UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

M.Sc. Marluza Pereira de Abreu Goérga

SINTESE E ESTUDO DAS PROPRIEDADES FOTOFISICAS DE
ESTREPTOCIANINAS ALTAMENTE CONJUGADAS

Orientadora

Professora Dra. Leandra Franciscato Campo

Porto Alegre, Junho 2019






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

M.Sc. Marluza Pereira de Abreu Goérga

SINTESE E ESTUDO DAS PROPRIEDADES FOTOFISICAS DE
ESTREPTOCIANINAS ALTAMENTE CONJUGADAS

Tese apresentada como requisito parcial para a
obtencédo do grau de Doutor em Quimica

Orientadora
Professora Dra. Leandra Franciscato Campo

Porto Alegre, Junho 2019






A presente tese foi realizada inteiramente pelo autor, exceto as colaboragdes as
quais serdo devidamente citadas nos agradecimentos, no periodo entre maio de
2014 a junho de 2019, no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul sob Orientacdo da Professora Doutora Leandra Franciscato
Campo. A tese foi julgada adequada para a obtencédo do titulo de Doutor em

Quimica pela seguinte banca examinadora:

Comissao Examinadora:

Profa. Dra. Dione Silva Correa Prof. Dr. Fabiano da Silveira Santos

Prof. Dr. Marco Antonio Ceschi Prof.a Dra. Fernanda Poletto

Prof. Dra. Leandra Campo

M.Sc. Marluza Pereira de Abreu
Goérga

Discente



vi



Agradecimentos

A professora Leandra Campo pela orientag&o;

Aos colegas de laboratorio pelo apoio e coleguismo no dia-a-dia;
Aos colegas da CORSAN, pelo incentivo e apoio;

Aos meus pais, pela dedicacdo, compreenséo e amor;

A0 meu esposo, pelo amor incondicional,

A CAPES, pelo incentivo financeiro, fundamental para o desenvolvimento do
trabalho.

Vii



viii



Sumario

IS¢z o ST T U = TP Xiii
LiSta 08 ESQUEIMAS.......coiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt XXV
Lista de Tabelas........coooviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e XXVii
Abreviaturas € SIMDOIOS ............uiiiiiiiii XXiX
RESUMO ... e XXXI
ADSITACT ...t as XXXili
I [ 01 1o o [1 o> o 1 1
N © 1 o] 1= 117/ 0 1S 11
N N © o1 1= )V o T 1= - | USSP 11
2.2. Objetivos ESPECIfICOS.......ccciiiiiiiiiie e 11
3. Revisao BIblIOgrafiCa.............cooiiiiiiiiiiecce e 13
3.1. Sintese das estreptoCianiNaS ........ccoeeeeeeiiiiiiiiiiiie e e e e e eeaaans 13
3.2. Formilacado via Reagente de Vilsmeier-Haack ..............ccccceeeeieeeennnnnnn, 18
3.3, Sintese de BENZAZOIS.........cueiiieiiiiiiiiiiiiieee e 20
3.4. Espectroscopias de AbsSorcao € EmiSS80 .......ccceeeeevvvvviiiiiiiiiiieeeeeeeennn, 21
3.4.1. Efeitos que alteram as propriedades fotofisicas...........cccccceeerrnne 24

3.5, SONAAS ESIPT..cciiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 26
3.6. Propriedades Espectroscopicas de Agregados Moleculares .............. 28
3.6.1. Modelo Mondmero-Dimero [132,133]: .....uuieiiieeeeeiiiiiiiieieeaeeeeeenee 34
3.6.2. Modelo Isodésmico ou K Igual [131—133]:.......cuuvvmmmmmriiniiiiiiinnnnnnns 36
3.6.3. Modelo Isodésmico Modificado ou K2-K [131-133]: .........euvvvvnnnne 38

3.7. Sensores FIUOIESCENIES. ........cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e 40
3.8, SONdas de ProteiNas..........cccuieiiiiiiiiiiiiiiieee e 44
4. ReSUItad0oS € DISCUSSEOD........ccceiieeeeieeeee et 53



4.1. Sintese das EStreptOCianinasS...........uuuuuurrrururmiriiieiiieniiiniiennenennnen.. 53

4.2. Caracterizag8o FOLOfiSICA .......uvueiiiiiiiiiiiiiiiieieee e 75
4.2.1. Estreptocianinas contendo nucleo benzoxazol .............ccccccceeeiine 75
4.2.2. Estreptocianinas contendo nucleo benzotiazol .............ccccccceeeene 97
4.2.3. Estreptocianina contendo nucleo benzimidazol ..............ccccccceeee. 115
4.2.4. A emissdo ESIPT na estreptocianina 27 ............cceeeeeeeeeeeeeeeennnnnnnn. 121
4.2.5. Absorcao no estado solido das estreptocianinas 19-27 ................ 122

4.3. Caracterizacado dos agregados em etanol ...........cccccevvveieieieeeeeeeeiinnnnnn, 124

4.4. Complexacao com Proteina BSA ........ooooviiiiiii e, 129

4.5. SeNSOreS de PH ....ovuiii e 143

5. Parte EXperimental..............coiiiiiiiiiiiiiie e 157

5.1. Materiais € EQUIPAMENTOS.........uuuiiiiiieiiiieiiiie e e e 157

5.2. Sintese dos heterociclos 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzazais......... 157
5.2.1. 2-(5-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol (86)..........cccccceeeveeeeernnnnns 158
5.2.2. 2-(5-amino-2’-hidroxifenil)benzotiazol (87)..........ccccccvvvvvvvrrnnnnnne 158
5.2.3. 2-(5-amino-2’-hidroxifenil)benzimidazol (88)..............ccccuvvvunnnnnee 159

5.3. Sintese das Estreptocianinas 19 — 27 ........ccovvvveviveiiiiiieiiiieeeeeeeeeeeee 159
5.3.1. Estreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino) (19).......... 160

5.3.2. Metilestreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino) (20)... 160
5.3.3. Etilestreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino) (21)..... 161

5.3.4. Terchutilestreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino) (22)
161

5.3.5. Estreptocianina bis-(benzotiazolil-hidroxifenilamino) (23)........... 162
5.3.6. Metilestreptocianina bis-(benzotiazolil-hidroxifenilamino) (24)... 162
5.3.7. Etilestreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino) (25)..... 163

5.3.8. Tercbutilestreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino)  (26)
164



5.3.9. Estreptocianina bis-(benzimidazolil-hidroxifenilamino) (27)...... 164

5.4. CaracterizaGao FOtofiSICa........cceeviiiiiiiiiiiiiiie e 165
5.5. EStudo de Agregados..........coouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee e 165
5.6. Estudo da Interag8o COmM BSA .......oooiiiiiiiiiiiii 165
5.7. EStUdO de PH ..o 166
6. Consideragies FINAIS...........uiiiiieeiiiiiece e 167
REFEIENCIAS ....cevviiiiiiiieeeeeie e 169
AANEXOS ...ttt e e 188

Xi



Xii



Lista de Figuras

Figura 1: llustracdo da origem da palavra fluorescéncia, criada por Stokes.

BASEAAO EM [B] ...ttt 1

Figura 2: Primeira cianina obtida por Williams, também conhecida por PIC (do
inglés pseudoisocyanine chloride).[8].............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiis 2

Figura 3: Diferentes tipos de corantes polimetinicos: as estreptocianinas que
possuem cadeia aberta; as hemicianinas onde uma das extremidades é de
cadeia fechada; e as cianinas contendo duas extremidades de cadeia fechada.
= Fo R YcT=To (oI =T o T 1 TN 2

Figura 4. Exemplos de corantes polimetinicos do tipo esquarainas 2 e 3 e
(o =TT = L 1o RPN 3

Figura 5: Cianinas comerciais contendo diferentes tamanhos da cadeia
polimetinica, bem como diferentes nucleos inddlicos nas extremidades. Abaixo
sao os espectros de absorcao (A) e emissao de fluorescéncia (B), bem como o
deslocamento batocrdmico observado em decorréncia do aumento da

CONJUAGA0. [28] ..o 4

Figura 6: Andlise de dados obtida pela plataforma Scopus mostrando o nimero
de publicacdes por ano, a partir de 1960, com paravras chave Cyanine para o
grafico superior e Streptocyanine para o grafico inferior. Busca realizada em 5
(o L= = Lo T L= 0 SRR 6

Figura 7: Exemplos de estruturas que fazem transferéncia protonica

intramolecular no estado excitado - ESIPT. ..o 7

Figura 8: Corantes contendo ESIPT com emisséo na regidao do vermelho. [53—

Figura 9: Estreptocianinas desenvolvidas no presente trabalho, contendo em

suas extremidades nucleos derivados de benzazbis. .........coeuveeeieiiiiiiiiiiiii 9

Figura 10: Diagrama de Perrin-Jablonski ilustrando os processos radiativos e

nao-radiativos bem como as posicoes relativas dos espectros de absorcao,

Xiii



fluorescéncia e fosforescéncia. As linhas continuas e pontilhadas representam
processos radiativos, e as linhas onduladas representam 0s processos nao

radiativos. Baseado €m [8L].......uuuiiiiiiiiiiiieiiiie e 22

Figura 11: Esquema representativo acerca das denominacdes empregadas para

descrever mudancas de intensidade e de deslocamento ao longo dos espectros.

Figura 12: Efeitos de orientacdo eletrbnica e relaxacdo do solvente,
considerando os momentos de dipolo do estado fundamental (uF) e do estado
excitado (uc) da molécula, com diferentes respostas em termos de energia,
conforme solvatacdo da molécula frente as caracteristicas do solvente. Baseado
(=0 0 1 PSPPSR 26

Figura 13: Mecanismo de absorcéo de fétons para 2-(benzoxazol-2-il)fenol 75a,
bem como as possiveis emissdes de fluorescéncia, tanto da forma Enol* quanto
da forma Ceto* (75b). A direita um possivel espectro de emissdo com as formas
T ] Ll O =1 (0 S 27

Figura 14: Esquema de arranjo espacial para agregados H (esquerda) e
agregados J (direita), bem como suas diferencas energéticas entre estados
fundamental e excitado, comparadas com o mondémero (centro). Baseado em
15 S S EEEPPTPP 30

Figura 15: Diagrama de niveis de energia para a estrutura monomeérica e seus
agregados, com diferentes angulos de deslizamento (a), com representacéo
esquematica de agregados de cianinas. Baseado em [119] ................ccoee. 31

Figura 16: Diagramas de energia para formacédo de agregados considerando
rotacdo torcional das estruturas: na esquerda o angulo 8 varia de 0 a 90°,
indicando variagcfes energéticas espectrais para a formacao de agregados H; e
a direita, com angulos de deslizamento diferentes de 90°, indicando diferentes
niveis de energia resultantes, conforme as resultantes do momento de dipolo dos

agregados formados. Baseado em [119,123].......cccccvviiiiiiiiiiiiiiieeeiee e 32

Figura 17: Esquemas representativos dos tipos de polimerizagao

supramolecular. Acima o0 modelo isodésmico, onde cada equilibrio €

Xiv



representado por uma constante de equilibrio K de igual valor. Abaixo, 0 modelo
cooperativo ou anti-cooperativo, onde a auto-organizacdo é dada por duas
distintas constantes de equilibrio: a constante de dimerizacdo Kz e a constante

de nucleacéo K. Baseado €m [131].....ccouuiiiiiiiiiiiiiiiiiiis e e e e eeanns 34

Figura 18: Grafico relacionando concentracdo de mondmero e concentracao
total das espécies para diferentes valores de p, conforme modelo isodésmico
L0 11 To%= o [o TS 40

Figura 19: Esquema relacionando a emissédo de fluorescéncia com diversos

parametros capazes de influenciar na emissao de fluorescéncia. ................... 41

Figura 20: Esquematizacdo mostrando as formas de operacdo de sensores

fluorescentes. Baseado €M [L44]. ......uiiiiii i 42
Figura 21: Exemplos de cianinas e seus diferentes pH ou pKa. .........ccceeeeee... 43

Figura 22: Estruturas de ressonancia da fluoresceina diacetato 81 (FDA F1303)
e seus espectros de absorcdo (A) e emissédo (B) variando o pH; e em (C)
estruturas do SNARF 82 e seu uso em imageamento celular em neutrofilos
NUMANOS (D).[L47]. e e e e 44

Figura 23: Exemplos de cianinas com grupos succinimidil éter para ligacao
covalente com aminas presentes em proteinas. [19] ......ccccccvviiiiiiiiiinieeennnnnns 46

Figura 24: Fotos das estreptocianinas 20 e 26, apresentando coloragcédo azul a

VIR MBS CENEES. e e 55

Figura 25: Espectro de 'H-RMN e de 3C-RMN (APT) em TFA-d para 86. .... 58

Figura 26: Espectro de *H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 19. ..................... 59
Figura 27: Espectro de *C-RMN (APT — 75,4 MHz) em TFA-d para 19......... 59
Figura 28: Espectro de *H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 20. ..................... 60
Figura 29: Espectro de 3C-RMN (APT - 100 MHz) em TFA-d para 20........... 61
Figura 30: Espectro de *H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 21. ..................... 62

XV



Figura 31: Espectro de 3C-RMN (75,4 MHz) em TFA-d para 21.................... 62
Figura 32: Espectro de *H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 22. ............c........ 63
Figura 33: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em TFA-d para 22..................... 64

Figura 34: Espectro de 'H-RMN (400 MHz) e de *C-RMN (APT - 100 MHz) em

LI 7N I 0= U= U U 65
Figura 35: Espectro de *H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 23. ...........c.c........ 66
Figura 36: Espectro de 3C-RMN (APT — 75,4 MHz) em TFA-d para 23......... 66
Figura 37: Espectro de *H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 24. .........c........... 67
Figura 38: Espectro de 3C-RMN (75,4 MHz) em TFA-d para 24.................... 67
Figura 39: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 25............cceeveeee 68
Figura 40: Espectro de 3C-RMN (100 MHz) em TFA-d para 25..................... 69
Figura 41: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 26...................... 70
Figura 42: Espectro de 3C-RMN (ATF - 100 MHz) em TFA-d para 26........... 70
Figura 43: Espectro de *H-RMN (400 MHz) e de **C-RMN (100 MHz) em DMSO-
6 PArA 88. ... 71
Figura 44: Espectro de *H-RMN (400 MHz) em DMSO-ds para 27................. 72
Figura 45: Espectro de 3C-RMN (75,4 MHz) em DMSO-ds para 27............... 73

Figura 46

. Espectros de absorcdo (esquerda) e de emissao de fluorescéncia

(direita) para 19 (10 umol/L) em DMSO, DMF, acetato de etila e dioxano....... 76

Figura 47: Espectros de absor¢do com estudo de diluicao para 19 em etanol (A),
acetonitrila (B) € CHCI3 (C). ..uuuiiiiiieiiiiiiiiiiieee et e e e e 78

Figura 48: Espectros de emissao de fluorescéncia para 19 (10 pmol/L) em
etanol, acetonitrila e cloroférmio associados a banda monomérica (esquerda) e

a banda de agregados J (direita)

XVi



Figura 49: Espectros de absor¢éo para 20 (A) em AcOEt, DMF e DMSO, e as
curvas se superficie relacionando os comprimentos de onda de emissdo com 0s
comprimentos de onda de excitacdo em AcOEt (B) e DMSO (C), todos em

(oo ] get=Tg) i =Tox=To Jo (=30 0 V11V RN 80

Figura 50: Processos de absor¢cdo e emissao possiveis e observados para as
ESTEPLOCIANINGS. ... 81

Figura 51: Espectros de absorcéo para os solventes em que houve formacao de

agregados de 20 em dioxano (A) e acetonitrila (B). ....ccooeveeeieiiiiiiiiiiiiieeeeeeeenns 82

Figura 52: Espectros de absor¢do para os solventes etanol (A) e cloroférmio (B)
com formacao de agregados de 20.........cooeeeeieiiie e 83

Figura 53: Curvas de superficie de emissao de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absorcdo a esquerda, para 20 em presenca de agregados para

dioxano (A) e acetonitrila (B), com concentracdes de 25 UM. .......ccccevveeeveeennns 84

Figura 54: Curvas de superficie de emisséo de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absorcdo a esquerda, para 20 em presenca de agregados para

etanol (A) e cloroférmio (B), com concentracdes de 25 UM. ........cccceevveeeeenennn, 85

Figura 55: Espectros de absorgcéo para 21 (A) em acetato de etila e DMF, e
curva se superficie da emisséo de fluorescéncia em acetato de etila (B) e DMF
(3 PSPPSR 86

Figura 56: Espectros de absorcdo de 21, em solventes que formaram

agregados: (A) dioxano, (B) DMSO e (C) MeCN, em diversas concentracdes. 87

Figura 57: Espectros de absor¢do de 21, em solventes que formaram

agregados: (A) etanol e (B) cloroférmio, em diversas concentragdes. ............. 88

Figura 58: Curvas de superficie de emissao de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absor¢cdo a esquerda, para 21 em solventes em que houve
formacdo de agregados: (A) dioxano, (B) DMSO e (C) acetonitrila, em
conCentragies de 25 PM. ..o 89

Figura 59: Curvas de superficie de emissao de fluorescéncia com os respectivos

XVii



espectros de absor¢cdo a esquerda, para 21 em solventes em que houve
formacao de agregados: (A) etanol e (B) cloroférmio, em concentracdes de 25
LSRR 90

Figura 60: Espectros de absor¢cédo para 22 (A) em DMF e DMSO, e curva se
superficie da emisséo de fluorescéncia em DMF (B) e DMSO (C). .....ccceeeee... 91

Figura 61: Espectros de absor¢cdo nos solventes em que houve formacao de

agregados de 22: (A) dioxano e (B) acetato de etila. ...........ccoevvvrvciiiiiieenennnnns 92

Figura 62: Espectros de absorcdo nos solventes em que houve formacéo de

agregados de 22: (A) acetonitrila, (B) etanol e (C) cloroférmio. ....................... 93

Figura 63: Curvas de superficie de emissédo de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absorcdo a esquerda, para 22, em solventes em que houve

formacéo de agregados: (A) dioxano e (B) acetato de etila. ..............cccoevvnnnnn. 94

Figura 64: Curvas de superficie de emisséo de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absor¢cdo a esquerda, para 22 em solventes em que houve

formacéo de agregados: (A) acetonitrila, (B) etanol e (C) cloroférmio. ............ 95

Figura 65: Espectros de absorcdo (esquerda) e emissdo de fluorescéncia
(direita) para 23 (10 pumol/L) em DMSO e DMF com concentracdo de 10 pumol/L
e acetonitrila e dioxano com concentragdes desconhecidas................cceeeeenn. 97

Figura 66: Espectros de absorcao (A) para 23 em etanol e espectros de emissao
de fluorescéncia (B) (10 umol/L) associados as bandas de monbémero e

AGTEGATO. ..o 98

Figura 67: Espectro de absorcao para 24 (direita) em DMF, e curva se superficie

da emisséao de fluorescéncia em DMF (direita). ..........ccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeins 99

Figura 68: Espectros de absorgéo para os solventes em que houve formacao de
agregados de 24: (A) dioxano, (B) DMSO e (C) acetonitrila. ....................... 100

Figura 69: Espectros de absor¢céo para os solventes em que houve formacao de
agregados de 24: etanol (A) e cloroformio (B).........cooeevevieeeeiiiiiiee, 101

Xviil



Figura 70: Curvas de superficie de emissao de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absor¢cdo a esquerda, para 24 em solventes em que houve
formacéo de agregados: (A) dioxano, (B) DMSO e (C) acetonitrila................ 102

Figura 71: Curvas de superficie de emissao de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absor¢cdo a esquerda, para 24 em solventes em que houve
formacao de agregados: (A) etanol e (B) cloroformio..........cccccevvvvvvvviviieeennnnn. 103

Figura 72: Espectros de absorcédo para 25 (A) em acetato de etila e DMF, e
curva se superficie da emissao de fluorescéncia em acetato de etila (B) e DMF
() 104

Figura 73: Espectros de absorcéo para os solventes em que houve formacao de
agregados de 25: (A) dioxano, (B) DMSO e (C) acetonitrila. ...............ccccce... 105

Figura 74: Espectros de absorcéo para os solventes em que houve formacao de

agregados de 25: (A) etanol e (B) cloroformio..........cccccceeeeeeeeeiiieeeeee, 106

Figura 75: Curvas de superficie de emissédo de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absorcdo a esquerda, para 25 em solventes em que houve

formacéo de agregados: (A) dioxano, (B) DMSO e (C) acetonitrila................ 107

Figura 76: Curvas de superficie de emisséo de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absor¢cdo a esquerda, para 25 em solventes em que houve

formacéo de agregados: (A) etanol e (B) cloroférmio............ccccooeeeeiiiiiininnnnnn. 108

Figura 77: Espectro de absorcdo para 26 (esquerda) em, e curva se superficie

da emissao de fluorescéncia em DMF (direita). ........ccceeeeeeeeieiiiiieeee, 108

Figura 78: Espectros de absorcéo para os solventes em que houve formacéo de
agregados de 26: (A) dioxano e (B) acetato de etila. .........cccoevevviiiiiiieeinnnnnnn. 109

Figura 79: Espectros de absorc¢éo para os solventes em que houve formacao de
agregados de 26: (A) DMSO e (B) acetonitrila. ........ccccoeeevvviiiiiiiiiiinieeeeiinnn, 110

Figura 80: Espectros de absor¢éo para os solventes em que houve formacao de
agregados de 26: (A) etanol e (B) cloroformio............ccoeeveeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeens 111

XiX



Figura 81: Curvas de superficie de emissao de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absor¢cdo a esquerda, para 26 em solventes em que houve
formacéo de agregados: (A) dioxano, (B) acetato de etila e (C) DMSO......... 112

Figura 82: Curvas de superficie de emissao de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absor¢cdo a esquerda, para 26 em solventes em que houve
formacao de agregados: (A) acetonitrila, (B) etanol e (C) cloroférmio. .......... 113

Figura 83: Espectros de absorcédo (esquerda) e de emissédo de fluorescéncia
(direita) para 27 em dioxano (preto) e DMF (azul) com concentracdo de 10
FIMMOI/L. e 115

Figura 84: Espectros de absorcédo para 27 em (A) DMSO e (B) etanol......... 116

Figura 85: Espectros de emissdo de fluorescéncia para 27 (25 pmol/L)
relacionados a banda monomérica (esquerda) e a banda de agregados J
(DHIFEITAL) . e 117

Figura 86: Espectros de absorcdo (A) e emissao de fluorescéncia (B) com
variacdo de temperatura para 27, e na direita, superior a relacdo temperatura e

intensidade de flUOFrESCENCIA. .........uuuuuuumiiiiiiiiiiiii e 118
Figura 87: Emissao ESIPT em etanol para 27, com excitacdo em 355 nm... 121

Figura 88: Espectros de absorcdo por reflectancia difusa (DRUV) para as

eStreptoCianinas 19 @ 27. .....vuuii i 122

Figura 89: Espectros de absorcdo por reflectancia difusa (DRUV) para as

estreptocianinas €m filMe.........oooi i 123

Figura 90: Espectros de absor¢cdo em etanol variando a concentracao para as
estreptocianinas 19 (A), 20 (B), 21 (C) € 22 (D). ..uoveeveeviiieeiiiiiie e 125

Figura 91: Espectros de absor¢cdo em etanol variando a concentracdo para as
estreptocianinas 23 (A), 24 (B), 25 (C) € 26 (D). ...veevevviiiiiiiiiieeeeiiieeeeeii 125

Figura 92: Resultados experimentais obtidos no gréafico acima para os derivados

de oxigénio, e no grafico abaixo, para os derivados de enxofre, em pontos,

XX



apresentados juntamente com os dados tedricos para diferentes valores de p,
€M liNNa CONLINUAL .......cooiiii e eeanes 127

Figura 93: Espectros de absorcdo para BSA (preto - inferior) e
BSA+estreptocianina (demais espectros): 19 (A), 20 (B), 21 (C) e 22 (D). Todos
0S espectros com concentracdo de BSA constante (10 uM) e concentragédo de
corante variando de 2 8 80 PM......coooiiiiiiieeee 130

Figura 94: Espectros de absorcdo para BSA (preto - inferior) e
BSA+estreptocianina: 23 (A), 24 (B), 25 (C) e 26 (D). Todos 0s espectros com
concentracédo de BSA constante (10 uM) e concentragao de corante variando de
2 @80 M. e e e aaaaaeaaa 131

Figura 95: Espectros de absorcdo para BSA (preto) e BSA+estreptocianina 27.
Todos o0s espectros com concentracdo de BSA constante (10 pM) e

concentragéo de corante variandode 2 a 80 UM. ......coooviiiiiiiiiii 131

Figura 96: Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA, com excitagdo em
280 nm e concentracdo de 10 uM de BSA, e os comparativos com adi¢cdo dos
corantes 19 (A), 20 (B), 21 (C) e 22 (D), bem como o grafico no anexo superior,
relacionando as intensidades de fluorescéncia com a concentracao de supressor

experimentais (preto) e corrigidos (vermelno). ..........ccoovviiieiiiiiiiiiiieeeeeeees 132

Figura 97: Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA, com excitacdo em
280 nm e concentracdo de 10 uM de BSA, e os comparativos com adicdo dos
corantes 23 (A), 24 (B), 25 (C) e 26 (D), bem como os graficos no anexo superior,
relacionando as intensidades de fluorescéncia com a concentracao de supressor

experimentais (preto) e corrigidos (vermelho). ..........cccoooeeiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 133

Figura 98: Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA, com excitacdo em
280 nm e concentracao de 10 pM de BSA, e os comparativos com adi¢cao do
corante 27, bem como os graficos no anexo superior relacionando as
intensidades de fluorescéncia com a concentracdo de supressor experimentais

(preto) e corrigidos (Vermelhno). ..o, 133

Figura 99: Gréaficos para obtencdo da constante de ligacdo e numero de

moléculas que interagem num sitio da proteina, em (A) as estreptocianinas

XXi



contendo nucleo benzoxazol, em (B) ndcleo benzotiazol e em (C) nucleo

DENZIMIAAZON. ... e e 134

Figura 100: Graficos seguindo equacdo de Stern-Volmer para sistemas com
supressdo dinamica: estreptocianinas contendo nucleo (A) benzoxazol, (B)

benzotiazol e (C) benzimidazol. ..........coooviiiiiiiiiii e 136

Figura 101: Graficos com os resultados de [estreptocianina] versus Kap, lineares:
estreptocianinas contendo nucleo (A) benzoxazol, (B) benzotiazol e (C)

DENZIMIAZON. ... e 137

Figura 102: Gréficos relacionando Fo/F com [estreptocianina] e os ajustes nao
lineares, seguindo a equacao que contém fator que determina a esfera efetiva
de supressdo estatica: estreptocianinas contendo nucleo (A) benzoxazol, (B)

benzotiazol e (C) benzimidazol. ............coovviiiiiiii e 138

Figura 103: Espectros de fluorescéncia sincronizada com AA = 15 nm (tirosina)
aesquerda (19 (Al), 20 (B1), 21 (C1) e 22 (D1)) e AA =60 nm a direita (triptofano)
(19 (A2), 20 (B2), 21 (C2) € 22 (D2))..eeeeeeiireeeeeaiiiieeeeeiiieee et e e 141

Figura 104: Espectros de fluorescéncia sincronizada com AA = 15 nm (tirosina)
aesquerda (23 (Al), 24 (B1), 25 (C1) e 26 (D1)) e AA =60 nm a direita (triptofano)
(23 (A2), 24 (B2), 25 (C2) € 26 (D2))...uuuuuurrrunnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnes 142

Figura 105: Espectros de fluorescéncia sincronizada com AA = 15 nm (tirosina)
(A1) e AA = 60 nm (triptofano) (A2), Para 27. .......ccoeeeeeeeeiiiieeeeeeeeeee e 143

Figura 106: Espectros de absorgéo para 19 (A) e 20 (B), variando o pH. ..... 144

Figura 107: Espectros de absorcéo para 21 (A) e 22 (B), variando o pH...... 145

Figura 108: Espectros de absor¢éo de 23 (A), 24 (B), variando o pH. .......... 146
Figura 109: Espectros de absorcédo de 25 (A), 26 (B), variando o pH........... 147
Figura 110: Espectros de absorcdo para 27 em diversos pHS. ........cccccuueeen. 148

Figura 111: Proposta com possiveis estruturas, com variacao do pH, para 19.



Figura 112: Imagens da coloracado das solu¢cdes com a variagdo do pH, da
esquerda para a direita, do pH mais acido ao mais basico analisado para as
ESIIULUIas 23, 24, 25 € 26. ..uuiiii e 149

Figura 113: Espectros de emissdo com excitagcdo em 340 nm para as estruturas
1L 7 150

Figura 114: Espectros de emissdo com excitagao em 340 nm para as estruturas
2 B 22, e 151

Figura 115: Espectros de emissdo com excitacdo em 340 nm para as estruturas
23 8 2 e 152

Figura 116: Espectros de emissdo com excitagdo em 340 nm para as estruturas
25 € 26, i e e e e e e e e 153

Figura 117: Espectros de emissdo com excitacdo em 340 nm para a estrutura
2 154

Figura 118: Curvas da variagdo de intensidade de fluorescéncia relacionadas
com o pH para a obtencéo do pKa, para 19, 20, 21 e 22 no gréfico (A), para 23,
24, 25 e 26 no grafico (B) e para 27 no grafico (C). ....ccceeeeevvivveiiiiiiiiieeeeeeeean, 155

Figura 119: Esquema da variacdo de emissdo de fluorescéncia, conforme
variacdo do pH para os derivados oxigenados 19, 20, 21 e 22........cccccvvuunnn. 156

XXiil



XXIV



Lista de Esquemas

Esquema 1. Rota de obtencdo de estreptocianinas a partir de acetaldeidos

GIUCONICOS. [57] oo 13

Esquema 2: Estrutura da estreptocianina 33, empregada como intermediaria na

(o] o) (=T Tor=ToJo [ ol =T o] o F= 1S RPN 14

Esquema 3: Estreptocianinas 35 obtidas a partir de tris(dialquilamino)arsenos e
SaIS de PIMHO.[B4] ..o ———— 14

Esquema 4: Obtencao de estreptocianinas 37 a partir de ariletanonas.[65] ... 15

Esquema 5: Estreptocianinas de cadeia heptametinica (38 a 42) obtidas através

da substituicdo do acetato de 37b por diversas aminas.[66].................cceeveeein. 15

Esquema 6: Estreptocianinas (45 a 47) obtidas a partir da cadeia polimetinica
-4 R 16

Esquema 7: Estreptocianinas 48a a 48h contendo cadeia ciclica em sua por¢éo
polimetinica bem como a substituicdo do cloro por morfolina em 48d levando a

estreptoCianina 49.[68] ..........uuuiiiii e 17
Esquema 8: Estreptocianinas 50a a 500 com atividade antiplasmoidal. [69].. 18

Esquema 9: Mecanismo de obtencdo do reagente de Vilsmeier-Haack 59.[72]

Esquema 10: Exemplos de diferentes formilagdes com o emprego do reagente

de Vilsmeier-Haack frente a cetonas.[70]........coooveiieeiiieiieeeee, 20

Esquema 11: Esquema geral de obtencéo de benzazois a partir de acidos ou
=1 [0 [=1 [0 [0 1O UPPPPPRRTNt 21

Esquema 12: Representacdo esquematica do fluoréforo sendo excitado e da
possivel relaxacao via forma radiativa ou nao-radiativa, representada por km, ou
através da formacéao de “produtos” e supressao de fluorescéncia, através de Kaq.
Baseado €M [165]. ..oovuuuiiiiiiiii e 47

XXV



Esquema 13: Esquema de obtencdo dos 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzazéis
BB A 88, i 53

Esquema 14: Mecanismo de obtencao do 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol
86. BASEAUO €M [L77]. ceeeieeeeiiiiie et e e e e e e e e e e e aaaaa 54

Esquema 15: Estreptocianinas 19 a 27 sintetizadas a partir dos aminobenzazois
BB-8 8. . 55

Esquema 16: Mecanismo de formilagcdo da cicloexanona 94a. Baseado em
4= SRR 56

Esquema 17: Mecanismo proposto para a formacéo da estreptocianina 19... 57

XXVi



Lista de Tabelas

Tabela I: Principais bandas dos espectros de infravermelho para as
ESTEPLOCIANINGS ... 74
Tabela Il: Pontos de fusdo obtidos para as estreptocianinas 19-27. ............... 75

Tabela Ill: Dados obtidos para as estreptocianinas 19-22 para monémeros e
agregados. Comprimentos de onda do maximo de absorcéo (Labs), coeficientes
de absortividade molar (g, 10 2 L-mol*-cm™t), comprimentos de onda do maximo

de emissao (hem) € 0 deslocamento de StOKES (AST)...coevvvveeeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 96

Tabela IV: Resultados fotofisicos dos derivados de enxofre, com valores de
maximos de absorcdo monomeéricos, de agregados J e H (labsmon, Aabsje
AabsHem nm), coeficientes de absortividade molar (¢ em 10° L-molt-cm?) e
maximos de emissdo monomeéricos, dos agregados J e deslocamentos de
Stokes (Aemmon, lemJ, ASTmone AST] € €M NM)....covrvrreiiiiiiiiiiiineeeeeeeeeennns 114

Tabela V: Resultados fotofisicos obtidos para 27, com valores de maximos de
absorcdo monomeéricos, de agregados J e H (Aabsmon, Aabsje AabsHem nm),
coeficientes de absortividade molar (¢ em 103 L-molt-cm™?) e méaximos de
emissao monomeéricos, dos agregados J e deslocamentos de Stokes (lemmon,
AemJ, ASTmone AST] € €M NIM). coouuiiiiiie e e e 119

Tabela VI: Dados coletados a partir dos espectros de absorcdo em etanol para
as estreptocianinas: os valores de emon, os valores de K e p, obtidos a partir dos
dados experimentais ajustados a equacdo do modelo isodésmico modificado,
bem como o valor de K2 obtido a partir da definicdo de p e os valores de AG tanto

para a formacdo de agregados maiores quanto para a formacédo de dimeros.

Tabela VII: Parametros de ligacéo e energia de Gibbs entre as estreptocianinas
B B A 135

Tabela VIII: Dados experimentais coletados a partir das equacdes de reta para
a equacédo considerando supressdo dinamica e esfera efetiva de supressdo

(1] = L [o1- VTP 140

XXVil



Tabela IX: Relagdo dos pKa encontrados. ..........cceuvviiiiiiieiiiiieiiiiiiieee e 155

XXViii



Abreviaturas e Simbolos

ESIPT — do inglés excited state intramolecular préton transfer, que significa

transferéncia protbnica intramolecular no estado excitado.

BSA — do inglés bovine serum albumin, que significa albumina do soro bovino
PPE — polifosfato de éster

APF — acido polifosférico

¢ — coeficiente de absortividade molar

®r — rendimento quéntico de fluorescéncia

Ap — absorc¢éo para o padréo

Aa — absorgédo para a amostra

HMF — momento de dipolo no estado fundamental

He — momento de dipolo no estado excitado

ICT — do inglés intramolecular charge transfer, que significa transferéncia de

carga intramolecular

TFA — &cido trifluoroacético

DMSO - dimetilsulfoxido

RMN — ressonancia magnética nuclear

0 — deslocamento quimico apresentado nos espectros de RMN, em ppm (partes

por milh&o)

TMS - tetrametilsilano
DIOX - 1,4-dioxano
AcOEt — acetato de etila
DMF —dimetilformamida

MeCN — acetonitrila

XXiX



EtOH — etanol

p — constante para determinar a facilidade de formacé&o de dimeros
ct — concentracéo total de monémeros e agregados em solucao

c1 — concentragdo de monGmeros em solugao

K — constante de formacgdo de agregados maiores que dimeros

K2 — constante de formacgdo de dimeros

R? — coeficiente de determinacéo

PBS - tampao fosfato salino

Kb — constante de ligacdo corante-proteina

m — nimero de moléculas que interagem com cada sitio da proteina
Kb ou Ksv — constante de supresséo de fluorescéncia dindmica

Ke — constante de supressao de fluorescéncia estatica

Kq — constante de supressao

XXX



Resumo

Estreptocianinas sdo uma classe de corantes pouco investigadas na literatura.
Cianinas com grande conjugacao, possuem inumeras publicacdes, e tém suas
caracteristicas e propriedades bem definidas na literatura. Estruturas contendo
transferéncia proténica no estado excitado, fendmeno conhecido como ESIPT
(do inglés Excited State Proton Transfer), possuem suas propriedades bem
definidas, e em especial, suas propriedades fotofisicas, onde a dupla emissao
de fluorescéncia é a principal caracteristica. Das estruturas contendo ESIPT
apresentadas na literatura, poucas apresentam grande conjugacao. Dessa
forma, esse trabalho objetivou sintetizar novas estreptocianinas contendo em
sua estrutura, nucleos capazes de realizar ESIPT. Essas estruturas tiveram suas
propriedades fotofisicas investigadas através de técnicas de espectroscopia de
absorcdo e emissao de fétons. Observou-se que, em alguns solventes, houve
formacdo de agregados. O processo ESIPT foi identificado para uma situacéo
de diluicdo. Para compreender os agregados formados, estudos em etanol foram
realizados e identificou-se a tendéncia de formar agregados maiores que
dimeros. Além disso, investigacdes da interferéncia das estreptocianinas como
supressores de fluorescéncia de BSA (albumina sérica bovina) foram realizadas.
Foi observado que essas estruturas suprimem a emissao de fluorescéncia da
proteina, atuando nos residuos de triptofano, através de supressdo estética.
Além disso, verificou-se que as estreptocianinas podem ser utilizadas como
sensores de pH. Observou-se a propriedade de sensor fluorimétrico, com
emissdo de fluorescéncia apenas em pH basico. Além disso, observou-se a
propriedade de sensor colorimétrico, onde as solu¢cdes possuem coloracao rosa
a lilds em pH acido, enquanto que em pH neutro e basico, a coloracdo amarela.
Sendo assim, esse trabalho contribui de forma significativa na compreenséao de
processos fotofisicos mais complexos e traz um apanhado de informacdes

inéditas sobre as estreptocianinas, suas propriedades e possiveis aplicacdes.

XXXi



XXXl



Abstract

Streptocyanines are a class of cyanine dyes with low number of publications on
the literature. Cyanines with high conjugation have numerous publications, and
have their characteristics and properties well defined. Structures containing
proton transfer in the excited state, known as ESIPT (excited state proton
transfer), have their properties well defined, and especially their photophysical
properties, where the double emission of fluorescence is the main characteristic.
Considering the structures containing ESIPT presented in the literature, few of
them have great conjugation. Thus, this work aimed to synthesize new
streptocyanines containing in their structure, the possibility of performing ESIPT.
These structures had their photophysical properties investigated through
absorption spectroscopy and photon emission techniques. It was observed that
in some solvents aggregates were formed. The ESIPT process was identified for
a dilution situation, whose fluorescence emission profile is characteristic of a
portion of the molecule who performs ESIPT. To investigate the aggregates,
studies of streptocyanines in ethanol were performed, and the tendency to form
aggregates larger than dimers were identified. In addition, investigations of the
performance of streptocyanines as suppressors of BSA (bovine serum albumin)
fluorescence were performed. These structures suppressed the fluorescence
emission of BSA, acting on the tryptophan residues, by means of static
suppression. Moreover, it has been found that streptocyanines can be used as
pH sensors. The fluorimetric sensor property was observed, with fluorescence
emissions only at basic pHs, as well as the property of a colorimetric sensor,
where the solutions have pink to lilac coloration at acidic pHs, while at neutral
and basic pHs the yellow coloration were predominant. Thus, this work
contributes significantly to understand the complex photophysical processes, and
brings a collection of unpublished information on streptococyanines, their

properties and possible applications.
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1. Introducéo

Os corantes luminescentes vém chamando a atengéo da ciéncia ha muito
tempo. No século XV, os conceitos de corantes luminescentes eram confundidos
com o fendbmeno de incandescéncia. Considera-se a fluorescéncia como sendo
um fendmeno de luminescéncia (do latim lumen — luz). Esse fendmeno foi
inicialmente introduzido em 1888 por Eilhardt Wiedemann, onde descreveu como
sendo todos os fenbmenos de luz que ndo sdo apenas condicionados pelo
aumento da temperatura, sendo assim considerada uma luz fria, havendo assim
a primeira distincdo entre incandescéncia e luminescéncia.[1] Apenas no século
XX, com o surgimento da teoria quantica, péde-se realmente compreender o

fendbmeno de luminescéncia com mais clareza.

A luminescéncia é a emissdo espontanea de luz de espécies
eletronicamente ou vibracionalmente excitadas. Os compostos que emitem
luminescéncia podem ser classificados como inorganicos, organometalicos ou
organicos. Os compostos considerados luminescentes sdo excitados através da
absorcdo de fotons (luz) e podem ser fluorescentes ou fosforescentes.[2] O
termo fluorescéncia foi cunhado por Stokes em seu trabalho onde comparou o
fenbmeno com o ocorrido na fluorita, a opalescéncia (cor e reflexos irisados,
caracteristicos da opala, uma pedra preciosa), utilizando o fluoro (de fluorita) +
scéncia (de opalescéncia). Uma ilustracdo da origem da palavra esta descrita na
Figura 1.[3]

Fluorita

Fluorescéncia

i}

Opalescéncia
Figura 1: llustragdo da origem da palavra fluorescéncia, criada por Stokes. Baseado

em [3]

Entre diversas classes de corantes, as cianinas tém se destacado em
decorréncia de suas propriedades bastante interessantes.[4—7] O estudo dessa
classe iniciou-se em 1856, quando Williams obteve a cianina azul, através do

tratamento da quinolina com iodeto de amila, seguido de amoénia, levando a



estrutura 1 apresentada na Figura 2.[8] Essa sintese abriu caminho para a
investigagcdo de uma nova classe de corantes com propriedades iridescentes de

coloracdo azul a verde escura.[5,9-12]

(AT
N+/CI'/ N

N

Figura 2: Primeira cianina obtida por Williams, também conhecida por PIC (do inglés

pseudoisocyanine chloride).[8]

Atualmente, os corantes do tipo cianinas, que também sdo conhecidos
como corantes polimetinicos, séo classificados de acordo com o0s seus
substituintes doadores de elétrons. Conforme Figura 3, essas estruturas
caracterizam-se por uma cadeia polimetinica interligada por heterodtomos,
sendo esses, nitrogénio, oxigénio entre outros.[13] Quando a ligacdo entre o
heterodtomo e a cadeia polimetinica € do tipo aberta em ambas as extremidades,
denominam-se estreptocianinas. Para o caso onde ha uma cadeia fechada em
uma das extremidades, essas sdo denominadas hemicianinas, enquanto que
para as estruturas contendo cadeia fechada em ambas as extremidades,

classificam-se como cianinas.[14]

Estreptocianina Hemicianina Cianina

Figura 3: Diferentes tipos de corantes polimetinicos: as estreptocianinas que possuem
cadeia aberta; as hemicianinas onde uma das extremidades é de cadeia fechada; e as

cianinas contendo duas extremidades de cadeia fechada. Baseado em [14].

A Figura 4 mostra exemplos de corantes polimetinicos. Dentre eles,

temos as esquarainas (2 e 3), que se caracterizam por possuir em seu centro



polimetinico um nucleo esquérico, estrutura ciclica de 4 carbonos. Essas
estruturas sao do tipo zwiteridnicas, ou seja, possuem carga positiva e negativa
conjugada.[15,16] Esse perfil estrutural leva a importantes caracteristicas como
alta conjugacédo, bons coeficientes de absortividade molar e possuem
deslocamento dos espectros conforme os substituintes, tanto no nudcleo
esquarico, quanto nos substituintes doadores de elétrons. Além disso, 0s
substituintes alquilicos presentes no nucleo indolico sdo capazes de determinar
propriedades como solubilidade e interacdes especificas. [17-22] De forma
anéloga, porém ndo sendo consideradas estruturas zwiteribnicas, temos as
cianinas (4). Essas estruturas possuem diferentes deslocamentos espectrais
conforme o tamanho da cadeia polimetinica e seus substituintes inddlicos, assim

como nas esquarainas. [23-26]

Figura 4: Exemplos de corantes polimetinicos do tipo esquarainas 2 e 3 e cianinas
4.[15]

O tamanho da cadeia polimetinica influencia diretamente nos
comprimentos de onda de absorcao e emisséo desses corantes. Quanto maior
a cadeia e mais deslocalizados os elétrons, maior € o deslocamento batocrémico
(para maiores comprimentos de onda) dos espectros de absor¢cdo e emissao.

Além disso, as cianinas possuem altos coeficientes de absortividade molar.[27]



As cianinas ilustradas na Figura 5 sdo comercializadas pela Lumiprobe®
como ligantes de proteinas, DNA, oligonucleotideos, peptideos, anticorpos, entre
outros. E possivel observar o deslocamento batocrdmico nos espectros de
absorcdo e emissao com o aumento da cadeia polimetinica e com 0 aumento da

conjugacao no nucleo inddlico.[28]
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Figura 5: Cianinas comerciais contendo diferentes tamanhos da cadeia polimetinica,
bem como diferentes nucleos inddlicos nas extremidades. Abaixo sdo os espectros de
absorcéo (A) e emissao de fluorescéncia (B), bem como o deslocamento batocromico

observado em decorréncia do aumento da conjugacao.[28]

Além disso, uma outra caracteristica importante das cianinas é que elas
podem formar agregados moleculares dependendo do pH, da sua estrutura e da
polaridade do meio, resultando em diferentes caracteristicas espectrais quando
comparados com as suas formas monoméricas.[29—-31] Isso faz com que os
agregados atuem como espécies distintas das suas estruturas monoméricas,

quando favorecidos. A formacgéo de agregados caracteristica das cianinas faz

4



com que elas sejam usadas como sensores da proteina sérica bovina (BSA). As
interagcdes entre a BSA e as cianinas desfavorece a formacéo de agregados que
absorvem e emitem em diferentes comprimentos de onda, atuando assim como

sensores opticos de proteinas.[15]

As cianinas também sdo empregadas em células fotovoltaicas. A sua
capacidade de absorver fétons e promover elétrons ao estado excitado gera um
movimento de elétrons em um circuito, e por conseguinte a geracéo de energia.
[32—36] Como outro exemplo em que esses corantes podem ser usados, tem-se
os diodos orgéanicos emissores de luz (OLED). Através de uma corrente elétrica
aplicada, seus elétrons sédo excitados e seu decaimento promove emissao de luz

em diferentes comprimentos de onda.[37]

Uma aplicacdo importante destes corantes esta na sua utilizacdo em
terapia fotodinamica.[38—41] A terapia fotodindmica é empregada para
aniquilacdo de células tumorais, tipicamente em tecidos superficiais onde a
presenca do corante no local afetado, com excitacdo através de luz, leva a
formacdo de oxigénio singleto, que ocorre gracas a uma reacao no estado
excitado entre as cianinas e o oxigénio presente nas células. Por tratar-se de
uma estrutura extremamente toxica as ceélulas, o oxigénio singleto acaba
aniquilando as células tumorais com bons resultados.[39,42,43] Esses corantes
também vém sendo empregados como sensores de ions, sendo através de

complexacao ou por modificacdo de propriedades através da variacao do pH.[44]

Em termos de producéo cientifica, comparando-se os corantes do tipo
cianinas e estreptocianinas, observa-se que as cianinas tém um campo muito
mais desenvolvido do que as estreptocianinas. O numero de publicaces acerca
das estreptocianinas no decorrer do tempo € significativamente baixo, 0 que
indica que estes corantes ainda podem ser mais explorados. O exemplo disso é
ilustrado na Figura 8, que mostra o numero de publicacdes referentes as cianinas
e as estreptocianinas no decorrer dos anos. Observa-se um crescimento
exponencial para as cianinas, enquanto que para as estreptocianinas um namero

de publicacdes praticamente continuo e baixo no decorrer dos anos.
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Figura 6: Andlise de dados obtida pela plataforma Scopus mostrando o nimero de

publicacdes por ano, a partir de 1960, com paravras chave Cyanine para o grafico

superior e Streptocyanine para o gréafico inferior. Busca realizada em 5 de maio de
20109.

O termo ESIPT (do inglés excited state intramolecular proton transfer) se
trata de uma transferéncia proténica intramolecular provocada pela absorcéo de
luz que ocorre somente no estado excitado.[45] Para que uma molécula emita
luz por ESIPT, ela deve ter um sitio acido - capaz de doar prétons - e um sitio
basico - capaz de receber prétons.[46] A transferéncia protdnica é favorecida
pelo aumento do momento de dipolo da molécula no estado excitado. A
modificacdo que ocorre no estado excitado permite a formacdo de uma espécie
molecular diferente no estado excitado e, por conseguinte, uma estrutura com
diferentes propriedades fotofisicas.[47] O equilibrio que envolve as espécies no
estado fundamental e excitado depende de diferentes parametros tais como a



polaridade do meio, a viscosidade, pH, etc; o que torna estas moléculas sondas
muito versateis em uma grande variedade de sistemas.[48-52]

Moléculas emissivas por ESIPT sdo amplamente estudadas na literatura,
seja com o objetivo de estudar o fenbmeno em si, bem como nas suas diversas

aplicacoes. A Figura 7 ilustra algumas estruturas que fazem ESIPT.

OH
H,N
(o) 2 \9
H
Q NN o~
H 7/ o-H o  &cido 5-aminosalicilico (13)

5-(2-hidroxibenziliden)-2,3-dimetil-
3,5-dihidro-4H-imidazol-4-one (o-
HBDI) (11)

7-hydroxi-2,3-dihidro-1H-
inden-1-ona (12)

\§ HwO

/
4'-dietilamino-3-hidroxiflavona (14) O

1-hidroxi-11H-benzofluoren-
11-ona (HBF) (15)

Figura 7: Exemplos de estruturas que fazem transferéncia protonica intramolecular no
estado excitado - ESIPT.

Existem poucos exemplos na literatura de corantes que apresentam
emissao na regido do vermelho devido ao mecanismo ESIPT. Alguns exemplos
(Figura 8) apresentam seus espectros deslocados em decorréncia da formacao
de complexos com metais, como na estrutura 16 complexada com zinco através
da estrutura que promove ESIPT [53], de reatividade frente a funcdes
especificas, no caso a estrutura 17, que tem sua conjugacéo modificada frente
ao ion sulfénico ou ao peréxido de hidrogénio, variando seus comprimentos de
absorcdo e emissao de fotons [54] ou através da conjugacdo aumentada em
funcéo da existéncia de ESIPT, em 18 [55].
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Figura 8: Corantes contendo ESIPT com emissdo na regido do vermelho. [53-55]

A motivacdo deste trabalho foi obter e investigar as propriedades fotofisicas
de novas estreptocianinas contendo em sua estrutura um ndcleo capaz de
realizar ESIPT (Figura 9). Existem poucos trabalhos na literatura que
apresentam a combinacdo de ambas as classes de corantes (estreptocianinas e

ESIPT) em uma Unica estrutura.

Estas estruturas séo classificadas como estreptocianinas, e possuem dois
heterociclos emissivos por ESIPT - azois - unidos por uma cadeia polimetinica.
Com isso, buscou-se unir as caracteristicas fotofisicas de corantes ESIPT com

as de corantes polimetinicos.



HO cr OH
Cl
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Q/ H+ H
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X=0, R = H (19), X=0, R = Me (20)
X=0, R = Et (21) X=0, R = tBu (22)
X=8, R = H (23),X=S, R = Me (24)
X=8, R = Et (25) X=8, R = tBu (26)

X=NH, R = H (27)
Figura 9: Estreptocianinas desenvolvidas no presente trabalho, contendo em suas

extremidades nucleos derivados de benzazois.

Dessa forma, o presente trabalho traz uma investigacdo das
caracteristicas fotofisicas das novas estreptocianinas e suas possiveis
aplicacdes, como continuidade do trabalho de Dissertacdo de Mestrado
desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa.[56] Para isso, apresentamos a sua
sintese e caracterizacdo fotofisica, a formacdo de agregados em diferentes
solventes, as interacbes com a proteina BSA e sensores fluorimétricos e

colorimétricos de pH.
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2.

2.1.

Objetivos

Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi sintetizar e investigar as caracteristicas

fotofisicas de novos corantes da classe das estreptocianinas contendo em sua

estrutura heterociclos emissivos por ESIPT.

2.2.

Objetivos Especificos

Sintetizar estreptocianinas fluorescentes por ESIPT: Através da formacao
in situ de sais de iminio a partir do reagente de Vilsmeier-Haack, e da

insercdo de derivados de 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzazéis.

Caracterizacao fotofisica das estreptocianinas: Para avaliar de que forma
0 aumento na conjugacao eletrénica afeta as propriedades fotofisicas de
corantes, utilizar as espectroscopias de absorcdo e emissdo de
fluorescéncia, investigando a formacéo de agregados. Juntamente com a
espectroscopia de Uv-Vis, aplicar o modelo isodésmico modificado para
estabelecer os valores das constantes de agregacdo K das

estreptocianinas em etanol.
InteragOes das estreptocianinas com BSA: Investigar as interagdes entre
proteina-estreptocianinas aplicando-se as equacgdes lineares e néao

lineares para aprofundar-se no tipo de interacéo predominante.

Sensores de pH: Através das espectroscopias de absorcdo e emissao de

fluorescéncia investigar o uso das estreptocianinas como sensores de pH.
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3. Revisao Bibliografica

3.1. Sintese das estreptocianinas

Em 1969, Makin e colaboradores descreveram um meétodo de sintese de
sais polimetinicos de cadeia longa, mais especificamente de estreptocianinas.
Os autores mostraram que, através da reacado de derivados de piranos 28 com
alcool em presenca de HBr, € possivel a obtencdo do éter 29. A condensacéo
de 29 com éteres alquil vinilicos leva a obtencédo de 30, que em presenca de
aminas secundérias ou primarias, no caso do exemplo metilamina, em meio
acido, leva a formacédo da estreptocianina 31.[57] Através desse meétodo,
estreptocianinas contendo diversos tamanhos como por exemplo 3, 5 e 7
carbonos na cadeia polimetinica, a partir de diversas aminas, tém sido obtidas
na literatura. O esquema de sintese esta ilustrado no Esquema 1:

X
Do rr
RO” N0~ “OR ROWOR

28 29

" 0Rr| ZnCl,
R 1
| | o MeNH o

Cl 2 O F

/NMN\ HCl

31 P 30 Osr %R

Esquema 1: Rota de obtencéo de estreptocianinas a partir de acetaldeidos

glucbnicos.[57]

Em especial, a estrutura derivada da anilina 33 (Esquema 2) é largamente
apresentada em artigos.[58-63] Ela € obtida atravées do 1,1,3,3,-
tetrametoxipropano 32, em meio acido em presenca de anilina. No entanto, sua
investigacdo em termos de caracterizacdo e propriedades fotofisicas ndo é
objeto de estudo nas referéncias uma vez que esses compostos sao utilizados

CcOmo precursores na sintese de cianinas, a partir da reacéo das estreptocianinas
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com sais inddlicos ou quinolinicos quaternérios.

- NH, H H
U\ ©/ N\/\/N
—>
\O 0/ 33

HCI

Esquema 2: Estrutura da estreptocianina 33, empregada como intermediaria ha

obtenc¢éo de cianinas.

Em 1991, Madaule e colaboradores apresentaram as estreptocianinas
ilustradas no esquema 3. Os autores usaram um método sintético a partir de
tris(dialquilamino)arsenos com sais de pirilio 34, obtendo assim as
estreptocianinas 35a a 35e,[64] conforme Esquema 3:

Ry
Clos pn R, Ph
NR2 2as(NR3,); !
\ P —_— Rs\ﬁ NN N/Rs + 1/2 As,O¢
Ph” N6 “pPh | |
clo,* R: Ry Rs
34 35

35a-R, = Ph, R, = H, Ry = Me

35b'R1= R2=H,R3=Me

35C'R1 =Ph, R2=R3=Me

35d - R1 = Ph, Rz =H, R3 = (CH2)4

35e - R1 = Ph, R2 =H, R3 = (CHz)Zo(CHz)Z

Esquema 3: Estreptocianinas 35 obtidas a partir de tris(dialquilamino)arsenos e sais
de pirilio.[64]

Através desse método, algumas limitagcbes foram observadas: pode-se
utilizar apenas sais de pirilio 2,6-aril substituidos; Tris(dialquilamino)arsenos e
estilbenos geram apenas estreptocianinas simétricas; e apenas uma pequena
variedade de tris(dialquilamino)arsenos e estilbenos estdo disponiveis. Dessa
forma, uma rota sintética foi proposta utilizando diversas ariletanonas (36) e
trietoximetano. Essa rota ocorre em meio &cido, utilizando acidos como HCIO4 e
HBF4, conforme esquema a seguir, obtendo assim diferentes estreptocianinas
(37a—37h).[65]
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R4 R Hx R
+ HC(OEt); — >

R, o
36 37a-37h
37A 37B 378’ 37C 37C’ 37D 37E 37F 37G 37H
R1 H Me Me OMe OMe NHAc Me I F CN
Rz | H H H H H H Me H H H
X | ClO4 ClOa4 BF4 ClO4 BF4 ClO4 ClOa4 BF4 ClOa4 ClOa4

Esquema 4: Obtencéo de estreptocianinas 37 a partir de ariletanonas.[65]

Em 2003, o mesmo grupo apresentou a sintese de estreptocianinas
contendo cadeia heptametinica (7 carbonos) (38 a 42), a partir de estruturas

derivadas de 37b e aminas,[66] conforme ilustrado no Esquema 5:

i |
N\l/\NYN+

Ar 38 Ar BF4

A (o) (0]
©/NH2 Ar B?fg' Ar

o™

L_NH
NH2
\K\/\/\(
—>
EtO / o~ _OEt
Ar Ar = 4-MeCgH, A"
37b
MeO

o™ +
(_NH X N/NWYN\N/
MeNH, Ar BRSO
MeO Y OMe
(o)

|
K/NWYN\
BF,

Ar Ar
42

Esquema 5: Estreptocianinas de cadeia heptametinica (38 a 42) obtidas através da

substituicdo do acetato de 37b por diversas aminas.[66]
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Seguindo a mesma linha de raciocinio, Corinne Payastre e colaboradores
publicaram em 2004 um trabalho semelhante, porém utilizando cadeia
polimetinica 44, levando a diferentes estreptocianinas em presenca de etanol e

de diferentes aminas (45 a 47),[67] conforme representado no Esquema 6:

Ar.
2 \"/ + Ho\)i;\/o + 4 HC(OEt); + HBF,
(o]

Ar = 4-MeCgH, cl

43 l
BF,
EtO S -OEt

/ Ar i Ar
44

o . ) il
@;:4/\);;\/\(@ l @HMHQ
Ar Cl Ar
47

Ar Cl

Ar
45 | BF4 |
o e
Ar Cl Ar
o 46 OMe

Me

Esquema 6: Estreptocianinas (45 a 47) obtidas a partir da cadeia polimetinica 44.[67]

J4 em 2007, o mesmo grupo de pesquisa publicou um artigo onde
apresentou novas estreptocianinas contendo cadeia ciclica em sua porcao
polimetinica (Esquema 7). Além disso, os autores mostraram que foi possivel a
substituicdo do cloro na posi¢cdo central da cadeia polimetinica (meso) com

excesso de morfolina.[68]
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R R
48c 48d 48e 48f 48g 48h
R MeO F Cl Br Ph H
NR’; NEt2 NEt2 NEt2 NEt; NEt2 NEt2
569 56h 56j 56k 56l 56m
R B-naftil F Cl Br MeO F
NR’2 NEt2 NMe:2 NMe:2 NMe:2 Morfolino Morfolino

Esquema 7: Estreptocianinas 48a a 48h contendo cadeia ciclica em sua porcao
polimetinica bem como a substituigcdo do cloro por morfolina em 48d levando a

estreptocianina 49.[68]

Ja em 2011, Payrastre e colaboradores obtiveram estreptocianinas com
substituintes contendo atividade antiplasmoidal (50a a 500), com potencial uso
para combater a malaria, inserindo perdxidos biciclicos peroxo, quinino e

pipequino [69]:
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cl
| SN SN
N HN\/\N ¥ (\N | F
|
H

Cl

N\) pipequino (53)

peroxo (51)
quinino (52)
R 50 R

NR1R2 NR3R4 R

50A NEt2 peroxo Me
50B NEt2 peroxo F
50C morfolino peroxo F
50D peroxo peroxo F
50E NEt2 OEt F
50F morfolino OEt Me
50G NEt2 quino F
50H morfolino quino F
501 quino quino F
50J NEt2 pipequino F
50K Morfolino Pipequino F
50L Pipequino Pipequino F
50M Morfolino Morfolino F

50N NEt2 NEt2 Me
500 NEt2 NEt2 F

Esquema 8: Estreptocianinas 50a a 500 com atividade antiplasmoidal. [69]

De forma geral, observa-se que a sintese de estreptocianinas resume-se

a poucas referéncias, bem como a restritos grupos de pesquisa. Uma rota

bastante usual envolve uso de cetonas ciclicas e o reagente de Vilsmeier-Haack,

gue permite a dupla formilacdo do anel, e conseguinte obtencéo dessa classe de

corantes. Essa rota sintética, largamente empregada na obtencéo de cianinas.

3.2. Formilagéo via Reagente de Vilsmeier-Haack

A reacdo de Vilsmeier-Haack trata-se de uma importante rota sintética de

obtencdo de sais de halometiliminio, adutos também conhecidos como

reagentes de Vilsmeier-Haack.[70] Esses sais, por sua vez, se destacam uma ja
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gue sao eletrofilos fracos capazes de reagir com substratos aromaticos,
olefinicos ou 1,3-dienos, levando a formacéo de aldeidos aromaticos ou aldeidos
a,p-insaturados. A obtencdo do reagente de Vilsmeier-Haack requer o
tratamento de uma amida dissubstituida, tipicamente N,N-dimetilformamida
(DMF), com um haleto acido — a exemplo cloreto de fosforila (POCIs), cloreto de
carbonila (COCI2), cloreto de tionila (SOCI2), cloreto de oxalila ((COCI)2) e
brometo de fosforila (POBTrs). O aduto formado nessa reagéo pode ser preparado
in situ ou isolado. A amida dissubstituida é requerida em niveis cataliticos, e
ambos &cido ou amida podem ser usados como solvente da reacédo. O esquema
9 apresenta 0 mecanismo de obtencdo do sal de halometiliminio mais
comumente utilizado, obtido através da reacdo de DMF 55 com POCIs 54. Em
um primeiro momento, o par de elétrons da carbonila do DMF ataca o fésforo do
cloreto de forsforila, seguido de um rearranjo de elétrons, e liberacao do cloreto
(56). O cloreto, por sua vez, ataca o carbono sp? do intermediario 57, que através
de um rearranjo de cargas leva a formacéo do cloreto de B-fosforiliminio 59,

reagente de Vilsmeier-Haack.[71]

b TN o
by Q7N ,> O r VAR >~ N< e
! ~ | A o N0 — .6 (o — |/ ~ I}
P i3y P O VY .« _P
ciZ/ el CHP el A p ci 071 el
55 ci Cek cl o/ ¢ cl
54 56 57 58 59

Esquema 9: Mecanismo de obtencdo do reagente de Vilsmeier-Haack 59.[72]

O reagente de Vilsmeier-Haack reage com substratos aromaticos,
olefinicos ou 1,3-dienos ricos em elétrons, gerando aldeidos aromaticos ou a,3-
insaturados clorados. O Esquema 10 ilustra alguns exemplos de produtos

formados a partir de cetonas frente ao reagente de Vilsmeier-Haack:
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Esquema 10: Exemplos de diferentes formilagdes com o emprego do reagente de

Vilsmeier-Haack frente a cetonas.[70]

3.3. Sintese de Benzazdis

A metodologia utilizando acido polifosférico (APF) e analogos (polifosfato
de éster — PPE) [73], sob elevadas temperaturas, para a sintese de benzazois
vem sendo empregada ha muito tempo.[74,75] Essa metodologia leva a
condensacdo de um &cido aromético com um o orto-aminofenol associado.
Outras metodologias utilizando aldeido ao invés do acido vém sendo bastante
disseminadas uma vez que nao requerem altas temperaturas e possuem 0
tempo de reacao reduzido, quando comparadas com as rotas utilizando APF.
Isso favorece a formacdo de compostos mais complexos. Essa rota utiliza
ciclizacdo oxidativa de bases de Shiff fendlicas com uma grande variedade de
agentes oxidantes, como por exemplo Mn(OAc)s, ThCIO4, NiO2, ZrOCl2:8H20,
Pb(OAc)s4, BaMnOg4, SnCl2, entre outros.[76] O esquema 11 ilustra algumas
possibilidades de formacao de indois do tipo benzoxazol 72, contendo oxigénio,

benzotiazol 73, contendo enxofre e benzimidazol 74, contendo nitrogénio como

20



heteroatomo.

NH, R
X N
X

71

X =0 (68) X = NH (72)
X=SH (69) R =COOH (71a) X =38 (73)
X=NH (70) R =CHO (71b) X =0 (74)

Esquema 11: Esquema geral de obtencdo de benzazdis a partir de acidos ou

aldeidos.

3.4. Espectroscopias de Absor¢cdo e Emisséao

A luminescéncia pode ser descrita como a emissdo de radiacéo
espontanea de espécies eletronicamente ou vibracionalmente excitadas.[77]
Considerando que a excitacdo ocorre através da absorcdo de luz, essa é
classificada como fotoluminescéncia. Para que se compreenda 0S processos
subsequentes a absorcdo de fétons, torna-se adequado o uso do diagrama de
Perrin-Jablonski, ilustrado na Figura 10. Uma transicdo eletrbnica molecular
induzida por absorcao de fotons consiste na passagem de elétrons de um estado
eletrbnico de mais baixa energia (estado fundamental) para um estado eletronico
excitado de maior energia. Essas transi¢des eletronicas ocorrem nas regides do

espectro eletromagnético do ultravioleta, visivel, e infravermelho proximo.[3]

ApGs absorcdo de fotons, a relaxagcdo dos elétrons ocorre através de
processos ndo-radiativos ou radiativos, sendo esse ultimo denominado por
ocorrer emissao da radiacdo sob forma de luz, seja através de fluorescéncia ou
fosforescéncia. Antes da emissdo de fluorescéncia, deve-se considerar que
dentro do mesmo nivel de energia no estado excitado, pode ocorrer relaxacao
nao-radiativa, denominada relaxacao vibracional (Figura 10). Caso a energia
fornecida seja grande o suficiente para a promocao do elétron a niveis de energia
superiores ao excitado de menor energia, o decaimento desse nivel para o S1 é

denominado de cruzamento intersistemas. Da mesma forma, essa transicéo
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antecede a fosforescéncia, quando ocorre inversao de spin e o elétron passa do
estado singleto excitado para o tripleto excitado. A emissdo de fluorescéncia
ocorre entre o estado singleto excitado e o estado singleto fundamental,
engquanto que a emissao de fosforescéncia ocorre com a inversao de spin do
elétron localizado no estado singleto excitado, sendo transferido para o tripleto
excitado. Todos esses fendmenos mencionados encontram-se descritos na
Figura 10. Um dos parametros empregados para que se avalie a diferenca
energética entre a absorcédo e emissao é denominado deslocamento de Stokes,
representado por Asrt, e é definido como sendo a diferenca entre 0s maximos de

absorcao e emisséo.[78-80]

Estados Excitados Singlete

N & § Cruzamento Intersistemas

Estado Excitado Triplete

§ Relaxagéo Vil i
céo Vibracional
H H
S, H . Ei
S, H b %%
Ty

-]

g Conversio

= - - . A internae X )
w Absorgao Absorgdo Fluorescéncia externa Fosforescéncia

v

4 i Relaxagao Vibracional ¥
S v 4 Ly
0

v 3 \'V\i
v i é

Estado Fundamental

Figura 10: Diagrama de Perrin-Jablonski ilustrando os processos radiativos e ndo-
radiativos bem como as posic¢des relativas dos espectros de absorcéo, fluorescéncia e
fosforescéncia. As linhas continuas e pontilhadas representam processos radiativos, e

as linhas onduladas representam 0s processos nao radiativos. Baseado em [81].

A eficiéncia da absorgéo de luz em um dado comprimento de onda A é
dada pela absorbancia ou pela transmitancia. Um parametro que expressa a
habilidade de dada molécula absorver luz em um determinado comprimento de
onda € denominado coeficiente de absortividade molar €, e pode ser facilmente

obtido atraves da Lei de Lambert-Beer, que considera a concentracao da solucéo
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¢, 0 caminho éptico percorrido [, e a absorbancia no comprimento de onda em

estudo A,[78] Equacéao 1:

A=¢-l-c (1)

As alteracdes em um espectro de absorcdo podem se dar pelo
deslocamento das bandas para maiores comprimentos de onda (batocrémico)
ou para menores comprimentos de onda (hipsocrémico). Quando se descreve a
intensidade dos espectros, denomina-se efeito hipercromico o aumento da
intensidade, enquanto que a reducdo da intensidade é denominada efeito
hipocrémico. Esses efeitos estao ilustrados na Figura 11.

Deslocamento
Hipercréomico

Deslocamento | &I Deslocamento
Hipsocrémico | &1 Batocrémico
T — 7
Deslocamento
Hipocrémico
Maior Menor

Energia | comprimento de Onda (nm) Energia

Figura 11: Esquema representativo acerca das denominagdes empregadas para

descrever mudancas de intensidade e de deslocamento ao longo dos espectros.

A grande maioria dos compostos fluorescentes sdo aromaticos. O
aumento da conjugacao leva a um deslocamento batocrobmico dos méaximos de
absorcéo e emisséo, o que esta relacionado a menor energia nas transicbes  —
m *. A presenca de heteroatomos aumenta a probabilidade de transicbes n —
m*, as quais tém menores coeficientes de absortividade molar do que as

transicbes m — m *.[81-83]

Um parametro importante para investigar a respeito da eficiéncia de
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emissdo de fluorescéncia de dada molécula é conhecido como Rendimento
Quantico de Fluorescéncia Relativo @, e é obtido experimentalmente, a partir
da comparacdo com padrOes existentes na literatura. A obtencdo desse
parametro da-se através das medidas de absorcdo e emissdo da solucéo diluida
da espécie a ser investigada. A importancia de ser uma solucdo diluida esta
associada a exclusdo de fenbmenos paralelos que possam existir em
decorréncia do aumento da concentracdo. A partir dos espectros obtidos,
escolhe-se um corante como padrdo para comparagao, cujas absorcdo e
emissdo devem ter regibes espectrais semelhantes e rendimento quantico
definido. Apés obtencao dos espectros de absor¢do e emissdo, tanto do padrao
quanto da amostra, utiliza-se a Equagao 2 para a obtencdo do rendimento
guantico de fluorescéncia relativo [84-87]:

¢F—A_P.F_A.(”_A)2.¢P 2)

_AA Fp np

Onde A é absor¢cdo no comprimento de onda usado para excitacdo tanto
do padrao (P) quanto da amostra (A), F é a area da curva de emisséo do padréo
P e da amostra A, n € o indice de refracdo dos solventes utilizados e ¢, € 0

rendimento quantico do padréao.

3.4.1. Efeitos que alteram as propriedades fotofisicas

Muitos fatores sdo capazes de afetar tanto a absorcdo quanto a emissao
de fétons de uma molécula, dentre eles a temperatura, a concentracéo, e o
solvente.[83] Em geral, 0 aumento da temperatura leva a perdas de energia sob
forma de calor (ndo-radiativa). Em decorréncia disso, observa-se um decaimento
da intensidade de emissédo radiativa (fluorescéncia) com o aumento da

temperatura.[88—-90]

O incremento da concentracdo pode promover uma nao-linearidade da
Lei de Lambert-Beer, mesmo motivo que faz com que a emissao de fluorescéncia
com o0 aumento da concentracdo ndo seja linear apdés uma concentragao limite.
As interagdes intermoleculares soluto-solvente afetam diretamente os espectros

de absorcéo e emissao. Esse efeito € conhecido como solvatocromismo e esta
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fortemente ligado com a polaridade do solvente, bem como seu efeito sobre os
momentos de dipolo da estrutura, tanto no seu estado fundamental quanto
excitado.[91-94]

Para que se compreenda esse fendmeno, algumas observacdes se fazem
necessérias. Sabe-se que a polaridade do croméforo no estado fundamental e
excitado sao diferentes, conforme ilustra a Figura 12, onde o momento de dipolo
do estado fundamental (uF) e excitado (Ue) estédo representados, bem como uma
ilustracdo da solvatacédo decorrente desses momentos de dipolo. Dessa forma,
solventes com diferentes polaridades possuem diferentes capacidades de
estabilizar/solvatar essas estruturas tanto no estado fundamental quanto no
estado excitado. Assim, quando uma molécula € excitada, seu momento de
dipolo muda, uma relaxagdo do solvente ocorre, solvatando assim a estrutura,
estabilizando-a energeticamente. Por consequéncia, diferencas energéticas sdo
facilmente observadas entre os estados fundamental e excitado, com a variacéo
do solvente. Experimentalmente, observa-se deslocamentos nos espectros de
absorcdo e emissdo de fluorescéncia, aléem de mudancas na forma, como

alargamento ou estreitamento do espectro.[77]
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Figura 12: Efeitos de orientacao eletrénica e relaxacdo do solvente, considerando os
momentos de dipolo do estado fundamental () e do estado excitado (us) da
molécula, com diferentes respostas em termos de energia, conforme solvatacédo da
molécula frente as caracteristicas do solvente. Baseado em [77].

3.5. Sondas ESIPT

A transferéncia protdnica no estado excitado, conhecida do inglés como
ESIPT (excited state intramolecular proton transfer), € um importante processo
gue ocorre em determinadas estruturas capazes de comportar geometricamente
e energeticamente essa transferéncia.[45] Em decorréncia desse fenémeno,
importantes caracteristicas espectrais sdo observadas, e por consequéncia,
importantes aplicacbes a essas estruturas.[48,49,95,96] Dentre as inuUmeras
estruturas capazes de suportar esse processo, estdo o0s heterociclos 2-
hidroxifelilbenzazois, que fazem parte do escopo desse trabalho.[50,97-99] Um
diagrama de Jablonski simplificado, descrevendo o ciclo estd apresentado na
Figura 13 a seguir. Na figura, tem-se representado o0 heterociclo 2-
hidroxifelilbenzoxazol em seu estado fundamental enol 75a. Observa-se que
guando uma energia ideal para que ocorra excitacdo da estrutura € fornecida,
essa é promovida a um estado excitado representado por enol*. A partir dai duas
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possibilidades séo permitidas para a estrutura: a emisséo de fluorescéncia da
forma enol* ou a transferéncia protonica intramolecular no estado excitado.
Quando ocorre essa ultima opcédo, a forma ceto* € formada, representada por
75b. O decaimento radiativo via emissao de fluorescéncia leva a formacao da
forma ceto no estado fundamental, que por transferéncia de prétons retorna a
sua forma enol. Experimentalmente, essa caracteristica promove a essas
estruturas a possibilidade de uma dupla emissao de fluorescéncia, uma mais
energética (enol) e outra de menor energia (ceto), representadas na mesma

figura a direita.[45]

" 4 ESIPT Ceto*
Enol*
n() Ceto*
i C[ >‘: Enol* Y
ABSORC \0 / \\
E EMISSAO [ N\ /
o /
E"hSQ»«O @ f/ \\ / \
2 ! ”‘\ / \‘.\
/ ' Ceto E / \ / \
Enol / \\// \
n() | \
/ \
@c@ | |
W Comprimento de Onda (nm)

Figura 13: Mecanismo de absorcéo de fotons para 2-(benzoxazol-2-il)fenol 75a, bem
como as possiveis emissdes de fluorescéncia, tanto da forma Enol* quanto da forma

Ceto* (75b). A direita um possivel espectro de emiss&o com as formas Enol* e Ceto*.

O processo de absorcédo de fétons, transferéncia de protons no estado
excitado e seu retorno ao estado fundamental com nova transferéncia de protons
trata-se de um ciclo reversivel.[100] Esse fendmeno ocorre gragas a presenca
de um grupo doador de elétrons e um aceptor de elétrons, que tem suas acidez
e basicidade modificados no estado excitado. Apos a excitagdo, a redistribuicdo
de carga eletrbnica da molécula leva a uma maior acidez do grupo doador de
elétrons e uma maior basicidade do grupo receptor de elétrons, ocasionando
assim a transferéncia protonica.[46] Essa redistribuicdo de cargas néo € o unico
fator capaz de promover essa transferéncia de prétons. Essa relocacéo da carga
pode ser facilitada através de interagBes intermoleculares soluto-solvente,

levando a efeitos solvatocromicos importantes e diferentes comportamentos
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espectrais recorrentes das diferentes polaridades do meio.[101-106] Essas
estruturas possuem uma importante caracteristica de promover grandes
diferencas energéticas entre a absorcao e emisséo de fotons, levando a grandes

deslocamentos de Stokes.[47]

Além desse fendbmeno no estado excitado, a transferéncia de carga (do
inglés intramolecular charge transfer — ICT) pode ocorrer no sistema. Esse
fenbmeno € observado quando, no estado excitado ocorre uma drastica
mudanc¢a no momento de dipolo da molécula, levando a uma redistribuicdo de
cargas e por consequéncia uma transferéncia da carga na molécula. O ICT pode
ocorrer a partir do ESIPT, onde a transferéncia de prétons pode gerar um grande
carater de transferéncia de carga na molécula. Em termos praticos, o ICT é
capaz de levar a dupla emissédo de fluorescéncia, assim como o ESIPT, bem
como grandes deslocamentos de Stokes. Na pratica, derivados de heterociclos
2-hidroxifelilbenzazoéis com diferentes substituintes em seus anéis mostraram-se
capazes de promover a transferéncia de carga no estado excitado. Esse fato
torna a discussdo do ESIPT-ICT para heterociclos 2-hidroxifelilbenzazéis mais
substituidos complexa.[105,106]

3.6. Propriedades Espectroscopicas de Agregados Moleculares

O estudo de agregados utilizando a espectroscopia no UV-visivel tem sido
utiizado como uma grande ferramenta para compreensdo de efeitos
solvofébicos bem como de interacfes intermoleculares em dadas caracteristicas
de solvatacéo.[94,107-109] Estruturas com capacidade de formar agregados,
possuem espectros diferenciados quando comparados com 0s espectros de
suas estruturas na forma monomeérica. Isso ocorre uma vez que as interacdes
intermoleculares presentes nos agregados promovem propriedades distintas das

monomeéricas, conforme o empacotamento formado na agregacao.[110-112]

A investigacdo dos agregados de cianinas deu-se inicio com Jelley e
Scheibe que, independentemente, observaram uma anomalia nos espectros de
absorcdo da cianina PIC em agua.[113,114] Para solventes como etanol, o

maximo de absorcdo era deslocado para comprimentos de onda de menor
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energia. Para concentragbes elevadas, esse sinal era novamente observado
com aumento de sua intensidade. Além disso, altos valores de €, bem como alta
emissdo de fluorescéncia com pequeno deslocamento de Stokes foi
observada.[115] Seguidamente, com uma correta interpretacdo, Scheibe
descreveu o fendmeno como uma dessolvatacdo da molécula com
polimerizagcdo da mesma, com modificacdo espectral ocasionada pelo efeito das
moléculas adjacentes. Além disso, observaram uma reversibilidade no

fendbmeno, através da variacdo de temperatura das solucdes estudadas.[116]

Kasha foi um importante pesquisador capaz de desenvolver a teoria
excitbnica para dimeros agregados, uma importante teoria que explica a
formacao de agregados e seu comportamento espectral em decorréncia de sua
formacdo.[112,117,118] Embora toda a explanacgéo seja voltada para dimeros, a
forma mais simples de agregados, sua fundamentagcdo pode ser ampliada para
agregados maiores, como trimeros e oligdbmeros. Como essa aproximacao
considera a molécula como um dipolo pontual, e desconsidera interacées dos
vizinhos préximos para calculos mais especificos é importante valer-se de
modelos mais precisos. Para o caso do presente trabalho, as fundamentacdes

da Teoria de Kasha séo suficientes para a discussao dos resultados.[119,120]

Sob certas condi¢Bes solvatocromicas, o fluoréforo acaba interagindo
preferencialmente entre si na solugcdo, sob forma de agregados.[13] Essas
interacBes decorrem de interacdes solvofébicas com o solvente e levam a dois
tipos de agregados, denominados H e J (de Jelley).[121] Essas duas diferentes
classificagOes estdo relacionadas com a energia apresentada pelos agregados,
com relacdo a forma monomérica da estrutura. A Figura 14 ilustra as
possibilidades descritas e associadas a possiveis modificacdes espectrais. A
diferenca entre esses agregados consiste no arranjo espacial dos momentos
dipolar de transicao da estrutura. Estruturas com momentos dipolares paralelos,
tém suas energias do estado excitado aumentadas. Experimentalmente, isso
leva a deslocamentos do espectro de absorcao para menores comprimentos de
onda (deslocamentos hipsocrémicos), e caracteriza agregados tipo H. Ja para o
caso em que os momentos dipolares de transicdo das estruturas possuem
organizacao do tipo cabeca-cauda, tem-se uma reducéo da energia do estado

excitado, promovendo uma menor energia de absorgéo, e experimentalmente,
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um deslocamento para comprimentos de menor energia do espectro de

absorcéo (deslocamentos batocrémicos).[112,121]

Agregados H Agregados J
A e Estado
] A —#— Excitado
. __ | Estado
Fundamental

— Deslocamento Batocromico

Figura 14: Esquema de arranjo espacial para agregados H (esquerda) e agregados J
(direita), bem como suas diferencas energéticas entre estados fundamental e excitado,
comparadas com o mondmero (centro). Baseado em [119].

Observa-se que diferentes agregados H e J com diferentes angulos entre
0s momentos dipolares de transicao das estruturas e o eixo central da molécula
(a ou angulo de deslizamento) podem ser formados. Experimentalmente, essa
diferenca ocasiona um deslocamento distinto nos espectros de absorcéo para a
banda associada aos agregados justamente pela variacdo energética que essas
interaces intermoleculares sdo capazes de ocasionar no momento de dipolo
resultante do agregado formado. A Figura 15 esquematiza esse fenbmeno
embasado na teoria do exciton molecular.[112] Na figura é apresentado o
diagrama de energia para o monémero, bem como para os dimeros.[122] O
exemplo de diferentes angulos de deslizamento a para uma representacéo
esquematica de uma cianina ilustra os casos. Considerando o angulo de 0°,
temos a condicdo extrema para os agregados J. Angulos entre 0 e 54,7 ° s&o
classificados como agregados J, com diferencas energéticas inferiores as do
mondmero. Acima disso, até o caso extremo de 90°, temos os agregados H, com
uma energia superior a dos mondémeros. A extensao dessa representacao pode
ser validada para agregados contendo mais que duas unidades, como trimeros

e oligbmeros.[119]
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Figura 15: Diagrama de niveis de energia para a estrutura monomerica e seus
agregados, com diferentes &ngulos de deslizamento (a), com representagdo

esquemaética de agregados de cianinas. Baseado em [119]

Além desses possiveis arranjos dos agregados, é necessario considerar
uma torcdo das moléculas. Para o caso mais simples, ilustrado na Figura 16,
superior, tem-se as diferencas energéticas para uma torcdo sobre um dimero,
cuja rotagao ocorre em um eixo central da estrutura. Percebe-se que, quanto
maior essa tor¢ao (8), maior a energia, e agregados H com maior deslocamento
hipsocromico sdo observados. Para o caso de formacdo de agregados com
torcdo, bem como éangulo de deslizamento diferente de 90°, tem-se a
representagcdo inferior na mesma figura. Observa-se que, conforme o0s
momentos de dipolo resultantes, é possivel a formacdo de agregados J e
H.[119,123]
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Figura 16: Diagramas de energia para formacado de agregados considerando rotacéo
torcional das estruturas: na esquerda o angulo 6 varia de 0 a 90°, indicando variacdes
energéticas espectrais para a formacéo de agregados H; e a direita, com angulos de
deslizamento diferentes de 90°, indicando diferentes niveis de energia resultantes,
conforme as resultantes do momento de dipolo dos agregados formados. Baseado em
[119,123].

A importancia do estudo de sistemas autoassociados, onde moléculas
organicas se organizam formando agregados supramoleculares vém sendo
ratificada ao longo do tempo pela ciéncia.[124] A importancia de moléculas
individuais aglomerarem-se formando clusters ou agregados em decorréncia de
suas interacdes intermoleculares € um processo crucial para a existéncia da
vida. A exemplo temos o sistema complexo de proteinas, as cadeias de DNA e
RNA, aminoacidos, e muitos outros casos.[125] Mais recentemente, 0s
agregados tém se mostrado interessantes na area de nanotecnologia,
tecnologias fotoeletronica e fotovoltaica.[124,126-129] A formacdo de

agregados a partir de unidades moleculares é considerada um processo de
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autoassociagdo. Uma das principais caracteristicas em decorréncia da formagéo
dos agregados esta nas caracteristicas espectroscépicas Unicas conferidas aos
agregados, conforme sua estruturacéo, mostrando-se diferentes das estruturas

monomericas.[124]

A formacdo desses sistemas autoassociados requer uma interacao
moderadamente forte entre os mondmeros, de carater ndo covalente e
reversivel. Esse sistema envolve um complexo balanco entre as forcas
intermoleculares, levando em consideracdo repulsdo eletrostatica entre
estruturas com similaridade de carga, atracdo entre ions carregados
opostamente, forcas de van der Waals, interacdes 1, e ligacdo de hidrogénio.
Os agregados sao intimamente relacionados com a concentracao e temperatura:
altas concentracdes levam a um aumento de formacgdo de agregados em
solugéo, enquanto que altas temperaturas levam a uma reducgéo dos agregados

na solucédo, caracteristico de sistemas entrépicos.[130]

A formacéo de sistemas autoassociados pode ser descrita por diferentes
mecanismos: o isodésmico, cooperativo ou anti-cooperativo. A Figura 17 ilustra
esses tipos de auto-organizacdo. Cada modelo descreve uma forma de
crescimento de cadeia no processo que também é conhecido como
polimerizacdo. Para o caso do modelo isodésmico, o processo de polimerizacdo
caracteriza-se por ter apenas uma constante de polimerizacdo, K, para cada
etapa reversivel do processo de organizacdo. Os processos cooperativo e anti-
cooperativo sdo caracterizados por um crescimento nao linear, com uma
constante de equilibrio K2, seguida por uma nucleac¢édo, com outra constante de
equilibrio K, com K#K2. A diferenca entre 0s processos cooperativo e anti-
cooperativo é obtida através da magnitude das constantes de equilibrio:
processos cooperativos caracterizam-se pela tendéncia de formarem agregados
maiores, portanto K2<K; ja 0s processos anti-cooperativos caracterizam-se por
formarem presencialmente dimeros, ou seja, K2>K. Os processos cooperativos
podem ser classificados conforme sua origem. Esses pode ocorrer em

decorréncia de efeitos eletrbnicos, estruturais ou hidrofébicos.[131]
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Modelo Isodésmico

Cooperativo: K,<K
Anti-cooperativo: K,>K

Figura 17: Esquemas representativos dos tipos de polimerizacdo supramolecular.
Acima o modelo isodésmico, onde cada equilibrio é representado por uma constante
de equilibrio K de igual valor. Abaixo, 0 modelo cooperativo ou anti-cooperativo, onde
a auto-organizagao é dada por duas distintas constantes de equilibrio: a constante de

dimerizagéo K; e a constante de nucleagédo K. Baseado em [131]

Quando em solucgéo, a formacdo de agregados-1r pode ser descrita em
termos de equilibrio quimico entre monémeros e agregados. Quando ha mais de
uma espécie de agregados, deve-se considerar multiplos equilibrios no sistema.
Para tanto, diferentes modelos matematicos vém sendo utilizados para
descrever esses agregados. Uma breve descricdo dos modelos é apresentada

a sequir.

3.6.1. Modelo Monémero-Dimero [132,133]:

Trata-se do modelo matematico mais simples. Nesse modelo, considera-se
apenas a formacao de dimeros no sistema, a partir das unidades monomeéricas
das estruturas em estudo. A formagéo dos dimeros pode ser representada pela

equacao de equilibrio 3:

M+ M = Agr (3)

Onde M representa a unidade monomérica e Agr representa 0s

agregados formados sob forma de dimeros. A constante de dimerizacdo para
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esse sistema, representada por K,, € dada por 4, que se relaciona com a
concentracdo de agregados (c,4) € COM a concentragcdo de mondmeros (cZ),

conforme 3:
_ Cagr
KD 2 (4)
M
Considerando o sistema em equilibrio, € possivel descrever as fraces
molares das espécies — monomero (am,,,) € agregado (a,,4-) — através de uma

relacdo da concentracdo dessas com a concentracao total das moléculas (cy),

conforme as equacdes 5 e 6 abaixo:

c
Tmon = T:;n (5)

Aagr = 1—amon (6)

Dessa forma, considerando exclusivamente a formacao de dimeros como
espécie de agregados no equilibrio, pode-se considerar que a concentracao total
nada mais é que o dobro da concentracdo de agregados somado com a
concentracdo de mondmeros no sistema (equacgao 7) Quando se evidencia essa

equacao em funcédo de K, (equacéo 4), chega-se as equacdes descritas abaixo:
cr = angr + cmon (7)

-1+,/8Kpcr+1 (8)

Cmon = 2K,
-1+,/8Kpcr+1
Amon = 7. 9)

4KpcT

— 4Kpcr+1—,/8Kpcr+1 (10)

4KpcT

agr

Outra consideracgédo a ser feita é de que para esse perfil de agregados, 0s

agregados T1r-faces podem ser definidos como:
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2Cagr
gy = 5= 0501~ ) = 0515, 0

O modelo monémero-dimero foi empregado em inimeros estudos sobre
agregados na literatura, incluindo a formacéo de dimeros H de cianinas[30], em

perileno bisimidas [134], merocianinas [135] e ftalocianinas [136].
3.6.2. Modelo Isodésmico ou K Igual [131-133]:

Dentre os modelos onde considera-se a formacao de agregados maiores
gue dimeros, esse € 0 mais simples. Sua simplicidade matematica esta no fato
de assumir apenas um carater dimensional para os agregados formados. A
adicdo de um monémero a qualquer espécie de agregado possui a constante de
Energia Livre de Gibbs igual. Sendo assim, o processo de formacdo de
agregados isodésmicos pode ser representada da seguinte forma, com suas

constantes de equilibrio:

M + M = MZ C2 = K2C12 (12)
M2 + M = M3 C3 == K3C2 = K2K3C13 (13)

E para um sistema com n unidades nos agregados:

Mn—l + M = Mn Cn = Kl'cn_lcl = K2K3 "'Kn—lKncln (14)

Onde c¢;,¢y,¢3,... ¢, SA0 as concentracbes molares dos mondémeros,
dimero, trimeros, etc, e K,,Kj, ..., K, sdo as constantes de equilibrio para a
adicdo de um monémero a mondémeros, dimeros, trimeros, etc. Para o Modelo
Isodésmico, considera-se que:

Ky =K; = K3 = = K, (15)

Dessa forma, para a concentracdo de n-meros c, e concentracao total c,
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tem-se:
¢, = K" 1c,™ (16)

CT = (Cl + 2KC12 + 3K2C13 + + +nKn_1C1n) (17)
Considerando a expanséo da série 1 + 2x + 3x% + -+ nx" 1 = 1/(1 — x)?

para 0<x <1, obtém-se a equacdo abaixo para representacdo da

concentragéo total:

— €1
cr = (1-Kc;)? (18)
Que resolvendo obtém-se:

_ 2Kcp+1—J4Kep+1 (19)

2K2cy

C1

Com as mesmas consideracdes usadas no Modelo Mondmero-Dimero

(equacdes 5 e 6), obtém-se:

_ 2Kcr+1—,/4Kcr+1 (20)

2K?cr?

Aggr =1

Para os agregados T-faces, tem-se que:

Oragr =

2¢3+4c3+6C4+ -+ (2n—-2)cy, (21)
2ct

Ajustando a equacgao acima, e em funcao de K e cr temos:

1—
2K

_ _ 2KcT+ 4Kcr+1
A agr = Kc, = cr (22)

O numero do tamanho médio dos agregados ou a média do niumero de

mond&meros por agregados N pode ser calculada pela equacgao:
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c1+2cy+3c3+-+ncy

N==L-=

CN c1t+cy+c3++Cpy

(23)

Considerando a equacgdo 7 e com a expansao da série 1 + 2x + 3x2 + - +

nx" =1/(1 — x), cy pode ser expresso como:

CN = Cl(l + KC12 + K2C13 + -+ K‘I‘L—lcl‘n—l) = 1 CI;C ) (24)
- 1

Considerando a equacgéao 8, N pode ser calculado como:

cr  cr(1—-Kcq) 2K?cp? 1+./4Kcp+1
N== o — K| =" (25)
CN cq1 cr(2Ker+1—,/4Kcp+1 2

Além do mais, a média ponderal do tamanho de agregados N, € dada
como:

cp c1+4cy+9c3+-- +n C
NP — ' 2 3 n (26)

cr c1+2c+3c3++ncy

Colocando a equacao acima em funcao de ¢, temos:

_1+K
= K? J4Kcr +1 (27)

O emprego do modelo isodésmico na literatura foi apresentado para
perilenos [132,137] e bis(merocianinas) [138].

3.6.3. Modelo Isodésmico Modificado ou K»>-K [131-133]:

Esse modelo trata-se de uma adaptacdo do modelo descrito acima, 0
isodésmico, justamente para ajustar os dados experimentais aos tedricos de
forma mais precisa. Esse modelo considera que as interagdes Tr-face ocorrem
de forma diferente quando monOGmeros interagem com mondmeros e
mondmeros interagem com dimeros, em decorréncia de diferencas estéricas na

estrutura. Nesse caso, considera-se que K, # K; = - = K, = K. Define-se a
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constante p = K, /K, e obtém-se a equacao:

C‘l’l = Kan_chn 28

—(1— _Pa
cr=0—-p)c; + Tke)? 29

A Figura 18 mostra, a partir de dados tedricos, o perfil das curvas
considerando diferentes valores de p, e por consequéncia, os perfis para
diferentes tipos de interagdes. Nesse modelo, p indica o quéo facil ou dificil € a
formacdo de dimeros, em comparacdo com as espécies poliméricas. Para
sistemas onde p > 1, o0 processo € descrito como anti-cooperativo, ou seja, a
constante de dimerizacdo é muito maior do que a constante de agregacao
subsequente, e a formacado de agregados mais extensos € suave. Quando p —
o, K = 0, ocorre uma tendéncia de aproximacao a representacdo onde ocorre
um equilibrio mondédmero — dimero, indicando que a formacdo de dimeros €&
dominada na formacdo de agregados. Para p = 0, tem-se 0 processo hao-
cooperativo, tornando o modelo idéntico ao Isodésmico. Para p «< 1, a equagao
descreve um processo cooperativo, onde o processo de nucleacdo é envolvido
na formacado de agregados. Considerando que p = K, /K, com os valores de p e

K obtidos € possivel obter a constante de dimerizagéo K2.[131]
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Figura 18: Gréfico relacionando concentragdo de monémero e concentracao total das

espécies para diferentes valores de p, conforme modelo isodésmico modificado.

O modelo isodésmico modificado foi empregado para estruturas como
esquarainas [139], perilenos [140] e bis(merocianinas) [138].

Além dos modelos descritos acima, outros modelos foram propostos,
como a exemplo o K Atenuado e o Modelo Global, onde consideram-se outras
constantes de dimerizacdo e formacdo de agregados em decorréncia de
diferentes consideracdes acerca da formacdo dos agregados, mas ndo serao
abordados no presente trabalho.[133,141,142].

3.7. Sensores Fluorescentes

Com relacdo ao processo de emissdo de fétons via fluorescéncia,
inUmeros parametros sdo capazes de influenciar em sua emissao, através de
interacbes dos compostos em seu estado excitado com o ambiente proximo.
Esses parametros sdo a polaridade do meio, existéncia de ligacbes de
hidrogénio, pH, presenca de ions, potencial elétrico aplicado no meio, pressao,
viscosidade do meio, temperatura, presenca de supressor. Essas interacdes sao

capazes de fornecer informacfes especificas para investigacbes sobre o
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microambiente do composto, conforme ilustrado na Figura 19.[143]

Polaridade 4

Ligacao de
Hidrogénio

h

Potencial
Elétrico

Fluorescéncia

)/—.

Pressao

Temperatura Viscosidade

Figura 19: Esquema relacionando a emissao de fluorescéncia com diversos

parametros capazes de influenciar na emissdo de fluorescéncia.

O uso da fluorescéncia como ferramenta de detec¢@o quimica vem sendo
investigada, seja pela detec¢éo de ions, mudancas de pH ou na deteccdo de
analitos como aminas, aminoacidos, agucares, tiois, etc. Entre as formas de
operacao dos sensores fluorescentes temos: a) reacao reversivel do analito com
o fluoréforo, como por exemplo em sensores de pH e reacfes de protonacao e
desprotonacdo; b) ligacdo reversivel do fluoréforo com um analito,; c)
substituicdo de um fluoréforo por um analito em um complexo, sendo uma
estratégia de reconhecimento de unidades especificas e unidades sinalizadoras;
d) supressao colisional de um fluoréforo por um analito; €) derivatizacédo, onde
uma reacao irreversivel entre um analito com um reagente levando a um
composto fluorescente.[144] A Figura 20 esquematiza esses processos de uso

da fluorescéncia como técnica de detec¢ao quimica.
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Figura 20: Esquematizacdo mostrando as formas de operacdo de sensores

fluorescentes. Baseado em [144].

As cianinas tém se mostrado bons indicadores de pH conforme a
literatura.[58,145,146] A Figura 21 ilustra diferentes cianinas. Observa-se que
dependendo de suas estruturas, diferentes pKas séo observados (estruturas 76
a 79), sendo que para a estrutura 80, observa-se duas varia¢des: uma para faixa
acida de pH com emisséo de fluorescéncia no vermelho, e outra para faixas

basicas de pH, com emissao de fluorescéncia verde.
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Figura 21: Exemplos de cianinas e seus diferentes pH ou pKa.

Comercialmente existem diversas cianinas para imageamento celular.
Conforme produtos fabricados pela Invitrogen, destacam-se o diacetato de
fluoresceina 81, na Figura 22 (FDA F1303), com diversas possibilidades de
desprotonacao/protonacédo da estrutura. O FDA tem sua absorcdo aumentada
com o aumento do pH (Figura 22A), enquanto que seus espectros de emissao
mostram um incremento de fluorescéncia com o aumento do pH (Figura 22B).
Além disso, hd o SNARF 82, reativo com aminas e tiois, usado como sensor de
pH e marcador celular, com monitoramento de pH por um longo periodo, contém
clorometila em suas substituicdbes 5 ou 6 (Figura 22C). Um exemplo de sua

aplicacéo esta no imageamento de neutrofilos humanos (Figura 22D).[147]
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Figura 22: Estruturas de ressonancia da fluoresceina diacetato 81 (FDA F1303) e
seus espectros de absorcédo (A) e emisséo (B) variando o pH; e em (C) estruturas do

SNARF 82 e seu uso em imageamento celular em neutréfilos humanos (D).[147]

3.8. Sondas de Proteinas

Nas proteinas trés aminoacidos sdo responsaveis pela sua fluorescéncia
intrinseca: a fenilalanina, tirosina e triptofano. Esses aminoacidos sao
relativamente raros nas proteinas, e no caso o triptofano esta presente em
aproximadamente 1% em mol de uma estrutura proteica. Essa dominéancia da

emissao de fluorescéncia é explicada pelo fato de que o triptofano absorve em
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comprimentos de onda maiores e, a energia absorvida pela fenilalanina e tirosina
acabam sendo transferidas para os residuos de triptofano na mesma proteina.
Suas emissdes ocorrem aproximadamente em 282 nm para a fenilalanina, 303
nm para tirosina e 350 nm para triptofano. Para o triptofano observa-se uma
grande sensibilidade ao ambiente local,[148] seja através de transicbes
conformacionais, associacdes, ligacdoes a substratos ou desnaturacéo

proteica.[149]

A supressao da fluorescéncia de proteinas € observada através da adicédo
de um supressor ao sistema.[150] Esse decréscimo pode estar associado a
fenbmenos como reacfes no estado excitado, rearranjos moleculares,
transferéncia de energia, complexos formados no estado fundamental e
supressdo colisional, esse Ultimo, também conhecido como supressao
dindmica.[151,152] Tanto a supressao estatica quanto a dinamica requerem
contato entre fluoroforo e supressor. Para a situagcdo em gque ocorre supressao
colisional, o supressor precisa se difundir para o fluoréforo durante o tempo de
vida do estado excitado. Para a supressao estatica, um complexo € formado
entre supressor e fluoroforo, sendo esse complexo nao-fluorescente. A
supressdo de fluorescéncia do triptofano pode se dar através de adicdo de
supressores externos ou até mesmo de grupos proximos da propria

proteina.[151]

As albuminas séricas sdo as proteinas de maior abundéancia no plasma
sanguineo, além de exercerem importantes funcgdes. S&o consideradas
proteinas carreadoras, capazes de se ligarem a ions como K*, Na* e Ca?*, acidos
graxos, hormdnios, bilirrubina, tiroxina, farmacos. Dessa forma sé@o responsaveis
pela pressao osmotica, transporte de horménios, controle de pH, entre outros.
Na literatura, inGmeras investigacbes acerca das albuminas séricas bovina
(BSA) e humana (HSA) vem sendo apresentadas.[153] O estudo de suas
interacdes com estruturas fluorescentes ou ndo, e farmacos vem sendo bastante
investigada, utilizando técnicas espectrofotométricas de absorcdo e emisséo de
fluorescéncia, principalmente. [154-157] Além disso, técnicas como dicroismo
circular, fluorescéncia sincronizada e tempo de vida também vem sendo

empregadas.[158]
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As cianinas em especial, possuem propriedades interessantes de absor¢ao
e emissdo de fluorescéncia e suas caracteristicas frente & BSA vem sendo
apresentadas na literatura.[124,125,157] Tipicamente essas estruturas s&o
insollveis em agua, e quando ha formacéo de agregados do tipo J, sua emissao
de fluorescéncia é bastante reduzida. Artigos tém mostrado uma importante
caracteristica desses corantes que, quando em presenca de BSA possuem um
acréscimo das intensidades de emisséao de fluorescéncia em decorréncia das
interacOes favoraveis entre cianinas e BSA, desfavorecendo a presenca de
agregados no sistema.[15,16] Além disso, estudos envolvendo a ligagédo quimica
de cianinas com proteinas, bem como o estudo apenas de intera¢des através de
ligacdes ndo-covalentes vém sendo apresentados. A exemplo de cianinas, tem-
se as gue contém o grupo succinimidil éster (Figura 23).[18,63,159-161] Essas
sdo frequentemente utilizadas na deteccdo de proteinas, através de ligacbes

covalentes com as aminas das proteinas.

Figura 23: Exemplos de cianinas com grupos succinimidil éter para ligacao covalente

com aminas presentes em proteinas. [19]

O estudo da associacdo de corantes com albuminas através de
espectroscopia de emissdo de fluorescéncia vem sendo largamente discutida.
Trata-se de um método simples e rapido, onde é possivel investigar as ligagdes
nao-covalentes entre a proteina e o soluto em estudo.[162] O processo fotofisico
de supressédo de fluorescéncia trata-se de um fendmeno de desativacdo da
molécula de seu estado excitado, onde a presenca de uma outra estrutura

(supressor S), quando em contato com o fluoréforo em seu estado excitado (F*)
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€ capaz de promover desativacdo do estado excitado de forma nédo-radiativa.
Esses fenbmenos fotofisicos podem ser: colisdo com &tomo pesado,
transferéncia de elétrons, formacdo de excimeros, formacdo de exciplexos,
transferéncia de protons ou transferéncia de energia.[163] O Esquema 12 ilustra
esse fenbmeno e suas constantes envolvidas. Quando o fluoréforo (F) € excitado
(F*), em presenca do supressor (S), esse pode ser desativado, representado
pela constante Kwv, que representa o somatério das constantes de desativagéo
radiativos e ndo radiativos possiveis, ou pode formar “produtos” com uma
constante kq, que representa a constante observada do processo bimolecular,
que leva a relaxacao do fluoréforo F.[148,164]

- "produtos”

hv| | kn=1/7)

F + S
Esquema 12: Representacdo esquematica do fluoréforo sendo excitado e da possivel

relaxacao via forma radiativa ou ndo-radiativa, representada por km, ou através da
formacgao de “produtos” e supressao de fluorescéncia, através de k,. Baseado em
[165].

A supressao de fluorescéncia do fluor6foro pode ocorrer de diferentes
formas, dependendo da disponibilidade do supressor frente ao fluoréforo quando
no estado excitado.[166] Em situacdes que ha grande concentracao de
supressor S no sistema quando o fluor6foro encontra-se no estado excitado,
existe uma grande probabilidade da distancia para que ocorra a supressao de
fluorescéncia seja efetiva. Isso leva a supressao chamada estética. Quando o
supressor S se encontra em baixa concentragdo no momento em que o fluoréforo
encontra-se no estado excitado, com uma distancia adequada para que a
supresséao ocorra, o fenbmeno é conhecido como supressdo dinamica, e pode
ser influenciado por efeitos de difusdo. Uma terceira possibilidade, conhecida
como transferéncia de energia ndo-ressonante a longa distancia, ocorre quando
0 supressor se encontra em baixas concentra¢cdes no sistema, e por questdes

de tempo de vida curto do fluoréforo ou do meio viscoso, a distancia efetiva para
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gue ocorra a transferéncia de energia é grande.[77,167—-169]

No que diz respeito a supressao de fluorescéncia de proteinas, a equacao
de Stern-Volmer (30) usada para supressao dinamica, adéqua-se para muitos
casos. A equacdao, onde F, e F séo a fluorescéncia da proteina sem e com o
supressor de concentragdo [S] no sistema, respectivamente, nos fornece a
constante kg, conhecida como constante de Stern-Volmer.[170] Essa constante
nada mais é do que o produto entre o tempo de vida da proteina na auséncia de

supressor t,, € a constante de velocidade k,, que nada mais é do que a

constante de supressao bimolecular (31).

E:1+ksv[5]:%0

L (30)

kSV = Tqu (31)

Experimentalmente, o grafico seguindo a equacédo de Stern-Volmer nos
fornece informacdes sobre o tipo de supressao bem como a capacidade de dado
supressor suprimir a fluorescéncia da proteina.[152] Gréficos lineares nos dizem
gue a supressdo decorrente da interagcdo proteina e supressor € do tipo
dindmica. A inclinacdo da reta nos fornece o valor de kg, para o sistema em
questdo.[150] Considerando que alguns sistemas experimentais nao
apresentam linearidade quando se utiliza a equacdo de Stern-Volmer,
adaptacdes da equacao foram realizadas para que se considerassem efeitos de
supressao estaticos, que podem ocorrer concomitantemente com a supressao
dindmica, e s&o observados com um desvio crescente dos valores
experimentais. Uma das possibilidades € incluir a equacao de Stern-Volmer um
termo linear que diz respeito aos efeitos de supresséo estaticos, conforme a
equacao abaixo, onde Kp € a constante de supressédo dinamica (ksv) e Ke é a

constante de supressao estatica [171].
2= (1+Kp[SD)(1 + Kg[SD (32)

Que também pode ser representada da seguinte forma:

% =1+ (Kp + Kp)[S] + KpKg[S]* (33)

Considerando que para cada valor de fluorescéncia em dada
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concentracéo de supressor existe uma constante aparente denominada Kap, tem-

se que:

Kap = |2 = 1| 5 = (Ko + Ke) + KpKe[S]  (34)

Onde, com base na equacao 5, a partir de graficos de Kap versus [S] é
possivel obter os valores de Kp+Ke e KpKe. Resolvendo o sistema € possivel
encontrar os valores de constante de supressao dinamica e estatica. Além disso,
uma outra forma de considerar efeitos de supresséo estatica, é acrescentando a
equacao de Stern-Volmer um termo que leva em consideragcdo o modelo de
esfera efetiva de supressao [172,173]. Para isso, um fator exp(N,Vs[S]) €

adicionado a equacéao:

% = (1 4 Ky [S]exp(VsN,[S]) (35)

Onde na equacéo 35, Vs representa um elemento de volume ativo que
cerca o fluoréforo excitado, onde a supressdo € efetiva. Nesse volume,
considera-se que o supressor esteja em contato com o cromoforo em questéo.
A partir desse volume é possivel obter o raio da esfera de ativacdo, utilizando
uma forma simples de volume de esfera, que nos diz a distancia entre o

fluoréforo e supressor em que a supressao seja efetiva [172].

Além dessas informagdes acerca dos fendmenos de supressédo de
fluorescéncia que podem ser obtidos através da analise de espectros de
fluorescéncia da proteina em presenca de supressor, uma analise acerca do
fenbmeno de adsor¢éo e dessorcdo do supressor na proteina pode nos levar a
informacdes de constante de ligagdo bem como o numero de sitios equivalentes
da proteina, ou o numero de moléculas que interagem simultaneamente com
cada sitio da proteina.[166] Assim, considerando um soluto (para o caso do
presente trabalho, o supressor) interagindo com uma proteina, o processo de
adsorcdo do soluto nos sitios livres da proteina pode ser representado pela

equagao:
S + sitios livres > Sp (adsorgéo)

Sp > sitios livres + S (dessorc¢ao)
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Onde S € o soluto livre e Sp € 0 soluto ligado.

Cada molécula de proteina possui n sitios equivalentes e, quando em
dada concentracdo de proteina Po uma certa concentragdo de soluto So é
adicionada, uma fracdo de sitios 6 é ocupada. Considerando que ndo ha
mudancgas conformacionais nesse processo, 8 pode ser descrito como:

P (38)

FO-F

0 =

Onde F° é a fluorescéncia da proteina sem o supressor/soluto, F é a
fluorescéncia da proteina em dada concentracéo de soluto e F~ € a fluorescéncia
da proteina saturada de soluto/supressor. Nesse processo, pode-se definir a

constante de ligacdo K como:

K=%=___bbol__ (39

k_ [S][sitios livres]

Onde K é dada em termos de concentracao de sitios livres da proteina. K
€ considerado como uma definicdo universal da constante de ligacdo e
independe do numero de sitios N da proteina.[174] Além disso, a constante de
ligacdo pode ser expressa em termos de fracdo média de sitios de proteina

ocupados por soluto (8), onde,
[S,] = 6n[P°] (40)
[S]=[S°] — 6N[P°] (41)
[sitios livres] = (1 — O)N[P°] (42)

Assim, a equacao pode ser reescrita como:

0
K= ([S9]1-6N[P°])(1-6) (43)

Rearranjando a equacdo, e considerando P° constante, podemos defini-

la da seguinte forma:

(1-6)P° ~ 6PO—nK

1 KSo (44)

O logaritmo da equacéo nos fornece outras informagdes. Considerando
gue praticamente todas as moléculas de soluto no sistema estao interagindo com

os sitios da proteina, e que F°>>F~, a equacdo em funcdo de 6 se resume em:
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) FO-F FO-F
5 = KIS0l » —— = K[S;]"™ = log [(F—)] = logK +m -log|[S,] (45)

Onde m representa a ordem de reacdo. A sua forma logaritmica nos
fornece o valor de K e m, onde m representa o0 nimero de moléculas S que

interagem simultaneamente com cada sitio.

Para esses estudos é importante considerar o efeito do filtro interno. Esse
efeito ocorre uma vez que ao sistema € adicionado um outro componente capaz
de absorver no mesmo comprimento de onda em que a proteina absorve e

emite.[175,176] Tal correcéo da-se pela equacéo:

Fcorr — Fobslo(Abs exc+Abs em)/2 (46)

Onde F,,,, é a fluorescéncia corrigida, F,,s € a fluorescéncia medida,
Abs exc é a absorbancia da proteina no comprimento de onda de excitagdo do
soluto, e Abs em é a absorbancia da proteina no comprimento de onda de

emissao do soluto.
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4. Resultados e Discusséao

4.1. Sintese das Estreptocianinas

Para a obtencdo das estreptocianinas, inicialmente sintetizou-se o0s
precursores 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzazois 86-88, conforme o Esquema
13, através da reacao de ciclizacéo etilizando-se APF, entre o acido 5-amino-2-

hidroxibenzdico 85 e a anilina correspondente 68-70.

COOH
OH X 1)APF 195 °C, 4h
+
2) NaHCO;
H,N H,N
85 68: X = OH 86:Y =0 (69%) NH2
69: X = SH 87:Y=S (56%)
70: X = NH, 88: Y = NH (52%)

Esquema 13: Esquema de obtencado dos 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzazoéis 86 a 88.

O Esquema 14 apresenta uma proposta para 0 mecanismo de sintese do
2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol 86. A sintese ocorre através da reacéo
entre o acido 5-amino-2-hidroxibenzéico 85, que protonado sofre ataque na
carbonila do grupo carboxila pelo &cido polifosférico 89, gerando 90. Em
decorréncia do meio &cido, o o-aminofenol 68 é protonado e o par de elétrons do
oxigénio fendlico ataca a carbonila de 90, levando a estrutura 91, que em
equilibrio, sofre migracao acilica (93) e cicliza, formando o 2-(5-amino-2’-
hidroxifenil)benzoxazol 86.[177]
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Esquema 14: Mecanismo de obtencdo do 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol 86.

Baseado em [177].

Com o uso dos 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzazois 86 a 88, obteve-se as
estreptocianinas 19 a 27 apresentadas no Esquema 15. Para tanto, iniciou-se
com a sintese do reagente de Vilsmeier-Haack utilizando POCls e DMF. A seguir,
adicionou-se a cicloexanona correspondente 94a a 94d para formilagdo. Na
sequéncia, ocorreu a adicdo de 86-88 em etanol. O produto precipitou no meio,
com coloracdo bastante intensa variando entre azul escuro e verde escuro
iridescentes (Figura 24). A coloragdo dos sdlidos finais, bem como a de
iridescéncia € uma caracteristica presente em corantes do tipo polimetinicos. As
estreptocianinas foram purificadas com lavagem usando soxhlet e apresentaram
bons rendimentos, acima de 57%.

Observou-se uma variacdo da solubilidade conforme o heteroatomo
presente no heterociclo, bem como a natureza das cetonas utilizadas. Os
derivados contendo oxigénio como heteroatomo apresentaram-se mais solUveis
que os demais. Com relagdo a cetona, observou-se que derivados nao
substituidos apresentaram baixa solubilidade quando comparados com as
cetonas substituidas. Dentre os substituidos, os que apresentaram etila como

substituicdo R (Esquemal5) mostraram-se 0os menos solluveis.

54



1.94aa94d -85-95°C - 2h
2. 86 a 88, etanol - 75 °C - 1h

cr

HO OH
o]
N NT Nt N
| |
R
19:Y=0,R=H (71%), 20: Y = O, R = Me (57%),
21: Y =0, R = Et (77%), 22: Y = O, R = tg, (75%),
23:Y=S,R=H (66%), 24: Y = S, R = Me (72%),
25:Y =S, R=Et(89%), 26: Y =S, R = tg, (87%),
27: Y = NH, R = H (75%)
o HO
CL
)
© Y
R .v=n NH2
94a:R=H 94b:R=Me gg;z:g
94c: R=Et 94d:R=tg, 88: Y = NH
Esquema 15: Estreptocianinas 19 a 27 sintetizadas a partir dos aminobenzazois 86-

88.

Figura 24: Fotos das estreptocianinas 20 e 26, apresentando coloracdo azul a verde

iridescentes.

A formilagdo das cetonas 94a-94d, deu-se a partir do reagente de
Vilsmeier-Haack. A reacdo ocorre através da adicao de cloreto de fosforila em
DMF, sob banho de gelo devido a reacédo exotérmica, seguido de agitacdo a
temperatura ambiente. Ao reagente de Vilsmeier-Haack 59 adiciona-se a cetona
correspondente 94a-94d e a reacdo é mantida sob refluxo. O mecanismo esta

descrito no Esquema 16. A cicloexanona 94a, apés um equilibrio ceto-enol, tem
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seu par de elétrons da dupla ligacdo da forma enol atacando o carbono do ion
iminio do reagente de Vilsmeier-Haack 59, formando o intermediario 95.
Seguidamente, a desprotonacédo de 95 e rearranjo leva ao intermediario 96, que
por sua vez, o par de elétrons da cetona ataca novamente o carbono do ion
iminio de 97, levando a 98. Esse intermediario perde H* e CI, levando a um
rearranjo formando 99. Esse Ultimo perde um préton e forma uma ligacdo sp?
(100). Mais uma vez, o par de elétrons da dupla ligacéo ataca o carbono do ion
iminio 95, levando ao intermediario 101. Através de um rearranjo que ocorre
apos o ataque do ion cloreto, forma-se 102, que acaba liberando DMF e
formando 103. Esse, pode sofrer hidrdlise liberando dimetilamina e formando o

intermediério diformilado desejado 104.
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Esquema 16: Mecanismo de formilacdo da cicloexanona 94a. Baseado em [178].

Devido a instabilidade de 104, a formacdo da estreptocianina procede
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seguidamente, com a adicdo da amina correspondente, que no caso do
Esquema 17, exemplifica o  mecanismo para  2-(5-amino-2’-
hidroxifenil)lbenzoxazol 86 para a obtencdo da estreptocianina 19. A reacéo
ocorre sob refluxo e da-se através da aminacao redutiva que ocorre entre 104 e
86. Na primeira etapa a carbonila fendlica de 104 é protonada e acaba tornando-
se susceptivel ao ataque do par de elétrons do nitrogénio da amina de 86,
formando o intermediario 105. A troca protonica leva a 106 e ocorre a perda de
agua apos o rearranjo de cargas. O par de elétrons de outra unidade de 86 ataca
o carbono eletrofilico de 107. Novamente, a captacdo do préton da amina pela
hidroxila ocorre em 108 seguido de perda de agua (109) formando a
estreptocianina 19.
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Esquema 17: Mecanismo proposto para a formagéo da estreptocianina 19.

Para auxiliar na elucidacao estrutural das estreptocianinas, comparou-se
com os espectros das aminas precursoras. Em ATF-d (acido trifluoroacético
deuterado) nédo foi possivel observar os hidrogénios fendlicos e o grupo amino,
gue sao observados em solventes como cloroformio e DMSO. Observa-se na
Figura 25 superior, o espectro de *H-RMN. Em 8,48 ppm observa-se um dubleto
com acoplamento de 2,8 Hz, atribuido ao acoplamento meta do hidrogénio He'.
Entre 7,85 ppm e 7,80 ppm observa-se um multipleto associado a 3 hidrogénios
(H4, H7 e He). Entre 7,74 ppm e 7,66 ppm um multipleto com area associada a
dois hidrogénios, onde é possivel inferir a presenca de acoplamentos orto de 7,2

Hz e 8,8 Hz, relacionados aos hidrogénios Hs e He. Em 7,39 ppm ha um dubleto
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com area relacionada a um hidrogénio e acoplamento orto de 9,2 Hz, indicando
associacdo com Hz.Com relacédo ao espectro de *C-RMN (APT), na Figura 25
inferior, observa-se 7 sinais associados aos carbonos C-H e seis sinais positivos

associados a carbonos quaternarios da estrutura.
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Figura 25: Espectro de 'H-RMN e de *C-RMN (APT) em TFA-d para 86.

O espectro de 'H-RMN de 19 em TFA-d esta apresentado na Figura 26.
Observa-se na regiao dos alifaticos em 2,06 ppm dois hidrogénios, e 2,72 ppm
quatro hidrogénios que sdo associados aos hidrogénios ¢ e b. Ja em 7,43 um
dubleto referente aos dois hidrogénios Hz com Joro = 9 Hz. Em 7,77 ppm tem-se
um multipleto dos seis hidrogénios Hs, He € Ha; e em 7,90 ppm outro multipleto,
que corresponde a quatro hidrogénios (H4 e H7). Em 8,30 ppm, como singleto,
encontram-se dois hidrogénios He, enquanto que em 8,75 ppm h& um singleto

relacionado aos dois hidrogénios olefinicos Ha. Quando comparado com o
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espectro de 86, vé-se que a formacéo da ligacao carbono-nitrogénio leva a um

deslocamento dos sinais dos hidrogénio proximos, em especial o He e 0 Ha'.
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Figura 26: Espectro de 'H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 19.

Com relacdo ao espectro de **C-RMN (APT) para 19, na Figura 27,
observa-se em 19,56 e 24,23 ppm os sinais relacionados aos carbonos b e c.
Os demais carbonos aromaticos e alifaticos encontram-se entre 107 ppm e 162
ppm. A partir do comparativo com o espectro do precursor 28, foi possivel
identificar em 149,90 ppm o carbono a. Além disso, esté destacado todos os 16

sinais relacionados aos carbonos aromaticos e olefinicos da estrutura, entre 162

e 107 ppm.
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Figura 27: Espectro de *C-RMN (APT — 75,4 MHz) em TFA-d para 19.
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Para a estreptocianina 20 (Figura 28) o espectro de H-RMN mostra em
1,30 ppm um dubleto, de acoplamento de 6,4 Hz, associado a trés hidrogénios
H:. Em 2,22 ppm sinal alargado, relacionado a 1 hidrogénio, o Hc. Em 2,36 ppm
e 2,91 ppm ha dois multipletos, cada um associado a dois hidrogénios, sendo
esses 0s hidrogénios diastereotdpicos (axial e equatorial) Hp. J& na regido dos
aromaticos, observa-se um dubleto associado a dois hidrogénios Hz em 7,52
ppm, com acoplamento Jorto = 9,2 Hz. Em 7,86 e 8,00 ppm estéo dois multipletos
associados a seis hidrogénios (H4, H7 e Hs4) e quatro hidrogénios (Hs e He),
respectivamente. Em 8,37 ppm encontra-se um dubleto relacionado a dois
hidrogénios He com acoplamento meta de 2,4 Hz. Em 8,83 ppm um singleto

associado a dois hidrogénios Ha.
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Figura 28: Espectro de 'H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 20.

Através do *C-RMN (Figura 29) verifica-se na regido dos alifaticos sinais
em 21,16 ppm do Cre 28,22 ppm do Cc, enquanto que em 33,51 ppm um sinal
positivo associado ao Cp. Além disso, na regido dos aromaticos ha 8 sinais
relacionados aos carbonos do tipo C-H, onde em 151,49 ppm, por comparacao

com o espectro do precursor, associa-se o carbono Ca, e outros 8 sinais
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positivos, associados aos demais carbonos do tipo quaternarios na estrutura.
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Figura 29: Espectro de *C-RMN (APT - 100 MHz) em TFA-d para 20.

Para 21 o espectro de *H-RMN (Figura 30) mostra em 1,12 ppm um tripleto
de acoplamento de 7,2 Hz, relacionado aos trés hidrogénios Hg, em 1,64 ppm,
um quintupleto, com acoplamento de 7,2 Hz, associado aos dois hidrogénios Hs.
Em 1,97 observou-se um sinal alargado relacionado a um hidrogénio Hc. Em 2,36
ppm e 2,97 ppm, os multipletos, com &rea proporcional a duas unidades,
associados aos hidrogénios Hp. Ja na regido dos aromaticos, em 7,52 ppm ha
um dubleto com acoplamento orto de 9,2 Hz, atribuido a dois hidrogénios Hs.
Em 7,83 ppm ha um multipleto referente a 6 unidades: Hs, H7 € H2. Em 7,99 ppm
um outro multipleto, com 4 hidrogénios: Hs e He. Em 8,37 ppm h& um singleto
referido a dois Hs, e seguidamente em 8,83 ppm, um singleto indicativo de dois

Ha na estrutura.
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Figura 30: Espectro de 'H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 21.

Para o espectro de RMN de carbono de 21 (Figura 31) observa-se em
11,89 ppm e 34, 93 ppm dois sinais associados a Cq e Cc, respectivamente. Em
29,60 e 31,40 ppm tem-se dois sinais positivos relacionados aos carbonos Cr e
Ch, respectivamente. Na regido dos aromaticos ha 8 sinais associados a
carbonos do tipo C-H da estrutura, onde atribui-se em 151,43 ppm o carbono Ca.
Além disso, os demais 16 carbonos sdo observados com o0s 8 sinais positivos

evidenciados no espectro.
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Figura 31: Espectro de **C-RMN (75,4 MHz) em TFA-d para 21.

Para 22, o espectro de *H-RMN (Figura 32) mostra que em 1,22 ppm esta
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um singleto associado a nove hidrogénios Hg. Em 1,90 ppm ha um multipleto
alargado, com &rea proporcional a um hidrogénio, associado ao Hc. Em 2,51 ppm
e 3,57 ppm ha dois multipletos, cada um correspondente a dois hidrogénios,
associados aos 4 hidrogénios diastereotopicos Hp. Para os aromaticos, em 7,61
ppm encontra-se um dubleto com acoplamento orto de 8,9 Hz atribuido aos dois
hidrogénios Hsz. Entre 7,52 ppm e 8,08 ppm ha dois multipletos correspondente
a 10 hidrogénios: Ha, Hs, Hs, H7 e He. Em 8,44 ppm h& um singleto relacionado
aos dois hidrogénios He e em 8,92 ppm o singleto relacionado a dois hidrogénios
Ha.
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Figura 32: Espectro de 'H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 22.

Para o espectro de 3C-RMN (APT) de 22, na Figura 33, observa-se na
regido dos alifaticos dois sinais em 27,88 ppm e 43,82 ppm, relacionados aos
carbonos Cq e Cc, além de dois sinais positivos em 27,32 ppm e 33,80 ppm,
relacionados aos carbonos Ct e Cp. Na regido dos aromaticos, observa-se 7
sinais relacionados a 16 carbonos do tipo C-H, sendo que em 151,35 ppm
associa-se ao carbono Ca, além de 8 sinais positivos, relacionados a 15 carbonos

guaternarios presentes na molécula.
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Figura 33: Espectro de *C-RMN (100 MHz) em TFA-d para 22.

Com relacao ao precursor 87, a Figura 34 mostra o espectro de RMN de
hidrogénio e carbono em TFA-d, para fins comparativos com os seus derivados
apresentados seguidamente. Observa-se que nesse solvente ndo se observam
0s sinais relacionados ao hidrogénio fendlico nem aos hidrogénios da amina. Na
regido dos aromaticos, em 7,38 ppm observa-se um duplo dubleto com
acoplamentos orto e meta de 5,6 Hz e 9,2 Hz associados a um hidrogénio Hs.
Entre 7,10 ppm e 7,82 ppm tem-se dois multipletos relacionados a 3 hidrogénios
da estrutura: Ha, H7 e Hz. Entre 8,04 ppm e 8,13 ppm tem-se dois multipletos
cujo acoplamento apresentado € tipo orto com valor de 8,05 Hz, relacionado aos
hidrogénios Hs e Hs. Em 8,22 ppm tem-se o multipleto de um hidrogénio, o He.
Com relacéo ao espectro de APT mostrado na figura, espectro inferior, observa-

se 7 sinais associados aos 7 carbonos do tipo C-H da estrutura.
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Figura 34: Espectro de 'H-RMN (400 MHz) e de *3C-RMN (APT - 100 MHz) em TFA-d
para 87.

Na caracterizacdo de 23 foi possivel observar que, para o espectro de *H-
RMN (Figura 35) h& dois singletos alargados em 2,07 e 2,71 ppm que estdo
associados aos hidrogénios Hp e Hc. J4 na regido dos aromaticos, tem-se em
7,43 ppm um dubleto com acoplamento orto de 9 Hz, relacionado aos dois
hidrogénios Hz. De 7,71 a 7,86 ppm estd um multipleto associado a seis
hidrogénios hidrogénios H«, Hs e He. Outro multipleto entre 8,10 e 8,22 ppm
relaciona-se a 6 hidrogénios: H4, H7 e He. Em 8,74 ppm, um singleto referente

aos dois hidrogénios Ha.
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Figura 35: Espectro de 'H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 23.

Na Figura 36, o espectro de 13C-RMN apresenta em 21,54 ppm e 26,28
ppm 0s sinais positivos relacionados aos carbonos Cp e Cc. Na regidao dos
aromaticos, 8 sinais associados aos 16 carbonos C-H foram evidenciados, sendo
que em 151,88 ppm atribui-se ao carbono Ca. Além disso, 8 sinais positivos
nessa mesma regidao foram observados, associados aos 15 carbonos

quaternarios da estrutura.
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Figura 36: Espectro de *C-RMN (APT — 75,4 MHz) em TFA-d para 23.

Para o derivado contendo enxofre 24, o espectro de H-RMN (Figura 37)
mostra em 1,36 ppm um dubleto referente aos trés hidrogénios Hr. Em 2,27 ppm

um multipleto alargado relacionado ao Hc, enquanto que em 2,41 ppm e 3,97
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ppm dois multipletos atribuidos aos quatro hidrogénios diastereotépicos Hp. Ja
para os aromaticos, em 7,58 ppm esta um dubleto com acoplamento orto de 9
Hz associado aos dois hidrogénios Hs. Entre 7,84 ppm e 7,98 ppm estad um
multipleto relacionado a seis hidrogénios: H4, H7 e He. Entre 8,24 ppm e 8,38
ppm esta outro multipleto associado a outros seis hidrogénios: Hs, Hs € Ha. Em
8,87 ppm tem-se um singleto relacionado aos dois hidrogénios Ha.
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Figura 37: Espectro de 'H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 24.

Para o espectro de 13C-RMN de 24, na Figura 38, tem-se em 21,50 ppm,
28,60 ppm e 33,95 ppm os carbonos alifaticos Cr, Cc e Cpb. Dos 16 sinais
esperados para os carbonos olefinicos e aromaticos, 15 deles foram

encontrados entre 115 e 172 ppm. Em 151,81 ppm atribui-se o sinal ao Ca.
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Figura 38: Espectro de **C-RMN (75,4 MHz) em TFA-d para 24
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A Figura 39 mostra o espectro de RMN para 25. Observa-se na regiao dos
alifaticos, em 1,35 ppm um tripleto com acoplamento de 6,4 Hz associado aos 3
hidrogénios Hg. Ja em 1,87 ppm tem-se um multipleto alargado, relacionado aos
dois hidrogénios Hr. Em 2,19 ppm, um sinal alargado associado ao hidrogénio Hc
e, em 2,57 ppm e 3,20 ppm dois multipletos relacionados aos 4 hidrogénios
diastereotopicos Hb. Na regido dos aromaticos temos em 7,73 ppm um dubleto
de acoplamento orto de 8,8 Hz atribuido aos dois hidrogénios Hs. 8,08 ppm, um
dubleto com acoplamento orto de 8,4 Hz atribuido ao H+. Em 8,13 ppm, um
duplo tripleto com &rea associada a 4 hidrogénios: Hs e He. Em 8,57 ppm tem-se
um duplo dupleto e um singleto sobrepostos, com area equivalente a 6
hidrogénios, onde um acoplamento orto de 8,7 Hz € observado associados aos
hidrogénios H4 e H7, além do He atribuido ao singleto. Em 9,04 ppm temos um

singleto relacionado aos dois hidrogénios Ha.
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Figura 39: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 25.

Com relagéo ao espectro de APT para 25, na Figura 40, observa-se na
regido dos alifaticos, dois sinais em 12,06 ppm e 35,09 ppm. Outros dois sinais
positivos em 29,85 ppm e 31,72 ppm. Ja na regido dos aromaticos, observa-se
8 sinais relacionados aos 16 carbonos do tipo C-H, onde 151,66 ppm € atribuido

ao carbono Ca, e 8 sinais positivos associados aos 15 carbonos quaternérios da

68



estrutura.
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Figura 40: Espectro de *C-RMN (100 MHz) em TFA-d para 25.

A Figura 41 mostra o espectro de 26. Observa-se que em 1,27 ppm ha
um singleto com area equivalente a 9 hidrogénios, os Hg. J& em 1,92 ppm tem-
se um multipleto alargado relacionado ao hidrogénio Hc. 2,54 ppm e 3,13 ppm
tem-se dois multipletos associados aos 4 hidrogénios diastereotopicos Hp. Na
regido dos aromaticos, em 7,62 ppm tem-se um sinal atribuido a dois hidrogénios
Hs. Entre 7,66 ppm e 8,06 ppm temos os multipletos relacionados aos
hidrogénios Hs, He e Ha, enquanto que entr 8,33 ppm e 8,43 ppm os multipletos
associados aos 6 hidrogénios Hs, H7 e He. Em 8,94 ppm o singleto relacionado
aos dois hidrogénios Ha. Nota-se que os acoplamentos bem como a definicdo
dos sinais na regido dos aromaticos estd comprometida, provavelmente em
decorréncia da tendéncia de formar agregados em solucao e tornar o campo nao

uniforme em dadas condigdes.
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Figura 41: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em TFA-d para 26.

No espectro de carbono de 26, na Figura 42 abaixo, na regido dos
alifdticos observa-se dois sinais: 27,93 ppm e 43,89 ppm, relacionados aos
carbonos Cyq e Cc. Ainda nessa regido, dois outros sinais positivos foram
observados: 27,41 ppm e 33,84 ppm, onde atribui-se aos carbonos Cte Cp. Na
regido dos aromaticos, observa-se 8 sinais atribuidos aos 16 carbonos do tipo
C-H da estrutura, onde em 151,49 ppm associa-se ao carbono Ca. Além disso, 8

sinais positivos estdo associados aos demais 15 carbonos quaternarios da

estrutura.
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Figura 42: Espectro de *C-RMN (ATF - 100 MHz) em TFA-d para 26.
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Para fins comparativos, a Figura 43 apresenta os espectros de 'H-RMN e
13C-RMN para o precursor 88. Com relacdo ao espectro de hidrogénio, observa-
se em DMSO a auséncia dos sinais referentes aos hidrogénios fendlicos e da
amina. Os aromaticos sdo observados em 7,62 ppm, um duplo dubleto com
acoplamentos de 3,2 e 5,6 Hz associados a dois hidrogénios: H4 e H7; em 7,25
ppm tem-se um multipleto com &rea proporcional a 3 hidrogénios: Hs, Hs e He;
em 6,79 ppm observa-se um hidrogénio, dubleto, com acoplamento orto de 8,8
Hz relacionado ao Hs; e por fim em 6,71 ppm tem-se um duplo dubleto, com
acoplamentos orto e meta de 8,4 e 2,4 Hz, respectivamente, relacionado a um

hidrogénio Hs. O espectro de **C-RMN apresenta 8 sinais.
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Figura 43: Espectro de *H-RMN (400 MHz) e de ¥*C-RMN (100 MHz) em DMSO-ds
para 88.

Para 27, o espectro de 'H-RMN ilustrado na Figura 44, realizado em
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DMSO, mostra em 1,82 e 2,68 ppm dois multipletos alargados associados aos
hidrogénios Ho e Hc, respectivamente. J4 na regido dos aromaticos, dois
multipletos em 7,47 e 7,86, cada um associado a seis hidrogénios foram
identificados. Ja em 8,53 ppm h& um singleto associado a quatro hidrogénios: Ha
e He. Observa-se que em DMSO é possivel evidenciar um singleto alargado em

11,36 ppm relacionado ao hidrogénio fendlico.
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Figura 44: Espectro de *H-RMN (400 MHz) em DMSO-ds para 27.

Para o espectro de *C-RMN de 27, na Figura 45, observa-se sinais em
19,44 ppm, 24,70 ppm e 34,05 ppm associados aos carbonos Cp e Cc. Nota-se
gue, comparados com as demais estreptocianinas, essas apresentam apenas 2
sinais, esses podem ser atribuidos ao efeito do solvente ser diferente,
proporcionando uma diferente solvatagcao e tornando os carbonos equivalentes
em termos de campo magnético quando em TFA-d. Acima de 115 ppm, estdo os
demais carbonos, aroméaticos e olefinicos, com sinais de alguns carbonos

quaternarios nao evidenciados.
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Figura 45: Espectro de **C-RMN (75,4 MHz) em DMSO-ds para 27.

A Tabela | mostra as principais bandas encontradas nos espectros de
infravermelho das estreptocianinas. Observa-se que entre 3350 e 3423 cm™ uma
banda de baixa intensidade associada ao estiramento N-H. Observa-se que
existe um deslocamento significativo para essas bandas, quando comparadas
com estiramentos N-H que sédo apresentados entre 3100 e 3400 cm™.[179] Esse
deslocamento é identificado na literatura para estruturas em que apresentam
fortes interacfes intermoleculares envolvendo hidrogénios de aminas, o que é

caracteristico desse perfil de estruturas.[180,181]

Em torno de 3050 cm observam-se os estiramentos associados aos C-
H aromaticos, bem como entre 2950 e 2800 cm™, os estiramentos simétricos e
assimétricos associados aos C-H metinicos e metilénicos. Em aproximadamente
1650 e 1600 cm™ estdo os estiramentos simétricos e assimétricos relacionados
aos C=C, assim como em aproximadamente 1580 cm™. J4 em 1470 cm
observa-se um sinal intenso em todos o0s espectros, desta vez associados aos

estiramentos C-H do anel ciclico presente na cadeia polimetinica.[179]
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Tabela I: Principais bandas dos espectros de infravermelho para as estreptocianinas

VNH  VeH! VcH3 @ Ver? Ve=c Sc.+?
19 3412 3045 2940 2800 1634 1611 1598 1470
23 3350 3054 2941 2825 1641 1606 1582 1484
27 3413 3041 2937 2861 1620 1582 1555 1475
20 3412 3054 2961 2864 1683 1622 1590 1475
24 3423 3057 2960 2866 1648 1606 1581 1473
21 3403 3049 2958 2873 1651 1616 1583 1480
25 3418 3060 2954 2872 1618 1598 1475
22 3417 3051 2945 2864 1635 1613 1579 1455
26 3391 3058 2959 2859 1654 1615 1581 1481

1. Associado aos estiramentos aromaticos; 2. Relacionado aos estiramentos do anel
ciclico da por¢éo polimetinica.

Com relacdo aos pontos de fusdo, foram possiveis determinacdes
utilizando equipamento com leitura ndo digital. Acredita-se que a coloracdo
escura das estreptocianinas seja um fator que torne dificil a leitura em

equipamento digital, uma vez que torna o ponto de fuséo de dificil visualizacao.

As estreptocianinas 19-22 que possuem o0 heterociclo benzoxazol
apresentaram 0s menores pontos de fusdo quando comparados aos
benzotiazois 23-26. A estreptocianina 27, que tem o anel benzimidazol,
apresentou o maior ponto de fuséo, acima de 310 °C, sem ser possivel identifica-

lo no aparelho de ponto de fusao.

O grau de substituicdo da cetona (94a-d) influenciou diretamente nas
propriedades fisicas das estreptocianinas. Para as estreptocianinas com o anel
benzoxazol (19-22) as que possuem hidrogénio (19) e etila (21) como
substituintes do ciclo, apresentaram menor ponto de fusao, enquanto que as que

possuem substituintes metila (20) e terc-butila (22) apresentaram pontos de
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fusdo mais elevados. Para as estreptocianinas com o0 anel benzotiazol, essa
mesma tendéncia néo foi observada: substituintes metila (24) e terc-butila (26)
apresentaram menor ponto de fusdo enquanto que hidrogénio (23) e etila (25)
pontos de fusdo mais elevados. Dessa forma, pode-se dizer que as interacdes
intermoleculares sé@o fortemente influenciadas pelo heteroatomo azdlico, de
forma que as estreptocianinas derivadas de oxigénio apresentam interagdes

mais fracas quando comparadas com as demais.

Tabela Il: Pontos de fusé@o obtidos para as estreptocianinas 19-27.

Estreptocianinas- Estreptocianinas- Estreptocianinas-
Benzoxazol Benzotiazol Benzimidazol
19 237 °C 23 253°C 27 >310 °C
20 254 °C 24 243 °C
21 205°C 25 253 °C
22 254 °C 26 248 °C

4.2. Caracterizagdo Fotofisica

As estreptocianinas 19-27 foram caracterizadas através das
espectroscopias de absor¢cdo no ultravioleta-visivel e emisséo de fluorescéncia

em diferentes solventes.

4.2.1. Estreptocianinas contendo nucleo benzoxazol

Os espectros de absorcdo e emissao para 19 em DMF, DMSO, AcOEt e
em dioxano encontram-se na Figura 46. Para esses casos nao é observado
formacao de agregados. No espectro de absorgdo em DMSO, observa-se uma
banda com maximo de 434 nm. Um estudo de diluicgdo mostrou para essa banda
um ¢ de 35,8 x 10% Lmol*-cm* associado a transi¢cdes T—1r*. Para DMF observa-
se 0 espectro de absorcdo com um méximo de 427 nm. Estudos de diluicdo

foram obtidos a fim de obter ¢, cujo valor encontra-se em 33,5 x 102 L-molt-cm-
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1, associado as transicdes T—1r*. Para AcOEt e dioxano os valores dos Amax de
absorcao foram de 412 nm e 413 nm, respectivamente. Quando em acetato de
etila, o valor de ¢ foi de 32,1 x 102 L-mol*-cm enquanto que para dioxano, esse
valor foi de 36,7 x 102 L-molt-cm. Para ambos os solventes, pode-se associar

esses valores de absortividade molar com transigdes eletronicas do tipo T—1r*.

Com relacdo aos espectros de emissdo de fluorescéncia, vé-se para
DMSO um maximo de emisséo 485 nm com deslocamento de Stokes de 51 nm,
enquanto que em DMF um maximo de emissdo de 494 nm, com deslocamento
de Stokes de 67 nm. Para os solventes de menor polaridade (AcOEt e dioxano),
observou-se duas bandas, as quais podem ser associadas ao mecanismo de
ESIPT. Em dioxano, essas bandas apresentam-se melhor definidas, com o
maéaximo de maior energia em 482 nm, associada a emissao de fluorescéncia da
forma enol*, enquanto que em 548 nm ha a emissdo da forma ceto*. Em acetato
de etila observou-se um maximo em 489 nm associado ao tautdmero enol* e um
ombro associado a ceto* em 553 nm. Os valores dos deslocamentos de Stokes
foram de 69 e 135 nm (correspondentes as bandas enol e ceto respectivamente)
em dioxano, enquanto que em acetato de etila o deslocamento de Stokes foi de
77 nm.

0.40 ] T | ——DMsO(x,380nm)
——DMSO 250 - ~— DMF (1, 380 nm)
—— DMF

—— Acetato de Etila
—— Dioxano
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Figura 46: Espectros de absor¢do (esquerda) e de emissao de fluorescéncia (direita)
para 19 (10 umol/L) em DMSO, DMF, acetato de etila e dioxano.

Os espectros de absorcédo em etanol, acetonitrila e cloroformio de 19
encontram-se na Figura 47. Para esses solventes, observa-se uma banda

adicional em maior comprimento de onda quando comparados com 0s espectros

76



em solventes como DMF, DMSO, AcOEt e dioxano. Com o objetivo de estudar
a natureza dessas bandas, foi realizado um estudo variando a concentragao da
estreptocianina para investigar a presenca das bandas de agregados do tipo J e
H. Em etanol em concentra¢cdes acima de 2,5 umol/L foi possivel evidenciar a
banda de agregados J em 539 nm. Essa banda se intensifica com o aumento da
concentracdo e apresenta um €= 41,5 x 10° L-mol*-cm™. A banda associada a
forma monomérica aparece em 423 nm com € = 7,5 x 102 L'-molt-cm. Em 366
nm, vemos a banda relacionada aos agregados do tipo H, a qual aumenta de

intensidade com 0 aumento da concentracgéao.

Em MeCN e CHCI3, com a concentracdo de 1 umol/L ja se observa a
banda dos agregados do tipo J. Em acetonitrila essa banda absorve em 539 nm,
enquanto que a banda de agregados H absorve em 364 nm. Para a banda
associada a forma monomeérica em acetonitrila, 0 maximo de absorcao fica em
410 nm. Em cloroférmio observa-se que as bandas dos agregados J e H tém
seus maximos de absor¢cdo em 533 nm e 346 nm, respectivamente. Ja a banda

com o maximo de absor¢do para a forma monomérica aparece em 412 nm.

Nesses trés solventes em que se observam as bandas de agregados e
mondmeros, o coeficiente de absortividade molar da banda que corresponde aos

agregados J apresentou valores mais elevados do que as demais bandas.
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Figura 47: Espectros de absor¢cdo com estudo de diluicdo para 19 em etanol (A),
acetonitrila (B) e CHCI; (C).

Os espectros de emissdo de fluorescéncia de 19 mostram ser
dependentes do comprimento de onda de excitagdo em funcdo da presenca dos
agregados J. Para a banda associada a forma monomérica, na Figura 48
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(esquerda), observaram-se maximos de 499 nm, 491 nm e 463 nm, para etanol,
acetonitrila e cloroférmio, respectivamente. Ja com relacdo a emissédo de
fluorescéncia da banda dos agregados J (Figura 48 a direita), 0S maximos em

599 nm para etanol e acetonitrila e de 602 nm para cloroférmio.

30— __ Epanol (o 380 nm) ' 1000 —— | —Etanol (i, 535 nm)
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Figura 48: Espectros de emisséo de fluorescéncia para 19 (10 umol/L) em etanol,
acetonitrila e cloroférmio associados a banda monomérica (esquerda) e a banda de
agregados J (direita).

Para a estreptocianina 20 observou-se que em acetato de etila, DMF e
DMSO néo houve formacédo de agregados, e os maximos de absorcdo variaram
entre 412 e 432 nm. Os valores de ¢ ficaram entre 31,3 x 102 L-mol*-cm* para
acetato de etila, 49,2 x 10 L'-mol*-cm para DMF, e 46,2 x 103 L-molt-cm?, para

DMSO, indicando transi¢des do tipo m—1*, conforme Figura 49 A.

Para DMF (Figura 49 B), verificou-se que a estrutura ndo apresentou
emissao de fluorescéncia quando excitado em 412 nm, inferindo assim que
nesse solvente, o decaimento radiativo ndo é favorecido. Para acetato de etila,
observou-se um maximo de emissdo em 536 nm, gerando um deslocamento de
Stokes de 124 nm. Para o DMSO (Figura 49 C), um maximo de emisséo
localizado em 495 nm, com um deslocamento de Stokess de 63 nm. Além disso,
observa-se para acetato de etila que a excitacdo em comprimento de onda
associado a transi¢cdo So—=> Sz (aproximadamente 300 nm), leva a uma emissao
de fluorescéncia relativa ao decaimento S1>So. Enquanto isso, para DMSO, a
excitacdo associada a transicdo So—>S2 promove emissdo S2 > So. A essa

observacao pode-se inferir que esta ocorrendo uma emisséao local, onde apenas
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uma parte da molécula é excitada.

1
—— Acetato de Etila
—— DMF
~—— DMSO

1.2+

1.04

0.8-

0.6-

Absorbancia

300 350 400 450 500 550

A Comprimento de Onda (nm)
650 650
600 - E 600 -4
Fss0 ] 8 ss0
£ ! 3 - 2000
g 500 4 E 500 19.00
s 1 w Mo00
g 450 - B 450 -
. .00
gwo “ g 400 - s
1 1300
O350 8350, 1550
1 a 1780
300 € 300 o
T T Q T T
08 06 04 02 0.0 300 350 400 450 S00 550 600 650
B Absorbancia Comp. de Onda de Excita¢ao (nm)
600 600
' E 3
550 £5504 """\,‘
a~ 1 § / b
Es00- 4 500 4 '
a 1
2450 ‘§ 450
o | o ¥
S 400 < 400 -
o e
£ | 9
4 ]
3 350 3 350 ey
1 o e
300 4 g 300 - 1900
o= v T o iy T T T
09 06 03 00 300 350 400 450 S00 550 600
C Absorbancia Comp. de Onda de Excitagido (nm)

Figura 49: Espectros de absor¢éo para 20 (A) em AcOEt, DMF e DMSO, e as curvas
se superficie relacionando os comprimentos de onda de emissdo com 0s
comprimentos de onda de excitacdo em AcOEt (B) e DMSO (C), todos em

concentracao de 10uM.

Pode-se dessa forma inferir que ocorrem processos envolvendo o estado
S2 em alguns solventes, a emissdo de fluorescéncia para mondmeros e

agregados, no entanto processos de emissao de fluorescéncia provenientes de
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transferéncia protdnica intramolecular no estado excitado e transferéncia de
carga, ndo foram observados nos estudos fotofisicos. Esses processos de

ativacao e desativacao das estruturas, estéo ilustrados na Figura 50:

Diagrama de Energia para as Estreptocianinas

/ \ o> "‘\\\\ (% \; \\i\\\

Excitagdo Local Monomeros Agregados J

Enol I

Ceto ' ~

= = Decaimento nao-radiativo
- Absorgao
- Emissao de Fluorescéncia

Figura 50: Processos de absorcao e emissao possiveis e observados para as

estreptocianinas.

Entretanto, nos solventes dioxano, acetonitrila, etanol e cloroférmio houve
formacdo de agregados, conforme apresentado nas Figuras 51 e 52. Em
dioxano, apenas os agregados J, em 536 nm, com € ndo muito significativo de
9,3 x102 L'-molt-cm™. Para acetonitrila, ocorre a formacdo de agregados H em
376 nm e J em 539 nm, esse Ultimo com ¢ de 8,2 x 102 L-molt-cm™. Para esse
solvente, a banda associada ao mondémero néo foi observada. Para etanol as
bandas de monémero, agregados H e J sdo visiveis em 427, 381 e 541 nm,
respectivamente, com € de 39,1 x 10% L'-mol*-cm™, 18,3 x 102 L-mol*-cm™ e 65,5
x 10% L-mol*t-cm™. J& em cloroférmio, as bandas de mondémero e agregados H
nao sao evidenciadas no espectro, sendo apenas a de agregados J observada

em 541 nm.
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Figura 51: Espectros de absor¢cdo para os solventes em que houve formacéo de
agregados de 20 em dioxano (A) e acetonitrila (B).
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Figura 52: Espectros de absorcao para os solventes etanol (A) e cloroférmio (B) com
formacédo de agregados de 20.

As curvas de superficie dos espectros de emissdo de 20 encontram-se
nas Figuras 53 e 54. Observa-se que em dioxano, acetonitrila e etanol
apresentam banda de emissdo quando excitados nos comprimentos de onda
associados aos monémeros e agregados J. Para dioxano (Figura 53 A), os
maximos encontrados sdo de 517 nm para o monémero, levando a um
deslocamento de Stokes de 101 nm, e de 607 nm para os agregados J, com um
deslocamento de Stokes de 71 nm. Para acetonitrila (Figura 53 B), 0 maximo de
emissdo em 517 nm é observado, e para a excitacdo associada a banda de
absorcao dos agregados J, uma emissao em 557 nm. Em etanol (Figura 54 A),
0 maximo de emisséo da banda monomérica esta em 483 nm, enquanto que o
maximo de emissdo da banda dos agregados estd em 605 nm. Para a

investigacdo em cloroférmio (Figura 54 B), observa-se apenas emisséo para a
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banda associada aos agregados, localizada em 605 nm, ocasionando um
deslocamento de Stokes de 64 nm. Para dioxano, acetonitrila e etanol, observa-

se um decaimento S1 - So para excitagdes em So > Sa.
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Figura 53: Curvas de superficie de emisséo de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absor¢do a esquerda, para 20 em presenca de agregados para dioxano

(A) e acetonitrila (B), com concentra¢ges de 25 pM.
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Figura 54: Curvas de superficie de emissao de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absorgéo a esquerda, para 20 em presenca de agregados para etanol

(A) e cloroférmio (B), com concentragdes de 25 pM.

A estreptocianina 21 nao forma agregados em acetato de etila e DMF.
Seus espectros de absor¢céo e emissédo de fluorescéncia estdo apresentados na
Figura 55 A. Nota-se que os maximos de absorcao para acetato de etila e DMF
estdo em 414 e 429 nm, bem como os valores de € sdo de 27,8 x 102 L-mol*-cm-
1 e 48,9 x 10° L-mol*-cm-?, respectivamente. Com relacéo as curvas de superficie
dos espectros de emisséao (Figura 55 B para acetato de etila, C para DMF), nota-
se que seus maximos de emissao estdo em 513 e 494 nm, levando a
deslocamentos de Stokes de 99 e 65 nm, respectivamente. Nota-se que para

7

DMF, a intensidade de fluorescéncia &€ muito baixa. Em ambos solventes,
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observa-se um decaimento S1 = So para excitagdes em So 2> So.
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Figura 55: Espectros de absor¢cdo para 21 (A) em acetato de etila e DMF, e curva se

superficie da emissédo de fluorescéncia em acetato de etila (B) e DMF (C).

Para os solventes dioxano, DMSO, acetonitrila, etanol e cloroférmio ha
formacéo de agregados J (550, 540, 543 e 536 nm, respectivamente), conforme
ilustrado nas Figuras 56 e 57. Os agregados H sédo observados apenas para
acetonitrila (375 nm) e etanol (380 nm), enquanto que a banda associada aos
mondmeros ndo é perceptivel em cloroférmio. Em dioxano, seu maximo ocorre
em 414 nm, em DMSO, seu maximo ocorre em 436 nm, em acetonitrila, em 416

nm, em etanol, em 432 nm.
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Figura 56: Espectros de absorcéo de 21, em solventes que formaram agregados: (A)
dioxano, (B) DMSO e (C) MeCN, em diversas concentracdes.
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Figura 57: Espectros de absor¢cdo de 21, em solventes que formaram agregados: (A)

etanol e (B) cloroférmio, em diversas concentragoes.

A curva de superficie dos espectros de emissdo em 3D de 21 encontra-
se nas Figuras 58 e 59. Nota-se para dioxano (58 A), os maximos de emissao
de monémero e agregados J ficam em 514 e 646 nm, com deslocamentos de
Stokes de 100 e 2 nm, respectivamente. Para DMSO (58 B), o maximo de
emisséo associado a banda de mondémeros esta em 497 nm, com deslocamento
de Stokes de 61 nm. Para os agregado J, 0 maximo de emissao esta em 573
nm, e com um deslocamento de Stokes de 23 nm. Para acetonitrila e etanol
(espectros 58 C e 59 A), a banda associada aos mondmeros emite em 497 e 482
nm, com deslocamentos de Stokes de 81 e 50 nm, respectivamente, enquanto
gue para a banda de agregados J, as emissdes estdo localizadas em 606 nm,
com deslocamentos de Stokes de 66 e 63 nm respectivamente. Para o
cloroférmio (59 B), um maximo de emissdo em 482 nm é observado e um,

associado aos agregados, em 613 nm, com deslocamento de Stokes de 77 nm.
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Para dioxano, DMSO e cloroférmio, observa-se um decaimento S1 - So para
excitagdes em So 2> Sa.
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Figura 58: Curvas de superficie de emisséo de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absorgéo a esquerda, para 21 em solventes em que houve formagéo de

agregados: (A) dioxano, (B) DMSO e (C) acetonitrila, em concentracdes de 25 M.
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Figura 59: Curvas de superficie de emisséo de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absor¢éo a esquerda, para 21 em solventes em que houve formacgéo de

agregados: (A) etanol e (B) cloroférmio, em concentragdes de 25 pM.

Para a estreptocianina 22, observa-se que apenas em DMF e DMSO néo
ha formacéao de agregados. Seus espectros de absor¢éo (Figura 60 A) e emisséo
de fluorescéncia encontram-se na Figura 60 (B para DMF e C para DMSO).
Observa-se maximos de absor¢do em 432 nm para DMF e 438 nm para DMSO.
A emissédo de fluorescéncia para DMF é extremamente baixa, podendo dessa
forma ser desconsiderada. Para DMSO, o maximo de emissdo observado esta
em 507 nm, com um deslocamento de Stokes de 69 nm. Os valores de € para
DMF encontrados foram de 47,2 x102 L-mol*-cm enquanto que para DMSO de
49,7 x 108 L-mol*-cm. Para DMSO, observa-se um decaimento S1 = So para
excitagdes em So 2> Sa.
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Figura 60: Espectros de absor¢éo para 22 (A) em DMF e DMSO, e curva se superficie
da emisséao de fluorescéncia em DMF (B) e DMSO (C).

Considerando os solventes em que houve formacédo de agregados —
dioxano, acetato de etila, acetonitrila, etanol e cloroférmio — os espectros de
absorcdo encontram-se nas Figuras 61 e 62 abaixo. Observa-se que para
dioxano e acetato de etila, a banda associada aos mondémeros, encontra sem
em 413 e 412 nm, respectivamente, com ¢ de 38,5 x 10% L-mol*-cm™ e 31,3 x
103 L'-molt-cm™. Para esses solventes, ndo houve formacéo da banda associada
aos agregados H, enquanto que a banda de agregados J esta em 644 nm, com
e de 8,4 x 10° L-mol*-cm™ para dioxano, e de 552 nm para acetato de etila, com
g de 9 x 102 L'mol*-cm™. Em etanol e acetonitrila, os maximos associados ao
mondmero estdo em 417 nm e 428 nm, respectivamente, com valores de ¢

significativos, nos valores de 39,5 x 103 L-mol*-cm™ e 42,6 x 102 L-mol*t-cm™. J&
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as bandas de agregados H estdo em 367 nm para acetonitrila, com € de 9,8 x
103 L'-molt-cm™ e para etanol, em 382 nm, com € de 20,9 x 10% L-molt-cm™. Para
as bandas associadas aos agregados em acetonitrila e etanol, ambos seus
maximos foram localizados em 543 nm, com ¢ de 60,3 x 10° L-molt-cm™ para
acetonitrila e 54,3 x 102 L-molt-cm™ para etanol. Considerando cloroférmio, o
méaximo associado a formac¢édo de monémeros néo foi evidenciado no espectro
de absorcédo, indicando assim apenas, o0 maximo associado a presenca de
agregados H (383 nm, com € = 4,3 x10° L'mol*-cm™) e 0 maximo em 540 nm

para os agregados J, com € de 15,3x10% L-molt-cm™.
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Figura 61: Espectros de absorcéo nos solventes em que houve formacéo de

agregados de 22: (A) dioxano e (B) acetato de etila.

92



—2,5 M /(' EnBOSBU MeCK

S
06 2
£l
0a §
2
02 <
0.0
P
&
=
A Comprimento de Onda (nm)
—1 M
2.5 UM A EHBOStBu Etanol 0.8
300 400 500 800 700
B Comprimento de Onda (nm)
— gt
—2,5 yM ,/ EHBOStBU CHCI, 035
A
300 400 500 €0e 700 800
C Comprimento de Onda (nm)

Figura 62: Espectros de absor¢édo nos solventes em que houve formacéo de

agregados de 22: (A) acetonitrila, (B) etanol e (C) cloroférmio.

As curvas de superficie dos espectros de emissdo em 3D para 0s casos
em que houve formacdo de agregados encontra-se na Figura 63 abaixo.
Observa-se que para dioxano (Figura 63 A) ndo ha emisséo de fluorescéncia
significativa para os agregados J, em decorréncia de sua baixa concentracdo no

sistema em que a Lei de Lambert-Beer € linear, mostrando apenas um maximo
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de emissdo em 518 nm relacionado a banda de monémeros, com deslocamento
de Stokes de 106 nm. Para acetato de etila (Figura 63 B), 0 maximo de emissao
da banda monomérica ndo é observado, mostrando apenas 0 maximo associado
a banda de agregados J, em 627 nm, com deslocamento de Stokes de 75 nm.
Para acetonitrila e etanol (Figura 64 A e B, respectivamente), as bandas de
emissdo estdo em 500 e 478 nm, respectivamente, com deslocamentos de
Stokes de 83 e 50 nm. A emissdo associada aos agregados J estdo em 604 nm
em ambos solventes, com deslocamentos de Stokes de 61 nm para ambos. Em
cloroférmio (Figura 64 C), verifica-se um maximo de emissdo em 496 nm, bem
como um em 649 nm associado aos agregados J, com deslocamento de Stokes
de 109 nm. Para dioxano e etanol, observa-se um decaimento Si1 - So para

excitacdes em So 2> Se.
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Figura 63: Curvas de superficie de emissao de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absor¢éo a esquerda, para 22, em solventes em que houve formacéo de

agregados: (A) dioxano e (B) acetato de etila.
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Figura 64: Curvas de superficie de emisséo de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absor¢do a esquerda, para 22 em solventes em que houve formacgéo de

agregados: (A) acetonitrila, (B) etanol e (C) cloroférmio.

Para todos os derivados oxigenados, os resultados encontram-se
sumarizados na Tabela lll, apresentando dados de absor¢céo e emisséo, tanto

das bandas monoméricas quanto de agregados.
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Tabela Ill: Dados obtidos para as estreptocianinas 19-22 para mondmeros e

agregados. Comprimentos de onda do maximo de absorcéo (Lavs), coeficientes de

absortividade molar (g, 10 ® L-mol*-cm™), comprimentos de onda do maximo de

emissao (Aem) € 0 deslocamento de Stokes (Asr).

Mondémero Agregado
Solvente MO Emen A, A | AL ey A, 5 A, Ag
DIOX 413 36,7 482 09 NA NA NA NA NA NA
548 135

AcOEt 412 32,1 489 77 NA NA NA NA NA NA
2 DMF 427 335 494 67 NA NA NA NA NA NA
DMSO 434 35,8 485 51 NA NA NA NA NA NA

MeCN 410 4,7 491 81 | 364 124 539 415 599 60

EtOH 423 7,5 499 76 | 366 12,4 539 415 599 60

CHCls 412 10,4 463 51 | 346 12,7 533 60,8 602 69

DIOX 416 43 517 101 | NA NA 536 9,2 607 71
AcOEt 412 31,3 536 124 | NA NA NA NA NA NA
DMF 432 49,2 NA NA | NA NA NA NA NA NA
Q DMSO 432 46,2 495 63 NA NA NA NA NA NA
MeCN ND NA 517 95 | 376 45 539 28,2 557 18

EtOH 427 39,1 483 56 | 381 18,3 541 65,7 605 64

CHCls ND ND NA NA | NA NA 541 38,2 605 64

DIOX 414 38,5 514 100 | NA NA 644 8,2 646 2
AcOEt 414 27,8 513 99 NA NA NA NA NA NA
DMF 429 48,9 494 65 NA NA NA NA NA NA

= DMSO 436 50,6 497 61 NA NA 550 3 573 23
MeCN 416 22,1 497 81 | 375 86 540 31,6 606 66

EtOH 432 6,3 482 50 | 380 20,8 543 458 606 63

CHCls ND NA 482 NA | NA NA 536 30,5 613 77
DIOX 413 385 518 106 | NA NA 644 84 NA NA

AcOEt 412 31,3 NA NA | NA NA 552 9 627 75
DMF 432 47,2 NA NA | NA NA NA NA NA NA
a DMSO 438 49,7 507 69 NA NA NA NA NA NA
MeCN 417 395 500 83 | 367 98 543 60,2 604 61

EtOH 428 42,6 478 50 | 382 20,9 543 543 604 61
CHCl3 ND NA 496 NA | 383 4,3 540 15,3 649 109

NA — N&o apresenta; ND — Nao definido
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4.2.2. Estreptocianinas contendo nucleo benzotiazol

Para 23, os estudos fotofisicos em DMSO, DMF, acetonitrila e dioxano,
encontram-se na Figura 65. Com relacdo aos espectros de absorcdo a esquerda,
nota-se que os maximos de absorcéo encontrados foram de 436 nm para DMSO,
429 nm para DMF, 426 nm para acetonitrila e de 412 nm para dioxano. Os
coeficientes de absortividade molar estédo relacionados, para os dois primeiros
casos, a transi¢ées do tipo T—1r*, com valores de 54 x 10° e 47,3 x 103 L-mol
L.cm?, respectivamente. Para dioxano e acetonitrila, esses valores ndo puderam
ser obtidos ja que nao foi possivel obter a concentracéo exata da solucdo. Com
relacdo a emissao de fluorescéncia, nota-se que em dioxano e acetonitrila, a
emissao é desprezivel. Ja para DMSO e DMF, observa-se maximos de 440 nm

e 493 nm, respectivamente.
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Figura 65: Espectros de absorcdo (esquerda) e emissao de fluorescéncia (direita)
para 23 (10 umol/L) em DMSO e DMF com concentracdo de 10 pmol/L e acetonitrila e

dioxano com concentracdes desconhecidas.

Em etanol, 23 apresentou a formacgéo de agregados (Figura 66 A), com
aumento da intensidade das bandas com o aumento da concentracéo. Observa-
se 0 maximo de absor¢do em 415 nm para a forma monomérica enquanto que
em 386 nm e 547 nm encontra-se 0s maximos de absorcdo para as formas
agregadas (tipo H e J). O valor de € para o monémero é de 33 x 103 L-mol*-cm-
!, referente a transicdes TT—Tr*, enquanto que para os agregados H e J, esse

bY

valor fica em 22,5 e 85,6 x 10%® L-molt-cm™. Com relacdo a emissdo de
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fluorescéncia, observa-se na Figura 66 B que ambos monémero e agregado, J
emitem, sendo a intensidade de fluorescéncia para o agregado mais intensa. O
maximo de emissdo para o monémero foi de 513 nm, com deslocamento de
Stokes de 98 nm, enquanto que para o agregado, 0 maximo encontrado foi de

608 nm, com Deslocamento de Stokes de 61 nm.

w1 umol/L
2.5 umol/L.
51 umol/L / )

——7.5umolL. /  EHBT-Etanol Eos

—— 10 pmolL /’
/

\
N
c ©
w
Absorbdncia

A e S S S A iU

o T B T
300 350 400 450 500 880 800 650

Comprimento de Onda (nm)

1000
900
800
700
600
500
400
300
2004
100

0 T f T T T
450 500 550 600 650 700 750

B Comprimento de Onda (nm)

——Etanol Mondmero (., = 380 nm)
—— Etanol Agregado J (A, = 545 nm)

Intensidade de Emissao

Figura 66: Espectros de absorcdo (A) para 23 em etanol e espectros de emissado de

fluorescéncia (B) (10 umol/L) associados as bandas de monémero e agregado.

Para a estreptocianina 24, verifica-se na Figura 67 que DMF € o Unico
solvente em que ndo ha formacdo de agregados. Seu maximo de absorcéo
monomeérico localiza-se me 429 nm, com maximo de emissao em 503 nm,
levando a um deslocamento de Stokes de 74 nm, e um ¢ de 50,7 x10® L-mol
L.cm. Para DMF, observa-se um decaimento S1 = So para excitagées em So >
So.
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Para 0 mesmo composto, os agregados foram observados em dioxano,
DMSO, acetonitrila, etanol e cloroférmio, conforme Figuras 68 e 69. A presenca
de Agregados H foi evidenciada apenas em etanol, com maximo de absorcéo de
374 nm e € de 15,7 x103 L-molt-cm. Para dioxano, o0 maximo associado aos
monomeros estd em 415 nm (e = 32,4 x10° L-mol*-cm?), enquanto que 0 maximo
associado aos agregados J é mostrado em 521 nm (g = 11,6 x10° L-molt-cm™).
Para DMSO, o maximo de emissdao monomeérico esta em 437 nm, enquanto que
0 maximo de agregados J estd em 553 nm, com ¢ de 49,6 x10° L-molt-cm™ e
40,2 x10® L-mol*-cm™, respectivamente. Para acetonitrila, o0 maximo associado
aos mondmeros ndo é observado, enquanto que o maximo relacionado aos
agregados J fica em 554 nm, com ¢ de 29,5. Para etanol, 0 maximo monomérico
estd em 422 nm, enquanto que o associado aos agregado J estad em 645 nm,
com € de 24,3 x 102 L'mol*-cm™ e 114 x 10° L-molt-cm™, respectivamente. Para
cloroférmio, observa-se que a banda monomérica ndo é mostrada no espectro,
sendo a banda dos agregados J localizada em 645 nm, com € = 25,7 x 103 L-mol

1.Cm-1.
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Figura 68: Espectros de absorcao para os solventes em que houve formacéo de

agregados de 24: (A) dioxano, (B) DMSO e (C) acetonitrila.
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Figura 69: Espectros de absor¢éo para os solventes em que houve formagéo de

agregados de 24: etanol (A) e cloroférmio (B).

Os espectros de emissdo para 0s casos em que ha formacdo de
agregados estéo ilustrados nas Figura 70 e 71. Nota-se que para dioxano (Figura
70 A), os maximos de emissdo monomeérico e para agregado J é de 486 e 603
nm, respectivamente, gerando um deslocamento de Stokes de 71 e 82 nm,
respectivamente. Para DMSO (Figura 70 B), esses maximos estdo em 510 nm
para o0 mondmero, com deslocamento de Stokes de 73 nm, enquanto em 620
tem-se a emissao dos agregados J, com deslocamento de Stokes de 67 nm. Ja
a acetonitrila (Figura 70 C) apresenta um maximo de emissdo em 496 nm, e
outro em 610 nm associado aos agregados J, com deslocamento de Stokes de
56 nm. Para etanol (Figura 71 A), os maximos de emissdo monomeérico e de
agregados J estao localizados em 497 nm (Ast = 75 nm) e 615 nm (Ast = 70 nm).
Em cloroférmio (Figura 71 B), um méaximo de emissao em 526 nm € evidenciado

no espectro, enquanto que em 658 nm, um maximo associado a excitagdo no
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comprimento de onda da banda de agregados J € observado, com deslocamento
de Stokes de 156 nm. Para DMSO e etanol, observa-se um decaimento S1 = So

para excitacdes em So 2> Se.
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Figura 70: Curvas de superficie de emissao de fluorescéncia com os respectivos

espectros de absor¢do a esquerda, para 24 em solventes em que houve formacgéo de
agregados: (A) dioxano, (B) DMSO e (C) acetonitrila.
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Figura 71: Curvas de superficie de emisséo de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absorgéo a esquerda, para 24 em solventes em que houve formagéo de

agregados: (A) etanol e (B) cloroférmio.

Para a estreptocianina 25, em acetato de etila e DMF nao houve formacéo
de agregados. Os espectros encontram-se na Figura 72. Nota-se que, nos
espectros de absorcéo, Figura 72 A, os maximos de absorcao estdo em 410 nm
(e = 23,3 x10% L-mol*-cm™) e 4100 nm (g = 50,5 x102 L-mol*-cm?). Os espectros
de emisséo (Figura 72 B para acetato de etila, e C para DMF) mostram maximos
em 481 nm para acetato de etila e 502 nm para DMF, com deslocamentos de
Stokes de 71 e 73 nm, respectivamente. Para DMF, observa-se um decaimento

S1 2> So para excitagbes em So 2> So.
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Figura 72: Espectros de absor¢éo para 25 (A) em acetato de etila e DMF, e curva se

superficie da emisséo de fluorescéncia em acetato de etila (B) e DMF (C).

Para 0 mesmo composto, 0s espectros de absor¢do onde houve presenca
de agregados, encontra-se nas Figuras 73 e 74. Para os agregados H, nota-se
apenas em acetonitrila, com maximo em 370 nm (¢ = 5,2 x 102 L-mol*-cm?) e
em etanol, em 384 nm (¢ = 10 L-mol*-cm). A banda monomérica é observada
em dioxano (411 nm, € = 33,7 x 10% L-mol*-cmt), DMSO (436 nm, € = 33,7 x 10°
L-molt-cm?) e etanol (424 nm, € = 19,4x10° L-mol*-cm). Para acetonitrila e
cloroférmio a banda monométrica ndo é evidenciada nos espectros de absorcéo.
Ja a banda de agregados J esta apresentada em dioxano (535 nm, € = 32,3 x
102 L-molt-cm’), DMSO (554 nm, € = 59,9 x 103 L-molt-cm), acetonitrila (545
nm, € = 32 x10® L-mol*-cm™), etanol (548 nm, € = 113,7 x 10% L'-mol*-cm™) e

cloroférmio (540 nm, € = 37,6 x10° L-mol*-cm™).
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Figura 73: Espectros de absorcao para os solventes em que houve formacéo de
agregados de 25: (A) dioxano, (B) DMSO e (C) acetonitrila.
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Figura 74: Espectros de absor¢cdo para os solventes em que houve formacéo de
agregados de 25: (A) etanol e (B) cloroférmio.

Os espectros de emisséo para os solventes com presenca de agregados
estdo apresentados nas Figuras 75 e 76. Observa-se que para dioxano, um
maximo de emissdo em 469 nm, com deslocamento de Stokes de 58 nm é
associado a banda monomérica, enquanto que o maximo de emissao em 621
nm estd associado aos agregados J, com deslocamento de Stokes de 86 nm.
Para DMSO verifica-se uma emisséo associada a banda monomérica em 507
nm (Ast = 71 nm) e em 624 nm uma emissao associada aos agregados J, com
Ast = 70 nm. Para acetonitrila, um méximo de emissdo apenas em 614 é
mostrado, associado a banda de agregados J. Em etanol, os maximos
monomerico e de agregados J estdo localizados em 493 nm e 614 nm, com
deslocamentos de Stokes de 69 e 66 nm, respectivamente. Para cloroférmio, o
maximo de emissao é evidenciado tdo somente para a banda de agregados J,

em 617 nm, com deslocamento de Stokes de 77 nm. Para DMSO e etanol,
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observa-se um decaimento S1 = So para excitagcdes em So 2> Sa.

750 750
700 £ 700 V4
650 650,/ P
Eoo §soo w"--;{::' &3
E™1 2 - T e 2,00
3550+ 1a00
2 w 550 e
2500 S 500 o S0
o 00
Caso 2450 borpd
%400 © 400 ks,
s 3 1240
o 1590
3504 a 3% *(-\ 1780
300 §3m4 p 1920
08 06 04 02 00 300 350 400 450 500 550 600 650 700
A Absorbancia Comp. de Onda de Excitagao (nm)
750 750
700 E 700 ST
e oS
650 § 650 +. LS 4
Esoo 3800~ )
8550 E 550 %38
Ssoo- B 500- / d o
] — o 8213
igap -2450 ¥y | 104
O 400- S . 1389
E400 T 1 s
o .8 \ . %13
©Oas0 ds‘w s “.-‘/ 1958
300 g 300 g 2240
s r—r—T (5] g e e ——————
08 06 03 00 300 350 400 450 500 550 600 650
B Absorbancia Comp. de Onda de Excitagdo (nm)
750 750 -
700 E700-
E
650 - 650
E 500 §soo |
Chatd 2 Dperd
8550 E 550
c 4
O 500+ 8 500
o [ 1
T 450 T 450
a o 1
§4oo- © 400
o Y an §
350 4 EJSO
300+ S 300 +
08 06 04 02 00 300 350 400 450 500 550 600 650 700
C Absorbéancia Comp. de Onda de Excitacao (nm)

Figura 75: Curvas de superficie de emissao de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absor¢éo a esquerda, para 25 em solventes em que houve formacgéo de
agregados: (A) dioxano, (B) DMSO e (C) acetonitrila.

107



Comp. de Onda (nm) s
§586868833

o
1.05 0.70 0.35 0.0¢
A Absorbancia Comp. de Onda de Excitagdo (nm)

-+

08 06 03 o.ou 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Absorbancia Comp. de Onda de Excitagao (nm)

B
Figura 76: Curvas de superficie de emisséo de fluorescéncia com os respectivos

espectros de absor¢éo a esquerda, para 25 em solventes em que houve formacgéo de

agregados: (A) etanol e (B) cloroférmio.

Para a estreptocianina 26, nota-se que apenas em DMF ndo ha formacéao
de agregados. Os espectros de absorgcédo e emissdo encontram-se na Figura 77.
Observa-se assim um maximo de absorcdo em 430 nm, com £ = 52,8 x10°3 L-mol
L.ecm?, e uma emissdo associada em 501 nm, gerando um deslocamento de
Stokes de 71 nm. Para DMF, observa-se um decaimento Si1 - So para

excitagdes em So 2> Sa.
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Figura 77: Espectro de absor¢do para 26 (esquerda) em, e curva se superficie da

emissao de fluorescéncia em DMF (direita).
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Para a mesma estreptocianina, as figuras 78 a 80 ilustram os espectros
de absorcao para os solventes em que a presenca de agregados é evidenciada.
Nota-se aqui que os agregados H séo evidenciados apenas para acetonitrila (380
nm, € = 10,9 x10° L-mol*-cm) e etanol (376, € = x10° L-mol*-cm). As bandas
monoméricas foram evidenciadas para dioxano (410 nm, € = 47,9 x10° L-mol
L.cm™), acetato de etila (411 nm, € = 36,7 x10% L-mol*-cm'), DMSO (436 nm, ¢
= 51,4 x103 L-mol*-cm), acetonitrila (416 nm, € = 35 x10° L-mol*-cm?) e etanol
(423 nm, € = 18,2 x102 L-mol*-cm™). Para cloroférmio a banda monométrica ndo
€ evidenciada. A banda associada aos agregados J para esses solventes foi
obtida entre 532 nm e 546 nm, com ¢ variando entre 5,5 x10% L-molt-cm para
acetato de etila, e com valores mais significativos para etanol, de 90,5 x102 L-mol
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Figura 78: Espectros de absorcao para os solventes em que houve formacéo de

agregados de 26: (A) dioxano e (B) acetato de etila.
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Figura 79: Espectros de absorcao para os solventes em que houve formacao de
agregados de 26: (A) DMSO e (B) acetonitrila.
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Figura 80: Espectros de absor¢cdo para os solventes em que houve formacéo de

agregados de 26: (A) etanol e (B) cloroférmio.

Os espectros de emissao para os solventes em que houve formacao de
agregados de 26 estdo apresentados nas Figuras 81 e 82. Verifica-se que a
emissao de dioxano esta em 518 nm para a banda monomérica e em 603 nm
para a banda de agregados J, com deslocamentos de Stokes de 108 e 68 nm,
respectivamente. Para acetato de etila a emissédo de fluorescéncia associada a
banda monomérica estd em 482 nm, com deslocamento de Stokes de 71 nm. A
emissado de fluorescéncia associada aos agregados ndo € evidenciada. Para
DMSO, o maximo de emissdo monomeérico esta em 509 nm e para 0s agregados
em 624 nm, levando a um deslocamento de Stokes de 73 e 69 nm,
respectivamente. Para acetonitrila, os maximos de emisséo estdo em 614 nm
para a banda monomérica e de 620 para os agregados, com deslocamentos de
Stokes de 198 e 78 nm. Em etanol, os maximos séo de 520 nm (Ast = 97) e 614

nm (Ast = 70 nm) para as bandas monomérica e agregados J, respectivamente.
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Em cloroférmio, a emissdo de monémeros ndo é evidenciada, enquanto que a
emisséo de agregados J estd em 612 nm, com deslocamento de Stokes de 66
nm. Para DMSO e cloroférmio, observa-se um decaimento Si1 - So para

excitacdes em So 2> Se.
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Figura 81: Curvas de superficie de emissado de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absor¢do a esquerda, para 26 em solventes em que houve formacgéo de
agregados: (A) dioxano, (B) acetato de etila e (C) DMSO.
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Figura 82: Curvas de superficie de emissao de fluorescéncia com os respectivos
espectros de absor¢do a esquerda, para 26 em solventes em que houve formacgéo de

agregados: (A) acetonitrila, (B) etanol e (C) cloroférmio.

Os resultados obtidos a partir da caracterizacdo fotofisica para os
derivados sulfurados (23 a 26) estdo apresentados na Tabela IV onde estéo

mon

apresentados os valores de maximos de absor¢édo da forma monomérica ( A p¢

em nm), dos agregados H (l?bs em nm) e agregados J (lLbs em nm), seus
coeficientes de absortividade molar (¢ em 10° L-molt-cm™), os maximos de
mon

emissdo da forma monomérica (1 12" em nm) e dos agregados J (11, em

nm), e os deslocamentos de Stokes (Agy"e A’ST em nm).
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Tabela IV: Resultados fotofisicos dos derivados de enxofre, com valores de maximos

de absorgao monoméricos, de agregados J e H (A", 1/, e A%, .em nm), coeficientes

abs

de absortividade molar (¢ em 103 L-molt-cm™) e maximos de emissdo monoméricos,

dos agregados J e deslocamentos de Stokes (72", A/ Alome AéT e em nm).

em?

Mondémero Agregado
Solvente abs. Emon Amax Ast | Agys en A, & A, As
DIOX 412 * NA NA | NA NA NA NA NA NA
o DMF 429 47,3 493 64 | NA  NA NA NA NA NA
o DMSO 436 54 440 4 NA NA NA NA NA NA
MeCN 426 * NA NA | NA NA NA NA NA NA
EtOH 415 33 513 98 | 386 225 547 85,6 98 61
DIOX 415 324 486 71 | NA NA 521 11,8 603 82
DMF 429 50,7 503 74 | NA  NA NA NA NA NA
< DMSO 437 49,6 510 73 | NA NA 553 40,2 620 67
o MeCN NA NA 496 NA| NA NA 554 295 610 56
EtOH 422 243 497 75 | 374 15,7 645 114 615 70
CHCl3 ND NA 526 NA | NA NA 645 25,7 658 15
DIOX 411 33,7 469 58 | NA  NA 535 323 621 86
AcOEt 410 23,3 481 71 | NA  NA NA NA NA NA
DMF 429 50,5 502 73 | NA  NA NA NA NA NA
& DMSO 436 33,7 507 71 | NA NA 554 599 624 70
MeCN NA NA NA NA | 370 5,2 545 32 614 69
EtOH 424 194 493 69 | 384 10 548 113,7 614 66
CHCls ND NA 518 NA | NA NA 540 37,6 617 77
DIOX 410 47,9 518 108 | NA NA 535 39,2 603 68
AcOEt 411 36,7 482 71 NA NA 532 55 NA NA
DMF 430 52,8 501 71 | NA NA NA NA NA NA
& DMSO 436 51,4 509 73 | NA NA 555 426 624 69
MeCN 416 35 614 198 | 380 10,9 542 58,3 620 78
EtOH 423 18,2 520 97 |376 381 544 90,5 614 70
CHCIs NA NA NA NA | NA NA 546 54,7 612 66

NA — ndo apresenta * Baixa solubilidade e sem concentracdo definida ** Baixa emissdo de
fluorescéncia
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4.2.3. Estreptocianina contendo nucleo benzimidazol

Para dioxano e DMF, a caracterizacao fotofisica de 27 encontra-se na
Figura 83. Para dioxano, o0 maximo de absorcao esta localizado em 419 nm. Seu
valor de € associado néo foi calculado em decorréncia da sua baixa solubilidade
e conseguinte impossibilidade de obter a concentracdo. Para DMF, 0 maximo de
absorcdo esta localizado em 436 nm, bem como seu valor de € é de 41x103
L-molt-cm? (m—1*). JA as emissdes para dioxano e DMF foram de 486 nm e
540 nm respectivamente. Nota-se que para dioxano, embora a baixa
solubilidade, o composto apresenta emissao de fluorescéncia significativa. Os
deslocamentos de Stokes obtidos foram de 67 nm para dioxano e 104 nm para
DMF.
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Figura 83: Espectros de absor¢do (esquerda) e de emissao de fluorescéncia (direita)

para 27 em dioxano (preto) e DMF (azul) com concentracdo de 10 pmol/L.

Para DMSO e etanol, a formacéo de agregados de 27 esta presente em
concentracfes elevadas, como indicado na Figura 84. Essas bandas foram
evidenciadas com a variagcdo de concentracdo. Para DMSO, a forma
monomeérica possui maximo de absorcéo de 445 nm (g = 33,9 x 10% L-molt-cm-
1) e a forma de agregados J um méaximo de 555 nm (¢ = 10,1 x 102 L-mol*-cm™),
sem a clara evidéncia de agregados H. Ja para etanol, esses valores sdo de 434
nm para os mondmeros, com € de 2,7 x 102 L'-mol-*-cm, 550 nm para agregados
J, com € = 39,2 x 102 L'-mol*-cm™, e 340 nm para agregados H, com € = 17,2 x

103 L-mol?t-cm™?,
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Figura 84:BEspectros de absorgéo para 27 em (A) DMSO e (B) etanol.

Com relacéo a emisséo de fluorescéncia (Figura 85), observa-se que em
ambos os solventes, as formas de agregados e monoméricas sao capazes de
emitir fluorescéncia. Para DMSO, o maximo de emissdo do mondmero é de 531
nm (Ast = 86 nm), enquanto que para o etanol, 0 maximo de emisséo é de 545
nm (Ast = 111 nm). Para a banda associada aos agregados J, observa-se um
maximo de emissdo de 613 nm para DMSO e de 615 nm em etanol, com

Deslocamentos de Stokes de 58 e 65 nm, respectivamente.
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Figura 85: Espectros de emisséo de fluorescéncia para 27 (25 umol/L) relacionados a

banda monomérica (esquerda) e a banda de agregados J (direita).

Além dos solventes organicos, o estudo fotofisico do 27 foi realizado em
adgua. Na Figura 86 observa-se o espectro de absorcdo e emissao dessas
espécies. Nota-se que para absorcao (Figura 86 A) existe um maximo em 650
nm e para emissao (Figura 86 B) apenas um maximo em 460 nm. Estudos de
diluicho para identificar a presenca de agregados foram realizados mas
observou-se que a banda de absor¢cdo em 637 nm nao sofria alteracdo. Dessa
forma optou-se por utilizar a variavel temperatura para o estudo da banda
associada aos agregados J.[52] Um estudo envolvendo o aumento da
temperatura, variando de 26 a 88 °C, mostrou que ao passo que a solucédo é
aquecida, o sinal em 637 nm reduz e uma nova banda em 468 nm é observada.
A essa banda associou-se a forma monomeérica da estrutura. Essa dificuldade
em eliminar agregados J pode ser justificada com base nas propriedades do
solvente, que ao ser muito polar e com ligagdes de hidrogénio, estabiliza muito
mais facilmente a forma agregada de 27. A forma monomérica ndo emite

fluorescéncia em decorréncia de transferéncias de energia ndo-radiativas.

Além disso, um estudo envolvendo a emisséo de fluorescéncia em 460
nm nessas diversas temperaturas foi realizado. Em um sistema usual, o
incremento da temperatura leva a um maior grau de agitacdo, que torna o
relaxamento nao-radiativo maior, fazendo com que uma reducdo da emissao de
fluorescéncia ocorra. Nesse caso, 0 aumento da temperatura ocasionou em um
aumento exponencial da emissdo de fluorescéncia (Figura 86 B, grafico

superior). Isso pode ser novamente justificado pelo fato do aquecimento

117



ocasionar a reducdo de agregados, formando espécies capazes de emitir
fluorescéncia, sendo esse fendbmeno maior do que a perda de energia nao-

radiativa esperada.
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Figura 86: Espectros de absor¢éo (A) e emissao de fluorescéncia (B) com variagdo de
temperatura para 27, e na direita, superior a relagdo temperatura e intensidade de

fluorescéncia.

Para 27, a diferente solubilidade quando comparada com as demais
estreptocianinas, permitiu a obtencdo dos seguintes resultados fotofisicos

ilustrados na Tabela V, que apresenta os valores de maximos de absor¢édo da

forma monomérica (1 12" em nm), dos agregados H (1 . em nm) e agregados

J(A Lbs em nm), seus coeficientes de absortividade molar (¢ em 103 L-mol*-cm-

1), os maximos de emissdo da forma monomérica (A en" em nm) e dos

agregados J (1 L, em nm), e os deslocamentos de Stokes (A% e A{QT em nm).
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Tabela V: Resultados fotofisicos obtidos para 27, com valores de maximos de

absor¢do monoméricos, de agregados J e H (A7, A{lbse AL em nm), coeficientes de

absortividade molar (¢ em 10 L-mol*-cm™) e maximos de emissdo monoméricos, dos

agregados J e deslocamentos de Stokes (A", AL, Al¥"e AL. e em nm).

Mondmero Agregado
Solvente abs.  Emon Amax Ast | Ay ew A, & A, Asr
DIOX 419 * 486 67 NA NA NA NA NA NA
- DMF 436 41,1 540 104 | NA NA NA NA NA NA
o DMSO 445 33,9 531 86 NA NA 555 10,1 613 58
EtOH 434 2,7 545 111 | 340 17,2 550 39,2 615 65
H20 468** ND NA NA | NA NA 637 27,6 NA NA

NA — ndo apresenta * Baixa solubilidade e sem concentracéo definida ** Valor obtido apenas
através de aquecimento

De forma geral, observou-se que tanto a substituicdo presente na cadeia
polimetinica quanto o heterodtomo na estrutura das estreptocianinas séo
importantes para determinar a solvatagdo nos solventes estudados, e, por
conseguinte, a formacado de agregados. Observa-se que para 0s casos em que
ndo houve a formacdo de agregados, os valores de ¢ sdo significativos e
condizentes com transicdes do tipo mT—T*. Nota-se que a formacdo de
agregados, promove uma reducdo dos valores de € das bandas monomeéricas,
mas mesmo com essa reducao, os valores de € continuam indicando transi¢cdes

do tipo T—o1T*.

Entre todos os solventes, o DMF mostrou-se um solvente com boas
caracteristicas de solvatacdo uma vez que nao houve a formacéao de agregados.
No entanto, com relacdo a emissao de fluorescéncia, esse solvente mostrou-se
desfavoravel, uma vez que suas emissdes apresentaram baixa intensidade, ou
como no caso de 20, onde ndo houve emissao de fluorescéncia. Dessa forma,
pode-se inferir que DMF trata-se de um solvente que promove preferencialmente
decaimentos nao-radiativos para as estreptocianinas, embora seja um solvente

gue mantenha em seu meio apenas a presenca de monémeros.

Para as estreptocianinas que contém o hidrogénio como substituinte da

porcdo alifatica, dioxano ndo se apresentou favoravel a formacéo de agregados.
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No entanto, para todos os demais casos, houve a formacédo de agregados,
embora em algumas situagdes com uma baixa intensidade. Acetato de etila
mostrou-se favoravel a formacéo de agregados apenas para 0 caso em gue o
substituinte da porcao alifatica foi o grupo terc-butila, mostrando-se assim como
um solvente com caracteristicas de boa solvatagdo da forma monomérica para
os demais casos. De forma intermediaria, DMSO apresentou diferentes
comportamentos, conforme caracteristica das estruturas, para as estruturas
contendo como substituinte hidrogénio na cadeia polimetinica, o Unico caso de
formacdo de agregados J esteve presente para a estreptocianina contendo
nitrogénio como heteroatomo. Para as estruturas contendo oxigénio, 0s
agregados foram observados em 21 e 22. J4 para as estruturas contendo

enxofre, os agregados foram observados para 24-26.

Nos solventes acetonitrila, etanol e cloroférmio houve a formacgédo de
agregados J, sendo que o etanol foi um solvente capaz de diferenciar de forma
clara as bandas monoméricas das bandas dos agregados J. Para alguns casos
em acetonitrila, a banda monomérica nao foi visualizada. E para todos os casos,
a banda associada aos mondmeros em cloroférmio também n&o foi evidenciada,
contendo inclusive em solu¢bes bastante diluidas a banda associada a

agregados J.

Em dioxano e cloroférmio houve o aparecimento de uma banda intensa
e fina associada a agregados J. Essa formacdo pode estar relacionada a
diferentes arranjos espaciais possiveis de serem formados, uma vez que essas
bandas foram observadas apenas para as moléculas que ndo continham
hidrogénio como substituinte na cadeia polimetinica. A presenca de substituintes
como metila, etila e terc-butila pode ocasionar em diferentes angulos de
deslizamento, bem como diferentes torcbes nas moléculas formadoras de

agregados, levando a sinais associados a agregados de menor energia.

A banda associada aos agregados H nao foi evidente em todos solventes,

com excecao do etanol, acetonitrila e cloroformio.

Como os maximos de absor¢cdo da banda de agregados e a emisséo da
banda monomérica sdo préximos, pode-se inferir que outros processos de

transferéncia de energia podem ocorrer, ocasionando uma reducéo da emisséao
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associada aos monémeros, um acréscimo da emissao da banda de agregados,
ou em alguns casos até mesmo a emissao de fluorescéncia associada a banda
de agregados quando excitada nos comprimentos de onda associados ao
mondémero. Com relacdo aos rendimentos quanticos, verificou-se valores
inferiores a 0,005, mostrando que as estreptocianinas possuem baixo

rendimento quantico de fluorescéncia.

4.2.4. A emissdo ESIPT na estreptocianina 27

Para a estrutura 27 observou-se que € possivel identificar o ESIPT em
sistema diluido em etanol. Para tanto, evidenciou-se através de titulacédo
variando a concentracdo de 27 entre 3,2 e 32 pM. Observou-se maximos de
emissdo em 475 e 544 nm quando excitados em 355 nm. A essas bandas
associa-se a emissao enol e ceto, respectivamente. A Figura 87 apresenta a
titulacdo, bem como a comparacdo com o precursor 88 em etanol (banda ceto)

e diclorometano (banda enol).
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Figura 87: Emissdo ESIPT em etanol para 27, com excitacdo em 355 nm.

Para sistemas concentrados, essa banda ndo é evidenciada. Pela
semelhanca dessas emissbes com o espectro do benzimidazol 88, infere-se que
uma quebra na simetria da estreptocianina pode estar ocorrendo, favorecendo a
excitacdo e emissao de fluorescéncia apenas para a por¢cao do benzimidazol.

Esse fenbmeno é conhecido como excitacdo local.[182]
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4.2.5. Absorcédo no estado sélido das estreptocianinas 19-27

A Figura 88 mostra os espectros de absorcdo das estreptocianinas no
estado solido. Moléculas com transferéncia protdnica no estado excitado,
quando observadas em estado solido, tendem a ter suas emissdes de
fluorescéncia aumentadas, por um fenémeno conhecido como fluorescéncia
induzida por agregados. Para as estreptocianinas observa-se que a presenca de
heteroatomos néao influencia no perfil dos espectros. Nota-se assim que a
insercdo de um substituinte na cadeia polimetinica, independente do seu
tamanho e volume, leva a uma maior faixa de absorgéo. Para as estreptocianinas
contendo hidrogénio, a absorcdo em estado solido € dada até 700 nm,
aproximadamente. Para os demais casos, essa absorcao continua e intensa da-

se até 900 nm.
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Figura 88: Espectros de absorcao por reflectancia difusa (DRUV) para as

estreptocianinas 19 a 27.

Com relagéo a emisséao de fluorescéncia no estado solido para esses

compostos, verificou-se que todas as estreptocianinas ndo emitem fluorescéncia
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sob essas condic¢des, inferindo-se que o processo ESIPT ndo é o preferencial.

Para investigar a influéncia dos agregados em filme, foram realizados
espectros de absorcao de seus filmes depositados em quartzo. Os espectros de
absorcao dos filmes para as estreptocianinas 19 a 27 estéo ilustrados na Figura
89. Observa-se que para os derivados contendo hidrogénio no anel polimetinico
(19, 23 e 27), os maximos de absorcao ficaram entre 500 e 650 nm. Para os
derivados onde a presenca de substituintes na cadeia polimetinica foi inserida,
os espectros contendo enxofre como heteroatomo ficaram deslocados para o
vermelho (linha vermelha) (24 a 26), quando comparados com os derivados
oxigenados (linha preta). Para o caso dos substituintes etila e terc-butila (21, 25,
22 e 26), esses maximos ficaram pouco acima de 500 nm, mostrando assim as
estreptocianinas na forma de agregados em filme. Para os filmes, a emissédo de

fluorescéncia também nao foi evidenciada.
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Figura 89: Espectros de absorcao por reflectancia difusa (DRUV) para as

estreptocianinas em filme.
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4.3. Caracterizagdo dos agregados em etanol

Considerando que as estreptocianinas presentes neste trabalho formaram
agregados em etanol, esse solvente foi empregado para ampliar o estudo de
agregados. Os graficos apresentando os espectros de absorcado em diferentes
concentracfes para as estreptocianinas 19-22 encontram-se na Figura 90, para
as estreptocianinas 23-26 na Figura 91. A partir dos espectros de absorcao em
gue nao existem agregados, verificados pelas amostras cujas absor¢des néo
possuem a banda acima de 500 nm, obteve-se o valor do coeficiente de
absortividade molar para a espécie monomérica. Esse valor foi obtido através da

inclinacdo da reta que relaciona as absorbancias com a concentracao.

A partir dai, considerou-se que em um estado sem a formacdo de
agregados, toda molécula adicionada ao sistema estaria na forma monomérica.
Valendo-se dessa informacdo, e sabendo que acima de uma concentracao limite
a formacéo de agregados é formada, com 0os maximos de absorgéo reais das
bandas monoméricas, em presenca de agregados, pode-se calcular a
concentracdo real de monémeros no sistema. A diferenca entre a concentracéo
ideal (sem mon6meros) e real (observada em presenca de mondémeros) fornece
a quantidade de moléculas que se encontram sob forma de agregados no
sistema. Sendo assim, obteve-se a concentracdo real de mondmeros e

agregados para as solucfes contendo ambas espécies.
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Figura 90: Espectros de absor¢cdo em etanol variando a concentracdo para as
estreptocianinas 19 (A), 20 (B), 21 (C) e 22 (D).
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Figura 91: Espectros de absor¢do em etanol variando a concentracdo para as
estreptocianinas 23 (A), 24 (B), 25 (C) e 26 (D).
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A partir dai, com as concentracées de mondémeros das solu¢des obtidas, e
as concentragdes totais conhecidas, escolheu-se um modelo para uso. Para o
estudo em questao, escolheu-se o0 modelo isodésmico modificado uma vez que
€ possivel avaliar diferentes tipos de interacfes intermoleculares através das
interpretagfes dos parametros obtidos, bem como definir se ha tendéncia de
formacao de dimeros ou agregados maiores, como trimeros, tetrameros, etc. A

equacao que define esse modelo é:

cr =0 -p)c + P (29)

(1-Kcq)?

Como facilidade para interpretar os resultados e para fins comparativos
com a literatura que apresenta os resultados sob o mesmo perfil de grafico, a
relacdo entre concentragdo de mondmeros ci1 € a concentragdo total cr foi
plotada conforme Figura 92. Observa-se que as retas sdo modelos simulados a
partir da equagéo citada acima, para valores mencionados de p e diferentes
fracbes molares de mondmeros. Os pontos estdo associados aos resultados

experimentais obtidos através da analise.

126



0.8- ——p =0,0001
——p=0,01
—p=0,1
0.6- S
by 10
N——
= 0.4- —p=100
p = 1000
" 19
0.2- " 20
"2
* 2
1.0
——p =0,0001
0.8- ==l
—p=0,1
—p=1
“:0.6— —p=10
x —p=100
p = 1000
0.4- = o3
= 24
= 25
0.2 = 26

0.1 1
Ker

Figura 92: Resultados experimentais obtidos no grafico acima para os derivados de
oxigénio, e no grafico abaixo, para os derivados de enxofre, em pontos, apresentados

juntamente com os dados tedricos para diferentes valores de p, em linha continua.

Enquanto na literatura utiliza-se um método de tentativas, estipulando
valores de K e p até uma aproximacao da curva dos resultados experimentais
com os dados tedricos, a metodologia aqui empregada foi de ajustar os
resultados experimentais conforme equacao 29, com auxilio do software Origin.
Dessa forma, todos os pontos foram adicionados a um grafico, conforme
equacao que descreve o modelo isodésmico modificado. Como resultado do
ajuste dos dados a equacgédo 29, obteve-se assim os valores das constantes p e
K. Considerando que p = K, /K, com os valores de p e K obtidos foi calculada a

constante de dimerizagao Kz. Os resultados encontram-se na Tabela VI.
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Tabela VI: Dados coletados a partir dos espectros de absor¢cdo em etanol para as
estreptocianinas: os valores de &,,,,, 0S valores de K e p, obtidos a partir dos dados
experimentais ajustados a equac¢ao do modelo isodésmico modificado, bem como o

valor de K, obtido a partir da definicdo de p e os valores de AG tanto para a formacéo

de agregados maiores quanto para a formacao de dimeros.

Enon KM p A ICI BV PRV B
1o 30213 20375 00037 0% 108 -25 11
o | 36690 68867 0,048 0,99 3305 27 -19
,, 40856 50175 0,024 0,98 1204 -26 17
,, 4326 31804 000085 99 27 25 8
3| 25314 25270 0,137 L 3461 -24 -19
,4 31675 53013  168x10°5 098 0,890 -26 0,283
o 41853 61600 0154 999 9500 -26 22
| 37716 103587 487x10¢ 098 50 28 9

Para os resultados obtidos, observa-se que quanto menor o coeficiente
de absortividade molar dos monémeros, maior a tendéncia de formar agregados.
As estreptocianinas que tem como substituinte na porcao alifatica o substituinte
etila, apresentaram os maiores valores de coeficiente de absortividade molar.
Quando o substituinte foi o terc-butila houve uma reducéo nos valores de &,

indicando maior formacao de agregados.

Com relacéo aos valores da constante de agregacao K, observa-se que
sdo todos superiores a 25 x 10% M, sendo que para as estreptocianinas
contendo benzoxazol, as estreptocianinas 20 e 21 tém seus valores de K mais
altos, o que indica que para essas estruturas a formacédo de agregados ocorre
com maior facilidade em etanol. Para as estreptocianinas contendo benzotiazol,
esse valor significativo de K ocorre para derivados contendo etila 25 e terc-butila
26.

Para definir se esses processos cooperativos tém a tendéncia de formar
dimeros ou estruturas maiores, os valores de K2 foram obtidos a partir de K e p.
Observa-se que, comparados com os valores de formacdo de agregados

maiores K, a formacédo de dimeros é menos favorecida, principalmente para as
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estruturas contendo terc-butila. Para a estreptocianina contendo benzotiazol e
metila como substituinte na porcéo alifatica 24, a formacéo de dimeros também
€ desfavorecida. Sendo assim, observa-se que as estreptocianinas tendem a

formar agregados contendo mais de duas unidades estruturais.

Com relacao aos valores de p, verifica-se que, para todos 0s casos, sdo
valores inferiores a 1. Isso afirma que se tratam de processos cooperativos para
as estreptocianinas estudadas. Com base nos valores de p, para as
estreptocianinas com valores entre 10 e 103, pode-se afirmar que a origem da
auto-associacao cooperativa se da em decorréncia de efeitos eletrénicos. Para
as estruturas contendo terc-butila (22 e 26) e para (24), esses valores foram
significativamente menores. Isso significa que, além desses efeitos, deve-se
considerar contribuicées da estrutura da estreptocianina e hidrofobicidade para
a formacéao de agregados cooperativos.

Os valores de energia de Gibbs calculados, tanto a partir da constante de
nucleacdo K, quanto a partir da constante de dimerizacdo Kz, indicam que a
formacdo de dimeros € energeticamente desfavoravel frente a nucleacao.
Observa-se uma diferenca significativa para os derivados contendo terc-butila, e
para o caso de 24 um valor positivo, mostrando que nessa situa¢ao a nucleacao

prevalece.

Para a estrutura 27, um bom resultado a partir do ajuste dos dados
experimentais com a equacgao do modelo isodésmico modificado néo foi obtido.
Em outras palavras, pode-se concluir apenas que esse modelo ndo é capaz de
descrever as interacdes intermoleculares de formacao de agregados para essa
molécula, sendo necessario a utilizacdo de outros aportes matematicos para

tanto.

4.4. Complexagdo com Proteina BSA

Os espectros de absorcédo da BSA e BSA+estreptocianina encontram-se
nas Figuras 93 a 95. Observa-se que para as estreptocianinas contendo nucleo
benzoxazol, a banda associada a formacéo de agregados, localizada acima de
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500 nm ndo foi evidenciada, indicando que em BSA nado ha tendéncia de
formacao de agregados. Para as estreptocianinas contendo nucleo benzotiazol,
essa banda foi levemente evidenciada com o incremento da concentracéo da
estreptocianina. Para 27 a banda associada aos mondémeros ficou bem definida,
bem como a banda associada aos agregados J, assim como nos espectros de
27 em PBS (ver anexos). Dessa forma, observa-se que a presenca de BSA né&o
influencia de forma significativa a formacéo de agregados em solugcdo tampao
de PBS, favorecendo assim a presenca das estreptocianinas em sua forma
monomérica. Todos 0s espectros de absor¢cdo dos corantes em tampéo PBS

encontram-se em anexo.
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Figura 93: Espectros de absor¢cdo para BSA (preto - inferior) e BSA+estreptocianina
(demais espectros): 19 (A), 20 (B), 21 (C) e 22 (D). Todos os espectros com
concentracdo de BSA constante (10 uM) e concentracéo de corante variando de 2 a
80 UM.
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Figura 94: Espectros de absorcao para BSA (preto - inferior) e BSA+estreptocianina:
23 (A), 24 (B), 25 (C) e 26 (D). Todos os espectros com concentragéo de BSA
constante (10 uM) e concentracdo de corante variando de 2 a 80 uM.
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Figura 95: Espectros de absorcéo para BSA (preto) e BSA+estreptocianina 27. Todos
0s espectros com concentracdo de BSA constante (10 uM) e concentracdo de corante

variando de 2 a 80 uM.

Para as mesmas solucbes analisadas, espectros de emissdo de
fluorescéncia foram obtidos com excitacdo em 280 nm, que esta associado a
emissao de fluorescéncia do triptofano presente na BSA. Observa-se para todos
0S casos, a supressao de fluorescéncia associada a proteina, com o0 acréscimo

da concentracdo de estreptocianina. Os espectros obtidos encontram-se nas
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Figuras 96 a 98. Nos gréficos, para cada sistema BSA+estreptocianina, tem-se
0os maximos de emissdao de fluorescéncia versus concentracdo de
estreptocianina sem correcdo (em preto), e levando em consideracao o efeito do
filtro interno 46, bem como a sua correcao (em vermelho). Para todos os casos,

a intensidade de fluorescéncia é significativamente reduzida, mostrando que as

estreptocianinas sao boas supressoras de fluorescéncia para o sistema.
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Figura 96: Espectros de emisséo de fluorescéncia da BSA, com excitagdo em 280 nm
e concentracdo de 10 uM de BSA, e os comparativos com adi¢do dos corantes 19 (A),
20 (B), 21 (C) e 22 (D), bem como o grafico no anexo superior, relacionando as
intensidades de fluorescéncia com a concentragdo de supressor experimentais (preto)

e corrigidos (vermelho).
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Figura 97: Espectros de emisséo de fluorescéncia da BSA, com excitagdo em 280 nm

e concentracdo de 10 uM de BSA, e os comparativos com adigdo dos corantes 23 (A),

24 (B), 25 (C) e 26 (D), bem como os gréaficos no anexo superior, relacionando as

intensidades de fluorescéncia com a concentrag@o de supressor experimentais (preto)

e corrigidos (vermelho).
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Figura 98: Espectros de emisséo de fluorescéncia da BSA, com excitagdo em 280 nm

e concentracdo de 10 uM de BSA, e os comparativos com adicdo do corante 27, bem

como os gréaficos no anexo superior relacionando as intensidades de fluorescéncia

com a concentracdo de supressor experimentais (preto) e corrigidos (vermelho).

fluorescéncia corrigidos,

Com base nos resultados obtidos a partir dos espectros de emissédo de

133
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ligacdo proteina-



estreptocianina, através da associacao desses, com o0 uso da seguinte equacao
(14):

log (FOF—_F) = log k;, + m - log[estreptocianina] 45

Para a obtencéo dos dados, graficos com log[estreptocianina] versus log (FOF_F)

foram construidos e, a partir da inclinacdo da reta bem como do intercepto no
eixo X, obteve-se os valores de k» e m. Os graficos para as estreptocianinas,

conforme heteroatomo estéo ilustradas na Figura 99 abaixo.
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Figura 99: Gréficos para obtengdo da constante de ligagdo e nimero de moléculas
gue interagem num sitio da proteina, em (A) as estreptocianinas contendo nucleo

benzoxazol, em (B) nucleo benzotiazol e em (C) nucleo benzimidazol.

Com auxilio do programa Origin, um ajuste linear para cada conjunto de
pontos foi realizado e, com base nos resultados, os valores dos parametros bem
como de R? para cada reta estdo apresentados na Tabela abaixo. Nota-se que
para m, que nos da a informacé&o de quantas moléculas de estreptocianina estao
interagindo simultaneamente com cada sitio, os valores sdo todos superiores a

1. Para o caso das estreptocianinas 23 a 26 e para 27, esse valor torna-se
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superior a 2. Esses resultados estdo em concordéancia com a presenca de
agregados formados nos sitios da proteina. Para os derivados de oxigénio, tanto
m quanto a constante ko Sdo0 crescentes conforme incremento da cadeia
presente na cadeia polimetinica das estreptocianinas, indicando que ocorre
preferéncia entre interacdo proteina-estreptocianina quando comparada com a
interacdo estreptocianina-solvente. Observa-se que para os derivados de
enxofre, ndo ha um padrdo em que se possa associar as variagdes com a cadeia.
Os valores de constante de ligacdo para estreptocianinas com nucleo
benzotiazol sdo superiores quando comparadas com as estreptocianinas com
ndcleo benzoxazol. Tal fato pode surgir em decorréncia de efeitos solvofobicos
entre 0s corantes e a agua, juntamente com afinidades entre estreptocianina e

BSA, o que também ratifica o acréscimo nos valores de m.

Tabela VII: Parametros de ligagdo e energia de Gibbs entre as estreptocianinas e

BSA.

ko (107 AG (10* J/mol) m R?

L/mol)
19 0,245 -3,64 1,48 0,98
20 19 -4,15 1,61 0,98
21 3,6 -4,31 1,65 0,99
22 3,0 -4,27 1,63 0,99
23 44,6 -4,93 1,83 0,98
24 885 -5,67 2,20 0,99
25 707 -5,62 2,18 0,99
26 115 -5,17 2,05 0,99
27 400 -5,48 2,36 0,98

No que se refere as formas de supressdo de fluorescéncia, diversas
avaliacbes foram necessarias para que se pudesse obter de forma clara o tipo
de supresséo que rege a interagdo BSA-estreptocianina. De inicio, para avaliar
a presenca de supressao dinamica, fez-se uso da equacao de Stern-Volmer.
Dessa forma, gréaficos de Fo/F versus [estreptocianina] estdo apresentados na

Figura 100. Observa-se que para o caso das estreptocianinas, a adicdo de
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metila, etila ou terc-butila aumenta a supresséo de fluorescéncia. Para todos os
casos, seguindo a premissa de que a equacdo de Stern-Volmer é linear e
destinada para supressao dinamica, observa-se uma curvatura positiva. Esse
perfil de comportamento exclui a existéncia de apenas supressdo dinamica de
fluorescéncia e abre possibilidade para outras interpretacées do processo. A
partir de entdo pode-se considerar a presenca de supressao estatica no sistema.

0 T T T v 0 T T T v
0.0 2.0E-5 4.0E-5 6.0E-5 8.0E-5 0.0 2.0E-5 4.0E-5 6.0E-5 8.0E-5
A [estreptocianina] (mol/L) B [estreptocianina] (mol/L)

0.0 20E55 40E5 60E5  B.OES
C [estreptocianina) (mol/L)

Figura 100: Gréficos seguindo equacado de Stern-Volmer para sistemas com
supressado dindmica: estreptocianinas contendo nucleo (A) benzoxazol, (B) benzotiazol

e (C) benzimidazol.

Considerando entdo que uma constante aparente, que representa as
constantes de supressdo de fluorescéncia estatica e dinamica, pode ser
considerada para representacdo do comportamento de supressao de
fluorescéncia da BSA em presenca das estreptocianinas, para cada ponto, a
constante aparente foi obtida e um gréafico de Kap versus [estreptocianina] foi
obtido. Os valores de Kp + Ke e Kp x Ke foram obtidos a partir da equacao da
reta, onde Kp + Ke representa o intercepto da equacao do grafico e Ko x Ke
representa a inclinacdo da reta (Equagao 34). A resolugédo da equagao nao

permitiu nUmeros reais, tornando assim a interpretagcdo dos resultados, atraves
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dessas consideracgdes, impossivel.

F 1
Kop = [2 - ]E = (Kp + Kg) + KpKz[S] 34

0.0 T T T T T T T T T T T T T T T
0 1E-5 2E-5 3E-5 4E-5 5E-5 6E-5 7E-5 8E-5 9E-5 0 1E-5 2E-5 3E-5 4E-5 S5E-5 6E-5 7E-5
A [estreptocianina] (mol/L) B [estreptocianina] (moliL)

-
1.4E4 27

1.2E4- /
1.0E4
2

1.5E-5 2.0E-5 25E5
C [estreptocianina] (moliL)

Kap

8.0E3

Figura 101: Gréficos com os resultados de [estreptocianina] versus Kap, lineares:

estreptocianinas contendo nudcleo (A) benzoxazol, (B) benzotiazol e (C) benzimidazol.

De forma andloga, sabendo que para essa mesma situacdo os graficos
Fo/lF versus [estreptocianina] poderiam ser ajustados por uma equacédo de
parabola (Equacdo 33), o procedimento foi entdo realizado com auxilio do
programa Origin. Aqui, mais uma vez, os valores obtidos para Kp + Ke € Kp X Ke
nao puderam ser resolvidos. Mostrando assim que esse ajuste ndo € adequado

para os resultados de interagcdo BSA-estreptocianina.

Dessa vez, considerando que uma parte da contribuicdo da supresséo é
dada de forma dindmica e outra estatica, e acrescentando a equacao de Stern-

Volmer um fator que determina a esfera efetiva de supressdo estatica,

137



representada pela equacao 35 abaixo, tem-se na Figura 102 os resultados dessa

andalise.

% = (1 + Kp|estreptocianina])exp(Vs. Ny[estreptocianina]) 35

0 1E5 265 3E5 4E5 5E-5  6E-S AE5 0 1E-52E-53E-5 4E-5 5E-5 6E-5 7E-5 8E-5 9E-5
A [estreptocianina] (mol/L) B [estreptocianina] (mol/L)

Fo/F

1' s amu®

0.0 20E5 40E5 60E5  B.0ES
C [estreptocianina] (moliL)

Figura 102: Gréficos relacionando Fo/F com [estreptocianina] e os ajustes nao
lineares, seguindo a equacao que contém fator que determina a esfera efetiva de
supresséo estética: estreptocianinas contendo nucleo (A) benzoxazol, (B) benzotiazol

e (C) benzimidazol.

Tem-se que os dados experimentais coletados a partir do gréafico de Fo/F
versus [estreptocianina], bem como um ajuste a equacdo 35, com auxilio do
programa Origin, foi possivel obter os resultados apresentados na Tabela VIII.

7

Para todas as estreptocianinas, é notado que a contribuicdo de supressao
dindmica € muito inferior a contribuicdo de supressdo estatica. Tal fato é
evidenciado através dos baixos valores da constante de supresséao dinamica, Kp,
com excecao de 23, onde o valor foi significativamente mais alto. Por
consequéncia, os valores da constante de supressao bimolecular foram baixos.
Os valores de Kp para sistemas cuja Unica forma de supresséo é a dinamica,

tipicamente ficam na ordem de 10* L/mol. Dessa forma, nota-se mais uma vez
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gue a supressao estatica prevalece no sistema. Além disso, pode-se inferir que,
pelo fato de prevalecer a supressdo estatica, nos sitios esteja ocorrendo a
formacédo de um complexo nao-fluorescente entre BSA e as estreptocianinas, ou
que a supressao ocorra devido a uma dada proximidade espacial entre o
fluor6foro e as estreptocianinas, estando essa distancia dentro do raio de
supressao estatica. Além disso, em sistemas onde ha altas concentracdes de
supressor, ocorre preferencialmente a supressao estatica, uma vez que ha uma
maior probabilidade do supressor estar relativamente proximo ao fluoréforo da
proteina. Isso de fato confere com os resultados obtidos, ja que a concentragéo
de supressor € maior que a de proteina. Além disso, na Tabela VIl encontra-se
descrito o raio onde a supressao estatica ocorre com eficiéncia. Tal valor foi
extraido a partir de V, encontrado a partir do ajuste de equacédo 35, e sua
igualdade com a equacéo que descreve o volume de uma esfera. Os valores de
raio encontrados, entre 0,1 e 2,3 nm sao inferiores ao tamanho da BSA,
indicando a necessidade de uma aproximacdo maior entre as estreptocianinas e
o fluor6foro para que a supressao ocorra. Essa equacdo é largamente
empregada para sistemas complexos, como micelas, membranas e sistemas
coloidais. O complexo comportamento das estreptocianinas pode estar
intimamente relacionado com sua tendéncia de formar agregados e, no mesmo
sistema, haver estreptocianinas em sua forma monomérica e de agregados,
sendo que cada um desses possui diferentes comportamentos em termos de

solvatacdo, momento de dipolo, propriedades fotofisicas, entre outros.
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Tabela VIII: Dados experimentais coletados a partir das equacdes de reta para a

equacao considerando supressado dinamica e esfera efetiva de supressao estatica.

Ko (L/mol)  kq (107 L/(mol.s)) r (nm) R?

19 0,0160 0,160 0,174 0,97
20 0,105 1,05 2,08 0,92
21 0,233 2,33 2,16 0,97
22 0,305 3,05 2,22 0,99
23 9840 9,84x10% 2,29 0,99
24 0,764 7,64 2,16 0,96
25 0,321 3,21 2,10 0,96
26 0,305 3,05 1,94 0,94
27 0,116 1,16 2,18 0,93

Além dos espectros de emissao de fluorescéncia ja apresentados, para
as mesmas solucgdes, espectros de fluorescéncia sincronizada foram obtidos.
Essa técnica permite a obtencdo de espectros com uma variacao fixa entre os
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo, AA. Para o caso das proteinas,
essa técnica torna-se importante uma vez que para variacdes de AN = 15 nm é
possivel estudar as influéncias do supressor sobre os residuos de tirosina,
enquanto que para AA = 60 nm é permitido avaliar a influéncia sobre os residuos
de triptofano. Para todos os casos, as Figuras 103 a 105 ilustram os espectros,
onde o0s espectros da esquerda sdo para AN = 15 nm e os da direita para AA =
60 nm.
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Figura 103: Espectros de fluorescéncia sincronizada com A\ = 15 nm (tirosina) a
esquerda (19 (A1), 20 (B1), 21 (C1) e 22 (D1)) e AN = 60 nm a direita (triptofano) (19
(A2), 20 (B2), 21 (C2) e 22 (D2)).
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Figura 104: Espectros de fluorescéncia sincronizada com AA = 15 nm (tirosina) a
esquerda (23 (Al), 24 (B1), 25 (C1) e 26 (D1)) e AA = 60 nm a direita (triptofano) (23
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Figura 105: Espectros de fluorescéncia sincronizada com AA = 15 nm (tirosina) (Al) e
AN = 60 nm (triptofano) (A2), para 27.

Observa-se que, para todas as estreptocianinas, ndo houve variagédo dos
maximos quando analisados os residuos de tirosina (a esquerda). No entanto,
na direita, avaliando os residuos de triptofano, observa-se que ocorreu para
todas as analises, um deslocamento de 8 nm com o acréscimo de supressor no
sistema. Esse comportamento indica que as interagdes ocorrem com os residuos
de triptofano, alterando assim o seu microambiente, levando a um ambiente de
diferente polaridade, quando comparado com o sistema sem supressor, a ponto
de levar a modificacbes espectroscopicas caracteristica dos residuos de
triptofano.

4.5. Sensores de pH

Os espectros de absorgcédo das estreptocianinas 19-27 com variagdo do
pH estdo indicados nas Figuras 106 a 110. Nos espectros é possivel observar
gue, para todas as estreptocianinas, seu comportamento frente a variacao de pH
€ bastante complexo, mesmo considerando todos os experimentos com a forca
ibnica constante. As setas indicam a variacao dos espectros com o aumento do
pH. Notadamente, em nenhum dos casos ha presenca de um ponto isosbéstico
nos espectros, indicando que ndo apenas espécies diferentes estdo presentes
no sistema, mas que essas espécies sofrem influéncia do microambiente,
podendo-se inferir possiveis interagdes intermoleculares, como por exemplo os

agregados, conforme a variacdo do pH, uma caracteristica que tem se mostrado
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usual para essas estruturas. Nota-se que em pH acido ha em todos os casos
uma banda de absor¢éo na regido do vermelho, sendo a espécie mais protonada
das estreptocianinas. Pelo deslocamento espectral, observa-se que as
protonacdo das espécies promovem absorcdo em comprimentos de menor
energia, notando-se assim uma estrutura mais conjugada frente as demais. pHs
proximos do neutro promovem reduc¢do da banda em aproximadamente 550 nm,
e um incremento de uma banda em aproximadamente 400 nm. Aqui, observa-se
uma semelhanca das caracteristicas espectrais das estreptocianinas
apresentadas em solventes orgéanicos, sem a formacao de agregados. Com o
incremento do pH, esse maximo se desloca para comprimentos de onda de

maior energia, abaixo de 400 nm.

0.20

e

o

=3
1

Absorbéancia
o
=

0.05

0.00

Comprimento de Onda (nm)

0.20

0.15 2,6

Absorbancia
o
3

0.05

0.00 1 — - : - - - -
300 350 400 450 500 550 600 650 700

Comprimento de Onda (nm)

B

Figura 106: Espectros de absorcéo para 19 (A) e 20 (B), variando o pH.
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Figura 107: Espectros de absor¢éo para 21 (A) e 22 (B), variando o pH.
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Figura 108: Espectros de absorcao de 23 (A), 24 (B), variando o pH.
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Figura 109: Espectros de absor¢éo de 25 (A), 26 (B), variando o pH.
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Figura 110: Espectros de absorcdo para 27 em diversos pHs.

Uma proposta de possiveis estruturas com a variagcado do pH para 19 esta
apresentada na Figura 111. Nela observa-se a estrutura obtida sinteticamente
na forma representada por b. Ao reduzir o pH, 6 sitios sdo passiveis de
protonacgdo: dois associados aos nitrogénios da estreptocianina, dois aos
nitrogénios do benzazol, além das hidroxilas fendlicas. Essa estrutura totalmente
protonada, representando o caso de pH extremamente acido, esta representada
por a, e apresenta coloracao rosa a lilas, dependendo das estreptocianinas. Para
0 caso de um aumento de pH a partir de b, a coloracdo das solucdes torna-se
amarela, e num primeiro momento tem-se a estrutura neutra, representada por
c. Para o caso em que os hidrogénios fendlicos sdo abstraidos formando a
estrutura anibnica em um dado pH alcalino, tem-se a representacdo d.
Considerando ainda os intermediarios, pode-se verificar que para a
estreptocianina, uma vasta possibilidade de espécies pode estar presente com
a variacédo do pH. E em dado pH, diferentes interacdes podem estar presentes,
sejam essas interacdes solvatocrémicas ou intermoleculares, com diferentes
méaximos de absor¢do, formando diferentes arranjos de agregados — esses
especialmente em pH acido devido as caracteristicas dos espectros de absorcao

- que podem ter seus maximos de absorcao também distintos.
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Figura 111: Proposta com possiveis estruturas, com variagdo do pH, para 19.
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Em termos praticos, essa variagdo promove uma importante aplicacao
como sensores colorimétricos das estruturas. Nota-se que pHs acidos
promovem coloragdo rosa, enquanto que pHs basicos promovem uma coloragado
amarela. A Figura 112 mostra as imagens para os derivados sulfurados. As

mesmas propriedades podem ser estendidas as outras estruturas.

Aumento do pH

23
24
25

26

Figura 112: Imagens da coloragéo das solu¢des com a variagdo do pH, da esquerda
para a direita, do pH mais &cido ao mais basico analisado para as estruturas 23, 24,
25 e 26.
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Com relagéo aos espectros de emissdo desse estudo em pH, para todos
0s casos houve variacao da intensidade de emisséo, especialmente para pHs
basicos, acima de 10. Além disso observou-se auséncia de fluorescéncia para a
banda associada aos pHs acidos, sendo essa fluorescéncia observada em
aproximadamente 340 nm. A intensidade de fluorescéncia para todos os casos
aumenta significativamente, e esta apresentado nas Figuras 113 a 117.
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Figura 113: Espectros de emissao com excitagdo em 340 nm para as estruturas 19 e
20.
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Figura 114: Espectros de emissdo com excitacdo em 340 nm para as estruturas 21 e
22.
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Figura 115: Espectros de emissdo com excitacdo em 340 nm para as estruturas 23 e
24.
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Figura 116: Espectros de emissdo com excitacdo em 340 nm para as estruturas 25 e
26.
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Figura 117: Espectros de emissdo com excitagcdo em 340 nm para a estrutura 27.

O estudo de espécies que absorvem e emitem fluorescéncia,
experimentalmente, é relativamente simples. Considera-se para tanto que cada
espécie em dado pH possua um espectro de absorcdo e emissao caracteristico.
Para a identificacdo de pKa dessas espécies, um estudo de suas intensidades
de emisséao de fluorescéncia ou absorgéo, em funcéo do pH, leva a uma funcao
sigmoidal, que quando matematicamente ajustada, é possivel identificar seu pKa,
no ponto de inflexdo da curva. Essa técnica foi empregada nos estudos do
presente trabalho, utilizando um ajuste de Boltzmann, para a faixa de pH basico
exclusivamente. Os demais pKas ndo foram observados por ndo haver uma
modificacdo pronunciada na intensidade de fluorescéncia. Nota-se que, com o
aumento da substituicdo do hidrogénio por metila, etila ou terc-butila, ha uma
reducgéo do pKa das estruturas. A Figura 118 ilustra as curvas de intensidade de
fluorescéncia, normalizadas pela intensidade do menor pH em fungéo do pH. A
Tabela IX apresenta seus pKas e os coeficientes de determinacdo R? do ajuste

da equacdo.
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Figura 118: Curvas da variagdo de intensidade de fluorescéncia relacionadas com o

13

pH para a obtencao do pKa, para 19, 20, 21 e 22 no gréfico (A), para 23, 24, 25 e 26

no gréfico (B) e para 27 no gréfico (C).

Tabela IX: Relacdo dos pKa encontrados.

Estrutura pKa R?
19 13,02 0,99
20 11,80 0,90
21 10,60 0,91
22 10,12 0,99
23 10,27 0,98
24 11,36 0,98
25 11,35 0,98
26 10,29 0,98
27 11,38 0,99
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Tendo em vista essas caracteristicas das estreptocianinas, observa-se
que essas podem ser usadas como sensores do tipo liga-desliga de
fluorescéncia. No ponto do pKa basico desses referidos corantes, esta a faixa em
que atuam como sensores fluorescentes. A Figura 119 abaixo ilustra para os
derivados oxigenados esse processo. Para todos os demais, a mesma
observacéo foi averiguada. Nota-se que em pHs acidos e neutros o sistema nao

é ativado, tornando-se fluorescente em pHs basicos.

Aumento do pH

OFF ON
19
20
2 23 ¥ EEEYEET
21 sttty s kAo b b
22

Figura 119: Esquema da variagdo de emisséo de fluorescéncia, conforme variagédo do

pH para os derivados oxigenados 19, 20, 21 e 22.
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5. Parte Experimental

5.1. Materiais e Equipamentos

Para a sintese dos compostos, foram utilizados reagentes da marca Sigma-
Sigma-Aldrich ou Merck, com pureza superior a 95%. Os solventes foram usados
de grau PA. Para a purificacdo dos compostos via coluna cromatografica, foi
utilizado Silicagel 60 da Sigma-Aldrich. Os espectros de RMN de 'H e *3C foram
realizados nos equipamentos Varian Inova de 300 MHz ou Brucker Ascend de
400 MHz. Os deslocamentos quimicos estdo em & (ppm) relativos ao
tetrametilsilano (TMS) como padréo interno ou relativos ao solvente, usando
DMSO-ds, CF3COOD (TFA) ou CDCls. Os espectros de Infravermelho foram
obtidos no equipamento Varian 640-IR, através de pastilhas de KBr. Os
espectros de absorcdo e emissdao de fluorescéncia foram feitos nos
espectrofotometros Shimadzu UV-2450, RF-5301PC. Para as medidas em
estado solido foi acoplada a esfera de integracdo ISR-2200. Na caracterizacéo
fotofisica e experimentos, todos os solventes utilizados foram solventes PA-ACS,
sendo o etanol anidro.

5.2. Sintese dos heterociclos 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzazois

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,0221 mol do o-aminofenol
68, o-aminotiofenol 69 ou 1,2-diaminobenzeno 70, seguido de 15 ml de APF. A
temperatura foi elevada lentamente (2 horas) até atingir 150 °C, quando o acido
5-aminosalicilico 85 (0,0221 mol) foi adicionado. Apds a reagéo foi aquecida por
3 horas a 195 °C. A reacéo ¢ resfriada e vertida em gelo picado até obtencéo de
precipitado. A reacéo foi neutralizada com bicarbonato de sodio até pH 7, filtrada
e o0 solido foi purificado via coluna cromatografica utilizando silica na fase

estacionaria e diclorometano como eluente.
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5.2.1. 2-(5-amino-2*-hidroxifenil)benzoxazol (86)

4 HO ! ,
. 3 N 2 3
I )
6
;8 © 6 5 N,
Rendimento: 69%.

Infravermelho: 3411 (vasNH2); 3333 (vsNH2); 1619 e 1542 (VaromC=C).

1H-RMN (ATF-d) 400 MHz, & (ppm):, 8,48 (1H, d, Jmeta = 2,8 Hz, H¢), 7,85 a 7,80
(3H, m, Ha, Ha e H7), 7,74 a 7,66 (2 H, 2 tripletos, , Jorto = 8,8 € 7,2 Hz, Hs e Hs),
7,39 (1H,d, Joro = 9,2 Hz, H3).

3C-RMN-APT (ATF-d) 100 MHz, & (ppm): 162,60; 161,72; 150,58; 135,67;
132,63; 131,78; 130,08; 127,14; 125,27; 122,03; 117,91; 114,74; 109,54.

5.2.2. 2-(5-amino-2*-hidroxifenil)benzotiazol (87)

R HO
s 3 N 2' 3
o
6
; 8 s 6 5 i,
Rendimento: 56%

Infravermelho: 3408 (vasNHz2); 3328 (vsNH2); 1633 e 1593 (VaromC=C).

1H-RMN (ATF-d) 400 MHz, & (ppm): 8,22 (1H, dd, Jmeta = 5,8 HZ € Jpara = 2,4 Hz,
He), 8,13 a 8,04 (2H, m,Hs e He), 7,82 a 7,70 (3H, m, Hz, H4 e H7), 7,38 (1H,dd,
Jorto = 9,2 HZ € JImeta = 5,6 Hz, Hs).

13C-.RMN-APT (ATF-d) 100 MHz, & (ppm): 171,29; 159,43; 141,94; 134,03;
133,17; 131,85; 130,99; 126,78; 125,14; 124,93; 122,20; 119,98.
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5.2.3. 2-(5-amino-2*-hidroxifenil)benzimidazol (88)

4 HO , ,
3 N 2' 3
4
6
7 ’ H & ¥ NH,
Rendimento: 52%

Infravermelho: 3400 (vasNH2); 3300 (vsNH2); 1637 e 1589 (VaromC=C).

'H-RMN (DMSO-ds) 400 MHz, & (ppm): 7,62 (2H, dd, Jorto = 5,6 HZ € Jmeta = 3,2
Hz, Ha e H7), 7,25 (3H, m, He', Hs e He), 6,79 (1H, d, Jorto = 8,8 Hz), 6,72 (1H, dd,
Jorto = 8,4 HZ € Jmeta = 2,4 Hz, Hs).

13C-.RMN-APT (DMSO-ds) 100 MHz, & (ppm): 152,54. 150,01; 141,04; 123,00;
119,78; 117,93; 112,8; 111,04.

5.3. Sintese das Estreptocianinas 19 — 27

Adicionou-se 4,94 mmol de cloreto de fosforila, gota a gota em 7,8 mmol
de DMF, sob temperatura reduzida (0 °C) e sob agitacdo constante. A reacao
permaneceu sob agitacdo por 2 horas a temperatura ambiente, quando entdo
1,35 mmol da ciclohexanona correspondente foi adicionada (94a a 94d). A
reacdo foi mantida sob refluxo a 95 °C por 1 hora. Ap6s o resfriamento, uma
solucdo em etanol (dissolvido em quantidade suficiente para a dissolucéo)
contendo o correspondente heterociclo 86 a 88 foi adicionado e a reacédo
permaneceu sob refluxo a 70 °C por 1 hora. A solucdo foi resfriada e o
precipitado filtrado e lavado com etanol e hexano. A purificacdo procedeu com

lavagens do sélido em extrator Soxhlet com hexano como solvente.
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5.3.1. Estreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino) (19)

> cr >
HO . & OH
al
a a
4 N N7 Z N N 4
e \ \ &
b
5 ) H b H o 5
c
6 7 7 6

Rendimento: 71% (solido azul escuro)

Ponto de Fuséo: 237 °C

Infravermelho: Infravermelho (cmt): 3412 (vn-+), 3045 (Vc-H arom), 2940 e 2800
(Ve-H alifatico), 1634 € 1611 (ve=c), 1598 (vc=c), 1470 (&c-H).

'H-RMN (ATF-d) 300 MHz, & (ppm): 8,75 (s,2H, Ha), 8,30 (s, 2H, He), 7,90 (m,
4H, Hs e Hs), 7,77 (m, 6H, H4, H7 e He), 7,43 (d, 2H, Jo =9 Hz, H3), 2,72 (Salargado,
4H, Hb), 2,06 (Salargado, 2H, Hc).

3C-RMN-APT (ATF-d) 75,4 MHz, & (ppm): 161,44; 161,17; 157,90; 149,90;
148,72;133,89; 130,55; 129,98; 129,80; 128,32; 120,04; 119,73; 117,37; 115,99;
112,94; 107,45; 24,23; 19,56.

HRMS (ESI): Calculado ([M+H]*-CI"): 589,1637, Experimental: 589,1625.

5.3.2. Metilestreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino) (20)

Rendimento: 57% (solido azul escuro)

Ponto de Fuséo: 254 °C

Infravermelho (cm™): 3412 (vN-H), 3054 (Vc-H arom), 2961 e 2864 (Vc-H alifatico), 1683
e 1622 (vc=c), 1590 (vc=c), 1475 (dc-H).

'H-RMN (ATF-d) 300 MHz, & (ppm): 8,91 (s, 2H, Ha), 8,45 (s, 2H, He), 8,06 (m,
4H), 7,94 (m, 6H), 7,61 (d (Jo = 9 Hz), 2H, H3), 2,98 (d, 2H, Hb), 2,48 a 2,30
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(M+Satargado, 3H, Hb + He), 1,38 (d, 3H, Ha).

3C-RMN-APT (ATF-d) 75,4 MHz, & (ppm): 163,31; 162,89; 159,75; 151,87;
150,57; 135,72; 132,37; 131,85; 131,64; 130,17; 121,92; 121,60; 118,92; 117,84;
114,76; 109,33; 33,88; 28,58; 21,51.

5.3.3. Etilestreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino) (21)

Rendimento: 77% (sélido azul escuro)

Ponto de Fuséo: 205 °C

Infravermelho (cm™): 3403 (VN-H), 3049 (Vc-H arom), 2958 € 2873 (Vc-H alifatico), 1651
e 1616 (vc=c), 1583 (vc=c), 1480 (dc-H).

H-RMN (ATF-d) 300 MHz, & (ppm): 8,63 (s, 2H, Ha), 8,25 (m, 4H), 8,10 (m, 6H),
7,78 (d, Jo = 7,3 Hz, 2H, H3), 3,23 (d, 2H, Hb), 2,63 (t, 2H, Hb), 2,24 (Salargado, 1H,
Hc), 1,91 (m, 2H, Ha), 1,38 (t, 3H, He).

13C-RMN (ATF-d) 75,4 MHz, & (ppm): 163,07; 159,78; 151,94; 150,61; 135,77;
132,42;131,82; 131,69; 130,21; 121,97; 121,70; 119,02; 117,88; 114,80; 109,37;
35,31; 31,88; 30,07; 12,26.

5.3.4. Tercbutilestreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino) (22)

3 cr 3
HO 4 4 OH
Cl
a a

4 N\ N Z SN /N 4

& \ \ &

b
5 0] H b H o 5
6 7 7 6
d

Rendimento: 75% (sdlido verde escuro)
Ponto de Fuséao: 254 °C
Infravermelho (cm-?): 3417 (vn-H), 3051 (Vc-H arom), 2945 € 2864 (Vc-H alifatico), 1635
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e 1613 (vc=c), 1579 (vc=c), 1455 (&c-h).

'H-RMN (ATF-d) 300 MHz, & (ppm): 8,98 (s, 2H, Ha), 8,51 (s, 2H, He), 8,15 (m,
4H), 8,01 (m, 6H), 7,68 (d, Jo = 8,9 Hz, H3), 3,15 (m, 2H, Hb), 2,58 (t, 2H, Hb),
1,96 (M, 1H, He), 1,29 (s, 9H, Hd).

13C-RMN (ATF-d) 75,4 MHz, & (ppm): 163,28; 162,90; 151,74; 150,55: 135,74:
132,36; 131,62; 130,16; 121,92; 121,74; 119,85; 117,82; 114,73; 109,31, 44,21,
37,86; 34,17, 28,24, 27,70.

5.3.5. Estreptocianina bis-(benzotiazolil-hidroxifenilamino) (23)

3 cr 3
HO & 4 OH
Cl
a a
4 N\ N*/ Z N /N 4
6' | ‘ 6'
b
5 S H b H S 5
c
6 7 7 6

Rendimento: 66% (solido azul escuro)

Ponto de Fuséo: 253 °C

Infravermelho: Infravermelho (cm-t): 3350 (vn-+), 3054 (Vc-H arom), 2941 e 2825
(Ve-H alifatico), 1641 e 1625 (ve=c), 1582 (vc=c), 1484 (&c-H).

'H-RMN (ATF-d) 300 MHz, & (ppm): 8,74 (s, 2H, Ha), 8,22 a 8,10 (m, 6H), 7,86
a 7,71 (m, 6H), 7,43 (d, Jorto= 9Hz, H3), 2,71 (Salargado,4H, Hb), 2,07 (Salargado, 2H,
He)

13C-RMN (ATF-d) 75,4 MHz, & (ppm): 169,6; 160,4; 155,2; 149,3; 139,6; 133,3;
130,7; 129,3; 128,7; 127,9; 122,7; 119,3; 117,5; 116,7; 112,9; 23,7; 18,9.
HRMS (ESI): Calculado ([M+H]*-CI"): 621,1180, Experimental: 621,1157.

5.3.6. Metilestreptocianina bis-(benzotiazolil-hidroxifenilamino) (24)

3 cr 3
HO e 4 OH
Cl
a a

4 N\ N*/ =4 N /N 4

L e

5 S H b H S 5

6 7 d 7 6
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Rendimento: 72% (solido verde escuro)

Ponto de Fuséo: 243 °C

Infravermelho (cm™): 3423 (vN-H), 3057 (Vc-H arom), 2960 e 2866 (Vc-H aliatico), 1648
e 1606 (vc=c), 1581 (vc=c), 1473 (5c-H).

'H-RMN (ATF-d) 300 MHz, & (ppm): 8,87 (s, 2H, Ha), 8,38 — 8,24 (m, 6H), 7,98
— 7,84 (m, 6H), 7,58 ppm (d, Jo = 9 Hz, 2H, Hz), 2,97 (d, 2H, Hb), 2,44 — 2,27 (t +
Salargado, 3H, Hb + Hc), 1,36 (d, 3H, Ha)

13C-RMN (ATF-d) 75,4 MHz, & (ppm): 171,82; 162,66; 157,63; 151,81; 141,96;
135,73;131,65; 131,31, 130,29; 125,05; 122,15; 121,66; 119,94, 118,84, 115,40;
33,95; 28,60; 21,50.

5.3.7. Etilestreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino) (25)

Rendimento: 89% (sélido verde escuro)

Ponto de Fuséo: 253 °C

Infravermelho (cm™): 3418 (vN-H), 3060 (Vc-H arom), 2954 € 2872 (Vc-H alifatico), 1618
(ve=c), 1598 (vc=c), 1475 (&c-H).

!H-RMN (ATF-d) 400 MHz, & (ppm): 8,63 (s, 2H, Ha), 8,25 (m, 4H), 8,10 (m, 6H),
7,78 (d, Jo = 7,3 Hz, 2H, H3), 3,23 (d, 2H, Hb), 2,63 (t, 2H, Hb), 2,24 (Salargado, 1H,
Hc), 1,91 (m, 2H, Hd), 1,38 (t, 3H, He).

13C-RMN (ATF-d) 100 MHz, & (ppm): 163,07; 159,78; 151,94; 150,61; 135,77;
132,42;131,82; 131,69, 130,21; 121,97, 121,70, 119,02;117,88; 114,80; 109,37,
35,31; 31,88; 30,07; 12,26.
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5.3.8. Tercbutilestreptocianina bis-(benzoxazolil-hidroxifenilamino) (26)

Rendimento: 87% (solido verde escuro)

Ponto de Fuséo: 248 °C

Infravermelho (cm™): 3391 (vN-H), 3058 (Vc-H arom), 2959 € 2859 (Vc-H aiitatico), 1654
e 1615 (vc=c), 1581 (vc=c), 1481 (dc-H).

'H-RMN (ATF-d) 400 MHz, & (ppm): 8,98 (s, 2H, Ha), 8,51 (s, 2H, He), 8,15 (m,
4H), 8,01 (m, 6H), 7,68 (d, Jo = 8,9 Hz, Hz), 3,15 (m, 2H, Hb), 2,58 (t, 2H, Hb),
1,96 (m, 1H, Hc), 1,29 (s, 9H, Ha).

13C-RMN (ATF-d) 100 MHz, & (ppm): 163,28; 162,90; 151,74; 150,55; 135,74;
132,36; 131,62; 130,16; 121,92; 121,74; 119,85; 117,82; 114,73; 109,31; 44,21;
37,86; 34,17, 28,24; 27,70.

5.3.9. Estreptocianina bis-(benzimidazolil-hidroxifenilamino) (27)

; - T
HO > & e OH
cl
a a
4 N N7 Z N e AN 4
& \ [ :
b
c
6 7 7 6

Rendimento: 75% (sélido azul escuro)

Ponto de Fusé&o: acima de 310 °C

Infravermelho: Infravermelho (cmt): 3413 (vn-+), 3041 (Vc-H arom), 2937 € 2861
(Vc-H alifatico), 1620 e 1582 (vc=c), 1555 (vc=c), 1475 (dc-H).

!H-RMN (ATF-d) 300 MHz, & (ppm): 11,36 (Salargado, Hon), 8,53 (s, 4H, Ha), 7,86
(m, 6H), 7,47 (m, 6H), 2,68 (Salargado, 4H, Hb), 1,82 (Salargado, 2H, Hc).
13C-RMN-APT (ATF-d) 75,4 MHz, & (ppm): 155, 78; 155,29; 147,86; 145,91;
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132,05; 131,40; 126,89; 125,67; 118,36, 117,68; 114,89; 114,18; 109,72, 34,05;
24,70; 19,44.
HRMS (ESI): Calculado ([M+H]*-CI"): 587,1957, Experimental: 587,1946.

5.4. Caracterizacdo Fotofisica

Para o preparo das amostras pesou-se em uma balanca microanalitica
quantidades inferiores a 1 mg dissolvidos em solventes de grau HPLC. A partir
de uma solucéo estoque, solucdes de concentracdo entre 1 uM a 40 puM foram
preparadas. Para as medidas no estado soélido, utilizou-se suporte para solidos
com janela de quartzo, utilizando esfera integradora. As amostras em filme foram
preparadas com auxilio de etanol, gotejando a solucdo em uma lamina de
quartzo, também utilizando esfera integradora para obtencdo das medidas de

absorcao.

5.5. Estudo de Agregados

Uma solucdo de 10 ml de etanol anidro contendo entre 0,3 e 1 mg de
corante foram preparadas e utilizadas para a preparacao das solucdes diluidas.
As concentragdes diluidas variaram entre 1 e 70 pmol.L1, e imediatamente seus

espectros de absorcdo no UV-Visivel foram obtidos.

5.6. Estudo da Interacdo com BSA

Para cada estreptocianina, diferentes amostras foram preparadas em
solugéo tampéao PBS com pH de 7,2, todas elas mantendo a concentracéo de
proteina fixada em 10 uM. Diversas solu¢ces contendo BSA e concentracdo
variando entre 2 a 80 UM das estreptocianinas foram preparadas, até que
houvesse saturagcdo do sistema ou supressao significativa da emisséo de
fluorescéncia da proteina. A partir dessas solugdes, foram medidos os espectros

de absorgéo, emisséo de fluorescéncia analisando a emisséao da proteina, bem
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como os espectros de fluorescéncia sincronizada com AA de 15 e 60 nm. Para a
obtencdo dos espectros corrigidos, para todos 0s corantes, espectros de
absorcdo com concentracgao inicial de 2 uM das estreptocianinas em PBS foram

medidos até saturacao da solucao.

5.7. Estudo de pH

Para as medidas de pH, foram preparadas solu¢cdes de 10 mL com 5uM de
estreptocianina para cada pH, a partir de uma solucdo das estreptocianinas em
DMSO, com adi¢cdes de volumes de 250 pL dessa solucdo. Para a solucao
aguosa, utilizou-se agua Mili-Q e a forca idnica foi mantida em 0,15. Os pHs
foram ajustados com auxilio de pHmetro. Apds duas horas os pHs foram
medidos novamente e as solugbes tiveram seus espectros de absorcdo e

emissao medidos.

166



6. Consideracdes Finais

A sintese de novos corantes do tipo estreptocianinas foi obtida com
sucesso, sendo essas estruturas inéditas na literatura. A metodologia de sintese
apresentada mostrou-se de boa eficiéncia, justificada pelos rendimentos bons
em poucas etapas, e de facil purificacdo. As estreptocianinas apresentaram
caracteristicas de cor semelhantes as cianinas descritas na literatura: todas de

coloracédo escura, variando entre azul e verde, bem como iridescentes.

As estreptocianinas tiveram importantes caracteristicas fotofisicas,
provenientes tanto das propriedades das cianinas quanto dos nucleos contendo
ESIPT. Observou-se que a formacdo de agregados em solventes polares é
preferencial, e que variou conforme substituicdo da cadeia polimetinica e
heteroatomo presente nas moléculas. Para alguns casos, tanto agregados H
quanto J foram observados. A emissao de fluorescéncia para os agregados J foi
evidenciada, assim como ocorre nas cianinas. Os deslocamentos de Stokes
apresentados pelas estreptocianinas mostraram-se em termos de magnitude
muito maiores que os tipicos de cianinas, mas inferiores aos apresentados por
benzazdis. Além disso, a dupla emisséo de fluorescéncia tipica das benzazéis
foi evidenciada, quando em sistemas diluidos, para alguns casos. Em estado
sélido, foi caracteristico das estreptocianinas uma janela de absorcdo bem
ampla, podendo chegar a regido do vermelho. Ja em filme, as estruturas
mostraram a presenca de agregados J bastante clara, e em ambos os casos ndo
houve emisséo de fluorescéncia, ao contrario de estruturas contendo ESIPT, que

possuem suas fluorescéncias aumentadas quando em estado solido.

A partir de um estudo dos espectros de absor¢céo das estreptocianinas
variando sua concentracdo foi possivel obter importantes relacdes acerca da
formacao de agregados dessa estrutura. Observou-se que o emprego do modelo
isodésmico modificado indicou que a formagdo de agregados é regida por
processos cooperativos. Além disso, os valores de Energia de Gibbs foram
calculados e mais uma vez péde-se observar a tendéncia de formar agregados

maiores que dimeros.
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Com relagdo as caracteristicas de supressores de fluorescéncia das
estreptocianinas frente a BSA, para todos os casos pbde-se descartar a
predominéancia de supressao dinamica no sistema em virtude da ndo-linearidade
dos dados experimentais frente a equacdo de Stern-Volmer. Com base nos
ajustes de equacdes que descrevem a supressao de fluorescéncia, evidenciou-
se que ocorre prioritariamente a supressdo estatica, sem levar em conta a
formacédo de complexos nao-fluorescentes. Foram calculados os raios ao redor
do fluoroforo onde a supressao de fluorescéncia ocorre, sendo esse inferior ao
tamanho da proteina BSA. Além disso, através de espectros de fluorescéncia
sincronizada, foi possivel identificar que as interagbes ocorrem
predominantemente nos residuos de triptofano e ndo de tirosina, também

presentes na BSA.

Todas as estreptocianinas foram identificadas como sensores

colorimétricos de pH, e também como sensores fluorimétricos para pHs basicos.

De forma geral, as estreptocianinas obtidas nesse trabalho apresentaram
propriedades Unicas. Além disso, suas caracteristicas fotofisicas mostraram a
formacdo de agregados J e H sob dadas condi¢cdes. Sendo assim, o presente
trabalho foi capaz de estudar suas principais caracteristicas fotofisicas com
sucesso, e foi identificado que essas estruturas podem ser utilizadas em diversas
aplicacoes, dadas as suas propriedades investigadas.
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Anexo 1: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em ATF-d para 86.
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Anexo 2: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 86
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Anexo 3: Espectro de FT-1V em pastilha de KBr para 86.
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Anexo 4: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em ATF-d para 87.
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Anexo 5: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 87.
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Anexo 6: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 87.
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Anexo 7: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em DMSO-ds para 88.
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Anexo 8: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 88.
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Deslocamento Quimico (ppm)
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Anexo 10: Espectro de 1H-RMN (300 MHz) em ATF-d para 19.
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Anexo 11: Espectro de 13C-RMN (75,5 MHz) em ATF-d para 19.
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Anexo 12: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 19.
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Spectral Size 32768
| ¢
X
18 '
o Ll s L ot i H
O N «™ON S 0 W0 ~N
Qe e i ] ¥
NN ©N N« [2¢]
T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T
12.0 10.5 9.0 7.5 6.0 4.5 3.0 1.5 0.0

Deslocamento Quimico (ppm)

Anexo 13: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em ATF-d para 20.
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Parameter Value
Title Leandra-Marluza2560-EHBO-5-Me-APT
Spectrometer spect M- 0N OO "SI 00O W
Solvent Trifluoroacetic Acd-D ﬂi_ l'n. G".! ‘: ‘\! «! o. ‘: (\! q u? (N- LD- ‘: ‘.' °’. ; a ©
Topeae 80 Jdgr2898553xEESs & @ <
N b 7
Pulse Sequence jmod D i B ol B D S SR SR N AR o b oo I o B o ™M NN
Number of Scans 12800 S e I ——— 0N
Receiver Gain 185
Relaxation Delay 2.0000
Pulse Width 10.0000
Acquisition Time 13631
Acquisition Date 2017-10-31T18:58:3%
Modification Date 2017-11-01707:50:50
Spectrometer Frequency 100.61
Spectral Width 24038.5
Lowest Frequency -1742.6
Nudeus 13C
Acquired Size 32768
Spectral Size 65536
| | | I |
NI |
|
[ | L
T T ! T T ! T T ] T T T T T T T 1 L] 1 T T T
210 190 170 150 130 110 90 80 70 60 50 40 30 20

Deslocamento Quimico (ppm)

Anexo 14: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 20.
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Anexo 15: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 20.
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Parameter Value

Title Leandra-Marluza2561-EHBO-5-Et-1H

Spectrometer Egspect OMOMNT DO OTNO M LD OMMNDOTMNMeFTTNO

Solvent o Trfluoroacetic AcdD & € S (@ @ € @ & @© @ 1 W e e i e B R e e e Bl

Temesuse a0 SHSNREN NSNS dddanerr e very

Pulse Sequence 2g30 e T

Number of Scans 64 ( |

Receiver Gain 88 ' | .

Relaxation Delay 1.0000 ' | ) i ‘1

Pulse Width 8.0000 ( ( | ( [ [ [

Acquisition Time 2,0447 | | ‘l [ I '|' [ ||

Acquisition Date 2017-11-08T19:36:34 ! g & ! ' &

Modification Date 2017-11-08T19:36:36

Spectrometer Frequency 400.13

Spectral Width 8012.8

Lowest Frequency -1596.7

Nudleus H

Acquired Size 16384

Spectral Size 32768

L ;

L s o S Lo R T - o - = e
oo N O« W
SamMnme Db M T B
N~ O©ON NAN=—=N™M

T T . T v T T 1 T ¥ T T T L T ] T L T L T L1 T T ¥ T L/ T T T T ¥ T T T T T T

12.0 10.5 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Deslocamento Quimico (ppm)

Anexo 16: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em ATF-d para 21.

204



Parameter Value

Title LeandraMarluzaZSW-fﬁ-%: MMM NOTNOM NN~

Specvoneter oo PONYTNROTNINNIN S Ngg @

Solvent TriﬂuoroaceticAdd% g % E S g ; ; ; g g & 2 ‘N_ : g < -3 :

Temperature 2938.0 Lol ol SEE ) o B D S R S B B o B R M MmN -

Pulse Sequence jmod e N B T e SN\~ |

Number of Scans 12800

Receiver Gain 195

Relaxation Delay 2.0000

Pulse Width 10.0000

Acquisition Time 1.3631

Acquisition Date 2017-11-08T19:47:47

Modification Date 2017-11-09T07:50:20

Spectrometer Frequency 100.61

Spectral Width 24038.5

Lowest Frequency -1749.8

Nudeus 13C

Acquired Size 32768

Spectral Size 65536

{ | | 1 |
1!
[ | [ ] | i
=5 1 : [
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Deslocamento Quimico (ppm)

Anexo 17: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 21.
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Anexo 18: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 21.
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Parameter
Title
Spectrometer
Solvent
Temperature
Pulse Sequence
Number of Scans
Receiver Gain
Relaxation Delay
Pulse Width
Acquisition Time
Acquisition Date
Modification Date
Spectrometer Frequenc]
Spectral Width
Lowest Frequency
Nucleus
Acquired Size
Spectral Size

Value

Leandra-Marluza2562-EHBO-5-t-Bu

spect N O OMNMNNMNMNUM—NO NOMNOWUT—TOOMOMN
TnﬁuoroaceﬁcAdd-Dc’. 2.5 _OOQO!O!G!&D_QD_ F_O_OO_'-Q'-QQ’G!Q&_
Soi 00 0 00 00 0 0 MM MMM NNNT™~ -
230 eeee————e——— ee——re Y
54 E

71 |

1.0000 r

8.0000 [ '

2.0447 r r i A ; i

2017-11-14T719:53:21
2017-11-14T19:53:24
400.13

8012,8

-1601.9

H

16384

32768

e et bl = Y e =
SO MNMNNO W e - wn
OO NNO n oo o
NSO NN o

12.0 10.5 .0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Deslocamento Quimico (ppm)

Anexo 19: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em ATF-d para 22.
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Parameter Value

Title Leandra-Marluza2562-EHBO-5-t-Bu-APT

Spectrometer spect «— (NN W™ MO OWOOMUWUINONM

Solvent Trifluoroacetic AGER U3 ™) @) MO NMNWLMIY v_ t] =] g 8 8 8 t‘)l)
Tenperatire 260 S35 B KASIIFIP=IE G N NS
Pulse Sequence jmod - e - v v - T MOMNN
Number of Scans 12800 YN N —_— ~N At NN~
Receiver Gain 195

Relaxation Delay 2.0000

Pulse Width 10.0000

Acquisition Time 1.3631

Acquisition Date 2017-11-14720:09: 1§

Modification Date 2017-11-15T08:09:2)

Spectrometer Frequency 100.61

Spectral Width 24038.5

Lowest Frequency -1754.6

Nucleus 13C

Acquired Size 32768

Spectral Size 65536

1 | | : |
|
|
I T

T T T T T T T T v T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30

Deslocamento Quimico (ppm)

Anexo 20: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 22.
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Anexo 21: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 22.
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Parameter Value

Title RMN H danina 36

Comment

Origin Varian

Owner

Site

Spectrometer inova NI NONDOMT— OO O~ N - N~

P FNEeesooERNRNEYY N9

0 MWWWWMNMNMMNMNNDNNNSNSN o~ o~

sahvent ts e e e e N — Lo

Temperature 20.0 f '|' In"

Pulse Sequence s2pul : / I| I,' |

Number of Scans 64 ' Ivl 0 i f | [

Receiver Gain 50 . i ' : 4

Relaxation Delay 1.0000

Pulse Width 0.0000

Acquisition Time 2.0486

Acquisition Date 2015-05-06T13:35:07

Modification Date 2015-05-06T12:36:16

Spectrometer Frequepcy 299.96

Spectral Width 4799.3

Lowest Frequency -649.4

Nudeus 1H

Acquired Size 9832 |

Spectral Size 32768

e I
i R
wn (2]
® 9
(32} -
T T T v T v T v T T T T M T v T v T T A\ T v T T T v T v T M T T T b T T T
12.0 10.5 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
f1 (ppm)

Anexo 22: Espectro de 1H-RMN (300 MHz) em ATF-d para 23.
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Parameter Value

Title RMN 13C danina 36

Comment

Origin Varian

Owner

Site

Spectrometer inova

Author vnmri

Solvent tfa

Temperature 21.0

Pulse Sequence APT

Number of Scans 2200

Receiver Gain 38

Relaxation Delay 1,0000

Pulse Width 13.5000

Acquisition Time 1.0000

Acquisition Date 20 1505-&12: 11:54

Modification Date 2015-05-34T12:42:52

Spectrometer Frequency 75.43

Spectral Width 18103.6

Lowest Frequency -935.8

Nudeus 13C

Acquired Size 18104

Spectral Size i 65536 i i i l

| i

u [ . l ! J

—

| | | | | T /AN SN~ N ,
=) ~ o) © =) SO T-NDO OWOMON |
~ o ~ ® ~ OANOMN MM®O ™ ™m0 ©
o o ~ - o LU= LA™ OO W N
M~ © 0 0 < DN MM® NN N - - ©
- - - - L T T T T T T T T T N

21.54—

175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 169 25
Deslocamento Quimico (ppm)

Anexo 23: Espectro de 13C-RMN (75,5 MHz) em ATF-d para 23.
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Anexo 24: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 23.
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Parameter Value
Title Leandra-Marluza-EHBT 5Me-ATF-1H
Comment MO W v« T O UWMONMNT®NO O~ ONMNDMNLW
. . BOONNNORRRHHRNN SoOTITMNMO
oo et o0 00 60 00 00 60 00 N NN NN NN N s - -
Owner e S S
Site P
Spectrometer vnmrs |" f‘
Author || I" /’
Solvent tfa ; :' | [
Temperature 25.0 ‘» “) }‘,' /‘l |
Pulse Sequence s2pul ! 4
Number of Scans 128
Receiver Gain 44
Relaxation Delay 1.0000
Pulse Width 0.0000
Acquisition Time 1.7039
Acquisition Date 2017-04-13T20;19:04
Modification Date 2017-04-13T720:19:52
Spectrometer Frequerily 299.96
Spectral Width 4807.7
Lowest Frequency -636.8
Nudeus 1H
Acquired Size 8192
Spectral Size 16384
1
I 1
A, -~
=y it 45 oy s i e
oW oW M~ oN [
3 On O . 5. 9 <
N ON (3] o ™
L B ST BT B O SN, SR DN [N /R N SN S R GENCLES TSR DO JN S| SR B T B SO SR S (R [ S L — T L
12.5 11.0 9.5 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5 5 0.5
Deslocamento Quimico (ppm)

Anexo 25: Espectro de 1H-RMN (300 MHz) em ATF-d para 24.

213



Parameter Value

Title Leandra-Marluza-EHBT 5Me-ATF-13C

Comment (3] OMeTm O MU TOULOYTTO

orign W & NNEEFUOecO0NT S © W

Owner N~ O UOLWLT MM MM MNNON = - -
- L ol B B A B IR o RO B CH A R R B )

site | N [ e —

Spectrometer vnmrs

Author

Solvent tfa

Temperature 25.0

Pulse Sequence s2pul

Number of Scans 50000

Receiver Gain 30

Relaxation Delay 1.0000

Pulse Width 0.0000

Acquisition Time 0.8651

Acquisition Date 2017-04-14722:14:45

Modification Date 2017-04-17T10:30:32

Spectrometer Frequency 75.43

Spectral Width 18939.4

Lowest Frequency -989.7

Nudeus 13C

Acquired Size 16384

Spectral Size 32768

COM L L

\33.95
~-28.60

,21.50

T T T T T T

130 110 90 80 70 60 50
Deslocamento Quimico (ppm)

190 170 150

Anexo 26: Espectro de 13C-RMN (75,5 MHz) em ATF-d para 24.
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Anexo 27: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 24.
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Parameter Value
Title Leandra-Marluza2301-EHBt5Et

Teorelr B T G NN END MO NO Y N NT-OMNNONMND®
SRl _-T"ﬁU°'°§“wdsvwrwrv-'-u-ococchh NNNTOD=0MM®M
Tmpestre F 290 g3 o8 08 08 08 05 68 03/%5 % B B B B I I p i s T (I i
Pulse Sequence g3 e e — e N ST
Number of Scans 32 [ . |
Receiver Gain 71 i ’ 1 [
Relaxation Delay 1.0000 { “ : ; '/ II ,' { f '
Puise Width 8.0000 l (| " | [ |' |
Acquisition Time 2,0447 | (] (| [ f A

Acquisition Date 2017-10-03T18:10: 17 J 1 (I 1 1 AT ) (L S J
Modification Date 2017-10-03T17:11:38

Spectrometer Frequency 400.13

Spectral Width 8012.8

Lowest Frequency -1595.1

Nudeus H

Acquired Size 16384

Spectral Size 32768

ShaOe Do $ LoBe
OMONNO «™ M~ DO O N
N NN NN ¢ S e = g

12.5 1.0 9.5 8.5 7.5 6.5 55 45 3.5 2.5 15 0.5

Deslocamento Quimico (ppm)

Anexo 28: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em ATF-d para 25.
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Parameter Value

Title Leandra-Marluza2301-EHBt5Et

Spectrometer spect

Salvent Trifluoroacetic Add-D

Temperature 298.0

Pulse Sequence jmod

Number of Scans 13312

Receiver Gain 195

Relaxation Delay 2.0000

Pulse Width 10.0000

Acquisition Time 1.3631

Acquisition Date 2017-10-03T18:21:36

Modification Date 2017-10-04705;55:12

Spectrometer Frequency 100.61

Spectral Width 24038.5

Lowest Frequency -1743.0

Nucleus 13C

Acquired Size 32768

Spectral Size 65536

| ; [ |
| Ik
I ll llm]] ,’11 |
e e e e U x
" OCOOMNODOOOMOMNMNWWON ™
O OTOMNULOFT OO NNMNON 0N NLW 0
raANTCTrTOUANTCTOY O 0w e ame S
NOULWULTOMONMMMNNON= - - [t I el =2 ] N
A g o N g g T (g MMM AN -
T T v T T T T T J T T T T T T T T T T T T ¥ T T
210 190 170 150 130 110 90 80 70 60 50 40 30 20 10

Deslocamento Quimico (ppm)

Anexo 29: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 25.
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Anexo 30: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 25.
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Parameter Value
Title Leandra-Marluza2302-EHBT Stbu
Spectrometer @ spect
w8 QB3I R888253598838 SRNRIRSER
o . 0 . . . ] . 0 . . . . . . . . . . . . . . . . .
Temperature o= 295000 0O €O €O GO (O €O ©O GO O M M M N NN M MMM NNNT =~
Pulse Sequence | 2930 s e e e [ e — — M-—:/'/'\/
Number of Scans 2
Receiver Gain 63 ‘
Relaxation Delay 1.0000 -
Puise Width 8.0000 " y
Acquisition Time 2,0447 ll" [l ‘('r' i [ f [ ’ '
Acquisition Date 2017-10-06T17:29:41 / kgt g | Vi )
Modification Date 2017-10-06T16:29:44
Spectrometer Frequency 400.13
Spectral Width 8012.8
Lowest Frequency -1596.3
Nudeus H
Acquired Size 16384
Spectral Size 32768
At M ) I = e
SO MMNOW «— N~ (=] O -0
8w Qe G e S Sy
NN NNNN ~N (3] —-o oM
T T T b T T L3 T T T T £ T ¥ T % T ¥ T T v T X T ¥ T L} T T T T X T 5. T T T
12.5 11.0 9.5 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5 1.5 0.5

Deslocamento Quimico (ppm)

Anexo 31: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em ATF-d para 26.
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Parameter Value

Title Leandra-Marluza2302-EHBT 5tbu
Spectrometer spect

Solvent Trifluoroacetic Add-D
Temperature 298.0

Pulse Sequence jmod

Number of Scans 20480

Receiver Gain 185

Relaxation Delay 2.0000

Pulse Width 10.0000

Acquisition Time 1.3631

Acquisition Date 2017-10-07T12:58:42

Modification Date 2017-10-07T11:58:44
Spectrometer Frequency 100.61
Spectral Width 24038.5
Lowest Frequency -1754.9
Nudleus 13C
Acquired Size 32768
Spectral Size 65536
{ | | | | H ;
|
|| ; ||| | — |
| Sy ,-/.:{;;»:’” /l —_ % o o
<t NOOWAOWLOMOULNOOWMW
et 0NN D N, B0 T 6 S 2538
~ AN rOANrodYT- OO W B el e
N~ OO MMMANNNN = - - ONMNMNDN
- TR R NI e e T MM NN
T T L] T T T T T ) T T L T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

Anexo 32: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 26.

Deslocamento Quimico (ppm)
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Anexo 33: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 26.
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Deslocamento Quimico (ppm)

Anexo 34: Espectro de 1H-RMN (400 MHz) em DMSO-ds para 27.
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Parameter Value
Title Leandra-Marluza 1604-HBL
O T O MNMNMN—O N Spectrometer spect
ﬁ! N N N\. N. '\. '\. N. N. 0'! Solvent DMSO
w\t/b O O W "? Temperature 298.0
Pulse Sequence zg30
I Number of Scans 48
“" I Receiver Gain 128
| | Relaxation Delay 1.0000
[ | (f Pulse Width 13.2150
1‘ I | f Acquisition Time 3.9715
J J /) Acquisition Date 2018-05-16T12:13:48
Modification Date 2018-05-16T12:14:00
Spectrometer Frequency 400.13
Spectral Width 8250.8
Lowest Frequency -1657.6
Nudleus 1H
Acquired Size 32768
Spectral Size 65536
t
|
|
|
B | |
o i [ I =]
N A *9
- ™~ o
T ] T T T T T T T T T T T T L T T T
75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 0.0



Parameter Value
Title RMN
Spectrometer spect
Solvent DMSO
Temperature 298.1
Pulse Sequence zgpg30
Number of Scans 12288
Receiver Gain 4598
Relaxation Delay 2.0000
Pulse Width 9.7500
Acquisition Time 1,3631
Acquisition Date 2015-05-21T20:41:54
Modification Date 2015-05-27T06:33:08
Spectrometer Frequency 100.61
Spectral Width 24038.5
Lowest Frequency -2002.9
Nudeus 13C
Acquired Size 32768
Spectral Size 65536
-]
[- =] -
ks <
5 TR
To Bo o pre) =
SO b o .
[ M~ W0 o 0 <t 3
n o < - < N o
l-(‘_’ % ‘/- i/ ‘? |
¢ | | |
Jo L do o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
155 140 125 110 95 85 75 65 55 45 35 25

Deslocamento Quimico (ppm)

Anexo 35: Espectro de 13C-RMN (100 MHz) em ATF-d para 27.
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Anexo 36: Espectro de FT-IV em pastilha de KBr para 27.
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Anexo 37: Espectros de absor¢do em tampé&o PBS para 19 (A), 20 (B).
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Anexo 38: Espectros de absor¢cdo em tamp&o PBS para 21 (A), 22 (B).
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1.0
EHBTS5H

0.8 -

0.6

0.4

Absorbancia

0.2

00 | L T : T X T L T L T v T y T L 1
250 30 350 400 450 500 550 600 650
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Anexo 39: Espectros de absor¢do em tampé&o PBS para 23 (A), 24 (B).
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Anexo 40: Espectros de absor¢do em tampé&o PBS para 25 (A), 26 (B).
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Anexo 41: Espectros de absorcdo em tampé&o PBS para 27.
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