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RESUMO

PREMAZZI, 1. A. Estudo das propriedades e aplicacdes bioquimicas da molécula
de 4-metilumbeliferona. 2020: 40 f. Trabalho de Conclusdao de Curso (Graduacdo) — Escola

de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2020.

Crimes em que hajam disparos de armas de fogo requerem minuciosas investigacoes, as
quais serdo capazes de sentenciar ou inocentar os envolvidos. A balistica forense ¢ a area
responsavel pela pericia desses casos, analisando trajetérias, posicionamentos e,
principalmente, identidade dos atiradores. A autoria ¢ avaliada de acordo com padrdes de
dispersdo deixados pelos residuos da muni¢do. A metodologia de microscopia eletronica de
varredura (MEV), hoje utilizada na avalia¢do desses residuos de tiro sobre superficies, ndo ¢
efetiva em todas as situagdes devido ao surgimento de munic¢des atdxicas, livres de metais
pesados. Além disso, a forma de recolhimento ¢ inadequada, e as analises, demoradas. Para
isso, a saida encontrada foi a adi¢do de compostos luminescentes na composicao dos tiros,
permitindo seu reconhecimento in situ, utilizando apenas lampadas ultravioletas. Esses
fluoréforos podem ser organicos ou inorganicos, sendo esses derivados de lantanideos,
responsaveis por polémicas quanto ao impacto ambiental de sua mineragdo. Dentre os
organicos, destaca-se a classe das cumarinas, compostos fenolicos de origem vegetal. Como
proposta de substancia a ser aplicada, este trabalho avalia, por meio de revisdo bibliografica, as
propriedades da cumarina 4-metilumbeliferona, fluor6foro de grande relevancia para o meio
bioquimico e microbioldgico. As informacdes coletadas de resultados obtidos por
pesquisadores foram satisfatorias, onde a molécula apresentara alta estabilidade, rendimento
quantico de 0,95 e comprimento de onda de emissdo maxima a 445 nm. Neste sentido, ensaios
para a sintese de cumarinas através do uso de biotecnologia por fermentagdo e/ou expressao
heterdloga ainda sdo necessarios para a produgdo em escala industrial.

Palavras-chave: fluorescéncia, 4-metilumbeliferona, residuos de tiro, balistica.



ABSTRACT

PREMAZZI, 1. A. Study of the biochemical properties and applications of the 4-
methylumbelliferone molecule. 2020: 40 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacao) —

Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2020.

Crimes in which firearms are fired require thorough investigations, which will be able
to sentence or acquit those involved. Forensic ballistics is the area responsible for the expertise
of these cases, analyzing trajectories, positions and, mainly, the identity of the snipers.
Authorship is assessed according to dispersion patterns left by ammunition waste. The scanning
electron microscopy (SEM) methodology, currently used in the evaluation of these shot
residues on surfaces, is not effective in all situations due to the appearance of non-toxic
ammunition, free of heavy metals. In addition, the method of collection is inadequate and the
analyzes take time. For this, the solution found was the addition of luminescent compounds in
the composition of the shots, allowing their recognition in situ, using only ultraviolet lamps.
These fluorophores can be organic or inorganic, and these are derived from lanthanides,
responsible for controversies regarding the environmental impact of their mining. Among the
organics, the class of coumarins, phenolic compounds of vegetal origin, stands out. As a
proposal for a substance to be applied, this work evaluates, through bibliographic review, the
properties of coumarin 4-methylumbelliferone, a fluorophore of great relevance for the
biochemical and microbiological environment. The information collected from results obtained
by researchers was satisfactory, where the molecule had high stability, quantum yield of 0.95
and maximum emission wavelength at 445 nm. In this sense, tests for the synthesis of coumarins
through the use of biotechnology by fermentation and/or heterologous expression are still
necessary for industrial scale production.

Keywords: fluorescence, 4-methylumbelliferone, gunshot residues, ballistics.



SUMARIO

L. INTRODUGAO. ...ttt ettt 8
2. DESENVOLVIMENTO ..ottt ettt ettt et 10
2.1 BALISTICA FORENSE .....coiiuiiiiiimiiiiieiseiensieisesis et 10
2.2 LUMINESCENCTA . ....ooiiiiiiiiiirniintie ettt 14
2.3 FLUORESCENCIA......cooittiiitieiiiieiesinsie st 16
2.3.1  Decaimentos NA0-Radioativos........ccocuueiiriiiiniieiniieeiicerieeeceesee e 17
2.3.2  INEEITRICNCIAS . eeuviieiiiiee ittt et ettt st e s 17
2.3.3  FIUOTOTOT0S ..ceeiiieeiiiteeitee ettt ettt et e et e et e e nabee e 18
24  4-METILUMBELIFERONA .......coiiiiiiitiieiitecie ettt 20
241 CUMATINGS .oittieiiiiie ettt ettt e sttt e et e e it e e sabeeesabeeesabteesabeeesneeas 21
242  UMDBEHTRIONA. ..cuiiiiiiiieiiiie ittt e 26
2.4.3  FIUOTESCENCIA . .eeiuuriieiiieeeiiiee ettt e ettt ettt ettt ettt et e ettt e ettt e eiteeenaeees 28
244 APLICAGOES ....uvvieeeeiiiiee ettt e e ettt e e e e et e et e e e e e e et a e e e tbaaeeennnbaaeeas 30
2,45 PrOQUGAO ...uvviiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e aaaraees 32
3. CONCLUSAO. ..ottt ettt 36

4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ooooeeeee oo e, 37



1. INTRODUCAO

No cenario brasileiro atual, a coleta de residuos de tiro faz uso de superficies adesivas
comerciais — como esparadrapos e fitas dupla face comuns. Trata-se de técnica de baixo custo,
mas pouco recomendada por ndo garantir bom recolhimento de amostras. A andlise
subsequente, por microscopia eletronica de varredura (MEV), se vé€ comprometida pela
utilizagdo de muni¢des atoxicas (NTA, do inglés non toxic ammunition), livres de metais
pesados, como bario, chumbo e antimdnio, principais componentes de munig¢des convencionais
e alvos do método (MARTINY; PINTO, 2005, MARTINY; PINTO, 2008, MINISTERIO DA
JUSTICA, 2013, COMPANHIA BRASILEIRA DE CARTUCHOS - CBC, 2013).

Sendo assim, a utilizacdo de compostos luminescentes surge como alternativa para o
reconhecimento desses residuos, gerando os chamados residuos luminescentes de tiro (LGSR,
do inglés luminescent gunshot residue) que podem ser reconhecidos na propria cena do crime
a ser analisada, sem a necessidade de coleta e consequente perda de material. Este método
utiliza apenas lampadas ultravioleta portateis, sendo, portanto, uma op¢ao viavel, ndo
descartavel e relativamente barata, sem requerer equipamentos sofisticados (WEBER et al.,
2014; AROUCA, 2016).

Desta forma, ¢ imprescindivel explorar a necessidade constante de aprimoramento e
inovacdo das técnicas utilizadas por peritos em campo, a fim de tornar a obtengdo de
informacgoes cada vez mais eficaz e dinamica (WEBER et al., 2014; AROUCA, 2016).

A luminescéncia é, por definicdo, a caracteristica inata a compostos que, quando
incididos com alguma fonte suficiente de energia, sofrem saltos eletronicos, passando do estado
fundamental ao excitado e durante seu retorno ao orbital mais estavel — e de menor energia —,
liberam essa energia absorvida sob a forma de luz, normalmente dentro do espectro visivel
(BRANCO, 2014). Divide-se entre os fenomenos de fosforescéncia ou fluorescéncia, sendo a
segunda muito mais energética que a primeira, com tempo de resposta imediato (SOUZA,
2008).

A substancia 4-metilumbeliferona pertence a classe das cumarinas, moléculas naturais
encontradas em plantas do grupo das Angiospermas (GARRETT, 20--?). Tem larga aplicagao
farmacoldgica, desde ensaios enzimaticos de coliformes fecais a diagndstico de HIV
(CEBALLOS, DINIZ, 2017). Assim como toda molécula organica fluorescente, possui um anel
aromatico em sua estrutura (LUIZ, 2009). Apresenta forte fluorescéncia em tom azulado com

emissdo maxima a 460 nm, superior a outras moléculas similares (GRIM, HECKMAN e



LAVIS, 2013) e com rendimento quantico de 0,95 em pH alcalino, o que faz dela um 6timo

fluoréforo (ZHI et. al, 2013).
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 BALISTICA FORENSE

Em crimes que envolvam tiros de armas de fogo, descobrir a origem e forma dos
disparos ¢ de extrema importidncia e os resultados devem ser irrefutdveis, uma vez que
determinardo os rumos tomados pela investigacdo pericial, inocentando ou condenando
suspeitos, confirmando testemunhos ou ainda diferenciando homicidios de suicidios (WEBER
et al, 2014). Para tanto, langa-se mao do estudo minucioso dos residuos de polvora (ou GSR,
do inglés gunshot residue), area da balistica forense, responsavel pela analise da trajetéria da
muni¢do e suas consequéncias como um todo. Dentre elas, os padrdes de dispersdo das
particulas sélidas que compoem o chamado residuo, sendo, em sua maior parte, chumbo, bario
e antimonio (MAIA, 2012).

As altissimas temperaturas alcancadas durante um disparo, da ordem de 2.500°C, sdo
responsaveis pela vaporizagdo dos compostos metalicos da munigdo que, com a pressdo dos
gases expelidos, se depositam nas superficies ao redor, principalmente sobre o atirador. Em
fragoes de segundos, se condensam e retornam a sua formacao sélida, sob a forma de particulas
esféricas (SCHWOEBLE E EXLINE, apud MARTINY E PINTO, 2008). Segundo Schwoeble
e Exline (2000), os principais locais de deposicao desses residuos relacionados ao atirador sdo:

1. As maos, local mais comum de coleta de residuos, devido a eje¢do de cartuchos. As

regides em que se concentram as coletas sdo quatro (Figura 1), de acordo com Maia

(2012):
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Figura 1 — Regides da mao exploradas para coleta de residuo de polvora para andlise
laboratorial.

Figura 2. Regioes da mdo de atiradores submetidas a coleta: a) Palma; b)

Dorso; ¢) Regido da Pin¢a (Palmar); d) Regido da Ping¢a (Dorsal).

Fonte: Adaptado de Reis et al., 2004.

2. Rosto. A face pode servir de amostra em devidas situagdes, a depender do tipo de
arma utilizada, como rifles;

3. Roupas. Pecgas de vestuario mantém vestigios ainda que se tenha um longo intervalo

de tempo entre o incidente e a investigacao, ou que o suspeito tenha, de alguma maneira,

limpado maos e rosto.

Ainda para Schwoeble e Exline (2000), a forma de coleta dessas amostras pode variar,
a depender da agéncia regulamentadora em vigéncia e do método de andlise a ser empregado,
sendo duas as mais difundidas. A primeira delas utiliza de hastes de algodao flexiveis
embebidas em solugdes de acido nitrico 5% para andlises de espectrometria de absorcao
atomica (EAA) ou de plasma acoplado indutivamente (ICP). A segunda faz uso de stubs
(pequenos tocos) (Figura 2) com fitas adesivas dupla face de carbono para andlises em

microscopio eletronico de varredura (MINISTERIO DA JUSTICA, 2013).
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Figura 2 — Representacdes de superficie e utilizagcdo de stubs. (a) Stub usado para coleta de
residuo, com fita adesiva dupla face de carbono com dimensdes especificas para o microscopio
eletronico de varredura (MEV); (b) Mecanismo de aplicagdo de stub para coleta de residuos de
disparos.

SPS-TM-A

Fonte: (a) Adaptado de Ted Pella, 2020. (b) Adaptado de Evident, 2020.

Entretanto, no atual cenario brasileiro, este procedimento é, normalmente, realizado
com o auxilio de esparadrapos de boa qualidade e/ou fitas adesivas simples dupla face. Esses
materiais sdo utilizados por serem mais vidveis economicamente, devido a descartabilidade e
alto custo dos stubs. Contudo, ndo sdo ideais, pois as fitas devem ser condutoras e muitas vezes
a coleta pode ndo ser significativa, comprometendo o sucesso do método (MARTINY; PINTO,
2005; MARTINY; PINTO, 2008).

Além disso, com o surgimento de cartuchos de munic¢des atoxicas (NTA, do inglés non
toxic ammunition), a eficiéncia da consolidada microscopia eletronica (MEV) passou a ser
ameacada, pois, usando raios-X, analisa os espectros de dispersdo dos metais pesados das
munig¢des. A Companhia Brasileira de Cartuchos — CBC (2013) os define como “ndo geradores
de residuos toxicos, livres de metais pesados — como chumbo, bario e antimonio — e totalmente
encapsulados”, o que afeta diretamente os compostos-alvo da técnica (AROUCA et al., 2017).

Uma alternativa a retirada de material para o exame residuografico sdo os testes
quimicos, in situ, que partem do principio de revelacdo através da reagdo entre o chumbo da
munigdo e o reagente, como o rodizonato de s6dio, que passa a ter coloragdo avermelhada com
a formacao do rodizonato de chumbo (Figura 3). Mas, segundo Lenhard e colaboradores (2005),
esta técnica, porém, pode ndo ser conclusiva, uma vez que garante, entre tantos, a presencga

apenas de um elemento, abrindo espaco para contestagdes da origem do préprio chumbo.
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Figura 3 — Mudanga de coloragdo do sal rodizonato de s6dio apos reagdo com chumbo

Rodizonato de so6dio

Fonte: Adaptado de Superintendéncia da Policia Técnica Cientifica, 2003.

Diante de tal cendrio, surge a especulacdo, por parte de varios autores, da possibilidade
de se usar marcadores na composi¢do da muni¢do, como a de Brandone et al. (2016) de se
adicionar 6xido de samario, componente dificilmente encontrado fora de ambientes
laboratoriais e/ou industriais restritos. Neste método, porém, a etapa de coleta ainda se faz
necessaria.

Uma alternativa seria propor marcadores facilmente reconheciveis na propria cena do
crime, ndo destrutivos e que, portanto, tornem esses residuos ainda passiveis de estudo
laboratorial, se necessario. Destacam-se, entdo, os compostos luminescentes, capazes de serem
revelados sem coleta, apenas com a utilizagdo de lanternas ultravioleta. Sendo, enfim, uma
opcdo viavel, de relativo baixo custo e sem requerer equipamentos € instrumentos mais
sofisticados (AROUCA, 2016).

Um estudo realizado por Lucena et al. (2016) mostrou que a introduciao de um grupo de
compostos luminescentes chamado “Estrutura metal-organica de lantanideo” (LMOF, do inglés
lanthanide metal-organic framework), que sao “estruturas metalorganicas constituidas por um
ion lantanideo contendo ligantes organicos”, em muni¢des de calibre 0,38 polegadas
acrescentaria em apenas, no maximo, US$ 0,05 dolares ao custo final.

Weber et al. (2014) testaram, ainda, a aplicabilidade desses compostos quanto a
interferéncia no desempenho dos cartuchos. Provaram que, em concentragdes até 2% em massa
de luminescentes — quantidade suficiente para deteccdo —, ndo houve alteracdes nas trajetorias,
dispersoes, velocidades e taxa de falhas, além de apresentarem resisténcia, em torno de 16

vezes, a lavagem de maos.
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2.2  LUMINESCENCIA

O fendmeno da luminescéncia pode ser definido como “a emissdo de um foéton por uma
molécula energizada em um estado excitado apds a absorcdo de luz” e divide-se em outros dois
fenomenos: o da fosforescéncia e da fluorescéncia (LUIZ, 2009).

As defini¢gdes mais antigas trazem a diferenciacao entre ambas através do tempo de vida
médio dessa emissdo, isto €: o tempo médio que o composto ird permanecer excitado, até que
retorne ao estado fundamental (LUIZ, 2009) (Figura 4). Enquanto a fosforescéncia ¢ capaz de
se manter por maiores periodos apos a excitagdo, a fluorescéncia cessa praticamente que

instantaneamente com o fim da fonte energética, com duragdo de até 10 nanosegundos

(DONOSO, 20--?).

Figura 4 — Comparagdo empirica entre os fenomenos de fosforescéncia e fluorescéncia.
Enquanto a primeira perde intensidade lentamente, a emissdo da segunda acaba quase que
instantancamente com o fim da excitagao.

—__Phosphorescence

Emission intensity
lllumination on

Quorescence

Time
Fonte: Adaptado de Atkins e de Paula, 1978, apud Donoso, 20--?

Entretanto, novas publicagdes tém distinguido os dois fendmenos pela orientacdo dos
spins dos niveis envolvidos nesse estado excitado da molécula. Caso ndo ocorra alteracdo do
spin, considera-se uma emissdo fluorescente. Mas, se o spin sofrer inversdo, tem-se, entdo, uma
emissdo fosforescente (DONOSO, 20--7).

Desta forma, esse estado excitado que sofre a molécula variara de acordo com suas
transicdes eletronicas (Figura 5). Quando a orientacao do spin desse elétron ¢ mantida no orbital
mais energético, diz-se que o estado excitado dele ¢ singleto S; (SOUZA, 2008). Assim,

fluorescéncia ¢ a emissao de luz através de um estado singleto de energia (LUIZ, 2009).
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J& quando a orientacdo ¢ invertida, o estado excitado seré tripleto (T1) e, portanto,
fosforescéncia ¢ a emissdo de luz pela mudanga de um estado singleto — o estado fundamental

So— a tripleto (SOUZA, 2008).

Figura 5 — Diagrama das duas possibilidades para uma transi¢do eletronica em um estado
excitado. No caso de se manter o spin, diz-se um estado singleto. Para inversao de spin, diz-se
de um estado tripleto. Estado fundamental ¢ chamado de singleto.

(

Orbitais

moleculares < —

TT

t
H
H

Singleto singleto tripleto
“ v
~
Estado Estados excitados
fundamental

Fonte: Adaptado de Souza, 2014.

A energia envolvida nas transi¢des em estado singleto ¢ maior que a das transi¢des de
estado tripleto, uma vez que ha gasto energético na inversao do spin dos elétrons excitados, de
acordo com o diagrama de Jablonski (figura 6). Por consequéncia, temos uma emissao mais

enérgica: a fluorescéncia (SOUZA, 2008).
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Figura 6 — Diagrama de Jablonski, indicando os estados energéticos envolvidos nas

transicdes eletronicas.

vibrational
\ &relaxation

(.

~

S5

|
v

excitation
(absorption)

SO+ 1
| v

Fonte: Adaptado de Eck, 2013.

2.3  FLUORESCENCIA

Além de ser o fendmeno mais energético de luminescéncia, a fluorescéncia ainda
apresenta a vantagem de ndo requerer meios que aumentem a taxa de sucesso de transi¢des
eletronicas com diferentes multiplicidades, isto é: de diferentes spins, como a fosforescéncia —
uma vez que moléculas que estejam excitadas em um estado tripleto tém chances maiores de
voltarem ao estado fundamental por processos ndo-radiativos. Essas condigdes fizeram com
que a fluorescéncia fosse amplamente explorada e comum em andlises quimicas (SOUZA,
2008), juntamente com o fato de se tratar de uma técnica linear, ndo destrutiva a amostra e
altamente sensivel as suas variagdes (RODRIGUES, 2007).

O exemplo mais comum de aplicagdo da fluorescéncia sdo as lampadas fluorescentes de
tubo. Nelas, a corrente elétrica energiza atomos de merctrio presentes em seu interior. Esses
decaem emitindo luz, principalmente, no espectro UV e parcialmente no visivel. As paredes do
tubo sdo revestidas com um material fluorescente chamado Cristal de Fésforo, responsavel por

converter essa emissdo UV em visivel (DONOSO, 20--?.).
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2.3.1 Decaimentos Nao-Radioativos

A luminescéncia, como ja discutida, ¢ a dissipacao da energia absorvida pela molécula
através da emissdo de radiagdo luminosa. Esse ¢ o processo radioativo para voltar ao estado
fundamental (RODRIGUES, 2007).

Em contraponto, ha os chamados decaimentos ndo-radioativos, os quais ndo liberardo a
energia adquirida na forma de radiacdo. Nesse caso, a molécula ird perder energia para o meio
em que se encontrar por 2 formas possiveis: sendo a primeira delas o relaxamento vibracional,
que consiste em colisdes com as moléculas do solvente ao redor e a segunda, a conversao

interna, onde dois niveis eletronicos se sobrepdem (RODRIGUES, 2007).

2.3.2 Interferéncias

Alguns fatores podem interferir ou favorecer a intensidade de fluorescéncia (ou
rendimento quantico) de uma molécula — os chamados fluor6foros. Sao eles:

1) A estrutura da molécula. Quanto menor sua possibilidade de movimentagdo e maior
sua rigidez, menores sdo as chances do decaimento ocorrer por conversio interna, uma vez que
sera mais dificil para os orbitais se sobreporem (RODRIGUES, 2007). Um exemplo para esse
caso sdo as estruturas da Fluoresceina, uma das moléculas fluorescentes mais conhecidas, € a
fenolftaleina, conhecido indicador de pH completamente ndo fluorescente (Figura 7). Suas
estruturas moleculares sdo similares, diferindo apenas por uma ligacdo éter entre os dois
radicais fenolicos, suficiente para limitar a movimentacdo e rotacdo da molécula de
fluoresceina;

2) A frequéncia da radiagdo. Radiacdes de comprimentos de onda muito pequenos,
como radiagdes ultravioleta abaixo de 250 nm, serdo tdo energéticas que, ao invés de serem
absorvidas e re-emitidas pela molécula, serdo destrutivas e poderdo dissocia-la (RODRIGUES,
2007);

3) A temperatura do meio. Essa aumentard a agitacdo das moléculas, aumentando as
chances da energia se dissipar por colisdes entre as moléculas ou sobreposi¢do de niveis
orbitais, ambos processos ndo-radioativos (RODRIGUES, 2007);

4) O pH do meio. Como sera discutido mais adiante, o pH do fluoréforo impactara
diretamente em sua capacidade fluorescente devido as mudancgas da ionizagdo, acrescentando
ou retirando elétrons livres (JUNIOR, 20--?);

5) A concentracdo de oxigénio dissolvido. Sua presenca é capaz de diminuir ou até
mesmo cessar a fluorescéncia através do fenomeno quenching, que € a desativagdo do estado

excitado. As moléculas de oxigénio sdo capazes de retornar o fluoréforo excitado ao estado
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fundamental através de uma transferéncia de carga onde o oxigénio, entdo, passara a um estado
excitado (SOUZA, 2008);

6) Comprimento de onda da radiacdo absorvida. Espécies fluorescentes possuem, assim
como um comprimento de onda de emissao, um comprimento de onda ideal no qual a absor¢ao
e emissdo radioativa serdo maximas. Desta forma, quanto mais proxima desse comprimento
1deal, maior sera a fluorescéncia emitida (JUNIOR, 20--?);

7) A umidade e o solvente. A umidade no meio aumenta a liberdade das moléculas,
levando ao aumento das colisdes e fazendo com que a energia seja dissipada por um mecanismo
ndo-radioativo: o relaxamento vibracional (SOUZA, 2008). Por isso, ¢ comum que solugdes
liquidas ndo apresentem capacidade fluorescente a temperatura ambiente (LUIZ, 2009).
Solventes mais polares levam a uma diminui¢do mais acentuada da excitagdo e consequente

energia da molécula (REZENDE, 2016).

Figura 7 — Estruturas moleculares das moléculas de Fluoresceina e Fenolftaleina, evidenciando
o impacto da rigidez da molécula na sua capacidade fluorescente. A fluoresceina, mais rigida,
¢ altamente fluorescente, enquanto a fenolftaleina, com maior liberdade, ¢ completamente nao
fluorescente.

(0]

Fluoresceina Fenolftaleina

Fonte: Adaptado de Junior, 2020.

E comum que a energia emitida pela fluorescéncia seja menor que a absorvida, pois
parte dela ¢ dissipada sob a forma de relaxamento vibracional — parcela a qual pode ser
maximizada ou minimizada de acordo com os fatores acima. Desta forma, a emissdo costuma
ter comprimentos de onda maiores que de absor¢do. Em raros casos, porém, ocorre a chamada

fluorescéncia ressonante, onde os espectros se sobrepde (RODRIGUES, 2007).

2.3.3 Fluordéforos
Fluorodforos sdo os compostos capazes de emitir luz, e podem pertencer a uma de duas
classes: a dos intrinsecos, isto é, amostras que emitem luz naturalmente; ou a dos extrinsecos,

aqueles utilizados como sondas, e que s3o adicionados & uma amostra nao-fluorescente (LUIZ,
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2009). O primeiro fluoroforo a ser estudado foi a quinina, substancia extraida da casca de
arvores do género Cinchona, sob a forma de sulfato de quinina, por John Herschel. Mas foi
George Gabriel Stokes quem, estudando intensamente a solu¢ao de quinina, batizou o fendmeno
de “fluorescéncia” (REZENDE, 2016). A fluorescéncia trata-se de uma propriedade incomum
entre as moléculas, e, por isso, ¢ dada tamanha importancia a utilizagdo dos fluor6foros nas
técnicas analiticas (REZENDE, 2016).
As propriedades mais importantes de um fluordforo sdo as:
1) Rendimento Quéantico, @, que mensura a eficiéncia de emissao da molécula,
definida pela equagdo (1), através da razdo entre a quantidade de fotons
emitidos e dos absorvidos; (LUIZ, 2009)

n? de moléculas reagidas ou formadas
n?de fétons absorvidos

2) Tempo de fluorescéncia (LUIZ, 2009).

(1

3) Desvio de Stokes, que ¢ a diferenca entre os comprimentos de onda de
maximas absorc¢ao e emissdo (REZENDE, 2016).

O rendimento quantico pode variar dentro do intervalo de 0 <® < 1, sendo a unidade o
valor ideal de méxima eficiéncia (LUIZ, 2009). Juntamente com o tempo de fluorescéncia,
depende do meio em que o fluoréforo estd inserido (REZENDE, 2016).

Fluordforos organicos costumam ocorrer entre aqueles que apresentam estruturas
aromaticas (Figura 8). Nas proteinas, sdo representados pelos aminoacidos triptofano, tirosina
e fenilalanina (LUIZ, 2009). Além das vitaminas A (retinol), acido félico (B9), coenzimas

NADH e FAD e pigmentos como melanina e clorofila, entre outros (REZENDE, 2016).

Figura 8 — Exemplos de fluoréforos organicos com estruturas aromaticas
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Fonte: Adaptado de Rezende, 2016.
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J& os compostos inorganicos sdo representados por aqueles que contém atomos do grupo
dos lantanideos (LUIZ, 2009), principalmente o eurdpio (Eu*") e térbio (Tb*"), que contém
elétrons livres nos orbitais 4f. Esse tipo de molécula vem sendo aplicada para andlises
bioldgicas por possuir o diferencial de tempos de fluorescéncia consideravelmente maiores que
os demais, evitando a interferéncia do fenomeno de autofluorescéncia — como para proteinas,
por exemplo (REZENDE, 2016). O problema associado as chamadas terras raras se refere a sua
mineragdo, que ¢ dificultada devido a baixa concentracdo desses elementos nos minerais,
gerando impactos e levantando discussdes ambientais (SENADO FEDERAL, 2013).

Proteinas fluorescentes, porém, ja sdo difundidas na area da biologia como sondas.
Tiveram o caminho aberto pelo isolamento da proteina verde fluorescente (GFP; green
fluorescent protein) a partir da espécie Aequorea victoria (cnidario, agua vivas). Apos 0s
estudos na area de gendomica funcional e os ensaios das aplicagdes biotecnologicas, permitiu
um novo tipo de aplicacdo: a de gene repdrter em organismos recombinantes pela sua clonagem.
Entretanto, sua utilizagdo para outros fins ¢ prejudicada por sua sensibilidade térmica
(REZENDE, 2016).

Durante muitos anos, as sondas fluorescentes foram estudadas apenas a partir de
pequenas moléculas e, por isso, sdo a principal classe de sondas até hoje. As derivadas da
xantona sdo as mais conhecidas, como a fluoresceina — vendida sob a forma de isotiocianato, o
FITC, ¢ a sonda mais popular para marcacao de biocompostos (REZENDE, 2016). Apesar de
sua fluorescéncia, alguns compostos organicos podem ser graves poluentes ao meio ambiente,
como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (REZENDE, 2016).

A classe das cumarinas ¢ caracterizada por moléculas derivadas da benzopirona: um
anel benzénico ligado a uma pirona. Possuem fluorescéncia intensa em tom azul. Sdo moléculas
organicas, mas apresentam mecanismos sintéticos muito bem definidos. Podem ser obtidas
através de fermentagdes utilizando substratos pouco fluorescentes, que liberardo o fluor6éforo
umbeliferona ao final. Umbeliferona essa que, juntamente com outras 7-aminocumarinas, sao

as representantes mais conhecidas (REZENDE, 2016).

24 4-METILUMBELIFERONA
A 4-metilumbeliferona (Figura 9a), também conhecida por hymecromone ou 4-MU, —
e nomenclatura [UPAC 7-hydroxy-4-methyl-2H-chromen-2-one — ¢ uma substancia natural

pertencente a classe de compostos organicos chamados de 7-hidroxicumarinas, que sio
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cumarinas (Figura 9b) com um ou mais grupos hidroxila ligados na posi¢ao C7 (YMDB, 2020).

Ambas as estruturas podem ser comparadas na figura 8.

Figura 9 — Representacdo das moléculas de (a) 4-Metilumbeliferona e (b) Cumarina.
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2.4.1 Cumarinas

As cumarinas compdem uma classe de moléculas naturais organicas muito importantes
encontradas em plantas — principalmente angiospermas — e decorrentes de seu metabolismo
secundario, isto €, ndo sdo diretamente associadas a seu crescimento, mas a mecanismos de
defesa contra predadores e microorganismos, podendo ser encontradas em fungos e bactérias
(GARRETT, 20--2.).

Sdo compostos fenolicos pertencentes a familia das benzopironas, substancias
resultantes da fusdo do benzeno com a alfa-pirona. Ao todo, mais de 1.300 cumarinas diferentes
jéa foram catalogadas (BOR et al., 2016). Comumente apresentam uma substituicdo oxigenada
na posicao 7, livre em uma hidroxila ou conjugada com radicais metilados, sulfatados ou ainda
carboidratos (MATOS et al., 2015), mas a mais simples ¢ a Cumarina, (1-2-benzopirona), um
solido cristalino branco em temperatura ambiente (Figura 9), muito conhecida por seu
caracteristico aroma de baunilha (POUMALE et al., 2013).

Foi isolada pela primeira vez em 1820 das sementes de D. odorata (Figura 10), mais
conhecidas como Cumaru, arvore da qual derivou seu nome, com altas concentragdes em torno
de 3% em peso seco. Estd presente também na Cinnamomum aromaticum, arvore da canela,
principal fonte da cumarina na alimentacdo. O consumo humano raramente apresenta eventos
adversos, entretanto, ¢ reconhecida como toxica ao figado de roedores em altas doses, com uma

dose letal oral de 680 mg/kg (BOVELL-BENJAMIN; ROBERTS, 2016).
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Figura 10 — Sementes de D. odorata

Fonte: Retirado de Seba, 2014.

Devido a hepatotoxicidade e suspeita de propriedades carcinogénicas em animais, foi
banida pelo FDA em 1954 como aditivo em alimentos. Entretanto, em 2004, estudos revelaram
possuir um mecanismo ndo-genotoxico, fazendo com que entidades regulamentadoras
voltassem atras e liberassem seu uso (BOVELL-BENJAMIN; ROBERTS, 2016). Em humanos,
seria necessario o consumo de, no minimo, 30 sementes de cumaru — algo proximo de 250
porg¢des — para atingir o nivel reportado para uma possivel intoxica¢ao por consumo excessivo;
montante equivalente ao descrito para especiarias consumidas diariamente, como a noz-
moscada (BOVELL-BENJAMIN; ROBERTS, 2016).

Em humanos, o metabolismo da cumarina ocorre através da hidroxilagdo no carbono 7,
gerando as 7-hidroxicumarinas (ou umbeliferonas). As 7-hidroxicumarinas, seus conjugados
sulfatados e glicuronideos — substancias obtidas pela ligagdo entre a umbeliferona e um acido
glicurdnico por uma ligagdo glicosidica — sdo atdxicas, € podem constituir até 97% dos
metabolitos urinarios, a depender da dose consumida (BOVELL-BENJAMIN; ROBERTS,
2016).

Ja& sua biossintese (anabolismo) nas plantas (Figura 11), tem a fenilalanina como
precursora na via dos fenilpropandides, responsavel pela sintese de diversos produtos
secundarios, como a lignina (MARCHIOSI, 2008). As principais etapas consistem na obtencao
do 4cido cindmico (ou cinamato) a partir da fenilalanina, orto- ou para- hidroxila¢des, isomerias
cis-trans e adesdo de outros anéis, como lactonas, furanos e piranos (MAZIMBA, 2017).

A enzima fenilalanina amonia-liase (PAL) retira uma molécula de amonia da

fenilalanina (9), gerando o acido cindmico, ou cinamato (10) em sua forma ionizada, que sera
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transformado em acido para-cumarico (11) pela agdo da C4H, uma hidroxilase, que adicionara
uma hidroxila na posi¢do para- do anel benzénico. Apods isso, o para-cumarato & orto-
hidroxilado e gera o 2,4-dihidroxicinamato (17) que espontancamente se degrada em
umbeliferona (2). Pode ainda seguir uma via alternativa de sintese de cumarinas secundarias
pela hidroxilagdo na posicdo orto-, formando o acido caféico (12) que sofrera outras
hidroxilagdes em C6 e metoxilagdo (MAZIMBA, 2017). Apos a sintese, ainda, as moléculas
mais simples, como a umbeliferona, podem sofrer varias modificagdes, gerando as mais
diversas e complexas cumarinas (SHIMIZU, 2014). Os derivados da cumarina podem ser
classificados em cumarinas simples, dimeros, furanocumarinas e piranocumarinas e todos se
originam da mesma via metabolica. Suas diferencas e exemplos estdo descritos na tabela 1.
(POUMALE et al., 2013).

Os genes envolvidos na sequéncia de reacdes 4CL, RgC2’H (sequenciado a partir de
folhas de arruda), Ib2 e Ibl (sequenciado a partir da batata-doce) e AtF6’H1 (sequenciado a
partir de Arabidopsis thaliana) codificam enzimas hidroxilases da classe das dioxigenases 2-
oxoglutarato dependentes, responsaveis pela conversao e diferenciagdo das cumarinas. Desta
forma, do ponto de vista biotecnoldgico e frente a relevancia das mais diversas aplicagdes
discutidas neste trabalho, a engenharia genética para a expressao de tais genes em organismos
mais simples surge como uma opg¢ao a producdo desses compostos com rendimentos maiores

que os naturalmente encontrados hoje (SHIMIZU, 2014).



Figura 11 — Via de biossintese de cumarinas em plantas
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Do ponto de vista taxonémico, de acordo com um estudo de Ribeiro e Kaplan (2002),

uma maior diversidade e complexidade das cumarinas presentes indicam um nivel mais alto de

evolucdo da planta (MATOS et al., 2015).
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Tabela 1 — Classificagdo para derivados da Cumarina de acordo com sua estrutura
quimica.
Classificacao Caracteristica Exemplo
Cumarinas hidroxiladas, AN

alquiladas ou alcoxiladas
Cumarinas simples

(radical derivado de um HO O (@]
alcool). Umbeliferona (7-hidroxicumarina)
Vi X

Um anel furanico ¢ ligado
Furanocumarinas ) 0]
ao anel benzénico.

O O

Psoraleno

Um anel pirdnico ¢ ligado

Piranocumarinas )
ao anel benzénico.
Seselina
OH HO
Dimeros ou trimeros de
Dimeros cumarinas, ligados ao anel

benzénio ou pirdnico.
3,3’- benzylidene-bis-(4-
hydroxycoumarin)

Fonte: Adaptado de Mahabaleshwaraiah, 2014.

A grande diversidade estrutural das cumarinas ¢ o que as permitem ter uma gama de
aplicagoes, podendo destacar-se as propriedades farmacoldgicas e terapéuticas, bioquimicas e
alimentares (MATOS et al., 2015). As cumarinas tém importancia nutricional presente em
grande parte da dieta humana didria. Dentre tantas, pode-se destacar a familia Apiaceae,
representada pela cenoura, aipo, salsa, coentro, cominho, erva-doce e anis. Encontram-se
também em frutas e vegetais, principalmente os citricos; os azeites, cafés, vinhos e chas preto

e verde sdo uma importante fonte dessas substancias (MATOS et al., 2015). Os 6leos essenciais
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ricos em cumarinas também sao utilizados como aromatizantes, como por exemplo os 6leos de
canela e lavanda (MATOS et al., 2015).

A principal aplicagdo farmacologica das cumarinas ¢ como antiedemas e
anticoagulantes (POUMALE et al., 2013), mas também tém efeito anti-inflamatoério e sdo
vasodilatadoras, além de algumas terem efeitos antivirais e antimicrobicos, como contra a
candidiase vaginal, uma vez que age inibindo a C. albicans (BOR et al., 2016). Vém sendo
muito estudadas como drogas terapéuticas medicinais com maiores atividade,
biodisponibilidade, espectro de acdo e menores toxicidade, resisténcia pelo organismo e efeitos
colaterais, inclusive para tratamentos de cancer e doencgas neurodegenerativas, pois provou-se
serem agentes de inibicdo enzimatica, através de estudos recentes que salientam a importancia
e tendéncia do estudo quimico e biologico desta classe de moléculas (MATOS et al., 2015).

Devido a sua estrutura ciclica e ressonancia, os compostos cumarinicos sao ricos em
elétrons livres e possuem bom desempenho no transporte de cargas elétricas. Além das
propriedades farmacologicas, entdo, as cumarinas sdo conhecidas por serem excelentes
fluoréforos e se observa o rapido crescimento das aplicagdes bioquimicas de seus derivados
como receptores i06nicos e agentes de coloragdo bioldgica para monitorar atividade enzimatica
e reacdes biologicas complexas. Além disso, como pretende-se explorar neste trabalho
(MATOS et al., 2015), os fluordoforos, de acordo com Grimm, Heckman e Lavis (2013),

comumente sdo cumarinas com substitui¢des de heteroatomos na posigao 7.

2.4.2 Umbeliferona

A umbeliferona, como ¢é conhecida a molécula 7-hidroxicumarina, teve seu nome
derivado da familia Umbelliferae, por sua vez nomeada devido a suas inflorescéncias em
formato similar ao de um guarda-chuva (umbrella, em inglés) pelas flores da espécie Anethum
graveolens (Figura 12), o Dill. Hoje aquela ¢ chamada de 4Apiaceae, na qual a umbeliferona tem
sua principal fonte e apresenta mais de 3.000 espécies e representantes de grande importancia
econdmica, como a cenoura ¢ a erva-doce (MAZIMBA, 2017).

A umbeliferona (UMB) é um ativo farmacoldgico, com propriedades antioxidantes e
sua estrutura permite absorver fortemente luz ultravioleta e, por isso, ¢ aplicado a formulag¢des
de protetores solares (MAZIMBA, 2017). Como as cumarinas comumente apresentam uma
substituicdo oxigenada na posicdo 7, a UMB ¢ dada como precursora de moléculas mais

complexas (SHIMIZU, 2014).
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De acordo com alguns estudos, ja foram observadas acdes anti-inflamatoria,
broncodilatadora, analgésica, antitumoral e antinociceptiva, que ¢ a diminui¢do da capacidade
do organismo em reconhecer e perceber a dor (YU; HU; ZHANG, 2015). Das atividades
antitumorais, reportaram-se efeitos satisfatorios contra carcinomas mamadrios induzidos e
sarcoma 180 — uma linhagem de células cancerosas — em ratos e células de cancer de laringe e

figado humanos em estudos in vitro (YU; HU; ZHANG, 2015).

Figura 12 — Inflorescéncia do Dill (Anethum graveolens)

Fonte: Adaptado de Idiyatullin, 2018.

Quando pura, do ponto de vista fisico-quimico, forma cristais branco-amarelados com
baixa solubilidade em dgua quente e é capaz de absorver luz UV em vérios comprimentos de
onda (YU; HU; ZHANG, 2015), com picos de absorbancia em 339, 294 e 242 nm em solucao
de metanol, com valores logaritmicos da absorbancia de 0,5, 0,36 e 0,77, respectivamente
(MAZIMBA, 2017). Em solugdo com variacdo de pH, tem absorbancia maxima a 325 nm em
meio 4cido e a 365 nm em meio alcalino (MAZIMBA, 2017),

Sua anélise por infravermelho pode ser reconhecida pelas bandas bem definidas pelas
ligagdes quimicas: fenolica (hidroxila ligada ao anel benzénico) a 3165 ¢cm™!, lactonica (ester
ciclico)a 1715 a 1690 cm™', dupla carbonica a 1575 € 1109 cm™! e carbono-hidrogénio, a 835¢cm-
' (MAZIMBA, 2017).

Ja sua fluorescéncia caracteristica, em tom de azul, é emitida a 460 nm, com excitagao
a 330 e 370 nm, a depender do pH 4cido ou alcalino, respectivamente. Como pode-se observar

na figura 13, com fluorescéncia superior & outra cumarina, a escopoletina, em solugdo de
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metanol (KASSIM et al., 2013). Porém, ao adicionar-se um radical metil no carbono 4, temos
uma molécula de maior estabilidade. Surge, entdo, a 4-metilumbeliferona (4-MU) (GRIM,

HECKMAN E LAVIS, 2013).

Figura 13 — Exposicdo de papel de cromatografia de camada delgada em solugdo de metanol ,
com pH alcalino, a luz UV com comprimento de onda de 365 nm evidenciando a emissdao
maxima da umbeliferona.

umbelliferone

scopoletin

Fonte: Adaptado de Kassim et al., 2013.

2.4.3 Fluorescéncia

A 4-metil-7-hidroxicumarina surge como uma evolu¢do da molécula de umbeliferona,
com maior estabilidade (ZHI et al., 2013). Assim como as cumarinas, possui propriedades e
aplicagdes farmacologicas, como antiviral, antifungica, antioxidante e anticancer (ZHI et al.,
2013). Sua fluorescéncia ja ¢ observada ha décadas, com estudos publicados desde 1994
visando caracterizar suas propriedades. Hoje ja se sabe que trata-se de uma molécula com
intensidade de fluorescéncia sensivel a mudangas de pH e constantemente sdo exploradas para
novas aplicacdes, inclusive como sondas bioquimicas (ZHI et al., 2013). Possui alto poder
fluorescente, no qual destacam-se suas formas moleculares neutra e anidnica (ZHI et al., 2013).
Sua forma catidnica ndo ¢ a mais recomendada uma vez que possui pKa de 7,8: trata-se de um
acido fraco. Desta forma, em pH mais acido, torna-se altamente protonado e menos fluorescente
(GRIMM, HECKMAN ¢ LAVIS, 2013).

Zhi et al. (2013) calcularam o rendimento quantico da 4-MU pela equacao 2, usando

Bissulfato de Quinina como padrao de referéncia, com rendimento quantico de 0,55 a 313nm.
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Onde:

Y. € o rendimento quantico desconhecido;

Y: ¢ o rendimento quantico da referéncia;

F, ¢ a intensidade de fluorescéncia da solugdo desconhecida;
F: ¢ a intensidade de fluorescéncia da solugdo de referéncia;
A, ¢ a absorbancia da solugdo desconhecida e

A: ¢ a absorbancia da solucao de referéncia.

Desta forma, obteve-se que a molécula de 4-metilumbeliferona possui rendimento
quantico de 0,74 em pH proximo da neutralidade (5,98) e 0,95 em pH alcalino (9,75),
comprovando ser um 6timo fluoréforo (ZHI et al., 2013). Além disso, os resultados mostraram
a influéncia do pH e os espectros de fluorescéncia da molécula. Os pesquisadores ainda
discutem sobre os comprimentos de onda de maxima excitagdo, que se mantiveram em 360 nm
para pH acima de 7 e 320 nm em meio acido e o de emissdo, que, apesar dos efeitos de pH na
intensidade, permaneceram constantes em 445 nm (ZHI et al., 2013).

Em condigdes 4cidas, a intensidade de fluorescéncia, ja baixa, tem decréscimo
acentuado diretamente proporcional ao pH e o comprimento de onda de excitagdo apresenta um
leve desvio com pico em 320 nm, enquanto que, para a faixa imediatamente acima de 7, a
emissdo de fluorescéncia a 445 nm melhorou conforme o aumento de pH (ZHI et al., 2013).

Em ambos os casos, representada pelo extremo superior da faixa de pH, tem-se dois
picos de acordo com o comprimento de onda. O primeiro, referente ao A de excitagdo com valor
de maximo em 360 nm — e 320 nm para meios acidos — € o segundo, ao A de emissdo, com
maximo em 445 nm. Nota-se ainda que, em valores medianos de pH, surge uma
isofluorescéncia a 330 nm (ZHI et al., 2013).

Finalmente, tem-se sumarizada a relacao entre a intensidade de fluorescéncia I ¢ o pH
(Figura 14). Como, neste caso, a variavel fixa sdo os comprimentos de onda de emissdo e
excitagdo, tem-se a curva (1), onde Aex € de 320 nm, a fim de cobrir o pico na acidez, e (2), onde
a leitura ¢ feita sob 360 nm, de acordo com o resto da faixa de pH, como ¢ possivel observar na
ascensao e depressao das curvas. Nela, por fim, € facil perceber seu alto poder de fluorescéncia

(ZHI et al., 2013).
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Figura 14 — Intensidade de fluorescéncia versus pH. A curva 1 sob um Acx de 320nm e
a curva 2 sob 360nm.
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Fonte: Adaptado de Zhi et al., 2013

Seu sal, sob a forma de fenolato, ¢ altamente fluorescente, com forte absor¢ao a 360nm

e emissdo de fluorescéncia azulada caracteristica a 450nm com rendimento quantico de 0,63

(GRIMM, HECKMAN e LAVIS, 2013).

2.4.4 Aplicacdes Microbiologicas da 4-metilumbeliferona

Devido a sua fluorescéncia ja discutida acima, a 4-metilumbeliferona ¢ comumente
usada como indicador em ensaios enzimaticos, como o teste rapido de coliformes fecais
(CEBALLOS, DINIZ, 2017) e até¢ mesmo diagndsticos laboratoriais de infec¢do por HIV, como
disponibilizado na plataforma TELELAB, do Ministério da Satude, que disponibiliza cursos
voltados aos profissionais da saude e certificados pela Universidade Federal de Santa Catarina
(2020).

O ensaio em questdo ¢ denominado de Ensaio Imunoenzimatico de Microparticulas,
(MEIA, do inglés Microparticle Enzyme Immunoassay). Seu mecanismo, conforme descrito
pelo curso de Diagnostico de HIV do TELELAB (2020) (Figura 15), ¢ baseado na interagao
entre anticorpos (Ac) antibiotina conjugados a enzimas fosfatase alcalinas e um substrato, o 4-

metilumbeliferil-fosfato que, quando adicionado, ¢ degradado pela fosfatase alcalina, liberando

a molécula de 4-MU.
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A matriz s6lida — normalmente microparticulas de latex recobertas com antigenos (Ag)
do HIV, que irdo reter os anticorpos da amostra — recebe um complexo de antigenos
recombinantes de HIV, peptideos sintéticos do envelope do HIV e biotina, que, em presenga
dos anticorpos anti-HIV 1 e 2, forma um novo tipo de complexo antigeno-anticorpo-antigeno
(TELELAB, 2020).

O conjugado de Ac antibiotina + enzimas, quando ¢ entdo adicionado, liga-se ao
complexo anterior, prendendo-se ao sistema. Desta forma, o diagndstico, entdo, ¢ feito a partir

da intensidade da fluorescéncia lida (TELELAB, 2020).

Figura 15 — Esquema do passo-a-passo das reacdes envolvidas no Ensaio
Imunoenziméatico de Microparticulas

Fonte: Adaptado de Telelab, 2020
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Das aplicacdes farmacologicas, pode-se destacar a de suplemento alimentar voltado para
melhora da saude hepatica, muito consumido na Europa (YATES et al., 2015). Muito tem-se
estudado sobre seu conhecido efeito inibitorio na sintese do acido hialurénico (HA), polimero
derivado do 4cido glicuronico e a N-acetilglucosamina, um dos componentes do
peptideoglicano. Além de explorado pelo mercado cosmético atualmente por suas propriedades
hidratantes, ¢ uma biomolécula responsavel por promover progressao e crescimento de tumores
(YATES et al., 2015).

A familia do &cido hialurénico — que inclui as enzimas hialurdnico sintases (HAS) e HA
receptores — pode ser utilizada para diagnoéstico de diversos tipos de cancer, uma vez que sua
expressdo ¢ elevada nesses tecidos, como no cancer de prostata. Estudos pré-clinicos ja
mostraram que essas enzimas amplificam o crescimento, metastase e angiogénese (surgimento
de novos vasos sanguineos a partir dos ja existentes) dos tumores. Em contrapartida, a
indisponibilidade dessas moléculas interrompe as atividades vitais das células tumorais
(YATES et al., 2015).

O 4cido glicurdnico, precursor do HA, ¢ incorporado a nova molécula pela acdo das
UDP-glicuronil transferases. Entretanto, em presenca da 4-MU, o volume intracelular de 4cido
glicurdnico ¢ esgotado e transferido para a estrutura da cumarina, ocorrendo, assim, o bloqueio
da sintese de acido hialurdnico. Além disso, células tratadas com 4-MU minimizam a expressao
das enzimas envolvidas no processo. A concentragdo indutora de metade do efeito maximo na

inibi¢do da sintese de HA, ECso, foi calculada em 0,4 mM ou 70 pg/mL (YATES et al., 2015).

2.4.5 Meétodos de Produciao da 4-metilumbeliferona

A forma microbiolédgica de obten¢do da molécula de 4-metilumbeliferona ¢ através da
fermentagdo por E. coli (PEREIRA et al., 1999). Por possuir a enzima B-glucuronidase,
responsavel pela degradagdo de carboidratos complexos (como da bilirrubina conjugada a nao-
conjugada, reacdo ocorrida no intestino catalisada pela bile) (SILVA, 2011), a bactéria é capaz
de clivar a ligacdo glicosidica do substrato 4-methylumbelliferyl-B-D-glucoronide (MUG),
liberando uma molécula de 4-MU no meio (Figura 16). O sucesso da reagdo ¢ facilmente
observado através da apari¢cdo de fluorescéncia azul-intensa a 360 nm (CEBALLOS, DINIZ,
2017).
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Figura 16 — Reagdo de clivagem da molécula de 4-methylumbelliferyl-B-D-glucoronide pela
catalise da enzima B-glucuronidase, liberando 4-metilumbeliferona. Além disso, temos as
versdes fendlica e de fenolato de acordo com o pH do meio, evidenciando sua maior
fluorescéncia em meios alcalinos.
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Fonte: Adaptado de Cervera, 2005.

Pela bioquimica, abre-se espago para o estudo da expressdao heteréloga de genes que
codificardo enzimas chave para a biossintese de cumarinas como a umbeliferona e escopoletina,
que serdo esqueleto para as mais diversas moléculas derivadas, como a 4-metilumbeliferona a
partir de glicose como substrato (SHIMIZU, 2014).

Além disso, pode ainda ser obtida por rota quimica, sendo rapidamente sintetizada pela
reagdo entre resorcinol e acetoacetato de etila em meio acido e sob aquecimento (ISAC-
GARCIA et al., 2016). Trata-se da reagdo de condensagio de Pechmann (Figura 17), utilizada
para sintese de cumarinas. Baseia-se na reacdo entre um composto fendlico e um B-cetoéster
(Figura 18); este ultimo, com estrutura onde uma cetona ¢ condensada a um éster na posicao 3

(VIANNA, 2011).
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Figura 17 — Mecanismo proposto para reagdo de Pechmann para a sintese de 4-
metilcumarinas.
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Fonte: Adaptado de Vianna, 2011.

Desta forma, para o caso da 4-metilumbeliferona, o radical Rj mostrado trata-se de uma
hidroxila na posi¢cdo meta do anel aromatico, resultando na molécula de resorcinol, e R, trata-

se de um radical metila para a molécula de acetoacetato de etila (VIANNA, 2011).

Figura 18 — Estrutura quimica molecular genérica de um B-cetoéster
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Pesquisadores da Indonésia realizaram experimentos nos quais utilizaram 0,6655 g de
Resorcinol, 0,76 g de acetoacetato de etila, 10mL de tolueno e 0,6565 g da resina Amberlyst-
15 (WAHYUNINGRUM, ZULQARNAEN, SUENDO, 2014), uma resina de troca i0nica para
HPLC carregada com acido sulfonico, sensivel ao calor e concentragdes acima de 10% de

tolueno, que funciona como uma excelente fonte de 4cido forte e pode ser utilizada como
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catalisador (MERCK, 2020). A mistura, que foi mantida a 150 °C por 45 minutos, obteve
rendimento de 90,01% de 7-hidroxi-4-metilcumarina recristalizada (WAHYUNINGRUM,
ZULQARNAEN, SUENDO, 2014).

Apesar da necessidade do aquecimento para o sucesso da reagdo de sintese de cumarinas
com substituicdo no carbono 4 ja ser estabelecido, pesquisas mostraram que o uso de radiacao
de micro-ondas, substituindo o aquecimento convencional, gera 6timos resultados e algumas
vantagens frente ao método tradicional, como maiores rendimento, pureza de produto e menor

tempo de reacdo (VIANNA, 2011).
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3. CONCLUSAO

Desta forma, como discutido neste trabalho, percebe-se que ainda ha espago para o
estudo de novos compostos luminescentes, moléculas de grande relevancia para a bioquimica.
De origem inorganica, explora-se os derivados de lantanideos ou as terras-raras. Essas
substancias, porém, sdo oriundas de mineracdo e provocam impactos ambientais enormes
mesmo que sejam obtidos em pequenas quantidades.

Em contraponto, os compostos organicos, de origem vegetal em sua maioria, nio
apresentam esse tipo de problema. Representando-os, a classe das Cumarinas, com estruturas
fenolicas derivadas do benzeno com a alfa-pirona, tem conquistado espaco nas aplicagdes
biotecnoldgicas, de sondas fluorescentes & medicagdo antitumoral.

A molécula de 4-metilumbeliferona, por seus radicais, ¢ mais estavel que as outras
cumarinas. Sob a forma de sal, ainda, possui alta resisténcia térmica e ndo apresenta
propriedades irritantes ou toxicas para a pele. Possui um 6timo rendimento quantico de 0,95 em
pHs alcalinos, com o maximo sendo alcancado na unidade, isto ¢, quando a emissdo de fotons
¢ igual a quantidade absorvida, o que comprova e justifica suas aplicagdes como fluoréforo.
Apesar de sofrer influéncia do pH em sua intensidade de fluorescéncia e comprimento de onda
de maxima absor¢ao, sua emissao nao ¢ alterada e se mantém em 445 nm. Industrialmente, pode
ser obtida pela reacdo com E. coli, utilizando o substrato 4-methylumbelliferyl-p-D-
glucoronide (MUG) ou ainda pela reagao entre resorcinol e acetoacetato de etila através de uma
condensacao de Pechmann.

Sendo assim, pelas caracteristicas e propriedades avaliadas, ¢ cabivel dizer que a 4-
metilumbeliferona ¢ um possivel fluordforo a ser utilizado como marcador luminescente de
residuo de tiros.

Para proximos trabalhos, sugerem-se os estudos praticos da viabilidade de sua aplicagdo,
verificando sua concentracdo minima para observagdo e de sua expressao heterdloga através da
biologia sintética (engenharia genética), uma vez conhecidos os genes envolvidos em sua

biossintese.
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