puros (3a-e, 4a e 4d)

foram obtidos através da recristalizacdo a partir de acetona e éter de petréleo (40-60 °C).

2.1.1. DERIVADO DE IMIDAZOLE 3a

Solido esverdeado (181 mg; 86%)

'H RMN (DMSO-a): 6 = 7,54 (d, J = 5,2 Hz, H-5'); 7,63 - 7,65 (m, 2H, H-5 e H-10); 7,70
- 7,76 (m, 2H, H-6 e H-9); 7,79 (d, J= 5,2 Hz, H-4"); 8,20 (s, 1H, H-3'); 8,44 - 853
(m, 2H, H-4 e H-11); 8,82 - 8,88 (m, 2H, H-7 e H-8); 13,72 (s, 1H, NH) ppm.

15C RMN (DMSO-a): § = 118,11 (C-3'); 120,31 (C-5"); 121,90 (C-4 e C-11); 122,11 (C-7a e
C-7b); 124,01 (C-7 e C-8); 127,47 (C-5 e C-10); 127,24 (C-6 e C-9); 127,60 - 127,82
(C-3a, C-11b, C-3b e C-11a); 129,89 (C-4'); 135,48 (C-2); 139,47 (C-3'a e C-5'a); 144,93
(C-2) ppm.

IV (KBr): v=3430; 3080; 2362; 1656; 1564; 1452; 1362; 1291; 1239; 1198; 1041; 955;
830; 753; 722; 704; 525 cm.
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2.1.2. DERIVADO DE IMIDAZOLE 3b

Solido castanho (175 mg; 83%)

'H RMN (DMSO-d): § = 7,52 (d, J = 5,6 Hz, 1H, H-5"); 7,78 - 7,82 (m, 3H, H-4, H-5 e H-
10); 8,19 (s, 1H, H-3'); 8,83 - 8,86 (m, 2H, H-4 e H-11); 9,00 - 9,01 (m, 2H, H-6 e H-9)

ppm. Nao é possivel a visualizacao do sinal do NH.

13C RMN (DMSO-d): 6 = 118,44 (C-3'); 120,36 (C-5'); 121,55 (C-3b e C-11a); 123,39 (C-5
e C-10); 129,72 (C-4 e C-11); 130,09 (C-4'); 131,55 (C-3a e C-11b); 135,59 (C-2'); 139,40
(C-5’a); 139,77 (C-3'a); 143,58 (C-7a e C-7b); 146,98 (C-2); 147,83 (C-6 e C-9) ppm.

IV (KBr): v = 3401; 3075; 2852; 1564; 1478; 1420; 1398; 1349; 1189; 1127; 1075;
1030; 943; 804; 737; 689; 628 cm*.

2.1.3. DERIVADO DE IMIDAZOLE 3¢

Solido castanho claro (99 mg; 47%)

iH RMN (DMSO- d): & = 7,23 = 7,51 (m, 11H, H-5"" + 2 x 5Ph), 7,70 (d, J = 5,2 Hz, H-
47): 7,95 (s, 1H, H-3"): 12,92 (s, 1H, NH) ppm.
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15C RMN (DMSO- d): 6 = 116,36 (C-3""); 120,19 (C-5'"); 126,72-128,76 (2 x Ph); 128,92
(C-47); 135,69 (C-2""); 138,58 (C-3'"a); 139,12 (C-5"'a) 141,51 (C-2) ppm. Nao e

possivel a visualizacéo dos sinais para os carbonos 4 e b.

IV (KBr): v = 3399; 3078; 2363; 1706; 1588; 1487; 1446; 1403; 1190; 949; 887; 768;
896 cm.

2.1.4. DERIVADO DE IMIDAZOLE 3d

Sélido castanho claro (79 mg; 36%)

'H RMN (DMSO-de): 6 = 7,04-7,19 (m, 3H, H-4'+H-3'+H-4"); 7,43-7,48 (m, 3H, H-3"+H-5"+H-
5"); 7,69-7,73 (m, 2H, H-5"+H-4"""); 7,94 (s, 1H, H-3""") 13,12 (s, 1H, NH) ppm.

5C RMN (DMSO-ds): 6 =116,97 (C-3""); 120,25 (C-5""); 120,96 (C-4 ou C-5); 123,91 (C-3');
125,19 (C-3"); 127,59 (C-4'+C-4""); 128,50 (C-5'+C-5""); 129,36 (C-4""); 130,43 (C-2"); 133,35
(C-4 ou C-5); 134,85 (C-2); 136,76 (C-2'); 138,90 (C-3'"a); 139,14 (C-5"a); 141,75
(C-2"") ppm.

IV (KBr): v = 3446; 3106; 2360; 1635; 1596; 1193; 1494; 1402; 946; 886; 845; 818;
697 cm.
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2.1.5. DERIVADO DE IMIDAZOLE 3e

Solido castanho (99 mg; 50%)

'H RMN (DMSO-d): 6 = 6,58 - 6,59 (m, 1H, H-4"); 6,67 - 6,68 (m, 1H, H-4'); 6,75 (dd ap,
J=04¢e 3,2 Hz, 1H, H-3"); 6,97 (d, J = 3,6 Hz, H-3'); 7,47 (dd ap, J = 0,4 e 5,2 Hz, 1H, H-
57), 7,72 (s, 1H, H-4""); 7,74 (s, 1H, H-5"); 7,85 (d, J = 1,2 Hz, 1H, H-5"); 8,06 (s, 1H, H-3""');
13,17 (s, 1H, NH) ppm.

:C RMN (DMSO-a): 6 = 107,16 (C-3"); 108,57 (C-3); 111,48 (C-4"); 112,08 (C-4"); 117,35
(C-3"); 119,36 (C-4); 120,23 (C-5'"); 129,18 (C-2""); 129,42 (C-4'"); 134,81 (C-2); 139,00 (C-
3"a); 139,13 (C-5""a); 142,05 (C-5""); 142,18 (C-5); 142,76 (C-5'); 144,15 (C-2'); 148,75 (C-
2") ppm.

IV (KBr): v=3440; 3078; 2923; 2363; 1567; 1406; 1193; 1106; 1083; 1016; 992; 949; 913;
885; 809; 732; 695; 592: 532 cm-.

2.1.6. DERIVADO DE IMIDAZOLE 4a

6, 5 2"
VAL
1 N
— 4"
2 3 hot

Sélido beije (197 mg; 94%)
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'H RMN (400 MHz,DMSO-dy): 6 = 7,17 (s, 1H, H-2"), 7,63 (t, J=7,2Hz, 2H, H-5+H-10), 7,74 (t,
J=7,6Hz, 2H, H-6+H-9), 7,88-7,92 (m, 3H, H-4"+H-3'+H-5’), 8,41-8,44 (m, 3H, H-5"+H-2'+H-6’),
8,57 (d, J=7,6Hz, 2H, H-4+H-11), 8,84 (d, J=8Hz, 2H, H-7+H-8), 13,53 (s, 1H, NH) ppm.

15C RMN (100,6 MHz, DMSO-d): 6 = 117,88 (C-4""), 120,54 (C-3' e C-5), 121,98 (C-4 e C-11),
123,97 (C-7 e C-8), 125,40 (C-5 e C-10), 127,19 (C-6 e C-9), 127,55 (C-2" e C-6'), 127,70 (C-
3a, C-11b, C-3b e C-11a), 128,71 (C-1"), 130,13 (C-2"), 135,56 (C-5"), 137,28 (C-4), 148,25
(C-2) ppm. Nao é possivel a visualizacao dos carbonos 7a e 7b, uma situacao ja reportada

anteriormente na literatura para outros derivados contendo estes sistemas fundidos.

IV (KBr): v =3421; 3137; 2925; 2361; 1704; 1613; 1530; 1499; 1363; 1307; 1276; 1258;
1108; 1061; 962; 839; 756; 732; 651; 523 cm-.

2.1.7. DERIVADO DE IMIDAZOLE 4d

Solido beije (130 mg; 60%)

'H RMN (DMSO-ai): & = 7,02 (s largo, 1H, H-4'); 7,13 (s, 1H, H-2""""); 7,18 = 7,22 (m, 2H, H-3' e
H-4""); 7,43 (d largo, J = 3,2 Hz, 2H, H-5" e H-3"); 7,70 (d, J = 4,4 Hz, 1H, H-5"); 7,78 - 7,82 (m,
3H, H-3"", H-5"" e H-4""); 8,14 - 8,16 (m, 2H, H-2"" e H-6'"); 8,35 (s, 1H, H-5"") 12,95 (s, 1H,
NH) ppm.

3C RMN (DMSO-a): 6 = 117,81 (C-4""); 120,39 (C-3""+C-5""); 121,01 (C-4 ou C-5); 123,61 (C-
3'); 124,98 (C-3"); 126,65 (C-2""+C-6'"); 127,37 (C-5"); 127,56 (C-4"); 127,64 (C-4'); 128,07 (C-
17"); 128,57 (C-5"); 130,04 (C-2"""); 130,64 (C-2"); 133,80 (C-4 ou C-5); 135,47 (C-5""); 136,77
(C-2); 137,26 (C-4"""); 144,86 (C-2) ppm.

IV (KBr): v = 3443; 3125; 2925; 2852; 2363; 1643; 1541; 1511; 1493; 1452; 1410; 1308;
1252; 1214, 1125; 1057; 960; 839; 726; 655 cm-.
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3. CARACTERIZAGAO FOTOFiSICA DOS DERIVADOS DE IMIDAZOLE 3a-e, 4a E 4d

A caracterizacao fotofisica dos derivados de imidazole 3a-e, 4a e¢ 4d foi realizada
recorrendo a dois solventes diferentes: acetonitrilo e uma mistura de H.O/DMSO (95:5). O
padrao de fluorescéncia utilizado foi o sulfato de quinino (@ = 0,55 em 0,05 M H.SO.)= para os
compostos 3a-e e 4a e para o composto 4d foi usado o 9,10-difenilantraceno (@ = 0,95 em
etanol).» Estes estudos foram efetuados usando células de quartzo, com um percurso ético de

1cm.

Os espetros de absorcdo das solucdes dos compostos em acetonitrilo foram tracados e
através dos valores obtidos das absorvancias maximas, calculou-se, para cada composto, o
logaritmo da absortividade molar, log &, recorrendo a Lei de Lambert-Beer (Equacao 1).

Abs
[composto] X 1 Equacéo 1

log ¢ = log

onde, Abs corresponde a absorvancia maxima do composto a um dado comprimento de onda;
[composto] corresponde a concentracdo da solucdo com o composto; [ corresponde ao percurso
otico, que neste caso, é igual a 1 cm e, por fim, & corresponde ao coeficiente de absortividade

molar.

A fluorescéncia de cada composto (@rmess) foi medida num angulo de 90° em relacdo a
incidéncia da radiacdo. O comprimento de onda de excitacdo usado foi o0 comprimento de onda
de absorcdo maxima de cada composto, sendo que o padrao foi também excitado em cada um
desses comprimentos de onda. Depois de tracado o espetro de emissao, foi registado o
comprimento de onda de emissdo maxima, A.., e foi determinada a area correspondente abaixo
da curva. O célculo do rendimento quantico de fluorescéncia dos derivados sintetizados, foi
efetuado através da equacao 2.

2
AbSpadréo Fcomposto x n padriao

_ Equacao 2
¢Fcompost0 ¢Fpadr50 Abscomposto o

2
Fpadrﬁo n composto

onde, qbppadrao representa o rendimento quantico absoluto de fluorescéncia do padrao

utilizado; AbSwame € AbSwmes COrrespondem as absorvancias das solucdes do padrdo e do
composto em estudo, nos comprimentos de onda de excitacdo, respetivamente; Fuuzo € Feomposo

correspondem as areas abaixo da curva de fluorescéncia do padrao e do composto em estudo,
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respetivamente; por fim, Nus € Nemoso representam o valor do indice de refracao do solvente do

padrao e do solvente do composto em analise, respetivamente.

As medicdes dos tempos de vida foram realizadas através de contagem de fotdes unicos
relacionada no tempo (7ime-Correlated Single-Phofon Counting, TCSPC), num aparelho
Edinburgh Instruments FLS 920, com EPLEDs de pulso de picosegundos (EPLEDs: 334,6 nm,
338,8 nm e 367,40 nm) para excitacdo proxima ao respetivo maximo de absorcdo de cada

composto.

A andlise de deconvolucdo das curvas de decaimento, com um modelo cinético mono-
exponencial, gerou os tempos de vida de fluorescéncia correspondentes. Para tal, a funcao da

resposta do instrumento foi registada usando uma solucdo padrao de Ludox de dispersao de luz.

4. ESTUDOS PRELIMINARES DA CAPACIDADE SENSORA DOS DERIVADOS DE

IMIDAZOLE 3a-e, 4a E 4d, EM ACN EEM ACN/ H.0 (75:25)

Prepararam-se solugcdes dos compostos sintetizados com concentracdes de 100e 10 uM e
dos ides com concentracdes de 1x102 e 1x10¢ M, em ACN. Para as solucoes de ACN/H.0O,
utilizou-se uma proporcdo de 75% de ACN. De seguida, foram adicionados 50 equivalentes de
cada ido a 1 mL de solucao de cada composto em ACN e a 3 mL para a mistura de ACN/H-0

(75:25). Estes estudos foram realizados & temperatura ambiente do laboratério.

De modo a verificar, de uma forma preliminar, se existiam variacdes de cor e de
fluorescéncia, foi feita a visualizacdo das solucdes de cada composto com os respetivos ides a
“olho nu” e numa camara de UV-Vis, sob luz ultravioleta de comprimento de onda de 365 nm,

respetivamente.
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5. TITULACOES ESPETROFLUORIMETRICAS DO DERIVADO DE IMIDAZOLE 3e EM
ACN E Em ACN/H:0 (75:25) E TITULAGOES ESPETROFOTOMETRICAS DO

DERIVADO DE IMIDAZOLE 4a EM ACN

As titulacdes espetrofluorimétricas e espetrofotométricas foram realizadas a temperatura
ambiente utilizando solucdes dos compostos 3e e 4, em ACN, com concentracdes de 100 e
10 uM e solucdes dos ides (CN, F, Hg», Cu», Pd», Pd> e Al*) também em ACN com
concentracdes que variaram de 1x102 a 1x10: M. Adicionaram-se sucessivamente alguns
microlitros das solucdes de cada um dos ides em analise as solucées dos compostos 3e e 4a,
tendo sido tracados os espetros correspondentes a absorcdo e a fluorescéncia, apos cada

adicao.
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CAPITULO 3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

1. SINTESE E CARACTERIZACAO ESPETROSCOPICA DOS DERIVADOS DE IMIDAZOLE

3a-e, 4aEA4d

Um dos propdsitos deste trabalho foi a sintese de derivados heterociclicos de imidazole
substituidos nas posicdes 4 e 5 por sistemas aromaticos (fenantreno e benzeno) e heteroaromaticos
(fenantrolina, tiofeno e furano) e na posicao 2 com o tieno[3,2-4Jtiofeno ou o fenilimidazole.

Os derivados de imidazole possuem diferentes aplicacdes e as suas propriedades bioldgicas e
farmacologicas sdo constantemente alvo de estudo e, por isso, foram desenvolvidas diversas
estratégias de sintese para a obtencéo de estes derivados heterociclicos. No entanto, muitas das vias
sintéticas tém inconvenientes, como por exemplo condicdes reacionais severas, multiplos passos
reacionais, uso de catalisadores metalicos dispendiosos e 0 uso excessivo de solventes organicos.
Um dos métodos mais utilizados e mais simples para a obtencao de derivados de imidazole é através
da reacao de Radziszewski, que envolve a reacao de condensacéo entre um composto dicarbonilico
com um aldeido na presenca de acetato de amonio (como fonte de amoniaco) e acido acético.

Apesar do mecanismo da reacdo de Radziszewski ndo estar bem elucidado, existe uma
proposta de mecanismo plausivel, considerando que esta reacdo ocorre em dois passos. No
primeiro passo da reacdo, o composto dicarbonilico reage com duas moléculas de amoniaco
originando uma diimina (intermediario da reacao) e no segundo passo, a diimina condensa com

0 aldeido formando o anel de imidazole (Esquema 1).57%5

( )
Ry (1] R; N
Z K
+ 2 NH; 2 H,0 >
X A
R3 (4] R N
Passo 1 - Formacéao da diimina
. J
( N
R, N H Ry N
Z H \
: ° Tho I > Rs
X _H < Hp
R N7 Rs Ry~ NH
Passo 2 - Formacéao do anel de imidazole

Esquema 1. Passos do mecanismo da reacdo de Radziszewski.*
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Os derivados de imidazole 3a-e, 4a ¢ 4d foram obtidos por meio de uma reacao de
Radziszewski, tendo sido utilizadas diferentes dionas percursoras contendo diferentes unidades
aromaticas ou heteroaromaticas (fenantreno 2a, fenantrolina 2b, benzeno 2e¢, tiofeno 2d e
furano 2e) e dois aldeidos derivados de tienotiofeno 1a e o fenilimidazole 1b, na presenca de
acetato de amonio e acido acético a refluxo.

Os derivados 3a-e foram obtidos através da reacao do aldeido derivado de tienotiofeno com
as dionas 2a-e e os derivados 4a e 4d foram sintetizados por meio da reacao do derivado de
aldeido de fenilimidazole com as dionas 2a e 2d. Os compostos sintetizados foram obtidos na
forma pura como sélidos, através de recristalizacdo, com rendimentos compreendidos entre 36

e 94%. As reacoes foram seguidas por TLC, usando como eluente o diclorometano (Esquema

2).
( RN S
> D
JO—ID
R: 0 NH40AC, ACOH S
RCHO * I Refluxo
R’ 0 R N
la-b 2a-e \>_©7N/§I
RIN \=N
H
4ac4d
S <<
a b
C . a_ &
R'=
J gi gf(
\ S \ 0
a b c d e

N\

J

Esquema 2. Sintese dos derivados de imidazole 3a-e, 4a e 4d, usando como percursores os aldeidos 1a-b e as

dionas 2a-e.
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Apds a sintese, os derivados de imidazole 3a-e, 4a e 4d foram caracterizados por
espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e =C, incluindo os espetros de
correlacdo bidimensional *H - =2C (HMQC e HMBC) em DMSO-ds. Assim sendo, apresentam-se,
para o derivado de imidazole 4a (Figura 22) os espetros de correlacdo (Figuras 23 e 24),
como exemplo. Aquando da interpretacao dos espetros, atribuiu-se também para os derivados o

desvio quimico do protao do NH do imidazole (Tabela 1).

10

Figura 22. Estrutura do derivado de imidazole 4a.
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Figura 23. Espetro parcial de 'H - *C HMQC do derivado de imidazole 4a, em DMSO-d.
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Figura 24. Espetro de 'H - =C HMBC do derivado de imidazole 4a, em DMSO-d.

Para além disso, registaram-se os valores relativos a banda de vibracdo do NH obtidos

através da espetroscopia de IV (em pastilha de KBr) e os valores dos pontos de fusdo obtidos

para cada derivado de imidazole (Tabela 1).

Tabela 1. Dados experimentais dos derivados de imidazole 3a-e, 4a e 4d.

Composto n (%) p.f. (°C) 6u (ppm) IV vw(cm?)
3a 86 >317 13,72 3430
3b 83 >358 3401
3c 47 >259 12,92 3399
3d 36 >232 13,12 3446
3e 50 >155 13,17 3440
4a 94 >342 13,53 3443
4d 60 280-282 12,95 3421
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Pela analise dos resultados apresentados na Tabela 1, verifica-se que se obtiveram
rendimentos que variaram de razoaveis a excelentes (36-94%), sendo que o composto 4a possui
o rendimento mais elevado e o composto 3d obteve-se com o rendimento mais baixo e isto pode
dever-se a perdas de composto durante os processos de extracdo e purificacdo. Esta possivel

explicacdo pode também ser aplicada no caso dos compostos 3¢ e 3e.

Os derivados 3a-e, 4a e 4d foram caracterizados por ‘H e 2C RMN em DMSO-a. Os
espetros de *H RMN apresentaram um singleto para o sinal do NH (exceto para o composto 3b)
que variou entre 12,92-13,72 ppm (Tabela 1). Com a alteracdo da ponte & do tienotiofeno 1a
para o fenilimidazole (1b), no caso dos compostos 3a ¢ 4a ou 3d e 4d, verifica-se uma
diminuicao do desvio quimico do protdo NH associado ao anel de imidazole. Os derivados 4a e
4d possuem o substituinte fenilimidazole e este apresenta um imidazole terminal que é um
heterociclo deficiente em eletrdes funcionando, assim, como um grupo auxiliar retirador de
eletrées. Por outro lado, o sistema fenilimidazole ndo devera ser planar nem rigido, pelo que o
deslocamento eletrénico através do sistema m-conjugado ¢ menos eficaz. Deste modo, a acidez
do protdao NH nos sistemas 4a e 4d é menor comparativamente aos derivados correspondentes
3a e 3d. Comparando os derivados 3a e 3e, verifica-se um aumento do desvio quimico para o
protao do NH para 0 3a uma vez que a acidez deste ¢ maior do que a acidez do composto 3c,
pois, o fenantreno confere uma maior planariedade e rigidez a este sistema, o que faz com que
a densidade eletronica sobre o NH seja menor, entdo o protdao esta mais desprotegido.
Comparando os valores de desvio quimico do NH dos derivados 3d e 3e, verificou-se que a
substituicao do tiofeno pelo furano, leva a um aumento do desvio quimico do protdo do anel de
imidazole como resultado da maior eletronegatividade do oxigénio, ou seja, provoca um aumento

da acidez do NH.

Para o derivado 3b, o protdo do NH associado ao nucleo do imidazole nao foi visivel no

espetro de 'H RMN.

A espetroscopia de IV foi também utilizada para identificar as bandas de vibracdo do NH
tipicas dos derivados de imidazole 3a-e, 4a e 4d, que surgiram entre 3399-3446 cm* (Tabela

1)

35



2. CARACTERIZACAO FOTOFISICA DOS DERIVADOS DE IMIDAZOLE 3a-e, 4a E 4d

Um dos principais objetivos deste trabalho foi a avaliacao das propriedades fotofisicas
(absorcéo e emissao) dos derivados de imidazole (3a-e, 4a e 4d), de modo a relacionar a
estrutura com as propriedades fotofisicas, tendo em vista a potencial aplicacdo como sensores

oticos e/ou sondas para bioimagem.

Os estudos fotofisicos dos compostos sintetizados 3a-e, 4a ¢ 4d foram realizados em
solucdes de acetonitrilo (ACN) com concentracoes de 25, 12,5 e 6,25 uM (e de 1e 10 uM para
0 4a) e numa mistura de H.O/DMSO (95:5) com concentracdes de 10 e 5 uM. O rendimento
quantico de fluorescéncia dos derivados 3a-e e 4d foi calculado utilizando como padrao de
fluorescéncia o sulfato de quinino, numa solucado de acido sulfurico 0,05 M, cujo rendimento
quantico absoluto de fluorescéncia é de 0,55%. Foi escolhido este padrdo uma vez que a sua
zona de emissdo se encontra entre 400-600 nm coincidindo, assim, com a zona de emissdo dos
compostos sintetizados. O padrao de fluorescéncia utilizado para o composto 4a foi 0 9,10-
difenilantraceno®, em etanol, do qual o rendimento quantico absoluto de fluorescéncia é de 0,95
e também possui uma zona de emissao entre 400 e 600 nm, concordante com a zona de

emissao do composto.

Nas tabelas 2 e 3 apresentam-se os resultados obtidos de absorcdo e emissdo, para os
compostos 3a-e, 4a ¢ 4d, em ACN e na mistura de H.O/DMSO (95:5), respetivamente, assim
como nas Figura 25 ¢ 26.

Tabela 2. Dados dos comprimentos de onda de absorcdo e de emissdo, desvio de Stokes, rendimentos quanticos

de fluorescéncia, tempos de vida de fluorescéncia e taxas do decaimento radiativo e nao radiativo dos derivados de
imidazole 3a-e, 4a e¢ 4d em ACN.

Absorcao Fluorescéncia
Fompeste (ﬁmr;:) " (.:\:1) sfoe::slo(:;) "y K ks

3a 363 4,6 416 53 0,62 1,31 526x10" 7,11x10e
3b 352 40 447 95 0,13 6,35 1,02x10" 1,47x10¢
3c 342 45 412 70 0,52 1,00 7,54x10" 9,25x10s
3d 345 46 435 90 0,24 1,08 6,61x10" 8,60x10¢
3e 342 43 441 99 0,52 1,69 4,1x10 5,50x10¢
4a 331 44 394 63 0,24

4d 324 45 425 101 0,17 0,55 1,30x10s 1,69x10°
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Figura 25. Espetros de (A) absorcdo e de (B) emissdo normalizados relativos aos derivados de imidazole 3a-e, 4a e 4d, em

ACN.

Tabela 3. Dados dos comprimentos de onda de absorcado e de emissdo, desvio de Stokes, rendimentos quéanticos
de fluorescéncia, tempos de vida de fluorescéncia e taxas do decaimento radiativo e ndo radiativo dos derivados de

imidazole 3a-e, 4a e¢ 4d em H.O/DMSO (95:5).

Absorcao Fluorescéncia
Fomposte (:::) = (::1) s&ii‘szcd:-l) g R k)
3a 359 42 424 65 0,04 162 2,61x107 5,91x10¢
3b 333 43
3c 342 41 412 70 0,27 1,16 2,33x10®  6,29x10¢
3d 339 44 474 135 0,11 096 1,14x10= 9,28x10¢
3e 323 44 489 166 0,09 196 4,45x107 4,66x10¢
4a 343 45 411 68
4d 322 44 435 113 0,17 0,84 2,07x10=  9,84x10¢
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Figura 26. Espetros de absorcdo (A) e de emissao (B) normalizados relativos aos derivados de imidazole 3a-e, 4a e 4d, na mistura de

H.0/DMSO (95:5).

Pela interpretacdo dos dados obtidos, verifica-se que os compostos apresentam bandas de
absorcao intensas (log ¢ = 4,0-4,6; ACN) na regiao espetral compreendida entre 324 e 363 nm

(Figura 25) ou log € = 4,1-4,5; H.O/DMSO (95:5) na regiao 322-359 nm (Figura 26).

A posicao da banda maxima de absorcdo esta dependente da estrutura e do caracter
eletronico dos grupos aromaticos ou heteroaromaticos ligados na posicdo 4 e 5 do imidazole.
Assim sendo, os compostos funcionalizados com o sistema fenantreno 3a e fenantrolina (3b)
possuem os comprimentos de onda de absorcdo maxima mais elevados. Este facto pode ser
explicado tendo em conta a maior rigidez e a planariedade de ambos os sistemas originando
uma deslocalizacao eletrénica mais extensa. O derivado 3¢, substituido com o grupo difenilo,
apresenta um desvio hipsocrémico comparativamente ao composto 3a. Os compostos que
possuem anéis heteroaromaticos como o tiofeno 3d e o furano 3e tém comprimentos de onda
de absorcdo maxima praticamente idénticos em ACN (343 e 342 nm, respetivamente).
Comparando os compostos 4a e 4d, verifica-se que este Ultimo apresenta um desvio
hipsocromico, tal como esperado, devido a menor planariedade e menor niimero de eletrées do
sistema conjugado.

Quando se altera a ponte 7, na posicdo 2 do anel de imidazole, a posicdo da banda maxima
de absorcao também sofre alteracbes, como por exemplo, comparando os compostos 3a e 4a,
que diferem na ponte 7 (tienotiofeno e fenilimidazole, respetivamente), o derivado 3a apresenta
um comprimento de onda maximo de absorcédo superior. Esta evidéncia pode ser explicada pelo

facto de o substituinte tienotiofeno exercer um efeito auxiliar dador de eletrdes visto este
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heterociclo ser rico em eletrdes e adicionalmente apresenta uma estrutura rigida de dois anéis
de tiofeno fundidos induzindo uma conjugacéao eletrénica mais eficaz.

Relativamente aos espetros de emissao, os valores maximos encontram-se na regiao entre
394 e 447 nm, em ACN e entre 411 e 489 nm, na mistura de H.0/DMSO (95:5) - Figuras 25
e 26. Sendo assim, a maioria dos compostos sao fluoréforos na zona do azul.

Os derivados sintetizados apresentaram também desvios de Stokes que variaram entre 53-
101 nm, em ACN (Tabela 2) e 65-166 nm, em H.0/DMSO (95:5) (Tabela 3). Um grande
desvio de Stokes é uma caracteristica interessante para uma sonda fluorescente, uma vez que
permite uma separacao da luz inerente a matriz e da luz dispersa pela amostra. Devido a ambas
as caracteristicas fotofisicas descritas anteriormente estes derivados de imidazole poderao ter
potencial aplicacdo como sondas de fluorescéncia para bioimagem.z

No que diz respeito aos rendimentos quanticos de fluorescéncia, @, estes variaram entre
0,13 e 0,62, em ACN (Tabela 2) e, na mistura de H.0/DMSO (95:5), variaram entre 0,04 e
0,27 (Tabela 3). Em ACN, o composto 3a apresenta o maior rendimento quantico de
fluorescéncia, provavelmente devido a uma maior planariedade e rigidez do grupo fenantreno.
De forma oposta, o0 composto 3b possui 0 menor rendimento quéantico de fluorescéncia devido
ao grupo fenantrolina, pois a presenca deste heterociclo de nitrogénio deficiente em eletrdes leva
a uma diminuicdo da emissao, uma vez que a menor diferenca de energia envolvida na transicao
n — m*, pode facilitar a passagem ao estado tripleto e, consequentemente, diminuir a
fluorescéncia. Em H.O/DMSO (95:5), o composto 3b nao apresenta fluorescéncia e o composto
3¢ possui um rendimento quantico de fluorescéncia mais elevado.

Os tempos de vida de fluorescéncia obtidos para os compostos variaram entre 0,55 e
6,35 ns, em ACN (Tabela 2) e entre 0,84 ¢ 1,96 ns, em H.O/DMSO (95:5) (Tabela 3). Os
derivados de imidazole 3b e 3e apresentam os maiores valores de tempo de vida de
fluorescéncia, em acetonitrilo e H.O/DMSO (95:5), respetivamente e o composto 4d, o menor
valor em ambos 0s solventes. Caso nao haja fatores de quenching, como impurezas ou vestigios

de solvente, o rendimento quéantico de fluorescéncia pode ser calculado através da Equacao 3.

br =k, 18 Equacio 3

onde, A corresponde a taxa de decaimento radiativo.
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Além disso, com a relacao presente na Equacdo 4 ¢é possivel determinar a taxa de

decaimento nao radiativo (4.):
T =k + kyy Equacio 4

Estas duas equacdes sao validas para um decaimento de emissao monoexponencial, como
a fluorescéncia dos derivados de imidazole sintetizados. Os resultados obtidos através das
Equacdes 3 e 4 estao apresentados nas tabelas 2 e 3.

As taxas calculadas ddo a informacdo sobre a velocidade relativa dos processos de
decaimento radiativo e nao radiativo, que por sua vez tem uma consequéncia direta no

rendimento quantico - Equacao 5.

ky

= Equacao 5
(kr + kny)

@

3. ESTUDOS PRELIMINARES DA CAPACIDADE SENSORA DOS DERIVADOS DE

IMIDAZOLE 3a-e, 4a E4d, EM ACN EEM ACN/H.0 (75:25)

O segundo objetivo deste trabalho foi a avaliacdo dos derivados de imidazole 3a-e, 4a e 4d
como sensores quimicos oticos de ides. Assim, foi feito um estudo preliminar da interacéo
destes compostos com varios ides de relevancia medicinal e ambiental de modo a determinar a
sua potencial aplicacao como sensores 6ticos.

Deste modo, para o estudo preliminar da interacdo dos derivados de imidazole com varios
catides e anides, prepararam-se solucdes de cada composto em ACN com concentracdo de
10 uM, assim como solucdes em ACN dos varios ides em estudo, H.PO., AcO, NOs, ClO«, HSO,
BzO, Br, CN, I, F (na forma de sais de tetrabutilamonio) e Ag, K+, Li, Hg, Ca>, Co*, Pb*, Mn#,
Fex, Zn>, Niz, Cd¥, Cu¥, Pd>, Fe*, Al* (na forma de sais de perclorato, excetuando o Pd> e o Li*,
na forma de tetrafluoroborato) com concentracao de 1x102 M. De seguida, foram adicionados 50

equivalentes de cada iao as solucdes dos compostos previamente preparadas.
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3.1. ESTUDOS PRELIMINARES DA CAPACIDADE SENSORA DOS DERIVADOS DE IMIDAZOLE
3a-e, 4a E 4d, EM ACN, NA PRESENGA DE ANIOES

Foram analisadas as solucdes preparadas com os varios compostos 3a-e, 4a e 4d e apos a
adicdo de 50 equivalentes dos anides estudados as solucdes foram visualizadas sob luz natural e
sob a incidéncia de radiacao ultravioleta (365 nm) (Figuras 27 a 33). A partir destes testes
preliminares efetuados, observaram-se alteracdes de cor e de fluorescéncia consoante o idao que

foi adicionado as solucbes dos compostos.

Para os derivados de imidazole 3a-e, 4a e 4d nao se observaram mudancas de cor apos a
adicao dos anides (Figuras 27-A, 28-A, 29-A, 30-A, 31-A, 32-A e 33-A). Sendo assim, estes
compostos nao poderdo ser usados como sensores colorimétricos de anides. Por isso, nao se

realizaram titulacdes espetrofotométricas posteriores para os compostos em estudo.

A
I 3a HPOZ A0 NO*  CIO* HSO; BzO B B CN F F
B X : ;

Figura 27. Solucdes com o composto 3a, em ACN, depois da adicdo de 50 equivalentes dos

anides, (A) na presenca de luz natural e (B) sob radiacdo UV a 365 nm.

Apos interacao do derivado 3a com os varios anides em estudo (Figura 27-B), verifica-se

uma mudanca pouco significativa na fluorescéncia da solucdo do composto com os ides CN-e F-.
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3b H:PO,Z  AcO-  NO* CIO* HsO; Bz Br = CN ; F

Figura 28. Solucdes com o composto 3b, em ACN, depois da adicdo de 50 equivalentes dos

anides, (A) na presenca de luz natural e (B) sob radiacdo UV a 365 nm.

Observando a Figura 28-B, verifica-se uma ligeira alteracao da fluorescéncia relativa a

interacdo do composto 3b com os anides H.PO.2, AcO, BzO, CN-e F.

g 3 H,PO~ A0 NO* clo* HSO; B0 Br CN- 3 F

- ¥ EN

Figura 29. Solucdes com o composto 3¢, em ACN, depois da adicdo de 50 equivalentes dos

anides, (A) na presenca de luz natural e (B) sob radiacdo UV a 365 nm.

No que diz respeito a interacdo do composto 3¢ com os varios anides (Figura 29-B), é

visivel um aumento pouco acentuado da fluorescéncia na presenca dos ides CN- e F-.
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3d H,PO2 AcO-  NO* CIO* HSO, BzO Br  CN r F

Figura 30. Solucdes com o composto 3d, em ACN, depois da adicdo de 50 equivalentes dos

anides, (A) na presenca de luz natural e (B) sob radiacdo UV a 365 nm.

A interacdo do anido com o derivado 3d, originou variacdes na emissdo com os ides AcO,

CN-e F, provocando uma ligeira mudanca na fluorescéncia (Figura 30-B).

3e H,PO~  AcOr NO*  Clo* HSO; BzO Br CN I E

Figura 31. Solucdes com o composto 3e, em ACN, depois da adicdo de 50 equivalentes dos

anioes, (A) na presenca de luz natural e (B) sob radiacdo UV a 365 nm.

Relativamente a interacdo do derivado 3e com os anides (Figura 31-B), nota-se uma

alteracao da fluorescéncia na presenca dos anides H.PO.?, AcO, BzO,, CN-e F-.
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4a H,PO,# AcO" = NO*> cClo* HSO; = BzO Br cN- I F

Figura 32. Solucdes com o composto 4a, em ACN, depois da adi¢do de 50 equivalentes dos

anioes, (A) na presenca de luz natural e (B) sob radiacdo UV a 365 nm.

A interacdo do composto 4a com os anides em estudo (Figura 32-B), originou um

aumento acentuado da fluorescéncia na presenca dos ides CN- e F-.

4d H,P0,% A0 NO*  CIO* HSO; BzO- Br CN- I F

Figura 33. Solucdes com o composto 4d, em ACN, depois da adicdo de 50 equivalentes dos

anides, (A) na presenca de luz natural e (B) sob radiacdo UV a 365 nm.

A interacdo dos anibes com o derivado 4d (Figura 33-B), nao induziu alteracdes na
fluorescéncia pelo que este composto ndo podera ser usado como sensor fluorimétrico dos
anides em estudo. Assim sendo, optou-se por nao realizar estudos posteriores de titulacao

espetrofluorimétricas para este composto.
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Em suma, apresentam-se os resultados obtidos dos testes preliminares da capacidade
sensora fluorimétrica, em ACN, para cada um dos compostos sintetizados na presenca dos

anides em estudo (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados do estudo preliminar da capacidade sensora fluorométrica dos derivados de imidazole 3a-e,

4a e 4d, em solucdes de ACN, na presenca de anides.

H.PO- AcO NO: ClO~ HSO- BzO Br CN I

32 _ _ _ _ _ _ _

3b  * * - - - - -
3¢ - _ _ _ _ _ _
3d - - - - - - -

3¢ - - - - - - -

L . D D S .
I I
* % % % % % | m

42 _ — — — — - -

ad - - - - - - - - - -

(onde: * — Sensor fluorimeétrico)

Uma vez que o derivado de imidazole 4a é o que apresenta um maior aumento de
fluorescéncia na presenca dos anides cianeto e fluoreto, escolheu-se este derivado para efetuar

estudos posteriores de titulacdes espetrofluorimétricas.

3.2. ESTUDOS PRELIMINARES DA CAPACIDADE SENSORA DO DERIVADO DE IMIDAZOLE
3a-e, 4a E 4d,EM ACN, NA PRESENCA DE CATIOES

Foram analisadas as solucdes dos derivados 3a-e 4a e 4d, em ACN, e apds a adicao de 50
equivalentes de cada um dos anides estudados as solucdes foram visualizadas sob luz natural e
sob a incidéncia de radiacao ultravioleta (365 nm) (Figuras 34 a 40). A partir destes testes
preliminares efetuados, observaram-se alteracdes de cor e de fluorescéncia consoante o iao que

¢ adicionado as solucdes dos derivados 3a-e 4a ¢ 4d.
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3a Ag K Lt Hg® Ca® Co? Pb2 Mn2 Fe* Zn® Ni* Cd® Cu?* Pd2* Fe¥* AP

Figura 34. Solucoes do composto 3a, em ACN, depois da adicado de 50 equivalentes dos catides, (A) na

presenca de luz natural e (B) sob radiacdo UV a 365 nm.

Observando a interacdo do composto 3a com os diferentes catides em estudo, verifica-se
uma alteracdo da cor da solucdo de incolor para amarelo palido em presenca do ido Fe*
(Figura 34-A). Sob a incidéncia da lampada de UV, constata-se um aumento de fluorescéncia
para os ides Hgz, Pb# e Fez, enquanto que os ides Cuz, Pd e Fe* originam um quenching da

fluorescéncia (Figura 34-B).

3b Ag K+ Lit Hg2+ Ca%* Co2* Pb2* Mn2* Fe2+ Zn2+ Ni2* Cd®* Cu?* Pd2* Fe3+ Al3+

Figura 35. Solucoes do composto 3b, em ACN, depois da adicdo de 50 equivalentes dos catides, (A) na

presenca de luz natural e (B) sob radiacdo UV a 365 nm.

Relativamente ao derivado de imidazole 3b, observou-se uma pequena alteracao da cor da
solucdo de incolor para rosa palido na presenca do iao Cuz e de incolor para amarelo palido em
presenca do ido Fe* (Figura 35-A). No caso da solucdo do composto 3b nao se observaram

alteracdes significativas na fluorescéncia na presenca dos catides em estudo (Figura 35-B).
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3c Ag* K* Li*t  Hg®* Ca? Co?* Pb2* Mn2* Fe?* Zn>* Ni2r cd2+ Cu®* Pd* Fe3+ AP

|

l

Figura 36. Solucdes do composto 3¢, em ACN, depois da adicdo de 50 equivalentes dos catides, (A) na

presenca de luz natural e (B) sob radiacao UV a 365 nm.

A interacdo do composto 3¢ com os catides Cu> e Fe* origina uma ligeira mudanca de cor
da solucéo de incolor para amarelo palido (Figura 36-A). Para além disso, os ides Hg*, Pb,
Fe> e Zn> induzem a um aumento da fluorescéncia. Por outro lado, os catides Cuz, Pd> e Fe

originam a um quenching de fluorescéncia (Figura 36-B).

3d Ag Kt Li*  Hg¥ Ca?* Co?* Pb2* MnZ Fe?* Zn* Ni2@ Cd?* Cu* Pd* Fe’ Al

Figura 37. Solucoes do composto 3d, em ACN, depois da adicdo de 50 equivalentes dos catides, (A) na

presenca de luz natural e (B) sob radiacdo UV a 365 nm.

Na presenca dos catides Cuz e Fe*, a solucdo do composto 3d sofre uma alteracéo de cor
de incolor para amarelo palido e de incolor para amarelo-alaranjado, respetivamente (Figura
37-A). Também se constata que ha uma ligeira alteracdo da fluorescéncia (de azul para
amarelo), em presenca dos ides Hg>, Pb>, Fe> e Al*. Por outro lado, observa-se um quenching

da fluorescéncia em presenca dos catides Cu*, Pd* e Fe* (Figura 37-B).
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3e Agl- K+ LI+ Hg2+ Ca2+ C°2+ Pt;2+ Mn2+ Fe2+ Zn2+ N i2+ Cd2+ Cu2+ Pd2+ Fe3+ A'3+

Figura 38. Solucdes do composto 3e, em ACN, depois da adicdo de 50 equivalentes dos catides, (A) na

presenca de luz natural e (B) sob radiacao UV a 365 nm.

No que diz respeito a interacdo dos catibes com o derivado 3e, verifica-se uma ligeira
alteracdo da cor da solucado de incolor para amarelo palido na presenca dos ides Cu e Fe*
(Figura 38-A). Sob a radiacdo UV, observa-se um aumento de fluorescéncia para a solucdo do
composto na presenca dos catides Hg, Pb*, Fe» e Al. De forma oposta, observa-se um
quenching da fluorescéncia para a solucao do composto na presenca dos ides Cu, Pd» e Fe*

(Figura 38-B).

Ag+ K+ Li* Hg2+ CaZ+ C°2+ Pb2+ Mn2+ Fe2+ Zn2+ Niz+ Cd2+ Cu2+ sz* Fe3+ A|3"'

= - - — - o P— e

Figura 39. Solucoes com o composto 4a, em ACN, depois da adicao de 50 equivalentes dos catides, (A) na

presenca de luz natural e (B) sob radiacdo UV a 365 nm.

Analisando a interacao dos catides com o a solucao do composto 4a, observou-se uma ligeira
mudanca de cor de incolor para amarelo palido, na presenca de Fe* (Figura 39-A). Também se
verificou um aumento de fluorescéncia em presenca dos ides Hgz, Ca>, Pbz, Mn> e Fe*, sendo
que o aumento mais acentuado da fluorescéncia na ocorreu na presenca do ido Pb*. Observou-
se também um quenching da fluorescéncia na presenca dos ides Co*, Niz, Cu>» e Pd> (Figura
39-B).

48



4d Ag" K*

[ 2 s r == ey

Figura 40. Solucdes com o composto 4d, em ACN, depois da adicdo de 50 equivalentes dos catides, (A)

na presenca de luz natural e (B) sob radiacao UV a 365 nm.

[N e RCa> 48 Co2 {MEb 7| iMn - i ke VZniz* N2 Cd= NG Pd> i Fe

B

Observando a Figura 40-A verificou-se que ndo existem alteracdes significativas na solucao

do composto 4d na presenca dos catides em estudo. No entanto, os ides Hg>, Pb*, Fe¥, Zn> e

Cdz originaram um ligeiro aumento da fluorescéncia, enquanto os ides Co#, Niz, Cuz, Pd> e Fe*

induziram a um quenching de fluorescéncia (Figura 40-B).

Em resumo, apresentam-se os resultados obtidos a partir dos testes preliminares da

capacidade sensora, em ACN, para cada um dos derivados de imidazole sintetizados na

presenca de catides (Tabela 5).

Tabela 5. Resultados do estudo preliminar da capacidade sensora colorimétrica e fluorométrica dos derivados de

imidazole 3a-e, 4a ¢ 4d, em solucdes de ACN, na presenca de catides.

Ag K Lir Hg* Ca* Co» Pb> Mn>» Fe» Cu~ Pd~ Fer Al
33 - - - * - - % - % *x  * * -
3 - - - - - - - - - -
3c - - - x - - % - % *x  * * -
3d - - - kX - - x - % *x  * *x  *
3¢ - - - * - - % - % *x  * *x  *
4a - - - *x *x * *x *x % * —
ad - - - * - * * - % *x *x K -
(onde: A~ — Sensor Colorimétrico; #* — Sensor fluorimétrico)
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O derivado de imidazole 3e apresentou mudancas mais acentuadas para os catides Hg?,
Pb>, Cuz, Pd> e Al e, por isso, escolheu-se este derivado e estes catides para se efetuarem os
estudos posteriores de titulacdes espetrofluorimétricas. Como o composto 4a apresentou uma
maior seletividade para o ido Pb», também se escolheu este derivado para realizar titulacoes
espetrofluorimétricas posteriores. Sendo que, também, se escolheu o Pb*, uma vez que este

catiao era um dos que apresentavam quenching da fluorescéncia.

3.3.  ESTUDOS PRELIMINARES DA CAPACIDADE SENSORA DOS DERIVADOS DE IMIDAZOLE 3e E
4a,Em ACN/H.0 (75:25), NA PRESENCA DE ANIOES

Dado que os compostos 3e e 4a exibiram resultados mais evidentes, optou-se por efetuar
também um estudo preliminar da capacidade sensora destes derivados numa mistura de
acetonitrilo com 25% de agua.

Para tal, foram analisadas as solu¢des com o derivado 3e e 4a, em ACN/H.0 (75:25), com
a adicao de 50 equivalentes de cada um dos anides estudados e as solucdes foram visualizadas
sob luz natural e sob a incidéncia de radiacao ultravioleta (365 nm) (Figuras 41 e 42). A partir
destes testes preliminares efetuados, observaram-se alteracoes de cor e de fluorescéncia

consoante o iao que ¢ adicionado as solucdes dos compostos 3e ¢ 4a.

3e H,P0,>  AcO NO*  Clo* HSO; BzO Br CN- It F

Figura 41. Solugdes com o composto 3e, em ACN/H.0 (75:25), depois da adi¢do de 50

equivalentes dos anides, (A) na presenca de luz natural e (B) sob radiacao UV a 365 nm.
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Pela observacao da Figura 41 verificou-se que nao houve alteracao, da cor da solucao do
composto 3e assim como da fluorescéncia, na presenca dos varios anides em estudo. Posto
isto, este derivado ndo podera ser usado com sensor quimico colorimétrico ou fluorimétrico para

anides na mistura de ACN/H.0.

4a H,PO,>  AcOr NO* = Clo* | HSO; | BzO-  Br CN- ¥ F
=  — W — W — Y — Y W — W — % —&

IS

Figura 42. Solucbes do composto 4a, em ACN/H.0 (75:25), depois da adicdo de 50

equivalentes dos anides, (A) na presenca de luz natural e (B) sob radiagdo UV a 365 nm.

Relativamente ao derivado 4a, observou-se de igual modo que nao houve alteracao da cor da
solucdo apds a adicdo dos anides (Figura 42-A). Sob a radiacdo UV, observou-se um aumento

da fluorescéncia para o aniao HSO« (Figura 42-B).

Em suma, apresentam-se os resultados obtidos a partir dos testes preliminares da
capacidade sensora para cada um dos derivados de imidazole sintetizados, na mistura de

ACN/H:0 (75:25), na presenca de anides (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados do estudo preliminar da capacidade sensora fluorométrica dos derivados de imidazole 3e e

4a, em solucdes de ACN/H:0 (75:25), na presenca de anides.

H.PO- AcO NO: ClO~ HSO- BzO Br CN I F-

(onde: % - Sensor fluorimétrico)
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3.4. ESTUDOS PRELIMINARES DA CAPACIDADE SENSORA DO DERIVADO DE IMIDAZOLE 3e E
4a,EMm ACN/H.0 (75:25), NA PRESENCA DE CATIOES

Foram analisadas as solucdes dos derivados 3e e 4a, em ACN/H.O (75:25), e apos a
adicdo de 50 equivalentes de cada um dos anides estudados as solucdes foram visualizadas sob
luz natural e sob a incidéncia de radiacao ultravioleta (365 nm) (Figuras 43 e 44). A partir
destes testes preliminares efetuados, observaram-se alteracées de cor e de fluorescéncia

consoante o iao que ¢ adicionado as solucdes dos derivados 3e e 4a.

3e Agt BN BINLIE WIS Ha® ARCaZ R C o2 {lPD2 (NN JREe- (872 IBINZH BC a2 I e 2 ISP INFess 1A+

A

Figura 43. Solucdes com o composto 3e, em ACN/H.O (75:25), depois da adicdo de 50 equivalentes dos

catides, (A) na presenca de luz natural e (B) sob radiacdo UV a 365 nm.

Analisando o resultado obtido para os catides, verifica-se uma ligeira alteracdo da cor da
solucdo de incolor para amarelo palido em presenca dos ides Cuz e Fe* (Figura 43-A). Sob a
incidéncia da radiacao UV, observa-se um quenching de fluorescéncia em presenca dos catides

Hg», Cu» e Pd* e ainda uma pequena alteracdo da fluorescéncia na presenca do catido Fe*

(Figura 43-B).
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Figura 44. Solucdes do composto 4a, em ACN/H.0 (75:25), depois da adicdo de 50 equivalentes dos

catides, (A) na presenca de luz natural e (B) sob radiacdo UV a 365 nm.
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Nao se observaram alteracdes de cor da solucdo do composto 4a na presenca dos catides
em estudo (Figura 44-A). No entanto, observou-se um qguenching da fluorescéncia para a
solucdo do composto na presenca do iao Pd> (Figura 44-B), enquanto que para os restantes

catides nao sao observaveis alteracdes evidentes.

Na Tabela 7, apresentam-se os resultados obtidos a partir dos testes preliminares da
capacidade sensora para cada um dos derivados de imidazole sintetizados, na mistura de

ACN/H:0 (75:25), na presenca de catides.

Tabela 7. Resultados do estudo preliminar da capacidade sensora colorimétrica e fluorométrica dos derivados de

imidazole 3e e 4a, em solucdes de ACN/H.O (75:25), na presenca de catides.

Ag: K- Lir Hgr Ca» Co» Pb* Mn» Fe» Zn* Ni# Cd* Cu» Pd> Fer AF
3e - - - % — — - - - - - - L S ¢ * -
4a - - = — — — — — — — — — — * — —

(onde: 4 —Sensor Colorimétrico;  — Sensor fluorimétrico)

Tendo em conta os resultados dos testes preliminares, escolheu-se o derivado 3e e o0s
catides que apresentavam quenching de fluorescéncia (Hgz, Cu e Pd>) para efetuar os estudos

posteriores de titulacdes espetrofluorimétricas.

4. TITULACOES ESPETROFLUORIMETRICAS DOS DERIVADOS 3e E4aEMACNE

EM ACN/H.0 (75:25)

Para a realizacao das titulacdes espetrofluorimétricas escolheram-se os derivados de
imidazole 3e e 4a, uma vez que estes compostos apresentavam uma melhor interacdo com os

ides em estudo, levando a variacoes acentuadas de fluorescéncia nos testes preliminares.

Consequentemente, efetuaram-se as titulacdes para o derivado 3e com os catides Hgz, Cu>

e Pd», em ACN e na mistura de ACN/H.0 (75:25) e do Al** em ACN, para avaliar a sua

capacidade sensora (Figuras 45 a 50).
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Figura 45. Espetros de emissao normalizados da interacao do derivado de imidazole 3e com o catido Hgz, em (A) ACN e em

(B) ACN/H:0 (75:25).

Observando o espetro de emissdo do derivado 3e com o catido Hg», em ACN, observou-se

um quenching de aproximadamente 80% utilizando 78 equivalentes do catiao (Figura 45-A).

Por sua vez, na mistura de ACN/H0 (75:25), ha também uma diminuicao da fluorescéncia com

a adicdo de menos equivalentes (Figura 45-B), o que esta concordante com os testes

preliminares do ligando 3e com o ido Hg> (Figuras 39-B ¢ 43-B).
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Figura 46. Espetros de emissao normalizados da interacao do derivado de imidazole 3e com o catido Cuz, em (A) ACN e em (B)

ACN/H:0 (75:25).
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Com a analise da Figura 46-A, verifica-se uma diminuicao da fluorescéncia a 445 nm, um
desvio batocromico da banda de emissdo para um comprimento de onda superior (AA=34 nm).
Relativamente as titulacdes em ACN/H.O (75:25), a diminuicdo da fluorescéncia nao é tao
acentuada sendo necessario um maior numero de equivalentes, aproximadamente 170
equivalentes (Figura 46-B). Devido a sua baixa sensibilidade este composto ndo podera ser

utilizado como sensor quimico de fluorescéncia para o catido Cu» em ACN/H.0 (75:25).
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Figura 47. Espetros de emissdo normalizados da interacao do derivado de imidazole 3e com o catido Pd, em (A) ACN e em (B)

ACN/H:0 (75:25).

Comparando a Figura 47-A com a Figura 47-B, ¢é visivel a diminuicdo da fluorescéncia
do derivado 3e na presenca do iao Pd>, como tinha sido observado anteriormente nos testes
preliminares efetuados (Figuras 39-B e 43-B). No entanto, quando o solvente é apenas ACN é
necessario um numero de equivalentes bastante inferior do que quando o composto é estudado

numa solucao de ACN/H:0 (75:25).
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Figura 48. Espetro de emissdo normalizado da interacdo do derivado de

imidazole 3e com o catido Al*, em ACN.

Analisando a titulacao espetrofluorimétrica (Figura 48) efetuada para o derivado de
imidazole 3e na presenca do ido Al*, verifica-se uma diminuicdo da fluorescéncia a 442 nm

assim que se adiciona o primeiro equivalente, surgindo depois um novo aumento da

fluorescéncia a 478 nm.

De igual modo, avaliaram-se os testes da capacidade sensora para o derivado de imidazole
4a para os anides (CN- e F) e catides (Pb>» e Pd>) e realizaram-se as respetivas titulacdes

espetrofluorimétricas, em ACN, na presenca dos anides e catides selecionados. (Figuras 49 e

50).
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Figura 49. Espetros de emissdo normalizados da interacdo do derivado de imidazole 4a com os anides (A) cianeto e

(B) fluoreto, em ACN.
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Analisando o espetro de emissao do composto 4a na presenca de iao cianeto (Figura 49-
A), concluiu-se que esta interacdo provocou um guenching da fluorescéncia acompanhado por
um desvio batocrémico do comprimento de onda de emissdao (AA=56 nm), com o
desaparecimento simultaneo da banda a 393 nm e o surgimento de uma nova banda de
comprimento de onda maximo de emissdao de 449 nm. Este composto ndo pode ser
considerando um sensor quimico de fluorescéncia para o ido CN, uma vez que foi preciso
adicionar mais de 200 equivalentes de anido para que se atingisse 0 patamar na variacao da

fluorescéncia.

A interacao do iao fluoreto com o ligando 4a (Figura 49-B) teve um comportamento
semelhante pois resultou uma diminuicdo de fluorescéncia a 394 nm e no aparecimento de uma
nova banda a 450 nm. Pela analise dos espetros obtidos durante as titulacées conclui-se que
desta interacao resultou um desvio da banda de emissao para um comprimento de onda
superior (AA=56 nm). Este composto pode ser considerado um sensor quimico mais sensivel
para o iao fluoreto, uma vez que foram necessarios menos equivalentes, cerca de 60,

comparativamente ao idao cianeto de modo a originar uma variacéo da fluorescéncia.
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Figura 50. Espetros de emissao normalizados da interacdo do derivado de imidazole 4a com os catides (A) Pdz e (B) Pb>, em

ACN.

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Relativamente a interacao do iao Pd> com o ligando 4a, observou-se anteriormente pelos
testes preliminares, que existia um quenching da fluorescéncia (Figura 39-B). Este resultado foi
comprovado pela titulacao espetrofluorimétrica, uma vez que apos a adicao de 9 equivalentes de

paladio, observou-se um guenchingtotal da fluorescéncia (Figura 50-A).
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Por analise dos resultados do teste preliminar da capacidade sensora para catides, pode-se
concluir que o chumbo(ll) era o catido metalico que apresentava um aumento mais acentuado
da fluorescéncia (Figura 39-B). Este facto foi comprovado pela titulacdo espetrofluorimétrica
efetuada (Figura 50-B). Inicialmente verificou-se uma diminuicédo da fluorescéncia na banda de
emissao a 394 nm e simultaneamente o aparecimento de uma nova banda a 444 nm
(AA=50 nm), apresentando um aumento da fluorescéncia consoante se adicionavam mais

equivalentes de Pb.
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CAPITULO 4 - CONCLUSAO

A sintese de novos derivados de imidazole 3a-e, 4a e 4d substituidos nas posicoes 2, 4 e
5 foi conseguida através da reacdo de Radziszewski entre derivados de aldeidos de tienotiofeno
(para a sintese dos derivados de imidazole 3) e o fenilimidazole (para os derivados de imidazole
4), e dionas aromaticas. Os rendimentos obtidos para estas sinteses apds purificacao por

recristalizacdo variaram entre 36 e 94%.

O estudo das propriedades fotofisicas dos derivados de imidazole 3a-e, 4a e 4d revelou
que a posicao das bandas de absorcdo esta dependente da ponte m e da planariedade do
sistema conjugado presente no composto. Com a substituicdo do sistema fenantreno 3a pelo
benzeno 3b, verificou-se um desvio hipsocromico no comprimento de onda de absorcao
maxima, tanto em ACN como em H.0/DMSO (95:5), devido a maior densidade eletronica, maior
rigidez e planariedade do grupo fenantreno. Os compostos que possuem anéis heteroaromaticos
(3d, 3e e 4d) exibem comprimentos de absorcado menores devido a menor planariedade e
menor numero de eletrdes do sistema conjugado. Relativamente aos rendimentos quanticos de
fluorescéncia obtidos para os derivados de imidazole sintetizados, o composto funcionalizado
com o sistema fenantreno 3a apresenta o valor mais elevado, em ACN, ao passo que o
composto 3¢ possui um rendimento quantico mais elevado em H.0/DMSO (95:5). No que diz
respeito aos tempos de vida, os derivados de imidazole 3b e 3e apresentam os maiores valores
de tempo de vida de fluorescéncia, em acetonitrilo e H.O/DMSO (95:5), respetivamente. Os
fluordforos sintetizados exibem emissao na zona do azul e elevados desvios de Stokes pelo que

poderao ter potencial aplicacdo como sondas de fluorescéncia para bioimagem.

Depois da analise dos testes preliminares da capacidade sensora para os anides e catides
selecionados, em ACN e ACN/H.0 (75:25), os derivados 3e e 4a revelaram ser os mais
interessantes. Assim, realizaram-se titulacdes espetrofluorimétricas para ambos os derivados em
ACN e ACN/H.0 (75:25). As titulacdes espetrofluorimétricas do composto 3e, mostraram que
este poderia ser utilizado como sensor fluorimétrico do Hgz, Cu», Pd» e Al*. No caso das
titulacoes espetrofluorimétricas do composto 4a, verificou-se que este é um sensor fluorimétrico
dos ides CN;, F, Pd> e Pb#, apresentando uma elevada sensibilidade para o catido Pd#, uma vez
gue o numero de equivalentes necessario para obter uma resposta fluorimétrica pronunciada,

que neste caso foi um guenchingtotal da fluorescéncia, foi baixo.
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Posto isto, conclui-se que a sintese de derivados de imidazole substituidos nas posicoes 2,4
e 5 do anel de imidazole foi alcancada com sucesso e que alguns derivados apresentaram
capacidade de detecdo seletiva de ides, podendo ser considerados sensores quimicos 6ticos
fluorimétricos. Futuramente serdo efetuados estudos em colaboracdo com uma universidade
estrangeira tendo como objetivo a avaliacdo destes compostos como sondas de fluorescéncia

para células /n vivo.
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