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RESUMO

As benzodiazepinas sao prescritas para casos de ansiedade, insénia, dores musculares. Devido
aos seus efeitos secundarios, amplificados na presenca de alcool, sdo classificadas como droga
de abuso sexual facilitado. Este problema impacta a sociedade que necessita de combater a
adulteracao de bebidas alcodlicas, passando pela prevencao: se existir um sensor para detetar
este tipo de compostos na escala de uM, estes episddios podem ser minimizados. Iniciou-se
um estudo computacional para desenhar o melhor quimiossensor, baseado na complementa-
ridade de forma e o mais promissor foi um recetor da familia dos cavitandos, que apresenta
uma estrutura com uma cavidade hidrofdbica capaz de acomodar pequenas moléculas orga-
nicas no seu interior. Este cavitando foi sintetizado e caracterizado por RMN. Os recetores
foram posteriormente utilizados para encapsular diferentes estiril cianinas, formando um sen-
sor supramolecular capaz de alterar as suas caracteristicas éticas na presenca de analitos.

Alguns corantes foram completamente encapsulados no interior de capsulas diméricas, for-
madas por dois cavitandos ligados entre si por liga¢des de hidrogénio. A inclusao dos corantes
no interior destas estruturas permite isolar completamente a molécula do seio do solvente,
alterando drasticamente as suas caracteristicas espetroscopicas, com uma constante de afini-
dade na ordem de 103-10* M. Foram escolhidos como sensores para ensaios de competicdo,
onde se realizaram estudos com diversos analitos. Tendo-se obtido resultados positivos tes-
tou-se uma benzodiazepina sintetizada, cuja afinidade foi de 2.73x10* M™, com um LoD de 53
uM e LoQ de 124 uM, em 5% metanol. Foi ainda possivel a detecdo de benzodiazepinas
quando na forma de comprimido, mas o seu uso em bebidas alcodlicas foi comprometido,

uma vez que o sensor tem afinidade para o etanol, gerando um sinal falso positivo.

Palavas chave: Benzodiazepinas, Cavitandos, Quimiossensor Supramolecular, Ensaio de Subs-

tituicdo do Indicador

Xi



Xii



ABSTRACT

Benzodiazepines find medical application in treating anxiety, insomnia, and muscle pain. How-
ever, their side effects, particularly when combined with alcohol, have led to their categoriza-
tion as facilitated sexual assault drug. This issue profoundly impacts society, requiring strate-
gies to counteract the tampering of alcoholic drinks. One approach is prevention, wherein the
deployment of a uM detector could avoid such incidents. Consequently, a computational study
was initiated to identify the optimal chemosensor based on shape complementarity. Among
the screened candidates, water-soluble cavitands, characterized by a hydrophobic cavity based
on resorcin[4]arene, emerged as the most promising design.

The designed receptors were synthesized and characterized using NMR, UV-Visible, and Fluo-
rescence techniques in the presence of several styryl cyanines. The outcome yielded a sensor
with changeable optical properties in response to the presence of an analyte. Some dyes were
completely included in dimeric capsules formed by two cavitands, leading to dramatic shifts in
their spectroscopic properties. These assemblies showed a substantial affinity constant within
the range of 10>-10* M and displayed excellent stability. Consequently, these structures were
chosen to serve as a self-assembled sensor in Indicator Displacement Assays. Initial experimen-
tation involved various competitors with diverse characteristics, yielded positive results and
this driven the subsequent assessment of the analyte of interest. In the case of a synthesized
benzodiazepine, the affinity was determined to be 2.73x10* M, with a LoD of 53 uM and a
LoQ of 124 uM, in a 5% methanol solution. Also, tablets containing benzodiazepines were able
to be detected. However, the sensor's applicability to alcoholic beverages was compromised,

due to its affinity towards ethanol, leading to false positive signals.

Keywords: Benzodiazepines, Cavitand, Supramolecular Chemosensor, Indicator Displacement

Assay
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INTRODUCAO

Neste capitulo apresenta-se a contextualizacdo do trabalho, bem como uma breve discusséo
de conceitos importantes para a compreensao do documento. Primeiro sera introduzida a pro-
blematica das drogas e a importancia da sua detecdo, posteriormente foca-se na técnica utili-
zada para realizar a detecao de uma classe de moléculas que nao apresenta um quimiossensor
na literatura, as benzodiazepinas (BZDs), introduzindo conceitos de quimiossensores e da qui-

mica supramolecular com recetores baseados no resorcin[4]areno.

1.1 Contextualizacao e Motivacao

A adulteracao de comidas ou bebidas de um utilizador sem o seu consentimento constitui um
crime de elevada relevancia e que cada vez tem mais impacto na sociedade. Por norma, as
bebidas sdo adulteradas com drogas ilegais ou por medicagdo com prescricao, com o intuito
de deturpar o discernimento da vitima, de forma a poderem abusar da mesma, seja num as-
salto, assédio sexual ou com outro objetivo.’

Dados de um estudo realizado nos Estados Unidos da América, reportam que 1 em cada 13
estudantes universitarios ja teve a sua bebida adulterada, ja no Reino Unido 1 em cada 10
mulheres afirma ter sido vitima deste mesmo crime.>* De forma a entender o impacto desta
tematica em Portugal, no ambito da cadeira de "Empreendedorismo 2022" na Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa, foi realizado um questionario com 393
respostas. Neste universo, as idades foram maioritariamente entre os 18-23 e cerca de 70 %

eram do sexo feminino. As respostas a pergunta “Ja te adulteraram ou conheces alguém cuja



bebida foi adulterada num espaco de entretenimento noturno?” encontram-se na figura 1.1 e
as respostas positivas rondam os 50 %. Significa que esta problematica em Portugal é real e

necessita de maior cuidado.
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Figura 1.1 Representacdo grafica das respostas a pergunta "Ja te adulteraram ou conheces alguém cuja bebida foi
adulterada num espaco de entretenimento noturno?”, realizada no ambito da cadeira de Empreendedorismo 2022
da FCT-NOVA.

Os compostos que sdo considerados drogas de abuso sexual facilitado incluem: etanol, can-
nabis, cocaina, benzodiazepinas, anfetaminas, cetamina, barbitdricos e GHB (Figura 1.2 Tipos
de compostos classificados como drogas de abuso sexual facilitado).* Estes compostos podem
ter dois efeitos diferentes no corpo humano: por um lado muitos deles como a heroina e as
benzodiazepinas que tém um efeito sedativo, deixam o utilizador desorientado, com sonolén-
cia e até pode levar a desmaios. Por outro lado, a cocaina e as metanfetaminas, tém um efeito
nao sedativo, deixando o utilizador num estado de euforia, éxtase, desinibicdo que podem
levar a situagdes de tonturas e relaxamento. Estes sintomas sao ainda mais potencializados
quando associados com bebidas alcodlicas, dai ser muito importante a sua detecdo nestas
bebidas.! A identificacdo em bebidas alcodlicas facilita a investigacdo pois a concentracio do
analito é superior que no corpo humano e ndo existe metabolizacdo das drogas o que torna a
analise mais simples do que numa matriz bioldgica.> A matriz bioldgica (urina, sangue, cabelo,
saliva) apresenta uma elevada complexidade, o analito esta muito mais diluido devido ao maior
volume de circulagdo mas também devido a sua metabolizacdo para posterior excre¢ao, so-
frendo hidrolises, oxidacdes, glicoconjugacao, etc.®

Ja foram reportados alguns sensores baseados em nanomateriais (como por exemplo carbon

dots e nanoparticulas de ouro) para muitos destes analitos e que sao aplicaveis a bebidas de



cariz alcodlico”®®. Também existem alguns quimiossensores supramoleculares baseados em

cucurbiturilos e cavitandos para detetar a presenca de alguns destes compostos em meios
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aquosos, com excecao das benzodiazepinas que tém recebido pouca atengéo, sendo, por

este motivo, a falha que se pretende colmatar.
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Figura 1.2 Tipos de compostos classificados como drogas de abuso sexual facilitado

1.2 Benzodiazepinas

1.2.1 A quimica das Benzodiazepinas

As benzodiazepinas foram escolhidas como objeto de estudo deste trabalho por diversas ra-
zdes.

Estes compostos foram inicialmente descobertos acidentalmente pela empresa F. Hoffmann-
La Roche AG, nos anos 50 e na década seguinte foram colocados no mercado farmacéutico.
Cerca de 60 anos depois, esta familia de farmacos, classificado com psicoativos, sdo dos mais
vendidos para o tratamento de ansiedade, insonia, epilepsia, dependéncia de alcool e também
usado nas cirurgias como sedativo." Este tipo de compostos comecou a ser bastante utilizado
pela populacdo no lugar dos barbitlricos, uma vez que estes apresentam baixo indice tera-
péutico e alto potencial de abuso.™ Estima-se que o seu consumo atingiu 30% de pessoas com
mais de 65 anos em Franca, mais de 20% no Canada e na Espanha, 15% na Australia e entre 9
a 12% nos Estados Unidos,"” desta forma pode-se concluir que é um farmaco presente no
quotidiano das sociedades desenvolvidas.

As moléculas em estudo apresentam um esqueleto de uma (1,4)-diazepina, fundida com um

anel de benzeno. Podem ocorrer diversas funcionalizagdes em diferentes posicoes, desta forma



foram agrupadas em diversas classes, como representadas na figura 1.3a. Estas moléculas
apresentam estruturas 3D complexas, pois os anéis ndo se encontram no mesmo plano, fruto
do anel de sete membros. Estas duas caracteristicas tornam bastante dificil a detecdo geral
deste tipo de moléculas porque o seu esqueleto é muito pouco funcionalizado e por isso
pouco reativo, e o facto de terem grupos funcionais diferentes em cada classe, alterando a
quimica de cada grupo também dificulta este processo. Por outro lado, a estrutura 3D com-
plexa (Figura 1.3b) e também dependente dos grupos funcionais, dificulta o uso de quimios-
sensores baseados em interagdes ndao covalentes que possam ser estabelecidas com os grupos
funcionais. Assim muitos dos sensores presentes na literatura e que serdo abordados no sub-
capitulo 1.3.1, foram postos de parte, sendo a opgdo mais fidvel um sensor estruturalmente
complementar e adequado a fraca polaridade das classes mais disseminadas deste tipo de

compostos.
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Figura 1.3 A estrutura das Benzodiazepinas. (a) Subclasses das Benzodiazepinas em 2D. (b1) Estrutura 3D de
Alprazolam da classe das triazolobenzodiazepinas. (b2) Estrutura 3D de Flunitrazepam pertencente 1,4-benzodi-

azepinas.



No geral, as benzodiazepinas interagem com o Sistema Nervoso Central, mais concretamente
com o recetor GABAa que se encontra na membrana sinaptica. O ligando enddgeno respetivo
é o acido y-aminobutirico (GABA), que tem como funcdo inibir a libertacdo de ides cloreto para
a fenda sinaptica. O recetor é composto por 5 subunidades glicoproteicas (2a, 2B e 1y) e apre-
senta 2 centros ativos para o GABA se ligar. Quando o recetor e o ligando interagem ocorre
uma mudanca da conformacao e ocorre uma hiperpolarizacao da membrana, devido ao au-
mento da passagem de ides cloreto. A consequéncia é a diminui¢do de neurotransmissores na
fenda sinaptica devido a inibicdo da sua excitacao e desta forma, o efeito sentido pelo utiliza-
dor é de relaxacdo.'® Este processo é facilitado na presenca de ligandos alostéricos, como por
exemplo as BZDs. Como os lugares de ligacao do GABA ndo estdo acessiveis é necessario existir
uma alteracdo conformacional para a ligacdo ser possivel. Entre a subunidade a e y existe um

centro ativo alostérico com elevada afinidade para as moléculas em estudo.® (Figura 1.4)
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Figura 1.4 Representacdo esquematica do recetor GABA, visto de cima e locais de ligagdo dos ligandos GABA e
BZD (Adaptado'”)

O recetor GABAa tem outros ligandos alostéricos como € o caso dos barbituricos, anestesian-
tes, esteroides, catides e etanol. Quando se utiliza alcool e benzodiazepinas de forma conjunta
pode acontecer o seguinte: '®

- Aumento dos efeitos sentidos pelo utilizador em comparacao a toma individual, o que pode
levar a uma diminui¢do da capacidade cognitiva e aumento do tempo de reagao.

- A quantidade de alcool que é necessaria para atingir a overdose é muito menor. A farmaco-
cinética do alcool é muito mais rapida (t1,24 a 6 horas) que a farmacocinética das BZDs (t12 2
a 100 horas), por isso, estes Ultimos vao permanecer mais tempo inalterados no organismo, o
que pode levar a lesGes graves a nivel do cérebro ou outros érgaos.

- Risco de efeitos secundarios adversos e inesperados como alergias, vomitos, nauseas, ataque

cardiaco, psicose, faléncia renal, entre outros.



- Risco de dependéncia dos dois compostos.
A alta disponibilidade na sociedade, juntamente com o aumento dos efeitos das BZDs na pre-
senca de alcool foram as principais razdes que motivaram este trabalho. Algumas BZDs foram
reunidas para serem estudadas, na forma de comprimidos e estdo presentes na figura 1.5.
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Figura 1.5 Benzodiazepinas utilizadas neste estudo

O diazepam é vendido comercialmente como Valium®, o clonazepam como Rivotril® e o
Alprazolam como Xanax®. O diazepam e clonazepam encaixam na classe das 1,4-benzodiaze-
pinas e o alprazolam pertence as triazolobenzodiazepinas, as classes mais significativas.

J& o Flunitrazepam foi comercializado inicialmente como Rohypnol® (Figura 1.2), mas devido
ao seu rapido e forte efeito quando combinado com outras drogas (como amnésia, diminuicao
da capacidade fisica e cognitiva), foi retirado do mercado em muitos dos paises, devido ao
potencial de utilizacdo para abusos sexuais e outros crimes, por isso nao foi possivel realizar o

seu estudo, embora seja das drogas de abuso mais utilizadas.”

1.2.2 Formas de detecao

As dificuldades de detetar as substancias ilicitas em bebidas de teor alcodlico prendem-se com
a matriz relativamente complexa e também os excipientes presentes nos comprimidos, por
isso as formas de detecao através destas matrizes sdo escassas.

Por norma, as benzodiazepinas sdo detetadas quantitativamente através de dois métodos: por
ensaios imunologicos (ELISA, CEDIA, LFIA, RIA) ou por cromatografias (HPLC, LC-MS). Os en-
saios imunoldgicos contam com a presenca de um antigénio que se liga ao anticorpo, as BZDs,
e posteriormente esta interagdo se traduza num sinal, tipicamente colorimétrico ou fluores-
cente.® J4 a cromatografia requer um pré-tratamento de amostra para posteriormente ser

injetada numa coluna e separar os compostos de interesse. Estes métodos apresentam alguns



problemas como: aparelhos dispendiosos, ndo tém a capacidade de conceder o resultado de
forma instantanea, nao pode ser utilizado pelo utilizador comum devido a sua complexidade
e os interferentes das matrizes sdo um desafio que dificultam o estudo dos resultados.?’
Outros métodos eletroanaliticos como por exemplo a voltametria e da potenciometria, conse-
guem diminuir o preco da técnica, mas continuam a existirem desvantagens, como interferén-
cia das matrizes e complexidade para um utilizador comum.?

De forma a dar resposta a alguns problemas enunciados como por exemplo: a complexidade,
o tempo de resposta, a capacidade de utilizagcdo por qualquer utilizador e sem ser num ambi-
ente controlado de laboratério, os testes colorimétricos visam responder a grande parte destes
desafios. Nestes testes existe uma molécula que responde a presenca das BZDs alterando as
suas propriedades 6ticas em funcado da presenca do analito no momento da adicao.

Neste momento a literatura para este tipo de sensores aplicados a BZDs é escassa, tendo sido
encontrados apenas dois exemplos.

Em 2013, Buranachai e colegas publicaram o primeiro sensor fluorescente para a detecao do
flunitrazepam (Figura 1.6a). Neste artigo os autores otimizaram a protonacao deste analito
com um acido forte (2M de acido perclorico) e promoveram a formacao de uma espécie com
caracteristicas fluorescentes, o 2-nitro-/N-metilacridona, em etanol. O limite de detecéo foi
apreciavel: 1 uM e foi possivel de aplicar a bebidas alcodlicas transparentes com elevado teor

de alcool.?

Neste estudo carece a aplicacao para outros tipos de BZD, uma vez que a acidez
das diferentes classes é muito diferente e, consequentemente, a capacidade de utilizar esta
técnica fica aquém do esperado. Por outro lado, o manuseamento de um acido tao forte ndo
deve ser efetuado por qualquer utilizador. Por ultimo, o rendimento quantico da espécie fluo-
rescente € de apenas 0.06, o que torna a resposta a presenca de BZDs pouco sensivel.

Ja mais recentemente, Chang e colegas reportaram um sensor baseado em quantum dots de
carbono hidrofébico, que interage com o grupo nitro das benzodiazepinas e tem a capacidade
de suprimir as suas caracteristicas fluorescentes (Figura 1.6b). Este estudo permitiu a identifi-
cacao de quatro estruturas de BZDs em diversas bebidas alcoodlicas através de uma extracao

com tolueno. O limite de detecao para o nimetazepam foi de 7.24 uM, um rendimento quantico

alto e uma supressdo da fluorescéncia a rondar os 40%.* Este ensaio foi bastante completo e



demonstrou a sensibilidade e aplicabilidade dos carbon-dots, faltando apenas expandir o en-
saio para ser possivel analisar em outras BZDs que nao tenham o grupo funcional -NO..

Desta forma, existem ainda algumas falhas nestes estudos a serem colmatadas como por
exemplo a aplicagdo de um sensor a varias classes de BZDs, uma resposta colorimétrica e flu-

orescente independente de excipientes e matrizes, elevada seletividade e de facil utilizacao.
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Figura 1.6 Sensores fluorescentes previamente reportados para (a) flunitrazepam e (b) nimetazepam (Adaptado de
A Carbon-Dot Sensing Probe for Screening of Date Rape Drugs: Nitro-containing Benzodiazepines, 305, Y. Te Yen,
Y.S. Lin, T. H. Chen, S. C. Chyueh and H. T. Chang, Sensors Actuators, B Chem., 1-9, Copyright (2020), com permis-

sdo de Elsevier)

1.2.3 Interferentes — matriz e excipientes

Embora uma bebida alcodlica apresente uma matriz mais simples que uma matriz biologica,
existem alguns componentes que podem interferir com quimiossensores.

As bebidas alcodlicas no geral sdo constituidas por agua e por etanol, variando a percentagem
desde 3% (cerveja) a 50% (licores),®® portanto é de extrema importancia que o sensor seja
estavel em diversas proporcdes de alcool e agua. Posteriormente, cada bebida alcodlica apre-
senta diferentes aditivos que lhe conferem diversas caracteristicas. Estes aditivos podem provir
de uma fonte natural ou sdo adicionados posteriormente ao produto para melhorar as suas
caracteristicas de sabor, cor ou estabilidade, como por exemplo corantes, aromatizantes, ado-

cantes e conservantes. Aos primeiros pertencem: pigmentos, carbohidratos, acidos, compostos



volateis, compostos fendlicos, aminoacidos, péptidos, proteinas, minerais ou vitaminas (Figura
1.7).® Muitos destes compostos tém estruturas grandes, hidrofilicas e complexas, por isso é
importante que o sensor seja bastante seletivo para a estrutura Unica e relativamente hidrofé-

bica das benzodiazepinas.
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Figura 1.7 Estruturas quimicas de varios produtos naturais e aditivos presentes em bebidas alcodlicas

Para além destes possiveis interferentes também existem aqueles que estdo presentes nos
comprimidos. Por norma, a adulteracdo quando é feita com compostos com prescricao médica,
vém na forma de comprimido que conta com o ingrediente com principio ativo (API) e os
excipientes. Os excipientes farmacéuticos sdo substancias inertes que sao incluidos para apri-
morar o processo de fabricacdo, proteger, apoiar ou aumentar a estabilidade, melhorar a bio-
disponibilidade e aceitabilidade do paciente para o API.>"?®
Os excipientes podem ser agrupados em diversas categorias:
- Diluentes — acucares, silicatos, sais

- Binders — polimeros como amido, celulose

- Desintegrantes — amidos, celulose, alginatos

- Redutores de fricg¢do - silica coloidal

- Lubrificantes — estearato de magnésio

- Filmes protetores — polimeros de celulose

- Agentes de coloracao — corantes utilizados na alimentacao



A maior parte dos excipientes sdo também estruturas volumosas, como os polimeros, e sdo
altamente hidrofilicos, por isso contrastam neste parametro com as benzodiazepinas, sendo

estas caracteristicas de relevo e que podem ser Uteis para a sua identificacdo seletiva.

1.3 Quimica Supramolecular e Quimiossensores 6ticos

1.3.1 Tipos de Sensores Oticos

Tendo em conta as questdes anteriormente referidas na secgdo 1.2.2, este trabalho focar-se-a
no desenvolvimento de um quimiossensor 6tico especifico para BZDs. Um quimiossensor 6tico
é um tipo de sensor desenhado para detetar e quantificar a presenca de substancias especifi-
cas, utilizando as alteracbes oticas para detetar a sua presenca.?’ Neste caso, os analitos-alvo
serdo as benzodiazepinas e o sinal detetavel serd uma mudanca de cor ou fluorescéncia para
ser visivel ao utilizador. Este tipo de técnica tem sido utilizado em diversas areas das ciéncias
e tecnologia devido a sua versatilidade, baixo custo, resposta rapida e sensibilidade.®

Os sensores quimicos podem ser divididos em dois grandes grupos. O exemplo mais simples
é a interagdo covalente entre o sensor e o analito, que depois produz uma resposta Otica.
Assim, para este fendmeno acontecer, a interagao entre ambos tem de alterar as caracteristicas
eletrénicas, por norma do recetor, de modo a ocorrer alteracao do sinal. Este tipo de sensores
é pouco utilizado porque o desenho experimental de um recetor que ligue covalentemente é
trabalhoso. O exemplo que sera utilizado e explicado com mais detalhe vem ultrapassar o
problema anterior a varios niveis, que sao os sensores baseados em interacdes ndo covalentes.
Dentro destes sistemas também existem os nanossensores que, acoplados com quimiossen-
sores ou sozinhos, tém mostrado também a sua superioridade devido a elevada funcionaliza-
cdo e estabilidade.”

Os quimiossensores sao caracterizados por realizarem intera¢des ndo covalentes entre o rece-
tor e o analito, como por exemplo interacSes de van der Waals, dispersdo, interagdes n-m,
ligagdes de hidrogénio, dipolo-dipolo, ido-dipolo, catido-m, entre outras. A energia destas in-
teragdes é baixa e por isso os sistemas podem ser reversiveis, caso seja facultado um determi-

nado estimulo.®* Estes sistemas necessitam de uma unidade recetora, que interage nao
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covalentemente com o analito, e um croméforo ou fluoréforo que altera as suas propriedades
oOticas na presenca do analito. Existem varias formas de combinar estas duas unidades: as mes-
mas podem se encontrar na mesma molécula ou podem ser duas moléculas em separado que

interagem em solucdo.?’ Os varios tipos de quimiossensores supramoleculares encontram-se

representados na figura 1.8.
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Figura 1.8 Exemplos de quimiossensores dependentes da ligacdo da unidade recetora com a unidade sinalizadora

A ligacdo covalente entre o recetor e o sinalizador pode ser mais desafiante sinteticamente,
mas igualmente importante em diversas areas. No caso do presente trabalho referente a rece-
tores supramoleculares, apenas a ligagcao ndo covalente entre as duas unidades sera estudada,
mais especificamente a substituicdo da unidade sinalizadora pelo analito (IDA, /ndicator Dis-
placement Assay) devido a simplicidade do sistema.

Os ensaios de IDA foram criados nos anos 90 pelas equipas de Inouye, Shinkai, e Anslyn e a
partir dessa altura este tipo de estudos foi amplamente utilizado em diversas areas, desde o

reconhecimento de pequenas moléculas organicas, a gases toxicos ou biomarcadores.®
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Por norma, o recetor € uma unidade supramolecular e tanto o analito como o sinalizador tém
afinidade para a unidade hospedeira. Para a substituicdo ocorrer é necessario que o analito
tenha a capacidade de substituir o sinalizador, seja por ter uma constante de afinidade mais
alta ou por estar em elevada concentragao. Estes sensores podem funcionar num regime " turn-
off quando a associacdo corante-recetor tem fluorescéncia/cor, perdendo-a na presenca na
presenca do analito num regime de "“turn-on", que funcionam pelo método contrario, e ainda
os raciométricos onde existe alteracao da cor ou fluorescéncia para diferentes comprimentos
de onda (figura 1.9). Por norma, os penultimos sensores sdo os mais desejados pois é visual-

mente mais facil detetar o aumento de fluorescéncia.®

Turn-On

Raciometrico

® @@
@ @ @
:

Figura 1.9 Tipos de Indicator Displacement Assay

As diversas unidades que constituem o IDA vao ser apresentadas individualmente nos proéxi-
mos subcapitulos e as técnicas de espetroscopia otica que serdo utilizadas neste trabalho en-

contram-se descritas no apéndice A.1.

1.3.2 Unidades Recetoras

Desde os anos 80 que surgiu um grande interesse em estruturas macrociclicas capazes de
mimetizar sistemas biol6gicos, como uma enzima que reconhece um ligando. Em 1987, Lehn,
Cram, e Pedersen foram galardoados com o Prémio Nobel da Quimica pelas suas descobertas
sobre os sistemas de Host-guest Chemistry> Estes sistemas sdo constituidos por duas molé-
culas, o analito/substrato e um hospedeiro, este Ultimo normalmente de grandes dimensdes

que engloba o analito, interagindo ambos entre si por ligacdes ndo covalentes.®
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Alguns exemplos de recetores amplamente utilizados nas mais diversas areas sdo: as ciclodex-
trinas (a-D-glicopiranose), cucurbiturilos (unidades de glicoluril), calixarenos (unidades fendli-
cas), pilararenos (unidades de dialcoxibenzeno ou hidroquinona), cavitandos (unidades de
resorcinol), entre outros (Figura 1.10). Todos podem formar interagdes ndo covalentes, mas os
seus tamanhos, formas da cavidade, densidade eletronica e interacdes especificas variam entre
si. Desta forma, foram feitos estudos computacionais para compreender a complementaridade
entre a conformacao do analito (o flunitrazepam foi usado como modelo representativo da

BZDs), e do hospedeiro.
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Figura 1.10 Mondmeros das respetivas estruturas macrociclicas referidas

O estudo computacional foi realizado através da aplicagdo HyperChem. Neste programa exis-
tem varias formas de tratar este tipo de interacdes, sendo a escolhida a otimiza¢do de geome-
tria. Neste programa, é estudada a superficie potencial da molécula e séo realizadas altera¢des
a nivel de angulos, comprimentos de ligacao, organizagdo espacial dos grupos, entre outros.
Ao alterar estes parametros a energia potencial é minimizada até se encontrar um minimo
local, que ndo é propriamente o minimo de energia geral. O método de procura utilizado neste
programa foi o gradiente conjugado que na procura do minimo de energia recorre ao histérico
de minimizac3o para calcular a direcdo da pesquisa e converge mais rapido.>’” A estrutura que
revelou melhor complementaridade foi o cavitando, uma unidade de resorcin[4]areno modifi-

cado de forma a expandir o volume da cavidade (figura 1.11).
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Figura 1.11 Estudo computacional de complementaridade entre o cavitando e o analito flunitrazepam com vista
lateral e vista superior

1.3.3 O Cavitando

Descobertos inicialmente por Cram, os cavitandos sdo estruturas macrociclicas com um interior
concavo e hidrofébico, capazes de reconhecer pequenas moléculas em meio orgénico.*® Sdo
estruturas supramoleculares baseadas no resorcin[4]areno e ao longo dos anos a sua sintese
foi sendo aprimorada para conter mais painéis aromaticos e ainda grupos funcionais diversos,
0 que por vezes pode impedir que sejam sempre estruturas concavas bem definidas.*

A sua forma pode ser considerada um vaso fechado quando a sua conformacao € Cav. Esta
estrutura também pode abrir para uma conformacado Dz, que se assemelha a um papagaio de
papel. Ambas as estruturas podem dimerizar entre si, dependendo do estimulo e do tipo de
funcionalizacao do anel superior, e formam uma capsula com uma cavidade hidrofébica no

interior.*

Figura 1.12 Conformacdes estruturais adotadas pelo cavitando C1. A esquerda a conformacio velcrando, em cima
a conformacao de papagaio, em baixo a conformacédo de vaso e a direita a dimerizacdo do vaso, facilitado por

ligacdes de hidrogénio (Reproduzido com permissao de Springer Nature)

14



A capsula de papagaio dimerizado, o velcrando, é favoravel em solventes polares, como é o
caso da agua, porque diminuem a repulsdo entre a cavidade hidrofébica e as respetivas molé-
culas de solvente, e os painéis aromaticos interagem entre si por interagdes n-i. A conforma-
¢do de vaso fechado acontece quando existe um solvente que favoreca esta conformacao ou
quando existe um analito passivel de encapsular. A forma dimérica de vaso é atingida quando
o cavitando realiza interacdes por ligagdes de hidrogénio entre si e quando o analito tem as
propriedades corretas. (Figura 1.12)

Este tipo de estruturas, apelidados de Cavitandos de Rebek, apresentam movimento dinamico
entre as diversas conformacgdes. Por outro lado, existe outro tipo de cavitandos rigidos que
sdo conhecidos como Cavitandos de Gibb (Figura 1.13). Estes ultimos tém uma forma cilindrica
(8 A de largura e altura) e uma estrutura rigida que impede o aparecimento de outras confor-

macdes. Os cavitandos de Rebek sdo interessantes para albergar moléculas um pouco maiores

) '40

como é o caso das benzodiazepinas (8.5 x 12 A

Figura 1.13 Estruturas de cavitandos rigidos, descobertos por Gibb (a esquerda) e cavitandos dindmicos reporta-

dos por Rebek (a direita) (Reproduzido com permissado de Springer Nature)

Estes hospedeiros tém provado ser muito versateis, pois conseguem encapsular moléculas
com carga ou neutras, cadeias alquilicas ou aromaticas, pequenos ou grandes analitos devido
a sua estrutura dinamica e devido a sua parede aromatica que consegue realizar interagdes do
tipo catido-n, empilhamento nt- , bem como toda a funcionalizacdo que pode ocorrer no anel
superior.*™ Quando os analitos interagem com o cavitando C1, que pode formar complexos
1:1 ou 2:1, o seu tamanho e carga sao muito importante para determinar o tipo de encapsula-
cao. Na figura 1.14 encontram-se presentes alguns analitos que interagem com C1 e que po-

dem formar a meia capsula ou a capsula completa.
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Figura 1.14 Esquema das interacdes observadas entre C1 e véarios analitos presentes na literatura. Dependendo

das caracteristicas do analito pode existir a formacdo da meia capsula (a esquerda) ou da capsula total (a direita)

Para além do reconhecimento de moléculas também existe a capacidade de realizar reagdes
dentro destes contentores moleculares. Esta estratégia obriga moléculas hidrofébicas a serem
introduzidas dentro da cavidade para preencherem o espaco da cavidade, como é o caso de
cadeias alifaticas que tendem a pré organizarem-se numa estrutura gauche. Fora da cavidade

encontram-se os grupos funcionais, que na presenca de um catalisador realizam rea¢ées des-

critas, como é o caso da ciclizacio, epoxidacao, reducdes, entre outras (Figura 1.15).4#
[e]
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Figura 1.15 Reagdes reportadas dentro de diferentes recetores (C1 e C2) baseados no resorcin[4]areno, com os

varios substratos e reagentes.
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Um dos objetivos para estas estruturas era a sua solubilizacdo em agua. A agua é o solvente
mais verde, abundante e de elevada utilidade, sendo preferivel quando comparado com sol-
ventes organicos. Outra razdo, é porque os recetores encontrados na natureza como as prote-
inas, cujos sintéticos se baseiam, sdo todos solUveis em agua, pois sé neste solvente é possivel
proliferar a vida. Importa salientar que a agua tem a possibilidade de realizar ligagdes ndo
covalentes importantes como ligagdes de hidrogénio e outras interagdes de natureza elec-
troestaticas, o que pode influenciar as interagdes entre o hospedeiro e o analito. Outro ponto
interessante é o comportamento da dgua dentro da cavidade do cavitando, pois dentro desta
estrutura os analitos semtem o efeito hidrofdbico, obrigando estas moléculas a sair da cavi-
dade para encapsular moléculas organicas, que encontram maior estabilidade dentro do ma-
crociclo.

Em 2001, estas dificuldades foram superadas por Gibb, que sintetizou o primeiro cavitando
soltvel em agua e a partir dai varios exemplo surgiram ao longo do tempo.* No ano seguinte,
Mendoza apresentou o conceito de cavitando com cavidade profunda, apresentando um ca-
vitando cujo anel superior era constituido por ureias e por essa razédo conseguia fazer ligagdes
de hidrogénio com outra molécula igual (C1, Figura 1.16a). Estas intera¢cdes ddo origem a uma
estrutura dimérica em forma de capsula.*® Juntando ambas as caracteristicas, Rebek sintetizou
um cavitando de cavidade profunda e solUvel em agua, que é possivel de se realizar em 6
passos lineares, com rendimentos superiores a 60 % e a partir de materiais comercialmente
disponiveis.*’ De forma a estudar as interacdes presentes no anel superior do cavitando C1,
que sdo responsaveis pelas interacdes por ligagdes de hidrogénio com o analito, adaptou-se
a mesma sintese para o cavitando C2 (Figura 1.16c), através da metilacdo com iodeto de me-

tano e carbonato de césio.”®
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Figura 1.16 (a) Estrutura molecular do cavitando C1 (b) estrutura 3D das ligacdes de hidrogénio realizadas pelo
cavitando C1 (c) Estrutura molecular do cavitando C2

O cavitando C1 tem doadores (N-H) e aceitadores (C=0) de ligagdes de hidrogénio, por isso
tem a capacidade de se encontrar na conformacao vaso dimerizado devido a estas interacdes.*
Ja o cavitando C2 ndo tem a mesma capacidade de ser doador por ligacdes de hidrogénio,

pois ndo tem doadores disponiveis e assim ndo consegue formar a capsula dimérica.*®

1.3.4 Unidades Sinalizadoras

Para proceder aos ensaios de IDA, é necessaria uma unidade sinalizadora, que tenha um sinal
detetavel para o utilizador e por isso que altere as suas caracteristicas quando em interagao
com o recetor. Como o objetivo deste trabalho é que o sistema funcione com uma mudanca
de cor, mas também de fluorescéncia, é necessario escolher um corante com ambas as capa-
cidades oticas.

Inicialmente, realizou-se um triagem dos diversos corantes que ja foram testados em cavitan-
dos semelhantes para entender o nivel de afinidade, agregacao, estabilidade nas condi¢des de
estudo e alteracbes espetroscopicas. Como estes cavitandos tém sido maioritariamente estu-
dados por RMN, ndo subsiste a necessidade de existir a alteragcdo de cor, por isso a biblioteca

de compostos ndo é extensa. Os corantes mais utilizados encontram-se na figura 1.17.
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Figura 1.17 Corantes fluorescentes utilizados em IDA com diversos cavitandos

Muitos destes corantes foram testados com cavitandos com alteragdes estruturais no arco su-
perior, como por exemplo a presenca de grupos carboxilato, ou amidas, o que pode alterar
nao soé a afinidade, mas também as caracteristicas espetroscédpicas. Existem basicamente duas
familias de compostos utilizados como unidades sinalizadoras fluorescentes: os S1 e S5 (fluo-
resceina), que dentro do cavitando agregam a estrutura corante-recetor na forma de vesicula
e perdem a sua fluorescéncia, o que se traduz num sensor do tipo “turn-on”, na presenca de
um analito de interesse. Ja os corantes do tipo merocianina como: S2, S3 e S4 funcionam de
forma contraria uma vez que a sua fluorescéncia é aumentada significativamente dentro de
cavidades hidrofébicas como as do cavitando, desta forma o sensor funciona de forma " turn-
off', pois perde a fluorescéncia quando existe competicdo pela cavidade com um analito (Fi-
gura 1.18). No grupo de Hooley, ambas as familias de corantes sao utilizadas para a detecdo

de THC e derivados, citrulina e péptidos que sofram de modificacdes pos-translacionais.'

: {' 1.3 “OFF”
b X $o® for
OFF E) : e 6 ‘ ﬁ " t'

Cavitand 1 ‘

1.2“ON" @4 *6

Figura 1.18 Esquema ilustrativo da utilizacdo das duas familias de corantes utilizadas para detecdo de residuos de

lisina, citrulina e THC. A verde escuro a estiril cianinas (2), a verde claro e vermelho a fluoresceina (3) e a vermelho

o THC (Usado com permissao de Royal Society of Chemistry, de Selective sensing of THC and related metabolites

in biofluids by host:guest arrays, A. D. Gill, B. L. Hickey, W. Zhong and R. J. Hooley, 56, 2023; permissdo transmitida
através de Copyright Clearance Center, Inc.)

19



Nao existindo um corante na literatura para os cavitandos em estudo, decidiu-se estudar ape-
nas a familia de compostos baseados em estiril cianinas, devido a sua simplicidade estrutural,
possibilidade de formacao da capsula com dois cavitandos e devido as grandes altera¢des das
suas caracteristicas oOticas devido aos fendmenos de solvatocromismo e transferéncia de carga
intramolecular torcida (TICT, do inglés " Twisted Intramolecular Charge Transfer”).

Para tal, utilizaram-se trés corantes com pequenas diferengas estruturais entre si, como se pode
observar pela figura 1.19. O primeiro corante, MeDASPI, € o mais simples de todos e pretende
ser comparado com o EtDASPI e entender se o aumento da cadeia alifatica da amina, o grupo
doador de eletroes, tem influéncia na afinidade. Também o JDASPI que tem uma cadeia alifa-
tica ligada ao anel de piridinio e mais uma carga positiva foi utilizado para entender o nivel de

encapsulacao desta estrutura.
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Figura 1.19 Corantes solvatocrémicos sintetizados e caracterizados para o trabalho

1.3.4.1 Solvatocromismo

O termo solvatocromismo é muito utilizado nas areas da quimica e também da biologia pois
nestas areas a utilizacdo de corantes é elevada e o estudo dos diferentes meios e a conse-
quente alteracao de polaridade é de alta relevancia. Este termo é utilizado para caracterizar
uma molécula que altere as suas propriedades oticas, tanto em termos de absorvancia como
fluorescéncia, quando sujeito a ambientes com diferente polaridade.®

Os solventes afetam as transices eletrdnicas entre o estado fundamental e o estado excitado,

em particular as transi¢des n—mn*, n—n* e transferéncias de cargas, devido a interagdes

20



intermoleculares soluto-solvente, que podem estabilizar ou destabilizar os dois estados de
formas diferentes.

As moléculas sensiveis a estas alteracdes de polaridade sdo chamadas corantes solvatocromi-
cos ou de transferéncia de carga. Para tal, as mesmas necessitam de ter um grupo doador de
eletrées (D), um grupo aceitador de eletrdes (A) e um sistema conjugado entre ambos os gru-
pos para possibilitar a transferéncia de carga pelo sistema.>” Os corantes que sao utilizados

neste estudo possuem estas caracteristicas (figura 1.20).

N Grupo
ZSNT Aceitador 7
| de Eletrdes
— NN N ONFNF
Grupo £ N
Doador de N ) NP
Eletrées ] |

Sistema Conjugado

Figura 1.20 A esquerda a estrutura benzenside da MeDASPI com os grupos doadores e aceitadores de eletrées
evidenciados e do lado direito a forma quindide

Para deslocar a maior densidade de carga da amina, o sistema conjugado entra em ressonancia
com a sua forma quinoide. Desta forma, quando uma molécula deste tipo é irradiada tende a
transferir a sua carga pelo sistema e a tornar-se menos polar. Estudos computacionais mostram
uma diminuicdo do momento dipolar do estado excitado.®

A alteracao do momento dipolar das moléculas no estado fundamental e no estado excitado
vai ser altamente influenciada pelos solventes e as mesmas podem ser observadas por espe-
troscopia de absorvancia e fluorescéncia, pois as suas bandas vao ter maximos de absorcao e
emissao a comprimentos de onda diferentes.

Existem dois tipos de solvatocromismo, dependendo de como o composto responde as alte-
racdes de polaridade, o solvatocromismo positivo e negativo. Para moléculas cujo estado ex-
citado é mais polar que o fundamental, verifica-se um desvio batocrémico (comprimento de
onda superiores) no maximo de absor¢do com o aumento da polaridade do solvente, resul-
tante da estabilizacdo da esfera de solvatacdo do estado excitado, através do rearranjo das
moléculas de solvente. Este fendmeno designa-se por solvatocromismo positivo. No caso es-
pecifico do sistema a ser empregue, o estado excitado € menos polar que o fundamental.
Assim, verifica-se uma desestabilizacdo do estado excitado, resultando num desvio hipsocro-

mico com o aumento da polaridade do meio (ou num desvio batocromico com a diminuigdo
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da polaridade do meio), denominando-se este fenémeno por solvatocromismo negativo (fi-

gura 1.21).°

Solvatocromismo Positivo Solvatocromismo Negativo
S1— SF
So . S,
Polaridade Polaridade

Figura 1.21 Esquema exemplificativo das energias de transicdo eletrénica nos diversos tipos de solvatocromismo

Assim, as merocianinas MeDASPI, EtDASPI e JDASPI, quando se encontram dentro da cavidade
do cavitando, que é menos polar que a agua devido aos seus painéis aromaticos, apresentam
solvatocromismo negativo porque o seu estado fundamental é menos estabilizado dentro do

macrociclo.

1.3.4.2 Twisted Intramolecular Charge Transfer

Quando promovido para o seu estado excitado, este tipo de corantes em ambiente polar,
tende a voltar para o estado fundamental através de um mecanismo de rota¢do do grupo
doador, devido a fraca solvatacdo do estado excitado e perda da conjugacéo (figura 1.22).%°
Geralmente, este tipo transicao constitui uma via de desativacao do estado excitado mais ra-
pida e eficiente. Por norma, é um processo nao radiativo devido a aproximagdo das orbitais
fronteira, o que pode originar a transi¢do por via vibracional ou simplesmente nao ser possivel

de se observar na janela espetral utilizada para o estudo da fluorescéncia.>*

Figura 1.22 Energia do estado excitado e do estado fundamental quando a perda de energia é por ICT (intramole-
cular charge transfer) ou por TICT (twisted intramolecular charge transfer) (Usado com permissdo de Royal Society

of Chemistry, de Twisted intramolecular charge transfer (TICT) and twists beyond TICT: From mechanisms to
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rational designs of bright and sensitive, C. Wang, W. Chi, Q. Qiao, D. Tan, Z. Xu and X. Liu, 50, 2023; permissdo

transmitida através de Copyright Clearance Center, Inc.)

Em determinados ambientes mais restringidos, como é o caso de cavidades de macrociclos,
esta rotagdo pode ser impedida e assim a fluorescéncia aumenta de intensidade porque a
perda de energia passa a ser feita através de um decaimento radiativo a partir do estado de
transferéncia de carga intramolecular, quando o estado excitado se encontra planar. Por ter
uma diferenca energética maior, é possivel de ser observavel com as técnicas de espetroscopia

de fluorescéncia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados e a respetiva discussao da sintese dos rece-
tores C1 e C2, dos corantes e das benzodiazepinas. Também sera descrita a sua caracterizacao
individual bem como a dos complexos de inclusdao formados a partir da interacao entre analitos
e recetores por diversas técnicas, nomeadamente 'H RMN, "H-"H COSY, "H-'H ROESY, absor-
vancia, fluorescéncia, CTl, entre outras. Um destes sistemas recetor:corante ira ser utilizado em
ensaios de competicdo de substituicado da unidade sinalizadora (IDA) com analitos variados e
também serdo caracterizados em mais detalhe por técnicas de espetroscopia 6tica. Por fim, o
sistema de IDA sera utilizado especificamente para a detecdo das benzodiazepinas, inicial-

mente na forma pura de API e posteriormente numa matriz complexa, um comprimido.

2.1 Sintese

2.1.1 Sintese de Cavitandos
A sintese de ambos os cavitandos encontra-se descrita e otimizada para a escala do grama na
literatura pelo grupo de Rebek, sendo o primeiro cavitando sintetizado em 6 passos lineares e
o segundo, com 7 passos reacionais, 6 deles semelhantes a sintese anterior (Figura 2.1).“%*° Os
rendimentos globais obtidos para estas sinteses foram de 20 e 10%, respetivamente, o que se
encontra em concordancia com os rendimentos observados na literatura (30% e 18%, respeti-

vamente).
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Figura 2.1 Esquema sintético dos cavitandos C1 e C2

O primeiro passo da sintese correspondeu ao ataque do grupo hidroxilo do resorcinol a 2,3-
di-hidrofurano em condig¢des acidas, para se obter o tetra(hidroxipropil)calix[4]resorcinareno,
com um elevado rendimento. A estrutura com 4 unidades de resorcinol é a mais estavel e
obtida seletivamente, pois a mesma tem a conformacao mais favoravel para realizar as ligacoes
de hidrogénio entre os grupos hidroxilos dos anéis e também tem a distancia correta para
minimizar a repulsdo entre todos os anéis aromaticos, mantendo uma estrutura com uma ca-
vidade hidrofodbica.

O segundo passo consistiu numa reagado de substituicdo nucleofilica aromatica (SnAr), na qual
os hidroxilos dos anéis do cavitando promoveram a saida dos grupos halogénio. Cada 1,2-
difluoro-3,4-dinitrobenzeno, reage com dois hidroxilos de anéis adjacentes. Como a conjuga-
¢ao aumenta e existe a presenca de grupos aceitadores de eletrdes, (-NO>), o solido passou a
ter uma cor amarelada, o que também permitiu entender se a substituicdo foi bem-sucedida.

Através da técnica de "H RMN também se pode observar que a zona aromatica do espetro fica
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mais complexa devido a adicdo de mais painéis aromaticos. Para além disso, surge ainda um
sinal a cerca de 5.5 ppm correspondente ao C-H alquilico entre os painéis aromaticos do cavi-
tando, que fica bastante desviado para campo baixo por estar fora da estrutura aromatica e
por consequéncia da anisotropia magnética do anel (Figura A5). Este sinal é caracteristico dos
cavitandos com cavidade profunda e que se encontrem na conformacdo fechada de vaso, ob-
servavel em solventes polares como DMSO. A cavidade fecha, diminuindo as repulsdes entre
a cavidade e o meio envolvente, sendo favorecidas as de ligacbes de hidrogénio com este
solvente.

O terceiro passo correspondeu a substituicdo do grupo hidroxilo para um melhor grupo de
saida, o cloro, para facilitar o passo 6 da sintese. Para tal, utilizou-se o cloreto de tionilo que
foi atacado pelo grupo hidroxilo, gerando cloreto que por sua vez ataca o intermediario obtido
e liberta HCI e SO,. Através do RMN ¢é possivel concluir que a conversao do grupo hidroxilo
para cloro foi total porque existe o desaparecimento total do sinal do protdao do grupo -OH (a
cerca de 4.50 ppm). Adicionalmente, o facto de os sinais do grupo CH, mais perto do grupo
cloreto se encontrarem deslocados para campo mais baixo, indica que existiu mudanga do
grupo funcional.

O quarto passo implicou a reducao dos grupos nitro para aminas, utilizando o cloreto de es-
tanho como agente redutor, em meio acido. O rendimento ndo pode ser estimado com rigor
porque é dificil retirar completamente os sais e a agua deste tipo de compostos protonados.
As aminas protonadas sdo bastante reativas e por isso devem ser usadas de seguida no proé-
ximo passo de reagdo, ou guardadas sob atmosfera inerte. Quando deixado em solucao (con-
cretamente em DMSO), ou simplesmente em contacto com o ar, observou-se que a solucao
passou de amarelo-palido para vermelho e apresenta alguma fluorescéncia da mesma cor. Os
mecanismos mais usuais para explicar a degradagdo das aminas podem ser a oxidagdo e
degradacdo térmica, por reacdo com Oz NO,, CO, que estdo presentes na atmosfera e
promovidas pela acdo da luz. Os produtos de reagdo mais usuais sdo as nitrosaminas, as
nitraminas, oligomeros, entre outros.®’

O cavitando anterior reagiu com trifosgénio para formar a benzimidazolona no anel superior
do cavitando. Utilizaram-se duas fases para esta reacao: a organica onde se encontra o trifos-

geno e a aquosa onde se encontra o carbonato de potassio e o cavitando. O carbonato basifica
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o cavitando que se torna neutro e passa para a fase organica onde a reagdo se pode dar de
forma faseada. O rendimento desta reacao é relativamente baixo (52%) em comparagao com
a literatura (98 %) provavelmente porque o reagente se encontrava com mais agua que O Ssu-
posto, o que pode ter levado a se adicionar pouco reagente.

O cavitando C2, necessitou de mais um passo adicional, de forma a metilar a ureia previamente
sintetizada. Para tal, utilizou-se como agente metilante o iodeto de metano na presenca de
carbonato de césio que coordena com os grupos carbonilos da benzimidazolona e facilita a
metilacdo das amidas. Pelo RMN, sdo facilmente identificados os grupos metil na molécula,
através de um sinal a 3.14 ppm e que integra para 24 protdes (Figura A10). Por ultimo, a reacao
final correspondeu a uma reacao do tipo Sn2, onde o imidazole substitui o cloro, formando
cavitandos tetracationicos solUveis em meio aquoso. Este passo é livre de solvente e ndo é
utilizada temperatura, o que o torna num passo sintético que responde de forma positiva aos

desafios da quimica verde.®

2.1.2 Sintese de Corantes
Os corantes solvatocromicos foram sintetizados de acordo com a literatura, tendo sido sinte-

tizado durante este trabalho o EtDASPI apenas (Figura 2.2).®

Primeiro realizou-se a metilagao
da p-metilpiridina com iodeto de metano e posteriormente utilizou-se este precursor, na pre-
senca de uma base, que reage com um aldeido, o outro precursor. A ligacao dupla é formada
durante o passo de desidratacdo. Os rendimentos foram mais baixos que os reportados, pois
a quantidade de piperidina adicionada pode ter sido mais elevada, o que dificultou a recrista-
lizacdo do corante. O RMN do composto final confirmou a sintese do corante, devido a pre-
senca de dubletos a 7.88 e 7.11 ppm com constantes de acoplamento de 16 Hz, correspon-
dentes aos protdes da ligacdo dupla no isémero trans (Figura A13).
N
/©)‘\ - Plperldlna EtOH Xy !
L /Q 16h, 67 °C L :

N

~

3.2

Figura 2.2 Esquema dos passos sintéticos para a obten¢do do corante EtDASPI
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2.1.3 Sintese de analogos de Benzodiazepinas
O analogo de diazepam, nordiazepam (BZD1), foi sintetizado através de procedimentos previ-
amente descritos® cujo rendimento global foi de 56% (Figura 2.3). O rendimento global obtido
experimentalmente foi de 33% e deveu-se a: no primeiro passo o tempo de reagdo podia ter
sido prolongado e a forma de purificagdo com a solucao de NH4OH pode ter sido pouco eficaz.
No segundo passo foi necessario alterar o procedimento experimental para ser utilizada uma
solucdo aquosa de NH4OH em agua, ao invés de uma solucdo de NH4OH em metanol. A agua
existente no meio pode ter levado a uma diminui¢do do rendimento. O RMN do produto pu-
rificado tem elevada complexidade na zona aromatica, mas existem sinais que indicam que a
ciclizacdo foi bem-sucedida, como é exemplo o CH; adjacente a amida e a imina, que passa de
4.02 ppm para 4.33 ppm, a imina formada desblinda estes protdes e por isso deslocam-se para

campo baixo (Figura A14 e A15).

T

Br
(o]
NH, O O ;\ N\g
saskr=3 g o L,
- _
Et;0, 10°C, 2h MeOH, 48h, r.t. C

BZD1
33 %

Figura 2.3 Esquema reacional da sintese do analogo de benzodiazepina BZD1
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2.2 Caracterizacdo dos sistemas por 'H RMN, 'H-'H COSY
e 'H-"H ROESY

Na literatura, o método mais utilizado para realizar a caracterizacdo deste tipo de compostos
supramoleculares e a encapsulagdo dos respetivos analitos € o RMN de protdo, devido a
grande alteracdo do campo magnético que os analitos sofrem quando incluidos dentro destas
cavidades altamente blindadas.** Por isso, para entender a encapsulacdo dos corantes realiza-
ram-se titulacdes seguidas por '"H RMN e auxiliadas por 2D RMN, mais especificamente 'H-"H

COSY e 'H-"H ROESY.

2.2.1 Sistema C1-MeDASPI

Os espetros da titulacdo de MeDASPI com C1 mostram-se na figura 2.4 e encontram-se orde-

nados de baixo para cima, com concentra¢des crescentes de cavitando 1.

c1 M ; Wa 2
) I iy / A 1 \ 2 34
#//mﬂL¢// “““vij g RV AV o PN

0.5 MeDASPI
15C1 1 ‘ p vz

0.5 MeDASPI |
0.5C1

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0 -05 -1.0 -15
ppm

Figura 2.4 Titulacdo do corante MeDASPI ([IMeDASPI]=0.5 mM) na auséncia e presenca de concentragdes superio-

res de C1 seguida por '"H RMN, em D,0. De baixo para cima aumenta a concentracdo do recetor

O que pode ser imediatamente observado sao os sinais a ppm negativos que aparecem com
a adicao do recetor. Quando uma molécula se encontra em ambientes confinados, nomeada-
mente quando dentro dos oito painéis aromaticos do cavitando, as propriedades magnéticas

sao diferentes de quando se encontra livre em solucdo aquosa. Para além do corante se
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encontrar num espaco blindado devido ao confinamento dos painéis aromaticos, estes ultimos
também apresentam um efeito de anisotropia magnética sentido pelos protdes do corante
(figura 2.5). Os eletroes mdos anéis aromaticos, que tém um fluxo préprio, sdo capazes de criar
um campo magnético local quando na presenca de um campo magnético externo. Esta zona
por ter muitos eletrdes vai apresentar alta densidade eletrdnica e por isso alta blindagem para

protdes que se encontrem nessa zona de campo magnético induzido.®®

Zona de elevada densidade

)

™

Campo magnético local

Figura 2.5 Efeito de anisotropia magnética do anel aromatico (Adaptado®®)

Ao observar os espetros, inicialmente verifica-se o aparecimento de um singuleto a -1.66 ppm,
que aumenta a intensidade com a adi¢dao de cavitando até se atingir a equimolaridade. Para
concentragdes superiores, este sinal comeca a perder intensidade dando lugar ao apareci-
mento de dois novos sinais a -0.92 e -1.49 ppm. Esta alteracdo significativa no desvio quimico
dos sinais de MeDASPI indica claramente que existe encapsulamento do corante dentro do
cavitando e que existem dois processos diferentes, dependendo da concentracédo de cavitando.
Como é possivel observar a presenca dos sinais definidos do corante livre e encapsulado em
simultaneo, indica que a permuta entre o corante livre e encapsulado é lenta na escala de
tempo do RMN.*

Outra indicacdo de que existe encapsulamento do corante é o sinal caracteristico da estrutura
em vaso que o cavitando adota na presenca de um analito, a cerca de 5.5 ppm. Esta confor-
macao é altamente estavel devido as ligagdes de hidrogénio que o grupo funcional presente
no arco superior consegue fazer com moléculas de agua e também diminui a repulsdo do
solvente dentro da cavidade através do seu preenchimento com uma molécula menos hidro-
filica, o corante.”!

Para realizar a identificacdo dos respetivos sinais recorreu-se ao RMN 2D, mais concretamente

utilizou-se o COSY e o ROESY, para efetuar a atribuicdo. Na figura 2.6, 2.7 e 2.8 encontram-se
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o espetro RMN "H do complexo equimolar e a respetiva identificacdo, os espetros de 'H-H
COSY e "H-"H ROESY, respetivamente.

Através da sobreposicdo do espetro '"H RMN da mistura e do cavitando livre, identificaram-se
os protdes da cadeia lateral (H4 a H7) e o metilo do imidazdlio (H8), pertencentes a C1. Quando
se sobrep0s o espetro da mistura com o do corante livre, o desvio quimico do sinal correspon-
dente ao metilo da piridina (H1) manteve-se igual, pelo que foi utilizado como referéncia.
Pelo COSY, identificaram-se as seguintes interagdes no cavitando: H4—H3, H7—H10,
H8—H10.

Pelo ROESY, identificaram-se os restantes aromaticos do cavitando. No caso do MeDASPI exis-
tia uma interacao entre o sinal a ppm negativos (-1.66 ppm) e um sinal a 3.49 ppm e pelo COSY
este Ultimo interagia com o sinal a 6.46 ppm. Pelas integracdes fazia sentido que o singuleto
a -1.66 ppm correspondesse aos metilos da anilina (pois integravam para 6H) e que os dois
anteriores fossem do anel da anilina mais perto deste grupo funcional (sendo que estes inte-
gravam para 2H). Desta forma, existe a evidéncia experimental que quando existem quantida-
des equimolares do recetor e do corante, os metilos da anilina e metade do respetivo anel
encontram-se dentro da cavidade do cavitando, sendo esta encapsulacao seletiva (Figura 2.12).
Inicialmente, pensava-se que as intera¢Ses catido-n seriam mais favoraveis e por isso o anel de
piridinio seria o primeiro a ser encapsulado, mas provavelmente a solvatagdo do catido é pre-
ferencial a atracao inicialmente referida, o que faz com que o nitrogénio carregado se encontre
fora do recetor para ser solvatado. Pode também existir estabilizacdo da carga positiva através
dos grupos com maior densidade de carga, como as ureias do arco superior do cavitando.
Também o efeito hidrofobico que a dimetilamina sofre na presenca de agua favorece que este
grupo se desloque para dentro da cavidade, tal como a interacdgo CH-nt entre os metilos e os

painéis aromaticos.*

32



RY HBEHTR  GIRE 88 YRAN 5 B3 a5 B8% 8
B BREERR Fagz a8 tLLLE- B g2 83
YoOSSHEY N N NSV Y N
o134
HN 518247 78
12 &
1 1
53 5
[3 2 34
7
CIN_ 1o ]
g
N M1 1
8 ‘
1
9
|
10 ‘
2\‘11 | 7
3% |
| ‘ 4 Il 11' 5 6 2
Il ! | |
U ’ | U
8 '7 J I 4 l [ J I 3 f i |
L e EAUA W W U U S O
W A ML, i i L t T ™
& §833%% 5% g 5% o 8 g g 3
0 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 05 -0 -15
1 (ppm)

Figura 2.6 RMN 'H do equilibrio 1:1 C1:MeDASPI ([C1]=1.44 mM e [MeDASPI]=1 mM) em D,O

A partir da identificacao anterior, foi possivel também identificar o H8' e H7' de MeDASPI, mas
os protdes da ligacdao dupla ndo sdo esclarecedores para identificacdo dos mesmos, apenas se
sabe que se situam a 6.55 ppm e cerca de 7.24 ppm devido a constante de acoplamento ser

mais elevada que as restantes (16 Hz), caracteristico dos protdes de uma ligagao trans.
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Figura 2.7 "H-"H COSY do equilibrio 1:1 C1:MeDASPI ([C1]=1.44 mM e [MeDASPI]=1 mM) em D,O
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Figura 2.8 "H-"H ROESY do equilibrio 1:1 C1:MeDASPI ([C1]=1.44 mM e [MeDASPI]=1 mM) em D,0
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De seguida, realizou-se a identificacdo dos sinais quando existia um excesso do cavitando.
Quanto a identificacao dos sinais respetivos ao cavitando foram realizados tendo em conta a
identificacdo ja realizada anteriormente, a exce¢do sendo a zona aromatica que teve alteragdes
significativas e os sinais possiveis de identificar foram atribuidos através do ROESY.

Em relacdo ao MeDASPI a identificacdo iniciou-se pelos singuletos a ppm negativos presentes
no RMN 'H (figura 2.9). Tendo em conta a sua integracio (3H para o sinal a -0.92 ppm e 6H a
-1.49 ppm) colocou-se a hipdtese de que o sinal com menor integragdo correspondesse ao
metil do piridinio e o sinal de maior integragédo correspondia a dimetilanilina.

No ROESY (Figura A16) observaram-se interacdes a longa distancia e que permitiram identificar
os protdes H3' e H8' (diretamente ligados a H2' e H1', respetivamente). Por COSY, (Figura A17)
também foi possivel identificar os sinais correspondentes aos protdes aromaticos a uma liga-
cdo de distancia dos anteriores, o que tornou possivel identificar os sinais correspondente aos
protoes H4'e H7', que se encontram a campo mais baixo que no equilibrio anterior. Através da
identificacdo destes sinais é possivel concluir que a hipdtese da formacdo de um complexo 2:1

(capsula dimérica) € apoiada pelo RMN.
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Figura 2.9 "H RMN do equilibrio 2:1 C1:MeDASPI ([C1]=3.11 mM e [MeDASPI]=1.18 mM) em D,0O
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Na tabela 1 apresentam-se os desvios quimicos dos protdes do corante livre, dos complexos
1:1 e 2:1, sendo possivel observar que os metilos da dimetilanilina sofrem um desvio de -4.68
ppm na presenca de 1 equivalente de C1, e que este valor se mantém semelhante quando se
forma a capsula completa. Os protdes do metilpiridinio ndo sofrem qualquer alteragéo na pre-
senca de 1 equivalente de C1, apenas com excesso do recetor é que estes se deslocam para
campo alto. Conclui-se assim que existe primeiramente a formacao do equilibrio 1:1 de forma
seletiva, onde acontece a encapsulagdo da dimetilanilina, e posteriormente ocorre a encapsu-

lagdo total do corante, num equilibrio 2:1.

Tabela 1. Desvios quimicos dos protdes do corante MeDASPI a diferentes propor¢des de cavitando 1

Livre 1:1 Appm (1:1) 2:1 Appm (2:1)
1 422 4.22 0 -0.92 -5.14
2' 3.02 -1.66 -4.68 -1.49 -4.51
3 6.96 3.55 -3.41 3.47 -3.49
4' 7.68 7.58 -0.10 6.25 -1.43
7 7.92 7.69 0.23 5.46 -2.46
8’ 8.44 8.32 0.12 3.63 -4.81

A diferenca de desvio quimico também ajuda a compreender a extensdo do encapsulamento
do corante e desta forma especular que, no equilibrio 1:1 apenas os protdes 2’ e 3’se encon-
tram dentro do cavitando, ao passo que no equilibrio 2:1 os protdes 1', 2, 3" e 8" estdo com-

pletamente encapsulados e blindados entre os painéis aromaticos do recetor (Figura 2.12).

2.2.2 Sistema C1-EtDASPI

A titulacdo por RMN 'H foi realizada com concentracdes crescentes de cavitando C1 e man-
tendo fixa a concentragao de EtDASPI a 0.5 mM, em DO (Figura 2.10). A adicao de 1 equiva-
lente de cavitando desloca 2 sinais para campo alto, o que pode significar que existe encap-
sulacdao do corante previsivelmente pelo lado da dietilanilina, que tem dois sinais alquilicos. A

maiores concentracdes de C1 observa-se a presenca de mais dois sinais de protdes a ppm
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negativos, o que corresponde presumivelmente a encapsulagdo completa do corante, e por
isso o metil do piridinio também sente a anisotropia magnética dos anéis aromaticos do rece-

tor e desloca-se para valores tdo negativos de campo magnético.
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Figura 2.10 Titulagdo seguida por "H RMN do corante EtDASPI ([EtDASPI]=0.5 mM) na presenca de concentragdes

superiores de cavitando 1 em D,0, de baixo para cima aumenta a concentragédo de C1

Como a blindagem entre a meia capsula e a capsula completa sentida pelos protdes do corante
é ligeiramente diferente, pode existir um deslocamento dos sinais da dietilanilina quando to-
talmente encapsulada, como observado anteriormente. A atribuicdo do protées do sistema
C1:EtDASPI no equilibrio 1:1 encontra-se na figura 2.11 e foi realizada com assisténcia de RMN
2D (Figura A18 e A19). Assim elucidaram alguns acoplamentos, como por exemplo através do
COSY as interagdes H2'—H3', que se encontram ambos a ppm negativos e confirmam a en-
capsulacdo seletiva da etilanilina. Também uma interagdo entre o protdo H8' com H9' que néo
tém o seu desvio quimico alterado, ajudam a confirmar que o sinal a 6.66 ppm pertence ao
anel ligado ao grupo doador de eletrdes. Este sinal apresenta um desvio quimico em relacdo
ao corante livre de 0.09 ppm, que significa que o anel da dietilanilina ndo se encontra tao

encapsulado e assim apenas o grupo etilo esta a sofrer o efeito anisotropico do anel.
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Figura 2.11 RMN "H do equilibrio 1:1 C1:EtDASPI ([C1]=1.2 mM e [EtDASPI]=0.5 mM) em D,O

Ja a atribui¢do do equilibrio 2:1 é mais complicada devido a complexidade do espetro do ca-

vitando concentrado em DO e por isso a atribuicdo ndo foi completa. Os protdes possiveis de

identificar encontram-se na tabela 2, juntamente com a diferenga dos desvios quimicos do

corante complexado em relagao ao livre.

Tabela 2. Desvios quimicos dos protdes do corante EtDASPI a diferentes propor¢des de cavitando 1

Livre 1:1 Appm (1:1) 2:1 Appm (2:1)
1 4.16 3.80 -0.36 -1.06 -5.22
2' 1.12 -2.14 -3.36 -2.52 -3.64
3 3.42 0.11 -3.31 0.08 -3.50
4 6.75 6.66 -0.09 - -
7 7.88 7.42 -0.46 - -
8 8.02 7.87 -0.15 - -
9 8.66 8.38 -0.28 - -
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Na figura 2.12 encontram-se presentes estruturas moleculares otimizadas através da aplicagdo
Hyperchem8 das diversas estruturas mencionadas acima. E possivel observar que estes mode-
los parecem suportar as afirmacdes realizadas de que no caso do corante MeDASPI o anel da
dimetilanilina esta parcialmente encapsulado entre os painéis do recetor, desta forma sentem
a anisotropia magnética do anel. No caso do corante EtDASPI, apenas os etilos e o nitrogénio
se encontram encapsulados dentro dos painéis aromaticos. Outro pormenor importante é a
formacgdo da capsula em ambos os corantes, parece que existem maior aproximacao dos gru-
pos benzimidazola do recetor no caso do corante MeDASPI do que no caso do EtDASPI, o que

pode originar uma maior estabilizacdo da estrutura dimérica no primeiro corante.

(b) (c) (d)

Figura 2.12 Comparacdo de estruturas moleculares otimizadas através da aplicacdo HyperChemS8, a verde o rece-
tor C1 e a tons de azul os corantes. (a) Estrutura de capsula C1,MeDASPI (b) Estrutura de meia capsula C1Me-

DASPI (c) Estrutura de meia capsula CTEtDASPI (d) Estrutura de capsula C1,EtDASPI

2.2.3 Sistema C1-JDASPI

Novamente uma solucio de JDASPI em DO foi titulada com C1, e obtido o espetro de '"H RMN

a cada adigdo. A titulagdo encontra-se presente na figura 2.13.
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Figura 2.13 Espetro "H RMN da titulagdo de JDASPI ([JDASPI]=0.5 mM) com C1 em DO. De baixo para cima au-
mentam as concentracdes de C1 e esta identificado o sinal 1’ correspondente aos metilos da dimetilanilina de
JDASPI

Pela integracao dos sinais do corante é possivel entender que o sinal a 3.03 ppm pertencente
aos metilos da dimetilanilina (H1') desaparecem ao longo da titulagdo e existe um apareci-
mento de um sinal a -1.64 ppm, com a mesma integracao. Este deslocamento para campo alto
corresponde a encapsulacao da dimetilanilina dentro do interior blindado do cavitando. A ti-
tulagdo foi realizada com excesso de cavitando, ndo se observando a formacao da capsula
dimérica. Esta afirmacdo era espectavel devido ao facto de ndo ser possivel realizar as ligagoes
de hidrogénio entre ambos os cavitandos da capsula, tendo em conta a extensédo da cadeia do
corante na extremidade do piridinio.

A caracterizacdo completa do equilibrio 1:1 foi realizada com auxilio do 'H-"H COSY (Figura
A20). O Appm de todos os sinais protdes do corante sao similares ao obtido com o corante
MeDASPI, o que significa que uma alteracdo na cadeia lateral do piridinio ndo tem influéncia

na primeira encapsulagado (Figura 2.14).
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Figura 2.14 RMN "H do equilibrio 1:1 C1:JDASPI ([C1]=1.1 mM e [MeDASPI]=0.5 mM) em D,O

2.2.4 Sistema C2-MeDASPI

2.24.1 RMN H C2

O cavitando C2 livre foi estudado por RMN devido a dois fatores: ao processo de cinética lenta
que apresenta e complexidade espetral. Segundo a literatura, os cavitandos de cavidade pro-
funda quando dissolvidos em H,O, adotam uma conformagdo dimerizada de papagaio, de
simetria D2y, ao invés de Cs4, como € o caso do vaso. Este tipo de simetria significa que os 4
painéis aromaticos ja ndo sdo idénticos entre si e apenas 2 a 2, desta forma alguns sinais,
especialmente os aromaticos vao ser mais afetados por este.”® Este tipo de conformacdées vai
ter diferentes desvios quimicos, porque o ambiente quimico é bastante diferente. O espetro

em D,0O de C2 com a respetiva identificacdo encontra-se na figura 2.15.
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Figura 2.15 Espetro de "H RMN do cavitando C2 (5 mM), em D,O, com a respetiva identificagdo de cada sinal dos

protbes

Muitos sinais sdo desdobramentos de alguns sinais do cavitando, devido a sua simetria quando
se encontra na forma de papagaio. Para a identificacdo dos sinais do '"H RMN foi necessario
estudar o COSY e o ROESY que se encontram presentes nas figuras A21 e A22, respetivamente.
O primeiro passo das identificagdes iniciou-se pelo estudo das integracdes dos sinais. O sinal
caracteristico do protdo que faz a ponte entre os anéis a 5.5 ppm (H4) nao existia neste caso,
pois é distintivo da conformacao de vaso. Pela integracao, foi possivel encontrar este protdo a
4.18 ppm. Também se identificou os protdes H7 pois estes ndo sofrem desdobramentos devido
ao distanciamento dos painéis. A partir destes sinais foi possivel, pelo COSY, encontrar os pro-
tdes H5 e H6 que se encontram desdobrados. Este espetro 2D também evidenciou o acopla-
mento entre os protdes H10 e H11 da zona aromatica.

De seguida, foi necessario estudar o ROESY para a restante atribuicdo. O sinal a 3.83 ppm, que
integrava para 12 protdes e apenas tinha uma interagdao no ROESY com os protdes aromaticos
do imidazdlio, é referente aos protdes de H8. Desta forma, os sinais que também integram

para 12 protdes a campo alto sdo desdobramento dos metilos dos protdes H12, do arco
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superior. Estes tém interagdes com os protdes H1, o que é possivel de observar pelo ROESY, e
e desta forma estes protdes também se encontram desdobrados.

Os protdes de H1 também tém interacdo a curta distancia com os protdes de H2, os protdes
de H5 com os aromaticos H3 e desta forma foi possivel identificar todos os sinais no espetro

de RMN 'H.

2.2.4.2 Cinética de associagdo

Por norma, os estudos com este tipo de cavitandos dinamicos sdo realizados com moléculas
pouco solUveis que necessitam de ultrassons para aumentar a solubilidade. Como os corantes
sdo bastante solUveis em agua, a adicao e aquisicao do espetro foi feita no imediato. Quando
se iniciaram a aquisi¢do dos espetros com a concentracao de corante fixo a 0.5 mM observou-
se o desaparecimento de alguns sinais que se alteraram com o tempo (Figura 2.16). Os sinais
do cavitando na forma aberta dimérica comecaram a desaparecer e a dar lugar ao cavitando
em forma de vaso, como se pode observar pela presenca do sinal a 5.55 ppm, aquando da
adicao do corante. Novamente, a presenga de um sinal a campo alto mostra a encapsulacao
bem-sucedida do corante, mas que vai ganhando definicdo ao longo do tempo. Claramente
que existe um processo cinético lento, que pode ser monitorizado por RMN e aparenta estar
associado a interconversao do cavitando da forma de papagaio para a forma de vaso e poste-

rior encapsulacao. A cinética sera novamente abordada no subcapitulo 2.3.4.
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Figura 2.16 De baixo para cima: RMN 'H do cavitando C2 (0.5 mM) em D,O; Espetros de RMN 'H de C2-MeDASPI
em quantidades equimolares (0.5 mM) ao longo do tempo durante 75 minutos, em D,0O; Espetro RMN "H do co-
rante MeDASPI (1 mM), em D,0

2.2.4.3 Sistema C2-MeDASPI no equilibrio

Tal como realizado nas titulagdes anteriores, a concentracdo de C2 foi gradualmente aumen-
tada, fixando a concentragdo de MeDASPI. Observou-se o equilibrio que se obtém é de um
corante encapsulado em um cavitando e ndo existe a formagado da capsula dimérica. Este com-
portamento sugere que a ureia metilada no arco superior do cavitando 2 impossibilita a for-
macao de ligagdes de hidrogénio entre os cavitandos. A atribuicdo do complexo 1:1 (Figura

2.17) foi realizada com apoio do RMN 2D que se encontra nos anexos (Figura A23 e A24).
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Figura 2.17 RMN "H do equilibrio 1:1 C2:MeDASPI ([C2]=1.2 mM e [MeDASPI]=0.5 mM) em D,0O

Novamente, o singuleto a desvios quimicos negativos que integra para 6H corresponde aos
protoes da dimetilanilina (H2'), por isso a encapsulagdo é também seletiva neste cavitando. A
identificacdo dos sinais foi realizada como anteriormente demonstrado para o equilibrio 1:1
C1:MeDASPI. Os desvios quimicos dos varios protdes do corante nao sofrem grandes altera-
¢des quando comparado com o cavitando 1 o que sugere que o ambiente blindado parece

estar inalterado, mesmo com as alteragdes realizadas no arco superior do cavitando aquando

da metilagao.
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2.3 Desenvolvimento e Otimiza¢ao de Quimiossensores —

estudo espetroscopico de absorcao e fluorescéncia

2.3.1 C1-MeDASPI

2.3.1.1 Cinética

Depois de algumas titulagdes realizadas, observou-se que existia pouca linearidade nos resul-
tados e realizaram-se alguns ensaios, nomeadamente de cinética. No caso de C1 com MeDASPI
realizaram-se 3 ensaios com concentra¢des de cavitando e corante diferentes (Figura 2.18). O
perfil da cinética parece aumentar no caminho da formacdo de mais complexo de associagao
ao longo do tempo e parece ser dependente tanto da concentracao de corante como de cavi-

tando.
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Figura 2.18 Espetros de absorcdo da mistura C1 e MeDASPI ([MeDASPI]=1x10-> M) ao longo do tempo (minutos).
da esquerda para a direita a propor¢do de C1:MeDASPI é 0.5:1, 1:1, 5:1. Os dados experimentais no maximo de

absorcdo estdo ligados entre si para melhor compreensdo

A cinética destes macrociclos sera estudada em mais detalhe com o cavitando C2, no subcapi-
tulo 2.3.4, pois tem uma cinética mais lenta associada. Portanto, estes ensaios serviram para
elucidar a existéncia de uma cinética lenta associada ao processo de complexagdo e que é

necessario realizar as titulagdes em batch, para as solucdes estabelecerem o equilibrio.
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2.3.1.2 Situacao de equilibrio — constantes de afinidade

Primeiramente, estudou-se o cavitando 1 por absorgao. Este macrociclo tem dois maximos de
absorcdo na zona do ultravioleta e seguiu-se a banda a 300 nm. A este comprimento de onda
o coeficiente de extincdo molar corresponde a 33739 M cm™, em &gua (Figura A25a).

Para analisar a afinidade entre os cavitandos e os corantes, prepararam-se solu¢des em batch
com concentracdes fixas de corante a 5x10° M e concentracées de cavitando crescentes em
cada solugdo, em agua. As solugdes foram posteriormente estudadas por absorcdo e também

por emissao. A titulagdo por absorcdo do corante MeDASPI com C1 encontra-se na figura 2.19.
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Figura 2.19 Espetros de Absor¢ido UV-Vis do MeDASPI (5x10°6 M, em agua) obtidos na auséncia e na presenca de
concentracdes crescentes de cavitando C1 (Do espetro amarelo (MeDASPI) existe um desvio para um méaximo de
absorcdo a 485 nm, a laranja (C1MeDASPI), e depois para 565 nm, a rosa (C1,MeDASPI). O tratamento de dados

experimentais dos comprimentos de onda encontram-se evidenciados com as respetivas cores esta presente

O corante MeDASPI, que tem o seu maximo de absor¢ado a 450 nm e um coeficiente de extin¢ao
molar de 22923 M cm™ (Figura A26a), comecou a sofrer um desvio batocromico quando se
aumentou a concentragdo de cavitando 1 até atingir novamente um maximo de absorcdo, a
cerca de 480 nm. Depois parece existir um segundo equilibrio, uma vez que ha o desapareci-
mento total da banda anterior para dar lugar a uma banda a comprimento de onda superior,

a cerca de 565 nm.
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Através da titulagdo por RMN (Secgdo 2.2.1), observou-se dois processos, uma primeira encap-
sulagdo seletiva do corante dentro da cavidade e depois a total encapsulacao entre dois cavi-
tandos. O mesmo fenédmeno parece ser observado por espetroscopia de absorcao, pois exis-
tem duas alteragdes espetrais diferentes a concentragdes diferentes de C1.

A acompanhar estes dois processos existe um desvio batocromico e hipercromico do maximo
de absorcdo do corante, que pode ser explicado pelo solvatocromismo desta molécula. Me-
DASPI é um composto polar devido a existéncia de um grupo doador de eletrées e um grupo
aceitador separado por uma estrutura aromatica de ressonancia, possuindo inclusive uma
carga positiva efetiva. Desta forma, em ambientes mais polares (como é o caso da agua), esta
molécula encontra-se relativamente estabilizada, gragas as diversas intera¢des ndo covalentes
intermoleculares entre o solvente que podem estabilizar os dipolos. Quando se inicia a encap-
sulacdo do corante na cavidade apolar e hidrofobica do recetor C1, a estabilizacdo do corante
no estado fundamental € menor, pois nao existem interacdes favoraveis para estabilizar uma
molécula tdo polar. Assim, apds encapsulagdo no cavitando C1, a energia da HOMO do Me-
DASPI aumenta relativamente a HOMO do corante livre, induzindo uma aproximagao das or-
bitais fronteira, que explica a alteracdo do comprimento de onda maximo para valores superi-

ores, verificando-se o fendmeno de solvatocromismo negativo, esquematizado na figura 1.17.

Figura 2.20 Equilibrios observados na titulacdo de C1 a MeDASPI a esquerda. A direita, as solucdes do corante li-

vre, no equilibrio 1:1 e 2:1 com C1, com e sem irradiacdo de luz a 366 nm.

No segundo equilibrio, correspondente a encapsulagdo de um corante dentro de dois cavitan-

dos, este fendmeno é ainda mais notorio e o desvio para comprimentos de onda é ainda maior,

porque todo o corante esta na cavidade apolar e a HOMO esta fortemente destabilizada.
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As contantes de afinidade do equilibrio 1:1 e 2:1 com C1:MeDASPI, foram obtidas a partir do
ajuste dos dados experimentais ao modelo matematico que se encontra descrito no subcapi-
tulo A.2. Os comprimentos de onda seguidos foram a 450 nm, 480 nm e 565 nm, onde é pos-
sivel observar o desaparecimento e aparecimento das diversas espécies no equilibrio. A pri-
meira contante de associa¢do aparente, Kj, entre o cavitando C1 e uma molécula de MeDASPI
nao foi possivel de definir com certeza (a explicagdo sera abordada na subseccdo 2.3.3.1) e a
segunda constante, K;, com a estequiometria de dois C1 e uma molécula de corante foi de
3.03x10* M™, em agua.

A primeira constante de associagdo parece ser relativamente alta, devido a estabilizacdo do
interior do recetor pela saida de moléculas de dgua e inclusdo de uma molécula como a dime-
tilanilina (como foi demonstrado no capitulo 2.2.1 na caracterizacao destes sistemas por RMN),
mais hidrofobica e estabilizada no interior do cavitando pela interagdo CH-n. A segunda cons-
tante ja tem cerca de 100 vezes menos afinidade que a primeira, provavelmente porque a carga
positiva no piridinio se encontra bastante solvatada por moléculas de agua, embora a interacao
catido-m, seja potencialmente mais favoravel. Por outro lado, a formagdo das ligacdes de hi-
drogénio entre os dois cavitandos neste equilibrio e a saida de moléculas de dgua do interior
da cavidade sdo a for¢ca motriz para a total encapsulacao do corante.

De seguida, também se estudou 0 mesmo sistema por espetroscopia de emissao onde as mes-
mas solu¢des foram excitadas a 455 nm e 510 nm, os pontos isosbésticos de cada equilibrio, e
observada a emissao dos compostos. Os espetros de emissdo e respetivos ajustes teodricos

encontram-se nas figuras 2.21a e 2.21b, respetivamente.
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Figura 2.21 Espetros de Emissdo do MeDASPI ([MeDASPI]=5x10% M) quando exitado a (a) 455 nm e (b) 510 nm,
obtidos na auséncia e na presenca de concentragdes crescentes de cavitando 1, acompanhado por um aumento
de emissd.o O tratamento de dados experimentais nos maximos de emissdo também estdo presentes

Analisando apenas os espetros de emissdo obtidos quando se excita a 455 nm, pode-se ob-
servar que o aumento da concentracdo de cavitando fez aumentar a intensidade da banda
com maximo de emissao a 600 nm. Este fendmeno corresponde a encapsulagdo de um corante
dentro de um cavitando sendo de notar que processo observado a baixas concentracdes de
C1 ndo é detetado por esta técnica. A fluorescéncia tem um aumento significativo, uma vez
que dentro do cavitando o corante nao consegue perder a energia do estado excitado para o
estado fundamental através da rotacdo intramolecular de transferéncia de carga (7/C7), como
descrito na figura 1.21. Esta transicao é facilmente realizada em solucao, mas dentro do cavi-
tando a molécula esta constrangida e ndo consegue rodar o grupo doador de eletrdes para
ocorrer a transferéncia de carga, por isso a transicdo entre as orbitais fronteira é radiativa
(LE/ICT). Este fendbmeno é especialmente privilegiado na formagdo do equilibrio 2:1 uma vez
que todo o corante estad confinado e o aumento de fluorescéncia é mais significativo, como se
pode observar pelo espetro de emissao, quando excitado a 510 nm, e também pelos rendi-
mentos quanticos descritos no subcapitulo 2.4.

Também na fluorescéncia se pode observar um ligeiro desvio batocromico devido a aproxi-
macao das orbitais fronteira quando o corante se encontra cada vez mais encapsulado.

A primeira constante de equilibrio, Kj, foi estudada utilizando os espectros cuja excitacdo foi a
455 nm e a segunda contante de afinidade, K, foi estudada pelos espetros cuja excitacdo foi
a 510 nm. Para tal utilizaram-se as equagdes presentes no subcapitulo A2 e os valores das
constantes de C1 associado com MeDASPI, em agua, sdo: K1=3.87x10° M" e K,=4.75x10* M"".
Estes valores encontram-se em concordancia com os valores de afinidade obtidos por espe-

troscopia de absorcdo, tendo em conta os erros associados a estas técnicas.
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Figura 2.22 Desvio de Stokes do corante MeDASPI em agua, no equilibrio 1:1 e 2:1 com C1

O desvio de Stokes baseia-se na diferenca entre a energia que é absorvida pela amostra e que
depois é emitida. Este valor nunca é igual, devido a relaxagdo vibracional e fatores externos
como a solvatacao do estado excitado. Quando o corante MeDASPI se encontra livre, o seu
desvio de Stokes é de 6222 cm™'. Quando se encontra encapsulado na cavidade de C1 o desvio
diminui para 3742 cm' e quando totalmente encapsulado em dois cavitandos passa a ser 1306
cm™'. Quanto maior o grau de encapsulacdo, menor o Desvio de Stokes que se traduz numa
menor diferenca energética para realizar a transicdo eletronica n—mn*, devido a reducao dos

efeitos de relaxagdo vibracionais e a solvatacao do estado excitado.

2.1.1.1 Dependéncia do pH

De forma a testar a estabilidade deste sistema a diferentes pHs, realizaram-se titulacdes na
presenca e auséncia de cavitando, para determinar o pk; do corante em agua e dentro do
recetor. O primeiro passo foi estudar o comportamento do MeDASPI em solucao aquosa sem
recetor e para tal realizou-se uma titulacao acido base com HCI, e seguiu-se a protonacao por
espectroscopia de absor¢do UV-Vis. Os espetros da titulacdo encontram-se na Figura A27a.

O MeDASPI é protonado no nitrogénio da dimetilamina e perde a capacidade de deslocalizar
os eletrdes da amina secundaria porque os mesmos se encontram a fazer a ligacdo N-H, dessa
forma a energia entre a HOMO e a LUMO vai ser muito superior devido a menor estabilizagdo
destas orbitais pelo efeito de conjugacao eletrdnica, o que se traduz num desvio para compri-
mentos de onda menores, para o UV, deixando a solu¢do de absorver radiacdo na zona do
visivel. Assim, observa-se o desaparecimento da banda a 450 nm para obter uma banda a 325
nm. Os comprimentos de onda indicados foram seguidos e com as férmulas presentes nas

equacdes A28 a A30 foi possivel concluir que o pk; do corante é 3.28, em agua.
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Figura 2.23 Equilibrio acido-base do corante MeDASPI

O proximo passo foi realizar a titulacao do sistema C1:MeDASPI 1:1, e para isso a uma solucao
com 2.4x10” M de MeDASPI e 3.2x10° M de C1 foi adicionada uma solugdo de HCl para dimi-
nuir o pH da solucao e as alteracdes foram seguidas por UV-Visivel. Os espetros obtidos po-

dem ser encontrados abaixo.
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Figura 2.24 Espetro de Absorcédo da titulacdo do complexo C1:MeDASPI ((MeDASPI]=2.4x10"> M e [C1]=3.2x10"

M), em 4gua. A laranja o espetro inicial a pH=6.8 e a rosa o espetro final a pH<0.5

Inicialmente a banda a 485 nm foi perdendo intensidade com a diminuicao do pH, dando lugar
a uma banda a 565 nm. A pH aproximadamente 0.5, a linha de base comecou a aumentar,
indicar apontando para a formacdo de agregados insoluveis. O primeiro comportamento é
muito semelhante a formagdo da capsula, como se observou na titulagdo conduzida a pH neu-
tro para determinacao das constantes de associagao (subcapitulo 2.3.1.2). Assim, inicialmente
especulou-se que a diminuicdo do pH favorecia a formacao da capsula dimérica, impedindo
de forma eficaz a protonacdo do corante, enquanto que segundo podera ser atribuido a agre-
gacao da capsula. Provavelmente, o aumento da concentracdao de iGes em solugdo, especial-
mente ides cloreto, pode fazer com que as repulsdes entre as cargas positivas da cadeia lateral
dos grupos imidazolio de C1 sejam menores e facilite a formacao de um agregado (Figura

2.25).
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Figura 2.25 Equilibrios propostos com a diminui¢do de pH numa solu¢do com C1MeDASPI, em agua

A titulacdo da capsula C1,MeDASPI foi realizada da mesma forma que as anteriores e continha
2.4x10 M de corante e 2.4x10™ M de cavitando (Figura A28a). Neste caso, o que se observou
foi um ligeiro aumento da banda caracteristica do complexo 2:1, que absorve a 565 nm, apoi-
ando novamente o modelo proposto do favorecimento da capsula com a diminuicdo do pH.
Novamente, a pH aproximadamente 0.5 observou-se uma subida da linha de base e a forma-
cao de um precipitado de cor roxa, plausivelmente a precipitacdo do agregado proposto an-
teriormente.

Com as titulagdes dos complexos realizadas, pode-se especular que a diminuicdao do pH (e
consequente aumento da forca ionica) favorece a formacao do complexo 2:1 C1:MeDASPI e
que esta conformacdo se mantem estavel numa gama de pH extensa, desde pH cerca de 7 até
1, o que implica que nao haja protonagao do corante a pH baixo. Desta forma, pode-se concluir

que, para os fins de aplicacdo no presente trabalho, este sistema se comporta de forma estavel.

2.1.1.2 Dependéncia da Forga I6nica

A forca idnica pode ser definida como sendo a quantidade total de ides dissociados em solu-
¢ao, multiplicado pelo quadrado da carga dos respetivos ides. Este fator influencia varios fe-
ndmenos, como por exemplo interacdes entre sistemas supramoleculares, solubilidade, esta-
bilidade, entre outros.®’ Para sistemas supramoleculares como os cavitandos de Cram, foram
testados varios tampdes e sais, e foi possivel entender a influéncia que os mesmos tém nos
sistemas, particularmente nas constantes de associacdo, sendo por isso necessario ter este

efeito em conta no sistema em estudo.®®
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De forma a entender se a formacdo do precipitado obtido anteriormente, quando o pH era
inferior a 1, estaria relacionado com o aumento da forca idnica, realizou-se uma titulacao do
complexo 2:1 com o aumento da forca idnica, utilizando uma solugao de NaCl com concentra-
¢Oes entre 5 a 500 mM (Figura A29a). Seguiu-se a mesma por espetroscopia de absorg¢ao e
observou-se que com o aumento da forca idnica, a banda a 565 nm ganhou intensidade, pro-
vavelmente devido a total conversdo da meia capsula na capsula dimérica. Também se obser-
vou que a concentracdes superiores a 100 mM existe a formacao de um precipitado com as
mesmas caracteristicas observadas com a diminui¢do do pH. A concentracdo de cloreto em
ambos os casos é semelhante aquando do momento de precipitagdo, por isso pode-se concluir
que a formacao do precipitado obtido se deve ao aumento da concentragao de sais em solu-
cao.

A titulacdo do cavitando livre, C1, com concentragdes entre 5 e 500 mM de NaCl também se
realizou (Figura A29b) e observou-se que, com o aumento da forca idnica, existe uma diminu-
icdo da absorvancia de forma gradual a 300 nm e a 250 mM existe a formacdo de um precipi-
tado. Novamente se conclui que o cavitando precipita com forca idnica elevada, mas parece
que, quando se encontra dimerizado em forma de capsula com o corante no seu interior tem

maior sensibilidade a este efeito e precipita a concentragdes mais baixas.

2.1.1.3 Dependéncia da Temperatura

A temperatura é um fator importante em sistemas supramoleculares pois influenciam as inte-
racdes ndo covalentes e, consequentemente, os equilibrios. A transferéncia de calor para a
solucao pode ter diferentes alteracdes nestes sistemas desde variacdo de interacdes que se
traduzem na afinidade, como a estabilidade dos complexos ou solubilidade.®® Assim é neces-
sario entender o comportamento do complexo C1,MeDASPI a altas temperaturas e a capaci-
dade de regenerar o sistema depois da exposi¢ao a altas temperaturas. Portanto, a uma solu-
cdo de C1 e MeDASPI com as respetivas concentracdes: 8x10° M e 6x10° M, realizou-se um

ensaio com aumento de temperatura como se pode observar pela figura 2.26.
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Figura 2.26 Espetro de absorcdo de UV-Vis do complexo C1,MeDASPI ([C1=8x10"> M e [MeDASPI]=6x10" M) em
agua, variando a temperatura. (O aumento da temperatura faz com que a banda a 565 perca intensidade e a cor

de rosa encontra-se o espetro da regeneracao da temperatura)

O aumento da temperatura parece diminuir a banda a 565 nm, correspondente ao corante
totalmente encapsulado, portanto parece que existe um desfavorecimento da capsula e ligeiro
favorecimento da meia capsula (banda a 485 nm). A ligagdes de hidrogénio dependem da
temperatura e podem quebrar com o aumento da mesma, fendmeno que foi observado neste
ensaio.

Quando a temperatura volta a baixar, o sistema recupera na sua totalidade para voltar a en-
capsular o corante em dois cavitandos. A conclusdao que se pode realizar é que a capsula é
pouco estavel nestas condigdes, mas depois pode regenerar a temperaturas mais baixas, mos-

trando a versatilidade deste sistema.

2.3.2 C1-EtDASPI

Novamente, prepararam-se solu¢des em batch com concentragdes fixas de corante EtDASPI, a
5x10°® M e concentracdes de cavitando crescentes em cada solucdo, em agua. As solucdes
foram posteriormente estudadas por absor¢do e também por emissao depois de equilibradas.
A titulacdo por absorcdo do corante EtDASPI com C1 encontra-se na figura 2.27 tal como o

ajuste dos dados experimentais.
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Figura 2.27 Espetro de Absor¢do do EtDASPI ([EtDASPI]=5x10¢ M), obtidos na auséncia e na presenca de concen-
tragdes crescentes de cavitando 1 (Do espetro amarelo (EtDASPI) existe um desvio para um maximo de absorgéo a
490 nm, a laranja (C1EtDASPI), e depois para 570 nm, a rosa (C1,EtDASPI). O tratamento de dados experimentais
encontram-se evidenciados com as respetivas cores

No caso do corante EtDASPI, que tem um maximo de absor¢do a 470 nm e um coeficiente de
extincdo molar a esse comprimento de onda e em &gua de 27654 cm™ M (Figura A26b),
quando titulado com C1 passou a ter um maximo de absorcao a cerca de 490 nm e posterior-
mente a 570 nm. Como se observou por RMN e também comparando o resultado obtido com
o corante MeDASPI, ha um primeiro processo de encapsulagdo do corante na cavidade de um
cavitando, que causa o desvio batocromico devido a diminuicdo da polaridade do ambiente
quimico, e posteriormente a encapsulagdo completa do corante em dois cavitandos, sofrendo
um desvio para o vermelho acentuado.

A primeira constante de afinidade atribuida a transicao da banda de EtDASPI de 470 nm para
490 nm, nao foi possivel de se estudar pois ndo foi possivel realizar o ajuste dos dados (expli-
cacdo na subseccao 2.3.3.1), ja a segunda constante, Kz, foi obtida a partir do ajuste dos dados
as equacdes do capitulo A.2.1 e obteve-se o valor de 6.05x10° M.

Também se estudou o mesmo sistema por espetroscopia de emissdo onde as mesmas solu-
¢Oes foram excitadas a 465 nm e 510 nm, os pontos isosbésticos de cada equilibrio, e obser-
vada a emissdo dos compostos. Os espetros de emissdo encontram-se na figura 2.28 e os

ajustes correspondentes.
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Figura 2.28 Espetros de Emissdo do EtDASPI ([EtDASPI]=5x10% M) quando exitado a (a) 465 nm e (b) 510 nm, ob-
tidos na auséncia e na presenca de concentra¢des crescentes de cavitando 1, acompanhado por um aumento de
emissdo. O tratamento de dados experimentais nos maximos de emissdo também estdo presentes

O comportamento do corante EtDASPI mantém-se semelhante ao corante MeDASPI quando
excitado aos comprimentos de onda dos pontos isosbésticos dos dois equilibrios observados.
As constantes de afinidade dos equilibrios, K; e K, foram obtidos através das equacgdes pre-
sentes em A.2.1 e A.2.2 e correspondem respetivamente a 1.49x10° M" e 5.29x10° M, em
agua. O valor da primeira constante € muito similar ao obtido com o corante metilado, o que
demonstra ndo existir uma grande diferenga no favorecimento da encapsulacdo de ambos os
corantes. Por outro lado, a constante da encapsulagdo total do corante EtDASPI, K5, € cerca de
10 vezes menor que com MeDASPI. Provavelmente, o aumento da cadeia da anilina é o sufici-
ente para dificultar a formacao de ligagdes de hidrogénio entre os dois cavitandos para formar

a capsula, pois a sua distancia é ligeiramente superior (Figura 2.12).

2.3.2.1 Dependéncia do pH

A medida que se diminuiu o pH numa solucdo de EtDASPI em &gua por meio de adicdo de
HCI, observou-se o desaparecimento da banda a 470 nm e o aparecimento de uma banda a
325 nm, que corresponde ao corante protonado (Figura A27b). A partir do equilibrio presente
na figura 2.29 e das equagdes A28 a A30, presentes no subcapitulo A.2.5, foi possivel realizar
o ajuste dos resultados obtidos qualitativamente para os comprimentos de onda dos maximos

de absor¢do de cada espécie e o valor de pKa calculado foi 4.28. Quando comparado o valor
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de pKa do EtDASPI com o MeDASPI, foi possivel concluir que o primeiro € menos acido por 1
unidade de pKa, o que se encontra em concordancia com o esperado teoricamente devido a

presenca dos etilos.
NP

| pKa = 4.28 PN |

N e e
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Figura 2.29 Equilibrio acido-base do corante EtDASPI em meio aquoso

Para realizar a titulacao acido base do equilibrio 1:1 do corante e do cavitando, utilizaram-se
1x10° M de EtDASPI e 1.7x10™° M de C1 numa solucdo aquosa. Esta solucdo foi titulada com

solugcdes de HCl e seguida por UV-Visivel, como mostrado na figura 2.30.
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Figura 2.30 Espetro de Absorcdo da titulagdo acido-base do complexo C1:EtDASPI (1x10> M de EtDASPI e 1.7x10°>
M de C1), em agua. Iniciou-se a titulacdo a pH=6.2 (a amarelo) e no final pH<0.5. O tratamento dos dados nos

maximos de absorcdo também se encontra presente

A titulagdo iniciou-se com a banda a 495 nm a manter-se relativamente com a mesma inten-
sidade, para de seguida comecar a diminuir a sua absorvancia ao longo da titulacdo. Também
se observou o aparecimento de uma banda a cerca de 330 nm a medida que o pH diminuia,
esta banda encontra-se mesma zona que a banda do corante protonado, o que levou a espe-
cular que mesmo dentro do cavitando existia protonagdo do corante. Para provar esta teoria

os dados experimentais foram tratados com os dados calculados através do equilibrio presente
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na figura 2.29 e as equagdes A28 a A30. Os dados foram otimizados para os valores obtidos
experimentalmente e o valor de pKa experimental foi de 2.96, para quando o corante se en-
contra encapsulado dentro de uma molécula de cavitando. O pKa experimental do corante
livre e encapsulado sofreu uma diferenca de -1.32 unidades de pH, o que significa que existe
uma maior dificuldade em protonar o corante quando este se encontra dentro do recetor.
Estes resultados quando comparados com o corante MeDASPI encapsulado em um C1 diferem
entre si, porque com o corante metilado existe o favorecimento da formagao do complexo 2:1
e no caso do corante, 0 mesmo é protonado a pH acido. Como a amina do EtDASPI esta ligei-
ramente menos encapsulada na cavidade devido ao espaco ocupado pelos etilos (ver subsec-
cao 2.4), pode facilitar a protonacgéo.

De forma a estudar o impacto do pH no equilibrio 2:1 C1:EtDASPI, utilizou-se uma solu¢do com
1x10° M de EtDASPI e 1x103 M de C1, em dgua e adicionando HCl (Figura A28b). Observou-
se o estreitamento e desvio hipocromico da banda caracteristica do corante EtDASPI quando
encapsulado em 2 cavitandos, correspondendo ao seu desfavorecimento. Novamente a pH
inferior a 1, o complexo 2:1 precipitou. As conclusdes que se podem tirar sdo que a capsula é
relativamente estavel em meio acido, até pH cerca de 1 e por isso é um equilibrio relativamente

independente do pH do meio e que a capsula inibe a protonagdo do corante.

2.3.3 C1-JDASPI

2.3.3.1 Espetroscopias oticas

Por RMN, ja tinha sido observado que este corante apenas forma o equilibrio 1:1 com C1, pois
ndo ha possibilidade da formagdo da capsula completa. Novamente, prepararam-se solucoes
em batch com concentracdes fixas de corante JDASPI, a 5x10° M e concentracdes de cavitando
crescentes em cada solucdo, em agua. As solugdes foram posteriormente estudadas por ab-
sor¢ao e também por emissao depois de equilibradas.

O espetro de absorcao encontra-se na figura 2.31. Este corante tem um maximo de absorcao
a 470 nm com um coeficiente de extincdo molar de 30244 M cm™ (Figura A26c), em agua.
Quando titulado com C1, pode-se observar um maximo de absor¢do a 500 nm, que corres-

ponde ao corante encapsulado em um cavitando. Infelizmente o ajuste destes dados néo foi
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possivel de se realizar uma vez que aparenta ter um processo inicial que desloca o maximo de
absorcdo para cerca de 480 nm e sé depois se da um desvio hipercromico correspondente a
associacgdo e, portanto, a perda do ponto isosbéstico, que indica a presenca de mais que um
processo.

Realizou-se o tratamento de dados assumindo um pré-equilibrio em que sejam encapsulados
2 corantes dentro de um cavitando, o que se mostrou adequado, mas como a contribuicdo
dessa espécie apenas atinge 1% do total de espécies em solucdo, este processo nao foi estu-
dado mais adiante. Também o facto de o valor da constante de associacdo de 1 corante para
1 recetor ndo se alterar de forma significativa quando o tratamento de dados se realiza através
do processo indicado, permite desprezar este processo.

De notar que, se a titulacdo for feita de forma continua e direta, sem existir o tempo de equi-
librar as solugdes, o processo de encapsulacdo de dois corantes ndo é possivel de se observar,

o que indica que existe uma cinética lenta associada a este processo.
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Figura 2.31 Espetros de Absorcdo do JDASPI ([JDASPI]=3x10"¢ M), em batch a esquerda e direto a direita, obtidos
na auséncia e na presenca de concentracdes crescentes de cavitando 1 (A titulagdo inicia-se no espetro a amarelo
(JDASPI) deslocando-se para o espetro a laranja (C1JDASPI). O tratamento dos dados experimentais no maximo

de absorcdo também esta presente

A emissdo foi estudada excitando a amostra a 445 nm e obtiveram-se os seguintes espetros
de fluorescéncia. Com o aumento da concentracdo de C1 e consequente encapsulacdo do co-
rante, a emissao passou a ter maior intensidade a 600 nm, que ficou constante quando se

atingiu o equilibrio 1:1. Desta forma foi possivel estudar o equilibrio 1:1 e obter o valor da
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constante Ki, em agua que foi 5.87x10° M. Este valor encontra-se em concordancia com o
valor obtido para o corante MeDASPI e conclui-se, portanto, que alteragdes no lado do anel
piridinio ndo tem influéncia na primeira constante de afinidade, mas impossibilitam a formagao
de um equilibrio 2:1 com dois cavitandos devido a extensdo da cadeia do piridinio do corante
JDASPI que impossibilita as ligagdes de hidrogénio entre os dois cavitandos. O fendmeno de
encapsulacdo de 2 corantes em um cavitando parece ndo ser observavel por emissao, tal como

nos corantes anteriores.
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Figura 2.32 Espetros de Emissdo do JDASPI ([JDASPI]=5x10" M) quando excitado a 455 nm, obtidos na auséncia e
na presenca de concentracdes crescentes de cavitando C1, acompanhado por um aumento da fluorescéncia ao

longo da titulacdo. O tratamento dos dados experimentais no maximo de emissdo também se encontra presente

2.3.3.2 Calorimetria de Titulagcdo Isotérmica
Para estudar a constante de afinidade deste sistema com mais detalhe, realizou-se a titulacao

do corante com C1, utilizando a técnica de calorimetria de titulacao isotérmica (Figura 2.33).
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Figura 2.33 Curva de titulacdo isotérmica de C1MeDASPI (0.5 e 0.05 mM respetivamente), em agua. A esquerda
esta presente a quantidade de calor que foi reposta a cada adicido de C1, em pW. A direita encontra-se o perfil da

titulagdo por esta técnica em funcdo da fragdo molar de C1

O perfil da associagdo de JDASPI a C1 é exotérmico, uma vez que existe libertagdo de calor.
Este processo encontra-se em consonancia com muitos dos sistemas supramoleculares estu-
dados por CTI. Através do grafico da figura 2.33 e das informacdes presentes em A.1.4, foi
possivel obter uma constante aparente de associacido de 3.09x10° M" e uma entalpia do pro-
cesso é de -50,1 kJ/mol, Este valor coincide com a constante obtida por fluorescéncia, mas o
nimero de locais de ligacdo foi de 0.740, o que indica que a estequiometria deste processo
pode ser mais complicada do que estava inicialmente idealizado para este sistema ou que as
concentragdes dos compostos possa apresentar algum erro associado.

Esta técnica ndo foi utilizada para os restantes sistemas porque o tratamento dos dados, es-
pecificamente o ajuste da linha de base, influencia bastante os resultados obtidos. Estes siste-
mas por terem cinética lenta tém um grande impacto nas flutuacdes da linha de base, pelo

que o seu estudo é mais arduo e depende do utilizador.

2.3.3.3 Job Plot

O método de variagdo continua ou mais conhecido por Job Plot, é bastante utilizado em estu-
dos de associacao molecular, pois permite o estudo qualitativo da associacao entre um recetor
e um ligando. Para tal, fixa-se a concentra¢do total de ambos os constituintes, neste caso de
C1 e de JDASPI e variam-se as fracdes molares de ambos de forma linear.”

Como a concentracao se encontra correlacionada com a espetroscopia de UV-Vis, seguiu-se
por este método a variacdo continua, mais especificamente a 470 nm que corresponde ao

maximo de absorcdo do corante, em agua.
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Figura 2.34 Método de variacdo continua de C1 e JDASPI ([JDASPI]ms=2x10"> M), em &gua e seguido por espe-
troscopia de UV-Vis

Os dados presentes na figura 2.34 mostram que existe uma estequiometria 1:1, uma vez que
as curvas de aparecimento e desaparecimento do complexo C1JDASPI se centram em
X(UDASPI)=0.5. Estes dados apoiam que no caso do corante JDASPI o processo mais significa-

tivo consiste na encapsulagdao em um recetor.

2.3.4 C2-MeDASPI

2.3.4.1 Cinética

Como ja tinha sido observado anteriormente cinética lenta para o cavitando C1, também foram
realizados ensaios onde se monitorizou a cinética de associacdo do recetor C2 e do corante.
Realizaram-se ensaios com concentracdo fixa de corante e aumentou-se a concentracdo de

C2. Os espetros de 3 cinéticas com 0.4:1, 1:1 e 4:1 encontram-se na figura 2.35.
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Figura 2.35 Espetros de absorc¢do UV-Visivel de C2-MeDASPI ([MeDASPI]=1x10-> M), em agua. ao longo do tempo
(minutos). Da esquerda para a direita a proporcao de C2:MeDASPI é 0.4:1, 1:1, 4:1. Os dados experimentais no ma-

ximo de absorcdo estdo ligados entre si para melhor compreensao

Os espetros de absor¢do UV-Vis ao longo do tempo foram realizados para obter informacdo
sobre a cinética do sistema e parece que existe um aumento da associacao do corante no
cavitando, devido ao desvio batocromico e hipercromico com o prolongar da experiéncia. Com
0 aumento da concentragao de C2, observou-se o aumento da velocidade de associacédo e por

isso o equilibrio era atingido de forma mais rapida.
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Para elucidacdo do processo cinético, realizou-se um ensaio cinético seguido por '"H RMN que
se encontra presente na figura 2.16, subcapitulo 2.3.4. Como ja foi constatado pela técnica
utilizada anteriormente, existem dois processos que contribuem para a cinética lenta do pro-
cesso global: a alteracdo conformacional do cavitando C2 de uma conformacao inativa - ve-
Icrando (papagaio dimerizado) - para uma conformacao ativa e capaz de encapsular analitos,
0 vaso e posteriormente da-se a encapsulagao (Figura 2.36). A presenca do analito é um esti-

mulo para que haja uma alteracdo estrutural do cavitando que estabelece um novo equilibrio.
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Figura 2.36 Esquema cinético dos varios equilibrios envolvidos na encapsulacdo do corante nos cavitandos
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Como o objetivo principal deste trabalho € o estudo de um sistema equilibrado, a cinética nao
foi totalmente aprofundada, apenas se discutiu as possiveis causas e também foi essencial para

conhecer o tempo que as solugdes das titulagdes precisam para equilibrar.

2.3.4.2 Situagao de equilibrio

O cavitando C2, metilado nas ureias que formam o arco superior deste macrociclo, tem dois
maximos de absor¢do na zona do ultravioleta. Um dos maximos de absor¢ao a 305 nm, tem o
coeficiente de extincdo molar: 32956 M cm™, em 4gua, valor muito semelhante ao obtido
para C1 com um ligeiro desvio para comprimentos de onda superiores (Figura 25b).

A titulacdo do corante MeDASPI (1x10° M) foi realizada com concentracées crescentes de C2
e estudou-se inicialmente por espetroscopia de UV-Vis (Figura 2.37a), onde se observou uma
diminuicdo da absorcao inicial do corante, a 450 nm, e posteriormente a absor¢ao aumenta
com um desvio de 20 nm para energias inferiores em relagdo ao maximo de absorvancia do
corante, até que atinge um patamar a esse comprimento de onda. Novamente, foi realizado o
tratamento de dados (Apéndice A.2.2) para um pré equilibrio de 2 corantes encapsulados em
1 cavitando e posteriormente atingir-se o equilibrio 1:1. Neste caso, parece que a primeira

espécie tem mais impacto porque é formada em maior quantidade, provavelmente porque a
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alteracao estrutural dos metilos cria uma cavidade maior capz de encapsular dois corantes
mais facilmente. A constante de formacdo do equilibrio 1:1 parece nao se alterar e por isso
este processo nao foi estudado em pormenor.

Desta forma, prosseguiu-se para a titulagdo por fluorescéncia onde se seguiu a emissao ao
longo do aumento da concentragdo de cavitando. O comprimento de excitagdo utilizado foi
de 422 nm, correspondente ao ponto isosbéstico presente nos espetros de absorvancia e os

espetros que foram obtidos sdo apresentados na figura 2.37b.

4000000
(a) | 037 (b) 10
0.3 K/’A/_‘_' - E
] ozl * 7 3000000 2 ol
0.2 0.1 o | B
7] o 0 T
g - 0-00000  0.00005 0.00010 © 2000000 T00o00 " uodeos  00Gedo
[c2] (M) = [c2] (M)
0.1 1000000 -
0.0 I — 0 = ey
400 500 600 700 500 800

Al nm Al nm

Figura 2.37 (a) Espetro de Absorcdo de MeDASPI (1x10> M, em agua), obtidos na auséncia e na presenca de con-
centragdes crescentes de cavitando C2. A titulagdo inicia-se no espetro a amarelo (MeDASPI) e termina no espetro
a laranja (C2MeDASPI) (b) Espetros de Emissdo do MeDASPI (1x10-> M, em agua), quando exitado a 422 nm, obti-
dos na auséncia e na presenca de concentra¢des crescentes de cavitando C2, acompanhado por um aumento de

fluorescéncia. Os tratamentos dos dados para os maximos de intensidade também estdo presentes

Novamente, observou-se o aumento da emissao, quando se aumentou a concentragao de ca-
vitando, bloqueando a TICT. Esse aumento foi imediato, com baixas concentracdes de cavi-
tando e estabilizou quando se atingiu concentracdes semelhantes a de corante, o que indicia
um equilibrio 1:1 e ndo a formacdo da capsula como observado no cavitando C1, o mesmo
comportamento ja foi aferido por RMN "H. Foi selecionado o comprimento de onda méaximo
de emissao a 580 nm e realizou-se o ajuste dos dados experimentais de emissao com os dados
calculados, a partir das equagdes apresentadas no subcapitulo A.2.1. A constante de afinidade
calculada para o equilibrio C2MeDASPI, em agua, foi de 9.21x10° M.

Parece que a afinidade que o cavitando 2 tem para o corante MeDASPI é ligeiramente mais

elevada que no caso de C1, o que demostra que variagdes a nivel do cavitando podem ter
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alguma influéncia ndo s6 na formacao dos diversos equilibrios, mas também no caso da afini-
dade destes sistemas. Outra alteracdo espetroscopica entre o cavitando C1 e C2 é que na for-
macao do equilibrio 1:1 com o corante, o desvio batocromico sentido pelo mesmo com C2 é
ligeiramente menor que com C1 (20 nm e 30 nm respetivamente), o que leva a especular que
existe uma pequena diminuicao da polaridade da cavidade de C2 em comparagao com C1, que
desloca para comprimentos de onda superior. Provavelmente os metilos do cavitando 2 au-

mentam o espaco da cavidade e ndo existe um ambiente tdo apolar.

2.3.5 C2-EtDASPI

A titulacdo do corante EtDASPI (1x10™° M) foi realizada com concentracdes crescentes de C2 e
estudou-se inicialmente por espetroscopia de UV-Vis (Figura 2.38), onde se observou uma di-
minuicao da absorcao inicial do corante, a 470 nm, e posteriormente a absor¢cao aumenta com
um desvio para energias inferiores de 10 nm em relagdo ao maximo de absorvancia do corante,
até que atinge um patamar a esse comprimento de onda. Tal como no corante anterior os
dados foram tratados para um pré-equilibrio 2:1 e a constante de formacao do complexo 1:1
parece ndo se alterar.

Novamente, prosseguiu-se para a titulacdo do corante com C2, estudada por emissao. O com-
primento de excitagdo utilizado foi de 437 nm, correspondente ao ponto isosbéstico, e o es-

petro que foi obtido esta presente da figura 2.38.
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Figura 2.38 (a) Espetro de Absorcdo de EtDASPI (1x10-> M, em agua), obtidos na auséncia e na presenca de con-
centragdes crescentes de cavitando C2. A titulagdo inicia-se no espetro a amarelo (EtDASPI) e termina no espetro
a laranja (C2EtDASPI) (b) Espetros de Emissdo do EtDASPI (1x10-> M, em agua), quando exitado a 437 nm, obtidos
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na auséncia e na presenca de concentra¢des crescentes de cavitando C2, acompanhado por um aumento de fluo-

rescéncia. Os tratamentos dos dados para os maximos de intensidade também estdo presentes

Observou-se a mesma tendéncia do corante anterior. Foi selecionado o comprimento de onda
maximo de emissdo a 590 nm e realizou-se o ajuste dos dados experimentais de emissdo com
os dados calculados, a partir das seguintes equacdes A8 a A12. A constante de afinidade cal-
culada para o equilibrio C1EtDASPI, em &gua, foi de 9.16x10° M, o que estd em concordancia
com a afinidade com o mesmo recetor para o corante MeDASPI. Conclui-se assim que uma
alteracdo como a observada no corante metilado ou etilado nao altera a afinidade destes com-

postos para a cavidade hidrofébica e apolar do cavitando C2.
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2.4 Rendimento Quantico de Fluorescéncia

Uma molécula, quando excitada para o seu respetivo estado excitado, tem a tendéncia para
voltar para o seu estado fundamental, devido a maior estabilidade do mesmo. Para tal, pode
perder essa respetiva energia de processos radiativos ou nao radiativos. A probabilidade de a
perda de energia ser radiativa, pode ser estimada através do rendimento quantico de fluores-
céncia, pelo método indireto. Deste modo, utiliza-se uma molécula com as propriedades foto-
fisicas conhecidas (referéncia) para o calculo do RQF. A equacéo que se utiliza para o célculo

indireto encontra-se abaixo e a sua dedugdo e explicacdo encontram-se no apéndice A.2.6.

—10-4r 2
Pa _ Iax(1-1074") x Ny (2'4)

or  Irx(1-10-4a) 7 n2,
As referéncias utilizadas nestes estudos foram o amarelo de acridina e a rodamina B, com as

seguintes caracteristicas:

Tabela 3. Moléculas de referéncia utilizadas para o estudo do RQF e as suas respetivas caracteristicas”’

N7
N (@) N
it |
Molécula de Referéncia _
Z ! COOH

Rendimento Quantico de

0.47 0.70
Fluorescéncia
Solvente Etanol Etanol
indice de Refracdo 1.3647 1.3647
}\excitagéo (nm) 420 510

A absorvancia foi ajustada para A < 0.1 e para valores semelhantes e de seguida foram medidos
os espetros de fluorescéncia, excitando aos devidos comprimentos de onda de cada referéncia
(Tabela 3). No caso dos corantes livres, utilizou-se acridina como referéncia pois o compri-
mento de onda de absorcdo é mais semelhante, no caso dos complexos com os cavitandos

utilizou-se a rodamina B, pois o espetro de absorcdo e emissdo é semelhante. Os dados foram
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tratados como explicado anteriormente e obtiveram-se os seguintes rendimentos quanticos

para as diversas espécies em estudo:

Tabela 4. Rendimento quantico de fluorescéncia para os corantes MeDASPI, EtDASPI e JDASPI livres e quando en-
capsulados no cavitando C1 ou C2 em complexo binario ou ternario

MeDASPI  EtDASPI = JDASPI

s/ cavitando 0.004 0.005 0.004
1C1 0.14 0.03 0.1
2C1 0.49 0.18 -
1C2 0.12 0.02 -

Os corantes livres ndo possuem fluorescéncia consideravel, uma vez que os mesmos perdem
a energia da passagem do estado excitado para fundamental por processos nado radiativos de
tor¢ao do grupo doador, neste caso da metilanilina ou dimetilanilina (TITC).

Na presenca do cavitando a tor¢do deste grupo encapsulado fica mais impossibilitada, devido
ao impedimento estérico dentro da cavidade e a perda passa a ser em parte radiativa com um
aumento consideravel da fluorescéncia, especialmente quando se forma a capsula entre os
dois cavitandos. Este comportamento é observado tanto no caso do EtDASPI como no Me-
DASPI com o cavitando 1. Comparando estes dois corantes, rapidamente se observa que o
corante com os metilos (MeDASPI) tem maior fluorescéncia tanto no equilibrio 1:1 como 2:1,
em comparagao com o corante etilado. Esta diferenca é explicada pela maior encapsulacao do
MeDASPI dentro do cavitando, o que torna mais dificil a torcdo da amina. No caso do EtDASPI,
os etilos, como sao mais volumosos, podem fazer com que a amina nao esteja tédo encapsulada
no cavitando, e pode rodar mais livremente para perder energia de forma ndo-radiativa. Estas
observacdes podem ser apoiadas através dos desvios quimicos acentuados dos protdes
quando se encontram encapsulados no cavitando 1, como se mostra na figura 2.39, pois
quanto mais encapsulados mais desviados serao para campo alto. O anel diretamente ligado
a amina encontra-se mais encapsulado no caso do MeDASPI e por isso a sua rotacdo para

facilitar a perda nao radiativa é mais impedida.
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Appm =0.11

Appm = 3.31
Appm = 3.36

Figura 2.39 Esquema representativo da encapsulacdo dos corantes MeDASPI e EtDASPI no recetor C1, acompa-

nhado pelos desvios quimicos observados por RMN 'H de alguns protdes dos corantes

Ja o corante JDASPI tem aproximadamente o mesmo valor de rendimento quantico quando
comparado com o corante MeDASPI, o que demonstra que alteracdes na cadeia lateral do
grupo aceitador tém pouca influéncia na maneira como se liberta energia do estado excitado
para o estado fundamental.

Por ultimo, também se realizaram estudos com o recetor C2. Os rendimentos quanticos de
MeDASPI e EtDASPI permaneceram semelhantes aos obtidos com o C1, o que demonstra que
a alteragdo estrutural no cavitando ndo tem muita influéncia no processo de perda de energia

e que novamente a alteracdo estrutural na amina afeta bastante o rendimento quantico.
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2.5 Ensaios de Competicdo com C1,MeDASPI

O complexo ternario C1,MeDASPI foi utilizado para ensaios de competicdo com diversos com-
petidores, para entender o fendmeno de dissociagdo da capsula, mas também a capacidade
de identificar diversos analitos organicos que ndo tenham caracteristicas espetroscopicas visi-
veis, de modo a compreender se é possivel desenvolver uma resposta colorimétrica e fluores-
cente quando na presenca destes analitos. Os analitos escolhidos (Figura 2.40) apresentam
caracteristicas diferentes, desde carregados a neutros, alquilicos ou aromaticos, por forma a
existir um leque de caracteristicas que possam ter maior ou menor afinidade para o cavitando.

A escolha do complexo C1,MeDASPI nao foi aleatdria, mas teve como fatores importantes o
facto de ter uma constante de associacdo da capsula relativamente baixa (K> = 3.89x10* M™)
quando comparada com a constante de associacdo da meia capsula. Também a sua elevada
estabilidade quando sujeito a varios fatores externos como a temperatura, o pH e a forca idnica
foram importantes. J& o caso do complexo C1,EtDASPI é mais sensivel ao pH, uma vez que o
corante tem um pKa mais elevado, mas também o rendimento quantico é inferior e por isso o
sinal na fluorescéncia ndo seria tdo intenso.

o NH3 o |1 SN

- D oY ¢
.’ " B2 B3 _ B;H
erwe iy

Figura 2.40 Esquema reacional do IDA com o complexo ternario C1:MeDASPI, na presenca de um competidor. A

direita encontram-se os competidores utilizados e numerados de 1 a 7

2.5.1 Cinética

2.5.1.1 Cinética associada a concentracao

Inicialmente, constatou-se que existia uma cinética lenta associada ao processo de associacao
de um competidor ao cavitando, quando na presencga da capsula C1,MeDASPI. Para estudar
este efeito, realizam-se testes com concentragéo fixa do complexo 2:1 e com concentra¢des

diferentes de um competidor ao longo do tempo. Utilizou-se o hidrocloreto de
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adamantanamina (B1), que pela literatura tem afinidade para o cavitando em estudo, tal como
os restantes analitos.*"*%*"72 Embora esta interacdo ja tenha sido reportada anteriormente,
nunca foi reportado o seu comportamento cinético nem o seu estudo por espetroscopia de
UV-Visivel ou Fluorescéncia, apenas por 'H RMN, visto que é um analito que nio tem caracte-
risticas espetroscopicas de relevo.

A cinética observada (Figura 2.41) consiste na diminuigdo de absorvancia da banda a 485 nm,
imediatamente apos a adicdo do competidor, e aumento da absorvancia da banda a 565 nm.
A primeira banda é caracteristica do complexo 1:1 recetor:corante e a banda com maior com-
primento de onda caracteristica do complexo 2:1. Como a titulacdo foi iniciada com o com-
plexo na forma de capsula completa dimérica, estes resultados indicam que, quando se coloca
o competidor nesta solucao, existe uma dissociagdo rapida do complexo 2:1 para se formar
complexo 1:1 com o corante (banda a 485 nm) e com o competidor. No entanto, contraria-
mente ao que seria expectavel, apds a adicao do competidor verifica-se uma regeneragdo lenta

do complexo 2:1 C1:MeDASPI.
0.20
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Figura 2.41 Espetro de UV-Visivel da cinética de uma solu¢do C1,MeDASPI (8x10> M e 6x10°¢ M respetivamente)
quando adicionado 2.5x10-> M de ciclohexanona (B2) a solugéo, em agua, ao longo do tempo (minutos). Antes da
adicdo corresponde ao espetro rosa a tracejado, ap6s a adicdo de B2 corresponde ao espetro a laranja e no final
do tempo obteve-se o espetro rosa a cheio. Os pontos experimentais a 565 nm encontram-se presentes ligados

entre si para melhor compreensédo

A hipétese mais plausivel para a capacidade de regeneragdo da capsula, é existir uma espécie
inativa do cavitando livre que tem a capacidade de repor o equilibrio pré-estabelecido, no

sentido da formacao da capsula completa com o corante (Figura 2.42). Deste modo, a
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dissociagdo competitiva da capsula deve ser mais rapida que interconversao entre as formas

ativas e inativas do cavitando.

39 3 e
K3
-,

C1 ativo

Ks
C1 inativo

Figura 2.42 Esquema reacional da autorregeneracdo da capsula: quando existe excesso da meia capsula, uma
forma inativa do cavitando transforma-se em cavitando ativo (K4), que permite a encapsulagdo completa do co-
rante (K3")

Esta hipotese pode ser valida porque o espetro de RMN do cavitando livre em agua deuterada,
tem muitos sinais e muitos com pouca defini¢do, o que sugere a presenca de agregados e
varias conformagdes envolvidas, como por exemplo a conformacdo aberta de papagaio (ina-
tiva), a qual neste solvente e sem a presenca de analitos € altamente estabilizada. Caso exista
um excesso de cavitando, muitas moléculas podem estar na conformacao referida e depois de
um estimulo, como é o cado da adi¢cdo de um analito, repde um novo equilibrio (K4 e K3').

Por outro lado, o ensaio cinético a diferentes concentragdes de adamantanamina (B1) (Figura
A30a) ajudou a entender que a velocidade diminui a medida que se aumenta a concentracao
do competidor, ou seja, quanto maior a concentragao do competidor, o sistema demora mais
tempo a atingir uma situagdo de equilibrio porque existem mais meias capsulas para autorre-
generar, e assim € preciso mais cavitando inativo se transformar em cavitando ativo e encap-
sular o corante para reestabelecer o equilibrio das diferentes conformagdes. Como a cinética
de autorregeneracao é relativamente rapida para ser monitorizada por RMN, néo foi possivel

analisar esta cinética através desta técnica para entender se a hipdtese é realmente valida.
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Desta forma, podemos realizar o paralelismo de que a rapida dissociacdo para se obter a meia
capsula pode ser considerado o produto cinético e a regeneragao da capsula pode ser asse-

melhado ao produto termodinamico.

2.5.1.2 Cinética associada ao tipo de competidor

Nestes ensaios, as concentracdes de C1,MeDASPI foram mantidas constantes (6x1 0°Me 1x10
4 M, respetivamente) e as concentracdes de diferentes competidores (2.5x10° M) também fo-
ram constantes, de forma a nao influenciar o ensaio. Nestas concentracdes, a velocidade de
autorregeneracao do sistema é semelhante, com as exce¢des de: a dimetilanilina (B4), cuja
cinética aparenta ser mais rapida; do dimetilpiridinio (B3), que ndo teve a capacidade de dis-
sociar a capsula; e a adamantanamina (B1) que parece ter uma velocidade de associacdo mais
lenta. (Figura A30b)

A concluséo a que se pode chegar é que o competidor é um dos elementos que contribuem
para a cinética lenta e que nao parece existir uma relacao entre a forma do competidor (tama-

nho, carga, aromaticidade) e a velocidade da regeneracao do sistema.

2.5.2 Equilibrio com Competidores

As solugdes para o estudo das constantes de afinidade dos competidores foram realizadas em
batch. A uma solucdo aquosa do complexo ternario C1,MeDASPI, foram adicionadas concen-
tracOes crescentes dos diferentes competidores, para se observar a capacidade de dissociacao
da capsula. A titulacao foi seguida por espetroscopia de UV-Visivel e Fluorescéncia e para os
diversos competidores obtiveram-se os espetros que se encontram em anexo (A.6), a exce¢do
do competidor B5 e competidor B6, que servem como exemplo para os restantes competido-
res e serdao discutidos com mais pormenor nesta sec¢do. A absorcao foi seguida a 565 nm e
485 nm e o ajuste foi realizado tendo em conta o equilibrio de afinidade do corante para o
cavitando, e também o novo equilibrio estabelecido na presenga de um competidor em solu-

¢ao. As equacdes utilizadas encontram-se na seccao A.2.3.
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Figura 2.43 (a) Espetro de UV-Visivel da titulacdo de uma solucdo de C1,MeDASPI (8x10~> M e 6x10° M respetiva-
mente), quando adicionado concentracdes crescentes de anilina (B5) a solugdo, em agua. A titulagdo iniciou-se no
espetro a rosa e terminou no espetro a laranja. (b) Espetro de UV-Visivel da titulacdo de uma solucdo 2:1 C1:Me-
DASPI (1x10*4 M e 8x10°® M respetivamente) quando adicionado concentracdes crescentes de iodeto de trimetil-
dodecilamina (B6) a solucdo, em agua. A titulacdo iniciou-se no espetro a rosa e terminou no espetro a amarelo.

O tratamento dos dados com as respetivas cores dos maximos de absorcdo também esta presente.

As conclusdes iniciais quando se realizou o estudo de competicao por absorvancia é que todos
os competidores tém a capacidade de dissociar a capsula, porque observa-se o desapareci-
mento da banda a 565 nm (caracteristica do corante encapsulado em 2 cavitandos), para dar
lugar a banda a 485 nm proveniente do corante encapsulado num cavitando, ou seja, existe
uma afinidade superior ao competidor do que a estabilidade da capsula completa.

A excecao € o composto B3, o iodeto de 1,4-dimetilpiridinio. Este competidor € um dos pre-
cursores dos corantes DASPI e que por '"H RMN é encapsulado sempre seletivamente em Ul-
timo lugar, quando na presenca de excesso de cavitando. Se esta molécula ndo consegue dis-
sociar a capsula, significa que existe uma forga adicional que favoreca a formagdo da capsula
completa que ndo a interacao catido-m entre o corante e o interior aromatico do recetor. Desta
forma, confirma-se o papel importante das ligacdes de hidrogénio intermoleculares, realizadas
pelas benzimidazolonas de ambos os cavitandos tém para o complexo 2:1.

Também foi utilizado outro competidor similar ao precursor dos corantes, a N,N-dimetilanilina
(B4), que tem a capacidade de dissociar a capsula e de dissociar quase por completo o sistema
1:1, quando em concentragdes elevadas. Esta hipdtese é observada pois ha um desvio hipso-

cromico e hipocromico do complexo 1:1 mas cujo maximo de absorcdo ndo esta
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completamente centrado a 450 nm (corante livre). Utilizou-se também um analogo da dimeti-
lanilina, a anilina (B5), tem uma afinidade menor. Isto indica que a anilina, provavelmente por
ter hidrogénios com carater mais hidrofilico e facilmente solvatados em meio aquoso, ndo tem
tanta afinidade para o interior da estrutura hidrofébica a custa da energia de desolvatacao. Ja
a dimetilanilina tem os hidrogénios dos metilos que séo estabilizados pela interacdo CH-rt com
o cavitando e € uma molécula de carater mais hidrofébico.

No caso dos competidores com o esqueleto de adamantano, também existe uma ligeira dife-
renca de afinidades, sendo a afinidade da adamantanamina 10 vezes inferior a do adamantol
para a cavidade hidrofobica. Como a amina se encontra carregada na gama de pH estudada,
pode existir uma maior dificuldade de encapsulacdo de moléculas carregadas e por isso a
constante de afinidade do adamantol, molécula neutra, é maior. Comparando a adamantana-
mina com outro competidor carregado, como o B6 que é um surfactante com uma longa ca-
deia hidrofébica, este tem uma constante de afinidade superior porque adota a forma gauche
dentro do recetor. A parte do B6 que se encontra dentro do cavitando é a longa cadeia alquilica
devido a maior hidrofobicidade, em comparagdo com a amina carregada que se encontra fora
do cavitando e é facilmente solvatada.

A fluorescéncia da dissociacdo também foi estudada, excitando a amostra no ponto isosbéstico
do processo de dissociacao da capsula, a 510 nm. Os espetros dos competidores B5 e B6 en-
contram-se abaixo e os restantes em anexo (Figuras A31 a A34). Foi possivel entender que
existe uma supressao da fluorescéncia com o aumento da concentracdo do competidor, rela-
tivo a dissociacdo do corante do cavitando, o que suporta os dados observados por espetros-
copia de UV-Vis. Os dados foram tratados como anteriormente e as constantes encontram-se

em concordancia com o ja observado, como pode ser consultado na tabela 5.
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Figura 2.44 Espetro de Fluorescéncia da titulagdo de uma solugdo de C1,MeDASPI (8x10> M e 6x10°® M respetiva-
mente) quando adicionado concentragdes crescentes de (a) anilina (B5) ou (b) trimetildodecilanilina (B6) a solu-
¢do, em agua. A titulacdo inicia-se no espetro a rosa. O gjuste dos dados experimentais da titulacdo da associagcdo
do competidor com o corante também se encontra presente.

Para entender se este processo indireto de determinagao da constante de associacao do com-
petidor é fidedigno, realizou-se a titulagdo dos competidores apenas com C1 e seguiu-se a sua
banda de absorcao a cerca de 300 nm. Novamente, realizou-se o ensaio em batch e a uma
solucdo de cavitando (1x10° M) adicionaram-se concentracdes crescentes dos compostos B1-
B7 (a excecdo daqueles que absorvem nessa zona espetral e impossibilitam a leitura correta
das bandas do cavitando, sendo eles a anilina, dimetilanilina e iodeto de 1,4-dimetilpiridinio).
A constante de afinidade foi obtida através das equagdes de um equilibrio 1:1 presentes em
A.2.1, em agua. Os espetros de absorcao da titulacao para exemplificagdo com o competidor
B6, encontra-se na figura 2.45 e os restantes na figura A35, nos anexos. Quando se titula o
recetor com o analito, pode observar-se um desvio hipsocromico da banda centrada a 300 nm
para cerca de 290 nm, o que indica que existe uma alteragdo conformacional no cavitando e
origina uma alteracao na banda de absorcao.

Na tabela 5 encontram-se os valores obtidos pela determinacao direta e indireta do valor da
constante de associacdo entre C1 e os competidores e € possivel concluir que em todos os
casos as constantes sao semelhantes (na mesma ordem de grandeza), sendo independentes

da técnica e por isso foi possivel obter valores de constantes com rigor aceitavel.
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Figura 2.45 Espetro de UV-Visivel da titulagdo de C1 (1.3x10-> M), em agua, com adi¢do do competidor B6. Dados

experimentais e dados calculados da titulacdo C1-B6 para o comprimento de onda fixo a 300 nm, em &gua

Todos os ensaios realizados sao Uteis para concluir que é possivel utilizar este tipo de sistema

para /ndicator Displacement Assays, devido a capacidade de dissociacao da capsula e visto que

existe alteragdo de cor e fluorescéncia do sistema. Foi possivel também determinar indireta-

mente a afinidade dos competidores, através da dissociagdo do corante e do recetor. Embora

nao exista uma relacdo linear entre a afinidade de cada competidor e as suas caracteristicas

como o tamanho, a carga ou a solubilidade, é possivel entender que este recetor é uma estru-

tura muito versatil pois consegue encapsular seletivamente diversos tipos de moléculas.

Tabela 5. Constantes de afinidade para os 7 diferentes competidores, obtidas através dos dados de absorvancia e

fluorescéncia, seja pelo modo direto ou pelo método indireto de IDA

Constante de

afinidade (M™)

Constante de

Afinidade (M)

Constante de

Afinidade (M)

ID Competidor
Direta por UV- por UV-Vis - | por Fluorescén-
Vis IDA cia - IDA
Cl NH,
B1 3.41 (+0.31) x10° 2.61x10° 1.40x10°
B2 1.83x107 9.15x10°

(o]
6 8.79 (+0.43) x10°

78



B3

=

\N/

B4 i - 4.76x106 9.67x10°
NH,

B5 © - 1.53x10* 2.80x10*

|

B6 2,11 (£0.81) 107 9.19x10° 2.58x107
OH

B7 3.29 (+0.73) x10° 3.85x10° 2.62x10°
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2.6 IDA com Benzodiazepinas

Desta forma, p6de-se prosseguir para a dete¢do de uma molécula de interesse bioldgico e

ambiental como a abordada no inicio deste trabalho: as benzodiazepinas.

2.6.1 Solubilizagao do analito — Influéncia de etanol e metanol

As benzodiazepinas ndo sado solUveis em agua, por isso foi necessario adicionar um co-solvente
a solugdo aquosa para ultrapassar este problema. Para tal, utilizou-se primeiramente metanol
e utilizando técnicas de espetroscopia, constatou-se que a solubilidade méaxima possivel para
uma solucdo de 1 mM de BZD1 (concentragdo média de APl por comprimido dissolvido em
2.5 mL) era em 5% MeOH e 95% H,0. Embora a quantidade de metanol seja baixa, é necessario
entender se tem alguma influéncia na afinidade do sistema C1-MeDASPI. As constantes foram
calculadas em lote, mantendo fixa a concentracdo de corante MeDASPI e alterando a concen-
tracao de cavitando C1. Os dados foram tratados de igual forma como feitos anteriormente
para solucdes totalmente aquosas (equacdes A13 a A16) e, os espetros de absor¢do, emissao
e respetivo ajuste encontram-se na figura A36.

Em ambas as titulagdes é possivel entender que o comportamento do corante e do cavitando
em solugdo nao é consideravelmente afetado com a presenca de um solvente organico como
o metanol, apenas existe diferenca a nivel das constantes de afinidade. As contantes obtidas
em 5% MeOH encontram-se na tabela 6 e parecem ser ligeiramente mais baixas (menos de
uma ordem de grandeza de diferenca) que as constantes obtidas apenas em agua, ou seja, ha
uma diminuicao da afinidade na presenca do metanol, porque o metanol pode competir com

a cavidade do cavitando, uma vez que € menos hidrofilico que a agua.

Tabela 6. Comparacdo das constantes de afinidade K; e K com o recetor C1 e o corante MeDASPI

% Solvente 5% MeOH : 95% H.0 100% H>0
Técnica UV-Vis Fluorescéncia UV-Vis Fluorescéncia
Ki (M) - 4.45x10° - 3.87x10°
Ka (M) 2.15x10* 1.04x10* 3.03x10* 4.75x10*
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Numa situagdo real a que gostariamos de aplicar este tipo de sensor, o solvente é composto
por uma mistura de etanol e agua, por isso realizou-se uma titulagdo de etanol com o sensor
C1,MeDASPI com concentragao fixa, seqguida por absorcao (Figura A37). O que se observou foi
uma maior afinidade do etanol para a cavidade: com 0.5% de etanol ja existe dissociacdo da
capsula e a dissociacdo é total com 15% de etanol. Foi possivel obter a constante de afinidade
do etanol com o cavitando C1 pelo mesmo método matematico que anteriormente realizado
para os competidores, cujo valor foi de 2.33x10°* M", numa solucdo aquosa. Este valor é bas-
tante proximo da constante K, de formacéo da capsula de C1 com MeDASPI (3.89x10*M™) e
deve-se ao facto de o etanol, por ser menos polar e ter uma cadeia alifatica, tem afinidade
para a cavidade hidrofdbica. A forca motriz associada a retirar moléculas de dgua da cavidade
para albergar uma molécula alifatica e que até pode realizar intera¢cdes ndo covalentes atrativas
(ligagdo CH-m) é muito mais favoravel.

Este resultado pSe em causa a capacidade deste recetor ser sensivel ao analito em estudo,
porque o proprio co-solvente é um interferente. A %v/v que uma bebida alcodlica pode ter
varia de 3% a 50% e mesmo diluindo a amostra, a dissociagdo pode ter uma extensdo aprecia-
vel, desta forma este tipo de sensores baseados em cavitandos ndo pode ser utilizado para ja
para a aplicacdo pretendida, sendo necessaria alguma engenharia do sensor.?

Ainda pode ser possivel utilizar este sensor, conjuntamente com um sensor seletivo para o
etanol, ou por exemplo para outras aplicagdes, nomeadamente para o controlo em aeroportos,
em controlo de antidepressivos em estacdes de tratamento de agua, entre outras possiveis

aplicagdes.

2.6.2 Ensaio de competicao de BZD1
O préximo passo foi titular uma solucdo de C1:MeDASPI ((MeDASPI]=4x10° M e [C1]=8x107
M) em 5% MeOH, onde se aumentou a concentracdo de BZD1 (desde 1 uM a 1 mM), para
entender a capacidade que este analito tem para competir com o sistema e dissociar a capsula,
alterando assim o sinal do sensor. A titulacdo foi realizada em batch e estudada através de

fluorescéncia e UV-Vis e os espetros podem ser consultados na figura 2.46.
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Figura 2.46 (a) Espetro UV-Visivel da titulagdo de uma solugdo de C1,MeDASPI ([MeDASPI]=4x10° M e [C1]=8x10"
> M) quando adicionado concentragdes crescentes de BZD1 a solugdo aquosa com 5% MeOH. A titulagdo inicia-se
no espetro a rosa e termina no espetro a laranja. (b) Espetro Emissdo (Aex=510 nm) da titulacdo de uma solucédo de
C1,MeDASPI ([IMeDASPI]=4x10° M e [C1]=8x10 M) quando adicionado concentragdes crescentes de BZD1 a so-
lucdo aquosa com 5% MeOH. A titulagdo inicia-se no espetro a rosa e termina no espetro a laranja. O ajuste dos
dados experimentais da titulagdo da associacdo do competidor também se encontra presente.

Os resultados obtidos atraves da titulacdo do sensor com o principio ativo nordiazepam
(BZD1), foram positivos, uma vez que foi possivel alterar o sinal aquando da adi¢do deste com-
petidor, o que indica que existe afinidade do corante para cavidade do cavitando. Mesmo com
concentragdes na ordem do pM, foi possivel observar espectralmente uma alteracao na absor-
vancia e na fluorescéncia devido a dissociacdo do complexo C1,MeDASPI. Os dados experi-
mentais foram analisados de acordo com as equagdes dos ensaios de competicdo (Apéndice
A.2.3) e foi possivel obter uma constante de associacdo entre o cavitando C1 e a benzodiaze-
pina em estudo. A constante obtida por absorvancia foi de 3.21x10* M" e por emissao foi de
2.25x10* M, o que significa que os resultados observados para ambas as técnicas sdo concor-
dantes. Desta forma e perante os dados atuais, a constante aparente de associacao pode ser
considerada através de uma média ponderada entre os valores, correspondendo a 2.73 (+0.5)
x10* M™', em 5% MeOH. Este valor, embora nio seja muito elevado quando comparado com
outros competidores que ja foram estudados ao longo deste trabalho, é um passo relevante
pois é o primeiro quimiossensor para este tipo de moléculas a ser descrito.

A constante de afinidade da BZD1 é da mesma ordem de grandeza da afinidade do etanol

para o mesmo recetor. Num exemplo pratico de uma bebida de 200 mL com teor de 5% de
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alcool significa que a concentragdo do etanol é de cerca de 0.82 M, j& a concentracdo de BZD1
(comprimido de 5 mg) seria de 0.07 mM. Com estas concentra¢des o recetor iria encapsular
mais rapidamente o etanol por estar 10* vezes mais concentrado, originando um sinal falso

positivo.

2.6.3 LoD e LoQ

Segundo a IUPAC o limite de detecdo é a quantidade ou concentracdo minima que pode ser
medida através de uma determinada técnica, com uma determinada confianga. A confianca
para cada processo tem varias variaveis que precisam de ser acauteladas, como o caso do
aparelho que se utiliza, o nivel de confianca que se pretende e a sensibilidade do sensor.”

A concentragdes baixas de BZD1 na presenca do sensor C1,MeDASPI, o comportamento da
curva de titulagdo é semelhante a uma regressao linear do tipo: y = mx + b, em que mé o
declive da curva, que esta diretamente relacionado com a sensibilidade do método. Quanto
maior o valor de m, maior a sensibilidade, porque existe uma grande variagdo do sinal para
variacdes de concentragao baixas (valores de x).

Outro fator a ter em conta é a sensibilidade da técnica utilizada. Neste caso, a espetroscopia
de UV-Visivel e Fluorescéncia tem de ser capazes de variar o sinal com a menor alteragado de
concentragdo possivel. O ruido do aparelho pode alterar bastante a medicdo do sinal, por isso
é necessario realizar medi¢des dos ensaios a branco com varias solu¢des de C1,MeDASPI, para

obter o erro dessa medida, que é expresso no desvio padrao, o:

g = ’M (2.5)
n—-1

Matematicamente, corresponde ao somatorio de todas as medidas realizadas (n > 5) e subtra-
indo pelo valor médio de todas as medi¢des do branco do sensor, neste caso em 5% MeOH.

Por fim, é necessario ter em conta o nivel de confianca que se pretende obter e, por convencao,
estipulou-se que se x estiver 3o de distancia do valor médio, a area do sinal de x ndo sera
menor que 0.0013 (caso tenha uma distribuicdo normal). Assim, ha uma chance de 0,13% de
que um sinal medido em xseja o resultado de uma flutuacéo aleatéria do sinal em branco.”

Tendo em conta todos os fatores apresentados, obtém-se a formula do célculo do limite de

detecao:
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LoD =32 (2.6)

m
O limite de quantificagdo é a concentragdo minima com que se consegue obter um valor con-
fidavel/mensuravel, e por isso tende a ser maior que a sensibilidade de apenas se obter um sinal

detetavel. Assim, a equagao passa a ser:

100

Na tabela 7 estdo sumarizados os valores de LoD e LoQ para as técnicas de Espetroscopia de

UV-Visivel e Fluorescéncia.

Tabela 7. Valores de LoD e LoQ do sensor C1,MeDASPI para BZD1 através de duas técnicas de espetroscopia.

LoD (uM) LoQ (M)
Espetroscopia de Absorgao 61.5 114
Espetroscopia de Fluorescéncia 533 124

2.6.4 Caracterizacdo '"H RMN C1-BZD1
Para entender com mais detalhe a interacao do analito BZD1, realizaram-se estudos através de

'H RMN, iniciando-se com uma solucio de 0.5 mM de BZD1 em 5% MeOD e 95% D,0, que foi

titulada com uma solucdao 5 mM de C1 no mesmo solvente deuterado.
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Figura 2.47 Titulacdo seguida por '"H RMN de BZD1 (0.5 mM) titulado com C1 em 5:95 MeOD:D,0. De baixo para

cima aumenta a concentragdo de C1

Com o aumento da concentracao de cavitando, era de esperar que a encapsulagao do analito
originasse o desvio dos seus sinais para campo alto, como foi observado para os corantes, mas
neste caso observou-se o desaparecimento de muitos sinais da BZD1 e o aparecimento de
alguns com aspeto alargado. A encapsulagdo dos corantes aparenta ser um processo lento na
escala de tempo de RMN, mas neste caso parece que estamos perante um estado intermedia-
rio na escala de tempo do desvio quimico do RMN. Este fendmeno ja foi previamente obser-
vado com alcanos de cadeia C8 sem substituintes, porque toda a molécula tem afinidade para
a cavidade e por isso ndo existe uma Unica orientacao do substrato ou hospede (analito). As-
sim, o alcano roda (tumbles) rapidamente na escala de tempo do RMN dentro da cavidade do
hospedeiro. O resultado deste movimento é uma média das ressonancias dos protdes do al-
cano que experienciam varios ambientes quimicos diferentes.”>**

Desta forma, se a benzodiazepina ndo é encapsulada de forma seletiva pode indicar que se
encontra constantemente num processo de saida e entrada da cavidade, e apenas se observa
uma média da ressonancia dos diversos sinais do cavitando. Contudo, é possivel determinar
que existe encapsulacao deste analito, devido a presenca do sinal caracteristico da conforma-
¢ao em vaso quando se adiciona o recetor a BZD1 (H4 a 5.45 ppm). Quando se adiciona um
excesso de cavitando a mistura, comecam a aparecer os sinais caracteristicos do cavitando na
forma de velcrando, o que indica que a encapsulacdo do analito corresponde a um equilibrio
1:1. A identificacdo dos protdes neste caso nao pode ser realizada devido a complexidade do
espetro obtido.

Também se adquiriu um espetro de '"H RMN com o cavitando 2 e BZD1 em quantidades equi-
molares, mas uma vez mais o espetro apresenta os sinais com o mesmo comportamento e,

por isso, a alteracdo estrutural que se realizou em C2 nao influencia o comportamento.

2.6.5 Influéncia de Excipientes
Para testar o sensor obtido numa situagdo real em que o analito se encontra na forma de um
comprimido, é necessario saber se os excipientes das tabletes de comprimidos tém afinidade

com o cavitando.
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Tabela 8. Lista de excipientes presentes nos comprimidos a testar com as respetivas informagdes relevantes

ID Excipiente Farmaco Estrutura Solubilidade [E] (mM)
CH,OH CHOH
Alprazolam, oo [ 1 oo )
E1 Lactose NN Soluvel 8
Clonazepam o Y
Estearato de Alprazolam, o Pouco
E2 N A N 0.08
sodio Clonazepam soluvel
E3 Eritrosina Alprazolam Soluvel 1
Oxido de
E4 Alprazolam Fe203 Insoluvel 10
Ferro
CH,0OH
o CHzOH
E5 Sacarose Diazepam il O Solavel 15
OH o CH,OH
OH OH
OH
{ 0, JOH- -
E6 Celulose Clonazepam e | Soluvel 10
\OH
Carboximeti- A0-G=d T Pouco
E7 . _ Alprazolam \ oR 0.1
lamido sédico Soluvel
R=H or CH,COH

Se existir uma molécula que compita com o corante para a cavidade do cavitando, estamos
perante um caso de um interferente que possa erradamente dar um sinal positivo. Para tal,

reuniram-se varios excipientes presentes nos comprimidos: Diazepam, Alprazolam e Clo-

nazepam, como se encontra na tabela 8, e que foram numerados de 1 a 7.

A solucdo de excipientes com a concentracdo apresentada na tabela anterior, em 10% MeOH,
adicionou-se 100 ulL da solucdo aquosa da capsula de C1,MeDASPI ([C1]=1x10* M e [Me-
DASPI]=8x10° M) e numa solucido aquosa com 10% MeOH realizou-se o controlo (procedi-
mento presente em 5.2.2.5). As solugdes foram caracterizadas por espetroscopia de UV-Vis

para entender a possivel interferéncia no IDA. Os espetros de UV-Vis dos excipientes e da

solucao controlo encontram-se na figura 2.48.
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Figura 2.48 Espetro de UV-Vis do composto C1,MeDASPI ([C1] = 1x10* M e [MeDASPI] = 8x10°¢ M) na presenga
de 7 excipientes diversos numa solu¢do aquosa com 10% MeOH, com as concentragdes presentes na tabela 7

Ao observar o espetro de absorcao da solugdo de C1,MeDASPI na presenca de excipientes, é
possivel constatar que os excipientes como a lactose, 6xido de ferro, sacarose e celulose ndo
tém influéncia significativa no espetro, por isso pode-se concluir que ndo tém afinidade rele-
vante para o recetor. Isto deve-se ao facto de moléculas, como a lactose, serem altamente
soluveis, gracas aos seus grupos hidroxilo que tornam a molécula hidrofilica, e também devido
ao tamanho elevado, que impede a entrada em cavidades relativamente pequenas como as
do cavitando. Por outro lado, moléculas como o 6xido de ferro, que nao sdo soluveis em agua,
nao tém quaisquer influéncias com o sensor.

Ja o estearato de magnésio, E2, alterou o sinal do sensor C1:MeDASPI, dissociando parcial-
mente a capsula, indicando que este composto tem afinidade para o cavitando. A sua cadeia
hidrofébica tende a estar mais estabilizada num ambiente igualmente hidrofébico, como o da
cavidade do cavitando. Este composto apresenta baixa solubilidade na solucao aquosa (0.085
mM), pelo que o sinal obtido foi o maximo de dissocia¢do possivel.

No caso da eritrosina, E3, como o seu maximo de absorcado se situa a cerca de 530 nm é um
interferente no sinal do sensor, pois absorve na mesma zona espetral e impossibilita a leitura

correta do sinal do sensor, caso haja um competidor presente.
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Por ultimo, a carboximetilcelulose de sodio, faz com que a solucdo do sensor forme uma dis-
persao rosa. O maximo de absorcao parece nao alterar o que indica que possa nao haver in-
teracdo competitiva entre o excipiente e o complexo, mas parece existir alguma interagdo que
precipite a capsula. Este excipiente € um polieletrélito com varias cargas negativas espalhadas
pela sua superficie e podem interagir com os grupos solubilizantes do cavitando, que séo ca-

tionicos e esta interagdo pode causar a precipitagdo do cavitando com o polimero (Figura 2.49).

5;7 (/l( ”3 -
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Figura 2.49 Estrutura proposta para a interacdo entre o polieletrélito E7 e o cavitando C1

As imagens de cada solucao de interferente e a solugdo controlo, com luz ambiente e com luz
UV 366 nm, com o sensor encontram-se presentes na figura A38. Este estudo pretende ser
apenas qualitativo, uma vez que ndo existe informacao disponibilizada para as concentragdes

de cada excipiente em cada comprimido.

2.6.6 IDA com comprimidos de Benzodiazepinas

O sistema de IDA utilizado até agora, foi testado em comprimidos de diferentes benzodiaze-
pinas para entender se na presenca de todos os excipientes e com a massa presente de cada

API, é possivel ter um sinal detetavel em solugéao.
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Figura 2.50 Estrutura molecular do principio ativo presente em cada comprimido de benzodiazepina

Para tal, utilizaram-se comprimidos de Alprazolam (0.5 mg), Clonazepam (0.5 mg) e Diazepam
(5 mg) que foram solubilizados em 10% de MeOH (para aumentar a solubilizacdo do API), de
acordo com o procedimento presente na sec¢do 4.2.2.6. Os espetros de absorgao e de fluores-

céncia sao apresentados na figura 2.57a e 2.52a e as fotografias que acompanham cada estudo.
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Figura 2.51 (a) Espetro UV-Vis das solu¢des de comprimidos de benzodiazepinas juntamente com um ensaio con-
trolo. (b) Registo fotografico das solugdes obtidas de benzodiazepinas com o IDA, em 10% MeOH ([Me-
DASPI=6x10% M e [C1]=8x10" M)
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Figura 2.52 (a) Espetro de Emissdo das solu¢des de comprimidos de benzodiazepinas juntamente com um ensaio
controlo, quando excitado a 510 nm. (b) Registo fotogréafico das solu¢bes obtidas de benzodiazepinas com o IDA,
em 10% MeOH ([MeDASPI=6x10°¢ M e [C1]=8x10"> M), sob uma lampada a 366 nm

Rapidamente se pode observar que tanto o clonazepam como o diazepam tém alguma molé-
cula na sua composicao com afinidade para a cavidade do cavitando, pois conseguiram disso-
ciar a capsula dimérica por complexacao competitiva.

Pode-se observar que a dissociacdo da capsula ndo é total, pois existem dois maximos de
absorcdo, correspondentes a capsula e a meia capsula com o corante no seu interior. No caso
da fluorescéncia, quando sao testados estes dois comprimidos observa-se uma supressao par-
cial da fluorescéncia, devido a diminuicdo da concentracdo do complexo C1,MeDASPI, respon-
savel pela fluorescéncia do controlo. A perda de fluorescéncia no caso do diazepam e do clo-
nazepam foi de cerca de 40-50%, o que corresponde a uma variacao consideravel, como é
possivel comprovar pela figura 2.52b. No caso do clonazepam, que tem na sua composicdo o
interferente estearato de magnésio, ndo é possivel atribuir na totalidade a alteracdo de sinal
colorimétrico e de fluorescéncia apenas a benzodiazepina, pois existe este excipiente presente
e interfere no processo de dete¢do do API (tal como referido na seccéo 2.6.5).

Ja o caso do alprazolam teve uma resposta diferente, uma vez que quando é adicionado o
sensor a solucdo do comprimido, a solucdo comecou a ficar com cor roxa e turva. Este feno-
meno pode ser explicado pela presenca do excipiente carboximetilcelulose, que precipita o
cavitando, o que é igualmente observavel a olho nu (figure 2.52b).

A concentracao correspondente ao comprimido de diazepam foi de 7 Mm, em solucdo aquosa
com 10% MeOH. Com esta concentracao e tendo em conta as concentra¢des de BZD1 utiliza-
das no IDA (subcapitulo 2.6.2) era espectavel que a dissociacdo do complexo 2:1 fosse total,
uma vez que o nordiazepam (BZD1), que foi estudando com pormenor e com uma estrutura
muito semelhante ao diazepam, alterou o sinal do IDA com concentra¢des 10x inferiores. O
que pode significar que a constante de afinidade para este analito € mais baixa ou que a solu-
bilizacdo do API ndo foi total, porque existem excipientes cujo objetivo é diminuir a biodispo-
nibilidade do API para existir uma libertagdo mais controlada desde farmaco pelo corpo hu-
mano. Caso o problema seja a afinidade mais baixa que o esperado, pode indicar que o local

de interacdo farmaco-recetor pode corresponder ao local em que existe uma mudanca
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estrutural entre ambos os compostos, que é na amida. A metilagdo da amida, no caso do di-
azepam, pode influenciar néo sé a solubilidade, mas também a interacdo com a cavidade do
cavitando.

Estes resultados ndo deixam de ser encorajadores uma vez que foi possivel obter alteracao de
sinal por parte do quimiossensor na presenca deste tipo de analitos que ndo possuia um qui-
miossensor deste género na literatura, ficando também demonstrado o potencial deste IDA

para a detecao de BZDs em amostras reais.
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CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Este trabalho iniciou-se pela sintese de recetores, que foram utilizados para a detecao de ben-
zodiazepinas: o cavitando. Esta sintese foi bem-sucedida e foi possivel sintetizar dois recetores
diferentes. Também foi necessario sintetizar alguns analitos como o caso de corantes e um
analogo de benzodiazepina.

De seguida, procedeu-se a caracterizagdo do sistema recetor:analito com os cavitandos sinte-
tizados e trés corantes da classe das estiril cianinas. Em todos os casos, o sinal da unidade
sinalizadora era raciométrico quando acompanhado por UV-Visivel e do tipo turn-off quando
estudado por espetroscopia de emissao, devido ao aumento consideravel da fluorescéncia. A
constante de afinidade para o complexo binario em todos os casos ronda os 10° M™'. No caso
do cavitando C1 com os corantes MeDASPI e EtDASPI, foi possivel obter a encapsulacdo com-
pleta com duas unidades recetoras, formando um sistema ternario, com uma afinidade de 10°
a 10* M" e elevados rendimentos quanticos de fluorescéncia de 0.49 e 0.18, respetivamente.
Devido as caracteristicas satisfatorias do corante totalmente encapsulado, utilizou-se o mesmo
para os ensaios de substituicdo da unidade sinalizadora. Utilizaram-se 7 competidores diferen-
tes: carregados, neutros, alifaticos ou aromaticos e os resultados foram positivos na maioria
dos casos: foi possivel dissociar a capsula e obter uma alteragdo de cor e fluorescéncia men-
suravel. Nestes ensaios foi possivel observar uma cinética lenta associado ao processo de au-
torregeneracdo da capsula, gracas a uma alteracdo conformacional do cavitando livre, tor-

nando-o ativo e com capacidade de encapsular completamente o corante.
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As benzodiazepinas foram sujeitas aos mesmos ensaios de competicdo com o mesmo sistema
e foi possivel obter uma resposta colorimétrica e fluorescente satisfatéria. A afinidade para
uma benzodiazepina sintetizada foi de 2.73x10* M™", com um LoD de 53 uM e LoQ de 124 uM,
em 5% metanol.

Como por norma estas substancias se encontram na forma de comprimido, testaram-se os
excipientes de trés benzodiazepinas comerciais: Diazepam, Alprazolam e Clonazepam. Alguns
excipientes tinham acdao comprometedora para o sensor: o carboximetilcelulose de sédio pre-
cipita a capsula e o estearato de magnésio possui alguma afinidade para com a cavidade hi-
drofobica, mas apresenta baixa solubilidade. Desta forma, quando se testou o sensor numa
solugdo com comprimidos, obtiveram-se dois sinais positivos: o Clonazepam e o Diazepam,
enquanto no caso do Alprazolam ha precipitagdo da capsula devido a presenca do excipiente
previamente enunciado.

Por ultimo, quando se procedeu a um ensaio numa matriz alcodlica com etanol obteve-se um
sinal falso positivo, pois o alcool tem afinidade para o recetor. Assim, este tipo de ensaios em
bebidas alcodlicas fica comprometido devido a esta interagcdo indesejada.

Pode-se concluir que o objetivo deste trabalho, que era sintetizar e caracterizar um sensor para
as benzodiazepinas com resposta fluorescente, foi alcancado com sucesso, tendo sido feito
um estudo exaustivo do melhor sensor e do respetivo comportamento.

Futuramente, o sistema recetor:corante apresentado neste trabalho precisa de ser estudado
com mais cuidado, para estabelecer de forma mais inequivoca todos os equilibrios possiveis,
utilizando outras técnicas espetroscopicas e também entender de forma mais clara a cinética
do processo de associagao.

Para a aplicagdo desejada, que seria o estudo da adulteragdo de bebidas alcodlicas, ndo vai ser
possivel utilizar o sensor desenvolvido num futuro préximo, pois ainda precisa de mais enge-
nharia, mas pode-se testar a sua aplicabilidade em matrizes aquosas, como por exemplo para
detecdo de contrabando destas substancias, da sua presenca em estagdes de tratamento de
aguas, entre outras possibilidades. Uma forma de contornar esta problematica seria desenvol-
ver um recetor supramolecular com afinidade para as benzodiazepinas, mas nao para molécu-
las como o alcool ou ter um sensor que primeiro sequestre o etanol e posteriormente deixar

o recetor livre para interagir com o analito de interesse.

94



Para terminar este trabalho seria interessante utilizar mais benzodiazepinas, tanto na forma
pura como na forma de comprimido, para ser possivel generalizar as varias classes das benzo-
diazepinas e explorar a diferenca da associagdo entre ambas as unidades.

Futuramente, seria curioso testar estes recetores para outras substancias ilicitas como por
exemplo: escitalopram, paroxetina ou sertralina para obter um sensor de antidepressivos uni-

versal para a rapida detegao.
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4

PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Sintese

4.1.1 Consideracoes Gerais

Os solventes foram adquiridos comercialmente e quando necessario foram secos através das
técnicas de secagem de solventes standard.”® Quando utilizado aquecimento e agitacdo, utili-
zaram-se placas VIWR C4 Adv. Para massas superiores a 100 mg utilizou-se a balanca Metler
PK 300(300+0.001 g) e, para massas inferiores, utilizou-se a balanga Sartorius Research R200S
(200+0.00001 g). Os solventes foram evaporados num rotavapor BUCH!/. Para homogeneizacao
de solucdes utilizou-se o banho termostatizado He/maSonic S-700H. Quando necessario, uti-
lizou-se a centrifugadora DM0412 Lan Technigues com 4500 rpm e entre 5-10 minutos, com
tubos Falcon com capacidade para 15 mL.

As reacOes foram controladas através da técnica de cromatografia de camada fina (TLC — 7hin
Layer Cromatography), em placas de silica gel 60 A F254 com suporte em aluminio e de fase
normal (DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV 254 nm - espessura de 0,20 mm). As puri-
ficacGes foram realizadas através de colunas cromatogréficas, do tipo flash de fase normal,

utilizando silica 60 A, 40-63 Ay, com fluxo de ar comprimido.”’
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4.1.2 Sintese de Cavitandos

4.1.2.1 Sintese de tetra(hidroxipropil)calix[4]resorcinareno (1.1)

HO OH @ MeOH, HCI37% (p/p)
—_—

\© L’} N

2

A um balao de 500 mL, foi adicionado 96 mL de metanol e foi colocado num banho de gelo
para posteriormente ser adicionado 24 mL de acido cloridrico 37% (p/p) lentamente e sob
agitacdo. Adicionou-se o resorcinol (20 g, 182 mmol, 1 eq.) e a solucdo foi deixada a agitar, a
0 °C, até todo o conteudo estar dissolvido, o que originou uma solugédo acastanhada. Realizou-
se a desgaseificacdo do solvente comecando inicialmente por criar uma atmosfera inerte no
baldo e de seguida mergulhou-se a seringa com N no solvente durante 30 minutos e a 0 °C.
Depois deste passo, adicionou-se o 2,3-dihidrofurano (13,8 mL, 182 mmol, 1 eq.) gota a gota
durante 2 horas. A solucao foi deixada aquecer e de seguida colocou-se o balao a 50 °C, sob
atmosfera de azoto e agitacao durante 6 dias, sendo o seu aspeto uma pasta amarelada. A
mistura foi deixada arrefecer para de seguida ser filtrada a vacuo com 2x30 mL de agua desti-
lada a 0 °C. O precipitado esbranquicado foi transferido para um baldo onde se dissolveu em
800 mL de agua destilada a 0 °C e colocado nos ultrassons durante 1 hora para dilacerar os
agregados. Novamente, foi realizada uma filtragdo a vacuo e o precipitado foi lavado com 2x30
mL de agua destilada a 0 °C. O precipitado foi transferido para um baldo onde se adicionou
100 mL de THF e com o auxilio do rotavapor, com o banho a 65 °C, o p6 branco dissolveu-se
e obteve-se uma solugdo castanha limpida que foi evaporada para se obter um sélido esbran-
quicado com um rendimento de 88% (28.72 g).

"H RMN (400 MHz, DMSO, 298 K): & 8,89 (s, 8H, H-8); 7,22 (s, 4H, H-1); 6,14 (s, 4H, H-2); 4,19 (4,
7,8 Hz, 4H, H-3); 3,41 (t, 6,7 Hz, 8H, H-6); 2,08 (q, 7,4 Hz, 8H, H-4); 1,33 (q, 8 Hz, 8H, H-5).
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4.1.2.2 Sintese de tetra(hidroxipropil)octanitrocavitando (1.2)

F NEt, DMF, N,
—_—
0N 7h, 85 °C

1.4 1.2
A um baldo de 250 mL com um agitador magnético, foram adicionados os compostos no es-
tado soélido: resorcin[4]eno 1.1 (4,42g; 6,13 mmol, 1 eq.) e o 1,2-difluoro-3,4-dinitrobenzeno
(59, 24,5 mmol, 4 eq.). O baldo foi purgado para realizar a reagdo numa atmosfera inerte de N,
e com auxilio de uma seringa adicionou-se 90 mL de N'N’-dimetilformamida, seco previa-
mente. A trietilamina (8,5 mL; 61,3 mmol; 10 eq.) foi adicionada com auxilio de uma seringa e
a solugdo passou de laranja brilhante a castanho-escuro. A reagdo permaneceu durante 7 horas
a 65 °C, com agitacdo constante e sob atmosfera de azoto. Terminado este tempo a solucdo
arrefeceu e realizou-se uma microdestilacao de solventes com recurso a vacuo para remover
o DMF. Obteve-se um solido laranja ao qual se adicionou 100 mL de metanol. Para facilitar a
suspensao do solido utilizou-se os ultrassons durante 10 minutos e de seguida realizou-se uma
montagem de filtragdo a vacuo para isolar um p6 amarelo. Este sélido foi transferido para um
baldo de 250 mL, juntamente com 80 mL de metanol e um agitador magnético para que se
deixasse a agitar durante 1 hora a 65 °C, para retirar o excesso de trietilamina. Apds este pro-
cesso, a mistura reacional arrefeceu e novamente recorreu-se a filtragdo a vacuo para recolher
o solido amarelo que foi novamente lavado com metanol e éter etilico. O composto puro foi
recolhido e seco na linha de vacuo, obtendo-se um rendimento final de 65 % (5,45 g).

'H NMR (400 MHz, DMSO) &: 8.83 (s, 8H, H-1), 8.24 (s, 4H, H-3), 7.90 (s, 4H, H-2), 5.55 (s, 4H,
H-4), 4.52 (s, 4H, OH), 3.52 (d, /= 4.2 Hz, 8H, H-7), 2.43 (s, 8H, H-5), 1.43 (s, 8H, H-6).
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4.1.2.3 Sintese de tetra(cloropropil)octanitrocavitando (1.3)

SOCI, DMF

e

2h, 0-60 °C, N,

Num baldo de 250 mL de 2 tubuladuras com um agitador magnético, foi pesado o cavitando
1.2 (5,02 g, 3,60 mmol) e realizou-se a purga do baldo. Sob a atmosfera de azoto, foi adicionado
DMF seco (30 mL) e apos a dissolucdo adicionou-se o SOCl; (35 mL) gota a gota para a solucdo
que se encontrava num banho de gelo, a solu¢do passou de castanha para amarelo limpido. O
baldo foi deixado a agitar durante 2 horas a 60 °C e no final obteve-se uma solucao amarela
turva. Numa tentativa de retirar os gases que se encontravam em solugao realizou-se uma
montagem de extragao a vacuo, com recurso a trompa de agua. Utilizou-se uma #rap com uma
solucao saturada de NaHCOs para neutralizar o HCl libertado. Ap6s a formacao de uma es-
puma realizou-se uma microdestilacdo de solventes, mas neste caso com uso da linha de Sch-
lenk, como no passo anterior. Para neutralizar o restante SOCI; adicionou-se metanol a 0 °C a
solucdo que se encontrava num banho de gelo. A solucédo foi agitada durante 15 minutos a 0
°C e 15 minutos a temperatura ambiente. Por fim, realizou-se uma filtracao e lavou-se o residuo
com metanol e éter etilico. Obteve se um solido amarelo-palido com um rendimento de 82%
(4.31q).

"H NMR (400 MHz, DMSO) &: 8.84 (s, 8H, H-1), 8.29 (s, 4H, H-3), 7.87 (s, 4H, H-2), 5.60 (s, 4H,
H-4), 3.73 (s, 8H, H-7), 1.75 (s, 8H, H-6).
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4.1.2.4 Sintese de tetra(cloropropil)octaminocavitando (1.4)

O,N NO, HyN'™ CI NH, CI°
O,N 0 OONOQ Cl HaN- NHB cl
R R & 1
O SnCl,.2H,0
HCI (37% p/p)
o EtOH, 1h30,
R 110°C, N,

o] 0 ‘ -
OzNQ QNOz ci H3N© NH; Cl
O,N NO, cl HsN NH; Ci

+ 5 7
R= ..,_L’/\/\C‘ R= v1.11/\“'/\C|
6
1.3 14

Num baldo de 500 mL pesou-se 3,96 g do precursor (2,76 mmol), que foi dissolvido em 225
mL de etanol a 0 °C. Foi adicionado 66 g de cloreto de estanho di-hidratado e 85 mL de HCI
37% (p/p) a 0 °C e neste momento a solugdo passou de amarela para laranja. A reacao foi
deixada a 110 °C com agitagdo durante 1 hora e 30 minutos, sob atmosfera de azoto. Findo
este tempo, a cor da solugdo encontrava-se amarela-palida, por isso, o aquecimento foi desli-
gado e deixou-se arrefecer. O solvente foi evaporado até se obter um residuo creme ao qual
se adicionou 400 mL de HCI 3M a 0 °C, sob atmosfera inerte de azoto. A suspenséao foi deixada
a 0 °C durante 1 hora e o sélido foi filtrado sob vacuo, lavado com HCI 3M a 0 °C, ACN a 0 °C
e éter etilico. Quando se iniciaram as lavagens com solventes organicos o filtrado passou a ter
uma cor amarela, sinal de degradacdo em contacto com o ar, por isso, o sélido foi guardado
sob atmosfera inerte de azoto e obteve se 6,22 g de soélido amarelo-palido.

"H NMR (400 MHz, DMSO) &: 7.81 (s, 4H, H-3), 7.70 (s, 8H, H-1), 7.23 (s, 4H, H-2), 5.58 (t, ) = 7.9
Hz, 4H, H-4), 3.69 (t, J = 6.4 Hz, 8H, H-7), 1.69 (m, 8H, H-6).
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4.1.2.5 Sintese de tetra(cloropropil)tetraureiacavitando (1.5)

HN' CI NH, CI 0

Y
+ + _
cl HaN QNHE ci ¢ HN o)
. | 1 R,

(OCCI5)CO, K,CO;,

EtOAc/H,0, r.t., 60h

Num baldo de 2 tubuladuras de 500 mL, adicionou-se 100 mL de uma solucao de K.COs (7g)
e 100 mL de acetato de etilo, colocou-se a agitar vigorosamente e num banho de gelo para se
adicionar o precursor 1.4 (1,29 g) e o trifogeno (1g, 3,37 mmol) rapidamente. De seguida, fez
se a purga do baldo com ciclos de vacuo seguido de azoto e deixou-se a reacdo a reagir sob
azoto, durante 60 horas, a temperatura ambiente (~ 30 °C). A solucao passou de amarela para
esbranquigada, assim passado o tempo reacional adicionou-se 15 g de cloreto de sodio, para
facilitar a separacéo de fases, e agitou-se até a dissolucgdo total do sal. Isolou-se a fase organica
com uma ampola de decanta¢do, a mesma foi adicionada 30 mL de ACN e evaporou-se o
residuo amarelo até a secura. O proximo passou foi a sonificacdo do pé em 50 mL de agua
destilada durante 30 minutos e de seguida filtrou-se a vacuo. O sélido foi lavado com agua e
com metanol e de seguida repetiu-se 0 mesmo processo, mas utilizando metanol no lugar da
agua. Por ultimo, o sélido foi lavado com acetonitrilo para retirar a dgua e obteve se um sélido
amarelado com um rendimento de 52 % (480 mg).

"H NMR (400 MHz, DMSO) &: 10.14 (s, 8H, H-8), 7.82 (s, 4H, H-3), 7.63 (s, 4H, H-2), 7.44 (s, 8H,
H-1), 5.56 (s, 4H, H-4), 3.71 (s, 8H, H-7), 2.43 (s, 8H, H-5), 1.71 (s, 8H, H-6).
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4.1.2.6 Sintese de cloreto de tetra(1-metilimidazolio-propil)tetraureiacavitando (C1)

Oy N

NH
Ay
_ o]
o 5 Cl g

_ +
R= E/\;/?'\NQN‘S

15 Cc1 10 19

O precursor (470 mg, 0,36 mmol, 1 eq.) foi adicionado a um balado de fundo redondo de 100
mL e de 2 tubuladuras, realizou-se a purga com ciclos de vacuo e azoto e quando o balao se
encontrava em atmosfera inerte adicionou-se 30 mL de 1-metilimidazole. A solucao foi agitada
durante 1 hora a temperatura ambiente, até a dissolucdo completa do composto, posterior-
mente aumentou-se a temperatura para os 90 °C e a solugdo que anteriormente se encontrava
amarela limpida comecou a ficar turva e esbranquicada. Passadas 13 horas, a solucdo encon-
trava-se cor-de-rosa com um solido creme. A mesma solucao foi deixada arrefecer e de se-
guida colocada num banho de gelo por 1 hora. O sdlido foi filtrado a vacuo e lavado com
acetona e transposto para o mesmo baldao com 60 mL de acetona e deixou-se 24 horas a
refluxar (~ 57 °C). Por fim, o sélido creme foi novamente filtrado sob vacuo e lavado com
acetona e seco na linha de vacuo para se obter o composto final com um rendimento de 81%
(470 mg).

"H NMR (400 MHz, DMSO) 6: 10.35 (s, 8H, H-12), 9.51 (s, 4H, H-9), 8.06 (s, 4H, H-10), 7.98 (s,
4H, H-3), 7.76 (s, 4H, H-11), 7.69 (s, 4H, H-2), 7.39 (s, 8H, H-1), 5.44 (s, 4H, H-4), 4.32 (s, 4H, H-
7),3.88 (s, 12H, H-8), 2.63 (s, 8H, H-5), 1.72 (s, 8H, H-6).
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4.1.2.7 Sintese de tetra(cloropropil)tetrametilureiacavitando (2.1)

o N

Mel, Cs,CO;,

DMF, N, 24h, rt.

Num baldo de 100 mL com um agitador magnético, foi dissolvido 320 mg (0.24 mmol, 1 eq.)
do cavitando 1.5 em 30 mL de DMF. A esta solucao adicionou-se Cs,COs (3.39 g, 9.6 mmol, 40
eq.) e iodeto de metano (2.73 g, 19.2 mmol, 80 eq.), sob um banho de gelo e com agitagdo. A
solucdo foi purgada e deixada sob atmosfera inerte durante 24 horas, a temperatura ambiente.
A solucdo encontrava-se turva com um sélido amarelado que foi filtrado e ao filtrado foi adi-
cionado 200 mL de agua desionizada e a solucdo outrora amarelada passou a ser esbranqui-
cada. A solucao foi centrifugada e o precipitado branco foi lavado com agua e metanol e seco
sob vacuo, com um rendimento de 50% (160 mg).

'H NMR (400 MHz, DMSO) &: 7.86 (s, 4H, H-3), 7.76 (s, 4H, H-2), 7.70 (s, 8H, H-1), 5.68 (t, ) = 7.9
Hz, 4H, H-4), 3.75 (s, 8H, H-7), 3.14 (s, 24, H-8), 1.75 (s, 8H, H-5).

4.1.2.8 Sintese do cloreto de tetra(1-metilimidazoliopropil)tetrametilureiacavitando (C2)

N4\N,
lwy

N, 14 h, 90 °C
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A um baldo de 25 mL com 2 tubuladuras e com um agitador magnético foi adicionado 150 mg
do composto sintetizado no passo anterior (0.1 mmol, 1 eq.), ao qual foi submetido a ciclos de
vacuo e azoto e deixado sob atmosfera inerte para ser adicionado o 1-metilimidazole (10 mL,
112 mmol, 100 eq.) e deixou-se o solido solubilizar a temperatura ambiente (a solu¢ao passou
de esbranquicada a amarela limpida). Findo este processo, foi aumentada a temperatura para
90 °C e deixou-se reagir por 20 horas. A solucado foi arrefecida num banho de gelo e adicionado
50 mL de éter etilico frio para precipitar o produto. Passado 1 hora, filtrou-se o precipitado
que foi lavado copiosamente com acetona. O precipitado foi recolhido e ressuspendido em 50
mL de acetona que refluxou durante 16 horas. Por fim, filtrou-se novamente o precipitado
obtido e lavou-se com acetona para se obter um sélido creme que foi seco a vacuo, com um
rendimento de 45% (75 mq).

'H NMR (400 MHz, DMSO) 6: 9.55 (s, 4H, H-9), 8.11 (s, 8H, H-3 e H-10), 7.83 (s, 4H, H-2), 7.79
(s, 4H, H-11), 7.71 (s, 8H, H-1), 5.54 (t, J = 8.1 Hz, 4H, H-4), 4.36 (s, 8H, H-7), 3.91 (s, 12H, H-8),
3.14 (s, 24H, H-12), 2.70 (s, 8H, H-5), 1.76 (s, 8H, H-6).

4.1.3 Sintese dos corantes

4.1.3.1 Sintese de lodeto de 1,4-dimetilpiridinio (3.1)
H\j Mel, acetona , | N
| N/ 2h, refluxo 1 r:]/ ~

A um baldo de 50 mL com duas tubuladuras equipado com um agitador magnético foi adici-
onado 20 mL de acetona, 1.12 g de 4-metilpicolina (12 mmol, 1 eq.) e 1 mL de iodometano
(16.8 mmol, 1.3 eq). A solucdo foi deixada a solubilizar a temperatura ambiente e depois 2
horas a refluxar. A solucao passou de transparente para amarelada com um precipitado branco
que foi filtrado e lavado com acetona. O sélido foi recolhido e seco na estufa com um rendi-
mento de 33% (960 mg).

"H NMR (400 MHz, DMSO) 6: 8.82 (d, J = 6.5 Hz, 2H, H-1), 7.95 (d, J = 6.3 Hz, 2H, H-2), 4.27 (s,
3H, H-4), 2.60 (s, 3H, H-3).
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4.1.3.2 Sintese de lodeto de (E)-4-(4-dietilestiril)-1-metilpiridinio (3.2 — EtDASPI)

9

8 + 1
"
5 6 ‘N
L /Q/ Plper\dlna EtOH 2 4 SN
7 1~
1Sh 67°C 3 LN

N

3.2

A um baldo de 2 tubuladuras de 25 mL, foi adicionado 245 mg de iodeto de dimetilpiridina
(1.04 mmol, 1 .3eq.) e 140 mg do aldeido (0.79 mmol, 1 eq.) e de seguida 6 mL de etanol para
dissolver os reagentes a temperatura ambiente. Adicionou-se cerca de 0.2 mL de piperidina e
a solucao passou de amarelada para vermelho-escuro. A solucao foi deixada a refluxar durante
24 horas e passado esse tempo colocada em gelo para precipitar o produto. O precipitado foi
filtrado a vacuo e lavado com éter etilico. Como o filtrado encontrava-se ainda vermelho-es-
curo, porque o corante apresenta alguma solubilidade em etanol, foi evaporado os solventes
e recristalizado em etanol onde se obteve o produto com um rendimento de 20% (75 mg).

"H NMR (400 MHz, DMSO) &: 8.66 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-9), 8.02 (d, J = 6.8 Hz, 2H, H-8), 7.88 (d,
J =16.1Hz, 1H, H-7), 7.56 (d, ) = 8.8 Hz, 2H, H-5), 7.11 (d, J = 16.1 Hz, 1H, H-6), 6.75 (d, J = 8.9
Hz, 2H, H-4), 4.16 (s, 3H, H-1), 3.42 (9, J = 7.0 Hz, 4H, H-3), 1.12 (t,J = 7.0 Hz, 6H, H-2).

4.1.4 Sintese de Benzodiazepinas

4.1.4.1 Sintese de 2-Bromoacetamida-5-clorofenibenzoilo (4.1)

Br ’
2
NH; O l H
] Eteretico ° 1§ 6
S 0 SEHY
10°C, 2h
4 5 8

Cl
41

Dissolveram-se 500 mg de 2-amino-5-clorofenil-fenilmetanona (2.16 mmol, 1 eq.) em 20 mL
de éter e posteriormente adicionou-se 500 ulL de cloreto de bromoacetilo (5.4 mmol, 2.5 eq.)
enquanto a solucao se encontrava a 10 °C e sob agitacao. A solugéo foi deixada a reagir nas
condicbes anteriores durante 2 horas e a mesma que outrora se encontrava amarela passou a

ser translucida. Findo o tempo de reacdo, foi adicionada gota a gota uma solucdo de 5%
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NH4OH/MeOH (20 mL) enquanto o baldo reacional se encontrava em gelo e sob agitacdao. A
fase organica foi separada e lavada com 20 mL da solugdo basica anterior e 2 vezes com agua
desionizada (20 mL). A fase etérea foi seca com MgSO, e evaporada a secura. O sélido foi
lavado com n-hexano para retirar a cor amarela proveniente do reagente de partida e seco em
alto vacuo para se obter um solido branco com 47% de rendimento (355 mg).

'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 11.31 (s, TH, 2), 8.58 (d, /= 9.5 Hz, 1H, H-3), 7.73 (d, /= 7.1 Hz,
2H), 7.65 (t, /= 7.4 Hz, TH, H-8), 7.54 (m, 4H), 4.02 (s, 2, H-1).

4.1.4.2 Sintese de Nordiazepam (BZD1)

Br

oy

NH,OH/H,0

Hy
—= (CI
O MeOH, 48h, r.t.
|

C

4.1 BZD1

Num baldo de 25 mL de 2 tubuladuras equipado com um agitador magnético, um condensa-
dor e uma mangueira mergulhada numa solucdo HCI 0.1 M (trap acida), foi dissolvido 335 mg
do composto sintetizado anteriormente (0.38 mmol, 1 eq.) em 15 mL de metanol. Foram adi-
cionados 6 mL de uma solugdo 15% NH4OH/H20 lentamente e a solugdo foi deixada a agitar
durante 72h a temperatura ambiente. A reacao inicialmente era turva, passou a translucida.
Passado o tempo de reagdo foi adicionado 15 mL de H>O e 15 mL de DCM para formar duas
fases, a fase organica foi lavada com 15 mL de H,O e seca com Na,SOs para posteriormente
ser evaporada e obter-se um solido amarelado. Como ainda existia produto na fase aquosa
(devido a afinidade do metanol para esta fase, evaporou-se o metanol e precipitou um sélido
acinzentado, como a TLC mostrava que este precipitado ndo estava puro mas tinha o produto
realizou-se uma purificacdo por coluna cromatografica de silica gel flash, com o eluente 1:1
hexano:acetato de etilo e adsorvido em celite. As fases com o produto foram reunidas, evapo-
radas e secas a alto vacuo para se obter um sélido branco com 46% rendimento (118 mg).

"H NMR (400 MHz, CDCl3) &: 9.13 (s, 1H, NH), 7.53 = 7.37 (m, 6H), 7.30 (s, 1H, H-3), 7.13 (d, ) =
8.6 Hz, 1H), 4.33 (s, 2H, H-7).
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4.2 Caracterizacao

4.2.1 Consideracdes gerais
Os espetros de '"H RMN e *C RMN foram adquiridos num espetrofotometro Bruker AVANCE
/11400 MHz ("H) ou Bruker AVANCE NEO 500 MHz ('H), os desvios quimicos, o, foram expressos
em ppm e as constantes de acoplamento, J, em Hertz. O sinal de solvente residual foi registado
a 2.50 ppm, 4.79 ppm e 7.26 ppm (DMSO, D,0 e CDCls, respetivamente) no RMN de 'H.”
Os espetros de UV-Vis foram registados num espetrofotdémetro Varian CARY 700 Bio ou Varian
CARY 5000 (este ultimo apenas utilizado no estudo de cinéticas), utilizando cuvetes de plastico
de absor¢do com 1.5 mL ou 3 mL, com um percurso 6tico de 1 cm ou cuvetes de quartzo, com
1 cm de percurso 6tico, quando realizado o estudo do RQF. As bandas foram expressas em
comprimento de onda, A, em unidades nm e representadas em funcdo da absorvancia.
Os espetros de emissao e excitacao foram registados num espetrofluorimetro Horiba-Jovin-
Yvon SPEX Fluorolog-3 Model FL3-22, utilizando cuvetes de plastico de fluorescéncia com um
percurso 6tico de 1 cm e cuvetes de quartzo com 1 cm de percurso ético, quando realizado o
estudo do RQF, em modo right angle. As bandas foram expressas em comprimento de onda,
A\, em unidades nm e representadas em fung¢do da intensidade da emissao (CPS — counts per
second) ou intensidade normalizada.
O pH foi ajustado com um medidor Crison basic 20+ pH. Os solventes utilizados nestes estudos
foram agua milli-q, metanol e etanol absoluto com pureza de HPLC. Para solu¢des aquosas
utilizaram-se micropipetas da marca £ppendorfe para solu¢des organicas utilizaram-se micro-
seringas de vidro da marca Hamilton Company.
Quando necessario filtrar solu¢des foram utilizados filtros para seringas ALWSCI, com 0.45 um

e de nylon.

4.2.2 Métodos

4.2.2.1 Estudo computacional

Utilizou-se o programa ChemDraw para desenhar as estruturas supramoleculares (cavitando,
cucurbiturilo, calixareno, entre outras), o flunitrazepam e os corantes MeDASPI e EtDASPI. Pos-
teriormente, as estruturas foram otimizadas geometricamente em separado e em vacuo, com

a ferramenta HyperChem§, utilizando o método de otimizacao de geometria de Polak Riberie,

108



a terminar quando néo existir uma alteragdo superior a 0.1 kcal. De seguida utilizaram-se as
estruturas anteriores em conjunto e pela mesma estratégia obtiveram-se as estruturas de as-

sociacao otimizadas.

4222 RMN

As solucdes para RMN foram feitas maioritariamente com D;0O, apenas no caso da BZD1 utili-
zou-se uma mistura de 5% MeOD. A concentracao de analito variou entre 0.5a 1 mM e a
solucdo de cavitando stock foi de 5 mM em D,O e no caso das titulacdes foi adicionada esta
solucao nas proporgdes apresentadas normalmente: 0:1, 0.5:1, 1:1, 2:1. O volume total foi de

500 uL de solucao.

4.2.2.3 Titulagbes monitorizadas por espetroscopias 6ticas

As solugdes stock de cavitandos e de analitos foram feita através da pesagem e dissolucao em
agua mili-q para se obter uma solucao de 2 mM. A BZD1 foi dissolvida em MeOH com uma
concentracdo de 10 mM. A concentracao foi ajustada através do coeficiente de extingdo molar
de cada espécie.

As titulagbes cavitando:corante foram realizadas em células de plastico, em lote, com concen-
tracoes fixas de corante e concentragdes superiores de cavitando e perfeitas com agua mili-q.
Foi necessario deixar as solugdes equilibrar no caso de C1 3 horas e no caso de C2 16 horas.
As solugdes foram monitorizadas através de espetroscopia de UV-Vis e emissao. No caso da
emissao, é necessario manter a absorvancia do ponto de excitagao inferior a 0.1 u.a.. Os dados
foram tratados consoante o equilibrio que apresentam e de acordo com as equacdes em apén-
dice (A.2.1e A22)

As titulacdo com variacdo de pH foram realizadas em continuo, mantendo fixa a concentracao
de analito ou de recetor:analito e adicionando pequenos volumes de solu¢des de HCI (0.01 M
ou 0.1 M). Os espetros de absorcao foram registados e os dados tratados de acordo com o
apéndice A.2.5.

As titulagdes dos ensaios de competicdo foram feitas em agua mili-q, excetuando a BZD1 que
foi feito em 5% MeOH, com concentracdes fixas de corante e de cavitando e aumentando a
concentragdo do competidor. As solu¢des foram deixadas a equilibrar durante 3 horas antes
de monitorizar a situacao de equilibrio por espetroscopia de absorcao e emissdo e a constante

de afinidade foi obtida através do apéndice A.2.3.

4.2.2 4 Cinética
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A cinética foi monitorizada por absorcdo, em células de plastico com 1 cm e em agua mili-q..

No caso da encapsulacao do corante, foi mantida fixa a concentracao de corante e antes de se
iniciar a medicao do espetro adicionou-se a solucdo de cavitando a diferentes concentragdes.
No caso de C2 os espetros foram registados com intervalos de 10 minutos e no caso de C1 a
aquisicdo foi a cada 1 minuto. Nos ensaios de competicdo o procedimento foi semelhante,

adicionando-se por ultimo o competidor e mediram-se os espetros a cada 1 minuto.

4.2.2.5 Calorimetria de Titulacao Isotérmica

Uma solucao do analito, em agua, € adicionada até perfazer todo o volume da célula. Uma
solucdo do recetor 10 vezes mais concentrada que a de analito € colocado na seringa de inje-
¢do, onde é adicionado 2 ulL a cada injecdo, a cada 30 minutos. A cada injecdo existe uma
alteracdo de temperatura em relagdo a célula de referéncia (que contém agua mili-q) e o apa-
relho repde a diferenca do calor absorvido ou gerado. Os dados foram tratados de acordo com

o subcapitulo A.1.4.

4.2.2.6 Estudo de Excipientes

A 900 ulL da solucao de excipientes dissolvido em 90% agua e 10% MeOH, com a concentragao
apresentada na tabela 7, adicionou-se 100 uL da soluc¢do aquosa da capsula de C1,MeDASPI
([C1]=0.1 mM e [MeDASPI]=8 uM). A concentracdo dos excipientes foi ajustada entre 0.08 e
15 mM devido a sua solubilidade, mas também pois nao existe a informagdo da quantidade

de cada composto num comprimido e por isso estes resultados sdo meramente qualitativos.

4.2.2.7 Tratamento de um comprimido para analise

Utilizaram-se comprimidos de Alprazolam (0.5 mg), Clonazepam (0.5 mg) e Diazepam (5 mg)
que foram esmagados no almofariz. O po foi dissolvido em 2.5 mL de uma solucao aquosa
com 10% metanol. A solucdo foi sujeita a ultrassons durante meia hora, a 35 °C, para aumentar
a solubilizagdo da parte organica do comprimido. Como uma grande parte dos excipientes sao
insoluveis procedeu-se a centrifugacdo da amostra e o sobrenadante foi filtrado com filtros de
seringas. Foi feito um espetro da solucao e posteriormente adicionou-se 50 ulL da solugdao com

o sensor ([C1] = 0.08 mM e [MeDASPI] = 4 uM) a solucdo com 950 uL de agua e 10% MeOH.
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A

APENDICE

A.1 Breve elucidacdo das técnicas utilizadas

A.1.1 Ressonancia Magnética Nuclear

A espetroscopia de RMN tem-se mostrado bastante Gtil na elucidagdo de estruturas supramo-
leculares, sendo possivel obter informagdo sobre as interagdes a nivel molecular, os ambientes
quimicos, constantes de afinidade, cinéticas, entre outros.

Esta informacdo pode ser retirada devido a propriedade de spin nuclear que os nucleos apre-
sentam. Esta propriedade esta interligada com o niumero de spin, I, dos nucleos e para aqueles
com spin 1/2, podem ter dois estados de energia (2In+1) quando aplicado um campo magné-
tico externo, B,. Dividem-se em duas populagdes de spins opostos, sendo que o nivel de menor
energia tem excesso populacional, de acordo com Boltzmann, com uma diferenca de energia,
AE, que pode ser dado pela equacgéo:

AE = 1o (A1)

21

Onde y corresponde a razdo magnetogirica do nicleo em estudo (para o caso de 'H 2.67x108
rad/s.T) e h é a constante de Plank (6.63x10* J.s). A esta populacio é aplicada uma radiofre-
quéncia com energia na mesma ordem que AE (efeito de ressonancia), o que origina a transi-
cao de alguns spins entre o estado de energia inferior para o de maior energia. Quando este
pulso finaliza, os spins voltam ao seu estado inicial com uma determinada frequéncia, num
movimento de precessdo. Esta radiofrequéncia é obtida em funcdo do tempo e transformada
através da transformada de Fourier num sinal de RMN.”

Cada nucleo de cada protdo vai ter uma frequéncia de precessao diferente, porque dependem

da variavel o, uma constante magnética de blindagem.
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A blindagem é causada pela densidade eletronica que cada nucleo experiencia, formando um
campo magnético local diferente para cada nucleo. A capacidade de precessar em torno de B,
vai ser diferente e assim se obtém um espetro de 'H RMN unidimensional, onde é possivel
obter informagdo sobre o ambiente quimico dos diversos protdes de um sistema recetor:ana-
lito. Quando existe um aumento do campo magnético local os protdes estdo mais blindados
e o sinal encontrar-se-a a campo alto, quando o campo magnético local é mais desvigoroso
os protdes estdo desprotegidos tendo sinais a campo baixo.”

Por outro lado, o RMN bidimensional permite acrescentar outra dimensdo e é possivel obter
informacdo através de ligacbes ou também através do espaco e permite a identificagdo de
sistemas complexos.

Neste trabalho utilizou-se o 'H-"H COSY (COrrelated SpectroscopY), que consiste na correlacdo
entre dois spins a cerca de 3 ligagdes de distancia. O primeiro pulso de radiofrequéncia faz
com que os spins dos nucleos excitem e entrem em ressonancia com uma dada frequéncia e
um segundo pulso de radiofrequéncia passa a magnetiza¢do anterior para spins acoplados.
'H-"H ROESY (Rotating frame Overhauser Effect SpectroscopY) é uma técnica empregue para
determinar quais sinais surgem de protdes que estdo proximos uns dos outros no espaco (até
cerca de 5 A), mesmo que ndo estejam ligados entre si e que sintam o efeito nuclear de
Overhouser (quando se aplica um pulso de radiofrequéncia num nucleo observa-se a sua res-
sonancia noutro), portanto um espectro ROESY é obtido através de correlagdes de espaco por
relaxamento de spin-spin. Experimentalmente, é necessario um bloqueio do spin para que seja
possivel obter sinais com fase diferente da diagonal. Este género de experiéncia é utilizado

para moléculas maiores devido a terem tempos de correlacdes igualmente grandes.®
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Figura A1. Pulsos de radio frequéncia numa experiéncia de COSY (a esquerda) e ROESY (a direita)®’

A.1.2 Espetroscopia de Absorg¢ao

Caso a unidade sinalizadora possua um croméforo, a alteracdo de sinal pode ser monitorizada

através da espetroscopia de absorcao.



Uma molécula quando irradiada com luz de um determinado comprimento de onda, A, tem a
capacidade de absorver um fotdo e promover um eletrdo para a LUMO (Lowest Unoccupied
Molecular Orbital), o estado excitado. Por norma, o estado fundamental corresponde a uma
orbital t e caso existam heteroatomos a HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) corres-
ponde a uma orbital n, que sdo os pares nao ligantes dos heterodtomos. O estado excitado
pode corresponder a uma orbital i*, de natureza antiligante. Estas sdo as transi¢des permitidas
por simetria e as de menor energia, por isso podem ser vistas na janela do UV e Visivel que
corresponde a 200-800 nm.

Quando a luz incide sobre uma amostra, as moléculas absorvem parte para promoverem
eletrdes para o estado excitado e assim ao detetor apenas chega parte da luz que nao foi
absorvida. Como normalmente existe uma referéncia para entender que parte da luz incide no
detetor quando o croméforo nédo esta presente, é possivel obter a luz que é absorvida a um
determinado A pela expressao:

Abs = —log () (A3)

Em que |, corresponde a intensidade luz que chega ao detetor depois de passar pela amostra
e |, a intensidade de luz que chega ao detetor depois de passar por uma referéncia.

A absorvancia relaciona-se com a concentracdo através da Lei de Lambert-Beer:

Abs = e X I X [X] (A4)

Onde ¢, o coeficiente de extincdo molar (M'cm™), corresponde a uma constante que quantifica
a capacidade que uma molécula tem de absorver luz, | é o percurso 6tico da solugdo que altera
a quantidade de moléculas que absorvem e [X] corresponde a concentragdo do analito. Caso
esta linearidade ndo se observe, pode ser indicagdo de que existam outras espécies a absorver

ou existem a formacao de agregados.®

A.1.3 Espetroscopia de Fluorescéncia

Caso a unidade sinalizadora possua um fluoréforo, a alteracao de sinal pode ser monitorizada
através da espetroscopia de fluorescéncia, mais especificamente por emissao.

Uma molécula, quando excitada para o seu respetivo estado excitado, tem a tendéncia para
voltar para o seu estado fundamental, devido a maior estabilidade do mesmo. Para tal, pode

perder essa respetiva energia de varios processos: radiativo ou ndo radiativo (Figura A2). No



caso da perda de energia seja de forma radiativa, corresponde a emissdo de luz por fluores-
céncia, fosforescéncia ou uma reacao quimica no extado excitado, caso contrario a perda de
energia pode se dar por inimeros processos nao radiativos que incluem conversao térmica,
passagem intersistemas para um estado tripuleto, transferéncia de energia para outra molé-

cula, por exemplo de solvente, entre outros.®

S) A—m—
b 2 1 - Absorgao
S1 7 :3: 4 2 - Conversgo Interna
————— 3 - Relaxacéo Vibracional
T
4 - Converséo Intersistemas
1 5 6
7 5 - Perdas que geram calor
6 - Fluorescéncia
5 7 - Fosforescéncia
So - -

Figura A2. Diagrama de Jablonsky simplificado com as perdas e os ganhos energéticos por parte de uma molécula

quando irradiada

O caso mais usual de luminescéncia é a fluorescéncia, que corresponde a transicdo entre esta-
dos singuleto, transicao esta permitida por simetria. Quando o eletrdo que se encontra no
estado excitado Si e pretende voltar ao fundamental, So, comeca por perder energia através
da relaxagéo vibracional até alcancar o estado de menor energia de S; e depois ocorre a emis-
sao de energia devido a perda de um fotdo. Esta energia de emissao sera menor que a energia
de absorcdo e é por esta razdo que o espetro de emissdo se encontra a comprimentos de onda
superiores.

A fluorescéncia das moléculas é altamente sensivel a estimulos externos e por isso é uma téc-
nica muito usada para sensores de pH, temperatura, entre outros. O facto de se medir direta-
mente a fluorescéncia da amostra, sem o uso de referéncia e utilizar concentragdes muito bai-
xas para manter a linearidade da medida e evitar fendmenos de filtro interno e reabsorcao,

tornam a técnica de eleicdo para o estudo de sensores 6ticos.*

A.1.4 Calorimetria por Titulagao Isotérmica

O calor de cada injegé@o de recetor numa solucao de analito é calculado através da integracao
dos dados brutos (poténcia) de cada injecdo ao longo do tempo, em relacdo a uma célula de

referéncia. Na figura seguinte observa-se o tratamento de cada calor de injecdo individual,



normalizado pela quantidade de titulante injetado, em funcdo da razdo molar de titulante/ma-

terial celular numa célula de amostra.

24

kcal/mole of injectant

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Molar Ratio

Figura A3. Tratamento de dados por CTI e respetivos parametros termodinamicos (Adaptado®3)

Neste caso, a curva é ajustada para um modelo 1:1 e os parametros termodinamicos n (nUmero
de locais de ligagdo), Ko (constante de dissociacao do complexo), e A H (diferenca da entalpia
do processo de associagdo) sado retirados da seguinte forma: a entalpia € ajustada diretamente
com o calor de 100% da ligagdo. A estequiometria é indicada pelo ponto médio da titulagao.
Ainclinacdo do aumento para a saturacao esta relacionada com a afinidade de ligacéo.
Com estes parametros pode-se obter também a Energia Livre de Gibbs (A G) e a entropia do
sistema (A S) pelas seguintes equacdes:
AG = —RTIn(Kp) (A5)
AG= AH-TAS (A6)
Para minimizar os erros relativos aos valores de é necesséario que o Parametro de Wiseman, c,

se encontre entre 10 e 500. Este valor é calculado pela expressao:

_ nx[4]
c== (A7)

Em que [A] corresponde a concentragdo do analito presente na célula.



A.2 Calculo de Constantes de Afinidade, pKa e RQF

A.2.1 Equilibrio 1:1 Recetor:Analito

O equilibrio a ser estudado entre um recetor R, e um analito A, para originar o complexo AR é
dado pela seguinte expressao:

A+R=AR
A constante de afinidade entre dois compostos, Ki, cujo equilibrio € 1:1 é dada por:

_ [Rr4]
17 [RI[4]

(A8)

O balango de massa das espécies em equilibrio das diversas espécies é dado pelas seguintes
equacdes:

[A]o = [A] + [RA] (A9)

[R]o = [R] + [RA] (A10)
Substituindo as concentragdes presentes na equacao das constantes de afinidade pelo balanco
de massas que ja foi previamente calculado e trabalhou-se a equacao para ficar uma equacao
de segundo grau em ordem a concentracdo de recetor do tipo ax>+bx+c=0, x=[R]. A constante
Ki € dado um valor arbitrario e a concentracao inicial de R e A, [R], e [A], respetivamente,
corresponde a concentragdo adicionada em cada momento da titulacdo de cada um dos com-
postos.

K [R]? + (1 + K;[Alo — K4 [R]o)[R] — [R]lo = 0 (A171)

Esta equacao pode ser resolvida através da formula resolvente:

x = 2tva—tac (A12)

2a
E substituindo os valores de a, b e c na equagdo obtém-se dois valores de [R], o valor que for
positivo é o correto. Através da equagao x, é possivel calcular a concentracao de [RA] no equi-
librio e posteriormente retirar concentracao de [A] pelo balanco de massas do analito. Desta

forma obtém-se as concentracdes das espécies no equilibrio 1:1.



A.2.2 Equilibrio 2:1 Recetor:Analito

Quando o equilibrio envolve mais uma molécula de recetor é necessario utilizar as equagdes
para equilibrios 2:1 bem como os a equagao de constantes de afinidade K;, para além da cons-

tante Ky ja apresentada:

R+ AR = R,A
_ [R24]
2 ™ [RI[RA] (A13)

Através da titulacdo ndo é possivel saber diretamente as concentra¢des dos complexos forma-
dos e dos compostos na forma livre, mas podem ser retirados através dos balangos de massa
das diversas espécies:
[R]p = [R] + [RA] + 2[R,A] (A14)
[Alo = [A] + [RA] + [R2A] (A15)
Quando as equagdes das constantes de afinidade e balancos de massa se conciliam e quando
se coloca tudo em funcdo da concentragdo do recetor, obtém-se uma equacdo de terceira
ordem do tipo:
A[R]3 + B[R]12+ C[R]+D =0 (A16)
A=K, xK,
B = 2K, K;[A]p — K1K3[R]o + K
C = K;[Alp — Ki[R]o + 1
D = —[R]o
As equacdes de terceiro grau podem ser resolvidas de diversas formas, o método escolhido
foi o de Newton-Raphson, que permite determinar iterativamente as raizes de uma fungado de

acordo com a seguinte equacdo:®

x(n+1) = x(n) — ]f,((’;)) (A17)

Este método pretende convergir a diferenga apresentada até que ndo haja nenhuma mudanca
relevante. No caso em estudo, o primeiro valor de x(n) utilizado foi [R]o, f(x) corresponde a
resolucao da equagdo x com o valor de x(n) e f'(x) é a derivada da funcao presente na equagao
X:

f'(x) = 3A[R]* + 2B[R] + C (A18)



A solugdo obtida é utilizada novamente e este processo repete-se até a diferenga da equagéo
x ndo se alterar (quando x(n+1) ~(x(n)). A partir do valor de [R] é possivel determinar os valores

de [A], [AR], [R:A].

A.2.3 Competicdo de um competidor no equilibrio 2:1

Para entender a extensdo da interacdo com os competidores, é necessario saber a constante

de afinidade do competidor, B, com o recetor, R, definida como K3, tendo em conta as restantes

constantes de afinidade do cavitando com o corante, A.
R+A=RA+R=R,A+B=RA+RB

O equilibrio simplificado entre o competidor e recetor pode ser escrito através da equacao da

constante de equilibrio Ks:

_ RIB]
Ks = g (A19)

O balanco de massa de todos os constituintes encontra-se nas equagdes abaixo:

[R]o = [R] + [RA] + 2[R,A] + [RB] (A20)
[Alo = [A] + [RA] + [R,A] (A21)
[Blo = [B] + [RB] (A22)

A partir das equacdes das constantes de afinidade e dos balangos de massa foi possivel subs-
tituir as incognitas do balanco de massas e obter uma equagédo do quarto grau, cuja incognita
é [R]. A equacao final encontra-se presente na equagao 23:
a[R]* + b[R]® + c[R]*+ d[R] +e =0 (A23)
a = KKK
b = —K,K,K3[Rlo + K, K, + KK, + 2K, K,K3[Alo + K, K,K3[Blo
¢ = —K,K3[R]o — Ky K,[R]o + K; + K3 + K, K3[Alo + 2K, K,[Alo + 2K K3[B]o
d = —K3[R]o + K;[R]o + 1 + K;[A]o + K3[B]o
e = —[R]o
O passo seguinte é resolver iterativamente a funcdo de Newton até a mesma convergir, como
se encontra na equacao 24. Neste caso a derivada da fungéo é:
4a[R]® + 3b[R])? + 2¢[R]+d =0 (A24)
O valor de [R] no equilibrio é conhecido e a partir deste é possivel determinar as restantes

concentragdes das diversas espécies no equilibrio.



A.2.4 Ajuste dos dados experimentais

A contribui¢do da absor¢do a um determinado comprimento de onda é dada pelo somatorio
das fragdes molares dos compostos e multiplicado pela sua absor¢ao nesse comprimento de
onda.
A =2 X, A,(1) (A25)

No caso da emissdo é necessario fazer primeiro uma corre¢do da emissdo. A intensidade ne-
cessita de ser corrigidas uma vez que nos comprimentos de onda escolhidos, que sdo os pon-
tos isosbésticos de cada equilibrio mas como existe a absorcao diferente de outras espécies
de outros equilibrios, e por isso é preciso ter em conta o fator da absorcdo de luz por parte da

amostra, tal como mostrado na equacéo 262

1
Inorm = m

(A26)
A emissao total calculada para um determinado comprimento de onda de excitacao e seguindo
a um determinado comprimento de onda de emissao escolhido, I(\) é a soma ponderada de
todas as intensidades de emissdo das espécies.

IA) =2 X, I,(1) (A27)
Tendo o valor da absorvancia ou emissdo experimentais, calculam-se os minimos quadrados
entre o valor da absorcao ou emissao calculada e o valor experimental. A soma destes valores
para todas as concentracdes € otimizada para ser a menor possivel através da ferramenta so/-
ver, que otimiza parametros como a constante de afinidade K3, a absorcdo/intensidade das

espécies para serem os mais semelhantes aos dados experimentais, desta forma obtém-se o

valor da constante de afinidade, K.%¢

A.2.5 Calculo do pKa

Para realizar o tratamento de uma titulacdo acido base em que uma espécie, A, é protonada

com um acido forte, H, € necessario ter em conta a equagao da associa¢ao do acido:

_ [H][4]
Ka = ] (A28)

A concentragdo de A inicial, isto é, do corante desprotonado pode ser expressa como:

[A]o = [A] + [AH] (A29)



Rearranjado as duas equacgdes anteriores é possivel obter a concentracdo de A ao longo da
titulacao:

[4] = AloxKa (A30)

" [H]+Ka
Pela equagdo A28 obtém-se também a concentracdo do acido no equilibrio e com estas con-
centracdo é possivel monitorizar os dados ao longo do tempo e obter o valor da constante de
associagdo do acido. Matematicamente, pode-se rearranjar as equacdes para se obter o valor

de pKa, correspondente ao logaritmo da dissociacao.

A.2.6 Rendimento Quantico de Fluorescéncia
O rendimento quantico de fluorescéncia é dado pela seguinte fragao:

~ __emitidos
n? fotdes

d) — area /s

~ __absorvidos
ne fotbes————/s
area

(A31)

O RQF pode ser determinado diretamente através desta expressao, caso se utilize uma esfera
integradora acoplada num espetrofluorimetro. Este equipamento permite refletir a luz que
chega a amostra pela superficie da esfera e assim obter a totalidade dos fotdes que conseguem
emitir luz, o que permite ter uma medida o mais correta possivel do poder radiativo da amos-
tra.%’

Um espetrofluorimetro convencional apenas é capaz de detetar uma fracdao da luz que é emi-
tida pela amostra porque o instrumento apenas extrai o numero de fotdes emitidos a um de-
terminado angulo fixo. Existem maneiras de contornar este processo através de formas indire-
tas como por exemplo a determinacao da quantidade de calor que é gerado pelo sistema
quando a molécula passa do estado excitado para o estado fundamental, mas a forma mais
usual consiste em utilizar uma molécula com fluorescéncia e que seja utilizada como referéncia
para o estudo (r). A referéncia € uma molécula com um rendimento quantico conhecido e
devidamente quantificado e é utilizado para determinar indiretamente o rendimento da amos-
tra em estudo. Por norma, estas moléculas tém coeficientes de extingdo molar elevados e por
isso absorvem muita luz e também sdo corantes fluorescentes, com bandas estreitas e peque-
nos desvios de Stokes. E necesséario que o comprimento de onda de excitacdo seja igual para
ambas as moléculas e que a sua absorvancia seja semelhante ao comprimento de onda de

excitacdo.®®



Assim o célculo do RQF de uma amostra desconhecida (a) pode ser simplificado para a se-

guinte equacao:

®a _ la/Aa
or Ir [Ar

(A32)

| corresponde a intensidade de fluorescéncia, experimentalmente corresponde a area da banda
de emissdo do composto. Como a absorvancia da amostra, A, e da referéncia ndo é exatamente
igual no comprimento de onda de excitacdo e como é dependente da transmitancia, a mesma

equacao pode ser corrigida da seguinte forma:

®a _ lax(1-10747)
or  Irx(1-10—Aa)

(A33)

Por ultimo, resta ter em conta o indice de refracdo do solvente (n;) da amostra e da referéncia,

caso seja diferente, de forma a corrigir a diferenca de luz que é refratada pela amostra.

—10-Ar 2
ﬂ_lax(l 10 )Xh (A34)

or  Irx(1-10-4a) 7 n2,



A.3 Caracterizagdo por 'H RMN

Figura A5. RMN 'H do composto 1.2, em DMSO
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Figura A4. RMN "H do composto 1.1, em DMSO
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Figura A6. RMN "H do composto 1.3, em DMSO
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Figura A7. RMN "H do composto 1.4, em DMSO
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Figura A9. RMN "H do composto C1, em DMSO
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Figura A10. RMN 'H do composto 2.1, em DMSO
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Figura A15. RMN H do composto BZD1, em CDCls
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A.5 Caracterizagdo por UV-Vis e Emissao
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Figura A25. Espetro de Absorcdo de (a) C1 e (b) C2 com concentragdes superiores em agua. Calculo do coeficiente

de extingdo molar de C1 a 300 nm originou um valor de 33739 M-" cm™' Caélculo do coeficiente de extin¢do molar
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de C2 a 305 nm originou um valor de 32956 M- cm-’
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Figura A26. Espetro de Absorcdo de (a) MeDASPI, (b) EtDASPI e (c) JDASPI com concentragdes superiores em

agua. Calculo do coeficiente de extingdo molar a 450 nm originou um valor de 22923 M-" cm™' para MeDASP,

27654 M™' cm™ a 470 nm para EtDASPI e 30244 M- cm™ a 470 nm para JDASPI.
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Figura A27. Espetros de Absor¢do do (a) MeDASPI e (b) EtDASPI (4x10-> M, em agua), obtidos na auséncia e na
presenca de concentragdes crescentes de HCl (Do espetro a amarelo iniciou-se a titulacdo a pH>6 e terminou

com pH<2. O ajuste para obtengdo do pKa através dos maximos de absor¢do também se encontra presente
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Figura A28. Espetros de Absorcao do (a) C1,MeDASPI e (b) C1,EtDASPI, em &gua, obtidos na auséncia e na pre-
senga de concentragdes crescentes de HCl (Do espetro a rosa iniciou-se a titulacdo a pH>6 e terminou com pH<2,

espetro a roxo).
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Figura A29. Espetros de Absorcdo de (a) C1,EtDASPI (8x10> M ou 6x10° M respetivamente) em agua, obtidos na
auséncia e na presenca de concentracdes crescentes de NaCl (Do espetro a rosa iniciou-se a titulagdo e terminou
com 100 mM, espetro a roxo) (b) C1 (2x10> M), em agua, obtidos na auséncia e na presenca de concentracdes

crescentes de HCI (Do espetro a amarelo iniciou-se a titulacdo e terminou com 250 mM).

A.6 Indicator Displacement Assay
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Figura A30. Espetro das absorvancia fixado a 565 nm de (a) o competidor adamantanamina com o complexo

C1,MeDASPI ao longo do tempo a diferentes concentragdes e (b) dos competidores (com concentracdes fixas de

competidor 2.5x10> M) com o complexo C1,MeDASPI ao longo do tempo,
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Figura A31. Espetro de UV-Visivel e Emissdo (Aex=510 nm) da titulagdo de uma solugdo C1,MeDASPI (8x10~> M ou
6x107® M respetivamente) quando adicionado concentragdes crescentes de adamantanamina a solucdo, em agua.

A titulacdo inicia-se no espetro a rosa e termina no espetro a laranja. O ajuste dos dados experimentais da titula-

¢do da associacdo do competidor com o corante também se encontra presente.
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Figura A32. Espetro de UV-Visivel e Emissdo (Aex=510 nm) da titulagdo de uma solugdo C1,MeDASPI (8x10> M ou
6x10°¢ M respetivamente) quando adicionado concentracdes crescentes de ciclohexanona a solucdo, em agua. A
titulagdo inicia-se no espetro a rosa e termina no espetro a laranja. O gjuste dos dados experimentais da titulagdo

da associa¢do do competidor com o corante também se encontra presente.
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Figura A33. Espetro de UV-Visivel e Emissdo (Aex=510 nm) da titulagdo de uma solugdo C1,MeDASPI (8x10~> M ou
6x10® M respetivamente) quando adicionado concentragdes crescentes de dimetilanilina a solucdo, em agua. A
titulacdo inicia-se no espetro a rosa e termina no espetro a laranja. O ajuste dos dados experimentais da titulagcdo

da associacdo do competidor com o corante também se encontra presente.
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Figura A34. Espetro de UV-Visivel e Emissdo (Aex=510 nm) da titulagdo de uma solugdo C1,MeDASPI (8x10~> M ou
6x10° M respetivamente) quando adicionado concentra¢des crescentes de adamantol a solugdo, em agua. A titu-
lagdo inicia-se no espetro a rosa e termina no espetro a laranja. O ajuste dos dados experimentais da titulacdo da

associacdo do competidor com o corante também se encontra presente.
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Figura A35. Espetro de UV-Visivel da titulagdo de C1 (2x10-> M), em agua, com adicdo do competidor (a) adaman-

tanamina, (b) ciclohexanona e (c) adamantol e respetivos dados experimentais e dados calculados da titulagdo

(a)

Abs

para o comprimento de onda fixo a 300 nm, em agua.
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Figura A36. (a) Espetro de UV-Visivel da titulagdo de uma solugdo de MeDASPI (2x10-> M) quando adicionado

concentracées crescentes de C1 a solugdo, em 5% Metanol. A titulacdo inicia-se no espetro a amarelo e termina

no espetro a rosa. (b) Espetro de Emissdo (\ex = 510 nm) da titulacdo de uma solucdo de MeDASPI (2x10°¢ M)

quando adicionado concentrac¢bes crescentes de C1 a solu¢do, em 5% Metanol. O ajuste dos dados experimentais

da titulagdo da associacdo do cavitando com o corante também se encontra presente.
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Figura A37. Espetro de UV-Visivel da titulacdo de uma solucdo 2:1 C1:MeDASPI quando adicionado concentragdes
crescentes de etanol a solu¢do, num solugdo aquosa. A titulagdo inicia-se no espetro a amarelo e termina no es-

petro a rosa. O ajuste dos dados experimentais da titulacdo da associagdo do competidor com o corante também

se encontra presente.
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Figura A38. Registo fotografico da solu¢do C1,MeDASPI na presenca de sete excipientes encontrados em compri-

midos de benzodiazepinas, numa solucdo 10% MeOH com e sem irradiagdo a 366 nm



COMUNICACOES ORAIS

Ao longo da dissertacdo foram varias as oportunidades para apresentar o meu trabalho e a
sua evolucao.

Em setembro participei na Edi¢do "Verao com Ciéncia 2022", desenvolvida pelo REQUIMTE. No
final do més de estagio apresentei o meu trabalho "Design and synthesis of a water-soluble
receptor for the recognition of Benzodiazepines", que incidiu preliminarmente na sintese dos
recetores utilizados neste trabalho.

Em fevereiro, realizei duas comunicagdes orais, nas Jornadas da Quimica, organizadas pelo
Nucleo de Quimica Aplicada e nas Jornadas Intercalares de Mestrado do Departamento de
Quimica da FCT NOVA,, onde foi possivel apresentar a sintese e caracterizacdo dos recetores
com diversas estiril cianinas.

Em marco, apresentei o meu trabalho em comunicagao oral no Encontro Nacional de Estudan-
tes de Quimica, no Porto onde foi possivel incidir sobre o tema dos ensaios de competicdo
com diversos analitos "Using water-soluble Cavitands in Fluorescent Indicator Displacement
Assays”.

No mesmo més pude participar no Encontro Nacional de Quimica Fisica, realizado pela Socie-
dade Portuguesa de Quimica que decorreu de forma online. Realizei uma vez mais uma comu-
nicagdo oral com o titulo "Study of deep cavity cavitand encapsulation of fluorescent dyes in
aqueous media'.

Por fim, em julho decorreu o Encontro Nacional da Sociedade Portuguesa de Quimica, em
Aveiro e apresentei o culminar do trabalho com dados para o desenvolvimento de um qui-
miossensor com sensibilidade para benzodiazepinas, intitulado "/ndicator Displacement Assays

using Water-soluble Deep Cavity Cavitands for the detection of Benzodliazepines'.
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