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A quimica é o estudo da matéria. No entanto, prefiro ver este ramo da ciéncia como um
estudo de tudo. Somos todos elementos, compostos por atomos, categorizados e
divididos em grupos de acordo com certas propriedades: interagimos e nos ligamos uns
aos outros, criando reagdes quimicas. Algumas substancias ndo andam juntas, entao elas
nao podem reagir umas com as outras. Outros reagem, o que resulta na reorganizagao de
nossos atomos e na formacao de novas ligagdes. Novos Produtos. Além disso, nenhuma
dessas reagdes quimicas seria possivel sem a energia, na forma de calor, luz, eletricidade

ou forca mecanica. Esse é o circulo da vida. E ascens&o e declinio. Uma e outra vez.

All My Friends Are Dead (Jan Belcl, 2020)
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RESUMO

Para o presente trabalho a sintese e caracterizacdo de um macrociclo do tipo
pilar[5]areno piridinico (P[5]Py), bem como a formagdo e caracterizagdo de
sistemas supramoleculares envolvendo o farmaco Mesalazina (MSZ) e um
surfactante aniénico (SDS) foi realizada com sucesso. No estudo o sistema

MSZCP[5]Py, demonstrou que a associagédo das espécies é bastante dependente
do pH, apresentando uma constante de associagdo numa magnitude de 103 L.mol"’,
0 que acaba levando a uma supressao da fluorescéncia do farmaco em condigdes
fisiolégicas. Analises por plot de Stern Volmer e tempo de meia vida de
fluorescéncia demonstraram um mecanismo de supressdo estatica da
fluorescéncia. Para o sistema P[5]Py/SDS analises realizadas por condutividade
demonstraram que sozinho o P[5]Py ja sofre um processo agregacional em baixas
concentracdes e que na presenca de SDS esse processo é favorecido. Analises de
tamanho médio de particula e potencial zeta mostraram um tamanho de agregados
préximo a 300 nm e uma carga superficial positiva para o sistema P[5]Py/SDS. A
constante de velocidade para a reacdo de hidrolise e consequente desativagcao do
dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP), uma substancia toxica, também foi avaliada
mostrando que o sistema P[5]Py/SDS apresenta uma forte constante de associagao
entre a espécies e que provavelmente favorece uma maior estabilizagdo do estado
de transigao durante o mecanismo de desfosforilagao do substrato.

Palavras Chave: Macrociclo, Sistema Supramolecular, Fluorescéncia
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ABSTRACT

In the present work, the synthesis and characterization of a pyridinium pillar[5]arene
(P[5]Py) macrocycle, as well as the formation and characterization of
supramolecular systems involving the drug Mesalazine (MSZ) and an anionic
surfactant (SDS) was carried out successfully. In the study, the MSZdP[5]Py system
demonstrated that association of the species was very pH-dependent, showing an
association constant of a magnitude of 10% L.mol"!, which ends up leading to the
drug's fluorescence suppression under physiological conditions. Stern Volmer plot
and fluorescence lifetime analysis showed a static suppression mechanism of
fluorescence. For the P[5]Py/SDS system, analyzes carried out by conductivity
showed that P[5]Py solely already undergoes an aggregation process at low
concentrations and that in the presence of SDS this process is favored.
Hydrodynamic diameters and zeta potential analyzes showed an aggregate size
around 300 nm and a positive surface charge for the P[5]Py/SDS system. The rate
constant for the hydrolysis reaction and consequent deactivation of diethyl 2,4-
dinitrophenyl phosphate (DEDNPP), a toxic substance, was also evaluated, showing
that the P[5]Py/SDS system features a strong association constant between the
species and that probably favors a greater stabilization of the transition state during
the substrate dephosphorylation mechanism.

Keywords: Macrocicle, Supramolecular System, Fluorescence
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1. INTRODUGAO

Devido a alta eficiéncia catalitica evidenciada pelas enzimas em
biotransformagdes, cada vez mais busca-se o desenvolvimento de sistemas que
mimetizem o funcionamento dessas espécies, de modo que tais sistemas possam
ser aplicados em estudos laboratoriais e/ou industriais. Sendo assim, uma
alternativa bastante viavel e perspicaz para a mimetizacdo enzimatica € a quimica
supramolecular visando a interacdo efetiva entre um substrato tipicamente de
menor tamanho e um receptor capaz de acomodar este substrato em uma cavidade.

Baseado neste pressuposto, diferentes estudos vém sendo realizados para
melhorar as técnicas de obtencdo de compostos supramoleculares, como é o caso
dos pilar[n]arenos sintetizados em 2008 por Tomoki Ogoshi, que de certa forma,
trouxe a quimica supramolecular uma nova vertente de estudos. A proposta
publicada por Ogoshi para a sintese de pilar[n]arenos consiste na funcionalizagao
da hidroquinona bis(hidroxietil) éter (1) com bromo, a partir do tetra brometo de
carbono (CBrs), utilizando a trifenilfosfina (PPh3) como base de Lewis e acetonitrila
como solvente reacional. A partir da hidroquinona bis(hidroxietil) éter funcionalizada
(2) o macrociclo é ciclizado utilizando-se p-formaldeido, trifluoreto de boro-dietil-
eterato e diclorometano como solvente, chegando-se ao pilar[5]areno (3) (OGOSHI
et al., 2008).
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O presente trabalho apresenta como proposta uma metodologia para sintese
de pilar[n]areno utilizando regentes mais baratos e com menor toxicidade e impacto
ambiental na primeira etapa. Para a metodologia proposta, o CBr4 foi substituido
por cloreto de tosila (TsCl) que apresenta um preco por grama mais acessivel (R$
20,00/g) e fornece um grupo de saida tdo bom quanto o bromo, possibilitando
funcionalizagdes promissoras; e a PPh3 por NaOH que apresenta um valor mais
baixo que a ftrifenilfosfina (R$ 0,90/g). Vale ressaltar ainda que mesmo com a
utilizacdo do THF como solvente reacional o método se torna menos toxico que o
reportado por Ogoshi e muito mais viavel em relacdo ao custo-beneficio
procedimental. Por fim, o pilar[n]areno foi entdo funcionalizado na busca por
diferentes aplicacdes e finalidades.

Com o intuito de avaliar a aplicagdo da molécula funcionalizada, duas
situacdes foram estudadas no presente trabalho. A primeira situacdo envolveu a
interagdo do macrociclo sintetizado com o farmaco 5-aminosalicilico, visando a
obtencdo de um sistema supramolecular que possuisse uma possivel aplicacao
como sistema de entrega de medicamentos, uma vez que é observado o alto
crescimento de casos de Doencas Inflamatdrias Intestinais (DIl) que podem se
agravar levando ao cancer de intestino. Para essas doengas utiliza-se, atualmente, a
Mesalazina, como principal principio ativo no combate as inflamagdes, porém
como em todo tratamento alguns efeitos colaterais sdo evidenciados na maneira
como o método é realizado, desta forma um estudo mais a fundo de sistemas
atuantes no tratamento direto de doengas é necessario. Para a segunda situagao,
avaliou-se a degradacdo de ésteres de fosfato utilizando um sistema
supramolecular, formado entre o macrociclo sintetizado e um surfactante aniénico.
Este estudo se tornou necessario, visto que nos ultimos anos houve uma
desenfreada liberacao de pesticidas e inseticidas que sdo usados e descartados de
maneiras irregulares, poluindo tanto o meio ambiente quanto intoxicando pessoas
préximas. Nesse viés, cada vez mais sdo necessarios estudos que visem a
degradacdo destes produtos tdéxicos de maneira adequada e em uma velocidade

rapida.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.QUIMICA SUPRAMOLECULAR

A quimica supramolecular vem, comumente, sendo definida como a quimica
aléem da molécula, quimica das ligagdes intermoleculares, entre outros termos. De
maneira geral a quimica supramolecular possui como principal objetivo e foco
desenvolver novos sistemas funcionais através de interacbes nao covalentes,
visando uma juncdo das areas de macromoléculas e associa¢cdes moleculares.
(BHALLA, 2018).

As associagdes entre moléculas sao estudadas desde que o termo aleméo
“Ubermolekule” foi introduzido na década de 1930, buscando descrever interacdes
entre moléculas coordenadas. A partir disso, termos como chave-fechadura e
quimica de coordenagéao foram introduzidos, além da descoberta das ciclodextrinas,
moléculas ciclicas constituidas de repetidas unidades de carboidrato (SCHALLEY,
2012). Entretanto, apenas em 1976 que o termo quimica supramolecular foi
proposto por Lehn (LEHN, 1988), sendo consolidado em 1987 com a consagragao
do premio Nobel de quimica para Pedersen, Cram e Lehn.

As espécies que se caracterizam pelo termo supramolecular possuem
propriedades conformacionais, termodinamicas e cinéticas bem definidas,
produzindo assim estruturas complexas que interagem com outras através de
interagdes de diferentes intensidades como: interagdo ion-ion (23 a 83 kcal.mol"),
ligagbes de hidrogénio (0,2 a 40 kcal.mol ") e forgas de van der Waals (<1,2 kcal.mol
), Contudo, por interagirem através de forgas ndo covalentes, os compostos
supramoleculares sao caracterizados por terem uma estabilidade termodinamica
menor, bem como possuirem uma maior labilidade cinética, e flexibilidade dinamica
do que moléculas mais simples (L1Z, 2017; SCHALLEY, 2012).

As interagbes destacadas descrevem o funcionamento de sistemas
biolégicos como enzima-substrato, neurotransmissor-neuroreceptor, entre outros,
que ocorrem de forma natural. Os termos mais utilizados para descrever a relagao

entre as espécies, na quimica supramolecular sdo receptor (R) e substrato (S) que
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se combinam de maneira facil, rapida e mais estavel do que quando comparada
com a preparagao dos mesmos complexos utilizando conceitos basicos da quimica
organica (ANSLYN; DOUGHERTY, 2006; BHALLA, 2018). De forma geral, como
exemplo de receptor tém-se as ciclodextrinas — CD — (Figura 1), caracterizado por
possuir um grande volume em cavidade. Da mesma forma outros exemplos de
receptores podem ser citados como os pilararenos, calixarenos, etc.. Em
contrapartida, o substrato apresenta, geralmente, uma forma complementar e
interagdo com a molécula receptora, permitindo que haja uma seletividade entre o
receptor e substrato (LIZ et al., 2016; MONTANARI; MONTANARI; PILO-VELOSO,
1998).

Figura 1: Exemplo de estruturas de algumas ciclodextrinas, tipicas moléculas hospedeiras,
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Fonte: (LI; PURDY, 1992)

Estruturas supramoleculares possuem caracteristicas de serem formadas
através de unidades de repeticdo, propiciando a formagao de sistemas auto-
organizados que possuem caracteristicas distintas das moléculas que a formam,
conhecidas também como unidades basicas. E possivel afirmar,ainda, que abeleza e
a forca da quimica supramolecular provém da possibilidade de transformagdes
estruturais apos a obtencdo de estruturas auto-organizadas. Isto é, torna-se
possivel a funcionalizagdo destas estruturas, que podem ser aplicadas, por
exemplo, em catalises miméticas, oferecendo a obten¢gdo de uma vasta gama de

compostos com alto poder catalitico.
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2.2. PILAR[NJARENOS

Pilar[n]arenos (PA[n]s) (Figura 2) sdo uma classe relativamente nova de
macrociclos, que foram primeiramente reportados por Ogoshi e colaboradores em
2008. Formados a partir de 5 a 10 unidades de hidroquinonas di-subistituidas
ligadas na posi¢ao para por pontes de metileno. Tal quantidade de hidroquinonas é
representada pelo indice n. De forma geral, os pilararenos, vem sendo cada vez
mais aplicados na quimica supramolecular, uma vez que sua alta rigidez e presenga
de, no minimo, 10 sitios funcionalizaveis, permite a obtencdo de diferentes
moléculas através de variadas rotas sintéticas. (FENG et al., 2018; XIAO et al.,
2019). Devido a sua vasta gama de aplicagdes e cavidade rica em elétrons, os
pilararenos podem ser consideradas moléculas versateis, uma vez que sao
aplicados a processos de sintese e estabilizagdo de nanoparticulas (MONTES-
GARCIA et al., 2014), sintese de liquidos idnicos (OGOSHI et al., 2012) aplicacdes
biomédicas (SANTOS et al., 2020) em sensores (MEI et al., 2022).

Figura 2: Estrutura quimica de um pilar[n]areno
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Tais compostos ndo possuem apenas caracteristicas e propriedades
intrinsecas, mas apresentam boas vantagens em relagdo a outros macrociclos ja
conhecidos na quimica supramolecular. Deste modo, os pilararenos podem ser
facilmente funcionalizados e modificados, e juntamente com sua riqueza em
elétrons possibilita a obtencdo de propriedades receptor-substrato peculiares
(CHEN et al., 2017). Além disso, a interagao entre os pilararenos (receptor) e outras
moléculas (substrato), em uma reacgao quimica, permite a obtencédo de diferentes

mecanismos reacionais bem como diversas aplicacbes do complexo resultante.
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Vale ressaltar ainda que a cavidade dos pilararenos promove uma atragao das
moléculas ndo so6 por interagdes hidrofdbicas no meio aquoso, mas também por
interacdo de transferéncia de carga e interagdes eletrostaticas (ZHANG; LIU; ZHAO,
2018).

A respeito da obtengdo dos pilararenos, segundo consta na literatura
(CORDEIRO, 2019; HOLLER et al.,, 2012; WANG et al., 2012), a sintese do
macrociclo é regida por mecanismo que se baseia na reag¢ao de Friedel-Crafts, onde o
passo inicial € a ativagdo do carbono cabonilico (A) através da utilizagdo de um

acido de Lewis, neste caso, o BF3.OEt2, conforme mostrado no Esquema 1.

Esquema 1: Mecanismo reacional proposto para a obtengdo de macrociclos pilararenos adaptado
de WANG et al., 2012
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Apds o aumento de eletrofilicidade do carbono (B), a dupla ligagdo do anel
benzénico da hidroquinona (C) promove um ataque a este, proporcionando assim a
hidroximetilagdo do composto. Apdés um rearranjo de elétrons ocorre entdo a
formagéo do alcool benzilico (C) que segue para a formagdo de um carbocation
benzilico (E). Desta forma todo o processo de ataque nucleofilico e formagao de
carbocation ocorre novamente até se obter o pilarareno (F) desejado.

E importante salientar que, para a sintese do pilararenos, o solvente é um
fator muito importante, gerando o chamado efeito templato (do inglés template).
Segundo estudos de Boinski, e Szumna, o solvente possui um papel crucial no
equilibrio de formagdo do macrociclo, uma vez que a molécula de solvente atua
como um guia para o fechamento do macrociclo através de interagbes nao
covalentes. Os autores realizaram testes comparativos entre diclorometano (DCM)
e dicloroetano (DCE) concluindo que ambos apresentam propensao para atuar
como solvente na sintese de pilararenos, entretanto o DCE apresentou uma maior
constante de associagdo para a formagdo do macrociclo, sendo entdo o mais
indicado para as sinteses de pilar[5]arenos (BOINSKI; SZUMNA, 2012; OGOSHI,
2015).

2.3. CATALISE SUPRAMOLECULAR

A catalise desempenha um papel importante na quimica, uma vez que
permite acelerar transformagdes quimicas apds a adicdo de um catalisador. A
catélise € separada em catalise homogénea, heterogénea e biocatalise. Logo,
juntamente com a quimica supramolecular, a interface entre as areas da catalise e
da quimica supramolecular, surge a catalise supramolecular como um novo campo
promissor dentro da quimica (MEEUWISSEN; REEK, 2010). De maneira geral, a
catalise  supramolecular possui como principal objetivo avaliar a
aproximacgaol/inser¢cao de um reagente na cavidade da macromolécula e a maneira
como tal aproximacgaol/insercao afeta a velocidade reacional (L1Z, 2017).

A alta organizagdo presente nas estruturas aplicadas em quimica

supramolecular permite um incremento elevado na velocidade reacional uma vez
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que atuam como microreatores. Em suma, devido as interagdes hidrofébicas e/ou
eletrostaticas ocorre uma maior aproximacao do substrato e do nucleodfilo ocorre no
interior da cavidade da macromolécula, permitindo assim que a hidrolise do
substrato ocorra de maneira efetiva em um menor tempo (BIEDERMANN; NAU,;
SCHNEIDER, 2014; RAYNAL et al., 2014).

O processo catalitico, de forma geral, ocorre em trés etapas: 1 — ligagao do
substrato, 2 — transformacdo quimica e 3 — liberacdo do produto e possivel
regeneracao do catalisador (LEHN; BALL, 2000). De maneira geral, apesar de nao
serem aparentes as diferencas entre a catélise supramolecular e a catalise
convencional a diferenga mais relevante entre ambas é a seletividade presente na
catalise supramolecular, se tornando uma grande vantagem para tal, uma vez que
permite-se a manipulacdo de compostos para que estes sejam seletivos a
determinado substrato (REINHOUDT; CREGO-CALAMA, 2002).

Sendo assim, com base no que foi exposto até o presente momento a
respeito da quimica dos pilararenos e catalise supramolecular, recentemente no
Laboratério de Catdlise e Fendmenos Interfaciais — LACFI, Wanderlind e
colaboradores reportaram a degradacao de diésteres de fosfato — BDNPP, PDNPP e
EtDNPP (Figure 3A) — utilizando o Pilar[5]areno funcionalizado com grupos
imidazdlicos — P5IMD, (Figura 3B).

Figura 3: Esquema geral para a hidrélise do PDNPP a partir do P5IMD reportada por Wanderlind
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Fonte: (WANDERLIND et al., 2018)
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Resumidamente, o P5IMD se apresentou seletivo e eficiente na hidrolise do
PDNPP, apresentando um incremento de 10* em pH neutro, quando comparado
com a mesma reagado em agua. O processo catalitico de hidrélise ocorreu via ataque
nucleofilico ao hospedeiro, com expulsdo do grupo de saida para fora da cavidade
pilarareno. Portanto, o trabalho reportado, serve como inspiragdo e base para o
desenvolvimento de novos pilararenos funcionalizados para serem aplicados em
catalise ndo apenas de diésteres de fosfato mas também de monoésteres de fosfato

bem como outros substratos organicos.

2.3.1. Catalise enzimatica

Enzimas, de uma maneira geral, sdo biomacromoléculas, tipicamente
proteinas compostas por unidades repetitivas de aminoacidos possuindo alta
especificidade e eficiéncia em catalisar determinadas reagdes bioldgicas de acordo
com o seu sitio ativo. Exemplos incluem processos como a replicacdo do DNA,
defesa do organismo, produgédo energética celular, etc (CAMPBELL; FARRELL,
2011; NOTHLING et al., 2017, 2019). Entretanto, em contrapartida a alta eficiéncia,
as enzimas naturais apresentam algumas desvantagens como: (i) baixa
estabilidade operacional; (ii) facil desnaturacdo via temperatura, solvente, entre
outros; (iii) menor custo para obtencgao; (iv) dificil recuperagéo e reuso (LIN; REN;
QU, 2014). Sendo assim, o desenvolvimento de sistemas cataliticos que mimetizem
as enzimas tanto na eficiéncia quanto em amplitude continua sendo o foco de
diversas pesquisas realizadas no ultimo século (NOTHLING et al., 2017).

Enzimas artificiais apresentam alta eficiéncia e seletividade comparaveis as
enzimas naturais, para determinadas reagdes, além de apresentarem diversas
outras vantagens como: (i) custo inferior; (ii) sintese controlada; (iii) versatilidade
estrutural; (iv) maior controle de suas propriedades cataliticas. Na sua grande
maioria, sistemas que mimetizam o modelo enzimatico utilizam moléculas organicas
como: polimeros (NOTHLING et al., 2019), macrociclos (BRESLOW; SCHMUCK,
1996; LIZ et al., 2016; WANDERLIND et al., 2018) e complexos de polimero e
surfactante (BITTENCOURT et al., 2022; DEMOS et al., 2021; GEROLA et al.,
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2017), possuindo como base os conceitos de host—guest (hospedeiro-hdspede)
desenvolvido por Jean-Marie Lehn e colaboradores em 1987.

De maneira similar a catalise supramolecular, a catalise enzimatica, de uma
forma geral, ocorre por meio da interagdo, seja por forgas eletrostaticas,
intermoleculares ou ligagdes covalentes, de um substrato com a cavidade
enzimatica, conhecida também como sitio ativo de uma enzima (BENNER, 1989;
GIUSTI et al., 2014; ZHANG; HOUK, 2005).

Sobre a catalise enzimatica duas ideias fundamentais apresentam
importancia quanto ao histérico de como funciona efetivamente o processo
catalitico. A primeira, criada por E. Fisher em 1894 propde o termo “chave-
fechadura”, referindo-se diretamente a relacdo em enzima-substrato (FISCHER,
1894). Neste modelo o substrato (ciclo A, Figura 4) é especificamente reconhecido
por uma enzima para a formacao do complexo. Tal formagao ocorre via interagao
nao covalente, permitindo assim uma diminuicdo da energia livre do complexo
formado estabilizando a ligagdo. Sendo assim o substrato é ativado e conduzido ao
produto da reagdo com otima seletividade. Em outras palavras, para que a reagao
ocorra € necessario que haja a formagao do complexo enzima-substrato (FRAGA,
2001; SHODA et al., 2016). Todavia, a ideia de chave-fechadura nos leva a pensar
em estruturas, tanto de enzima quanto de substrato, rigidas e pouco mutaveis.
Partindo deste pressuposto, Koshland e colaboradores introduziram a teoria do
encaixe induzido (ciclo B, Figura 4), na qual o substrato induz uma determinada
mudancga na cavidade enzimatica pela qual possui interagdo, logo a estrutura da
enzima se torna capaz de reconhecer diferentes ligantes em diferentes
conformacdes (KOSHLAND; NEMETHY:; FILMER, 1966). A segunda ideia, criada
Linus Pauling em 1946, defende a principal razao para que as enzimas catalisem
uma reacao (Figura 5), nas mesmas condi¢des de células vivas (KOLLMAN et al.,
2001; PAULING, 1946).
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Figura 4: Representacao esquematica da (ciclo A) posposta de Fisher — chave-fechadura e (ciclo
B) ideia de encaixe induzido proposta por Koshland.

A.\ /@—’-
B./ \@_* @

Fonte: (SHODA et al., 2016)

De forma geral, uma enzima (Ez) e um substrato (S) formam um complexo
(ES) através de uma interagdo “chave-fechadura” de maneira que o substrato &
ativado e guiado a um estado de transi¢do (ES*) para que a reagéo ocorra. Sendo
assim a energia de ativagdo (AGen:}) é drasticamente reduzida pela agdo
estabilizadora da enzima, quando comparado com o (AG*) da reagdo sem a

presenca de enzima, via estado de transicdo (S*) (SHODA et al., 2016).

Figura 5: Diagrama de energia representando a interagao entre enzima e substrato de acordo com
Linus Pauling

Ez +8 2 ES=[ESP}F=EP=Ez+P

Ez+s T

Energia livre

EP

Coordenada de reagéo

Fonte: (SHODA et al., 2016)

Sendo assim, é nitida a semelhanca entre os sistemas enzimaticos naturais,

capazes de promover reagdes com altissima eficiéncia dentro de um sitio ativo, com
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uma cavidade supramolecular, capaz de estabilizar um substrato e,
consequentemente, um estado de transigdo, através de interagdes
intramoleculares. Cabe salientar que o desenvolvimento de métodos de preparagao
destes macrociclos é de suma importancia na compreensao posterior de processos

cataliticos em meio confinado, utilizando a quimica enzimatica como inspiragao.

2.4. MESALAZINA

A Mesalazina (MSZ) também conhecida como acido 5-amino-2-
hidroxibenzdico ou acido 5-aminosalicilico (5-ASA) (Figura 6A) é caracterizada por
ser um po castanho claro a rosa, pouco soluvel em agua pura, apresentando boa
solubilidade apenas em solugdes acidas ou alcalinas, como apresentado pelo perfil
de solubilidade (Figura 6B) determinado por French e Mauger (FRENCH,;
MAUGER, 1993; GENNARO, 2004; IACUCCI; DE SILVA; GHOSH, 2010)

Figura 6: (A) estrutura da MSZ; (B) Perfil de solubilidade para solugbes saturadas de mesalazina
em diferentes pH’'s, a 37°C
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Fonte: (FRENCH; MAUGER, 1993)
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Suas caracteristicas de solubilidade se relacionam diretamente com sua
estrutura peculiar, com trés sitios protonaveis e desprotonaveis, com pKa's bem
definidos pela literatura: 3,0 para o grupo (—COOH), 6,0 para o grupo (-NH3*) e 13,9
para o grupo (-OH) (ELBASHIR; ABDALLA; ABOUL-ENEIN, 2015b). A MSZ se
apresenta como um principio ativo com grande importancia no tratamento das
doengas inflamatdrias intestinais (DIl), ha mais de 70 anos (TALAEI et al., 2013).
DIl sdo reacbes de carater inflamatério que ocorrem na mucosa intestinal e que
englobam Doenga de Crohn, Retocolite Ulcerativa e Colites Indeterminadas, que
dependendo da presenca ou ndo de lesbes podem acometer no desenvolvimento
de céncer colorretal (EADEN, 2004; GUPTA et al., 2007; ULLMAN et al., 2008).

Segundo a Sociedade Brasileira de Coloproctologia as DIl atingem cerca de
5 milhdes de pessoas no mundo, sendo que no Brasil a incidéncia de casos sofreu
um aumento, passando de 9,41 (2012) para 9,57 casos a cada 100 mil habitantes
em 2020. E necessario ainda comentar que a incidéncia passou ainda de 30,01
(2012) para 100,13 a cada 100 mil habitantes, o que equivale a uma taxa de 14,87%
ao ano. Desta forma, para conscientizar a populagéo sobre o diagnostico precoce,
0 més de maio foi batizado como Maio Roxo, para a campanha de alerta a todos os
brasileiros (SBCP, 2022).

Sobre o tratamento das DII, no ano de 1960, estudos clinicos comprovaram
que usuarios da Sulfassalazina (Figura 7A) (indicada para o tratamento da artrite
reumatoide na década de 1930) mostraram beneficios da droga em pacientes com
colite ulcerativa. O farmaco em questao, € um conjugado do 5-ASA (principio ativo,
Figura 7C) com a sulfapiridina Figura 7B), ligados por um grupo azo (N=N),
entretanto é reportado que a ingestao oral do farmaco, apesar de promover a
liberagcdo do principio ativo, gera também muitos efeitos colaterais como dor de
cabeca, vOmitos, nauseas, entre outros, sendo todos provenientes da sulfapiridina
(GENNARO, 2004; KRISHNAIAH; SATYANARAYANA; PRASAD, 1999). Desta
forma, a partir do reconhecimento da MSZ como parte responsavel pela agao
inflamatdria, cada vez mais tem-se realizado estudos para o desenvolvimento de de
sistemas conjugados com o farmaco ou até mesmo sistemas de entrega de

medicamentos que envolvam o principio ativo (QURESHI; COHEN, 2005).
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Figura 7: Estrutura quimica da MSZ e Sulfapiridina proveniente da quebra da Sulfassalazina
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Fonte: (QURESHI; COHEN, 2005)

Apesar de muitos estudos serem realizados acerca da MSZ, seu mecanismo
de acdo nao € muito elucidado. O que se sabe até o momento € que ela atua
diretamente na inibicdo dos metabdlitos do acido araquidénico (ciclo-oxigenase e
lipo-oxigenase), presentes em grande quantidade em pacientes com DIl
(SUBRAMANIAN; LOGAN, 2011), além de atuar como um sequestrador de radicais
livres, que também s&o bastante elevados em pacientes com ocorréncias
inflamatérias. Uma outra acdo da MSZ se relaciona com a sua capacidade de
intervir na produgédo das citocinas inflamatdrias, pois ao entrar na célula evita a
entrada do fator de transcricdo kB no nucleo, reduzindo os sintomas dos portadores
de DIl (CAMPREGHER; GASCHE, 2011; FRANCO, 2010).

Contudo, apesar dos estudos nao darem uma certeza a respeito do
mecanismo de agao da MSZ, ja se sabe que a maneira como ela é administrada no
corpo sofre interferéncia direta das suas propriedades e das do organismo humano.
Desta forma, quando ingerida de forma isolada e pura, o farmaco precisa resistir as
variagdes de pH do sistema gastrointestinal e ao chegar no intestino acaba sendo

rapidamente metabolizada pela parte inicial do érgdo nao atingindo o cdlon,



36

provocando assim efeitos colaterais graves (CANEVARI et al., 2009; FRENCH,;
MAUGER, 1993; PRANTERA et al., 1999; SCHELLEKENS et al., 2007).

Para que problemas maiores sejam evitados alguns sistemas e estratégias
s&o utilizados para garantir um tratamento com alta eficiéncia, sendo eles: (i)
utilizagdo de doses mais frequentes até atingir um total de 2,4 a 4,8g/dia; (ii)
utilizacao de enemas; e (lii) comprimidos revestidos com resina sensivel ao pH. No
entanto, apesar de serem utilizadas, algumas dessas técnicas apresentam certas
desvantagens.

No que se diz respeito a utilizacdo de doses diarias mais frequentes e
maiores, apesar de haver uma boa taxa de remissdo da doenca, ha uma baixa
adesao dos pacientes ao tratamento e consequentemente o controle da doenca
(ELBARY; ABOELWAFA; AL SHARABI, 2011; KARKOSSA; KLEIN, 2018). A
respeito da utilizacdo de enema, a resposta ao tratamento é promissora, uma vez
que a MSZ ¢ liberada em altas concentracbes diretamente no foco da doenca,
porém a utilizagao continua de enemas podem trazer certo desconforto e possiveis
lesdes internas. Segundo o Conselho Europeu de Crohn e Organizagdo de Colite
(ECCO) o ideal seria uma administragao dupla (oral e retal) para garantir um melhor
tratamento, todavia, da mesma forma que o beneficio € em dobro os maleficios sdo
0s mesmos ja citados para estas técnicas (LEIFELD et al., 2011). Por fim a utilizagao
de comprimidos revestidos acaba sendo o tratamento mais indicado para as DIl
mas, apos serem ingeridos esses comprimido podem sofrer agdo de enzimas locais
e, da mesma forma, ndo atingirem 100% de eficiéncia (QURESHI; COHEN, 2005).

Com exposto entdo, uma possivel alternativa seria a utilizagdo de Sistemas
de Liberagao de Farmacos (do inglés, Drug Delivery Systems — DDS) que ndo sejam
afetados nem pela variagdo do pH e minimamente pelas agbes enzimaticas,
promovendo assim um avancgo no tratamento das inflamagdes intestinais. Cabe
ainda destacar, que a mesalazina, assim como os derivados do acido salicilico, séo
compostos que apresentam o fenémeno da fluorescéncia, o que amplia a sua gama

de aplicagdes biotecnoldgicas.
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2.5.FOTOSIFICA DE COMPOSTOS ORGANICOS

Segundo a teoria quantica, a luz € quantizada, sendo entendida como
pequenos pacotes de energia, denominados fétons, que por sua vez possuem tanto o
comportamento de particula quanto de onda. Além, de terem uma quantidade de

energia especifica que segue a lei de Planck:

E = hv

Onde, E representa a energia do foton, h representa a constante de Planck, com o
valor igual a 6,63x1034 J.s) e v representa a frequécia de oscilagdo experimentada
pelo foton (LAKOWICZ, 1999). Desta forma, ao interagir com moléculas, a luz, ao
ser absorvida, possui a capacidade de promover a transferéncia de um elétron entre
um orbital ocupado (HOMO) para um orbital de maior energia desocupado (LUMO)
gerando assim, 0 processo de transigdo eletrbnica, o qual é bem explicado pela
area da Fotofisica e Fotoquimica (POPLE; BEVERIDGE, 1970).

A fotoquimica se refere as transformacgdes quimicas que ocorrem através de
transigbes energéticas induzidas pela radiagdo. No caso de reagbdes quimicas o
estado eletrbnicamente excitado promove modificagdes entre os atomos, mudando
assim completamente as caracteristicas da molécula de partida. Este processo
processo quimico é regido principalmente pelas leis de Grottus-Draper e Stark-
Einstein (LAKOWICZ, 1999; RAMOS, 2020; ROHATGI-MUKHERJEE, 1978). Ja a
fotofisica se refere as transicbes onde ndao ocorrem modificacbes na estrutura da
molécula, apenas caracteristicas fisicas sdo momentaneamente afetadas. Nesse
sentido, apds atingir o estado mais enérgico a molécula retorna ao estado
fundamental promovendo a liberagéo da energia, inicialmente, absorvida, podendo
esta etapa ocorrer por processos radiativos: (i) fluorescéncia e (ii) fosforescéncia;
ou nao radiativos: (i) relaxacao vibracional; (ii) conversao interna e (iii) conversao
inter-sistemas (LAKOWICZ, 1999; WECKER, 2020)
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2.5.1. Diagrama de Jablonski

Os fenbmenos fotofisicos s&o descritos pelo chamado diagrama de
Jablonski, representado na Figura 8, abaixo.

Figura 8: Diagrama de Jablonski simplificado: representacdo dos processos envolvidos na
absorcgéao e liberagéo energética entre diferentes estados eletronicos de uma molécula

S, :
—- ;
)
S1 [
? 2 '
2 7 1
D) |
S 3
Ic
S Absorgao | Fluorescéncia Fosforescéncia
S, v V- ==

A
A A
AT Tl

Fonte: (CARRARA, 2017)

A partir do estado singleto fundamental, denominado So, transigdes podem
ocorrer para os estados excitados de mesma multiplicidade estes denominados S+
e S2, ou para estados tripletos, denominados T+ e T2. Vale ainda ressaltar que cada
estado, seja ele fundamental ou excitado, & detentor de estados vibracionais,
representados por indices que vao de 0 a n. Sendo assim, ao absorver uma certa
quantidade energética a molécula deixa seu estado So e segue, verticalmente para
os estados S1 ou S2, de maior energia, obedecendo o principio de Franck-Condon.

Apos atingir o estado excitado Sz, a molécula, ao retornar para o estado
anterior de menor energia S1, pode dissipar a energia através de um processo de
conversédo interna (Cl), onde a transigcdo (S2—S1) n&do emite qualquer tipo de
radiagdo, com um tempo de ocorréncia de aproximadamente 10-'“-10""" segundos.

A partir da transi¢do de S1—So para promover a dissipagao da energia restante, a
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molécula pode emitir fluorescéncia. Isto ocorre principalmente em sistemas rigidos
ricos em elétrons e do tipo m—1r*, onde nao €& possivel dissipar energia através de
maneiras nao-radiativas, com um tempo de ocorréncia de aproximadamente 10-''—
10® s. No entanto, ao se encontrar no estado excitado S1, ao invés de liberar a
energia como fluorescéncia, a molécula pode realizar um cruzamento intersistema
(CIS), processo nao radiativo e proibido por spin, que s6 ocorre devido ao
acoplamento spin-orbita (acoplamento que ocorre entre 0 momento magnético de
orbital e spin). Desta forma, a molécula passa do estado excitado S1 para o estado
T1, com um tempo de ocorréncia de aproximadamente 10 — 103 s, caso haja
sobreposi¢ao dos orbitais. Contudo, para que haja toda a dissipagcdo da energia
inicial, € necessario que a molécula passe do estado T+1 para o estado fundamental, o
qual ocorre através do processo de fosforescéncia, cujo tempo de ocorréncia € de
aproximadamente 10 — 102 s, sendo favorecido para sistemas rigidos do tipo
n—T*, ou até mesmo por processos nao radiativos (LAKOWICZ, 1999; VALEUR;
BERBERAN-SANTOS, 2001).

Portanto, a partir das caracteristicas de cada transicdo e dos espectros
obtidos para o processo como um todo, algumas caracteristicas podem ser
definidas como: tempo de vida, tipo de supressdes de fluorescéncia e relacdo de

Stern-Volmer.

2.5.2. Tempo de vida de fluorescéncia

Historicamente falando, as primeiras medidas de tempo de vida (t), usando
um fluorimetro, foram realizadas por E. Gaviola em 1927, onde o cientista publicou
valores de tempo de vida para a Rodamina B e uranina em solugdes de glicerol e
agua, cujos valores obtidos s&o incrivelmente similares aos obtidos atualmente.
(BEREZIN; ACHILEFU, 2010). Em tese, o tempo de vida de fluorescéncia é definido
como o tempo médio que uma molécula excitada demora para retornar ao seu
estado fundamental, podendo matematicamente definido segundo a Equagao 1
(LAKOWICZ, 1999; SKALA et al., 2007; VISHWASRAO et al., 2005).
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1
T= rknr (Equagao 01)

Onde, I' representa a taxa de decaimento radiativo e knr a taxa de decaimento n&o

radiativa.
Dois tipos de técnicas podem ser utilizados para a medigao do tempo de vida
de fluorescéncia: medi¢gdes no dominio do tempo e no dominio da frequéncia, como

mostrado na Figura 9.

Figura 9: Variacao do tempo de vida de fluorescéncia com base em: (A) medi¢des no dominio do
tempo e (B) dominio da frequéncia

(A)

Intensidade
Intensidade

Tempo
Fonte: (CHENG et al., 2019)

Para as medidas seguindo o dominio do tempo, a amostra é irradiada com
um pulso de luz e a relagao entre intensidade e tempo é criada. Este método usa
um sistema de contagem de foétons que se baseia na distribuicdo do tempo que o
féton leva para chegar ao detector, apds o pulso de excitagdo. Caso o tempo de
vida da molécula tenha um comportamento exponencial longo, quando comparado
com o da luz excitante, o valor de T pode ser determinado a partir do slope da curva
obtida. Entretanto, se o tempo de vida for praticamente proximo ao da luz excitante,
o método de deconvolugédo pode ser utilizado para indicar o valor de t. Para as
medidas usando o dominio de frequéncia, ha a determinacdo do deslocamento de
amplitude e fase em funcédo da excitacdo do laser (BEREZIN; ACHILEFU, 2010;
GRATTON et al., 2003).
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2.5.3. Supressao da fluorescéncia

Estudos envolvendo a supressao de fluorescéncia iniciaram com os estudos
de reagdes bioquimicas, por volta dos anos 60 e 70, se tornando uma 6tima
ferramenta para o estudo de moléculas, sistemas fluorescentes e até mesmo a
localizagao de certas estruturas supramoleculares em meio biolégico. A supressao
(do inglés quenching) da fluorescéncia é um processo fisico que se refere a
qualquer processo que causa uma diminui¢cdo da intensidade de fluorescéncia de
alguma espécie fluoréfora, dissipando a energia desta na forma nao-radiativa
((LAKOWICZ; MASTERS, 2008).

Geralmente, a supressao de fluorescéncia pode seguir dois mecanismos
principais: a supressao dinamica ou estatica, sendo que em ambos os casos é
necessario que ocorra um contato direto entre o fluoréforo e o supressor. Entretanto,
para que seja possivel diferenciar os dois processos de supressao é necessario que
sejam realizado investigagdes por tempo de vida de fluorescéncia que é diretamente
afetado na supressao dindmica, e nao afetado na supressao estatica (LAKOWICZ,
2002).

2.5.3.1. Stern-Volmer

Em 1919, Otto Stern e Max Volmer sugeriram uma teoria e uma equacgao que
relaciona a variagao no rendimento quantico e tempo de vida de fluorescéncia, em
funcdo da adicdo de uma espécie supressora a um meio contendo um fluoréforo
(GEHLEN, 2020). A determinagédo da constante, batizada entdo como a constante
de Stern-Volmer (Ksv), se tornou muito util em diversos campos dentro da quimica,
como por exemplo o estudo de processos como taxa de reacdo fotoquimica e
bimolecular de reagdes (DESILETS; KISSINGER; LYTLE, 1987). De uma forma
geral a equacao de Stern-Volmer faz uma ligagao direta e eficiente entre a emissao
de fluorescéncia de um fluoréforo com as possiveis propriedades que podem ser
extraidas desse processo, como tempo de vida e rendimento quantico. No inicio a

determinacdo destas propriedades era bastante precaria e dificultada,



42

principalmente pela falta de equipamentos e procedimentos adequados, entretanto
com a evolugao da tecnologia e da quimica por si sO, a determinagao da Ksv se
tornou mais trivial (GEHLEN, 2020).

Para o modelo classico de Stern-Volmer, se for considerado um decaimento
do fluoréforo que possui um determinado tempo de vida de fluorescéncia (tg), sem
que esteja em contato com qualquer supressor, e que o rendimento quando do

processo de fluorescéncia é representado por ¢, a equacao de Stern-Volmer pode

ser representada através da Equacao 02.

% — Tt_o =1+ kq70[Q] (Equagao 02)

Onde, k, € a constante bimolecular do processo de supresséo de fluorescéncia em

razdo da interacdo entre o fluoréforo e a espécie supressora. Entretanto, se o
rendimento quantico do processo se manter proporcional a intensidade de
fluorescéncia apds a adicao do supressor a equagao 02 pode ser rescrita como

representado na Equacao 03 .

F
TO =1+ Ky Q] (Equacgao 03)
[

Onde, Ky = k4T € a constante de Stern-Volmer, proveniente de um processo de

supressao de fluorescéncia dindmico, cujo significado sera discutido no item 2.6.3.2.

Desta forma, por possuir uma relagdo linear, o valor de Ksv pode ser
determinado de maneira grafica, através de medidas usando um simples
fluorimetro, ao se conhecer o tempo de vida de fluorescéncia. Apesar do sistema
idealizado pela equagédo de Stern-Volmer obedecer a uma linearidade, alguns
processos quimicos podem gerar um desvio dessa linearidade, possivelmente
devido aos mecanismos de supressao envolvidos podendo-se citar como exemplo
efeitos de difusdo, formacao de excimero e exciplexo, confinamento das espécies

em diferentes ambientes moleculares, entre outros (GEHLEN, 2020).
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Em muitos processos fluorescentes tanto curvaturas positivas quanto
negativas ja foram evidenciadas. Para os desvios negativos ha uma diminui¢céo na
constante bimolecular, k4, indicando que possivelmente, existem diferentes estados
fluorescentes ou até mesmo formacado de novas moléculas, levando assim a uma
mudanca tanto no espectro de absor¢do quando na fluorescéncia o fluoréforo. Em
contrapartida, variagdes positivas da linearidade de Stern-Volmer nao indicam
qualquer evidéncia para a formacao de diversos estados excitados ou formacéo de
novas moléculas (KEIZER, 1983)

2.56.3.2.  Supresséo Dinamica

No processo dinamico a supressao ocorre através da colisdo entre a espécie
fluorescente e o supressor, causando a diminuicdo na intensidade de fluorescéncia.
Desta forma o fluoréforo retorna ao estado fundamental sem a emissao de fétons, e,
comumente, sem qualquer mudanga da estrutura da molécula (LAKOWICZ;
MASTERS, 2008).

Esquema 2: Interacao entre fluoréforo e espécie supressora, na supressao do tipo dindmica

w KD
[F1+IQ1 —= I[FI+I[Ql

Para descrever este processo € possivel utilizar a Equagao 04 de Ster-

Volmer.

F
7" =1+K, o[Ql=1+K, (Equagdo 04)
T
Onde, F e F, sao as intensidades de fluorescéncia na presenga e auséncia do

supressor, respectivamente, K, € a constante de supressao bimolecular, Ty, € 0

tempo de vida de fluorescéncia na auséncia de supresséo, [Q] é a concentracdo da

espécie supressora de fluorescéncia e K € a constante de Stern-Volmer. De uma
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/g ~ Fy ~
forma geral, o plot de uma grafico que envolva a ragéo entre — em funcdo da

concentragdo da espécie supressora ([Q]) possui um perfil linear, cuja inclinagao
permite obter a constante bimolecular para avaliar a eficiéncia de supressao de todo o

processo (LAKOWICZ; MASTERS, 2008; MONTERO; HERNANDEZ;
ESTELRICH, 1990)

Para o processo de supressao dindmica a temperatura é um fator que que
causa um influencia bastante significativa, uma vez que ha uma maior interagao
entre as moléculas em altas temperaturas e, consequentemente, uma maior
supressao da fluorescéncia, facilitando o processo de interagao entre as moléculas.
E, no que se diz respeito a tempo de vida de fluorescéncia, como na supressao
dinamica ocorrem colisbes entre o fluoréforo e a supressor, quanto maior a
quantidade de supressor no meio menor sera o tempo de vida, visto que menos
espécies estardo disponiveis para emitirem energia na forma de fluorescéncia
(LAKOWICZ; MASTERS, 2008; MOREIRA et al., 2015)

2.56.3.3. Supresséao Estatica

O processo de supressao estatica ocorre de tal maneira que a intensidade
de fluorescéncia diminui através da formagao de um complexo entre o fluoréforo e
0 supressor, podendo gerar uma mudanga da estrutura da molécula do fluoréforo

ou nao.

Esquema 3: Interagao entre fluoréforo e espécie supressora, na supressao do tipo estatica

Ky

[F] +1Q] [FQI

Em suma, ha a formagédo de um complexo nao fluorescente no estado
excitado, através da ligagcdo entre as espeécies, que retorna para o estado
fundamental sem a emissdo de radiacdo por fluorescéncia. O processo de

supressao estatica é descrito pela Equagao 05.
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Fyo
= 1+ Kg[Q] (Equacgao 05)

Onde, F e F, sao as intensidades de fluorescéncia na presenga e auséncia do

supressor, respectivamente, K¢ é a constante de associagdo e [Q] é a

concentracado da espécie supressora de fluorescéncia.

De forma analoga a supressao dinamica, a temperatura € um fator importante
para a formagdo dos complexos nao fluorescentes, de modo que a variagao da
temperatura tende a desestabilizar os complexos formados, podendo, de certa
forma, interferir na constante de associacdo. Outro fator bastante importante, € o
tempo de vida, que por medir apenas a fluorescéncia das espécies fluoroforas, o
tempo de vida permanece inalterado, emtoda a analise, ja que apenas as moléculas
nao complexadas serao analisadas (LAKOWICZ; MASTERS, 2008).

2.5.4. ESIPT

A Transferéncia de Préton Intramolecular no Estado Excitado (ESIPT)
apresenta uma importancia significativa no controle de sistemas biolégicos e até
mesmo em uma possivel aplicagdo como sonda fluorescente. Diversos estudos sao
realizados a cada ano, mostrando a grande versatilidade desta propriedade,
encontrando aplicagdes desde a area luminescente até o entendimento do processo
de desbotamento das cores em obras de arte (BERNARDINO, 2016; ROCHA,;
RAMALHO, 2016). Moléculas detentoras de sitios doadores e receptores de prétons
em posi¢cdes adequadas, estao suscetiveis a sofrer o processo de ESIPT, devido
ao incremento na acidez e basicidade da molécula no estado excitado (JOSHI;
ANTONOV, 2021; ZHANG; LIU, 2016).

O primeiro registro histérico do processo de ESIPT foi realizado por Weller
em 1956, onde ao realizar estudos envolvendo a acido salicilico reportou e atribuiu
o aparecimento de duas bandas a transferéncia do préton em ambos os estados,
fundamental e excitado (MAHESHWARI et al., 1999; ROCHA; RAMALHO, 2016).
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Por via de regra, o processo de ESIPT ocorre em moléculas que possuem
uma ligagdo de hidrogénio formada entre o grupo carbonila (C=0) e grupos
hidroxilas (OH), amino (NH) ou nitrogénio do grupo piridinio, desde que estejam a
uma distancia minima de 2 A (GOSWAMI et al., 2013).

Figura 10: Diagrama de energia do processo de ESIPT para o acido salicilico

S,

1 3

Energia

Coordenada de Reagao

Fonte: (ROCHA; RAMALHO, 2016; YANG et al., 2020)

Assim como demonstrado na Figura 10, em seu estado fundamental, a
molécula E, que se encontra na forma de enol, pode ser excitada por um féton, e
passar para o estado excitado E* para o tautdmero excitado ceto (C*) mais estavel,
processo que ocorre de forma muito rapida (DEPERASINSKA et al., 2012;
DOROSHENKQO et al., 2012; NIBBERING; FIDDER; PINES, 2005; TANG et al.,
2011). Essa troca protdnica, pode levar a uma modificagdo na geometria molecular
E, apesar de ndo uma regra para o processo de ESIPT (JOSHI; ANTONOV, 2021;
POZDNYAKOQV et al., 2009). Devido a este processo de modificagdo molecular, o
espectro de emissdo de fluorescéncia apresenta um grande deslocamento
batocromico (deslocamento de Stokes) na ordem de 8 a 10 mil cm™' (ENCHEV et

al., 2013). Por fim, a emissao de energia por processo nao radiativo ou fluorescéncia
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ocorre com o retorno da molécula para o estado fundamental C (DOROSHENKO et
al., 2012).

Um fator interferente no processo de ESIPT é a natureza do solvente no qual
a amostra se encontra dissolvida. Solventes apolares tendem a facilitar o processo
de transferéncia do préton, podendo muitas vezes aumentar a intensidade de
fluorescéncia do processo por proporcionarem uma estabilizagdo de possiveis
tautdmeros. Em contrapartida, solventes polares, por competirem diretamente pelo
proton, podem impedir que o processo de ESIPT ocorra, sem falar na solvatagéo do
soluto pelo solvente que dificulta essa transferéncia intramolecular (LIN et al., 2012;
LUKEMAN; BURNS; WAN, 2011).

2.6. SURFACTANTES

Surfactantes ou tensoativos sdao moléculas caracterizadas por possuirem
duas regides distintas em sua estrutura: uma regido hidrofilica e outra hidrofébica
(FIGURA 11), o que confere a esta classe de compostos uma caracteristica
anfifilica. Além disso, os surfactantes possuem a capacidade de modificar as
caracteristicas superficiais e interfaciais de um liquido (BARROS et al., 2007),
encontrando assim diferentes aplicagcdes nas industrias cosméticas, farmacéuticas,
quimicas entre outros (KANICKY et al., 2001; NITSCHKE; PASTORE, 2002;
SCHRAMM, 2000; TADROS, 2008).

Figura 11: representacdo esquematica de uma estrutura de surfactante
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Fonte: (TADROS, 2014)
A respeito da estrutura de um surfactante, comumente sua parte hidrofébica

€ composta por uma cadeia alquilica com diferentes insaturagdes, substituintes e
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comprimentos. Ja a parte hidrofilica pode apresentar diferentes grupos polares,
resultando assim em diversas classes de surfactantes, como representado na
Tabela 1 (BUNTON; SAVELLI, 1986; FENDLER; FENDLER, 1970; FENDLER,
2012).

Tabela 1: classificagdo e exemplos de alguns surfactantes existentes

Classificagao Surfactante

|
\/\WNQ
| s

e 1
Catibnico

Br
Brometo de cetiltrimetilaménio (CTABY)

T s0;
Anibnico Na®

Dodecilsulfato de sédio (SDS)

o™

Neutro
Eter dodecil-{(4}-polioxietilenico (Brij-30)
I o
W/\ /\/\
. e N SO
Dipolar idnico 0 | © *

N-tetradecil-N,N-dimetilaménio-1-propanosulfonato (SB3-14)

Fonte: Préprio Autor.

De forma geral, os surfactantes catidnicos e idnicos s&do classes de
tensoativos que apresentam espécies carregadas positiva e negativamente, na sua
parte hidrofilica, respectivamente. Desta forma os aniénicos encontram aplicagdes
principalmente em formulagdes de xampus, sabdes, sabonetes e detergentes;
enquanto os catibnicos sdo aplicados em amaciantes, aditivos de lubrificantes e
substancias anticorrosivas. Os n&o ibnicos, como o proprio nome sugere, nao
apresentam carga em sua estrutura, sendo aplicados principalmente nas industrias
de cosméticos. Ja os dipolares idnicos (ou zwiteribnicos) possuem tanto cargas
positivas quanto negativas em sua regido polar, apresentando aplicagdes
diversificadas (MEHTA et al., 2010; TADROS, 2014).
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2.6.1. Agregagao em meio aquoso

Uma caracteristica intrinseca dos surfactantes é a formagédo de agregados,
quando estes sao dissolvidos em meio aquoso. Ao serem adicionados no meio, as
moléculas de surfactantes agem como eletrolitos fortes (FENDLER; FENDLER,
1970), porém a medida que a sua concentragdo aumenta no meio, as moléculas se
deslocam da superficie do liquido e passam a se agrupar até atingirem uma
concentragdo micelar critica (CMC). O alcance da CMC implica na saturagéo de
mondmeros no meio, possibilitando a formagdo de agregados caracteristicos de
surfactantes, conforme apresentados na Tabela 02 (MANIASSO, 2001; TANFORD,
1974; VANCE; DEVARAJ, 2021).

Os tipos de agregados formados sdo influenciados pelo numero de
mondmeros presentes, que possui relacédo direta com a presenga ou nao de aditivos
no meio, natureza do surfatante e sua concentragcao (FENDLER; FENDLER, 1970),
sendo que para 0 meio aquoso, 0s agregados mais comuns sdao as micelas,
agregados ndo covalentes e espontaneos, que diminuem o contato da parte
hidrofébica com o meio aquoso (TANFORD, 1980). E necessario deixar claro que,
nesta sec¢ao apenas a agregagao em meio aquoso esta sendo discutida, entretanto o
processo agregacional também pode ocorrer em meio de outros solventes polares ou
apolares, sendo que para o este ultimo os agregados formados apresentam sua parte

hidrofobica voltada para o meio do solvente (micelas reversas).
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Tabela 2: Tipos de agregados formados a partir de surfactantes

Tipo de agregado Estrutura

Micelas esféricas

R.
o

Micelas cilindricas 55

Vesiculas

Micelas reversas

Fonte: (TANFORD, 1980)

A CMC de um surfactante, de modo geral, pode ser determinada por
diferentes técnicas, como variacdo do pH do meio, condutividade, tenséo
superficial, viscosidade, entre outras, que sdo caracteristicas que permitem a
obtencdo de um perfil de variagado carateristico para cada propriedade, como
mostrado na Figura 12.

Os valores da CMC sofrem uma influéncia significativa de acordo com o tipo
de estrutura da parte polar de um surfactante, sendo os valores desta, menores
para os dipolares ibnicos por nao apresentarem uma repulsao eletrostatica entre os
grupos hidrofilicos (EVANS, 1988; EVANS; NINHAM, 1986).
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Figura 12: CMC determinada a partir da variagdo de propriedades da solugdo em fung¢éo do
aumento da concentragao de surfactante: 1) Detergéncia; 2) Pressao osmoética; 3) Condutividade
equivalente; 4) Tensao superficial

"8}

propriedades

concentragao

Fonte: (MANIASSO, 2001)

Devido as propriedades agregacionais dos surfactantes ja serem bastante
elucidadas e estudadas, com o surgimento de novas moléculas se tornou possivel,
entdo, a exploracdo destas caracteristicas agregacionais com na criagdo de
diversos outros sistemas que envolvam surfactantes e outras moléculas. Um
exemplo que vem sendo bastante explorado nos ultimos tempos € a interagao entre
surfactantes e macrociclos do tipo pilararenos, cujos agregados dependem
diretamente da estequiometria entre ambas as espécies (Figura 13) (JIE et al.,
2015; MA et al., 2011; NAZAROVA et al., 2021)
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Figura 13: Tipos de agregados formados entre pilararenos e surfactantes
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Fonte: (JIE et al., 2015)

Como demonstrado na imagem acima trés possibilidades de complexos
podem ser obtidas através da interacao entre as espécies em questao: (i) complexo
host-guest, que envolve uma estequiometria 1:1 de pilarareno:surfactante, e que
permite ainda a formacido de vesiculas que podem atuar principalmente como
sistemas de entrega de medicamentos; (ii) agregados do tipo SIPEC (Complexo
Interpolieletrélito Estequiométrico) que obedece uma estequiometria de 1:10 de
pilarareno:surfactante, e que devido a neutralizagdo das cargas pode acabar
gerando precipitados no meios, devido a instabilidade coloidal; e (iii) agregados do
tipo NIPEC (Complexo Interpolieletrdlito Nao-Estequiométrico) que ndo segue uma
estequiometria adequada, mas sabe-se que s6 acontece com um excesso muito
grande de surfactante em relagdo ao macrociclo (NAZAROVA et al., 2021). Desta
forma, especula-se que a obtencdo de agregados do tipo NIPEC poderiam, de certa
forma, favorecer a degradacao de ésteres de fosfato, seguindo provavelmente, o
mesmo principio de aproximacdo das espécies, como em uma catalise micelar. E
interessante salientar também que, da mesma forma que ocorre o processo

agregacional entre moléculas de surfactante e macrociclos, dependendo da
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estrutura do macrociclo, pode ocorrer a formacdo de agregados, utilizados
principalmente na produgédo de sistemas de entrega de medicamentos (ZYRYANOV
et al., 2023).

Nessa perspectiva, em 2017 um trabalho publicado por Zhou e
colaboradores (ZHOU; JIE; HUANG, 2017) promove a entrega do medicamento
Doxorrubicina (DOX) utilizando um agregado formado entre macromoléculas de
pilar[5]arenos funcionalizadas com grupos contendo selénio que permitem a
montagem e desmontagem deste agregado, dependendo do seu estado de
oxidacdo. Em suma, quando o agregado é formado em meio aquoso, ocorre um
encapsulamento da DOX, que experimenta uma maior solubilidade em ambientes

hidrofébicos, devido as suas carateristicas estruturais (Figura 14).

Figura 14: Estrutura do medicamento DOX e representacao das regides hidrofébicas e hidrofilicas

Regido hidrofilica

Regiso hidrofébica p"’OH

Consequentemente, o sistema formado permite um incremento na
quantidade de medicamento entregue no local desejado, sendo de potencial
aplicagdo para doengas como o cancer, neste caso. ApoOs transportar o
medicamento para as células cancerigenas, o agregado acaba entrando em contato
com espécies redutoras que causam sua desmontagem e entrega efetiva do
medicamento (Figura 15). O que deixa o estudo mais interessante ainda é que o
processo é totalmente reversivel pelas caracteristicas oxidantes e redutoras dos
grupos seleneto e selendxido que funcionalizam a molécula macrociclica,

permitindo a obtencao de um sistema eficaz e promissor no combate ao cancer.
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Figura 15: Representacdo esquematica de como o processo de encapsulamento e liberagéo do
medicamento DOX ocorre
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Fonte: (ZHOU; JIE; HUANG, 2017)

No intuito de promover a divulgagéo cientifica e contribuir com a educagao
cientifica escolar, foi publicado um artigo (DEMOS; REGIANI; AFFELDT, 2021)
baseado no trabalho de Zhou e colaboradores, tendo-se em mente que o publico
seriam professores e estudantes do ensino médio. Logo, simplificacdes de termos e
figuras foram utilizadas, utilizando técnicas de transposi¢cdo didaticas para a
divulgacao cientifica (CHEVALLARD, 1985; MARANDINO, 2016), tornando o
conteudo de uma pesquisa internacional mais acessivel para ser estudado em

escolas de ensino médio.

2.7.ESTERES DE FOSFATO

Os ésteres de fosfato sao moléculas encontrados em abundancia na
natureza se tornando essenciais em alguns processos biolégicos (CAMPBELL;

FARRELL, 2011). Além disso, as reacdes de desfosforilagdo regem diversos
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processos vitais como armazenamento e transmissdo de informagdo genética
(WESTHEIMER, 1992), transdugédo energética, sintese de proteinas (VINCENT;
CROWDER; AVERILL, 1992).

Os ésteres de fosfato derivam-se do acido fosférico (HsPOa), cuja
classificagdo depende diretamente do grau de substituicdo dos grupos hidroxilas,
conforme demonstrado Figura 14 (COLLINS, 2001). Desta mesma forma, a
importancia desta classe de compostos depende de sua classificacdo, encontrando
desde aplicagcbes biologicas até industriais. Vale a ressalva, ainda, que, as
estruturas de mono e diésteres apresentam grupos hidroxilas o que permite uma
maior sensibilidade ao pH do meio, permitindo também sua atuagdo como acidos
(DOMINGOS et al., 2003).

Figura 16: Classificagcao dos éteres de fosfato a partir da substituigdo do acido fosférico
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Fonte: Préprio autor

Os mono- e diésteres apresentam ocorréncia natural, e grande importancia
biolégica. Os monoésteres sdo presentes em diversos processos de regulacao e
sinalizagao biolégica, enquanto os diésteres sdo encontrados nas estruturas de
DNA e RNA. Por outro lado, os triésteres ndo ocorrem naturalmente e encontram
aplicagdo apenas na composicao de armas quimicas, pesticidas e inseticidas,
sendo portanto, conhecidos por sua elevada toxicidade (WILHELM, 1991;
WOLFRAM SAENGER, 1988). O que, sem duvidas, garante uma vasta aplicagcao
dos ésteres de fosfato € a alta estabilidade encontrada na ligagao entre os atomos de

carbono, fésforo e oxigénio em sua estrutura. Para se ter uma ideia mais clara
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da estabilidade, estruturas como o DNA e RNA, que contém mono e diésteres,
levam cerca de 13 milhdes de ano para encontrar uma hidrolise espontanea e
completa (LIU et al., 2004). Nesse mesmo caminho, os triésteres de fosfato se
apresentam resistentes a hidrolise espontanea, porém um pouco menos que 0s
mono e diésteres, ja que estes ultimos quando desprotonados impedem a
aproximacgao efetiva de nucledfilos. Sendo assim, a utilizagdo dos triésteres de
fosfato acaba gerando residuos e acumulos destes em lugares inapropriados,
podendo causar sérios danos aos seres vivos (DELFINO; RIBEIRO; FIGUEROA-
VILLAR, 2009; YANG; BAKER; WARD, 1992).

Baseado no exposto, em um rapido levantamento no site do Instituto
Nacional de Cancer (INCA) o Brasil € o pais com o maior registro de uso de
agrotoxicos desde 2008 (INCA, 2022) sem falar que cada vez mais ocorrem
liberagdes do uso, em territério brasileiro, de produtos ja banidos em outros paises.
Desta forma se torna necessaria a busca por técnicas inovadoras para a eliminacao
de residuos de ésteres de fosfato.

Recentemente Leopoldino e colaboradores (2021), também reporta a
degradacéo eficiente de ésteres de fosfato. No estudo os autores modificaram um
polimero comercial para a obtengdo de um catalisador contendo imidazol (PEIIm),
para ser aplicado na degradacédo de organofosforados, utilizando catalise do tipo
heterogénea.
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Figura 17: Representacao esquematica do trabalho reportado po Leopoldino e colaboradores: (A)
esquema reacional para a sintese do catalisador PElIm; (B) perfil de pH para a degradacao do
DEDNPP na presenga de PEIIm (1,7 mg.mL""), em pH 8,0 a 25°C e (C) Aumento da absorbancia
do DNP referente a degradagdo do POX pelo catalisador PEIlm (5,1 mg.mL"), em pH 8,0, a 25°C
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Fonte: (LEOPOLDINO et al., 2021)

Para o substrato DEDNPP, em pH 8,0, o PEIIm diminuiu drasticamente o
tempo de vida do triéster, de 23 h para 11 min em meio aquoso, 0 que representa
um aumento de 100 vezes a velocidade de degradagao quando comparada com a
hidrélise espontédnea apenas em agua, além de ser mais eficiente que o proprio
imidazol livre. O grande incremento catalitico € explicado pelos autores por uma
maior adsor¢ao do substrato, fazendo com que sua concentragdo local seja
aumentada de modo a facilitar o processo. A capacidade catalitica do sistema PEIIm
também foi avaliada, pelos autores, para a degradacgao do Paraoxon (POX), em pH
8,0. Os resultados demonstraram um aumento de 6,7 vezes quando a reagao €
comparada com a desfosforilagdo do POX causada apenas pelo imidazol livre em
condigdes similares, além de causar uma diminuigao significativa do tempo de vida
do pesticida de 780 dias para 25 dias em meio aquoso (LEOPOLDINO et al., 2021)

Outro estudo recentemente publicado por Bitencourt e colaboradores (2022)
reportaram a utilizagcdo de agregados supramoleculares formados entre poliacido
acrilico (PAA) e brometo de cetil trimetil amdnio (CTAB) na hidrélise do DEDNPP.
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Figura 18: Representacédo esquematica da reagdo entre os agregados de PAA/ICTAB ne DEDNPP
em meio aquoso ([CO07] = 2,5x103 mol.L™" ) and CTAB 8,0x10™* mol.L™"), reportado por Bittencourt
e colaboradores
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Fonte: (BITTENCOURT et al., 2022)
De forma geral, os agregados PAA/CTAB proporcionaram a formagao de um

microambiente hidrofébico que aproximou de forma efetiva o triéster com os grupos
carboxilatos do polimero, causando um aumento de 1,1x10* vezes na velocidade
de reagao, quando comparada com a reagao do substrato em agua e um aumento
de 6 x102 vezes maior quando comparada com a reagdo de hidrdlise do substrato na
presenca de grupos carboxilatos livres. A realizagdo deste trabalho se mostrou
bastante promissora no que tange a mimetizagao de enzimas além de utilizar baixas
quantidades de catalisadores o que representa uma abordagem ecologicamente
correta (BITTENCOURT et al., 2022).
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3. OBJETIVOS

3.1.0OBJETIVO GERAL

Sintese de macrociclos do tipo pilar[5]areno funcionalizados com grupos
amino e estudo de sistemas supramoleculares formados entre o macrociclo
sintetizado com moléculas organicas, como a mesalazina e surfactantes. Além
disso, avaliar uma possivel aplicacdo dos agregados supramoleculares formados

entre pilar[5]areno e surfactante em reagao de desfosforilagao.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintetizar e caracterizar os macrociclos bromo pilar[5]areno e tosil pilar[5]areno e
utiliza-los como material de partida para a sintese de pilar[n]arenos funcionalizados

com piridina;

- Avaliar a interacdo dos macrociclos de pilar[n]arenos funcionalizados com a

Mesalazina (acido 5-amino salicilico) e com surfactante aniénico;

- Caracterizar os sistemas supramoleculares formados por ressonéncia magnética
nuclear de hidrogénio e carbono, espectrofotometria de absorg¢ao na regiao do UV-

VIS e espectroscopia de emissao de Fluorescéncia.

- Estudar a aplicagao dos macrociclos sintetizados em reacdes de hidrélise ésteres

de fosfato, variando a concentracdo dos substratos;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.REAGENTES E SOLVENTES

Os macrociclos pilar[n]arenos e os substratos a foram sintetizados conforme
o procedimento descrito na literatura (OGOSHI, et al, 2008; SILVEIRA, et al, 2019).
Para a sintese destes, foram utilizados reagentes de qualidade P.A. adquiridos
comercialmente (Aldrich, Synth, Vetec) e previamente purificados/tratados quando
necessario.

Para os estudos e experimentos de RMN foram utilizados solventes
deuterados obtidos da Sigma-Aldrich.

Os demais reagentes e solventes utilizados foram adquiridos
comercialmente, provenientes da Sigma-Aldrich, Carlo Erba, ACROS e Vetec, e
foram utilizados sem prévia purificacdo, com exceg¢ao do cloreto de tosila que foi

tratado com uma solugao de NaOH 10% antes do uso.

4.2.EQUIPAMENTOS

421. Ressonancia magnética nuclear - RMN

As analises de RMN de 'H e 13C, foram realizadas em um espectrémetro de
200 ou 400 MHz disponibilizado na Central de Analises, no Departamento de
Quimica da UFSC. Tetrametilsilano (TMS, Cambridge IsotopeLaboratories, 99,9%)
foi utilizado como referéncia interna para todas as analises desta natureza. Todas
as amostras foram preparadas através da utilizacdo de 10 mg de analito para 600
WL de solvente deuterado (CDCIs ou D20, dependendo da solubilidade.) Todos os
dados foram devidamente tratados com a utilizagao do software MestReNova
versao 11.0.4.

A técnica de RMN foi utilizada com o propdsito de se ter uma confirmagao

das estruturas obtidas dos compostos sintetizados.
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4.2.2. Espectrofotometria na regiao do infravermelho - IV

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier foram obtidos
com a utilizagado de um espectrémetro BRUCKER, modelo Alpha, na regido de 4000
a 400 cm" disponibilizado na Central de Analises, no Departamento de Quimica da
UFSC. As amostras foram preparadas por meio da utilizagdo de pastilhas de KBr
como matriz de analise.

A técnica de infravermelho foi utilizada em conjunto com a técnica para
confirmacdo de estruturas que possuem frequéncias de estiramento de ligagcéo

caracteristicas.

4.2.3. Espectrometria de massas — MS

As andlises de ESI/MS foram realizadas com o auxilio de um
espectrofotdbmetro massas triplo-quadrupolo hibrido com ion trap linear (Q Trap
3200 - Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, Canada). Os experimentos foram
realizados utilizando uma fonte de ionizacdo Turbo lon SprayTM (electrospray
ionization — ESI, Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, Canada) no modo ion
positivo. As amostras foram infundidas na velocidade de 10 yL/min com o auxilio de
uma seringa. A voltagem da agulha capilar foi mantida em 4,5 kV. Os parametros
MS/MS foram gas de cortina, 10 psi; interface de pulverizagéo de ions, 0,0 °C; GS1,
18,0 psi; GS2, 0,0 psi; e gas de colisdo, médio.

A técnica de Espectrometria de massas foi utilizada para confirmacao da

massa molar das estruturas obtidas.

4.2.4. Espectrofotometria de absorgao na regiao do ultravioleta

e visivel — UV-Vis

Os experimentos envolvendo analises espectrofotometria UV-Vis, foram
realizadas com auxilio de um espectrofotobmetro Cary 50 da Varian, acoplado a um

banho termostatico Microquimica, modelo MQBTC99-20, e a um computador,
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contendo sistema de aquisicao e tratamento de dados CaryWinUV 3,00. Para todas
as medidas foram utilizadas cubetas de quartzo com capacidade de 3,5 mL e 1,0
cm de caminho 6tico. Todos os pHs das medidas foram mantidos com auxilio de
tampdes especificos para cada faixa de pH: HCI 0,01 mol.L", Acido cloro acético
(pKa 2,8), Acetato de sddio (pKa 4,6), Bis-Tris (pKa 6,5), Tris (pKa 8,25) e KOH 0,01
mol.L-'. Em todos os experimentos as concentracgdes finais de tamp&o atingiram o
valor de 0,01 mol.L™.

As curvas de calibragdo para os compostos MSZ e P[5]Py foram feitas
utilizando-se a agua como solvente, em pH 1, 7 e 12 para a MSZ e pH 7,5 para o
P[5]Py. O procedimento geral, para cada caso, consistiu em adicionar aliquotas (10 —
100 uL) de cada composto em 2 mL de tampdo, até que se atingisse uma
absorbancia abaixo ou proximo de 1.

A técnica de espectrofotometria UV-Vis foi utilizada tanto para a verificagdo
de absorc¢des eletronicas especificas dos macrociclos pilararenos, MSZ e sistemas
supramoleculares formados entre os macrociclos, MSZ e surfactantes, quanto para
verificar a eficiéncia das moléculas sintetizadas na hidrolise de ésteres de fosfato,
por meio do acompanhamento do aparecimento da banda caracteristica de

absorcéo do produto de hidrdlise do éster.
4.2.41. Medidas cinéticas

Para as reacbes de desfosforilagdo de ésteres de fosfato utilizou-se o
substrato DEDNPP, cuja estrutura é indicada na Figura 19. O substrato foi

disponibilizado pelo Laboratério de Catalise e Fendmenos Interfaciais.
Figura 19: Estrutura do éster de fosfato utilizado para as cinéticas de desfosforilagéo
O,N
i o
P—
et
NO,

DEDNPP
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As reacgbes foram realizadas adicionando-se uma aliquota de 15 pL da
solugdo estoque do éster de fosfato 0,0 mol.L-! (estocada em freezer) em 3mL da
solugdo tamponada contendo um excesso do nucledfilo, garantindo assim
condi¢des de pseudo-primeira ordem.

Para ambos os substratos, as reacdes de hidrolise foram acompanhadas
através do aparecimento do produto 2.4-dinirofenolato (DNP) em 360 nm. A partir
da analise das absorbancias cinéticas, em funcdo do tempo, determinou-se as

constantes de velocidade observadas (kobs)

4.2.5. Medidas de condutividade

As medidas de condutividade foram realizadas com o auxilio de um
condutivimetro Metrolhm Modelo 712, usando uma cela termostatizada de 50 mL, a
25°C. Para todas as medidas foi utilizado um volume inicial de 20 mL de agua, no pH
desejado (mantido novamente com um tampao caracteristico) e aliquotas da
amostra foram adicionadas a cela.

As medidas e condutividade foram realizadas com o propdsito de determinar
possiveis formagdes de agregados e até mesmo variagdo nas constantes de

agregacoes.

4.2.6. Medidas de emissao de fluorescéncia

Todas as medidas foram realizadas utilizando um espectro fluorimetro Cary
Eclipse da Varian, com uma |lampada de xendnio de como fonte de excitacado e
tamanho de fendas e voltagens ajustaveis.

Para as medidas envolvendo apenas a MSZ, os espectros foram obtidos com
excitagdo entre 298 e 330 nm (slits 5x5), utilizando uma concentragéo de 1,4x10

mol.L"!, com o pH do meio variando de 1 a 10,5, mantidos com o auxilio de solugbes
tamp&o. Para as medidas envolvendo o sistema MSZCP[5]Py utilizou-se uma

concentragdo de MSZ=1,4x10* mol.L-' com a concentracdo de P[5]Py variavel

durante o experimentos, em pH 7,5, a 25°C, afim de avaliar a influéncia do
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macrociclo sobre a intensidade de fluorescéncia do fluoréforo. Em contra partida,
nas medidas para avaliar a influéncia do pH sobre o meio, utilizou-se concentragao
de MSZ=P[5]Py=1,4x10* mol.L"", a 25°C.

4.2.7. Tempo de vida de fluorescéncia

Todas as medidas foram realizadas com um espectrofluorimetro Easy Life V,
Optical Building Blocks Corporation. Para cada analise, o comprimento de onda do
led utilizado foi de 370 nm, com um filtro de 10nm a mais do que o comprimento de
onda do LED. Como referéncia, foi utilizado uma solucdo de LUDOX® 30% em
agua. Para a analise utilizou-se uma concentragdo de MSZ=1,4x10* mol.L-' com a
concentragédo de P[5]Py variavel durante os experimentos, em pH 7,5, a 25°C.

As medidas por tempo de vida de fluorescéncia foram realizadas com o intuito de
avaliar o comportamento das espécies fluorescentes e bem como determinar

informaces a respeito da interagao entre a MSZ e o P[5]Py.

4.2.8. Tamanho dos agregados e Potencial Zeta

O diametro hidrodinamico e o potencial zeta do sistema SDS/P[5]Py foram
determinados com o auxilio do equipamento de espalhamento dinamico Zetasizer
Nano ZS da Malvern com um lazer operando a um angulo de 90° de espalhamento.
Para o experimento utilizou-se uma concentracdo de SDS=1,2x10“* mol.L"! e
P[5]Py=8,0x10"° mol.L"". Todas as medidas foram realizadas em pH 7,5 a 25°C.

As medidas de didmetro hidrodinamico e potencial zeta foram realizadas para
avaliar o tamanho médio dos agregados formados bem como a carga superficial

destes, em meio aquoso.

4.2.9. Microscopia eletronica de transmissao - TEM

As imagens de microscopia de transmissao eletrbnica dos agregados de

P[5]Py foram realizadas em um microscopio modelo JOEL-1011 operando a 100kV
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com resolugédo de 4,5 A. As amostras foram preparadas em um grid de cobre de
300 mesh com cobertura carbono, onde foram gotejadas de 2 a 3 gotas da solugéo
1,2x10** mol.L"" de P[5]Py. O grid foi posteriormente submetido a alto vacuo durante
algumas horas para posterior analise no microscopio. A distribuicado estatistica de
didmetro foi construida pela contagem de 100 particulas isoladas usando o
programa Image J.

As medidas de TEM foram realizadas para comprovar a existéncia dos

agregados bem como o didmetro médio dos mesmos, em meio aquoso.
4.3.METODOLOGIA

4.3.1. Sintese da bromo hidroquinona bis(2-hidroxi etil éter) —
HQBr (2)

&

J/Br
O O
CBryPPh,
—_—
CH3CN, 0°C » t.a
g g
HO Br

(1) (2)

Em um baldo de fundo redondo, sob atmosfera de argdnio, adicionou-se o
éter bis(2-hidroxietilico) hidroquinona (1) (10 mmol), trifenilfosfina (23,81 mmol) e
acetonitrila seca (50 mL). A mistura reacional foi resfriada a 0°C e, em seguida, o
tetrabrometo de carbono (23,81 mmol) foi adicionado lentamente. A mistura
reacional foi agitada a temperatura ambiente por 4 horas. Apds esse periodo,
adicionou-se agua gelada (40 mL), o que resultou em um precipitado branco (3). O

precipitado foi entéo filtrado e lavado com MeOH gelado.
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HQBr = p6 branco. Rendimento: 75%; RMN de 'H (200 MHz, CDCls): & 6,86 (s,
4H); 4,25 (t, J = 6,3 Hz, 4H); 3,62 (t, J = 6,3 Hz, 4H). 3C RMN (50 MHz, CDCl): §
152,3; 116,1; 7,7; 29,2

4.3.2. Sintese da 1,4-bis(2-tosil etoxi) benzeno — HQTs (3)

OH OTs

OJ/ 0/r
NaCH, TsCl
—_—
THF, 0°C > t.a
J
HO

0

J

(1) (3)

TsO

Uma solugdo aquosa de hidréxido de sédio (2,89 em 4 mL) foi adicionada a
uma solugao de hidroquinona bis(2- hidroxietil) éter (1) (11,6 mmol) em THF (20 mL)
e a mistura foi, entdo, resfriada a 0°C com agitac&o. Cloreto de tosila (26,22 mmol)
em THF (10 mL) foi adicionado, gota a gota, ao meio reacional e a mistura agitada
por 2h em temperatura ambiente. A seguir, a mistura foi vertida em agua gelada e
o produto extraido com CH2Cl2. A fase organica foi lavada com agua, brine e seca
com MgSOa4. O produto foi obtido apds filtracdo e remogéo de solvente sob vacuo.
HQTs = po6 branco. Rendimento: 85%.
RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): & 7,82 (d, J = 8,3 Hz, 4H); 7,35 (d, J = 8,0 Hz, 4H);
6,69 (s, 4H); 4,33 (t, J = 56 Hz, 4H); 4,09 (i, J = 5,6 Hz, 4H), 2,45 (s, 6H). RMN de
13C (50 MHz, CDCls): 5 151,9; 150,0; 147,5; 131,8; 130,9; 118,6; 70,0; 63,7; 32,1
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4.3.3. Sintese do bromo pilar[5]areno — P[5]Br (4)

Br
Br Br
Br

e

(CH;0),,, BF;.0Et,

(2) (4)

Em uma solugdo de bromo hidroquinona bis(2-hidroxi etil éter) (2) (2,78
mmol) em dicloroetano (50 mL), sob atmosfera inerte de argonio, paraformaldeido
(5,56 mmol) foi adicionado e o sistema agitado por 30 min. Apds esse tempo, eterato
de trifluoreto de boro (5,56 mmol) foi lentamente adicionado ao meio reacional e a
mistura agitada, em temperatura ambiente, por 2 horas. A seguir, a solugéo foi
lavada com agua, brine e solugao de bicarbonato de sddio. A fase organica, foi seca
com MgSOqs, filtrada e o solvente removido sob vacuo. O produto obtido foi
purificado por cromatografia em coluna utilizando silica flash e uma mistura de
CH2Cl2:Hexano (1:1) como fase mével.

P[5]Br = sdlido branco. Rendimento: 85%.

RMN de 'H (200 MHz, CDCl3): 5 6,91 (s, 10H); 4,23 (t, J = 5,5 Hz, 20H); 3.84 (s,
10H); 3,63 (t, J = 5,4 Hz, 20H). RMN de '*C (50 MHz, CDCl3): 5 149,9; 129,7;
116,3; 69,1; 30,9; 29,5.
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4.3.4. Sintese do tosil pilar[S]areno - P[5]Ts (5)

OTs OT:
OTs s
OTs

J/ HCoTs HL'JTs

(8] Q

(CH,0),, BF;.0Et,

DCE, 4h, ta. O O

O

(o] o 6 I)
J/ OTs s

TsO OTs

OTs OTs

o

(3) (5)

Paraformaldeido (8,97 mmol) e eterato de trifluoreto de boro (3,06 mmol)
foram dissolvidos em dicloroetano (25 mL) e agitados por 10 min. Posteriormente,
uma solugdo de 1,4-bis(2-tosil etoxi) benzeno (3mmol) em DCE (25 mL) foi
adicionada, gota a gota, no meio reacional. A reacéo foi agitada, em temperatura
ambiente, por 4 horas e apos este intervalo de tempo, a mistura foi diluida em
metanol (50 mL) e DCM (150 mL). A fase organica foi lavada com agua (3 x 50 mL),
brine e seca com Na2S04. Apds filtragcao, o solvente foi removido sob vacuo e o
produto obtido purificado por cromatografia em coluna utilizando silica flash e uma
mistura de CH2Cl2:MeOH (99:1) como fase movel.

P[5]Ts = p6 branco. Rendimento: 31%.

RMN de 'H (200 MHz, CDCl3): 5 7,71 (d, J = 8,3 Hz, 20H); 7,04 (d, J = 8,0 Hz, 20H);
6,78 (s, 10H); 4,54 — 4,40 (m, 10H), 4,39 - 4,31 (m, 10H), 4,29 — 4,17 (m, 10H), 4,15 —
3,95 (m, 10H), 3,60 (s, 10H), 2,27 (s, 30H). RMN de 3C (50 MHz, CDCl3): 5 149,5;
145,0; 132,2; 129,8; 128,4; 127,7; 114,4; 69,6; 65,7; 31,1; 21,6.
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4.3.5. Sintese do bromo piridinio pilar[5]areno — P[5]Py*.10Br" (6)

N
N\
\_/

-

{

0 0 N o} 5
> 7 10B
3G G |
o o H o g H
> g & ¢
Br /N
Br Br ,% ’(III) \®|
J
(4) (6)

Em um baldo de fundo redondo, uma mistura de P[5]Br (4) (0,5 mmol)
e 10 mL de piridina foram agitados durante 48h a 80°C. Apds esse tempo o
excesso de piridina foi retirado sob vacuo e o soélido remanescente foi lavado
com dietil éter até o solvente se tornar incolor. A seguir, o produto bruto foi
lavado com etanol e precipitado em etil éter, formando um fino precipitado
que foi recolhido por centrifugagéo.
P[5]Py* 10Br = p6 levemente amarelado. Rendimento: 96 %.
RMN de 'H (200 MHz, D20): & 8,70 (d, J = 5,5 Hz, 20H); 8,30 (t, J = 8,0 Hz,
10H); 7,88 (d, 20H); 6,53 (s, 10H); 4,92 (t, 20H); 4,46 (t, 20H); 3,39 (s, 10H).
RMN de '3C (50 MHz, D20): 5 152,1; 149,1; 147,6; 131,9; 131,1; 118,7; 70,1;
63,8; 32,2.
ESI-MS: m/z calculado para [C1osH109N10010]'°*: 1669,83; experimental:
1670,21.
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Sintese do tosil piridinio pilar[5]areno — P[5]Py*10Ts" (7)

10 0Ts®

Em um baldo de fundo redondo uma mistura de P[5]Ts (5) (0,5 mmol)

e 10 mL de piridina foram agitados durante 48h a 80°C. Apds esse tempo o

excesso de piridina foi retirado sob vacuo e o solido remanescente foi lavado

com dietil éter até o solvente se tornar incolor. A seguir, o produto bruto foi,

entdo, lavado com etanol e precipitado em etil éter, formando um fino

precipitado que foi recolhido por centrifugagéo.

P[5]Py* 10Ts" = p6 levemente amarelado. Rendimento: 50%.

RMN de 'H (200 MHz, D20): & 8,90 (d, J = 5,6 Hz, 20H); 8,56 (t, J = 8,0 Hz,
10H); 8,06 (d, J = 7,0 Hz, 20H); 7,56 (d, J = 8,0 Hz, 20H); 6,91 (d, J = 8,2 Hz,
20H); 6,62 (s, 10H); 5,01 (s, 20H); 4,32 (s, 20H); 3,38 (s, 10H); 1,79 (s, 30H).
RMN de 3C (50 MHz, D.0O): 5 148,9; 146,3; 144,6; 141,8; 139,8; 129,2; 129,0;
128,3; 125,0; 115,7; 67,4; 60,7; 20,0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. PILARARENOS CONTENDO GRUPOS AMINO

Inicialmente, o projeto de doutorado ao qual se referia esse trabalho, visava
a sintese de novos macrociclos pilararenos a partir da funcionalizagao de bromo
pilararenos com aziridinas, antes e apos a ciclizagao. Desta forma com o intuito de
guiar o leitor a uma maior entendimento dos processos sintéticos do trabalho

idealizado, uma analise retrossintética é apresentada no Esquema 4.

Esquema 4: Retrossintese simplificada para obtencédo dos macrociclos pilararenos

Metodologia 1

éoc

N-Boc Aziridinas

Metodologia 2
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Cabe salientar que a etapa que envolve a ciclizacdo de 1 para posterior
funcionalizagdo com 10 é determinante para a metodologia de sintese e ndo pode

ser realizada de maneira direta devido a formagao de polimeros.

5.1.1. Protecao de (S)-aminoalcoois

Como primeiro passo para a execugao da metodologia 1 (Esquema 5) foi
necessario a sintese das N-Boc Aziridinas (9) a partir do aminoalcool
correspondente. A partir do aminoalcool fenilalaninol (8), realizou-se a protegdo dos
grupos amina (NH2) por meio da sua conversao em grupos carbamato de t-butila,
com o Boc20, hidroxido de sodio (NaOH) e 1,4 Dioxano como solvente reacional, a
temperatura ambiente durante 3h. Esta metodologia possibilitou a obtengdo do

aminoacool protegido em um rendimento de 70%.

Esquema 5: Protecdo da (S)-fenilalanina

OH Boc,0, NaOH ©/\|/\OH
NH, 1,4 Dioxano, 3h, t.a. HN\H’OK

o

8 9

De uma maneira geral, a protecdo do grupamento NH2 do aminoalcool se faz
necessaria devido a ativacado do grupo —OH na etapa seguinte para a formagao da
aziridina, que ocorre por meio de um ataque nucleofilico deste grupo a um eletréfilo
(TsCl). Caso nao houvesse este procedimento de prote¢do, o grupo amino acabaria
se tornando o nucledfilo da reacdo, impedindo assim a obtencdo do produto
desejado, uma vez que grupos aminas apresentam maior poder nucleofilico quando
comparado com o grupo hidroxila.

Na Figura 20 ¢ apresentado o espectro de RMN de 'H obtido para o

composto 9.
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Figura 20: Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDClI3) para o composto 9.
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E possivel observar em 1,42 ppm um simpleto referente a 9 hidrogénios
referente aos trés grupos metila do grupamento Boc. Em 2,84 ppm observa-se um
dupleto (J = 8 Hz) referente aos dois hidrogénios do grupo CH:2 ligado ao anel
aromatico. Na regido de 3,51 a 3,72 ppm observa-se dois multipletos, cada um com
valor de integral igual a 1, referentes aos dois hidrogénios diastereotdpicos do grupo
CH:20H. Em 3,87 ¢é possivel observar um sinal alargado referente ao hidrogénio da
hidroxila, seguido de outro sinal alargado em 4,71 ppm que se refere ao hidrogénio
ligado ao atomo de nitrogénio. Como esperado, na regiao de 7,24 ppm observa-se
um multipleto dos hidrogénios aromaticos. Vale ressaltar aqui que na regido de
aproximadamente 3,2 ppm esperava-se um sinal de tripleto referente ao hidrogénio
ligado ao centro quiral da molécula, entretanto por ser um hidrogénio bastante
desblindado seu sinal acabou ficando sobreposto. Sendo assim, apesar do nao

aparecimento de um sinal caracteristico da molécula, & possivel confirmar a
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protecdo do aminoalcool, uma vez que o sinal referente ao seu hidrogénio vizinho

se evidenciou como dupleto.

5.1.2. Preparacao da N-Boc aziridina

Apods a obtengao do aminoalcool protegido foi possivel dar continuidade a
sintese da aziridina desejada. Sendo assim, a partir de 9, a N-Boc aziridina foi
obtida por meio de uma ciclizagao intramolecular (Esquema 6) utilizando-se

cloreto de tosila (TsCl), hidroxido de sédio sob refluxo de THF durante 4 horas.

Esquema 6: Obtencado do composto 10, através da ciclizagao intramolecular do composto 9.

Pt
©/Y\OH TsCl, KOH Wom m
py . —_—
HNYOK THF, 66°C, 4h N E
oc

6]

Na Figura 21 o espectro de RMN de 'H obtido é evidenciado. Percebe-se na
regiao de 1,4 ppm um simpleto com integral referente aos 9 hidrogénios dos grupos
metilas do grupo protetor Boc. Na regido entre 2,0 e 2,3 ppm € possivel perceber
dois dupletos (J =4 Hz e J = 6 Hz), sendo cada dupleto referente a 1 hidrogénio do
grupo CH2 do anel aziridinico. Na regido entre 2,5 e 2,8 ppm percebe-se um
multipleto com integral referente ao hidrogénio ligado ao centro quiral da molécula e
seu vizinho ligado ao anel benzeno. Na regido entre 2,8 e 3,1 ppm um duplo
dubleto é evidenciado (J = 8Hz e J = 8Hz), referente ao acoplamento Jcis € Jirans de
um dos hidrogénios ligado ao anel benzeno. Na regido de aproximadamente 7,25
um multipleto é evidenciado com integral referente aos 5 hidrogénios do anel

aromatico.
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Figura 21: Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) para o composto 10.
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Com o auxilio do RMN de '3C (Figura 22) e DEPT 135 (Figura 23) atribui-se
os atomos de carbono da molécula. Em 27,91 ppm os carbonos dos grupos metila
do grupo protetor Boc sédo evidenciados. Em 31,40 ppm o carbono do centro quiral €
evidenciado, aparecendo no DEPT 135 como um sinal negativo. Em 38,32 ppm o
carbono, do anel aziridinico, ligado ao centro estereogéneo da molécula. Em 38,43
ppm o carbono do grupo CH2 do anel aziridinico é evidenciado aparecendo no DEPT
135 como um sinal negativo. Em 81,06 ppm é possivel encontrar o sinal refente ao
carbono do grupo Boc ligado ao nitrogénio, ndo sendo este evidenciado no DEPT
135 por se tratar de um carbono quartenario. Na regido de aproximadamente 128
ppm os carbonos aromaticos sdo evidenciados, sendo seguidos pelo ultimo sinal

em 162,38 ppm referente a carbonila do grupo Boc.
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Figura 22: Espectro de RMN de "*C (200 MHz, CDCl3) para o composto 10.
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Apesar do bom andamento do projeto, com a pandemia de Covid-19, no ano
de 2020, tornou-se necessario uma paralizagao das pesquisas néo relacionadas ao
virus, devido ao cessamento das atividades presenciais na Universidade.
Consequentemente parcerias que seriam realizadas com outros laboratérios para
dar continuidade a pesquisa, foram perdidas. Desta forma se tornou inviavel a

continuagao do projeto, optando-se por um novo projeto e uma nova pesquisa para
ser realizada.
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5.2.SISTEMA SUPRAMOLECULAR MSZ/P[5]PY

5.2.1. Sintese do macrociclo piridinio pilar[5]areno

Com o intuito de guiar o leitor a um maior entendimento dos processos
sintéticos do presente trabalho, uma analise retrossintética é apresentada no

Esquema 7.

Esquema 7: Analise retrossintética das etapas de sinteses realizadas no presente trabalho
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No esquema acima sao apresentadas duas metodologias para a obtencéo do
macrociclo piridinio pilar[5]areno. A diferengca entre ambas é o tipo de estratégia
utilizada para a ativagédo do éter. Na metodologia um o grupo —OH é convertido em
um —Br, enquanto que na metologia 2 o grupo —OH é convertido em um grupo —Ots. O
resultado final é que, dependendo da estratégia utilizada, muda-se o contra ion

presente no produto final.
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5.2.1.1. Sintese da bromo hidroquinona bis(2-hidroxi etil éter) — HQBr
(2

Como primeiro passo da metodologia 1 tem-se a sintese da bromo
hidroquinona bis(2-hidroxi etil éter) — HQBr (2) (OGOSHI et al., 2008; XUE et al.,
2012). A partir da bromacgao de (1) seguindo a reacao de Appel (APPEL, 1975),
onde trifenilfosfina e tetra brometo de carbono reagem em acetonitrila inicialmente a
0°C e posteriormente a temperatura ambiente. A conversdo de grupos OH em
haletos de alquila, descrita por Appel (Esquema 04) consiste na utilizacdo da
espécie reativa de trifenilfosfina — [Ph3sP-X]* — em combinagcdo com um &acido de
Bronsted. Inicialmente, a trifenilfosfina promove uma abstracdo de um bromo do
CBr4, gerando no meio reacional as espécies [Ph3P-Br]* e CBrs.

Em uma segunda etapa o CBrsz pode promover a desprotonagdo da
hidroquinona 1, formando um alcéxido nucleofilico que ataca o atomo de fésforo do
[Ph3P-Br]*. Na ultima etapa o brometo liberado ataca o atomo de oxigénio ligado ao
fésforo, formando o produto desejado. Arealizagéo desta etapa se faz necessaria
para evitar que haja uma polimerizacdo indevida dos mondémeros na etapa de
formagao dos macrociclos pilararenos, bem como para garantir a existéncia de bons

grupos de saida na extremidade da molécula para uma posterior funcionalizagéo.

Esquema 8: Mecanismo reacional, da reagao de Appel, para a formacgao da bromo hldroqumona
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A Figura 24 mostra o espectro de RMN de 'H obtido para o composto 2. E
possivel observar dois tripletos em 3,61 e 4,25 ppm que podem ser atribuidos aos 4
hidrogénios dos dois grupos metilenos (H® e HY) presentes entre o oxigénio e os
bromos, e que os hidrogénios mais proximos ao oxigénio (HP) devem ser mais
desblindados devido a maior eletronegatividade do atomo de oxigénio quando
comparado com o bromo. Ja em 6,86 ppm, € possivel perceber a presenca de um
simpleto referente aos 4 hidrogénios aromaticos (H?), na regido caracteristica do

espectro devido ao efeito anisotropico diamagnético dos elétrons n do anel.

Figura 24: Espectro de RMN de 'H (200 MHz) para o composto 2, em CDCls
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Desta forma, por comparagdo com trabalhos previamente publicados na
literatura comprovou-se a obtencdo do composto 2, o qual foi obtido como um pd

branco, cintilante, com um rendimento reacional de 75%.
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5.2.1.2. Sintese do bromo pilar[5]areno — P[5]Br (4)

Apdés a comprovagao da obtengdo do composto 2, seguiu-se para a etapa de
ciclizagdo, a qual € amplamente descrita na literatura (OGOSHI et al., 2008; XUE et
al., 2012), para a obtengao do composto 4. Nesta etapa, ocorre uma condensagao
entre os monémeros de hidroquinona 2 com o paraformaldeido, sendo que o ultimo
serve como fonte das pontes metilénicas na presencga e um acido de Lewis. Trata-
se, portanto, de uma reacao tipica de alquilagdo Friedel-Crafts, cujo mecanismo foi

previamente discutido na seg¢ao 2.2.

Figura 25: Espectro de RMN de "H para o composto 4, em CDCIs. O sinal em 7,26 ppm refere-se
ao solvente e o sinal em 1,60 ppm refere-se ao sinal da agua presente.

=2
O
Q

9
426

— 423

4,20

384 o
- 7366

+363

361

=

L \
N L DAY, A .

10.8+

£0.104
P0.344

r - 1 - 1 - . - T

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
f1 (ppm)

Na Figura 25 apresenta-se o espectro de RMN de 'H para o composto 4.
Dois tripletos em 3,63 ppm (J = 5,4 Hz) e 4,23 ppm (J = 5,5 Hz), referentes aos
hidrogénios HY e He, respectivamente, podem ser observados. E possivel notar,
ainda, nesta regidao, o surgimento de um simpleto, em 3,84 ppm, referente aos
hidrogénios da ponte metilenica, H® o qual é bastante caracteristico para
macrociclos pilararenos, podendo-se assim comprovar a obtengdo do composto

desejado. Outra evidéncia importante € que a integral dos hidrogénios ponte é a
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metade da integral dos demais grupos metileno, uma vez que para cada grupo CHz2
ponte ha 4 grupos CH2 do éter. Na regido aromatica do espectro, € possivel
perceber a presenca de um simpleto em 6,91 ppm, sendo este sinal referente aos
hidrogénios H®, do anel benzénico de cada unidade. Importante observar que este
sinal se apresenta como um simpleto com integragao referente aos dois hidrogénios
aromaticos, evidenciando a alta simetria da molécula. O composto foi obtido como

um pé branco opaco com um rendimento de 85%.

5.2.1.3. Sintese do brometo de piridinio pilar[5]areno — P[5]Py*.10Br
(6)

Com a confirmagéo, via analise de RMN de 'H da obtengdo do macrociclo
funcionalizado com bromo — P[5]Br — seguiu-se para a funcionalizagcdo com
grupamentos derivados da piridina, a fim de se obter os macrociclos carregados
positivamente. Trata-se de uma reagao de substituicdo nucleofilica bimolecular
(Sn2) com brometos como grupo de saida. Seguindo o procedimento ja previamente
descrito (KAIZERMAN-KANE et al., 2021), obteve-se o macrociclo desejado, cujo
espectro de RMN de 'H, obtido em D20, é apresentado na Figura 26.

Figura 26: Espectro de RMN de "H para o composto 5, em D20. O sinal intenso em 4,8 ppm

refere-se ao sinal do solvente.
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Na regido entre 8 e 9 ppm € possivel perceber os sinais referentes aos
hidrogénios dos grupos piridinios: os dupletos em 8,81 ppm (3J = 5,5 Hz) e em 7,97
ppm (3J = 5,6 Hz) referem-se aos hidrogénios do anel piridinico (H® e H®), sendo o
H° mais desblindado devido a presenga da carga positiva do atomo de nitrogénio.
Ainda nesta regido, é possivel observar um tripleto em 8,30 ppm (J = 8,0 Hz) que
se refere aos hidrogénios, H?, na posi¢cédo para ao atomo de nitrogénio e um simpleto
em 6,53 ppm, relativo aos hidrogénios aromatico. Em campo mais alto, observam-se
os hidrogénios dos grupos metilénicos. A partir das integrais e multiplicidades
observadas, pode-se afirmar que os sinais em 4,92 ppm (J = 2 Hz) e 4,46 ppm sao
referentes aos grupos CH2 do éter, enquanto o simpleto em 3,39 ppm corresponde
ao grupo em ponte. O simpleto referente a ponte metileno é bastante caracteristico
dos macrociclos do tipo pilarareno, e neste caso sofreu uma blindagem gerando um
deslocamento bastante significativo do sinal para a regides mais baixas do espectro.
Desta forma, houve o levantamento de hipoteses e especulagdes sobre o motivo
desse grande deslocamento mas, como o espectro estava de acordo com a
literatura (KAIZERMAN-KANE et al., 2021), a obtengdoda molécula foi confirmada.
Ademais, a andlise de RMN de '3C apresentada no Anexo 1 confirma a obtencgdo do
macrociclo desejado. Analises de massas de alta resolucdo (Anexo 2) também

foram efetuadas, comprovando novamente a obtencdo do macrociclo.

5.2.1.4. Sintese da 1,4-bis(2-toluenossulfoniletoxi) benzeno — HQTs

3

O ponto de partida para o emprego da metodologia 2 utilizada neste trabalho
foi a transformagéo do grupo —OH da hidroquinona bis(hidroxietil) éter (1) em um
éster de sulfato (RUENGSUK et al., 2020), tornando-o assim um bom grupo de
saida. Para tanto, utilizou-se o cloreto de tosila (TsCl), conforme procedimento
descrito anteriormente. O mecanismo para a transformagao do grupo hidroxila de 1

em um bom grupo de saida é apresentado no Esquema 9.
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Esquema 9: mecanismo reacional para a obtencao da espécie 2,2 — bis (tosil etil) hidroquinona

Inicialmente os pares de elétrons do oxigénio, do composto F atacam o
enxofre do cloreto de tosila (H), que possui uma densidade eletrénica positiva. Desta
forma, uma espécie com carga positiva (H) é gerada e devido a presenca de
hidroxilas no meio, o préton ligado diretamente ao oxigénio é abstraido. O composto
2,2-bis (toluenossulfoniletil) hidroquinona (5) foi obtido, como um pé branco opaco e
com um rendimento de 72%.

Na Figura 27 é apresentado o espectro de RMN 'H obtido para o composto

3.
Figura 27: Espectro de RMN de 'H para o composto 3, em CDCls
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E possivel observar na regido de 2,45 ppm um simpleto, com integral
correspondente a 6 hidrogénios, referente as metilas dos grupos tosila. Na regiao
entre 4,0 e 4,5 ppm observam-se os tripletos referentes aos grupos metileno da
hidroquinona, sendo o tripleto em 4,33 ppm (J = 5,6 Hz) referente aos hidrogénios H¢
e o tripleto em 4,09 ppm (3J = 5,6 Hz) referente aos hidrogénios H¢, mais
blindados por estarem proximos ao grupamento tosila. Em 7,35 e 7,82 ppm (3J = 8
Hz e 3J = 8,3 Hz, respectivamente) observa-se dois dupletos dos anéis aromaticos
do grupo tosila, H°>. Com base neste espectro e nas caracteristicas evidenciadas

chega-se a conclusao de que o composto 5 foi obtido com éxito.
5.2.1.5. Sintese do tosil pilar[5]areno — P[5]Ts (5)

Com a obtencao do composto 4 a proxima etapa realizada foi a tentativa de
ciclizagdo do mondémero, para a obtengao dos macrociclos com o grupamento tosila.
Sendo assim, algumas alternativas aos reagentes utilizados por Ogoshi foram

propostos e testados, sendo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Tentativas de ciclizagdo do composto 3 para obten¢do do macrociclo 5

Entrada Ac.de Lewis Solvente T°C Tempo (h)

Nao
1 CF3COOH DCE 84 2
ocorreu
Nao
2 FeCl3 DCE 84 2
ocorreu
Nao
3 H2S 04 - 25 0,16
ocorreu
Nao
4 BF3 DCM 25 2
ocorreu
Nao
5 TfOH DCM 25 6
ocorreu

6 H2S04 DCM 25 24 31%
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Nao
7 CoCl2 DCM 25 72
ocorreu
Nao
8 Al2Cl3 DCM 25 72
ocorreu
Nao
9 CaCl2 DCM 25 72
ocorreu
Nao
10 HNO3 DCM 25 72
ocorreu
11 BF;.0OEt; DCM 25 24 30%
12 BF3.OEt;3 DCE 25 4 31%

As principais alteragdes se deram no uso de diferentes acidos de Lewis, ou
de Bronsted. Ja os solventes foram utilizados diclorometano (DCM) ou dicloroetano
(DCE). De maneira geral, para todas as entradas testadas, apenas as entradas 6,
11 e 12 levaram ao produto de interesse, sendo que a entrada 12 resultou em um
rendimento satisfatério. E importante destacar aqui a importancia do solvente
utilizado para a etapa de ciclizacdo, principal diferenca entre as entradas 11 e 12.
Devido ao efeito template do solvente (OGOSHI, 2015) durante a ciclizagéo,
permitiu-se que o tempo de reagao da entrada 12 fosse muito menor que a entrada
11, apesar de o rendimento reacional ser praticamente o mesmo. O procedimento
da entrada 12 é baseado em artigo publicado recentemente por Ruengsuk e
colaboradores (RUENGSUK et al., 2020), que descreve um tempo reacional de
apenas 4 horas, utilizando os mesmos reagentes obtendo um rendimento de
aproximadamente 80%. Entretanto, percebe-se que para o presente trabalho
obteve-se um rendimento de 31%, o que € baixo em comparacgao ao publicado, mas
provavelmente é justificado por erros durante o experimento, purificagdo ou até
mesmo a pureza dos reagentes utilizados na sintese. E importante manter um
controle rigoroso da atmosfera inerte para estas reagdes, sendo utilizadas purgas
com argbnio ou nitrogénio gasoso na vidraria antes da adigdo dos reagentes e
mantido o sistema fechado durante a reagcdo, bem como empregados solventes

anidros.
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Sendo assim, por apresentar um menor tempo reacional e um rendimento
razoavel, a entrada 12 foi utilizada como procedimento padrao para a obtencéo do

macrociclo 5, cujo RMN de 'H é apresentado na Figura 28.

Figura 28: Espectro de RMN de 'H para o composto 5, em CDCls
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No espectro apresentado acima, € possivel perceber na regido de 3,60 ppm
o simpleto caracteristico da ponte de metileno dos macrociclos pilararenos, forte
evidéncia da obtencéo do composto 5 desejado. E possivel perceber ainda que, em
campos mais baixos a este sinal um simpleto aparece, referente aos hidrogénios H®
dos grupos metila. Na regido de 4 e 4,5 ppm 4 multipletos sdo observados referentes
aos hidrogénios dos grupos metilenos (H¢ e HY) localizados entre os dois oxigénios,
na extremidade da cavidade do macrociclo, sendo o hidrogénio H® mais blindado
devido a presenga do enxofre e anel aromatico do grupo tosila. Na regidao aromatica, é
possivel notar um simpleto em 6,78 ppm referente aos hidrogénios H° dos anéis
benzénicos dos mondmeros formadores da cavidade macrociclica. Por fim, os

hidrogénios da parte aromatica do grupo tosila, H® e H', sdo indicados como dois
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dupletos em 7,71 e 7,04 ppm, respectivamente. Desta forma, o composto 5 foi

efetivamente sintetizado.
5.2.1.6. Sintese do tosilato de piridinio pilar[5]areno — P[5]Py* 10Ts (7)

A etapa final para a metodologia 2 foi a sintese do macrociclo P[5]Py a partir
do P[5]Ts, seguindo o mesmo procedimento indicado para o macrociclo P[5]Py
obtido a partir do P[5]Br. O espectro obtido para o composto 6 é apresentado na
Figura 29.

De maneira geral, por se tratar do mesmo composto, diferenciando apenas
no contra-ion, o espectro obtido foi similar ao do P[5]Py_Br. Entretanto, para este
caso, a presenca dos contra-ions é evidenciada no espectro. Sendo assim, os dois
dupletos aparentes em 6,91 ppm (3J = 8,2 Hz) e 7,56 ppm (3J = 8,0 Hz), referem-
se aos hidrogénios aromaticos H? e H" dos grupos tosil e o simpleto em 1,79 ppm,

refere-se as metilas também do grupo tosil.

Figura 29: Espectro de RMN de "H para o composto 7, em D20
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A integragao destes sinais corrobora com a formagao do sal com 10 contra-
ions. Vale ressaltar ainda que no espectro obtido o simpleto referente a ponte
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metileno do macrociclo também sofreu um deslocamento para a regido mais
blindada do espectro, de forma semelhante ao anterior. Desta forma, o composto
desejado foi obtido, podendo ser confirmado também via RMN de '3C, cujo espectro

esta apresentado no Anexo 3.

5.2.2. Caracterizacao da Mesalazina

Antes de avaliar qualquer possivel interacdo da Mesalazina (MSZ) com o
macrociclo obtido, realizou-se uma caracterizagdo desta por técnicas como
espectroscopia de absorcao na regiao do UV-VIS e de emissao de fluorescéncia.
Ainda, por possuir em sua estrutura sitios basicos e acidos foi necessario incluir

nesses estudos efeitos da variagdo com pH do meio

5.2.2.1. Espetros de absorgéo via UV-VIS

Com auxilio do software CurTiPot (GUTZ, I. G. R.) e com base nos pKa's ja
reportados na literatura (ELBASHIR; ABDALLA; ABOUL-ENEIN, 2015a), uma curva
de distribuicdo de espécies (Figura 30) foi construida para servir como um guia para

posteriores escolhas de qual melhor pH para a realizagdo das medidas.

Figura 30: Distribuicdo das espécies de MSZ de acordo com seus valores de pKa’'s
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Como esperado, trés regides distintas foram obtidas a partir das distribuigbes
de espécies, o que permitiu escolher trés pH’s para a realizagdo das analises, onde
uma espécie estaria presente majoritariamente. Sendo assim, com uma maior ideia
de qual pH escolher, diferentes curvas de calibragao, para a MSZ, foram preparadas
para determinar qual seria a melhor concentragdo a ser utilizada nos futuros
experimentos. Essa analise, permitiria entdo determinar um valor de concentracéo
cuja absorbancia ndo ultrapassasse o valor unitario, e até mesmo determinar o
comprimento maximo de absor¢ao de cada espécie. As curvas de calibragdo obtidas
(Anexos 4A - 4C), de forma geral, mostraram que a utilizagdo de uma concentragao
igual a 1,4x10* mol.L-' promoveria um valor adequado de concentragdo a ser
trabalhado. Na Tabela 4, os valores maximos de absorcao, juntamente com os

comprimentos de onda maximos de absorgcédo de cada espécie, sdo apresentados.

Tabela 4: Valores maximos de absorbancia e comprimento de onda para as espécies de MSZ, de
acordo com o pH do meio

. Absorbéncia Comprimento de
Espécie pH o
maxima onda maximo (nm)
ONH,
1,0 0,72 298
HO
O OH
ONH,
7 1 330
o 0 0,5
0O OH
NH,
o” 12,0 0,71 330
O OH

E importante ressaltar ainda, a dependéncia do comprimento de onda

maximo de absorc¢ao para com o pH do meio, uma vez que quanto maior o pH maior
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foi deslocamento batocrémico observado. Sendo assim observou-se duas bandas
distintas e até mesmo uma pequena transicao conforme o aumento do pH do meio:
uma em 298 nm (e=3,71 x 10% L.mol-'.cm", transigédo m-1*) e outra em 330 nm (e=
£=4,00 x 10® L.mol'.cm'L.mol".cm™, transicdo m-1*), devido a uma maior
solvatacdo das espécies de MSZ (Figura 31).

Figura31: (A) Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis para a mesalazina em pH’s acidos (linhas

em azul) e pH’s basicos (linhas em vermelho); (B) variagdo dos comprimentos de onda maximos
para as bandas caracteristicas da mesalazina. Em ambos, MSZ=1,4x10* mol.L", a 25 °C
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Com a concentracao ideal e os espectros de absorcao para as especies
determinadas foi possivel seguir para uma caracterizagao fotofisica da MSZ, a fim

de conhecer seu comportamento em diferentes pH’s do meio.
5.2.2.2. Caracterizacdo Fotofisica da MSZ

Por apresentar diferentes caracteristicas estruturais em diferentes pH's, os
espectros de fluorescéncia da MSZ foram obtidos, em diferentes pH’s, utilizando os
valores de concentracdo e comprimentos de onda, previamente definidos pelos
maximos de absorgao no espectro de UV-Vis, 298 nm (para pH’s acidos) e 330 nm
(para pH’s basicos) (Figura 32-A). Os espectros de emissdo de fluorescéncia
obtidos sdo apresentados na Figura 32.

Figura 32: (A) Espectro de emisséo de fluorescéncia para a mesalazina em diferentes pH's; (B)
variagdo do comprimento de onda maximo de emissdo da mesalazina. Em ambos, MSZ=1,4x10"*
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Conforme o pH do meio € aumentando, percebeu-se um incremento na
fluorescéncia da mesalazina, apresentando uma intensidade bastante elevada para o
pH = 7,5. Esse comportamento se deve a presencga do grupo NH2 que, por ser um
bom doador de elétrons, acaba provocando um aumento da densidade eletrénica
no anel benzénico (efeito mesomeérico positivo), gerando um efeito favoravel para o
processo de fluorescéncia da MSZ, o que acaba sendo ilustrado pela Figura 34B,
que compara a intensidade de fluorescéncia dos trés pH's, onde ha a presenca das
espécies indicadas pela distribuicdo da Figura 33 (MIKHEEV; GUSEVA; ERSHOV,
2010; VALEUR; BERBERAN-SANTOS, 2001).

Figura 33: Variag&o da intensidade de fluorescéncia da MSZ (1,4x10* mol.L"") de acordo com o
pH do meio, a 25°C

(A) (B)

pH1.0 pH7.5 pH12.0

Outra caracteristica evidenciada no espectro de fluorescéncia da MSZ, foi a
presenga de apenas uma banda de emissao (~500 nm) em pH mais basico, ao
contrario de pH’s mais acidos, onde se evidenciam duas bandas (~400 e 500nm).
Essa caracteristica da MSZ refere-se ao processo ESIPT, caracteristico de muitos
outros derivados de acidos salicilicos, que possuem em sua estrutura um grupo
hidroxila e uma carbonila, em posicdo orto, ocorrendo entdo a transferéncia do
préton intramolecular no estado excitado (Excited State Intramolecular Proton

Transfer — ESIPT), conforme ilustrado no Esquema 10.
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Esquema 10: Representagdo do diagrama de transigédo para o processo ESIPT da mesalazina
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A partir da caracterizagcao espectroscépica da MSZ reportada acima foi
possivel determinar alguns parametros para o estudo dainteragdo com o macrociclo
sintetizado. Desta forma, determinou-se que a concentragao utilizada de MSZ seria
de 1,4x10* mol.L"" e que devido a uma maior intensidade de fluorescéncia e
natureza da espécie de MSZ, o pH do meio seria igual a 7,5, garantindo assim que
apenas a espécie com grupos NHz2, COO~ e OH estaria presente no meio, ou seja, a

espécie anidnica.
5.2.3. Interagao entre P[5]Py e MSZ

Como primeiro passo para avaliar se ha alguma interacao significativa entre
P[5]Py e MSZ, realizou-se uma de analise de RMN NOESY, em trés pH's distintos:
1, 5 e 7,5. Os espectros obtidos estdo mostrados nos Anexos 5A-C. Para os
primeiros valores de pH’s nenhuma interagdo entre as espécies foi evidenciada,
havendo uma interagéo entre o macrociclo e o farmaco apenas em pH 7,5. A regiao

de interesse em pH 7,5 encontra-se na Figura 34.
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Figura 34: Espectro de RMN NOESY parcial em D20, pH 7,5 e representacdo da interagido entre
P[5]Py e MSZ. MSZ=P[5]Py=1,4x10* mol.L™".
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Com a anadlise do espectro de NOESY foi possivel perceber que ha uma
interacdo entre o macrociclo e a molécula de MSZ que ocorre entre os hidrogénios
dos grupos piridinios (H® e H®) e o hidrogénio H? (Figura 34) evidenciando que a
estrutura do sistema supramolecular consiste na acomodacdo das moléculas de
MSZ no portal de entrada do macrociclo P[5]Py. Comprovada a interag&o entre as
espécies, pbde-se seguir para uma estudo mais a fundo do sistema em questao.
Porém, antes de partir para o estudo do sistema supramolecular, uma curva de
calibragao, utilizando a técnica de UV-Vis, foi preparada para o macrociclo P[5]Py,
com o intuito de determinar a concentracdo mais indicada para a realizagdo de
experimentos posteriores. A curva esta apresentada no Anexo 6.

De maneira geral, o macrociclo apresentou uma unica banda, bastante
caracteristica em 291 nm, com um valor de absortividade molar elevado
(e=17150,82 L.mol-".cm™") quando comparado com os coeficientes da MSZ. Isso é
resultado da grande quantidade de conjugacdes em sua estrutura. Sendo assim,
com o conhecimento do comportamento do P[5]Py e da MSZ seguiu-se para a
avaliagdo de uma possivel interacdo entre as duas estruturas para a formacgao de

um agregado supramolecular.
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Para avaliar a interagdo entre as duas espécies, manteve-se constante a
concentragdo de MSZ e aumentou-se a concentragdo de P[5]Py no meio até se
atingir uma relagéo de 20 vezes em relagdo a quantidade de MSZ. Inicialmente o
experimento seria acompanhado tanto por UV-VIS quanto por fluorescéncia.
Entretanto, devido ao alto valor de coeficiente de absortividade molar do P[5]Py, a
banda de absorgdo deste se sobrepde a da MSZ em toda a faixa espectral,
inviabilizando o acompanhamento de alguma mudanga no espectro da MSZ. Em
virtude disso, as interacdes entre as moléculas puderam ser acompanhadas apenas

por fluorescéncia, cujo espectro obtido é apresentado na Figura 35.

Figura 35: Variag&o da intensidade de fluorescéncia de MSZ (1,4x10* mol.L™") na presenca de
P[5]Py, em pH 7,5 e 25°C. A linha vermelha representa o ajuste utilizando decaimento
exponencial.
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A medida que o P[5]Py foi sendo adicionado no meio, a intensidade de
fluorescéncia, da MSZ, foi diminuindo, comprovando assim a interacao evidenciada
pelo espectro de NOESY. E perceptivel também que, na presenca do macrociclo,
apenas a banda mais a direita da MSZ ¢ visivel, justamente aquele referente ao
processo de ESIPT, sugerindo assim que a interagdo com o macrociclo, de certa
forma, favorece a conformacao capaz de realizar o processo de transferéncia de
proton.

Nesse aspecto, por evidenciar uma supressao da fluorescéncia uma
avaliagao a respeito do tipo de supressao existente é importante, podendo ser esta

realizada pela analise do plot de Stern-Volmer e medidas de tempo de vida de



96

fluorescéncia. Além de mostrar se existe uma supressao dinamica e/ou estatica,
essas analises permitem avaliar a intensidade da interagdo entre as espécies
(CASAREJOS, 2009; VARGAS, 2003). O espectro obtido para o plot de Stern-

Volmer e tempo de vida de fluorescéncia € mostrado na Figura 36.

Figura 36: Grafico de Stern-Volmer (eixo y a esquerda) e tempo de vida de fluorescéncia (eixoy a
direita) para a MSZ na presenga das mesmas concentracdes de P[5]Py, em pH 7,5 a 25°C
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A obtencdo de um perfil linear de Stern-Volmer demonstraria a presenga
concomitante de supressao estatica e dinamica. Entretanto, o perfil obtido para o
sistema MSZ/P[5]Py apresentou uma curva exponencial crescente que pode
evidenciar apenas um dos dois tipos de supressao. Desta forma, para um melhor
entendimento de qual supressao ocorre no sistema supramolecular a analise via
tempo de vida de fluorescéncia foi realizada e os resultados obtidos s&o
apresentados também na Figura 28 e nos Anexos 7A-G. Os valores obtidos para
o tempo de vida de fluorescéncia mostram que mesmo com quantidades excessivas
de P[5]Py, ndo ha uma alteracao significativa dos valores, mostrando que ha uma
supressao do tipo estatica para o sistema supramolecular formado. Além disso, um
ajuste do grafico de Stern-Volmer utilizando a Equagao 6 permite obter a constante
de Stern-Volmer, em um valor igual a 3,99 x 103 M, o que permite comprovar a forte

interacao entre as espécies no sistema supramolecular em questéao.
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b=l 1,1
Iy  2[Fo] "Ksv 0

1 2
+[Qo] =V G + [Pl +[QoD) = 41F,][Qo] ] (Equagio 06)

Onde b e | representam as intensidades de fluorescéncia iniciais e finais,
respectivamente, [Fo] representa a concentracdo de fluoréforo (MSZ), [Qo]
representa a concentragao de supressor (P[5]Py) e Ksv representa a constante de
Stern-Volmer.

Por fim, para melhor entender o comportamento do sistema MSZ/P[5]Py uma
analise da variagao do pH do meio foi realizada, mantendo a propor¢cédo e MSZ e
P[5]Py constante. O espectro obtido é apresentado na Figura 37. Da mesma forma
que a MSZ pura sofreu um aumento significativo da intensidade de fluorescéncia
com o aumento de pH do meio, o sistema supramolecular manteve a tendéncia. E,
assim como esclarecido anteriormente, apenas a banda referente a transferéncia

de proton no estado excitado é evidenciada, quando as duas espécies estdo em
interagao.

Figura 37: (A) espectro de emisao de fluorescéncia para a MSZ na presenca de P[5]Py em
diferentes pH’s; (B) Variagao do comprimento de onda maximo de emissao de fluorescéncia para a
MSZ na presenga de P[5]Py. Em ambos [MSZ]=[P[5]Py]=1,4x10"* mol.L", a 25°C
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Uma comparacéao valida a ser realizada é emissao de fluorescéncia da MSZ
na auséncia e presenga de P[5]Py. Entretanto, duas situagdes distintas séo
encontradas: (i) na auséncia do macrociclo a MSZ apresenta duas bandas de
emissao de fluorescéncia em toda a faixa de pH e (ii) na presenca de P[5]Py ocorre
0 aparecimento apenas de uma unica banda de emisséo. Desta forma os sistemas
devem ser comparados avaliando-se a area do grafico da banda de emissdo em
~500 nm da MSZ na presencga e auséncia de P[5]Py (Figura 38), uma vez que uma
analise tradicional por variagdo da intensidade nao forneceria uma precisdo

adequada.

Figura 38: Comparacéo entre as areas matematicas do grafico de emissao de fluorescéncia da
MSZ na auséncia (m) e presenca (o) de P[5]Py, em diferentes pH’s, a 25°C
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Na presenca do macrociclo, a intensidade de fluorescéncia da MSZ sofre
uma diminuig¢ao significativa nos valores totais, quando comparado com a analise
na auséncia de P[5]Py, fato que ja era esperado e que corrobora com as conclusdes
observadas no quesito supressao de fluorescéncia causada pelo macrociclo.
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5.2.3.1. Calculos tedricos

Para confirmar a interagdo entre as espécies P[5]Py e MSZ calculos
computacionais foram realizados pelo Professor Dr. Luis Henrique da Silveira
Lacerda, do Departamento de Quimica da UFSC. As imagens obtidas séao

representadas na Figura 39.

Figura 39: Estruturas calculadas para: (a) e (b) P[5]Py; (c) e (d) para a interagao entre P[5]Py com
a Msz

As simulagdes demonstram que as interagcdes entre as moléculas ocorrem

entre os atomos de carbono dos grupos piridinios com os grupos carboxilatos da
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MSZ. Desta forma os resultados sugerem que ha interagdes eletrostaticas entre as
espécies (como ja evidenciado por RMN NOESY) e que provavelmente cada
molécula de MSZ pode substituir um contra-ion Br/OTs do macrociclo.

Portanto, com a finalizagdo do estudo referente a interacédo entre o
macrociclo piridinio pilarareno e a mesalazina, foi possivel a publicagdo de um artigo
na revista Journal of the Brazilian Chemical Society, com um qualis A2 que
representa a veracidade e importancia do trabalho realizado durante o

desenvolvimento desta tese.

5.3.SISTEMA SUPRAMOLECULAR P[5]PY/SDS

5.3.1. Medidas de condutividade

5.3.1.1. P[5]Py na auséncia de SDS

Para um melhor entendimento do sistema supramolecular inicialmente
medidas de condutividade foram realizadas apenas para o macrociclo P[5]Py_Br,
cujo grafico € mostrado na Figura 40. Como pode ser visto no insert na Figura 40,
em concentragdes baixas de P[5]Py < 3x10° mol.L"", ha um aumento linear da
condutividade, como esperado com o aumento das espécies ibnicas. Para P[5]Py >
3x10% mol.L-! observa-se que o aumento da condutividade com a concentracéo é
menor, 0 que indica a formacdo de agregados de pilarareno, com menor
condutividade elétrica. A concentragdo onde ocorre a intersecgao dessas duas
regides é denominada de concentragdo agregacional critica (CAC). Aumentando
ainda mais a concentracao de P[5]Py, observa-se um perfil complexo de aumento
de condutividade, com varias intersec¢des, sendo encontradas pelo menos mais
trés CAC, em 8x10°, 9x10° e 3,5x10°°® mol.L", indicando diferentes perfis de
agregacao do pilarareno, em fungéo da concentragdo do mesmo. Para a primeira
agregacao, pode-se calcular o grau de ionizagéo, a, dado pela razdo das inclinagdes
das retas, S2/S1, e nesse caso o grau de ionizagao foi de 0,22. Considerando que B

(1-a) é o grau de neutralizacdo do sistema, o sistema teria 0,78 das cargas
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neutralizadas. Apds a CAC2, ha uma diminuicdo da condutividade com o aumento
da concentracdo de ions, o que pode indicar a incorporacao de ions da solugéo no
segundo agregado formado. Isso deve ocorrer devido ao grande numero de cargas
positivas do pilarareno, que na forma agregada engloba grande quantidade de
contra-ions para neutralizagdo das cargas. O envolvimento dos contra-ions na
formacao é dependente da concentragédo de pilarareno, e da reorganizagao desses
agregados. Por exemplo, para o agregado 4 (CAC4) o grau de ionizagao de 1,75
indica a liberagdo de ions que foram concentrados nos agregados de menor

concentracao de pilarareno.

Figura 40: Condutancia especifica (k) para o P[5]Py, em pH 7,5 a 25°C
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A ocorréncia desses agregados em baixas concentragdes, de certa forma,
corrobora com o valor encontrado para o deslocamento da ponte metileno no
espectro de RMN do P[5]Py, no item 5.1.1, indicando que a blindagem do simpleto
caracteristico ocorreu, possivelmente, devido a presenca de uma maior densidade
eletrénica proxima as pontes metilénicas do macrociclo.

5.3.1.2. P[5]Py na presenga de SDS

No intuito de avaliar a interferéncia e interagdo que um surfactante anionico

teria com o macrociclo, avaliou-se a variagcdo da condutividade do P[5]Py na
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presenga do surfactante dodecil sulfato de sédio (SDS). Os perfis obtidos, na
auséncia e presenca de SDS, para fins comparativos, estdo apresentados na
Figura 41.

Nota-se que com o aumento da concentragdo de macrociclo no meio, na
presenga de surfactante, a formacao de agregados e reorganizagdo dos mesmos,
assim como acontece na auséncia de SDS. Uma pequena diminuicao nos valores
de CAC foram observados na presenca de surfactante, sendo os valores de CAC,
em ordem de 5,8x107, 5,3x10%, e 9,5x10 mol L-'. Em adic&o, o perfil de aumento de
condutividade foi diferente na presenca de SDS, em geral tem-se o aumento da
concentragdo da condutividade com o aumento da concentragdo do macrociclo,
como o esperado. As diferengas observadas no perfil de condutividade e nos
valores de CAC, sao decorrentes da presenca de cargas negativas do surfactante,
que diminuem a repulsdo das cargas positivas do macrociclo, favorecendo a
agregagdo em menores concentragdes. Além disso, a presenga das cargas
negativas do surfactante inibiram a absorcdo de contra-ions pelo agregado para a

formacéao dos agregados.

Figura 41: Condutancia especifica (i) para o P[5]Py na auséncia (m) e presenca de SDS (1,2x10*
mol.L") (e). Em ambos, pH 7,5 e 25°C
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Entretanto, ao se adicionar mais pilarareno no meio, é possivel perceber o

aparecimento de uma constante de agregagdo adicional em 8x10° mol.L",

indicando que ha ainda outros processos agregacionais ocorrendo evidenciando

entdo a formacgao de agregados entre as espécies de P[5]Py e SDS.

5.3.2. Caracterizagao dos agregados

Medidas de tamanho dos agregados e potencial zeta foram realizadas no

intuito de caracterizar o sistema P[5]Py na presenca e auséncia de SDS. Os

graficos obtidos para os tamanhos médio de particulas sdo apresentados na Figura

42.
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Figura 42: Diametro hidrodinamico dos agregados de: (A) P[5]Py (1,2x10* mol.L"") e (B)

g

P[5]Py/SDS (ambos 1,2x10** mol.L"') em pH 7,5 a 25°C
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Para o sistema formado apenas por P[5]Py € possivel perceber que o

tamanho médio dos agregados ficou por volta de 400 nm indicando a formagéo de

agregados com um diametro hidrodindmico elevado. Em contrapartida, quando SDS

€ adicionado ao meio, o didmetro hidrodindmico médio cai para 290 nm,
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comprovando que ha um processo agregacional entre as espécies acompanhado
por uma estabilizacdo do sistema pelas espécies de surfactante. De modo a
confirmar a obtencdo dos agregados, analises via Microscopia eletrbnica de

Transmissdo foram realizadas. As imagens obtidas s&o apresentadas na Figura 43.

Figura 43: TEM para os agregados de P[5]Py na auséncia de SDS. [P[5]Py]=1,2x10"* mol.L"!, em
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Ao serem analisadas, as imagens comprovam a formacdo de agregados
polidispersos, com um didametro médio de 35 nm, mostrando que os valores
evidenciados por DLS representam grandes aglomerados dos agregados formados
entre as moléculas de P[5]Py. Uma outra analise realizada para a caracterizagao
dos agregados formados foi o potencial zeta, cujas medidas s&o mostradas na

Figura 44 para o sistema na presenca e auséncia de SDS.

Figura 44: Potencial ¢ para os agregados de: (A) P[5]Py (1,2x10* mol.L"") na auséncia de SDS e
(B) na presenga de SDS (ambos 1,2x10** mol.L™") em pH 7,5 e 25°C.
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Conforme esperado, na auséncia de SDS o sistema P[5]Py ndo apresenta
nenhuma carga superficial, devido a presenca dos contra-ions que neutralizam
todas as cargas positivas dos grupos piridinios. Entretanto, para o sistema
P[5]Py/SDS nota-se uma ligeira presenga de cargas superficiais positivas nos
agregados, devido a proporgdo de cargas utilizadas no experimento ser de 1:10
(SDS:P[5]Py). Além disso, os agregados contam com a presencga de contra-ions do
pilarareno, mas como evidenciado na Figura 45, na presenca de SDS o grau de

ionizagao é maior, e logo o grau de neutralizagdo do agregado é menor.

5.3.3. Cinética de desfosforilagao

As cinéticas de hidrolise do triéster DEDNPP foram acompanhadas através
do aparecimento do produto DNP (Esquema 11), na regido de 360 nm, como

representado pelas setas na Figura 45.

Esquema 11: Esquema reacional para a reagéo de hidrélise do DEDNPP na presenga do sistema

P[5]Py/SDS
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Figura 45: Espectros sucessivos de absorgéo na regido do UV-Vis para a reagao de hidrélise do
triéster DEDNPP em pH 7,5 a 25°C
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Todas as reagdes cinéticas demonstraram um perfil de primeira ordem em
relacdo ao substrato, como representado pela imagem inserida no canto direito da
Figura 45, que demonstra o aumento da absorvancia em fungdo do tempo de

acordo com a formacgao do produto DNP.

5.3.3.1.  Efeito catalitico do P[5]Py na presenga e auséncia de
SDS

De modo a avaliar o efeito cinético do sistema P[5]Py/SDS na degradagéao
de ésteres de fosfato, realizou-se a reacgao de desfosforilagdo do triester DEDNPP,
na presenca do sistema supramolecular, variando-se a concentragdo do macrociclo
no meio, na presenca de uma quantidade fixa de SDS. O grafico obtido é

representado na Figura 46.

Figura 46: Perfil de concentragéo obtido para a reagao de desfosforilagdo do DEDNPP na
presencga do sistema P[5]Py/SDS. [SDS]= 1,2x10* mol.L"", em pH 7,5 a 25 °C
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E perceptivel que com o aumento da concentracdo de macrociclo no meio ha
um incremento na velocidade de reacao de degradagao do DEDNPP, obtendo-se

um valor maximo da constante de velocidade observada (kobs) igual a 6,6x104 s,
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o que é referente a um aumento de 2,33 vezes quando comparado com a reagao
apenas em meio aquoso. Desta forma, utilizando a Equagao 7, foi realizado um
ajuste do grafico, no intuito de se obter uma constante de associagao (Kass) que
representa a interagdo dos agregados de P[5]Py/SDS com o substrato DEDNPP,
levando em consideracéo as constantes de velocidade do substrato em agua (ko) e a
constante maxima do processo de desfosforilagdo (kp) na presenca do sistema
P[5]Py/SDS.

k _ k() + kPKAss[P[S]PY]
P T T + kass[P[5]PY]

(Equacgao 7)

Apds o ajuste, o valor de Kass obtido foi de 1,33x10° indicando uma boa
interagdo entre as espécies envolvidas no processo e que juntamente com o
pequeno incremento evidenciado no grafico, permite muitas vezes, uma
estabilizagdo do estado estacionario, nesse caso pelas cargas positivas do grupo
piridinio do macrociclo.

Um outro estudo cinético realizado foi o acompanhamento da reacido de
degradacédo do substrato DEDNPP, também na presenca do sitemas P[5]Py/SDS,
mas agora mantendo fixo a quantidade de P[5]Py e variando-se a quantidade de

SDS no meio. O grafico obtido é apresentado na Figura 47.

Figura 47: Perfil de concentragéo obtido para a reagéo de desfosforilagdo do DEDNPP na
presenca do sistema P[5]Py/SDS. [P[5]Py]= 8x10° mol.L', em pH 7,5 a 25 °C
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Apesar de estabilizar os agregados, como ja indicado no item 5.3.2, as
cinéticas de desfosforilagdo realizadas com SDS na presengca de P[5]Py
apresentaram um perfil descrescente mostrando-se como um sistema nao favoravel
para a quebra do substrato. Os resultados, de certa forma, corroboram com estudos
realizados por Orth (ORTH, 2008) , onde micelas de SDS n&o apresentarm um efeito
catalitico favoravel em pH’s basicos devido a uma maior repulsdo das cargas
presentes no processo catalitico.

Entretanto, para se ter uma conclusdo plausivel sobre o processo €
necessario que seja realizado um estudo mais detalhado utilizando-se solventes
deuterados e variagbes no pH do meio, para entender se realmente ha uma
estabilizagdo no estado de transicao pelos agregados supramoleculares e também

se 0 processo € promovido por outras espécies presentes no meio ou nao.
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6. CONCLUSOES

Apods a realizacao de experimentos espectroscépios, para avaliar a interacéo
entre um macrociclo do tipo pilar[5]areno, previamente sintetizado e funcionalizado
com grupos piridinios (P[5]Py), e o acido 5-aminossalicilico aniénico (conhecido
como droga mesalazina), foi possivel concluir que ambas as espécies interagem
fortemente através da formacdo de um sistema supramolecular em meio aquoso.
Porém, através de estudos via RMN de NOESY, percebeu-se que ndo houve a
formagdo de complexos de inclusdo classicamente evidenciados na quimica
supramolecular, mas sim a interacdo da MSZ nos portais de entrada da
macromolécula, sendo suficiente para causar uma mudanca drastica nas
caracteristicas da droga, como a supressao total de fluorescéncia na presenca do
macrociclo. Uma outra concluséo referente ao sistema P[5]Py/MSZ foi o tipo de
supressao existente que, apds analises via plot de Stern-Volmer e tempos de vida,
apresentou um mecanismo de supressao do tipo estatica. Sem falar que os calculos
tedricos demonstraram que a interagdo entre o macrociclo P[5]Py e MSZ ocorre
devido a fortes interacgdes eletrostaticas entre os grupos piridinios e carboxilatos.

Anadlises mais detalhadas a respeito do macrociclo, envolvendo
experimentos como condutividade mostraram que em baixas concentracdes de
P[5]Py ha a formacdo de agregados supramoleculares desta espécie, levando
entdo a possibilidade de interacdo do macrociclo com o SDS, para a formagao de
agregados entre ambas as espécies. Os ensaios de condutividade na presenga e
auséncia de SDS mostraram a presencga de processos agregacionais, comprovando
entdo a interacdo das espécies, que ao serem caracterizadas por tamanho de
particula e potencial zeta, comprovaram, a formagao dos agregados. Por fim, ao ser
testado na reagdo de desfosforilagdo com o DEDNPP o sistema P[5]Py/SDS
apresentou uma boa interacdo das espécies supramoleculares para com o
substrato, porém resultados mais especificos merecem a realizagdo de outros

experimentos para mostram como e por qual espécie a desfosforilagdo € realizada.
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ANEXOS

Anexo 1: Espectro de RMN de '3C para P[5]Py, a partir da HQBr, em D20, a 25°C e 50 MHz
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Anexo 2: Espectro de massas de alta resolugao para P[5]Py
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Anexo 3: Espectro de RMN de '°C para P[5]Py, a partir da HQTs, em D20, a 25°C e 50 MHz
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Anexo 4B: Espectro de absorgéo e curva de calibragcdo para a MSZ, em pH 7,0 a 25°C.
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Anexo 4C: Espectro de absorcao e curva de calibragao para a MSZ, em pH 12,0 a 25°C.
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Anexo 5A: Espectro de NOESY para MSZcP[5]Py em pH 1,0, 25°C
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Anexo 5B: Espectro de NOESY para MSZcP[5]Py em pH 5,0, 25°C
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Anexo 5C: Espectro de NOESY para MSZcP[5]Py em pH 7,5, 25°C
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Anexo 6: Espectro de absorgao e curva de calibragéo para a o P[5]Py, em pH 7,5 a 25°C.
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Anexo 7A: Espectro de tempo de meia vida de fluorescéncia para a MSZ(1,2x10* mol.L™") na
auséncia de P[5]Py em pH 7,5 a 25°C.
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Anexo 7B: Espectro de tempo de meia vida de fluorescéncia para a MSZ(1,2x10* mol.L™") na
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Anexo 7C:

Intensity

presencga de P[5]Py (1,0x10* mol.L"") em pH 7,5 a 25°C.
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Espectro de tempo de meia vida de fluorescéncia para a MSZ(1,2x10* mol.L™") na
presenca de P[5]Py (3,33x10* mol.L"") em pH 7,5 a 25°C.
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Anexo 7D: Espectro de tempo de meia vida de fluorescéncia para a MSZ(1,2x10* mol.L™") na
presenca de P[5]Py (8,33x10* mol.L"") em pH 7,5 a 25°C.
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Anexo 7E: Espectro de tempo de meia vida de fluorescéncia para a MSZ(1,2x10“ mol.L™") na
presenca de P[5]Py (1,33x10 mol.L-") em pH 7,5 a 25°C.
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Anexo 7F: Espectro de tempo de meia vida de fluorescéncia para a MSZ(1,2x10* mol.L"") na
presenca de P[5]Py (2,0x103 mol.L"") em pH 7,5 a 25°C.
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Anexo 7G: Espectro de tempo de meia vida de fluorescéncia para a MSZ(1,2x10* mol.L"") na
presencga de P[5]Py (3,0x103 mol.L"") em pH 7,5 a 25°C.

13500 - —a— MSZ + 900uL P[5]Py
—e— IRF

13000
12500
12000

11500

Intensity

11000

10500

10000

T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
time (ns)



		2023-08-15T10:38:35-0300


		2023-08-15T10:42:19-0300


		2023-08-15T11:34:56-0300




