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Resumo

0 trabalho realizado tem como objectivo o estudo da foto-intercalacao de flavilios em
polinucledtidos e avaliar como varia a interaccao com polinucleétidos de diferentes
composicoes e estruturas. O flavilio utilizado neste estudo foi o0 4’,7-dihidroxiflavilio e
os polinucledtidos usados para avaliar a interaccao foram ct-DNA, poli(A:U), e
poli(G:C).

0 estudo foi feito por espectroscopia de absorcao UV-visivel, fluorescéncia de estado
estacionario e anisotropia de fluorescéncia. Os resultados demonstram que nao ha
interaccao dos nucledtidos com a forma chalcona, mas apenas apds fotoconversao
desta espécie em catiao flavilio. Mesmo antes de irradiar a solucao a presenca de
nucleoétidos desvia o equilibrio entre as formas em solucao favorecendo a formacao de
catido, uma evidéncia para a estabilidade do aducto formado apenas com o catido.
Além disto, o efeito de estabilizacao do catiao pode ser visto por espectroscopia de
emissao, onde uma reducao da emissao da chalcona a cerca de 500 nm é acompanhada
por um aumento da emissao de catidao e base quinoidal (em equilibrio com o catido no
estado excitado).

As medicoes de anisotropia de fluorescéncia do catiao flavilio e da base quinoidal na
presenca dos diferentes polinucleétidos apontam que todos eles causam uma reducao
de anisotropia de fluorescéncia do catiao, compativel com uma variacao do seu tempo
de vida (aumento) apos intercalacao.

Os resultados do estudo indicam que o 4’,7-dihidroxiflavilio realmente interage com
os diversos polinucleotidos e, através de medicoes tanto de absorvancia como de
emissdo, & possivel verificar a presenca dessas moléculas usando este flavilio como
sonda, dadas as significativas variacdes espectrais causadas pela interaccao entre
ambos.

Palavras-chave: flavilios, fotointercalacdo, DNA, RNA, espectroscopia







Abstract

The work here described has as objective the study of the photointercalation of
flavylium dyes in polynucleotides and evaluating how the interactions between those
two change depending on the composition and structure of such polynucleotides. The
flavylium used in this study was the 4’,7-dihydroxiflavylium and the polynucleotides
were ct-DNA, poly(A:U) and poly(G:C).

Studies were done using UV-visible absorption spectroscopy, steady-state fluorescence
e anisotropy fluorescence. Results show that there is no interaction between the
chalcone form and the polynucleotides, only after irradation leading to the formation
of the cation species. Even before irradiation, adding the nucleotides shifts the
equilibrium between the different species favouring the formation of the cation, na
evidence for the stability of the adduct formed only with the cation. Furthermore, the
stability of the cation can be seen through emission spectroscopy, where a reduction
of the emission of the chalcone around 500 nm is accompanied by an increase in
emission of the cation and quinoidal base (in equilibrium with the cation after
excitation).

The anisotropy fluorescence measurements of the flavylium cation and quinoidal base
in the presence of the different polynucleotides indicate that they cause a reduction
in fluorescence anisotropy of the cation, concordant with a shift (increase) in its
lifetime after intercalation

The results of the study indicate that the 4’,7-dihydroxyflavylium really does interact
with the different polynucleotides and, through both absorbance and emission, it’s
possible to detect the presence of those molecules using this flavylium as a probe,
given the significant spectral changes brought upon by the interaction between those
molecules.

Keywords: flavylium, photointercalation, DNA, RNA, spectroscopy
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1. Introducéo



1.1. Acidos nucleicos

Os écidos nucleicos séo as moléculas que contém a informacdo genética necessaria para o
desenwlvimento, funcionamento e reproducdo de todos os organismos Vivos que se
conhecem. Estas moléculas séo polimeros de nucleétidos, sendo estes por sua vez compostos
por uma de 5 diferentes bases azotadas (citosina, guanina, adenina, timina e uracilo), uma
pentose (ribose ou desoxirribose) e um grupo fosfato.

ﬁ Nitrogenous base
O —P—0O0——CH> 0
e
Phosphate
OH
Sugar

Figura 1.1 - Os 3 componentes dum nucleétido: fosfato, aglicar e baze azotada [!!

1.1.1. Os componentes dos acidos nucleicos

As 5 bases azotadas principais sdo divididas em purinas e pirimidinas. As purinas séo as bases
contendo anéis duplos (adenina e guanina) enquanto as pirimidinas tém apenas um anel
(timina, citosina e uracilo). O emparelhamento destas bases nos acidos nucleicos é feito entre
adenina e timina (ou uracilo em RNAS) e citosina e guanina. O primeiro emparelhamento é
estabilizado por 2 pontes de hidrogénio e o segundo por 3.



Tabela 1.1 - As 5 principais bases azotadas presentes em DNA e RNA

Purinas Pirimidinas
NH- NH,
¢ |
N N/) N /&O
H H
Adenina Citosina
O 0
N
NH
</ ‘ | NH
Guanina Timina
O
| NH
N (@]
H
Uracilo

Os agUcares presentes nestes polimeros podem ser dois, a ribose e a deoxirribose, dos quais
deriva 0 nome dessas macromoléculas. A distin¢cdo entre os dois é feita pela falta de um

oxigénio na posigao 2’ da desoxirribose, sendo esta um derivado da ribose. Apesar de parecer
pequena, esta diferenca é bastante importante. O facto de a ribose ter um hidroxilo na posi¢éo

2’ em vez de apenas um hidrogénio torna o RNA mais wilneravel a hidrdlise catalisada por
base.

Desoxirribose Ribose

Figura 1.2 - Estrutura da ribose e da desoxirribose. [21

A combinagdo duma base azotada (ou nucleobase) com um aguUcar € chamada nucleésido, e a
combinacdo deste elemento com um grupo fosfato é o nucleétido. O fosfato de um nucleétido
liga-se ao agUcar do nucledtido seguinte por uma ligacdo covalente entre o oxigénio do fosfato
e o grupo hidroxilo na posicdo 3’ do agucar. Esta ponte formada entre os grupos hidroxilo de
dois acucares pelo grupo fosfato é chamada ligacéo fosfodiéster. E de notar que os grupos



fosfato no backbone da molécula dos nucleétidos conferem-lhe uma carga negativa ao longo
da estrutura.

Figura 1.3 - Formacéo de ligagOes fosfodiéster entre varios nucledtidos (DNA). 3]

1.1.2. Estrutura dos acidos nucleicos

As varias pontes fosfodiéster formadas entre os nucleétidos ddo origem aquilo que é o
chamado backbone dos &cidos nucleicos, pois sé&o aquilo que lhes confere a sua estrutura em
cadeia caracteristica. Sendo esta ligacao formada por aquilo que é essencialmente uma
reaccao de condensacdo, € natural que ela possa ser quebrada por hidrélise. Lembrando que o
RNA possui um hidroxilo na posigao 2’'da ribose, este tipo de nucleétido € mais wilneravel a
hidrélise porque um ido hidroxilo vindo da agua pode atacar aquele em 2’, que por sua vez vai
atacar o fosforo e ligar-se covalentemente a ele. Nesta situagéo, o fosforo tem 5 ligagdes, e vai
querer quebrar uma, neste caso a ligagao ao proximo nucleétido (pelo carbono 5’). Por esta
raz8o as cadeias de RNA costumam ser mais curtas que as de DNA.

Uma molécula de DNA é composta de 2 cadeias complementares, unidas entre si pelas pontes
de hidrogénio que se formam entre as bases azotadas em cada. A molécula de RNA é
geralmente contrastada com o DNA como sendo de cadeia Unica por normalmente nao



emparelhar com outras cadeias para formar a hélice dupla, mas tem a capacidade de se dobrar

sobre simesma devido a existéncia de zonas complementares internas na sequéncia, e
geralmente é encontrada na natureza em estruturas originadas por esse processo.

Existe complementaridade entre as bases, e regra geral, elas ligam-se adenina com timina (ou
uracilo em RNA) e guanina com citosina, devido ao nimero de pontes de hidrogénio que se
podem formar entre elas.

Figura 1.4 - Emparelhamento complementar das bases azotadas. [41[%]

Devido a diferenca entre o nimero de pontes de hidrogénio entre os dois emparelhamentos, a
guantidade de cada base presente numa molécula torna-se um factor que contribui para a
estabilidade dela, sendo maior em moléculas com maior percentagem de guanina e citosina.

Se as duas cadeias na molécula de DNA estivessem “esticadas” linearmente, apresentariam
grande tensao devido a efeitos estéricos causados pela proximidade das bases. Para os aliviar,
as cadeias da molécula torcem-se numa forma helicoidal, que aumenta o espacamento entre
essas bases, dando origem a hélice dupla. Esta estrutura foi deduzida por James Watson e
Francis [(é?]rick a partir de dados de difracc@o de raios-X obtidos por Rosalind Franklin e Maurice
Wilkins [6l.

A estrutura em particular que Watson e Crick calcularam corresponde a conformag¢do B. Essa é
a forma mais comum in vivo. Além dela, existem ainda as conformacdes Al"l e ZI8l. As varias
conformacdes diferem em muiltiplas caracteristicas, como o sentido da rotacdo da hélice,
nimero de pares de bases por wlta completa ou orientacdo das bases dentro da estrutura, e
sdo estruturas alternativas que o DNA toma dependendo das condi¢gdes do ambiente em que
se encontra, como conteldo de agua ou concentracao de ides.



Figura 1.5 - Estruturas das conformacdes A, Be Z do DNA. []

Ja foi feita investigacdo descrevendo 0 uso e criacdo de compostos para a deteccéo selectiva
de polinucleétidos através de espectroscopia de entre os quais salienta-se o trabalho de
Piantanida et a, onde foi demonstrado o reconhecimento selectivo de &cidos nucleicos por
pequenos cromaforos [19 e por andlogos sintéticos de nucleobases [, bem como o uso de
compostos cujas propriedades de fluorescéncia alteram-se quando tais compostos se ligam a
acidos nucleicos: 112, Existem ainda estudos demonstrando também o uso de moléculas
sintéticas para deteccao de estruturas secundarias em polinucle6tidos por meios
espectrofotométricos. [13]

Todos estes estudos abrem o precedente para o trabalho que aqui esté descrito, onde se tenta
determinar se ocorre a interac¢do entre polinucledtidos e um flavilio em particular,como as

propriedades de absorvancia e fluorescéncia do flavilio séo influenciadas por essa interacgéo,
e como essa interac¢do depende da constituicdo desses acidos nucleicos.

1.2. Flavondides

A classe do composto em estudo, dos flavilios, € uma série de substancias que, por sua vez, é
uma subclasse dos flavonéides, que s&o um conjunto de metabdlitos importantes presentes em
plantas e fungos. Estes compostos servem multiplas fungfes, mas uma das mais notaweis é a

de serem o0s pigmentos mais importantes nas plantas, visto que existe uma grande variedade



de cores nesta classe de substancias. Cores como o amarelo, azul ou vermelho presentes em
flores sé@o devidas aos flavonoides.

A estrutura basica do flavonéide contém dois grupos fenil e um anel heterociclico, estando este
Gltimo anel unido a um dos grupos fenil, e 0 outro fenil substituido no anel heterociclico. A
composicao do anel heterociclico e a posicao de substituicdo do fenil nele determinam a
subclasse do flavonoide em questdo. Desta estrutura basica derivam varios subgrupos de
compostos, como por exemplo, as antocianidinas, grupo onde esta incluido o composto em
estudo neste trabalho. Na figua 1.6 pode-se ver o esqueleto “base” das antocianidinas:

@

O
AN

=

Figura 1.6 - Estrutura do catido flavilio. [14IEstaestruturaem particular, com as duas ligagdes duplas e o
oxigénio carregado positivamente, é a base para as antocianidinas.

1.3. Flavilios

Os flavilios possuem uma rede caracteristica de formas diferentes. A conwersédo entre estas
formas pode ser influenciada por radiacdo electromagnética, bem como pH e temperatura. A
rede geral que estes compostos possuem inclui duas formas chalcona, uma em conformacao
cis, e outra em trans, ambas com o anel heterociclico aberto, uma forma hemiacetal, jA com o
anel fechado, a forma catiénica e a forma de base quinoidal. A conwersédo de chalcona-trans
em chalcona-cis por absorgdo de luz é o que confere as propriedades fotocrémicas a estes
compostos. Pode-se ver em baixo um exemplo desta rede:

OH
.

trans-Chalcone Quinoidal base
(Ct) . hv
k; 11’64 Isomerization Proton Transfer k \ k.,
OH OH OH
OH
HO HO 0L
cis-Chalcone Hemiketal Flavylium cation
(Ce) Tautomerization B Hydration (AH¥)

Figura 1.7 - Rede tipica do equilibrio quimico entre as varias formas dum flavilio (ilustrado o equilibrio
do 4°,7-dihidroxiflavilio) (adaptado [15])



Deste equilibrio quimico é possivel observar 4 diferentes reacgdes que ocorrem: a
isomerizacdo da chalcona trans em cis, atautomerizagdo da chalcona-cis em hemiacetal, a
passagem do hemiacetal para catido, com libertacdo de agua, e finalmente, a conversdo do
catido em base quinoidal, com perda dum prot&o.

Pode-se ver pelo esquema reacional ilustrado na figura 1.7 que a formacéo das varias espécies
do flavilio 4’,7-diOH esta dependente da isomerizacdo da chalcona-trans em chalcona-cis, por
absorcao de fotbes. Isto indica-nos que existe uma barreira energética consideravel a
ultrapassar se quisermos causar a formacao do catido ou base quinoidal a partir da chalcona-
trans. E de notar também que, como ja mencionado, alteracdes de pH também podem causar a
conversdo da chalcona-trans nas outras formas do flavilio, sendo que em pHs bastante abaixo
do pKaa forma catiénica sera a maioritaria no equilibrio.

A chalcona-cis e o hemiacetal convertem-se rapidamente nas restantes espécies e tém,
portanto, um tempo de vida curto. Por esta razdo, esta complexa rede de formas é tratada
como um simples equilibrio &cido-base, sendo o acido a forma catidnica e a “base” a soma das
concentragfes das restantes espécies. Isto é devido ao facto de que os flavilios, se nédo
estiverem expostos a luz, tendem para um estado de equilibrio termodinamico onde o catido e
a sua base conjugada sao as espécies que estao presentes em maior quantidade em solugéo,
devido a sua maior estabilidade. Dependendo das caracteristicas de cada composto em
particular, a base conjugada pode ser a base quinoidal, o hemiacetal ou a chalcona-trans [16l,

Deste modo, a rede de reacgdes pode ser reduzida deste esquema:
c,= C.,, K
c.=B, K
B+ H*= AH" + H,0, K,

AH* 2 A+ HY, K,

Para este mais simples:

AH* 2CB + H*, Ky

E de notar que esta simplificac&o produz uma pseudo-constante de acidez que apenas permite
determinar a concentragcdo da forma cationica e da soma das bases conjugadas numa solugdo
em equilibrio, e n&o é indicativa do verdadeiro pKado composto.

Este trabalho tem como objectivo estudar e caracterizar as interac¢des entre um flavilio, apds a
sua irradiacdo, e varios polinucledtidos, de modo a determinar a viabilidade dele na detec¢ao
da presenca desse tipo de moléculas. Os estudos foram efectuados com o 4’,7-dihidroxiflavilio,
a pH a wlta de 4,5. A estrutura deste flavilio pode ser \ista na figura 1.7.

A este pH ndo ocorre degradacdo dos nuclettidos e ndo existe base quinoidal (pKa reportado
do flavilio é de 4.0 ou 4.3, dependendo da fonte [1€]), isto porque essa forma do flavilio é
termodinamicamente menos estawvel do que a forma chalcona-trans. Sendo assim, é necessario
um pH consideravelmente maior que o pKa do composto para retardar a reconversdo da base
em chalcona.

O 4',7-diOH, quando conservado sem exposi¢ao a luz, tende para um equilibrio onde as duas
espécies predominantes séo a chalcona-trans e o catido.

E esperado que haja alguma interaccéo entre a forma catiénica e os nucleétidos, dado que o
composto, sendo catido, possui uma carga positiva que devera ser atraida pelo backbone
negativamente carregado dos nucleétidos.



Ja foram feitos estudos entre a interacgdo entre catibes deste tipo de compostos e
polinucledtidos que revelam que realmente existe interaccéo [2.Estes estudos foram feitos em
condigdes semelhantes aquelas descritas no presente trabalho, mas os flavilios usados neles
sao flavilios em que a forma catidnica é aquela presente em maior quantidade a wolta do pH 5,

enquanto o0 composto aqui usado encontra-se maioritariamente na forma de chalcona-trans no
mesmo pH, sendo necessério irradid-lo para causar a formacdo da forma catiénica

Este trabalho difere entdo, na medida em que visa determinar se este flavilio pode ser usado
como um intercalador activavel por irradiacdo com luz visivel, e estudar a sua selectividade
para nucleétidos.
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2. Materiais e métodos
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2.1. Materiais

O flavilio foi previamente sintetizado no laboratério do grupo de Fotoquimica e Quimica
Supramolecular. E um p6 branco, com a estrutura que pode ser vista na figura 1.7, e que esta
complexado com cloro. A massa molar do complexo é de 339,7 g/mol. Péde ser usado para
preparacdo de solu¢Bes apenas com diluicdo em 0.1 M de HCI aquoso de modo a criar uma
solucéo a pH=1. A dissolucdo foi feita sem necessidade de outros cuidados como uso de
tampao.

Os nucledtidos usados foram os listados na tabela 2.1:

Tabela 2.1 - Lista de polinucledtidos usados e seus fabricantes.

Nucledtido Fabricante
ct-DNA Sigma-Aldrich [17
pApU Invivogen [18]
pGpC Sigma-Aldrich [19]

As seguintes cuvettes foram usadas ao longo das varias experiéncias para efectuar
medicdes:

Figura 2.1 - Cuvette tamanho “macro” e tamanho “semi-micro”, com capacidade para 3 e 1,5 mL,
respectivamente. [20]

Ambas tém um percurso Optico de 1cm e sdo de plastico. A sua composi¢cao ndo absore em

nenhum dos comprimentos de onda usados nas experiéncias, nao alterando portanto os dados
obtidos.[20]
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2.2. Técnicas utilizadas

2.2.1. Saltos de pH

Inicialmente foram feitas varias experiéncias de salto de pH para determinar a influéncia desse
parametro no espectro de absorgdo do 4'7-dihidroxiflavilio. Estas experiéncias foram realizadas
utilizando cuvettes macro contendo solugcdes com 1 mL de NaOH 0.1M, 1mL de tampao fosfato
0.1M e 1 mL de flavilio 10E-4M em HCI 0.1M (num volume total de 3 mL isto resulta numa
concentracdo de 3,3 E-5M do flavilio), individualmente acertadas para um pH final diferente. Os
pHs foram medidos ao fim de duas horas, depois de esperar que as solu¢Bes equilibrassem.

Foram medidos espectros de absor¢do das solugdes ao longo do tempo para ver a progressao.
Os dados obtidos permitiram determinar as zonas de maior absorcdo de cada espécie presente
em solugdo e permitiram determinar o pK.

2.2.2. Medic¢Oes de espectros de absorcao e de fluorescéncia

ApoOs os saltos de pH preparou-se uma solugdo de NaOH 0.1M, tampéo fosfato 0.1M e 4’,7-
diOH a 10E-4 M diluido em HCI 0.1M, a um pH de 4.56 (medido no final), com partes iguais dos
3 componentes a perfazer um wlume total de 1 mL, numa cuvette semi-micro. Esta solugéo foi
irradiada até o flavilio atingir o estado fotoestaccionario, ou seja, um estado onde ndo se
consegue aumentar mais a quantidade de catido presente em solugdo por excitagcéo da
chalcona-trans.

A irradiacdo foi seguido pela medigdo de varios espectros de absorcdo e de fluorescéncia ao
longo do processo.

Posteriormente, foi feita a titulagdo com ct-DNA duma solugdo idéntica, e irradiacdo da mesma.
Na titulag&o, tanto com este como com 0s outros polinucleétidos usados ao longo do trabalho,
sao adicionados 100 uL duma solugao contendo 3,2 E-4 M do polinucleétido em questéo.
Obtém-se no fim, portanto, uma solugdo com aproximadamente 3,3E-5 M do flavilio e 3,2E-5 M
do polinucleétido adicionado, num wolume de 1,1 mL. Esta alteracdo de wlume dentro da
célula é pequena que chegue para se desprezar, bem como as variagdes de concentracdo dai
provenientes. Note-se também que a concentracao dos polinucleétidos referida tem como base
a massa molar dum Unico nucleétido (= 323 g/moal) visto que as cadeias de polinucle6tidos tém
tém comprimentos varidveis e ndo se pode definir um Unico comprimento como sendo o
correcto. Nesta medida, as solugBes usadas no trabalho contém um racio aproximado de 1
molécula de flavilio para cada 1 nucleétido.

Prowu-se dificil conseguir manter o pH proximo do valor desejado de 4.5, e foram feitas
repeticdes da experiéncia com tampdes acetato e cacodilato. Este Ultimo acabou por ser
escolhido como o melhor para medi¢cfes subsequentes por ter permitido resultados mais
consistentes. As solugdes usadas nessas experiéncias sdo idénticas aquela previamente
descrita, com substituicdo do tampéo fosfato por cacodilato.

As irradiacbes foram feitas com uma lampada de xénon-mercario de 300 Watts utilizando um
filtro de cut-off de 365 nm.

As medicBes de fluorescéncia usam um comprimento de onda de excitagdo de 417 nm, que é
especificamente o ponto isosbéstico da solugéo, onde a chalcona-trans e o catido absorvem
igualmente. Este comprimento é escolhido para que as contribuicbes para o espectro vindas
das duas espécies sejam apenas dependentes das capacidades como fluoréforos delas.
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O seguimento das cinéticas e titulagdes foi feito com um Cary 5000 UV-Vis-NIR e um SPEX
Fluorolog-3. Apos irradiagdo/adicdo de nucledtido, a célula contendo a solugdo a ser analisada
€ colocada no Cary para medi¢cao de absorvancia e apds essa medi¢cdo, imediatamente posta
no SPEX para medi¢do de fluorescéncia. Este processo demora entre 3 a 4 minutos para
ambas as medicg0es.

As experiéncias acima descritas foram realizadas com solugdes contendo o 4’,7-diOH e os
polinucleétidos listados na tabela 2.1.

2.2.3. Medic¢des de anisotropia

Ap6s medi¢cBes de absorcéo e de fluorescéncia, foram feitas medi¢des de anisotropia de
solugdes do flavilio a pHs &cido e béasico, e com os 3 diferentes nucleétidos utilizados. As
medicdes foram feitas também com cuwettes semi-micro, com um wolume de solu¢do do flavilio
de 1 mL com pH acertados para préximo de 4,5 mais os 100 pL de nucleétido. O instrumento
usado foi 0 SPEX Fluorolog-3 disponivel no laboratério do grupo de Fotoquimica e Quimica
Supramolecular do Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade Nova
de Lisboa.

As solugdes contendo apenas acido ou base quinoidal, o flavilio foi adicionado depois dos
outros componentes da mistura e a medi¢ao feita imediatamente apds, de modo a tentar

minimizar o aparecimento de outras formas, Visto que a mistura comeca a equilibrar
imediatamente.
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3. Resultados
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3.1. Estudodo4’,7-dihidroxiflavilio

Inicialmente, estudou-se o comportamento do flavilio a diferentes pHs para perceber como
varia 0 seu espectro. Para tal, foram realizadas experiéncias de saltos de pH onde se
prepararam solu¢cdes de NaOH contendo tampao fosfato, ambos a concentragdes de 0.1 M e
com o tampéo a diferentes concentracdes. O flavilio, diluido em HCI 0.1 M, foi adicionado
depois dos restantes componentes das solugdes, e a sua absor¢cdo medida imediatamente a
seguir. Os espectros medidos no momento apods esta adicdo estédo ilustrados na figura 3.1:

t=0
1.4
—1.63
1.2
2.53
1 3.15
4.02

Abs

300 350 400 450 500 550 600
A (hm)

Figura 3.1 - Espectros de absor¢do de solugdes do 4°,7-diOH a vérios pHs, imediatamente apds a adi¢do
do flavilio.

E possivel ver claramente a existéncia dum ponto isosbéstico a wolta dos 480 nm. Este ponto
corresponde ao comprimento de onda onde o catido e a base quinoidal absorvem igualmente.
Pode-se ver que o méaximo de absor¢do do catido € a wlta dos 460 nm, e o da base quinoidal
a wlta dos 500. A variacdo dependente de pH da quantidade de catido e base quinoidal que

aqui se obserna vai ao encontro do pKa conhecido da literatura (4,0 - 4,3).

Em seguida, a figura 3.2 mostra os espectros das mesmas solugdes depois de equilibrarem
durante 2 horas.
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t=120m

1.4

Abs

300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 3.2 - Espectros de absor¢do de solugdes do4’,7-diOH a varios pHs, 2 horas apds a adi¢do do
flavilio.

Depois de equilibrar, os espectros ilustram agora um outro ponto isosbéstico a wlta dos 410
nm, este onde a chalcona-trans e o catido absornvem igualmente. Neste grafico é também
possivel observar que mesmo a pHs bastante acima do pKa a quantidade de base quinoidal
presente depois de a solugéo equilibrar é muito pequena. Isto demonstra que essa forma do
flavilio é termodinamicamente menos estavel que a forma catido. Conforme o tempo passa
essa base é conwertida em catido, que retorna a forma chalcona-trans, em maior ou menor
gquantidade dependendo do pH, como se pode ver em cima.

Os dados de absorcédo destas experiéncias permitiram também determinar o pKa' aproximado
do composto. Para tal, foram grafadas as absorvancias para os méaximos de absorcédo da
chalcona-trans e do catido contra o pH, e foram feitos ajustes com valores de absorvancia
calculados, ilustrados na figura 3.3:

1.2
® 370nm
1 ® 460nm
= 370nm (ajuste)
0.8 = A60nm (ajuste)
(%)
£ 06 — .
0.4
0.2
[ J
—
0
1 2 3 4 5 6 7

Figura 3.3 - Curva de variagdo de absorcdo do catido (460 nm) e da chalcona-trans (370 nm) com o pH.
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Como o gréfico ilustra, 0 pKa’' parece ser a wlta de 3,4. A literatura indica que o valor correcto é
de 3,4 ou 3,05, dependendo da fonte (18], estando muito préximo daquele os dados parecem
indicar. Este valor vai ao encontro dos espectros na figura 3.2.

3.2. Estudo dainteraccdo com acidos nucleicos

3.2.1. Estudo do flavilio em agua

Foi estudada a interac¢éo do 4’,7-dihidroxiflavilio com varios &cidos nucleicos usando
espectroscopia de UV-Vis e espectrofluorimetria.

Primeiro mediu-se o espectro da solu¢do sem adicdo de nenhum nucleétido. Conforme se
irradia a solugcdo com luz visivel é possivel observar a fotoconwersdo da chalcona em catido.
Em baixo pode-se ver a variagdo desse espectro ao longo do processo.

0 465 nm
0.45 373 nm (catido)
(chalcona) l
0.4 \ 0
0.35 30s
0.3 60s
2m
o 0.25
—3m
0.2 .
0.15 — am
0.1 —12m
0.05 —17m
0
250 300 350 400 450 500 550 600

A (nm)

Figura 3.4 - Espectros de absor¢do do 4°,7-diOH numa solugdo tamponizada com cacodilato, pH 4,64,
apoés varios tempos de irradiagdo a 365 nm. A solucdo contém 3,3E-5M do flavilio diluido em partes
iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampéo cacodilato 0,1M. O pH da solu¢éo (medido no fim) é de 4,64.
As medi¢bes aquiilustradas sdo apenas aquelas feitas até se atingir o estado fotoestaccionario do catido, e
0s tempos apresentados sdo o total de tempo de irradiagdo a que a amostra foi sujeita antes de cada
medicdo. A solucdo foi irradiada com luz de comprimento de ondade 365 nm. O espectro inicial
observado é semelhante em forma aqueles obtidos da experiéncia de salto de pH para os pHs 4,02 e 4,77,
em equilibrio, se bem que o valor de absorvanciapara a chalcona € um pouco menor e a do catido um
pouco maior, possivelmente devido a exposicdo acidental a luz. O ponto isoshéstico destasduas espécies
é claramente visivel aqui, a volta dos 417 nm.

A irradiacdo ocorreu durante um tempo total de 17 minutos, mas parece haver um retorno ao
equilibrio logo a partir dos 8 minutos, por razées desconhecidas.
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Em seguida, na figura 3.5, pode-se ver os espectros medidos ao longo do processo de
recuperagcdo da solugdo, no escuro, até atingir o equilibrio.

0.5
= 4m —8m
0.45 — 12m 16m
0.4 l 22m 30m
0.35 38m —=——48m
2 095 ——85m —— 100m
< ——120m —— 140m
0.2
—— 160m
0.15
0.1
0.05
0
250 300 350 400 450 500 550 600

A (nm)

Figura 3.5 - Espectros de absor¢do do 4°,7-diOH durante o processo de recuperagdo até atingir o
equilibrio. A solucéo é a mesma da figura 14, bem como as condi¢des da experiéncia.

Depois de equilibrada a solugao, a absor¢cédo da chalcona é maior que no principio da irradiagdo

e a do catido menor, o que indica que a solugdo deve ter sido exposta acidentalmente a luz
antes de se iniciar as medi¢des. De resto, a forma do espectro mantém-se igual ao longo da
irradiacdo e da recuperacéo.

Em seguida, temos os espectros obtidos para as medi¢bes de emissdo de fluorescéncia. O

comprimento de onda de excita¢ao aqui usado foi o do ponto isosbéstico visivel nos espectros

de absorcao, 417 nm. Este foi escolhido por ser aquele onde ambos a chalcona e o catido
absorvem igualmente, e portanto, as contribuicdes deles para o espectro de emisséo serdo
apenas dependentes do rendimento quantico.

19



8.00E+06 Os 30s

560 nm (catido/base

60s 2m / N
7.00E+06 7 . quinoidal)

3m 5m
8m 12m N

—17m

6.00E+06

5.00E+06 500 nm

= (chalcona/catido)
< 4.00E+06 \1
3.00E+06
2.00E+06
1.00E+06
0.00E+00
450 500 550 600 650 700
A (nm)

Figura 3.6 - Espectros de fluorescéncia dairradiacdo do 4°,7-diOH, com excitacdo a 417 nm. A solugdo
usadacontém 3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampéo

cacodilato 0,1M. O pH da solugédo (medido no fim) é de 4,64. Estes espectros sdo apenas aqueles obtidos

durante a irradiacdo da solucdo até se atingir o estado fotoestaccionario. O comprimento de ondade
excitacdo usado foi de 417 nm.

Estes espectros mostram uma diminuigdo da emisséo a wlta dos 500 nm e um aumento da
emisséo aos 560 nm, mas depois uma diminuic&o a partir dos 8 minutos. E importante
mencionar que as bandas de emissdo ndo correspondem apenas a uma espécie cada. A
emissao da chalcona-trans e do catido sobrepem-se na primeira banda, dos 500 nm, e a do
catido e da base quinoidal sobrepdem-se na segunda, aos 560 nm. Isto implica que a vari¢do
aos 500 nm ndo sera tdo directa como se via para a chalcona nos espectros de absor¢ao, e
geralmente devera ser menor \isto que ao mesmo tempo que uma espécie contribui para
aumento de emissdo, a outra contribuird para uma diminuicdo. Os espectros do processo de
recuperacdo seguem-se ilustrados na figura 17:
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Figura 3.7 - Espectros de fluorescéncia darecuperagdo do 4°,7-diOH. A solugéo usadacontém 3,3E-5M
do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampéo cacodilato 0,1M. O pH da
solucdo (medido no fim) é de 4,64. Estes espectros sdo apenas 0s do processo de recuperacao da solucdo
do estado fotoestaccionario de volta ao equilibrio.

Durante a recuperagdo, nota-se um aumento de emissao perto dos 500 nm, correspondentes &

chalcona. No entanto, perto dos 560 nm, correspondendo ao catido, \erifica-se também
aumento de emissdo antes de comecar a diminuir.

Na figura 3.8 pode-se observar a variagdo de intensidade de emissé&o aos 503 e 563 nm ao
longo da experiencia de irradiacdo e do processo de recuperagdo da solugdo, que ilustra mais
claramente os detalhes explicados previamente.

8.00E+06
7.00E+06
6.00E+06
5.00E+06
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3.00E+06 — @
—®— 503 nm

2.00E+06
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0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
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Figura 3.8 - Varia¢do de intensidade de fluorescéncia da solugdo do4’,7-diOH durante a irradiacdo a 503
e 563 nm. Os comprimentos de ondailustrados correspondemaos picos das bandas de emissdo de
chalcona/catido (503 nm) e de catido/base quinoidal (563 e 603 nm). A linha vertical indica o fim da
irradiacdo e inicio de recuperacéo (depois de 17 minutos de irradiacao).
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3.2.2. Estudo do flavilio em agua com ct-DNA

ApOs o estudo do flavilio foi feita a titulagdo duma solugdo de composicdo idéntica a anterior
com a adicdo de ct-DNA. A solucado de ct-DNA titulado tinha concentracdo de 3,2E-4 M. Foram
adicionados ligeiramente mais do que 100 uL dessa solugdo a um wlume final de 1 mL para
gque a mistura final tivesse uma concentracdo de 3,2E-5 M de ct-DNA. A figura 3.9 ilustra a
variacdo de absorvancia da solugcéo durante essa titulagao:

0.5

e O pL
0.45 — 1,69 uL
04 465 nm 487 nm 3,38 uL

0.35

6,76 pL
\‘\j/ — 13,52 L
0.3 — 27,04 uL
2 095 — 40,56 L
< —— 50,56 pL
0.2 l —— 60,56 pL
0.15 —67,32uL
— 74,08 pL

0.1 —— 84,08 pL
0.05 100,98 ulL

250 300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 3.9 - Espectros de absorgdo da titulagdo do 4°,7-diOH com ct-DNA. O pH da solugédo antes de
iniciar a titulacéo é de 4,56, e de 5,14 depois de acabar. A solucdo usadacontém 3,3E-5M do flavilio
diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampé&o cacodilato 0,1M num volume final de 1 mL,
e ainda 100 pL de ct-DNA 3,2E-5M.

O grafico mostra que a adicdo de ct-DNA cria um ambiente favoravel a formacgéo da forma
catibnica do flavilio. Pode-se ver que a absorvancia da chalcona diminui com um aumento
simultdneo da absor¢c&o do catido. Isto verifica-se até & adicdo de um total de 13,52 uL de ct-
DNA,; a partir deste ponto, adigdes subsequentes causam um desvio batocrémico do maximo
de absor¢do da banda e alargamento da mesma.

A figura 3.10 ilustra as alteracdes do espectro de emisséo ao longo da titulagcao:
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Figura 3.10 - Varia¢do de intensidade de fluorescéncia do 4°,7-diOH conforme é adicionado ct-DNA. O
pH da solucdo antes de iniciar a titulacdo é de 4,56, e de 5,14 depois de acabar. A solu¢do usada contém
3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampéo cacodilato 0,1M num
volume final de 1 mL, e ainda 100 pL de ct-DNA 3,2E-5M.

A adicdo de ct-DNA causa uma reducdo da intensidade de emisséo da solu¢do ao longo de
todo o seu espectro, sendo este efeito mais pronunciado na zona do catido onde a chalcona
nap emite (perto dos 560 nm).

Na figura 3.11 pode-se ver este efeito mais claramente:
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Figura 3.11 - Variacdo de intensidade de fluorescéncia de chalcona/catido (503 nm) e de catido/base
quinoidal (562 nm) durante a titulacdo com ct-DNA. O pH da solu¢do antes de iniciar a titulacéo é de
4,56, e de 5,14 depois de acabar. A solugdo usadacontém 3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de
NaOH 0,1M, HCl 0,1M e tampdo cacodilato 0,1M num volume final de 1 mL, e ainda 100 pL de ct-DNA

3,2E-5M. (diOH:ct-DNA=1:1).
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Tal como previamente dito, ocorre diminuicdo da intensidade de emissdo de ambas as bandas

de emisséo, e nota-se mais essa diminuicdo para a banda de 562 nm, visto que a wlta dos 500
nm ocorre uma diminuicdo porque a chalcona diminui mas o catifio aumenta simultaneamente.

Apés a titulagéo foi feita a irradiacdo da solucéo contendo o ct-DNA para estudar os seus
espectros tanto de absorgcdo como de emisséo de maneira a analisar as diferencas causadas
pela adicdo do polinucleétido.

A figura 3.12 mostra a avariacdo do espectro de absor¢cao durante o processo de irradiagdo até
ao estado fotoestaccionario:
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Figura 3.12 - Espectros de absor¢do durante a irradiagdo da solugdo do4’,7-diOH contendo 3.2E-5M de
ct-DNA. A solucgdo usadanestas medicOes € a aquela usada natitulacdo, tendo pH final de 5,14 e
constituicdo igual, nomeadamente partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampdo cacodilato 0,1M
num volume final de 1 mL, e ainda 100 puL de ct-DNA 3,2E-5M.

A solucéo contendo ct-DNA comporta-se de maneira semelhante aquela sem nucleétido, na
medida em que a irradiacdo causa a fotoconversdo da chalcona em catido, e apenas estas
duas espécies estdo presentes na solugao, Visto pelo ponto isosbéstico. Tal como se péde ver
nos espectros obtidos durante a titulagédo, a banda de absor¢cdo do catido alargou, em
comparagdo com o espectro pré-titulagdo, o0 maximo de absorcéo foi desviado para wlta os
490 nm e o seu valor maximo no estado fotoestaccionario também foi reduzido, passando de
0,46 para 0,35.

A figura 3.13 demonstra que o comportamento do flavilio também se mantém durante a

recuperacdo. O catido vai-se convertendo de wlta a chalcona-trans, demorando quase 2 horas
€ meia até atingir o equilibrio.

24



250 300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 3.13 - Espectros de absorcdo durante apenas a recuperacdo da solugdo do 4°,7-diOH contendo
3.2E-5M de ct-DNA. A solugdo usadacontém3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH
0,1M, HCI 0,IM e tampao cacodilato 0,1M num volume final de 1 mL, e ainda 100 pL de ct-DNA 3,2E-
5M. O pH, medido no fim da experiéncia, é de 5,14.

A figura 3.14 apresenta os espectros de emissao durante a irradiagdo até ao estado
fotoestaccionario do flavilio, apés adicdo de ct-DNA.
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Figura 3.14 - Espectros de fluorescéncia da solugdo do 4°,7-diOH contendo ct-DNA durante irradiacdo.
Os maximos de emissdo aqui visiveis da chalcona e do catido sdo, respectivamente, perto dos 490 e 560
nm. A solucdo usada contém 3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e
tampdo cacodilato 0,1M num volume final de 1 mL, e ainda 100 pL de ct-DNA 3,2E-5M (diOH:ct-
DNA=~1:1). O pH éde5,14.

Vé-se uma alteracdo bastante abrupta imediatamente na primeira medicdo da irradiacdo, com
a emissdo da banda chalcona/catido a cair para quase um quinto e a do catido/base quinoidal a
subir também consideravelmente, se bem que para apenas mais ou menos o dobro, o que

dewe ter sido causado por fendmenos de quenching causados pelo polinucleétido, visto que a
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alteracdo abrupta ocorre imediatamente apds a primeira adicdo de ct-DNA. As variacfes
seguintes progridem mais devagar, com descida contante da emissao da chalcona conforme
ela é conwvertida em catido, que emite cada vez mais, tal como se viu previamente a adicao do
polinucleétido.

O comportamento do flavilio misturado com ct-DNA durante a recupera¢do nao varia muito
daquilo observado nas medi¢des anteriores, como se pode ver na figura 3.15:
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Figura 3.15 - Espectros de fluorescéncia da solugdo do 4°,7-diOH contendo ct-DNA durante recuperagao.
A solucdo usada contém 3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e
tampdo cacodilato 0,1M num volume final de 1 mL, ¢ ainda 100 uL de ct-DNA 3,2E-5M, a um pHde
5,14 (diOH:ct-DNA=1:1).

Tal como acontecia com a solugdo sem ct-DNA adicionado, o flavilio em forma cationica
retorna a forma chalcona-trans quando deixado a equilibrar no escuro, com reducéo de
emissao do catido e aumento da chalcona.

Os resultados, tanto de absor¢cdo como de emiss&o, mostram que o comportamento geral do
flavilio n&o é alterado pela adicdo do ct-DNA. A irradiagdo leva a conversdo da chalcona-trans
em catido como normal, e ele regressa a chalcona numa escala de tempo semelhante. Verifica-
se, no entanto, o desvio batocrémico e alargamento da banda de absor¢do do catido causado

pela adicdo do ct-DNA, com reducdo do maximo de absorvancia da mesma, bem como
reducdo da intensidade de emisséo de ambas as formas.

Apés a irradiacdo do flavilio com ct-DNA foi medida a sua anisotropia de fluorescéncia no
estado fotoestaccionéario, usando uma cuvette com uma solugéo igual aquela previamente
usada, com 3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tamp&o
cacodilato 0,1M num wolume final de 1 mL, e ainda 100 pL de ct-DNA 3,2E-5M. Foram também
medidas as anisotropias para o flavilio sozinho em agua, a pHs 2,18 e 6,8. Para tal foram feitos
saltos de pH de modo a poder-se medir a fluorescéncia imediatamente antes que haja tempo
para o flavilio comecar a equilibrar.

Os resultados podem ser Vistos em seguida, na figura 3.16:
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Figura 3.16 - Espectros de anisotropia do catido e base quinoidal do flavilio, e flavilio apés adicdo de ct-
DNA. As anisotropias ilustradas sdo de solu¢des contémo 4°,7-diOH em cacodilato a pHs 2,18 ¢ 6,8
(tirados imediatamente apds um salto de pH) e solucdes a3 pHs diferentes contendo ct-DNA. Os pHs de
cada solucéo de flavilio com ct-DNA podem ser vistos na figura.

As 3 medic¢6es indicam que a adicdo do ct-DNA a solugcdo causa uma reducdo de anisotropia
do catido.

Os espectros obtidos destas medi¢cGes usando tampéo cacodilato mostram resultados iguais
aos obtidos com os tampdes anteriores, fosfato e acetato. Mas, ja destas primeiras medi¢cbes
tinha surgido a divida sobre se a banda alargada de absor¢c&o na zona do catido era mesmo
devido a uma interac¢éo entre o ct-DNA e o catido ou se seria com a base quinoidal, visto que
0 seu maximo de absor¢cdo esta sobreposto com parte da banda do catigo.

Para tal, foram comparados os espectros normalizados do catido, da base quinoidal e do

flavilio ao pH em estudo, com e sem ct-DNA. A normaliza¢éo foi feita para o maximo de
absorcdo na zona do catido/base quinoidal. Pode-se ver a comparagéo na figura 3.17:
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Figura 3.17 - Espectros normalizados do 4°,7-diOH a pHs 2,27, 5,64 e em dguacom e sem ct-DNA a pH
rondando 4,5. Os espectros estdo normalizados cada um para o seu maximo de absorcdo da zona
flavilio/base quinoidal. As solugdes contém 1E-5M de 4°-7-dihidroxiflavilio diluido em partes iguais de
tampdo acetato, HCI e NaOH todosa 0.1 M, num volume total de 1 mL.. Os espectros do flavilio em 4gua
com tampéo acetato, tanto com e sem ct-DNA, ilustram o estado fotoestaccionario da solucéo. Os
espectros apH mais acido e basico foram obtidos fazendo saltos de pH como os descritos previamente.

Tal como nos espectros mostrados previamente, antes da adicdo de ct-DNA, o catido é a
espécie dominante apds irradiacdo, e existe um “ombro” na sua banda de absorgéo, talvez
devido a presenca de uma pequena quantidade de base quinoidal. Lembrando que o pKado
composto é de 4,0-4,3, ao pH ilustrado é possivel que essa espécie se forme dada a presenca
de catido devido a irradiacao.

Os espectros da solucdo do flavilio contendo ct-DNA e da solucdo a pH 5,64, que contém
maioritariamente base quinoidal, tém uma forma semelhante. Isto deve-se ao facto da base
quinoidal ter o seu maximo de absor¢cdo a wlta dos 490 nm, bastante perto do valor maximo do
catido quando este se encontra numa solugcdo contendo ct-DNA, o que pode dar a ideia que
estd a haver formagé@o da base. No entanto, é de lembrar que a base é formada a partir do
catido e na experiéncia de titulagcdo péde-se ver claramente primeiro o aparecimento dessa
espécie antes da banda de absor¢do comecar a desviar para comprimentos de onda maiores,
0 que retira a davida.

O mesmo tipo de analise foi feito para a banda da chalcona para ter a certeza de que nao
ocorrem interacgdes entre ela e o ct-DNA.
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Figura 3.18 - Espectros normalizados de solugdes 1E-5M de 4’-7-dihidroxiflavilio diluido em tampao
acetato, HCl e NaOH todosa 0.1 M. Os espectros foram normalizados para a zona de absorcdo da
chalcona (300-400 nm). Estéo presentes espectros de solugGes apH 4.29 sem e com 3.3E-6M de ct-DNA,
estando estas emequilibrio.

A zona do espectro correspondente a absor¢do da chalcona ndo sofre desvios de comprimento
de onda e mantém uma forma semelhante, mesmo depois de se adicionar o ct-DNA. Sendo
assim, podem-se excluir interac¢Bes entre 0 DNA e a chalcona.

3.2.3. Medi¢cBes com pApU

As experiéncias descritas previamente foram repetidas, desta vez com uso do polinucleétido
pApU. Primeiramente foi feita uma medi¢cao do espectro de absorcéo do flavilio em &gua, que
se pode ver na figura 3.19:
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Figura 3.19 - Espectros de absorgdo durante a irradiagdo da solugdo do 4’,7-diOH até atingir o estado
fotoestaccionario, antes daadicdo de pApU. O pH da solu¢do medido noinicio da experiéncia é de 4,66.
A solucdo usadacontém 3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e
tampéo cacodilato 0,1M num volume final de 1 mL.
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O espectro é semelhante aquele obtido anteriormente, mas a banda do catido alargou e o seu
maximo de absorcao foi desviado para os 475 nm. O ponto isosbéstico ainda esta presente e
bem definido, portanto ndo devem estar presente mais espécies para além da chalcona-trans e
catido apesar das mudancgas observadas. Na figura 3.20 pode-se ver o processo de
recuperacdo até ao equilibrio:
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Figura 3.20 - Espectros de absorcdo dasolucdo do 4°,7-diOH durante o processo de recuperacao. A

solucdo usadacontém 3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampéao
cacodilato 0,AM num volume final de 1 mL.

A recuperacdo da solucao decorre como normal, tendo ela revertido para o equilibrio apos
pouco mais de 2 horas. Os maximos de absorvancia atingidos pela chalcona e pelo catido sédo
semelhantes aqueles atingidos na experiéncia idéntica feita antes da titulagdo com ct-DNA.

Na figura 3.21 estdo mostrados os dados de emissao de fluorescéncia da mesma solugéo
durante a sua irradiagao:
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Figura 3.21 - Espectros de fluorescéncia durante a irradiagdo do 4°,7-diOH antes daadicéo do pApU. A
solucdo usadacontém 3,3E-56M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampao
cacodilato 0,AM num volume final de 1 mL.

Nota-se imediatamente que os valores medidos s&o quase uma ordem de grandeza menores
gue os da experiéncia prévia. Apesar disto, a forma e comportamento do espectro ao longo do
processo de irradiacdo sdo os mesmos que ja tinham sido vistos antes. A emisséo
chalcona/catido, aos 500 nm, vai diminuindo, e do catido/base quinoidal, acs 560 nm, aumenta
em simultaneo.

Em seguida, na figura 3.22, podem-se ver o0s espectros durante a recuperagao:
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Figura 3.22 - Espectros de fluorescéncia durante a recuperagido do 4°,7-diOH antes daadigcdo do pApU. A
solucdo usada contém 3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampédo
cacodilato 0,AM num volume final de 1 mL.

31



A solugédo de 4',7-diOH preparada para as experiéncias com pApU comporta-se

semelhantemente aquela previamente usada para o ct-DNA, sendo a diferenca em intensidade
de emisséo a Unica diferenga significativa encontrada.

Seguiu-se a titulagdo com pApU, cujos resultados podem ser vistos na figura 3.23:
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Figura 3.23 - Espectros de absorcdo datitulacdo da solugdo de 4°,7-diOH com pApU. A solucéo usada, tal
como nas experiéncias anteriores, contém 3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M,
HCI 0,1M e tampéo cacodilato 0,1M num volume final de 1 mL . A estamistura foram titulados 100,98
pL de uma solucéo pApU 3.2E-4M em 4gua. O pH destasolugdo, medido depois da titulacéo, é de 4,62.

Tal como na titulagéo com ct-DNA, a adi¢cdo do polinucleétido estabiliza a formagéo da forma
cationica, visivel pela diminuicdo de absorvancia da chalcona, a 375 nm, e pelo aumento a 478
nm, correspondendo ao catido. Vé-se também o desvio do maximo de absorcdo do catido,
passando dos 478 para os 494 nm.

Estas alteracBes sdo maiores nas primeiras adicGes, e depois seguem um ritmo constante,
exceptuando-se a medi¢do quando a solu¢éo contém um total de 60,56 pL. Esse espectro
mostra um aumento de absonéncia da chalcona e diminuigdo do flavilio, mas os seguintes
espectros retornam a tendéncia.
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Na figura 3.24 podem-se ver melhor estas variagcoes:
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Figura 3.24 - Variagdo de absorvanciaa 375, 478 e 494 nm durante a titulagdo do 4°,7-diOH com pApU.
Os 3 comprimentos de ondailustrados correspondemaos picos de absorgéo, respectivamente, da
chalcona-trans, catido no inicio, e no final da titulagéo.

Na figura 3.25 podem-se ver os espectros de emisséo durante a titulagao:
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Figura 3.25 - Espectros de fluorescéncia da titulagdo da solugdo de 4°,7-diOH com pApU. A solugéo
usadacontém 3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampédo
cacodilato 0,IM num volume final de 1 mL. A estamistura foram titulados 100,98 uL de uma solugdo
pApU 3.2E-4M em agua. O pH destasolucdo, medido depois da titulagdo, é de 4,62.

Devido ao facto das variac8es de intensidade serem muito pequenas, é dificil distinguir o que
se esta a passar ao certo. A figura 3.26 demonstra as alteragGes mais claramente:
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Figura 3.26 - Variagdo de intensidade de fluorescéncia da mistura do 4’,7-diOH com pApU conforme se
adiciona o nucledtido. A curva dos 500 nm corresponde a chalcona com alguma contribuicdo de catido, e
a dos 560 ao catido e base quinoidal.

A primeira adicdo de pApU causa um ligeiro aumento da emissé@o da banda chalcona/catido e
diminuic&o do catido/base quinoidal. A segunda e terceira causam o oposto e as seguintes
guase ndo alteram a emiss@o de ambas as espécies. A adicdo que leva a um wlume total de
50,56 pL da solu¢do de pApU adicionados causa uma subida da emisséo da chalcona e um
ligeiro decréscimo para o catido. Depois desta, com as subsequentes adi¢des, v&-se
diminuic&o e estabilizacdo da emisséo da chalcona e um aumento progressivo da emissao do

catido. O resultado final da titulacdo € que tanto uma espécie como a outra veem um ligeiro
aumento de intensidade de emissao comparativamente a inicial.

Em seguida, na figura 3.27, podem-se ver os espectros de absor¢do obtidos durante a
irradiacdo da solucdo depois de adicionar pApU:
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Figura 3.27 - Espectros de de absor¢do durante a irradiagdo da solugdo do 4°,7-diOH apds adi¢do de 100
uL de pApU. A solucdo usada contém 3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI
0,1M e tamp@o cacodilato 0,IM num volume final de 1 mL, a qual fora adicionados 100 pL de pApU
3,2E-4 M dissolvido em dgua (diOH:pApU=1:1).
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Tal como com o ct-DNA, o comportamento do flavilio mantém-se constante. O méaximo de
absorcdo da chalcona, antes de iniciar a irradiagdo, quando a solugdo ainda se encontra
equilibrada, é menor do que antes da adicdo de pApU, e a absor¢do do catido também é
ligeiramente maior. Isto vem ao encontro daquilo obsernado na titulagdo com pApU, bem como
na com ct-DNA, de que a adi¢do do polinucleétido estabiliza o catido e favorece a sua

formacdo. Pode-se também ver que o ponto isoshéstico da solugéo foi desviado para os 420
nm.

Em seguida, na figura 3.28, podem-se ver o0s espectros tirados durante o processo de
recuperacdo até ao equilibrio:
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Figura 3.28 - Espectros de de absorgdo durante a recuperagdo da solugdo do4’,7-diOH apds adicéo de

100 uL de pApU. A solucdo usadacontém 3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M,
HCI 0,1M e tampao cacodilato 0,IM num volume final de 1 mL, a qual fora adicionados 100 uL de pApU
3,2E-4 M dissolvido em agua. O pH da solucdo medido no fim da experiéncia é de 4,62.

Os resultados mostram que, tal como foi Visto nas experiéncias anteriores, a adicdo de pApU
nao influencia o tempo que a solugdo demora a equilibrar, sendo pouco mais que duas horas
suficiente.

Os espectros de emissao medidos simultaneamente durante a irradiacdo podem ser visto na
figura 3.29:
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Figura 3.29 - Espectros de fluorescéncia durante a irradiagdo da solugdo do 4°,7-diOH ap06s adigdo de 100
uL de pApU. A solucdo usada contém 3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI
0,1M e tampé&o cacodilato 0,1M num volume final de 1 mL, a qual fora adicionados 100 pL de pApU
3,2E-4 M dissolvido em 4gua (diOH:pApU=1:1).. O pH da solugdo medido no fim daexperiéncia é de
4,62.

Como se pode er, as variagBes de intensidade de emisséo ilustram novamente a progressao
ao longo do processo, com diminuigdo aos 500 nm e aumento aos 560 nm, correspondendo,
respectivamente, a chalcona-trans e catido, e ao catido e base quinoidal.

A emiss@o maxima atingida pela chalcona é maior do que aquela antes da adicdo de pApU,
chegando perto das 700 000 unidades vs as 500 000 (fig. 30). A emissdo maxima atingida pelo
catido durante o estado fotoestaccionario ndo mudou, mas aquela enquanto a solugcéo esta
equilibrada subiu ligeiramente, de um minimo de 750 000 unidades para 800 000.

Na figura 3.30 podem-se ver os espectros de emisséo de fluorescéncia durante a recuperagao:
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20m 25m
1.00E+06 31m = 36m
43m = 50m
8.00E+05 = S 60m 7om
’ == = 85m = 105m
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Figura 3.30 - Espectros de fluorescéncia durante a recuperacdo dasolucdo do4’,7-diOH apds adigdo de
100 puL de pApU. A solugdo usada contém 3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais de NaOH 0,1M,
HCI 0,1M e tampao cacodilato 0,1M num volume final de 1 mL, a qual foram adicionados 100 pL de
pApU 3,2E-4 M dissolvido em dgua. O pH da solucdo medido no fim da experiéncia é de 4,62.
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Mesmo depois de se terminar a irradiagdo da solugdo a intensidade de emissé&o ao longo de
todo o espectro parece aumentar durante ainda meia hora. A partir deste ponto, as variagdes
comecam a assemelhar-se mais ao comportamento tipico do flavilio, com descida da emisséo
do catido e aumento da chalcona. A figura 3.31 ilustra isto mais claramente:
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8.00E+05
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1 (A.U.)

4.00E+05
—®— 500 nm

2.00E+05 —®— 560 nm

0.00E+00
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Figura 3.31 - Variacéo de intensidade de fluorescéncia durante a irradiacdo e recuperagdo da solugio 4’,7-
diOH contendo 100 pL de pApU 3,2E-5 M. Os comprimentos de ondailustrados correspondem aos picos
de emissdo conjunta da chalcona-trans e do catido, a 500 e a 560 nm, a emissdo conjuntado catido e da
base quinoidal. A linha vertical marca o fim da irradiagdo da amostra e inicio da recuperagdo (a 11
minutos).

Finalmente, foram feitas medi¢des de anisotropia de fluorescéncia com o flavilio e pApU:

0.4
catido (pH=2.18)
035 base (pH=6.8)
0.3 = pApU 28/03/2017 (5.13)
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Figura 3.32 - Espectros de anisotropia para solucdes de flavilio em cacodilato a pHs 2,18 e 6,8 e solugdes
a 3 pHs diferentes contendo pApU. A solugdo usadacontém 3,3E-5M do flavilio diluido em partes iguais
de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampé&o cacodilato 0,1IM num volume final de 1 mL, a qual foram
adicionados 100 puL de pApU 3,2E-4 M dissolvido em agua
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Duas das trés medi¢cbes de anisotropia com pApU revelam resultados semelhantes aqueles
com cacodilato, com excepcdo de uma onde parece ter havido um aumento de anisotropia. Se
se excluir a medicao de flavilio com pApU cuja anisotropia aumentou, o efeito do pApU é o
mesmo que o do ct-DNA.

Conclui-se que o 4',7-diOH, apés adicdo de pApU, mostra comportamento semelhante aquele
apos adicdo de ct-DNA. Tal como com o ct-DNA, a adi¢do do polinucleétido estabiliza o catido
e faworece a sua formagdo. Causa também o alargamento da banda de absor¢do do mesmo, e
desvia 0 maximo da banda para o vermelho, sendo o desvio ligeiramente maior (465 nm -> 490
nm contra 465 -> 487 para o ct-DNA)

Relativamente a emisséo de fluorescéncia, € dificil comparar os dois polinucleétidos pois as
medi¢cdes de fluorescéncia com pApU produziram valores de emissdo uma ordem de grandeza
mais pequenos. No entanto, pode-se ver que o comportamento do flavilio em ambos os casos
é parecido. Ambos experienciam uma redugcdo/aumento de emissao para a chalcona/catido
conforme a solucéo é irradiada, de acordo com a variagdo da concentracdo dessas espécies
causada pela fotoconversdo da primeira na segunda, e depois 0 oposto conforme a solugéo
wolta ao equilibrio. Além disto a variagdo de intensidade de emissao do catido é menor do que
a da chalcona para os dois nucleétidos.

3.2.4. Medi¢des com pGpC

Apbs as experiéncias com pApU, repetiram-se as mesmas com outro polinucleétido, o pGpC.
Na figura 3.33 pode-se ver as variagbes de absorcdo duma solucdo de flavilio conforme sevai
adicionado pGpC:

—o0 L
0.45 373 nm 1,69
,69 uL
o (chalcona)\ 3,38 uL
' 6,76 UL
0.35 490 nm —1352ul
, (catido) ——27,04ul
0.3 \ —— 40,56 pL

—— 50,56 L

A
0.25 1 —— 60,56 plL
—67,32 L
0.2 — 74,08 pL
\ — 84,08 L
0.15 100,98 ulL
0.1 \
0.05
0 Ty
250 300 350

400 450 500 550 600
A (nm)
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Figura 3.33 - Espectros de absor¢do dasolucdo 4’,7-diOH durante a titulagdo de pGpC. O pH da solugéo
medido antes do inicio da experiéncia foi de 4.63. A solu¢do usadacontém 3,3E-5M do 4’.7-diOH diluido
em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampdo cacodilato 0,1M num volume final de 1 mL, a qual
foram adicionados 100 pL de pGpC 3,2E-4 M dissolvido em &gua (diOH:pGpC~1:1).
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Tal como com os restantes polinucleétidos, a adicdo de pGpC causa a conversao de alguma
chalcona-trans em catido. A partir dos 60,56 pL adicionados deixam de haver alteracdes dos
valores de abson@ancia nos maximos da chalcona e do catido (375 e 487 nm,
respectivamente), mas depois da Ultima adic&o, para totalizar os 100,98 plL, existe uma
pequena diminuicdo de absonéancia do catido.

Em seguida podem-se ver os espectros de emissao de fluorescéncia durante a titulagao:

— T 1,69 ulL
7:00E+06 3,38 L 6,76 ul
— 13,52 L —— 27,04 ulL
6.00E+06 — 40,56 puL — 50,56 pL
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— 4.00E+06
-
<
— 3.00E+06
2.00E+06
1.00E+06
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Figura 3.34 - Espectros de fluorescéncia da solugdo 4°,7-diOH durante a titulagdo com pGpC. O pH da
solucdo medido antes do inicio daexperiéncia foi de 4.63. A solugdo usadacontém 3,3E-5M do 4°.7-
diOH diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampdo cacodilato 0,AM num volume final de
1 mL, a qual foram adicionados 100 uL de pGpC 3,2E-4 M dissolvido em agua (diOH:pGpC=1:1).

Antes de qualquer adicdo de pGpC, a intensidade de emissao da banda chalcona/catido é
muito maior que a de catido/base quinoidal, e logo apds a primeira adicdo v8-se uma mudanca
drastica, caindo a emisséo da primeira banda e aumentando a da segunda, tal como aconteceu
com o ct-DNA. Assume-se que isto tenha sido causado também por fendmenos de quenching.

As subsequentes adi¢cOes de pGpC aumentam a emissao do catido e diminuem a da chalcona
até um wolume total de 6,76 UL terem sido adicionados. A partir desse ponto, as variagdes para
ambas as formas do flavilio sdo muito pequenas, pelo que no final da titulacdo houve uma
diminuicdo bastante ligeira da intensidade de fluorescéncia delas. A figura 3.35 ilustra isto mais
claramente:
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Figura 3.35 - Varia¢do de intensidade de fluorescéncia da solugéo conforme se adiciona pGpC. Os 504 e
562 nm correspondem a chalcona e ao catido, respectivamente.O pH da solucdo medido antes do inicio da
experiéncia foi de 4.63. A solucdo usadacontém 3,3E-5M do 4°.7-diOH diluido em partes iguais de
NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampdo cacodilato 0,1IM num volume final de 1 mL, & qual foram adicionados
um total de 100 pL de pGpC 3,2E-4 M dissolvido em agua.

Os espectros de absor¢éo durante a irradiacdo do flavilio com pGpC podem ser \vistos na figura
3.36:
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Figura 3.36 - Espectros de absorcdo do processo de irradiacdo da solugao de 4°,7-diOH contendo pGpC.
O pH da solugdo medido antes do inicio da experiéncia foi de 4.63. A solugdo usadacontém3,3E-5M do
4°7-diOH diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampao cacodilato 0,IM num volume

final de 1 mL, a qual foram adicionados 100 pL de pGpC 3,2E-4 M dissolvido em 4gua
(diOH:pGpC=1:1).
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Vé-se 0 mesmo comportamento para este nucleétido como se\via nos prévios: a fotoconverséo
de chalcona-trans em catido procede como normal, a banda de absor¢cdo do catido torna-se
mais larga e o seu maximo desvia para o vermelho. No entanto, com pGpC o0 maximo de
absorcdo que o catido atinge é consideravelmente menor do que com ct-DNA e pApU.
Enquanto na presenca esses dois polinucleétidos o maximo chega quase a 0,390, com pGpC a
absonéancia do catido no estado fotoestaccionario da solu¢cao chega apenas a 0,308.

Seguidamente, na figura 3.37, podem-se ver os espectros do processo de recuperagao:
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Figura 3.37 - Espectros de absorcdo do processo de recuperac¢do da solucdo de 4°,7-diOH contendo pGpC.
O pH da solugdo medido antes do inicio da experiéncia foi de 4.63. A solugdo usadacontém 3,3E-5M do
4’7-diOH diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tamp&o cacodilato 0,AM num volume
final de 1 mL, & qual foram adicionados 100 uL de pGpC 3,2E-4 M dissolvido em agua.

O retorno ao equilibrio procede como com os outros polinucleétidos, demorando pouco mais de
2 horas.
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Em seguida podem-se ver os espectros de emissao de fluorescéncia:

6.00E+06 563 nm (catido Os 10s

e base) \ 30s 60s

—2m —3m

5.00E+06 503 nm (chalcona
e catido)

—7m

4.00E+06

l —— 14m

=)

= 3.00E+06
2.00E+06
1.00E+06
0.00E+00

450 500 550 600 650 700

A (nm)

Figura 3.38 - Espectros de emissdo do processo de irradiagdo do 4°,7-diOH contendo pGpC. O pH da
solucdo medido antes do inicio daexperiéncia foi de 4.63. A solugdo usadacontém 3,3E-5M do 4°.7-

diOH diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tamp&o cacodilato 0,1M num volume final de

1 mL, a qual foram adicionados 100 pL de pGpC 3,2E-4 M dissolvido em agua.

As variagdes espectrais prosseguem da mesma maneira que no caso da absonéancia, havendo

clara diminuigéo da emisséo da chalcona com aumento simultaneo da emisséo do catido. O
maximo de emisséo do catido é menor que aquele alcangado pelo flavilio sozinho em agua e

misturado com ct-DNA. Nesses, 0 catido atinge 7E6 e 6,7E6 unidades em agua e apos adi¢ao

de ct-DNA, respectivamente. Aqui, apds adicdo de pGpC, o maximos atingido é de pouco
menos de 5E6 unidades de intensidade de emisséo. Os espectros obtidos durante a
recuperacdo da solucdo até ao equilibrio (figura 3.39) mostram que a emissédo da chalcona e
do catido wltam aos valores antes da irradiagcdo como normal.
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Figura 3.39 - Espectros de emissdo do processo de recuperagio da solucdo de 4°,7-diOH contendo pGpC.
O pH da solugdo medido antes do inicio da experiéncia foi de 4.63. A solucéo usadacontém 3,3E-5M do
4°.7-diOH diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M e tampéo cacodilato 0,1M num volume
final de 1 mL, a qual foram adicionados 100 pL de pGpC 3,2E-4 M dissolvido em agua.

Os resultados acima descritos podem ser melhor vistos na figura 3.40:
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Figura 3.40 - Variagdo de intensidade de emissdo da solugdo do 4°,7-diOH contendo pGpC durante a
irradiacdo e recuperacdo da mesma , aos comprimentos de onda501 e 562 nm, que correspondem,
respectivamente, a chalconae ao catido. O pH da solu¢do medido antes do inicio da experiéncia foi de
4.63. A solucéousadacontém3,3E-5M do 4’.7-diOH diluido em partes iguais de NaOH 0,1M, HCI 0,1M
e tampdo cacodilato 0,1M num volume final de 1 mL, a qual foram adicionados 100 puL de pGpC 3,2E-4
M dissolvido em agua. A linha vertical marca o fim da irradiacdo dasolucéo.

Finalmente fez-se a medigdo da anisotropia de fluorescéncia duma solugéao contendo o 4’,7-
diOH e pGpC:
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Figura 3.41 - Espectros de anisotropia para solucdes de flavilio em cacodilato a pHs 2,18 e 6,8 e de uma
solucéo contendo flavilio e pGpC.

A medicdo com pGpC mostra reducéo de anisotropia em comparagdo com apenas o catido em
agua, tal como nos nucledtidos anteriores, mas essa reducdo é claramente maior que com os
nucledtidos anteriores.

As experiéncias em pGpC mostram resultados semelhantes aos anteriores no que toca ao
desvio e alargamento da banda de absor¢do do catido. No entanto, a forma da banda do catido
parece ser mais achatada que as obtidas com os outros nucleétidos.

As variagdes de intensidade de fluorescéncia conforme se adiciona pGpC s&o muito pequenas,
exceptuando a primeira adicdo que causa uma queda extremamente abrupta na emisséo da
chalcona e um salto, embora mais ligeiro, na do catido. Isto implica que a presenca deste
polinucleétido em solucao afecta apenas a emisséo do catido quando ele se encontra no
estado excitado.
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4. Discussao dos resultados
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Tabela 4.1 - Resultados resumidos das medi¢c6es de absorcao. Os valores listados indicam, da
esquerda para a direita: pH da solu¢éo no inicio da experiéncia, antes da adicdo de qualquer
nucledtido; pH da solugdo no fim da experiéncia, depois da titulagdo; comprimento de onda
onde a absorgdo da banda do catido € maxima; desvio de comprimento de onda desse maximo
em comparagao com o flavilio em agua sem nenhum nucleétido; valor de absor¢do no maximo
da banda quando a solugédo se encontra equilibrada; valor de absor¢do nesse mesmo méaximo
quando a solucao se encontra no estado fotoestaccionario; diferenca de absorvancia entre estes
dois Ultimos parametros.

Solucéo pHinicial pHtinal Amax (nm) | Ashift (NmM) Absmin Absmax AAbs
H20 4,58 4,64 465 - 0,098 0,466 0,368
ct-DNA 4,56 5,18 487 +22 0,102 0,388 0,286
pApU 4,66 4,62 490 +25 0,117 0,385 0,268
pGpC 4,63 5,33 490 +25 0,073 0,309 0,236

Os resultados obtidos das medi¢cfes de absorgcdo mostram que a adicdo de qualquer um dos
nucleétidos causa um desvio no maximo de absorcao do catido, o que indica que estes
compostos favorecem a sua formagédo. Também se V& que, comparado com o flavilio sozinho
em agua, a absorcao ao longo de todo o espectro é reduzida ligeiramente nos casos do pApU
e pGpC. Isto pode-se ver em baixo, na figura 4.1:

0.5
0.45
0.4
0.35
0.3 Agua (pH=4,58)
§0.25 ct-DNA (pH=5,18)
0.2 pApU (pH=4,62)
0.15 pGpC (pH=5,33)
0.1
0.05
0
300 350 400 450 500 550 600

A (nm)

Figura 4.1 - Espectros de absorcdo das varias solucdes de flavilio em dguasem mais nadae com os varios
polinucleétidos adicionados, no equilibrio. Os espectros foram tirados depois da adigdo dos 100,98 pL do
polinucleétido respectivo.

Note-se que as diferencas de pH também podem contribuir para o desvio da banda e variagcGes

de absonéncia, devido ao efeito no equilibrio que o pH tem. Apesar disso, 0s desvios
obsenados séo bastante semelhantes.

A presenca dos nucleétidos causa também uma reducdo no maximo de absorvancia que a
banda atinge no estado excitado. Veja-se a figura 4.2:
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Figura 4.2 - Espectros de absorcao das varias solucfes de flavilio em aguasem mais nadae com os varios
polinucleétidos adicionados, no estado fotoestacciondrio. Os espectros foram tirados depois da adi¢do dos
100,98 uL do polinucledtido respectivo.

Pode-se ver logo que o pGpC é o polinucleétido que mais reduz o maximo de absor¢édo do
catido, enquanto as bandas do ct-DNA e o pApU sdo semelhantes, mesmo tendo em conta as
diferencas de pH. Repare-se também que as diferencas de absorvancia ao longo do espectro
entre as solucBes contendo polinucleétidos e aquela apenas com o flavilio sdo maiores do que
as dos espectros das solu¢fes equilibradas. Ainda, todos os espectros com adi¢do de
nucledtidos evidenciam um desvio do ponto isosbéstico, visivel se sobrepusermos estes
conjuntos de espectros em cima ilustrados. Pode-se ver isto na figura 4.3:

0.5 —— Agua (pH=4,58)
0.45 ct-DNA (pH=5,18)
0.4 pApU (pH=4,62)

0.35
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é 0.25 ct-DNA (pH=5,18) (i)

0.2 —— pApU (pH=4,62) (i)

0.15 — pGpC (pH=5,33) (i)
0.1
0.05
0
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A (nm)

Figura 4.3 - Sobreposicdo dos espectros de absorvancia das varias solugdes no equilibrio e no estado
fotoestaccionério (i), apds adigdo dos polinucledtidos. .

47



Pode-se ver que o ponto onde os espectros das solu¢des equilibradas se cruzam com o0s
espectros das solucfes fotoestaccionarias, para aquelas misturas contendo polinucledtidos, se
desvia ligeiramente para o vermelho relativamente ao ponto isosbéstico do flavilio em agua.

Estas informagfes vao ao encontro dos trabalhos previamente feitos no Grupo de Fotoquimica
e Quimica Supramolecular com outros flavilios, onde também se observaram desvios
batocrémicos na banda de absor¢cdo do catido e reducédo do valor maximo de absorgao
alcancado.

Relativamente aos dados de emissao e fluorescéncia, os resultados obtidos podem ser vistos,
em resumo, na tabela 4.2:

Tabela 4.2 - Resultados resumidos das medig6es de fluorescéncia. Os racios entre as
intensidades de catido e base conjugada (chalcona-trans) correspondem a solucdo em equilibrio

(inicial) e no estado fotoestaccionario (final).

Solucéo pHinicial pHfinal Ian*/Ice (inicial) IaH*/Ice (final)
H20 4,58 4,64 2,23 2,93
ct-DNA 4,56 5,18 1,24 2,80
pA-pU 4,66 4,62 1,21 2,79
pG-pC 4,63 5,33 1,20 3,28

Em todos os casos observa-se um aumento do racio entre a emissdo do catido e da chalcona,
devido a conwersdo causada pela irradiag@o. As figuras 4.4 e 4.5 ilustram isto claramente:

7.00E+06

Agua (pH=4,58)
6.00E+06 ct-DNA (pH=5,18)
5.00E+06 pApU (pH=4,62)

— 4.00E+06 PGPC (pH=5,33)
=2
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1.00E+06
0.00E+00
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Figura 4.4 - Espectros de emissdo de fluorescéncia das varias solucées de flavilio com e sem
polinucleétidos, no equilibrio. Estes espectros foram tirados depois da adigdo dos 100,98 uL de cada
polinucleétido.

Os resultados das medicGes de fluorescéncia indicam que a adicdo de polinucleétidos reduz a
intensidade de emisséo do 4’,7-diOH na banda do catido/base quinoidal, independentemente
do polinucledtido. Na banda da chalcona/catido também se observa um valor um pouco maior
nos casos do ct-DNA e do pGpC, possivelmente devido a contribuicdo do catido para esta
banda.
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Figura 4.5 - Espectros de emisséo de fluorescéncia das vérias solucdes de flavilio com e sem
polinucleétidos, no estado fotoestaccionario. Estes espectros foram tirados depois da adi¢do dos 100,98
pL de cada polinucleotido.

Apés a irradiacdo das solugdes v8-se um grande aumento da emissédo do catido acompanhado

duma reducédo de emisséo da chalcona, que demonstra a grande alteragdo do racio das
intensidades destas duas espécies.

No entanto, a irradiacdo das solugdes leva a um aumento da emisséo do catido de modo que o
racio de emissao das duas espécies no estado fotoestaccionario nao varia muito daquele do
flavilio apenas em &gua.

Finalmente, temos na tabela 4.3 os resultados resumidos das medi¢des de anisotropia de
fluorescéncia:

Tabela 4.3 - Valores de anisotropia medidos para o catido flavilio em solugbes contendo os
diferentes nucle6tidos

Experiéncia Anisotropia do catido média
H20 0,25
Ct-DNA 0,173
PApU 0.226 (0,16%)
pGpC 0,10

*Média obtida excluindo o valor mais alto de 0,36, que se desviou muito dos restantes
resultados obtidos

Todas as medi¢des de anisotropia, exceptuando uma com pApU, mostram que a adicéo de

nucledtidos causa uma redugdo desse parametro, em comparacao com o catido sozinho em
agua.

Diminuicbes de anisotropia podem ser devidas a diminuicdo do tempo de correlagéo rotacional
ou aumentos de tempo de vida da espécie (ou uma mistura dos dois fenémenos, dependo da
influéncia de cada um). Dado que se a fotointercalacdo do flavilio para dentro dos
polinucleétidos levaria a um aumento do tempo de correlacdo rotacional, dos dados obtidos
pode-se concluir que dewera ter havido um aumento do tempo de vida do catido no estado
excitado.
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Como foi demonstrado, no pH estudado, este flavilio encontra-se maioritariamente na forma
chalcona-trans, e conseguiu-se provar que realmente ndo existe interac¢cao dele com os
polinucleétidos e pode ser facilmente feita a sua conversdo na forma catidnica por irradiacdo
com luz, devido a sua natureza fotocromica.

Pbode-se ver que realmente o catido € estabilizado pela presenca dos polinucleétidos, dada o
aumento de abson@ncia observado no méaximo do catido conforme os nucleétidos séo
adicionados. Este aumento diz-nos que a presenca dos polinucleétidos parece criar um
ambiente mais favoravel a formacédo do catido. Acompanhando esse aumento Viu-se também
desvio do maximo para o vermelho, demonstrando a interac¢do ocorrente entre o catido e os
nucleodtidos.

Do mesmo modo, pode-se também ver que ndo existe alteracdo da banda da chalcona
aquando dessas titulagdes, confirmando que a interaccdo é especifica com a forma catiénica.

O espectro de fluorescéncia do 4’,7-diOH também é afectado pela adicdo dos polinucleétidos.
Regra geral, a intensidade de fluorescéncia da forma cationica diminui para todas as
combinac¢des de flavilio e polinucle6tido estudadas.

Finalmente, a adicdo de polinucleétidos causa uma diminuicdo na anisotropia medida para a
forma catiénica do flavilio. Isto pode ser causado por duas razdes, o aumento do tempo de vida
do catido no estado excitado, ou uma diminuicdo da liberdade de movimento do catido. Dado
gue se verificou que o catido interage com os acidos nucleicos, é razoavel concluir que a
intercalagdo do flavilio nos polinucledtidos tenha causado uma reducdo na liberdade de
movimento do catido.

Vistas as distintas alteragdes nos espectros tanto de absorcdo como de emisséo de
fluorescéncia, bem como de anisotropia, quando o flavilio interage com os polinucleétidos, ele
pode ser considerado uma sonda para a detec¢édo desses polimeros.

Como mesmo depois de intercalar nesses polinucleétidos o flavilio retorna de catido a chalcona
guando nao esta exposto a luz, ele pode ser considerado um switch molecular reversivel. Dada
a facilidade com que esta intercalacao reversivel pode ser activada, levanta-se a possibilidade
do uso desta molécula como modulador de actividade de polinucleétidos. O efeito desta
interaccdo nos espectros do flavilio € consideravelmente diferente quando ele interage com
pApU ou com pGpC. Isto mostra que este flavilio podera ter capacidade para permitir distinguir
zonas do DNA ou RNA mais ricas nestas bases em particular.

De futuro, sera necesséario determinar as constantes do processo cinético de intercalacdo do
catido excitado para dentro dos polinucleétidos, bem como determinar como variam essas
constantes com a composicéo de bases dos polinucledtidos. Sera também importante estudar
a capacidade de uptake que células vivas tém para este composto, bem como a toxicidade do
flavilio, de modo a saber se é vidvel o seu uso in vivo.
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