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RESUMO

Nesta Tese sdo apresentadas a sintese e a caracterizagdo de cinco corantes
benzazdis, dos quais trés sdo inéditos. Os referidos corantes apresentam emissdo de
fluorescéncia na regido violeta—verde do espectro visivel, com grande deslocamento de
Stokes devido ao mecanismo de transferéncia protonica intramolecular no estado excitado
(ESIPT). Estudos do efeito de solvente nas propriedades fotofisicas dos corantes foram
efetuados por espectroscopia de absor¢do no UV-visivel e emissdo de fluorescéncia em
solventes de diferentes polaridades (4gua, metanol, acetonitrila, diclorometano, e acetato
de etila). As propriedades fotofisicas e estruturais também foram investigadas
teoricamente, empregando o hamiltoniano de célculos semi-empiricos PM3 (NDDO) e

ZINDO (INDO/STO-6G).

Novos materiais microestruturados fluorescentes a base dos corantes benzazois,
previamente sintetizados, foram desenvolvidos e avaliados na detec¢do de impressoes
digitais latentes em diferentes tipos de superficies (porosas e ndo porosas) e cores (escuras,
brancas e multicoloridas). Os novos materiais microestruturados foram obtidos por
incorporacdo de uma pequena quantidade do corante em matriz de amido ou silica (razdo
de massa 1:100 e 1:300), usando solu¢do aquosa ou etanol, em condi¢des ambientais. As
propriedades fotofisicas desses materiais foram caracterizadas por absor¢ao no UV-visivel
e emissdo de fluorescéncia, e sua morfologia por microscopia eletronica de varredura
(MEV) e microscopia Optica e de epifluorescéncia. Os materiais microestruturados
desenvolvidos mostraram uma intensa emissdo de fluorescéncia na regido azul-verde e
criaram alto contraste com os residuos de impressdes digitais quando expostos a luz
ultravioleta de onda longa (365 nm). A fluorescéncia emitida pelas impressdes digitais
realcou os detalhes das cristas papilares em todas as superficies examinadas, permitindo
que fossem facilmente visualizados e fotografados. Também foi possivel detectar
impressoes digitais de diferentes idades e depositadas em série, bem como comparar a
performance dos reveladores propostos em relacdo aos reveladores atualmente

comercializados (Sirchie®).
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Por tltimo, a potencialidade de aplicacdo de corantes benzazdis fluorescentes na
detec¢do e diagndstico clinico foi avaliada com sucesso através da marcagao e visualizagdo
de ovos de Oxyuris equi e larvas de Trichostrongyloidea infectantes por microscopio de
epifluorescéncia. O método proposto permite um rapido, simples, direto e seletivo

diagnostico clinico de infec¢des por helmintos (vermes gastrointestinais) em animais.
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ABSTRACT

The synthesis and characterization of five dyes (three are unpublished), belonging
to the benzazoles class, and new microstructural fluorescent materials are presented in this
work. These dyes show an intense emission of fluorescence in the violet-green region of
the visible spectrum, with a large Stokes shift due to the excited-state intramolecular
proton-transfer (ESIPT) mechanism. Solvent effects on the photophysical properties were
performed by UV-visible absorption spectroscopy and fluorescence emission in solvent
with different polarities (water, methanol, acetonitrile, dichloromethane, and ethyl acetate).
Photophysical and structural properties were also investigated theoretically using semi-

empirical calculations with the PM3 (NDDOQO), ZINDO (INDO/ STO-3G) Hamiltonian.

Microstructured fluorescent materials based on previously synthesized benzazole
dyes were developed and evaluated for the detection of latent fingerprints on different
types of surfaces (porous and nonporous) and colors (dark, white and multicolored). The
novel microstructured materials were obtained by incorporating a small amount of the dye
into starch or silica matrix (1: 100 and 1: 300 mass ratio) using aqueous solution or ethanol
under ambient conditions. The photophysical properties were characterized by UV-visible
absorption and fluorescence emission spectroscopy, and their morphology by scanning
electron microscopy (SEM) and optical and epifluorescence microscopy. Developed
microstructured materials showed a intense fluorescence emission in the blue—green region
and created high contrast with fingerprint residues when exposed to long-wave ultraviolet
light (365 nm). The fluorescence emitted by fingerprints emphasizes details of minutiae on
all surfaces examined, allowing them to be easily viewed and photographed. It was also
able to detect fingerprints of different ages and deposited in series. It was also possible to
detect fingerprints of different ages and deposited in series, as well as to compare the
performance of the proposed developers in relation to the commercially available

developers (Sirchie®).

Finally, the potentiality of fluorescent dyes in clinical detection and diagnosis was
successfully evaluated by labeling and displaying Oxyuris equi eggs and infective

Trichostrongyloidea larvae by epifluorescence microscopy. The proposed method allows a

HELIO BARROS X



fast, simple, direct and selective diagnosis of helminth diseases (gastrointestinal worms) in

animals.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AFIS - Sistema de Identificacio Automatizada de Impressdes Digitais (Automated
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APT - teste de préton ligado (Attached Proton Test)

BC-RMN - ressonancia magnética nuclear de carbono 13

CCD - cromatografia de camada delgada/ dispositivo de carga acoplada (Charged Coupled

Device)

d - duplete

dd - duplo duplete

DFT - teoria do funcional da densidade (Density Functional Theory)
DMSO-d; - dimetilsulféxido hexa-deuterado

E1 - conformero cis-enol

E1* - conférmero cis-enol excitado

E2 - conformero cis-enol aberto

E3 - conformero frans-enol

E4 - conformero frans-enol aberto

ESIPT - Transferéncia de préton intramolecular no estado excitado (Excited State

Intramolecular Proton Transfer)

ESP - mapa de potencial eletrostética (Electrostatic Potential)
€ - coeficiente de absortividade molar

€.« - coeficiente de absortividade molar de absor¢cao médxima
GFP - proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)

"H-RMN - ressonancia magnética nuclear de préton
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HOMO - orbital molecular ocupado de mais alta energia (Highest Occupied Molecular
Orbital)

I - intensidade de fluorescéncia da amostra
IDs - impressdes digitais

INDO - método semi-empirico de quimica quantica usado em quimica computacional

(Intermediate Neglect of Differential Overlap)

I - intensidade de fluorescéncia do padrao de referéncia

IV - infravermelho

J - constante de acoplamento

K1 - tautdmero cis-ceto

K1# - tautdmero cis-ceto excitado

LD - limite de deteccdo

LNMO-QF - Laboratério de Novos Materiais Organicos e Quimica Forense

LUMO - orbital molecular desocupado de mais baixa energia (Lowest Unuccupied

Molecular Orbital)

m - multipleto

Tf — temperatura de fusdo

MEYV - microscopia eletronica de de varredura

MFF - método de flotagado fecal

n? - indice de refracdo do solvente usado para o corante

n?; - indice de refracdo do solvente usado para o padrao de referéncia

NDDO - método semi-empirico de quimica quantica usado em quimica computacional

(Neglect of Diatomic Differential Overlap)
OD - densidade 6ptica (absorbancia) da amostra
ODR - densidade 6ptica (absorbancia) do padrao de referéncia

OLED - diodo organico emissor de luz (Organic Light-Emitting Diode)
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m/v - massa por volume

PM3 - método semi-empirico de quimica quantica usado em quimica computacional

(Parameterized Model number 3)
ppm - parte por milhdo
s - singlete

STO-3G - base de funcdo em quimica quantica (Slater Type Orbitals - 3 primitive

Gaussian functions)

STO-6G - base de funcdo em quimica quantica (Slater Type Orbitals - 6 primitive

Gaussian functions)

t - tempo

t - triplete

TMS - tetrametilsilano

UV-visivel - ultravioleta visivel

X - heteroatomos (oxigénio, nitrogénio e enxofre)

ZINDO - método semi-empirico de quimica quantica usado em quimica computacional

(Zerner's Intermediate Neglect of Differential Overlap)
€ - constante dielétrica

Alg; - deslocamento de Stokes

A

max

- comprimento de onda de absor¢@o ou excitacdo maxima
7 - orbital molecular pi ligante

mt* - orbital molecular pi anti-ligante

@F - rendimento quantico de fluorescéncia da amostra

@R - rendimento quantico de fluorescéncia do padrao de referéncia
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MOTIVACAO

O Laboratério de Novos Materiais Organicos e Quimica Forense (LNMO-QF) da
UFRGS tem investido nos ultimos anos na sintese, purificacdo e caracterizacdo de novos
corantes fluorescentes da classe dos benzazdis para o estudo e desenvolvimento de novas
metodologias de aplicacdo, nomeadamente no desenvolvimento de dispositivos opticos [1],
sondas de proteinas [2], sensores Opticos [3], monOmeros para sintese de polimeros
fluorescentes [4], desenvolvimento de materiais hibridos [5], etc. Com esta Tese
pretendemos estudar a potencialidade de aplicacdo dessa classe de compostos em duas
areas importantes e ainda pouco exploradas pelo nosso grupo de pesquisa, que sdo a

Quimica Forense e a Area Médica.

A Quimica Forense é uma darea cientifica que estd em constante expansao,
tornando-se cada vez mais necessaria, tendo em conta o aumento da criminalidade e a
atuacdo cada vez mais sufisticada dos criminosos. Existem diversas areas de atuagdo da
Quimica Forense, entre as quais: Documentoscopia, Balistica, Toxicologia, Incéndios,
Explosivos, Papiloscopia, etc. A papiloscopia tem um papel importante na resolugdo de
crimes, pois se encarrega do estudo das impressdes digitais, que sdo um meio Unico €
imutdvel na identificagdo humana. Portanto, o desenvolvimento de novas ferramentas que
permitem a revelacdo de impressoes digitais latentes € de extrema importancia e tem sido

um campo de pesquisa atraente.

A ideia desta Tese surgiu na sequéncia do meu trabalho de mestrado, onde
desenvolvemos novos corantes fluorescentes em solucdo aquosa para revelagdo de
impressoes digitais em superficies adesivas [6], [7]. A solu¢do do corante se mostrou muito
eficiente para esse tipo de superficie. No entanto, quando tentamos aplicar os mesmos para
superficies porosas € ndo porosas, observamos que ndo eram tdo eficientes. Para superar
essa limitacdo, propusemos densevolver novos materiais microestruturados fluorescentes
que pudessem ser utilizados para revelagdo de impressdes digitais em superficies de
diferentes naturezas, simplesmente alterando a forma como sdo aplicados. Os reveladores
atualmente existentes no mercado sao especificos para determinados tipos de superficies e,

portanto, o revelador proposto teria grande diferencial nesse aspecto.
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A 1magiologia por fluorescéncia é uma técnica importante em estudo de sistemas
bioldgicos e em diagndsticos clinicos, devido essencialmente a sua elevada sensibilidade
[8], [9]. Ela permite evidenciar células, estruturas celulares ou microrganismos que, de
outra forma, ndo seriam possiveis de serem detectados, por terem dimensdes mintsculas
ou aparéncia translicida. Poucas estruturas bioldgicas apresentam autofluorescéncia e
mesmo aquelas que a possuem, t€m um rendimento quantico de fluorescéncia muito baixo
o que dificulta a deteccdo direta e estudo desses sistemas. Logo, se faz necessério a
utilizacdo de corantes fluorescentes que possam, de alguma forma, se ligar as biomoléculas
constituintes das células para uma deteccdo “indireta”, isto €, a detecc@o da fluorescéncia
do corante e, consequentemente, do sistema biolégico com o qual o corante esteja ligado

[10], [11].

Atualmente existem varios tipos de marcadores disponiveis, mas a maioria
apresenta algum tipo de limitacdo, como baixa solubilidade em solucio aquosa, baixa foto-

estabilidade, toxicidade associada e alto custo de obtencdo [12].

Os corantes benzazdis sdao conhecidos pelas suas excelentes propriedades
fotofisicas, como a elevada emissdo de fluorescéncia e grande deslocamento de Stokes.
Entretanto, sua aplicagdo em estudos de sistemas bioldgicos € limitada devido a sua baixa
solubilidade em &agua. Para ultrapassar essas limitacdes, desenvolvemos novos corantes
benzazdis fluorescentes com grupamentos funcionais que aumentam a solubilidade em

agua e reatividade com biomoléculas.

O custo de sintese desses corantes em relagdo a sua potencialidade de aplicagao,
bem como a parceria com o Instituto Geral de Pericia do Estado do Rio Grande do Sul
(IGP-RS), Departamento de Policia Federal e o Laboratério de Helmintologia
(Departamento de Patologia Clinica Veterinaria) da Faculdade de Veterindria da UFRGS,
Laboratdrio da Policia Cientifica de Lisboa/ Policia Judicidria (Portugal) faz com que este

trabalho se torne altamente atrativo do ponto de vista de aplicagdo cientifica e tecnoldgica.
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ESTRUTURA DA TESE

Esta Tese se encontra dividida em trés capitulos. No primeiro -capitulo,
apresentamos a sintese de corantes benzazdis e o desenvolvimento de novos materiais
microestruturados fluorescentes. Esses novos materiais s@ao obtidos pela incorporacdo de
corantes fluorescentes em matrizes poliméricas de amido e silica, ambas biodegradéveis,

biocompativeis, ndo tdxicas e que possuem boa interacdo com moléculas hospedeiras.

No segundo capitulo, relatamos a aplicagdo dos materiais microestruturados
fluorescentes desenvolvidos na revelagdo de impressoes digitais em superficies porosas e
ndo porosas. Com esse estudo, esperamos obter reveladores mais sensiveis, seletivos e

ambientalmente mais amigaveis.

No terceiro capitulo, direcionamos a pesquisa para o estudo da potencialidade de
aplicacdo dos corantes fluorescentes no desenvolvimento de uma nova metodologia de
deteccdo e diagndstico clinico de doencgas causadas por microrganismos infectantes,
através da marcacdo e visualizacdo por microscopia de epifluorescéncia. Se espera que o

método proposto seja simples, preciso, rapido, seletivo e de baixo custo.

CAPITULOI J CAPITULO 1T
Sintese de Aplicagio em N
Cocmies Quimica Forense Aphcagao.na Area
Benzazois .
Incarporagio Revelagdo de
Impressdes Digitais Diagnéstico Clinico de
Latkentes Infecgdes pela Marcagdio
de Microrganismos
Infectantes com Corantes
[ Amido ] [ Sflica ] Fluorescentes
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