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- Resumo

Nas tltimas décadas, o desenvolvimento de novos sistemas para entrega controlada de farma-
cos tem sido intensamente investigado pela comunidade cientifica. Uma das estratégias consiste
na utilizacio de agregados supramoleculares com a capacidade de encapsular e libertar as mo-
léculas de interesse. Pretende-se desta forma melhorar a biodisponibilidade de fairmacos, bem
como a sua solubilidade e capacidade de penetracdo de membranas e, por outro, controlar a sua
atuacdo in loco através da acdo de estimulos externos ou endogenos (pH, luz, temperatura, etc).
Este tipo de agregados pode ser construido tirando partido do efeito hidrofébico e das interagoes
nao covalentes que se estabelecem entre compostos anfifilicos responsivos. A resposta combinada
a estimulos de luz e pH apresenta vantagens do ponto de vista terapéutico, ja que possibilita uma
maior seletividade para células tumorais, cujo pH extracelular é mais acidico que nas células nor-
mais correspondentes. A familia das antocianinas, moléculas abundantes na natureza, apresenta
um sistema multiestado capaz de operar como um fotocomutador sensivel ao pH (catido flavilio -
chalcona trans), o que o torna interessante para as aplica¢des acima descritas.

No decorrer deste trabalho sintetizaram-se 2-hidroxichalconas de natureza anfifilica funci-
onalizadas com um grupo polar carregado positiva ou negativamente. Para isso foram usados
os grupos tetrametiletilenodiamoénio ou sulfonato, respetivamente, tendo-se conseguido obter
estes compostos com bons rendimentos, na ordem dos 60-90 %. Todos os compostos foram carac-
terizados na forma monomérica por técnicas espetroscopicas, a varios valores de pH, tanto no
equilibrio térmico como no estado fotoestacionario. A capacidade de agregacio foi investigada
por tensiometria e ressonincia magnética nuclear e, no caso do composto contendo um centro
quiral, por dicroismo circular.

No caso dos compostos funcionalizados com o grupo substituinte aniénico, sintetizaram-se
varios analogos com diferentes tamanhos de cadeia hidrofébica, verificando-se um aumento da
capacidade de agregacdo com o aumento do carater hidrofoébico. Os compostos funcionalizados
com o grupo substituinte cationico incluem um tensioativo do tipo gemini e o respetivo analogo
de cauda unica, que serviu de composto modelo para o estudo das interacdes do primeiro. As
interagdes recetor-substrato com um recetor macrociclico solivel em agua (cucurbit[7]urilo)
foram exploradas como estimulo adicional para controlar a agregacio dos compostos sintetizados,

bem como para modular as propriedades cinéticas e termodindmicas dos sistemas multiestado.

Palavras-chave: Quimica Supramolecular, Compostos anfifilicos responsivos, Agregacio,

Fotoquimica, 2-hidroxichalconas, Cucurbiturilos
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 Abstract

In the last few decades, the design of new systems for drug delivery applications has been
intensively investigated by the scientific community. The encapsulation of a drug and its con-
trolled release as a response to an external stimuli (pH, light, temperature, etc) is an approach
that increases the bioavailability of the drug and simplifies its targeted delivery. It is well es-
tablished that amphiphilic compounds can self-assemble, through hydrophobic effect and other
non-covalent interactions, giving rise to supramolecular aggregates that may encapsulate hy-
drophobic drugs in aqueous media. The combined response to light and pH stimuli can provide
novel therapeutical applications, as it allows for greater selectivity for tumor cells, which exhibit a
more acidic character. Anthocyanins are abundant molecules in nature that comprise a multistate
system capable of operating as a pH-sensitive photoswitch (flavylium cation - trans-chalcone),
which makes it interesting for the previously described applications.

In this work, amphiphilic 2-hydroxychalcones were functionalized with a positively or nega-
tively charged polar group (tetramethylethylenediammonium or sulfonate group, respectively)
with good synthetic yields (60-90 %). All compounds were characterized in the monomeric form
by spectroscopic techniques, at various pH values, both in thermal equilibrium and in photosta-
tionary state. The self-assembly was investigated by tensiometry and nuclear magnetic resonance
and, in the case of the compound containing a chiral center, by electronic circular dichroism.

Regarding the compounds functionalized with the anionic substituent group, several similar
compounds with different hydrophobic chain sizes were synthesized, showing an increase in the
self-assembly behaviour with the increase of the hydrophobic character. Compounds functional-
ized with the cationic substituent group include a gemini surfactant and its single tail analogue,
which served as a model compound for the study of the former. Host-guest interactions with a
water-soluble macrocyclic receptor (cucurbit[7]uril) were explored as an additional stimulus to
control the aggregation of the synthesized compounds, as well as to modulate the kinetic and

thermodynamic properties of the multistate systems.

Keywords: Supramolecular Chemistry, Responsive Amphiphilic Compounds, Self-assembly,

Photochemistry, 2-hydroxychalcones, Cucurbiturils
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1 | Introducio

"However, chemistry is not limited to systems similar to those found in
biology, but is free to create unknown species and to invent novel processes."

Jean-Marie Lehn [1]

1.1 A Ciéncia e a Natureza

Desde o inicio da sua existéncia que o ser humano procura inspiragio na natureza e tenta
mimetizar o seu funcionamento em busca de uma melhor qualidade de vida. Ja na era Neolitica,
o Homem observava os passaros e, com a ambi¢do de voar, construia asas gigantes e cobria-se de
penas.[2] Apesar de esta estratégia ndo ter permitido concretizar o voo, os avancos cientificos e
tecnoldgicos nos anos seguintes possibilitaram a construcio de meios de transporte aéreos mais
rapidos do que qualquer ser vivo, tendo a criacdo humana superado a propria natureza.

A comunidade cientifica esfor¢cou-se também pelo conhecimento e mimetizac¢éo dos processos
ao nivel celular. James Watson e Francis Crick, laureados com o Prémio Nobel da Medicina em
1962, determinaram a estrutura molecular do 4cido desoxirribonucleico (ADN), o que possibilitou
por um lado conhecer o modo como a informagao genética é armazenada e transmitida e por outro
verificar a importancia das intera¢des nio covalentes para formar estruturas mais complexas e

organizadas, num processo conhecido como auto-montagem.

||II Ilh :Ii' lII; |||| Ilh

Figura 1.1: Estrutura quimica do ADN, representando-se a tracejado as interagdes nido covalentes
estabelecidas entre as bases azotadas complementares, que permitem a formacéo da dupla hélice

(representacéo em cartoon).
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As interacdes ndo covalentes e os processos de auto-montagem/agregacio tém um papel
fundamental em todos os sistemas vivos, desempenhando nomeadamente fung¢des estruturais,
de transporte, reconhecimento e armazenamento.[3-5] Para além do exemplo anterior, pode
destacar-se a participacio no folding proteico, na compartimentaliza¢do dos organelos celulares,
e na composicio das membranas celulares.[3, 4] Neste tltimo caso, os fosfolipidos organizam-se
por meio de interacdes ndo covalentes para formar uma bicamada (Figura 1.2). Os grupos fosfato,
de natureza polar, ficam em contacto com o meio aquoso, enquanto as cadeias de acidos gordos,
de natureza apolar, se orientam para o interior da bicamada, definindo uma zona hidrofébica

protegida pelos grupos polares.[3-7]
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Cabeca polar Caudas apolares Bicamada lipidica

Figura 1.2: Estrutura quimica exemplificativa de um fosfolipido e representacdo esquematica da
bicamada que se forma devido ao efeito hidrofébico e as intera¢des ndo covalentes.

A Quimica Supramolecular tem como foco o estudo das "super-moléculas”, isto é, associacdes
que se formam entre varias moléculas ligadas entre si através de interacdes néo covalentes. Con-
tudo, este tipo de interacdes, por exemplo as ligacdes de hidrogénio, tendem a ser enfraquecidas
em meio aquoso, sendo o efeito hidrofébico uma estratégia mais eficiente, muitas vezes combi-
nada com outras interacdes, que possibilita a formacéo de estruturas supramoleculares nestas
condig¢des. Nos ultimos anos, tem sido explorado este efeito para desenvolver sistemas artificiais
com capacidade de agregacédo e que apresentem resposta reversivel a estimulos externos como a
temperatura, pH, luz, CO4, campo magnético, entre outros. Esta particularidade permite controlar
néo s6 a capacidade de agregacdo, como a morfologia dos agregados formados.[3-7] As aplicagdes
destes sistemas sdo vastas, destacando-se o contributo na encapsulacdo e entrega controlada de
farmacos. Esta estratégia apresenta vantagens quando comparada com os métodos convencionais,
por permitir aumentar a biodisponibilidade das moléculas de interesse, a solubilidade e capacidade

de penetracio de membranas, bem como possibilitar a libertacdo controlada das mesmas.[8-10]
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1.2 Compostos Anfifilicos Responsivos

1.2.1  Definicdo e Classificacdo de Compostos Anfifilicos

De acordo com a etimologia grega, apuois, amphi, significa "ambos"e ¢t Aia, philia, significa
"amor". Um composto anfifilico é entdo constituido por uma componente hidrofilica (polar, "gosta
de meios aquosos") e outra hidrofobica (apolar, "gosta de meios ndo aquosos").[3, 4, 6—8]

A classificacdo destes compostos pode ser feita consoante a natureza iénica da componente
hidrofilica em idnicos, zwitteridénicos ou nao idnicos. Por outro lado, considerando o niimero e
modo de ligacio das cadeias hidrofébicas e cabegas hidrofilicas, podem classificar-se em anfifilicos

de cauda tnica, cauda dupla, bolaform ou gemini, conforme esquematizado na Figura 1.3. [5, 7, 9,

11-14]

Componente hidrofilica Numero e modo c!e "939_"0
da componente hidrofébica
.
| A Docecil sulfato de sodio (SDS)
o - | P locecl sulfato de [+
|6nica _‘,}.’;0 N~ blp Cauda Unica * Brometo de cetriménio (CTAB) |
- y . - J
° l " '
s \ L Cauda dupla ® Fosfolipidos
| o | | )
Zwitteridnica ¢ b O ;
N oo rl~l+ I N\
. J Bolaform ° @ Brometo de demecério J
Nio idnica -oH T [ Gemini ® 2,3didodecil-1,2,3,4- |
L n | | butanotetracarboxilato de sodio
) L @ J
= componente hidrofébica @ cabeca hidrofilica cauda hidrofébica

Figura 1.3: Classificagdo dos compostos anfifilicos consoante a natureza da componente hidrofilica
(2 esquerda) e o nimero e modo de ligacdo das componentes hidrofébica e hidrofilica (a direita),
com estruturas/modelos exemplificativos. [5, 7, 9, 11-14]

1.2.2 Formacéo de Agregados

A capacidade dos compostos anfifilicos de, em solucéo, originar estruturas mais complexas
através de um processo de auto-montagem/agregacio é conhecida, baseando-se no efeito hidro-
fobico e em intera¢des ndo covalentes como ligacdes de hidrogénio, interacdes de Van der Waals
ou eletroestaticas, entre outras. Enquanto a componente hidrofilica interage com a fase polar, a
componente hidrofébica tem preferéncia por ambientes apolares, possibilitando a formacéo de
diversas estruturas em solu¢iio ou na interface solucdo-ar.[4, 6, 7]

A morfologia e o tamanho dos agregados formados dependem de diversos fatores, como a
estrutura do composto anfifilico, a concentragio, as propriedades do solvente e a temperatura. O
pardmetro de empacotamento (P) permite prever estas propriedades dos agregados através de
parametros geométricos como o volume (v) e comprimento (lp) da componente hidrofébica e a

area da componente hidrofilica no agregado (ag) - Equagéo 1.1.[6, 7]

p=_" (1.1)

ag lo
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Na Tabela 1.1, apresenta-se a relacdo entre o parametro de empacotamento e a morfologia dos

agregados formados, para um composto anfifilico de cauda unica.

Tabela 1.1: Relacéo entre o valor do parametro de empacotamento (P) e a morfologia dos agregados
formados para um composto anfifilico de cauda tnica.[6, 7]

P P<i/3 1/3<P<1/2 1/2<P<1 P P>1

Il
-

)
b

e

’
2]

Tipo de Agregados Micelas esféricas Micelas elongadas ~ Vesiculas Tibulos Bicamadas  Micelas invertidas

Modelo dos Agregados ' - . -

Estrutura dos Anfifilicos

Quando o parametro de empacotamento ¢é inferior a 1/3, a geometria do composto anfifilico
é equivalente a um cone e observa-se a formacio de micelas esféricas. Caso a componente hi-
drofébica ocupe um volume ligeiramente superior, mantendo a 4drea da componente hidrofilica,
as micelas passam a ser elongadas (1/3 < P < 1/2). Para um valor de P entre 1/2 e 1, pode
observar-se a formacao de vesiculas ou tibulos. Quando P = 1, a geometria do composto anfifi-
lico é cilindrica, formando-se bicamadas planares. Por altimo, para valores de P superiores a 1,

verifica-se a formacao de micelas invertidas, em solventes organicos.

Para além da caracterizacdo de um composto anfifilico quanto & morfologia e tamanho dos
agregados que origina, é ainda importante considerar a concentracdo de agregacio critica (CAC).
Este parametro é o principal fator fisico-quimico a considerar na caracterizagio destes compostos
e é definido pela IUPAC como a gama de concentracdes abaixo da qual ndo se detetam agregados
e acima da qual todas as moléculas adicionais de tensioativo formam agregados (Figura 1.4).[15]
Em condig¢des acima da CAC, as moléculas de composto anfifilico livres e presentes nos agregados

existem em equilibrio dindmico.[16]

Existem vérias técnicas experimentais que permitem determinar a CAC, tendo todas a capa-
cidade de detetar variagdes de propriedades fisicas que dependam da concentracdo de composto
anfifilico.[16—-19] Por exemplo, tanto a tensiometria como a condutimetria sdo técnicas que permi-
tem a determinacéo direta da CAC, detetando varia¢des na tensio superficial (o) e na condutivi-
dade da solucéo, respetivamente.[16] Por outro lado, pode efetuar-se uma determinacéo indireta,
monitorizando as altera¢cdes de uma propriedade num composto que funcione como sonda, a
medida que a concentracio de composto anfifilico aumenta. Para este tipo de determinacio da

CAC utilizam-se tipicamente métodos espetroscopicos.[17, 19]
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CAC

. agregados

mondmeros

Concentracao

[Composto Anfifilico]

Figura 1.4: Definicdo de concentracéo de agregacéo critica, com base na concentracdo de moné-
meros de composto anfifilico (linha a cheio) e de agregados formados (linha a tracejado).[16]

1.2.3 Resposta a Estimulos Externos

A introdugio de unidades sensiveis a estimulos externos nos compostos anfifilicos é uma das
estratégias para controlar a capacidade de agregacgio que lhes é intrinseca, bem como a morfologia
dos agregados resultantes. Na literatura, encontram-se diversos exemplos de unidades que res-
pondem a alteracdes de pH, temperatura, luz, campo magnético, redox, entre outros, contribuindo
todos eles para a obtencdo de nanoestruturas responsivas.[3, 6, 7, 9, 12] Nas sec¢des seguintes
apresentam-se alguns trabalhos previamente desenvolvidos, considerando diferentes estimulos

externos.

1.2.3.1 Temperatura

O uso da temperatura como estimulo externo permite um controlo acessivel do sistema, sem
o uso de aditivos.[6] Sabe-se que 0 aumento de temperatura promove a agitacido das moléculas,
diminuindo as intera¢des ndo covalentes, nomeadamente as ligacdes de hidrogénio, o que se
espera que promova alteragdes na estrutura dos agregados.

Em 2013, Hao e seus colaboradores reportaram a transicdo entre estruturas helicoidais e vesi-
culas, promovida pela variagdo de temperatura, em misturas de alquil-dimetilamina (C,DMAO)
e acido litocolico (LCA) - Figura 1.5.[20]

O acido litocolico apresenta uma capacidade de agregaco interessante, devido a presenca de
varios centros quirais na sua estrutura, bem como de um grupo hidroxilo ligado a um esqueleto
carbonado rigido. Os autores verificaram que a interacdo deste composto com aminas diméricas ou
oligoméricas possibilita a obtencéo de hidrogéis devido ao efeito estérico do LCA e ao balanco das
varias interagdes que promovem a formacéo de agregados, como o efeito hidrofébico, ligacdes de
hidrogénio, interagdes eletroestaticas ou de Van der Waals. O aquecimento das misturas em estudo
promove a quebra das ligacdes de hidrogénio, conduzindo a uma redistribuicdo das interacdes nédo
covalentes existentes no sistema e consequente transi¢do da estrutura do agregado de helicoidal

para vesiculas.[20]
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a) b)

|

Alquil-dimetilamina (C,DMAQ)
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Figura 1.5: a) Estruturas quimicas dos compostos estudados por Hao e seus colaboradores: alquil-
dimetilamina (C,,DMAO) e acido litocélico (LCA). b) Esquema do sistema construido, sensivel a
alteracdes de temperatura.[20]

1.2.3.2 pH

A variacdo do pH pode originar diversas alteracdes na estrutura dos compostos em estudo, ndo
s6 através de mecanismos de protonacdo e desprotonacio, como também por favorecer reacdes,
por exemplo de hidratacdo ou hidroélise. Deste modo, a solubilidade dos compostos pode ser
alterada, assim como a respetiva capacidade de agregacao.[6, 21, 22]

Os aminoacidos sdo um exemplo tipico de sistema sensivel ao pH, devido a possivel protona-
cdo/desprotonagdo dos grupos carboxilo e amina terminais. Considerando um composto anfifilico
contendo na sua estrutura aminoacidos, dependendo do pH do meio, sera um composto anidnico,
catidnico ou zwitteridnico, o que originara diferentes agregados.[6] Huang e seus colaboradores
reportaram, em 2016, a variacdo em funcdo do pH da estrutura dos agregados formados a partir
de um tensioativo do tipo gemini, derivado de um aminoacido (Figura 1.6).[6, 22] Os autores veri-
ficaram que o aumento do carater basico favorece a formacdo de micelas elongadas, substituindo

as micelas esféricas, existentes em condi¢des de pH acido.

a) _ b) NaOH NaOH
o O HC.-B-CyyH <—— HCy-B-Ciyy —— 'CyyB-Cyy
(\EO Ozg HCl HCI

T H H H

pH<67 | pH > 6,7

Figura 1.6: a) Estrutura quimica do tensioativo derivado de um aminoéacido utilizado por Huang
e seus colaboradores. b) Estrutura dos agregados formados, em funcéo do pH.[22]
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1.2.3.3 Luz

A luz é um dos estimulos externos mais promissores, ja que permite o controlo remoto e
imediato do sistema, apresenta seletividade através da manipulacio do comprimento de onda
(M) e pode ser um método biocompativel e limpo.[5-9, 12, 23] As familias de fotocomutadores,
isto é, espécies cuja estrutura tridimensional é alterada reversivelmente por acdo da luz, que
se podem incluir na estrutura quimica de compostos anfifilicos sdo diversas.[24] Na Figura 1.7,
apresentam-se alguns exemplos, nos quais a conversao de uma forma do fotocomutador na outra

inclui reacdes de isomerizagio de duplas ligacdes, de ciclizagdo ou a combinacédo de varios tipos

de reacoes.
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Figura 1.7: Transformagdes estruturais de fotocomutadores, ap6s aplicacido de um estimulo de luz:
a) azobenzeno [23]; b) spiropirano [25]; ¢) alceno superlotado [5]; d) ditienileteno [26]; e) indigo
[27] e f) 2-hidroxichalcona [28-37].

Os azobenzenos alternam entre a espécie trans e cis; os spiropiranos entre uma forma fechada
neutra e outra aberta zwitteridnica; os alcenos superlotados constituem um exemplo de motor
molecular, verificando-se a rotag¢do unidirecional em torno da dupla ligacdo central; os ditieni-
letenos alternam entre uma forma aberta e outra fechada conjugada; o indigo N,N-substituido
alterna entre o isémero E e Z e, por fim, as 2-hidroxichalconas sdo convertidas no catido flavilio,

apds uma cascata de reacdes desencadeada por irradiacio e acidificacio. [5, 8, 23, 25-37]

Os exemplos de fotocomutadores apresentados absorvem na gama do ultravioleta-visivel
(UV-Vis). Este tipo de radiacio apresenta como desvantagem a baixa profundidade de penetracéo
nos tecidos biologicos, estando a sua aplicacdo biomédica limitada a zonas mais acessiveis como
a pele ou os olhos.[4] Existem, no entanto, nanoparticulas que permitem a conversdo da luz na
gama do infravermelho proximo (NIR) em UV-Vis, conforme reportado por Zhao e seus colabo-
radores em 2011. Os autores verificaram a dissocia¢do de estruturas micelares com recurso a esta

abordagem.[4, 38]
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Na literatura, encontram-se reportados diversos sistemas anfifilicos foto-responsivos, com
diferentes graus de complexidade e que originam tipos de agregados distintos.[4-7, 9, 39, 40] Por
exemplo, Zheng e seus colaboradores sintetizaram um liquido iénico com carater anfifilico, que
contém na sua estrutura uma unidade de azobenzeno (C14mimAzoBr) - Figura 1.8.[39, 40] En-
quanto o isémero trans se organiza para formar micelas e, a uma concentragio superior, vesiculas,

o isdbmero cis (obtido por irradia¢do do anterior com luz UV) origina estruturas micelares.

O

C,smimAzoBr
- L 2 Fus
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Figura 1.8: Estrutura quimica do liquido iénico anfifilico contendo uma unidade de azobenzeno
(C14mimAzoBr) sintetizado por Zheng e seus colaboradores. Esquema em cartoon da intercon-
versdo entre micelas e vesiculas, desencadeada por variacdes de concentracdo ou irradiagéo.[39]

Em 2016, Tian e seus colaboradores divulgaram a funcionalizacio de um alceno superlotado
com cadeias de tetraetilenoglicol, tendo obtido um composto anfifilico foto-responsivo que agrega
em meio aquoso para formar vesiculas, cujo tamanho é alterado apds irradiacio (Figura 1.9). A
capacidade de encapsulacéo de calceina, molécula soltivel em agua e com elevada fluorescéncia, foi
testada. Os autores verificaram que, apo6s irradiacéo, o tamanho das vesiculas diminuia, havendo
libertacgao da calceina e, por recuperagio térmica, o tamanho inicial das vesiculas era retomado,

comprovando assim a resposta dos agregados a luz, bem como a reversibilidade do sistema.[9]
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Figura 1.9: Estruturas quimicas dos isémeros trans e cis do composto anfifilico foto-responsivo
caracterizado por Tian e seus colaboradores, destacando-se a unidade foto-responsiva a cor de
laranja, bem como da calceina, com representagido esquematica das vesiculas formadas.[9]

1.2.3.4 Interacdes Recetor-Substrato e Formacido de Agregados Supra-Anfifilicos

As interaces recetor-substrato envolvem o reconhecimento molecular entre duas ou mais
entidades quimicas, estabelecendo-se interacdes néo covalentes que originam a formacdo de uma
associacdo supramolecular. Este mecanismo é semelhante ao que se observa por exemplo nos

sistemas enzimaticos (Figura 1.10).[1, 3, 41]

Substrato

Recetor

Figura 1.10: Exemplo ilustrativo da ligacdo de um recetor a um substrato para formar uma associ-
acdo supramolecular.

Em 1987, 0 Prémio Nobel da Quimica foi atribuido a Donald J. Cram, Jean-Marie Lehn e Char-
les J. Pedersen pelo seu contributo para o desenvolvimento de moléculas macrociclicas, cujas
cavidades apresentam seletividade para determinados ides ou moléculas de baixo peso molecu-
lar.[1, 3, 41, 42] Desde ento, o interesse pela Quimica do reconhecimento molecular cresceu e tém
sido desenvolvidos novos compostos que atuam como recetores para diferentes substratos.[3] Na

Figura 1.11), reunem-se alguns exemplos.
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Figura 1.11: Estrutura quimica de compostos macrociclicos: a) Primeiro éter de coroa [43], b)
Cucurbit[n]urilo (CB,,) [44], ¢) Pilar[n]areno [45], d) Ciclodextrina [3] e e) Calix[n]areno [3].

Na literatura, encontram-se diversos exemplos que mostram que os fenémenos de agregacdo
podem ser controlados através de intera¢des com recetores macrociclicos, associados ou ndo a
outros estimulos externos.[3, 46—48] Considerando moléculas de substrato com carater anfifilico
pode verificar-se, por um lado, a destruicdo dos respetivos agregados e, por outro, o aumento
da CAC e formacéo de agregados supra-anfifilicos.[3, 47, 48] Neste ultimo caso, as interac¢des
recetor-substrato permitem obter compostos (e consequentemente agregados) com um grau de
complexidade estrutural e tamanho superiores relativamente aos anfifilos respetivos. Ao mesmo
tempo atinge-se uma capacidade de encapsulacdo semelhante & que se verifica nos sistemas
construidos a partir de compostos anfifilicos poliméricos, apresentando a vantagem de os proce-
dimentos sintéticos para a sua obtencédo serem mais simples. Para além disso, a natureza reversivel
e dindmica das interacdes que mantém as associagdes supamoleculares adicionam maior capaci-
dade de resposta a estes sistemas, constituindo uma abordagem interessante para aplicacdes em

entrega controlada de farmacos, por exemplo.[3]

Zhang e seus colaboradores desenharam um composto supra-anfifilico foto-responsivo, ao
incluir uma unidade de azobenzeno num composto anfifilico (AzoC10) e usando como recetor a
a-ciclodextrina (a-CD, n = 1). A caracteriza¢io por microscopia eletrénica de transmissio per-
mitiu determinar a morfologia dos agregados formados. O composto anfifilico trans-AzoCio
livre agrega formando vesiculas. Apds a adicdo de um equivalente de a-CD, estas sdo destrui-

das, ja que o macrociclo se associa a unidade de azobenzeno (hidrofébica), retirando o carater
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anfifilico ao composto. A irradiacdo a 365 nm permite obter o isdmero cis-AzoC1o que, por ter
um volume superior ao da cavidade do macrociclo, permite que o carater anfifilico seja recupe-
rado, verificando-se a recuperacgao de agregados vesiculares (Figura 1.12). O sistema mostrou ter

reversibilidade, através de irradiacdo a 450 nm.[3, 49]

a)
uv e
L \ 4 . b
G N . ¥ ;_O/‘\/‘\/\/‘\/‘\/ - N |
i Vis N—{ _O/W\/\/\/
trans-AzoC10 cis-AzoC10
b)

W . e ‘ ::h‘ \
< — y & %
; " s
Vis b

Figura 1.12: a) Estruturas quimicas dos compostos sintetizados por Zhang e seus colaborado-
res: trans-AzoC1o e cis-AzoC1o0. b) Esquema ilustrativo do controlo de agregacido do composto
anfifilico na presenca de a-CD, utilizando simultaneamente estimulos de luz.[49]

7 %‘\:::‘ iﬂ A

Numa outra abordagem, Xue e seus colaboradores reportaram uma associac¢do supramolecu-
lar entre p-hidroxibenzoato de s6dio (36) e um macrociclo da familia dos pilar[6]arenos (WP6I),
que inclui na sua estrutura 12 unidades cationicas de imidazdlio (Figura 1.13). O composto supra-
anfifilico forma vesiculas, em contraste com o composto anfifilico livre que forma estruturas mice-
lares. Os autores verificaram ainda a resposta do sistema ao pH, pois a protonacdo/desprotonacio
do composto 36 altera a capacidade de interacdo com o pilar[6]areno. Nos ensaios de encapsu-
lagdo de calceina, verificou-se que as vesiculas atuam como transportadoras em condigdes de
pH neutras a moderadamente basicas, e a descida do pH diminui as interagdes recetor-substrato,

ocorrendo a transicdo das vesiculas a micelas e consequente libertacéo da calceina.[3, 50]
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Figura 1.13: a) Estruturas quimicas dos compostos investigados por Xue e seus colaboradores: 36
e WP6I. b) Esquema ilustrativo do controlo de agregacdo do composto anfifilico na presenca do

macrociclo, considerando varia¢des nas condi¢des de pH.[50]
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1.3 O Sistema Multiestado das Antocianinas como Unidade

Responsiva

No ambito deste trabalho, a unidade responsiva selecionada foi o sistema multiestado presente
nas antocianinas, compostos naturais que conferem a ampla gama de cores as flores, frutos e folhas
(Figura 1.14). Este sistema tem a vantagem de responder de forma combinada a estimulos de luz e
pH, o que possibilita uma maior seletividade para células tumorais, tornando-o interessante para
aplicacdes de entrega controlada de farmacos. Para além disso, este sistema inclui a existéncia de
varias espécies (multiestado), sendo que uma delas (catido flavilio) pode apresentar fluorescéncia,

0 que permite a sua dete¢do em meios biologicos de um modo direto. [28—37]

a)

Groselha preta

Arando Centella asiatica

‘ j Hibiscus sabdariffa

Mirtilina

,' isomerizagdo |

o OH tautomerizagdo .|

=
Catiao Flavilio Hemicetal Chalcona Cis S
AH* B Ce

Figura 1.14: a) Exemplo de antocianina - mirtilina - com o nucleo de 2-fenilbenzopirilio (catiao
flavilio) destacado a vermelho, e exemplos de frutos e folhas onde esta presente. b) Espécies e
reacdes quimicas do sistema multiestado inerente as antocianinas, incluindo a numeracgio das
estruturas do catifo flavilio e da chalcona trans que se utilizardo ao longo do documento.[29-31,

36, 37, 51]

As secgdes seguintes incluem o funcionamento do sistema multiestado, a descricdo de es-
tratégias sintéticas possiveis para a obtencéo destes compostos e, por fim, as interacdes recetor-

substrato com cucurbiturilos como estratégia adicional para controlar a agregacéo.

1.3.1 Funcionamento do Sistema Multiestado

O catido flavilio (AH™) apenas é estavel em meios bastante acidos (pH < 2), dado que a subida
do pH origina a hidratacio da posicéo 2 (eletrofilica) e consequente formacdo do hemicetal (B).
Como esta espécie ndo é muito estavel, rapidamente tautomeriza, havendo formacéo da chalcona
cis (Cc). Por fim, ocorre isomerizagio da dupla ligacdo, obtendo-se o produto termodinamico: a

chalcona trans (Ct), numa escala de tempo (t) dependente do padrio de substitui¢do do composto.
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Em alguns sistemas, observa-se ainda a hidratagio do catido flavilio na posi¢éo 4, formando o
produto cinético B4. [28-37, 52, 53]

Embora seja possivel controlar este sistema apenas consoante o pH do meio, importa destacar
a natureza foto-responsiva da chalcona trans que, quando irradiada a um comprimento de onda
adequado, isomeriza para originar a chalcona cis. Esta, apos passar pelo hemicetal, e dependendo
das condic¢des de pH, pode originar novamente o catido flavilio, num estado meta-estavel. Apos
algum tempo, a cascata de reagdes repete-se no sentido inverso, por recuperacéo térmica. Assim,
é comum abreviar este sistema ao equilibrio entre o catido flavilio e a chalcona trans, como ja
tinha sido mostrado na Figura 1.7, visto serem as espécies mais estaveis, e obter um fotocomutador

aparente. Na Figura 1.15, apresentam-se esquematicamente os estimulos que permitem obter uma

Luz ou pH o* O
_— ~
Reconversao =

térmica ou pH

espécie ou outra. [28-37]

Figura 1.15: Esquema simplificado do fotocomutador do sistema multiestado presente nas antoci-
aninas.

1.3.2 Estratégias Sintéticas

Na literatura, estdo descritas varias metodologias para a sintese de niicleos de 2-fenilbenzopirilio.
Porém, a mais popular é a Condensacio de Claisen-Schmidt em meio acido, que ocorre entre 2-

hidroxibenzaldeidos e acetofenonas, com os padrdes de substituicdo desejados (Figura 1.16). [54]

8] 0] = R
H* e
& H o, = — AN
Ry ~ | I /Rz Ryt
OH o e

Figura 1.16: a) Sintese de nucleos de 2-fenilbenzopirilio através de uma Condensacédo de Claisen-
Schmidt em meio acido.

Ja as 2-hidroxichalconas, como sdo moléculas com grande interesse farmacolégico, podem
ser obtidas por varias vias sintéticas. Contudo, os métodos mais comuns séo a Condensacéo de
Claisen-Schmidt em meio basico e a conversio partindo do catido flavilio, dando uso as proprie-

dades do sistema multiestado (Figura 1.17). [55, 56]

o] o] o
I T e o
H1_/dLH " /LK@H2 NaOH H,mﬂg pH/A HL@ =
oM Z OH T

Figura 1.17: Sintese de 2-hidroxichalconas através de uma Condensagéo de Claisen-Schmidt em
meio basico ou por conversio do catido flavilio, beneficiando das propriedades do sistema multi-
estado.
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1.3.3 Interacdes Supramoleculares com Cucurbiturilos

Dadas as diferencas estruturais entre a chalcona trans e o catido flavilio, é esperado que
a primeira espécie tenha maior predisposicdo para formar agregados, visto ter carater neutro;
enquanto a segunda apresenta uma carga formal positiva, o que originaria repulsoes eletrostaticas,
desestabilizando um possivel agregado. Desta forma, teoricamente, a formacdo ou rutura das
estruturas supramoleculares formadas podera ser controlada através de estimulos de luz, pH ou
temperatura. Ainda assim, o uso adicional de intera¢des recetor-substrato como estimulo externo
pode ser vantajoso, nomeadamente porque as propriedades cinéticas e termodinamicas, bem como

a resposta fotoquimica da associa¢do supramolecular deverio ser distintas das do composto livre.

Os cucurbiturilos sdo macrociclos compostos por um nimero variavel de unidades de gli-
colurilo, conforme exposto anteriormente na Figura 1.11. Devido a sua cavidade hidrofébica e a
natureza eletronegativa dos seus portais, tém uma grande afinidade para se associar a catides ou
moléculas neutras, nomeadamente o catiio flavilio, motivo pelo qual se encontram na literatura di-
versos trabalhos envolvendo o estudo das interagdes recetor-substrato entre estes compostos.[52,
53] Habitualmente, a afinidade para se associar a chalcona trans é bastante menor ou inexistente,
o que resulta numa estabilizacio do catido flavilio até valores de pH mais elevados, ou seja, o

aumento do pK’, do sistema multiestado.

No grupo de investigacio, foi feito um estudo prévio das interacdes recetor-substrato entre o
cucurbit[7]urilo e um catido flavilio contendo um grupo sulfonato (e respetiva Ct), como estratégia
para controlar a libertacdo de um farmaco tipicamente prescrito para o tratamento da doenca
de Alzheimer, a memantina. Verificou-se uma diferenca de quase quatro ordens de grandeza nas
constantes de associa¢do do catido flavilio e respetiva chalcona trans com o CB7 (K1.1(Ct) =
3,0 x 102 M~ KM(AHJF) =9,0 x 10° M_l) (Figura 1.18), o que possibilitou a libertacéo
foto-induzida da memantina, por ter uma constante de associacdo com o macrociclo inferior a da

espécie cationica do sistema multiestado.[57]

K=3,0x102M? K=25x10M"1
- -
*
~ hv O soa
! o O |

Y

v

Memantina
: K=2,5x 10¢ M K=9,0 x 105 M*

Figura 1.18: Libertacéo foto-induzida de memantina, por intera¢do do CB7 com um fotocomutador
da familia das antocianinas. As percentagens indicam a quantidade de memantina livre e em
associa¢do com o macrociclo.
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Com base nestes resultados, espera-se que esta preferéncia pela espécie zwitteridénica possibi-
lite, para além da alteracdo das propriedades cinéticas e termodindmicas do sistema multiestado,

o controlo da agregacéo, a semelhanca dos exemplos apresentados na Secg¢io 1.2.3.4 (Figura 1.19).

o
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Figura 1.19: Esquema ilustrativo da alteracdo das propriedades de agregacdo de um composto
anfifilico contendo um fotocomutador da familia das antocianinas, com recurso a interagdes
recetor-substrato com um cucurbiturilo, seguidas de irradiacéo.
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1.4 Objetivos

No ambito deste trabalho, o principal objetivo foi sintetizar e caracterizar compostos anfifilicos
contendo unidades responsivas a luz e ao pH, com potenciais aplicagdes em sistemas para entrega
controlada de farmacos.

Para tal, optou-se pela sintese de derivados anfifilicos de 2-hidroxichalconas com componentes
hidrofilicas de natureza anidénica (sulfonato) e catidnica (tetrametiletilenodiaménio). No caso dos
compostos contendo um grupo sulfonato ambicionou-se estudar o efeito do tamanho da cadeia
hidrofébica, introdugio de um centro quiral e variacdo do padrio de substituicdo da unidade multi-
responsiva. Quanto aos compostos contendo a componente hidrofilica de natureza catidnica,
pretendeu-se sintetizar um composto do tipo gemini e comparar os resultados obtidos com o
anfifilo analogo de cauda tnica.

A sintese dos compostos de interesse compreendeu, em primeiro lugar, a obtengido de ace-
tofenonas e aldeidos com os padrdes de substituicio pretendidos, tendo-se efetuado reacdes de
condensacdo em meio acido para originar os compostos na forma de catido flavilio. Dando uso
as propriedades do sistema multiestado, as respetivas chalconas trans foram obtidas por conver-
sdo em condi¢des de pH neutro. A pureza dos compostos foi confirmada por espetroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) e cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detetor de
fotodiodos (HPLC-DAD).

Em todos os casos, esperava-se que as chalconas interagissem para formar micelas ou outro
tipo de agregados que, ap6s um estimulo de luz, se dissociariam devido a formacao do catiao
flavilio. Assim, pretendeu-se determinar a concentracio de agregacéo critica com recurso a ten-
siometria e a 'H RMN e a morfologia e tamanho dos agregados por dispersao de luz dinamica
(DLS) e espetroscopia de "H RMN por difusio ordenada (H DOSY RMN). No caso do composto
contendo um centro quiral, pretendeu-se realizar estudos recorrendo a técnica de dicroismo cir-
cular. As propriedades fotoquimicas foram estudadas com recurso a espetroscopia de absorcéo
ultravioleta-visivel (UV-Vis), a concentragdes abaixo e acima da CAC.

Pretendeu-se ainda avaliar a capacidade dos agregados formados para encapsularem compos-

tos hidrofobicos, recorrendo a espetroscopia de absor¢ao UV-Vis.
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1.5 Organizacdo do Documento

O presente documento esta organizado em quatro Capitulos: Introdugéo (1), Parte Experimen-
tal (2), Apresentacédo e Discussdo de Resultados (3) e Conclusoes e Perspetivas Futuras (4); e em
quatro Apéndices.

Neste Capitulo introduzem-se varios conceitos relevantes para a compreensédo do trabalho
realizado no d4mbito desta dissertacéo e apresenta-se uma revisio da literatura relacionada com o
desenvolvimento e caracterizacdo de compostos anfifilicos (e supra-anfifilicos) responsivos. Para
além disso, descrevem-se os objetivos delineados no inicio do trabalho.

No Capitulo 2, encontra-se a descri¢do dos reagentes e equipamentos utilizados ao longo do
trabalho experimental, assim como dos procedimentos sintéticos, de purificacio e caracterizacido
adotados.

No Capitulo 3, apresentam-se os resultados obtidos, bem como a respetiva interpretagéo e
discusséo, dividindo-se em duas sec¢des: em primeiro lugar, encontram-se os dados relativos aos
compostos funcionalizados com grupos sulfonato (3.2) e depois a comparacdo dos resultados
referentes aos compostos funcionalizados com o grupo tetrametiletilenodiamoénio (3.3).

No Capitulo 4, incluem-se as principais conclusdes decorrentes do trabalho realizado, junta-
mente com perspetivas futuras que visem cumprir os objetivos delineados.

Os Apéndices A e D servem de apoio aos Capitulos 2 e 3, respetivamente. Nos Apéndices B
e C encontram-se as deducdes matematicas dos modelos teéricos utilizados no ajuste dos dados
experimentais. Por fim, no Apéndice E indicam-se as comunicagoes realizadas durante o periodo

de desenvolvimento desta tese.
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2 | Parte Experimental

2.1 Reagentes e Solventes

Os reagentes disponiveis comercialmente foram adquiridos as marcas Alfa Aesar, Sigma Al-
drich, PanReac, LabChem, Merck e Honeywell com um grau de pureza superior a 98 %. Os restantes
reagentes, como alguns precursores (acetofenonas e aldeidos) ou macrociclos (CB7 e CB8), ja
tinham sido previamente sintetizados no laboratério, assim como o flavilio 7AH" e a respetiva
Ct.[53, 57-59]

Tanto para os passos de purificacio como para os estudos foi utilizada agua Milipore Ultrapura
com condutividade < 10 upf2. Os restantes solventes foram adquiridos as marcas LabChem,
Honeywell, Sigma Aldrich e Carlo Erba, tendo sido usados conforme recebidos, sem qualquer
passo de secagem, exceto quando indicado, tendo-se nesse caso adotado procedimentos descritos

na literatura.[60] Nos passos de purificacio, utilizaram-se solventes de elevado grau de pureza.

2.2 Materiais e Equipamentos

2.2.1 Pesagem e Pipetagem

Para efetuar pesagens, foram utilizadas balancas da marca Sartorius, modelos Research RzooD
Analytic A100S e Basic B61o, por ordem decrescente de sensibilidade. A medicdo de pequenos
volumes foi realizada com recurso a pipetas de vidro graduadas/volumétricas ou a micropipetas

(Eppendorf, modelo Research Plus), de acordo com a precisio requerida.

2.2.2 Aquecimento e Agitacao

O aquecimento e agitacdo de solucdes/reacdes foi efetuado recorrendo a placas de aque-
cimento com agitacdo magnética da marca VWR, modelo VMS-Cg4-Advanced. Para agitacdo de
pequenos volumes, nomeadamente durante as experiéncias de irradiacéo, utilizou-se uma placa
de agitacdo da marca IKA, modelo LabDisk ou uma fita magnética da marca Variomag. A agitagio
por ultrassons foi realizada num banho termostatizavel da marca Elma, modelo Elmasonic S-100H.
Por fim, sempre que foi necessario recorrer a centrifugacao, utilizou-se uma centrifuga Centric

150.
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2.2.3 Procedimentos Cromatograficos

Quando possivel, as rea¢des foram monitorizadas por cromatografia de camada fina (CCF), em
placas de silica-gel, tendo-se usado como revelador a luz ultravioleta de 254 nm. Nas purificacoes
por coluna flash, foi utilizada silica Carlo Erba, de granulometria (40-60) pum. [61] No caso das

colunas de fase reversa, utilizou-se silica LiChroprep, de granulometria (40-60) pym.

2.2.4 Analise e Caracterizacio

As experiéncias de RMN foram realizadas num espetrometro Bruker Avance III operando a
400 MHz (! H) ou a 101 MHz (*3C), ou num Bruker Avance NEO operando a 500 MHz (' H) ou a
125 MHz (130).

As analises por HPLC foram realizadas num aparelho Merck, modelo L6200A, com detetor
UV-Vis Merck L-4500 DAD. As solu¢des foram injetadas com uma microseringa Exmire MS-Rioo
de 100 pL. Os solventes foram filtrados usando uma membrana de Nylon com porosidade de 0,22
pm. A fase estacionaria utilizada foi uma coluna de fase reversa (RP18) Purospher Star RP18e 250x4
mm (5 ym).

Os valores de pH das varias solugdes foram medidos num aparelho Crison pH-Meter Basic zo+
ou Radiometer Copenhagen PHMz240.

Nos estudos de caracterizacdo espetrofotométrica, foram utilizadas células de plastico descar-
taveis Plastibrand ou de quartzo InnovativeLab Supply QS-214, tendo em ambos os casos 1 cm de
percurso 6tico (b) e 4 mL de capacidade. Em algumas experiéncias, utilizaram-se também células
de plastico com 2 mm ou 4,5 mm de percurso 6tico. Os espetros de absorcéo foram adquiridos
num espetrofotometro Varian Cary 100bio, Varian Cary 5000 ou Shimadzu UV-1603, consoante
a experiéncia a executar. Os espetros de emissdo foram obtidos num espetrofluorimetro SPEX
Fluorolog 3-22 ou SPEX Fluorolog 1681. As irradiacdes realizaram-se com recurso a uma lampada
de Xe-Hg Lamag de 200W ou no espetrofluorimetro SPEX Fluorolog 1681 com a largura maxima
de fenda.

As medi¢des de tensdo superficial foram efetuadas num tensiometro da marca KSV Instruments,
modelo Sigma 702, com um banho termostatizavel Lab. Companion, RW-0525G.

As experiéncias de DLS foram realizadas num aparelho da marca Horiba Scientific, modelo
nanoPartica SZ-100V2.

As experiéncias de dicroismo circular foram realizadas num espetrometro Applied Photophy-

sics Chirascan qCD.

2.3 Sintese

No decorrer deste trabalho utilizaram-se acetofenonas e aldeidos para obter unidades de
2-fenilbenzopirilio (catido flavilio) com o padrdo de substituicdo pretendido, por meio de uma
condensacao de Claisen-Schmidt em meio acido.[54] As respetivas 2-hidroxichalconas foram

obtidas posteriormente por conversio em meio basico (Figura 2.1).
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Figura 2.1: Estratégias sintéticas adotadas para obten¢do dos nucleos de 2-fenilbenzopirilio e
respetivas 2-hidroxichalconas com os padroes de substituicdo desejados.

Os varios sistemas multiestado sintetizados podem ser divididos em duas classes, dependendo
do grupo carregado que incluem na sua estrutura: sulfonato ou tetrametiletilenodiamoénio, respe-
tivamente. No caso dos compostos contendo o grupo sulfonato, foram sintetizados trés compostos
cuja diferenca estrutural entre si é o tamanho da cadeia hidrofobica na posigio 4 e, ndo tendo
sido possivel obter um aldeido salicilico contendo uma cadeia quiral, sintetizaram-se dois outros

compostos que apresentam um padrio de substituicdo inverso face aos anteriores (Figura 2.2).

o) o)
|
R,074 OH o S0Na 0T 0 OH OR;

R, = But- (1Ct), Hex- (2Ct), Oct- (3Ct) . Rp=Hex-(4CH), (S)-2-metilbut- (5Ct)

Figura 2.2: Estruturas quimicas das 2-hidroxichalconas aniénicas sintetizadas.

Relativamente aos compostos contendo o grupo tetrametiletilenodiamonio, com o objetivo de
mimetizar um tensioativo do tipo gemini, sintetizou-se uma bischalcona, tendo sido feitos estudos
comparativos com a respetiva monochalcona.[53] Como nenhum destes compostos é substituido
por um grupo eletrodoador na posicéo 4, a barreira de ativagdo da reacdo de isomerizacdo é
relativamente elevada e isso tera consequéncias nas propriedades cinéticas e termodindmicas do

sistema multiestado.

N* o] :
H 4 OH 0/\\/\ri|+/\/ | TN ; H7a = OH = 0" TN

7Ct

HO

0 6Ct

Figura 2.3: Estruturas quimicas das 2-hidroxichalconas cationicas sintetizadas: a esquerda a bis-
chalcona e a direita a respetiva monochalcona, destacando-se a posicéo 4, ndo substituida, de
ambas.

De seguida, apresentam-se os procedimentos sintéticos adotados para cada composto.
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2.3.1 Materiais de Partida

Para obter os materiais de partida desejados, adaptaram-se procedimentos sintéticos descritos
na literatura.[58, 62—66] No caso dos 4-n-alcoxi-2-hidroxibenzaldeidos, para prevenir a substitui-
¢do no grupo hidroxilo localizado na posigio 2, esta reportado o uso de uma base fraca como
bicarbonato de potassio ou sédio, do bromo-alcano (ou iodo-alcano) respetivo e de uma quanti-
dade catalitica de iodeto de potassio, realizando-se a reagdo em acetona seca.[58, 62—65] Ja no caso
das acetofenonas, como s6 contém inicialmente um grupo hidroxilo, esta reportado o uso de uma
base mais forte (carbonato de potassio), sendo a reacéo realizada em etanol.[66] Os procedimentos

adotados para cada composto apresentam-se de seguida.

Composto 1Al[62-64]

Figura 2.4: Estrutura quimica do 4-butoxi-2-hidroxibenzaldeido.

Dissolveram-se 3,52 g (25,51 mmol) de 2,4-dihidroxibenzaldeido, 2,15 g (25,62 mmol) de bicarbo-
nato de sddio e uma quantidade catalitica de iodeto de potassio em acetona (70 mL). Juntaram-se
3 mL (27,81 mmol, 1,09 eq.) de 1-bromobutano e colocou-se a reacdo em refluxo, sob atmosfera
inerte. Ao fim de trés dias, monitorizou-se a evolucéo da reacdo por CCF (silica; eluente: clorofor-
mio/hexano 2:1; revelacdo: 254 nm; Rf = 0,79) e néo se verificou progressio, pelo que se adicionou
mais 1 equivalente de 1-bromobutano e, consecutivamente, de base, e aumentou-se a temperatura
para 80°C. Filtrou-se a mistura reacional, neutralizando-se o filtrado com HCI 1 M. De seguida,
extraiu-se quatro vezes com cloroférmio, combinaram-se as fases organicas e evaporou-se a
secura. Apos purificacdo por coluna cromatografica flash (eluente: cloroférmio/hexano 1:1; Rf =
0,50), obtiveram-se 709 mg (3,65 mmol) de um 6leo amarelo claro, o que equivale a um rendimento
de 14 %.

'H RMN (500 MHz, CDCls): o(ppm): 11,47 (s, 1H, OH), 9,69 (s, 1H, 7), 7,40 (d, J = 8,6 Hz, 1H,
6), 6,52 (dd, ¥ = 8,7, 2,3 Hz, 1H, 5), 6,40 (d, J = 2,4 Hz, 1H, 3), 4,00 (t, J = 6,5 Hz, 2H, 1’), 1,85 — 1,70
(m, 2H, 2), 1,48 (h, = 7.5 Hz, 2H, 3), 0,97 (t, J = 7.4 Hz, 3H, 4).

Composto 2Al1[65]

Figura 2.5: Estrutura quimica do 4-hexiloxi-2-hidroxibenzaldeido.

Num balio de fundo redondo, dissolveram-se 2,92 g (21,15 mmol) de 2,4-dihidroxibenzaldeido,

3,25 mL (22,03 mmol) de 1-iodohexano e 1,85 g (22,03 mmol) de bicarbonato de sdédio em 70 mL
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de acetona seca. A mistura foi colocada em refluxo, sob atmosfera de azoto, durante uma semana.
A monitorizacdo foi efetuada por CCF (silica; eluente: hexano:cloroférmio 1:1; revelacio: 254
nm; Rf = 0,67). Findo o tempo de reacio, filtrou-se a mistura reacional e lavou-se com acetona.
Concentrou-se o filtrado no evaporador rotativo e verificou-se que o pH estava neutro, pelo que
se efetuou uma extracdo com cloroférmio e se adicionou agua destilada. Quando o pH ficou
basico, adicionaram-se algumas gotas de HCl 1 M e efetuaram-se trés extragdes com 30 mL de
cloroférmio. Secou-se a fase orgénica com sulfato de sddio anidro, filtrou-se e levou-se a secura.
Purificou-se por cromatografia-flash em silica gel, utilizando como eluente hexano/cloroférmio
em gradiente desde 1:0 até 1:1. Obtiveram-se 2,14 g (9,63 mmol) de produto, o que equivale a um

rendimento de 46 %.

'H RMN (400 MHz, CDCls): d(ppm): 11,48 (s, 1H, OH), 9,70 (s, 1H, 7), 7,41 (d, J = 8,6 Hz, 1H, 6),
6,53 (dd, J = 8,7, 2,3 Hz, 1H, 5), 6,41 (d, J = 2,3 Hz, 1H, 3), 4,01 (t, ¥ = 6,6 Hz, 2H, 1’), 1,85 - 1,74 (m,
2H, 2°), 1,51 — 1,41 (m, 2H, 3°), 1,39 — 1,28 (m, 4H, 4’/5’), 0,97 — 0,85 (m, 3H, 6’).

Composto 3A1[62-64]

Figura 2.6: Estrutura quimica do (5)-4-(2’-metilbutoxi)-2-hidroxibenzaldeido.

Dissolveram-se 201 mg (1,46 mmol) de 2,4-dihidroxibenzaldeido, 120 mg (1,43 mmol) de bicar-
bonato de sddio e uma quantidade catalitica de iodeto de potassio em 5 mL de acetona seca. De
seguida, adicionaram-se lentamente 180 pL (1,46 mmol, 1,00 eq.) de (S)-1-bromo-2-metilbutano.
Colocou-se a reagdo em refluxo, sob atmosfera inerte, durante uma semana. Monitorizou-se a
evolucdo da reagéo por CCF (silica; eluente: cloroférmio/hexano 2:1; revelacdo: 254 nm) e, ndo
tendo sido possivel retirar um resultado conclusivo, efetuou-se o workup para verificar por RMN
a progressdo da reacgdo. Filtrou-se a mistura reacional a quente e, de seguida, neutralizou-se o
filtrado com HCl 1 M, extraiu-se com cloroférmio e evaporaram-se as fases organicas a secura. A
analise por RMN permitiu concluir que a reacdo ndo progrediu, ja que se observou a presenca de

apenas material de partida.

23



CAPITULO 2. PARTE EXPERIMENTAL

Composto 1Ac[66]

Figura 2.7: Estrutura quimica da 4-hexiloxi-1-acetofenona.

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 6,81 g (49,98 mmol) de 4-hidroxi-1-acetofenona,
7,26 g (52,48 mmol; 1,05 eq.) de carbonato de potassio, 8,33 mL (56,44 mmol; 1,13 eq.) de 1-
iodohexano e, por fim, 10 mL de etanol. A mistura foi colocada em refluxo durante 48 h. A reagio
foi monitorizada por CCF (silica; eluente: cloroformio/hexano 1:1; revelacio: 254 nm; Rf = 0,34)
e, apds se verificar o consumo total da acetofenona de partida, filtrou-se a mistura reacional e
dissolveu-se a solucdo em agua. O composto foi depois extraido dessa solucéo usando éter etilico,
tendo a fase éterea sido lavada com 4gua e posteriormente seca com sulfato de s6dio anidro. Apds
remocio do solvente por evaporacio, analisou-se por 'H RMN e, tendo-se confirmado a pureza do
mesmo, ndo se revelou necessario efetuar mais processos de purificacdo. Obtiveram-se assim 6,30

g (28,61 mmol) do produto puro, na forma de um 6leo amarelo, o que equivale a um rendimento

de 57 %.

'H RMN (400 MHz, CDCl3): d(ppm): 7,92 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2/6), 6,91 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 3/5),
4,01 (t, ¥ = 6,6 Hz, 2H, 1°), 2,55 (s, 3H, 8), 1,81 (p, J = 8,2; 7,5 Hz, 2H, 2’), 1,46 (p, J = 7.4; 7,0 Hz, 2H,
3’), 1,40 — 1,27 (m, 4H, 4°/5°), 0,91 (d, J = 5,6 Hz, 3H, 6’).

Composto 2Ac[66]

. 71"
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2 == /\?/\
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Figura 2.8: Estrutura quimica da (S)-4-(2’-metilbutoxi)-1-acetofenona.

Dissolveram-se 200 mg (1,47 mmol) de 4-hidroxi-1-acetofenona em 10 mL de etanol. De se-
guida, adicionaram-se 225 mg (1,63 mmol) de carbonato de potassio e uma quantidade catalitica
de iodeto de potassio. Desarejou-se a mistura reacional e colocou-se em atmosfera inerte. Por
fim, adicionaram-se 200 uL (1,62 mmol) de (S)-1-bromo-2-metilbutano e colocou-se a reacdo sob
refluxo. Monitorizou-se a evolu¢io da reacdo por CCF (silica; eluente: cloroférmio/hexano 2:1;
revelacdo: 254 nm; Rf = 0,28), tendo-se iniciado o workup apds 3 dias. Filtrou-se a mistura re-
acional a quente e dissolveu-se a 4gua-mée em agua. Extraiu-se com éter etilico e acetato de
etilo, combinaram-se as fases organicas e lavou-se com agua. Apos secagem com sulfato de sédio
anidro, evaporou-se a secura. O composto foi purificado por coluna cromatografica flash (eluente:

hexano/acetato de etilo 9:1; Rf = 0,25), tendo-se obtido 88 mg (0,43 mmol) de um 6leo rosa palido,
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0 que equivale a um rendimento de 29 %.

'H RMN (400 MHz, CDCI3): 6(ppm): 7,92 (dd, 7 = 8,9, 2,0 Hz, 2H, 2/6), 6,92 (dt, 7 = 8,8, 1,9 Hz,
2H, 3/5), 3,88 (dd, ¥ = 9,0, 6,0 Hz, 1H, 1’a), 3,80 (dd, J = 9,0, 6,6 Hz, 1H, 1’b), 2,55 (s, 3H, 8), 1,94 —
1,83 (m, 1H, 2’), 1,58 - 1,53 (m, 1H, 3’a), 1,34 - 1,28 (m, 1H, 3’b), 1,02 (d, 7 = 6,8 Hz, 3H, 5’), 0,99 — 0,93
(m, 3H, 4).

2.3.2 Flavilios e Chalconas

Composto 1AH™

Figura 2.9: Estrutura quimica do 7-butoxi-4’-(butoxi-4*-sulfonato de sddio)-flavilio.

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 304 mg (1,03 mmol) de 4’-(4-acetilfenoxi)butano-
r’-sulfonato de sodio [57] e 217 mg (1,12 mmol) de 1Al De seguida, adicionaram-se 5 mL de acido
acético e 1 mL de 4cido sulfarico. Colocou-se a reagédo sob agitacdo, a temperatura ambiente,
durante quatro dias. Precipitou-se a mistura reacional numa mistura de éter etilico e acetato
de etilo 1:1 e filtrou-se sob vacuo. De seguida, redissolveu-se em metanol, precipitou-se em éter
etilico e filtrou-se novamente sob vacuo. Obtiveram-se 497 mg (0,90 mmol) de um poé laranja,
o que equivale a um rendimento de 87 %. A pureza do composto foi confirmada por 'H RMN e
HPLC-DAD (Tr = 27,15 min; Ap,4: = 474 nm).

'H RMN (400 MHz, CD30D): § (ppm): 9,20 (d, 7 = 8,7 Hz, 1H, 4), 8,57 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2°/6’),
8,48 (d, 7 = 8,8 Hz, 1H, 3), 8,22 (d, J = 9,0 Hz, 1H, 5), 7,88 (s, 1H, 8), 7,52 (dt, J = 9,0, 1,6 Hz, 1H, 6),
7,30 (d, = 8,6 Hz, 2H, 3/5"), 4,39 (t, J = 6,4 Hz, 2H, 5%), 4,27 (t, J = 5,7 Hz, 2H,1%), 2,03 (t, = 6.4
Hz, 2H, 4%), 2,08 — 1,98 (m, 4H, 2*/3), 1,92 (p, J = 6,7 Hz, 2H, 6*), 1,59 (h, ¥ = 7,4 Hz, 2H, 7%), 1,04
(t, ¥ = 7,1 Hz, 3H, 8%). 13C RMN (101 MHz, CD30D): § (ppm): 174,0, 170,2, 168,2, 160,6, 155,1, 133,9,

133,2, 122,9, 122,5, 120,9, 117,6, 114,6, 102,1, 71,5, 69,9, 52,1, 31,9, 29,0, 22,7, 20,2, 14,1.

Composto 1Ct

Figura 2.10: Estrutura quimica da (E)-(2-hidroxi-4-butoxi-4’-(butoxi-4*-sulfonato de sé6dio))-
chalcona.
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Dissolveram-se 291 mg (0,53 mmol) de 1AH" em 50 mL de metanol e neutralizou-se a solucio
com NaOH 1 M. Colocou-se a mistura sob agitacdo, protegida da luz, durante a noite. A reacgéo
foi monitorizada por espetroscopia de absorcdo UV-Visivel e, quando terminada, evaporou-se
o solvente a secura. Apés purificagdo por coluna cromatografica de fase reversa (RP18; eluente:
desde 100 % H20 até 100 % MeOH) e secagem do produto na linha de vacuo, obtiveram-se 189 mg
(0,40 mmol) de um sélido castanho escuro, o que equivale a um rendimento de 76 %. A pureza do

composto foi confirmada por 'H RMN e HPLC-DAD (Tr = 31,56 min; \,,,4, = 378 nm).

'H RMN (400 MHz, CD30D): § (ppm): 8,08 — 8,00 (m, 3H, 2°/6’/7), 7,70 (d, J = 15,6 Hz, 1H, 8),
7.59 (d, J = 9,0 Hz, 1H, 6), 7,05 (d, J = 7,9 Hz, 2H, 3°/5’), 6,48 (dd, J = 8,8, 2,3 Hz, 1H, 5), 6,42 (s, 1H,
3), 413 (t, J = 5,6 Hz, 2H, 1%), 3,99 (t, J = 6,5 Hz, 2H, 5%), 2,90 (t, J = 7,1 Hz, 2H, 4%), 1,98 (q, J = 5.9
Hz, 4H, 2¥/3%), 1,76 (p, J = 7,8, 7,3 Hz, 2H, 6), 1,51 (h, J = 7,5 Hz, 2H, 7%), 1,00 (t, J = 7,6 Hz, 3H, 8%).
13C RMN (101 MHz, CD30D): § (ppm): 191,8, 164,5, 164,1, 160,5, 142,1, 132,5, 132,0, 131,9, 119,7, 116,5,
115,4, 108,0, 102,5, 69,0, 68,8, 52,3, 32,4, 29,3, 22,9, 20,2, 14,2.

Composto 2AH™

Figura 2.11: Estrutura quimica do 7-hexiloxi-4’-(butoxi-4*-sulfonato de sddio)-flavilio.

Num baldo de fundo redondo, juntaram-se 351 mg (1,19 mmol) de 4’-(4-acetilfenoxi)butano-1’-
sulfonato de s6dio [57] e 310 mg (1,31 mmol; 1,10 eq.) de 2Al. De seguida, adicionaram-se 5 mL de
acido acético e 1 mL de acido sulfurico. Colocou-se a reagéo sob agitagio, a temperatura ambiente,
durante a noite. Precipitou-se a mistura reacional numa mistura de éter etilico e acetato de etilo 1:1.
Filtrou-se sob vacuo, lavou-se com éter etilico e levou-se a secura no evaporador rotativo. Apos
secar totalmente na linha de vacuo, obtiveram-se 451 mg (0,78 mmol) de produto, o que equivale
a um rendimento de 65 %. A pureza do composto foi confirmada por 'H RMN e HPLC-DAD (Tr

= 29,60 min; A4, = 474 Nm).

'H RMN (400 MHz, CD30D): § (ppm): 9,21 (d, J = 8,4 Hz, 1H, 4), 8,58 (d, 7 = 8,6 Hz, 2H, 2°/6’),
8,48 (d, 7 = 8,6 Hz, 1H, 3), 8,23 (d, J = 9,2 Hz, 1H, 5), 7,88 (s, 1H, 8), 7,51 (d, J = 9,0 Hz, 1H, 6), 7,30 (d,
J=8,4Hz, 2H, 3°/5), 4,37 (t, J = 6,2 Hz, 2H, 5%), 4,27 (s, 2H, 1%), 2,92 (t, J = 7,1 Hz, 2H, 4%), 2,00 (s,
4H, 2¥/3%), 1,96 — 1,87 (m, 2H, 6), 1,60 — 1,50 (m, 2H, 7%), 1,40 (s, 4H, 8*/9%), 0,93 (t, J = 6,7 Hz, 3H,
10%).13C RMN (101 MHz, CD30D): § (ppm): 173,9, 170,2, 168,1, 160,6, 155,1, 134,0, 133,2, 122,9, 122,5,
120,8, 117,6, 114,6, 102,1, 71,8, 69,9, 52,1, 32,6, 29,8, 29,0, 26,6, 23,6, 22,7, 14,4.
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Composto 2Ct

Figura 2.12: Estrutura quimica da (E)-(2-hidroxi-4-hexiloxi-4’-(butoxi-4*-sulfonato de sédio))-
chalcona

Dissolveram-se 200 mg (0,35 mmol) de 2AH™ em 30 mL de metanol, ajustando-se o pH da
solucdo para cerca de 6-7. A conversio foi seguida por espetroscopia de absor¢do UV-visivel e,
quando terminada, evaporou-se o solvente a secura. Apos purifica¢do por coluna cromatografica
de fase reversa (RP18; eluente: desde 100 % H20 até 100 % MeOH) e secagem do produto na linha
de vacuo, obtiveram-se 99 mg (0,20 mmol) de composto, o que equivale a um rendimento de 57 %.
A pureza do composto foi confirmada por 'H RMN e HPLC-DAD (Tr = 33,86 min; 4, = 376 nm).

IH RMN (400 MHz, CD30D): § (ppm): 8,09 — 7,99 (m, 3H, 2°/6’/7), 7,71 (d, J = 15,6 Hz, 1H, 8),
7,58 (d, J = 8,7 Hz, 1H, 6), 7,05 (d, J = 8,9 Hz, 2H, 3°/5°), 6,46 (dd, J = 8,6, 2,4 Hz, 1H, 5), 6,41 (d, J =
2,4 Hz, 1H, 3), 4,13 (t, J = 5,8 Hz, 2H, 1%), 3,98 (t, J = 6,5 Hz, 2H, 5%), 2,90 (t, § = 8,1 Hz, 2H, 4%), 2,06
- 1,01 (m, 4H, 2*/3%), 1,81 — 1,71 (m, 2H, 6%), 1,54 — 1,44 (m, 2H, 7%), 1,42 - 1,31 (m, 4H, 8*/9%), 1,00 -
0,84 (m, 3H, 10%). 13C RMN (101 MHz, CD30D): 6 (ppm): 190,5, 163,1, 162,8, 160,0, 141,1, 131,2, 130,6,
130,4, 118,0, 115,2, 114,0, 106,4, 101,3, 67,7, 67,6, 50,9, 31,4, 28,9, 27,9, 25,4, 22,3, 21,5, 13,0.

Composto 3AH™

Figura 2.13: Estrutura quimica do 7-octanoxi-4’-(butoxi-4*-sulfonato de s6dio)-flavilio.

Num baléo de fundo redondo, colocaram-se 453 mg (1,54 mmol) de 4’-(4-acetilfenoxi)butano-
U’-sulfonato de sodio ([57]) e 352 mg (1,41 mmol) de 4-octanoxi-2-hidroxibenzaldeido. De seguida,
adicionaram-se 5 mL de acido acético e 1 mL de acido sulfurico. Colocou-se a reacdo sob agita-
¢dlo, 4 temperatura ambiente, durante quatro dias. Apos se verificar por 'H RMN que a reagio
estava completa, precipitou-se a mistura reacional numa mistura de éter etilico e acetato de etilo
11 e filtrou-se sob vacuo. De seguida, redissolveu-se em metanol, precipitou-se em éter etilico
e centrifugou-se a suspensdo obtida. Obtiveram-se 592 mg (0,98 mmol) de um pé castanho, o
que equivale a um rendimento de 69 %. A pureza do composto foi confirmada por 'H RMN e
HPLC-DAD (Tr = 32,22 min; A4 = 474 nm).

IH RMN (400 MHz, CD30D): ¢ (ppm): 9,20 (d, J = 8,7 Hz, 1H, 4), 8,57 (d, 7 = 9,1 Hz, 2H, 2’/6’),
8,47 (d, J = 8,8 Hz, 1H, 3), 8,22 (d, J = 9,0 Hz, 1H, 5), 7,87 (d, J = 2,4 Hz, 1H, 8), 7,52 (dd, 7 = 9,0, 2,3
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Hz, 1H, 6), 7.30 (d, J = 9,1 Hz, 2H, 3°/5°), 4,38 (t, J = 6,4 Hz, 2H, 5%), 4,26 (t, J = 5,1 Hz, 2H, 1%), 2,93
(t, F = 71 Hz, 2H, 4%), 2,01 (p, J = 4,2, 3,5 Hz, 4H, 2*/3%), 1,93 (p, J = 6,6 Hz, 2H, 6*), 1,64 — 1,49 (m,
2H, 7%), 1,48 - 1,26 (m, 8H, 8*/9*/10*/11%), 0,01 (t, J = 7,1 Hz, 3H, 12*). '¥*C RMN (101 MHz, CD30D):
0 (ppm): 174,0, 170,2, 168,1, 160,6, 155,1, 133,9, 133,2, 122,9, 122,5, 120,9, 117,6, 114,6, 102,1, 71,8, 69,9,
52,1, 32,9, 30,4, 29,8, 29,0, 27,0, 23,7, 22,7, 14,4.

Composto 3Ct

Figura 2.14: Estrutura quimica da (E)-(2-hidroxi-4-octanoxi-4’-(butoxi-4*-sulfonato de sédio))-
chalcona

Dissolveram-se 359 mg (0,59 mmol) de 3AH™ em 50 mL de metanol e neutralizou-se a solucio
com NaOH 1 M. Colocou-se a mistura sob agitacéo, protegida da luz, durante trés dias. A reagéo
foi monitorizada por espetroscopia de absor¢do UV-Visivel e, quando terminada, evaporou-se
completamente o solvente. Ap6s purificacdo por coluna cromatografica de fase reversa (RP18;
eluente: desde 100 % H20 até 100 % MeOH) e secagem na linha de vacuo, obtiveram-se 138 mg
(0,26 mmol) de um solido castanho escuro, o que equivale a um rendimento de 44 %. A pureza do

composto foi confirmada por 'H RMN e HPLC-DAD (Tr = 40,65 min; A4, = 376 nm).

'H RMN (400 MHz, CD30D): § (ppm): 8,08 - 7,99 (m, 3H, 2°/6’/7), 7,71 (d, = 15,6 Hz, 1H, 8),
7,59 (d, ¥ = 8,7 Hz, 1H, 6), 7,05 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 3°/5’), 6,49 (dd, J = 8,7, 2,4 Hz, 1H, 5), 6,42 (s, 1H,
3), 4,13 (t, 7 = 5,7 Hz, 2H, 17), 3,98 (t, J = 6,4 Hz, 2H, 5%), 2,90 (t, J = 7,2 Hz, 2H, 4%), 2,08 — 1,88 (m,
4H, 2%/3%), 1,78 (p, J = 6,8 Hz, 2H, 6%), 1,56 - 1,25 (m, 10H, 7%/8*/9*/10*/11), 0,91 (t, J = 6,5 Hz, 3H,
12%). 13C RMN (101 MHz, CD30D):  (ppm): 190,4, 163,1, 162,7, 159,1, 140,7, 131,1, 130,6, 130,5, 118,3,
115,1, 114,0, 106,6, 101,2, 67,7, 67,6, 50,9, 31,6, 29,1, 29,0, 28,9, 27,9, 25,7, 22,3, 21,5, 13,0.

Composto 4AH™

Figura 2.15: Estrutura quimica do 7-(propanoxi-9*-sulfonato de s6dio)-4’-hexiloxi-flavilio.

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 300 mg (1,36 mmol) de 1Ac e 443 mg (1,57
mmol; 1,15 eq.) de 3’-(4-formil-3-hidroxifenoxi)propano-1’-sulfonato de sédio [58]. De seguida,
adicionaram-se 5 mL de 4cido acético e 1 mL de acido sulfurico. Colocou-se a reacéo sob agitagéo,
a temperatura ambiente, durante 5 dias. Apos se verificar por RMN que a reagéo estava completa,

precipitou-se a mistura reacional numa mistura de éter etilico e acetato de etilo 1:1 e filtrou-se

28



2.3. SINTESE

sob vacuo. De seguida, redissolveu-se em metanol, precipitou-se em éter etilico e centrifugou-se
a suspensdo obtida. Obtiveram-se 665 mg (1,18 mmol) de um p¢ laranja, o que equivale a um
rendimento de 86 %. A pureza do composto foi confirmada por 'H RMN e HPLC-DAD (Tr = 30,10

min; \,,40 = 470 nm).

'H RMN (400 MHz, CD30D): § (ppm): 9,20 (d, 7 = 8,7 Hz, 1H, 4), 8,57 (d, 7 = 8,6 Hz, 2H, 2°/6’),
8,49 (d, J = 8,8 Hz, 1H, 3), 8,23 (d, 7 = 9,0 Hz, 1H, 5), 7,89 (s, 1H, 8), 7,54 (d, ¥ = 9,2 Hz, 1H, 6), 7,28
(d, 7 =8,6 Hz, 2H, 3°/5’), 4,54 (t, J = 6,3 Hz, 2H, 7), 4,22 (t, J = 6,4 Hz, 2H, 1%), 3.07 (t, J = 7,5 Hz,
2H, 9%), 2,39 (p, J = 6,9 Hz, 2H, 8%), 1,85 (p, J = 6,9 Hz, 2H, 2¥), 1,52 (p, J = 7,2, 6,6 Hz, 2H, 3%), 1,44 —
1,31 (m, 4H, 4%/5%), 0,94 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 6*). 13C RMN (101 MHz, CD30D): § (ppm): 1741, 169,8,
168,4, 160.4, 155,1, 134,0, 133,2, 122,8, 122,3, 120,9, 117,6, 114,7, 102,2, 70,4, 70,1, 47,2, 32,6, 30,0, 26,7,
25,8, 23,6, 14,4.

Composto 4Ct

Figura 2.16: Estrutura quimica da (E)-(2-hidroxi-4-(propanoxi-9*-sulfonato de sddio)-4’-hexiloxi)-
chalcona.

Dissolveram-se 302 mg de 4AH™ (0,53 mmol) em 50 mL de metanol e neutralizou-se a solucio
com NaOH 1 M. Colocou-se a mistura sob agitacio, protegida da luz, durante a noite. A reagéo foi
monitorizada por espetroscopia de absor¢do UV-Visivel e, quando terminada, evaporou-se com-
pletamente o solvente. Apés purificagdo por coluna cromatografica de fase reversa (RP18; eluente:
desde 100 % H20 até 100 % MeOH) e secagem na linha de vacuo, obtiveram-se 177 mg (0,37 mmol)
de um sélido castanho escuro, o que equivale a um rendimento de 68 %. O produto foi analisado
por HPLC-DAD (Tr = 34,80 min; \,,,4, = 376 nm) e por 'H RMN, sendo que se verificou a pre-

senca de impurezas, ndo tendo sido possivel isolar o composto de interesse com a pureza desejada.

'H RMN (400 MHz, CD30D): § (ppm): 8,08 - 8,02 (m, 3H, 2°/6’/7’), 7,70 (d, § = 15,7 Hz, 1H, 8),
7,59 (d, F=8,7Hz,1H, 6), 7,03 (d, = 8,8 Hz, 2H, 3’/5"), 6,51 (dd, J = 8,7, 2,4 Hz,1H, 5), 6,45 (d, 7 = 2,4 Hz,
1H, 3), 4,14 (t, 7 = 6,4 Hz, 2H, 7%), 4,08 (t, J = 6,4 Hz, 2H, 1%), 3,01 - 2,94 (m, 2H, 9%), 2,30 — 2,20 (m, 2H,
8%),1,89 — 1,75 (m, 2H, 2¥), 1,51 (p, = 7,0 Hz, 2H, 3%), 1,42 - 1,34 (m, 4H, 4*/5%), 0,97 — 0,91 (m, 3H, 67).
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Composto 5AH™

Figura 2.17: Estrutura quimica do 7-(propanoxi-8*-sulfonato de s6dio)-4’-((S)-2*-metilbutano)-
flavilio.

Num balédo de fundo redondo, colocaram-se 83 mg (0,40 mmol) de 2Ac e 125 mg (0,44 mmol,
1,10 eq.) de 3’-(4-formil-3-hidroxifenoxi)propano-1’-sulfonato de sédio [58]. De seguida, adicionaram-
se 2,5 mL de acido acético e 0,5 mL de acido sulfurico. Colocou-se a reagio sob agitacio, a tempera-
tura ambiente, durante trés dias. Ap6s se confirmar o término da reagio por 'HRMN, precipitou-se
a mistura reacional numa mistura de éter etilico e acetato de etilo 1:1 e filtrou-se sob vacuo. De
seguida, redissolveu-se em metanol, precipitou-se em éter etilico e filtrou-se novamente sob va-
cuo. Obtiveram-se 166 mg (0,30 mmol) de um pé escuro, o que equivale a um rendimento de 75 %.

A pureza do composto foi confirmada por "H RMN e HPLC-DAD (Tr = 28,31 min; \,,,4; = 474 nm).

'H RMN (400 MHz, CD30D): § (ppm): 9,21 (d, = 8,7 Hz, 1H, 4), 8,58 (d, 7 = 8,5 Hz, 2H, 2°/6’),
8,49 (d, 7 = 8,8 Hz, 1H, 3), 8,23 (d, J = 8,9 Hz, 1H, 5), 7,89 (s, 1H, 8), 7,54 (d, J = 8,9 Hz, 1H, 6), 7,30
(d, 7= 8,6 Hz, 2H, 3°/5’), 4,54 (t, J = 6,3 Hz, 2H, 67), 4,15 — 4,06 (m, 1H, 1*a), 4,06 — 3,97 (m, 1H, 1*b),
3,07 (t, J = 7,3 Hz, 2H, 8%), 2,40 (p, J = 7,0 Hz, 2H, 77), 2,02 - 1,83 (m, 1H, 2%), 1,70 — 1,53 (m, 1H,
3*a), 1,42 — 1,23 (m, 1H, 3*b), 1,07 (d, J = 6,7 Hz, 3H, 5%), 0,99 (t, T = 7,3 Hz, 4H, 4*). *C RMN (101
MHz, CD30D): 6 (ppm): 1741, 169,8, 168,5, 160,4, 155,1, 134,0, 133,2, 122,8, 122,3, 120,9, 117,6, 114,7,
102,2, 75,0, 70,1, 48,8, 35,8, 27,0, 25,7, 16,7, 11,7.

Composto 5Ct
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Figura 2.18: Estrutura quimica da (E)-(2-hidroxi-4-(propanoxi-8*-sulfonato de s6dio)-4’-((S)-2*-
metilbutano))-chalcona

Dissolveram-se 60 mg (0,13 mmol) de 5AH™ em 20 mL de metanol e neutralizou-se a solucio
com NaOH 1 M. Colocou-se a mistura sob agitacdo, protegida da luz, durante a noite. A reacgéo
foi monitorizada por espetroscopia de absor¢do UV-Visivel e, quando terminada, evaporou-se
completamente o solvente. Apos purificagdo por coluna cromatografica de fase reversa (RP18;
eluente: desde 100 % H20 até 100 % MeOH) e secagem do produto na linha de vacuo, obtiveram-

se 30 mg de um s6lido castanho escuro (0,06 mmol), o que equivale a um rendimento de 46 %.
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A pureza do composto foi confirmada por 'H RMN e HPLC-DAD (Tr = 32,88 min; )\, = 378 nm).

'H RMN (400 MHz, CD30D): § (ppm): 8,09 — 7,99 (m, 3H, 2°/6°/7), 7,69 (d, J = 15,6 Hz, 1H, 8),
7,58 (d, J = 8,7 Hz, 1H, 6), 7,06 — 7,00 (m, 2H, 3°/5’), 6,51 (dd, J = 8,7, 2,5 Hz, 1H, 5), 6,46 (d, J = 2,4
Hz, 1H, 3), 4,14 (t, J = 6,4 Hz, 2H, 6%), 4,00 — 3,92 (m, 1H, 17a), 3,92 — 3,84 (m, 1H, 1*b), 2,98 (t, = 7,8
Hz, 2H, 8%), 2,25 (p, J = 13,1, 6,6 Hz, 2H, 7%), 1,94 — 1,82 (m, 1H, 2¥), 1,66 — 1,55 (m, 1H, 3*a), 1,39 — 1,26
(m, 1H, 3”b), 1,05 (d, ¥ = 6,8 Hz, 3H, 5%), 0,98 (t, T = 7,5 Hz, 3H,4"). 13C RMN (101 MHz, CD30D): §
(ppm): 190,5, 163,3, 162,5, 159,1, 140,7, 1311, 13L,1, 130,5, 130,5, 118,3, 115,2, 114,0, 106,8, 101,1, 72,7, 66,4,
34,6, 25,7, 24,8, 15,4, 10,2.

Composto 6AH™
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Figura 2.19: Estrutura quimica do bis-(4’-(N!,N?-bis(3-hidroxipropil)-N*,N!, N2,N2-
tetrametiletano-1,2-diamonio))-flavilio.

Num baldo de fundo redondo colocaram-se 9o mg (0,14 mmol) de acetofenona (dibrometo de
Nl,N2-bis(3-(4-acetilfenoxi)propﬂ)-NI,Nl,N2,N2-tetrametiletano-l,2-diamc')nio) e 66,50 uL (0,64
mmol; 4,57 eq.) de 2,4-dihidroxibenzaldeido. De seguida, adicionaram-se 2 mL de acido acético
e 0,5 mL de acido sulfirico. Colocou-se a reagéo sob agitacéo, a temperatura de 65 °C, durante
a noite. Apos se verificar por 'H RMN que a reacio estava completa, precipitou-se a mistura
reacional numa mistura de éter etilico e acetato de etilo 1:1. Filtrou-se sob vacuo e lavou-se o
produto com éter etilico. Obtiveram-se 131 mg (0,13 mmol) de um po ferrugem, o que equivale a
um rendimento de 89 %. A pureza do composto foi confirmada por 'H RMN e HPLC-DAD (Tr =

22,40 Min; A\pg, = 439 NM).

'H RMN (400 MHz, CD30D): § (ppm): 8,52 (d, J=9,1 Hz, 2H, 4), 7,91 (d, =9,1 Hz, 2H, 3), 7,82
(d, J=9,0 Hz, 4H, 2°/6’), 7,51-7,38 (m, 6H, 5/7/8), 7,12-7,05 (m, 2H, 6), 6,60-6,53 (m, 4H, 3°/5°), 3,60 (t,
J=5.7 Hz, 4H,1%), 3,43 (s, 4H, 5%, 3,07-2,97 (m, 4H, 3%), 2,57 (s, 12H, 4%), 1,73-1,62 (m, 4H, 2). '*C
RMN (101 MHz, D20): § (ppm): 173,8, 166,38, 155,7, 154,8, 139,2, 133,5, 130,3, 130,0, 123,1, 120,4, 1184,
116,6, 116,3, 65,4, 61,3, 55,3, 52,0, 22,4.

31



CAPITULO 2. PARTE EXPERIMENTAL

Composto 6Ct
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Figura 2.20: Estrutura quimica da bis-(E)-(2-hidroxi-4’-(N',N2-bis(3-hidroxipropil)-N*,N* N2 N2-
tetrametiletano-1,2-diaménio))-chalcona.

Pesou-se 1 mg (1,16p4mol) de 6AH™ para um baldo de fundo redondo e dissolveu-se em 10 mL
de 4gua. Apos se acertar o pH para =~ 6 com NaOH, colocou-se sob agita¢io, protegido da luz,
a 60 °C, durante cerca de 4 h. Verificou-se o término da reacdo por espetroscopia de absorcéo
UV-Visivel e congelou-se a mistura reacional na forma de um filme, para liofilizar. A analise por
'H RMN permitiu confirmar a obtencdo do composto desejado e a analise HPLC-DAD confirmou

a pureza do mesmo (Tr = 28,57 min; A4, = 316 nm).

'H RMN (400 MHz, CD30D): § (ppm): 8,13 — 8,04 (m, 6H, 2’/6’/7), 7,80 (d, F = 15,7 Hz, 2H, 8),
7,66 (d, J = 7,9 Hz, 2H, 6), 7,24 (t, = 7,8 Hz, 2H, 5), 7,11 (d, 7 = 8,5 Hz, 4H, 3’/5’), 6,88 (t, J = 7,2 Hz,
4H, 3/4), 4,28 (t, J = 5,6 Hz, 4H, 1%), 4,14 (s, 4H, 57), 3,82 - 3,67 (m, 4H, 3%), 3,35 (s, 12H, 47), 2,48 -
2,36 (m, 4H, 2¥).

2.4 Métodos

2.4.1 HPLC-DAD

A analise por HPLC-DAD permitiu nio s6 monitorizar as separa¢des efetuadas por coluna
de fase reversa como também confirmar a inexisténcia de impurezas que absorvessem no UV-Vis.
Uma vez que apenas se analisaram flavilios ou chalconas, utilizou-se um método previamente
desenvolvido para compostos da familia das antocianinas, no qual se utiliza um sistema de trés
solventes em gradiente: agua acidificada com 3 % de HCIO4, metanol e 4gua Milli-Q ®. A com-
posicéo de eluente varia ao longo da eluigio, conforme apresentado na Tabela 2.1. Desta forma,
os espetros de absorcdo para cada composto eluido podem ser adquiridos em condicdes distin-
tas e, tratando-se de compostos de natureza solvatocrémica, poderdo observar-se diferencas no
comprimento de onda ao qual a absorcdo é maxima. No caso particular dos compostos 3AH™ e
3Ct, por terem um carater mais hidrofébico, foi necessario aumentar o tempo de elui¢do para 50

minutos, usando-se 100 % MeOH como eluente nos ultimos 10 minutos.
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Tempo / min | % Agua 4cida | % Metanol | % Agua Milli-Q® | Fluxo / mL/min
o 93 7 o
2 93 7 o
8 85 15 o
25 25 75 o
27 20 80 o 1
29 o 100 0
35 o 100 o
40 o 100 )
41 o 7 93

Tabela 2.1: Composi¢ao do eluente (%v/v) ao longo do tempo de eluigio, na analise por HPLC-DAD.

2.4.2 Saltos de pH

A técnica de saltos de pH permite caracterizar a cinética e termodinidmica de um sistema
quimico que dependa do pH, neste caso, a conversio AH ™ — C't. Na prética, efetuaram-se saltos
de pH diretos, ou seja, prepararam-se varias células contendo solugio tampéo a pH’s distintos, as
quais se adicionaram aliquotas de uma solu¢do do composto a pH 4cido (pH = 1), para garantir que
inicialmente se encontrava numa s6 forma: catido flavilio. Adquiriram-se os espetros de absor¢io
ao longo do tempo, até que o sistema atingisse o equilibrio, tendo-se medido o valor de pH de

cada célula no final.

Para além disto, efetuaram-se também saltos de pH reversos, colocando neste caso uma solu-
¢do de composto inicialmente a pH neutro a varios valores de pH mais acidos, e irradiaram-se as
células a 365 nm até que se atingisse o estado fotoestacionario. No final, adquiriram-se os espetros

de absor¢io e mediram-se os respetivos valores de pH.

Os dados experimentais foram ajustados para calcular o valor de pK’, ou pKA, para cada

sistema, conforme descrito no Apéndice B.

2.4.3 Comportamento Fotoquimico

Para investigar o comportamento fotoquimico dos varios sistemas em estudo, irradiaram-se
a 365 nm solucdes tamponizadas de Ct e adquiriram-se espetros de absor¢io ao longo do tempo
de irradiacéo, até que se atingisse o estado fotoestacionario. O calculo do rendimento quéantico
de reacdo fotoquimica (¢), isto é, o quociente entre o nimero de moles de produto formado por
unidade de tempo e o nimero de moles de fotdes absorvidos por unidade de tempo, foi determi-
nado através da equacgio 2.1, onde AA/At é o declive da tangente obtida na representacdo da
absorvancia em funcéo do tempo de irradiacéo (regifo linear), V' é o volume de solucéo irradiada,
€ é o coeficiente de extin¢do molar do produto fotoquimico e A;,., é a absorvancia ao comprimento
de onda de irradiagdo. O fluxo foténico da lampada (Ip) ao comprimento de onda de irradiagio

(365 nm) foi determinado por actinometria, conforme descrito na literatura, tendo-se utilizado o
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ferrioxalato de potassio como actinémetro.[67]

AA
¢ —_ Ate 4
In(1 — 10— Airr)

2.4.4 Tensiometria

As medidas de tensiometria foram realizadas a 37 °C, com um anel Du Noily. Prepararam-se
solucdes stock concentradas de cada composto em agua e realizaram-se sucessivas diluicdes,
medindo-se o respetivo valor de tensdo superficial apds cerca de 5 minutos, para que a solugéo

estivesse equilibrada.

2.4.5 Espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear por Difusdo Ordenada

A espetroscopia de ressonancia magnética nuclear por difusio ordenada (*H DOSY RMN)
utiliza um gradiente variavel ao longo do eixo z, 0 que permite codificar a posi¢éo das particulas

na intensidade do sinal e assim estimar o seu tamanho (Figura 2.21).[68, 69]

di SIS A ala d21
H

d20

Figura 2.21: Sequéncia ledbpgpzs, utilizada nas experiéncias de "H DOSY RMN.

O ajuste dos dados experimentais a expressdo proposta por Stejskal-Tanner (Equagio 2.2)
permitiu a determinacéo do valor do coeficiente de difusdo (D), a partir da intensidade de sinal
néo atenuado (/p), da constante giromagnética do nucleo observado (7), da duracdo do gradiente
(6), da forca do gradiente () e do tempo de difusao (A).[68, 69]

[ = Iy x e POOO*(A-4) (2.2)

Assumindo particulas esféricas, o coeficiente de difusao relaciona-se com o raio hidrodinamico
(r) das particulas, a temperatura (7'), a constante de Boltzmann (kp) e a viscosidade do solvente

utilizado (n), conforme estabelecido pela Equacéo de Stokes-Einstein (Equagio 2.3).[68, 69]

 Tkp

D=
6mnr

(2.3)

No calculo dos raios hidrodindmicos, considerou-se que a viscosidade da agua deuterada
a 37 °C é de 0,84 mPa.s™!, tendo-se estimado este valor a partir dos dados apresentados na

literatura.[70]
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2.4.6 Calculos Teoricos

Os calculos tedricos de otimizacdo de estruturas quimicas foram realizados no programa
Gaussian (versdo de 2009), utilizando-se o GaussView 5.0.9 para o desenho das estruturas. As
geometrias das moléculas foram otimizadas com a base de func¢des 6-311g* e a teoria de Hartree-
Fock. Uma vez que os efeitos de solvatagio influenciam a organizacéo espacial das moléculas,
considerou-se o modelo continuo polarizavel (PCM) e a 4gua como solvente. As matrizes de
coordenadas atémicas para cada estrutura otimizada apresentam-se no Apéndice D, Tabelas D.1

aD.3.

2.4.7 Estudos de Solubilizacio de Compostos Hidrofébicos

As medicoes da capacidade de solubilizacdo de compostos hidrofébicos pelas micelas for-
madas foram realizadas considerando o Sudan I (1-fenilazo-2-naftol) - Figura 2.22 - como sonda
hidrofébica. Prepararam-se solugdes com varias concentracdes de 2Ct e adicionou-se um excesso
de corante a todas as solu¢des, tendo-se deixado equilibrar durante cerca de 2 horas a 37 °C. Apoés
esse tempo, mediram-se as respetivas absorvancias a 486 nm, descontando-se as absorvéncias

correspondentes ao composto anfifilico.[71]
L L
HOM

Figura 2.22: Estrutura quimica do Sudan I, corante utilizado nos estudos de solubilizacdo de
compostos hidrofébicos.

2.4.8 Titulagdes com macrociclos

As titulagdes dos compostos com macrociclos foram realizadas usando solugdes de CB7 e
CB8 previamente aferidas com cobaltocinio conforme descrito na literatura.[72] Exceto quando
indicado o contrario, tanto a concentracdo de substrato como o pH se mantiveram constantes
ao longo das experiéncias, tendo-se monitorizado as varia¢des induzidas pelos macrociclos por
espetroscopia de absorcio UV-Vis, de emissio ou 'H RMN. O célculo das constantes de associ-
acao foi efetuado por ajuste dos dados experimentais aos modelos apresentados no Apéndice
C. Nas titulacdes por competicdo, mantiveram-se as concentracdes de macrociclo e substrato
constantes, bem como o pH, tendo-se variado apenas a concentracio de competidor. Na Figura

2.23 apresentam-se as estruturas dos competidores considerados neste trabalho.
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Figura 2.23: Estruturas quimicas dos competidores utilizados no ambito deste trabalho: a) cloreto
de 7, 3, 4’-trihidroxi-flavilio e b) dicloreto de metil-viologénio (MV?21).
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3 Apresentacao e Discussao de

Resultados

No presente Capitulo, serdo apresentados os resultados obtidos ao longo deste trabalho, bem
como a respetiva discussdo e interpretacao. Para uma melhor compreensao e exposicao dos con-
tetdos, optou-se incluir algumas observacgdes acerca dos procedimentos sintéticos, seguidas da
caracterizacdo, dividida em duas sec¢des principais: Compostos Funcionalizados com Substi-
tuintes Anionicos e Compostos Funcionalizados com Substituintes Catiénicos, que incluem
respetivamente os resultados decorrentes dos estudos dos compostos 1 a 5 e a comparacéo entre

os resultados obtidos para os compostos 6 e 7.

Alguns dados experimentais foram ajustados a modelos tedricos, com vista a calcular cons-
tantes de acidez ou de associagdo, estando as deducdes matematicas descritas nos Apéndices B
e C. O Apéndice D sera um apoio ao presente Capitulo, pelo que contera dados experimentais

relevantes para uma melhor compreenséo do trabalho realizado.

3.1 Sintese

Os compostos na forma de catido flavilio foram sintetizados através de condensacgdes de
Claisen-Schmidt em meio acido, partindo de 2-hidroxibenzaldeidos e acetofenonas com padrdes
de substituicdo variavel.[54] As 2-hidroxichalconas, por sua vez, foram obtidas por conversao dos

respetivos catides flavilio, fazendo uso das propriedades do sistema multiestado.

Assim, a preparacdo dos materiais de partida com os padrdes de substitui¢do pretendidos foi
o primeiro passo no trabalho de sintese, tendo-se seguido procedimentos previamente estabeleci-
dos na literatura.[58, 62—-66] No caso dos compostos funcionalizados com substituintes anidnicos,
sintetizaram-se os aldeidos 1Al e 2Al, necessarios para a posterior obtencio dos compostos 1AH™
e 2AH™, respetivamente. Néo tendo sido possivel sintetizar o aldeido 3Al, contendo uma ca-
deia alifatica com um centro quiral, optou-se por introduzir essa substituicio numa acetofenona,
obtendo-se o composto 2Ac, necessario para a sintese do flavilio 5AH ™. Para comparar resultados,
planeou-se a sintese de um composto analogo ao anterior, a partir da acetofenona 2Ac (4AH™),
mas néo se conseguiu obter o produto com pureza suficiente para prosseguir estudos de carac-
terizagdo. Os restantes materiais de partida utilizados neste trabalho ja tinham sido preparados

previamente no grupo de investigagéo.
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3.2 Caracterizacio dos Compostos Funcionalizados com

Substituintes Anidnicos

Na Figura 3.1 apresentam-se as estruturas quimicas das chalconas trans aniénicas estudadas
no ambito deste trabalho, bem como dos respetivos catides flavilio: 1AHT-Ct a 5AH"-Ct. Os
resultados obtidos para os sistemas 1AH"-Ct a 3AH-Ct serdo apresentados em simultaneo e
comparados, em funcio do tamanho da cadeia hidrofébica na posigéo 4 da chalcona trans. No caso
do sistema 4AH"-Ct, para além de ndo ter sido possivel obter a chalcona trans pura conforme
descrito previamente no Capitulo 2, o catido flavilio revelou ter baixa solubilidade em agua, mesmo
a 37 °C, o que impossibilitou a caracterizacdo deste composto em meio aquoso e, por este motivo,
nio se prosseguiram os estudos. Por tiltimo, para o sistema contendo um centro quiral, 5AH™-Ct,
avaliou-se a capacidade de agregacéo por dicroismo circular, na presenca e na auséncia de CB8,
tendo-se obtido alguns resultados preliminares que se apresentardo no final desta Secgéo.

—a

O O s0.Na

+ o
RO < NaO;S G X
o =

R = But- (1AH*), Hex- (2AH*), Oct- (3AH*) R = Hex- (4AH*), (S)-2-metilbut- (SAH*)
RO Z “oH P NN N\SO:Na NaGsS A~ ~oR
R = But- (1Ct), Hex- (2Ct), Oct- (3Ct) R = Hex- (4Ct), (S)-2-metilbut- (5Ct)

Figura 3.1: Estruturas quimicas das chalconas trans (cor de laranja) anionicas em estudo e dos
respetivos catides flavilio (vermelho).

3.2.1 Caracterizacio dos Compostos 1 a 3
3.2.1.1  Caracterizacio dos Mondmeros

Em primeiro lugar, as constantes de acidez aparentes dos compostos 1, 2 e 3 foram determina-
das tanto no estado fundamental (pK’;) como no fotoestacionario (pK’,@PSS), através da técnica
de Saltos de pH, conforme descrito no Capitulo 2, com o objetivo de conhecer o comportamento
dos compostos em funcdo do pH. Na Figura 3.2, apresentam-se os espetros de absorcdo do com-
posto 2 em funcdo do pH, juntamente com os ajustes dos dados experimentais e no Apéndice D
encontram-se os graficos relativos aos restantes compostos (Figuras D.1 e D.2, Apéndice D).

Enquanto na Figura 3.2a) se observa o desaparecimento do catifo flavilio (A4, ~ 460 nm) a
medida que se forma a respetiva chalcona trans (A4, = 370 nm), na experiéncia apresentada

na Figura 3.2b), observa-se o processo inverso: ap6s irradiacdo das solugdes de Ct a varios valores
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Figura 3.2: a) Esquema das reacdes a decorrer nas experiéncias apresentadas nos graficos b) e c).
Espetros de absor¢ao do composto 2, a diferentes valores de pH ([citrato de s6dio] = 10 mM), no
estado b) fundamental (20 uM, T = 37 °C) e c) fotoestacionario (20 uM, A;- = 365 nm, T = 25 °C).

de pH, forma-se o catido flavilio. O ajuste dos dados experimentais ao modelo teérico exposto no
Apéndice B permitiu calcular os valores das constantes de acidez aparentes. Importa referir que
o aumento do tamanho da cadeia hidrofébica confere menor solubilidade em meio aquoso aos
compostos, ao mesmo tempo que facilita processos de agregagio. De facto, no caso do sistema 3,
observou-se um comportamento ligeiramente distinto dos restantes, nomeadamente pelo desvio
do méximo de absorgdo do catido flavilio. Assim, os valores de pK’, e pK’,@PSS determinados
poderéo ter a contribuicdo de fendmenos de pré-agregacao, ou seja, formacéo de agregados pré-
micelares ou oligdbmeros a concentracdes inferiores a CAC. Os valores das constantes de acidez
determinadas sumarizam-se na Tabela 3.1. Caso todos os compostos estivessem na forma néo
agregada, os valores de pK’, deviam ser semelhantes e, no entanto, observa-se uma correlagio

com o tamanho da cadeia alifatica.

Tabela 3.1: Valores de pK’,, pK’ o @PSS e ApK’, para os compostos 1, 2 e 3.

pK’, pK’,@PSS ApK’,
1AH1-Ct 2,8 4,9 2,1
2AHT-Ct 3,1 4,1 1,0
3AH"-Ct 3.4 3,9 0,5

Uma vez conhecido o comportamento dos sistemas em funcéo do pH, investigou-se a resposta
fotoquimica de solucdes diluidas das chalconas trans, de forma a selecionar um valor de pH que
permitisse observar a maior diferenca de composi¢do de catido flavilio antes e apds a irradiagao.

Os estudos foram efetuados mantendo a temperatura de 37 °C, de modo a manter a solubilidade
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dos compostos e simultaneamente simular as condi¢des do meio fisiolégico. No caso da 2Ct, o

pH escolhido foi de ~ 4, 3 (Figura 3.3).
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Figura 3.3: a) Representacio esquematica do fotocomutador aparente 2AH™ - 2Ct. b) Distribuicio
das fragcdes molares de catido flavilio (vermelho) e base conjugada (verde), nos estados funda-
mental (linha a cheio) e fotoestacionario (linha tracejada) do composto 2, em funcio do pH. c)
Irradiagdo a pH = 4,3 e a 37 °C da 2Ct (20 uM; [citrato de s6dio] = 10 mM; Ay = 365 nm).

Efetivamente verificou-se a existéncia de resposta fotoquimica, ja que apoés irradiagdo da
Ct (Mngz =~ 370 nm) se formou o catido flavilio (A4, ~ 460 nm). Nestas condi¢des de pH, a
eficiéncia de conversdo é de cerca de 57 %, o que é compativel com o grafico apresentado na
Figura 3.3a). Esta eficiéncia de conversdo pode ser superior utilizando condi¢des de pH em que
AHT seja mais estavel. Assim, no estudo dos compostos 1Ct e 3Ct, realizaram-se as irradiacdes
em condi¢des de pH acido: ~ 1 (Figura D.3, Apéndice D). Os espetros de absor¢éo do composto 3
adquiridos ao longo do tempo de irradiagdo da Ct apresentaram um desvio do maximo de absor¢éo
do catido flavilio, bem como do ponto isosbéstico, tal como se verificou na experiéncia de Saltos
de pH. Presume-se que este fenémeno esteja relacionado com a formagio de pré-agregados
conforme mencionado anteriormente, ja que o composto com menor capacidade de agregacéo (1)

se comportou como é esperado neste tipo de sistemas.

3.2.1.2 Caracterizacio dos Agregados

« Capacidade de Agregacao

Em primeiro lugar, avaliou-se a capacidade de agregacdo dos compostos em estudo, por analise
de solucdes aquosas das chalconas trans a varias concentragdes, mantendo a temperatura de 37

°C (Figura 3.4), tanto por tensiometria como por 'H RMN.
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Nas analises por tensiometria, verificou-se que os trés compostos baixam a tensio superfi-
cial da agua, indicando que adsorvem na interface liquido-vapor (Figura 3.4). A partir de uma
determinada concentragao, observou-se a estabilizacdo da tensao superficial, o que corresponde
a saturacdo da referida interface, a0 mesmo tempo que se inicia a formagéo de agregados, corres-
pondendo a concentracéo de agregacéo critica. Determinou-se desta forma a CAC dos compostos
1Ct a 3Ct, observando-se que varia inversamente com o tamanho da cadeia hidrofébica. O com-
posto 1Ct, com menor cadeia hidrofébica, apresentou o maior valor de CAC (2,0 mM), enquanto

0s compostos 2Ct e 3Ct apresentaram valores de 0,25 mM e 0,07 mM, respetivamente.
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Figura 3.4: Tenséo superficial de solu¢des aquosas de 1Ct (A), 2Ct (o) e 3Ct (W), a 37 °C, em funcio
da concentracédo. Em inset apresenta-se a relagio entre o logaritmo neperiano da CAC e o tamanho
da cadeia hidrofébica.

Com o objetivo de confirmar os dados obtidos por tensiometria, efetuou-se uma analise se-
melhante por 'H RMN. Apés aquisiciio dos espetros das solucdes de cada composto a varias
concentragdes, verificou-se um desvio para campo alto, compativel com a formacéo de agregados,
0 que permitiu obter um valor aproximado de CAC. Na Figura 3.5, apresentam-se espetros de
'H RMN do composto 2Ct adquiridos com concentragdes variaveis de composto, bem como a
representacdo da média dos desvios quimicos de alguns sinais representativos em funcéo da con-
centragio de chalcona trans. Os dados correspondentes dos compostos 1Ct e 3Ct apresentam-se

nas Figuras D.4 e D.5, no Apéndice D.

No geral, verifica-se que a gama de valores de CAC determinada por ressonancia magnética
nuclear € inferior ao valor obtido por tensiometria, o que sugere a formacéo de pré-agregados,
conforme ja reportado na literatura para outros tensioativos (Tabela 3.2).[73, 74] De facto, este
fendmeno sera detetavel por RMN e néo por tensiometria, dado que esta ultima apenas deteta
alteracdes na interface solugdo-ar. A discrepincia entre os valores de CAC obtidos por RMN e
tensiometria é particularmente notavel no caso do composto 1Ct, com menor tamanho de cadeia
hidrofébica, indicando que a sua agregacdo é um processo menos cooperativo do que a dos

analogos de maior carater hidrofébico.
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Figura 3.5: a) Espetros de 'HRMN do composto 2Ct em D20 a adquiridos 37 °C, com concentracdes
variaveis. De baixo para cima: 0,06 mM; 0,22 mM; 0,50 mM; 1,26 mM e 12 mM. b) Representacéo
da média dos desvios quimicos de alguns sinais representativos do composto 2Ct, em fungio
da concentragio de composto, destacando-se o valor de CAC determinado por tensiometria a
tracejado e a gama na qual devera constar o valor de CAC indicado por "H RMN.

Tabela 3.2: Valores de CAC dos compostos 1Ct, 2Ct e 3Ct, determinados por tensiometria
e '"H RMN.

CAC (tensiometria) / mM CAC (‘H RMN) / mM
1Ct 2,00 0,21 — 0,37
2Ct 0,25 0,13 — 0,21
3Ct 0,07 < 0,15
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« Tamanho e Morfologia dos Agregados

Uma vez confirmada a capacidade de agregagio das chalconas trans, iniciou-se a caracterizacdo
estrutural dos agregados, o que incluiu a determinacéo do seu tamanho e forma.

As analises efetuadas por dispersao de luz dinamica (DLS) permitem determinar o tamanho de
nanoparticulas.[75] Contudo, nas experiéncias efetuadas, os resultados ndo se mostraram reprodu-
tiveis e néo foi possivel retirar nenhuma conclusio. Desta forma, recorreu-se a espetroscopia de
'H RMN por difusio ordenada. Na Figura 3.6, apresentam-se os espetros de "H RMN do composto
2Ct em DO, adquiridos com forca de gradiente variavel, a uma concentracdo superior a CAC,

bem como o ajuste dos dados que permitiu a determinacdo do respetivo coeficiente de difuséo.
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Figura 3.6: a) Espetros de "H DOSY RMN do composto 2Ct (13 mM, D20), adquiridos a 37 °C. b)
Determinacéo do coeficiente de difusido, com recurso a equacdo de Stejskal-Tanner.

A mesma experiéncia foi realizada para os compostos 1Ct e 3Ct (ver Figuras D.6 e D.7, Apén-
dice D), sumarizando-se os resultados na Tabela 3.3. N4o tendo sido possivel determinar o coefici-
ente de difusdo dos monémeros, os valores apresentados sio valores aparentes (assim como o de
raio hidrodindmico obtido a partir deste pardmetro), que, conforme apresentado na Equacio 3.1,
incluem a contribui¢do dos mondémeros (m) e dos agregados (A). Acima da CAC, assume-se que
a concentracdo de mondmeros se mantém constante e igual a CAC, pelo que se pode considerar
Cp correspondente a concentracéo total de mondmeros e agregados.[76]

CAC Co— CAC D

Dobs = XmDm + XADA < Dobs = 7Dm +

Co Co A (3-2)

Tabela 3.3: Valores de coeficiente de difusdo e raio hidrodinamico dos agregados dos
compostos 1Ct, 2Ct e 3Ct, determinados por 'H DOSY RMN.

D x10~' / m?/s r/ nm
1Ct 12,0 2,3
2Ct 12,1 2,2
3Ct 6,5 4,2
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Foram ainda realizados célculos tedricos para otimizar as estruturas dos compostos conside-
rados, a fim de estimar o comprimento dos monémeros, permitindo uma melhor interpretacéo
dos dados experimentais apresentados acima. As estruturas otimizadas apresentam-se na Figura
3.7, bem como as distancias entre os atomos de enxofre e carbono assinalados. As matrizes de

coordenadas atomicas apresentam-se nas Tabelas D.1 a D.3, no Apéndice D.
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Figura 3.7: Estruturas otimizadas dos compostos 1Ct, 2Ct e 3Ct (HF/6-311G*; PCM; H,0) e respe-
tivas distancias entre o 4tomo de enxofre e o atomo de carbono assinalados.

Os valores de raio hidrodinamico calculados por 'H DOSY RMN revelaram ser semelhantes
aos valores apresentados de comprimento dos monémeros, obtidos através de calculos computaci-
onais, o que é compativel com a formacdo de estruturas micelares esféricas. No entanto, importa
referir que o coeficiente de difusio observado depende da concentragdo de composto, pelo que
nas condig¢des utilizadas nio é possivel efetuar uma comparacdo quantitativa rigorosa entre os
valores obtidos para os diferentes compostos.[76] Contudo, pode verificar-se um aumento do raio

nos compostos com maior cadeia hidrofobica, conforme era expectavel.
« Estudos de Solubilizacdo de Compostos Hidrofébicos

O estudo da capacidade de solubilizacido de compostos hidrofébicos pelos agregados forma-
dos foi realizado apenas para o composto 2Ct, conforme descrito no Capitulo 2. O Sudan I é um
composto de natureza hidrofébica, pelo que apresenta reduzida solubilidade em agua. Dado ser
também um corante, pode ser usado como sonda para detetar a formacéo de estruturas supramo-
leculares, através da sua absorcdo. Na Figura 3.8, apresentam-se as absorvancias do Sudan I a 486
nm, em fungdo da concentracdo de composto anfifilico 2Ct.[71]

No inicio, quando a concentracdo de chalcona 2Ct é inferior a respetiva CAC (0,25 mM), a
absorvancia do Sudan I é quase nula, indicando que néo esta solubilizado. A partir da CAC, a
absorvancia de Sudan I comeca a aumentar, o que significa que a quantidade de corante solubili-
zado é crescente, resultado da formacéo de agregados. Por fim, a partir de uma concentracgio de
2Ct de aproximadamente 7,6 mM, a quantidade de Sudan I solubilizada parece estabilizar, o que

ndo é compativel com a crescente formacgao de micelas a medida que a concentracio de composto

44



3.2. CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS FUNCIONALIZADOS COM
SUBSTITUINTES ANIONICOS

1.6
| 1 )
1.2 4 ]
£
N i
é% 0.8 -
=
7]
Kol
<€ 04
| =
0 [ ®
0 2 4 6 8 10

[2Ct] / mM

Figura 3.8: Absorvancias do Sudan I a 486 nm, em solucdes de 2Ct com concentracgéo variavel,
mantendo a temperatura de 37 °C. Da esquerda para a direita destaca-se, respetivamente, a zona
onde a solubilizacio da sonda hidrofébica é: 1) inexistente; 2) crescente e 3) maxima e constante.

anfifilico aumenta. Ainda assim, os resultados permitem evidenciar a formacéo de estruturas

micelares, capazes de solubilizar compostos hidrofébicos em meio aquoso.
+ Resposta Fotoquimica

A resposta fotoquimica dos agregados foi avaliada para o composto 2Ct, por ter o tamanho
de cadeia hidrofébica intermédio, tendo-se adquirido os espetros de absor¢do de solugdes concen-
tradas (acima da CAC) ao longo do tempo de irradia¢do a 365 nm (Figura 3.9), mantendo o pH = 1.
Na Figura 3.9, apresentam-se os resultados obtidos para uma soluc¢do com concentragio de 1 mM.

Verificou-se uma diminuicio da eficiéncia de conversio Ct — AH™", em comparagio com
0 que se observou em condi¢des abaixo da CAC (ver Figura 3.3), sugerindo a reduzida resposta
fotoquimica dos agregados. Ainda assim, seria importante prosseguir estudos para investigar
a razdo da diminuicdo da resposta fotoquimica observada, de modo a perceber como pode ser

melhorada.

0 min
10 min

——2 h 30 min

0s N/

250 350 450 550 650
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Figura 3.9: Irradiagdo a pH = 4,1 e a 37 °C da 2Ct (1,0 mM; [citrato de sédio] = 10 mM; b = 0,1

cm; \jrr = 365 nm). Os espetros de absor¢do adquiridos antes da irradiacdo e ap6s 10 min e 2,5 h
apresentam-se a cor de laranja, cinzento e vermelho, respetivamente.
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3.2.1.3 Estudos de Interacio Recetor-Substrato

Na experiéncia apresentada na Secgéo anterior, observou-se uma reduzida resposta fotoqui-
mica dos agregados, dado que a eficiéncia da conversio Ct-AH' mostrou ser baixa comparati-
vamente ao composto ndo agregado. Assim, tornou-se necessario adotar uma nova estratégia de
promover esta conversio, com o objetivo de dissociar as micelas. Considerando os resultados
previamente reportados na literatura para um sistema semelhante aos estudados nesta sec¢éo
(ver Capitulo 1), o0 CB7 podera ter uma reduzida afinidade para se associar a Ct (K ~ 102 M~1),
o que significa que o processo de agregacio é preferencial em comparacdo com a associagio.[57]
A afinidade do CB7 com o catido flavilio devera ser superior (K =~ 10° M~1), favorecendo a

conversio Ct-AH™ aquando da irradiaciio.[57] Na Figura 3.10 esquematiza-se esta abordagem.
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Figura 3.10: Esquema da estratégia adotada para dissociagio das micelas formadas.

A primeira fase destes estudos incluiu a determinagio das constantes de associacdo dos com-
postos 1, 2 e 3, tanto na forma de chalcona trans como de catifo flavilio, com cucurbit[7]urilo.
Em primeiro lugar, monitorizaram-se as titulagdes de substrato com CB7 por espetroscopia de
absorcdo, mantendo a temperatura de 37 °C, a fim de permitir a solubilidade de todos os compos-
tos e posterior comparagio dos resultados. No caso dos compostos na forma de catido flavilio,
monitorizaram-se ainda as titulagdes por espetroscopia de emissdo, utilizando neste caso tem-
peratura ambiente, ndo s6 por o equipamento ndo permitir o uso de um banho termostatizavel,
como também por os compostos serem todos soliveis em agua as concentragdes exigidas pela
técnica. De modo a validar os resultados obtidos, monitorizou-se ainda a titulacdo dos compostos

1AH™ e 1Ct com CB7, por espetroscopia de absorcio, a temperatura ambiente.

Relativamente ao composto 1Ct, considerando as titula¢des monitorizadas por espetroscopia
de absorcio, observa-se que a constante de associacio é superior a 25 °C do que a 37 °C (Kos:c =

2,6 x 10* M~1; K37:¢c = 1,6 x 10* M) - Figura 3.11.
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Figura 3.11: a) Representacido esquematica da formacéo da associagdo 1Ct@CBy. Variacdes espe-
trais observadas ap6s adicdo de CB7 a uma solugéo de 1Ct (45 #M), a pH neutro, a uma temperatura
de b) 25 °C e de c) 37 °C. Em inset apresentam-se os ajustes dos dados experimentais ao modelo
tedrico 1:1 descrito no Apéndice C. Na fotografia destaca-se o desvio para o vermelho induzido
pela associagdo.

Aplicando a Lei de van’t Hoff (Equacéo 3.2), esta observacéo implica uma variacdo negativa
da entalpia (AH* = —3,2 x 10* J.mol 1), o que é concordante com o facto de a associaciio ser um
processo exotérmico.[77] Considerando as constantes de associagdo determinadas, calculou-se
também a variacdo de entropia, através da Equacio 3.3 (TAS° = —6,1 x 103 J.mol~!) Assim,
observa-se que o processo de formacéo da associacdo supramolecular é favoravel entalpicamente
e ligeiramente desfavoravel entropicamente. A variacdo negativa de entropia (AS° < 0) devera
estar relacionada com a perda de graus de liberdade aquando da associacéo, que nao é suficiente-

mente compensada pela dessolvatacdo das moléculas de recetor e substrato.[77]

m(E2y_AH 1 1 (32)
K.)_ R |, T 3
AG = AH — TAS (3-3)

Esta observagdo mantém-se para o composto 1AHT, quando se comparam as constantes
obtidas a 25 °C e a 37 °C (Ka5:¢ = 6,6 x 10° M~} Ky = 2,1 x 10° M~ AH® = —7,3 x 10*
Jmol™; TAS® = —4,2 x 10* J.mol~!) - Figura 3.12. No Apéndice D, apresentam-se os espetros

de absor¢io e respetivo ajuste de dados, para a experiéncia realizada a 25 °C (Figura D.38).
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Figura 3.12: a) Representacio esquematica da formacio da associacio 1AHT @CB7. Variacdes
espetrais observadas apés adicio de CB7 a uma solucdo de 1AH™ (34 M), a pH = 1, a uma tempe-
ratura de b) 37 °C, monitorizando-se por espetroscopia de absorcio e de c) 25 °C, monitorizando-se
por espetroscopia de emissio (Aezec = 400 nm). Em inset apresentam-se os ajustes dos dados ex-
perimentais ao modelo tedrico 1:1 descrito no Apéndice C.

Para determinar o posicionamento do macrociclo nos compostos 1AH™ e 1Ct, monitorizaram-
se as titulagdes por 'H RMN, apresentando-se os espetros do composto 1AH" na auséncia e na
presenca de CB7 na Figura 3.13. A titulacdo foi monitorizada até aos 2 eq. de macrociclo com o

objetivo de confirmar se ocorreria formagio de associacdes 2:1.

Nio se observando diferencas significativas entre os espetros adquiridos na presenca de
1 eq. ou 2 eq. de CB7, conclui-se que apenas se formam associagdes com estequiometria 1:1.
Considerando a estrutura quimica do macrociclo, sabe-se que os sinais correspondentes aos
protdes que se encontrem junto dos portais, sdo desblindados devido a natureza eletronegativa
dos grupos carbonilo ai presentes, deslocando-se para campo baixo, como se observa para os
protoes 4 e 5. Contrariamente, os protdes localizados dentro da cavidade do CB7 séo blindados,
deslocando-se para campo alto apds a associacdo, o que se verificou para os protdes alifaticos 5*

a 8" e ainda para o aromatico 6.

Realizou-se a mesma experiéncia para a chalcona correspondente (1Ct) e, apesar de néo ter
sido possivel fazer uma atribuicéo inequivoca dos sinais referentes a associagio supramolecular
devido ao seu alargamento, observa-se o desvio dos protdes alifaticos 5% a 8" para campo alto,
sugerindo que o macrociclo se liga a esta posi¢do do substrato (Figura 3.14). Esta evidéncia explica
a subida da constante de associacido em cerca de duas ordens de grandeza, quando comparado
com o exemplo da literatura (K (1Ct) = 2,6 x 10* M~%; K([57]) = 3,0 x 102 M™1), visto que
o composto reportado nédo continha esta cadeia alifatica na sua estrutura.[57] Para além disso, é
uma prova de que o efeito hidrofobico contribui de forma significativa para a estabilizacdo da

associacdo supramolecular.
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Figura 3.13: Espetros de 'H RMN do composto 1AH* livre (em baixo), com 1 equivalente de CB7
(a0 centro) e com 2 equivalentes de CB7 (em cima), a pD = 1, em D20, 500 MHz ([1AH"] = 0,5
mM). A cor de laranja destacam-se os protdes que se deslocam para campo alto apos a associacéo,
significando que se encontram no interior da cavidade do macrociclo, conforme esquematizado
na estrutura quimica.
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Figura 3.14: Espetros de 'H RMN do composto 1Ct livre (em baixo) e na presenca de CB7 em
quantidade variavel, a pD neutro, em D20, 500 MHz ([1Ct] = 0,5 mM). A cor de laranja destacam-
se os protdes que se deslocam para campo alto apos a associagio, significando que se encontram
no interior da cavidade do macrociclo, conforme esquematizado na estrutura quimica.

Mesmo havendo alguma dependéncia das constantes de associagdo com a temperatura, os
valores ja apresentados mostram que a ordem de grandeza néo é alterada, o que permite comparar

os valores determinados pela monitorizagio por espetroscopia de absor¢ao a 37 °C com os obtidos
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por espetroscopia de emissao a 25 °C. Assim, efetuaram-se estas experiéncias para os compostos
1AHT, 1Ct, 2AH™, 2Ct, 3AH™ e 3Ct e as constantes de associacio determinadas sumarizam-se
na Tabela 3.4. Os espetros adquiridos, bem como os respetivos ajustes de dados apresentam-
se nas Figuras D.g a D.12, no Apéndice D. No geral, verifica-se um aumento das constantes de
associacdo com o aumento do carater hidrofébico e, para além disso, nos compostos 3Ct e 3AH™,
foi necessario ajustar os dados experimentais a um modelo de ligagio 2:1, 0 que sugere que a cadeia
alifatica tenha tamanho suficiente para possibilitar a associacdo de duas unidades de macrociclo.

Esta evidéncia carece, no entanto, de confirmacdo por espetroscopia de RMN.

Tabela 3.4: Constantes de associagdo dos compostos 1Ct, 1AH™, 2Ct, 2AH™, 3Ct e 3AH™
com CB7, determinadas a temperatura ambiente ou a 37 °C, por espetroscopia de absor¢io
ou de emissao.

Kosc/ M1 Ksrc/ M1 Koo/ M1
Substrato 25 C/ 370/ 25 C/
Absorc¢io Absorc¢iao Emissio
1Ct 2,6 x 10* 1,6 x 104 —
1AHt 6,6 x 10° 2,1 x 10° 6,6 x 10°
2Ct — 1,7 x 10° -
2AHT — 1,9 x 10° 4,4 x 10°
ct 7,9 x 10%
3 8,6 x 101
AH* B 1,0 x 106
3 1,2 x 103

O aumento da ordem de grandeza das constantes de associacdo das chalconas 1Ct, 2Ct e 3Ct
em cerca de 2-3 unidades, quando comparado com o composto analogo reportado na literatura,
impossibilita que as interagdes recetor-substrato sejam utilizadas conforme esquematizado anteri-
ormente na Figura 3.10.[57] Contudo, nas titulacdes monitorizadas por espetroscopia de absor¢éo,
observou-se um desvio batocromico do maximo de absorcdo induzido pela associacgéo, variavel
consoante o tamanho da cadeia hidrofébica (1Ct: 28 nm; 2Ct: 13 nm; 3Ct: 4 nm). Esta observacio,
para além de poder estar associada ao grau de entrada de cada composto na cavidade do macro-
ciclo, evidencia que o comprimento de onda de excitacdo utilizado para perturbar o sistema pode
ser superior ao que se utilizaria para o substrato livre, o que é interessante do ponto de vista das
aplicacdes, nomeadamente por adicionar a possibilidade de irradiar sistemas biologicos com luz
visivel. Deste modo, optou-se por prosseguir com os estudos de interacgéo recetor-substrato, in-
cluindo 1) a determinacio do pK’, das associa¢des formadas no equilibrio térmico e 2) a avaliacdo

da resposta fotoquimica das chalconas trans na presencga de macrociclo.

Na Figura 3.15, apresentam-se os resultados obtidos para o composto 1, com os respetivos
ajustes dos dados experimentais aos modelos teéricos. As experiéncias analogas efetuadas para os
compostos 2 e 3 apresentam-se nas Figuras D.13 e D.14, no Apéndice D. Na Tabela 3.5, sumarizam-

se os resultados obtidos.
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Figura 3.15: a) Representacio esquematica do fotocomutador aparente 1AH" @CB7 - 1Ct@CBy.
b) Espetros de absor¢do a diferentes valores de pH, mantendo a temperatura a 37 °C e [citrato de
sodio] = 10 mM, do composto 1 (23 M), na presenca de CB7 (5 eq.). Em inset apresentam-se os
ajustes dos dados experimentais que permitiram obter o valor de pK’,. c) Alteracdes espetrais
apOs irradiacio a 365 nm e a 37 °C do composto 1Ct (19 zM), na presenca de CB7 (5 eq.), mantendo
o pH = 5 e [citrato de s6dio] = 10 mM. Em inset apresentam-se as absorvincias maximas da Ct e
AH™ em funcio do tempo de irradiagéo.

No geral, observou-se um aumento do pK’, do sistema multiestado induzido pela interacéo
com o CB7, o que significa que o macrociclo se associa preferencialmente com o catido flavilio, em
comparacdo com a respetiva chalcona trans, estabilizando-o até valores de pH mais elevados. No
caso do composto 3, com maior carater hidrofébico, néo se observou um aumento significativo
do pK’, apds a associa¢do ao CB7, o que sugere que a maior capacidade de formar agregados
podera estabilizar o catifo flavilio por si.

A diferenca das constantes de associacio das associacdes contendo catido flavilio ou chalcona

trans relaciona-se com os valores de pK’, para o composto livre ou associado, de acordo com a

Equacéo 3.4.[52]

K (composto livre) x Ki.1(Ct)
K (associagao)

Ki1(AHT) = (3-4)

Assim, a determinacdo dos valores de pK’, das associacdes dos compostos 1 a 3 com CB7
permitiu ainda confirmar os valores previamente apresentados das constantes de associacéo.
Tanto no composto 1 como no 2, a determinacio das constantes de associacdo e de acidez foi
realizada mantendo as mesmas condi¢des de temperatura, e verificou-se compatibilidade dos
valores apresentados. No caso do composto 3, a diferenca entre as constantes de associacdo do
catifio flavilio com o macrociclo e da respetiva chalcona trans implicaria um aumento do pK’, em

cerca de uma unidade, induzido pela associacdo, o que néo se verificou (pK’4(3) = 3,4; pK o (3@CB7)
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= 3,5.) A maior capacidade de agregacido podera estabilizar o catido flavilio, diminuindo o efeito
habitual que a interacdo supramolecular com o CB7 despoleta. Para além disso, como ja foi referido
anteriormente, a determinacao do pK’, deste composto, tanto livre como na presenca de CB7,
ndo é rigorosa, por poder haver a contribuicio de fenémenos de agregacio, constituindo apenas
uma indicacdo.

Relativamente a resposta fotoquimica, os estudos foram realizados a temperatura ambiente,
de modo a possibilitar o calculo dos rendimentos quanticos de reacdo. Observou-se um aumento
da eficiéncia de conversio Ct-AH ™ na presenca do macrociclo, atingido-se rendimentos quanticos
de reacdo de 8,5 %. Para além disso, a estabilizacdo do catido flavilio até valores de pH superiores
possibilitou o funcionamento do fotocomutador em condi¢des de pH ligeiramente superiores
(=~ 4).

Tabela 3.5: Valores de pK’, e ® das associagdes 1@CB7, 2@CB7 e 3@CB7, incluindo-se
os valores de pK’, dos substratos livres para comparacéo.

Composto pK’, substrato pK’ . @CB7 D/ %
1 2,8 3,6 5,9
2 3,1 3,8 4,1
3 3,4 355 4,5
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3.2.2 Caracterizacdo do Composto 5

A sintese e caracteriza¢do de um composto anfifilico multi-responsivo contendo na sua es-
trutura um centro quiral surgiu com o objetivo de investigar os fenémenos de agregacio por
dicroismo circular, uma vez que esta técnica permite a detecio de compostos aromaticos que
apresentem quiralidade, em condi¢des diluidas (na gama dos ©M). Para além disso, havia a possi-
bilidade de formacao de agregados helicoidais, ja que o uso de pequenas moléculas contendo um
centro quiral é uma das abordagens mais eficientes de obter este tipo de estruturas.[20] Inicial-
mente, planeou-se a introducéo da cadeia contendo o centro quiral no aldeido, para ser possivel
comparar a capacidade de agregacio com os compostos 1 a 3, cujos estudos ja se apresentaram.
Contudo, néo foi possivel sintetizar o aldeido pretendido, tendo-se optado por inverter o padrao
de substituicio, ou seja, colocou-se a cadeia contendo o centro quiral na acetofenona e a cadeia

contendo o grupo sulfonato no aldeido (Figura 3.16).

Me
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Figura 3.16: Estruturas quimicas dos compostos 3Al, 2Ac e 5AH™.

Apesar de isto implicar que os resultados ndo sdo comparaveis com os compostos anteriores,
como inicialmente pretendido, fez-se uma caracterizagéo preliminar do catido flavilio 5SAH" por
dicroismo circular na presenca e auséncia de CB8. O uso deste macrociclo possibilita, de acordo
com os resultados obtidos na titulacdo monitorizada por espetroscopia de emisséo, a entrada de

duas unidades de substrato numa de macrociclo (Figura 3.17).

De facto, as dimensdes da cavidade do CB8 permitem habitualmente a inclusio de duas uni-
dades de catido flavilio.[78] Para além disso, destaca-se ainda a ordem de grandeza superior da
constante de associagdo K7.2 em comparacdo com a K.1, o que significa que a formagio da asso-
ciagdo 1:2 é mais favoravel em comparacgio com o 1:1. Por outras palavras, existe cooperatividade

positiva no sistema, ja que o = % > 1.[79]
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Figura 3.17: Variacdes espetrais observadas apds adigdo de CB8 a uma solucio de 5AH™ (2 uM), a
pH = 1, a uma temperatura de 25 °C, monitorizando-se por espetroscopia de emissdo (Aeyc = 480
nm). Em inset apresentam-se os ajustes dos dados experimentais ao modelo teérico 1:2 descrito no
Apéndice C. Na fotografia, apresentam-se duas células contendo igual concentracao de substrato,
antes (esquerda) e apds (direita) adicdo de CB8, sendo evidenciado o desvio batocrémico induzido

pela associacdo supramolecular.

Os estudos de dicroismo circular compreenderam em primeiro lugar a aquisicdo dos espe-

tros do composto 5AH" per si a duas concentragdes distintas e da associacio 5AHT @CB8, a

temperatura ambiente (Figura 3.18).
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Figura 3.18: Espetro de a) dicroismo circular eletronico e b) absor¢do do composto 5AH™ (HCl 0,1
M, pH = 1, 25 °C) numa solucéo diluida (0,05 mM, linha preta), concentrada (0,50 mM, b = 0,1 cm,
linha cor de tijolo) e na presenca de CB8 (0,02 mM, 1,2 eq. CB8, linha azul clara).

Observaram-se bandas de dicroismo circular em todos os casos, embora com intensidades e
sinais distintos. Por compara¢do com os espetros de absorcéo, conclui-se que as bandas centradas
entre 0s 425 nm e 0s 460 nm correspondem ao composto na forma de catido flavilio. Comparando
os espetros correspondentes as solu¢des de composto livre, observa-se que o sinal de dicroismo
circular aumenta com o aumento de concentracdo do composto, ao contrario da absorvancia.
Assumindo que o composto forma agregados na solu¢ido mais concentrada, o aumento de inten-

sidade do sinal de dicroismo podera indicar que as moléculas de 5AH™ se orientam de modo
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analogo. Por outro lado, a adicdo de CB8 induz a inversao do sinal de dicroismo circular, visto que
o Ae da banda correspondente ao composto em estudo tem sinal positivo, sugerindo a inversio
da helicidade dos agregados.

De modo a racionalizar o comportamento do sistema, adquiriram-se espetros de dicroismo
circular eletrénico do composto livre a uma concentracido de o,5 mM, a varias temperaturas,
comecando por uma rampa de aquecimento, seguida por outra de arrefecimento (Figura 3.19).

a) b)
80 - 1.6

e
o
o
Is}

N

Abs {465 nm)
= =
b o

E
c
u
04 §
<

o

Ag /M m?
=}

-40

4

25"C - 60°C
-80 —rT —r— T ™ T - —
250 300 350 400 450 500 550 250 350 450 550 650

A/nm A/ nm

Figura 3.19: Varia¢des no espetro de a) dicroismo circular eletrénico e b) absor¢do do composto
5AH" (0,50 mM, HCl 0,1 M, pH = 1), em funcéo da temperatura no aquecimento de 25 °C a 60 °C.

Em primeiro lugar, verifica-se que o aumento de temperatura origina a diminuicéo da intensi-
dade de todos os sinais de dicroismo circular, a0 mesmo tempo que a absorvancia aumenta. Tendo
em conta os resultados obtidos anteriormente para a solu¢do de composto livre mais diluida
em comparacdo com a mais concentrada, este comportamento pode indicar que o nimero de
interacdes diminui em consequéncia do aquecimento e possivelmente os agregados formados sdo
destruidos. Na rampa de arrefecimento posteriormente efetuada ndo se observou a retoma do
sinal inicial, sugerindo que existe uma barreira de ativacdo para a formacéo de agregados. (Figura

D.15, Apéndice D).
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3.3 Caracterizacio dos Compostos Funcionalizados com

Substituintes Catidonicos

Na Figura 3.20 apresentam-se as estruturas quimicas dos compostos cationicos estudados
no aAmbito deste trabalho: 6AH™, 6Ct, 7AH™ e 7Ct. Apesar de os compostos mencionados nio
se terem revelado promissores a nivel da agregacéo, os estudos de interacdo recetor-substrato
com cucurbit[7]urilo surgiram como ferramenta para construir associacdes supramoleculares,
bem como para controlar a reatividade fotoquimica. Em primeiro lugar, determinou-se o valor da
constante de acidez aparente, K/\, de ambos os sistemas. De seguida, estudaram-se as propriedades
fotoquimicas e os resultados obtidos sugeriram a existéncia de um processo de fotodimerizacéo
intramolecular no caso do composto 6, o qual compete com o processo fotocrémico de isomeri-
zagdo da chalcona trans que conduz a formacéo do catifo flavilio, convencionalmente observado

nestes sistemas.
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Figura 3.20: Estruturas quimicas dos compostos catiénicos em estudo, destacando-se as unidades
de catido flavilio (vermelho) e de chalcona trans (cor de laranja).

3.3.1 Caracterizacio Espetroscopica dos Monomeros
3.3..1 Determinacio do pK/ no estado fundamental

Como ja foi referido anteriormente, o catifo flavilio é a espécie do sistema multiestado mais
estavel a valores de pH acidos (pH < 2). Contudo, equilibrando uma solu¢io a valores de pH mais
elevados é possivel seguir por espetroscopia de absor¢io UV-Vis o desaparecimento do catifo
flavilio (Ay42 =~ 440 nm), 3 medida que se formam as outras espécies. [28-36, 51—-53] Dado que
nenhum dos compostos cationicos estudados é susbtituido na posicéo 4 da chalcona por um grupo
eletrodoador, a barreira de ativacdo da reacdo de isomerizagéo é elevada, ao contrario do exemplo
que se apresenta na Figura 3.21. Assim, é possivel considerar um pseudo-equilibrio, no qual néo

se observa a formacio da chalcona trans. [29-33, 35, 53]
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Figura 3.21: Estruturas de ressonancia de uma chalcona cis (Cc) substituida na posicdo 4 por
um substituinte eletrodoador, destacando-se a cor de laranja a ligacdo dupla que isomeriza para
formar a chalcona trans (Ct).

Na Figura 3.22, apresentam-se os espetros de absor¢io a 25 °C dos compostos 6 e 7, adquiridos
cerca de um minuto apo6s o salto de pH, bem como o ajuste dos dados que permitiu o calculo da

constante de acidez aparente, K Q de cada sistema.
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Figura 3.22: a) Representacéo esquematica das transformacdes decorrentes dos saltos de pH dos
compostos 6 e 7, a temperatura ambiente, desde pH = 1 até valores de pH mais elevados. Espetros
de absorcéo a diferentes valores de pH, mantendo a temperatura de 25 °C e [citrato de sédio] =
10 mM, do composto: b) 6 (25 uM) e ¢) 7 (23 uM). Em inset apresentam-se os ajustes dos dados
experimentais que permitiram obter os valores de pK’.

Em primeiro lugar, no caso do composto 6, observa-se a alteracdo da forma da banda referente
ao catido flavilio consoante a sua concentracdo. Na Figura 3.23, verifica-se que a decomposigéo do
espetro do composto 6 adquirido a pH = 6 (condi¢des nas quais existe pouca quantidade de catido
flavilio) é sobreponivel com o espetro do composto 7 a pH = 1, 0 que sugere a existéncia, a pH
acido, de um processo ou interagio adicional no sistema que contém duas unidades responsivas.

Com o objetivo de testar a ocorréncia de fenémenos de agregac¢io, adquiriu-se um espetro de
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absorc¢ao do composto 6 a pH = 1 em 9o % de metanol, tendo-se verificado a sobreposi¢do com os

anteriores, devendo assim corresponder as condi¢des em que o composto nido esta agregado.
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Figura 3.23: Espetros de absorc¢éo do composto 6 a pH = 1 (linha preta cheia) e a pH = 6 (linha
preta tracejada). A cor de laranja, apresenta-se o espetro normalizado do flavilio obtido por
decomposigio do espetro registado a pH = 6, com o objetivo de destacar a diferenca na forma da
banda do catifo flavilio, em funcdo do pH (linha laranja); o espetro do composto 6 a pH = 1 numa
solugéo contendo 9o % de metanol (linha verde) e o espetro do composto 7 a pH = 1 (linha azul
clara).

De modo a confirmar se a interagfo existente no composto 6 é de natureza intra ou intermo-
lecular, realizou-se uma experiéncia de 'H DOSY RMN do catiio flavilio 6AHT (6 mM) a pD = o.
O coeficiente de difusdo obtido (D = 2,92 x 107'Y m?/s) é compativel com uma massa molecular
de 836 g/mol, de acordo com o método de Stokes-Einstein Gierer-Wirtz (Figura D.16, Apéndice
D).[80] Este valor é préximo da massa molecular do composto sem se considerarem os contra-
ides: 644 g/mol, o que sugere que se trate de um processo de natureza intramolecular. Contudo,
importa referir que um erro de apenas 5% na determinacéo do coeficiente de difusdo origina uma
variagdo da massa do composto em cerca de 106 g/mol.

Relativamente a determinacgido dos valores das constantes de acidez aparentes, no caso do
sistema 6AH"-Ct, os pontos experimentais deveriam ser ajustados a dois valores de K/} por se
tratar de um diacido, mas, uma vez que nio tracam dois pontos de inflexdo bem definidos, tal ndo
foi possivel. Assim, com base na deducdo matematica apresentada na Seccdo B.o.3 do Apéndice
D e considerando que as duas reacdes de pseudo-acido-base sdo um processo estatistico, ou seja,
todas as constantes microscopicas (K,,,) sdo iguais, ajustou-se apenas o valor de K\, e obteve-se
o valor de K7, usando a igualdade estabelecida na Equacéo 3.5.[28]

K»,

Ké\zzii

A constante de acidez microscépica, Ky, corresponde, de acordo com a Equagéo 3.6, a me-

(3:5)

tade da constante de acidez aparente K/ e é este valor que se deve comparar com a constante

determinada para o sistema 7AH"-Ct.

Kaml =

(3.6)

[\ @N>
—
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Assim, conclui-se que os valores de pK/' obtidos para os dois sistemas diferem em cerca
de o,5 unidades (pK,,,,(6) = 3,6; pK,(7) = 4, 1), apresentando um valor inferior no sistema
6AHT-Ct. Este resultado sugere que neste sistema ocorre algum outro processo, possivelmente a
ja referida interagéo intramolecular, que estabiliza as unidades de espécie basica, ou seja K d(BC*)
> Kd(AH), provocando a diminuicio do valor de pK/'. Na Figura 3.24, estdo esquematizadas as
espécies e constantes de equilibrio inerentes ao sistema 6AH"-Ct, considerando que as unidades

responsivas interagem entre si.

° ° KA (livre)

AH*-AH* BCA-BCA

kd@Bc*)!

Kd(AH*)

{

K*,(dimero) /\

Figura 3.24: Esquema de reacdes existentes no sistema 6AH'-Ct, com as respetivas constantes
de acidez (K% (livre) e K. (dimero)) e de dimerizagio (Kd(AH") e Kd(BC")).

De facto, se a dimerizacdo estabilizar as unidades de espécie basica, a constante de acidez
aparente do dimero definida na Equacio 3.7 devera ser superior a constante de acidez K. (livre).
Deste modo, a constante de acidez global observada sera maior do que K/ (livre) e o pK/, global

do sistema devera ser inferior ao do composto 7.

[BCN — BON[H*]?

KN(dimero) = AHT — AHT] (3.7)

Assim, tanto a alteracio da forma espetral observada no caso do composto 6, como a diferenca
entre as constantes de acidez calculadas para os dois compostos sugerem a existéncia de interagdes

entre as unidades responsivas do sistema 6AHT-Ct.

3.3.1.2 Resposta Fotoquimica

O estudo da resposta fotoquimica dos sistemas considerados foi realizado através da monito-
rizacdo da irradiacdo da Ct a 365 nm por espetroscopia de absor¢do UV-Vis, em condi¢des de pH
acido (pH < pK?%) e neutro (pH > pK»).

Comecando pela experiéncia efetuada em condicdes acidas, observa-se uma discrepancia
notavel na eficiéncia da conversio, ja que no caso do sistema 6AH™-Ct a banda do catifio flavilio
fica apenas a meia altura da banda da Ct (A4, ~ 320 nm), enquanto no sistema 7AH"-Ct se
observa uma duplicacdo da absorvancia do flavilio face a da chalcona respetiva (Figura 3.25).
Conhecendo-se os coeficientes de extingdo molar dos compostos em estudo, é possivel calcular a
percentagem de chalcona trans convertida a catido flavilio, tendo-se obtido o valor de 17 % e 88
% para os sistemas 6AHT-Ct e 7AHT -Ct, respetivamente (€440 nm (TAH 1) = 36662 M~'em™!;
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€345 nm (70t) = 17315 M~ tem ™Y €440 nm (BAH ™) = 46889 M~ Lem™!; €345 1 (6CT) = 19990
M_lcm_l). E ainda possivel notar, no caso do sistema 6AH™-Ct, a formacio de uma banda a 280
nm aquando da irradiacdo. Este comportamento sugere a existéncia de uma reagao fotoquimica
paralela no sistema 6AH'-Ct que compete com o processo fotocromico de isomerizacio da
chalcona trans que conduz a formacéo do catifo flavilio, convencionalmente observado nestes
sistemas. [28-35, 51-53] Os rendimentos quanticos de reagdo foram calculados para ambos os
casos, de acordo com a Equacdo 2.1 apresentada no Capitulo 2 e observa-se um valor bastante
inferior no caso do sistema 6AH™-Ct (®(6) = 1,0 %; ®(7) = 5,6 %), sugerindo mais uma vez a

existéncia de um processo que compete com a isomerizagao trans-—cis.
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Figura 3.25: a) Representacdo esquematica das transformacdes decorrentes da irradiacdo das
chalconas trans em condi¢des de pH acido. Alteracdes espetrais apos irradiacdo a 365 nm e a
temperatura ambiente do composto: b) 6Ct (10 uM, pH = 2, [citrato de s6dio] = 10 mM) e c)
7Ct (21 puM, pH = 2, [citrato de sédio] = 10 mM). Em inset apresentam-se as absorvancias ao
comprimento de onda de absor¢io maximo dos catides flavilio e chalconas trans em funcéo do
tempo de irradiagéo.

Ao contrario do que se verificou anteriormente, na experiéncia efetuada em condi¢des de pH
neutras, ndo se observou o crescimento da banda a cerca de 440 nm, o que indica que nio se
forma catido flavilio (Figura 3.26). De facto, esta espécie nédo é estavel ao valor de pH considerado
(pH > pK%), sendo as espécies presentes no estado fotoestacionario as chalconas cis e trans, bem
como o hemicetal - e o produto cinético B4, conforme reportado pelo grupo de investigacio para
o composto 7. [53] Para além disso, verificou-se novamente o aparecimento da banda a 280 nm
no caso do sistema 6AH"-Ct, o que sugere que o processo competitivo ocorre tanto a valores de

pH acidos como neutros.
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Figura 3.26: a) Representacdo esquemaética das transformagdes decorrentes da irradiacio das
chalconas trans em condicoes de pH neutro. Alteracdes espetrais apés irradiagdo a 365 nm e
a temperatura ambiente do composto: b) 6Ct (14 uM, pH = 6, [citrato de sddio] = 10 mM) e c)
7Ct (21 uM, pH = 6,06, [citrato de sédio] = 10 mM). Em inset apresentam-se as absorvancias ao
comprimento de onda de absor¢do maximo dos catides flavilio e chalconas frans em fung¢io do

tempo de irradiacéo.

Na literatura, existem exemplos de chalconas cis que absorvem a cerca de 280 nm e verifica-se
o desaparecimento desta banda por recuperagao térmica ou irradiagdo a 254 nm, com a conse-
quente formacdo da respetiva chalcona trans. [81] No caso do sistema em estudo, ja se tinha
adquirido o espetro de absor¢ao da mistura do hemicetal com a chalcona cis ap6s um salto de pH,

partindo do catifo flavilio, a uma temperatura de 25 °C e nio se verificou a presenca da banda a

280 nm (Figura 3.27).

0.6
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0 T Ty —
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Figura 3.27: Espetro de absorc¢do do composto 6, obtido apods o salto de pH a 25 °C desde pH
=1 até pH = 7 (linha preta tracejada) e espetro de absor¢do do mesmo composto no estado

fotoestacionario, a pH = 2 (linha vermelha).
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Assim, sabe-se que a espécie que absorve a 280 nm n#o pertence ao sistema multiestado e
testou-se a reversibilidade de formacdo da mesma, através de recuperacéo térmica e irradiacdo a
280 nm. Para tal, o procedimento de irradiacdo em condicoes de pH neutras foi repetido e, apos se
atingir o estado fotoestacionario, colocou-se a solu¢do num banho de agua a 50 °C ou irradiou-se
a 280 nm e seguiu-se a recuperacdo por espetroscopia de absorcdo UV-Vis. Em nenhum dos casos
se observou uma diminuicdo significativa da banda a 280 nm, o que sugere que se trate de um
processo irreversivel, pelo menos nas condicdes investigadas (Figura D.18, Apéndice D).

Uma das propostas de estrutura para o produto desconhecido € a que se apresenta na Figura
3.28, uma vez que a bischalcona 6Ct podera dimerizar intramolecularmente por meio de uma
reacdo de cicloadi¢do [2+2], permitida fotoquimicamente de acordo com as regras de Woodward

e Hoffmann. [82—-84]

Figura 3.28: Estrutura quimica do produto de cicloadi¢do [2+2] intramolecular da 6Ct.

Com o objetivo de provar de modo robusto esta hipotese, a resposta fotoquimica do sistema
6AHT-Ct foi seguida por RMN, usando metanol para garantir a solubilidade requerida pela ex-
periéncia. Apesar de a resposta fotoquimica ser semelhante independentemente da proporcéo de
metanol:agua utilizada, os resultados da analise por RMN néo se mostraram conclusivos (Figura
D.19, Apéndice D), ndo tendo sido possivel determinar inequivocamente a estrutura pretendida.
Para além disso, foram feitos alguns calculos computacionais de TD-DFT (Teoria de Funcionais
da Densidade Dependente do Tempo) para ajudar a suportar a hipotese proposta que, apesar de se
terem revelado promissores, ndo se apresentam na presente Dissertacdo por serem ainda estudos

preliminares.

3.3.2 Interacoes Recetor-Substrato

Os resultados apresentados na Secgido anterior sugeriram a existéncia de um processo fo-
toquimico no sistema 6AH"-Ct, que compete com o convencional processo de isomerizacio
inerente ao sistema multiestado das antocianinas. Nio se tendo revelado promissores para cum-
prir os objetivos delineados inicialmente, estudaram-se as interagdes recetor-substrato de ambos
os compostos com CB7, com o objetivo de modular a resposta fotoquimica do sistema 6AH"-Ct

e, paralelamente, construir e caracterizar a associacio supramolecular 7@CB7.[52, 53, 85].

3.3.2.1 Modulacio da resposta fotoquimica do composto 6Ct

Em primeiro lugar, verificou-se por espetroscopia de absor¢do UV-Vis a formacao de associ-

agdes recetor-substrato dos compostos 6AH™ e 6Ct com CB7 (Figura 3.29). Em ambos os casos,

62



3.3. CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS FUNCIONALIZADOS COM
SUBSTITUINTES CATIONICOS

os dados experimentais foram ajustados a um modelo de ligagdo recetor-substrato 2:1, dado que
o substrato contém dois potenciais sitios de ligacdo para o macrociclo. Para o catido flavilio,
obtiveram-se constantes de K1.; = 3,2 x 103 M~ e K5 = 8,0 x 10" M~!, determinadas
por competi¢io com metilviologénio (K = 4,9 x 10° M~! a pH = 1, conforme apresentado
na Figura D.20, Apéndice D). As constantes de associacdo calculadas para a chalcona 6Ct apre-
sentaram ordem de grandeza inferior em cerca de trés unidades a do respetivo catido flavilio
(K11 = 5,8 x10° M~L, K9,y = 1,4 x 10° M™1), a semelhanca do que foi previamente repor-
tado em sistemas analogos.[52, 53] Nestes casos, seria expectavel que se tratasse de um processo
cooperativo, ja que a associacdo da primeira molécula de CB7 exige a quebra das intera¢des in-
tramoleculares entre as unidades responsivas do substrato, sendo a segunda associacéo facilitada
neste sentido. No entanto, o ajuste dos dados experimentais é compativel com um processo esta-
tistico (K1.1 = 4 X Ka.1, ver Equacéo 3.5), 0 que pode significar que as constantes microscopicas
de associagdo sdo iguais para o primeiro e segundo processos, por exemplo se as constantes de
dimerizacgao forem relativamente baixas. Por outro lado, a ndo observagdo de um processo coope-
rativo pode ser tentativamente atribuida a repulséo entre os CB7’s, contrabalancando um possivel

efeito cooperativo.
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Figura 3.29: a) Representacdo esquemaética da formacdo da associacdo supramolecular
6AH' @CB7. Variacdes espetrais observadas apés adi¢io de CB7 a uma solucdo de b) 6AH™

(18 uM), a pH =1 e ¢) 6Ct (25 M), a pH neutro. Em inset apresentam-se os ajustes dos dados
experimentais ao modelo tedrico 2:1 descrito no Apéndice C.

A monitorizacio da titulagio do composto 6AH™ com CB7 por RMN permite determinar
o posicionamento do substrato no recetor, isto é, qual a zona do substrato que se encontra no
interior, portais ou exterior do macrociclo. Os portais dos cucurbiturilos sdo constituidos por
grupos carbonilo, de natureza eletronegativa, que irdo desblindar os protdes que ai se encontrem,

originando um desvio dos mesmos para campo baixo, apds associacdo. Pelo contrario, os protoes
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posicionados no interior da cavidade apresentardo um desvio para campo alto. Neste caso, os
protdes 2°/6°, 3’/5’, bem como os alifaticos (destacados a cor de laranja na Figura 3.30) exibem um
desvio para campo alto ap6s a associagdo com CB7, indicando que se encontram no interior da
cavidade do mesmo (os espetros COSY e ROESY da associacdo supramolecular apresentam-se
nas Figuras D.22 e D.23, Apéndice D). Dada a reduzida solubilidade da chalcona 6Ct em agua, nao
foi possivel realizar o mesmo estudo para este composto. No entanto, considerando os resultados
obtidos para a monochalcona 7Ct (apresentados adiante, na Secgdo 3.3.2.2), assume-se que 0O

posicionamento no macrociclo seja analogo.
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Figura 3.30: Espetros de 'H RMN do composto 6AH* (1 mM) livre (em baixo) e com 2,5 equiva-
lentes de CB7 (em cima), a pD = 1, em D50, 400 MHz. A cor de laranja destacam-se os protdes
que se deslocam para campo alto apds a associacéo, significando que se encontram no interior
da cavidade do macrociclo, conforme esquematizado na estrutura quimica.

Uma vez que os resultados apresentados anteriormente evidenciaram a existéncia de asso-
ciacdo entre CB7 e os compostos 6AH™ e 6Ct, formando-se associacdes recetor-substrato com
estequiometria 2:1, determinou-se o pK/, do composto 6 na presenca de ~ 2 eq. de macrociclo
(Figura 3.31). Os dados experimentais foram ajustados ao modelo teérico, analogamente ao que se
fez para o composto livre. No entanto, foi necessario forcar que a absorvancia da solugio a 440 nm
em condi¢des de pH > pK’ fosse proxima de zero, o que é concordante com o desaparecimento
do catido flavilio, ja que experimentalmente nao foi possivel obter espetros de absorcio nessas
condigdes. Apesar de esta aproximacéo adicionar algum erro & determinagéo dos valores de pK’,
estes dados permitiram concluir que a associa¢io induz um aumento do pK/ em cerca de 2,8 uni-
dades (pK’{(6) = 3,3, pK.5(6) = 3,9, pK/(6@QCBT) = 6,1, pK, ,(6@CBT7) = 6,7), 0 que é
concordante com a diferenca de ordens de grandeza das constantes de associacéo ja apresentadas

do catido flavilio e respetiva chalcona trans (Equacio 3.8). [52, 86, 87]

K (composto livre) x K1.1(Ct)

.8
K)\(associacao) (3:8)

Ki11(AHT) =
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Figura 3.31: Espetros de absorcéo a diferentes valores de pH, mantendo a temperatura de 25 °C
e [citrato de sddio] = 10 mM, do composto 6 (22 ©M), na presenca de 2 eq. de CB7, cerca de 10
minutos ap6s saltos de pH desde pH = 1 até valores superiores.

Por fim, investigou-se a resposta fotoquimica da chalcona 6Ct na presenca do macrociclo,
em condicdes de pH neutro (Figura 3.32). Dado que a associac¢do induz um aumento do valor de
pK’, é possivel verificar a formagéo de catido flavilio apés irradiacio (A4, ~ 440 nm) nestas
condigdes, ao contrario do que se observou para o composto livre (ver Figura 3.22). Para além
disso, nota-se que a banda a 280 nm previamente mencionada nio se forma e observa-se um
aumento do rendimento quantico de reacdo da associacdo supramolecular face ao previamente
apresentado para o composto livre (®(6) = 1,0 %, ®(6QCB7) = 6,3 %). Estes resultados
sugerem que a associacdo impede a interacdo entre as duas unidades fotocromicas, inibindo a

ocorréncia do processo paralelo previamente referido de fotodimerizacéo.
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Figura 3.32: Alteragdes espetrais ap6s irradiagdo a 365 nm e a temperatura ambiente do composto
6Ct associado com CB7 (9 uM, pH = 6, [citrato de sddio] = 10 mM, 2 eq. CB7). Em inset apresentam-
se as absorvancias ao comprimento de onda de absor¢do méximo dos catides flavilio e chalconas
trans em funcio do tempo de irradiacio.

Assim, a encapsulagio supramolecular permitiu modular a reatividade fotoquimica do com-
posto considerado, melhorando a eficiéncia da conversio Ct-AH™ e permitindo o funcionamento

do fotocomutador em condi¢des de pH neutro.
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3.3.2.2 Construcio e caracterizacio da associacio 7@CB7

A semelhanga do que se descreveu na Seccio anterior, a associacio dos compostos 7AH™ e
7Ct com CB7 foi primeiramente investigada por espetroscopia de absorc¢do UV-Vis (Figura 3.33).
O ajuste dos dados experimentais permitiu obter uma constante de associacido K11 = 1,1 X 108
M~!, determinada por competicio com metilviologénio (ver Figura D.24, Apéndice D), e outra com
ordem de grandeza bastante inferior Ky.; = 3,4 X 102M 1,0 que sugere a possivel associacdo
de uma segunda molécula de macrociclo, ainda que numa extensio menor. No caso da chalcona, o
ajuste dos dados experimentais a um modelo de ligagio recetor-substrato 1:1, permitiu determinar

a constante de associacio K = 1,2 x 106 M~!

, cerca de duas ordens de grandeza inferior a
do catido flavilio correspondente. E possivel verificar o crescimento da banda do catiio flavilio
(Amaz =~ 433 nm) a medida que a concentragéo de macrociclo aumenta, o que resulta da converséo
das espécies B, B4 e Cc, inicialmente presentes em solugéo, devido ao aumento do pK’ induzido
pela associagdo. Deste modo, repetiu-se a experiéncia na presenca de tampao citrato de sodio,
deixando de se observar a formacéo da banda a 433 nm e obtendo-se uma constante de associacéo
inferior, possivelmente devido a conhecida complexacio competitiva dos catides Na™ com CB7

(K =9,7 x 10* M~1) - Figura D.25, Apéndice D. [88-90]
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Figura 3.33: Variagdes espetrais observadas apds adicio de CB7 a uma solucio de a) 7AH™ (23 uM,
a pH = 1) e b) 7Ct (38 uM, pH neutro), apresentando-se representacdes esquematicas da formagao
das associacdes supramoleculares 7AHT @CB7 e 7Ct@CB7. Em inset apresentam-se os ajustes
dos dados experimentais aos modelos tedricos 2:1 e 1:1 descritos no Apéndice C, respetivamente.

As titulagdes monitorizadas por RMN permitiram determinar o posicionamento dos substratos
no macrociclo (ver espetros COSY e ROESY apresentados nas Figuras D.26 a D.29, Apéndice D),
concluindo-se que os protdes 2’/6°, 3'/5” e os alifaticos 1%, 2* e 3* do composto 7AH™ se encontram
no interior da cavidade do cucurbiturilo (Figura 3.34). E possivel retirar a mesma conclusio para
o composto 7Ct; no entanto, observa-se, contrariamente ao composto anterior, o desvio do sinal

do protdo 4 para campo alto (Figura 3.35). Esta evidéncia, juntamente com o maior desvio dos
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protdes 2* e 3* da Ct apés associacio quando comparados com os do respetivo AH™, sugere que
exista um movimento de vaivém do macrociclo entre a regido aromatica e o grupo cationico. Este

equilibrio devera ocorrer mais rapido do que a escala de tempo dos desvios quimicos, ja que nio
se observam sinais de permuta.
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Figura 3.34: Espetros de 'H RMN do composto 7AHY (0,55 mM) livre (em baixo) e com 1 eq.
de CB7 (em cima), a pD = 1, em D20, 400 MHz. A cor de laranja destacam-se os protdes que

se deslocam para campo alto apods a associacdo, significando que se encontram no interior da
cavidade do macrociclo, conforme esquematizado na estrutura quimica.
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Figura 3.35: Espetros de 'H RMN do composto 7Ct (0,80 mM) livre (em baixo) e com 1 eq. de
CB7 (em cima), em D20, 400 MHz. A cor de laranja destacam-se os protdes que se deslocam

para campo alto apods a associacdo, significando que se encontram no interior da cavidade do
macrociclo, conforme esquematizado na estrutura quimica.
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CAPITULO 3. APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

Nas experiéncias anteriores verificou-se que se formam associacdes recetor-substrato entre os
compostos 7AHT e 7Ct, maioritariamente com estequiometria 1:1. Assim, determinou-se o pK/ da
associacdo 7@ CBy através de saltos de pH desde pH = 1 até valores mais elevados, mantendo 1 eq.
de CB7 (Figura 3.36). Os espetros de absor¢do foram adquiridos cerca de 10 minutos ap6s o salto
de pH, o que significa que se estabelece um pseudo-equilibrio onde estdo presentes as espécies
B, B4 e Cc, ndo ocorrendo a isomerizagido de Cc a Ct. A medida que o pH da solucdo aumenta,
verifica-se a diminuicdo da banda referente ao catido flavilio (A4, &~ 433 nm), a semelhanca do
que se observou para o composto livre (ver Figura 3.22). No entanto, o pK/, determinado para
a associacio (pK, (7QCBT7) = 6,3) é cerca de duas unidades superior ao do composto livre,
indicando uma estabilizacdo do catido flavilio até valores de pH mais elevados, induzida pela
associacgdo preferencial deste composto com CB7, em comparacdo com as formas bésicas B, By
e Cc. Assim, e de acordo com a Equagéo 3.8), a deslocagéio no valor de pK/, é compativel com
uma diferenca entre as constantes de associacdo de duas ordens de grandeza. Contudo, o que se
observa é que as constantes diferem em cerca de trés ordens de grandeza (K¢cy = 9,7 x 104 M~1,
K+ = 1,1 x 108 M™1), 0 que é compativel com o pK determinado na presenca de 25 eq. de
CBy7 (Figura D.30, Apéndice D).
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Figura 3.36: Espetros de absorcéo a diferentes valores de pH, mantendo a temperatura de 25 °C
e [citrato de sddio] = 10 mM, do composto 7 (17 uM), na presenca de 1 eq. de CB7, cerca de 10
minutos ap6s saltos de pH desde pH = 1 até valores superiores.

As intera¢des recetor-substrato permitiram modificar o pK’, do sistema em estudo, permitindo
uma estabilizacdo do catido flavilio a valores de pH préximos do fisioloégico. Deste modo, o
comportamento do fotocomutador em condi¢des de pH proximas do neutro sera alterado. De
facto, os espetros de absorcédo adquiridos ao longo do tempo da irradiagéo a 365 nm de uma solugéo
a pH = 6 de 7Ct contendo 1 eq. de CB7 mostram o desaparecimento da Ct (A4, ~ 365 nm), a
medida que se forma o catifo flavilio (A4, ~ 433 nm) - Figura 3.37. Este resultado contrasta
com o previamente apresentado para o composto livre, onde, nas mesmas condi¢des de pH, néo
ocorre formacdo de AH™ (ver Figura 3.26). Para além disso, nota-se um aumento do rendimento
quantico de reagio apos associa¢io (P(7QCBT) = 13,7 % vs ®(7) = 5,6 %).
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Figura 3.37: Alteragdes espetrais ap6s irradiagéo a 365 nm e a temperatura ambiente da associagio
supramolecular 7Ct@CB7 ([7Ct] = 25 uM, pH = 6 [citrato de s6dio] = 10 mM, 1 eq. CB7). Em inset
apresentam-se as absorvancias ao comprimento de onda de absor¢io maximo do catido flavilio e
chalcona trans em funcio do tempo de irradiacéo.

Na Tabela 3.6, sumarizam-se os valores das constantes de equilibrio e dos rendimentos quin-

ticos de reacdo determinados para os compostos 6 e 7, na presenca e auséncia de CB7.

Tabela 3.6: Constantes de equilibrio e rendimentos quénticos de reacdo para os compostos 6 e
7, na presenca e auséncia de CB7.

6 6@CB7! 7 7@CB7 2
pK} 3,3/6,9 6,1/6,7 4.1 6,3
(b / % 3 1,0 6;3 5>6 13,7

! Na presenga de ~ 2 eq. de CB7.
> Na presenga de ~ 1 eq. de CB7.

3 Valores determinados a pH = 2 ou pH = 6, para os compostos livres ou associa¢des supramo-
leculares, respetivamente.
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4 | Conclusoes e Perspetivas Futuras

Neste trabalho, sintetizaram-se com sucesso varios derivados anfifilicos de 2-hidroxichalconas
contendo o grupo sulfonato ou tetrametiletilenodiamoénio como componente hidrofilica, verificando-
se para todos eles a resposta combinada a estimulos de luz e pH, na forma monomérica.

No caso dos compostos contendo um grupo sulfonato, obtiveram-se trés analogos com dife-
rentes tamanhos de cadeia hidrofobica, o que permitiu comparar resultados entre todos e definir
tendéncias. Os valores de CAC determinados por tensiometria permitiram verificar o aumento
deste pardmetro com a diminuicdo do carater hidrofébico, tendo o composto com menor cadeia
hidrofébica apresentado o maior valor (2,0 mM). Os resultados de CAC obtidos por 'H RMN
foram, no geral, inferiores, o que se atribuiu a fenémenos de pré-agregacio, detetaveis por esta
técnica.

As experiéncias de "H DOSY RMN permitiram estimar os valores de raio hidrodinamico dos
agregados, que foram posteriormente comparados com os comprimentos das moléculas, determi-
nados com recurso a calculos computacionais. No geral, verificou-se a concordancia entre as duas
medidas, concluindo-se que todos os compostos agregam para formar estruturas micelares esfé-
ricas. A capacidade de solubilizacdo de compostos hidrofobicos pelos agregados foi avaliada para
o composto com tamanho de cadeia hidrofébica intermédio, tendo-se verificado a solubilizacao
de Sudan L.

Tendo-se observado uma resposta fotoquimica dos agregados inferior a esperada, exploraram-
se as interagdes recetor-substrato com cucurbit[7]urilo como estimulo adicional para promover
a conversao da chalcona trans a catifo flavilio. Dado que o macrociclo se associa a todos os com-
postos tanto na forma de flavilio como de chalcona trans com constantes de associa¢do na ordem
dos 10° M~! e 10* M1, respetivamente, nio foi possivel manter agregados da Ct na presenca
do CB7. Contudo, notou-se um desvio batocromico do maximo de absorcdo do catido flavilio na
presenca de CB7, o que pode facilitar a aplicacdo destes compostos em meios biologicos, por este
tipo de radiacéo, de maior comprimento de onda, penetrar mais facilmente os tecidos. Assim,
determinaram-se os valores de pK’, na presenca de CB7, tendo-se verificado serem superiores ao
dos respetivos compostos livres (0,1 < ApK’q (1ivre vs associado) < 0,8), © que indica que ocorre
uma estabilizacio do catio flavilio pelo macrociclo induzida pela associac¢io supramolecular. Este
fenémeno permite que o fotocomutador Ct-AH™ opere a valores de pH ligeiramente superiores.

Uma vez que ndo se conseguiu sintetizar um analogo dos compostos anteriores contendo
um centro quiral, foi necessario inverter o padrio de substitui¢do, ou seja, introduzir o grupo de

interesse na acetofenona em vez de no aldeido. Obtiveram-se assim dois compostos contendo
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o grupo sulfonato, um com uma cadeia de hexano e outro com uma cadeia de (S)-metil-butano.
Embora néo se tenha conseguido obter o primeiro com pureza suficiente para prosseguir estudos,
o composto com o centro quiral foi caracterizado na presenca e auséncia de CB8, por dicroismo
circular e os resultados sugeriram a formacéo de agregados quirais.

Quanto aos compostos funcionalizados com o substituinte catioénico, sintetizou-se um com-
posto do tipo gemini, contendo duas unidades responsivas, tendo-se comparado os resultados
com o anfifilo analogo de cauda unica que ja havia sido previamente sintetizado no grupo. Os
resultados obtidos por espetroscopia de absorcio e "H DOSY RMN sugeriram a existéncia de
um processo de fotodimerizagdo intramolecular, no caso do composto gemini, o qual compete
com o processo de isomerizacdo da chalcona trans que conduz a formacéo do catido flavilio, con-
vencionalmente observado nestes sistemas. Esta hipotese necessita de uma confirmacdo mais
robusta, por exemplo através de calculos computacionais, estudo que se encontra a decorrer. Os
estudos de interacio recetor-substrato com cucurbit[7]urilo suportaram também a existéncia de
fotodimerizacdo intramolecular, uma vez que se observou o aumento da resposta fotoquimica na
presenca do macrociclo. Este tipo de intera¢des foi também investigado para o composto anfi-
filico de cauda unica, tendo permitido modular as propriedades cinéticas e termodinamicas do
sistema multiestado, nomeadamente promovendo a estabilizacio do catifo flavilio e consequente
funcionamento do fotocomutador em condi¢des de pH menos acidas.

No futuro, seria interessante estudar a associagdo dos compostos sintetizados com outras fami-
lias de macrociclos, por exemplo os pilararenos, com vista a obter agregados supra-anfifilicos com
maior capacidade de encapsulacgdo. Para além disso, a determinagio da toxicidade dos compostos
em meios bioldgicos seria uma experiéncia importante a realizar e, se os resultados forem favora-
veis, poder-se-iam explorar aplicacdes in vivo e testar a encapsulacdo de compostos relevantes

do ponto de vista farmacolégico.
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Figura A.15: Espetro de 'H RMN do composto 4Ct em CD30D.
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Figura A.16: Cromatograma obtido através da anélise por HPLC-DAD do composto 4AH™ (a

esquerda) e 4Ct (a direita). Em inset apresentam-se os espetros de absorcéo correspondentes aos
picos cromatograficos detetados.
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Figura A.19: Cromatograma obtido através da analise por HPLC-DAD do composto 5AH™ (&
esquerda) e 5Ct (a direita). Em inset apresentam-se os espetros de absorc¢do correspondentes aos

picos cromatograficos detetados.
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Figura A.20: Espetro de 'H RMN do composto 6AH* em CD30D.
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Figura A.22: Cromatograma obtido através da anélise por HPLC-DAD do composto 6AH™ (a
esquerda) e 6Ct (a direita). Em inset apresentam-se os espetros de absorc¢éo correspondentes aos
picos cromatograficos detetados.
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B | O Sistema Multiestado

Tal como ja foi descrito no Capitulo 1, o sistema multiestado compreende a existéncia de varias
espécies que se interconvertem entre si por meio de reacdes reversiveis, através de estimulos
externos como a luz ou o pH. No 4mbito desta tese, nenhum dos compostos estudados inclui a
existéncia de base quinoidal nem de chalconas ionizadas, resumindo-se o sistema as estruturas
apresentadas na Figura B.1. No composto 7, detetou-se a presenca da espécie By, resultante da

hidratacéo do catido flavilio na posicdo 4, mas tal ndo sera considerado no 4mbito deste trabalho.

==

Catiao Flavilio Hemicetal
AHY B

Figura B.1: Cascata de reagdes associadas ao sistema multiestado.

B.o.1 Determinacio de pK’,

O estudo completo deste tipo de sistemas inclui a investiga¢do do comportamento termo-
din&mico e cinético, o que compreende a determinagio experimental de todas as constantes de

equilibrio e de velocidade envolvidas (Equagdes B.1 a B.4).

k
AHt == B+ H* (B.1)
k_p
k¢
B—=—Ce¢ (B.2)
k_¢
ki
Ce==Ct (B.3)
k_;
kn .
K,=— ANn=ht1 (B.4)
k_n



APENDICE B. O SISTEMA MULTIESTADO

Apesar da complexidade inerente ao sistema multiestado, é possivel simplifica-lo ao considerar
que se estabelece um equilibrio 4cido-base entre o catido flavilio e uma base conjugada, BC,

definida pela soma de todas as espécies existentes em meio basico (Equagéo B.5).

K
AH" = BC + H" A [BC] = [B]+[Cc] + [Ct] (B.5)
A constante de acidez aparente, K, é definida conforme apresentado na Equagéo B.6.

o (Bl +[Cc +[CH)[HY] _ [BC|[HT]
K'a= AH] = (AH] (B.6)

Considerando que as Unicas espécies presentes em solucio sdo o catido flavilio e a respetiva
base conjugada, e ainda a igualdade estabelecida na Equagéio B.6, é possivel estabelecer o seguinte

balanco de massas:

K![AHT]

Co=[AH']+ [B] +[Cc] + [Ct] = [AHT] + [BC] = [AH "] + G

(B.7)

As fracdes molares de AH" e BC em solucio sdo entdo definidas pelas Equacdes B.8 e B.og,

respetivamente.
_[AHT] _ [HT]
[BC] K]

= = B.
XBC = "G T T 4 K (B.9)

Caso se pretendam calcular as fragdes molares das espécies B, C'c e Ct individualmente, basta

considerar as igualdades estabelecidas nas Equacgdes B.4 e B.6, obtendo-se a seguinte expressao:

K(/l =K + Kp Ky + K K(K; (B.10)

Sabendo-se que a concentracio total (Cp) é dada pelo estabelecido na Equacéo B.7, ao colocar
a concentragdo de B, C'c ou Ct em evidéncia, obtém-se as seguintes expressdes para os calculos

das respetivas fracdes molares:

Ky

R B
Ky K,
XCe = 7[H+] g (B.12)
K K K;
h B (B.13)

X ] K
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B.o.2 O Pseudo-Equilibrio

Em alguns sistemas, uma vez que as constantes de velocidade das reacdes de hidratagio e
de tautomerizagio sdo bastante superiores a de isomerizacéo, é possivel observar a existéncia de
um estado meta-estavel (pseudo-equilibrio), no qual o catido flavilio equilibra com o hemicetal e
a chalcona cis, antes de se formar chalcona trans numa quantidade significativa (Equacéo B.14).

Assim, pode calcular-se a constante de acidez aparente, K Aa, conforme descrito na Equagéo B.15.

[29-33, 35, 53]
KA
AH" == BC"+ H* A [BC]" = [B] + [C(] (B.1g)

N B+ [Cc)[HT BCH
KA = ([B] [A[Hj])[ | [[AHJ] — K, + K, K, (B.15)

Efetuando um raciocinio semelhante ao que se fez anteriormente, é possivel obter as fracdes
molares de AH" e BC” (Equacdes B.16 e B.17).

]

XAH+ = FRET (B.16)
AN

(K", (B.17)

XBCN = T T o
[H+]+ K7,

B.o.3 O Sistema Bis

No caso particular do sistema 6AH™-Ct, por conter duas unidades de AH"-Ct, deve ser con-
siderado como um diacido (AH. 22+) que origina sucessivamente as espécies AH ™ e BC*, sendo
esta dltima equivalente a BC ou BC", consoante se considere a existéncia de Ct ou néo, respeti-

vamente (Equacido B.18).

AHZ b Ap+ Ze o (B.18)

Separando as transformagdes em dois equilibrios distintos, é possivel definir as constantes de

acidez K/ | e K/ , (Equagdes B.19 e B.20).

. AHT|[HT]

AR Kot gt oA i, = AR B.

2 1 [AH22+] ( 19)
+ Kaz . N _ [BCH|[HT]

AHT == BC*"+ H"™ N Ky 2= 7[AH+] (B.20)

A concentracdo total de espécies em solucéo é dada pela expressido apresentada na Equacéo
B.21.

Co = [AHFT] + [AHT] + [BC*] (B.21)
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APENDICE B. O SISTEMA MULTIESTADO

Conjugando as Equagdes B.19 a B.21, obtém-se as fracdes molares das espécies AH22+, AH*
e BC* (Equacdes B.22 a B.24).

X a2t = [H+]2 (B.22)
AH, [HH]?2 4+ Ko1[HT]| + Ky 1K, 2
XAH+ = Ko 1[H] (B.23)
AT T HY2 + Ko [H] + Ko 1Ko 2
K, K
XBC* = al a2 (B.24)

[H+]2 +Ka 1[H+] JFKa 1Ka2

B.o.4 Ajuste dos Dados Experimentais

No ambito deste trabalho, recorreu-se a espetroscopia de absor¢do UV-Vis para determinar
os valores das constantes de acidez. De acordo com a Lei de Lambert-Beer, a absorvancia é uma
propriedade aditiva, o que significa que, a um determinado comprimento de onda, a absorvancia
total corresponde a soma das absorvancias das espécies presentes em solucdo ponderadas pelas

respetivas fracdes molares (Equacéo B.25).[91]

XAH+ XBC
AbSppar = AbS) g + Abspe = €4 [AHT] + e [BC) = €2H+2*7[Z * 6%070 N
= Abspgeamt X Xan+ + Absh,Bo X XBO
(B.25)
Conjugando as Equacdes B.8, B.g e B.25, obtém-se a seguinte igualdade:
Absp, = Absi) LA7] Abs;) K B.26
Stotal = AVSmaz AH+ X m + A0S} 40 BC X m (B.26)

Desta forma, usando a ferramenta Solver, disponivel no Microsoft Office Excel, é possivel
calcular a constante de acidez aparente por métodos iterativos, em que se alteram as absorvancias
méaximas de AH+ e BC aos comprimentos de onda considerados, bem como o valor de pK’,.
Para calcular o pK”a, é feito um procedimento anélogo, considerando BC" em vez de BC. No

caso particular do sistema 6AH™-Ct, considera-se ainda a contribuicdo da espécie AH22+.
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C | Modelos Recetor-Substrato

No presente Apéndice, reinem-se as deducdes matematicas que permitem calcular as cons-
tantes de associacio entre um determinado recetor (macrociclo) e um substrato. As associagdes
formadas poderio ter estequiometrias variadas, considerando-se neste trabalho as associac¢des

1:1, 1:2 e 2:1 (Figura C.1).

a)

Figura C.1: Esquema ilustrativo do substrato (cor de laranja) associado ao recetor (azul escuro)
em associacdes com estequiometria a) 1:1, b) 1:2 e ¢) 2:1.

C.1  Complexos 1:1

As associacOes mais simples apresentam uma estequiometria de 1:1, 0 que significa que ocorre
a ligacdo entre uma molécula de recetor (R) e uma de substrato (.5), formando-se a associagao

RS.

R+S=RS (C.1)

A constante de equilibrio (/K1.1) deste sistema define-se entdo através da seguinte expressio:

_ [RS]
Ky = m (C.2)

Considerando que tanto o substrato como o recetor apenas se encontram livres ou associados

um ao outro em solucéo, é possivel estabelecer os seguintes balancos de massa:

[Rlo = [R] + [RS] (C3)

[Slo = [S] + [RS] (C.q)
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APENDICE C. MODELOS RECETOR-SUBSTRATO

Combinando as Equacdes C.2 e C.3, obtém-se a expressdo que permite calcular a concentracéo
de recetor, a partir da concentragéo inicial de recetor, da concentracdo de substrato e da constante

de associacio:

[Rlo

B = 1T K

(C.5)

A concentracdo de substrato livre calcula-se a partir da resolucdo de uma equacio quadratica,

cuja expressdo se obtém através das Equacdes C.2, C.4 e C.5.

_ K14[S)o — K1a[Rlo — 1+ /(K11 [Rlo — K14[S]o + 1)2 + 4K1.4[R]o

[5] Yoem

(C.6)

A concentragio da associacdo supramolecular é obtida através da concentragio de substrato

e recetor, de acordo com a Equacéo C.7.

[RS] = K1.1[R][S] (C.7)

C.2 Complexos 1:2

Neste trabalho, observou-se também a formacéo de associa¢des com estequiometria 1:2, 0 que
significa que uma molécula de recetor interage com duas moléculas de substrato, obtendo-se a

associagdo RS> (Equacéo C.8).

R+S=RS A S+RS=RS, (C.8)

Analogamente ao caso anterior, apresentam-se as expressdes que permitem calcular as cons-
tantes de associacdo K1.1 e K7.9, a concentracio de associacdo RS e RS5 e ainda os balancgos de

massa (Equacgdes C.g a C.13).

Kia = sy * 02 = g (©9)
(RS) = K1 [RI[S) (C0)

(RS.) = Ky Ky a[S2IR) )

[R]o = [R] + [RS] + [RS4] (C.12)
[Slo = [S] + [RS] + 2[RS,)] (Ca3)
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C.3. COMPLEXOS 2:1

Através da combinagao das Equacdes C.g e C.12, obtém-se a expressdo que permite calcular a

concentracdo de recetor livre.

[Rlo

Bl =17 K1a[S] + K11 K12[S]?

(Cag)

A expressdo que permite calcular a concentracdo de substrato livre obtém-se a partir das

Equacdes C.9, C.13 e C.14 (Equagio C.15).

K11 K1[SPP+(K1142K1:1 K12 Rlo— K1:1 K1:2[S]0) [S]*+ (14 K11 [Rlo— K11 [S]0) [S]—[Slo = 0
(C.1s)
Tratando-se de uma equagdo polinomial de terceiro grau, poderdo obter-se as respetivas

solugdes utilizando o método iterativo de Newton-Rapson (Equacéo C.16).

f(GN)
f(Gn)

Gny1 =GN — (C.16)

C.3 Complexos 2:1

Inversamente ao caso anterior, pode observar-se a formacéo de associacdes 2:1, ou seja, duas
unidades de recetor associam-se apenas a uma molécula de substrato, como se verificou no com-
posto 6. Uma vez que matematicamente os dois casos se assemelham bastante (1:2 e 2:1), omitiram-

se os balan¢os de massa da presente dedugio e obtiveram-se as seguintes igualdades:

R+S=RS N R+RS= RS (C.17)
_ [R5 _ [R2S]

B = gs) M 2 T Re)R (€19

[RS] = K1.1[R][S] (C.19)

[R2S] = Ko K1.1[R]?[S] (C.20)

[S] [Slo (C.21)

T 1+ Ki14[R]) + K11 K21 [R]?

De um modo analogo ao que foi descrito na Secg¢io anterior, obteve-se uma equagao cibica

que permite determinar a concentracdo de recetor livre (Equacio C.22).

K11 Ko [RP4+ (K11 +2K 1.1 Ko [S)o— K1:1 Ko:1 [R]o) [R)*+(1+ K14 [S]o— K1:1 [R]o) [R]—[R]o = 0
(C.22)

97



APENDICE C. MODELOS RECETOR-SUBSTRATO

C.4 Titulacoes por Competicio

Quando o produto entre a constante de associacdo e a concentragio inicial de substrato é
superior a 100 (K[S]o > 100), a fraca curvatura que se obtém nio permite determinar com rigor
a constante de associacdo. Nestes casos, realizam-se titulacdes por competicio, utilizando-se um
segundo substrato que se associa ao mesmo recetor, conforme explicitado no Capitulo 2.[79]
Inicia-se a titulacdo com a associagdo RS formada e efetuam-se adi¢des sucessivas de competidor
(C) cuja constante de associagio se conhece com rigor, obtendo-se no final a associacdo RC' e

substrato livre (S) (Equacéo C.23).

RS+C=RC+S (C.23)

Separando os dois sistemas e considerando que tanto o substrato em estudo como o competi-

dor se ligam ao recetor seguindo um modelo 1:1, é possivel estabelecer as seguintes igualdades:

Kg _ [RS]

R+S+—=RS N Kg= 7[]%][5] (C.24)
Ko [RC]

R+C—RC N K¢ = ——~ 2

Os balancos de massa para o substrato, competidor e recetor apresentam-se nas Equacdes
C.26 a C.28.

[Slo = [S] + [RS] (C.26)
[Clo = [C] + [RC] (C.27)
[R]o = [R] + [RS] + [RC] (C.28)

Sendo o objetivo obter uma expressdo matematica que permita calcular [R] em fungéo das
constantes Kg e K¢ e das concentracdes iniciais de .S, C' e R, utilizam-se as igualdades estabele-

cidas nas Equagdes C.24 e C.25 para substituir os termos [RS] e [RC] na Equacao C.28.

[Rlo = [R] + Ks[R][S] + Kc[R][C] (C.29)

Para substituir os termos [S] e [C] da Equacéo anterior, combinam-se as Equagdes C.24 a C.27,

obtendo-se a seguinte igualdade:

B Ks[R][S]o . Ks[R][C]
[R]o = [R] 15;[(5[33 * 1iKc[R?

(C.30)

Resolvendo a Equacéio anterior em ordem a [R], obtém-se uma equagio polinomial de terceiro

grau que se resolve com recurso a funcéo iterativa apresentada na Equagéao C.16.
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C.5. AJUSTE DOS DADOS EXPERIMENTAIS

KsKc[R]® + (KsKc([Slo + [Clo — [Rlo) + Ks + Kc)[R]? + (1 + Ks([S]o — [R]o)
+ Kc([Clo — [Rlo))[R] — [Rlo =0 (C.31)

C.41 Complexos 2:1

No caso do composto 6AH™, foi necesséario determinar ambas as constantes de associagdo
(K1.1 e K2.1) com CB7 por competicdo. Para tal, efetuou-se um raciocinio analogo ao anterior,
considerando os equilibrios apresentados nas Equacgdes C.32 a C.34 e obteve-se a expressdo C.35,

segundo a qual se efetuou o ajuste dos dados experimentais.

K11 _ [RS]
R+S——RS N K11 = 7[R] [S] (C.32)
Ko:q i [RQS]
Kc _ [RC]
R+C == RC N K¢ = TRIC] (C.34)

2K1.1 K91 Ko[S][R]® + (Ko + Ko K1.4[S] + 2K1.1 K2.1[S])[R)?
+ (1 + K11[S] + K¢[Clo — Kc[R]o)[R] — [Rlo =0 (C.35)

C.5 Ajuste dos Dados Experimentais

De um modo analogo ao que se apresentou no Apéndice B, as constantes de associacdo das
varias associacdes foram calculadas recorrendo a experiéncias seguidas por espetroscopia de
absorcédo e/ou emissdo. Deste modo, a propriedade considerada foi a absorvancia ou intensidade
de fluorescéncia, respetivamente, fazendo-se uso das propriedades aditivas de ambas.

Dado que as titulacdes sdo monitorizadas através de variacdes nas propriedades espectrosco-
picas do substrato (.5), apenas se consideram as espécies em que este esta presente. Como caso

exemplificativo, apresenta-se um modelo 1:1.

Absiorar = Absy + Abspg (C.36)

Para efetuar o ajuste dos dados experimentais ao modelo tedrico, podem considerar-se, a
semelhanca do que se referiu no Apéndice B, as absorvéancias maximas de cada espécie a um

determinado comprimento de onda e as respetivas fracdes molares (Equagio C.37).

Abst)\eérica = Ab‘g?)\ndms X XS+ Absﬁlc’mRS X XRS (C-37)
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No caso das titulag¢des seguidas por emisséo, a expressdo é semelhante, considerando-se in-

tensidades em vez de absorvancias (Equagéo C.38).

It)éém'ca = IT)I\’deS X xS+ I?’);L(i(ERS X XRS (C-38)

Importa ainda referir que nas titulacdes por competi¢io a abordagem é semelhante, sendo que
nesta situacéo se selecionam competidores que ndo absorvem nem emitem no comprimento de
onda selecionado, podendo entdo considerar-se que apenas S e RS absorvem/emitem no ajuste
dos dados experimentais.

Por fim, o ajuste dos dados experimentais aos modelos tedricos respetivos foram feitos com

recurso a ferramenta Solver do Microsoft Office Excel, seguindo um processo iterativo.

100



D | Informacido Suplementar

No presente Apéndice, reunem-se alguns dados experimentais e dedu¢des matematicas que
permitirdo uma melhor compreenséo dos resultados apresentados no Capitulo 3. Manteve-se a

organizacdo em seccOes equivalente, de modo a facilitar a leitura.

D.1 Caracterizacio dos Compostos Funcionalizados com

Substituintes Anidnicos

D.1.1  Caracterizacio dos Compostos 1a 3

D.1.1.1  Caracterizacio dos Monémeros

a) 16 : b)
=
\
1.2
-
£ 08 0
< < pH
0.4 PpK,@PSS = 4,9
0 T — - T
250 350 450 550 650 250 350 450 550 650

A/ nm A/ nm

Figura D.1: Espetros de absorcdo do composto 1, a diferentes valores de pH ([citrato de sddio] =
10 mM), no estado a) fundamental (31 M, T=37 °C) e b) fotoestacionario (25 uM, \;., = 365 nm).
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a) b)

0.2

3AH*

Abs
Abs

250 350 450 550 650
A/ nm

Figura D.2: Espetros de absor¢ido do composto 3, a diferentes valores de pH ([citrato de sddio] =
10 mM), no estado a) fundamental (4 M, T=37 °C) e b) fotoestacionario (5 uM, Ay, = 365 nm).

b) 0.8
08 |
3AH* 08 Bl
0.6 1 T Hoa x{_,—'
2 i’ - 373 nm
& .
£ 04 1000 2000 3000
< tls
02 &
0 - = g
250 350 450 550 650
A/ nm A/nm

Figura D.3: Irradiacdo a pH = 1,0 e a 37 °C da a) 1Ct (22 uM) e b) 3Ct (9 uM) , mantendo [citrato
de sédio] = 10 mM e A\ = 365 nm.
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D.1. CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS FUNCIONALIZADOS COM
SUBSTITUINTES ANIONICOS

Tabela D.1: Matrizes de coordenadas atémicas do composto 1Ct, apds otimizagéo pelo Gaussian

09 (HF/6-311G*; PCM; H20).

C -7.060621 1.074474 -0.068824 C -9.658187 -0.090104 -0.014159
C -5.756888 1.534918 -0.084344 | H -9.691025 0.624284 0.80095

C -4.645388 0.704185 0.023531 H -9.647792 0.457665 -0.94983
C -4.900461 -0.673868 0.1553 C -10.842133 -1.033835 0.045852
C -6.192095 -1.155713 0.172316 H -10.753433 -1.756144 -0.760791
C -7.278712 -0.291469 0.060916 H -10.796364 -1.592354 0.97657

H -7.86944 1.770871 -0.156413 C -12.176938 -0.296607 -0.056627
H -5.50466 2.59281 -0.185503 H -12.253644 0.429882 0.748789
H -6.378928 -2.209805 0.272484 H -12.208946 0.27017 -0.984063
C -3.321268 1.328046 -0.01111 C -13.374783 -1.241545 -0.000609
H -3.35243 2.399029 -0.111324 H -14.30884 -0.694361 -0.074239
C -2.105611 0.783402 0.055921 H -13.347743 -1.959194 -0.8152

H -1.974092 -0.269537 0.159915 H -13.392 -1.799847 0.930682
C -0.909306 1.658192 0.00008 C 5.416656 0.102543 -0.064867
(@) -1.00371 2.858919 0.01884 H 5.401233 0.551652 0.921921

(0] -8.481112 -0.870434 0.089328 H 5.484996 0.895608 -0.801414
C 0.441636 1.022629 -0.067134 C 6.578522 -0.861392 -0.197781
C | 0.652595 -0.329763  -0.347451 | H 6.45709 -1.654738 0.533587
C 1.559282 1.822705 0.139612 H 6.538829 -1.324332 -1.179135

C 1.924605 -0.851188 -0.414281 C 7.922805 -0.16143 0.001289
H -0.171265 -0.990398  -0.534029 | H 7.944644 0.325341 0.970243
C 2.844054 1.313584 0.086328 H 8.04788 0.613808 -0.746937
H 1.419125 2.865145 0.350283 C 9.085595 -1.143012 -0.091385
C 3.033554 -0.035939 -0.192947 | H 9.018313 -1.904867 0.675299
H 2.083066 -1.889698 -0.637185 H 9.109414 -1.637108 -1.054823
H 3.674357 1.968251 0.260496 S 10.68565 -0.387619 0.109022
(@) -3.857911 -1.510389 0.264829 (@) 11.640504 -1.480535 0.015816

H -4.138911 -2.405346 0.349949 @) 10.685172 0.24417 1.419302

(0] 4.227046 -0.634071 -0.269985 @) 10.828598 0.573868 -0.973429
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Tabela D.2: Matrizes de coordenadas atomicas do composto 2Ct, apds otimizacio pelo Gaussian
09 (HF/6-311G™; PCM; H50).

-6.065037 1.221288 -0.059316
-4.755064 1663569 -0.077079
-3.654941 0.817063 0.024807
-3.928845 -0.55775 0.152678
-5.227006 -1.021615 0.171519

-9.875482 -0.834404 0.062713
-9.800953 -1.551294 -0.75007
-9.831028 -1.400604 0.988733
-11.199607 -0.076543 -0.02564
-11.260161 0.643242 0.788206

-6.301824 -0.141949 0.066227 -11.226119 0.501134 -0.947447

-6.864335 1.929181 -0.142053 -12.416123 -1.000025 0.025711
-4.578433 2.719463 -0.175078 -12.35688 -1.718558 -0.789856
-5.428246 -2.073311 0.268791 -12.388461 -1.581085 0.945804
-2.322366 1.422543 -0.011195 6.397353 0.075308 -0.072513
-2.338901 2.494101 -0.108612 6.386423 0.521575 0.915615
-1.114226 0.86096 0.052033 6.478266 0.86959 -0.806479
-0.997098 -0.193953 0.153125 7-545947 -0.904311 -0.206153
0.094001 1.719215 -0.003487 7.411906 -1.698279 0.522326
0.016327 2.921098 0.017712 7.502147 -1.36342 -1.189131
-7.512031 -0.704196 0.095918 8.899201 -0.22351 -0.001532
1.43594 1.065097 -0.073158 8.925253 0.259716 0.96908

1.627889 -0.28924 -0.357695
2.564707 1.848837 0.135693
2.892452 -0.828244 -0.426599

9.036788 0.552474 -0.746785
10.048928 -1.220342 -0.094499
9.968314 -1.98495 0.66815

0.794777 -0.93767 -0.545986 10.070094 -1.709913 -1.060306
3.842185 1.321876 0.080514 11.657819 -0.486867 0.116318
2.439251 2.8925 0.349609 12.599356 -1.591061 0.019931
4.012746 -0.0293 -0.202956 11.660285 0.136928 1.430429
3.036238 -1.868179 -0.652787 11.816873 0.479315 -0.959639

4.681622 1.964275 0.256491
-2.897743 -1.409037 0.256765
-3.190896 -2.300195 0.340748

-13.745469 -0.250906 -0.05775
-13.773759 0.331763 -0.976042
-13.807219 0.465421 0.758713
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T T OO0 T o IT T OITOIDTOoO000000InI O0OITOIoD T I O0O0O0O0O0

5.197807 -0.64376 -0.282009 -14.957866 -1.177942 -0.009807
-8.678715 0.093064 0.002674 -14.979164 -1.750867 0.912891
-8.697374 0.802936 0.822169 -15.885742 -0.61786 -0.07014
-8.664998 0.646236 -0.929769 -14.946085 -1.88432 -0.835011
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Tabela D.3: Matrizes de coordenadas atomicas do composto 3Ct, apds otimizacido pelo Gaussian
09 (HF/6-311G*; PCM; H50).

-5.035811 1.327992 -0.055285 -10.184623 0.089582 -0.005262
-3.720994 1.755604 -0.073867

-2.630249 0.896325 0.021822

-10.232902 0.80138 0.816399
-10.208099 0.677342 -0.920768

-2.919323 -0.475906 0.143982 -11.412039 -0.819841 0.041596
-4.222571 -0.925239 0.163238 -11.364812 -1.528618 -0.78311
-5.287658 -0.033069 0.064351 -11.385279 -1.412419 0.954224
-5.82727 2.045208 -0.132922 7.41363 0.046136 -0.076373
-3.532745 2.809909 -0.167364 740579 0.489491 0.913093
-4.435452 -1.975002 0.256246 7.504375 0.841731 -0.807766
-1.291085 1.487063 -0.013858 8.551992 -0.945213 -0.211041
-1.295947 2.55907 -0.107221 8.408189 -1.74009 0.51458
-0.089084 0.912078 0.04582 8.505346 -1.400608 -1.195614
0.016612 -0.14442 0.142863 9.911821 -0.279205 -0.001431
1.128345 1.757394 -0.007526 9.94099 0.200164 0.971
1.063657 2.959999 0.01659 10.058825 0.498085 -0.743517
-6.50405 -0.581788 0.093917 11.051545 -1.287322 -0.095885
2.463217 1.089085 -0.078415 10.960934 -2.05468 0.662875
2.64082 -0.266506 -0.366269 11.070614 -1.772434 -1.063981
3.600203 1.860185 0.132891 12.666968 -0.570859 0.12333
3.899583 -0.81883 -0.43606 13.598182 -1.683512 0.023561
1.800918 -0.905557 -0.556421 12.671624 0.045809 1.4408
4.871988 1.319716 0.076934 12.838404 0.399575 -0.946852
3.48582 2.904585 0.349413 -12.732149 -0.05291 -0.025026

5.028253 -0.032482  -0.209899 -12.755505 0.544112 -0.935164

4.032294 -1.859676 -0.664815 -12.779606 0.653029 0.802448

5.718146 1.952661 0.254929
-1.897632 -1.339152 0.242291
-2.200564 -2.22728 0.32368

6.206757 -0.659309 -0.290039
-7.661906 0.229372 0.010659

-7.669016 0.933921 0.834924

-13.961199 -0.960258 0.01452
-13.937558 -1.559838 0.923178
-13.915722 -1.664588 -0.814662
-15.282584 -0.194763 -0.048163
-15.332157 0.50698 0.781832
-15.308584 0.405635 -0.955163

I T O T oo0oI@nmoI@m T oI oI o000 I@m om0 n T I OoO0000O0
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-7.64561 0.788592 -0.918131 -16.506156 -1.107661 -0.011592
-8.869103 -0.684562 0.069367 -17.427756 -0.535759 -0.056897
-8.807264 -1.395384 -0.749814 -16.506796 -1.798715 -0.849823
-8.826345 -1.259045 0.990361 -16.530068 -1.6976 0.900323
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D.11.2 Caracterizacio dos Agregados
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Figura D.4: a) Espetros de 'H RMN do composto 1Ct em D20 adquiridos a 37 °C (0,20 mM em

baixo e 20 mM em cima). b) Representagio da média dos desvios quimicos de alguns sinais
representativos do composto 1Ct, em funcéo da concentracdo de composto, destacando-se o valor
de CAC determinado por tensiometria a tracejado e a gama na qual devera constar o valor de

CAC indicado por 'H RMN.
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Figura D.5: a) Espetros de "H RMN do composto 3Ct em D50 adquiridos a 37 °C (0,05 mM em
baixo e 0,64 mM em cima). b) Representagido da média dos desvios quimicos de alguns sinais
representativos do composto 3Ct, em funcio da concentragéo de composto, destacando-se o valor
de CAC determinado por tensiometria a tracejado e a gama na qual devera constar o valor de
CAC indicado por 'H RMN.
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Figura D.6: a) Espetros de "H DOSY RMN do composto 1Ct (20 mM, D50), adquiridos a 37 °C. b)
Determinacéo do coeficiente de difuséo, com recurso a equacgio de Stejskal-Tanner.
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Figura D.7: a) Espetros de 'H DOSY RMN do composto 3Ct (5 mM, D20), adquiridos a 37 °C. b)
Determinacéo do coeficiente de difusdo, com recurso a equacgio de Stejskal-Tanner.
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D.1.1.3 Estudos de Interacio Recetor-Substrato
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Figura D.8: Variagdes espetrais observadas apés adicio de CB7 a uma solucio de 1AH™ (20 uM),
a pH = 1, a uma temperatura de 25 °C, monitorizando-se por espetroscopia de absorcdo. Em inset
apresentam-se os ajustes dos dados experimentais ao modelo teérico 1:1 descrito no Apéndice C.
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Figura D.g: Variagdes espetrais observadas apds adicdo de CB7 a uma solucéo de 2Ct (56 uM),
a pH neutro, a uma temperatura de 37 °C, monitorizando-se por espetroscopia de absor¢do. Em

inset apresenta-se o ajuste dos dados experimentais ao modelo tedrico 1:1 descrito no Apéndice
C.
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Figura D.10: Variacdes espetrais observadas ap6s adi¢do de CB7 a uma solucio de 2AH™ (32 uM),
a pH = 1, a uma temperatura de a) 37 °C, monitorizando-se por espetroscopia de absorcéo e de b)
25 °C, monitorizando-se por espetroscopia de emissao (A¢zc = 415 nm). Em inset apresentam-se
os ajustes dos dados experimentais ao modelo tedrico 1:1 descrito no Apéndice C.

Abs

0.30

0.20

0.10 -

0.00

01

E |

c 1 -

o |

S 008 | o ®

@ |o*

& g
008 b

0 50 100
[CB7]/ uM
Kyq=79x10*M™ 1
Kyq =8,6x10'M™!
250 350 450 550
L/ nm

650

Figura D.11: VariacOes espetrais observadas apos adicdo de CB7 a uma solucdo de 3Ct, a pH
neutro, a uma temperatura de 37 °C, monitorizando-se por espetroscopia de absor¢do. Durante a
experiéncia a concentracéo de substrato variou, pois adicionou-se diretamente macrociclo para
prevenir a formacio do catido flavilio, o que se verificou numa experiéncia anterior. Em inset
apresenta-se o ajuste dos dados experimentais ao modelo teérico 2:1 descrito no Apéndice C.
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Figura D.12: Variacdes espetrais observadas apds adicio de CB7 a uma solugdo de 3AH™ (3 uM),
a pH = 1, a uma temperatura de 25 °C, monitorizando-se por espetroscopia de emissdo (A¢zc = 430
nm). Em inset apresentam-se os ajustes dos dados experimentais ao modelo tedrico 2:1 descrito

no Apéndice C.
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Figura D.13: a) Espetros de absor¢ao a diferentes valores de pH, mantendo a temperatura a 37
°C e [citrato de sddio] = 10 mM, do composto 2 (30 uM), na presenca de CB7 (5 eq.). Em inset
apresentam-se os ajustes dos dados experimentais que permitiram obter o valor de pK’,. b)
Alteracdes espetrais ap6s irradiacdo a 365 nm e a 37 °C do composto 2Ct (13 M), na presenca
de CB7 (5 eq.), mantendo o pH = 5 e [citrato de sddio] = 10 mM. Em inset apresentam-se as
absorvancias ao comprimento de onda de absor¢cdo maximo do catido flavilio e chalcona trans

em funcio do tempo de irradiacéo.
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Figura D.14: a) Espetros de absor¢éo a diferentes valores de pH, mantendo a temperatura a 37
°C e [citrato de sddio] = 10 mM, do composto 3 (4 M), na presenca de CB7 (5 eq.). Em inset
apresentam-se os ajustes dos dados experimentais que permitiram obter o valor de pK’,. b)
Alteracdes espetrais ap0s irradiagdo a 365 nm e a 37 °C do composto 3Ct (8 M), na presenga
de CB7 (5 eq.), mantendo o pH = 4 e [citrato de sddio] = 10 mM. Em inset apresentam-se as
absorvancias ao comprimento de onda de absor¢do maximo do catido flavilio e chalcona trans
em funcio do tempo de irradiagéo.
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D.1.2 Caracterizacio do Composto 5
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Figura D.15: Variacdes no espetro de dicroismo circular eletrénico do composto 5AH™ (HCI 0,1M),
em funcio da temperatura no arrefecimento.
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D.2 Caracterizacio dos Compostos Funcionalizados com

Substituintes Catidonicos

D.2.1 Caracterizacido Espetroscopia dos Monémeros

D.2.1.1  Determinacio do pK”a no estado fundamental
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Figura D.16: a) Espetros de 'H RMN do composto 6AH*, adquiridos em condi¢des de gradiente
variavel, com a sequéncia ledbpgpzs (6 mM, D20, pD = 0). b) Ajuste dos dados experimentais de

acordo com a equacdo de Stejskal-Tanner que permitiu a determinagio do coeficiente de difusao:
D=2,92x 10719 m?/s.

Deducoes matematicas - Sistema diacido

o @

AHAHS AA,
BN °_ //k 2
AHA,
Figura D.17: Esquema ilustrativo da desprotonocdo de um composto contendo duas unidades

acidas ligadas covalentemente.

Considerando o esquema apresentado na Figura D.17, é possivel definir as constantes de acidez
microscépicas do sistema (Equacgdes D.1a D.4).

_ [ArAp 0T [HT]
K, = (A H+ Ay H] (D.1)
_ [AIHT A)[H Y]
Kq12 = (A H+ A H| (D.2)
_ [AA][HT]
oo = T, 7] o
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[A1 o] [H ]
[A H* Ay

Para além disso, pode ainda definir-se uma constante de acidez aparente para a formacéo da

Kqo0 = (D.4)

espécie monocationica (Equagio D.5).

;_ ([A1AH ] + [ALHT A])[HT]
al ™ [A|H+ Ay H+]

Conjugando as Equacdes D.1 e D.2, obtém-se uma expressio que permite calcular a concen-

(D.5)

tragdo total de espécies monocationicas (Equacao D.6).

Ko11[A1HTAoHT | + Ky 12[|A1H Y AgHT
[H]

Por outro lado, a concentracdo total de espécies monocatidénicas pode ser também obtida

[A1A2H+] + [A1H+A2] = (D.6)

através da Equacdo D.5, concluindo-se que a constante de acidez aparente K ; é dada pela soma
das constantes microscépicas K, 11 e K, 12 (Equagdo D.7).

K1 =Ko+ Kq12 (D.7)

a

De um modo analogo, podem deduzir-se as expressdes que permitem calcular a concentracdo
total da espécie neutra A; Ay, bem como relacionar a constante de acidez aparente K, , com as

constantes microscopicas (Equagdes D.8 a D.10).

[A1 Ao][H ] N [A1 Ao][H ]

A A HT A HT Al = .
ArAH ]+ [ A 2 Ko K22 (D)
. [A1 Ag][H]
02 = TA A HH] + [A HV Ay Do)
p Ko 21K 22 (D10)

“2 7 Koo+ Ko

Assumindo que se trata de um sistema estatistico, em que A; = Ao, as constantes microsco-

picas (K 4,,) sdo iguais entre si, sendo possivel estabelecer as seguintes igualdades (Equacdes D.11
aD.1g).

Ky =Ko+ Ko12 = 2Kaum (D.11)
;2 _ Ko 01K 22 _ Kgm _ Kom (D.IZ)

Ka 21 + Ka 22 2Kam 2
pKq1 =pK,,—0,6 (D.14)
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D.2.1.2 Resposta Fotoquimica
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Figura D.18: Irradiagéo da 6Ct a pH neutro e a temperatura ambiente ([citrato de sodio] = 10 mM;
Airr = 365 nm), seguida de a) irradiagdo a 280 nm ([6Ct] = 10 M) ou b) recuperagéo térmica a
50 °C ([6Ct] = 9 uM), apresentando-se a tracejado o espetro de absorcdo adquirido apds 24 h de

incubacio.

0.5
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Figura D.19: Espetro de absor¢ido do composto 6 (17 uM) antes (linha a cheio) e apés (linha a
tracejado) irradiagéo a 365 nm, a pH neutro, na presenca de 80% de metanol.
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D.2.2 Interacdes Recetor-Substrato

D.2.2.1 Modulagio da resposta fotoquimica do composto 6Ct
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Figura D.20: a) Variacdes espetrais observadas apds adi¢do de CB7 a uma solucéo de 7,3',4’-
trihidroxiflavilio (21 uM), a pH = 1. Em inset apresenta-se o ajuste dos dados experimentais ao
modelo tedrico 1:1, descrito no Apéndice C. b) Variagdes espetrais observadas apos adigio de
competidor (MV21) a uma solucio de 7,3’,4 -trihidroxi-flavilio (21 zM), na presenca de CB7 (299
M), a pH = 1. [36] Em inset apresentam-se os ajustes dos dados experimentais ao modelo teérico
1:1 apresentado no Apéndice C.

12 | v

Abs (440 nm)

08 +

MV / mM

0.4 Ky =32x10°M-1

Ky, =8,0x107 M1

350 400 450 500 550
A/ nm

Figura D.21: Variacoes espetrais observadas apos adicio de competidor (MV21) a uma solugio
de 6AH™ (19 uM), na presenca de CB7 (34 M), a pH = 1. Em inset apresentam-se os ajustes dos
dados experimentais ao modelo teérico 2:1, na presenca de competidor, conforme descrito no
Apéndice C.
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Figura D.22: Espetro COSY do composto 6AH™ (1mM, D20, pD = 1 ajustado com DCI), adquirido
na presenca de 2,5 eq. de CB7.
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Figura D.23: Espetro ROESY do composto 6AH™ (1mM, D20, pD = 1 ajustado com DCI), adquirido
na presenca de 2,5 eq. de CB7.
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D.2.2.2 Construcio e caracterizacio da associacio 7@CB7
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Figura D.24: Variacoes espetrais observadas ap6s adicio de competidor (MV?1) a uma solugdo de
7AH™ (28 uM), na presenca de CB7 (113 uM), a pH = 1.
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Figura D.25: Variacdes espetrais observadas ap6s adicdo de CB7 a uma solugéo de 7Ct (38 uM), a
pH neutro, contendo tampéo citrato de sddio (10 mM).
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Figura D.26: Espetro COSY do composto 7AH™ (0,55 mM, D20, pD = 1 ajustado com DCl), adqui-
rido na presenca de 1 eq. de CB7.
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Figura D.27: Espetro ROESY composto 7AH™ (0,55 mM, D20, pD = 1 ajustado com DCI), adquirido
na presenca de 1 eq. de CB7.
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Figura D.28: Espetro COSY do composto 7Ct (0,80 mM, D50), adquirido na presenca de 1 eq. de
CB7.
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Figura D.29: Espetro ROESY do composto 7Ct (0,80 mM, D20), adquirido na presenca de 1 eq. de
CBy.
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Figura D.30: a) Espetros de absorcéo a diferentes valores de pH, mantendo a temperatura a 25 °C
e [citrato de sodio] = 10 mM, do composto 7 (18 M), na presenca de 25 eq. de CB7, cerca de 10
minutos apo6s saltos de pH desde pH = 1 até valores superiores. b) Distribuicdo molar em fungéo
do pH da espécie 7AH™ (vermelho) e das espécies basicas do sistema 7 (verde), livre (linhas a
cheio) e na presenca de 25 eq. de CB7 (linhas a tracejado).
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E | Comunicacido de Resultados

Para que a investigacdo em ciéncia progrida, é fundamental que haja comunicacao e discussao
dos resultados obtidos com os restantes membros da comunidade. Assim, ao longo desta tese,
sempre se trabalhou nesse sentido, através de comunicacdes orais ou em painel e da publicagéo

de artigos cientificos.

E.1 Comunicacoes Orais

No ambito das Jornadas Intercalares dos Mestrados dos Departamentos de Quimica e de
Ciéncias da Vida da FCT-NOVA, que decorreram via digital, nos dias 11 e 12 de fevereiro de 2021,
foi apresentada a comunicacéo oral intitulada "pH and Photoresponsive Soft Materials for Drug-
Delivery Applications", que incidiu principalmente sobre os estudos realizados para o composto

2.

Na sequéncia dos resultados obtidos nos estudos comparativos entre os compostos 6 e 7,
foi ainda proferida a comunicacéo oral intitulada "Dimerizacdo vs Fotodimerizacdo: Reatividade
Fotoquimica de Derivados Anfifilicos de 2-hidroxichalconas Controlada por Cucurbit[7]urilo", no
Coléquio Digital de Estudantes de Quimica em Portugal, que decorreu entre 26 e 28 de margo de

2021, organizado pela Associagdo Nacional de Estudantes de Quimica.

E.2 Comunicacoes em Painel

No decorrer do VII PYCheM - Portuguese Young Chemists Meeting, que ocorreu via digital
entre os dias 19 e 21 de maio de 2021, apresentou-se uma comunica¢ao em painel intitulada: "Modu-

lation of the Photochemical Reactivity of a Bischalcone upon Complexation with Cucurbit[7]uril".

Ainda no ambito das comunicac¢des em painel, no XXVII Encontro Nacional da Sociedade
Portuguesa de Quimica, que teve lugar na Universidade do Minho, em Braga, entre os dias 14
e 16 de julho de 2021, apresentou-se uma comunicacdo em painel intitulada: "Self-assembly of
2-hydroxychalcones amphiphilic derivatives: A new approach for a drug-delivery system", que

compreendeu a comparacio dos resultados obtidos para os compostos 1, 2 e 3.
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E.3 Artigos Cientificos

O sistema multiestado 7AH"-7Ct foi caracterizado em maior detalhe para além do que foi
descrito na presente tese, nomeadamente considerando a existéncia da espécie B4, com o objetivo
de caracterizar o comportamento cinético e termodinidmico da associa¢do 7@CB7, tendo originado
a publicacdo do artigo intitulado: "Exploring the pH dependent kinetics, thermodynamics and
photochemistry of a flavylium-based pseudorotaxane”, na revista Pure and Applied Chemistry, que
pode ser consultado sob o DOI https://doi.org/10.1515/pac-2021-0603.
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