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RESUMO

Os nanomateriais tém despertado grande interesse na comunidade cientifica devido
as suas propriedades Unicas, especialmente relacionadas ao tamanho nanométrico.
Dentre esses materiais, as nanoparticulas metalicas tém se destacado quanto as
suas caracteristicas opticas e eletrénicas exclusivas. A utilizacdo de ligantes tém um
papel fundamental na estabilizacdo das nanoparticulas e pode influenciar
diretamente o tamanho e a morfologia das particulas. Os ligantes podem, também,
modular a citotoxicidade das nanoparticulas. Neste trabalho, foi proposta a sintese
de nanoparticulas de prata estabilizadas por selonas N-heterociclicas baseadas em
D-galactose e avaliacdo da sua citotoxicidade. Inicialmente, foi realizada a sintese de
uma selona N-heterociclica a partir da D-galactose. A selona N-heterociclica (ligante)
foi caracterizada utilizando a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e
13C. As nanoparticulas de prata obtidas foram caracterizadas por espectroscopia de
absorcdo na regido do ultravioleta-visivel. A avaliacdo da citotoxicidade das
nanoparticulas de prata e do ligante livre foi realizada por meio do ensaio de MTT
em células VERO. A selona N-heterociclica foi obtida pela primeira vez nesse

trabalho, assim como a nanoparticula de prata estabilizada por esse ligante.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata, Selonas N-heterociclicas, D-galactose.



ABSTRACT

Nanomaterials have aroused great interest in the scientific community due to their
unique properties, especially related to nanometric size. Among these materials,
metallic nanoparticles have stood out for their unique optical and electronic
characteristics. The use of ligands plays a fundamental role in the stabilization of
nanoparticles and can directly influence the size and morphology of the particles.
Ligands can also modulate the cytotoxicity of nanoparticles. In this work, the
synthesis of silver nanoparticles stabilized by N-heterocyclic selones based on D-
galactose and the evaluation of their cytotoxicity were proposed. Initially, the
synthesis of an N-heterocyclic selone from D-galactose was carried out. N-
heterocyclic selone (ligand) was characterized using the 1H and 13C Nuclear
Magnetic Resonance technique. The obtained silver nanoparticles were
characterized by absorption spectroscopy in the ultraviolet-visible region. The
evaluation of the cytotoxicity of silver nanoparticles and the free ligand was
performed using the MTT assay in VERO cells. The N-heterocyclic selone was
obtained for the first time in this work, as well as the silver nanopatrticle stabilized by

this ligand.

Keywords: Silver nanoparticles, N-heterocyclic selones, D-galactose.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a nanotecnologia tem atraido cada vez mais interesse
da comunidade cientifica e 0s investimentos em pesquisa e desenvolvimento nessa
area aumentam consideravelmente a cada ano (ROCO, 2011). A nanotecnologia é
considerada uma tecnologia multidisciplinar que abrange areas como quimica, fisica,
ciéncia dos materiais, entre outras. A exploracdo das propriedades Unicas dos
materiais em escala nanométrica possibilita aplicagcdes nos mais diversos campos do
conhecimento, como desenvolvimento de farmacos, catalise e magnetismo
(CORDEIRO et al, 2016; KALSI et al, 2022; MOURDIKOUDIS; KOSTOPOULOU;
LAGROW, 2021).

Os conceitos sobre nanociéncia foram introduzidos na comunidade cientifica
em 1959, pelo fisico norte-americano Richard Feynman, em sua palestra intitulada
"There's Plenty of Room at the Bottom". Durante a apresentacdo, Feynman destacou
que o controle e manipulacdo da matéria em escala nanométrica contribuiriam de
forma significativa para a evolucdo cientifica (FEYNMAN, 2011). Em 1974, Norio
Taniguchi introduziu o termo "nanotecnologia” para descrever a criagdo de materiais
em escala nanométrica. Anos depois, Eric Drexler publicou o livro "Engines of
Creation", no qual apresentou uma definicdo que se aproxima mais da utilizada
atualmente, considerando a manipulacdo da matéria &tomo a atomo (FERREIRA;
RANGEL, 2009).

Apesar das constantes discussdes acerca da nanotecnologia, ndo eram
observados avancos consideraveis na éarea. Os pesquisadores enfrentavam
dificuldades na observacdo e manipulacdo da matéria de modo controlado, pois
naquela época nao existiam microscopios com tecnologia suficiente para realizacéo
dessas atividades. Foi entdo que, em 1981, os pesquisadores Gerd Binning e
Heinrich Rohrer desenvolveram o microscopio de tunelamento, técnica que
possibilitou a visualizagdo e manipulacdo da matéria em escala nanométrica,

abrindo assim as portas para o avanco da nanotecnologia. Alguns anos mais tarde,
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em 1990, Donald Eigler e Erhard Schweizer manipularam 35 atomos de xendnio em
um substrato de niquel de modo que fosse possivel escrever as iniciais da empresa
IBM (International Business Machines), evidenciando a possibilidade de
manipulacdo da matéria em escala nanométrica (EIGLER; SCHWEIZER, 1990).
Com o avanco da tecnologia e o desenvolvimento de novos métodos de observacao
da matéria em escala nanométrica, como, por exemplo, a microscopia eletrénica de
transmissdo e a microscopia de forgca atbmica, a nanotecnologia tornou-se um

campo de estudo cada vez mais promissor (TOMA, 2016).

Figura 1: Logo do IBM escrito com 35 atomos de xenénio.

Fonte: IBM, Disponivel em: < http://www-
03.ibm.com/ibm/history/exhibits/vintage/vintage_4506VV1003.html >.Acesso em: 27 de fev. 2023

O tamanho nanométrico faz com que 0s nanomateriais se situem entre as
espécies moleculares e o0s materiais com dimensGes convencionais. Nessa
dimenséo, as nanoestruturas apresentam propriedades fisicas e quimicas diferentes
das observadas no mesmo material em escala maior. As nanoparticulas (NPs) sao
exemplos de nanomateriais que tém sido amplamente estudados devido as suas

propriedades Unicas, que dependem do seu tamanho e forma. Por definicdo, as
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nanoparticulas sdo materiais que possuem tamanho entre 1 e 100 nanémetros em
pelo menos uma de suas dimensdes (ALLHOFF; LIN; MOORE, 2009, p. 4).

As nanoparticulas (NPs) possuem variadas formas, tamanhos e composicdes,
e podem ser classificadas com base em parametros como dimensionalidade e
composi¢cdo quimica. Quanto a composicdo, elas se dividem em trés categorias
principais: organicas, inorganicas e baseadas em carbono (JEEVANANDAM et al,
2018).

As NPs organicas sdo amplamente utilizadas no campo biolégico, devido a
sua maior biocompatibilidade. Micelas e lipossomas sdo exemplos classicos desse
tipo de nanoparticula. As NPs baseadas em carbono, por sua vez, sdo compostas
exclusivamente por atomos de carbono. Fulereno, grafeno e nanotubos de carbono
sdo exemplos conhecidos. As nanoparticulas inorganicas sdo compostas por metais
e podem ser divididas em dois grupos: nanoparticulas baseadas em O6xidos
metalicos e nanoparticulas metalicas (JEEVANANDAM et al, 2018).

Figura 2: Classificagdo de nanoparticulas com base na composicdo quimica representadas por
alguns exemplos.

Classes de nanoparticulas

Baseadas em carbono Inorganicas Organicas

P e ]
FAA A
« ’
A A A
\
@ @ 4 y
LA

Nanoparticulas Nanoparticulas
Fulereno de prata de ouro

Ay
‘\
AA 1
- | ]

Micela
polimérica

Lipossoma

Nanotubos
de carbono

Nanoparticulas
suportadas em
oxidos

Grafeno Dendrimeros

Fonte: Elaboracgéo propria

As nanoparticulas metélicas sdo sintetizadas por meio da reducdo de

precursores metalicos e estabilizadas por moléculas orgéanicas, chamadas ligantes
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(Figura 3). Uma ampla variedade de metais, incluindo ouro, ferro, prata, cobre,

paladdio, ruténio e platina, € frequentemente utilizada na sintese dessas
nanoparticulas (DEJESUS et al, 2020; FAROOQ)I et al, 2022; SUR et al, 2010).

Figura 3: Representacao esquematica de uma nanoparticula metalica.

. = Nucleo metalico

MAAAAAAAAAN = Ligante

Fonte: Elaboracgéo propria

As nanoparticulas metélicas possuem propriedades Unicas relacionadas com
seu tamanho, forma e composi¢cédo. Essas NPs apresentam uma maior proporcéo de
atomos em sua superficie em comparacdo com materiais macroscopicos, o que
resulta em uma area superficial maior. Essa area superficial aumentada, juntamente
com a relacdo superficie/volume crescente conforme o tamanho da particula diminui,
confere as nanoparticulas metdlicas caracteristicas fisicas e quimicas diferentes das
apresentadas por materiais em escala convencional (ZHOU et al, 2010; RAO et al,
2022). Além disso, as nanoparticulas metélicas também possuem propriedades
Opticas relacionadas com seu tamanho e forma, como, por exemplo, as
propriedades plasménicas que podem ser exploradas em aplicacdes de diagndstico
biomédico e terapia fototérmica contra tumores (RAVICHANDRAN et al, 2016). As
propriedades eletrbnicas das nanoparticulas metalicas também sédo influenciadas
pela sua morfologia e tamanho, resultando em um comportamento eletrénico unico.

A possibilidade de sintetizar nanoparticulas metalicas de maneira controlada
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conforme a aplicacdo desejada tornam essas estruturas uma alternativa promissora
para diversas aplicagcbes em &reas como biomedicina, eletrdnica, energia e meio
ambiente (KHAN; SAEED; KHAN, 2019).

Entre os diversos metais que podem ser utilizados na sintese de
nanoparticulas, as nanoparticulas de prata (AgNP) tém despertado grande interesse
na comunidade cientifica devido as suas propriedades O6pticas, cataliticas e
antimicrobianas promissoras (COBLEY et al, 2009; FRANCI et al, 2015). Além
disso, 0 custo para a producdo de nanoparticulas de prata é relativamente baixo
gquando comparado a outros metais nobres frequentemente utilizados na sintese
desses sistemas, tornando-as uma op¢ado economicamente mais viavel.

A sintese de nanoparticulas pode ser feita por meio de duas abordagens
distintas: top-down e bottom-up (WANG; XIA, 2004). Na abordagem top-down, as
nanoparticulas sao obtidas por meio de técnicas destrutivas que partem de uma
estrutura maior e a decompdem até a escala nanométrica, mas o controle do nivel
atdmico ndo € possivel com essa abordagem. J4 na abordagem bottom-up, as
nanoparticulas sado formadas a partir de atomos que se unem para formar estruturas
nanomeétricas (JAMKHANDE et al, 2019).

O método de sintese utilizado influencia nas caracteristicas finais da
nanoparticula, por isso € importante levar em consideracdo as vantagens e
desvantagens de cada técnica. Para a obtencdo de nanoparticulas metalicas, os
métodos quimicos sdo amplamente empregados, pois permitem variagcbes nas
etapas do processo de sintese, possibilitando maior controle das caracteristicas das
nanoparticulas (JAMKHANDE et al, 2019).
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Figura 4: Abordagens utilizadas na sintese de nanoparticulas.

TOP-DOWN BOTTOM-UP

dme [sere s
@-iii -t

NANOPARTICULAS (I

Fonte: Elaboracéo propria

A sintese de nanoparticulas metalicas é frequentemente realizada por meio
do método quimico de reducéo de precursores metalicos. Nesse processo, sais ou
complexos metalicos sdo reduzidos na presenca de agentes redutores e ligantes
estabilizadores (JAMKHANDE et al, 2019). Na sintese de nanoparticulas de prata,
por exemplo, o ion Ag* é reduzido a Ag® pelos agentes redutores presentes no meio
reacional. A estabilidade das nanoparticulas em solucdo coloidal depende da
capacidade de se controlar as forcas que agem na superficie das particulas, com
isso, a utilizacdo de ligantes estabilizadores é uma estratégia comum para evitar a
agregacdo dos nucleos metalicos das nanoparticulas (DUNG DANG, 2011). Neste
processo, a morfologia e o tamanho das nanoparticulas podem ser controlados
modificando a proporcdo entre o precursor metalico e o ligante estabilizador. Além
disso, fatores como temperatura, solvente e pH do meio reacional também
influenciam nas caracteristicas finais das nanoparticulas (DUNG DANG, 2011). O
controle desses parametros € crucial para a obtencdo de nanoparticulas com as
caracteristicas desejadas

No contexto de aplicacBes biolégicas, € ainda mais importante garantir a
estabilidade das nanoparticulas, uma vez que a agregacdo pode afetar a atividade
das mesmas. Por isso, a escolha do ligante é uma etapa critica no processo de
sintese, pois além de atuar na estabilizacdo das nanoparticulas, pode modular sua
interacdo com receptores presentes na superficie celular, afetando a atividade

biolégica e a citotoxicidade. Assim, na sintese de nanoparticulas metélicas para
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aplicacoes bioldgicas deve-se considerar esses fatores para maximizar a eficiéncia
da atividade (ZHANG et al, 2016).

Existem diferentes tipos de ligantes que podem ser utilizados na sintese de
nanoparticulas metalicas. Os ligantes com sitios de coordenacédo de alta densidade
eletrbnica, como as bases de Lewis, sdo capazes de interagir com o nucleo metalico
das nanoparticulas e favorecer sua estabilizacdo (NOSRATABAD et al, 2021).
Ligantes volumosos também podem ser empregados para evitar a interacdo entre 0s
ndcleos metalicos por meio do impedimento estérico gerado por esses ligantes,
impedindo assim a agregacao das particulas. Exemplos de ligantes estabilizadores
utilizados na sintese de nanoparticulas de prata, sédo polimeros, tidis e carboidratos
(KUMAR; VARSHNET; FRANCIS, 2005; BATTOCCHIO et al, 2012; RAMTENKI et
al, 2013).

Os carboidratos podem ser ligantes altamente Uteis na sintese de
nanoparticulas metalicas com aplicacdes biologicas. A alta hidrossolubilidade dos
ligantes baseados em carboidratos pode auxiliar a solubilizacdo das nanoparticulas
em sistemas bioldgicos, 0 que é essencial para alcancar a atividade desejada. Além
disso, esses ligantes podem reduzir a toxicidade das nanoparticulas metalicas
devido a sua maior biocompatibilidade e biodegradabilidade quando comparados
com outros ligantes usualmente empregados (THODIKAYIL; SHARMA; SAHA,
2021). Os ligantes baseados em carboidratos tém sido amplamente utilizados em
sistemas de enderecamento de farmacos para alvos especificos devido a alta
especificidade das lectinas por diferentes tipos de carboidratos (KHAN et al, 2021).

Do ponto de vista econdmico, a utlizagdo de carboidratos € altamente
atraente, devido ao baixo custo e a alta disponibilidade desses compostos. Além
disso, eles podem ser funcionalizados, permitindo a sintese de moléculas com
diferentes grupos funcionais e, consequentemente, aumentando a versatilidade das
nanoparticulas produzidas (THODIKAYIL; SHARMA; SAHA, 2021).

Os carboidratos sdo moléculas que, além de estarem envolvidas na producdo

de energia, desempenham diversos papéis fisiolégicos como mediadores das
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interacOes celulares. Os carboidratos presentes na membrana celular na forma de
glicoproteinas e glicolipidios s&o importantes na interacdo com outras células por
meio de interacdes carboidrato-proteina. Essas interacdes sdo mediadas por
lectinas, que sdo proteinas especializadas no reconhecimento de carboidratos e
podem ser encontradas na superficie ou no interior das células. As lectinas séo
moléculas de origem ndo imune que estdo expressas em diferentes tecidos e tipos
celulares, e também podem ser encontradas em plantas, animais e diversos
microrganismos (LIS; SHARON, 1998).

Figura 5: Representacdo esquematica da interagdo de carboidratos presentes na superficie de uma
célula com lectinas de vérias origens.

Virus

Célula
eucariota

Bactéria

Citosol
Fonte: Adaptado de FIGUEIREDO, 2009.

Existem diferentes familias de lectinas com seletividades distintas para
ligantes monossacarideos. As galectinas sdo uma familia de lectinas de origem
animal, que apresentam um ou mais dominios de reconhecimento de carboidratos,
com afinidade por B-galactosideos. Essas proteinas sdo importantes em eventos
relacionados a imunidade inata e adaptativa, contribuindo para a ativacdo e
resolucdo de respostas imunes, além de estarem envolvidas em processos

patolégicos, como o cancer (DI LELLA et al, 2011).
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Devido a seletividade das galectinas, a utilizacdo de ligantes baseados em D-
galactose pode levar a uma maior afinidade na interacdo desses ligantes com as
galectinas (DI LELLA et al, 2011). Além disso, existem receptores especificos para a
D-galactose, como as asialoglicoproteinas, que sdo expressos em abundancia nos
hepatocitos (TRERE et al). Dessa forma, nanoparticulas revestidas com ligantes
baseados em D-galactose podem ser direcionadas preferencialmente para
hepatocitos, diminuindo a possibilidade de efeitos nocivos a outros tecidos.

Kennedy e colaboradores descreveram a sintese de nanoparticulas de prata
estabilizadas por diferentes tipos de carboidratos e avaliaram sua citotoxicidade
KENNEDY et al, 2014). Os resultados indicaram que as nanoparticulas de prata
funcionalizadas com ligantes baseados em D-galactose e D-manose apresentaram
menor citotoxicidade em comparacdo com as nanoparticulas funcionalizadas com
glicose ou ion citrato. Foi observado que a nanoparticula mais absorvida nao foi a
mais citotoxica, uma vez que as NPs revestidas com D-galactose foram mais
absorvidas quando comparadas com outros carboidratos. Adicionalmente, observou-
se que as nanoparticulas estabilizadas por ligantes baseados em D-galactose foram
menos citotdéxicas devido a maior eficiéncia na reducdo do estresse oxidativo
relacionado a formacao de espécies reativas de oxigénio. O estudo foi realizado em
culturas de células neuronais e uma linhagem celular de hepatécitos. Por analise
desses resultados foi possivel demonstrar que a escolha da molécula de carboidrato
para a estabilizacdo de nanoparticulas pode ser crucial na minimizacdo da
citotoxicidade (KENNEDY et al, 2014).

Nesse contexto, a busca por novos ligantes, baseados em D-galactose,
capazes de estabilizar nanoparticulas de prata € altamente desejavel. Para alcancar
esse objetivo, modificacdes na estrutura da D-galactose podem ser realizadas, de
modo a obter moléculas com outros grupos funcionais que atuem favorecendo a
interacdo com o centro metalico. Uma abordagem promissora para essa finalidade é
a sintese de compostos organosselénio, compostos organicos que apresentam um

ou mais atomos de selénio na estrutura.
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O selénio € um elemento quimico que faz parte da familia dos calcogénios.
Os compostos de selénio sdo essenciais para o funcionamento de processos
biolégicos importantes no organismo, tornando o selénio um oligoelemento vital
(CHAN; GERSON; SUBRAMANIAM, 1998). O selénio esta presente em varias
selenoproteinas, como por exemplo, a glutationa peroxidase (GPx4), que possui
uma funcdo antioxidante crucial. Esta proteina atua reduzindo hidroperéxidos
fosfolipidicos presentes nas biomembranas de células de mamiferos, protegendo-as
de danos oxidativos (NOGUEIRA; BARBOSA; ROCHA, 2021).

Os compostos de organosselénio possuem um comportamento semelhante
aos analogos de enxofre, mas sdo mais nucleofilicos em comparagédo (WITCHZAK;
CZERNECKI, 1998, p. 143). A capacidade desses compostos de atuarem como
ligantes esta relacionada a alta capacidade de doacdo de elétrons do atomo de
selénio (ARORA et al, 2021).

Lorenzoni e colaborados descreveram a sintese de nanoparticulas de ouro
estabilizadas por quatro tipos diferentes de ligantes organosselénio a partir do
meétodo de reducdo quimica (LORENZONI et al, 2022). Ficou demonstrado que o
uso de compostos de organosselénio como agentes funcionalizadores de
nanoparticulas de ouro representa uma abordagem promissora para a terapia contra
o cancer (LORENZONI et al, 2022).

A energia de dissociacdo de ligacao entre a prata e o selénio apresenta um
valor aproximado de 210 KJ/mol (LUO, 2012, p.89). Assim, considerando que a
ligacdo covalente entre prata e selénio é bastante forte, a utilizacdo de selonas N-
heterociclicas (NHSe) como ligantes pode favorecer a interacdo dessas estruturas
com o0 nucleo metalico das nanoparticulas devido a sua capacidade doadora de
elétrons. Outro efeito importante que pode favorecer a obtencdo de nanoparticulas
de prata estabilizadas por selonas N-heterociclicas é a retrodoacdo n. Esse efeito
ocorre quando o metal possui orbitais d preenchidos ou com grande quantidade de
elétrons, podendo doéa-los para orbitais p vazios do ligante que apresentam simetria

adequada, com isso, ligagcdes mais estaveis sdo formadas. Embora ja tenha sido
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descrita a sintese de complexos de prata utilizando-se selonas N-heterociclicas
como ligantes (ALLEN, 2018), a obtencdo de nanoparticulas estabilizadas por
compostos organosselénio, e, mais especificamente por selonas N-heterociclicas

nao tem sido encontrado na literatura.

Figura 6: Representagdo esquemética da estrutura de uma selona N-heterociclica.

Se

R\N N/R

\—/

Fonte: Elaboracgéo propria

Com base no exposto, fica evidente que a sintese de nanoparticulas de prata
estabilizadas por selonas N-heterociclicas baseadas D-galactose para avaliacdo de
sua citotoxicidade, é de grande relevancia. Os resultados dos ensaios de
citotoxicidade podem direcionar varias aplicacfes futuras, dada a importancia das
galectinas em diversos processos patolégicos. Além disso, 0 uso de selonas N-
heterociclicas como ligante estabilizador pode favorecer a aplicacdo biol6gica das
NPs obtidas devido a atividade antitumoral, antibacteriana e antifangica dos
organosselénios. A avaliacao da citotoxicidade dessas nanoparticulas é crucial para
verificar como as modificagcbes na superficie das NPs podem ser usadas para

modular sua toxicidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Sintetizar nanoparticulas de prata estabilizadas por selonas N-heterociclicas

baseadas em D-galactose e avaliar sua citotoxicidade.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar selonas N-heterociclicas baseadas em D-galactose utilizando

reacoes de cicloadicao, do tipo Click Chemistry;
e Sintetizar nanoparticulas de prata a partir dessas selonas N-heterociclicas;

e Realizar a caracterizacdo estrutural das selonas sintetizadas utilizando

técnicas classicas de andlise organica;
e Realizar a caracterizacdo das nanoparticulas de prata sintetizadas;

e Avaliar a citotoxicidade dessas nanoparticulas de prata.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e solugdes

Os reagentes e solventes empregados nas reac¢des foram adquiridos da
empresa comercial Sigma-Aldrich. Exceto pelo diclorometano, que foi tratado
utilizando tamis molecular com porosidade de 4 A, todos os solventes foram
utilizados sem nenhum tratamento prévio.

Para deteccdo dos produtos foram utilizados os seguintes reveladores:
solucéo etandlica de acido sulfarico a 5% v/v (10 mL de H2SO4 e 200 mL de H20) e
solucdo alcalina de permanganato de potassio (1,5 g de KMnOa4, 10 g de K2COsg,
1,25 mL de NaOH a 10% e 200 mL de H20).

3.2 Caracterizacdes

3.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A elucidacdo estrutural dos compostos sintetizados foi feita por meio da
técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H e 3C. As
analises foram executadas utilizando o espectrometro de Ressonancia Magnética
Nuclear Bruker Ascend 400 no Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo de
Moléculas (LMCM) do CiPharma-UFOP. Os solventes empregados nas analises
foram: dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) e cloroférmio deuterado (CDCI3). As

analises foram realizadas a temperatura ambiente.

3.2.2 Espectroscopia de absorgao na regido do Infravermelho

Os compostos sintetizados foram caracterizados utilizando a técnica de

espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), as analises
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foram realizadas no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Ouro
Preto (UFOP) utilizando o espectrometro ABB Bomen MB 3000 FTIR, com

dispositivo ATR, as andlises foram realizadas na faixa de 400 a 4000 cm™.

3.2.3 Espectroscopia de absor¢éo na regido do ultravioleta-visivel (UV-VIS)

Para avaliar a presenca de bandas caracteristicas de nanoparticulas de prata
devido ao efeito de ressonancia plasmonica de superficie foram realizadas analises
das solucdes de prata coloidal obtidas. As andlises de espectroscopia ha regido do
ultravioleta visivel foram realizadas no Departamento de Quimica da UFOP
utilizando um espectrofotdmetro GENESYS 10S na faixa de comprimento de onda

de 200 a 800 nandmetros. O solvente empregado nas andlises foi agua destilada.

3.3 Sinteses

3.3.1 Plano de sintese

A sintese da selona N-heterociclica (6) foi planejada a partir da D-galactose.
Inicialmente, foi realizada a sintese do derivado peracetilado (3) a partir da reacéo
da D-galactose com anidrido acético em presenca de acetato de so6dio. Em seguida,
foi obtido o derivado alquino (4) por meio da reacdo entre o galactosideo
peracetilado (3) e alcool propargilico na presenca de trifluoreto de boro eterato.
Paralelamente, foi realizada a sintese do derivado bromado (1) por meio de uma
reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) entre o 1-metilimidazol e
dibromoetano. O derivado azido (2) foi obtido a partir da reacdo entre o derivado
bromado (1) e azida de sédio. Em seguida, o galactosideo peracetilado (5) foi obtido
por meio da reacdo do derivado azido (2) com o derivado alquino (4) em condi¢cbes
de click chemistry. Por fim, a selona N-heterociclica (6) foi obtida por reacdo de 5

com selénio elementar na presenca de carbonato de potassio.
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Figure 7: Plano de sintese da selona N-heterociclica (6).
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Fonte: Elaboragédo propria

3.3.2 Sintese do brometo de 1-(2-bromoetil)-3-metilimidazdlio (1)

N B A
TNTOSN N B @10 ta L TN gy

(N

Formula quimica: CeéH10Br2N2

Massa molecular: 269,96 g/mol
Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 22 mL (255,2

mmol) de 1,2-dibromoetano, 1 mL (12,6 mmol) de 1-metilimidazol e 6 mL de

acetona. A reacao foi mantida sob agitagdo magnética a 75°C durante 15 horas. Ao
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final da reacéo, foi observada a formacdo de um precipitado branco. O sdlido foi
lavado com acetona e, em seguida, foi realizada uma filtragdo simples para
obteng&o do solido. Nao foi necessario realizar a purificacdo do produto obtido. O
produto foi caracterizado utilizando-se a técnica de espectroscopia por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 3C. Foram obtidos 2,8 g do intermediario

bromado (83% de rendimento) na forma de um sélido branco.

IV-FT (vicm™): 3095 (Cspe-H), 3045 (Cspo-H), 2983 (Cspa-H), 2945 (Csps-H),
1571(C=C), 1450 (C=C), 1178 (C-N).

RMN H (400 MHz, DMSO-de): & [ppm] 9,34 (s,1H, N*=CH), 7,90 (s, 1H, CH=CH-
N*), 7,80 (s, 1H, CH=CH-N*), 4,65 (t, 2H, Js = 5,90 Hz, NCH2), 3,97 (t, 2H, Js= 5,90

Hz, CH2BYr), 3,91 (s, 3H, N-CHa).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): & [ppm] 138,0 (N*=CH), 124,2 (CH=CH-N*), 122,8
(CH=CH-N*), 50,5 (NCH>), 36,3 (CH2Br), 32,0 (CHa).

3.3.3 Sintese do brometo de 3-(2-azidoetil)-1-metil-imidazolio (2)

Br
ANy Br
TNTOSNTN B+ NN, DME6C T NNy,

@ )

Formula quimica: CeéH10Br2N2

Massa molecular: 232, 08 g/mol

Em um baléo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 1 g (3,7 mmol)

do intermediario bromado (1), 2,4 g (37 mmol) de azida de sédio e 10 mL de N-N-
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dimetilformamida (DMF). A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética a 60 °C
durante 16 horas. Ao final da reacdo, o produto foi filtrado e o solvente foi
evaporado. Em seguida, foi realizada cromatografia por exclusdo de tamanho
utilizando-se Sephadex LH20. As fracdes recolhidas foram avaliadas por
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando-se, como eluente, uma mistura
de hexano:acetato de etila (1:1) e solugdo de KMnOa4, como revelador. As fracdes
foram agrupadas por semelhanca e o solvente foi evaporado. O produto obtido foi
caracterizado utilizando-se RMN de 'H e '3C. Foram obtidos 714 mg (83% de

rendimento) do derivado azido na forma de um éleo amarelo acastanhado.

IV-FT (vicm): 3145 (Csp2-H), 3096 (Csp2-H), 2103 (N3), 1580 (C=C), 1458 (C=C),
1192 (C-N).

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 9,22 (s,1H, N*=CH), 7,82 (s, 1H, CH=CH-
N*), 7,77 (s, 1H, CH=CH-N*), 4,38 (t, 2H, Js = 5,90 Hz, NCH2), 3,87 (m, 5H,

CH2N3/N-CHz).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 137,5 (N*=CH), 124,2 (CH=CH-N*), 122,9
(CH=CH-N*), 50,2 (NCH>), 48,75 (CH2N3), 36,3 (CH3).

3.3.4 Sintese do 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a,3-D-galactopiranose (3)

OH OAc
OH o o OA S
o 0 o )l\o)l\ AcONa, 80°C _ ) OAC
OH OAc

3)

Foérmula molecular: Cis6H22011

Massa molecular: 390 g/mol
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Em um baldo de fundo redondo de 100 mL foram adicionados 5 g (22,77
mmol) de D-galactose, 4 g (48,78 mmol) de acetato de sédio anidro e 25 mL de
anidrido acético. A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética a 80 °C durante 6
horas. O monitoramento da reacdo foi realizado por CCD utilizando-se, como
eluente, uma mistura de hexano:acetato de etila (1:1) e solucdo de &cido sulftrico
5% em etanol, como revelador. Ao final da reacdo, o conteido do baldo foi vertido
lentamente em um erlenmeyer contendo solucédo saturada de bicarbonato de sodio e
gelo pilado. Foi observada a formacdo imediata de um precipitado branco. Esse
material foi filtrado a vacuo. O produto obtido foi caracterizado utilizando RMN de 'H
e 13C. Foram obtidos 7 g do derivado galactosideo peracetilado (65% de rendimento)

na forma de um sélido branco.

RMN de 'H (CDCIz, 400 MHz) — & [ppm] = 5,71 (d, 1H, J12 = 8,30 Hz, H-1), 5,44 (dd,
1H, Ja3 = 3,54 Hz; Jas = 1,14 Hz, H-4), 5,35 (dd, 1H, J21 = 8,30 Hz; J2;3 = 10,80, H-
2), 5,10 (dd, 1H, Js2= 10,80 Hz; J34 = 3,54 Hz, H-3), 4,20 — 4,10 (m, 3H, H-5/H-6 e
H-67), 2,18 — 2,01 (s, 15H, OCOCH3).

RMN de 13C (CDCls, 100 MHz) - & [ppm] = 170,4 — 169,2 (OCOCHS3), 92,1 (C1), 71,7
(C5), 70,9 (C3), 67,9 (C2), 66,8 (C4), 60,9 (C6), 20,8 — 20,5 (OCOCHs3).

3.3.5 Sintese de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-galactopiranosideo de 2-propinila (4)

OAc OAc
O@& ciicy &
CH-Cl, Q
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OAc OAc
3) 4)

Formula molecular: C17H22010
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Massa molecular: 386 g/mol

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 2 g (5,12 mmol)
do derivado peracetilado (3) em 10 mL de diclorometano anidro. Em seguida, foi
adicionado 0,4 mL (6,4 mmol) de alcool propargilico. A solucdo, foram adicionados,
gota a gota, 3,15 mL (25,6 mmol) de trifluoreto de boro eterato. A reacdo foi mantida
sob atmosfera de argbnio e agitacdo magnética. A temperatura variou de 0 °C a
temperatura ambiente. O término da reacdo foi verificado por CCD. Ao final da
reacao, o contetudo do balédo foi vertido em um erlenmeyer contendo 30 mL de agua
destilada gelada. Em seguida, foi realizada uma extracao liquido-liquido utilizando-
se diclorometano (3 x 30 ml). As fases orgéanicas reunidas foram lavadas com agua
destilada (3 x 10 mL), solucdo saturada de bicarbonato de sédio (3 x 10 mL) e,
novamente, com agua destilada (3 x 10 mL). Em seguida, adicionou-se sulfato de
sodio anidro a fase organica e realizou-se uma filtragdo a gravidade. O filtrado foi
coletado em uma placa de Petri e o solvente foi evaporado. O produto foi
caracterizado utilizando RMN de *H e 3C. Foi obtido 1,86 g do derivado alquino (4)

na forma de um 6leo amarelo acastanhado.

RMN 'H (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 5,41 dd, 1H, Ja3 = 3,55 Hz; Jas = 1,19 Hz, H-
4), 5,23(dd, 1H, J2.1 = 7,80 Hz; J2,3 = 10,40, H-2),5,08 (dd, 1H, Js2 = 10,40 Hz; J34 =
3,55 Hz, H-3), 4,75 (d, 1H, Ji2 = 7,80 Hz, H-1), 4,39 (d, 2H, J3 = 2,47 Hz, O-CH>),
4,19 — 4,14 (m, 2H, H-6), 3,95 (dd, 1H, Jas = 1,19 Hz H-5), 2,49 (t, 1H, Js= 2,42 Hz,
C=CH), 2,16 (s, 3H, CHa), 2,09 (s, 3H, CH3), 2,07 (s, 3H, CHa), 2,00 (s, 3H, CHa).

RMN 13C (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 170,3-169,5 (OCOCH3), 98,6 (C-1), 78,6

(C=CH), 75,4 (C=CH), 70,0 (C-5), 70,0 (C-3), 68,4 (C-2), 66,9 (C-4), 61,2 (C-6), 55,9
(OCH?2), 20,8-20,5 (OCOCHa).
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3.3.6 Sintese do brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosideo de (4-
metil-1-etil-1,2,3-triazoil)-1-metilimidazélio (5a) e do brometo de pB-D-

galactopiranosideo de (4-metil-1-etil-1,2,3-triazoil)-1-metilimidazélio (5b)

OR

o OAc _ 0
@g, e CuS0,.5H,0 RO@&,O N=N By
. e d A +
AcO DA O\/.f;‘? + / TN acido ascorbico OR SO N N7 N—
Cc J —
K5COs R = Ac (5a)
THF/H20, 60° C R = H (5b)
5a 5b
Formula quimica: C23H32Ns5010 Formula quimica: C1sH24Ns06
Massa molecular: 538,21 g/mol Massa molecular: 370,17 g/mol

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 128 mg (0,3315
mmol) do derivado alquino (4), 100 mg (0,4310 mmol) do derivado azido (2) e 2,5 mL
de tetrahidrofurano (THF). A reacdo permaneceu sob agitacdo magnética durante 10
minutos. Em seguida, foi preparada uma solucédo aquosa de 2,5 mL utilizando 23,3
mg (0,1326 mmol) de acido ascoérbico, 8 mg (0,03315 mmol) de sulfato de cobre
pentahidratado e uma ponta de espéatula de carbonato de potassio. A reacao foi
mantida sob agitacdo magnética a 60 °C durante 2 horas. A formacao do produto foi
verificada por CCD utilizando-se, como eluente, uma mistura de hexano:acetato de
etila (1:1) e solugdo de KMnO4 como revelador. Em seguida, foi adicionado uma
ponta de espatula da resina Quadrasil MP e a mistura foi mantida sob agitagéo
orbitalar durante 10 minutos. A resina foi filtrada e lavada com THF e o solvente foi
eliminado por evaporacdo. O produto obtido foi lavado com cloroformio e, na
sequéncia, com metanol. e foram obtidas duas fracdes, em seguida, o solvente foi
evaporado. As fragcdes obtidas, cloroférmica e metandlica, tiveram seus respectivos
solventes evaporados e foram caracterizadas por RMN de !H e 3C. Da fragdo

cloroférmica foram obtidos 115 mg (50% de rendimento) do galactosideo protegido
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(5a) na forma de um 6leo amarelado. Da fracdo metandlica forma obtidos 83 mg

(47% de rendimento) do galactosideo (5b) na forma de um 6leo amarelado.

(5a) RMN H (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 8,16 (s, 1H, N-C=CH-N), 7,29 (s, 1H, N*-
CH=C), 7,19 (s, 1H, N*-CH=CH), 5,41 (d, 1H, Ja3 = 2,95 Hz, H-4), 5,17 — 5,03 (m,
6H, N-CH2-CH2-N*; N-CH2-CH2-N*; H-3 e H-2), 4,94 (d, 1H, OCHy), 4,71 (d, 1H,
OCH?2’), 4,66 (d, 1H, Ji.2 = 7,80 Hz, H-1), 4,23 — 3,96 (M, 6H, H-6/H-6" H-5; N-CHz),
2,16 (s, 3H, CHs), 2,07 (s, 3H, CHs), 2,04 (s, 3H, CHs), 1,98 (s, 3H, CHa).

RMN 13C (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 170,3-169,5 (OCOCH3), 137,3 (N-C=CH-N),
125,7 (N-C=CH-N), 123,2 (N*-CH=C), 122,8 (N*-CH=CH), 100,2 (C-1), 70,8 (C-5),
70,6 (C-3), 68,4 (C-2), 66,9 (C-4), 62,5, (OCH2), 61,2 (C-6), 49,6 (N-CH2-CH2-N"),
49,2 (N-CH2-CH2-N*), (36,2 (N-CH3), 20,8-20,5 (OCOCHa).

(5b) RMN H (400 MHz, CD30OD): & [ppm] = 8,11 (s, 1H, N-C=CH-N), 7,59 (s, 1H,
Ja= 1,85 Hz, N*-CH=C), 7,52 (s, 1H, J3= 1,85 Hz, N*-CH=CH), 4,84 — 4,80 (m, 6H,
OCHg2, N-CH2-CH2-N*; N-CH2-CH2-N"*), 4,37 (d, 1H, Ji» = 7,20 Hz, H-1), 3,97 (d, 1H,
H-3), 3,92 (s, 3H, N-CHs), 3,87 (d, 1H, Js= 2,60 Hz, H-4), 3,60 — 3,49 (m, 2H, H-5 e
H-2)

RMN 13C (100 MHz, CD3OD): & [ppm] = 145,1 (N-C=CH-N), 124,8 (N-C=CH-N),
123,9 (N*-CH=C), 122,4 (N*-CH=CH), 100,9 (C-1), 75,4 (C-2), 73,5 (C-3), 71,0 (C-5),
68,9 (H-4), 61,5(0CH2), 61,2(C-6), 49,3 (N-CH2-CH2-N*),), 48,9 (N-CH2-CH2-N*),),
35,2 (N-CHa).
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3.3.7 Sintese da p-D-galactopiranosideo de (4-metil-1-etil-1,2,3-triazoil)-1-

metilimidazol-2-selenona (6)

OA OAc oA OAG
A ogg,o N=N Br Se, K,CO a0 o NN j,\e
c 1 N » KoCO; » AcC i
OAG %NwN% N CH;OH, refluxo OAc %N$N N—
() (6)

Formula molecular: CisH23Ns506Se

Massa molecular: 448,33 g/mol

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 100 mg (0,2702
mmol) do derivado galactosideo peracetilado (5a), 42 mg (0,5404 mmol) de selénio
molecular, 48 mg (0,3512 mmol) de carbonato de potassio e 10 mL de metanol. A
reacdo foi mantida sob agitacdo magnética a 70 °C durante 18 horas. A formacéo do
produto foi verificada por CCD utilizando-se, como eluente, uma mistura de acetato
de etila:metanol (7:3) e solucdo de acido sulfurico em etanol como revelador. Ao final
da reacao, o produto foi filtrado e transferido para uma capsula de porcelana para
evaporacao do solvente. Em seguida, o produto foi lavado com etanol e transferido
para um béquer. O solvente foi evaporado e o produto foi caracterizado utilizando
RMN de 'H e 3C. Foram obtidos 62 mg (51% de rendimento) da selona N-

heterociclica (6) na forma de um 6leo amarelado.

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 8,11 (s, 1H, N-CH=C), 7,26 (d, 1H, J3 =
2,20 Hz, CH=CH-NCHa), 6,93 (d, 1H, J3 = 2,20 Hz, CH=CH-NCHs), 4,81 — 4,76 (m,
3H, N-CHz-CHz; OCH2-C-N), 4,60 (d, 1H, OCH2’-C-N), 4,52 (t, 2H, Js = 12,0 Hz, N-
CH2-CHz), 4,16 (d, 1H, Ji.2 = 7,45 Hz, H-1), 3,68 (d, 1H, Jaz = 2,80 Hz, H-4), 3,54 —
3,24 (m, 5H, H-6, H-5, H-3, H-2).
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RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 155,1 (C=Se), 144,3 (N=N-C=CH), 124,8
(C=CH-N), 121,1 (N-CH=CH-N), 120,1 (CH=CH-NCHs), 102,9 (C-1), 75,8 (C-5), 74,0
(C-3), 71,1 (C-2), 68,5 (C-4), 61,5 (C-6), 60,4 (OCH2), 49,8 (N-CH2-CH2), 48,0 (N-
CH2-CH?2), (36,7 (NCHa).

3.3.8 Sintese da nanoparticula de prata estabilizada pela selona N-heterociclica
(NPAg-NHSe)

R'=CHj,

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 10 mg (0,022
mmol) da selona N-heterociclica (6) solubilizados em 8 mL de agua destilada e 3,7
mg (0,0220 mmol) de nitrato de prata solubilizados em 8 mL de agua destilada. A
reacao foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 10
minutos. Em seguida, foram adicionados 100 uL de uma solucéo de borohidreto de
sédio 0,8436 mg/mL. A mistura reacional apresentou uma rapida alteracdo na
coloracdo, passando de amarelo claro para marrom escuro. Em seguida, a reacao
foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 1 hora. Em

seguida, o produto da reacdo foi caracterizado por meio da técnica de
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espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel, sendo observada uma

banda de absorcéo a 401 nm.

3.4 Ensaio de citotoxicidade

A avalicdo da citotoxicidade das nanoparticulas de prata e da selona N-heterociclica

foi feita por meio do método

Células VERO, foram semeadas em placas de 96 pocos com confluéncia de 90%
(4x10* células/poco), incubadas por 24 horas em estufa 37°C com 5% de CO2 . Apds
o periodo de adeséo, o meio foi removido e a monocamada foi lavada com PBS. Em
seguida, adicionou-se a solucdo da selona N-heterociclica em meio de cultura nas
concentragcbes de [100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625; 0,7812; 0,3906; 0,1953;
0,0976; 0,0488; 0,0244; 0,0122; 0,0061; 0,0030; 0,0015; 0,0007 uM]. A solucéo das
nanoparticulas de prata estabilizadas pela selona N-heterociclica foi adicionada em
outra placa nas concentracfes de [100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625; 0,7812;
0,3906; 0,1953; 0,0976; 0,0488; 0,0244; 0,0122; 0,0061; 0,0030; 0,0015; 0,0007 pg].
Apés a adicdo dos tratamentos, as placas foram mantidas em estufa a 37°C com 5%
de CO:2 por 24 e 48 horas. Ao final do tempo de tratamento o meio foi retirado e
adicionou-se 25ul de MTT (1mg/mL — Sigma-Aldrich) em cada poco, seguido de
incubacado em estufa, protegido da luz, por 90 minutos. Apés o periodo de incubacéo
foram adicionados 100 pl DMSO em cada poco. Em seguida, as placas foram
colocadas sob agitacdo leve por 15 minutos para completa solubilizacdo. A
guantidade de formazan gerado foi mensurado pelo leitor de microplacas VICTOR
X3 (PerkinElmer) por leitura de absorbéncia a 490 nm. Os resultados de viabilidade
foram expressos em relacdo ao controle de células ndo tratadas. Como controle

positivo foi utilizado peroxido de hidrogénio (H202) 10 mM.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese da selona N-heterociclica

Inicialmente, foi realizada a sintese do derivado bromado (1), a reacdo ocorre
por um mecanismo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2), onde o par de
elétrons néo ligantes do atomo de nitrogénio do anel imidazolico é doado em um

ataque nucleofilico ao carbono metilénico deslocando o ion brometo.

Figura 8: Mecanismo da reac¢éo de formagé&o do derivado bromado (1).

A N— \N/\N/\/Br

‘N r/\/Br —
\__/ : \—/

1

Fonte: Elaborag&o propria

O ataque nucleofilico ocorre preferencialmente a partir do atomo de nitrogénio
3. A partir da analise da representacdo das estruturas canbnicas e do hibrido de
ressonancia do 1-metilimidazol é possivel observar que o atomo de nitrogénio 3 &
mais rico em densidade eletrdnica. No mapa de potencial eletrostatico do 1-
metilimidazaol é possivel observar que a regido com maior densidade eletrbnica,
representada pela cor vermelha, esta localizada sobre o 4&tomo de nitrogénio 3,

evidenciando seu carater nucleofilico.
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Figura 9: Estruturas candnicas de ressonancia e mapa de potencial eletrostatico do 1-

metilimidazol.
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Fonte: Elaborag&o propria

O produto foi obtido na forma de um solido branco com 83% de rendimento.
No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 10) do derivado
bromado (1), foram observadas bandas de absorcdo em 3095 cm™? e 3045 cm™,
referentes ao estiramento C-H de carbono sp?, uma banda em 2983 cm™, referente
ao estiramento C-H de carbono sp3, uma banda em 2945 cm™ referente ao
estiramento C-H de carbono sp3. Foram observadas também, bandas de absorcéo
em 1571 cm™ e 1450 cm?, referente ao estiramento C=C. Além disso, foi possivel

observar uma banda de absorcdo em 1178 cm%, referente ao estiramento C-N.
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Figura 10: Espectro de absorcédo na regido do infravermelho do derivado bromado (1).
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Fonte: Elaboragéo propria.

No espectro de RMN de *H (Figura 11) foi observado um simpleto em § 3,91
ppm referente ao sinal de ressonancia dos atomos de hidrogénio do grupo metila.
Além disso, € possivel observar um tripleto com constante de acoplamento 5,8 Hz
em & 3,97 ppm referente ao sinal de ressonancia dos atomos de hidrogénio
metilénicos do carbono ligado ao atomo de bromo. O tripleto em & 4,65 ppm com
constante de acoplamento de 5,8 Hz é referente ao sinal de ressonancia dos atomos
de hidrogénio metilénicos do carbono ligado ao atomo de nitrogénio. O
deslocamento deste sinal indica a desprotecdo dos atomos de hidrogénio tendo em
vista que o atomo de carbono metilénico estd diretamente ligado a um atomo
eletronegativo com carga positiva (nitrogénio). Além disso, € possivel observar dois
simpletos em & 7,80 e & 7,90 ppm referentes ao sinal de ressonancia dos atomos de
hidrogénio H-2 e H-3, respectivamente. Por fim, & possivel observar em 5 9,36 ppm

um simpleto referente ao sinal de ressonancia do atomo de hidrogénio H-4.
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Figura 11: Espectro de RMN de 'H do derivado bromado (1) (DMSO-ds, 400 MHz).
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Fonte: Elaboracéo prépria.

No espectro de RMN de 13C (Figura 14) é possivel observar em & 32 ppm um
sinal referente ao carbono metilénico diretamente ligado ao atomo de bromo.

A presenca de atomos de halogénios causa alteragcbes no deslocamento
quimico de sinais de !3C, principalmente no sinal relativo ao atomo de carbono
diretamente ligado ao halogénio. Uma das alteracdes observadas € o acoplamento
spin-orbita (SO). No SO o campo magnético externo induz a polarizacdo de spin no
nacleo do halogénio, essa polarizacdo é transferida para o ndcleo de carbono por
meio da ligagdo covalente entre os atomos, esse fendbmeno promove um efeito de
blindagem no nucleo do atomo de carbono, chamado efeito do atomo pesado
(VIESSER et al, 2018; VICHA et al, 2020).
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Figura 12: Representacdo esquematica do acoplamento spin-érbita.
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Fonte: Adaptado de VISHA et al, 2020.

O acoplamento SO é observado ao longo da série dos halogénios com um
comportamento de dependéncia normal do halogénio, ou seja, o acoplamento SO
cresce com o aumento da carga nuclear do halogénio (VICHA et al, 2020). O grau
de acoplamento SO esta diretamente relacionado a blindagem do atomo de carbono
em uma molécula. No grafico (Figura 13) sdo apresentados valores aproximados de
deslocamento quimico para atomos de carbono ligados a diferentes atomos de
halogénio. Observa-se que quanto maior o raio atdmico do halogénio, mais
protegido estara o atomo de carbono. O numero de atomos de halogénio na

estrutura influencia diretamente o deslocamento quimico de 3C (GUNTHER, 1996).
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Figura 13: Influéncia dos substituintes halogénio no deslocamento quimico de 13C.
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Fonte: Adaptado de GUNTHER, 1996

Também foi observado um sinal em & 36 ppm correspondente ao carbono
metilico C-1. Foi observado um sinal em & 50 ppm referente ao carbono metilénico
C-5. Os sinais em 5122 e 6 124 ppm sao referentes aos atomos de carbono C-2 e
C-3, respectivamente. O sinal em 6 137 ppm corresponde ao atomo de carbono C-4
do anel imidazodlico. As atribuicdes dos sinais dos carbonos metilénicos C-5 e C-6

foram confirmadas na analise do subespectro DEPT 135.
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Figura 14: Espectro de RMN de 2C e subespectro DEPT 135 do derivado bromado (1) (DMSO-ds,
100 MHz).
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Fonte: Elaboragéo prépria.

Em seguida, foi realizada a sintese do derivado azido (2) utilizando o
intermediario bromado (1) e azida de sédio na presenca de N,N-dimetilformamida
(DMF). A reacdo ocorre por um mecanismo de substituicdo nucleofilica bimolecular
(Sn2) onde o par de elétrons nao ligantes do atomo de nitrogénio do grupo azida é
doado em um ataque nucleofilico ao carbono metilénico deslocando o ion brometo.
A utilizacdo de DMF, um solvente polar aprético, favorece reacdes Sn2, uma vez que
este solvente é capaz de solvatar o cation sodio e deixar disponivel o anion azido

ndo solvatado, tornando-o um nucledéfilo mais forte.
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Figura 15: Mecanismo da reacédo de formacédo do derivado azido (2).
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Fonte: Elaboragao prépria.

O produto foi obtido na forma de um 6leo amarelo acastanhado com 83% de
rendimento. Na sobreposi¢ao dos espectros de absorcao na regido do infravermelho
do derivado bromado (1) e do derivado azido (2) (Figura 16), foi observada uma
banda de absorcdo em 2103 cm referente ao estiramento do grupo azido. A
presenca dessa banda no espectro do derivado azido, representado pela linha azul,

€ um indicio que houve a substituicdo do &tomo de bromo pelo grupo azida.

Figura 16: Sobreposicdo do espectro de absorcédo na regido do infravermelho do derivado bromado
(1) e do derivado azido (2).
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Fonte: Elaboragéo propria

42



No espectro de RMN de 'H (Figura 17) é possivel observar um multipleto na
faixa de 6 3,86 a 6 3,89 ppm referente ao sinal de ressonancia dos atomos de
hidrogénio do grupo metila e dos atomos de hidrogénio metilénicos H-6. E possivel
observar um tripleto em & 4,38 ppm com constante de acoplamento de 5,4 Hz
referente ao sinal de ressonancia dos atomos de hidrogénio metilénicos H-5.
Também é possivel observar dois simpletos em & 7,77 e & 7,82 ppm referentes ao
sinal de ressonancia dos atomos de hidrogénio H-2 e H-3, respectivamente. Por fim,
€ possivel observar em § 9,22 ppm um simpleto referente ao sinal de ressonancia do

atomo de hidrogénio H-4.

Figura 17: Espectro de RMN de 'H do derivado azido (2) (DMSO-ds, 400 MHz).
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Fonte: Elaboracédo prépria

No espectro de RMN de *3C (Figura 18) é possivel observar um sinal em & 36
ppm referente ao atomo de carbono metilico C-1. E possivel observar também um
sinal em & 49 ppm referente ao carbono metilénico C-6. O deslocamento desse sinal

€ um indicio de que houve a substituicdo do atomo de bromo pelo grupo azida,
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tendo em vista que ndo € mais observado o efeito do atomo pesado. O sinal em & 50
ppm é referente a ressonancia do atomo de carbono metilénico C-5. Além disso, &
possivel observar os sinais em 6 122 e 6 124 ppm referentes aos atomos de carbono
C-2 e C-3, respectivamente. Por fim, é possivel observar um sinal em 6 137 ppm
referente ao atomo de carbono C-4. A natureza metilénica dos carbonos C-5 e C-6

foi comprovada no subespectro DEPT 135.

Figura 18: Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 do derivado azido (2) (DMSO-ds, 100
MHz).
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Fonte: Elaboracéo prépria

Em seguida, foi realizada a reacdo de peracetilagdo da D-galactose para
protecdo dos grupos hidroxila. A presenca do grupo acetila reduz a polaridade do
carboidrato favorecendo assim sua solubilizacdo em solventes organicos utilizados
nas etapas seguintes da sintese. O derivado peracetilado (3) foi obtido por meio da

reacao da D-galactose com anidrido acético na presenca de acetato de sodio anidro.
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A reacdo se inicia com o ataque nucleofilico do atomo de oxigénio da
hidroxila, por doag&o do par de elétrons ndo ligantes ao carbono carbonilico do
anidrido acético. Isso desloca o par de elétrons da ligacdo n para o atomo de
oxigénio carbonilico, levando a formacdo de um intermediario tetraédrico. Em
seguida, o ion acetato, presente no meio reacional, captura um proton do
intermediario tetraédrico formado. Por fim, ocorre o colapso do intermediario
tetraédrico, quando o par de elétrons do atomo de oxigénio regenera a ligagao dupla
entre carbono e oxigénio, liberando assim o ion acetato no meio. A ocorréncia dessa
reacdo em todos os grupos hidroxila da molécula leva a formacdo do produto

peracetilado.

Figura 19: Mecanismo da reacdo de formacdo do derivado peracetilado (3).
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Fonte: Elaboracéo prépria
O produto foi obtido na forma de um sdélido branco com 65,4% de rendimento.
No espectro de RMN de 'H (Figura 20) é possivel observar em § 5,71 ppm um

dupleto com constante de acoplamento 8,50 Hz referente ao sinal de ressonancia do
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atomo de hidrogénio H-1. Em & 5,44 ppm foi observado um dupleto duplo, com
constantes de acoplamento de 3,54 e 1,14 Hz, referente ao &tomo de hidrogénio H-
4. Também foi observado, em & 5,35 ppm, um dupleto duplo, com constantes de
acoplamento de 10,80 e 8,50 Hz referente ao sinal de ressonancia do atomo de
hidrogénio H-2. Foi observado um dupleto duplo, em & 5,10 ppm, com constantes de
acoplamento 10,80 e 3,54 Hz, referente ao sinal de ressonancia do atomo de
hidrogénio H-3. Na faixa de & 4,20 a 6 4,10 ppm é possivel observar um multipleto
referente ao sinal de ressonancia dos atomos de hidrogénio H-5, H-6 e H-6'. Por fim,
foram observados 5 simpletos na faixa de 5 2,18 a 6 2,01 ppm referentes aos sinais
de ressonancia dos atomos dos atomos de hidrogénio metilicos do grupo acetila,

evidenciando assim a presenca do grupo protetor na estrutura da molécula.

Figura 20: Espectro de RMN de 'H do derivado peracetilado (3) (CDClz, 400 MHz).
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Fonte: Elaboracéo prépria
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No espectro de RMN de 13C (Figura 21) é possivel observar cinco sinais entre
6 170 e & 169 ppm referentes aos atomos de carbono carbonilicos dos grupos
acetila, confirmando que as cinco posi¢cdes do carboidrato estdo acetiladas. Em &
100 ppm é possivel observar um sinal que corresponde ao carbono anomeérico C-1.
O sinal em & 71 ppm é referente ao sinal de ressonancia do atomo de carbono C-5.
E possivel observar um sinal em § 70 ppm referente ao carbono C-3. Os sinais
observados em & 67 e & 66 ppm correspondem aos atomos de carbono C-2 e C-4
respectivamente. Além disso, podemos observar um sinal em & 61 ppm referente ao
atomo de carbono metilénico C-6. Por fim, os sinais observados na faixa de 4 20,5 a
d 20,8 ppm correspondem aos atomos de carbono metila do grupo acetila,

evidenciando a presenca dos grupos protetores na estrutura da molécula.

Figura 21: Espectro de RMN de *2C do derivado peracetilado (3) (CDClz, 100 MHz).
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Fonte: Elaboracgéo propria

As atribuicbes de C-1, C-2, C-3, C-4, C-5 e C-6 foram confirmadas pela

analise do mapa de contornos HSQC (Figura 22), em que foi possivel observar as
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correlagdes entre os sinais desses atomos de carbono e dos respectivos atomos de

hidrogénio ligados a eles.

Figura 22: Mapa de contornos HSQC do derivado galactosideo peracetilado (3) (CDCls, 100 MHz).
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Fonte: Elaboracgéo propria

Em seguida, foi realizada a sintese do derivado alquino (4) a partir da reacao
do derivado peracetilado (3) com alcool propargilico na presenca de trifluoreto de
boro eterato. O produto foi obtido na forma de um 6leo amarelo acastanhado com
93% de rendimento.

Inicialmente, o par de elétrons do atomo de oxigénio carbonilico é doado para
o orbital p vazio do 4&tomo do boro, levando a formacédo de um intermediario que
apresenta um bom grupo abandonador em sua estrutura. Em seguida, ocorre o
deslocamento dos pares de elétrons do oxigénio heterociclico para o carbono 1
formando o ion oxdnio e liberando o grupo acetila ligado ao trifluoreto de boro. O ion
oxbnio é um intermediario altamente reativo e eletrofilico. Com isso, ocorre o ataque

nucleofilico com a doacéo do par de elétrons livres do atomo de oxigénio do alcool
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propargilico ao carbono 1 e os elétrons da ligacdo C=0 do anel oxénio migram para

0 4tomo de oxigénio levando a formagé&o do produto.

Figura 23: Mecanismo da reacédo de formacédo do derivado alquino (4).
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Fonte: Elaboracgéo propria

No espectro de RMN de H (Figura 24) é possivel observar um dupleto em &
4,4 ppm com constante de acoplamento 2,43 Hz referente ao sinal de ressonancia
dos atomos de hidrogénio metilénicos H-7. E possivel observar um tripleto em § 2,49
ppm, com constante de acoplamento de 2,43 Hz, referente ao sinal de ressonancia
do atomo de hidrogénio acetilénico H-9. Também é possivel observar quatro
simpletos na faixa de 6 2,00 a 6 2,13 ppm referentes ao sinal de ressonancia dos
atomos de hidrogénio metilicos do grupo acetila. Os demais sinais apresentam

atribuicédo similar aos descritos para o derivado galactosideo peracetilado (3).
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Figura 24: Espectro de RMN de 'H do derivado alquino (4) (CDCls, 400 MHz).
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Fonte: Elaboragédo propria

A multiplicidade e o valor da constante de acoplamento dos sinais referentes
a H-7 e H-9 podem ser explicados pela ocorréncia de um acoplamento de longa
distdncia (J4), quando esse efeito ocorre em alquinos recebe o nome de
acoplamento propargilico. O orbital o da ligacdo C-H no carbono alfa a ligacao tripla
sofre influéncia do sistema = do alquino, que promove um aumento da densidade
eletrbnica ao redor do eixo da ligacdo C-C, esse efeito possibilita a ocorréncia de um

acoplamento de longa distancia.
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Figura 25: Representacédo esquematica do acoplamento propargilico.

R
H‘HQ\S {—R’

Valores de J, entre2e 3 Hz

Fonte: Elaboracgéo propria

Outro aspecto relevante a ser ressaltado € o deslocamento quimico do sinal
do hidrogénio acetilénico H-9 para uma regido mais protegida no espectro. Esse
fenbmeno € explicado pelo efeito de blindagem anisotropica provocado pelas
ligacdes n adjacentes. O campo magnético gerado pela circulagdo dos elétrons do
sistema n possui uma geometria que possibilita uma maior blindagem do atomo de

hidrogénio acetilénico.
Figura 26: Anisotropia causada pela presenca de elétrons © em alquinos.
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Fonte: Elaboragéo propria
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No espectro de RMN de 3C (Figura 27) é possivel observar um sinal em § 78
ppm referente ao sinal de ressonancia do atomo de carbono C-9 do alquino. Além
disso, também é possivel observar, em & 75 ppm um sinal de ressonancia referente
ao carbono C-8 do alquino. Em & 55 ppm € possivel observar um sinal referente ao
atomo de carbono metilénico C-7. A presenca desses sinais no espectro evidencia
que o derivado alquino foi obtido. Foram observados quatro sinais na faixa de &
170,4 a 6 169,5 ppm referentes aos atomos de carbono carbonilicos do grupo acetila
e quatro sinais na faixa de 6 20,8 a 5 20,5 ppm referentes aos atomos de carbono

metilicos.

Figura 27: Espectro de RMN de 3C do derivado alquino (4) (CDCls, 100 MHz).

avpuG2.hid

3/5 AcO
i e

Y S| S5 VA NS | TS

79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 f
f1 (ppm J

TR g Goae 5 kel W, o

00 90
f1 (ppm)

Fonte: Elaboragéo propria

No mapa de contornos HSQC (Figura 28), foi observada uma correlagéo entre
os H-9 e C-9, como esperado. Além disso, as demais atribuicdes foram confirmadas

pela andlise do mapa.
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Figura 28: Mapa de contornos HSQC do derivado alquino (4) (CDClz, 100 MHz).
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Fonte: Elaboragédo propria

Apos a obtencdo do derivado alquino (4), foi realizada a sintese do derivado
galactosideo protegido (5a) e do galactosideo desprotegido (5b) por meio da reacao
entre o derivado alquino (4) e o derivado azido (2), utilizando condi¢cdes de click
chemistry.

O mecanismo da reacgéo de cicloadi¢ao alquino-azida catalisada por cobre (1)
envolve varias etapas (Figura 29). Inicialmente, ocorre a formacdo do acetileto de
cobre (1) por meio da complexacédo do cobre (I) com o alquino terminal. Em seguida,
ocorre a complexacdo do atomo de nitrogénio nucleofilico da azida com o acetileto
de cobre, gerando o complexo intermediario azida-acetileto (2). Apds a formacéo do
intermediario, ocorre o ataque do carbono B-vinilidénico nucleofilico do acetileto ao
nitrogénio terminal da azida para formar o metalociclo (3). Ocorre, entdo, a
contracdo do anel para formar o intermediario triazolila de cobre (4), que apds ser
protonado da origem ao 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido (5) (FREITAS et al, 2011).
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Figura 29: Mecanismo proposto para a reacao de cicloadicdo alquino-azida catalisada por cobre.
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Fonte: Elaboragdo propria

O galactosideo protegido (5a) foi obtido na forma de um 6leo amarelado com
50% de rendimento, ja o galactosideo (5b) foi obtido com 47% de rendimento, o
produto também apresentou aspecto de um 6leo amarelado.

No espectro de RMN de 'H (Figura 30) do galactosideo protegido (5a) foi
observado um simpleto em & 8,14 ppm referente ao sinal de ressonancia do atomo
de hidrogénio H-9 do anel triazdlico. Além disso, foram observados dois simpletos
em 6 7,28 e 5 7,19 ppm referente aos atomos de hidrogénio imidazolicos H-12 e H-
13. Em & 5,41 ppm foi observado um dupleto, com constante de acoplamento de
2,95 Hz, referente ao &tomo de hidrogénio H-4. Na faixa de 6 5,14 a 6 5,05 ppm, foi
observado um multipleto referente ao sinal de ressonancia dos atomos de hidrogénio
H-3, H-2, H-10 e H-11. Em & 4,93 e 6 4,67 ppm foram observados dois dupletos, com

constante de acoplamento de 11,20 Hz, referentes ao sinal de ressonancia dos
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hidrogénios metilénicos H-7 e H-7’. Além disso, em 6 4,66 ppm foi observado um
dupleto com constante de acoplamento de 7,80 Hz referente ao sinal do hidrogénio
H-1. Na faixa de 6 4,20 a & 3,99 ppm foi observado um multipleto referente ao sinal
de ressonancia dos atomos de hidrogénio H-6, H-6’, H-5 e H-15. Por fim, na faixa de
6 2,07 a 6 1,98 ppm foram observados quatro simpletos referentes aos sinais de

ressonancia dos atomos de hidrogénio metilicos do grupo acetila.

Figura 30: Espectro de RMN de 'H do derivado galactosideo peracetilado (5a) (CDCls, 400 MHz).
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Fonte: Elaboracgéo propria

No espectro de RMN de 3C (Figura 31) do galactosideo protegido (5a) é
possivel observar na faixa de & 170,6 a 6 169,9 ppm quatro sinais referentes ao sinal
de ressonancia dos atomos de carbono carbonilico dos grupos acetila. Os sinais
observados em 6 137 e & 125 ppm séo referentes aos atomos de carbono C-8 e C-9
do anel triazdlico, evidenciando assim a formagdo do anel 1,2,3-triazol 1,4-

dissubstituido. Os sinais observados em 6 123,2 e 6 122,8 ppm séo referentes aos
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atomos de carbono C-12 e C-13 do anel imidazolico. Além disso, foi observado um
sinal em & 100,2 ppm referente ao carbono anomeérico C-1. Os sinais observados em
6 70,7; 6 70,6; 56 68,8 e 6 67,1 ppm sao referentes aos atomos de carbono C-5, C-3,
C-2 e C-4, respectivamente. O sinal observado em & 62,4 ppm é referente ao
carbono metilénico C-7. Foi observado um sinal em & 61,2 ppm que corresponde ao
carbono metilénico C-6. Os sinais observados em & 49,6 e ¢ 49,2 ppm sao referentes
aos atomos de carbono metilénicos C-10 e C-11, respectivamente. Em & 36,7 ppm é
possivel observar um sinal referente ao atomo de carbono metilico C-15. Por fim, na
faixa de 6 21,0 a & 20,7 ppm é possivel observar os sinais correspondentes ao

carbono metilico do grupo acetila.

Figure 31: Espectro de RMN de 3C do derivado galactosideo peracetilado (5a) (CDCls, 100 MHz).
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No mapa de contornos HSQC (Figura 32), foi observada uma correlagéo entre
os H-9 e C-9, como esperado. Além disso, as demais atribuicdes foram confirmadas

pela analise do mapa.

Figura 32: Mapa de contornos HSQC do derivado galactosideo peracetilado (5a) (CDCls, 100 MHz).
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Fonte: Elaboracgéo propria

Em seguida, foi realizada a sintese da selona N-heterociclica (6) por meio da
reacdo entre o galactosideo (5a) e selénio molecular na presenca de carbonato de
potassio. A selona N-heterociclica foi obtida na forma de um 6leo amarelado com
51,2% de rendimento. No espectro de RMN de 'H (Figura 33) foi observado um
simpleto em & 8,11 ppm referente ao sinal de ressonancia do atomo de hidrogénio H-
9 do anel triazdlico. Foram observados também, dois dupletos em & 7,26 e 5 6,93
ppm com constante de acoplamento de 2,20 Hz, referentes ao sinal de ressonancia
dos hidrogénios H-12 e H-13 do anel imidazolico. Na faixa de & 4,81 a 6 4,76 ppm foi

observado um multipleto referente ao sinal dos atomos de hidrogénio metilénicos H-
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10 e H-7. Além disso, na faixa de 6 4,60 a & 4,50 ppm foi observado um multipleto
referente ao sinal dos 4&tomos de hidrogénio metilénicos H-11 e H-7’. Em & 4,16 ppm
foi observado um dupleto com constante de acoplamento de 7,45 Hz referente ao
sinal do a4tomo de hidrogénio anomérico H-1. Foi observado um dupleto em 3,68
ppm com constante de acoplamento de 2,80 Hz referente ao sinal de ressonancia do
atomo de hidrogénio H-4. Por fim, na faixa de & 3,54 a 6 3,24 ppm foi observado um
multipleto referente ao sinal dos atomos de hidrogénio H-13, H-6, H-5, H-3 e H-2. E
importante ressaltar que, além da introducdo do atomo de selénio, as condicbes
utilizadas na reacédo favorecem a desprotecdo do carboidrato devido a presenca de
carbonato de potéssio, que deixa o meio alcalino, propiciando a ocorréncia da
reacao de desprotecao.

Figura 33: Espectro de RMN de 'H da selona N-heterociclica (6) (DMSO-ds, 400 MHz).
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Fonte: Elaboragéo propria
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No espectro de RMN de 3C (Figura 34) é possivel observar um sinal em &
155,2 ppm referente ao carbono da selona C-14. Esse valor de deslocamento &
semelhante aos observados em espectros de RMN de *C de selonas N-
heterociclicas ja descritas na literatura (SATHYANARAYANA et al, 2014). E possivel
observar em 6 144,7 ppm um sinal referente ao carbono C-8 do anel triazdlico. O
sinal em & 124,9 ppm é referente ao atomo de carbono C-9 do anel triazélico. Os
sinais observados em ¢ 121,1 e 6 120,1 ppm sao referentes aos atomos de carbono
C-12 e C-13 do anel imidazdlico, respectivamente. Em 6 103,0 ppm, foi observado
um sinal referente ao carbono anomérico C-1. Os sinais observados em & 75,9, 3
74,0, 6 71,0 e 5 68,1 ppm séo referentes aos atomos de carbono C-5, C-3, C-2 e C-
4, respectivamente. O sinal observado em 6 61,6 ppm é referente ao carbono
metilénico C-6. Além disso, em 60,6 ppm € possivel observar um sinal referente ao
carbono metilénico C-7. Os sinais observados em 6 48,9 e 5 48,0 ppm correspondem
aos atomos de carbono metilénicos C-10 e C-11, respectivamente. Por fim, foi
observado, em 6 36,7 ppm, um sinal referente ao &tomo de carbono metilico C-15. A
natureza metilénica dos carbonos C-6, C-7, C-10 e C-11 foi confirmada por meio da
andlise do subespectro DEPT 135. A analise confirmou as atribuicdes dos atomos
de carbono C-14 e C-8.
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Figura 34: Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 da selona N-heterociclica (6) (DMSO-

ds, 100 MHz)
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Fonte: Elaboracgéo propria

As atribuicbes foram confirmadas pela analise do mapa de contornos HSQC

(Figura 35), em que foi possivel observar as correlacdes entre os sinais dos atomos

de carbono e seus respectivos &tomos de hidrogénio.
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Figura 35: Mapa de contornos HSQC da selona N-heterociclica (6) (DMSO-ds, 100 MHZz)
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Fonte: Elaboragéo propria

E importante destacar que, entre os compostos obtidos, os compostos 5 e 6

sdo inéditos.

4.2 Sintese das nanoparticulas de prata estabilizadas pela selona N-

heterociclica

Foi realizada a sintese das nanoparticulas de prata estabilizadas pela selona
N-heterociclica, utilizando-se nitrato de prata como fonte metalica e borohidreto de
sédio como agente redutor.

E importante destacar que a sintese foi efetuada empregando-se 4gua como
solvente, em virtude da elevada solubilidade da selona N-heterociclica derivada da
D-galactose. A reacao transcorreu a temperatura ambiente. As condigfes reacionais

empregadas foram mais suaves quando comparadas a outras metodologias
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convencionalmente utilizadas na sintese de nanoparticulas de prata, as quais
requerem a utilizagéo de solventes organicos e altas temperaturas.

Durante a sintese, logo apés a adi¢do do borohidreto de sodio, a colora¢ao do
meio sofreu rapida alteracdo, passando de bege claro para marrom acastanhado.
Essa mudanca é caracteristica da formacdo de nanoparticulas de prata, sendo este

um indicio da formacédo das NPs.

Figura 36: Aspecto do meio reacional antes e apds adicao de NaBH4 durante sintese da NPAgQ-
NHSe.
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Fonte: Elaboracgéo propria

As nanoparticulas de prata foram caracterizadas, na solucdo de preparo, por
meio de espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel. No espectro de UV-VIS
(Figura 37) foi observada uma banda de absorbancia maxima em 398 nm,
caracteristica tipica de nanoparticulas de prata devido ao efeito de ressonancia
plasmonica de superficie desse metal. Esse fenbmeno ocorre quando elétrons livres
na superficie do metal interagem com um campo eletromagnético externo, gerando

um campo elétrico que pode oscilar em ressonancia com o campo eletromagnético
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aplicado (SMITHA et al, 2008). A exploracéo desse efeito é Gtil na caracterizacéo de
nanoparticulas de ouro, cobre e prata, cujas particulas apresentam caracteristicas
plasmonicas na regido visivel do espectro. No caso das nanoparticulas de prata o
valor de absorbancia maxima pode variar de 390 a 450 nm. Vale ressaltar que a
oscilacdo dos plasmons de superficie esta diretamente relacionada com o tamanho
e a forma das nanoparticulas, sendo que particulas menores apresentam banda de
absorbancia méxima em valores menores de comprimento de onda. Além disso, o
ligante utilizado para recobrir a nanoparticula pode influenciar no deslocamento da
banda de ressonéancia plasmoénica de superficie. (AMIRJANI; KOOCHAK;
HAGHSHENAS, 2019; SMITHA et al, 2008).

Figura 37: Espectro de absorcdo na regido do UV-VIS da NPAg-NHSe e do ligante livre.
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Fonte: Elaboracgéo propria
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4.3 Avaliacao da citotoxicidade das nanoparticulas de prata

A avaliacado da citotoxicidade das nanoparticulas de prata estabilizadas e da
selona N-heterociclica foi realizada por meio do ensaio de reducdo de MTT (3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de difeniltetrazodlio). O teste consiste na avaliacdo
indireta da viabilidade celular a partir da reducéo do sal de MTT a formazan, um
cristal de coloracdo roxa que pode ser quantificado pela leitura das placas por
espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel. A reducdo do MTT a formazan
ocorre somente em células viaveis, tendo em vista, a participacdo de enzimas
redutases no processo. Com isso, a formacéo do formazan esta relacionada com a

viabilidade celular.

Figura 38: Representacéo do ensaio de viabilidade celular pelo método MTT.

@ Células VERO foram semeadas Adicao da amostra em Adicdo de 25 pL de MTT
em placas de 96 pocos diferentes concentragées (Tmg/mL)
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Desidrogenase
Mitocondrial
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Fonte: Elaboracgéo propria

A analise dos resultados mostrou que tanto as nanoparticulas de prata
estabilizadas pela selona N-heterociclica quanto o ligante livre ndo apresentaram
citotoxicidade nas concentragbes avaliadas no estudo (Figura 39). As andlises
estatisticas mostraram que nao houve diferenca significativa na viabilidade celular
apos 24 e 48 horas entre o controle celular (CC) e os tratamentos em diferentes

concentracdes. Além disso, foi observado que a variacdo da viabilidade celular foi
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menor no grupo que recebeu o tratamento com as nanoparticulas de prata
estabilizadas pela selona N-heterociclica, sendo assim, a estabilizacdo pode ter
contribuido para a reducéo da citotoxicidade.

Figura 39: Grafico de viabilidade celular das células VERO tratadas com a nanoparticula de prata e
com o ligante livre.
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5 CONCLUSAO

Foram sintetizadas nanoparticulas de prata estabilizadas por uma selona N-
heterocilica baseada em D-galactose. As nanoparticulas obtidas foram
caracterizadas por espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel. A selona N-
heterociclica utilizada como ligante foi obtida com 11% de rendimento global a partir
da D-galactose. Todas os intermediérios e o ligante sintetizados foram purificadas e
caracterizadas por Ressonancia Magnética Nuclear de *H e 3C. Nas concentra¢ées
avaliadas no ensaio de MTT em células VERO, tanto as nanoparticulas de prata

quanto o ligante livre ndo foram citotéxicos.
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