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Resumo

As quinolinas possuem um nucleo heterociclico que esta presente em diversas
moléculas com interesse bioldgico e tecnoldgico. Quinolinas polissubstituidas podem
apresentar sistema eletrénico conjugado (D-1-A), 0 que as torna moléculas
fluorescentes e susceptiveis ao meio. Neste trabalho foram sintetizadas
nitroquinolinas através de rea¢c6es multicomponentes e reduzidas a aminoquinolinas
fluorescentes. Estes compostos foram estudados tendo como foco suas propriedades
solvatocromicas e interagdo com albumina, lisozima e micelas. Estudos
solvatocromicos utilizando os modelos Lippert, Bilot-kawski, Kawski e McRae, foram
realizados utilizando dezesseis solventes. O melhor resultado foi obtido utilizando a
aminoquinolina com substituinte -N(CHs)2 (AQ4), onde um coeficiente de correlacao
de 0,8746 foi obtido para a correlagédo entre a somatoria dos maximos de absorbancia
e fluorescéncia das aminoquinolinas e a funcédo de polaridade de solvente ¢(g,n). A
partir dessa correlacdo foi possivel estimar a constante dielétrica no interior da
proteina BSA. A interacdo das aminoquinolinas com a proteina BSA provocou um
significativo aumento no rendimento quantico das mesmas (22,5%) quando
comparado ao meio aquoso (1,04%). A interacdo da aminoquinolina AQ4 com a
proteina BSA mostrou uma constante de associacdo entre 2,5.10° e 4,5.10° M1
dependendo do método de utilizado, o que a caracteriza como um ligante semelhante
a farmacos que se ligam a BSA. As alteracdes de fluorescéncia da AQ4 mostraram-
se sensiveis a desnaturacdo, bem como a formacédo de agregados amiloides nas
proteinas BSA e lisozima, o que possibilitou sua aplicacdo para monitorar estas
alteracdes nas proteinas estudadas. Estudos de aplicacdo das aminoquinolinas para
determinacao de formacao de micelas em meio aguoso mostraram que as mesmas

podem ser utilizadas para a determinacdo da concentracdo micelar critica (CMC) de



diferentes surfactantes. Os valores de CMC foram similares aos apresentados na
literatura utilizando diferentes metodologias analiticas. Além disso, as
aminoquinolinas foram capazes de detectar a carga elétrica das micelas, onde um
deslocamento batocrémico intenso foi exclusivo de micelas negativas. Em concluséo,
as aminoquinolinas se mostraram como sondas fluorescentes de significativa

aplicabilidade para o estudo proteinas e sistemas micelares.



Abstract

Quinolines have a heterocyclic center that can be seen in several molecules of
biological and technological interest. Quinolines containing several substitutions may
have a conjugated electronic system (D-11-A), which makes them fluorescent and
susceptible to the medium. In this work, nitroquinolines were synthesized athwart
multicomponent reactions and then reduced to fluorescent aminoquinolines. These
synthesized compounds were studied with focus on their solvatochromic properties
and interaction with albumin, lysozyme and micelles. Solvatochromic studies were
made using the models of Lippert, Bilot-kawski, Kawski and McRae, sing sixteen
solvents. The best result was obtained using aminoquinoline with substituent -N(CH.).
(AQ4), where a correlation coefficient of 0.8746 was obtained for the linear correlation
between the sum of absorbances and fluorescence maximums values of
aminoquinolines and the dielectric constant for each solvent ¢ (g, n) used. On this
correlation, it was possible to estimate the dielectric constant inside the BSA protein.
Besides that, the interaction of aminoquinolines with the BSA protein caused a
significant increase in AQ4’s quantum yield (22.5%) when compared to the aqueous
medium (1.04%). Other result found in this study is that the interaction of the
aminoquinoline AQ4 with the BSA protein exhibited a constant association between
2.5.10- and 4.5.10- M- depending on the method used, which is characteristic and
similar values of ligands that are known to have a good bind with BSA. The
fluorescence changes in AQ4 were sensitive to denaturation, as well as the formation
of amyloid aggregates in BSA and lysozyme proteins, showing that AQ4 can be applied
to monitor changes in the studied proteins. The studies of aminoquinolines in order to
determine the formation of micelles in aqueous media have shown that these

synthesized molecules can be used to determine the critical micellar concentration



Xi

(CMC) of different surfactants. The CMC values found with this new method were
similar to those presented in the literature using different analytical methodologies. In
addition, aminoquinolines were useful to detect the electrical charge of the micelles,
once an intense bathochromic displacement was exclusive to negative micelles. In
conclusion, aminoquinolines synthesized here can be use as fluorescent probes for

the study of proteins and micellar systems.
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Os espectros foram feitos com Aexc=375 e varredura de emissédo de Aem=400 a 650nm
(com excecao do AQ1 que foi utilizado Aexc=340, Aem370-600nm), onde foram utilizadas
SOIUGOES A€ 7,5UM CAUA. ... .uuiiieieeeeiieeiie et e e e e e e e e e e e 66
Figura 14. Espectros de absorcédo (linha tracejada) e de emissao de fluorescéncia
(linha solida) com valores normalizados de: a) AQ1L, b) AQ2, ¢) AQ3, d) AQ4, e) AQ5,
em 16 solventes (em ordem de polaridade: ciclo-hexano, 1,4-dioxano, tolueno, acetato
de heptila, acetado de hexila, acetato de etila, tetra-hidrofurano, diclorometano, 1-
hetpanol, 2-propanol, acetona, etanol, metanol, acetonitrila, DMF e DMSO),
mostrando o deslocamento do maximo de comprimento de onda em relacdo a
paTUTo FoTglor= Wo [T Y0 \V7=T o | (=S PP 67
Figura 15. Correlagbes solvatocrbmicas para a aminoquinolina AQ1l. a) Modelo
Lippert-Mataga, b) modelo Bilot e Kawski, ¢) modelo Kawski, d) modelo McRae.....76
Figura 16. Correlacdes solvatocrbmicas para a aminoquinolina AQ2. a) Modelo
Lippert-Mataga, b) modelo Bilot e Kawski, ¢c) modelo Kawski, d) modelo McRae, ....76
Figura 17. Correlacdes solvatocrbmicas para a aminoquinolina AQ3. a) Modelo

Lippert-Mataga, b) modelo Bilot e Kawski, ¢) modelo Kawski, d) modelo McRae.....77
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Figura 18. Correlagbes solvatocromicas para a aminoquinolina AQ4. a) Modelo
Lippert-Mataga, b) modelo Bilot e Kawski, ¢c) modelo Kawski, d) modelo McRae, ....77
Figura 19. Correlacbes solvatocrémicas para a aminoquinolina AQ5. a) Modelo
Lippert-Mataga, b) modelo Bilot e Kawski, ¢) modelo Kawski, d) modelo McRae, ....78
Figura 20. Graficos representativos das medidas de tempo de vida para diferentes
solventes, a) Solventes aproticos, b) Solventes polares apréticos e c) Solventes
polares proticos. (Aexe=340nmM, Aem=475-575nm, pulso de 100ns e contagem de 1000
(0100101575 TSP 86
Figura 21. Espectros de absorbancia (a) e fluorescéncia (b) dos aminoacidos
triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe). Trp: Aex= 295nm, Aem=353nm; Tyr:
Aex= 275nm, Aem= 304nm; Phe: Aex= 260nm, Aem= 282nm. As estruturas dos
aminoacidos séo observadas na parte inferior (Adaptado de:(Joshi et al., 2013))....92
Figura 22. Estruturas das proteinas: a) HSA e b) BSA com os diferentes residuos de
aminoacidos com diferente coloracao, e as localizacGes aproximadas dos triptofanos
(Trp-214, Trp-212 e Trp -134) e dos subdominios. Obtida e adaptada do Protein data
DANK (ID:1€78 € 4f5S). ... 93
Figura 23. Figura representativa das estruturas da enzima lisozima, com a localizacéo

aproximada de seu sitio de ligacdo. Obtida e adaptada do Protein data bank (ID:2cds).

Figura 24. Representacdo esquematica simplificada do processo de formacédo de
proteina nativa e do possivel processo de re-agregacdo para a formacdo de
agregados amorfos ou organizados (fibras amildides) (Adaptado de: (Adamcik e
T4 =T o = W 0 ) T 97
Figura 25. Fluorescéncia das aminoquinolinas em tampé&o fosfato na auséncia e

presenca de BSA. a) Aexc=350nm, Aem=370-450nm, de b a f) Aexc=375nm, Aem=400-
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650nm. Todos os experimentos foram realizados com a abertura de slits em 5mm,
filtro de polarizador de 92% de COME. ........cceiiiiiiiiiie e e 114
Figura 26. Grafico de Job para a associacdo AQ4-BSA utilizando o maximo de
emissao de fluorescéncia como referéncia .........ccccceeeeeeee, 116
Figura 27. a) Grafico representativo do espectro de emissao de fluorescéncia obtidos
com o aumento da concentragcdo do AQ4 (0-11uM) e BSA fixa (5uM) em tampéo
fosfato 50mM. Aexc=375nm, Aem=400-650nm, b) Gréfico representativo do aumento da
fluorescéncia com a adicdo de AQ4 em A=480NM. ....ccoeiviiiiiiiiiiiiee e 117
Figura 28. a) Gréfico representativo do espectro de emisséo de fluorescéncia obtidos
com o aumento da concentragcdo do BSA (0-30uM) e AQ4 fixa (5uM) em tampéo
fosfato 50mM. Aexc=375nm, Aem=400-650nm, b) Gréfico representativo do aumento da
fluorescéncia com a adicdo de BSA em A=480NM. ......ccovviiiiiiiiiiiiee e 118
Figura 29. Determinacdo da constante de associacdo por diferentes métodos de
calculo e seus respectivos graficos para a obtencao do valor; a) Equacédo de Benesi,
b) Equacdo de Rawel. Os dados de fluorescéncia para os calculos foram utilizando
Aexc=375nm, Aem=480nm e concentragdo fixa de AQ4 de 2,5uM. ......ccoevvvvvvvvvveennnnn. 120
Figura 30. Determinacdo da constante de associacdo por diferentes métodos de
calculo e seus respectivos gréficos para a obtencéo do valor; a) Equacdo de van de
Weert e Stella, b) Equacéo de Zsila. Os dados de fluorescéncia para os calculos foram
utilizando Aexc=375nm, Aem=480nm e concentragao fixa de BSA de 2,5uM. ........ 121
Figura 31. a) Gréfico representativo do espectro de emisséo de fluorescéncia obtidos
com o aumento da concentracdo do AQ4 (0-12uM) e BSA fixa (2,5uM) em tampéo
fosfato 50mM. Aexc=295nm, Aem=310-450nm, b) Grafico representativo do decaimento

da fluorescéncia com a adicdo de AQ4 em A=345NM. .......cooeveiieiiiiiiiiiieeee, 122
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Figura 32. Determinacdo da constante de associacdo por diferentes métodos de
calculo e seus respectivos graficos para a obtencédo do valor; a) Equacéo de Stern-
Volmer, b) Equacédo de van der Weert e Stella, ¢) Equacdo de Roy. Os dados de
fluorescéncia para os célculos foram utilizando Aexc=295nm, Aem=345nm e
concentracao fixa de BSA de 2,5UM. ... 124
Figura 33. Curvas representativas para diferentes temperaturas dos experimentos
(curva preta para experimentos a 293K (20°C) e curva vermelha para experimentos a
313K (40°C)). a) Decaimento de fluorescéncia medida no maximo de emissao do
complexo BSA-AQ4, b) Gréafico da equacdo de Stern-Volmer e determinacdo da
respectiva constante, c) Grafico para a equacdo de Stella e determinacdo da
constante de associacdo do complexo, d) Gréfico para a equacdo de Roy e
determinacao da constante de associacdo do complexo. Os dados de fluorescéncia
para os calculos foram utilizando Aexc=295nm, Aemmaxy=345nm e concentracao fixa de
BSA de 1,0uM. Como é realizada a determinacdo das constantes através dos
experimentos de quenching encontra-se nNo tOPICO anterior. ..........cccoeeeeeeveeeevvvnnnnnn. 126
Figura 34. Graficos representativos dos experimentos realizados para a determinacao
do sitio de ligacdo do AQ4 em BSA, a) Efeito do aumento da concentracao de varfarina
(sonda de sitio | — de 0 a 30uM)) sobre a fluorescéncia do AQ4 em uma concentragao
fixa (5uM) dentro da BSA (5uM) (Aexc=375, Aem=400-650nm), b) Efeito do aumento da
concentracdo de ibuprofeno (sonda de sitio Il — de 0 a 30uM) sobre a fluorescéncia do
AQ4 em uma concentragao fixa (5uM) dentro da BSA (5uM) (Aexc=375, Aem=400-
650nm), c) Efeito da varfarinatibuprofeno (sondas de sitio | e Il — de 0 a 40uM)
concomitantemente, sobre a fluorescéncia do AQ4 em uma concentracgao fixa (5uM)

dentro da BSA (5uM) (Aexc=375, Aem=400-650nm), d) Efeito do AQ4 (de 0 a 20uM)
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sobre a fluorescéncia da varfarina em uma concentragao fixa (5uM) dentro da BSA
(BUM) (Aexc=310, Aem=330-450NM)........e.emeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e s ee e es s 129
Figura 35. Espectros de ICD para observar, a) Efeito da adicdo do ligante AQ4 na
proteina BSA, b) Efeito da adicdo de varfarina no sinal de AQ4+BSA, c) Efeito da
adicao de ibuprofeno no sinal de AQ4+BSA. Os experimentos foram realizados com
concentracdo 1:1 de AQ4:BSA e os espectros obtidos entre os comprimentos de onda
P22 0210 ] o o PP 131
Figura 36. a) Grafico representativo dos espectros obtidos e da influéncia de ions
metalicos para cada caso (Aexc=375nm, Aem=400-650nm), b) Grafico comparativo
das areas abaixo da curva para os diferentes efeitos de ions sobre a interacdo BSA-
AQ4 (controle se refere ao espectro de fluorescéncia da interacdo AQ4-BSA sem ion
A T=Y = Tol 0 1) TR SSPRR 134
Figura 37. Graficos representativos dos experimentos de emissédo de fluorescéncia
realizados para a determinacdo da oxidacdo de BSA com HOCI e HOBr, a) para

confirmacédo da oxidacdo do residuo de triptofano do BSA (5uM) com a adicédo de
100uM de agente oxidante (HOBr e HOCI) (Aexc=295, Aem=310-450nm), b) para
observacdo da mudanca no espectro de fluorescéncia do AQ4 (10uM), excitando-se
o triptofano (Aexc=295, Aem=420-650nm), c) para observacéo da alteragéo no espectro
de fluorescéncia do AQ4 (10uM) em BSA (5uM), na excitacdo da sonda (Aexc=400,
DN b 0 R 110 ] 1 ) PP 136
Figura 38. Graficos representativos dos experimentos realizados para a determinagéo
da formagéo de agregados amiloides de BSA, a) Espalhamento Rayleigh aumentado
devido a formagcao dos agregados amiloides (5uM) (Aexc=340, Aem=300-400nm), b)
Efeito da formacdo de agregados amiloides em BSA (5uM) sobre a sonda Th-T

(concentragao fixa de 5uM em todos os meios) (Aexc=435, Aem=460-545nm), c) Efeito
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da formacdo de agregados amiloides em BSA (5uM) sobre a sonda ANS
(concentragao fixa de 15uM em todos os meios) (Aexc=340, Aem=400-600nm), d) Efeito
da formacéo de agregados amiloides em BSA (5uM) sobre AQ4 (concentracao fixa de
15uM em todos os meios) (Aexc=375, Aem=400-650nm). Em todos os casos foram
utilizados um comparativo entre BSA nativa (25°C) e BSA amiloide (70°C), e foram
utilizadas nas mesmas concentracfes para comparativo. ............ccceuvvviiiieeeeeeeennnnns 138
Figura 39. Estudos da desnaturacao de BSA. a) Espectro de emissao de fluorescéncia
obtidos com 0 aumento da concentracdo de Ureia (0-8M) e concentracdo fixa de BSA
(20uM) e AQ4 fixa (20uM) em tampéao fosfato 50mM pH=7,0 (Aexc=375nm, Aem=400-
650nm); b) Espectro de emissdo de fluorescéncia obtidos com o aumento da
concentragéo de Ureia (0-8M) e concentragao fixa de BSA (20uM) e ANS fixa (20puM)
em tampé&o fosfato 50mM (Aexc=340, Aem=400-600nm); c) Gréfico comparativo do
decaimento da fluorescéncia maxima normalizada das sondas AQ4 e ANS devido a
desnaturacdo da BSA (para 0 AQ4 Aexc=375, Aemmax=480nm, para 0 ANS Aexc=340nm,
s Bt <10 0 TS 140
Figura 40. Graficos representativos dos experimentos realizados para a determinacéo
da formacdo de agregados amiloides de Lisozima; a) Espalhamento Rayleigh
aumentado devido a formagao dos agregados amiloides (10uM) (Aexc=340, Aem=300-
400nm); b) Efeito da formacao de agregados amiloides de Lisozima (10uM) formados
a partir de adicao de SDS (300uM) sobre a sonda Th-T (10uM) (Aexc=435, Aem=460-
545nm); c) Efeito da formacéo de agregados amiloides em de Lisozima (10uM)
formados a partir da adicdo de SDS (300uM) sobre a sonda (10puM) (Aexc=375,
Aem=400-650nm); d) Experimento para observar a intensidade de fluorescéncia
através do tempo com a adicdo da sonda e depois levando a desnaturacdo da

proteina, utilizando a fluorescéncia da sonda no meio da proteina desnaturada como
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referéncia para os comprimentos de onda excitagdo e emissao fixos (Aexc=375nm,
b0 o ¢ SRR 143
Figura 41. Estudos da linearidade de método para a determinacéo de albumina (BSA
e HSA) com diferentes sondas. a) Curva que mostra a linearidade do método de AQ4
(40uM) com BSA (0-500uM), pelo método da fluorescéncia com leitura em Aexc=375nm,
Aem=480nm. b) Curva que mostra a linearidade do método de AQ4 (40uM) com HSA
(0-500uM), pelo método da fluorescéncia com leitura em Aexc=375nmM, Aem=480nm. C)
Curva que mostra a linearidade do método de BCP (200uM) com BSA (0-400uM), pelo
método da absorbancia com leitura em A=610nm. d) Curva que mostra a linearidade
do método de BCP (200uM) com HSA (0-400uM), pelo método da absorbancia com
[€ITUra €M AZBLONM. ...ttt nnnnes 145
Figura 42. Gréficos representativos para a determinacdo da constante dielétrica da
proteina. a) Gréfico de fluorescéncia normalizada de AQ4 em meios com diferentes
polaridades comparando-se 0 AQ4 dentro da proteina (Aexc=375nm, Aem=400-650nm,
b) Grafico ilustrativo que mostra o valor aproximado de ¢(g, n) em relacdo ao a
somatéria dos comprimentos de onda de absor¢cdo e emissado de fluorescéncia em
varios solventes e o valor encontrado para AQ4 na proteina............ccccvvveeeeeeeeennns 147
Figura 43. Graficos de tempo de vida de fluorescéncia de AQ4 em solventes com
polaridades distintas e em BSA (Aexc=340nm, Aem=475-575nm, pulso de 100ns e
contagem de 1000 fOONS/S). ...eueiiieeiiiiiiiiiiie et 148
Figura 44. Representacdo esquematica das etapas de formacdo de micela com o
aumento da concentracdo de surfactante. a) Esquema onde € possivel observar a
formacao das micelas acima de um determinado valor minimo e se pode observar sua
correlagdo com o gréfico representativo em b) que descreve o CMC em termos de

concentracéo de surfactante e o comportamento grafico do processo dependendo da
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metodologia utilizada para a determinacédo (Adaptado de: (Rizzatti, Zanette e Mello,
2009)). ettt ettt ettt ettt ettt ettt e et ettt ettt 155
Figura 45. Estruturas dos surfactantes utilizados no trabalho. a) SDS, b) SDBS, c)
S8S, d) CTAB, e) Triton X-100 (Obtido e adaptado de: (“PubChem”, [s.d.]). .......... 168
Figura 46. Fluorescéncia das aminoquinolinas e coumarina-153 em meio aquoso na
auséncia e presenga de surfactantes. a) Aexc=350nm, Aem=370-450nm, de b a f)
Aexc=375nm, Aem=400-650nm, g) Aexc=410nm, Aem=450-700nm. Todos o0s
experimentos foram realizados com a abertura de slits em 5mm e filtro atenuador de
92%. As concentracdes de surfactantes estdo acima de seus CMCs..................... 169
Figura 47. Determinacdo do CMC do Triton X-100 com AQ5 (5uM) por fluorescéncia
em estado estacionario. a) Espectro de emissdo de fluorescéncia obtidos com o
aumento da concentragéo de Triton X-100 (0, 25, 50, 75, 100, 150, 250, 300, 320, 340,
350, 400, 500, 600, 750, 1000, 2000, 4000, 8000, em pM), utilizando-se de
Aexc=375nm, Aem=400-650nm, com 10mm de abertura de slits, filtro de corte de 92%
e fotomultiplicadora em 700; b) Curva do aumento da fluorescéncia maxima relativa
ao aumento da concentracdo de Triton no meio para a determinacdo do CMC do
surfactante neutro (dados de maximo de fluorescéncia retirados do gréfico a). .....171
Figura 48. Determinagdo do CMC do Triton X-100 com AQS (5uM) por fluorescéncia
resolvida no tempo. a) Grafico representativo de curvas de tempo de vida de
fluorescéncia do AQ5 com aumento da concentragédo do Triton X-100 (0, 200, 250,
500, 2000, em pM) com Aexc=340nm, com contagem de 10000 fétons em 100ns; b)
Curva do aumento do tempo de vida relativo ao aumento da concentragao de Triton
no meio para a determinacdo do CMC do surfactante neutro (dados de tempo de vida

retiradosS A0 GrafiCO @). .....uuuuuiiiiiiiiiiiiiii e 171
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Figura 49. Determinacédo do CMC do CTAB com AQ5 (5uM) por fluorescéncia em
estado estacionario. a) Espectro de emissao de fluorescéncia obtidos com o aumento
da concentracdo de CTAB (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,7;0,9;1,0; 1,1; 1,3; 1,5; 2,0; 3,0; 5,0;
10,0; 20,0; 30,0 em mM), utilizando-se de Aexc=375nm, Aem=400-650nm, com 10mm
de abertura de slits, filtro de corte de 92% e fotomultiplicadora em 700; b) Curva do
aumento da fluorescéncia maxima relativa ao aumento da concentracdo de CTAB no
meio para a determinacdo do CMC do surfactante positivo (dados de maximo de
fluorescéncia retirados do grafiCo @). .........ccovvviiiiiiiiiii e 172
Figura 50. Determinacdo do CMC do CTAB com AQ5 (5uM) por fluorescéncia
resolvida no tempo. a) Gréfico representativo de curvas de tempo de vida de
fluorescéncia do AQ5 com aumento da concentrag¢do do CTAB (0, 1000, 1500, 30000,
em PuM) com Aexc=340nm, com contagem de 10000 fétons em 100ns; b) Curva do
aumento do tempo de vida relativo ao aumento da concentracdo de CTAB no meio
para a determinacdo do CMC do surfactante positivo (dados de tempo de vida
retiradoS dO QrafiCO @). .....ueeiiiiie i 172
Figura 51. Determinacdo do CMC do SDBS com AQ5 (5uM) por fluorescéncia em
estado estacionario. a) Espectro de emisséo de fluorescéncia obtidos com o aumento
da concentracéao de SDBS (0,0; 0,1, 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8; 2,0; 2,5; 3,0;
4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 15,0; 20,0; 30,0; 40,0; 60,0 em mM), utilizando-se de Aexc=375nm,
Aem=400-650nm, com 10mm de abertura de slits, filtro de corte de 92% e
fotomultiplicadora em 750; b) Curva do aumento da fluorescéncia maxima relativa ao
aumento da concentragdo de SDBS no meio para a determinacdo do CMC do
surfactante negativo (dados de maximo de fluorescéncia retirados do gréfico a)...173
Figura 52. Determinagdo do CMC do SDBS com AQ5 (5uM) por fluorescéncia

resolvida no tempo. Grafico representativo de curvas de tempo de vida de
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fluorescéncia do AQ5 com aumento da concentracao do SDBS (0,0; 0,2; 4,0; 40,0; em
mM) com Aexc=340nm, com contagem de 10000 fétons em 100ns ..........ccceeeenee 173
Figura 53. Determinacdo do CMC do S8S com AQ5 (5uM) por fluorescéncia em
estado estacionario. a) Espectro de emissao de fluorescéncia obtidos com o aumento
da concentracdo de S8S (0, 40, 80, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 160 e 200 em
mM), utilizando-se de Aexc=375nm, Aem=400-650nm, com 10mm de abertura de slits,
filtro de corte de 92% e fotomultiplicadora em 700;...........coovvviiiiiiieeeeeeeecee e, 174
Figura 54. Determinacdo do CMC do SDS com AQ5 (5uM) por fluorescéncia em
estado estacionario. a) Espectro de emissao de fluorescéncia obtidos com o aumento
da concentracdo de CTAB (0, 1000, 2000, 4000, 8000, 1600, 3200, 6400, 100000, em
MM), utilizando-se de Aexc=375nm, Aem=400-650nm, com 10mm de abertura de slits,
filtro de corte de 92% e fotomultiplicadora em 700;...........ccoevviiiiiiieeerieeicee e, 174
Figura 55. Fluorescéncias de diferentes aminoquinolinas (5uyM) em SDS 10mM, em
estado estacionario, utilizando-se de Aexc=375nm, Aem=400-650nm, com 10mm de
abertura de slits, filtro de corte de 92% e fotomultiplicadora em 700. ..................... 175
Figura 56. Determinacdo do CMC do SDS com AQ5 (5uM) por fluorescéncia em
estado estacionario. a) Espectro de emisséo de fluorescéncia obtidos com o aumento
da concentracao de SDS (0, 250, 500, 750, 1000, 2000, 4000, 6000, 6500, 7250, 7500,
8000, 8500, 9000, 15000, 30000, 60000, 100000, em uM), utilizando-se de
Aexc=445nm, Aem=470-700nm, com 7,5mm de abertura de slits, filtro de corte de 92%
e fotomultiplicadora em 700; b) Curva do aumento da fluorescéncia maxima relativa
ao aumento da concentracdo de SDS no meio para a determinacdo do CMC do
surfactante negativo (dados de maximo de fluorescéncia retirados do gréfico a)...176
Figura 57. Graficos de medidas espectroscépicas para o estudo da nova banda em

detergentes negativos. a) Grafico comparativo de fluorescéncia normalizada das
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bandas de detergentes com as bandas para solvente de AQ5 (em todos o0s casos,
AQS5 5uM, Aexc375nm, Aem=400-700nm, com 10mm de abertura de slits, filtro de corte
de 92% e fotomultiplicadora em 700), b) Grafico comparativo de UV-Vis para AQ5
(30uM) em detergentes (realizando varredura de A=300 a 550nm), c) Grafico de
fluorescéncia mostrando o comportamento da banda de AQ5 aumentando sua
concentracdo em SDS 20mm (concentracdes utilizadas, 1; 2; 4; 8; 15; 30 e 50uM),
utilizando-se de Aexc=445nm, Aem=470-700nm, com 7,5mm de abertura de slits, filtro
de corte de 92% e fotomultiplicadora €m 700 .............cceeiiiieeiiiiiiiiiee e, 179
Figura 58. Estudos fluorescéncia de AQ5 em micelas com alteracdo de pH. a)
Espectro de fluorescéncia de AQ5 (5uM) em SDS (20mM) alterando o pH de 4 a 9
(Aexc=375nm, Aexc=400-750nm, com 10mm de abertura de slits, filtro de corte de 92%
e fotomultiplicadora em 700), b) Espectro de fluorescéncia de AQ5 (5uM) em SDS
(20mM) alterando o pH de 4 a 9 (Aexc=445nm, Aexc=470-750nm, com 7,5mm de
abertura de slits, sem filtro de corte e fotomultiplicadora em 700), c) Espectro de
fluorescéncia de AQ5 (5uM) em CTAB (6mM) alterando o pH de 4 a 9 (Aexc=375nm,
Aexc=400-700nm, com 10mm de abertura de slits, filtro de corte de 92% e
fotomultiplicadora em 700), d) Espectro de fluorescéncia de AQ5 (5uM) em Triton X-
100 (4mM) alterando o pH de 4 a 9 (Aexc=375nm, Aexc=400-700nm, com 10mm de
abertura de slits, filtro de corte de 92% e fotomultiplicadora em 700), d) Gréfico
comparativo de fluorescéncia normalizada para os resultados obtidos .................. 183
Figura 59. Graficos de supressao de fluorescéncia de AQ4 em diferentes micelas por
aumento da concentragdo de NNDA (0, 250, 500, 1000, 2000 e 4000uM), a) TX-100
(4mM) (Aexc=375nm, Aem=400-650nm), b) CTAB (6mM) (Aexc=375nm, Aem=400-
650nm, com 10mm de abertura de slits, filtro de corte de 92% e fotomultiplicadora em

700), SDS (20mM) (Aexc=445nm, Aem=400-750nm, com 7,5mm de abertura de slits,
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sem filtro de corte e fotomultiplicadora em 700). d) Estudo das intensidades de

fluorescéncia normalizada para comparacao do decaimento em diferentes ambientes.

Figura 60. Graficos de supressao de fluorescéncia de AQ4 em diferentes micelas por
aumento da concentracdo de NCB (0, 250, 500, 1000, 2000 e 4000uM), a) TX-100
(4mM) (Aexc=375nm, Aem=400-650nm), b) CTAB (6mM) (Aexc=375nm, Aem=400-
650nm, com 10mm de abertura de slits, filtro de corte de 92% e fotomultiplicadora em
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O estudo de meios bioldgicos e suas caracteristicas é de suma
importancia para a compreensao do metabolismo e processos celulares, porém
essa area é altamente complexa, uma vez que envolve inimeras reagfes, com
micro e macromoléculas em equilibrio. Assim, o estudo de macromoléculas
capazes de retratar em parte suas funcdes celulares € uma alternativa comum
para o estudo dos meios biolégicos, através da utilizagdo de um modelo
especifico. Para a caracterizacéo e deteccao dessas macromoléculas é possivel
a utilizacéo de diversas técnicas sendo que os métodos espectroscdpicos que
englobam espectroscopia de absor¢cdo UV-Vis, fluorescéncia e até mesmo a
técnicas de infravermelho sdo muito utilizadas por serem versateis e simples,
capazes de dar uma resposta rapida e apresentarem caracteristicas pouco
invasivas para as amostras utilizadas (Jun, Chenoweth e Petersson, 2020; Ueno

e Nagano, 2011).

No campo das técnicas baseadas em fluorescéncia molecular, as sondas
fluorescentes (também chamados de fluoro6foros) merecem destaque pois
podem ser utilizadas para detectar biomoléculas, monitorar reacdes enzimaticas,
detectar alteracbes em microambientes entre outros processos. Isto ocorre
devido as sondas fluorescentes que podem ser altamente sensiveis a sistemas
moleculares especificos e as caracteristicas fisico-quimicas dos meios onde se
encontram (Niu et al., 2021). Muitos fluoréforos tém a capacidade de alterar seu
rendimento quantico e apresentar deslocamento do comprimento de onda
maximo da banda de emissdo tanto a partir de mudangas estruturais das
macromoléculas (por exemplo estado nativo e estado desnaturado), como

também com a alteragdo das propriedades do meio onde esta inserido, como



polaridade  (muitas dessas moléculas apresentam  caracteristicas
solvatocrémicas), tipos e concentracdo de ions, pH, entre outros. Além disso,
mesmo quando se trata de amostras biolégicas contendo uma fluorescéncia
intrinseca (como no caso das proteinas que contém aminoacidos aromaticos
como o triptofano, tirosina e fenilalanina), a marcagédo dessas macromoléculas
com sondas fluorescentes mostra especificidade molecular e novos valores de

emissao maxima bem distintos em relagdo aquelas da fluorescéncia intrinseca.

Dada a importancia e inimeras aplicacdes, varias moléculas vém sendo
desenvolvidas e aplicadas como sonda fluorescente para estudo de estrutura e
funcdo de proteinas. Nesta area destaca-se os estudos envolvendo a albumina
sérica humana (HSA, Human Serum Albumin) pois € a proteina mais abundante
no plasma sanguineo, apresenta fungéo carreadora de moléculas além de outros
papéis fundamentais como a manutencéao e regulacao da pressédo osmatica, pH,
entre outras. Quando em quantidade anormal, essa proteina é normalmente
associada a doencas como por exemplo diabetes, problemas renais e hepaticos
(como hepatite e cirrose). Assim, uma deteccao quantitativa da albumina em
fluidos biolégicos, vem ganhando muita importancia no diagnostico e medicina
preventiva nos ultimos anos, e as sondas fluorescentes apresentam potencial
como utilizacdo nesses casos. Reja e colaboradores (Reja et al., 2016)
desenvolveram uma sonda fluorescente para deteccao diagndstica pré-clinica
de HSA no plasma sanguineo de pacientes hipertensos em comparacdo com
pessoas saudaveis de forma confiavel e com limite de deteccdo baixos e
linearidade alta, conseguindo até mesmo diferenciar a HSA da BSA (albumina
sérica bovina) devido aos rendimentos quanticos se apresentarem distintos.

Behera e colaboradores (Behera et al., 2021) desenvolveram uma molécula



capaz de detectar BSA através de supressao de fluorescéncia estacionaria,
modificacdo do tempo de vida do fluoréforo, estudos de anisotropia com valores
da termodindmica de complexacdo favoraveis e confirmados por estudos

tedricos, além de se especifico ao sitio hidrofébico do subdominio IIA.

Outra aplicagdo importante das sondas fluorescentes se da na éarea de
sistemas supramoleculares como membranas celulares, lipossomas e micelas.
Nestes casos, a dinamica rotacional, vibracional e forgas intermoleculares entre
a sonda e o meio sao fundamentalmente diferentes do meio externo (aquoso).
Dessa maneira, a presenca e caracteristicas fisico-quimicas dessas estruturas
poderdo ser detectadas por alteragcbes em rendimento quantico, anisotropia,
transferéncia de energia ressonante, tempo de vida de estados excitados entre
outras caracteristicas do fluor6foro. Uma molécula orgénica fluorescente
normalmente € sollvel em meio micelar devido aos sitios hidrofobicos préximos
a interface que séo favoraveis para solubilizacdo. Esse conceito é encontrado
em trabalhos como o Uchiyama e colaboradores (Uchiyama et al., 2019), que
estudaram uma série de compostos fluorescentes com caracteristicas
solvatocrobmicas a fim de desenvolver uma sonda de mapeamento de
surfactantes de diferentes cargas e consequente identificacdo de diferentes
ambientes de membranas celulares complexas in vivo. Guan e colaboradores
(Guan, Yang e Lu, 2020) realizaram um trabalho utilizando diversos corantes
fluorescentes como base para um estudo da localizacao de moléculas organicas
nas micelas usando como base o conceito da transferéncia de energia
ressonante (RET) e o deslocamento da banda de emissao por agregacgao (AIE)
onde os doadores foram ancorados nas micelas e os aceptores adicionados em

solucdo. Além disso, devido a mudanca repentina nas propriedades da solugéo



na formacdo de micelas e sabendo-se que fluoroforos séo sensiveis a essas
mudangas no ambiente, uma sonda fluorescente pode ser utilizada para a
determinacdo de parametros relacionados a formacado de uma micela como a
concentracdo minima necessaria para a formacao das micelas (concentracédo
micelar critica, CMC) e o nimero de moléculas necessarias para a formacgéo de
uma micela (ou 0 nimero de agregacao, ou Nagg). (Fluksman e Benny, 2019; Lin,

H. et al., 2017; Niu et al., 2019; Wu, Tachiya e Yan, 2015)

Considerando o exposto e a importancia do tema, este trabalho teve como
objetivo a sintese e estudo aplicados de novas sondas fluorescentes baseadas
em sistemas quinolinicos polissubstituidos (Santos et al.,, 2017a). Foram
aplicadas como sonda para diferenciar 0 meio em que se encontra, seja ele
solventes com diferentes polaridades, seja para o estudo do meio proteico nativo
e desnaturado ou ainda para a o estudo de meio micelar formado por diferentes
tensoativos. O trabalho apresenta uma revisao bibliografica dos conceitos gerais
utilizados e depois é dividido em capitulos onde as diferentes aplicacbes sdo
apresentas. Mostraremos a eficiéncia pela qual as sondas desenvolvidas foram
capazes de interagir com proteinas como albumina e lisozima, bem como sua

utilizacao para caracterizar a carga de sistemas micelares.



2. Revisdo bibliografica de conceitos gerais utilizados para o

desenvolvimento do trabalho
2.1. Transicdes eletronicas

Quando uma molécula estd em seu estado fundamental, ela pode ser
incidida por uma radiacdo eletromagnética que a faz passar para o estado
excitado. A radiacdo absorvida pela molécula tem um valor igual a diferenca
entre esses estados, ou seja, a fotoexcitacdo s ocorre em comprimentos de
onda especificos e o processo é chamado transicao eletrdnica. Em situacdes
experimentais e andlise de dados, como por exemplo nas espectroscopias de
absorcdo e de fluorescéncia, a transicdo eletrbnica que ocorre do orbital
molecular ocupado de mais alta energia (HOMO — do inglés Highest Occupied
Molecular Orbital) para o orbital molecular ndo ocupado de menor energia
(LUMO - do inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital) é a mais importante

para ser estudada (Pavia et al., 2008; Valeur, 2001).

Assim, dependendo do tipo de orbital (o, T ou n), para que uma molécula
seja fotoexcitada serd necessaria uma energia diferente para promover um
elétron que esteja localizado em cada um dos casos. A representacdo de um
elétron no estado excitado em um orbital é feita pela letra do orbital adicionado

do simbolo * para os orbitais o e 11 (representados ao final por o*, ).

As transicoes do tipo 0>0* sdo as que apresentam os elétrons mais
fortemente atraidos pelo ndcleo, necessitando assim de radiacdo de maior
energia para a excitagdo e consequentemente com menores comprimentos de
onda (entre 200 e 100mn); as moléculas que apresentam esse tipo de transicdo
sdo os hidrocarbonetos saturados. As transi¢des do tipo n=>0* sdo menos

energéticas do que as anteriores, podendo ser excitadas com energias relativas



aos comprimentos de onda entre 150 e 250nm. Para que esse tipo de transi¢cao
ocorra é necessario par de elétrons nao ligantes (n), e os exemplos mais comuns
sdo compostos contendo atomos como O, N, S e halogénios (Valeur, 2001). Os
elétrons que estdo nos orbitais n e T podem ser excitados em faixas de maiores
comprimentos de onda (250-380nm), sendo que as transi¢cdes do tipo n>1* e
TT>T* sd0 as que apresentam um maior numero de estudos na literatura, pois
ddo aos compostos com essas caracteristicas propriedades fotofisicas de
transigcdo proximas ao comprimento de onda do visivel, além de caracteristica de
transferéncia de carga, que pode levar ao aumento no momento de dipolo da
molécula quando no estado excitado em relacdo ao seu estado fundamental
(Rouessac e Rouessac, 2007; Valeur, 2001). As transicbes T—>T1* s&o
observadas principalmente em compostos com insatura¢des conjugadas e anéis
aromaticos, necessitando de menores energias para a transi¢ao e apresentando
maiores comprimentos de onda para que ocorra, mostrando muitas vezes
compostos que emitem cor na faixa de comprimentos de onda no visivel (380-
740nm) (Rouessac e Rouessac, 2007). As diferentes energias entre os orbitais
moleculares das transicdes eletrbnicas citadas podem ser observadas

comparativamente na Figura 1.



Figura 1. Niveis de energia em orbitais moleculares e possiveis transi¢fes eletronicas

mais comuns em moléculas (Adaptado de: (Rouessac e Rouessac, 2007))
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2.2. Espectroscopia de absorcao e de fluorescéncia molecular

Em temperatura ambiente, a maioria das moléculas ocupa o estado
vibracional de mais baixa energia. Quando a molécula é excitada, ela pode
alcancar qualquer subnivel vibracional associado com um estado eletronico e
resultar em diferentes energias absorvidas, que vao depender da estrutura da
molécula. Como moléculas podem apresentar diferentes orbitais moleculares
com subniveis vibracionais e rotacionais distintos, 0os espectros ndo apresentam
uma linha discreta, mas sim o aspecto de uma banda. Além disso, a maioria dos
compostos apresentara mais de uma banda no espectro de absorcéo, exceto por
agueles que apresentarem niveis rotacionais restritos, como por exemplo,
estruturas planares e compostos aromaticos sem substituintes (Rhys Williams,
2000). As bandas de absorcdo apresentam um valor de comprimento de onda
onde ocorre a maxima absorcdo de energia, que corresponde a energia
necessaria para que ocorra a transicao eletronica, e a intensidade dessa banda
vai depender da interacdo entre a energia incidente e o sistema eletrénico (Pavia

et al., 2008).



Atomos ou moléculas podem emitir luz quando elétrons que estdo no
estado excitado decaem radiativamente ao estado fundamental. Os processos
gue podem ocorrer entre a absorcdo e emissao de luz sdo demonstrados no
chamado Diagrama de Jablonski (Figura 2). Esse diagrama é normalmente
utilizado para estudos iniciais de espectroscopia devido a ser uma forma simples
de visualizar diversos processos como a absorcdo de um féton, conversao
interna, fluorescéncia, cruzamento intersistema, fosforescéncia, transicdes do
tipo triplete-triplete entre outros processos. Os estados do tipo singlete estao
chamados de S, sendo que 0 So representa o estado eletronico fundamental e
S1, S2... sdo estados singletes (S) excitados. H& também a representacédo dos
estados triplete (T), que sé ocorrem no estado excitado e sdo chamados de T1,
T2,... Além disso, é possivel observar os niveis vibracionais associados a cada
nivel eletrénico (representadas pelas linhas mais finas e horizontais) (Valeur,

2001).



Figura 2. Diagrama de Jablonski e representacdo das posi¢es relativas a absorgao,

fluorescéncia e fosforescéncia. (Adaptado de: (Valeur, 2001))
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As linhas verticais apontando para cima representam as absor¢cées de
féton que ocorrem do nivel So para os estados mais energéticos que sdo 0s
estados eletrénicos descritos como 0, 1, 2, etc. Dentro de cada nivel eletrénico
existem os niveis vibracionais onde as moléculas podem estar (Lakowicz, 2006);
guando as moléculas sdo excitadas para esses estados eletrénicos as mesmas
perdem rapidamente qualquer excesso de energia vibracional, relaxam para o
nivel de mais baixa energia daquele estado eletrbnico, e esse processo nao
radiante é conhecido como relaxacdo vibracional. A excitacdo direta para o
estado triplete € um processo que envolve mudanca na multiplicidade do spin
eletrbnico, e a probabilidade que isso ocorra é muito remota, portanto sendo

chamada de transi¢céo proibida (Skoog, Holler e Crouch, 2018). Ao analisarmos
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a absorcao no Diagrama de Jablonski, € possivel observar que esse 0 processo
depende apenas da excitacdo dos compostos, sendo mais rapido do que o
processo de relaxacdo dos compostos, por isso as medidas de absorcéo
apresentam comprimentos de onda mais baixos do que as medidas de

fluorescéncia e fosforescéncia.

Como pode ser observado no Diagrama da Figura 2, o processo de de-
excitacdo pode ocorrer de vérias formas, desde processos chamados de
conversao interna, cruzamento intersistemas, e até mesmo sendo possivel
observar a emissdo de fluorescéncia ou fosforescéncia das moléculas
(Lakowicz, 2006; Valeur, 2001); porém nesse momento maiores explicacdes
serdo dadas sobre a fluorescéncia molecular. Denomina-se fluorescéncia a um
processo de emissdo onde estdo envolvidos spins eletrénicos de mesma
multiplicidade. E importante ressaltar que para que a fluorescéncia ocorra é
necessaria uma diferenca entre os estados vibracionais S1 e So relativamente
grande, pois uma diferenca pequena entre os estados pode levar a sobreposicao
de niveis vibracionais, o que leva a molécula excitada a relaxar por um processo
de relaxacdo vibracional chamado de cruzamento interno (Cl, ou como
representado na Figura 2 por IC) que ocorre sem a emissdo de féton e
conseguentemente sem emisséao de fluorescéncia. Assim, a molécula precisa ter
uma estrutura apropriada e estar em um meio que favoreca a desativacdo
radiativa S1 = So e a consequente fluorescéncia da mesma. E complicado prever
se uma molécula apresentara essas caracteristicas sem saber qual o valor da
diferenca de energia relativa entre os estados, porém observa-se que moléculas
rigidas e com grande quantidade de elétrons 1 (como por exemplo, moléculas

aromaticas) apresentam um grande potencial de apresentarem fluorescéncia
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uma vez que estruturas moleculares com maiores restricbes de liberdade
vibracional tém o processo néo radiativo de Cl minimizado e a planaridade da
molécula favorece a interacdo e a conjugacdo entre os sistemas de elétrons 1

(Demchenko, 2015; Ingle e Crouch, 1988).

2.2.1. Topicos e conceitos importantes sobre fluorescéncia

Considerando-se todos o0s conceitos sobre espectroscopia de
fluorescéncia discutidos até 0 momento, e considerando a importancia da técnica
para o trabalho realizado, havera a discussdo de alguns aspectos teoricos

importantes para complementar o que foi mostrado até o momento.

Ao analisarmos o diagrama de Jablonski, no item 2.2 foi possivel observar
que a fluorescéncia apresenta espectro de emissdo em comprimentos de onda
maiores do que a absorbancia. Essa observacdo tem seus fundamentos no
Principio de Franck-Condon que diz que o tempo para uma transicao eletrénica
ocorrer € muito menor do que o necessario para haver movimentacdo dos
ndcleos atbmicos, e devido a isso uma transicao eletronica provavel sera aquela
que nado envolva mudangas no nucleo atdbmico. Esse principio vem da
aproximacéo de Born-Oppenheimer, da mecanica quantica, que descreveu que
a movimentacao dos elétrons € muito mais rapida do que aquelas que ocorrem
no nucleo. A diferenca do comprimento de onda maximo de emissao (Aem) €
absorgdo (Aabs) para um mesmo sistema e condicbes € chamado de
Deslocamento de Stokes. Outra observacao € que, como as diferencas entre os
niveis vibracionais sdo semelhantes no estado fundamental e no estado

excitado, os espectros de fluorescéncia frequentemente tem sua forma



12

semelhante & banda de absorcao relativa a excitacdo da molécula (Pavia et al.,

2008; Valeur, 2001).

Um outro conceito importante e correlacionado sao as medidas de tempo
de vida discutido. O tempo de vida do estado excitado é definido como sendo o
tempo médio que a molécula permanece no estado excitado antes de retornar
ao estado fundamental. Sabendo que, matematicamente, o tempo de vida é o
inverso da soma de todas as velocidades que desativam o estado, e lembrando
gue a fluorescéncia (processo radiativo) concorre com processos ndo-radiativos,
o tempo de vida descrito anteriormente é chamado de tempo de vida
experimental (1s). Se 0 Unico caminho para a desativacao do estado excitado
fosse o processo emissao de féton (ou seja, apenas o decaimento radiativo) seria

possivel se encontrar o tempo de vida intrinseco (tn) do fluoréforo, como pode

ser observado nas Equagoes:

1 ~
Tg = P (Equacéo 1)

T, =

1
P (Equacéo 2)

Onde: Kr é o decaimento radiativo

Knr @ 0 decaimento ndo-radiativo

Além disso, o conceito de rendimento quantico de fluorescéncia (¢) se

correlaciona com o conceito de tempo de vida, uma vez que é definido como a
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razdo entre a velocidade de desativacdo do processo de fluorescéncia
(decaimento radiativo, Kr) pela velocidade de desativacdo total do estado
excitado (Kr+Knr). Se todos os processos ndo-radiativos fossem despreziveis
(Knr=0) 0 rendimento quéantico seria 1 (ou 100%), e é possivel também pensar no
rendimento quantico de fluorescéncia como a razéo entre Tse Tn (Lakowicz, 2006;

Schulman, 1979; Valeur, 2001).

2.2.2. Processos de transferéncia de carga intermolecular (TCI ou ICT)

A transferéncia de carga e a transferéncia eletrénica nas moléculas tem
grande importancia em diversos processos quimicos e biolégicos como a
fotossintese, o metabolismo, entre outros. Mais especificamente nesse contexto,
0s processos de transferéncia de carga eletronica de um doador (D) rico em
elétrons para um aceitador (A) deficiente de elétrons sao divididos basicamente
em duas grandes categorias: transferéncia quando D e A estdo em diferentes
moléculas (transferéncia de carga intermolecular) e a transferéncia quando D e

A se apresentam na mesma molécula (transferéncia de carga intramolecular).

A transferéncia de carga intramolecular (TCI) (também chamado de ICT,
pois advém do inglés Intrarmolecular Charge Transfer) ocorre quando a molécula
em questao é fotoexcitada e 0s seus elétrons sdo transferidos de uma parte para
a outra da molécula; como consequéncia desse movimento eletrbnico a
distribuicdo de carga no estado excitado da molécula tem uma distribuicdo dos
elétrons de forma diferente daquela no estado fundamental. O fenbmeno do ICT
ocorre em moléculas onde o grupo doador e 0 grupo aceitador € conectado

através de ligagdes conjugadas do tipo 1 (Figura 3); essas moléculas que
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contem essa conjugacgéo sao normalmente as derivadas de benzeno, estilbenos,
polienos, polifenis, oligotiofenos, entre outros sistemas encontrados na literatura

(Misra e Bhattacharyya, 2018).

Conforme ha um aumento da quantidade de conjugag¢des do tipo T
conectando o doador e o0 aceitador nesse sistema, h4 normalmente a observacao
do aumento nas alteracbes dos valores do momento de dipolo do estado
excitado, aumentando assim os valores de Ap que € a diferenga entre o momento
de dipolo no estado excitado e no estado fundamental de uma dada molécula
(Blanchard-Desce et al., 1995). Devido aos fatores anteriormente discutidos,
materiais baseados nessas moléculas organicas tem grande potencial para
aplicacbes em diversas areas como estudos para OLEDs, transistores de efeito
de campo, células solares fotosensibilizadas, além de possibilitarem o estudo de
processos de transferéncia eletrdbnica em biomoléculas (Misra e Bhattacharyya,
2018). Assim sendo, moléculas que apresentam esse tipo de sistema conjugado
sao utilizadas como sensores de polaridade, viscosidade e outras propriedades
do meio, pois essas alteracdes fisico-quimicas podem causar alteracdes “on-off”
no sinal de fluorescéncia desses compostos (Han et al., 2018). Um exemplo € a
sonda de polaridade acido 1-sulfénico-8-anilinanaftaleno (ANS) que tem sua
fluorescéncia aumentada quando esta dentro do sitio hidrofébico da proteina e
devido a essa caracteristica é utilizada para monitorar a mudancas estruturais

na proteina (Barros et al., 2015).
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Figura 3. O processo ICT em: a) um sistema (poli)eno e b) em um sistema aromético
doador-aceitador. A transferéncia de carga do doador (D) para o aceitador (A) ocorre no
estado excitado através de uma “ponte” de elétrons-1r para a formacédo de um estado
ICT de momento de dipolo maior do que no estado fundamental (ADAPTADO DE: (Misra
e Bhattacharyya, 2018)).
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2.2.3. Supressao de fluorescéncia

Qualquer processo que cause uma diminuicdo na intensidade de
fluorescéncia é chamado de supressédo. A supressao pode ser pela dissipagéo
da energia eletronica do fluoréforo através do calor, pela transferéncia de energia
de um doador para um aceptor que pode ser ou nao fluorescente, porém ao final

a fluorescéncia sofrer4 modificacdo em relacéo a inicial.

A supressao pode ocorrer por diversas formas de mecanismo, sendo que
trés delas sdo as mais comuns: i) cruzamento intersistema (ou efeito de metal
pesado), ii) intercambio de elétrons (ou interacdes de Dexter), iii) transferéncia
eletrbnica fotoinduzida (PET, do inglés Photoinduced Electron Transfer) e em
alguns casos é dificil conseguir saber exatamente qual o mecanismo esta
ocorrendo prioritariamente, uma vez que estudos indicam que a supressao
ocorre por uma combinagdo desses mecanismos, um mecanismo nao ira excluir

0 outro necessariamente (Lakowicz, 2006).
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O cruzamento intersistema é normalmente ligado a supressao por
halogénios de alto peso molecular e oxigénio, uma vez que 0 encontro com um
atomo pesado ou uma molécula de oxigénio triplete, uma vez que esse
fenbmeno depende de uma conversédo do spin no estado excitado singlete ao
triplete, o que aumenta o tempo de vida desse fluoro6foro podendo gerar
fosforescéncia e um deslocamento para maiores comprimentos de onda (com
menores energia); além disso, como a transi¢cao do estado triplete para o estado

singlete € proibida ha uma queda no rendimento quéantico (Figura 4A).

O mecanismo de supressédo por intercambio de elétrons ocorre por uma
troca simultanea de dois elétrons entre doador e receptor através dos LUMOs
(De*>Ae) € HOMOs (Ae~> De*) propagada através dos orbitais do ligante de

ponte, para que ocorra € necessaria uma distdncia muito curta e com

sobreposicao de orbitais entre as espécies (Figura 4C) (Valeur, 2001).

O processo de PET é quando um complexo (Dp*Ap) € formado entre o
doador de elétrons (Dp) e 0 aceitador de elétrons (Ap), esse complexo pode
retornar ao estado fundamental sem a emissdo de um féton, mas em alguns
casos a emissao de exciplexo € observada. Ao final, o elétron extra do aceptor
retorna para a o doador (Figura 4B). A terminologia do PET pode ser confusa
devido ao fluor6foro excitado poder ser tanto o doador como o receptor de
elétrons. A direcdo da transferéncia de elétrons no estado excitado €
determinada pelo potencial de reducéo das moléculas quando ainda no estado
fundamental. Na PET o termo doador ou aceptor ndo identifica qual espécie esta
inicialmente no estado excitado, porém a situacdo mais comum é quando o

estado excitado do fluor6foro tem carater aceitador de elétrons (Lakowicz, 2006).
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Figura 4. Esquemas representativos dos mecanismos de supresséo de fluorescéncia

mais conhecidos e discutidos na literatura. A) cruzamento intersistema, B) transferéncia

eletrdnica fotoinduzida, C) intercambio de elétrons (Adaptado de: (Lakowicz, 2006))
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2.2.4. Fluorescéncia estacionaria e resolvida no tempo

As medidas de fluorescéncia podem ser divididas de forma geral em dois

tipos: estacionaria e resolvida no tempo. As medidas de fluorescéncia

estacionaria sdo as mais comumente encontradas e sao realizadas através de

uma excitacdo e observacdo constante do fenbmeno uma vez que a amostra €

colocada em um feixe de luz ininterrupto pelo tempo do experimento enquanto o

espectro de intensidade de fluorescéncia € medido. Quando realizado esse tipo

de medida, o espectro obtido é a distribuicdo de comprimentos de onda de uma

emissdo medida em um comprimento de onda de excitacdo Unico e constante
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(que normalmente é o valor do comprimento de onda onde a amostra apresenta
o0 maior valor de absorgédo). O segundo tipo de medida é a de fluorescéncia
resolvida no tempo, utilizada para a medicdo de decaimento de intensidade de
fluorescéncia. Para isso, a amostra € exposta a um pulso luminoso com tempo
menor do que o tempo de decaimento de fluorescéncia observado para aquele
sistema, e a intensidade de fluorescéncia obtida através da medida é dada pelo
namero de fétons emitidos por unidade de tempo e unidade de solugéo. A técnica
mais utilizada atualmente para a realizacao da fluorescéncia resolvida no tempo
€ a contagem de fétons, que utiliza uma contagem sucessiva de fotons
correlacionados no tempo, e ao final se obter um histograma que apresenta a
probabilidade da distribuicdo de intensidade de fluorescéncia no tempo para os
fétons emitidos como resultado da excitacdo da amostra. Assim, cada contagem
individual de féton detectado deve ser vinculada a um pulso de excitacao e o
histograma ¢é resultado da acumulacdo de um grande numero de pulsos de
excitacdo da amostra. A medida € entéo realizada ao se excitar a amostra com
pulsos de luz e o decaimento da intensidade de fluorescéncia € adquirido com o

acumulo do numero de contagens (Lakowicz, 2006; Valeur, 2001).

Ao correlacionar as medidas de estado estacionario e resolvidas no
tempo, é observado que a medida no estado estacionario € uma média do que
ocorre no fenbmeno observado nas medidas resolvidas no tempo. Enquanto que
as medidas de estado estacionario sdo simples, medidas resolvidas no tempo
requerem uma instrumentacdo mais complexa e cara, porém essa ultima pode
fornecer informacdes de processos fotoquimicos que ndo podem ser observadas
nas medidas de estado estacionario, principalmente sobre a interacdo do

fluoréforo com a sua vizinhanga (microambiente do fluoréforo), e assim torna-se
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possivel estudos de: colisdes efetivas entre fluoréforo e supressor, formagéo de
dimeros e excimeros, distancias moleculares e difuséo rotacional, velocidade de
transferéncia de energia, além das observacéo de reagfes em estado excitado,
entre outros. Além disso, uma mudanca nos tempos de decaimento de
fluorescéncia pode indicar que o fluoréforo esta em diferentes microambientes
ou que esta ocorrendo processos distintos de estado excitado, uma vez que o
tempo de vida estabelece essa janela temporal durante a qual outros processos
de estado excitado podem alterar a emissdo e serem detectados (Connor e

Phillips, 1984; Lakowicz, 2006; Valeur, 2001).

2.2.5. Dicroismo circular

Outra técnica utilizada neste trabalho e encontrada na literatura para o
estudo de macromoléculas (como as proteinas) é o dicroismo circular (CD).
Antes da discusséo sobre a técnica se faz necessario uma discusséo sobre a
natureza eletromagnética da luz, além de um aprofundamento no tema sobre luz

polarizada e circularmente polarizada.

A luz é basicamente uma onda eletromagnética, ou seja, é constituida de
um campo elétrico e um campo magnético que oscilam perpendicularmente uma
em relacdo a outra. As fontes comuns de luz produzem ondas eletromagnéticas
em que o campo elétrico (e 0 magnético) oscilam em todas as dire¢des no plano
perpendicular a direcdo de propagacédo, nao havendo uma direcéo preferencial
de oscilacao, isso ocorre porque a medida que a luz “caminha” esses dois planos
(elétrico e magnético) giram em torno do seu proprio eixo de propagacéo; esse

tipo de luz é chamada de luz ndo polarizada. Quando utilizamos um filtro
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polarizador é possivel selecionar ondas que oscilem em um Unico plano, que séo

conhecidas como luz polarizada.

A polarizacdo das ondas eletromagnéticas pode ser classificada em trés
categorias: linear, circular e eliptica. Os nomes se referem a figura desenhada
no plano perpendicular a direcdo de propagacao, por exemplo, se o vetor que
descreve o campo elétrico em um ponto do espaco como uma funcéo do tempo

esta sempre em uma mesma dire¢do, a onda € dita linearmente polarizada.

Moléculas organicas oticamente ativas (quirais) sdo capazes de girar 0
plano de polarizacdo ao absorverem luz linearmente polarizada, e assim a luz
gue emerge de uma solucao contendo uma molécula quiral tem sua polarizacéo
modificada, o que pode ser medido através da técnica de polarimetria. Uma onda
eletromagnética plana monocromatica € circularmente polarizada se, num ponto
qualquer, o vetor campo elétrico (e consequentemente o vetor magnético)
mantiver seu modulo constante ao longo do tempo, mas sua direcdo variar de
forma que ele descreva periodicamente um circulo com periodo igual ao da onda.
Sabendo que uma onda linearmente polarizada pode ser descrita como uma
combinacédo de duas ondas circularmente polarizadas, uma a direita e uma a
esquerda, essas duas componentes interagirdo de forma distinta quando ocorrer
a rotacdo da polarizacdo em moléculas quirais (Flemming e Rosa, 2015;

Sreerama e Woody, 2004).

Considerando esses principios, uma amostra que € irradiada por uma luz
polarizada circularmente, pode ser transformada em uma luz eliptica, se houver
uma diferenca na absorcao de luz polarizada circularmente para a direita (RHCP,

da sigla em inglés Right Hand Circularly Polarized) e luz polarizada circularmente
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para a esquerda (LHCP, da sigla em inglés Left Hand Circularly Polarized), o que
ocorre em amostras que contém moléculas quirais. A técnica de CD é capaz de
identificar a mudanca na polarizacdo da luz, ou seja, € capaz de medir a
disperséo da rotacéo otica. Um sinal de CD pode ser positivo ou negativo; se a
luz polarizada circularmente para a esquerda é absorvida numa extensdo maior
do que a luz polarizada circularmente para a direita se tem um sinal positivo de
CD, e for oposto (luz para esquerda em menor escala) ha o aparecimento de um

sinal negativo de CD (Fasman, 1996).

A espectroscopia de CD pode ser utilizada para estudos de proteinas e
as faixas analisadas sdo normalmente divididas em trés, baseadas na energia
de transicao eletronica que caracteriza cada faixa: 1) UV distante (abaixo de
250nm), 2) UV proximo (250-300nm) e 3) UV-visivel préximo (300-700nm). Na
faixa (1) h& a contribuicéo dos residuos de amida dos peptideos dos aminoacidos
e € observada a estrutura secundaria, na faixa (2) ha a contribuicdo dos grupos
aromaticos dos aminoacidos e a observacao da estrutura terciaria e na faixa (3)
ha a contribuicdo de cromoéforos extrinsecos (Sreerama e Woody, 2004). Assim,
a técnica de CD pode ser utilizada para auxiliar na determinacao de estruturas e
identificacdo de novas proteinas. Por exemplo, proteinas que contem estruturas
do tipo a-hélice tem bandas negativas em comprimentos de onda préximos a 208
e 222nm e banda positiva proxima a 193nm, enquanto que proteinas com
estruturas do tipo folhas-p antiparalelas apresentam banda negativa em torno de
208nm e banda positiva em torno de 195nm, enquanto que proteinas
desestruturadas apresentam uma diminui¢cdo do sinal de dicroismo proximo de

210nm (Greenfield, 2007).
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Dentro da técnica de CD, é possivel também a observacdo de um
fenbmeno chamado dicroismo circular induzido (ICD) que ocorre quando h4 a
inducdo de atividade Otica de um composto aquiral (ligante) a partir de sua
colocacdo em um meio quiral (molécula indutora de quiralidade). Esse fenébmeno
€ observado nos espectros de CD a partir do aparecimento ou deslocamento de
uma banda onde antes da complexacédo das duas unidades ndo havia sinal.
Quando colocado em um meio quiral, a molécula pode sofrer desde interacdes
com 0 meio anisotrépico ou até mesmo restringir seu grau de liberdade, entre
outros efeitos, e assim apresentar esse novo sinal. Por isso, o ICD vem sendo
utilizado na literatura a fim de se estudar as interac6es de moléculas organicas
aquirais em sistemas como polimeros, em ambiente de macromoléculas como
proteinas e estruturas supramoleculares como micelas, entre outros. Além disso,
através da espectroscopia de ICD € possivel se obter pardmetros
termodinamicos de ligacao, informacdes sobre a estequiometria e o constante
de afinidade entre o ligante e a molécula indutora de sinal. Porém, para a
obtencado desses dados é necessario haver o sinal de ICD, que s6 sera possivel
se houver interacdes especificas orientando muatua e independentemente a
natureza das duas espécies de forma que as forcas rotacionais ndo sejam
sobrepostas ou anuladas por orientacdes aleatorias (Allenmark, 2003;

Gawronski e Grajewski, 2003).

2.2.6. Absorbéancia e a Lei de Lambert-Beer

Um dos principios da espectroscopia de absor¢cdo nos mostra que quanto
maior for o nimero ou a capacidade das moléculas de absorver luz em um

determinado comprimento de onda, mais intensa sera a absorcdo. Através do
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tratamento matematico das medidas de absorbancia é possivel relacionar
medidas experimentais de intensidade de absorcdo com propriedades
espectroscopicas da matéria; a equacdo que correlaciona esses parametros €
chamada de Lei de Lambert-Beer, que diz que “sucessivos aumentos no niumero
de moléculas absorventes idénticas no caminho de um raio de Iluz
monocromatico absorvem fragdes iguais da energia radiante que as atravessa”
e é expresso simplificadamente pela Equagédo 3, em um certo comprimento de

onda:

A= logIT0 =e&.c. (Equacéao 3)

Onde: A é a absorbancia da amostra
lo € a intensidade de luz que € incidida na amostra
| é aintensidade de luz que emerge da amostra
c é a concentracdo molar do soluto na amostra (em mol.L™?)
| € o comprimento da cubeta na direcdo onde se incide a luz (em cm)

€ é o coeficiente de absortividade molar da molécula observada (L.mol

Leml)

A absortividade molar (também conhecida como coeficiente de extingdo
molar) é uma propriedade da molécula que passa por uma transicao eletrénica

e ndo depende dos parametros variaveis envolvidos na preparacdo de uma



24

solucéo. E definida como a capacidade que um mol de uma substancia tem em
atenuar luz incidida sobre ela em um determinado comprimento de onda ou ainda
0 quao fortemente uma substéncia absorve radiacdo de uma determinada
frequéncia. Assim, altos valores de absortividade molar indicam uma molécula
que apresentara uma alta absorbancia maxima em determinados comprimentos
de onda, mesmo em baixas concentracdes de solucao (Pavia et al., 2008; Skoog,

Holler e Crouch, 2018).

Apesar de muito utilizada na literatura e para meios didaticos, a Lei de
Lambert-Beer apresenta limitagcbes como: deve haver apenas uma espécie que
gera a absorcdo observada e em baixas concentracdes (abaixo de 0,01mol.L*
normalmente) uma vez que, na pratica, absorbancias com valores de intensidade
maiores que dois perdem a correlagédo experimental direta entre a absorbéancia

e a concentracgdo (Pavia et al., 2008; Perkampus, 1992).
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Objetivos do trabalho

Sintetizar aminoquinolinas polissubstituidas por meio de Reacoes
Multicomponentes (RMC) a fim de realizar estudos nos seguintes
contextos:

Sondas solvatocrdmicas para o estudo de interacdo com as proteinas
albumina sérica e lisozima.

Aplicacéo para estudos de agregados amiloides proteicos.

Aplicacéo para estudos de formacéo de micelas.



Capitulo 1

Sintese das Aminoquinolinas

26
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4, Quinolinas
4.1. Introducao

O ndcleo quinolinico (Figura 5) € encontrado em diversas moléculas que
possuem aplicagBes praticas, uma vez que esse tipo de sistema heterociclico
sao unidades estruturais chave para a atividade de medicamentos e compostos
com acdao biologica ativa no organismo. Esse sistema vem sendo estudado, por
exemplo, para medicamentos antimalaricos, anti-HIV, anticancer e

antituberculose (Ryabukhin e Vasilyev, 2016).

Figura 5. Estrutura molecular do ndcleo quinolinico
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Os derivados quinolinicos, além de ter as aplicacbes citadas
anteriormente na area da saude, também vém sendo estudados para utilizacao
em corantes, inibidores de corrosdo, na area cosmética, no desenvolvimento de
novos diodos organicos emissores de luz e na utilizacdo em sondas de meio.
Além disso, compostos quinolinicos polissubstituidos sdo comuns em sondas
fluorescentes e o desenvolvimento de novas aminoquinolinas vem recebendo
atencdo e novas aplicacdes a cada ano. Isso € evidenciado, por exemplo, com
a procura das palavras-chaves “quinolines” e “fluorescence” no site Web of
Science, que apresenta mais de 500 publica¢des nos ultimos cinco anos. Esse
sucesso é devido as aminoquinolinas polissubstituidas apresentarem o efeito

transferéncia de cara intermolecular, que é uma propriedade fotofisica de
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algumas moléculas que apresentam grupos elétrons-doadores e elétrons-
receptores em um sistema eletronico conjugado (D-11-A), que leva a uma
transferéncia de carga interna e um consequente aumento no momento de dipolo
no estado excitado quando esse sistema € fotoexcitado; essa alteragcédo no valor
do momento de dipolo faz com que essas moléculas sejam sensiveis ao meio
em que estao inseridas (esse assunto foi abordado anteriormente nesse trabalho

de forma mais aprofundada no topico 2.2.2) (Han et al., 2018).

O exemplos de sua utilizagdo na literatura sdo muitos e dentre eles
podemos citar o trabalho de Fuchi e colaboradores (Fuchi et al., 2019) que
realizaram um trabalho com quinolinas polissubstituidas apresentando efeito ICT
e desenvolveram uma sonda de lipofilicidade que apresentou cerca de 100nm
de deslocamento batocrémico entre o solvente menos polar (hexano) e o mais
polar (DMSO) da série utilizada no estudo, sendo observados grandes
diferencas de rendimentos quanticos dependendo do meio, tendo assim o0s
compostos estudados uma potencial aplicacdo como corantes para células em
microscopia de fluorescéncia. Além de utilizacdo em polaridade de meio, as
aminoquinolinas vém sendo aplicadas como sondas de pH; por exemplo, Mandal
e colaboradores (Mandal et al., 2018) observaram o aparecimento de uma nova
banda de fluorescéncia e diminuicdo do rendimento quéantico de fluorescéncia
com o aumento do pH do meio, o0 que leva essa molécula a ter um potencial na
utilizacdo em estudos para a diferenciacdo de células normais em relacdo a
células cancerigenas (que apresenta uma diminuicdo de seu pH em relagéo as

células normais).

Devido aos potenciais aplicagbes das aminoquinolinas em diversos

campos interdisciplinares, a sintese desses heterociclicos vem chamando a
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atencdo dos quimicos da area de sintese organica. Desde a primeira sintese
publicada em 1880 por Skraup, diversos métodos foram desenvolvidos para a
sintese do nucleo quinolinico (Pericherla, Kumar e Jha, 2013). Um exemplo é
Povarov, que conhecendo o poder catalitico dos acidos de Lewis, desenvolveu
um método para sintetizar derivados quinolinicos que consistia em utilizar iminas
(Bases de Schiff) como substratos para reacbes do tipo aza-Diels-Alder. Este
método caracterizou-se como uma sintese multicomponente onde a imina
gerada pela reacdo entre um aldeido e uma anilina poderia ser formada no
proprio meio reacional (Kouznetsov, 2009). Mais recentemente, foram descritos
novos métodos para a obtencdo de derivados quinolinicos polissubstituidos
utilizando é&cidos de Lewis como FeCls (Zhang, Li e Wang, 2011) e NbCls
(Andrade, de, Santos, dos e Silva-Filho, da, 2015). Este dltimo envolve uma
reacdo multicomponente entre aldeidos aromaticos, derivados de anilina e
fenilacetileno a temperatura ambiente e atmosfera de ar para a obtencéo de
ndcleos quinolinicos com diversos tipos de substituintes. ApOs esse estudo
preliminar, Santos e colaboradores (Santos et al., 2017) realizaram a
continuacdo para a obtencdo de nitroquinolinas polissubstituidas com grupos
fenil nas posicdes 2 e 4, sendo que o fenil ligado a posi¢ao 2 do grupo quinolinico
continha diversos substituintes em diferentes posicées do anel benzénico; além
da obtencéo dessas primeiras estruturas foram realizadas as reduc¢des do grupo
nitro para a obtencdo de aminoquinolinas (Figura 6). Esse estudo de Santos e
colaboradores foi utilizado como referéncia para as moléculas sintetizadas nesse

estudo.
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Figura 6. Esquema geral de uma reagdo multicomponente seguida de reducéo do grupo
nitro para a formacao de aminoquinolinas polissubstituidas (Adaptado de: (Santos et al.,
2017))
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4.2. Materiais e equipamentos

Para as sinteses foram utilizados o0s reagentes p-nitroanilina
(O2NCeHaNH2), fenilacetileno (CsHsCCH), benzaldeido (CsHsCHO), p-
anizaldeido (CH3OCeH4CHO), 4-dimetilamino-benzaldeido ((CH3)2NCsH4CHO),
4-dimetiltio-benzaldeido (CH3SCsH4CHO), paladio sobre carbono (Pd/C),
monohidrato de hidrazina (NH2NHz), agente filtrante Celite® 545, hidreto de
soédio (NaH), iodometano (CHal), bicarbonato de sodio (NaHCO3), cloreto de
sédio (NaCl), sulfato de magnésio anidro (MgSQa), hidreto de calcio (CaHz),
oxido de calcio (CaO), acido sulfurico (H2SOa), cloreto de calcio (CaCl2) e
brometo de potassio (KBr), os quais foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Missouri, USA). O reagente pentacloreto de nidbio (NbCls) foi obtido por doacéo
da Companhia Brasileira e Mineracdo e Metalurgia (CBMM). Esses reagentes
foram utilizados como recebidos. Os solventes utilizados foram: acetato de etila
(CH3COOC:2Hs), acetonitrila (CH3CN), etanol (C2HsOH), dimetilformamida (DMF
— HCON(CH?3)2), diclorometano (CH2Clz), cloroférmio (CHClIs), hexano (CeHua),
éter etilico (CH3CH2)20 e metanol (CH3OH), os quais foram adquiridos da Sigma-

Aldrich (Missouri, USA). Os solventes, para os quais a purificagdo e remoc¢ao de
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agua nao foram necessarias, foram utilizados como recebidos. Para os demais
foram utilizadas as metodologias descritas por Armarego & Perrin (Armarego e

Perrin, 1996), como segue:

. Acetonitrila;: Refluxado e destilado sobre CaH2 durante 6 horas.
. Etanol: Refluxado e destilado sobre CaO durante 6 horas.
. Dimetilformamida: CaH: foi adicionado ao solvente e mantido sob

agitacdo por 12 horas. A mistura foi filtrada e o DMF anidro é utilizado para as
sinteses

o Diclorometano: Primeiramente o solvente foi lavado com porcdes de
H2SOa4 concentrado sob constante agitacdo até a mudanca da coloracdo da
mistura. Depois a mistura coloidal foi lavada com agua e NaHCO3 até que o pH
volte a ter o valor de 7, e apds isso € realizada uma pré-secagem com CaClz, e
entdo filtrado. Ao final, foi refluxado e destilado sobre CaHz durante 6 horas.

o Cloroférmio: Primeiramente o solvente foi lavado com por¢des de H20
para retirada de residuos de etanol. Apos isso, o0 produto restante foi seco
utilizando-se CacClz, e filtrado. Ao final, foi refluxado e destilado sobre CaH:2
durante 6 horas.

o Hexano: Primeiramente o solvente foi lavado com porgbes de H2SOg4
concentrado sob constante agitacdo. Depois a mistura coloidal € decantada para
a separacao do alcano, no qual na sequéncia é realizado secagem com CacCl: e

filtrado. Ao final, o solvente foi refluxado e destilado sobre CaH2 durante 6 horas.

Para o acompanhamento das reag¢des foi utilizado cromatografia por camada

delgada (CCD). Silica-gel 60 F2s4 0,2 mm depositada sobre folha de aluminio
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(Merck, Alemanha) e utilizando-se como revelador uma lanterna de emissao de

irradiacdo com UV-365nm (Boitton Instrumentos, Rio Grande do Sul, Brasil).

Para evaporacao dos solventes foi utilizado o evaporador rotatério R-215
equipado com banho de agua com controlador de temperatura B-491, bomba de
vacuo V-700, controlador de pressao do sistema V-850 (Buchi, Saint Gall, Suica).
Para a retirada de residuos de solvente foi utilizado uma bomba de alto vacuo
com traps e filtro, com vacuo maximo no valor de 1.102torr e com vacuémetro

manual da Marconi (S&o Paulo, Brasil).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-1H, 400
MHz) foram obtidos em um espectrometro Bruker (Massachusetts, EUA) DRX-
400 do laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de
Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (USP).
Os deslocamentos quimicos (d) estdo relatados em parte por milhdo (ppm) em
relacdo ao tetrametilsilano (TMS) utilizado como padrdo interno para 'H, e
cloroférmio deuterado (CDCls) como padrdo interno para *3C. A constante de
acoplamento (J) em Hertz (Hz) e o niumero de hidrogénios foram deduzidos da
integral relativa. Os espectros de infravermelho foram obtidos em um
espectrometro Jasco (Maryland, EUA) modelo FT/IR-4600 do Laboratério de
Bioquimica da Faculdade de Ciéncias de Bauru (UNESP). As medidas foram
realizadas no intervalo entre 4000 e 400cm™, com a utilizacdo de pastilhas de
KBr. Os espectros de massa foram obtidos em um equipamento Bruker
micrOTOF, com a utilizacdo de um detector ESI-TOF, do Departamento de

Farmacia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (USP).
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4.3. Métodos e procedimentos

4.3.1. Procedimento geral para reagbes multicomponentes para a
preparacdo de derivados 6-nitro-2,4-difenilquinolinas utilizando NbCls

como catalisador

O procedimento para a sintese de 6-nitro-2,4-difenilquinolinas foi
realizado utilizando-se como base a sintese proposta por Santos e
colaboradores (Santos et al., 2017). O procedimento esquematico para sintese

de 6-nitro-2,4-difenilquinolinas esta representada na Figura 7.

Figura 7. Reacdo multicomponente para a producdo de 6-nitro-2,4-difenilquinolinas,
utilizando NbCls como catalisador.

NO, (0] I= -H
4 II=-OCHjy
+ H + 0,5mmol NbC|5 o :{|/=_ 'g(é;:g)z
R(la V) CH4CN 3
NH,
(1) (2)(1alv) (3) R(laV)

Descricdo do procedimento:

Foram adicionados 1,0mmol dos derivados de benzaldeido correspondentes (2I-
V), 1,0mmol de p-nitroanilina (1), e 1,21mmol de fenilacetileno (3) dissolvidos em
3,0mL de acetonitrila anidra. A mistura foi adicionada 0,5mmol de NbCls
suspensos em 2,0mL de acetonitrila anidra. A reacao foi realizada em atmosfera
de ar, em temperatura ambiente e sob constante agitacdo. O tempo reacional foi
de 96h e a reacdo monitorada em CCD pelo consumo de p-nitroanilina, utilizando

como solventes de eluicdo hexano:acetato de etila (7:3) e como revelador
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lanterna UV-365nm. A reacdo foi cessada adicionando-se agua destilada e
extraida com acetato de etila (3x20mL), as fases foram separadas, e a fase
organica lavada com solugbes saturadas de NaHCOs (2x10mL) e de NaCl
(2x10mL). A secagem da fase organica foi realizada utilizando-se MgSOa anidro
e posteriormente filtrado e evaporada a pressao reduzida. A mistura resultante
obtida foi recristalizada em metanol anidro, filtrada, e o sélido contendo o produto
puro coletado em papel filtro. Em alguns casos, o liquido sobrenadante que
restou foi submetido a uma nova recristalizacdo para obtencdo de maiores
rendimentos de produtos puros. O soélido resultante foi deixado em atmosfera
ambiente e baixa pressdo em bomba de vacuo para secagem do solvente e

posteriormente guardado.

4.3.2. Procedimento geral para as reacdes de reducdo do grupo nitro para

preparagao de derivados de 6-amino-2,4-difenilquinolinas

As reacoes dos derivados 6-nitro-2,4-difenilquinolinas para a obtencao de
6-amino-2,4-difenilquinolinas foram realizadas utilizando como base o
experimento descrito na literatura por Nedeltchev e colaboradores (Nedeltchev,
Han e Bhowmik, 2010). O procedimento para sintese de 6-amino-2,4-

difenilquinolinas esta representada na Figura 8.
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Figura 8. Reacdo de producédo de derivados 6-amino-2,4-difenilquinolinas.

I=-H

Il=-OCH3
10%Pd/C, Etanol 1= -N(CH3),
> IV="-SCH,
H,NNH,.H,0, 50°C, 30 min.
Refluxo, 12h
R(lalv) R(la V)

(NQlalv) (AQlalVv)

Descricao do procedimento:

Foram adicionados 1,0mmol de derivado de 6-nitro-2,4-difenilquinolinas
(NQ I-IV) na presenca de 0,05g de Pd/C em uma solucdo contendo 20mL de
etanol anidro. A mistura foi aquecida a 50°C em banho de imersdo em 6leo por
30 minutos. ApoOs esse tempo, foram adicionados a mistura 3,0mL de
NH2NH2.H20 (25%) e a mistura foi mantida em constante agitagédo, em refluxo e
sob atmosfera ambiente por 12 horas. A reacéo foi monitorada em CCD pelo
consumo do derivado de 6-nitro-2,4-difenilquinolina, utilizando como solventes
de eluicdo hexano:acetado de etila (1:1) e como revelador lanterna UV-365nm.
ApOs esse tempo, a mistura foi filtrada utilizando cloroférmio sobre Celite® 545
para a remocédo do catalisador Pd/C. O solvente foi removido sob pressao
reduzida e o produto bruto lavando-se com por¢cBes de mistura de éter

etilico:hexano (1:1) e éter etilico puro. O sélido resultante, levado a bomba de

vacuo para retirada de residuos de solvente.
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4.4, Resultados e Discussao

4.4.1. Preparagcdo de 6-nitro-2,4-difenilquinolinas utilizando NbCls como

catalisador

A sintese de 6-nitro-2,4-difenilquinolina inicia-se pela formacéao in situ de
uma base de Schiff entre um derivado de benzaldeido e a p-nitroanilina. Supde-
se que o NbCls leve a ativagdo do benzaldeido pela coordenacdo a carbonila
facilitando o ataque nucleofilico da amina. Esse processo de condensacao leva
a formacao de uma imina (Figura 9). A imina atua como um dieno em uma reagao
de aza-Diels-Alder tendo o fenilacetileno como diendfilo, ocorrendo uma reacéo
concertada com cicloadiacao [4+2] (uma vez que dos seis elétrons envolvidos
no estado ciclico, quatro sdo provenientes do dieno e dois sdo provenientes do
diendfilo), e ocorre uma reacéo de Diels-Alder com demanda inversa de elétrons
onde o dieno apresenta uma substituicdo com grupo retirador de elétrons (nesse
caso —NOz2) e o diendfilo apresenta um grupo doador de elétrons (nesse caso o
grupo fenil) (Kobayashi e Jorgensen, 2001). Esse tipo de reagdo ocorre como
resultado da sobreposicao de orbitais em fase entre o orbital HOMO do diendfilo
com o LUMO do dieno. Além disso, com a coordenacédo anteriormente discutida
(do grupo carbonila com o NbCls) que ocorre com a molécula que contém o grupo
retirador de elétrons, h4 uma diminuicdo da energia do orbital LUMO na
formacao do dieno, o que auxilia na cicloadicdo devido a melhor interacédo do
dieno com o diendfilo rico em elétrons (Constantino et al., 2004; Woodward e
Hoffmann, 1969). Apo6s a formacao desse intermediario ciclico, este sofre o
processo de aromatizacao através da reacao com o oxigénio, formando o nucleo

0 quinolinico desejado.
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Figura 9. Mecanismo proposto para reacdo de formagéo dos derivados de 6-nitro-2,4-

difenilquinolina catalisado por NbCls (Adaptado de: (Bartolomeu et al., 2018))

formacéao da imina

-H,0
—

O,

C\

O,N ) <‘
e
L

ClsNb

Reacéo de Diels-Alder

[4 + 2]

O,N

aromatizacao

R

O acompanhamento da reacdo por CCD mostrou a formacdo de dois

subprodutos, a base de Schiff, e o produto principal. Na reacao a etapa lenta é

a cicloadicdo de Diels-Alder, pois a formacao da imina (dieno) catalisada por

NbCls acontece em poucos minutos, como descrito e discutido na literatura

(Silva, Da, Martins e Silva-Filho, Da, 2012). Apos a extracao da rea¢do, a CCD

revelou 0s mesmos componentes e para a obtencdo apenas do produto de

interesse foi realizada uma recristalizacdo com metanol. Os resultados para a

sintese de derivados 6-nitro-2,4-difenilquinolina pode ser observado na Tabela

1.
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Tabela 1. Rendimentos das nitroquinolinas

Benzaldeido R Rendimento Rendimento reacéo Cor do

reacao bruta apos purificacao* sélido

obtido

2-1 H 81% 60% Branco
amarelado

2-11 OCHzs 64% 27% Amarelo

2-1 N(CHz3) 73% 53% Vermelho
2-1V SCH;s 76% 33% Amarelo
alaranjado

* Purificacdo realizada a partir de recristalizagdo com CHsOH puro.

A Tabela 1 apresenta os resultados de rendimentos obtidos ao fim de cada
reacdo de sintese realizada e pode-se observar que para o produto bruto todos
os rendimentos apresentaram valores semelhantes. Nos rendimentos para o
produto purificado pode-se observar que o composto NQ-I apresenta os maiores
valores, isso pode ser devido a essa molécula ndo conter nenhum grupo no
substituinte do anel aromético do reagente que fosse susceptivel de reagir com
o pentacloreto de niébio (que tem como caracteristica ser oxofilico (Oh e Knabe,
2009) e consequente formacéao de intermediarios que néo levaréo a formacao do
composto de interesse. ApGs a recristalizacdo, foram obtidos os produtos puros
que foram caracterizados por métodos espectroscopicos e espectrométricos
(RMN-'H, RMN-13C, IV e MS). A descricdo resumida dos resultados das
caracterizacdes encontra-se abaixo e as imagens obtidas estdo no Anexo A

(Figura A- 1 a Figura A-13).
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v Para NQ-I:

. RMN H (400MHz, CDCls): & (ppm) 8,87 (d, J=2,4Hz; 1H); 8,50 (dd,
J1=9,1Hz, J2=2,4Hz, 1H); 8,35 (d, J=9,1Hz, 1H); 8,27-8,25(m, 2H); 7,99 (s, 1H);
7,65-7,54 (m, 8H).

. RMN 13C (100MHz, CDCls): 6 (ppm) 160,1 (C); 151,3 (C); 151,1 (C;, 145,4
(C); 138,5 (C); 136,9 (CH); 131,8 (C); 130,5 (2CH); 129,5 (2CH); 129,3 (CH);
129,2 (2CH); 129,1 (2CH); 127,9 (CH); 129,8 (CH); 123,1 (CH); 122,9 (C); 120,89

(CH).

v Para NQ-II:

. RMN *H (400MHz, CDCl): 6 (ppm) 8,85 (d, J=2,5Hz; 1H); 8,48 (dd,
J1=9,0Hz, J2=2,5Hz, 1H); 8,35 (d, J=9,1Hz, 1H); 8,26-8,24(m, 2H); 7,94 (s, 1H);
7,89-7,87 (m, 1H); 7,63-7-56 (m, 4H); 7-09-7,07 (m, 2H); 7,03-7,01 (d, J=9,0Hz,
1H); 3,92 (s, 3H).

o RMN 13C (100MHz, CDCIs): 6 (ppm) 161,8 (C); 151,0 (C); 137,2 (C); 131,5
(C); 131,2 (C); 130,9 (C); 129,5 (CH); 129,4 (C); 129,2 (2CH); 129,1 (2CH); 125,1
(2CH); 124,5 (CH); 123,1 (CH); 122,9 (CH); 121,3 (C); 120,2 (2CH); 114,5 (CH);
55,5 (CHa).

o IV (KBr): v(cm?) 1599, 1503 e 3413 (ligacbes insaturadas do tipo
aromaticas); 1310 (ligacdes C—-N); 1029cm™ (ligacdes C-O); 835cm™? (ou

menores) (deformacdes angulares de esqueletos de anéis aromaticos)
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v Para NQ-III:

. RMN 1H (400MHz, CDCl3): & (ppm) 8,78 (d, J=2,6Hz; 1H); 8,46 (dd,
J1=9,1Hz, J2=2,6Hz, 1H); 8,29-8,20 (m, 3H); 7,91 (s, 1H); 7,63-7,56 (m, 5H); 6,84
(d, J=9,1Hz, 2H), 3,09 (s, 6H).

. RMN 23C (100MHz, CDCls): 6 (ppm) 153,5 (C); 151,0 (C); 146,6 (C); 143,3
(C); 139,1 (C); 135,6 (C); 130,6 (CH); 129,4 (C); 128,5 (2CH); 128,1 (2CH); 127,9
(2CH); 121,2 (CH); 119,0 (CH); 112,3 (C); 106,0 (2CH); 102,6 (CH); 40,4 (2CHa).
o IV (KBr): v(cm™?) 1577 e 1503 (ligacdes insaturadas aromaticas); 1312 e
1079 (ligacbes C—N); 813 (ou menores) (deformacdes angulares de esqueletos

de anéis aromaticos)

v Para NQ-IV:

. RMN H (400MHz, CDCl3): & (ppm) 8,85 (d, J=2,5Hz, 1H); 8,50 (dd,
J1=9,3Hz, J,=2,5Hz, 1H); 8,34 (d, J=9,3Hz, 1H); 8,22-8,20 (m, 2H); 7,96 (s, 1H);
7,64-7,56 (M, 5H); 7,42-7,40 (m, 2H); 2,58 (s, 3H)

o RMN 13C (100MHz, CDCIls): 6 (ppm) 152,8 (C); 146,8 (C); 145,6 (C); 143,9
(C); 139,4 (C); 138,9 (C); 136,6 (CH); 131,3 (C); 129,5 (2CH); 128,4 (2CH); 128,1
(2CH); 127, 4 (CH); 127,2 (CH); 126,5 (CH); 121,5 (C); 119,3 (2CH); 105,8 (CH);
15,7 (CHba).

o IV (KBr): v(cm) 1583 e 1483 (ligagdes insaturadas aromaticas); 1330 e
1300 (ligagbes C—N); 808 (ou menores) (deformacgdes angulares de esqueletos

de anéis aroméaticos); 2840 (ligacdo C-S).
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Tabela 2. Massas moleculares exatas experimentais e calculadas para as

nitroquinolinas.

Derivado R Massa molecular Massa molecular exata
nitroquinolinico exata protonada encontrada na espectrometria*
tedrica
NQ-I H 327,1128 327,1129
NQ-II OCHz3 357,1234 357,1245
NQ-IlI N(CHz3) 369,1477 369,1606
NQ-IV SCHs 3723,1005 373,1005

* Em Figura A- 10 a Figura A- 13 do Anexo A

4.4.2. Reducao do grupo nitro para preparacao de derivados de 6-amino-

2,4-difenilquinolinas

A reacdo de reducdo do grupo nitro dos derivados quinolinicos foi
realizado utilizando-se o método de Nedeltchev e colaboradores (Nedeltchev,
Han e Bhowmik, 2010). Mecanisticamente, a reacao inicia-se com a ligagao do
nitrobenzeno com o catalisador hidrogenado (Pd/C nesse caso) para a retirada
de atomos do hidrogénio da superficie do catalisador, gerando 4gua como
subproduto e um intermediario nitrosobenzeno na primeira etapa, que sofre
transferéncia de hidrogénio rapida do catalisador para a ligacdo N=0O, formando
um intermediario ArNH-OH, que apdés a adi¢cdo de outra molécula de hidrogénio
da a amina como produto final. Uma viséo geral para as etapas de reacdo da

reducdo dos compostos 6-nitro-2,4-difenilquinolina esta descrita na Figura 10.
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Figura 10. Visao geral das etapas da reacdo de formacéo dos derivados de 6-amino-

2,4-difenilquinolina (Adaptado de: (Serna et al., 2009))
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Os resultados obtidos para a reducdo das moléculas e obtencdo dos

produtos reduzidos sintese sdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Rendimentos de preparacédo das aminoquinolinas.

Derivado nitroquinolinico R Rendimento | Cor do sélido obtido
reacao
NQ-I H 93% Laranja claro
NQ-II OCHs 95% Amarelo escuro
NQ-III N(CHa)2 93% Marrom avermelhado
NQ-IV SCH;s 96% Laranja escuro
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Como pode ser observado pelos resultados descritos na Tabela 3, todos
os derivados quinolinicos amino substituidos foram obtidos com altos rendimento
utilizando-se o método descrito. Esse resultado era esperado uma vez que € um
procedimento largamente utilizado e encontrado na literatura, de facil execugéo
e altos rendimentos. Os produtos puros obtidos foram caracterizados por
métodos espectroscopicos e espectrométricos (RMN-'H, RMN-13C, IV e MS). A
descricéo resumida dos resultados das caracterizagcdes encontra-se abaixo e as

imagens obtidas estdo no Anexo A (Figura A- 14 a Figura A- 26).

v Para AQ-I:

. RMN 1H (400MHz, CDCls): 6 (ppm) 8,16-8,14 (m, 3H); 7,72 (s, 1H); m 7,55-
7,53 (m, 5H); 7,51-7,44 (m, 3H); 7,20 (dd, J1=8,8Hz, J2=2,5Hz, 1H); 6,99
(J=2,5Hz, 1H); 3,92 (s, 2H).

o RMN 13C (100MHz, CDCIs): 6 (ppm) 153,5 (C); 146,6 (C); 144,6 (C); 143,9
(C); 139,9 (C); 138,9 (CH); 131,4 (C); 129,5 (2CH); 128,8 (2CH); 128,7 (CH);
128,6 (2CH); 128,1 (2CH); 127,2 (CH); 121,5 (CH); 119,7 (CH); 116,8 (C); 105,7
(CH).

o IV (KBr): v(cm™) 1493, 1614 e 3179 (ligacdes insaturadas do tipo
aromaticas); 1360 (ligagdes C—N); 3429, 3297 e 821 (aminas primarias); 755 (ou

menores) (deformacdes angulares de esqueletos de anéis aromaticos).
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v Para AQ-II:

. RMN H (400MHz, CDCls): & (ppm) 8,11-8,09 (m, 2H); 8,05 (d, J=8,8Hz,
1H); 7,66 (s, 1H); 7,55-7,50 (m, 5H); 7,17 (dd, J1=8,8Hz, J,=2,5Hz, 2H); 7,04-
7,02 (m, 2H); 6,97 (J=2,5Hz, 1H); 3,89 (s, 5H).

. RMN 23C (100MHz, CDCls): 6 (ppm) 160,4 (C); 153,1 (C); 146,8 (C); 144,3
(C); 143,7(C); 138,9 (C); 132,4 (CH); 131,0 (C); 129,4 (2CH); 128,5 (2CH); 128,4
(2CH); 128,1 (CH); 126,9 (CH); 121,4 (CH); 119,3 (C); 114,1 (2CH); 105,9 (CH);
55,4 (CHa).

o IV (KBr): v(cm?) 1625, 1516 e 3189 (ligagbes insaturadas do tipo
aromaticas); 1244 (ligagdes C—N); 1027 (ligacbes C-0); 3471, 3375 e 831
(aminas priméarias); 712 (ou menores) (deformacdes angulares de esqueletos de

aneéis aromaticos).

v Para AQ-III:

. RMN H (400MHz, CDCls): 6 (ppm) 8,07 (d, J=9,0Hz, 3H); 7,86 (s, 1H);
7,55-7,49 (m, 5H); 7,15 (dd, J1=9,0Hz, J,=2,6Hz, 1H); 6,95 (d, J=2,6Hz); 6,84-
6,82 (m, 2H); 3,85 (s, 2H); 3,04ppm (s, 6H).

o RMN 13C (100MHz, CDCIls): 6 (ppm) 153,5 (C); 150,9 (C); 146,6 (C); 143,9
(C); 139,1 (C); 135,6 (C); 130,6 (CH); 129,4 (C); 128,5 (2CH); 128,1 (2CH); 127,9
(2CH); 126,6 (CH); 121,2 (CH); 119,0 (CH); 112,3 (C); 106,0 (2CH); 102,6 (CH);
40,4 (2CH3).

o IV (KBr): v(cm™?) 1612 e 1539 (ligacdes insaturadas aromaticas); 1364 e
1189 (ligacdes C—N); 3472, 3375 e 810 (aminas primarias); 712 (ou menores)

(caracteristicos de deformacdes angulares de esqueletos de anéis aroméaticos).
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. RMN 'H (400MHz, CDCls): & (ppm) 8,10-8,07 (m, 2H); 8,05-8,03 (d,

J=8,9Hz, 1H); 7,68 (s, 1H); 7,55-7,50 (m, 5H); 7,39-7,36 (m, 2H); 7,19 (dd,

J1=8,9Hz, J.=2,5Hz, 1H): 6,97 (d, J=2,5Hz, 1H); 3,90 (s, 2H):; 2,55 (s, 3H).

. RMN 13C (100MHz, CDCla): 6 (ppm) 177,3 (C); 162,3 (C); 158,2 (C); 150,6

(C); 144,3 (C); 136,7 (C); 130,4 (CH); 128,4 (C); 128,2 (2CH); 127,1 (2CH); 125,2

(2CH): 123,7 (CH); 122,2 (CH); 121,9 (CH); 119,3 (C); 112,9 (2CH); 109,5 (CH);

14,2 (CHa).

o IV (KBr): v(cm™?) 1635 e 3038 (ligacdes insaturadas aromaticas); 1493 e

1093 (ligacdes C—N); 3462, 3375 e 820 (aminas primarias); 712 (ou menores)

(deformacdes angulares de esqueletos de anéis aromaticos); 3038 (ligacdo C—

S).

Tabela 4. Resultados dos valores para massas moleculares experimentais encontradas

para 0s compostos sintetizados comparando-se com a massa molecular tedrica para

cada um dos compostos

Derivado R Massa molecular exata Massa molecular exata
aminoquinolinico protonada tedrica encontrada na
espectrometria*
AQ-I H 297,1386 297,1388
AQ-II OCH;s 327,1492 327,1503
AQ-III N(CHzs)2 340,1808 340,1800
AQ-IV SCHs 343,1263 343,1266

* Em Figura A-23 a Figura A-26 do Anexo A
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4.5. Nomeagdo dos compostos para utilizagdo nos estudos para
aplicacao
Os compostos sintetizados foram utilizados para a realizacéo de estudos
solvatocrdomicos, de interacdo com a proteina BSA e suas modificacfes e dos
estudos com micelas. Assim, para fins comparativos, foram realizados
juntamente com as moléculas sintetizadas, estudos com uma molécula
comercial que contém apenas o ndcleo quinolinico com uma amina primaria
ligado a posicdo 6. Para tanto, as mesmas foram nomeadas de forma a ficar
mais simples sua identificacdo, com o nucleo aminoquinolinico representado
apenas pelas letras “AQ” e a numeragdo seguindo a ordem em que foram
sintetizados os produtos, como anteriormente descrito, seguindo 0 esguema

abaixo (Figura 11).
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Figura 11. Esquema representativo das moléculas do trabalho juntamente com seus

nomes abreviados
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4.6. Conclusdes da sintese das aminoquinolinas

A sintese de nitroquinolinas polissubstituidas pela reacédo
multicomponente mostrou-se eficiente e com rendimentos de reag¢do de chegam
a 60% de produto recristalizado e puro ao final, sem a necessidade de realizacdo
de coluna cromatografica para separacdo dos componentes da mistura, o que
auxilia para que o produto seja obtido de forma eficiente. A reacao de reducgéo
para a obtencdo das aminoquinolinas apds a primeira etapa apresentou um
procedimento rapido e rendimentos altos (acima de 90%) com a sua purificacéo
realizada de forma eficiente. Assim, quantidades necessérias para a realizacao
dos demais experimentos foram obtidas de forma rapida, simples e altamente

reprodutivel com o método encontrado na literatura da qual nos baseamos.



Capitulo 2

Estudos Solvatocromicos das

Aminoquinolinas
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5.1. Solventes e Solvatocromismo

Diferentes solventes podem levar a uma alteracdo do espectro de
absorcdo no UV-Visivel (excitacdo eletrénica) e/ou do espectro de emissao de
fluorescéncia (desativacdo eletrbnica) se o fluor6foro sendo observado
apresentar efeito ICT (Item 2.2.2) e isso € devido a diferenca na solvatacédo nos
estados excitado e fundamental dos solutos. Essa diferenga acontece quando
h& uma diferenca significativa na distribuicdo de cargas no estado fundamental
e excitado, que é frequentemente acompanhada de uma mudan¢a no momento
de dipolo (propriedade que descreve a distribuicdo dos elétrons ao redor de uma
molécula), e o conhecimento da distribuicdo de carga e dos momentos de dipolo
em uma molécula é importante para entender processos fisico-quimicos que
ocorrem na solugdo. O momento de dipolo representa uma medida direta da
distribuicéo eletrdbnica em uma molécula com uma de geometria conhecida e é
uma constante fisica que pode ser obtida por métodos experimentais e tedricos.
Apesar de existir diferentes métodos de determinar o momento de dipolo no
estado fundamental e no estado excitado, métodos solvatocrémicos sédo os mais
utilizados (Thipperudrappa et al., 2017; Tiwari et al., 2014); esses métodos sao
baseados em uma correlagdo linear entre o nimero de onda relativo ao maximo
de absorc¢éo ou de emissdo com os chamados de fun¢des de polarizabilidade do
solvente. Dentre as fungcdes encontradas na literatura, as mais utilizadas séo
aguelas que foram desenvolvidas por Lippert-Mataga, Bilot e Kawski (Kawski,
1992; Lippert, 1957; Mataga, Kaifu e Koizumi, 1956). Todas essas teorias sédo
baseadas nas observacfes de Onsager sobre as interacfes eletrostaticas nao
especificas (Onsager, 1936). ApOs essa breve e geral introducao geral ao tema,

cada um dos topicos sera discutida de forma mais detalhada a seguir.
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5.1.1. Classificagcdo de solventes

De forma simplificada, solu¢cbes sao definidas por misturas homogéneas
contendo mais de uma substancia em diferentes concentra¢cdes, sendo que ao
final essa mistura esta em fase liquida e uma das substancias é chamada de
solvente (que pode também ser uma mistura homogénea de liquidos, e
normalmente estd em maior quantidade na solucéo) e a outra é chamada de
soluto (que normalmente esta em menor quantidade na solugéo). Ao longo da
histéria, foi percebido que um solvente ndo deve ser considerado apenas um
meio macroscopico continuo caracterizado somente por suas constantes fisicas
(densidade, constante dielétrica, indice de refracdo, etc.), mas um meio
intermitente que consiste em moléculas individuais que interagem mutuamente.
Além disso, os solventes podem interagir com o soluto através de interacdes
quimicas como as for¢cas de dispersédo de London, de ligacdes de hidrogénio e
de interacdes do tipo dipolo-dipolo, entre outras, o que vai influenciar processos

quimicos e fisicos das solucdes.

Assim, conseguir prever qual sera a influéncia de uma troca de solvente
ou a escolha do solvente ideal para uma determinada situacdo experimental
muitas vezes ndo € uma tarefa trivial, e por isso foram desenvolvidas escalas de
solventes para ajudar os quimicos a entender melhor as propriedades do meio.
Essas escalas classificam os solventes de diversas formas como através da
polaridade, da acidez, das propriedades doadoras ou aceitadoras de prétons, de
equacdes que correlacionam propriedades fisicas e quimicas, além de escalas
empiricas onde os valores advém de medidas de cinética ou de espectroscopia
de compostos em determinados solventes, entre outros tipos de escala. Mesmo

existindo uma variedade de escalas, nem todos o0s solventes conseguem estar
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inclusos em todas elas, uma vez que algumas conseguem abranger apenas
alguma faixa de polaridade de solvente ou ainda ter limitacdes experimentais
(por exemplo, insolubilidade e instabilidade dos compostos nos solventes para a

realizacdo das medidas) (Katritzky et al., 2004).

Uma classificacdo muito utilizada para solventes organicos é a de Parker
(Parker, 1961), que dividiu os solventes em trés grupos de acordo com a
capacidade de agir como doadores de ligagbes de hidrogénio e correlacionando
com a constante dielétrica, que sao: solventes apolares, solventes polares
apréticos e solventes polares proticos. Um solvente apolar € caracterizado por
apresentar baixos valores de constante dielétrica (€<15) e ndo agir como um
doador de ligacdo de hidrogénio além de interagir fracamente com o soluto
devido a atuacdo apenas de forcas ndo especificas direcionais de inducdo e
dispersdo nesses sistemas; nesse grupo estdo incluidos solventes como o0s
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos e seus derivados halogénicos, aminas
terciarias e o dissulfeto de carbono. Os solventes polares aproticos por sua vez
apresentam valores mais altos de constante dielétrica (¢>15) e também néo
agem como doadores de ligacdo de hidrogénio uma vez que ligacdes do tipo C-
H ndo sdo suficientemente polarizadas, porém apresentam caracteristica de
solvatar cations devido a presenca de par de elétrons livres na molécula; entre
0s solventes polares apréticos mais comuns estdo a acetona, acetonitrila, N,N-
dimetilformamida (DMF) e dimetilsuféxido (DMSO). Solventes polares proticos
sao 0s que apresentam altos valores de constante dielétrica e capacidade de ser
um doador de ligagbes de hidrogénio uma vez que apresentam em suas
moléculas atomos altamente eletronegativos como fltor, nitrogénio e oxigénio

principalmente ligados a atomos de hidrogénio; nessa classe de solventes
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encontram-se dgua, aménia, alcoois, &cidos carboxilicos e as amidas primarias

(Reichardt, 2003).

Um ponto interessante é que essa classificacdo de solventes apresenta
certa flexibilidade, como por exemplo, existirem solventes que ndo podem ser
colocados em nenhum desses grupos, como 0s éteres, ésteres, aminas
primarias e secundarias e as N-amidas monosubstituidas. Outro exemplo é o
valor de constante dielétrica que divide os solventes apolares dos polares, pois
alguns solventes podem apresentar valores abaixo de 15 e ainda assim
apresentarem caracteristicas para se classificarem como polares aproticos.
Apesar de suas limitacdes, essa escala nos da informacdes sobre a capacidade
de solvatacdo de ions por solventes, uma vez que é verificado que solventes
polares sao particularmente bons solvatadores de anions, sendo que nos
préticos ocorre devido a sua habilidade de fazer ligacao de hidrogénio, enquanto
nos solventes polares aproticos a solvatacdo dos anions ocorre principalmente

devido as forcas ion-dipolo e ion-dipolo induzido (Reichardt, 2003).

5.1.2. Solvatocromismo

Como anteriormente discutido, as interacdes entre solvente e soluto
podem influenciar situacbes experimentais, onde podemos incluir nesse
momento a posicdo e intensidade de bandas de técnicas como UV-vis,
infravermelho, RMN e outras técnicas espectroscopicas. E € nesse principio de
alteracdo nas bandas espectroscopicas que se baseia 0 solvatocromismo, um
termo introduzido ha cerca de 100 anos (1922) por Hanstzsch, que o utilizou para

relatar mudancas de cor em solugcbes sem haver quebra e/ou formacéo de



54

ligacdes quimicas. O solvatocromismo é um processo que resulta da solvatagdo
diferencial dos estados fundamental e excitado da molécula ao se absorver luz,
sendo que essa diferenca ocorre devido a uma alteracdo na distribuicdo de carga
dos dois estados, o0 que leva aos chamados deslocamentos solvatocromicos, e
gue pode ser acompanhada por uma mudanca no valor de momento de dipolo

(Reichardt, 1994).

Mais especificamente para as medidas de emissdo, o solvatocromismo
nao pode ser separado da dindmica do soluto-solvente em estado excitado uma
vez que o solvente pode se organizar ao redor do soluto em seu novo estado
(redistribuicdo orientacional do solvente), além da ocorréncia de situacdes
distintas como o soluto ficar mobilizado em uma determinada regido do solvente
ou sofrer difusédo, o que pode levar a uma alteragéo na interacdo soluto-solvente
que afetara o sinal de emisséo espectroscépica do soluto em termos de posicédo
e forma do pico ou até mesmo levando a um aumento ou diminuicdo do
rendimento quantico de fluorescéncia dependendo do meio. Considerando que
o fendmeno da emissédo de fluorescéncia (que advém da relaxacéo vibracional
com liberacdo de foton apos a excitacdo molecular) leva um tempo maior para
ocorrer do que o fenbmeno da absor¢cdo (que advém apenas no processo de
excitacdo da molécula) (ja discutido no item 2.2), normalmente deslocamentos
solvatrocrémicos sdo mais evidentes nas bandas advindas de medidas de
emissao de fluorescéncia do que em medidas de absorcao (Marini et al., 2010).
Devido a esses conceitos pré-estabelecidos, hoje, o termo solvatocromismo é
usualmente utilizado para descrever alteragéo na posi¢éo, forma ou intensidade
de uma banda de absor¢&o e/ou emisséo de um soluto devido sua interagdo com

0 meio/solvente (Demchenko, 2015).
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Moléculas solvatocrdmicas sao aquelas susceptiveis a solvatocromismo,
e para que as moléculas consigam diferenciar o meio onde estdo incluidas
devem apresentar caracteristicas especificas, que fazem com que suas
interacdes intermoleculares sejam sensiveis a pequenas alteragdes no meio
onde estdo incluidas. Esses sistemas moleculares normalmente apresentam o
efeito ICT, ou seja, ha uma redistribuicdo eletrbnica quando a molécula é
excitada que leva a um aumento do momento de dipolo no estado excitado em
relacdo ao estado fundamental (como discutido no item 2.2.2). Devido as suas
caracteristicas, essas moléculas tém diversas aplicacdes e podem ser utilizadas
como sensores de polaridade, viscosidade e outras propriedades do meio, pois
essas alteracdes fisico-quimicas no solvente podem causar altera¢des do tipo
“on-off” no sinal de fluorescéncia desses compostos solvatocromicos (Han et al.,
2018). Assim, o solvatocromismo pode e vem sendo utilizado em campos de
pesquisa de quimica e biologia para estudar a estrutura e polaridade local de
macrossistemas como membranas ou ainda a conformacdo e ligacado de

proteinas (Marini et al., 2010).

Para tentar descrever matematicamente e simplificadamente essas
alteracdes do soluto em relacdo ao solvente, ao longo dos anos foram
desenvolvidas diversas escalas de solvente e métodos teorico-experimentais
para tentar correlacionar valores de deslocamento de Stokes do soluto com as
propriedades dos solventes. A teoria geral dos efeitos de solvente surgiu dessa
necessidade e descreve o soluto fluorescente como sendo um dipolo em um
meio de constante dielétrica uniforme e ndo considera nenhuma interacdo
quimica entre soluto e solvente, como por exemplo, ligacdo de hidrogénio ou a

formacao de estados de transferéncia de carga no estado excitado, uma vez que
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0s solventes sao descritos apenas por suas propriedades fisicas (normalmente
constante dielétrica e indice de refracdo). Quando ocorre alguma interagédo
quimica, amesma é analisada como um desvio do método geral. Isso nos mostra
que o método que descreve de forma geral as interacdes soluto-solvente pode
dar um bom embasamento para andalise dos deslocamentos solvatocrdomicos,
apesar da complexidade desse fenbmeno que envolve uma grande variedade de
forcas intermoleculares que s&o afetadas por processos dinamicos que
envolvem tanto as propriedades dos solventes como a dos solutos (Marini et al.,

2010).

5.2. Materiais e equipamentos

Para a realizacdo dos estudos de solvatocromismo foram utilizados os
seguintes solventes: ciclo-hexano (CesHi2), dioxano (Cs4HsOz2), tolueno (C7Hs),
acetato de heptila (CH3COOC~7Hz1s), acetato de hexila (CHsCOOCesH13), acetato
de etila (CH3COOC:Hs), tetra-hidrofurano (THF — CaHsO), diclorometano
(CH2Cl2), 1-heptanol (C7H1s0OH), isopropanol (CsH7OH), propanona (acetona —
Cs3HeO), etanol (C2HsOH), metanol (CHsOH), acetonitrila (CH3CN),
dimetilformamida (DMF — HCON(CHs)2), dimetilsulfoxido (DMSO — (CH3)2S0),
0S quais se apresentavam em grau analitico, adquiridos na Sigma-Aldrich

(Missouri, USA) e utilizados como recebidos.

Realizou-se os estudos espectroscopicos de UV-Vis em um equipamento
Perkin-Elmer, Lambda 35 (Massachusetts, EUA) em cubeta de quartzo de
10mm. Realizaram-se os testes de fluorescéncia em um espectrometro de

fluorescéncia da Perkin-Elmer, LS55 (Massachusetts, EUA) em cubeta de
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guartzo de 10mm e velocidade de escaneamento de 200nm/min. As medidas
foram realizadas em comprimentos de onda de excitacéo e emissédo dependente
do tipo de amostra e seréo especificados ao longo do trabalho. Para a realizacéo
das medidas de tempo de vida foi utilizado um equipamento Edinburgh

Instruments, Mini-T (Livingston, Escécia) em cubeta de quartzo de 10mm.

5.3. Métodos e procedimentos
5.3.1. Procedimento geral para os estudos de solvatocromismo

Para a realizacdo dos estudos de solvatocromismo foram realizadas
medicdes de espectro de UV-Vis em comprimento de onda variando de 250 a
500nm (com excecdo da propanona onde a varredura foi realizada nos
comprimentos de onda de 330 a 500nm devido forte absorcéo desse solvente na
regido abaixo do valor de 330nm) em solugdes com concentracao final de 25uM
das aminoquinolinas nos diferentes solventes. A partir dos dados obtidos nas
medicdes anteriores foi possivel determinar o comprimento de onda de excitacao
para a realizacdo dos espectros de emissdo de fluorescéncia. Os experimentos

de fluorescéncia foram realizados com Aexc=375nm e Aem=400 a 650nm (com
excecado do composto AQ1, onde foi utilizado Aexc=350nm e Aem=370 a 650nm),
onde a concentracéo final dos compostos foi de 7,5uM. No espectrofluorimetro,

0 polarizador apresentava filtro atenuador de 92% de fluorescéncia e a abertura
dos slits em 5nm. A partir dos maximos de absorcéo e de fluorescéncia se fez a
aplicacdo os varios modelos matematicos de solvatocromismo utilizados neste

trabalho e descritos abaixo (Bilot e Kawski, 1963; Dobkowski, Rettig e Waluk,
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2002; Kawski, 1992; Lippert, 1957; Mataga, Kaifu e Koizumi, 1956; McRae,

1957).

o Descricao das funcdes de polarizabilidade de solvente:

o Lippert-Mataga

e-1 n2-1 5
Af = 2e+1  2n2+1 (Equagdo 4)

o Bilot e Kawski
e—=1 n%-1 2n%+1 5
flen) = (£+2 B n2+2) ' ( n2+2 ) (Equacdo 5)
o Kawski
e-1 n?-1 2n%+1 3(n*-1) N
p(en) = [(e+2 B n2+2) ' ( n2+2 ) + (n2+2)2 (Equacdo 6)

¢ McRae

e—1 n3—1 5
F= e+2  2n?+1 (Equagao 7)

Onde: € é a constante dielétrica dos solventes e n é o indice de refracdo

dos solventes
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A partir das funcdes de polaridade dos solventes, esses autores
desenvolveram equacdes solvatocromicas para correlaciona-los aos parametros
espectroscopicos das moléculas (valores de numero de onda maximos de
absorcdo e emissdo advindas das medidas realizadas), bem como aos
momentos de dipolo no estado fundamental (uc) e excitado (ue) ou a diferenca
entre os mesmos (Pe-pc=Ap). A correlagdo de todos esses parametros é feita
através de gréficos e sua montagem e utilizacdo serdo descritos na sec¢éo de
resultados e discusséo, porém as diversas equacdes que correlacionam todos

0s parametros podem ser observadas abaixo:

o Lippert-Mataga

VA— VF = mLM. Af (Equagéo 8)
Onde:

2.(ug—tg)? ~
myy = h’ilaf (Equagcio 9)

. Bilot-Kawski
V4 — Vg =my. f(&,n) (Equagéo 10)
° Kawski

V4 +Vp = —m,.@(€,n) (Equacéo 11)
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Onde:
2.(Ug—1G)? x
my; = # (Equacéo 12)
2(ug—ug) x
m, = # (Equacéo 13)
° McRae
Ve =v2 —mg.F (Equacéo 14)
Onde:
my = 2HE Equacdo 15
F=1 3 (Equacao 15)

Para todas as equac¢fes acima descritas, vV, € 0 numero de ondas no

maximo de absorgdo da molécula em estudo em cada solvente, Vg € o numero

de ondas no maximo de emissado de fluorescéncia da molécula em estudo em
cada solvente, h é a constante de Planck (6,63.10?’erg.s), ¢ € a velocidade da
luz (3.10%m.s?), a é raio de Onsager da molécula do soluto no estado
fundamental, yc € momento de dipolo da molécula em estudo no estado

fundamental, yje € 0 momento de dipolo da molécula em estudo no estado

excitado, pe-pc (ou Ap) é a diferenga entre os momentos de dipolo no estado



61

excitado e no estado fundamental da molécula em estudo e m é o coeficiente

angular da reta obtida pelos pontos.

5.3.2. Procedimento geral paraadeterminacéo do rendimento quantico das

substancias

Para cada uma das solu¢cdes de aminoquinolinas na concentracao final
7,5uM foram realizadas medidas de fluorescéncia nas condicbes descritas
anteriormente e absorbancia no comprimento de onda de 375nm (comprimento
de onda de excitacdo utilizado para a fluorescéncia), com excecao do composto
AQ1 onde foi utilizado A=350nm para a realizacdo da medida (os valores de
absorbancia nesses comprimentos de onda estava sempre abaixo de 0,1). As
medidas de rendimento quantico foram realizadas utilizando como referéncia o
composto coumarina-102 (2,5uM) dissolvido em acetonitrila (Aexc= 375nm € Aem=
390-650nm e absorbancia em A= 375nm, espectro de emissdo pode ser

observado na Figura B-1 no Anexo B), de modo que a concentracdo do

compostos escolhido leve a uma absorbancia menor do que 0,1.

Em todos os experimentos, no espectrofluorimetro, o polarizador
apresentava filtro de corte de 92% de fluorescéncia e abertura dos slits em 5nm.
Apés a realizacdo dos experimentos e com os dados obtidos, foi possivel calcular
o rendimento quantico relativo das amostras por meio da Equacao 16 (Brouwer,

2011).
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¢s _Is (1-1074R) nk

dr Ig’ (1-1045) "nf (Equacéo 16)

Onde:

¢s é o rendimento quantico do composto em estudo

¢r € o0 rendimento quantico do composto de referéncia (nesse caso,

coumarinalO02 em acetonitrila)
Is € a area do espectro de fluorescéncia da amostra
Ir é a &rea do espectro de fluorescéncia da referéncia

As € o valor de absorbancia no comprimento de onda de excitacdo de

fluorescéncia da amostra

Ar é o valor de absorbancia no comprimento de onda de excitacdo de

fluorescéncia da referéncia
ns € o valor de indice de refracdo da amostra

nr € o valor de indice de refracéo da referéncia

5.3.3. Procedimento geral para a determinacao da absortividade molar das

moléculas em diferentes solventes

Para a determinacao da absortividade molar dos compostos utilizados no
estudo utilizou-se dos espectros de absorbancia dos experimentos
anteriormente realizados no item 5.3.1, e utilizando-se da Lei de Lambert-Beer

(Equagéao 1, no item 2.2.5) que correlaciona a absorbancia com a concentragéo
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da solucéo, e sabendo-se que a cubeta utilizada tem um caminho 6tico fixo de
1cm, é possivel encontrar o valor de absortividade molar do composto em cada

solvente sabendo-se a absorbancia no Amaxexc € a concentracdo de cada

composto no momento da medida (nesse caso, 25uM)

5.3.4. Procedimento geral para estudos de tempo de vida de fluorescéncia
da sonda AQ4

Para os experimentos de tempo de vida foram utilizadas solu¢des nas
mesmas concentracdes (7,5uM) e solventes utilizadas anteriormente para o0s
estudos de fluorescéncia resolvida no tempo (item 5.3.1). A excitagdo foi
realizada por meio de um LED (340nm) com intervalo de pulso de 100 ns e a
emissdo obtida por meio de filtro de interferéncia (475-575 nm). Para os
experimentos foi utilizada uma cubeta de quartzo de 3mL e 10mm de caminho

ético.

5.4. Resultados e Discusséo

Os estudos de solvatocromismo foram realizados utilizando-se 16
solventes. A nomeacado dos solventes e algumas de suas propriedades fisicas

podem ser observadas na Tabela 5 (Lide, 2009).
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Tabela 5. Nome e caracteristicas (indice de refragdo (n) e constante dielétrica (€) dos

solventes utilizados no trabalho).

Solvente Abreviaturas | € n

Ciclo-hexano CH 2,02 1,4235
Dioxano Diox 2,22 1,4224
Tolueno Tol 2,38 1,4961
Acetato de heptila A. Hept 4,20 1,4150
Acetato de hexila A. Hex 4,42 1,4092
Acetato de etila A. Et 6,08 1,3723
THF THF 7,52 1,4050
Diclorometano Dclm 8,93 1,4242
Heptanol Hepl 11,75 1,4249
Isopropanol Ispp 20,18 1,3776
Acetona Actn 21,01 1,3588
Etanol Etnl 25,30 1,3611
Metanol Mtnl 33,00 |1,3288
Acetonitrila ACN 36,64 1,3442
DMF DMF 38,25 1,4305
DMSO DMSO 47,24 1,4793

Para iniciarmos o0s estudos das propriedades fotofisicas das
aminoquinolinas foram realizadas medidas de absorbéncia e emissédo de
fluorescéncia nos 16 solventes. Os gréficos representativos desses

experimentos podem ser observados na Figura 12 (UV-Vis) e na Figura 13
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(Fluorescéncia), enquanto que os gréaficos com os valores normalizados das

medidas podem ser observados na Figura 14.

Figura 12. Espectros de absorcdo das aminoquinolinas sintetizadas: a) AQ1, b) AQ2, c)
AQ3, d) AQ4, e) AQ5, em 16 solventes, em ordem de polaridade. Os espectros foram

feitos por varredura de A=250 a 500nm, onde foram utilizadas solu¢des de 25uM cada.
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Figura 13. Espectros de emisséo de fluorescéncia das aminoquinolinas sintetizadas: a)
AQ1, b) AQ2, c) AQS3, d) AQ4, e) AQ5, em 16 solventes, em ordem de polaridade. Os
espectros foram feitos com Ae=375 e varredura de emissao de Aem=400 a 650nm (com
excecdo do AQLl que foi utilizado Aexc=340, Aem370-600nm), onde foram utilizadas

solucbes de 7,5uM cada.
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Figura 14. Espectros de absor¢éo (linha tracejada) e de emisséo de fluorescéncia (linha
sélida) com valores normalizados de: a) AQ1L, b) AQ2, c) AQS3, d) AQ4, e) AQ5, em 16
solventes (em ordem de polaridade: ciclo-hexano, 1,4-dioxano, tolueno, acetato de
heptila, acetado de hexila, acetato de etila, tetra-hidrofurano, diclorometano, 1-hetpanol,
2-propanol, acetona, etanol, metanol, acetonitrila, DMF e DMSQO), mostrando o

deslocamento do maximo de comprimento de onda em relagéo a mudanca de solventes.
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Como pode ser observado na Figura 12, as aminoquinolinas apresentam
3 bandas de absorcao, independente do solvente sendo utilizado, com os
maximos proximos a 280, 325 e 375nm, sendo que esse Ultimo valor utilizado
como base para a excitacdo dos compostos no experimento de emissdo de
fluorescéncia (com excecado de AQLl que apresenta apenas 2 bandas bem
definidas no intervalo de comprimentos de onda utilizados no experimento e a
excitacdo realizada em 340nm para os experimentos de fluorescéncia). Na
Figura 13 pode-se observar que as aminoquinolinas sintetizadas apresentam
uma maior fluorescéncia do que a comercial, mostrando assim que as
aminoquinolinas polissubstituidas sintetizadas podem apresentar propriedades
interessantes nos estudos que serédo realizados a seguir. Na Figura 14 é possivel
tanto observar de forma qualitativa o deslocamento batocrémico dos espectros
quando hd o aumento da polaridade dos solventes, como um maior
deslocamento dos espectros de fluorescéncia quando comparado aos espectros
de absorbéancia, como ja largamente observado na literatura (Cao et al., 2018;
Kawski, Bojarski e Kuklinski, 2008; Techert et al., 2000; Thipperudrappa et al.,

2017) e discutido anteriormente no item 5.1.2.

Para uma observacao de forma quantitativa dos comprimentos de onda e
deslocamentos, pode-se observar na Tabela 6 os valores de comprimento de
onda maximos de absorbancia de cada composto nos diferentes solventes e na
Tabela 7 pode ser observado os valores de comprimento de onda maximos de
emissao de fluorescéncia de cada composto nos diferentes solventes; e a partir
dos valores obtidos nas duas tabelas (Tabela 6 e Tabela 7), € possivel a
realizagcdo do célculo do deslocamento de Stokes e a observacdo de sua

variacao ao alterar os solventes (Tabela 8), bem como o calculo da somatéria do
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méaximo dos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo e a variagdo dos

valores ao mudar os solventes (Tabela 9).

Tabela 6. Valores de maximo de absorbancia das aminoquinolinas em diferentes

solventes
AQ1 AQ2 AQ3 AQ4 AQ5

S nm| cm?* |nm | cm® |nm | cm? | nm | cm? | nm | cm?
CH 345 | 28986 | 369 | 27100 | 371 | 26954 | 383 | 26110 | 372 | 26882
Diox | 354 | 28249 | 375 | 26667 | 377 | 26525 | 391 | 25575 | 377 | 26525
Tol 348 | 28736 | 370 | 27027 | 374 | 26738 | 383 | 26110 | 375 | 26667
A. Hept | 352 | 28409 | 377 | 26525 | 378 | 26455 | 389 | 25710 | 377 | 26525
A. Hex | 353 | 28329 | 375 | 26667 | 378 | 26455 | 390 | 25641 | 376 | 26596
A.Et | 355| 28169 | 375 | 26667 | 377 | 26525 | 389 | 25707 | 377 | 26525
THF 355 | 28169 | 378 | 26455 | 383 | 26110 | 393 | 25445 | 383 | 26110
Dclm | 345 | 28986 | 367 | 27248 | 371 | 26954 | 383 | 26110 | 373 | 26810
Hepl | 355 | 28169 | 376 | 26596 | 378 | 26455 | 393 | 25445 | 379 | 26385
Ispp 357 | 28011 | 374 | 26738 | 378 | 26455 | 390 | 25641 | 377 | 26525
Actn 354 | 28249 | 377 | 26525 | 380 | 26316 | 393 | 25445 | 383 | 26110
Etnl 357 | 28011 | 376 | 26596 | 377 | 26525 | 392 | 25510 | 377 | 26525
Mtnl 355 | 28169 | 374 | 26738 | 373 | 26810 | 477 | 20964 | 374 | 26738
ACN | 352 | 28409 | 374 | 26738 | 378 | 26455 | 391 | 25575 | 378 | 26455
DMF | 361 | 27701 | 383 | 26110 | 383 | 26110 | 399 | 25063 | 389 | 25707
DMSO | 361 | 27701 | 389 | 25707 | 391 | 25575 | 403 | 24814 | 392 | 25510

* S - Solventes



Tabela 7. Valores de méximo de fluorescéncia das aminoquinolinas
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AQ1 AQ2 AQ3 AQ4 AQ5
S nm cm? nm cm? nm cm? nm cmt nm cm?

CH 392,5 | 25478 | 441,0 | 22676 | 443,0 | 22573 | 442,5 | 22599 | 442,5 | 22599
Diox 408,5 | 24480 | 452,0 | 22124 | 448,0 | 22321 | 458,0 | 21834 | 450,0 | 22222
Tol 394,5 | 25349 | 439,0 | 22779 | 442,5 | 22599 | 451,0 | 22173 | 439,5 | 22753
A. Hept | 408,0 | 24510 | 454,0 | 22026 | 453,0 | 22075 | 456,0 | 21930 | 454,0 | 22026
A. Hex | 409,0 | 24450 | 453,5 | 22051 | 452,0 | 22124 | 457,0 | 21882 | 452,0 | 22124
A. Et 414,5 | 24126 | 455,0 | 21978 | 456,0 | 219030 | 460,5 | 21716 | 455,5 | 21954
THF 414,0 | 24155 | 456,0 | 21930 | 457,0 | 21882 | 462,0 | 21645 | 457,0 | 21882
Dcim 403,5 | 24783 | 442,0 | 22624 | 443,0 | 22573 | 478,0 | 20921 | 442,5 | 22599
Hepl 437,5 | 22857 | 481,5 | 20768 | 482,0 | 20747 | 484,5 | 20640 | 483,0 | 20704
Ispp 440,5 | 22702 | 481,0 | 20790 | 483,0 | 20704 | 482,0 | 20747 | 481,5 | 20768
Actn 418,0 | 23923 | 458,0 | 21834 | 462,5 | 21622 | 480,5 | 20812 | 463,5 | 21575
Etnl 440,0 | 22727 | 482,0 | 20747 | 481,5 | 20768 | 486,5 | 20555 | 483,5 | 20683
Mtnl 443,0 | 22573 | 482,0 | 20747 | 484,0 | 20661 | 494,0 | 20243 | 484,0 | 20661
ACN 421,0 | 23753 | 462,0 | 21645 | 462,5 | 21622 | 492,0 | 20325 | 461,5 | 21669
DMF 434,5 | 23015 | 481,5 | 20768 | 481,0 | 20790 | 486,5 | 20555 | 480,0 | 20833
DMSO | 4405 | 22702 | 486,0 | 20576 | 488,5 | 20471 | 495,0 | 20202 | 485,5 | 20597

* S - Solventes
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Tabela 8. Valores de deslocamento de Stokes das aminoquinolinas em diferentes

solventes
AQl AQ2 AQ3 AQ4 AQ5
S nm cmt? nm cmt nm cmt nm cm? nm cm?
CH 47,5 | 210526 72,0 138889 | 72,0 | 138889 | 59,5 | 168067 | 70,5 | 141844
Diox 54,5 | 183486 77,0 129870 | 71,0 | 140845 | 67,0 | 149254 | 73,0 | 136986
Tol 46,5 | 215054 69,0 144928 | 68,5 | 145985 | 68,0 | 147059 | 64,5 | 155039
A. Hept | 56,0 | 178571 77,0 129870 | 75,0 | 133333 | 67,0 | 149254 | 77,0 | 129870
A.Hex | 56,0 | 178571 78,5 127389 | 74,0 | 135135 | 67,0 | 149254 | 76,0 | 131579
A. Et 59,5 | 168067 80,0 125000 | 79,0 | 126582 | 71,5 | 139860 | 78,5 | 127389
THF 59,0 | 169492 78,0 128205 | 74,0 | 135135 | 69,0 | 144928 | 74,0 | 135135
Dcim 58,5 | 170940 75,0 133333 | 72,0 | 138889 | 95,0 | 105263 | 69,5 | 143885
Hepl 82,5 | 121212 105,5 94787 104 96154 91,5 | 109290 104 96154
Ispp 83,5 | 119761 107,0 93458 105 95238 92,0 | 108696 104 95694
Actn 64,0 | 156250 81,0 123457 | 82,5 | 121212 | 87,5 | 114286 | 80,5 | 124224
Etnl 83,0 | 120482 106,0 94340 104 95694 94,5 | 105820 106 93897
Mtnl 88,0 | 113636 | 108,0 92593 111 90090 17,0 | 588235 110 90909
ACN 69,0 | 144928 88,0 113636 | 84,5 | 118343 101 99010 83,5 | 119761
DMF 73,5 | 136054 98,5 101523 | 98,0 | 102041 | 87,5 | 114286 | 91,0 | 109890
DMSO 79,5 | 125786 97,0 103093 | 97,5 | 102564 | 92,0 | 108696 | 93,5 | 106952

* S - Solventes
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Tabela 9. Valores da somatoria dos comprimentos de onda méaximo de absorbéancia e

emisséo de fluorescéncia das aminoquinolinas em diferentes solventes

AQl AQ2 AQ3 AQ4 AQ5
S nm cmt nm cmt nm cm?t | nm cm?t | nm cm?

CH 737,5 | 54463 | 810,0 | 49776 | 814,0 | 49528 | 825,5 | 48709 | 814,5 | 49481
Diox 762,5 | 52728 | 827,0 | 48791 | 825,0 | 48847 | 849,0 | 47410 | 827,0 | 48747
Tol 742,5 | 54084 | 809,0 | 49806 | 816,5 | 49337 | 834,0 | 48283 | 814,5 | 49420
A. Hept | 760,0 | 52919 | 831,0 | 48552 | 831,0 | 48530 | 845,0 | 47637 | 831,0 | 48552
A. Hex | 762,0 | 52779 | 828,5 | 48717 | 830,0 | 48579 | 847,0 | 47523 | 828,0 | 48720
A. Et 769,5 | 52295 | 830,0 | 48645 | 833,0 | 48451 | 849,5 | 47423 | 832,5 | 48479
THF 769,0 | 52324 | 834,0 | 48385 | 840,0 | 47992 | 855,0 | 47090 | 840,0 | 47992
Dcim 748,5 | 53769 | 809,0 | 49872 | 814,0 | 49528 | 861,0 | 47030 | 815,5 | 49409
Hepl 792,5 | 51026 | 857,5 | 47364 | 860,0 | 47202 | 877,5 | 46085 | 862,0 | 47089
Ispp 797,5 | 50713 | 855,0 | 47528 | 861,0 | 47159 | 872,0 | 46388 | 858,5 | 47294
Actn 772,0 | 52172 | 835,0 | 48359 | 842,5 | 47937 | 873,5 | 46257 | 846,5 | 47685
Etnl 797,0 | 50739 | 858,0 | 47343 | 858,5 | 47294 | 878,5 | 46065 | 860,5 | 47208
Mtnl 798,0 | 50742 | 856,0 | 47485 | 857,0 | 47471 | 971,0 | 41207 | 858,0 | 47399
ACN 773,0 | 52162 | 836,0 | 48383 | 840,5 | 48077 | 883,0 | 45901 | 839,5 | 48124
DMF 795,5 | 50716 | 864,5 | 46878 | 864,0 | 46900 | 885,5 | 45618 | 869,0 | 46540
DMSO | 801,5 | 50402 | 875,0 | 46283 | 879,5 | 46047 | 898,0 | 45016 | 877,5 | 46108

* S - Solventes

Como pode ser observado na Tabela 6 e Tabela 7 (e anteriormente

discutido ao se observar

a Figura 14),

as aminoquinolinas sofreram
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deslocamentos batocromicos em funcdo do aumento da polaridade dos
solventes. Estes resultados mostram o carater ICT das aminoquinolinas
(Lakowicz, 2006). A estabilizagdo do estado ICT transitorio depende de
propriedades dielétricas dos solventes e leva a um deslocamento batocrémico
do espectro de fluorescéncia com o aumento da polaridade do solvente. O
deslocamento para o comprimento de onda maximo maiores ocorre com 0

aumento da constante dielétrica do solvente (Techert et al., 2000; Valeur, 2001).

Utilizando os indices de refracdo e constantes dielétricas dos solventes
(Tabela 5) e aplicando as Equacbes de 4 a 7 foram obtidos os valores das
funcdes de polaridade dos solventes nos diferentes modelos estudados (Tabela

10).
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Tabela 10. Fung¢des de polaridade dos solventes para os modelos solvatocrémicos

utilizados
Solvente Af? F2 f(g, n)® &(g, n)*
Ciclo-hexano -0,00075 | 0,05060 |-0,00148 | 0,57332
Dioxano 0,02150 0,08634 | 0,04361 0,61695
Tolueno 0,01347 0,08896 | 0,02959 0,69929
Acetato de heptila 0,14016 0,31586 | 0,33225 0,89579
Acetato de hexila 0,14927 0,33442 | 0,35596 0,91181
Acetato de etila 0,20072 0,44341 | 0,49254 0,99915
THF 0,20963 0,48802 0,54756 1,09783
Diclorometano 0,21710 0,52216 0,59029 1,16601
Heptanol 0,23518 0,57822 | 0,66069 1,23733
Isopropanol 0,27652 0,67753 0,78054 1,29425
Acetona 0,28478 0,68927 | 0,79252 1,28101
Etanol 0,28973 0,70891 0,81682 1,30840
Metanol 0,30863 0,74531 0,85551 1,30353
Acetonitrila 0,30492 0,74748 | 0,86098 1,32981
DMF 0,27519 0,72001 0,83932 1,42337
DMSO 0,26327 0,71806 0,84129 1,48924

! Lippert-Mataga, > McRae, 2 Bilot-Kawski, 4 Kawski

A partir dos dados de deslocamentos de Stokes para cada composto nos
solventes estudados (Tabela 8), e os valores da somatoria dos comprimentos de

onda maximos de absorbéancia e fluorescéncia (Tabela 9), e os valores de
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diversas fungbes de polarizabilidade de solvente (Tabela 10) e aplicacdo das
Equacdes 8, 10, 11 e 14 foi plotado os graficos das correla¢des solvatocromicas
nos modelos estudados (Figura 15 a Figura 19). Este tipo de estudo tem por
objetivo obter a sensibilidade do fluoréforo a polaridade do meio e,
consequentemente, sua aplicabilidade como sonda solvatocrémica. Os gréficos
foram plotados com a diferenca do comprimento de onda maximo de absorcao
e emissdo (deslocamento de Stokes (em cm™)) (referente as Equacdes 8 e 10);
a soma dos comprimentos de onda maximo de absorcdo e emissdo (em cm)
(referente a Equacdo 11); e comprimento de onda méaximo de emissdo (em

cm?) (referente a Equacédo 14).
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Figura 15. Correlag6es solvatocrémicas para a aminoquinolina AQ1. a) Modelo Lippert-

Mataga, b) modelo Bilot e Kawski, ¢) modelo Kawski, d) modelo McRae.
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Figura 16. Correlacdes solvatocrémicas para a aminoquinolina AQZ2. a) Modelo Lippert-
Mataga, b) modelo Bilot e Kawski, c) modelo Kawski, d) modelo McRae,
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Figura 17. CorrelagBes solvatocrémicas para a aminoquinolina AQ3. a) Modelo Lippert-

Mataga, b) modelo Bilot e Kawski, ¢) modelo Kawski, d) modelo McRae.
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Figura 18. Correlacdes solvatocrémicas para a aminoquinolina AQ4. a) Modelo Lippert-
Mataga, b) modelo Bilot e Kawski, c) modelo Kawski, d) modelo McRae,
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Figura 19. Correlag6es solvatocrémicas para a aminoquinolina AQ5. a) Modelo Lippert-

Mataga, b) modelo Bilot e Kawski, ¢) modelo Kawski, d) modelo McRae,
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Todos os gréficos plotados como descrito anteriormente, juntamente com
o coeficiente linear, coeficiente angular e coeficiente de correlacdo linear sdo
mostrados da Figura 15 a Figura 19. Conforme esperado para sondas
solvatocromicas houve um aumento no valor do deslocamento de Stokes
conforme houve aumento da polaridade do solvente onde os compostos estédo
inseridos. Para todos os gréficos, a regresséo linear foi feita com o software
GraphPrism 5.0. Na Tabela 11 € possivel se observar os valores dos coeficientes
de correlacdo linear (R?) para cada modelo de célculo e cada substancia
utilizada, uma vez que esse parametro € de grande importancia para a
observacdo de qual sdo as sondas mais promissoras para 0s estudos
solvatocromicos. O que se pode concluir ao observar os valores é que AQ4

apresenta os melhores valores de R? em relagdo as outras aminoquinolinas
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independente do modelo de calculo utilizado, sendo esse composto tem grande

potencial como sonda de polaridade de meio.

Tabela 11. Coeficiente de correlacdo linear (R?) para os modelos de solvatocromismo

estudados.
Modelo Aminogquinolinas
de
i AQ1l AQ2 AQ3 AQ4 AQ5
calculo
LM?! 0,6769 0,4960 0,4873 0,6191 0,4337
BK? 0,7104 0,5212 0,5201 0,6466 0,4390

Kawski 0,6682 0,6025 0,6702 0,8746 0,6895

McRae 0,7103 0,6088 0,6502 0,8655 0,6433

! Lipert-Mataga, 2 Bilot-Kawski

Os valores dos momentos de dipolo no estado fundamental (uc), excitado
(ue) e o valor da diferenca (Ap) determinados para as diversos modelos, bem
como o raio de Onsager das aminoquinolinas podem ser observadas na Tabela
12. O raio de Onsager foi calculado utilizando o software Gaussview 5.0, onde é
possivel encontrar o valor do comprimento da molécula e, partir deste, o valor do
raio que mesma ocupa quando inserida no solvente (uma vez que os modelos
matematicos utilizados no estudo consideram que a molécula de soluto ocupa

uma cavidade esférica dentro do meio/solvente).
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Tabela 12. Valores dos raios de Onsager (a), variagdo de momento de dipolo (Au) e

momento de dipolo no estado excitado (pe) para as aminoquinolinas

Composto a(A) | AuLM!(D) | ApBK?(D) | pe Mc? (D)
AQ1 3,9 4,57 2,74 3,88
AQ2 5,9 9,08 5,36 7,53
AQ3 7,0 11,72 6,95 9,86
AQ4 7,0 12,00 7,01 10,59
AQ5 6,9 11,66 6,83 10,01

1LM: Calculado a partir da equagéo de Lippert-Mataga (Equacéo 9)
2BK: Calculado a partir da equacéo de Bilot-Kawski (Equacéo 12)

3Mc: Calculado a partir da equacédo de McRae (Equacéo 15)

A Tabela 12 mostra que os valores encontrados para a diferenca no
momento de dipolo das moléculas se apresentam sempre maiores quando €&
utiizado a equacdo LM quando comparado com o método utilizando as
equacdes BK. Isso é um fendbmeno comum em resultados obtidos por diversos
autores na literatura (Khattab et al., 2017; Sidarai et al., 2017; Tangod et al.,
2015; Thipperudrappa et al., 2017; Tiwari et al., 2014), porém suas causas Sao
pouco discutidas, mas pode-se inferir que os resultados obtidos por BK estejam
mais proximos do valor exato uma vez que os graficos apresentam melhores
coeficientes de correlacdo linear entre os parametros de solvente e os dados
espectroscopicos obtidos experimentalmente (como pode ser observado na
Tabela 11). Além disso, esses parametros de solvente descrevem melhor o meio
onde a molécula esté inserida do que a equacao de Lippert, que supde apenas

os efeitos mais gerais dos solventes e suas interacdes com a molécula inserida
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(Kawski e Bojarski, 2011; Lakowicz, 2006). O modelo de McRae resulta apenas
no valor de pe, mas corrobora com os resultados que os resultados mais exatos

para Au é utilizando-se o valor encontrado com o método BK.

Em resumo, estes resultados mostraram que as aminoquinolinas,
principalmente AQ3 a AQ5, apresentaram maior variagdo no momento de dipolo
quando excitadas se comparado a comercial AQ1. Portanto, o fendbmeno ITC é
mais significativo para as mesmas, tornando-as mais Uteis para estudos
solvatocromicos, e mostrando mais uma vez que as aminoquinolinas
polissubstituidas sintetizadas apresentam um maior potencial de aplicacdo na
area de estudos com diferentes polaridades de meio e fluorescéncia, justificando
assim a realizacao da sintese. A molécula AQ2 apresentar um valor abaixo do
que as demais sintetizadas mostra que o carater ICT aumenta com a colocacdo
do substituinte, uma vez que para as moléculas utilizadas no estudo o
substituinte do fenil substituinte do grupo quinolinico atua como o doador de
elétrons, e o0 nucleo quinolinico funciona como o aceitador de elétrons, o que ja

foi observado em outros estudos na literatura (Tan et al., 2013).

5.4.1. Estudos de absortividade molar dos compostos

As aminoquinolinas sintetizadas também apresentaram valores mais altos
de coeficientes de absortividade molar se comparado a comercial (Tabela 13)
(Figura B- 2 do Anexo B). Os valores de absortividade molar das aminoquinolinas
mostram que houve um aumento dos valores em fungdo da incluséo dos
sistemas conjugados (nas posicdes 2 e 4 do nucleo quinolinico) e substituintes

(que estdo ligados na posicdo 3 do grupo fenil da posicdo 2 do nucleo
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quinolinicos). Isso pode ser evidenciado quando se compara o0 AQ1, que contém
apenas o substituinte na posicdo 6 do nucleo quinolinico e o AQ2 que contém
substituinte fenil ligado ao ndcleo quinolinico. Estes apresentam os menores
valores de absortividade molar em relacdo aos demais. Em conclusdo, o
aumento na absortividade molar foi mais um indicativo de melhoras nas
propriedades fotofisicas de moléculas sintetizadas e seu potencial uso como

sondas espectroscopicas.

Tabela 13. Valores de Absortividade molar das aminoquinolinas

Solventes Absortividade Molar (Mcm?)
AQ1 AQ2 AQ3 AQ4 AQ5
Ciclo-hexano 1992 6680 8200 10096 8204
Dioxano 2180 7044 8864 10124 9064
Tolueno 2188 6748 8492 10396 9056
Acetato de heptila 2196 6628 8048 10816 9240
Acetato de hexila 2162 6736 8224 10656 | 9220
Acetato de etila 2080 6548 8364 10100 8964
THF 2276 6976 8476 10292 9232
Diclorometano 2012 6456 8712 11044 9728
Heptanol 1884 6376 8228 10548 | 8020
Isopropanol 2100 5996 7988 10424 8252
Acetona 2212 7016 8668 10320 8968
Etanol 2364 5756 7576 10960 7584
Metanol 1828 5836 7820 8648 8320
Acetonitrila 2104 6772 8580 11068 8692
DMF 2224 6964 8440 10636 8864
DMSO 2104 6852 8480 10236 | 8728
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5.4.2. Estudos de rendimento quantico de fluorescéncia das

aminoquinolinas em diferentes solventes

Outro aspecto importante no que diz respeito ao desenvolvimento de
sondas fluorescentes e suas respostas em funcédo do meio é seu rendimento
quantico de fluorescéncia. Os valores de rendimento quantico calculado pela
Equacdo 13 utilizando-se Coumarina-102 em acetonitrila como referéncia (A
Figura B- 1 do Anexo B mostra o espectro de fluorescéncia do padrao descrito
em uma concentracdo do fluoréforo de 2,5uM) (Jones et al., 1985) para os

diferentes compostos podem ser observados na Tabela 14.
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Tabela 14. Valores de rendimento quéantico de fluorescéncia das aminoquinolinas

Solventes Rendimento Quantico (%)
AQ1 AQ2 AQ3 AQ4 AQ5
Ciclohexano 32,7 70,3 64,6 51,2 49,9
Dioxano 66,9 87,7 81,2 65,1 64,0
Tolueno 48,0 76,8 62,5 59,0 48,5
Acetato de heptila 69,0 81,2 72,1 61,1 56,2
Acetato de hexila 62,3 79,5 72,9 59,3 55,2
Acetato de etila 33,0 58,9 52,6 41,2 37,3
THF 59,0 80,7 52,6 67,1 54,9
Diclorometano 49,7 92,1 82,3 65,4 61,1
Heptanol 76,6 89,8 78,7 69,7 67,1
Isopropanol 63,0 73,0 67,4 60,2 53,0
Acetona 58,9 69,4 54,5 49,5 47,1
Etanol 55,3 66,3 62,8 42,0 52,5
Metanol 6,6 32,5 30,3 1,70 32,6
Acetonitrila 54,8 62,7 61,1 52,9 51,5
DMF 70,6 83,0 73,7 65,3 59,4
DMSO 89,8 90,4 87,2 81,1 73,1
Agua 0,4 18,8 9,7 0,1 3,8

Utilizando-se como padréo (referéncia) a Coumarina-102, com 91% de rendimento em
acetonitrila (Obtido de: (Jones et al., 1985))

Como pode ser observado, todos o0s compostos sintetizados

apresentaram altos valores de rendimento quéantico e maiores do que os valores
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encontrados para a aminoquinolina comercial. Também é possivel a observacéo
de uma queda nos valores para os solventes metanol e agua, provavelmente
relacionados a baixa solubilidade em nestes solventes. Destacamos também o
aumento no rendimento quando se compara 0s alcoois etanol e metanol com o
heptanol, provavelmente um reflexo da maior solubilidade neste ultimo devido
sua menor polaridade quando comparado aos outros alcoois, tanto que a mesma
tendéncia foi observada comparando o acetato de hexila com o acetato de etila.
Os valores mais altos encontrados (acima de 85%) foram para os solventes

dioxano (solvente apolar) e DMSO (solvente polar aproético).

5.4.3. Estudos de tempo de vida realizados com o composto AQ4

O rendimento quantico de um composto esta ligado aos valores de tempo
de vida de fluorescéncia através dos decaimentos radiativos e néo radiativos.
Uma vez que o composto AQ4 se apresentou como um forte candidato a ser
utilizado como sonda solvatocrdmica, seja devido a apresentar altos valores de
correlacdo linear entre seus valores de absorbancia a fluorescéncia, seja por
seus altos valores de absortividade molar e rendimento quantico, 0 mesmo foi
selecionado para a realizacdo de experimentos de tempo de vida de
fluorescéncia nos solventes utilizados no trabalho. Para isso foram realizados
experimentos como descrito no item 5.3.4, e os graficos obtidos podem ser

observados na Figura 20.
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Figura 20. Graficos representativos das medidas de tempo de vida para diferentes
solventes, a) Solventes aproéticos, b) Solventes polares aproticos e ¢) Solventes polares

proticos. (Aexe=340NnmM, Aem=475-575nm, pulso de 100ns e contagem de 1000 fétons/s).
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Através dos valores de regressao exponencial realizada pelo software do
proprio equipamento é possivel a obtengéo dos valores de tempo de vida médio

do AQ4 em diferentes solventes através das seguintes equacdes:

o Equacgéo 2. Equacao do tempo de vida experimental (ts) (anteriormente

discutida no item 2.2.1).

1
s T Kr + Knr
o Equacéo 17. Equacao do rendimento quantico (o)
Kr
="
Kr + Knr

Onde: Kr é o decaimento radiativo

Knr € 0 decaimento ndo radiativo



87

Tabela 15. Valores de rendimento quantico obtidos pela equacédo 15, valores de tempo

de vida de fluorescéncia obtidos pelo experimento anterior e valores dos decaimentos

radiativos e ndo-radiativos obtidos pelo calculo descrito acima.

Solvente ¢ 1(ns) Kr(ns) |Knr(ns)
Ciclohexano 0,512 |6,66 0,07687 |0,07328
Dioxano 0,651 7,31 0,08904 |0,04776
Tolueno 0,590 5,03 0,11731 |0,08149
Acetato de heptila  |0,611 |6,87 0,08898 |0,05658
Acetato de hexila 0,593 6,59 0,08992 |0,06182
Acetato de etila 0,412 4,65 0,08859 |0,12646
THF 0,671 6,76 0,09926 |0,04867
Diclorometano 0,654 6,53 0,10017 |0,05297
Heptanol 0,697 |7,52 0,09264 |0,04034
Isopropanol 0,602 7,38 0,08161 |0,05389
Acetona 0,495 6,34 0,07804 |0,07969
Etanol 0,420 5,13 0,08182 |0,11312
Metanol 0,017 8,44 0,00197 |0,11655
Acetonitrila 0,529 6,69 0,07905 |0,07043
DMF 0,653 8,37 0,07807 [0,04141
DMSO 0,811 |9,54 0,08503 |0,01979
Agua 0,001 1,55 0,00057 |0,64450

Através dos dados obtidos pode-se observar que 0s solventes com 0s

maiores valores para rendimento quantico também apresentaram maiores

valores de tempo de vida, o que leva a valores de taxa de decaimento radiativo
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mais altas. De uma maneira geral houve um aumento do tempo de vida quando
h& o aumento da polaridade do meio e solventes polares proticos foram o que
apresentaram maiores valores de decaimento ndo-radiativo da sequéncia de

solventes.

5.5. Conclusdes dos estudos de solvatocromismo

Os estudos com solventes mostram que as moléculas de aminoquinolinas
sintetizadas apresentam valores de rendimento quantico superiores em relacéo
a molécula comercial ndo substituida. Na maioria dos solventes utilizados nesse
trabalho os valores de rendimento quantico se apresentaram com valores acima
de 50% com excecdo da agua e metanol onde esses compostos apresentam
baixa solubilidade. Além disso, a absortividade molar dos compostos nos
solventes apresentou também um aumento significativo de valores
(principalmente AQ4) quando comparado com o composto comercial. Esses
resultados mostram uma otimizac&do nas propriedades fotofisicas da molécula
guando adicionadas as substituicdes em relacdo apenas ao nucleo quinolinico

contendo apenas 0 grupo amino na posicao 6.

Os experimentos de tempo de vida para AQ4 demonstram que a queda
nos valores do rendimento quantico da molécula em determinados solventes é
devido ao aumento do decaimento n&o radiativo nesses meios e em meio aquoso

também houve uma queda significativa do tempo de vida do fluoroforo.

Os estudos de solvatocromismo mostram um deslocamento batocrémico
do maximo de banda de absorcéo e emisséo, caracterizados por moléculas que

possuem a propriedade ICT, o que caracteriza as mesmas como boas sondas
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solvatocrémicas, o que é evidenciado pela diferenca no valor do momento de
dipolo no estado fundamental e excitado. Além disso, responderam de modo
satisfatorio (valores de coeficiente linear acima de 0,7 para os calculos com
modelo de Kawski) aos diferentes modelos solvatocromicos estudados, o que
pode possibilitar a utilizacéo desse modelo de calculo mais eficiente com a sonda
AQ4 para estimar até mesmo a constante dielétrica no interior da proteina BSA
(esse experimento ser4 mostrado e mais profundamente discutido no préximo

capitulo).
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Capitulo 3

Estudos da Interacdo das Aminoquinolinas

com Proteinas
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6.1. Introducéao
6.1.1. Albumina sérica e lisozima

As proteinas sédo as biomoléculas que apresentam a maior diversidade
estrutural e funcional nos seres vivos, e como consequéncia séo intensamente
estudadas sob diversos aspectos biolégicos (Francis, 2010; Lin, Y. et al., 2017;
Moraes et al., 2013). Além disso, as proteinas apresentam uma vantagem em
relagdo as outras biomoléculas, pois tem como uma de suas caracteristicas
experimentais fluorescéncia intrinseca que advém de trés aminoécidos:
triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e fenilanina (Phe) (Figura 21). O grupo indol do
triptofano é o maior responsavel pela sua capacidade de absorver radiacao UV
e pode ser seletivamente excitado, pois possui uma forte absor¢céo entre 280-
300nm, enquanto que os demais fluoréforos séo excitaveis em comprimentos de
onda menores. A fluorescéncia intrinseca facilita o estudo das interacdes das
proteinas; um exemplo disso é o fato da emissao de fluorescéncia do triptofano
ser sensivel ao grau de polaridade do meio, permitindo assim que essas medidas
possam ser utilizadas em estudos de mudancas conformacionais de proteinas

(Loving, Sainlos e Imperiali, 2010).
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Figura 21. Espectros de absorbancia (a) e fluorescéncia (b) dos aminoécidos triptofano
(Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe). Trp: Aex= 295nm, Aem=353nm; Tyr: Aex=
275nm, Aem= 304nm; Phe: Aex= 260nm, Aem= 282nm. As estruturas dos aminoacidos

sdo observadas na parte inferior (Adaptado de:(Joshi et al., 2013)).
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Dentre as proteinas, destacam-se as albuminas séricas que foram
utilizadas como modelos biologicos nesse estudo. Trata-se das proteinas mais
abundantes no plasma sanguineo e auxiliam no transporte e distribuicdo de
medicamentos, ions metalicos, metabdlitos e acidos graxos no organismo, além
de serem importantes na manutencdo do pH e pressdo osmotica do sangue.
Embora existam diferentes tipos de albuminas, as mais estudadas sdo: a
albumina sérica humana (HSA) e a albumina sérica bovina (BSA). Essas duas
proteinas possuem 76% de semelhanca em suas sequéncias de aminoacidos e
peso molecular de cerca de 66kD (Francis, 2010). Ambas possuem um residuo
de cisteina livre na posi¢cdo 34 (Cys-34) que levam a atividade antioxidante

dessas proteinas e 17 ligacdes de dissulfeto que auxiliam na estabilidade da

estrutura terciaria. A HSA é composta por 585 residuos de aminoacidos e possui
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apenas um residuo de triptofano, o Trp-214, localizado no subdominio II-A
(Figura 22a). A BSA é composta por 583 residuos de amino&cidos e apresentam
dois residuos de triptofano, que sdo o Trp-134 e o Trp-212, localizados nos
subdominios I-B e II-A, respectivamente (Figura 22b) (Belatik et al., 2012; Lin, Y.
et al.,, 2017; Moreira et al., 2015). Assim, a utilizacdo de BSA em estudos é
justificada, pois apresenta grande semelhanca com a HSA e um custo mais baixo

para a realizacéo dos experimentos.

Figura 22. Estruturas das proteinas: a) HSA e b) BSA com os diferentes residuos de
aminoacidos com diferente coloragdo, e as localizag6es aproximadas dos triptofanos
(Trp-214, Trp-212 e Trp -134) e dos subdominios. Obtida e adaptada do Protein data
bank (ID:1e78 e 4f5s).

Sabe-se que a albumina tem a capacidade de se ligar rapidamente e com
grande afinidade a varios ligantes diferentes e de alterar sua conformacéao
interna de modo rapido (equilibrio HSA-ligante podem se apresentar na ordem
de 1 microssegundo). Grupos substituintes carregados e hidrofobicidade podem
auxiliar os ligantes a se fixarem na proteina. Porém, a capacidade de alteracéo

conformacional tem um limite e o proprio ligante tem que preencher requisitos
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estéricos para ligacdes com alta afinidade (Kragh-Hansen, 1990; Kratochwil et
al., 2002). Como discutido anteriormente, proteinas podem conter uma
fluorescéncia intrinseca (como o caso da albumina), porém alguns experimentos
exigem que a emissao esteja mais deslocada em relacdo a emisséo dos residuos
de aminoécidos fluorescentes e para isso € necessario a utilizacdo de fluoréforos
externos (ou extrinsecos) que podem se ligar em locais especificos na proteina

(Loving, Sainlos e Imperiali, 2010).

Outra proteina que € largamente encontrada na literatura e utilizada nesse
trabalho € a enzima lisozima, que tem seu nome derivado da sua funcao de lisar
(ou dissolver) a parede celular de algumas familias de bactérias (principalmente
as bactérias gram positivas), uma vez que consegue catalisar (promover) a
hidrélise da cadeia glicosidica dessas bactérias 0 que afeta a integridade
estrutural da parede celular das mesmas; sendo assim, essa proteina €
conhecida por sua funcéo bactericida (Bhattacharjya e Balaram, 1997; Chipman
e Sharon, 1969). Essa enzima € encontrada na clara de ovo, nas lagrimas e em
outras secrecfes e € largamente distribuida na natureza. Estruturalmente, a
lisozima contém uma cadeia polipeptidica muito menor do que a albumina, com
129 residuos de aminoacido e peso molecular aproximadamente 14,5kD,
formando uma proteina globular de tamanho aproximado de 26x45A, sendo que
40% desses residuos estdo em uma formacao do tipo a-hélice que formam uma
fenda em um dos lados da molécula e é o sitio ativo (catalitico) dessa proteina

(Figura 23) (Canfield, 1963).
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Figura 23. Figura representativa das estruturas da enzima lisozima, com a localizag&o

aproximada de seu sitio de ligacdo. Obtida e adaptada do Protein data bank (ID:2cds).

Sitio catalitico

6.1.2. Agregados amiloides

Além das proteinas em sua forma natural (ou nativa), h4 também na
biologia molecular diversos estudos sobre o mecanismo de degradacédo e
agregacdo de proteinas. O processo de agregacdo correto da cadeia
polipeptidica para a formacdo de proteina na sua forma nativa segue um
caminho especifico, porém se ocorrer algum problema com esse caminho pode
haver a formacdo de agregados que vdo desde cadeias polipeptidicas
desnaturadas desorganizadas até estruturas agregadas altamente organizadas.
A formacdo das proteinas nativas € um processo espontaneo guiado por
interacdes hidrofdbicas, ligacbes de hidrogénio, forcas de Van der Waals e
interacdes eletrostaticas, sendo que a primeira citada é a uma das forcas
envolvidas mais importantes. Assim, formagbes desestruturadas sao
consideradas falhas no processo de formacdo de proteinas e proteinas
parcialmente desnaturadas apresentam tipicamente residuos de aminoacidos
hidrofobicos expostos e cadeias polipeptidicas desestruturadas voltadas para a
parte aguosa, fazendo com que as ligacdes hidrofobicas comecem a ter uma

maior importancia na estrutura final. Enquanto que para a correta agregacao das
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proteinas as ligacdes hidrofobicas apresentam caracteristica intramolecular e
ajudam na estabilizacéo e formacé&o dos sitios proteicos, no caso das proteinas
desnaturadas essas for¢cas ajudam na agregagao e organizacao das estruturas
amorfas de forma intermolecular, levando a agregados que sdo definidos como
estruturas supramoleculares montadas de cadeias polipeptidicas sem uma

forma definida (Figura 24) (Adamcik e Mezzenga, 2018).

Agregados de proteinas desnaturadas nem sempre apresentam uma
conformacao desordenada, e de fato essas rotas que levam a formacao dessas
estruturas desnaturadas podem seguir por um caminho de agregados altamente
organizados, e um exemplo classico desse tipo de estrutura sdo as fibras
amildides (pois possuem uma forma que lembra fibras altamente organizadas)
(Figura 24), sendo que depdésitos dessas fibras sdo comumente encontrados em
pacientes com doencas degenerativas como Alzheimer, Parkinson e Huntington
e podem estar diretamente relacionados a um enovelamento defeituoso das
proteinas, o que leva a uma falha nos mecanismos de controle de qualidade das
células e a deposicdo dessas proteinas defeituosas em tecidos do corpo
(Adamcik e Mezzenga, 2018; Dobson, 2004; Godoi Contessoto et al., 2018;

Mabhler et al., 2009; Nilsson, 2004).
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Figura 24. Representacdo esquematica simplificada do processo de formacdo de
proteina nativa e do possivel processo de re-agregacao para a formacao de agregados

amorfos ou organizados (fibras amiléides) (Adaptado de: (Adamcik e Mezzenga, 2018).
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A formacéo de fibras amiléides € uma propriedade genérica das cadeias
polipeptidicas, que ocorre quando a estrutura nativa de uma proteina €
desestabilizada, favorecendo o desdobramento parcial e culminando em uma
conformacao parcialmente desdobrada (Dobson, 2004). Podemos induzir a
formacdao de fibras amil6ides in vitro através de diversas técnicas, como variacao
de temperatura (por exemplo, congelando e descongelando, ou ainda
aumentando a temperatura), estresse mecanico (agitacdo, por exemplo),
bombeando, assim como alterando o ambiente da solu¢do onde a proteina se

encontra (mudando pH, forca ibnica, espécies do tampéao, adi¢cdo de excipientes,
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etc), com a adicdo de ozénio e também a utilizagdo de radicdo UV. Devido a
todos esses fatores discutidos até aqui, a analise e caracterizacdo desses
agregados é de fundamental importancia para a biologia molecular e diversos
métodos foram desenvolvidos nos udltimos anos com intuito de quantificar,
caracterizar e até mesmo estimar o tamanho desses agregados. Para a
quantificacdo e/ou estimativa de tamanho existem técnicas desde as de
microscopia e de separacdo (como o HPLC, eletroforese, centrifugacdo) até
técnicas espectroscépicas (espalhamento de luz estatico ou dindmico, medidas
de UV-Vis) e para a caracterizacao é utilizado dicroismo circular, espectroscopia
de fluorescéncia (intrinseca e extrinseca em relagédo a proteina), FT-IR, Raman

e RMN (Mabhler et al., 2009; Nilsson, 2004).

6.2. Materiais e equipamentos

Para a realizacdo dos estudos com a proteina albumina sérica bovina
(BSA), albumina sérica humana (HSA) e lisozima (Lyz) foi utilizado solucdo
tampéo de fosfato 50mM em pH=7,0 com a utilizacdo dos reagentes fosfato
monobasico de sbédio (NaH2PO4) e fosfato dibasico de sédio (Na2HPO4). Para
estudos de alteracdo estrutural de proteinas foram utilizados acido hipocloroso
(HOCI), acido hipobromoso (HOBr), o detergente SDS (Ci2H25NaOa4S), ureia
(CH4N:20) e os seguintes sais metalicos: sulfato de ferro (lll) Fe2(SOa)s, sulfato
de manganés (MnSOQO4), acetato de cobre (Cu(Cz2H302)2, acetato de zinco
(Zn(C2H302)2, cloreto de calcio (CaClz), cloreto de estanho (SnClz), cloreto de
mercurio (1) (HgCl2) e acetato de chumbo (Pb(C2H302).. Para a determinagéo
da concentracdo de albumina por meio da técnica de absorbancia foi utilizado o

corante purpura de bromocresol (BCP - C21H16Br205S).
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Realizou-se espectroscopia de UV-Vis em um equipamento Perkin-Elmer,
Lambda 35 (Massachusetts, EUA) em cubeta de quartzo de 10mm. Realizaram-
se os testes de fluorescéncia em um espectrometro de fluorescéncia da Perkin-
Elmer, LS55 (Massachusetts, EUA) em cubeta de quartzo de 10mm e velocidade
de escaneamento de 200nm/min. Realizaram-se 0s testes de espectroscopia de
CD em espectropolarimetro Jasco J-815 (Téquio, Japdo) em cubeta de quartzo
de 10mm com velocidade de escaneamento de 50nm/min. As medidas foram
realizadas em comprimentos de onda de excitagcdo e emissao dependente do
tipo de amostra e serdo especificados ao longo do trabalho. Para a realizag&o
das medidas de tempo de vida foi utilizado um equipamento Edinburgh
Instruments, Mini-T (Livingston, Escécia) em cubeta de quartzo de 10mm. Para
0s experimentos realizados em microplacas foi utilizado o equipamento Biotek,

Synergy H1 Hydrid Multi-Mode Microplate Reader (Vermont, EUA).

6.3. Métodos e procedimentos

6.3.1. Procedimento para a determina¢do da constante de associacdo da

ligacéo proteina-ligante

Foram realizadas medidas de emissédo fluorescéncia com todas as
aminoquinolinas (5uM) em tampéo fosfato 50mM (pH=7,0), na auséncia e
presenca de BSA (5uM) para que fosse possivel observar qual dos compostos
respondia melhor a adi¢cdo da proteina. Apds essa primeira andlise foi escolhida
como a sonda a ser estudada o composto AQ4. Para a determinacao da
constante de associacdo do sistema proteina-ligante foram realizados diferentes

tipos de experimento:
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1) Observacao do aumento de fluorescéncia com aumento da concentracao
de proteina. Nesses experimentos as amostras foram excitadas em A=375nm e
realizou-se a varredura de emissdo em comprimentos de onda de 400 a 650nm.
Para isso foi realizado uma titulacdo na cubeta de 3mL e caminho 6tico de 10mm
contendo uma solucdo de concentracdo fixa de AQ4 e aumentando-se a
concentragéo de BSA a cada adigéo e intervalo de medida.

2) Observacao do aumento de fluorescéncia com aumento da concentragéo
do ligante. Nestes experimentos as amostras foram excitadas em A=375nm e
realizou-se a varredura de emissao em comprimentos de onda de 400 a 650nm.
Para isso foi realizado uma titulacdo na cubeta de 3mL e caminho ético de 10mm
contendo uma solucdo de concentracdo fixa de BSA e aumentando-se a
concentracdo de AQ4 a cada adicéo e intervalo de medida.

3) Experimento de quenching de fluorescéncia. Nestes experimentos as
amostras foram excitadas em A=295nm e realizou-se a varredura de emisséo em
comprimentos de onda de 310 a 450nm. Para isso foi realizado uma titulacdo na
cubeta de 3mL e caminho oOtico de 10mm contendo uma solucdo de
concentracdo fixa de BSA e aumentando-se a concentracdo de AQ4 a cada

adicao e intervalo de medida.

O experimento (1) foi realizado utilizando-se tanto BSA sem &cidos graxos
como BSA com acidos graxos ligados aos seus sitios e a determinacédo da
constante de associacéo foi realizada em ambos o0s casos para fins comparativos

e para observar a influéncia dos acidos graxos na interagao ligante-proteina.
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Para a correcdo dos valores de fluorescéncia devido a absorbancia
(atenuacéo do efeito de filtro interno que ocorre nos experimentos de quenching)

para o experimento realizado em (3) utiliza-se a seguinte equacgao (Roy, 2004):

o Célculo da fluorescéncia corrigida
Feor=Fobs.10(Aex+Aem/2) (Equacéo 18)
Onde:

Fcor= Fluorescéncia corrigida

Fobs=Fluorescéncia observada

Aex= Absorbancia encontrada pra o comprimento de onda de excitacéo de

fluorescéncia

Aem= Absorbéncia encontrada pra o comprimento de onda de emisséo

maxima de fluorescéncia

Para todos o0s experimentos, no espectrofluorimetro, o polarizador
apresentava filtro de corte de 92% de fluorescéncia, a abertura dos slits em

10nm.

Para a determinacdo da constante de associacdo proteina-ligante foram
utilizadas equagdes que correlacionam a intensidade de fluorescéncia do
complexo nas diversas concentracdes, que podem ser observadas abaixo
(Hildebrand e Benesi, 1949; Lakowicz, 2006; Rawel, Meidtner e Kroll, 2005; Roy,

2004; Zsila, Hazai e Sawyer, 2005)
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1.1) Para experimentos do aumento de fluorescéncia com aumento da

concentragdo de proteina

. Benesi Hildebrand

Fo—Fy __ 1 1 o
TR 1+ PR (Equacéo 19)
Onde

Fo, F and F~ sdo a intensidade de fluorescéncia do ligante na auséncia de
proteina, em uma concentracao intermediaria de proteina e na concentracao de
saturacdo maxima de proteina (proteina em uma concentracdo infinita),

respectivamente, Ka é a constante de associagdo proteina-ligante.

° Rawel

AF — AFmax-[P]

Kt [P] (Equacéo 20)

Onde:

AF é a diferenca entre as emissdes de fluorescéncia do complexo proteina-
ligante em diferentes concentragbes e a emissao do ligante livre, AFmax € a
diferenca da emissdo do complexo proteina ligante na saturacdo maxima de

concentracdo de proteina, [P] € a concentracdo de proteina em cada medida, e

Kd € a constante de dissociacéo proteina-ligante.
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1.2) Para experimentos do aumento de fluorescéncia com aumento da

concentracao do ligante

. Van de Weert e Stella

Fo—F _ [PI+[L]+Kq—y/([P1+[L]+Kq)?—4.[P][L]
Fo—F¢ 2.[P]

(Equacéo 21)

Onde:

F € a fluorescéncia medida a cada adi¢éo de ligante, Fo € a fluorescéncia inicial
da proteina sem a adi¢cdo de ligante, Fc é a fluorescéncia da proteina totalmente
complexada com a adicdo maxima de ligante, Kq € a constante de dissocia¢cao
do complexo proteina-ligante, [P] € a concentracdo fixa de proteina utilizada

inicialmente, [L] é a concentracdo final de ligante a cada medida.

o Zsila
AF = Z[[P] + [L] + Kp —/(PT + [L] + K)? — 4.[P1.[L] (Equacéo 22)
Onde:

AF é a diferenca entre as emissdes de fluorescéncia do complexo proteina-
ligante em diferentes concentracdes e a emissdo do ligante livre, k é uma
constante relacionada a dados espectroscépicos (como atividade ética de uma
determinada proteina e o caminho 6tico da cubeta utilizada para a medida), [P]
€ a concentracdo de proteina em cada medida, [L] € a concentracdo de ligante

utilizada e Kd € a constante de dissociacdo proteina-ligante.
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1.3) Para experimentos de quenching de fluorescéncia

° Stern-Volmer
% =1+ Ks[Q] (Equacgéo 23)
Onde:

Fo and F séo a intensidade de fluorescéncia do BSA na auséncia e presenca de
ligante, respectivamente, Ksv é a constante de Stern-Volmer [Q] € a

concentragdo do ligante (quencher).

. Roy

P |(Ka+[P1+[LD—/Ka+PI+[LDZ=4IP1[L]| )

m = 1—¢ 2] (Equacéo 24)
Onde:

F € a fluorescéncia medida a cada adicéo de ligante, Fo € a fluorescéncia inicial
da proteina sem a adicao de ligante, e, portanto F/Fo é a razéo de fluorescéncia
observada a cada concentracdo, ¢ € a razao de fluorescéncia no maximo de
concentracao (1-Frazao(infinito)) Onde Frazao(infinito) € a razéo de fluorescéncia em uma
concentragdo infinita de ligante, Ka € a constante de dissociacdo do complexo
proteina-ligante, [P] € a concentracéo fixa de proteina utilizada inicialmente, [L]

€ a concentracéo final de ligante a cada medida.
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. Van de Weert e Stella

Fo—F __ [P]+[L]+Kq—+/([P1+[L]+Kq)?—4.[P].[L]
Fo—F. 2.[P]

(Equacéo 21)

Onde:

F é a fluorescéncia medida a cada adicdo de ligante, Fo € a fluorescéncia inicial
da proteina sem a adicao de ligante, Fc € a fluorescéncia da proteina totalmente
complexada com a adicdo maxima de ligante, Kq € a constante de dissocia¢cao
do complexo proteina-ligante, [P] € a concentracdo fixa de proteina utilizada

inicialmente, [L] é a concentracdo final de ligante a cada medida.

6.3.2. Procedimento geral para a determinagcdo dos parametros

termodindmicos da interacéo proteina-ligante

Para a determinacdo dos parametros termodindmicos da inteiracao
proteina-ligante utilizou-se o método de Van't Hoff onde primeiramente
determina-se a constante de associacao referente a ligacdo proteina-ligante em
diferentes temperaturas (20°C e 40°C) através do experimento de quenching de
fluorescéncia como descrito anteriormente na sec¢do 6.3.1 (Item 3) Apos a
determinacao das constantes de associacao os parametros sao determinados a

partir das equacoes (Suryawanshi et al., 2016):

o Entalpia
_ ln(’;—i).R .
AH = 4= (Equacao 25)
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Onde:
AH= Entalpia padréo da interagéo proteina-ligante (em J/mol)
ko= constante de associacéo proteina-ligante na maior temperatura (em M)
k1= constante de associacéo proteina-ligante na menor temperatura (em M)
R= constante universal dos gases (em J/K.mol)
T1= temperatura mais baixa em que foram realizados os experimentos (em K)

T2= temperatura mais alta em que foram realizados os experimentos (em K)

o Energia livre de Gibbs
AG=-R.T.InK (Equacéo 26)
Onde:

AG= energia livre de Gibbs padréo da inteiracdo proteina-ligante (em J/mol)

R= constante universal dos gases (em J/K.mol)

T= temperatura em que foram realizados os experimentos (em K)

k= constante de associacdo proteina-ligante na temperatura quando realizado o

experimento (em M)
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o Entropia
AS = AH;AG (Equacéo 27)
Onde:

AS= entropia padrdo da inteiracdo proteina-ligante (em J/mol.K)

AH= entalpia padréo da interacdo proteina-ligante (em J/mol)

AG= energia livre de Gibbs da inteiracao proteina-ligante (em J/mol)

T= temperatura em que foram realizados os experimentos (em K)

6.3.3. Procedimento geral para a determinacdo do sitio de ligacdo onde

ocorre a interacado proteina-ligante utilizando fluorescéncia

A determinacdo do sitio de ligacdo onde a sonda sintetizada esta
localizado na proteina foi realizada utilizando as como concorrente de sitio as
moléculas varfarina (para o sitio I) e ibuprofeno (para o sitio Il). O experimento
foi realizado em tampéo fosfato 50mM (pH=7,0) e comprimentos de onda de
excitacdo em 375nm e de emissdo na varredura de 400 a 650nm. Uma cubeta
de quartzo de 3mL e caminho 6ético de 10mm foi utilizada como recipiente para
a titulacdo que foi realizada adicionando-se as sondas concorrentes de sitio
(varfarina ou ibuprofeno) a uma concentracéo fixa de BSA+AQ4 e observando o
efeito do aumento da concentracdo da sonda especifica de um sitio da proteina
na fluorescéncia do ligante. Além desse experimento, foi monitorada a

fluorescéncia da varfarina (Aexc=310nm, Aem=330-450nm), onde se manteve a



108

guantidade de BSA+Varfarina fixo e adicionando-se aliquotas de AQ4 e se

observou qual efeito dessa adi¢céo na fluorescéncia da varfarina.

Para todos os experimentos, no espetrofluorimetro, o polarizador
apresentava filtro de corte de 92% de fluorescéncia, a abertura dos slits em

10nm.

6.3.4. Procedimento geral para a determinacdo do sitio de ligacdo onde

ocorre a interacao proteina-ligante utilizando CD

Outra forma de se determinar os sitios de ligacdo onde o AQ4 se liga ao
BSA ¢é utilizando a técnica de UV-CD. O experimento foi realizado no mesmo
meio reacional (tampé&o) e se assemelha ao descrito na secao 6.3.3 (acima) onde
se compara os espectros de CD do BSA sozinho, do complexo BSA-ligante e
variando-se a concentracdo da sonda especifica de cada sitio (varfarina ou

ibuprofeno).

O experimento foi realizado por varredura na faixa de 250-450nm em
cubeta de quartzo de 3mL e 10mm de caminho 6ético a temperatura e atmosfera
ambiente. A medida do tamp&o foi utilizada como referéncia de linha base para

todas as medidas.

6.3.5. Procedimento geral para a determinag¢éo da quantidade de sitios em

gue o ligante interage com a proteina através do método Job’s plot
O procedimento foi realizado utilizando-se medidas de fluorescéncia como

técnica a fim de encontrar qual € a proporcéo de proteina em relagdo a sonda

fluorescente no equilibrio durante a associacdo. Em tampao fosfato 50mM
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(pH=7,0), foram preparadas 10 solu¢cdes onde a concentracéo final BSA+Ligante
fosse igual a 11uM, seguindo-se as seguintes proporc¢des ([BSA]:[AQ4], em uM):
10:1, 9:2, 8:3, 7:4, 6:5, 5:6, 4:7, 3:8, 2:9, 1:10. As medidas foram realizadas no
Aexc=375nm e Aem=480nm (maximo de fluorescéncia, determinado em
experimentos anteriores). O polarizador no espectrofluorimetro apresentava filtro

de corte de 92% de fluorescéncia, e foi utilizada a abertura dos slits em 10nm.

Com os valores de emissao de fluorescéncia foi construido um grafico de
fracdo molar do ligante vs fluorescéncia no comprimento de onda maximo de
emissdo do complexo para a obtencdo dos pontos e descobrir a questao

discutida no topico.

6.3.6. Procedimento geral para a determinacédo da influéncia de metais na

interacao proteina-ligante

Os experimentos foram realizados utilizando-se concentracdes de BSA
5uM, AQ4 15uM e ion metalico em uma concentragcao de 50uM, em tampéo
fosfato 50mM (pH=7,0). As medidas foram realizadas com Aexc=375nm e
varredura em Aem=400-650, polarizador no espectrofluorimetro apresentava filtro

de corte de 92% de fluorescéncia, e foi utilizada a abertura dos slits em 10nm,
cubeta de quartzo de 3mL e caminho 6tico de 10mm. Para a realizagdo dos
experimentos foram utilizados sais dos seguintes ions: Ca?*, Fe3*, Sn?*, Mn?*,

Hg?*, Pb?*, Cu?*, Zn?*,
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6.3.7. Procedimento geral para estudos da sonda fluorescente para

determinacdo da desnaturacao de proteinas

Para o estudo da desnaturacdo foram realizados experimentos para
formacdo de agregados amiloides de BSA através do aquecimento até 70°C
durante 3 horas. E a desnaturacéo de proteinas foi realizada através do método
quimico com ureia, ambos em tampao fosfato 50mM (pH=7,0). Para o estudo da
alteracdo estrutural da lisozima foi utilizado SDS para a formacdo de fibras

amiloides em tampéao glicina 50mM (pH=9,0).

Os experimentos de fluorescéncia foram realizados monitorando a
fluorescéncia do AQ4 em Aexc=375nm e Aem=400-650nm, mantendo-se a
concentracdo do ligante fixa e aumentando a concentracdo de proteina até a
saturacdo da intensidade de fluorescéncia. Além disso, para a confirmacéo da
formacdo dos agregados amiloides foram realizados experimentos de
espalhamento Rayleigh (Aexc=340nm, Aem=300-400nm), com a sonda tioflavina
(Th-T) (Aexc=435nm, Aem=460-545nm) e com a sonda ANS (Aexc=340nm, Aem=400-

600nm).

Para os experimentos realizados com AQ4 (tanto para a BSA como para
a lisozima) o polarizador no espectrofluorimetro apresentava filtro de corte de
92% de fluorescéncia, e foi utilizada a abertura dos slits em 10nm. Para os
experimentos com Th-T (BSA e Lisozima) néo foi utilizado nenhum tipo de filtro
para a leitura da emissao e abertura dos slits em 10nm e para os experimentos
do espalhamento de luz do tipo Rayleigh para o BSA foi utilizado filtro de corte
no polarizador de 92% e abertura dos slits em 5nm (para esse tipo de

experimento para a lisozima foi utilizado um filtro de corte no monocromador de



111

99% e slits em 5nm). Em todos os experimentos foi utilizada cubeta de quartzo

de 3mL e caminho 6tico de 10mm.

6.3.8. Procedimento geral para estudos da sonda fluorescente para
observacao da oxidacao de proteina

Para os estudos de oxidacdo de BSA foram utilizados dois agentes
oxidantes (HOCI e HOBr) em uma concentracgao final para reacao de 100uM para
5um de proteina e essa solucao foi deixada em repouso a temperatura ambiente
por 10 minutos. Apds esse tempo foi adicionado metionina (200uM) e a solugao

deixada por 5 minutos em repouso antes das medidas.

Os experimentos de fluorescéncia foram realizados monitorando a
fluorescéncia do AQ4 em Aexc=400nm e Aem=420-650nm, mantendo-se a
concentracdo do ligante fixa e aumentando a concentracdo de proteina até a
saturacdo da intensidade de fluorescéncia. Além disso, para a confirmacédo da
oxidacdo do triptofano foram realizados experimentos de fluorescéncia desse
residuo de aminoacido utilizando os seguintes comprimentos de onda

Aexc=295nm e Aem=310-450nm.

6.3.9. Procedimento geral para a determinagcdo do limite de deteccéo de

proteina por AQ4 e por BCP

Para a determinacao do limite de deteccdo das proteinas BSA e HSA por
AQ4 foi realizada medidas de fluorescéncia utilizando AQ4 em uma
concentracdo fixa e as proteinas em uma concentracdo variavel a fim de se

determinar uma faixa linear de deteccdo das proteinas em relacdo a sua
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concentracéo, em tampao fosfato 50mM pH=7,0. O equipamento utilizado foi de

microplaca com 96 pocos e 200uL de volume final para cada solucéo analisada,

utilizando os comprimentos de onda em Aexc=375nm e Aem=480nm.

Para fins comparativos foi determinado o limite de detec¢éo das proteinas
anteriormente citadas por medidas de absorbancia da sonda j& utilizada na
literatura para determinar concentracdes de BSA, o BCP. Nesses experimentos,
a sonda foi utilizada em concentracdo fixa e as proteinas em concentragdo
variavel a fim de se determinar linearidade e detec¢do do método utilizando BCP
em tampéo acetato 75mM pH=5,2 (Assink et al., 1984). O equipamento utilizado

foi de microplaca com 96 pocos e 200uL de volume final para cada solucéo

analisada, utilizando A=610nm.

O limite de deteccdo do equipamento foi dado pela concentracdo do
analito que produz de 3 a 5 vezes a razao sinal ruido do equipamento e o limite
de deteccdo do método foi realizado utilizando-se dos valores de regresséo

linear dos dados obtidos na curva de calibracdo (Shrivastava e Gupta, 2011).

6.3.10. Procedimento geral para a determinacao da quantidade de albumina

no plasma humano

A determinacdo de albumina no plasma foi realizada utilizando-se os
métodos de determinacdo da albumina em solucdo, sabendo-se o limite de
deteccdo e curva de calibragdo na concentracdo fixa de AQ4 ou BCP e nas
condicbes anteriormente estudadas, conforme descrito na secdo 6.3.9. O

equipamento utilizado foi de microplaca com 96 pocos e 200uL de volume final
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para cada solu¢do analisada. Para cada analise foi utilizada uma aliquota de

10uL de plasma de uma pessoa saudavel.

6.4. Resultados e discussao para os estudos com proteinas
6.4.1. Estudos sobre interagdo entre BSA e aminoquinolinas

Primeiramente foi realizado um teste preliminar para identificar qual seria
a aminoquinolina mais adequada para os estudos das interacdes proteina-
ligante. Os experimentos foram realizados em tampao fosfato pH=7,0, onde foi
avaliado a fluorescéncia do composto livre (aminoquinolinas) a uma
concentracdo de 5uM e quando adicionada a solugdo uma concentragao

equivalente de proteina (5uM), e os resultados podem ser vistos na Figura 25.
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Figura 25. Fluorescéncia das aminoquinolinas em tampdo fosfato na auséncia e
presenca de BSA. a) Aexc=350nm, Aem=370-450nm, de b a f) Aexce=375nm, Aem=400-
650nm. Todos os experimentos foram realizados com a abertura de slits em 5mm, filtro
de polarizador de 92% de corte.
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A partir dos graficos foi possivel a montagem de uma tabela (Tabela 16)
comparando-se os valores de fluorescéncia maxima bem como a diferenga entre
esses valores para a confirmacdo de qual seria a melhor composto para dar
continuidade aos estudos.

Tabela 16. Tabela comparativa de valores de comprimento de onda maximo antes e
depois da adicdo de BSA ao meio (relativo ao experimento observado na Figura 25) e
seus relativos valores de fluorescéncia, bem como comparativo entre esses dois valores

mostrando a variagdo positiva no valor de fluorescéncia apds a adicdo de BSA para
cada composto

Composto | Amax €m | Amax €m | Fluorescéncia | Fluorescéncia | Aumento da
H-O BSA em Amax (H20) em Amax (BSA) | fluorescéncia
(nm) (nm) apoés a
adicao de
BSA
AQ1l 439 448 1,7 3,2 1,8
AQ2 497 462 15 75 5
AQ3 502 480 18 72 4
AQ4 516 479 0,9 25 28
AQ5 500 475 6,5 45 7

Ao fazer uma analise dos dados obtidos na Figura 25 e Tabela 16, pode-
se observar que o composto comercial AQ1l ndo apresentou fluorescéncia
significativa na auséncia ou presenca de BSA, isso mostra que o anel quinolinico
polissubstituido nas posigdes 2 e 4 trazem um ganho para que haja uma melhor
interacéo entre BSA. Os compostos AQ2, AQ3 e AQ5 apresentaram aumentos
de intensidade de fluorescéncia maxima cerca de 5, 4 e 7 vezes respectivamente

bY

e um deslocamento hipsocrébmico quando ligados a proteina em relacdo a
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molécula livre em agua, o que era esperado, uma vez gue o0s sitios das proteinas
contem aminod&cidos hidrofébicos, ou seja, mais apolares do que 0 meio aquoso,
e esses compostos apresentam maiores valores de rendimento quantico de
fluorescéncia quando em meios mais apolares (como anteriormente visto e
discutido no item 5.3.2). O composto AQ4 apresentou um aumento de cerca de
28 vezes de intensidade de fluorescéncia maxima dentro da proteina em relacao
ao seu estado livre em agua, além disso apresentava grande potencial como
sonda de meio nos estudos de solvatocromismo que j& haviam sido realizados e
por esse motivo foi 0 selecionado para os demais estudos com proteina para

esse estudo.

Apés a escolha da molécula a ser estudada (AQ4), foram realizados
ensaios para determinar a relacdo estequiométrica da associacdo BSA-AQ4
através do experimento do Job’s plot (grafico de Job) (Renny et al., 2013),
seguindo o experimento descrito no Item 6.3.5, e o gréafico obtido ser observado

na Figura 26.

Figura 26. Gréfico de Job para a associacdo AQ4-BSA utilizando o méximo de emissao

de fluorescéncia como referéncia
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E possivel observar através do gréafico que a fracdo molar em que o AQ4
apresenta a maior intensidade de fluorescéncia ocorreu no valor préximo a 0,5,
indicando assim que a associa¢do proteina-ligante ocorre na proporcéo de 1:1
(AQ4:BSA) e assim pode-se utilizar as Equacdes de 19 a 24 (descritas no ltem
6.3.1) para o calculo da constante de associacdo BSA-AQ4 (Hildebrand e

Benesi, 1949).

Para a continuidade dos estudos, foram realizados experimentos para
descobrir qual seria a concentracdo maxima de saturacdo do AQ4 em relacédo a
uma concentracdo fixa de BSA (5uM), e depois qual seria a concentracao
méaxima de saturacdo do BSA em relacdo a uma concentracdo fixa de AQ4
(5uM). Os resultados desses experimentos podem ser vistos nas Figura 27 e

Figura 28.

Figura 27. a) Gréfico representativo do espectro de emissao de fluorescéncia obtidos
com o0 aumento da concentracédo do AQ4 (0-11uM) e BSA fixa (5uM) em tampéao fosfato
50mM. Aexc=375nmM, Aem=400-650nm, b) Grafico representativo do aumento da

fluorescéncia com a adi¢cdo de AQ4 em A=480nm.
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Figura 28. a) Grafico representativo do espectro de emissao de fluorescéncia obtidos
com o0 aumento da concentracédo do BSA (0-30uM) e AQ4 fixa (5uM) em tampéao fosfato
50mM. Aexc=375nm, Aem=400-650nm, b) Grafico representativo do aumento da

fluorescéncia com a adicdo de BSA em A=480nm.
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Como pode ser visto, a intensidade de fluorescéncia do AQ4 aumenta
cerca de 30 vezes quando no maximo de concentracdo em proteina (30uM, ou
seja, uma concentracdo 6 vezes maior do que a concentracédo fixa do ligante),
porém em uma concentracdo de 20uM da proteina (4 vezes maior do que a
concentracédo fixa do ligante), observa-se o inicio da saturacédo da intensidade
de fluorescéncia e uma mesma quantidade adicionada de proteina que no inicio
acarretava um aumento de fluorescéncia de cerca de 10 vezes, quando se inicia
uma a saturacao nao acarreta significativas mudancas de valor de fluorescéncia.
Quando se aumenta a quantidade de ligante em relacdo a uma concentracéo
fixa de proteina, observa-se um aumento cerca de 15 vezes na saturacdo da
intensidade de fluorescéncia em uma concentragdo de AQ4 2,5 vezes maior do
que a quantidade de proteina fixa e o inicio da saturacdo se da com uma
guantidade de AQ4 1,5 vezes maior do que a quantidade de proteina fixa. Para
ambos 0s casos pode-se observar que o maximo de fluorescéncia para o AQ4

complexado a BSA se da em A=480nm.
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Através da utilizagdo dos dados dos graficos obtidos acima, pode-se obter
os valores da intensidade de fluorescéncia em A=480nm e assim poder utilizar
As Equacdes 19 e 20 para a determinacgao do valor da constante de associacéo
do complexo BSA-AQ4 através da construcdo de graficos que representem as
equacdes. Para a equacdo de Benesi primeiramente foi necesséario a
determinacao do valor de F«, que foi realizado através da construgao do grafico
de 1/[BSA] vs 1/F e quando se faz a regresséo linear dos pontos, o coeficiente

linear da reta nos da o valor de 1/F« e a partir disso é possivel encontrar o valor

de F= para se fazer o grafico 1/[BSA] vs % gue a partir da regresséo linear
—ro

forcando o coeficiente linear a ser igual a 1, nos da o valor de Ka que € o valor
do coeficiente angular da reta. Para a equacdo de Rawel o valor de Ka é
determinado pelo grafico de [BSA] vs F-Fo (AF) que nos da um gréfico e a partir
do valor de constante da regressao néo linear através da equacao descrita. Os
graficos com os respectivos valores de ka encontrado para as diferentes

equacdes pode ser observado na Figura 29.
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Figura 29. Determinacéo da constante de associa¢ao por diferentes métodos de célculo
e seus respectivos graficos para a obtencéo do valor; a) Equacéo de Benesi, b) Equacao
de Rawel. Os dados de fluorescéncia para os célculos foram utilizando Aexc=375nm,

Aem=480nm e concentracao fixa de AQ4 de 2,5uM.
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Para ambos os casos os valores da constante de associacdo para o
complexo BSA-AQ4 deram valores muito semelhantes e bons coeficientes de
correlacéo do grafico com a equacéo que estao sendo comparadas (R=0,99 para
ambos os casos). Esses valores se assemelham a constante de associagao de
farmacos como a varfarina (3,4.10° M) e a azapropazona (2,8.10° M), que séo

reconhecidamente bons ligantes para a albumina (Yamasaki et al., 2013).

Novamente, foram utilizados os valores da intensidade de fluorescéncia
em A=480nm e assim poder utilizar as Equacdes 21 e 22 para a determinacéao
do valor da constante de associagcdo do complexo BSA-AQ4 através da
construcdo de graficos que representam as equacdes. Para a equacao de van
der Weert e Stella, primeiramente foi necessario a determinacdo do valor de Fe,
que foi realizado através da construgcédo do grafico de 1/[AQ4] vs 1/F e quando
se faz a regresséo linear dos pontos, o coeficiente linear da reta nos da o valor

de 1/Fc e a patrtir disso € possivel encontrar o valor de Fc para se fazer o gréafico
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1/[AQ4] vs

Fo—
Fy—F,

il gue a partir da regressao nao linear atraves da interpretacdo da
equacao descrita é possivel determinar o valor de Ka. Para a equacéao de Zsila é
construido um grafico de [AQ4] vs F-Fo (AF) e a determinacao de Ka € dado pela
regressdo nao linear da equacédo descrita. Os graficos representativos para a

determinacao dos valores de ka para os respectivos métodos pode ser observado

na Figura 30.

Figura 30. Determinacao da constante de associagao por diferentes métodos de célculo
e seus respectivos graficos para a obtencao do valor; a) Equacédo de van de Weert e
Stella, b) Equacao de Zsila. Os dados de fluorescéncia para os calculos foram utilizando
Aexc=375nm, Aem=480nm e concentracao fixa de BSA de 2,5uM.
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Para ambos os casos os valores da constante de associacdo para o
complexo BSA-AQ4 deram valores muito semelhantes e bons coeficientes de
correlacdo do grafico com a equacédo que estdo sendo comparadas (R=0,99 e
0,93, para a o grafico a e b, respectivamente). Como pode ser observado, os
valores para esse meétodo apresentaram-se um pouco mais elevados do que
para os métodos anteriores, e 0s coeficientes de correlacdo se apresentavam

um pouco inferiores em relacdo aos anteriores e portanto, para uma melhor
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elucidacdo dessa questdo também foi realizado o experimento de supressao
(quenching) de fluorescéncia onde € possivel também calcular o valor da

constante de ligacado de complexos.

No método da supressao da fluorescéncia é observado o valor maximo de
fluorescéncia da proteina ao ir se adicionando um ligante n&o fluorescente ou
que apresente banda de emissdo em um comprimento de onda de excitacao e
emissao bem diferente da proteina (como o caso do AQ4). Nesse tipo de
experimento, diferentemente do que ocorria anteriormente, observa-se uma

diminuicdo da fluorescéncia da proteina conforme é adicionado o ligante,

conforme pode ser observado na Figura 31.

Figura 31. a) Gréfico representativo do espectro de emissédo de fluorescéncia obtidos
com o aumento da concentragdo do AQ4 (0-12uM) e BSA fixa (2,5uM) em tampéo
fosfato 50mM. Aexc=295nmM, Aem=310-450nm, b) Grafico representativo do decaimento da
fluorescéncia com a adi¢cdo de AQ4 em A=345nm.
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Para esses experimentos, foram utilizados os valores da intensidade de
fluorescéncia em A=345nm (corrigida pela Equacéo 18) e assim poder utilizar as
Equacdes 19, 21 e 22 e determinar do valor da constante de associagéo do
complexo BSA-AQ4 através da construcdo de graficos que representem as
equacOes. Para a equagcdo de Stern-Volmer, o valor da constante foi
determinado através da construcao do gréfico de [AQ4] vs Fo/F e quando se faz
a regresséo linear dos pontos, e sabendo-se que o valor do coeficiente linear da
reta nos da o valor de Ksv. Para a equacdo de van de Weert e Stella foi
construido um gréfico de [AQ4] vs Fo-F e a partir da regressao néo linear através
da interpretacdo da equacao descrita € possivel determinar o valor de Ka e Fe.
Para a equacdo de Roy é construido um grafico de [AQ4] vs F/Fo e a
determinacdo de Ka é dado pela regressao néo linear da equacao descrita. Os
graficos representativos para a determinagdo dos valores de constante de
associagao proteina-ligante para os respectivos métodos podem ser observados

na Figura 32.
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Figura 32. Determinacéo da constante de associagao por diferentes métodos de célculo
e seus respectivos graficos para a obtencao do valor; a) Equacéo de Stern-Volmer, b)
Equacéo de van der Weert e Stella, ¢) Equacdo de Roy. Os dados de fluorescéncia para

os calculos foram utilizando Aexc=295nm, Aem=345nm e concentragéo fixa de BSA de

2,5uM.
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Para ambos os casos os valores da constante de associagcdo para o
complexo BSA-AQ4 deram valores muito semelhantes e bons coeficientes de
correlacdo do grafico com a equacao que estdo sendo comparadas (R=0,99
todos os graficos representados). Como pode ser observado, os valores obtidos
pelo método de supressdo de fluorescéncia se apresentaram semelhante ao
meétodo dos experimentos realizados com a adicdo de proteina e sendo assim
confirmando que a associacdo AQ4-BSA possui uma alta afinidade e se

assemelham a farmacos ja descritos na literatura como bons ligantes de BSA.
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6.4.2. Estudos para determinagdo dos parametros termodinamicos da
interacao proteina-ligante
As interacGes que ocorrem entre um ligante e uma proteina podem ser de
diferentes tipos e podem ser caracterizadas pela magnitude e sinais dos
parametros termodinamicos. As forcas de interacdo AQ4-BSA foram estudadas
com base nos calculos dos parametros termodinamicos AG°, AH°, AS° e o
experimento realizado bem como as equacdes utilizadas para a determinacao
dos valores como descrito no Item 6.3.2. Os graficos obtidos em diferentes
temperaturas e os valores de Ka para cada um dos casos pode ser observado

na Figura 33.
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Figura 33. Curvas representativas para diferentes temperaturas dos experimentos
(curva preta para experimentos a 293K (20°C) e curva vermelha para experimentos a
313K (40°C)). a) Decaimento de fluorescéncia medida no maximo de emissédo do
complexo BSA-AQ4, b) Grafico da equacdo de Stern-Volmer e determinacdo da
respectiva constante, c) Gréafico para a equacéo de Stella e determinacdo da constante
de associacdo do complexo, d) Gréfico para a equacdo de Roy e determinacdo da
constante de associacdo do complexo. Os dados de fluorescéncia para os célculos
foram utilizando Aexc=295nm, Aemmax=345nm e concentracdo fixa de BSA de 1,0uM.
Como é realizada a determinacdo das constantes através dos experimentos de
guenching encontra-se no topico anterior.
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Como pode ser observado had uma diminuicdo nos valores de
fluorescéncia maxima e dos valores das constantes o que indica que a interacao
AQ4-BSA é estética (com formacdo de complexo) e 0 aumento da temperatura
leva a desestabilizacdo desse complexo e isso se reflete em um menor valor de
constante de associagao (Lakowicz, 2006). Os valores da constante de Stern-

Volmer ao se modificar a temperatura do experimento varia muito pouco,
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mostrando que a interacdo que ocorre pode ser melhor representada pelas
outras equacoes utilizadas no trabalho. Assim sendo, a partir dos diferentes
valores de constante de associacao a utilizacdo das Equagbes 25, 26 e 27 foi
possivel o célculo dos pardmetros termodinamicos referentes a inteiracdo AQ4-

BSA, e os valores obtidos foram sintetizados na Tabela 17.

Tabela 17. Parametros termodinamicos encontrados para a inteiracdo AQ4-BSA

T(K) AH (kJ.mol?) AS (J.mol1. K1) AG (KJ.mol?)
293 -7,73 82,9 -32,02
313 82,9 -33,66

Os valores de AG° negativos mostram que o processo de interagcao é
espontaneo, e com uma alta afinidade representada por um valor alto e negativo
de AH°, e ocorre com a formacao de complexo devido a um valor alto e positivo
de AS°. Além disso, o valor de AH°® demonstra que a reacao é exotérmica e que
ha ligacdes de hidrogénio entre a proteina e o ligante e valores positivos de AS°
demonstram que ocorre interacdes hidrofébicas, pois devido a entrada do ligante
na proteina ocorre uma desorganizacdo das moléculas de dgua dentro dos sitios
da BSA. Portanto, tanto interac6es hidrofébicas como ligacdes de hidrogénio e
forcas de Van de Waals séo as responsaveis pela interacéo ligante-proteina e o
valor negativo de AG advém das contribuigbes de AH e AS (Suryawanshi et al.,

2016).
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6.4.3. Determinacdo do sitio de ligacdo onde ocorre a interagdo proteina-

ligante

Para a determinacéo do sitio de ligacdo onde ocorreria a interacdo BSA-
AQ4 foram utilizados tanto a técnica de fluorescéncia estacionaria como a
técnica de dicroismo circular induzido. Como descrito anteriormente o
experimento consiste em deslocar o ligante (AQ4) através de compostos que sao
reconhecidamente ligantes de sitios especificos da BSA, como a Varfarina (Sitio
I) e o Ibuprofeno (Sitio Il) e observando se ha alguma diferenca no sinal, o que
indicaria que o ligante foi expulso de um determinado sitio e estaria livre em
agua, que acaba levando a diminuicdo do sinal. Os experimentos foram
realizados utilizando uma concentracdo BSA:AQ4 (1:1) e adicionando uma
guantidade do farmaco de sitio especifico a cada medida (titulacdo) e
observando o efeito na medida, além da observacéo do efeito da adicdo de AQ4
na fluorescéncia da varfarina. Graficos representativos das medidas de

fluorescéncia estacionaria pode ser observada na Figura 34.
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Figura 34. Graficos representativos dos experimentos realizados para a determinagao
do sitio de ligacdo do AQ4 em BSA, a) Efeito do aumento da concentragdo de varfarina
(sonda de sitio | — de 0 a 30uM)) sobre a fluorescéncia do AQ4 em uma concentragao
fixa (5uM) dentro da BSA (5uM) (Aexc=375, Aem=400-650nm), b) Efeito do aumento da
concentracao de ibuprofeno (sonda de sitio Il — de 0 a 30uM) sobre a fluorescéncia do
AQ4 em uma concentracao fixa (5uM) dentro da BSA (5uM) (Aexc=375, Aem=400-650nm),
c) Efeito da varfarinatibuprofeno (sondas de sitio | e Il — de 0 a 40uM)
concomitantemente, sobre a fluorescéncia do AQ4 em uma concentragéo fixa (5uM)
dentro da BSA (5uM) (Aexc=375, Aem=400-650nm), d) Efeito do AQ4 (de 0 a 20uM) sobre
a fluorescéncia da varfarina em uma concentracao fixa (5uM) dentro da BSA (5uM)
(Aexc=310, Aem=330-450nm).
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Os experimentos realizados mostraram que ha uma diminuicdo da
fluorescéncia do AQ4 na presenca tanto de varfarina quanto de ibuprofeno de
forma semelhante em uma mesma concentracdo e quando adicionadas juntas
essas sondas apresentam uma saturacdo da fluorescéncia do AQ4 em

concentracbes das mesmas a partir de 25uM até 40uM (Ultima concentracdo a
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ser medida), o que pode evidenciar que o0 AQ4 se liga a diferentes sitios da
proteina sendo dificil definir em qual seria o preferencial. Pode-se observar
também que a diminui¢cdo da fluorescéncia da varfarina ao adicionar AQ4 é um
indicativo que o composto concorre com a vafarina para se ligar ao sitio I. A fim
de tentar elucidar melhor o sitio de ligagdo do AQ4, foram realizados
experimentos de ICD, e os espectros obtidos podem ser observados na Figura

35.
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Figura 35. Espectros de ICD para observar, a) Efeito da adicdo do ligante AQ4 na
proteina BSA, b) Efeito da adi¢cdo de varfarina no sinal de AQ4+BSA, c¢) Efeito da adi¢éo
de ibuprofeno no sinal de AQ4+BSA. Os experimentos foram realizados com
concentracao 1:1 de AQ4:BSA e os espectros obtidos entre os comprimentos de onda
250-450nm.
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Os espectros de ICD mostram que o efeito de AQ4 sobe o sinal de BSA é
pequeno, porém ha um leve aumento de intensidade proximo de 320nm.
Considerando essa regido do aumento, ha uma pequena diminui¢do do sinal de
ICD quando ¢é adicionado o ibuprofeno (sonda de sitio Il) ao sistema AQ4+BSA.
Porém, ao observarmos os resultados obtidos anteriormente o efeito do
ibuprofeno e da varfarina se apresentaram semelhantes para a fluorescéncia. O
efeito que ocorreu nesse experimento pode ser devido ao tamanho dos sitios
que estdo sendo estudados. O sitio | € um sitio maior e assim quando AQ4 se
liga a ele, o que leva a uma diminuicdo de seu grau de liberdade, aparece um
sinal de ICD e com a adi¢éo da varfarina ao sistema a mesma consegue se ligar
ao sitio |, porém nao expulsa o AQ4 uma vez haveria espaco para esses dois
ligantes a0 mesmo tempo; enquanto isso para o sitio Il haveria espacgo para
apenas um dos ligantes que concorrem ao sitio, e, portanto o ibuprofeno expulsa
0 AQ4 e o sinal de ICD se perde. Assim sendo, novamente, observamos que 0
AQ4 ndo apresenta especificidade por apenas um dos sitios da BSA (no caso

dos sitios | e Il aqui apresentados e estudados).

6.4.4. Aplicacdo do AQ4 para estudos de alteracfes estruturais na BSA

Apos a verificacdo da interacdo BSA-AQ4, iniciou-se estudos para avaliar
a capacidade do AQ4 em identificar alteraces na BSA. Inicialmente foram
estudados os efeitos da presenca de ions metélicos. A interacdo entre
aminoacidos das proteinas e ions metalicos € interessante para o estudo de
modificacdo de proteinas, pois acontece em um namero restrito numero de sitios
e 0 que consequentemente leva a uma importancia na funcéo fisiolégica e

estrutural da proteina. A albumina transporta ions metéalicos como Ca?* e Mg?*
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além de conter sitios com afinidade para Cu(ll), Sn(ll), Ni(ll) e Fe(lll) em dois
sitios especifico majoritariamente (embora existam outros de menor afinidade
distribuidos ao longo da macromolécula) que sdo o sitio V (localizado no
subdominio IIB e que contém o residuo de aminoacido Cys-34) e o sitio VI
(localizado entre os subdominios IlA e IlIA, contendo os trés primeiros residuos
da cadeia N-terminal, com a His-3 sendo o residuo onde ocorre o maior numero
de interagdes com metais) (Witkowska e Rowinska-Zyrek, 2019). Os graficos
apresentam uma concentracao fixa de BSA e AQ4 (onde se encontraria 0 maior
valor de fluorescéncia da interacdo AQ4-BSA anteriormente estudada). A esses
sistemas foram adicionados ions metélicos em concentracdo fixa em cada
solucdo de forma individual e verificagdo da influéncia de cada um deles no
espectro de fluorescéncia da interagcdo. Os gréficos obtidos podem ser

observados na Figura 36.
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Figura 36. a) Gréfico representativo dos espectros obtidos e da influéncia de ions
metalicos para cada caso (Aexc=375nm, Aem=400-650nm), b) Grafico comparativo das
areas abaixo da curva para os diferentes efeitos de ions sobre a interacdo BSA-AQ4
(controle se refere ao espectro de fluorescéncia da interacdo AQ4-BSA sem ion

metalicos).
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A sonda utilizada mostrou alteracfes significativas apenas para o0s ions
Hg?* e Cu?*. O Hg?* é um ion que tem interacdo principalmente com a Cys-34 e
o Cu?* tem interacdo fraca com Cys-34 e uma forte interacdo com a His-3. O
restante dos ions trabalhados ndo apresentam sitios especificos na albumina

(Rotilio, 1980; Witkowska e Rowinska-Zyrek, 2019) o que pode explicar a ndo
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alteracdo da fluorescéncia do AQ4 em relacdo a modificacdo estrutural ocorrida
na proteina devido a esses ions. A alteracdo observada na presenca de Hg*?
sera investigada posteriormente, pois podera se configurar em um método para

estudar alteracdes em proteinas causadas por este metal altamente toxico.

Para dar prosseguimento aos estudos com a sonda AQ4, foram realizados
estudos para observar se essa molécula poderia funcionar como uma sonda
capaz de identificar alteragfes causadas pela oxidacdo na proteina. A oxidacao
do BSA foi feita a partir do uso de HOCI e HOBr conforme descrito na secéo
6.3.8. Para a confirmacao da oxidacdo da proteina foi monitorado a deplecao
dos residuos de triptofano excitando em 295nm e leitura de emisséo entre 310 e
450nm, uma vez que o triptofano quando oxidado perde sua fluorescéncia
intrinseca (Giudice, Del et al., 2016). Com a confirma¢cdo da formacédo, o0s
mesmos foram colocados na presenca de AQ4 para observar o efeito na
fluorescéncia desse composto, assim como se haveria diferenca com a interacéo
de AQ4 e BSA nativa, e os resultados obtidos podem ser observada na Figura

37.
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Figura 37. Graficos representativos dos experimentos de emisséo de fluorescéncia
realizados para a determinacdo da oxidacdo de BSA com HOCI e HOBr, a) para
confirmacéo da oxidag&o do residuo de triptofano do BSA (5uM) com a adi¢éo de 100uM
de agente oxidante (HOBr e HOCI) (Aexc=295, Aem=310-450nm), b) para observagao da
mudanca no espectro de fluorescéncia do AQ4 (10uM), excitando-se o triptofano
(Aexc=295, Aem=420-650nm), c) para observacdo da alteracdo no espectro de
fluorescéncia do AQ4 (10uM) em BSA (5uM), na excitagdo da sonda (Aexc=400, Aem=420-
650nm).
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Como pode ser observado pelos graficos acima, a oxida¢do ocorreu de
forma eficaz, uma vez que h& a alteracdo significativa da intensidade de
fluorescéncia do residuo de triptofano quando a proteina esta nativa e apos a
adicdo do agente oxidante. Porém, ha pouca diferenca nos espectros de emissao
AQ4-BSA guando o BSA esta ou ndo oxidado, principalmente ao compararmos
com a diminui¢do da fluorescéncia do triptofano ao ser oxidado, mostrando que

0 AQ4 nao seria uma boa sonda para determinacao desse tipo de alteragéo.
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Outra forma de se alterar a proteina é através de sua desnaturacéo e
formacao de fibras amiloides através do aumento temperatura (Taboada et al.,
2006). Foram feitos estudos para avaliar se o0 AQ4 conseguiria ser sensivel a
esse tipo de alteracdo estrutural. Primeiramente foi realizada a alteracado de BSA
por temperatura conforme descrito na se¢ao 6.3.7 para a formacao de agregados
amiléides. Para a confirmacdo da formacdo realizou-se experimento de
espalhamento de luz do tipo Rayleigh, e sua interagcdo com tioflavina T (Th-t) e
ANS, como ser observado na Figura 38 (a, b e c, respectivamente). Com a
confirmacéo da formacdo, os mesmos foram colocados na presenca de AQ4
para observar o efeito na fluorescéncia, assim como se haveria diferenga com a

interacdo de AQ4 e BSA nativa, que pode ser observada na Figura 38 (d).
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Figura 38. Graficos representativos dos experimentos realizados para a determinagéo
da formacédo de agregados amiloides de BSA, a) Espalhamento Rayleigh aumentado
devido a formacao dos agregados amiloides (5uM) (Aexc=340, Aem=300-400nm), b) Efeito
da formacao de agregados amiloides em BSA (5uM) sobre a sonda Th-T (concentracdo
fixa de 5uM em todos os meios) (Aexc=435, Aem=460-545nm), ¢) Efeito da formacao de
agregados amiloides em BSA (5uM) sobre a sonda ANS (concentracao fixa de 15uM
em todos os meios) (Aexc=340, Aem=400-600nm), d) Efeito da formacao de agregados
amiloides em BSA (5uM) sobre AQ4 (concentragao fixa de 15uM em todos 0s meios)
(Aexc=375, Aem=400-650nm). Em todos os casos foram utilizados um comparativo entre
BSA nativa (25°C) e BSA amiloide (70°C), e foram utilizadas nas mesmas concentracfes

para comparativo.
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Assim, pode-se observar que todos os testes mostraram que havia a
formacao dos agregados amiléides (aumento do espalhamento de luz, aumento
da fluorescéncia da Th-T e diminui¢céo da fluorescéncia do ANS como observado
na literatura e utilizado para a confirmacdo de formacdo de agregados
amiloides). A Figura 38 (d) mostra que ha um aumento na fluorescéncia do AQ4

ao entrar em contato com agregados amiléides e um pequeno deslocamento

BSA 5uM (70°C)+AQ4 15uM
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hipsocrémico (8nm) do maximo da banda de emissdo em relacdo a sua interacao
com BSA nativa. As alteracdes no espectro, no maximo de emissdo e na
intensidade de fluorescéncia mostra que o AQ4 apresenta comportamento
semelhante a sonda Th-T e, portanto, poderia ser utilizada para estudar a

formacao de agregados amiléides.

Além da formacao de agregados amiléides por temperatura, é possivel a
desnaturacdo de proteina por meio quimicos, que também induzem mudancas
no ambiente proteico. O ANS é uma sonda utilizada para a determinacéo dessas
mudancas na proteina, pois quando em contato com a fase nativa se liga em
seus sitios hidrofobicos e tem sua fluorescéncia aumentada, e quando a proteina
comeca a ser desnaturada, a mesma perde a capacidade de se ligar a sonda
devido a perda da estrutura terciaria e consequente perda da forma dos sitios
hidrofébicos (Barros et al., 2015). Portanto, para fins comparativos foi realizada
a desnaturacao da proteina através da adicdo de diferentes concentracdes de
ureia utilizando-se AQ4 e ANS em experimentos separados para observar a
eficiéncia do AQ4 para deteccdo das mudancas na proteina ao se desnaturar,

como pode ser observado na Figura 39.
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Figura 39. Estudos da desnaturagéo de BSA. a) Espectro de emisséo de fluorescéncia
obtidos com o aumento da concentracdo de Ureia (0-8M) e concentracao fixa de BSA
(20uM) e AQ4 fixa (20uM) em tampéo fosfato 50mM pH=7,0 (Aexc=375nM, Aem=400-
650nm); b) Espectro de emissdo de fluorescéncia obtidos com o aumento da
concentragao de Ureia (0-8M) e concentragdo fixa de BSA (20uM) e ANS fixa (20puM)
em tampdo fosfato 50mM (Aexc=340, Aem=400-600nm); c) Grafico comparativo do
decaimento da fluorescéncia maxima normalizada das sondas AQ4 e ANS devido a
desnaturacéo da BSA (para 0 AQ4 Aexc=375, Aemmaxy=480nm, para 0 ANS Aexc=340nm,
Aem(max=480nm).
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A desnaturacédo de proteinas globulares por ureia € um dos métodos mais
antigos e mais utilizados para estudos da desagregacdo de proteinas e seus
mecanismos (Almarza et al., 2009; Gordon e Warren, 1968). E possivel encontrar
na literatura trabalhos que afirmam que a desnaturacdo de albumina por ureia
se da através de duas fases de reacédo e a formacao de um estado intermediario

(em concentragfes de ureia entre 4,6 e 5,2M), onde a alteracéo do dominio Ill &
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0 mais significativo para a formacao desse estado (Khan, Agarwal e Hangloo,
1987; Muzammil, Kumar e Tayyab, 2000; Tanaka, Nishizawa e Kunugi, 1997).
As alteracbes que ocorrem nas concentracbes de 0-4M de ureia sdo um
desenovelamento do dominio Il (que é o dominio mais instavel nesse tipo de
desnaturacao), uma alteracéo pouco significativa do dominio Il da proteina e um
distanciamento entre os dominios | e I, porém nao é possivel se observar nos
estudos com ANS o que mostra que ndo ha alteracdo significativa nos
fragmentos hidrofobicos nesse estado intermediario formado (Muzammil, Kumar
e Tayyab, 2000). Assim sendo, 0 AQ4 também né&o consegue diferenciar esses
trés estados da desnaturacdo da proteina, uma vez que nessas concentracdes
comentadas até o momento apresenta uma curva muito semelhante ao ANS. Em
concentracdes de ureia acima de 5M é possivel observar uma diferenca mais
significativa no dominio Il da proteina, e em concentra¢cées acima de 10M de
ureia a proteina ja se encontra irreversivelmente desnaturada em forma de
espiral desordenada (Khan, Agarwal e Hangloo, 1987; Muzammil, Kumar e
Tayyab, 2000; Tanaka, Nishizawa e Kunugi, 1997). Nos estudos realizados
nesse trabalho, houve uma diferenca maior entre os resultados encontrados para
0 ANS e 0 AQ4 em concentracdes de ureia acima de 5M, e considerando as
observacgbes realizadas acima é possivel inferir que o ANS consegue ser uma
melhor sonda para a observacdo dos residuos hidrofébicos presentes no
dominio Il do que o AQ4. Assim sendo, observando-se os resultados obtidos na
Figura 39, o AQ4 consegue mostrar as alteracbes da BSA quando desnaturada
com ureia, poréem de forma menos efetiva que o ANS. Porém, o AQ4 consegue
diferenciar uma proteina desnaturada de uma proteina quando ja esta formada

as fibras amildides, uma vez que no primeiro caso é observado uma diminuicao
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da fluorescéncia maxima, no segundo ha um aumento, e o ANS nao é capaz de

sentir essa diferenca uma vez que diminui em ambos 0s casos.

Além da proteina BSA, foram realizados estudos com a proteina lisozima,
que foi induzida a formacao de agregados amiloides pela adicdo de SDS (Qu et
al., 2009) (Figura 40). Como pode ser observado, o AQ4 conseguiu detectar a
formacgéo de fibras amildides da lisozima de forma eficiente, aumentando sua
fluorescéncia em relagéo a lisozima nativa em cerca de 30 vezes e apresentando
seu maximo de emissao em 480nm. Assim sendo, o0 AQ4 mostrou-se uma boa

sonda para a determinagdo da desnaturacdo da proteina BSA e Lisozima.
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Figura 40. Gréficos representativos dos experimentos realizados para a determinacao
da formacdo de agregados amiloides de Lisozima; a) Espalhamento Rayleigh
aumentado devido a formacao dos agregados amiloides (10uM) (Aexc=340, Aem=300-
400nm); b) Efeito da formacéo de agregados amiloides de Lisozima (10uM) formados a
partir de adicdo de SDS (300uM) sobre a sonda Th-T (10uM) (Aexc=435, Aem=460-
545nm); c¢) Efeito da formacdo de agregados amiloides em de Lisozima (10uM)
formados a partir da adicdo de SDS (300uM) sobre a sonda (10uM) (Aexc=375, Aem=400-
650nm); d) Experimento para observar a intensidade de fluorescéncia através do tempo
com a adicdo da sonda e depois levando a desnaturagédo da proteina, utilizando a
fluorescéncia da sonda no meio da proteina desnaturada como referéncia para os

comprimentos de onda excitacdo e emissao fixos (Aexc=375nm, Aem=480nm).
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6.4.5. Resultados para a determinacéo do limite de deteccédo de proteina e

determinacgédo da quantidade de albumina no plasma humano por AQ4

Considerando-se a interacao efetiva do AQ4 com albumina nativa e que

no plasma ha cerca de 700uM de albumina no sangue de uma pessoa saudavel

(Assink et al., 1984), foram feitos estudos para avaliar se o AQ4 poderia ser
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utilizado na deteccdo da mesma no plasma. Porém, para se realizar essa medida
€ necessario primeiramente saber se ha uma relacao linear entre a concentragédo
de albumina e a fluorescéncia observada, qual seria a faixa de concentracéo
onde ocorreria essa linearidade e qual seria a concentragdo minima de proteina
gue a sonda poderia detectar em uma concentracéo fixa de sonda. Assim sendo,
foram realizadas medidas onde houve a variacdo da concentracdo da proteina
em relacdo a uma concentracao fixa da sonda para observar se haveria as
condi¢cdes necessarias para a realizacdo da determinacdo de albumina no
plasma. Além disso, foram realizados os estudos utilizando tanto BSA quanto
HSA, como pode ser observado na Figura 41. Para fins de comparacéao foram
realizados estudos com o BCP, que é reconhecidamente uma sonda de deteccdo

de albumina por absorbéancia, utilizando-se o protocolo descrito no item 6.3.9).
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Figura 41. Estudos da linearidade de método para a determinacéo de albumina (BSA e
HSA) com diferentes sondas. a) Curva que mostra a linearidade do método de AQ4
(40uM) com BSA (0-500uM), pelo método da fluorescéncia com leitura em Aex=375nm,
Aem=480nm. b) Curva que mostra a linearidade do método de AQ4 (40uM) com HSA (0-
500uM), pelo método da fluorescéncia com leitura em Aex=375nmM, Aem=480nm. ¢) Curva
que mostra a linearidade do método de BCP (200uM) com BSA (0-400uM), pelo método
da absorbéancia com leitura em A=610nm. d) Curva que mostra a linearidade do método
de BCP (200uM) com HSA (0-400uM), pelo método da absorbancia com leitura em
A=610nm.

a) b)

50000+ ;400001

a.)

y=54,15x+653,4
LD=34pM
300004 |r=0,9589

y=78,79x+2064

40000 |LD=40uM
r=0,9291

30000+
200004
20000+

10000 100001

Intensidade fluorescéncia (u.a.)
Intensidade fluorescéncia (u

0 200 400 600 0 200 400

600

BSA (uM) HSA (uM)
c) d)
0.8+ 1.5-
y=0,001409x+0,003621 y=0,002899x+007853
= LD=28uM o LD=29uM
. 0.64 |r=0,9707 - r=0,9669
=] =]
= ~ 10-
3 ©
(8] [S]
g 0.4 =
Qo o
<] S 0.51
B 0.2 8
< <
[ ]
0.0 T T T T , 0.0 T T T T \
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
BSA (uM) HSA (pM)

Como pode ser observado, todos os métodos apresentaram linearidade e
limite de deteccdo muito semelhantes, e coeficiente de linearidade (R) acima de
0,9 o que indica uma boa correlagéo entre os parametros analisados. Como em
nenhum dos métodos o valor encontrado de albumina no sangue esta dentro da

faixa linear, foram feitas diluicbes do plasma em tampao PBS para utilizacdo da
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aliquota para observacado dos valores. Os valores encontrados para 0 método

utilizando-se BCP e AQ4 estao apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Valores encontrados de albumina em plasma utilizando diferentes métodos.

O plasma utilizado foi de uma pessoa saudavel.

Concentracao Concentracao Concentracao Concentracao
encontrada para o | média encontrada | encontrada para o | média encontrada
método BCP (uM) para o método método AQ4 (uM) para o método

BCP (uM) AQ4 (uM)
666 1100
664 1200
683 67117 1500 1325+179
674 1500

Como pode ser observado pelos resultados da Tabela acima, o AQ4 néo
foi uma boa sonda para deteccéo de albumina em plasma, uma vez que resultou
em valores cerca de duas vezes maior comparado ao método padrao.
Acreditamos que este resultado seja consequéncia de uma inespecificidade da
sonda AQ4 para a proteina albumina, ou seja, outras proteinas presentes no

plasma sanguineo também possam se ligar a essa sonda.

6.4.6. Determinac&o da constante dielétrica no interior da BSA

Dado a efetiva interacdo entre a sonda AQ4 e a proteina BSA e a
potencialidade dessa molécula como sonda solvatocromica, foram realizados

estudos para estimar a constante dielétrica no interior da proteina. O principio do
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método foi medir os méximos de absorcéo e fluorescéncia da AQ4 complexada
a proteina (Espectros de absorbancia e fluorescéncia desse sistema esta na
Figura B- 3 do Anexo B) e aplicar estes valores ao modelo de Kawski (Equacdes
6 e 11), onde obteve-se a melhor correlagéo entre a funcéo de polaridade dos
solventes e os dados espectrais da AQ4. Em funcéo da equacao de reta obtida
com os solventes e os dados espectrais da proteina, pode-se estimar o valor de
¢(e,n) para a proteina (Figura 42). Aplicando este valor na Equacédo 6 e
considerando que o indice de refracdo é similar ao da agua, pode-se calcular o

valor da constante dielétrica no interior da proteina.

Figura 42. Gréficos representativos para a determinagdo da constante dielétrica da
proteina. a) Grafico de fluorescéncia normalizada de AQ4 em meios com diferentes
polaridades comparando-se 0 AQ4 dentro da proteina (Aexc=375nm, Aem=400-650nm, b)
Gréfico ilustrativo que mostra o valor aproximado de ¢(g, n) em relagdo ao a somatoria
dos comprimentos de onda de absorcao e emissao de fluorescéncia em varios solventes

e o valor encontrado para AQ4 na proteina.
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O valor estimado foi de 14,8, o que condiz com os valores encontrados
anteriormente na literatura (Ercelen, Klymchenko e Demchenko, 2003). Esse

valor é intermediario entre os valores dos solventes diclorometano (¢=8,93) e
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acetona (¢=21,01). Além desse experimento descrito acima, foram realizados
experimentos de tempo de vida do composto em diferentes solventes (Item 5.4.2)
e também do composto em BSA e para que fosse possivel comparar os valores
dos mesmos (Figura 43); o que foi observado é que os tempos de vida de
solventes com valores de constante dielétrica semelhante aos da BSA
apresentam valores parecidos, mostrando mais uma vez que ocorre uma
interacdo efetiva entre a sonda e a proteina e que AQ4 é um composto com
caracteristicas solvatocrémicas, podendo assim ser utilizado como sonda para

diferenciacdo dos meios em que esta contido.

Figura 43. Gréaficos de tempo de vida de fluorescéncia de AQ4 em solventes com
polaridades distintas e em BSA (Aexc=340nm, Aem=475-575nm, pulso de 100ns e

contagem de 1000 fétons/s).
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6.5. Conclusbes dos estudos de AQ4 com proteinas

Dentre as aminoquinolinas sintetizadas, a AQ4 foi a selecionada para 0s
estudos com proteinas. Os estudos mostraram que AQ4 tem uma interacdo
efetiva com a proteina BSA, como pode ser observado pela constante de
associacdo obtida (3,5.10° M) que é similar aguelas obtidas com farmacos que
se ligam a albumina como a varfarina. Além disso, ocorre uma associagédo 1:1
na complexacdo BSA-AQ4 e de forma espontanea como pode ser observado
pelos valores dos parametros termodinamicos obtidos. A associacdo ocorre
através de ligagbes de hidrogénio e hidrofébicas dentro de diversos sitios da
proteina e é possivel a obtencéo da constante dielétrica média da BSA utilizando

os resultados de solvatocromismo.

O AQ4 também demonstrou sensibilidade a diferentes concentracdes de
albumina, porém quando em contato com solucdo contendo outras proteinas

como o plasma a sonda se mostrou pouco especifica e ineficiente para o uso.

Os estudos de AQ4 com proteinas modificadas mostraram que a sonda
nao é eficiente para a deteccdo de mudancas conformacionais decorrentes da
adicao de ions metalicos ou da oxidac¢édo de aminoacidos da BSA. Porém, ha um
aumento da fluorescéncia de AQ4 quando esta e contato com agregados
amiloides de BSA e uma diminuicdo da fluorescéncia de AQ4 quando a

desnaturacao é feita com a adicéo de ureia.

Quando em contato com lisozima (Lys) nativa, 0 AQ4 apresentou baixo
rendimento quéantico e ndo foi possivel a determinacdo dos parametros de
complexacdo para o sistema, porém quando ocorre a formacédo de agregados

amiloides de Lys por SDS ha um aumento significativo da fluorescéncia de AQ4
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nesse meio, 0 que mostra um potencial uso dessa sonda para deteccao de

formacao de agregados amiloides de proteinas.
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Capitulo 4

Estudos da Interacdo das Aminoquinolinas

com Micelas
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7.1. Micelas
7.1.1. Introducéo as micelas

Ao se misturar um soluto ao solvente, observa-se comumente trés tipos
de dispersdes que podem ser formadas desse conjunto: solucdes, coloides e
suspensodes. As solugbes sdo homogéneas, ou seja, apresentam apenas uma
fase tanto a olho nu como microscopicamente, seus componentes ndo podem
ser separados por processos fisicos, e o tamanho das particulas dispersas sédo
menores do que 1nm. Do lado oposto as solugdes estdo as suspensdes, que
apresentam duas ou mais fases heterogéneas, seus componentes sao
facilmente separados por processos fisicos (filtragdo por exemplo) e apresentam
particulas dispersas no solvente com tamanhos a 1000nm (1uM). Os coloides
apresentam caracteristicas intermediérias entre esses dois extremos, ou seja,
néo é possivel identificar mais de uma fase a olho nu, mas em microscopio sim,
0 tamanho das particulas dispersas varia entre 1 e 1000nm e elas ndo se
sedimentam facilmente com a gravidade, além de suas particulas ficarem
dispersas em toda a extensao da dispersao; para a sua separacao é necessario
utilizar métodos mais refinados como centrifugacdo. Assim, por definicdo,
coloides sé&o misturas heterogéneas com pelo menos duas fases, sendo que em
uma delas a matéria esta finamente dividida (sélido, liquido ou gas) que é
chamada de fase dispersa, misturada com a fase continua (sélido, liquido ou
gas), denominada meio de dispersdo e o estudo desses sistemas se dédo onde
pelo menos um dos componentes da mistura se encontra em dimenséo de 1 a

1000nm (Schukin, Pertsov e Amélina, 1988; Shah, 1998; Shaw, 1975).

Considerando os conceitos acima, solugbes de macromoléculas séo

misturas homogéneas, porém também sdo consideradas coloides uma vez que
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o tamanho das moléculas se apresenta na faixa coloidal e como tal apresentam
as propriedades caracteristicas dos coloides. Por exemplo, os detergentes sédo
macromoléculas que quando associadas resultam nas chamadas micelas, que
nada mais € que agregados moleculares na faixa de tamanho de coloides
(Bradburn e Bittinger, 2014). Quimicamente os detergentes sdo substancias
sintéticas com propriedades tensoativas, ou seja, alteram a tensao interfacial
quando dissolvidas em um solvente. A tenséo interfacial esta relacionada com o
trabalho necesséario para manter as moléculas de uma fase na superficie ou
interface. Também denominadas surfactantes (do inglés surface active agentes
= surfactants), detergentes séo obtidos da saponifica¢éo do 6éleo e gordura como

0 sabao.

Os surfactantes podem ser do tipo idnico, n&o ibnico e zwiteribnico de
acordo com o tipo de cabeca hidrofilica que apresenta. Surfactantes idnicos
podem ser do tipo anibnico que apresentam em sua cabeca carga negativa
sendo que os grupos funcionais mais comumente encontrados para esse caso
sdo os sulfatos, sulfonatos, carboxilatos e fosfatos e do tipo catibnico que
apresentam carga positiva em sua cabeca e dentre os grupos funcionais
positivos 0s mais normalmente encontrados sdo as aminas e o0 cation
trimetilaménio como a parte hidrofilica da molécula. Os surfactantes nédo i6nicos
mais comuns estdo os alcoois de cadeia carbdnica longa, moléculas contendo
alquil éteres e copolimeros de bloco e os surfactantes zwiteridbnico possuem em
sua cabeca os centros catibnicos (aminas primarias, secundarias, terciarias ou
cations quaternarios amoénio) e anidnicos (sulfonatos, sultainas, betainas e

fosfatos) ligados a mesma molécula (Clint, 1992).
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Independentemente do tipo de surfactante sendo estudado ocorre a
associacdo das moléculas em solucao, sendo assim esses sistemas moleculares
também sdo chamados de coloides de associacao, além disso a concentracao
onde o fenbmeno se torna mais evidente depende do surfactante sendo
estudado. O comportamento desse sistema se da da seguinte forma: em baixas
concentragdes as moléculas de surfactantes tém a capacidade de se dissolver
em é&gua formando uma monocamada de surfactante na interface agua/ar
(Figura 44). Conforme a concentracdo de mondmeros aumenta ha uma subita
transicéo de propriedades dos surfactantes, chamada de concentracdo micelar
critica (CMC), que corresponde a concentragdo na qual a formacdo de
agregados é termodinamicamente favoravel (Figura 44) e ha a formacao de
estruturas cuja estrutura final que dependem da forma e tamanho da molécula
(Figura 44). Por exemplo, moléculas com uma cadeia carb6nica apolar longa e
Gnica ou duas cadeias apolares curtas levam a formacdo de micelas, ja
moléculas com duas cadeias carbénicas longas levam a formacéo de agregados
em bicamadas que apresentam uma forma de estrutura esférica e fechada
comumente chamadas vesiculas ou lipossomas (Ferreira et al., 2005; N Hanafy,

El-Kemary e Leporatti, 2018).

Essa transicao de propriedades dos surfactantes pode ser observada por
diversos métodos que sejam capazes de detectar a diferenca nas propriedades
entre 0 mondmero em agua e a formacdo dos agregados, e algumas vezes
podem ocorrer mudancas nos valores de concentragcdo encontrados em
diferentes métodos (Figura 44); entre os métodos mais comumente encontrados

na literatura estdo a tensdo superficial, densidade, viscosidade, condutividade,
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espalhamento de luz e fluorescéncia através de sondas extrinsecas (Zana, 2005;

Zdziennicka et al., 2012).

Figura 44. Representacdo esquematica das etapas de formacdo de micela com o

aumento da concentracdo de surfactante. a) Esquema onde é possivel observar a

formacdo das micelas acima de um determinado valor minimo e se pode observar sua

correlacdo com o grafico representativo em b) que descreve o CMC em termos de

concentracao de surfactante e o comportamento grafico do processo dependendo da

metodologia utilizada para a determinacdo (Adaptado de: (Rizzatti, Zanette e Mello,

2009)).
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Outro fator importante no processo de micelizacdo € o chamado numero

de agregacdo micelar (Nagg) que nada mais € do que o numero medio de

moléculas que formam o agregado. A utilizagcdo do nimero médio se da devido

ao sistema micelar ser dinamico, ocorrendo associacdo e dissociacdo dos
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monomeros a todo o momento. Considerando-se a geometria da formacao
micelar é possivel observar que 0 Nagg aumenta com o aumento do grupo
hidrofébico da molécula de surfactante e diminui com o aumento da é&rea
superficial do grupo hidrofilico ou do volume da parte hidrofébica da molécula.
Por exemplo, para surfactantes ionicos, a formagéo da micela vai depender do
equilibrio o eletrostatico dos monémeros constituintes da micela, uma vez que
em solugéo aquosa ocorre a dissociacdo idnica do surfactante, formando-se um
contra-ion que ajuda na estabilizacdo elétrica do agregado. Na literatura sao
encontrados diversos métodos para a determinacdo desse parametro como
espalhamento de néutron a baixo angulo (SANS), ponto de fuséo, pressao de

vapor e sondas fluorescentes (Clint, 1992; Rosen e Kunjappu, 2012).

Por fim, sabe-se que a maioria das reac¢des bioquimicas ocorrem dentro
de compartimentos celulares ou membranas lipidicas, e as interagfes de uma
substancia com membranas biologicas vai refletir diretamente em sua
disponibilidade no organismo, uma vez que essas membranas sdo um dos
aspectos mais importantes na organizacdo biolégica. Essas interacfes
dependem tanto das propriedades das membranas como pelas propriedades
fisico-quimicas da propria molécula que esta interagindo. Assim, compreender
0s sistemas bioldgicos requer uma familiaridade com os aspectos quimicos e
fisicos das membranas biolégicas, a fim de obter um maior conhecimento e
aperfeicoamento das estruturas biologicas (N Hanafy, El-Kemary e Leporatti,
2018). Sabendo-se disso, houve um aumento no desenvolvimento e na pesquisa
de sistemas anfifilicos que conseguem reproduzir as funcbes peculiares de
sistemas naturais porém com maior reprodutibilidade apesar do sistema a ser

estudado ndo ser necessariamente idéntico e funcional como nos sistemas vivos
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(Scrimin e Tecilla, 1999). Os modelos de biomembranas mais comumente
encontrados sao as micelas e os lipossomas, pois conseguem ilustrar a interacéo
de compostos com as biomembranas uma vez que esses micro-agregados
apresentam um ambiente quimico e anisotropico observado nas membranas
biolégicas, além de apresentar um manuseio fécil, reprodutivel, ter preparo
simples e com obtencédo de solugdes homogéneas e terem suas caracteristicas
fisico-quimicas melhor definidas do que as membranas de células e tecidos

animais in vivo (Ferreira et al., 2005).

7.1.2. Formacéao de complexos

O estudo dos complexos comecou pelo interesse para o entendimento da
estrutura molecular, principalmente aquelas estruturas onde o numero de
valéncia caracteristico dos compostos simples ndo é observado. Muitos
complexos estudados sédo aqueles contendo metais, mas desde a metade do
século XIX ja se conhecia exemplos de substancias estaveis que eram capazes
de reagir com outras substancias também estaveis resultando em produtos com
novas propriedades e a essas associacoes foi dado o nome de “complexos
moleculares”, um nome genérico e de dificil definicdo por ser empregado desde
para compostos de coordenac¢ao estaveis como para as fracas auto-associacdes
(Foster, 1980; Mulliken e Person, 1969). Muitos modelos foram propostos ao
longo do tempo na literatura tentando explicar a natureza dos complexos
moleculares, mas a ideia de interacbes doador-aceptor (D-A) sempre permeava
as discussdes dos autores. Outro fator sempre observado é um deslocamento
de bandas espectroscopicas que nao esta relacionado a nenhum dos

componentes em separado.
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Diversos estudos foram realizados a fim de encontrar uma teoria para
ocorréncia dessas interacbes. Como exemplos temos o trabalho realizado por
Bennett e Willis (Bennett e Willis, 1929) que propuseram ligacdes covalentes
para descrever essas interagcdes mas que pode ser refutada pelo fato da energia
de ativacdo necesséria para esse fendmeno ser muito menor do que as
presentes na formacao de ligacbes covalentes e a distancia entre o doador e o
receptor ser maior do que a esperada para esse tipo de situacao), Ja Briegleb e
Schachowskoy (Briegleb and T. Schachowskoy, 1932) entenderam e
descreveram os fendmenos observados por uma teoria de polarizagdo por
inducéo, porém ela ndo é capaz de explicar a complexacao de compostos que
nao apresentam momento dipolar. Weiss (Weiss, 1963) descreveu a interacao
em termos de transferéncia de elétrons e formacdo de complexo idnico e
Woodward explicou o vincula D-A como uma ligagdo semipolar intermolecular,
porém para esse ultimo pode ser criticado pelo fato desse modelo apresentar os
valores das entalpias para esse fendmeno muito abaixo do que para os
processos de formacdo de sais se baseia a teoria; ja o modelo de Brackmann
(Brackmann, 1949) indica que apenas um carater idnico parcial seria necessario
para a formagcdo do complexo através de um processo parecido as interacdes
acido-base de Lewis onde o doador compartiliha um par de elétrons com o
receptor e Bayliss e Brackenridge (Bayliss e Brackenridge, 1955) acreditavam
que as mudancas observadas no espectro eletrénico desses complexos eram
devido apenas a interaces fisicas, causadas pela solvatacdo do cromoforo em
um solvente. Todas essas teorias levaram a R. S. Mulliken a publicar uma série
de trabalhos que caracterizavam teoricamente os complexos, que ao final

transpuseram todas as teorias em termos mecéanico quéntico e postula que um
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complexo doador-aceptor 1:1 no estado fundamental pode ser descrito por uma
funcdo de onda que envolve contribuicdo do estado n&o ligado e uma
contribuicdo dativa e estabeleceu os nomes de “complexos doador-receptor” ou
“‘complexos de transferéncia de carga” (Faria e Santos, 1993; Mulliken e Person,
1969). Apesar de importante e a mais aceita hoje em dia, essa teoria envolve
calculos complexos que ndo serdo descritos aqui por sua dificil compreenséo e
discussdo e, portanto, citadas apenas para sua contextualizacdo historica e

introdutéria para a discussdo dos proximos topicos.

7.1.3. Dimeros em estado excitado

Os dimeros sdo moléculas compostas por duas partes iguais, sendo que
podem estar ligadas covalentemente como no caso de polimeros e acucares
(dimeros quimicos) ou até mesmo dizerem respeito as interacfes
intermoleculares entre duas moléculas, como por exemplo, a interacdo que
ocorre entre duas moléculas de acido carboxilico. Quando h& a formacao desse
dimeros em estado fundamental, assim como discutido para os complexos, €
possivel a detec¢cdo dos mesmos a partir dos espectros de absor¢éo, emissao e
excitacao, e normalmente ocorre um deslocamento para maiores comprimentos
de onda com alargamento das bandas e diminuicdo do coeficiente de extincédo
(molar para o caso da absorcao) e do rendimento quantico (no caso da emissao)

(Holmberg et al., 2003).

O termo excimero € usado para designar uma espécie neutra formada no
estado eletronico excitado entre dois cromoforos idénticos. Essa palavra advém

da lingua inglesa, onde a jung¢do das palavras “excited” e “dimmer” origina a
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palavra “excimer” que significa “dimero excitado”. O excimero ocorre quando um
par de moléculas idénticas que possuem interacao repulsiva no estado eletrénico
fundamental, mas se tornam atrativas se uma das moléculas for excitada. O
termo exciplexo é semelhante ao excimero (do inglés a juncdo das palavras
“‘excited” e “complex” que se transforma em “exciplex”), mas se refere a espécies
moleculares diferentes onde esse par de moléculas possui interacdo repulsiva
no estado eletronico fundamental, mas vem a ser atrativa se uma delas for

excitada (Lakowicz, 2006; Valeur, 2001).

Fluoroforos podem sofrer agregacgéo (ou formacgédo de complexos) quando
diluidos em solucdes liquidas. Essa agregacdo pode levar a uma supressao
causada por agregacao (ACQ do inglés aggegation-caused quenching) ou ainda
levar fluor6foros que ndo emitem luz em solucéo a terem sua emisséo induzida
por agregacao (AIE, do inglés aggregation-induced emission) (Ang et al., 2019).
Mais especificamente sobre o fenbmeno AIE, sabe-se que é que é capaz de
levar a uma ativacao ou transformacao da faixa de absorcédo e emissédo de um
fluoréforo, devido ao fenémeno da restricdo das rotacdes intramoleculares (RRI).
Uma vez que as moléculas que normalmente tem fluorescéncia apresentam
diversos anéis aromaticos interligados com carbonos com ligacdes simples, é
possivel que esses anéis sofram rotacdo molecular quando em meio liquido
(livre), e essa rotacao das partes da molécula consomem a energia do estado
excitado, permitindo que a energia possa decair rapidamente sem emissao,
porém ao sofrer agregacao as interagdes intramoleculares entre as moléculas
potencialmente fluorescentes fazem com que as moléculas ndo consigam
rotacionar (perdem grau de liberdade), fazendo com que as moléculas excitadas

decaiam pelos canais radiativos, e isso leva ao aparecimento da fluorescéncia
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ou 0 aumento do comprimento de onda onde a banda aparece. Esse mecanismo
nao € o Unico a acontecer, porém € o0 mais estudado e aceito na literatura (Leung

et al., 2014; Qin et al., 2008).

Considerando que a luminescéncia em estado sélido pode ser aumentada
por um estimulo externo (como o aumento de pressdo, temperatura ou até
mesmo da irradiacdo da luz), é possivel a utilizacdo de métodos que podem
mudar a forma das moléculas de se empacotarem, porém sem a mudanga na
estrutura molecular (Ang et al., 2019). Por todas essas caracteristicas expostas
até o momento, moléculas que tem potencial como sondas AIE séo utilizadas
para fabricacdo de OLEDs e tem grande potencial como material para sensores
que sdo capazes de detectar desde vapores organicos até mesmo polimeros
bioléigocs e pH em uma escala altamente sensivel (Qin et al., 2008; Tong et al.,

2014).

7.2. Materiais e equipamentos utilizados nos estudos com micelas

Para a realizacdo dos estudos em micelas foram utilizadas solugcbes dos
surfactantes Triton X-100 (C16H2602), CTAB (C19H42BrN), SDS (C12H25NaO4S),
SDBS (CisH29NaOs3S), S8S (CsH1704S), realizadas e estudadas em agua ultra-
pura, além dos supressores N,N-dimetilanilina (NNDA) e naftaleno -2-carbonitrila
(NCB). Para ajuste de pH das solugdes foram utilizadas as solugdes de 0,1M de

HCI e NaOH.

Realizou-se espectroscopia de UV-Vis em um equipamento Perkin-Elmer,
Lambda 35 (Massachusetts, EUA) em cubeta de quartzo de 10 mm. Realizaram-

se os testes de fluorescéncia em um espectrdmetro de fluorescéncia da Perkin-
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Elmer, LS55 (Massachusetts, EUA) em cubeta de quartzo de 10 mm e
velocidade de escaneamento de 200 nm/min. As medidas foram realizadas em
comprimentos de onda de excitagédo e emissao dependente do tipo de amostra
e serdo especificados ao longo do trabalho. Para a realizagédo das medidas de
tempo de vida foi utilizado um equipamento Edinburgh Instruments, Mini-t

(Livingston, Escécia) em cubeta de quartzo de 10mm.

7.3. Métodos e procedimentos realizados nos estudos com micelas
7.3.1. Procedimento geral para a determinacdo do CMC de surfactantes

Primeiramente foram realizados testes preliminares contendo uma
solucéo de aminoquinolina a 5uM em agua e depois adicionado os surfactantes
em diferentes concentracfes (todos os detergentes se apresentavam em
concentracfes acima dos valores de CMC encontrados na literatura) para que
fosse possivel observar qual dos compostos respondia melhor no meio contendo
micelas. ApoOs essa primeira analise foi escolhida como a sonda a ser utilizada o

composto AQ5.

Para cada detergente utilizado para os estudos (anidnico, catidnico ou
neutro) foram feitas solugbes estoques concentradas e depois feitas diluicbes
em diferentes concentragdes finais e adicionado AQ5 em uma concentracao fixa
para cada concentracdo de detergente. Cada uma das solucdes foi medida por
fluorescéncia do AQ5 em Aexc=375nm e Aem=400-650nm. Além disso, para fins
comparativos foi utilizada a sonda fluorescente Coumarina-153, sendo essa uma

molécula utilizada para determinacdo de CMC na literatura (Prazeres et al.,
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2012) utilizando-se uma concentracao fixa da sonda e variavel dos surfactantes

em Aexc=410nm, Aem=450-700nm.

Os experimentos foram realizados em cubeta de quartzo de 3mL e 10mm
de caminho 6tico a temperatura e atmosfera ambiente. A abertura de slits,
sensibilidade da fotomultiplicadora e filtros de fluorescéncia para as medidas
variaram dependendo do experimento e serdo descritas nos graficos dos

resultados.

Além disso, para o AQ5 foram realizados experimentos de tempo de vida
da sonda em diferentes concentracdes de surfactantes para se observar se
haveria ou ndo como encontrar o valor de CMC dos surfactantes a partir da
mudanca dos valores nos dados de tempo da molécula no meio sem e com a
formacdo das micelas. Para os experimentos de tempo de vida foram utilizadas
as mesmas solucdes ja descritas acima. A fonte de luz utilizada para a excitacdo
foi A=340nm, emitindo em A=475-575nm com duragédo de pulso nominal de pelo
tempo de 100ns e contagem de 1000 fétons por segundo. Para os experimentos

foi utilizada uma cubeta de quartzo de 3mL e 10mm de caminho 6tico.

7.3.2. Estudo da nova banda de fluorescéncia por aumento de

concentracédo do fluoréforo

Uma solucao de concentracao fixa do detergente SDS foi colocada com a
aminoquinolina selecionada (AQ5) em concentracdes variaveis por titulacdo sob
constante agitacdo magnética e deixando a cada adicdo do fluoroforo por cerca
de dois minutos para completa homogeneizacao da solucéo antes da leitura da

fluorescéncia do sistema, sendo que para a mesma foram utlizadas os
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paradmetros Aexc=375nm, Aem=400-700nm. Os experimentos foram realizados em
cubeta de quartzo de 3mL e 10mm de caminho 6tico a temperatura e atmosfera
ambiente. A abertura de slits, sensibilidade da fotomultiplicadora e filtros de
fluorescéncia para as medidas variaram dependendo do experimento e serédo

descritas nos gréficos dos resultados.

7.3.3. Estudo da interacdo da aminoquinolina com detergentes alterando o

pH do meio

Os estudos da aminoquinolina selecionada (AQ5) com SDS foi realizado
alterando-se o pH do meio (os pHs utilizados foram: 4, 5, 6 7, 8 e 9), realizando-
se as alteracdes em meio micelar e com a adicdo de HCIl ou NaOH diluidos
dependendo do caso. Em uma concentracao fixa de AQ5 e SDS foram realizadas
medidas de fluorescéncia estacionaria utilizando-se dois parametros diferentes:
Aexc=375nmM, Aem=400-700NmM € Aexc=445nm, Aem=470-700nm. Os experimentos
foram realizados em cubeta de quartzo de 3mL e 10mm de caminho 6tico a
temperatura e atmosfera ambiente. A abertura de slits, sensibilidade da
fotomultiplicadora e filtros de fluorescéncia para as medidas variaram

dependendo do experimento e serdo descritas nos graficos dos resultados.

7.3.4. Estudos de supresséo da fluorescéncia da aminoquinolina em meio

micelar e determinagéo do Nagg de surfactantes

Primeiramente a sonda fluorescente e o surfactante séo colocados juntos
e ambos em uma concentracdo fixa e em meio aquoso de tal forma que a

concentracéo do surfactante esteja acima de CMC (o que d& ao fluoroforo o seu
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maximo de fluorescéncia), parametros esses determinados para cada caso a
partir das analises dos graficos obtidos em experimentos anteriores. Essa
mistura foi deixada em constante agitacdo magnética por dois minutos para
completa homogeneizagéo antes da leitura de fluorescéncia. Apos a primeira
leitura foram colocadas concentracdes varidveis do supressor de fluorescéncia
por titulagéo; para cada adicéo do supressor a solucao era deixada em constante
agitacdo magnética por dois minutos para completa homogeneizacdo antes da
leitura da intensidade de fluorescéncia. Os valores de fluorescéncia no maximo
de emissao foram utilizados para se encontrar a eficiéncia da supressao pelo

método da constante de Stern-Volmer (ja descrito no Item 6.3.1, Equacao 23).

Os valores de numero de agregacdo (Nagg) dos surfactantes do estudo
foram obtidos pelo método de supressao de fluorescéncia estacionaria de uma
sonda fluorescente, realizando os experimentos como descrito acima. Os valores
de fluorescéncia no maximo de emissao foram utilizados para se encontrar a
concentracdo de micelas em solucédo, [mic], como descrito pela equacédo abaixo

(Equacéo 28):

Ip [@mic] -
In o~ [mic] (Equacéo 28)

Onde:

lo € a intensidade maxima de emissdo da sonda fluorescente em ambiente

micelar antes da adi¢cao do supressor

lo € a intensidade no mesmo comprimento de onda maximo com a adicdo de

cada concentracao de supressor

[Qmic] € a concentracgéo total do supressor ao final cada adi¢éo



166

Com esses valores € possivel a construcédo de um gréfico onde serédo colocados

I . ~ . 7 .,
os valores de ln1—° Vs [Qmic] € onde a partir da regressao linear dele é possivel
Q

encontrar o valor de [mic]. O valor de [mic] sera utilizado para o calculo do valor

de Nagg pela equacao 29:

__ [Stot]—cmc

Nogg = (Equacéo 29)

[mic]
Onde:

cmc € o valor da concentracdo molar critica encontrada com a sonda

fluorescente em estudo

[Stot] € a concentracao total de surfactante utilizado para a medida

Para a utilizacdo dessas equacdes €é necessario assumir algumas
consideracdes: 1) ndo ocorre a migracdao da sonda nem do supressor, 2) a
supressdo é efetiva e advém apenas do sistema micelatsonda, 3) as
concentracdes de sonda e de supressor apresentam uma distribuicdo randémica
no sistema micelar e 4) as moléculas de sonda e supressor tém que ser
suficientemente pequenas para serem agregadas e absorvidas pelas micelas.
Assim, utilizamos as equagdes como apresentadas, assumindo as
consideracdes apresentadas ao avaliar os dados experimentais. Além das
consideracdes ja apresentadas, tem que se ter em mente que a utilizacao da
primeira equacdo (Equacdo 28) s6 € possivel se imaginarmos uma mistura
perfeita entre o supressor e as micelas, e que a concentracao total de supressor

adicionada se encontra dentro da micela. Além disso, os supressores ndo podem
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formar micelas, o que ndo acontece com as moléculas utilizadas nesse trabalho
(Stam, Van, Depaemelaere e Schryver, De, 1998; Tummino e Gafni, 1993; Turro

e Yekta, 1978).

7.4. Resultados e discussdo dos estudos com micelas
7.4.1. Determinacédo do CMC de surfactantes

Primeiramente foi realizado ensaios preliminares para identificar qual
seria a aminoquinolina mais satisfatoria para os estudos de deteccdo de CMC
para diferentes surfactantes. Os experimentos foram realizados em &agua
ultrapura, onde foi avaliado a fluorescéncia do composto livre em uma
concentracédo de 5uM e quando adicionado os surfactantes em concentragdes
acima de seus valores de CMC ja encontrados na literatura (Figura 46) (Bielska,
Sobczynska e Prochaska, 2009; Goldsipe e Blankschtein, 2005; Lavkush
Bhaisare et al., 2015; Lin, H. et al., 2017; Pérez-Rodriguez et al., 1998; Shi, Luo
e Li, 2011; Singh, Kaur e Mahajan, 2017; Tehrani-Bagha, Singh e Holmberg,
2013; Vasu e Kanvah, 2017). A partir dos graficos foram obtidos os valores de
area abaixo da curva para fins comparativos e para escolher qual sonda seria a
mais adequada para os estudos com os surfactantes; os valores obtidos estao
na Figura 46 e Tabela 19. Na Figura 45 abaixo sdo mostradas as estruturas de

cada surfactante.
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Figura 45. Estruturas dos surfactantes utilizados no trabalho. a) SDS, b) SDBS, c) S8S,

d) CTAB, e) Triton X-100 (Obtido e adaptado de: (“PubChem?”, [s.d.]).
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Figura 46. Fluorescéncia das aminoquinolinas e coumarina-153 em meio aquoso na

auséncia e presenca de surfactantes. a) Aexc=350nm, Aem=370-450nm, de b a f)

Aexc=375nm, Aem=400-650nm, Q)

Aexc=410nm, Aem=450-700nm. Todos os

experimentos foram realizados com a abertura de slits em 5mm e filtro atenuador de

92%. As concentracdes de surfactantes estdo acima de seus CMCs.
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Tabela 19. Fluorescéncia integrada (AUC) das aminoquinolinas na auséncia e presenca

de surfactantes.

AQ1 AQ2 AQ3 AQ4 AQ5 C-153
H.O 28 983 1325 3 499 408
TX-100 34 9788 14936 2678 10747 5782

CTAB 1483 10439 17144 2501 11499 3931

SDBS 1046 2339 3242 697 3922 3376

SDS 106 992 1535 45 1922 3612

A partir da andlise dos dados na Figura 46 e Tabela 19 concluimos que o
AQ5 foi a sonda mais adequada para estes estudos. Além de apresentar um
significativo aumento de fluorescéncia quando comparado ao meio sem
surfactante, apresentou também os valores mais altos para os surfactantes
negativos (SDS e SDBS), que de modo geral apresentarem uma queda do

rendimento quéntico das aminoquinolinas nesse meio.

Assim sendo, iniciou-se 0s experimentos de determinacdo de CMC de
surfactantes utilizando-se AQ5 como sonda e comparando-se 0 Seu
desempenho com o da sonda Coumarina-153 (Figura B- 4, Anexo B) como
padrdo. Como visto anteriormente as fluorescéncias em detergentes negativos
sdo menores e entdo se iniciou os estudos com os detergentes neutros e

positivos, e os resultados podem ser observados nas Figura 47 a Figura 52.
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Figura 47. Determinagéo do CMC do Triton X-100 com AQ5 (5uM) por fluorescéncia em
estado estacionario. a) Espectro de emisséo de fluorescéncia obtidos com o0 aumento
da concentracao de Triton X-100 (0, 25, 50, 75, 100, 150, 250, 300, 320, 340, 350, 400,
500, 600, 750, 1000, 2000, 4000, 8000, em uM), utilizando-se de Aexc=375nm,
Aem=400-650nm, com 10mm de abertura de slits, filtro de corte de 92% e
fotomultiplicadora em 700; b) Curva do aumento da fluorescéncia maxima relativa ao
aumento da concentracdo de Triton no meio para a determinacdo do CMC do

surfactante neutro (dados de maximo de fluorescéncia retirados do grafico a).
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Figura 48. Determinagédo do CMC do Triton X-100 com AQ5 (5uM) por fluorescéncia
resolvida no tempo. a) Gréfico representativo de curvas de tempo de vida de
fluorescéncia do AQ5 com aumento da concentracdo do Triton X-100 (0, 200, 250, 500,
2000, em pM) com Aexc=340nm, com contagem de 10000 fétons em 100ns; b) Curva
do aumento do tempo de vida relativo ao aumento da concentragdo de Triton no meio
para a determinagdo do CMC do surfactante neutro (dados de tempo de vida retirados

do grafico a).
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Figura 49. Determinagao do CMC do CTAB com AQ5 (5uM) por fluorescéncia em estado
estacionario. a) Espectro de emissdo de fluorescéncia obtidos com o aumento da
concentracao de CTAB (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9; 1,0; 1,1; 1,3; 1,5; 2,0; 3,0; 5,0;
10,0; 20,0; 30,0 em mM), utilizando-se de Aexc=375nm, Aem=400-650nm, com 10mm
de abertura de slits, filtro de corte de 92% e fotomultiplicadora em 700; b) Curva do
aumento da fluorescéncia maxima relativa ao aumento da concentracdo de CTAB no
meio para a determinacdo do CMC do surfactante positivo (dados de maximo de

fluorescéncia retirados do gréfico a).
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Figura 50. Determinacéo do CMC do CTAB com AQ5 (5uM) por fluorescéncia resolvida
no tempo. a) Gréfico representativo de curvas de tempo de vida de fluorescéncia do
AQ5 com aumento da concentracdo do CTAB (0, 1000, 1500, 30000, em puM) com
Aexc=340nm, com contagem de 10000 fétons em 100ns; b) Curva do aumento do tempo
de vida relativo ao aumento da concentracdo de CTAB no meio para a determinacéo do

CMC do surfactante positivo (dados de tempo de vida retirados do gréfico a).
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Figura 51. Determinagdo do CMC do SDBS com AQ5 (5uM) por fluorescéncia em estado
estacionario. a) Espectro de emissdo de fluorescéncia obtidos com o aumento da
concentracdo de SDBS (0,0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0;
6,0; 8,0; 10,0; 15,0; 20,0; 30,0; 40,0; 60,0 em mM), utilizando-se de Aexc=375nm,
Aem=400-650nm, com 10mm de abertura de slits, filtro de corte de 92% e
fotomultiplicadora em 750; b) Curva do aumento da fluorescéncia maxima relativa ao
aumento da concentracdo de SDBS no meio para a determinacdo do CMC do

surfactante negativo (dados de maximo de fluorescéncia retirados do grafico a).
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Figura 52. Determinagado do CMC do SDBS com AQ5 (5uM) por fluorescéncia resolvida
no tempo. Grafico representativo de curvas de tempo de vida de fluorescéncia do AQ5
com aumento da concentragao do SDBS (0,0; 0,2; 4,0; 40,0; em mM) com Aexc=340nm,

com contagem de 10000 fétons em 100ns
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Como pode ser observado na Figura 52 nao foi possivel determinar o
CMC do SDBS pelos dados de tempo de vida em relacdo ao aumento da

concentracdo devido a ndo haver aumento tempo de vida do AQ4
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independentemente da concentracdo de SDBS. Assim sendo, foi realizado uma
nova tentativa de determinar o CMC de outros detergentes negativos, o SDS e

0 S8S, conforme pode ser observado nas Figura 53 e Figura 54.

Figura 53. Determinagdo do CMC do S8S com AQS5 (5uM) por fluorescéncia em estado
estacionario. a) Espectro de emissao de fluorescéncia obtidos com o aumento da
concentracdo de S8S (0, 40, 80, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 160 e 200 em mM),
utilizando-se de Aexc=375nm, Aem=400-650nm, com 10mm de abertura de slits, filtro
de corte de 92% e fotomultiplicadora em 700;
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Figura 54. Determinagcédo do CMC do SDS com AQ5 (5uM) por fluorescéncia em estado
estacionario. a) Espectro de emissao de fluorescéncia obtidos com o aumento da
concentragao de CTAB (0, 1000, 2000, 4000, 8000, 1600, 3200, 6400, 100000, em puM),
utilizando-se de Aexc=375nm, Aem=400-650nm, com 10mm de abertura de slits, filtro

de corte de 92% e fotomultiplicadora em 700;
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Como pode ser observado em Figura 51, Figura 53 e Figura 54 o AQ5
apresenta um novo maximo de banda proximo de 600nm, sendo que o SDS essa
banda mais deslocada se apresentou a mais intensa entre 0s casos. Assim, com
intuito de reforgar a escolha da sonda AQ5 e compreender o aparecimento dessa
nova banda, avaliou-se a intensidade da mesma usando as outras
aminoquinolinas sintetizadas em uma concentracao fixa de detergente SDS de
10mM. Os resultados apresentados na Figura 55 confirmando mais uma vez que

a AQ5 é a sonda mais adequada para este estudo.

Figura 55. Fluorescéncias de diferentes aminoquinolinas (5uM) em SDS 10mM, em
estado estacionario, utilizando-se de Aexc=375nm, Aem=400-650nm, com 10mm de

abertura de slits, filtro de corte de 92% e fotomultiplicadora em 700.
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A fim de obter melhor entendimento sobre essa nova banda de
fluorescéncia foram realizados experimentos para obtencdo de espectro de
excitagdo do AQ5 em SDS 20mM, fixando a emissdo em 597nm e varrendo a
excitacao entre 300-580nm (Figura B- 5 do Anexo B), e a partir de sua analise
foi observado o aparecimento de 3 bandas onde o0 maximo de excitacao se dava

nos seguintes valores: A= 334, 371 e 443nm. Vale ressaltar que esta banda em
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443nm nao existe para nenhuma das aminoquinolinas estudadas em solventes
ou em micelas positivas ou neutras, ou seja, a presenca de micelas de
surfactante negativo promoveu o aparecimento de algum complexo com novas
caracteristicas fotofisicas. Na sequéncia foi fixado a excitacdo em 443nm e
obtido o espectro de emissao entre 470-700nm. A Figura 56 mostra claramente
a formacdo dessa nova banda de fluorescéncia e que sua formacdo é
dependente da formacé&o de micela de SDS, além de apresentar um aumento da
intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentracdo de SDS e assim
tem como potencial utilizacdo a obtencdo do CMC do SDS a partir dos valores

de fluorescéncia, como pode ser observado na Figura 56.

Figura 56. Determinagao do CMC do SDS com AQ5 (5uM) por fluorescéncia em estado
estacionario. a) Espectro de emissdo de fluorescéncia obtidos com o aumento da
concentra¢do de SDS (0, 250, 500, 750, 1000, 2000, 4000, 6000, 6500, 7250, 7500,
8000, 8500, 9000, 15000, 30000, 60000, 100000, em M), utilizando-se de
Aexc=445nm, Aem=470-700nm, com 7,5mm de abertura de slits, filtro de corte de 92%
e fotomultiplicadora em 700; b) Curva do aumento da fluorescéncia maxima relativa ao
aumento da concentracdo de SDS no meio para a determinagéo do CMC do surfactante

negativo (dados de méximo de fluorescéncia retirados do grafico a).
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Os resultados das interagbes de AQ5 com surfactante anidnico s&o
diferentes daqueles dos surfactantes catidnico e neutro. A Figura 57(a) mostra o
espectro de fluorescéncia do AQ5 em diferentes micelas (TX-100, CTAB, SDBS
e SDS) em comparagdo com outros solventes como diclorometano, acetonitrila
(ACN) e dimetilsulfoxido (DMSO). Como pode ser observado, em SDS, além da
banda com maximo em 480nm, uma nova banda aparece proximo de 596nm.
Esse valor € cerca de 110nm maior (deslocado para o vermelho) comparado com
as bandas de fluorescéncia observadas em TX-100 (486nm), CTAB (489nm),
diclorometano (440nm), ACN (461nm), DMSO (485nm). Em um primeiro
momento pode parecer que essa diferenca pode ser devido a uma diferenca na
hidrofobicidade da micela, porém, ao observar os valores de constante dielétrica,
essa nova banda observada n&do pode ser explicada pelas diferencas de
propriedades fisico-quimicas. Na verdade, mesmo em solventes com grande
diferenca dielétrica como por exemplo o diclorometano (£=8,9) e DMSO (£=47),
o deslocamento espectral é de 45nm. Para as micelas, as constantes dielétricas
encontradas para os detergentes sédo: SDS (¢=38), CTAB (30) e TX-100 (28)
(lwunze, 2005; Zacharlasse, Phuc, Van e Kozankiewicz, 1981). Assim, apenas a
hidrofobicidade do meio onde AQ5 estd inserido ndo explica esse grande

deslocamento batocrémico de sua banda.

Além disso, esse grande deslocamento ndo é exclusivo para o AQ5, todas
as aminoquinolinas sintetizadas apresentaram essa caracteristica (como ja
observado e discutido na Figura 55). Além disso, é observado para outras
micelas negativas como o0 SDBS e 0 S8S (sendo nesse caso a banda deslocada

nao é tao significativa como nos outros detergentes negativos). Esses resultados
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sugerem uma interagdo idnica especifica entre a micelas negativas e AQs, que

resulta nessa banda deslocada batocrémica.

Como essa nova banda néo esta relacionada a hidrofobicidade do SDS,
uma explicagdo possivel pode ser a presenga de um dimero de estado excitado
(excimero) ou um complexo de transferéncia de carga excitada (exciplexo). No
caso do excimero, nossos resultados sao opostos aos esperados. Por exemplo,
o fenémeno de emissado de excimero induzida por agregado (AIE) ja foi discutido
na literatura para sondas fluorescentes em ambientes micelares (Gao e Tang,
2017; Hussain et al., 2018). Nesses casos, a incorporacao dessas sondas nas
micelas promove uma “diluicdo” e sua consequente desagregacao. Nesses
casos, a espectroscopia resulta no desaparecimento da banda de fluorescéncia
de comprimento de onda maior quando a sonda esté incorporada na micela.
Aqui, o oposto é observado, ou seja, o aparecimento de uma nova banda de
maior comprimento de onda ocorre. Em outra perspectiva relacionada a
formacdo de excimeros em solugcédo, bandas de comprimento de onda maiores
aparecem em altas concentracdes de fluoréforo, que aumenta a probabilidade
de formacdo de dimeros e consequentemente excimeros (lwunze, 2005;
Zacharlasse, Phuc, Van e Kozankiewicz, 1981). Novamente, nossos resultados
nao apresentam essa caracteristica uma vez que a banda de maior comprimento
de onda é dependente da concentracdo, como pode ser observado na Figura 57
(c), a banda deslocada aparece em concentracbes de 1 a 50uM. Por fim a
formacao de um exciplexo também é descartada uma vez que uma nova banda
€ observada também no estado fundamental; a Figura 57 (b) mostra a absor¢ao

de AQ5 em SDS, TX-100 e CTAB em comparagédo com outros solventes e o que
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€ observado novamente é o aparecimento de uma nova banda com maximo

proximo a 445nm, que ndo é observado em nenhum outro caso.

Figura 57. Gréficos de medidas espectroscépicas para o estudo da nova banda em
detergentes negativos. a) Grafico comparativo de fluorescéncia normalizada das bandas
de detergentes com as bandas para solvente de AQ5 (em todos os casos, AQ5 5uM,
Aexc375nm, Aem=400-700nm, com 10mm de abertura de slits, filtro de corte de 92% e
fotomultiplicadora em 700), b) Grafico comparativo de UV-Vis para AQ5 (30uM) em
detergentes (realizando varredura de A=300 a 550nm), c) Grafico de fluorescéncia
mostrando o comportamento da banda de AQ5 aumentando sua concentragdo em SDS
20mm (concentragdes utilizadas, 1; 2; 4; 8; 15; 30 e 50uM), utlizando-se de
Aexc=445nm, Aem=470-700nm, com 7,5mm de abertura de slits, filtro de corte de 92%
e fotomultiplicadora em 700
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Em resumo, as aminoquinolinas, em particular AQ5, podem ser utilizadas
para determinacdo de CMC de surfactantes. Os resultados apresentados na
Tabela 20 mostram os valores obtidos para o AQ5, C-153 (usada como

referéncia) e valores descritos na literatura utilizando diferentes metodologias.

Tabela 20. Tabela comparativa entre os resultados obtidos com AQ5 em relacdo a
sonda de referéncia Coumarina-153 e com os resultados encontrados na literatura com

outros métodos de obtencao dos resultados

AQ5 AQ5 C-153 Literatura

(Fluorescéncia  (Fluorescéncia o
(Fluorescéncia

em estado resolvida no
. em estado
estacionario) Tempo) _ _
estacionario)
TX- 228uM* 236uM 475uM 200uM?, 210uM?2,
100 224uM3, 190uMm3
CTAB 802uM* 1000uM 873uM 980uM*, 890uM®,
SDBS 987uM* 878uM 1,2mM*4, 1,2mMm8,
1,25mm®

S8S 66mM* 155mM8, 134mM®
SDS 5,6mM** 5,8mM 8,1mM?2, 8,1mM*,

7,3mM3, 7,917

IFluorescéncia sincronizada, 2indice de refragdo, 3Deslocamento de Stokes. 4Condutancia,
SEspalhamento de luz Rayleigh, %Tensdo superficial, “Constante dielétrica, 8Viscosidade,

°Fluorescéncia (pireno). *Aexc=375nm, Aem=400-650, ** Aexc=445nm, Aem=470-700nm
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Assim sendo, € necessario maiores investigacdes sobre o efeito de
detergentes negativos sobre as aminoquinolinas, porém o AQ5 se apresentou

potencial como sonda para a determinacdo de CMC de detergentes.

7.4.2. Estudo da interacdo da aminoquinolina com SDS

Apés a observacdo do aparecimento da nova banda de forma muito
intensa para o SDS, novos experimentos comecaram a ser realizados a fim de
se compreender melhor a interacao entre a aminoquinolina (nesse caso para 0s
estudos foi utilizada apenas AQ5) com SDS, uma vez que como ja discutido
anteriormente ndo se trata de um complexo formado em estado excitado e sim
ainda no estado fundamental que acarreta o aparecimento da nova banda de
absorbancia e fluorescéncia. Uma forma de avaliacéo foi a alteracdo do pH do
meio para os detergentes tanto dos de carga positiva e neutra (CTAB e TX-100,
respectivamente) como para o de carga negativa para assim poder observar se

haveria alguma modificacdo para o caso do SDS.

Antes da apresentacao do resultado em graficos, é interessante lembrar
gue o pKa das aminoquinolinas tem valores baixos, em torno de 4.0 a 6.0, pois
apesar de nao termos realizado a determinacdo experimentalmente, sabe-se
que esses sao os valores para as quinolinas e naftilaminas (Perrin, 1964;
Schulman, 1971; Yasuda et al., 2013), além dos valores para o grupo amina e
piridina isoladamente serem proximos a esse valor (Figura B-6, do Anexo B).
Assim, a molécula de AQ5 em meio neutro deve estar totalmente desprotonada,
mas a probabilidade de mudanca e protonacdo nesse caso € um fato importante

nesse caso, uma vez que é possivel observar a relagdo entre a banda com o
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maximo em maiores comprimentos de onda de emisséo e as micelas negativas,
ou seja, € possivel que a carga positiva de AQ5 esteja influenciando a formacéo
do complexo. Os resultados obtidos estdo dispostos de forma resumida na

Figura 58.
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Figura 58. Estudos fluorescéncia de AQ5 em micelas com alteracao de pH. a) Espectro
de fluorescéncia de AQ5 (5uM) em SDS (20mM) alterando o pH de 4 a 9 (Aexc=375nm,
Aexc=400-750nm, com 10mm de abertura de slits, filtro de corte de 92% e
fotomultiplicadora em 700), b) Espectro de fluorescéncia de AQ5 (5uM) em SDS (20mM)
alterando o pH de 4 a 9 (Aexc=445nm, Aexc=470-750nm, com 7,5mm de abertura de
slits, sem filtro de corte e fotomultiplicadora em 700), c) Espectro de fluorescéncia de
AQ5 (5uM) em CTAB (6mM) alterando o pH de 4 a 9 (Aexc=375nm, Aexc=400-700nm,
com 10mm de abertura de slits, filtro de corte de 92% e fotomultiplicadora em 700), d)
Espectro de fluorescéncia de AQ5 (5uM) em Triton X-100 (4mM) alterando o pH de 4 a
9 (Aexc=375nm, Aexc=400-700nm, com 10mm de abertura de slits, filtro de corte de 92%
e fotomultiplicadora em 700), d) Gréfico comparativo de fluorescéncia normalizada para
os resultados obtidos
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A Figura 58 (a) mostra que uma alteragéo no pH do meio quando AQ5 no
meio de SDS é excitado em 375nm, com o aumento do pH é observado um
aumento da banda com o maximo em 480nm e uma diminuicdo da banda com o
méaximo em 600mn de emissao. Quando olhamos a excitacdo em 445nm (Figura
58,b) o comportamento de diminui¢cdo da intensidade de banda com o aumento
do pH do meio se mantém. Uma analise da Figura 58 (c e d) mostra que esse
comportamento de aumento ou diminuicdo da banda em funcédo da mudanca de
pH ndo acontece para CTAB ou TX-100. Os resultados comparativos
normalizados encontram-se na Figura 58 (e) e é possivel observar a grande
diferenca entre os fenbmenos que ocorrem em cada caso, mostrando que o0 AQ5
provavelmente n&o interage com detergentes positivos ou neutros de tal forma
que suas cargas seriam determinantes ou sensivel ao pH do meio onde estédo
inseridos. J& para o SDS um efeito comparativamente grande ocorre com a
alteracdo do pH do meio, muito provavelmente pelo fato do aumento o pH
ocasionar uma desprotonacao da molécula de AQ5, o que causa uma diminuicédo
da intensidade de interacéo entre 0 AQ5 e SDS, o que enfraquece a formagéo
do complexo que é formado por forcas eletrostéticas entre a carga negativa do
detergente e a carga positiva da aminoquinolina. A ndo formacéo do complexo
faz com que a banda com maiores comprimentos de onda de emissao diminua
sua intensidade, uma vez que essa banda € ocorréncia da formacdo do
complexo. Esses resultados corroboram novamente com observagdo da

formacao de um complexo entre AQ5 e SDS.
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7.4.3. Estudos de supressao da fluorescéncia da aminoquinolina em meio

micelar e determinagdo do Nagg de surfactantes

Os estudos para a determinacdo do numero de agregacdo dos
surfactantes foram iniciados com os estudos de supressao de fluorescéncia, uma
vez que a partir dessa supressao efetiva que é possivel o célculo desse
parametro das micelas. Assim, considerando que as aminoquinolinas séo
susceptiveis a terem sua fluorescéncia suprimida por PET (Jiang et al., 2019)
foram utilizados como supressores para o estudo o NNDA (que é uma molécula
doadora de elétrons) e 0o NCB (molécula aceitadora de elétrons) (Lakowicz, 2006;
McMurry, 2016) e os resultados podem ser observados em Figura 59 e Figura
60 abaixo (os gréficos representativos para o experimento realizado com DMF

se encontra na Figura B-7 do Anexo B.
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Figura 59. Gréficos de supresséo de fluorescéncia de AQ4 em diferentes micelas por
aumento da concentracdo de NNDA (0, 250, 500, 1000, 2000 e 4000uM), a) TX-100
(4mM) (Aexc=375nm, Aem=400-650nm), b) CTAB (6mM) (Aexc=375nm, Aem=400-
650nm, com 10mm de abertura de slits, filtro de corte de 92% e fotomultiplicadora em
700), SDS (20mM) (Aexc=445nm, Aem=400-750nm, com 7,5mm de abertura de slits,

sem filtro de corte e fotomultiplicadora em 700). d) Estudo das intensidades de

fluorescéncia normalizada para comparacao do decaimento em diferentes ambientes.
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Figura 60. Gréficos de supresséo de fluorescéncia de AQ4 em diferentes micelas por
aumento da concentracdo de NCB (0, 250, 500, 1000, 2000 e 4000uM), a) TX-100
(4mM) (Aexc=375nm, Aem=400-650nm), b) CTAB (6mM) (Aexc=375nm, Aem=400-
650nm, com 10mm de abertura de slits, filtro de corte de 92% e fotomultiplicadora em
700), SDS (20mM) (Aexc=445nm, Aem=400-750nm, com 7,5mm de abertura de slits,
sem filtro de corte e fotomultiplicadora em 700). d) Estudo das intensidades de

fluorescéncia normalizada para comparacao do decaimento em diferentes ambientes.
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Os resultados mostram que a supressao de fluorescéncia ocorre mais
eficientemente para os meios micelares do que para o solvente (DMF), isso é
devido as moléculas de supressores serem incorporadas as micelas,
provocando uma concentracdo local maior e aumentando assim a eficiéncia da
interacdo entre o doador e o0 aceitador da PET. Outro fendbmeno interessante que
pode ser observado € que parece haver uma inverséo da eficiéncia de supressao
ao compararmos a micela negativa (SDS) com as outras micelas (TX-100 e

CTAB), assim NNDA apresentou uma supressao maior para o SDS e o NCB
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apresentou melhores resultados nesse quesito para o CTAB e TX-100. Para um
estudo mais detalhado, os valores de constante de Stern-Volmer (Ksv) (equacéo
mostrada no item 6.3.1) foram calculados e comparados, como pode ser

observado na Figura 61 abaixo.

Figura 61. Determinacdo da eficiéncia de supressédo de fluorescéncia pelo método
gréfico para calculo do Ksv, a) para SDS (utilizando 20mM de detergente + AQ5 5uM)
e supressores (NNDA e NCB) em concentracdo de 0 a 4mM, b) para TX-100 (utilizando
4mM de detergente + AQ5 5uM) e supressores (NNDA e NCB) em concentracéo de 0
a 4mM, c) para CTAB (utilizando 6mM de detergente + AQ5 5uM) e supressores (NNDA
e NCB) em concentracdo de 0 a 4mM)
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Analisando os valores obtidos para o grafico de Ksv é possivel observar
gue a supressao mais efetiva ocorreu no caso do SDS utilizando NNDA, que
quando comparado a supressao com NCB no mesmo é cerca de 60 vezes maior.
Além disso, a inversdo observada nas normalizacdes se confirma nesses
resultados. Considerando que o anel quinolinico é encontrado como sendo
doadores de elétrons, os melhores supressores serdo aqueles com
caracteristicas de elétrons receptores (no caso desse estudo a molécula de
NCB), e esse resultado € encontrado para as aminoquinolinas no meio micelar
de TX-100 e CTAB. Ja para o SDS o resultado encontrado € o oposto do
esperado e encontrado anteriormente e isso é devido provavelmente a formacéao
do complexo de par ibnico como ja vem sendo demonstrado que houve nesse
caso, e em outros casos de estudos na literatura (Hu Li, Yuanyuan Han, Haiyan
Zhao, Hassan Jafri, 2021; Marcus, 1964; Sun, Bunker e Ma, 1994; Weller, 1968).
Isso mostra mais uma vez que a interagcdo entre as aminoquinolinas e
detergentes negativos é diferente do que ocorre para 0s outros tipos de

detergente.

Considerando os resultados de supressdo é possivel utilizar dessa
estratégia para o célculo do numero de agregacdo (Nagg) das micelas como
descrito nas Equacdes 28 e 29, do Item 7.3.4. Lembrando que esse parametro
€ 0 numero de monémeros de surfactante por micela, e que estamos utilizando
o modelo desenvolvido por Turro e Yekta (1978) e otimizado por Stam,
Depaemelaere e Schryver (1998), € necessario supor alguns fatores como: tanto
0 corante (no caso as aminoquinolinas) como 0s supressores devem estar
estaticos dentro da micela quando excitadas e durante todo o tempo de duracéo

do estado excitado. A supressao deve ser efetiva e a emissdo advinda apenas
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do sistema micelar (Stam, Van, Depaemelaere e Schryver, De, 1998; Turro e

Yekta, 1978).

Ao fazer uma analise dos valores de Ksv 0 que pode ser observado é que
a supressao efetiva necesséaria para esse caso ocorre apenas para o sistema
AQ5+SDS+NNDA. O gréafico construido para a determinagdo do Nagg do SDS
esta na Figura 62 abaixo, sendo que foram realizados com concentracfes mais
baixas de NNDA pois nas concentra¢cdes mais altas utilizadas até o momento o
grafico se apresentava fora da zona de linearidade necesséria para o célculo do
parametro de Nagg.
Figura 62. Graficos representativos para a determinagdo de Nagg, a) Grafico da
supresséao de fluorescéncia de AQ5 (5uM) em SDS (20mM) (Aexc=445nm, Aem=400-
750nm, com 7,5mm de abertura de slits, sem filtro de corte e fotomultiplicadora em 700),

com adicdo de NNDA (0, 20, 40, 80, 120, 160, 200 e 280uM), b) Método do gréfico para

a determinacdo do Nagg de SDS por fluorescéncia estacionaria.
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Como pode ser observado o valor encontrado para o numero de
agregacdo do SDS com o meétodo utilizando-se supressdo de AQ5 como
parametro de calculo foi de Nagg=61 monomeros de SDS/micela. Esse valor esta

de acordo com o encontrado tanto para valores obtidos por outros métodos
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experimentais como para métodos de calculo, que varia de 55 a 65 monomeros
de SDS/micela (Bhattacharjya e Balaram, 1997; PisarCik, Devinsky e Pupak,

2015; Stam, Van, Depaemelaere e Schryver, De, 1998).

7.5. Conclusdes dos estudos de AQ5 com micelas

Dentre as aminoquinolinas sintetizadas nesse trabalho a AQ5 foi a
selecionada para o uso nos estudos das micelas. Essa sonda se mostrou
eficiente para a determinacdo do CMC das micelas positivas e neutras, com
valores proximos da literatura para a determinacéo por outros métodos. Quando
em contato com detergentes negativos (principalmente o SDS) as
aminoquinolinas apresentam uma nova banda de emissao de fluorescéncia com
deslocamento batocrbmico muito maior do que aqueles apresentados em
qualquer outra situacdo desse estudo (solvatocromismo, estudo de proteinas
nativas e modificadas), sendo que essa banda parece estar ligada a formacao
de complexo. Ao realizar os estudos de SDS com AQ5 foi possivel determinar o
CMC desse detergente a partir da variacdo de intensidade de fluorescéncia

estacionaria da nova banda encontrada.

Os estudos realizados para tentar entender melhor essa banda foi
primeiramente a alteracado do pH do meio, o que ocasionou uma diminui¢cdo da
banda em maiores comprimentos de onda e aumento da banda em menores
comprimentos de onda maximo conforme had o aumento do pH. Para os
detergentes neutros e positivos ndo houve alteracdo da banda com a
modificacdo do pH da solucédo. Outro estudo realizado foi com a adicdo de

moléculas com potencial supressor de fluorescéncia e para os detergentes
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positivo e neutro apresentou alteracdo menos significativa da fluorescéncia do
que para a nova banda de SDS-AQ5 com a molécula elétron doador (NNDA),
isso € provavelmente devido a formagdo do complexo de par i6nico que
apresenta caracteristica oposta (elétron aceitador) que é mais sensivel a
supressao e efeitos de PET. Essa supressdo mais significativa mostra que AQ5
pode ser uma boa opc¢ao para determinacéo da Nagq para detergentes negativos

gue apresentem essa banda deslocada com rendimentos quanticos maiores.
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8. Conclusdes finais do trabalho e perspectivas futuras

A aminoquinolinas  polissubstituidas  sintetizadas  por reacao
multicomponente mostraram ganho de rendimento quantico de fluorescéncia em
relagdo a molécula de referéncia comercial. Além disso, os estudos de
solvatocromismo mostram que as moléculas sintetizadas apresentaram
potencial utilizagdo como sondas de meio devido ao deslocamento batocromico
quando ha um aumento da polaridade do meio onde estdo inseridas. Além disso,
responderam de modo satisfatério aos diferentes modelos solvatocrémicos
estudados, o que possibilitou a utilizacdo do modelo de Kawski (utilizando a

sonda AQ4) para estimar a constante dielétrica no interior da proteina BSA.

Outra potencial utilizacdo para as aminoquinolinas sintetizadas seria como
sonda de meio para proteinas, principalmente AQ4 mostrou uma interacéo
efetiva com a proteina BSA. Além disso, o aumento de fluorescéncia fruto da
associacdo da AQ4 com a BSA foi sensivel a desnaturacédo da proteina, bem
como a formacao de agregados amiloides tanto de BSA como de lisozima (Lys),

0 que abre um campo de investigacdo para novas aplicacdes dessas moléculas.

Os estudos realizados para o0s detergentes mostraram resultados
interessantes das aminoquinolinas sintetizadas ao interagirem com micelas e
AQ5 pode se apresentar como uma sonda fluorescente para a determinacédo de
CMC de surfactantes neutros e positivos. Além disso, para surfactantes
negativos, detectou-se uma nova banda de fluorescéncia, a qual parece estar
relacionada a formacdo de um complexo, que se forma exclusivamente em

micelas negativas.
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Assim, essas moléculas apresentaram uma gama de possiveis aplicacdes e
os estudos aprofundados com as mesmas podem ainda ser interessantes para

descoberta de novas potencialidades para as mesmas.
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Anexo A — Caracterizagdo dos compostos sintetizados

Figura A- 1. Espectro de RMN *H para o composto NQ-I (6-nitro-2,4-difenilquinolina) em
CDCls
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Figura A- 3. Espectro de RMN !H para o composto NQ-II (2-(4-metdxifenil)-6-nitro-4-

fenilquinolina) em CDCl3
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Figura A- 4. Espectro de RMN 3C para o composto NQ-II (2-(4-metdxifenil)-6-nitro-4-

fenilquinolina) em CDCls;
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Figura A- 5. Espectro de RMN *H para o composto NQ-IlI (2-(4-dimetilamino)(6-nitro-4-

fenilquinolinlina) em CDCls
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Figura A- 6. Espectro de RMN 3C para o composto NQ-III (2-(4-dimetilamino)(6-nitro-4-

fenilquinolinlina) em CDClI;
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Figura A- 7. Espectro de RMN 1H para o composto NQ-IV (2-(4-metiltio(fenil)-(6-nitro-4-
fenilquinolina) em CDCI3
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Figura A- 9. Espectro de IV para os compostos: a) NQ-II, b) NQ-III, c) NQ-IV.
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Figura A- 10. Espectro de massas para o0 composto NQ-I
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Figura A- 11. Espectro de massas para 0 composto NQ-II
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Figura A- 12. Espectro de massas para o composto NQ-IlI
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Figura A- 13. Espectro de massas para o composto NQ-IV
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Figura A- 14. Espectro de RMN H para o composto AQ-I (2,4-difenilquinolin-6-amino)
em CDCls
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Figura A- 15. Espectro de RMN 3C para o composto AQ-I (2,4-difenilquinolin-6-amino)
em CDCls
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Figura A- 16. Espectro de RMN 'H para

fenilquinolin-6-amino) em CDCl;

0 composto AQ-II
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Figura A- 18. Espectro de RMN H para o composto AQ-IIl (2-(4-dimetilamino)fenil-4-

fenilquinolin-6-amino) em CDClI;
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Figura A- 19. Espectro de RMN *3C para o composto AQ-lll (2-(4-dimetilamino)fenil-4-

fenilquinolin-6-amino) em CDCls
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Figura A- 20. Espectro de RMN H para

fenilquinolin-6-amino) em CDClI;
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Figura A- 21. Espectro de RMN *C para o

fenilquinolin-6-amino) em CDCls
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Figura A- 22. Espectro de IV para os compostos: a) AQ-I, b) AQ-II, c) AQ-Ill e d) AQ-IV).
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Figura A- 23. Espectro de massas para o composto AQ-I
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Figura A- 25. Espectro de massas para o composto AQ-III
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Figura A- 26. Espectro de massas para o composto AQ-IV
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Anexo B - Imagens diversas extras para auxilio dos estudos dos

compostos sintetizados

Figura B- 1. Gréfico representativo para Coumarina-102, a 2,5uM, em acetonitrila,
utilizado como padrdo para o calculo de rendimento quéntico relativo das

aminoquinolinas (Aexc=375nm € Aem=390-650nm)
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Figura B- 2. Graficos representativos de UV-Vis para os compostos que foram

estudados em termos de absortividade molar em 16 diferentes solventes para a) AQ1,

b) AQ2, ¢) AQ3, d) AQ4, €) AQ5, f) AQ6
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Figura B- 3. Gréfico representativo para AQ4 5uM em BSA 40uM, em tampao fosfato
50mM a pH=7,0, com valores normalizados. Para a absorbancia foi realizada a medida
em A=350-500 e para a fluorescéncia foi utilizado os parametros Aexc=375nm € Aem=390-
650nm
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Figura B- 4. Curva do aumento de fluorescéncia maxima para determinacéo do CMC de

detergentes por fluorescéncia estacionaria utilizando-se da sonda Coumarina-153, com
Aexc=410nm, Aem=450-700nm, a) para Triton X-100 (detergente neutro), b) para CTAB

(detergente positivo), c) para SDBS (detergente negativo) e d) SDS (detergente

negativo).
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Figura B- 5. Espectro de excitacdo de AQ5 (5uM) em SDS (10mM), utilizando-se como
parametro Aem=597nm, Aexc=300-580nm e espectro de emissdo de fluorescéncia
realizado a partir do maximo de excitacao (Aexc=445nm) e obtencdo de uma nova banda
(Aem=460-750nm)
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Figura B- 6. Molécula de aminoquinolina e seus provaveis valores aproximados de pKa
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Figura B- 7. Graficos de alteracao de intensidade de fluorescéncia de AQ4 em DMF por
aumento da concentracdo de NNDA (0, 250, 500, 1000, 2000 e 4000uM). Utilizando
como parametros: Aexe=375nm, Aem=400-650nm, com 10mm de abertura de slits, filtro de

corte de 92% e fotomultiplicadora em 700
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