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RESUMO

Esta dissertacdo desenvolve os tdpicos de sintese organica, catalise heterogénea,
fotofisica/fotoquimica organica e quimica supramolecular. Inicialmente, compostos contendo
o nucleo 1,4-dihidropiridina foram sintetizados através de reagao multicomponente de Hantzsch
com a utilizagdo de y-Fe>O3 como catalisador superparamagnético. Os compostos sintetizados
foram caracterizados pelas técnicas espectroscopicas de RMN de 'H e *C, IV, UV-Vis,
fluorescéncia e por CG-EM. Os equilibrios de protonagdo dos compostos HEH (2,6-dimetil-
3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidropiridina) e Nife (2,6-dimetil-3,5-dimetéxicarbonil-4-(2-
nitro)fenil-1,4-dihidropiridina) foram determinados via titulagdo espectrofotométrica em meio
H>O/ACN 80:20 (v/v) com tampdo BIS-TRIS 0,01 mol L. A foto-oxidacio dos compostos
HEH e Nife foi investigada por UV-Vis, com o monitoramento simultaneo a irradiagdo de LED
azul (457 nm) sobre a amostra. Através deste sistema de monitoramento, efeitos do meio foram
avaliados para a reacdo de fotodegradag¢do, como solvente, pH e efeito isotopico de deutério.
Além disso, a capacidade de associagdo dos compostos HEH e Nife com os macrociclos BCDx,
CBJ7] e P[5]A catidnico foi determinada em meio H20O/ACN 90:10 (v/v) com tampao fosfato
0,01 mol L' e pH 7. Os parametros de associagdo dos complexos foram determinados por meio
de titulagdo por UV-Vis, com valores correspondentes a formacdo de complexos 2:1
receptor/substrato para os 3 macrociclos estudados. A formacdo do complexo HEH=2CB[7]
pode ser evidenciada por espectroscopia de fluorescéncia, com o incremento da intensidade de
emissio do HEH. Ademais, resultados de complexacdo sugerem a presenga de efeito
competitivo do tampao BIS-TRIS com HEH e Nife para complexagdo com CB[7]. Por fim, os
complexos de inclusdo foram estudados frente a fotoestabilizagao das dihidropiridinas via UV-
Vis e fluorescéncia com a irradiacao do LED azul. Nao foi observada fotoestabilizacao de Nife
com CB[7] e BCDx. Além disso, foi constatado por fluorescéncia que o HEH no estado
excitado pode ser liberado da cavidade do CB[7], com aumento da oxidagdo do mesmo.

Palavras-chave: 1,4-dihidropiridinas. Foto-oxidac¢ao. Cucurbit[7]uril.



ABSTRACT

This work describes topics of organic synthesis, heterogeneous catalysis,
photophysics/photochemistry and supramolecular chemistry. Initially, compounds with the 1,4-
dihydropyridine core were synthesized by the Hantzsch multicomponent reaction applying the
superparamagnectic catalyst y-Fe>Os. The compounds synthesized, were characterized by
several spectroscopic techniques 'H and *C NMR, IR, UV-Vis, fluorescence and by GC-MS.
The protonation equilibrium for HEH  (diethyl 1,4-dihydro-2,6-dimethyl-3,5-
pyridinedicarboxylate) and  Nife  (3,5-dimethyl-2,6-dimethyl-4-(2-nitrophenyl)-1,4-
dihydropyridine-3,5-dicarboxylate) was obtained via spectrophotometric titration in H O/ACN
80:20 (v/v) with BIS-TRIS 0,01 mol L'! buffer. The photooxidation behavior for HEH and Nife
was investigated via UV-Vis, with real-time data acquisition and blue LED irradiation (457
nm). Through this monitoring system, parameters as solvent, pH and deuterium isotopic effect
were evaluated for the photodegradation reaction. The association ability of compounds HEH
and Nife with macrocyclic BCDx, CB[7] and cationic P[5]A was determined in H O/ACN 90:10
(v/v) and phosphate buffer (pH 7). The association parameters were obtained through UV-Vis
titration, with values corresponding to a 2:1 host/guest equilibrium for all hosts studied. The
formation of complex HEHc2CBJ7] can be observed by fluorescence spectroscopy, upon HEH
emission intensity increase. Additionally, the obtained results suggest the presence of
competitive effect of BIS-TRIS buffer with HEH and Nife complexation to CB[7]. After all,
the inclusion complexes were studied towards photostabilization of dihydropyridines via UV-
Vis monitoring system and fluorescence with blue LED irradiation. The complexes of Nife with
CBJ7] and BCDx didn’t lead to photostability effect. Also, through fluorescence analysis, the
HEHc2CBJ[ 7] complex might be dissociated in the excited state, and promoting oxidation of
HEH.

Keywords: 1,4-dihydropyridine. Photooxidation. Cucurbit[7]uril.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste topico serdo introduzidos os itens essenciais para a compreensdao do estudo
desenvolvido, onde serdo ilustrados os conceitos basicos de fotofisica e fotoquimica, os
destaques da quimica supramolecular e, principalmente, as propriedades fisicas e reativas das

moléculas alvo: 1,4-dihidropiridinas.

1.1 FOTOFISICA E FOTOQUIMICA DE COMPOSTOS ORGANICOS

Através dos conceitos probabilisticos da mecanica quantica, foi possivel atribuir
tratamentos matematicos para descrever o movimento ondulatério € o comportamento
quantizado da luz. De maneira simplificada, a luz propaga-se como onda eletromagnética e
possui carater de particula (foton) ao interagir com a matéria. A aplicagdo dos conceitos da
mecanica quantica para interpretar as leis fisicas que governam a distribuicdo eletronica de
atomos e moléculas permitiu o entendimento de sua distribui¢cao em superficies orbitais e como
sdo estruturadas as ligacdes quimicas (descritas pela Teoria Molecular Orbital).! Dessa forma,
os orbitais moleculares HOMO e LUMO na regido de valéncia possuem maior relevancia no
estudo de reacdes quimicas e transigdes eletronicas. O orbital molecular preenchido de maior
energia (HOMO) ¢ capaz de atuar como doador de elétrons, enquanto que o orbital molecular
desocupado de menor energia (LUMO) pode atuar como receptor.

O comportamento de moléculas em solucdo na presenca de uma fonte de energia de
carater radiativo € explicado pelos correlacionados principios da fotofisica e fotoquimica. A
fotofisica descreve os processos de transi¢do energética intra ou intermolecular causados pela
interacdo da luz com a matéria, através de uma inicial transferéncia energética de um foton para
os orbitais moleculares das moléculas. A energia do foton absorvida por um composto organico
pode ocasionar a transferéncia de um elétron do orbital HOMO para o orbital LUMO sem
alteragcdo no valor de spin, caracterizando um estado excitado singlete (Sn) em um processo

denominado Absorcao (Figura 1).
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Figura 1. Representag@o do processo fotofisico de absor¢ao de um foron.

Estado Estado
Fundamental S, Excitado S;
A LUMGC LUMO
; ——
Absorcdo
—_—

—H— —1—
_P,.r"";" HOMO HOMO

Fonte: autoral

O sistema mais energético tende a voltar para o estado fundamental, liberando a
energia absorvida por diversos modos de relaxa¢do. As formas de relaxacdo do estado excitado
dependem do arranjo estrutural da molécula, visto que o movimento de vibragdo e rotacao das
ligacdes possui influéncia na dissipacdo energética. Os possiveis caminhos de desativagdo
podem variar entre Radiativos (Fluorescéncia e Fosforescéncia) e Nao-radiativos (Relaxacao
Vibracional, Conversao Interna e Conversao Inter-sistemas), comumente representados atraveés

do Diagrama de Jablonski (Figura 2).

Figura 2. Diagrama de Jablonski para processos fotofisicos.

S, S,: Estado Fundamental

.+ Estado Excitado Singlete 1
' Cl S,: Estado Excitado Singlete 2
% T,: Estado Excitado Triplete 1

[%2]

y oS T A Absorgdo

Cl: Conversao Interna

A RV F RV: Relaxagdo Vibracional

F: Fluorescéncia

So CIS: Conversdo Inter-sistemas
Y P: Fosforescéncia

Fonte: autoral.

Os processos de relaxacdo de forma ndo-radiativa podem envolver dissipacdes

térmicas de energia para o meio reacional de forma intermolecular, através de movimentos
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vibracionais e rotacionais da estrutura. O processo de Conversao Inter-sistemas altera o spin do
elétron excitado e, de forma ndo-radiativa, envolve a transi¢ao do estado excitado singlete (Sy)
ao estado excitado triplete (Tn). Por outro lado, a relaxagao pode transcorrer de forma radiativa,
nos processos de Fluorescéncia e Fosforescéncia. A Fluorescéncia consiste na dissipagao de
energia do estado excitado singlete (Si) ao fundamental (So) com a liberagdo energética de
forma radiativa em um tempo de meia vida proximo a 10~ s. Esta rapida transferéncia eletronica
entre estados energéticos ocorre sem a movimentagdo das ligacdes da molécula, como
destacado pelo Principio de Franck-Condon. Na Fosforescéncia, ocorre a transi¢do de estado
triplete excitado (T1) para o estado fundamental (So) em um tempo de meia vida na ordem de
10 2 10° s. O maior tempo de meia vida para desativacio por Fosforescéncia ¢ resultado da
proibicdo na transferéncia eletronica entre elétrons envolvendo o mesmo valor de spin.? Estas
caracteristicas radiativas podem ser aplicadas em diversos campos da ciéncia, como em
sensores fluorescentes’, terapia fotodindmica?, e OLEDs”.

A distingdo entre fotofisica e fotoquimica ¢ baseada no caminho energético percorrido
até retornar a um estado fundamental. O processo fotoquimico, além de envolver transi¢des
eletronicas entre orbitais moleculares, possui modificacdes estruturais provenientes de uma
reacdo quimica.® Ha casos onde reagdes fotoquimicas sdo desejadas para o funcionamento
adequado de um organismo vivo, como a conversao de d4gua em oxigé€nio gasoso NO Processo
de fotossintese’ ou a isomerizagio do 11-cis retinal na forma ligada a Opsina no mecanismo de
visdo de alguns seres vivos® (Esquema 1a). Contudo, a excitagio de moléculas e suas
modificacdes pode acarretar na formagdo de espécies indesejadas. Por exemplo, a
fotodimerizacdo das bases nitrogenadas do DNA por radiagdo Ultravioleta-B (UV-B),

provocando efeitos citotdxicos e genotoxicos (Esquema 1b).*1°
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Esquema 1. Representagdo da fotoisomerizagao do cromoforo iminio protonado 11-cis retinal
(a) e da fotodimerizagdo do DNA (b).
(a)

H
/(l)\l\ S Ax s s A8 Opsina
Opsina hv ”
1 1-cis‘retinall all-trans retinal
Ligado a Opsina Ligado a Opsina
(b)
Jj/ \ﬁL hv HNJ\J:ELNH
N T A .

Timina
Fonte: Adaptado das Referéncias 8 (com autorizacdo da Springer Nature, Creative Commons
Attribution 4.0 Int. License) e 10 (com autorizagdo da European Society for Photobiology, European

Photochemistry Association e da Royal Society of Chemistry ©).

O caminho reacional percorrido pelo estado excitado dependera da natureza dos
estados eletronicos excitado e fundamental de reagentes, produtos e intermedidrios. Sao
utilizadas as curvas de Morse para representar as superficies de energia potencial, aplicando a
aproximacio de moléculas diatdmicas para estruturas mais complexas (Figura 3).% As possiveis
rotas de uma reacao fotoquimica, apos inicial absorcao para o estado excitado R*, sdo:

e O reagente no estado excitado (R*) pode adquirir uma configuracdo com
energia similar a uma configuracdo mais energética no estado fundamental, a
sobreposi¢do destas fung¢des de onda permite uma conversao interna chamada
“Funil”. A partir deste ponto de convergéncia, a espécie pode retornar ao estado
inicial de reagente (Rota I);

e A partir do Funil, pode atingir o arranjo de um intermediario no estado
fundamental e, ultrapassando a barreira energética, ao produto (Rota II);

e Se houver energia suficiente, a forma¢ao do produto pode ocorrer no estado
excitado (P*), retornando ao estado fundamental com a liberagdo radiativa de

energia (Rota III);
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Figura 3. Superficies de energia potencial para espécies no estado fundamental e excitado e os
possiveis caminhos reacionais.

Rota Il

Estado excitado

Energia Potencial

Estado fundamental

Rota ll

Reagente Intermediario Produto

[

Coordenada da reagao

Fonte: Adaptado da Referéncia 12.

Entre as reagdes fotoquimicas de compostos organicos, maior destaque pertence a
alcenos e compostos carbonilados, tendo em vista a presenca predominante destes grupos em
biomoléculas. Como exemplificado anteriormente no Esquema 1, na presenca de radiagdo
alcenos sdo capazes de isomerizar entre arranjos cis € frans ou reagir entre si. As reagdes entre
olefinas podem promover reacdes de eletrociclizacao, rearranjos sigmatropicos ou reacoes de
cicloadicao. Este comportamento ¢ consequéncia da distribui¢do e geometria do estado excitado
singlete (S1) de uma ligacdo C=C. O estado S; ¢ atingido com a transi¢do n—n*, onde o carater
sp? da ligagdo diminui, a geometria da molécula ¢ alterada com a tor¢io da ligagio C-C e assim,
através da separagdo de cargas (efeito da polarizagdo subita, do inglés sudden polarization
effect), é formado um intermediario zwitterionico.!! A partir da configuragdo com menor grau
de rigidez, hd& uma menor barreira energética para rotacdo da ligagdo, o que favorece a
isomerizagdo caracteristica desta classe (Figura 4a).

Em contrapartida, compostos carbonilados (cetonas e aldeidos) absorvem energia e
formam o estado excitado S; através de transi¢ao n—n* do oxigénio para o carbono. O estado
excitado, diferentemente do fundamental, possui uma distribui¢do eletronica que caracteriza o
carbono como um sitio nucleofilico e o oxigénio como eletrofilico (umpolung, ou inversao do
padrao de reatividade), com geometria preferencial alterada de planar para piramidal (Figura
4b). Portanto, o carater radicalar desta espécie descreve sua reatividade, provocando a geragao

de diversos subprodutos até atingir um equilibrio. Como exemplo, os compostos carbonilados
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sdo capazes de realizar: clivagem de ligacdes o a carbonila, abstracdo de hidrogénio de um
grupo doador, ou reagir com alcenos através de cicloadigdes. Além da formagao de um estado
excitado singleto, os compostos carbonilados com grupos aril sdo capazes de atingir facilmente
o estado Tj, reativos para aplicacdo como fotossensibilizador ou formagao de espécies reativas
de oxigénio (ROS).%!12

Destacam-se nos proximos capitulos as propriedades fotofisicas e fotoquimicas da
classe de compostos dihidropiridinas, as quais apresentam conjugacao eletronica e arranjo
estrutural favoravel para fendmenos radiativos de fluorescéncia. Assim como a capacidade de

transferir hidreto, caracterizando alta reatividade no estado excitado.

Figura 4. Diagramas de energia das espécies formadas no estado excitado de alcenos (a) e

compostos carbonilados (b).

s S1(cis) S1(cis)
0(cis) T, * n*z SO(trans)
(torcido) P
%) o zwitterion
A ng ——f g’\ H\O H (torcido) H,d --é)-“R1
v ~ et N -
I% ¥ O 0 : R1/® YR H\O__ \H R1'0 G‘H
2 o 1/C_ o1 o
(@) & (LUMO) m* RV *+ R (LUMO)
Tomx 90°
hv
3 * *
o [H @ w ]| Psc=en”
NA— A -
c=cC R VR
- - ~ O
H”'c%“‘H R 'R H, <D R
1v 51 T n ‘C;C
RO R R'Y > YH
T T
(HOMO) (HOMO)
T
S1 n,m*
A So n,m* 9 N So
(b) 5 Q0O -0 * Rz“‘C‘}o
S . wCae g2,
2 RZH170 R™0
Ll R 2 ORZ -
0 o
Tk
T* i *
_ * «C-
hv / - R? éz“o]
e R Iiz\ ) n
Dj\@ n (piramidal) © g«
(piramidal) biradical
Rz R? biradical R2)J\R2
n n

Fonte: Adaptado da Referéncia 6, com autorizagao da John Wiley and Sons ©.
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1.2 DEFINICAO E ATUACAO BIOLOGICA DE DIHIDROPIRIDINAS

As dihidropiridinas (DHPs) sdo uma classe de compostos heterociclicos com um
nucleo piridinico nao sendo aromatico. Dentre os possiveis isomeros, as configuragdes 1,2 e
1,4 sdo as mais estaveis, e ao isdmero 1,4 confere-se a maior parte dos trabalhos na literatura. '3
Deste modo, serdo descritas neste e nos proximos capitulos, informagdes acerca das 1,4-DHPs.

O percurso historico destes compostos inicia em 1882 com o primeiro relato sintético
através da reagdo multicomponente de Hantzsch!* (Esquema 2a). Nos anos seguintes foram
exploradas sinteses de diversos derivados das 1,4-DHPs, em vista do inicial interesse bioldgico,
gracas a semelhancga estrutural com o sitio nicotinamida presente na coenzima dinucleotideo de
nicotinamida e adenina (NADH) (Esquema 2b). Tal semelhanca motivou o uso das 1,4-DHPs
como miméticos para a compreensdo do mecanismo de atuacio do NADH com um agente

oxidante.'>1®

Esquema 2. Sintese multicomponente de Hantzsch (a) e estrutura do NADH (b).
(a) (b)

CONH2
R? 3 Q
0 H” 0 0 '
+ — R20 ) OR® | NH,
O [e) H ’ < J
1,4-DHP 0=P-0
(o}

NADH

Fonte: autoral

Os primeiros relatos de aplicacdo farmacoldgica das 1,4-DHPs foram publicados
somente em 1943, onde ¢ observada propriedade analgésica e espasmolitica para o analogo

substituido com quinolina na posi¢io 4 do anel.!’

Décadas depois, Bossert e colaboradores'®

avaliaram a atividade farmacologica de derivados 4-fenil substituidos frente a dilatagao
corondria, ao medir o nivel de saturacdo do oxigénio sanguineo na regido. Foi observada grande
capacidade vasodilatadora para o composto 4-(2-nitro)fenil substituido (Nifedipina),
implementado no mercado alemio alguns anos depois.!” Esse firmaco promoveu o

desenvolvimento impulsionado de antihipertensivos com expressiva relevancia no mercado

mundial, movimentando bilhdes de dodlares. Atualmente busca-se através de modificagdes
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estruturais, o aprimoramento na biodisponibilidade do farmaco frente a possiveis rotas de
inibicdo, incremento na administragdo segura e das propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas.?’ Assim, foram desenvolvidas a segunda e a terceira geracio de derivados,
contornando efeitos adversos como taquicardia e palpitacio (Figura 5).!

Ademais, a atividade farmacologica das 1,4-DHPs esta relacionada com a capacidade
de incorporagdo em canais idnicos e receptores, como Ca’’, K*, Na" e CI', os quais sdo
fundamentais para a regulacdo do organismo humano.?’ De fato, esta diversidade reativa das

1,4-DHPs leva a resultados positivos ndo somente para vasodilatacdo, mas também frente a

22,23 125

acdo antioxidante?>?, anticAncer?*, antileishmanial®’, anticoagulante®®, inibidora da protease do

HIV-1?7, neuroprotetora (p.e. Alzheimer e Parkinson)?, dentre outras. A cardiovasodilatagio
envolve incorporagdo extremamente especifica a sitios proteicos envolvidos no mecanismo de
contragdo muscular cardiaca, denominados Canais de Calcio Tipo-L. Através da interagao com
estes canais, ¢ modulada a migragdo de ions ao meio intracelular, afetando diretamente o

processo de contragdo.?’

Figura 5. Estruturas das principais 1,4-DHPs com atividade farmacologica.

22 geragdo:
Cl N
o
O,N Cl N=
(0] (0] O (0] )\ o}
MeO ] OMe MeO (] OEt (6]
N N N
H H H
Nifedipina Nitrendipina Felodipina Isradipina Nimodipina
32 geragéo:
Q\\ O-N CO,t-But—\®)
cl A\
(0] (0] (0] (0]
MeO ] OEt OMe EtO ] OEt
N~ “CH,O(CH,),NH N
N 20(CH2)oNH, N
Amlodipina Barnidipina Lacidipina Manidipina

Fonte: autoral

O Canal de Calcio Tipo-L apresenta 3 estagios: aberto, em repouso e inativo. Deste
modo, verifica-se que algumas 1,4-DHPs podem contribuir com a estabiliza¢do do estado
inativo da proteina, reduzindo a migragdo de ions ao meio intracelular. Este comportamento
denominado antagonista, ¢ apresentado por Nifedipina e Nimodipina e favorece a vasodilatagdo
e a aplicacdo como antihipertensivo. Curiosamente, ao estudar o andlogo BAY K8644, foi

observada estabilizacdo do estado em repouso do Canal de Célcio, caracterizando acdo inversa
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(agonista) ao ampliar a migragdo de Ca®".3? Portanto, a interacdo dos firmacos aos diferentes
estagios do sitio proteico mostra-se conformacionalmente dependente. Ha indicios de que os
enantidmeros S-(-)-BAY K8644 e R-(+)-BAY K8644 apresentam diferencas no grau de
estabilizacao do estagio inativo, sendo o isomero R preferencial na atividade antagonista e o S

para atividade agonista (Figura 6).>!*

Figura 6. Docking molecular das interagdes da Nifedipina e S-(-)-BAY K&8644 ao estado
inativo do Canal de Calcio Tipo-L (rCavl.1).

\ Tt
!:‘.Mmﬁ 1nos2
1370 F1080 K 55\”}
= ¥ e

N TaIs R T

SBu vea2 }

Fonte: Adaptado da Referéncia 32, com autorizacdo da Elsevier ©.

Investigacdes tedricas e de andlise de raios-X buscaram elucidar: i) as caracteristicas
estruturais do sitio ativo proteico, i1) compreender as interagdes ocorrentes e iii) determinar o
arranjo mais favordvel para que o farmaco apresente uma atividade antagonista. O aspecto
conformacional ¢ de extrema importancia, visto que para 1,4-DHPs sem substituinte na posi¢ao
4 o nucleo tem a preferéncia de um arranjo planar e derivados 4-aril substituidos apresentam
preferéncia ao arranjo de barco. Esta liberdade rotacional dos derivados 4-aril substituidos
caracteriza flexibilidade para exibir diferentes conformacdes, equatoriais ou axiais, com

rotdmeros sinperiplanar ou antiperiplanar em relagdo ao hidrogénio C4 (Esquema 3).!”
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Esquema 3. Conférmeros de 1,4-DHPs 4-aril substituidas.

' R!

: R" H

1 H ] H

. H N |inversdo N

: ="\  —

,OR CH,t R? CH,

! R2 CH; R2 CHj3

i (a) | (b)

I e e e e e e e e e === - J

H rotacéo “ rotagéo
R H H H

R? CH. inversao R? CH
R2 CHsy ° R? CHy °

(d) (c)

Fonte: Adaptado da Referéncia 17, com autorizagdo da John Wiley and Sons ©.

A atividade antagonista mostra-se dependente de propriedades estéricas, lipofilicas e
eletronicas das 1,4-DHPs. Acerca de compostos 4-fenil substituidos, grupos volumosos em
posi¢do para apresentam desfavoraveis repulsdes espaciais, enquanto em orto € meta grupos
volumosos e carregados negativamente sao favoraveis. Ademais, ha indicios de que a atividade
agonista de S-(-)-BAY K8644 pode estar relacionada com o grupo nitro na posi¢ao 5 do ntcleo

dihidropiridina.

1.3 SINTESE E APLICACOES SINTETICAS DAS DIHIDROPIRIDINAS

Os 12 principios da Quimica Verde foram desenvolvidos para o design sustentavel de
estruturas moleculares em vista do crescente interesse por rotas sintéticas menos nocivas €
processos industriais ambientalmente amigaveis.*®> Dentre as estratégias utilizadas, as reagdes
multicomponentes visam maxima incorpora¢ao dos reagentes na estrutura do produto e, desta
forma, apresentam como vantagens: eficiéncia energética, economia atdmica e prevengao de
formacgdo de rejeitos. Além destas vantagens, grande parte das reacdes multicomponentes
exploradas atualmente buscam condi¢des reacionais brandas, solventes indcuos e o uso da
catilise para aperfeigoar a0 maximo os aspectos sustentéveis e financeiros.** Como exemplo de
reagdes multicomponentes, sio destacadas as reagdes tricomponentes de Strecker™”, Biginelli*®

e Hantzsch!* (Esquema 4).
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Esquema 4. Representagdes genéricas das reagdes de Strecker (a), Biginelli (b) e Hantzsch (c).

NH;
o) NH,
(a) R1J\H HCN RV CN + H0
0 R
o o R1JLH o MeOOC NH
|
(b) RZJJ\/U\OMe HNT SNH, —> R2 N’go + 2H0
H
0
(0] (e} HJLH 0] 0 MeOOC COOMe
() )J\/U\OMe MeOJ\/U\ INI + 3H,0
NH; H

Fonte: autoral

Como mencionado no topico anterior, a sintese multicomponente das 1,4-DHPs foi
inicialmente reportada por Hantzsch, formando o nucleo simétrico representado no Esquema
4c, o qual foi denominado “éster de Hantzsch”. O mecanismo consiste em etapas de
condensagdo e substituicdo envolvendo um aldeido, amoénia e 2 equivalentes de um cetoéster,
liberando 4gua como subproduto. A partir das otimizagdes reacionais para condi¢des mais
brandas, substituigio de amonia por sais de amdnio®’, uso de metodologias sem solvente®® € o

uso de catalisadores®® !

, resultaram no incremento das caracteristicas sustentaveis da reagao de
Hantzsch, assim como sua aplica¢do na inddstria farmacéutica.?!

Com a finalidade de desenvolver novos medicamentos contendo o nucleo
dihidropiridina, ha interesse em sintetizar potenciais substitutos para os analogos
comercializados atualmente, elevando a seletividade ao sitio ativo através de derivados quirais.
Contudo, considerando a capacidade de enantiomeros apresentarem performances opostas no
Canal de Calcio Tipo-L, a sintese enantiosseletiva ¢ fundamental para correta atua¢do do
medicamento.?! A resolucdo de misturas racémicas de derivados de acidos carboxilicos foi a
primeira técnica utilizada, baseando-se na formac¢ao dos respectivos sais diasteroisoméricos na
presenca de agentes de resolu¢do e posteriormente isolados através de sucessivas
cristalizacdes.!” Outra técnica utilizada para a sintese de 1,4-DHPs, consiste na adi¢do
nucleofilica de organometélicos a sais de N-acil piridinio (Esquema 5a). Nesta reacdo, tanto a
composi¢ao do agente acilante quanto do organometélico governam a preferéncia na formagao

dos enantiomeros.*> Por fim, em métodos mais recentes, é explorada a utilizagio de

organocatalisadores como derivados de acidos fosfoéricos, compostos quirais de tiouréia
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(Esquema 5b) ou derivados do prolinol, obtendo alta seletividade em condicdes sintéticas mais

brandas em comparacao ao uso de organometalicos.

Esquema 5. Métodos de sintese enantiosseletiva de 1,4-DHPs:

43,44

organometalicos (a) e organocatalisadores (b).

utilizando compostos

a Ph
@ (b)
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Fonte: Adaptado das Referéncias 42 (com autorizagdo da American Chemical Society ©) e 44 (com

autorizacao da John Wiley and Sons ©).

Aplica¢oes em sintese orginica

As 1,4-DHPs sdo largamente exploradas na sintese organica através de sua
similaridade estrutural e reatividade aos cofatores biologicos NADH e NADPH, atuando de
forma mimética nas redugdes assimétricas de ligacoes C=C, C=N e C=0 (Esquema 6). Estas
reacOes sdo denominadas Transferéncias assimétricas de hidrogénio (ATH) e possuiram
destaque no inicio do século XXI (Prémio Nobel de Quimica, 2001 — Noyori, Sharpless e
Knowles) pela abertura de novos caminhos para a sintese de compostos enantioméricos puros
com interesse industrial farmacéutico. As ATH podem utilizar quantidades cataliticas de
compostos metalicos quirais e fontes de hidrogénio, como hidrogénio gasoso ou doadores
organicos de hidreto.***¢ Desta maneira, a totalidade dos trabalhos utilizam o éster de Hantzsch
como doador de hidreto, capaz de transferir dois hidrogénios a agentes oxidantes ao aromatizar
seu nucleo dihidropiridina. Tal comportamento ¢ governado por um mecanismo radicalar, que
pode ser explorado tanto para a redu¢do de compostos organicos no estado fundamental ou

através de reagdes fotoinduzidas.
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Esquema 6. ATH em olefinas de esterdides com a¢do combinada de um aminocatalisador e

éster de Hantzsch.

cis
(majoritario)

Fonte: Adaptado da Referéncia 46, com autorizacdo da Royal Society of Chemistry ©.

As reacdes fotocatalisadas pelo éster de Hantzsch sdo estimuladas por radiagdo no
visivel, promovendo transferéncia radicalar de elétron (Single Electron Transfer - SET) e de
hidrogénio (Hydrogen Atom Transfer - HAT). De maneira conjunta, ¢ utilizado um
fotocatalisador metalico (usualmente complexos de Ru(Il)), para também fornecer elétrons e
facilitar o processo de clivagem do agente oxidante (Esquema 7).*”*® A reatividade das 1,4-
DHPs como doadores de hidreto e seu processo de foto-oxidacao serdo descritos com maior

detalhe no proximo capitulo.

Esquema 7. Clivagem fotoredox de ligagdo C-O com éster de Hantzsch e Ru(bpy);Cla.

Ru(bpy);Cl, (2 mol%)
0 Et3N (1,2 eq) o
EtOH, LED azul
O CO,Me : O H 88%

EtO,C COEt  EtO,C._~_-COsEt
N N

H
1,2 eq

Fonte: Adaptado da Referéncia 47, com autorizacao da Georg Thieme Verlag KG ©.
1.4 FOTO-OXIDACAO DE 1,4-DIHIDROPIRIDINAS

Como mencionado anteriormente, as 1,4-DHPs possuem ampla aplicagdo
farmacoldgica e grande interesse comercial. Entretanto, a fotoreatividade destes compostos ¢

uma grande barreira para uma aplicagdo eficiente, estavel e sem danos a saude do paciente. A



28

reatividade frente a radiacao Ultravioleta A (UV-A) é extremamente rapida em consequéncia
da grande absor¢ao ocorrente nesta regiao (320 — 400 nm), formando o anel piridinio como
produto de oxidacio (Esquema 8).*’ No caso da Nifedipina, dependendo da fonte de radiagio,
ocorre a formagao de dois produtos de oxidagao: nitrofenilpiridina e nitrosofenilpiridina. Sendo

o primeiro induzido por radiagio UV e o segundo por luz solar.>%2

Esquema 8. Foto-oxidagao da Amlodipina (a) e Nifedipina (b).

Cl Cl
MeO,C CO,Et hy Me0,C. A -COEt
(@) LT 5 . L L &
N ~"NH, N ~"NH,
Amlodipina
MeOZC£ £ :cone hv MeOzCE ; :Cone Me025 ; :COQMe
leedlpma (2-nitro)fenil (2-nitroso)fenil

Fonte: autoral

A problematica envolvida na foto-oxidagdo das 1,4-DHPs ¢ a liberacdo energética de
agentes fotosensitizadores, acarretando danos a longo prazo aos tecidos da pele. H4 inumeros
relatos de fotodermatite reportados para a Nifedipina, envolvendo eritema, eritromelalgia,

vasculite leucocitoclastica, urticaria e hiperplasia gengival.>

Recentemente, Yonezawa e
colaboradores®* avaliaram a fototoxicidade in vivo de Nifedipina, Nimodipina, Nitrendipina e
Amlodipina com aplicacdo transdermal em ratos Sprague-Dawley. Nestas condi¢des, apenas a
Amlodipina mostrou-se prejudicial com a formacdo de eritemas na pele apos 24 horas de
irradiagao UV-A.

A fototoxicidade pode ser resultado de diferentes rotas de degradagdo, como a
formagio de oxigénio singlete ('0>), radicais livres ou decomposi¢io em compostos toxicos.>
As espécies reativas de oxigénio (ROS), consideradas as principais mediadoras de efeitos
fotoalérgicos produzidos por medicamentos, promovem estresse oxidativo a fosfolipideos,
proteinas e ao DNA.® Desta forma, Onoue e colaboradores®’ propuseram o monitoramento da
formacao de ROS como método para a compreensdo das propriedades fotoquimicas e previsao

do risco oferecido por medicamentos fotolabeis. Ao avaliar a reatividade de 1,4-DHPs frente a

radiacdo UV-A/B, foi observada a formacdo de superdxido induzida por Amlodipina e
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Nitrendipina e de oxigénio singlete induzida por Nifedipina. Além disso, Nimodipina mostrou-
se capaz de produzir ambas as espécies.*®

A detalhada investigacdo dos compostos modelo para NADH e NADPH!>5%>
permitiu a resolucdo de um mecanismo sugerido para a foto-oxidagdo das 1,4-DHPs, o qual
envolve a formacao de intermediario radicalar com uma transferéncia intramolecular de elétron
ou hidrogénio (Esquema 9). O radical pode atacar diretamente biomoléculas ou reagir com
oxigénio para promover a formagao de radicais peroxil ou hidroxil, confirmando a capacidade
danosa observada nos resultados in vitro e in vivo mencionados anteriormente.’> Como
resultado da transi¢do eletronica intramolecular So¢/Si, o intermediario de foto-oxidacdo da

Nifedipina possui natureza zwitterionica com carga parcial positiva localizada no sitio enamina

e carga parcial negativa distribuida em grupos aril na posi¢do C4 do heterociclo.

Esquema 9. Mecanismo de foto-oxidag@o da Nifedipina.

Rota ll

Fonte: Adaptado da Referéncia 49, com autorizacdo da Elsevier ©.

Através de cinéticas de efeito isotopico por Zhu e colaboradores,*® foi determinado
que a etapa determinante corresponde a liberacdo do atomo de hidrogénio da posicdo C4 do
heterociclo. No entanto, o modo de clivagem desta ligacdo permanece indefinido e € a principal
dualidade encontrada nos estudos mecanisticos. Na rota heterolitica de clivagem do hidrogénio
C4 (Rota I), o atomo ¢ liberado do intermediario zwitterionico na forma de hidreto para a
formagdo direta do cation piridinio. Por outro lado, na clivagem homolitica (Rota II), ocorre

inicialmente a liberacdo de préton e posterior liberagao de um elétron para a formagao do cation
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piridinio. Anos mais tarde, os mesmos autores realizaram a analise termodinamica das energias
de dissociagdo da ligagdo C4-H de diferentes 1,4-DHPs. Com valores de energia de clivagem
homolitica e heterolitica significativamente menores do que uma ligagdo C-H sp?, corroboram
para ambas as possibilidades de clivagem serem termodinamicamente favoraveis.®! Contudo,
até entdo nao ha estudos aprofundados acerca da preferéncia mecanistica em relacao a estrutura
e estabilizacao dos intermediarios radicalares.

Ademais, destaca-se o comportamento altamente reativo do farmaco Nifedipina, como
um grande exemplo da dependéncia estrutura/reatividade para a foto-oxidagdo das DHPs. A
presenca de grupos nitro substituidos intensificam a aromatizacdo do heterociclo através de
maior deslocalizagdo da carga negativa, favorecendo a formacao do intermediario no estado

excitado e, por consequéncia, aumenta a velocidade de ionizagdo e desprotonagao (Esquema

9).49

Proteciao de compostos foto-ativos

A instabilidade dos farmacos durante desenvolvimento, distribuicdo ou consumo
impde novas formas farmacéuticas.> De fato, devido a problematica com a solubilidade e
instabilidade em solucdo, as dihidropiridinas sdo comercializadas somente na forma solida
(oral). Destaca-se a tecnologia oral de liberagdo osmotica controlada (OROS, do inglés
osmotically controlled-release oral delivery system), aplicada na comercializa¢do da Nifedipina
(Adalat® OROS). A liberagio controlada do fArmaco permite uma tnica ingestdo didria, a qual
pode proporcionar melhores respostas na eficiéncia e tolerabilidade do medicamento no
tratamento.%

A utilizagdo de estratégias de encapsulamento corresponde a maior parte dos estudos
de fotoestabilizag¢do de farmacos fotoinstaveis, seguido do uso de compostos antioxidantes. O
método de encapsulamento se destaca devido ao uso de diversas matrizes capazes de isolar o
farmaco de interagcdes com solvente, ar ou luz de forma biocompativel. Dentre estas matrizes,
sdo utilizados macrociclos como as ciclodextrinas (CDx), carregadores nanoestruturados
biopoliméricos ou nanoparticulas no estado liquido.** Contudo, mostra-se 4rdua a investigacdo
de alternativas para atenuagao da fotodecomposicao de medicamentos, devido a complexidade
de compreender interagdes e restricdes estruturais especificas para cada substrato em uma
condi¢do energética excitada, resultando em uma quantidade sucinta de trabalhos na literatura
ou compilados de revisdo. Tratando-se do estado liquido, o meio reacional relaciona-se com os

caminhos de desativacdo do estado excitado através de polaridade, restricdes espaciais ou
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interagdes especificas. Restri¢cdes fisicas ou quimicas no estado fundamental ou excitado podem
afetar a formacdo de intermediarios devido a alteragdes na estequiometria ou geometria entre
as espécies, portanto, controlam a distribuicao de fotoprodutos e a velocidade de uma reacao
fotoquimica.®®

Mohanty e colaboradores® reportaram a interessante resposta fotoestabilizante do
fluoréforo Rodamina 6G (Rh6G) utilizando o macrociclo Cucurbit[7]uril (CB[7]). A Rh6G ¢
conhecida por sua vasta aplicagdo nas areas de imageamento, como na técnica de microscopia
confocal. Para sua aplicacdo nesta técnica, ¢ essencial que o fluoréforo apresente alto
rendimento quantico de fluorescéncia e grande estabilidade no estado excitado. Logo, o uso da
Rh6G limita-se em alguns casos devido a instabilidades de sua atuagdo através de processos de
adsorcdo em materiais, agregacdo e decomposicdo fotoquimica. Desta maneira, todas as
problemadticas sdo eliminadas através do encapsulamento da Rh6G na cavidade do CB[7] em
proporcao equivalente, impedindo o quenching causado por dimerizagdes, interagdes com agua

do solvente e processos de adsorc¢ao (Figura 7).

Figura 7. Fotobranqueamento da Rh6G em meio aquoso aerado com a irradiagao de laser (Nd-
YAG, 532 nm) representado pelas curvas de linhas tracejadas. Fotoestabilizagdo da Rh6G na

presenca de CB[7] representado nas curvas de linhas solidas.

|
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Fonte: Adaptado da referéncia 66, com autorizagdo da John Wiley and Sons ©.

Para a fotoprotecdo de DHPs, encontram-se reportadas estratégias envolvendo o uso

7071 preparacdo de

de corantes®’, encapsulamento em nanocapsulas®®, niossomas®® e lipossomos
9 9
dispersdes solidas’?, encapsulamento em ciclodextrinas (CDx)"*77, dentre outras’®. Destaca-se

a implementacdo de CDx, considerando as vantagens de ndo apresentar toxicidade ao
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organismo, baixo custo de producdo e promog¢ao do aumento da solubilidade do fArmaco. Ragno
e colaboradores’ demonstraram a capacidade de inclusdo da Amlodipina em metil-BCDx,
reduzindo a constante de fotooxidagdao 47 vezes em etanol. Anos depois, 0 mesmo grupo de
pesquisa investigou a fotoprote¢do de mais 10 farmacos do grupo das DHPs em BCDx,
incluindo Nifedipina, Nimodipina e Lacidipina.”’ Neste estudo comparativo, foi observada a
dependéncia da capacidade de inclusdo na macromolécula com o efeito de fotoprotecao, o qual
foi ineficiente para andlogos volumosos como Lercanidipina e Manidipina.

Por fim, Ioele e colaboradores’' avaliaram a fotoestabilidade da Barnidipina com
matrizes de BCDx em lipossomos, através de efeito combinado dos encapsulantes, apresentou
maior estabilidade do que apenas a CDx. Foi atribuido por Ragno e colaboradores’’ a hipotese
de ocorrer restrigdes fisicas para a clivagem das ligacdes ou a diminuicdo da interacdo do
oxigénio do meio com o farmaco, impedindo a sua relagdo facilitadora no processo de foto-
oxidacdo. Contudo, nenhum dos trabalhos mencionados evidenciou a causa direta do efeito

apresentado por sistemas macromoleculares.

1.5 QUIMICA SUPRAMOLECULAR

A origem da quimica sintética foi inspirada nos intrincados processos bioldgicos, com
o intuito de compreendé-los. E mesmo atualmente, com robusto desenvolvimento de
equipamentos e modernas teorias, a quimica permanece alinhada a biologia para explorar as
complexas maquinas bioldgicas, aprimora-las ou criar novos materiais. Estas estruturas sdo
governadas por interagdes de volumosas arquiteturas e pequenas moléculas ou ions, como por
exemplo, interagdes entre proteinas e substratos. Moléculas menores do organismo, como a
valinomicina, possuem papel fundamental para o funcionamento dos seres vivos. A
valinomicina atua como um iondforo, principalmente por ser capaz de transportar K através
de membranas fosfolipidicas e facilitar procedimentos metabdlicos. Sua composicao peptidica
ciclica apresenta caracteristica mobilidade conformacional entre os grupos carbonilados e
nitrogenados, possibilitando interagdes com cations (metais alcalinos, alcalinos terrosos, metais

)7?8% ou anions (haletos)®!.

de transi¢do e grupo amonio

Na forma cristalina do complexo formado com K", a valinomicina apresenta uma
configuracdo de “bracelete”, onde seis grupos carbonilicos de éster posicionam-se para o
interior do ciclo e acomodam o metal através de interacdes eletronicas.®® (Figura 8a). Porém,

ao estudar a complexacdo de haletos, foi observada uma configuragao estrutural diferente para
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a valinomicina, onde trés grupos carbonilicos encontram-se para fora da cavidade. O complexo
com CI ¢ formado através da exposi¢cdo de grupos amida ao interior da estrutura, fornecendo

sitios para a interagao de hidrogénio com o haleto (Figura 8b).

Figura 8. Estrutura da valinomicina e modelagem para os complexos com K* (a) e CI" (b).

Fonte: Adaptado das Referéncias 79 (com autorizagdo da PCCP Owner Societies ©) e 80 (com

autorizacao da Taylor & Francis ©).

No caso bioldgico exemplificado, ¢ demonstrado o principio da complementariedade
de estruturas para atingir interagdes energeticamente favoraveis com afinidades eletronicas e
adequada distancia entre os atomos. Deste modo, ¢ possivel ocorrer diversos tipos de interagdes
nao-covalentes entre duas ou mais espécies: interagdes eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio,
forgas de van der Waals, efeito hidrofobico, interagdes de empilhamento, etc.?? A 4rea de estudo
destes sistemas organizados foi denominada Quimica Supramolecular, com o explosivo
desenvolvimento criativo de estruturas macromoleculares, compreendendo grandes evolugdes
tanto na sintese de novos compostos quanto em suas aplicacdes no reconhecimento molecular
e processos auto-organizados.®?

Na década de 80, os trabalhos seminais de Pedersen®*, Cram® e Lehn®® definiram o
ponto de partida na sintese de macrociclos com aplicagdo no reconhecimento de ions, dentre
estes, principalmente éteres-coroa e criptandos. O avanco da investigacdo estrutural e reativa
destes compostos resultou na elaboracgao de ligantes e macrociclos com maior especificidade e
seletividade para a aplicagdo desejada. Dentre estes macrociclos em destaque, encontram-se

ciclodextrinas, calix[n]arenos, cucurbit[n]urilas e, recentemente, pilar[n]arenos.
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1.5.1 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDx) sao macrociclos formados naturalmente por ligagdes a-(1,4)
de residuos de glicopiranose a partir da reagdo intramolecular de transglicosilacdo da amilose
através de uma catalise enzimdtica. Sua descoberta acidental ocorreu em 1891, gragas a
formag¢do de um soélido cristalino em uma cultura de microorganismos da classe Bacillus
amylobacter na presenga de amido. O aprimoramento da reagdo e a resolugdo estrutural dos
cristais forneceram 3 tipos de estruturas ciclicas, classificadas em relacdo a unidades de glicose,
em a, P e y contendo 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente (Figura 9).%

As CDx organizam-se em conformacao conica, com as hidroxilas apontadas para o
exterior da estrutura, enquanto as cadeias carbonicas compdem a parte interna e formam uma
microambiente hidrofobico na cavidade. O arranjo com carater hidrofilico exterior proporciona
solubilidade em meio aquoso e aplicabilidade biocompativel, ao passo que a cavidade
hidrofébica pode ser explorada para a incorporacdo de moléculas lipofilicas. Para a
termodinamica de inclusdo, sdo consideradas principalmente interagdes de van der Waals e

efeito hidrofobico, além de contribui¢des por ligagdes de hidrogénio e efeitos estéricos.?’

Figura 9. Representagdo estrutural das CDx.38
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Fonte: Adaptado da Referéncia 86, com autorizacdo da Elsevier ©.

Em razdo de sua simples obtencao, presenga de sitios que podem ser modificados
quimicamente e alta associacao a diversas moléculas organicas, as CDx sdo empregadas em
diversos ramos da industria, como cosmética, alimentos, farmacia, téxtil, ambiental, dentre
outros.%? Maior destaque literario é conferido a atuagdo como carreador de medicamentos (do
inglés, drug delivery), a fim de fornecer ao organismo de forma especifica uma quantidade

adequada do principio ativo.”®’! Através da inclusdo, é capaz de ampliar a solubilidade destes
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compostos em meio aquoso, assim como sua estabilidade e absor¢do, como alguns exemplos

mencionados topico anterior desta introducao.

1.5.2 Cucurbit[n]urils

Os cucurbit[n]urils (CB[n]) foram reportados em paralelo aos primeiros relatos da
sintese das CDx, como produto cristalino de condensacdo de formaldeido e glicoluril sob
condigdes acidas. A ciclizagdo favorece a formagdo de uma mistura complexa de derivados
contendo de 5-10 unidades do mondmero conectados por pontes metileno (Figura 10). No
entanto, ¢ formado em maior quantidade o macrociclo com 6 unidades de glicoluril, sendo a
primeira estrutura elucidada.

A tnica conformagao apresentada por estes compostos assemelha-se a uma abobora
oca, devido ao arranjo simétrico com consideravel rigidez proporcionada pelos dois anéis
fundidos de 5 membros. Deste modo, inspirando-se na semelhanca botanica de suas formas, a

nomenclatura cucurbit[n]uril foi cunhada a partir da familia das aboboras “cucurbitaceae”

Figura 10. Sintese e representacdo espacial dos CB[n].

(o]
HNJ\NH
il
HN\n/NH
(o]
n di (A d A
CB[5] 5 2.4 4.4
CBJ[6] 6 3,9 5,8
CBJ[7] 7 54 7,3
CBJ8] 8 6,9 8,8
CBJ9] 9 8,6 10,3
CB[10] 10 10,0 11,7

Fonte: Adaptado da Referéncia 92, com autorizagdo da Royal Society of Chemistry, Creative

Commons Attribution 3.0 Unported License.

As propriedades fisicas e reativas dos CB[n] estdo atreladas principalmente a sua
densidade eletronica, no qual alta carga negativa ¢ concentrada nos portais carbonilicos € um
microambiente hidrofobico ¢ formado no interior da cavidade. Logo, sdo capazes de interagir
com cations metalicos em seus portais e incorporar moléculas lipofilicas em sua cavidade.
Metais alcalinos e alcalinos terrosos distribuem-se pela borda dos macrociclos, enquanto

somente ions mais volumosos como Cs" ocupam a regido central do portal carbonilico (Figura
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11a). Além disso, também podem ser incorporados complexos de metais de transi¢do com
ligantes aqua, onde o CB[n] interage com a agua coordenada por ligagdes de hidrogénio e atua

como um ligante de segunda esfera.”?

Figura 11. Possivel arranjo de complexos de CB[5] com ions metalicos (a) e representacdo do

complexo ferroceno-CB[7] (b).

(a)

Fonte: Adaptado das Referéncias 96 (com autorizagdo da Elsevier ©) e 95 (com autorizagcdo da Royal

Society of Chemistry, Creative Commons Attribution 3.0 Unported License).

Os CBJn] sao receptores ideais para compostos organicos anfifilicos, com um sitio
positivamente carregado sendo atraido pelos portais carbonilicos e uma regido lipofilica
mantida no interior da cavidade através de interacdoes de van der Waals. Além disso, os
substratos devem possuir tamanho adequado para atingir o principio da complementariedade
entre receptor-substrato. Como exemplo, ampla afinidade foi observada para a incorporagao de
derivados de ferroceno, adamantanos e biciclo[2,2,2]octanos no CB[7] (Figura 11b).”* A
interagao estavel de CB[n] com farmacos, aminoacidos, sacarideos, corantes, hidrocarbonetos
e até mesmo estruturas proteicas, estd associada com a aplicacdo abrangente destes macrociclos
como carregadores de firmacos®, sensores cromogénicos e fluorogénicos”® ou até mesmo
como catalisadores’?>. Algumas aplicagdes se relacionam a mudangas das propriedades fisicas
do substrato ao estar complexado, como o aumento ou reducao da fluorescéncia, alteragdes no
pKa, ou inibi¢do de reacdes paralelas. Esta pode ser resultado da restricio geométrica do

substrato’’-%

ou prote¢do de quenchers externos (solvente, O2, OH#)*%*’ Em vista da possivel
capacidade de prote¢ao de compostos fotoativos, comportamento indcuo a organismos vivos, €
inexplorada aplicagdo como fotoestabilizadores, os CB[n] foram selecionados para estudo neste

trabalho de dissertacao.
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1.5.3 Pilar[n]arenos

Os pilar[n]arenos (P[n]JA) compdem uma classe recente de macrociclos, sendo
inicialmente reportados por Ogoshi e colaboradores'® em 2008. Sua composi¢io apresenta
unidades monoméricas de hidroquinona, de modo semelhante aos calix[n]arenos, porém estao
unidas por pontes metileno nas posigdes 2 ¢ 5 (para direcionados), conferindo um arranjo
altamente simétrico de seus substituintes (Figura 12). Esta caracteristica confere maior rigidez
estrutural comparativamente a calixarenos e éteres coroa e atribui maior seletividade aos P[n]A
no reconhecimento de substratos organicos.!’! Ademais, a regido aromatica confere elevada
densidade eletronica para interacdo com espécies eletrofilicas tanto no interior da cavidade
quanto no exterior do macrociclo.!”? Dentre estes, foram observadas fortes interagdes entre a
cavidade de P[n]A e cations piridinio, imidazoélio e alquilamonio, assim como alcanodiaminas,

bis(imidazol) e n-hexano.!®

Figura 12. Sintese e representacdo estrutural do pilar[5]areno.

omMe  BF3.OEt,

OMe OH
—{CH,0) >:< BBr, :
—>n CH2 —_— CH,
CH,CICH,CI CHCl3
MeO 5 HO 5

OMe

Fonte: Adaptado da Referéncia 102 (com autorizagdo da American Chemical Society ©) e 100 (com

autorizacdo da Royal Society of Chemistry ©).

A primeira rota sintética reportada por Ogoshi e colaboradores'® baseia-se na
ciclizacao de 1,4-dimetoxibenzeno e paraformaldeido na presenga de BF3;.OEt; para formar 1,4-
dimetoxipilar[5]areno, seguido da desprotecdo dos grupos metoxi para isolar o pilar[5]areno
(30% de rendimento). A otimizacdo das condigdes reacionais, como o acido de Lewis (4cido
trifluoroacético e acido para-toluenosulfonico) e o solvente (cloroférmio e 1,2-dicloroetano),
proporcionaram a obten¢do do P[5]A com rendimentos de até 81%, principalmente devido ao
fato do 1,2-dicloroetano atuar como templato para a ciclizacdo. Para a preferéncia

termodinamica de formagao dos analogos P[6]A, devido ao maior didmetro da cavidade, ¢
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utilizado como templato o solvente clorociclohexano (87% de rendimento). Contudo, em
diversos métodos sintéticos € observada a presenca de tragos de derivados contendo de 7-15
unidades de mondmero.!%

A capacidade de funcionalizacdo dos substituintes eleva a importancia desta classe de
macrociclos, permitindo a formag¢ao de derivados versateis através dos métodos de desprotecao,
cociclizagdo, peroxidacio e reducdo, dentre outros.®® Maior volume de trabalhos envolvendo
modificagdes de pilararenos sdo referentes ao P[5]A, devido a sua formagdo majoritaria em
grande parte das rotas sintéticas exploradas. Sendo estes aplicados em ciéncia de materiais'®,
reconhecimento molecular'%, quimiossensores fluorogénicos'"’, drug delivery'®, catalise!?”,
dentre outros. De modo semelhante aos CB[n], ainda ndo ha investiga¢cdes do potencial de
fotoprotecao de DHPs utilizando P[n]A. Contudo, ha algumas aplicagdes de P[6]A para inibicao

de fotoreagdes baseando-se em restrigdes espaciais e no isolamento da espécies reativa (Figura

13).110

Figura 13. Representagdo do mecanismo de fotoprotecao do azaestilbeno com P[6]A contendo

o grupo carboxilato.

Interagao 365 nm
Host-guest Isolado

9

L A b2 u.' f c* ® h*
Precipitado  Acido / A 3 b el R
= £ & ag JIF ¢
P6H + = | / d./&@
“.\.-0 Base  complexo 2

Host-guest Agee

Fonte: Adaptado da Referéncia 109, com autorizagdo da Royal Society of Chemistry ©.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a foto-oxidacao de 1,4-dihidropiridinas em meio aquoso e, avaliar a

capacidade de fotoestabilizagdo destes através da complexagdo a macrociclos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar duas 1,4-dihidropiridinas, sendo uma apenas o nucleo (HEH) e outra
equivalente ao principio ativo de um farmaco comercialmente disponivel
(Nifedipina).

Determinar as propriedades fotofisicas de HEH e Nifedipina através das
técnicas espectroscopicas de UV-Vis e Fluorescéncia, assim como determinar
o equilibrio quimico destes compostos em solugdo aquosa por titulacao
espectrofotométrica.

Acompanhar a foto-oxidagdo de HEH e Nifedipina através de espectroscopia
no UV-Vis e avaliar os efeitos: do solvente, de pH e isotdpico.

Avaliar a formagdo dos complexos de inclusdo com os macrociclos -
ciclodextrina, cucurbit[7]uril e pilar[5]areno funcionalizado com grupo
trimetilamonio.

Avaliar a fotoestabilizagdo dos complexos de inclusdo através de

espectroscopia no UV-Vis e de Fluorescéncia.

N ) ®
"= NZ NZ-
§ o S o 5
OO
o d d

/
~
/

P[5]A cati6énico
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os materiais e reagentes utilizados nesta dissertagdo foram disponibilizados no
Laboratodrio de Catalise e Fenomenos Interfaciais, LaCFI. Reagentes: formaldeido P.A (Vetec),
benzaldeido (purificado por destilagcdo, Sigma-Aldrich), 4-(dimetilamino)benzaldeido (98%,
Aldrich), 4-hidréxi-3-metoxibenzaldeido (Sigma-Aldrich), 2-nitrobenzaldeido (Riedel-de
Haén), acetoacetato de metila (99%, Aldrich), acetoacetato de etila (> 97%, Sigma-Aldrich),
acetato de amonio (> 98%, Sigma-Aldrich), iodo molecular (Nuclear), tiossulfato de sodio
(solugao 0,1 N, Dinamica), sulfato de sédio anidro (Sigma-Aldrich), acido cloridrico 37%
(Neon), cloreto de potassio (99%, Aldrich), hidroxido de potassio P.A (Neon), acido
cloroacético (99%, Aldrich); 4cido citrico (anidro, Synth); acido acético (glacial, Vetec); bis(2-
hidroxietil)amino-tris(hidroximetil)metano  (BIS-TRIS metano, Sigma); acido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfonico ~ (HEPES,  Aldrich);  4cido  N-ciclohexil-2-
aminoetanossulfonico (CHES, > 99%, Sigma); quinino (> 98% anidro, Fluka). Silica gel de 60
A (70-230 mesh, Sigma-Aldrich). B-ciclodextrina (> 97%, Sigma-Aldrich, fornecida por
Eduardo H. Wanderlind).

Os solventes como etanol (Quimidrol), metanol, isopropanol, acetonitrila, acetato de
etila, hexano, diclorometano (Vetec) e cloroférmio (Neon) possuem grau de pureza
P.A/absoluto. Solventes grau HPLC: acetonitrila (Tedia) e diclorometano (Sigma-Aldrich).
Solvente deuterados: D>O, CD3CN, CDCl; e DMSO-ds (99,8% + 0,05% TMS, Cambridge
Isotope Laboratories). Os experimentos em solucao aquosa foram realizados utilizando agua
deionizada (PureLab Option-Q, 18,2 MQ cm).

O catalisador maghemita (Fe>O3) foi fornecido em colaboracdo com Natalia B. Caon
e Prof. Alexandre Luis Parize do Grupo de Estudo em Materiais Poliméricos (Departamento de
Quimica — UFSC).!!!

Os macrociclos CB[7] e P[5]A foram fornecidos, respectivamente, através de
colaborag@o com o Prof. Luis Garcia Rio da Universidade de Santiago de Compostela e com a
Prof. Vanessa Nascimento da Universidade Federal Fluminense. A sintese dos mesmos foi
realizada de acordo com os métodos reportados na literatura.!'>!!* A caracteriza¢do destes

encontra-se no Anexo F.
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3.2 EQUIPAMENTOS

Analises no IV (FTIR)

As andlises de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) foram realizadas
na Central de Andlises (Departamento de Quimica — UFSC), em um espectrofotdmetro da
marca ABB, modelo FTLA 2000. As amostras sélidas foram preparadas em pastilhas de KBr e
o espectro de IV foi obtido na faixa de 4000-400 cm’'.

Anilises de RMN de 'H e 13C

As analises de RMN de 'H e !>C foram realizadas na Central de Anélises
(Departamento de Quimica — UFSC), em equipamentos AC 200 e DRX 400 da Bruker,
operando a 200 MHz e 400 MHz. As amostras foram preparadas em 550 pL de CDCl3 contendo

aproximadamente 10 mg de amostra.

Analises de CG-EM

As andlises de CG-EM foram realizadas no Laboratorio de Eletroforese Capilar,
LabEC (Departamento de Quimica — UFSC) em um cromatdgrafo gasoso modelo 7820A,
acoplado a espectrometro de massa modelo 5975, ambos da marca Agilent Technologies. O
cromatografo foi operado com injetor automatico e coluna 5% polar HP-5MS. As amostras

foram preparadas com acetonitrila padrao HPLC.

Analises de Fluorescéncia

As analises de fluorescéncia foram realizadas no Laboratorio de Catalise e Fendmenos
Interfaciais, LaCFI (Departamento de Quimica — UFSC) em um espectrofotometro de
fluorescéncia modelo Cary Eclipse da marca Varian (Agilent Technologies). Para a obtencao
dos espectros de emissdo, foi utilizada uma cubeta de quartzo de 4 lados transparentes com
caminho o6tico de 1 cm, bem como solventes organicos grau P.A. e 4gua deionizada. Foram
fixados como valores de comprimento de onda de excitagdo (Aexc) 0s valores de maximo de

absorcdo para a transi¢do n- * de menor energia (localizada em 350-380 nm).
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Sintese das 1,4-DHPs

A metodologia de sintese das 1,4-DHPs foi desenvolvida em conjunto com trabalhos
de iniciacao cientifica no LaCFI, explorando o uso de catalisadores na reagdo multicomponente
de Hantzsch. Foi utilizada a maghemita (Fe>O3) como catalisador em virtude da caracteristica
superparamagnética do material, proporcionando um modo simples de separagdo do meio

reacional, assim como a possibilidade de reutilizagdo do mesmo.

Esquema 10. Metodologia sintética das 1,4-DHPs utilizando maghemita como catalisador.

R1
-Fe,0
0 o o (my Ieij o R200C COOR?
mol 70 de re
3 NH,AcO + HJLR1 + 2 )j\/U\ORZ — | |
EtOH, 90 °C N

R': H; CgHg; 2-NO,-CgHy; 4-NMe,-CgHy; 3-OMe,4-OH-CgH, RZ Et, Me

Em um frasco de vidro com tampa de rosca com capacidade para 5,0 mL, foram
adicionados 15,0 mg de maghemita (10 mol % de Ferro; 159,7 g mol™), 1,0 mmol de aldeido,
2,0 mmol de cetoéster e 1,0 mL de etanol P.A. Em seguida, foram adicionados 3,0 mmol de
acetato de aménio (231,3 mg; 77,1 g mol™) e o frasco de vidro foi embalado em papel aluminio
para prote¢do a iluminagdo. Por fim, o frasco foi fechado e mantido em banho de 6leo a 90° C
e agitacdo magnética durante 1 hora. Apos atingir a temperatura ambiente, o composto HEH
foi isolado através de precipitagdo em dgua deionizada gelada, enquanto os compostos restantes
(Nife, Compostos A, B ¢ C) foram isolados através de coluna cromatografica em eluente
hexano/acetato de etila, com gradual aumento de polaridade, em silica de 70-230 mesh. A fim
de obter o composto Nife em maior quantidade, sua sintese foi realizada com aquecimento e

agitacdo durante 24 horas.

Tabela 1. Caracterizacao das 1,4-DHPs sintetizadas.

o 0 Rendimento: 24%. P.f.: 169 - 171 °C (lit. 178 - 183 °C). RMN de 'H

E“’woa (200 MHz, CDCL): & =5,13 (s, 1H); 4,17 (qua, J = 7 Hz, 4H); 3,17 (s,

i 2H); 2,19 (s, 6H); 1,29 (t, J = 7 Hz, 6H) ppm. IV (KBr, em™): 3351;

HEH 2982; 2895; 1696; 1650; 1506; 1216; 760; CG-EM: 252,9 (M+); 224,3
(100%); 207,2; 196,2; 178,5; 151,5; 105,6 m/z.
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Rendimento 76%. P.f: 165 - 167 °C (lit. 172 - 174 °C). RMN de 'H
(200 MHz, CDCI3): 6 = 7,68 (d, J = 8 Hz, 1H); 7,49 (dd, J = 6 Hz,
2H); 7,25 (td, J = 8 Hz, 1H); 5,77 (s, 1H); 5,72 (s, 1H); 3,59 (s, 6H);
2,34 (s, 6H) ppm. RMN de 3C (50 MHz, CDCl3): 6 = 167,49; 147,88;
144,76; 142,07; 132,68; 131,03; 127,02; 123,88; 103,71; 50,99; 34,54;
19,50 ppm. IV (KBr, ecm™): 3333; 2957; 1689; 1533; 1349; 1232;
1113; 826.

Composto A

Rendimento 54%. P.f.: 108 - 110 °C (lit. 158 - 162 °C). RMN de 'H
(200 MHz, CDCl3): 6 = 7,14 (d, J = 8 Hz, 2H); 6,6 (d, J = 8 Hz, 2H);
5,97 (s, 1H); 4,89 (s, 1H); 4,08 (qua, J =7 Hz, 4H); 2,87 (s, 6H); 2,29
(s, 6H); 1,23 (t, J = 8 Hz, 6H) ppm. RMN de *C (50 MHz, CDCl3): §
= 168,20; 149,06; 143,92; 136,41; 128,54; 112,31; 104,32; 59,31,
40,73; 38,35; 19,41; 14,27; ppm. IV (KBr, em™): 3657-3179; 2977,
2805; 1683; 1623; 1491; 1208; 1097. CG-EM: 10,5 min. 183,1 (M+.);
157; 101; 89; 88,1 (100%); 73; 70; 57; 55 m/z.

Rendimento 74%. P.f.: 145 - 147 °C (lit. 156 - 157 °C). RMN de 'H
(200 MHz, CDCl3): 6 = 7,20 (m, 3H, CH); 5,61 (s, 1H, NH); 4,98 (s,
1H, CH); 4,09 (qua, J = 8 Hz, 4H, CH>»); 2,33 (s, 6H, CH3); 1,22 (t,J =
8 Hz, 6H, CH3) ppm. IV (KBr, em™): 3350; 2985; 2932; 1705; 1656;
1492; 1223; 708; CG-EM: 8,7 min; 136,1; 135,1 (100%); 107,1; 105;
77,1; 51,1 m/z.

Composto C

Rendimento 33%. P.f.: 152 - 155 °C (lit. 156 - 157 °C). RMN de 'H
(400 MHz, CDCl): 6 = 6,85 (s, 1H, CH); 6,73 (m, 1H, CH); 6,10 (d,
1H, CH); 5,72 (sl, 1H, NH); 4,92 (s, 1H, CH); 4,10 (qua, J= 8 Hz, 4H,
CH>); 3,80 (s, 3H, OCH3); 2,30 (s, 6H, CH3); 1,24 (t, J = 8 Hz, 6H,
CH3) ppm. RMN de *C (101 MHz, CDCl3): 167,87; 145,86; 143,88;
140,16; 120,42; 113,93; 110,97; 104,09; 59,74; 55,72; 39,10; 19,45;
14,34 ppm. IV (KBr, em™): 3357; 2974; 1698; 1669; 1502; 1221;
1109; 816;

Os espectros de RMN de 'H e '3C, IV e CG-EM estio presentes nos Anexos A, Be C.
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3.3.2 Sintese dos derivados piridinicos

Com finalidade comparativa nos estudos de foto-oxidacao, os derivados piridinicos
dos compostos HEH ¢ Nife foram sintetizados. A metodologia adotada baseia-se no trabalho
de Zeynizadeh e colaboradores'!*, os quais utilizam iodo molecular como agente oxidante para

as 1,4-DHPs.

Esquema 11. Oxidagao de 1,4-DHPs utilizando iodo molecular.

2
o R 4 o R o
—_— >
N ACN N

H Refluxo, t (hrs)
R': Et, Me

R2: H; 2-NO,-CgH,4

A sintese foi conduzida em um baldo de fundo redondo com capacidade para 25,0 mL,
a este foram adicionados aproximadamente 0,1 mmol das 1,4-DHPs (HEH: 27,2 mg; 2533 g
mol!. Nifedipina: 48,3 mg; 346,1 g mol ™), 10,0 mL de acetonitrila e 0,2 mmol de I» (52,5 mg;
253,8 g mol™!). O baldo reacional foi mantido em sistema de refluxo e agitagio magnética
durante 7 horas. Em seguida, apds atingir temperatura ambiente, a acetonitrila foi rotaevaporada
a pressao reduzida e ao conteudo resultante foram adicionados 50,0 mL de tiossulfato de so6dio
0,1 M. A solugdo aquosa foi extraida com 8 x 50,0 mL de acetato de etila. A fase orgéanica foi
seca com sulfato de sodio anidro e o solvente rotaevaporado a pressao reduzida, obtendo os

produtos HEHox e Nifeox.

Tabela 2. Caracterizacao de HEHox e Nifeox.

0 0 Rendimento 83%. P.f.: 65 - 67 °C (lit. 70 - 72 °C). RMN de 'H (200
EtO | Ny TOEt | MHz, CDCL): 8,68 (s, 1H, CH); 4,40 (qua, J = 4 Hz, 4H, CH>); 2,85
Z
N (s, 6H, CH3); 1,42 (t,J =4 Hz, 6H, CH3); ppm. IV (KBr, cm™): 2982;
HEHox

1720; 1309; 1222; 1118; 775. CG-EM: m/z: 251,5 (M+); 206,1
(100%); 178,5; 151,1; 106,5.

Rendimento: 96%. P.f.: 98 - 100 °C (lit. 105 °C). RMN 'H (200 MHz,
CDCl3): 8,21 (dd,J =8 Hz, 1H, CH); 8,12 (d, J= 8 Hz, 1H, CH); 7,61
(m, 4H, CH); 7,21 (m, 1H, CH); 6,92 (s, 1H, CH); 3,54 (s, 3H, OCH3);
3,50 (s, 3H, OCH3); 2,65 (s, 6H, CH3); 2,58 (s, 3H, CH3) ppm. RMN
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13C (100 MHz, CDCl3): 167,9 (C=0 éster); 167,3 (C=0 éster); 159,2;
157,1; 156,4; 147,8; 147,6; 146,5; 134,1 (C-C); 132,9; 130,9; 130,6;
129,6; 129,2; 124.,4; 124,3; 120,6 (CH); 52,2 (OCH3); 52,0 (OCHs);
24,5 (CHaz); 23,7 (CH3) ppm. CG-EM: m/z = 281,9 (M+); 280,9;
208,2; 206,8 (100%); 198,1.

Os espectros de RMN de 'H e 3C, IV e CG-EM estdo presentes nos Anexos A, B e C.

3.3.3 Curvas de calibracao

As curvas de calibragdo para os compostos HEH e Nife foram realizadas em um
espectrofotometro Cary 50 (Varian), nos solventes: HoO/ACN 90:10 (v/v), etanol, metanol,
isopropanol, acetonitrila, diclorometano e cloroférmio. O procedimento geral para a
determinagdo das curvas de calibragao e dos respectivos coeficientes de absorgao (€) envolve
aproximadamente a faixa de 0 a 2x10™ mol L. Inicialmente foram adicionados 1,5 mL do
solvente em uma cubeta de quartzo, contendo 1 ¢cm de caminho 6tico, para a obtengdo do
branco. Em seguida, foram adicionadas a cubeta aliquotas de 20 pL a 40 uL. de uma solucao
estoque contendo 1x10~ mol L' de amostra. A concentragio presente na cubeta foi recalculada
a partir do volume total e, através da equacdo de Lambert-Beer, foram determinados o

coeficiente de absor¢do e o coeficiente de correlacao linear.

3.3.4 Titulacio espectrofotométrica das 1,4-DHPs

Os valores de pKa para os equilibrios de desprotonacdo das 1,4-DHPs foram
determinados por titulacdo espectrofotométrica em uma célula termoestabilizada a 25,0 + 0,1
°C com um banho termostatico da MS Equipamentos. Para a anélise em meio agua/acetonitrila
(90:10, v/v), inicialmente uma aliquota de 45 mL de uma solu¢do aquosa em pH 1,6 (acidificada
com HCI 0,107 mol L) foi transferida para a célula termoestabilizada, seguido de 5 mL de
acetonitrila. Foi adicionado KCI para manter a forga idnica do meio (0,1 mol L") e a
concentragio de DHP foi estabelecida 1x10™* mol L. A titulagdo foi conduzida com agitacdo
magnética e protecao da luz com um papel aluminio em torno da célula termoestabilizada. Com
o auxilio de um pHmetro HI 113 da marca HANNA Instruments contendo um eletrodo de vidro
combinado com referéncia de Ag/AgCl, foi acompanhada uma faixa de pH 1,6 —9,0. A variagao
de 0,1 a cada leitura foi promovida com adi¢io de KOH 0,1 mol L' ou 0,5 mol L! (contendo
10% de acetonitrila). Em cada varia¢do de pH, uma aliquota de aproximadamente 2 mL foi

transferida a uma cubeta de quartzo, com o auxilio de uma pipeta pasteur, e realizado um
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espectro eletronico de UV/Vis em um espectrofotdmetro Cary 50 da Varian. Apds a leitura, a
aliquota foi devolvida a célula para a préxima medida de pH. As relagdes de absorbancia e pH

foram tratadas com o ajuste sigmoidal:

1 1

Ka Ka
1+—10_pH 1+—10_pH

Absorbancia = ¢; (Equacao 1)

As titulagdes foram realizadas em duplicata, onde o resultado contendo menor erro

experimental foi utilizado para discussao.

3.3.5 Medidas espectrofotométricas de foto-oxidaciao das 1,4-DHPs

As cinéticas de foto-oxidagcdo foram acompanhadas em um equipamento UV/Vis
Hewlett Packard 8453 da Agilent, onde o porta cubetas foi removido para acomodar duas
lampadas de LED azul PLEDO1 da marca Partylight (Poténcia de 4W cada, emissao de 457 nm)
para realizar o monitoramento simultidneo da reacdo fotoinduzida. As ldmpadas foram
posicionadas de modo frontal, com um espago de 10 cm, para acomodar no centro do caminho
de deteccdo do espectrofotdometro uma cubeta de quartzo com 4 lados transparentes, como
demonstrado na Figura 14. Devido a baixa solubilidade das DHPs, as rea¢cdes com meio aquoso
foram realizadas com 10% de acetonitrila (90:10, v/v), com a adi¢do de uma aliquota de 1,35
mL de solugdo aquosa tamponada e 150 pL de uma solugdo estoque de DHP em acetonitrila,
resultando em uma concentragio de 1,0x10* mol L"! de DHP na cubeta. Os experimentos com
efeito de pH foram realizados em meio H>O/ACN (90:10, v/v) com os tampdes em
concentracdo 10 mM: &cido cloridrico (pH 1,0 — 2,0); &cido cloroacético (pH 2,5 — 3,5); acido
citrico (pH 4,0 — 4,5); 4cido acético (pH 5,0 — 6,0); BIS-TRIS metano (bis(2-hidroxietil)amino-
tris(hidroximetil)metano, pH 6,5 - 7,0); HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinoetanosulfonico, pH 7,5 — 8,0); CHES (acido N-ciclohexil-2-aminoetanosulfonico, pH
8,5 — 10). Os experimentos de efeito isotopico de deutério nas foto-oxidagdes de HEH e Nife
foram realizados em meio D>O/CD;CN 90:10 (v/v) e DxO/CD3CN 50:50 (v/v),
respectivamente, e as amostras foram analisadas do mesmo modo como descrito anteriormente.
A solugio de D>O foi tamponada com BIS-TRIS metano 0,01 mol L™! em pD = 7,0 (corrigido).
Os compostos HEH e Nife foram adicionados a cubeta através de solucdes estoque em CD3CN,

totalizando uma concentracio de 1x10™ mol L.
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Os dados de absorbancia em fungdo do tempo foram tratados através do software
OriginPro 8 (Origin Lab) com a equagdo cinética de primeira ordem de minimos quadrados

ndo-lineares:

Abs = (Absy — Absinr)e ™ + Absys (Equagio 2)

Figura 14. Sistema de monitoramento simultaneo da rea¢ao fotoinduzida.
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3.3.6 Titulacao de complexacao

A titulacdo de complexagdo dos compostos HEH e Nife aos macrociclos CB[7] e
P[5]A foi realizada em HoO/ACN 80:20 (v/v) pH 7 com tampao BIS-TRIS 0,01 mol L' em um
espectrofotometro Cary 50 da Varian, acoplado a um banho termostatico Peltier (25,0 = 0,1 °C).
Para as titulagcdes de complexagdo ao CB[7], a concentragdo de HEH e Nife foi mantida
constante em 1x10~ mol L™ e a concentracdo do macrociclo foi variada de 0 — 2x10“ mol L.
Desta forma, foi acompanhada a variagdo na absor¢do do macrociclo em consequéncia da

complexagdo, ambos em 230 nm. Para as titulacdes de complexacao ao P[5]A, como este possui
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banda de transi¢do m-n* em 290 nm (¢ = 17116 L mol! ecm™), foi necessario acompanhar a
complexagdo através da alteracdo na banda do macrociclo. Portanto, foi utilizada concentragao
constante de HEH e Nife em 2,5x10° mol L' e a concentragdo de P[5]A foi variada de 0 —
5x10”° mol L.

A fim de evitar erros experimentais de dilui¢do, a solu¢do estoque do titulante foi
preparada contendo a mesma concentragao do macrociclo, mantendo a concentragao deste
constante a cada adi¢dao. Os espectros obtidos foram tratados através do software OriginPro 8,
comparando o ajuste das equagdes ndo-lineares de complexacdo 1:1 e 2:1 receptor/substrato,
obtendo as constantes de associacao (Kass) € interpretando a estequiometria mais adequada para

os sistemas estudados.'!?
A= e K:1[G][H]
\Abs 1—+ Kl [H]
Complexo 2: 1 A = 1K1 [G1[H] + 2&,K, K, [G][H]?
: Abs (1 + K, [H]) + (K1 K,[H]?)

Complexo 1:1 (Equacgao 3)

(Equacao 4)

Foram obtidos os pardmetros de complexagdo por espectroscopia no UV-Vis através

da plataforma virtual gratuita BindFit.

3.3.7 Medidas de fotdlise por pulso de laser

Para a investigacdo de espécies formadas no estado excitado, utilizou-se um
espectrometro de fotdlise por pulso de laser da Applied Photophysics, modelo LKS80. Os
equipamentos consistem em: i) um /laser pulsado de Neodimio:itrio-Aluminio-Granada
(Nd:YAGQG) da marca Quantel, modelo Brilliant; i1) uma lampada de Xeno6nio de 150 W para
deteccao espectrofotométrica; e iii) um osciloscopio digital DPO 3032 da Tektronix para
transmissdo de dados (Figura 15). De modo geral, o funcionamento da técnica consiste na
incidéncia de um pulso de /aser sobre uma amostra em uma cubeta de quartzo com 4 lados
transparentes. Simultaneamete, a amostra ¢ analisada de forma perpendicular ao pulso de laser
através de uma espectroscopia no UV-Vis com a incidéncia de radiagcdo da lampada de Xendnio
a amostra e trasmissdo da radiagdo nao absorvida ao monocromador. A vantagem da técnica de
pulso de laser ¢ a deteccdo de processos energéticos com curtos tempos de meia vida, como
formacao de espécies excitadas radicalares ou complexos de transferéncia de carga, trabalhando
na faixa de nanosegundos.

A anélise das amostras foi conduzida com laser pulsado ajustado ao quarto harmonico

correspondente a emissdo de 266 nm, com tempo de pulso de 4 ns e energia média de 30
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mJ/pulso. As amostras de HEH em meio aquoso foram preparadas em concentragdo na ordem
de 10”° mol L'! em um volume total de 3 mL. A preparacdo das solu¢des e o procedimento

adotado estdo descritas em maior detalhe na se¢ao de resultados.

Figura 15. Organizac¢do e funcionamento do espectrometro de fotélise por pulso de laser.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE DAS 1,4-DHPS

Os compostos contendo nucleo dihidropiridina HEH, Nife, Composto A, B e C, foram
sintetizados através de reagdo multicomponente catalisada por maghemita, como descrito na
metodologia. Os rendimentos variam entre baixos a bons, refletindo a influéncia da substitui¢ao
no aldeido para o curso reacional.

Os compostos HEH ¢ Nife apresentam larga simetria estrutural no nucleo
dihidropiridina, onde o HEH apresenta conformacgao planar e a Nife, por apresentar substituinte
4-(2-nitrofenil), apresenta preferéncia pela conformacgdo de barco.!” A distingdo estrutural
referente as posigoes 3,4 ¢ 5 do ntcleo destes compostos reflete na distribuicao de seus sinais
nos respectivos espectros de RMN de 'H (Figura 16). O HEH apresenta caracteristicos tripleto
(1,29 ppm, 6H) e quarteto (4,17 ppm, 4H) com acoplamentos de 7 Hz para a por¢ao éster, assim
como o simpleto (2,19 ppm, 6H) referente as metilas 2,6 do heterociclo. Além destes, os
simpletos em 3,17 e 5,13 ppm correspondem aos hidrogénios 1 e 4 do heterociclo, onde o sinal
largo em maior deslocamento quimico ¢ associado ao hidrogénio do heteroatomo.

Em contrapartida, o espectro de RMN 'H da Nife apresenta dois simpletos (2,34 e 3,59
ppm) referentes as metilas presentes na estrutura, no qual o simpleto mais desblindado
corresponde as metilas 2,6. O sinal referente ao hidrogénio 4 encontra-se proximo ao 1, reflexo
da presenca do anel aromatico substituido nesta posicdo, tornando-o mais desblindado em
comparag¢ao ao hidrogénio 4 do HEH. Além disso, na regido de 7,2-7,7 ppm, apresenta os sinais

de acoplamento entre os 4 hidrogénios aromaticos.
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Figura 16. Comparagdo entre os espectros de RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) de HEH e Nife.
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Ao comparar os espectros de RMN de 'H do HEH e do Composto C (Figura 17), é
observada a distingdo no deslocamento quimico dos hidrogénios 1 e 4, onde o hidrogénio da
posicao 4 do HEH (3,17 ppm) torna-se desblindado pelo anel aromatico no Composto C (4,92
ppm). Além disso, os espectros diferem na regido de 6-7 ppm, com a presenca dos hidrogénios
arométicos para o Composto C. Adicionalmente, através de RMN de '*C e DEPT 135, o
Composto C pode ser identificado por meio dos sinais de carbono CH» (60 ppm), carbono de

carbonila (168 ppm) e 3 diferentes carbonos CH (120, 113 ¢ 110 ppm).



52

Figura 17. Espectros de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) e '*C (CDCl3, 100 MHz) do Composto
C.
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Os experimentos discutidos nos topicos a seguir serao referentes ao estudo dos
compostos HEH e Nife. A escolha destes dois compostos, dentre as 1,4-DHPs sintetizadas,
possui fim comparativo ao ja relatado na literatura para a fotoestabilizagdo do fdrmaco Nife
com o uso de BCDx. Além disso, o composto HEH foi comparado ao farmaco, identificando
as influéncias do substituinte 4-(2-nitrofenil) em suas propriedades fisicas e na reatividade de

foto-oxidagdo e complexagdo aos macrociclos.
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4.1.1 Sintese dos derivados piridinicos

Os compostos HEH e Nife foram convertidos aos analogos oxidados HEHox ¢ Nifeox
através da reagdo com iodo molecular em acetonitrila, com o procedimento descrito na
metodologia. Estes derivados foram isolados a fim de utilizd-los como padrdes para a
caracterizagdo dos produtos das foto-reacdes, descritos nos proximos capitulos.

Por meio da caracterizagio de RMN de 'H é possivel observar o aumento na densidade
eletronica do heterociclo apds oxidacao do HEH, onde os sinais dos hidrogénios das metilas (t,
1,42 ppm; s, 2,85 ppm) e do metileno (qua, 4,40 ppm) sao deslocados a maiores valores de
deslocamento quimico (Figura 19). Por fim, o simpleto em 8,68 ppm atesta a aromatizagao da

dihidropiridina, correspondendo ao hidrogénio aromatico na posicao 4.

Figura 18. Comparacio entre os espectros de RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) dos compostos
HEH ¢ HEHox.
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A reagao de oxidacao também foi acompanhada através da técnica de GC-MS, onde

os compostos HEH ¢ HEHox sdo detectados em 12 e 11 minutos, respectivamente, apos
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migracdo por uma coluna apolar. No espectro de massa para o HEH, sdo observados

principalmente os fragmentos 253,29, 224,23 ¢ 195,17 m/z (ilustrados na Figura 20a'). E para

0o HEHox, sdo observados os fragmentos 251,28, 206,22 e 177,16 m/z (Figura 20b”).

Figura 19. Cromatogramas obtidos na técnica de CG-EM para os compostos HEH (a) e HEHox

(b). Espectros de massa para os compostos HEH (a’) e HEHox (b”).
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Os resultados de RMN de 'H, '3C e DEPT 135 para a formagio de Nifeox indicam
desdobramento dos sinais dos grupos CH e CHj3 devido a perda de simetria no processo de
aromatiza¢do. Ao comparar os espectros de RMN de 'H, sdo observados desdobramentos dos
singletos de metila na regido de 2 - 4 ppm (Figura 21). Além disso, ap6s a oxidacdo, ndo sdo
observados os sinais dos hidrogénios 1 ¢ 4 da Nife em 5,7 ppm, confirmando que ndo trata-se
de mistura. Ademais, Nifeox também apresenta o deslocamento de sinais aromaticos para
maiores valores de deslocamento quimico e totaliza 8 hidrogénios aromaticos. Esta duplicacao
no niamero de hidrogénios também ¢é observada para o nimero de carbonos CH e CH3 nos
espectros de RMN de 1*C e DEPT 135, com um total de 21 carbonos magnéticamente diferentes

(Figura 22).

Figura 20. Comparagio entre os espectros de RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) dos compostos
Nife e Nifeox.
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Figura 21. Espectros de RMN de '3C e DEPT 135 (CDCl3, 100 MHz) para Nifeos.
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4.2 PROPRIEDADES FOTOFISICAS

As propriedades fotofisicas dos compostos sintetizados foram determinadas através
das técnicas espectroscopicas de absor¢ao na regido do UV-Vis e de emissao de fluorescéncia.
Através do UV-Vis sdo determinadas as transi¢des eletronicas, representadas por maximo de
absorcdo e coeficiente de absorc¢do (g). Através da fluorescéncia sdo obtidos comprimento de
onda maximo de emissdo e o rendimento quantico de fluorescéncia (Tabela 3).

Os espectros de absor¢do dos compostos HEH ¢ HEHox, em meio HoO/ACN 80:20
(v/v), apresentam ambos uma banda de transi¢ao eletronica n-n* em 240 nm e uma banda de
transicao m-m*, a qual difere em comprimento de onda e intensidade entre os dois compostos
(Figura 23a). Com as anélises de fluorescéncia ¢ observada forte emissdo para o HEH em 463
nm, com um deslocamento de Stokes de 88 nm e rendimento quantico de 0,023 (Figura 23b),

processo nao observado para o andlogo oxidado.

Figura 22. Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis (a) e emissdo de fluorescéncia (b) para
os compostos HEH e HEHox em H,O/ACN 80:20 (v/v) e concentracdes de 1x10 mol L. Aexc
=375 nm.
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O espectro de absorcao do composto Nife em H>O/ACN 80:20 (v/v) apresenta,
semelhante ao HEH, a banda de transi¢ao n-n* em 340 nm, em razdo da separagdo eletronica
do grupo 2-nitrofenil ao anel dihidropiridina com a tor¢do da molécula (Vide Esquema 3 —
Topico 1.2). Ao ser oxidado ao andlogo Nifeox, hd a presenca de duas bandas de absor¢do em
280 e 320 nm, correspondente as espécies nitroso e nitro, respectivamente (Figura 24). Ambos

os compostos Nife e Nifeox ndo apresentam fluorescéncia, possivelmente devido a transferéncia
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de carga intramolecular ao grupo aceptor nitrobenzeno.!'® Além disso, as bandas mais

estruturadas para o composto oxidado sugerem maior rigidez estrutural.

Figura 23. Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis para os compostos Nife ¢ Nifeox em

meio H2O/ACN 80:20 (v/v) e concentracdo de 1x10™# mol L™!.
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Tabela 3. Propriedades fotofisicas dos compostos HEH, HEHox, Nife ¢ Nifeox em meio
H>O/ACN 80:20 (v/v). [DHP] = 1x10* mol L',

dabs / nm ¢/ L mol! cm™! dem / nm ()
HEH 375 6281,5 463 0,023'"7
HEHox 280 34221 n.a. n.a.
Nife 340 7593.6 n.a. n.a.
Nifeox 280; 315 5108,5 ; 3889,7 n.a n.a

Parametros: Aqps = comprimento de onda de absor¢do; A.m = comprimento de onda de emissdo; € = coeficiente de
absor¢io; ® = rendimento quéntico (padrio sulfato de quinino 0,05 mol L' em H,SOs). Curvas de calibragio
realizadas estdo presentes no Anexo D.

Em acréscimo, foram comparadas as propriedades fotofisicas de HEH, Nife e os
Compostos A-C em etanol, cloroféormio e meio HoO/ACN 80:20 (v/v) (Tabela 4). Uma das
modificagdes mais evidentes consiste no deslocamento batocromico da banda n-n* de todos os
5 compostos com o aumento da polaridade do solvente. Esta caracteristica também ¢ observada
para a emissao de fluorescéncia dos compostos HEH e C, de forma que o solvente altera o
momento de dipolo dos estados So e Si das moléculas. Pavez e colaboradores''® descrevem

efeito do solvente nas propriedades espectroscopicas de dihidropiridinas principalmente através
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do parametro de aceitacdo de ligacdo de hidrogénio (B), seguido de menores contribuigdes de

polarizabilidade (7*) e doacao de ligacdo de hidrogénio ().

Tabela 4. Propriedades fotofisicas dos compostos HEH, Nife, A, B ¢ C em etanol, cloroférmio

e meio HoO/ACN 80:20 (v/v).

Cloroférmio Etanol H>O/ACN 80:20 (v/v)
Aabs (€) /M | Aem/ M | Agps (€) /M | Aem/ NM | Agbs (€) / NM | Aem / NM
HEH 360 (7178,9) 435 370 (5616,3) 460 375 (6281,5) 463
Nife 317 (5286,3) 435 337 (3681,6) n.a. 370 (6162,0) n.a.
Composto A | 330 (5317,7) 465 350 (8865,8) n.a. 355 (4336,8) n.a.
Composto B | 345 (6272,1) 425 355(5182,9) 428 355 (452,5) 425
Composto C | 342 (6746,6) 425 355 (5642,7) 428 358 (n.a.) 438

Parametros: Aaps = comprimento de onda de absor¢do; Aem = comprimento de onda de emissdo; € = coeficiente de
absorgdo (L mol! cm™); Curvas de calibragdo realizadas estdo presentes no Anexo D.

A comparacao do comprimento de onda de absor¢ao dos compostos em cloroférmio
evidencia a influéncia dos grupos auxocromos (dimetilamino, hidroxila e metoxila) presentes
no anel aromatico adjacente ao cromdéforo dihidropiridina (Figura 25). Em relacdo a emissao
de fluorescéncia, o Composto A possui emissdo intensa com deslocamento batocrdmico (465
nm, Alem = 30 nm em relacdo com HEH) como resultado de um processo de transferéncia de

carga intramolecular no estado excitado.'"”

Figura 24. Espectros de absor¢cao no UV-Vis (a) e de fluorescéncia (b) para os compostos

HEH, Nife, A, B e C em cloroformio. [DHP] = 1x10™* mol L.
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4.3 DETERMINACAO DO EQUILIBRIO QUIMICO POR TITULACAO
ESPECTROFOTOMETRICA

Os equilibrios quimicos de protonagdo dos compostos HEH e Nife foram
determinados através de titulagdo espectrofotométrica em solucdo HoO/ACN 90:10 (v/v). Por
meio deste experimento, foram determinados os valores de pK, referentes ao sitio nitrogenado
do heterociclo por meio da Equagao 1, os quais sao utilizados para compreensao da distribuigao
de espécies em solucao no estado fundamental. Posteriormente, estes valores sao comparados
aos pKas no estado excitado, obtidos através do estudo cinético de efeito de pH para as reagdes
de foto-oxidacgao.

A titulagao espectrofotométrica do HEH pode ser acompanhada através do incremento
e deslocamento batocromico da banda de transi¢cdo n-n* na regido de 235 nm e, em um intervalo
de pH 1,5 — 4,5 ¢é obtido pKa1 = 2,73 (Figura 26). Contudo, na faixa de pH 4,5 - 10 nao foi
possivel determinar um segundo valor de constante de acidez. Nesta regido, ¢ somente
observado o incremento de uma banda pouco intensa em 280 nm, possivelmente associado a

aromatizacdo do HEH a HEHox.

Figura 25. Titulagdo espectrofotométrica do composto HEH em H>O/ACN 90:10 (v/v) a 25
°C, KC10,1 mol L'! e [HEH] = 1,0x10"* mol L.
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A constante de acidez determinada corresponde a desprotonacdo do grupo catidnico
(1) a espécie neutra (2), representados no Esquema 12. Acima do valor do pKa. ¢ observada
direta conversdo do composto a espécie aromatizada HEHox, onde a desprotonacao do

hidrogénio do grupo amino para a formagao de uma espécie anidnica nao ¢ favoravel.

Esquema 12. Equilibrio quimico de espécies de HEH em meio H2O/ACN 90:10 (v/v).

EtO,C COEt pKa EtO,C CO,Et EtO,C_ A\ ~CO2Et
T = XX — X1
+N N N

H, H
(1) (2) HEH,x

A titulagao espectrofotométrica do composto Nife foi acompanhada por alteragdes na
banda de transicao m-n* em 230 nm, assim como variagoes na intensidade da banda n-n* na
regido de 340 nm (Figura 27). Inicialmente em uma faixa de pH 1,5 — 4,0 foi observado
incremento da absor¢do em 235 nm e 340 nm, ambas com um leve deslocamento hipsocromico.
Através do ajuste sigmoidal em 320 nm, foi obtido pKa1 = 3,16. Na faixa de pH 7 — 9,5 foi
observada a formag¢ao de uma segunda espécie através da reducao na absorcao das duas bandas

e o ajuste em 250 nm permitiu a obtencao do segundo valor de constante de acidez pKa2 = 7,99.
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Figura 26. Titulacdo espectrofotométrica do composto Nife em H>O/ACN 90:10 (v/v) a 25 °C,
KC10,1 mol L' e [Nife] = 1,0x10* mol L.
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Os valores de pKa1 e pKa2 obtidos para Nife correspondem ao equilibrio de protonagio
do grupo amino, de maneira similar ao observado para o composto HEH. Porém, a obten¢ao
de uma segunda constante de acidez ¢ favorecida pela presenca de um grupo retirador de
densidade eletronica na posicdo 4 do heterociclo, estabilizando a espécie anidnica (3)
(Esquema 13). Além disso, ndo foi observado indicio de formac¢do do produto aromatizado

Nifeox, 0 qual apresentaria uma banda de transi¢ao n-n* na regido de 280 nm.

Esquema 13. Equilibrio quimico de espécies de Nife em meio H2O/ACN 90:10 (v/v).

NO, NO, NO,
MeO,C CO;Me pKa, MeO,C COMe pKa, MeO,C CO,Me
— —
-~ ~—
+N N N

1 (2) 3)
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4.4 FOTO-OXIDACOES

Os estudos espectrofotométricos de foto-oxidagdo dos compostos HEH e Nife foram
conduzidos através da irradiacdo de um LED azul (457 nm) a amostra, como descrito na
metodologia. De modo geral, a foto-oxidagdo do HEH promove redugdo das bandas de
transi¢do m-mt* (375 nm e 230 nm) e o incremento da banda de transicdo m-n* (280 nm) do
produto aromatico HEHox. A fim de determinar a constante de velocidade para a reagao, foi
acompanhado o decaimento exponencial da banda em 375 nm (Figura 28), o qual foi ajustado

com a Equagdo 2.

Figura 27. Acompanhamento espectrofotométrico e perfil cinético de foto-oxida¢do do HEH.
Condicio experimental: [HEH] = 1,0x10™* mol L', HO/ACN 90:10 (v/v), pH 7,0 tampao BIS-
TRIS 0,01 mol L™,
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Para a foto-oxidacdo da Nife, ¢ observado decréscimo da banda larga em 355 nm
incremento das bandas em 280 e 320 nm (referentes ao produto Nifeox), onde a constante de
velocidade foi determinada com o incremento da banda em 280 nm, ajustada com a Equagao 2
(Figura 29). Como mencionado no tépico introdutorio 1.4, a foto-oxidagao da Nifedipina pode
formar dois produtos contendo o anel piridinico, os andlogos 4-(2-nitrofenil) e 4-(2-

nitrosofenil). Vale mencionar que devido a diferencas em sua reatividade, as reagcdes foram
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acompanhadas em diferentes intervalos de tempo, onde a foto-oxidacdo do HEH ocorre em 1
hora e para a Nife em 10 minutos.

A fim de compreender a reatividade fotoquimica das 1,4-DHPs na condigao
desenvolvida pela fonte de radiacao no aparato utilizado, foram avaliados os seguintes efeitos
na cinética da reacdo: 1) caracteristica do solvente (protico/aprético, halogenado/ndo-

halogenado); e ii) do pH da solucdo aquosa, identificando a influéncia das espécies formadas.

Figura 28. Acompanhamento espectrofotométrico e perfil cinético de foto-oxidacao da Nife.
Condigdo experimental: [Nife] = 1,0x10™* mol L', H,O/ACN 90:10 (v/v), pH 7,0 tampdo BIS-
TRIS 0,01 mol L™,
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4.4.1 Efeito do solvente

O desenvolvimento deste trabalho visa o estudo de foto-oxidacao de HEH e Nife em
meio predominantemente aquoso, considerando a vantagem associada em uma aplicagdo
farmacologica. Além disso, o0 meio aquoso pode favorecer a incorporagdo dos substratos a
cavidade dos macrociclos através de efeito hidrofobico. Contudo, a reatividade neste meio é
pouco explorada, devido a dificuldade de solubilizag¢do destes compostos.

Para tanto, buscou-se um aprofundamento na compreensao da reatividade fotoquimica

de HEH e Nife em meio HO/ACN (tampao BIS-TRIS 0,01 mol L"), onde a solubilidade foi
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favorecida com a presenca de acetonitrila, solvente de baixa toxicidade.'?® Inicialmente foi
investigada a dependéncia reativa do solvente aprotico na reagdo de foto-oxidacao através da

variagao da fracdo molar de acetonitrila na mistura.

Figura 29. Constantes de velocidade observadas (kobs) em fungdo da fragdo molar de
acetonitrila em uma mistura HoO/ACN (tampao BIS-TRIS 0,01 mol L) para as reacdes de
foto-oxidagdo de HEH (a) e Nife (b) em concentragdo 1,0x10* mol L.
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Para o composto HEH, mostra-se uma reduc¢do exponencial da constante de
velocidade com o incremento da fracdo molar de acetonitrila e que, portanto, ha uma forte
relagdo do mecanismo de foto-oxidacdo deste composto com o solvente polar prético (Figura
30a). Em contrapartida, para a reacdo com Nife ¢ observado um perfil de parabola, onde um
maximo na constante de velocidade € obtido em uma fracao equimolar de H0O/ACN. Assim, o
mecanismo reacional para a Nife apresenta dependéncia positiva com a presenga de acetonitrila,
atuando de forma cooperativa com a agua no processo radicalar (Figura 30b). A fim de
comprovar a influéncia da migracdo de protons nos mecanismos de ambos os compostos, foi
realizado o efeito isotopico na secao 4.4.3.

A baixa solubilidade de HEH em proporgdes de acetonitrila < 10% acarretou na
escolha da mistura HoO/ACN 90:10 (v/v) para os experimentos de efeito de pH e de
complexagdo com os macrociclos. Além disso, a escolha desta propor¢ao garante a presenca de
foto-oxidacdo para a investigacao de prote¢do, a qual € inibida com mais de 20% de acetonitrila
em solucdo e poderia gerar falsos positivos.

Em paralelo, foi realizada a comparagdo da foto-oxidacdo nos solventes: etanol,

metanol, isopropanol, acetonitrila, diclorometano e cloroformio (Tabela 5). Para estes, ¢
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observada tanto variagdes em seus valores de kobs quanto na quantidade de produto formada,

representada pela % residual do reagente.

Tabela 5. Comparacao entre kobs de foto-oxidacgao e % residual de HEH e Nife em diferentes

solventes.
HEH Nife
Solvente kobs (min) | & (L mol™! em™)* | %HEH® | kobs (min) | & (L mol! cm™)* | %Nife®
H,O/ACN 90:10 (v/v) | 0,106 375nm/6281,5 | 33,3 0,535 370 nm/6162,0 | 20,3
Etanol 0,009 372 nm/ 5461,7 | 80,1 1,240 370 nm/2495,1 | 10,5
Metanol 0,041 371 nm/ 92304 | 96,3 1,038 344 nm /58453 | 12,8
Isopropanol 0,028 373 nm/5923,4 | 93,1 1,027 344 nm/ 52904 | 11,5
Acetonitrila 0,010 362 nm/4942,3 | 79,8 0,573 370 nm/2566,8 | 29,1
Diclorometano 0,004 358 nm/5378,2 | 18,5 0,378 370 nm/2342,7 | 22,8
Cloroformio 0,006 358 nm/4847,5 | 31,6 0,365 370 nm/3107,2 | 18,6

Foram utilizadas as mesmas condi¢Oes reacionais descritas anteriormente. a: constantes de absorcdo
determinadas através de curvas de calibrag@o. b: % residual calculada no tempo final da cinética a partir dos
valores de absorbancia e as constantes de absor¢do. Espectros adicionais e curvas de calibragdo — Anexos E
eD.

Em relagdo aos valores de kobs, ¢ observado para ambos os compostos, maior
velocidade em solventes polares préticos, em concordancia com algumas fotoreagdes ja
reportadas na literatura.*” A presenca destes solventes favorece processos de transferéncia de
hidreto através de rapida solvatacao e reorganizagdo das espécies anterior € apOs a migragao do
dtomo de hidrogénio. 21122

Os solventes clorados, no entanto, apresentam comportamento distinto em relagao ao
valor de kobs € a quantidade de 1,4-DHP oxidada (Figura 31). E observada maior conversio de
HEH a HEH.x, apesar de ocorrer em menor velocidade reacional que os outros solventes
estudados. Este comportamento estd associado a formagao fotoinduzida de espécies radicalares
dos solventes clorados (como *CHCl,, *CCl; e *Cl), assim, espécies radicalares como <Cl
realizam abstracdo de atomos de hidrogénio e, desta forma, podem contribuir para maior
formacgio de HEHox.'271%3

Complementarmente, foi realizado acompanhamento cinético das 1,4-DHPs nos
solventes estudados sem a presenca de uma fonte de radiagcdo (no escuro). Desta forma, ¢é

observada instabilidade destes compostos principalmente em cloroféormio e diclorometano,



assim como em solucdo aquosa. Acetonitrila e etanol mostraram-se favoraveis para o

armazenamento controlado, com baixa conversao a espécie oxidada.

Figura 30. Perfil cinético de foto-oxidagdo dos compostos HEH (a) e Nife (b) em HoO/ACN

90:10 (v/v), acetonitrila ¢ cloroférmio.
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4.4.2 Efeito do pH

A fotoreatividade dos compostos foi avaliada frente a concentragcdo de protons na
mistura HyO/ACN 90:10 (v/v), com o objetivo de elucidar o comportamento destes compostos
em condi¢des aproximadas ao plasma sanguineo (pH 7,4). A variagdo do pH na reagdo
fotoquimica também permite compreender a reatividade no estado excitado através da
determinagdo do pK. cinético e a influéncia das espécies presentes. Na literatura sdo escassos
os relatos acerca do efeito do pH na reatividade®®, devido principalmente ao estudo destes
compostos ser realizado majoritariamente em etanol ou acetonitrila.

O efeito de pH foi realizado nas condi¢des descritas anteriormente no procedimento
geral para as reagoes de foto-oxidagcdo, em uma mistura H2O/ACN 90:10 (v/v) contendo solucao
aquosa tamponada e com a irradiacdo de LED azul. Os tampdes utilizados e suas preparagdes
estdao descritas na metodologia, obtendo uma faixa de pH de 1-10. Ao preparar a mistura com
acetonitrila ndo foram observadas variagdes acima de 0,1 unidades do valor inicial de pH da
solucdo tamponada.

Os compostos HEH e Nife apresentaram comportamento similar na faixa de pH 1-8,
diferindo somente em valores extremos de pH 9 e 10 (Figura 32). Na faixa inicial, ¢ observada
maior reatividade em valores abaixo do primeiro pKa dos compostos: HEH (pKa1 =2,73) e Nife

(pKa1 = 3,07). Nesta regido, também foi possivel determinar o pKai cinético = 2,45 (+ 0,19) para
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o HEH, onde foi observado leve reducdo de aproximadamente 0,3 unidades do valor
determinado através da titulagdo espectrofotométrica para o estado fundamental. Esta
informacao corrobora com a caracteristica polarizagdo de compostos no estado excitado e a
relagdo desta com processos de transferéncia de protons, favorecido pela solvatagao do meio

aquoso.?

Figura 31. Grafico de pH x kobs para a foto-oxidagdo de HEH (a) e Nife (b) em uma mistura
H>O/ACN 90:10 (v/v). Ajuste de pK. para a foto-oxidagdo do HEH (a’).
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Em valores acima do pKa1 entre pH 3-6, ¢ observada diminui¢do na constante de
velocidade, a qual volta a aumentar acima do pH 6,5. A relacdo entre a desprotonagdo da amina
e a velocidade da reacao de foto-oxidagdo indica a influéncia do par de elétrons na configuragao

eletronica da estrutura e no mecanismo de transferéncia de elétron ou hidreto. Ademais, a cima
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do pH 6,5, a desprotonacdo da amina pode favorecer a aromatizacdo do heterociclo,
proporcionando o incremento da velocidade da reagao.

Por fim, entre pH 9-10 a foto-oxidagdo pode ser afetada por processos secundarios de
degradacio, onde esta condigdo favorece a hidrélise do grupo éster da dihidropiridina. Alvarez-

126 observaram a hidrélise de 1,4-DHPs em valores acima de pH 9 através

Lueje e colaboradores
de aquecimento, contudo, ndo ha relatos acerca de rea¢des de hidrolise fotoinduzidas para estes
compostos. Sao necessarios experimentos adicionais para comprovar a identidade das espécies

presentes em cada regido e a capacidade de hidrolise bésica nestas condi¢des reacionais.

4.4.3 Efeito isotopico

Com base nos resultados anteriores, foi realizado o efeito isotopico cinético para
compreender a atuacao do solvente protico na foto-oxidagao dos compostos HEH ¢ Nife. Desta
forma, foram selecionadas as condi¢des onde estes manifestaram maior reatividade, sendo
H>O/CH3CN 90:10 (v/v) para o HEH e H>O/CH3CN 50:50 (v/v) para Nife, ambos com tampao
BIS-TRIS 0,01 M em pD = 7. As reacdes de foto-oxidacdo em meio deuterado foram
acompanhadas de forma semelhante ao descrito para as foto-oxidagdes anteriores, obtendo os

valores de kp descritos na Tabela 6 (Anexo E, Figura E2).

Tabela 6. Parametros cinéticos referentes ao experimento de efeito isotdpico de foto-oxidagao

para HEH e Nife.

HEH Nife
kot (min) | *kp (min) | ke/ko | kn (min') | *kp (min’) | kn/kp
0,106 0,010 | 10,5 | 0,831 0,614 1,4

*Valor de kp determinado pela média de dois experimentos;

A razdo isotdpica kn/kp igual a 10,5 para a foto-oxidagao do HEH indica a participacdo
essencial da 4gua no mecanismo de aromatizacdo da dihidropiridina. A investigacdo das
interacdes intermoleculares presentes na solvatagdo, assim como o0s parametros
termodinamicos de ionizacdo das ligacdes, pode elucidar a reatividade observada nesta
condi¢do e auxiliar na compreensdo do mecanismo de foto-oxidacdo ainda em discussdo na
literatura.

Em contrapartida, na foto-oxidacao da Nife foi obtida razdo isotdpica igual a 1,4, a

qual evidencia a ndo participagdo do solvente na reacdo. Este comportamento ¢ resultante da
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presenca do substituinte retirador de densidade eletronica na posi¢do 4 do nucleo
dihidropiridina, o qual facilita a etapa de transferéncia de hidreto e torna este composto

extremamente reativo, independente da atuacao do solvente.

4.5 CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS SUPRAMOLECULARES

A formacgao de complexo entre os compostos HEH e Nife com o macrociclo CB[7]
foi acompanhada através de fluorescéncia e titulagdes espectrofotométricas no UV-Vis. As
tentativas iniciais consistiram na complexacao das espécies em meio H2O/ACN com a presenga
do tampdo BIS-TRIS 0,01 mol L. Contudo, este tampdo mostrou-se ineficaz para a
complexacgdo evidente ao CB[7], devido a sua alta interacdo com a cavidade do macrociclo
através das cadeias alquilicas e com o portal através do sitio catidnico (Anexo E, Figura E3).
De fato, como reportado por Selinger e colaboradores'?’, as associagdes entre tampdes
bioldgicos de Good e CB[7] possuem altas constantes de estabilidade, como exemplo, o tampao
CHES na ordem de 107 dm® mol™!. Portanto, foi escolhido o tampdo NaH2PO4 0,01 mol L™ em
pH 7 para os experimentos de complexac¢do com o CBJ[7].

A titulagdo espectrofotométrica no UV-Vis contendo HEH em concentracao fixa de
1x10™* mol L! e crescentes quantidades de CB[7] (0 — 20 equivalentes), pdde ser acompanhada
através da reducdo da banda de transicdo n-n* em 375 nm (Figura 33). A estimativa da
proporcao entre substrato e receptor foi determinada a partir dos valores de absorbancia,
utilizando a plataforma BindFit.!*® O melhor ajuste foi observado para a proporgio 2:1
receptor/substrato, resultando nos parametros de associacdo K11 = 2.814,2 (= 7,3 %) L mol' e
K21 =752,9 (£ 9,8 %) L mol!. O maior valor para a associag¢io do primeiro equivalente de
macrociclo indica um processo de cooperagdo negativa, onde a entrada do segundo equivalente
¢ menos facilitada.

Através do ajuste obtido por UV-Vis sdo também gerados os coeficientes de absor¢ao
das espécies envolvidas no equilibrio: €uest = 5.941,2 L mol! cm™; &11 =0 L mol! em™; &1 =
4.148,9 L mol™! em™. O valor para o coeficiente de absorgio do guest proximo ao valor real do
HEH (6.281,5 L mol™! cm™) garante maior confiabilidade nos dados obtidos. Estes coeficientes
permitem o calculo das fragdes molares das espécies em relacdo a adicao de macrociclo e a

estimativa de sua formacao durante a titulagao.
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Figura 32. Titula¢do espectrofotométrica de formag¢ao do complexo HEHc2CB|7] por UV-
Vis. Condig¢des: H;O/ACN 90:10 (v/v), tampido NaH2PO4 0,01 mol L! pH 7, [HEH] = 1x10*
mol L', [CB7] =0 —2x10 mol L',
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A formagdo do complexo HEHc2CBJ7] pode ser acompanhada também através de
emissdo de fluorescéncia (Figura 34). A presenca de 10 equivalentes de CB[7] promove o
incremento da intensidade de fluorescéncia do HEH, em virtude do efeito de confinamento do
fluoroforo na cavidade do macrociclo. Apesar de resultar em mudanca significativa na
intensidade de fluorescéncia, a titulagio mostrou-se invidvel para obter as constantes de
associacdo devido a flutuacdo dos dados de fluorescéncia a cada aliquota de macrociclo
adicionada.

Para o composto Nife nao foi possivel determinar os parametros de complexagao
através da espectroscopia no UV-Vis, onde o perfil de titulagdo com o macrociclo CB[7] nao
mostra consideravel saturagdo na faixa de concentracgao trabalhada (Anexo E, Figura E4). Este
comportamento pode estar relacionado com a conformagdo nao-planar deste composto, visto
que o anel 2-nitrobenzeno perpendicular ao nucleo dihidropiridina limita a capacidade de
associagdo. Além disso, a auséncia de emissdo de fluorescéncia para o composto Nife em meio

aquoso impede o estudo de titulagdo via espectroscopia de fluorescéncia.

Figura 33. Aumento na intensidade de fluorescéncia do composto HEH na presenca de 10 eq.
de CB[7]. Condig¢des: H,O/ACN 90:10 (v/v), tampdo NaH,PO4 0,01 mol L' pH 7, [HEH] =
1x10* mol L, [CB7] = 1x10~ mol L.,
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Os complexos formados com os macrociclos BCDx e P[5]A catidnico foram
acompanhados igualmente através de espectroscopia de absor¢ao na regido do UV-Vis e os
parametros de associacdo determinados com o programa BindFit.'”® Ambos apresentaram

comportamento referente a associagao 2:1 receptor/substrato, porém, seus parametros de
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associagdo diferem do complexo formado com CBJ[7], devido a uma cooperatividade negativa.
O complexo HEHc2BCDx apresenta o maior valor de constante de associacao, favorecido por
caracteristicas espaciais e eletronicas de ambas as espécies (Figura 35). Porém, esta interagao
altamente favorecida nao causou o aumento de fluorescéncia do HEH, possivelmente devido a
estabilizacao de uma conformagao torcida ou sem confinamento estrutural consideravel.

A titulagdo de complexagdo com o P[5]A catidnico foi acompanhada por meio da
variacdo da banda de absor¢do do macrociclo (Figura 36), visto que este apresenta um grande
valor de coeficiente de absor¢io no meio estudado — 17.116,10 L mol! cm™! (Anexo F, Figura
FS), o qual interfere na visualizacdo do HEH. Desta maneira, foi considerada a variagdo entre
o valor tedrico de absor¢do para a aliquota de P[5]A adicionada na titulagdo e o valor
experimental modificado pela complexacdo. Além disso, o experimento foi conduzido em meio
tamponado com BIS-TRIS, e através dos resultados obtidos, hé indicios de que nao hé efeito
competitivo proporcionado pelo tampao organico para este macrociclo.

Estdo resumidos na Tabela 7 os parametros cinéticos obtidos com as titulagdes
descritas acima.

As titulagdes espectrofotométricas de complexagdo sdo suscetiveis a variados erros
experimentais e, portanto, devem ser utilizadas em conjunto com outras técnicas, como
espectrometria de massas de alta resolugdo e célculos teoricos. Desta forma, os resultados
obtidos pelas titulagdes serdo utilizados como base para futuros experimentos de caracterizagao

dos complexos.

Tabela 7. Parametros cinéticos obtidos para os complexos supramoleculares.

HEH:2CB7 HEH:2CDx HEH:2P5A
Ki1 (L mol™) 28142 (73 %) | 1764 (£36%) | 29.606,9 (= 10,1 %)
K21 (L mol™) 752,9 (£ 9,8 %) | 73.178,4 (= 14,7 %) | 35.605,2 (% 13,5 %)
Esubst (L mol! cm™) 5.941,2 5.580,6 87,6
€11 (L mol! cm™) 0 22.642.2 140.384.4
€1 (L mol! cm™) 4.148.9 2.822.9 0
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Figura 34. Titulacao espectrofotométrica de formacdo do complexo HEH=2BCDx por UV-
Vis. Condi¢des: HO/ACN 90:10 (v/v), tampdo NaH2PO4 0,01 mol L! pH 7, [HEH] = 1x10*
mol L, [BCDx] =0 —2x107 mol L',
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Figura 35. Titula¢do espectrofotométrica de formacdo do complexo HEH2P|[5]A por UV-
Vis. Condigdes: HoO/ACN 90:10 (v/v), tampao BIS-TRIS 0,01 mol L' pH 7, [HEH] = 2,5x 10
®mol L, [P5SA] =0 — 5x10° mol L.
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4.6 MEDIDAS DE FOTO-OXIDACAO EM COMPOSTOS SUPRAMOLECULARES

Os estudos de fotoestabilidade com os macrociclos BCDx e CB[7] e foram realizados
em meio HoO/ACN 90:10 (v/v) em pH 7 com tampdo NaHPO4 0,01 mol L', utilizando 20
equivalentes da macromolécula. O acompanhamento cinético de foto-oxidagdo dos complexos
de inclusdo foi realizado de maneira similar ao descrito anteriormente para os compostos

isolados.

Figura 36. Perfil cinético de formacao de Nifeox (280 nm) na presenga de fCDx ¢ CB7 em

meio H,O/ACN 90:10 (v/v) com tampao NaHPO4 0,01 mol L! pH 7,0. [Nife] = 1x10™* mol L

!, [macrociclos] = 2x10 mol L.
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A foto-oxidagdo do composto Nife foi comparada aos complexos Nifec2pCDx e
Nifec2CB|7] através da formacgao da banda de absor¢do do produto Nifeox em 280 nm (Figura
37a). O perfil de foto-oxidagdo e valores de constante de velocidade mostram-se similares ao
composto isolado, demonstrando que as matrizes supramoleculares e condi¢des reacionais sao
inadequadas para a fotoestabiliza¢do do mesmo. De fato, o aspecto das bandas de absor¢ao nos
instantes inicial e final da reac¢do sao idénticas entre Nife e Nifec2pCDx (Figura 37b), onde
apenas para o complexo Nifec2CB|7] ocorre leve aumento de intensidade das bandas
possivelmente provocado pela associagdo ao macrociclo. Com base na literatura, a BCDx
(aprox. 25 equivalentes) ¢ capaz de fotoestabilizar o composto Nife em meio s6lido’® e em
solugdo etandlica’’, modificando a constante de velocidade e aumentando o tempo de meia vida.

Contudo, nenhum trabalho reportado com esta aplicagdo desenvolve a investigacdo da inclusao
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em meio aquoso, assim como a justificativa destes arranjos serem fotoestabilizados. Desta
forma, a técnica de UV-Vis utilizada pode ndo ser adequada para a investigagdo de
fotoestabilidade destes compostos, sendo necessaria utilizacdo de outra técnica onde os sinais
de cada analito ndo seja sobreponivel e seja possivel quantificar de maneira confidvel, como
exemplo a técnica de cromatografia liquida (LC-MS).

Adicionalmente, a fluorescéncia do complexo HEHc2CBJ[7] foi explorada para
investigar o processo de foto-oxidagdo, em comparagdo com a técnica de UV-Vis. O
comportamento ilustrado na Figura 38 demonstra efeito inverso ao desejado na presenca de
CBJ7], onde ap6s 20 minutos de irradiacao do LED azul, ocorre maior oxidacdo do HEH. Este
resultado ¢ comprovado pela emissdo de fluorescéncia, observando decréscimo da banda de
fluorescéncia do substrato apos 20 min de reacdo (Figura 39a). Além disso, através da
fluorescéncia ¢ destacada a dissociagao do HEH nos primeiros minutos de irradiagdo, indicando
a incompatibilidade do composto no estado excitado ao CB[7]. De fato, a inicial dissociagao do
complexo causa a momentanea estabilizacdo do HEH, em compensagdo, as espécies formadas

no estado excitado favorecem a oxidagao a HEHox.

Figura 37. Perfil cinético de foto-oxidacdo de HEH e HEH—2CBJ[7] em meio H;O/ACN 90:10
(v/v) com tampdo NaHPO4 0,01 mol L' pH 7,0. [HEH] = 1x10™ mol L', [CB7] = 2x10~ mol
L
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Figura 38. Acompanhamento por fluorescéncia para a foto-oxidagdo de HEH e HEH—2CB|7]
em meio H20/ACN 90:10 (v/v) e tampao NaHPO4 0,01 mol L' pH 7,0. [HEH] = 1x10* mol
L' [CB7] =2x107 mol L.
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4.7 FOTOLISE POR PULSO DE LASER

A fotolise por pulso de laser foi realizada como experimento complementar, e tem
como objetivo detectar as espécies radicalares formadas pela incidéncia de pulso de /aser de
266 nm sobre o composto HEH. Diferentemente do sistema adotado anteriormente com a
utilizagdo de um LED com emissdo em 457 nm, a fotolise promove condigdes mais energéticas
e pode, portanto, envolver a formac¢ao de diferentes espécies.

Inicialmente foi avaliada a reatividade do HEH em meio aquoso, através de uma
solugdo 1,6x10”° mol L™ para um volume final de 3 mL em uma cubeta, preparada com a adigfio
de 50 pL de uma solucdo estoque do mesmo em acetonitrila. Ao realizar uma varredura
espectroscopica (200 a 500 nm), ¢ detectada uma espécie transiente com absor¢do em 320 nm.
Fixando este comprimento de onda, sdo realizadas as cinéticas de decaimento desta espécie
transiente, aumentando a energia fornecida na amostra através de sucessivas incidéncias de
pulso de laser (Figura 38). O incremento do valor de absorcdo da espécie transiente com o
acimulo energético na amostra indica que esta estd sendo formada através da fotdlise, com kobs

=4.86x10°s" e t;2 = 1,42 ps em um acumulo energético de 2944 mJ.
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Figura 39. Fotodlise por pulso de laser do composto HEH em meio aquoso com incremento

energético acumulado.
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Paralelamente, foi realizado acompanhamento deste experimento com espectroscopias

na regido do UV-Vis e emissao de fluorescéncia a cada andlise, utilizando a mesma amostra e

cubeta da fotdlise nos espectrofotometros (Figura 39). A alteragdo das bandas de absorcao e

emissdo evidenciam sequencial foto-oxidagdo de HEH a HEHox. Em um valor energético

acima de 1472 mJ, a amostra passa a degradar, reduzindo também a banda de absorc¢ao para o

HEHox.

Figura 40. Acompanhamento da fotolise por pulso de laser do composto HEH através de

espectroscopia no UV-Vis (a) e fluorescéncia (b). [HEH] = 1,6x10” mol L' em meio aquoso

pH 7 tampao BIS-TRIS 0,01 mol L.
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Para investigar a identidade da espécie transiente, ¢ levantada a possibilidade de ser
um cation radical do HEH, como espécie radicalar esperada através dos mecanismos propostos
na literatura. Ao analisar a amostra padrao de HEHox (sintetizada na secdo 4.1.1), é constatada
a presen¢a da mesma espécie transiente, intensa mesmo apods incidéncia de apenas 92 mJ na
amostra, com valor de kobs = 6,75x10° s' e tio = 1,03 ps (Figura 40). Com este resultado
conclui-se que a espécie transiente analisada ¢ formada ap6s o processo de aromatiza¢dao, como

uma espécie radicalar anionica (Esquema 14).

Figura 41. Comparativo da cinética de decaimento da espécie transiente formada com 92 mJ
fornecidos a amostras de HEH e HEHox. [HEH] = [HEHx] = 1,6x10” mol L' em meio aquoso
pH 7 tampao BIS-TRIS 0,01 mol L.
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Com a hipotese de formagao de anion radical no estado excitado, foi realizada a analise
de fotdlise dos compostos HEH ¢ HEHox na presenca de 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano
(DABCO), capaz de formar cation radical no estado excitado.'?® Simulando as condi¢des
descritas na literatura, foram realizadas as analises em acetonitrila. Inicialmente foi realizada a
varredura dos compostos HEH ¢ HEHox, considerando a variagdo do solvente em relagdo aos
experimentos anteriores realizados em solucdo aquosa. Foi observada novamente absor¢ao da
espécie transiente em 320 nm, confirmando que esta ndo ¢ inibida com a variag¢ao do solvente,
entretanto, a cinética de decaimento mostrou-se 10 vezes mais rdpida (ti2 = 0,10 ps). Ao
analisar a mistura destes compostos com 10 equivalentes de DABCO, ¢ observado incremento
na intensidade da banda de decaimento da espécie transiente (Figura 43). Este resultado

corrobora para a hipotese de formacao de um par i6nico radical, possivelmente favorecendo a
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formagao do anion radical em maior quantidade e incrementando a intensidade referente a esta

espécie (Esquema 14).

Figura 42. Comparativo da cinética de decaimento da espécie transiente formada com 92 mlJ
fornecidos a amostras de HEH e HEHox e respectivas amostras contendo 10 equivalentes de

DABCO. [HEH] = [HEH] = 5x10° mol L'; [DABCO] = 5x10* mol L' em acetonitrila.
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Esquema 14. Estrutura proposta para a espécie transiente anion radical e formac¢do do par

16nico radical com DABCO.

OENGE i@f

DABCO

A técnica de fotdlise por pulso de laser pode, portanto, ser utilizada como método
investigativo do efeito de fotoestabilizacdo dos macrociclos estudados. Contudo, torna-se
necessaria a analise das DHPs e respectivos complexos com incidéncia de /aser em maior valor
de comprimento de onda, explorando o terceiro harmonico do feixe de laser (355 nm). Esta
condicdo permitird a visualizagdo das espécies transientes formadas em condigdes aproximadas
ao estudado com o LED azul e pode esclarecer detalhes fundamentais para a compreengao dos

processos de complexacao e fotoprotegao.
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5 CONCLUSOES

Os compostos HEH, Nife, A, B ¢ C, sintetizados com a utilizacdo do catalisador
maghemita, apresentaram rendimentos entre baixos e bons, sendo necessaria otimiza¢ao das
condi¢des reacionais e maior investigagdo do processo de catalise. Foram também sintetizados
com bons valores de rendimento os compostos HEHox e Nifeox, através do uso de iodo
molecular como agente redutor. Os compostos sintetizados foram devidamente isolados e
caracterizados por diversas técnicas. As propriedades foto-fisicas foram comparadas através de
UV-Vis e fluorescéncia em diferentes solventes, demonstrando os deslocamentos das bandas
de absor¢do e emissdo provocados pela polaridade do solvente e pelos grupos auxocromos das
DHPs. Além disso, foram comparadas as propriedades foto-fisicas em meio aquoso entre os
compostos HEH e Nife e seus andlogos oxidados. Os equilibrios quimicos de protonacdo dos
compostos HEH e Nife foram determinados por titulacdo espectrofotométrica em meio
H>O/ACN 80:20 (v/v). Para o HEH foi possivel determinar o valor de pKa1 = 2,73 e para o
composto Nife, foram obtidos pKai = 3,16 ¢ pKa2 = 7,99.

Foram estudados os efeitos de solvente, pH e isotdpico para a foto-oxidacdo dos
compostos HEH e Nife com LED azul via monitoramento “online” por UV-Vis. No efeito de
solvente, foi constatada a influéncia da fragcdo molar de acetonitrila na velocidade de fotoreagao
em misturas H0O/ACN com tampao BIS-TRIS. A presenca de maior quantidade de acetonitrila
inibe a foto-oxidagdo do composto HEH, enquanto que para a Nife apresenta efeito inverso.
Ao investigar a rea¢do em diferentes solventes, ¢ constatada maior dependéncia no mecanismo
de oxidagdo do HEH, favorecido por solvente polar protico e por solventes clorados. O efeito
de pH demonstrou que ambos os compostos sao estabilizados na faixa de espécies neutras em
pH 4-6, visto que em valores de pH a cima ou abaixo desta faixa acarretam em maior foto-
oxidagdo. O efeito isotopico de deutério atesta a influéncia majoritaria do solvente protico para
o mecanismo do HEH, onde a rapida oxidacao da Nife ocorre independente do solvente prético.

Por meio de titulagbes de UV-Vis, foram -caracterizados os complexos 2:1
receptor/substrato entre os compostos HEH e Nife e os macrociclos BCDx, CB[7] e P[5]A
cationico em meio HoO/ACN 90:10 (v/v) e tampao fosfato em pH 7. Todos os complexos
apresentam altos valores de Kass nesta condigdo, porém, através de experimentos utilizando o
tampao BIS-TRIS, hé indicios de efeito competitivo do mesmo para a inclusao no CB[7]. O
macrociclo CB[7] também acarreta no incremento de fluorescéncia do composto HEH, assim

como modifica¢des no aspecto da banda de emissao.
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Nao foi possivel utilizar o complexo com P[5]A no estudo de fotoestabilidade pois ha
sobreposi¢cdo das bandas de absor¢dao. Além disso, nao foi observada capacidade de protecao
da Nife com os complexos de CB[7] e BCDx na condi¢ao estudada. Em contrapartida, o
macrociclo CBJ[7] foi capaz de oxidar mais o HEH na presen¢a do LED, corroborado pelas
técnicas de UV-Vis e fluorescéncia. Através da fluorescéncia, sugere-se que o complexo ¢
dissociado no estado excitado e, posteriormente, a foto-oxidagdo ¢ favorecida. O resultado
inesperado deste complexo no estado excitado pode gerar constatagdes interessantes para a
compreensdo das interacdes entre CB[7] e diferentes compostos no estado excitado, assim como

a aplicagcdo dos mesmos em rea¢des onde a oxidagdo do HEH ¢ desejada.
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6 PERSPECTIVAS

A fim de compreender em maior profundidade as questdes levantadas pelos resultados

apresentados, sao sugeridos os estudos complementares:

Aperfeicoamento das condigdes reacionais da catdlise heterogénea para a
sintese das DHPs;

Determinacao das espécies formadas na foto-oxidacao da Nife com o LED azul
em diferentes valores de pH, através da técnica de LC-MS;

Caracteriza¢do dos complexos macromoleculares através das técnicas de LC-
MS, ITC e DSC;

Realizar estudo de fotoestabilidade dos complexos com o LED azul e
monitoramento através de LC-MS;

Devido a baixa solubilidade das DHPs em 4gua, determinar solvente adequado
para analises da complexagao aos macrociclos através de RMN de 'H;
Realizar calculos tedricos de DFT para os complexos macromoleculares
estudados;

Realizar andlises de fotdlise de laser para DHPs e complexos macromoleculare

com irradiacdo em terceiro harmoénico (355 nm);
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ANEXO A — ESPECTROS DE RMN DE 'HE BC

Figura A 1. Espectro de RMN de 'H de HEH em CDCls, 200 MHz.
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Figura A 2. Espectro de RMN de 'H de Nife em CDCl3, 200 MHz.
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Figura A 3. Espectro de RMN de '*C de Nife em CDCl3, 50 MHz.
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Figura A 5. Espectro de RMN de '*C e DEPT 135 de Composto A em CDCl3, 50 MHz.
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Figura A 6. Espectro de RMN de 'H de Composto B em CDCl3, 200 MHz.
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Figura A 7. Espectro de RMN de 'H de Composto C em CDCl3, 400 MHz.
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Figura A 8. Espectro de RMN de '*C e DEPT 135 de Composto C em CDCl3, 100 MHz.
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Figura A 9. Espectro de RMN de 'H de HEHox em CDCl3, 200 MHz.
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Figura A 11. Espectro de RMN de *C e DEPT 135 de Nifeox em CDCl3, 100 MHz.
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ANEXO B - ESPECTROS DE 1V

Figura B 1. Espectro de Infravermelho do composto HEH.
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Figura B 2. Espectro de Infravermelho do composto Nife.
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Figura B 3. Espectro de Infravermelho do composto Composto A.
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Figura B 4. Espectro de Infravermelho do composto Composto B.
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Figura B 5. Espectro de Infravermelho do composto Composto C.
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Figura B 6. Espectro de Infravermelho do composto HEHox.
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ANEXO C - ANALISES DE CG-EM

Figura C 1. Cromatograma e espectro de massa para o composto HEH. Picos do

cromatograma: 11,15 (7 % de HEHox) € 12,14 (93 % de HEH) min.
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Figura C 2. Cromatograma e espectro de massa para o composto Composto A. Picos do

cromatograma: 10,40 (27 % do composto oxidado) e 10,50 (73 % do Composto A) min.
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Figura C 3. Cromatograma e espectro de massa para o composto Composto B. Picos do

cromatograma: 6,70 (15 % do composto oxidado) e 8,70 (84 % do Composto B) min.
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Figura C 4. Cromatograma e espectro de massa para o composto HEHox. Pico do

cromatograma: 11,15 min.
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Figura C 5. Cromatograma e espectro de massa para o composto Nifeox. Pico do cromatograma:

14,3 min.
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ANEXO D — CURVAS DE CALIBRACAO

Figura D 1. Curva de calibragdo para o composto HEH em H>O/ACN 90:10 (v/v).
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Figura D 2. Curva de calibragdo para o composto Nife em HoO/ACN 90:10 (v/v).
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Figura D 3. Curva de calibragao para o composto HEH em etanol.
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Figura D 4. Curva de calibragdo para o composto Nife em etanol.
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Figura D 5. Curva de calibragao para o composto HEH em isopropanol.
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Figura D 6. Curva de calibragdo para o composto Nife em isopropanol.
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Figura D 7. Curva de calibragao para o composto HEH em metanol.
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Figura D 8. Curva de calibragdo para o composto Nife em metanol.
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Figura D 10. Curva de calibrag¢do para o composto Nife em acetonitrila.
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Figura D 11. Curva de calibrag¢do para o composto HEH em diclorometano.
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Figura D 12. Curva de calibrag¢ao para o composto Nife em diclorometano.
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Figura D 13. Curva de calibrac¢do para o composto HEH em cloroférmio.
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Figura D 14. Curva de calibrac¢do para o composto Nife em cloroférmio.
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ANEXO E — GRAFICOS COMPLEMENTARES

Figura E 1. Efeito isotopico para a foto-oxidacdo de HEH (a) e Nife (b). Condicdes reacionais:
D>O/CH3CN 90:10 (v/v) para HEH e D,O/CD3CN 50:50 (v/v) para Nife, ambos com tampao
BIS-TRIS 0,01 M pD = 7; [DHP] = 1x10™* mol L'
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Figura E 2. Titulacdo de formacdo dos complexos HEHcCB[7] (a) e NifecCB[7] (b).
Condig¢des: H2O/ACN 80:20 (v/v), tampdo BIS-TRIS 0,01 mol L! pH 7, [DHP] = 1x10~ mol
L1, [CB7]=0-2x10*mol L.
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Figura E 3. Titulagdo de formagdao do complexo Nifec2CB][7]. Condicdes: H>O/ACN 90:10
(v/v), tampio NaH,PO4 0,01 mol L! pH 7, [DHP] = 5x107° mol L', [CB7] = 0 — 1x10~ mol L°
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Figura E 4. Titulagdo de formagao do complexo Nifec2P[5]A. Condi¢oes: HoO/ACN 80:20
(v/v), tampdo BIS-TRIS 0,01 mol L! pH 7, [DHP] = 2,5x10° mol L', [P5A] = 0 — 5x107 mol

L.
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ANEXO F — CARACTERIZACAO DOS MACROCICLOS

Figura F 1. Espectro de RMN de 'H de CB[7] em D20, 200 MHz. & = 5,97 (d, J = 14 Hz,14
H); 5,71 (s, 14 H); 4,42 (d, J = 14 Hz, 14 H) ppm.
(KIM, J.; JUNG, L. S.; KIM, S. Y.; LEE, E.; KANG, J. K.; SAKAMOTO, S.; YAMAGUCHI, K.; KIM, K., New

Cucurbituril Homologues: Syntheses, Isolation, Characterization, and X-ray Crystal Structures os Cucurbit[z]uril

(n=>5,7, and 8). Journal of American Chemical Society, v. 122, p. 540-541, 2000.)
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Figura F 2. Espectro de Infravermelho do CB[7] (pastilha de KBr).

Transmitancia / U.A.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NUmero de onda / cm””’



116

Figura F 3. Espectro de RMN de 'H de P[5]A catidnico em DMSO-ds, 200 MHz. 6 = 7,09 (s,
1 H); 4,58 (m, 2 H); 4,03 (m, 4 H); 3,43 (s, 9 H) ppm.
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Figura F 4. Espectro de Infravermelho do P[5]A cationico (pastilha de KBr).
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Figura F 5. Curva de calibragdo do P[5]A catiénico em H>O/ACN 80:20 (v/v) em tampao BIS-
TRIS 0,01 mol L™,
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n 0 2 Adj. R-Squar  0,99976
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< Abs Intercept 0,00145 0,00306

Abs Slope 17116,1012 108,42077
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Figura F 6. Espectro de RMN de 'H de BCDx em D;0, 200 MHz. 6 = 5,05 (d, /=4 Hz, 1 H);
3,95 (m, J=10 Hz, 1 H); 3,86 (m, 2H); 3,65 (d, ] =4 Hz, 1 H); 3,58 (m, /=10 Hz, 1 H) ppm.
(PESSINE, F. B. T.; CALDERINI, A.; ALEXANDRINO, G. L., Cyclodextrin Inclusion Complexes Probed by
NMR Techniques. Magnetic Resonance Spectroscopy, v. 3, p. 237-264, 2012.)
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Figura F 7. Espectro de Infravermelho do BCDx (pastilha de KBr).
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