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RESUMO

Este estudo descreve a sintese, caracterizagdo estrutural, oOptica e atividade
antimicrobiana e anticancer de compostos de quatro classes: a) quinoxalinas (QX):
derivados do acido 2,3-diaril-4-carboxilico, as 6 moléculas obtidas, sendo uma inédita,
apresentaram fluorescéncia no estado sélido e/ou solugdes com propriedades de
emissdo induzida por agregagao (AIE) estudadas em misturas de solvente
organico/agua, promovida pelo mecanismo de restricio de movimentos
intramoleculares (RIM) e variando devido a presenga de longas cadeias aquilicas e
grupos alcoxi doadores. Os compostos apresentaram ainda solvatocromismo positivo
nos espectros de emissio de fluorescéncia e o sal de potassio de QX1 foi um 6timo
AlE6geno em mistura de agua/THF. A importancia do grupo acido carboxilico foi
estudada a partir de espectros de infravermelho (IV) e calculos tedricos foram
realizados considerando os efeitos implicitos do solvente. b) quinolinas (QL): sendo 5
inéditos, 8 dos 10 derivados do acido estirilquinolina-4-carboxilico apresentaram
interessantes propriedades Opticas variando de acordo com o padrao de substituicao
desses compostos. O comportamento solvatocrémico foi estudado em 10 solventes
com diferentes polaridades e o estudo quantitativo das interagdes soluto-solvente foi
realizado. Compostos O-acetilados apresentaram acidocromismo tanto com adicéo de
acido na solucéo de metanol quanto em solugdes tamponadas com diferentes valores
de pH, tornando-os fortes candidatos a sondas fluorescentes em meio fisioldgico. c)
di-hidroquinolinas (DQ): 2 novos derivados de acido 1,2-di-hidroquinolina-4-
carboxilico foram obtidos por um novo método. Os compostos foram fluorescentes em
fase sélida e o estudo de AIE também foi realizado, além da analise em solugdes
tamponadas com diferentes valores de pH. d) pirazinas (PZ): 4 derivados de 1,2-
dicianopirazinas foram obtidos rapidamente em reator de micro-ondas e as
propriedades 6pticas foram bastante semelhantes as das quinoxalinas com o mesmo
padrao de substituicdo, porém com menores valores de rendimento quéantico. De
todos os compostos avaliados frente a atividade antimicrobiana, a maioria das
quinoxalinas e quinolinas apresentaram 6timos resultados, com valores de CIM até
menores do que os dos farmacos de referéncia, com mecanismo de ag¢ao estudado

através de triagem virtual inversa (IVS) e docking molecular.

Palavras-chave: N-heterociclos; fluorescéncia; emissao induzida por agregacéo;

atividade bioldgica.



ABSTRACT

This study describes the synthesis, structural and optical characterization, and
antimicrobial and anticancer activity of compounds of four classes: a) quinoxalines:
derivatives of 2,3-diaryl-4-carboxylic acid, the 6 molecules obtained, one of which was
new, presented fluorescence in the solid state and/or solutions with AIE properties
studied in organic solvent/water mixtures, promoted by the restriction of intramolecular
motions (RIM) mechanism and varying due to the presence of long alkyl chains and
alkoxy donor groups. The compounds also presented positive solvatochromism in the
fluorescence emission spectra and the potassium salt of QX1 was an excellent
AlEogen in water/THF mixture. The importance of the carboxylic acid group was
studied from infrared (IR) spectra and theoretical calculations were performed
considering the implicit effects of the solvent. b) quinolines: 5 of which were new, 8 of
the 10 styrylquinoline-4-carboxylic acid derivatives showed interesting optical
properties varying according to the substitution pattern of these compounds. The
solvatochromic behavior was studied in 10 solvents with different polarities and the
quantitative study of the solute-solvent interactions was performed. O-acetylated
compounds showed acidochromism both with addition of acid in the methanol solution
and in buffered solutions with different pH values, making them strong candidates for
fluorescent probes in physiological media. ¢) dihydroquinolines: 2 new derivatives of
1,2-dihydroquinoline-4-carboxylic acid were obtained by a new method. The
compounds were fluorescent in solid phase and the AIE study was also performed, in
addition to the analysis in buffered solutions with different pH values. d) pyrazines: 4
1,2-dicyanopyrazines derivatives were rapidly obtained in a microwave reactor and
their optical properties were quite similar to those of quinoxalines with the same
substitution pattern, but with lower quantum yield values. Of all the compounds
evaluated for antimicrobial activity, most quinoxalines and quinolines showed excellent
results, with MIC values even lower than those of the reference drugs, with their
mechanism of action studied through inverse virtual screening (IVS) and molecular
docking.

Keywords: N-heterocycles; fluorescence; aggregation-induced emission; biological

activity.
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1. INTRODUGAO

Moléculas organicas fluorescentes vém atraindo o interesse académico e industrial
ha dezenas de anos por apresentarem diversas propriedades favoraveis, como
excelente especificidade, boa sensibilidade, ampla faixa linear de analise e facilidade
de manuseio, fatores que favorecem o uso desses materiais no ambito da ciéncia

biolégica e da quimica utilizando esses compostos em solugdo.[1]

Muitos desses compostos tornam-se ainda mais atrativos quando agregam,
além de propriedades fotofisicas interessantes, aplicagdes nos meios biolégicos,
como em imagem celular, [2,3] sistemas de liberacdo de medicamentos,[4] e podendo
até mesmo serem usados no desenvolvimento de novos medicamentos quando
apresentam algum tipo de atividade biolégica, como atividade antimicrobiana,[5]

atividade antioxidante,[6] anticancer,[7] entre outras.

Nesse contexto, a busca por protocolos de sintese simples e eficientes se faz
necessaria. Para isso, € imprescindivel adotar uma abordagem de design racional de
moléculas, na qual sejam consideradas as propriedades requeridas em fungao das
caracteristicas estruturais das moléculas. Sendo assim, a sintese de moléculas
pequenas surge como uma excelente estratégia para se obter materiais
multifuncionais, facilmente sintetizaveis e com vantagens para aplicagdes nos meios
biolégicos como minima perturbagao nas fung¢des nativas do alvo, alta sensibilidade e

tempo de resposta rapido. [8,9]

Os compostos heterociclicos desempenham um papel muito importante na
quimica medicinal, onde muitos dos medicamentos disponiveis contém anéis
heterociclicos. Além disso, a presenga de heteroatomos em moléculas aromaticas
leva a modificacbes eletrbnicas que impactam nas propriedades fotofisicas das

mesmas.

Dentre os compostos heterociclicos, os N-heterociclos constituem uma classe
de extrema importancia na quimica organica e em especial na quimica medicinal por
possuirem propriedades fisioldgicas e farmacoldgicas, ganhando espago na industria
farmacéutica, onde mais de 75% dos medicamentos aprovados pelo FDA e

atualmente disponiveis no mercado contém N-heterociclos em suas estruturas. [10]
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Além disso, por possuirem caracteristicas como poder aceitar ou doar
prontamente um préton, atuar como doador ou receptor de elétrons dependendo dos
substituintes em sistemas aromaticos, e poder faciimente estabelecer diversos tipos
de interagdes intermoleculares, os N-heterociclos vém sendo amplamente estudados

e utilizados a partir de suas propriedades fotofisicas. [11]

Diante do exposto, o presente trabalho busca a obtencdo, caracterizacao,
estudos opticos e de atividade biolégica de novos materiais orgéanicos derivados de
N-heterociclos como quinoxalinas, quinolinas, di-hidroquinolinas e pirazinas,
projetados racionalmente para apresentarem propriedades luminescentes
interessantes de forma a serem candidatos para aplicagbes em meios fisiolégicos, e

que apresentem bioatividade.

2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

21. Introducao a emissao de luz

Uma molécula em seu estado fundamental, ou seja, estado de mais baixa energia,
pode ser incidida por uma radiacao eletromagnética que a faz passar para um estado
excitado, de energia mais alta. A radiagao absorvida pela molécula tem energia igual
a diferenga entre esses estados, ou seja, a fotoexcitagdo s6 ocorre em comprimentos
de onda especificos e esse processo € chamado de transigao eletronica. Em situacdes
experimentais e analise de dados, como por exemplo nas espectroscopias de
absorcao e de fluorescéncia, a transicao eletrdbnica mais provavel de acontecer € a
que ocorre do orbital molecular ocupado de mais alta energia (HOMO — do inglés
Highest Occupied Molecular Orbital) para o orbital molecular ndo ocupado de menor

energia (LUMO — do inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital). [12,13]

Os orbitais o (correspondente as ligagdes o) geralmente sdo os orbitais ocupados
de menor energia, enquanto os orbitais 11 ficam em niveis um pouco mais altos de
energia. Ja os pares de elétrons isolados (n) apresentam valores de energia ainda
mais altos. Os orbitais que geralmente estdo desocupados, também chamados de
antiligantes (Tm* e 0*) sdo aqueles de maior energia.[12] Assim, dependendo do tipo
de orbital (o, T ou n), sera necessaria uma energia diferente para que ocorra a

fotoexcitagcado. Por exemplo, como o orbital G tem menor energia, ou seja, os elétrons
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sdo mais atraidos pelo nucleo, para que haja a transicao do tipo 0— 0* é necessaria
uma radiacdo de maior energia, ou seja, com menor comprimento de onda (entre 200
e 100 nm), que é o que ocorre com os hidrocarbonetos saturados.[13] As transi¢des
do tipo n—1* e T—TT* sdo as mais estudadas, pois sdo as que geram propriedades
fotofisicas de transigdo proximas ao comprimento de onda do visivel, que sao ainda
mais interessantes quando apresentam a caracteristica de transferéncia de carga, o
que pode levar ao aumento do momento de dipolo da molécula quando a mesma esta

no estado excitado.[14]

Figura 1 — Niveis de energia em orbitais moleculares e transi¢cées eletrbnicas mais comuns.

Fonte: Adaptado da ref. [15]

A maioria das moléculas de uma amostra ocupa o estado vibracional de mais baixa
energia a temperatura ambiente, mas ao ser excitada, podem alcangar qualquer
subnivel vibracional associado a um estado eletrénico resultando em diferentes
energias absorvidas, que irdo depender da estrutura da molécula.[14] O padrao de
absorcdo do UV-Vis das moléculas é altamente dependente desses movimentos
vibracionais e rotacionais que as moléculas sofrem em solugcdo, uma vez que esses
movimentos alteram de forma momenténea e discreta os niveis energéticos da
molécula, o que pode fazer com que a energia esperada para uma transicdo sofra
flutuacdes. Esse conjunto de movimentos vibracionais e rotacionais com os efeitos do
solvente nos niveis energéticos da molécula faz com que os espectros de absorgao

no UV-Vis apresentem bandas largas ao invés de picos finos.[12]

Apos a absorcido de fotons e consequente excitacdo da molécula, esse estado
excitado geralmente apresenta tempos de vida bastante curtos (~10-°s), havendo
uma tendéncia dessa espécie de sofrer fendbmenos de relaxacido que a faca retornar

para o estado fundamental. Esses fenbmenos, que sédo as vias de relaxagao (ou
20



decaimento), sao classificadas como radiativas ou n&o-radiativas. Nas radiativas, ha
envolvimento de emissao de foton para o retorno ao estado fundamental, ou seja,
atomos ou moléculas podem emitir luz quando os elétrons que estdo no estado
excitado decaem radiativamente para o estado fundamental.[12-14] Nas nao-
radiativas, a molécula excitada perde energia por outras vias, onde ndo ha emissao
de luz, como por exemplo na conversao interna e no cruzamento intersistemas,

explicados adiante.

No Diagrama de Jablonski (Figura 2) sdo mostrados os processos que podem
ocorrer relacionados a absorcdo e emissdo de luz por uma molécula, tais como:
absorcdo de féton, conversdo interna, fluorescéncia, cruzamento intersistema,
fosforescéncia, transigdes do tipo tripleto-tripleto, etc. Os estados do tipo singleto (S)

séo: So representando o estado fundamental e S1 e S2 os estados singletos excitados.

Para cada nivel eletrbnico existem os niveis vibracionais onde as moléculas podem
estar, e quando as moléculas sao excitadas para esses estados eletrénicos as
mesmas rapidamente perdem qualquer excesso de energia vibracional e relaxam para
o nivel de mais baixa energia daquele estado eletrénico, e esse processo ndo radiativo
€ conhecido como relaxagao vibracional (VR). Outra transicdo nao radiativa € a
conversao interna (IC), que ocorre entre dois estados eletrbnicos de mesma
multiplicidade de spins. Este processo € seguido por um relaxagéo vibracional em
diregdo ao nivel vibracional mais baixo do estado eletronico final, ou seja, apos a
molécula ser excitada para um nivel de energia maior que o nivel vibracional mais
baixo do primeiro estado eletrdnico, a relaxacao vibracional (e conversao interna, se
o estado excitado singleto for maior que S+) leva a molécula excitada para o nivel

vibracional 0 do estado singleto S1[13]

Apds a absorgdo de luz em Aabs, uma molécula atinge inicialmente um estado
excitado singleto (S1, S2, etc.). Normalmente, uma molécula excitada perdera
rapidamente energia devido a reorganizagao do solvente em torno do dipolo induzido
do estado excitado e relaxara para o primeiro estado excitado singleto (S1). A partir do
estado S+1, uma molécula relaxa de volta ao estado fundamental (So) e emite um féton

de comprimento de onda Aem em um processo conhecido como fluorescéncia.
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Figura 2 — Diagrama de Jablonski

A
VR
Szl ¥
IC
=
2 VR
e 2 ISC
w S [ 1 WATATA = 3
1 P
[ ¥ |T1
Absorgao Fluorescéncia Fosforescéncia
NRD
3 + —
*

Estado fundamental S,

A Deslocamento A
abs de Stokes em
*—r

AN

T T T T
360 400 440 480 520

Comprimento de Onda (nm)

Processo Transigio Escala de tempo
(segundes)
Absorcdo Se2?5, 5 1015
Relaxamento Vibracional (VR) $,25,,52s, 1012~ 1010
Conversédo Interna (IC) S, 52, 1014~ 1010
Fluorescéncia (ISC) L 108 ~ 107
Cruzamento Intersistemas $.=2T 1010~ 10
Decaimento N3o-Radiativo (NRD) 5125, 107 ~10°
Fosforescéncia .25, 102 ~ 102
Decaimento N&o-Radiativo (NRD) .25, 102~ 10°

Fonte: Adaptado da ref. [13]

O cruzamento intersistema (ISC) € uma transi¢ao nao radiativa entre dois niveis
vibracionais isoenergéticos pertencentes a estados eletrbnicos de diferentes

multiplicidades. Ja a fosforescéncia ocorre devido a transicdo T1—So, que
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normalmente é uma transicdo proibida, mas pode ser observada devido ao
acoplamento spin-6rbita. O tempo de vida do estado tripleto pode ser longo o
suficiente para se observar a fosforescéncia em uma escala de tempo de até
segundos, minutos ou mais. O espectro de fosforescéncia esta localizado em
comprimentos de onda maiores que o espectro de fluorescéncia, porque a energia do
nivel vibracional mais baixo do estado tripleto T1 € menor que a do estado singleto
S1[13]

Dessa forma, temos que, visualmente, a principal diferenga entre a emissao de luz
por fluorescéncia ou fosforescéncia se da pelo tempo de emissdo apds cessar a
absorgéo, embora essa observacéao visual possa levar a engano, pois ha casos onde
a diferenga de energia entre S1 e T1 é pequena e o tempo de vida em T1 € longo o
suficiente para ocorrer um ICS reverso S1<T1, 0 que resulta em emissdao de
fluorescéncia, porém com tempo de decaimento bem maior, € esse processo €
chamado de fluorescéncia retardada termicamente ativada (TADF, do inglés,

Thermally Activated Delayed Fluorescence).

Em sintese, o processo de emissdo de luz pode ser classificado, de uma forma
geral, em fluorescéncia e fosforescéncia. A diferenga marcante entre os processos é
indicada pelo numero quantico de spin: na fluorescéncia, ocorre a emissao de um
féton durante uma transicéo entre estados com mesmo numero quantico de spin,
enquanto, na fosforescéncia, a transicao ocorre entre estados com numeros quanticos
de spin diferentes. Como consequéncia, o processo de fluorescéncia possui um tempo
de vida curto (cerca de 10® a 10* s), enquanto a fosforescéncia apresenta um tempo

de vida mais longo (10# a 102 s), apds a excitagio.[16]

As caracteristicas fotofisicas dos fluoréforos incluem o maximo de absorgao (Aabs);
0 maximo de emisséo (Aem); 0 coeficiente de absortividade molar (¢); e o rendimento

quantico de fluorescéncia (Pr).

Apesar de as energias nas transicdes 0-O geralmente serem as mesmas, O
espectro de fluorescéncia é localizado em comprimentos de onda maiores do que o
de absorcao, pois ha perda de energia no estado excitado por relaxagao vibracional.
Assim, sendo o comprimento de onda de emissdao maior do que o de absorgao,

chama-se de deslocamento de Stokes essa diferenca, dado em numero de onda (cm-
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"), seguindo a Equacéo 1. [13] Onde o nimero de onda é o inverso do comprimento
de onda (1/A).

AV = ﬁa — Uf
(Equagao 1)
Onde v, e vy correspondem aos numeros de onda de absorgéo e de emisséo de

fluorescéncia, respectivamente.

O processo de fluorescéncia tem sua eficiéncia medida pelo rendimento quéantico.
Por definicdo, o rendimento quantico de fluorescéncia (Pr) expressa a proporcao de
moléculas excitadas que se desativam emitindo um féton de fluorescéncia. Ou seja, é
a razao entre o numero de fétons emitidos € o numero de fétons absorvidos por

unidade de tempo, como mostrado na Equacéao 2.[17]

n? de fotons emitidos

D , -
F=ne de fétons absorvidos

(Equacao 2)

Para medir o rendimento quantico absoluto de uma amostra € necessario um
equipamento especifico, pois se trata de uma medida criteriosa onde € necessario
saber com precisao a quantidade de luz excitante recebida pela amostra. Geralmente,
essa medida é feita utilizando um espectrometro de fluorescéncia com uma esfera
integradora. No entanto, € possivel obter o rendimento quantico relativo utilizando uma
substancia com rendimento quantico conhecido, um padrdo de fluorescéncia. As
substancias mais usadas como padrdo sao: sulfato de quinina, fluoresceina,
difenilantraceno (DPA), rhodamina B, entre outros. O padrao deve ser escolhido com
base nos comprimentos de onda de absorgao, excitacdo e emissao da amostra, que
devem ser préoximos aos do padrdo. Assim, o rendimento quantico de uma amostra
desconhecida é relacionado com a de um padrao pela Equacéo 3.[17]

n%amostra) A,ﬁrea(amostrot) 1- 1O_Abs(padréo)

q) — q) ~ . . z
F(amostra) Fpadrao) n2 ey ATeapagrao)

’ 1-— 10_Ab5(amostra)

(Equacgao 3)

Onde ®r(pqars0) € 0 rendimento quantico de fluorescéncia do padréo utilizado;

nfamostm) e n(zpadrﬁo) correspondem aos indices de refracdo dos solventes utilizado
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nas solugdes da amostra e do padrao, respectivamente; Area(amostm) e Area(padrao)
sdo os valores de integracdo da area do espectro de emissédo da fluorescéncia da
amostra e do padréo, respectivamente; Abs amostra) € AbS(padrioy S0 OS valores de

absorbancia da amostra e do padrao, respectivamente, no comprimento de onda de

excitagao.

2.2. Caracteristicas estruturais de fluoroforos baseados em moléculas

organicas

As caracteristicas de fluorescéncia das moléculas orgénicas dependem
fortemente da natureza e das estruturas quimicas dessas espécies emissoras. Uma
vez que as transigoes eletrdnicas que mais comumente resultam em emissao de luz
sao as que envolvem os orbitais -1, como visto no item anterior, € importante que a
molécula seja altamente conjugada para que seja fluorescente. Por isso, embora
alguns compostos alifaticos altamente insaturados possam emitir fluorescéncia, a

maioria dos fluoréforos sdo moléculas aromaticas.[18]

De modo geral, um aumento na extensao do sistema de elétrons 11, ou seja, 0
grau de conjugacéo, leva a uma mudanga dos espectros de absor¢ao e fluorescéncia
para comprimentos de onda mais longos. Um exemplo disso € a série de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos composta por naftaleno, antraceno, tetraceno
(naftaleno) e pentaceno, os quais possuem bandas de emissao em aproximadamente
310, 375, 470 e 585 nm, e emitindo fluorescéncia no ultravioleta, violeta, verde e

vermelho, respectivamente.[13]

A presenca de substituintes leva a modificacbes nos padrbes de absorgao,
emisséo e rendimento quantico das moléculas. Embora ndo se possa generalizar, &
conhecido que normalmente grupos doadores de elétrons (como —OH, —OR, —NH2, —
NHR, —NR2) aumentam o coeficiente de absor¢do molar, levam a bandas de emissao
mais amplas e nao estruturadas, induzem um carater de transferéncia de carga
intramolecular (ICT) significativo e tornam as caracteristicas de absor¢cédo e emisséo

dependentes do pH, podendo levar a aumento de fluorescéncia.[13]

Por outro lado, grupos retiradores de elétrons (como carbonilas e -NO2) tendem
a diminuir ou inibir completamente a emissao de fluorescéncia devido a banda de

menor energia no estado excitado ser a n-m*, que tende a sofrer desativagado nao
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radiativa por ISC. A presencga de atomos pesados como bromo e iodo também causam
esse efeito. Entretanto, compostos carbonilicos que possuem banda 1-1m* apresentam
luminescéncia extremamente dependente da polaridade do solvente, com emissao

intensa em solventes polares e fraca em solventes apolares. [13]

*

No caso de heterociclos, apesar de terem banda de mais baixa energia n-1r
que leva a fraca emissao, a utilizacdo de solventes polares e doadores de ligagédo de
hidrogénio faz com que a transigdo de mais baixa energia se torne de carater m-1r*,
aumentando o rendimento quantico de fluorescéncia desses compostos. Assim, as
propriedades de fluorescéncia dos heterociclos sao fortemente dependentes do

solvente utilizado. [13]

Outro fator importante para a fluorescéncia € a rigidez molecular, pois leva a
restricdo da liberdade vibracional, minimizando significativamente os relaxamentos
vibracionais, aumentando a fluorescéncia. Um exemplo classico de fluorescéncia
induzida pela rigidez do sistema é encontrado no par fenolftaleina-fluoresceina (Figura
3). Na fluoresceina, ha a presenga de uma ponte de oxigénio entre dois anéis,

tornando-a altamente fluorescente.

Figura 3 — Estruturas quimicas da fenolftaleina e fluoresceina como exemplo de fluorescéncia

induzida pela rigidez do sistema
O T
N =
: COy O COOH

Fenolftaleina Fluoresceina
(ndo fluorescente) (fluorescente)

Fonte: adaptado de [13]

Nesse contexto, para o design estrutural de moléculas pequenas fortemente
emissivas, a chave € a presenga de por¢cdes doadoras e aceitadoras de elétrons T,
provocando um efeito “push-pull’ cuja excitagdo envolva ICT. [19] Além disso,
modulagcdes nos substituintes podem ser pensadas para provocar melhora no
rendimento quantico de fluorescéncia e até mesmo a solubilidade dos compostos em

agua, favorecendo as aplicagdes em meios bioldgicos. [20]
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Os estudos de materiais fluorescentes em solugdes tém fornecido grandes
contribuicdes para a compreensao fundamental dos processos de luminescéncia a
nivel molecular. Contudo, as conclusdes obtidas dos dados das solugdes diluidas
normalmente ndo podem ser estendidos para solugdes concentradas, estado solido
ou estado agregado, pois nessas condigdes muitos luminoforos organicos apresentam

comportamentos de emissao de luz muito diferentes das solugdes diluidas.[21]

Sistemas fotorresponsivos que utilizam fluorescéncia como sinais de saida sdo um
dos sistemas mais amplamente estudados por causa de seu método de detecgao
simples, resposta visivel e oportuna, e alta sensibilidade. Nos estados agregado,
sélido, ou solugbes concentradas, entretanto, esses sistemas geralmente sofrem de
enfraquecimento/extingdo de fluorescéncia e fotodegradagédo devido ao fendmeno
ACQ (supressao causada por agregacdo, do inglés, aggregation-caused

quenching).[22]

Esse fendmeno ACQ é bastante comum, pois a maioria dos luminéforos organicos
convencionais geralmente possuem nucleos aromaticos ou heteroaromaticos
planares com boa mobilidade de carga, e uma vez que eles se agregam, as moléculas
que estdo localizadas nas imediagdes e os anéis aromaticos dos lumindéforos
adjacentes experimentam intensas interagdes intermoleculares de empilhamento -
m,[23] o que favorece o ACQ. [1,21] Assim, quando se quer obter materiais com
eficiéncia de fluorescéncia em agregados ou em fase sdélida é necessario fazer um

planejamento estrutural molecular afim de se vencer o desafio do ACQ.

2.3. Emissao induzida por agregagao

O conceito de emissao induzida por agregacao (AlIE, do inglés, aggregation-
induced emission) foi estabelecido em 2001 quando um grupo de pesquisadores
observou que moléculas derivadas de pentafenilsilol com restricdo de rotacdes
intramoleculares apresentou comportamento oposto ao ACQ, ndo emitindo luz em

solucdo, mas emitindo fortemente no estado agregado.[24]

Assim, o fendbmeno AIE, por ser o oposto do ACQ, se tornou uma abordagem
poderosa para quando o objetivo € a obtengdo de materiais emissivos em estado

sélido ou agregados, o que desde entdo gerou grandes esforgos da comunidade
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cientifica para decifrar seus mecanismos, visto que a compreensao profunda do
mecanismo microscopico inerente a AIE pode abrir caminho para o design de novos
AlE6genos e consequentemente para o desenvolvimento e exploragdo de suas

aplicacdes tecnoldgicas em varios campos.[1,23,25]

Em compostos organicos que formam agregados, existem varias possibilidades de
interagdes intermoleculares, tais como -1, cation—11, anion—1*, dipolo-dipolo, ion-
dipolo, ligagao de hidrogénio, ligagcado de halogénio, ligacdo de 1r-halogénio, etc., e a
natureza de tais forgcas varia de eletrostatica, disperséo, troca (repulséo) a indugéo
(polarizagdo).[25] Essas interagdes podem alterar as estruturas geométricas e
eletrbnicas moleculares e afetar as vias de dissipagéo de energia do estado excitado,
que é complicada e dependente do sistema.[26] Assim, compreender as interacdes
intra e intermoleculares é de fundamental importancia para a elucidagao do fenébmeno
AlE.

Nesse contexto, a formagao de agregados do tipo J (empacotamento “cabeca-
cauda”, diferente dos H-agregados que se empacotam “face a face”), no qual o
momento dipolar de transicdo € aumentado devido a superposi¢cao quantica em fase,
foi considerado como a principal causa para o aumento da luminescéncia de fase
sélida por um longo periodo de tempo. No entanto, ndo pode explicar efetivamente os
fendbmenos da maioria dos luminégenos com AIE que foram sendo sintetizados, dos
quais o acoplamento excitdénico intermolecular é geralmente muito mais fraco do que
0 acoplamento intramolecular elétron-vibragdo. Assim, a fase quantica intermolecular
plausivel liderada pela agregacdo sera prejudicada devido aos movimentos

intramoleculares flexiveis nestes AIE6genos.[27]

A partir de entdo, uma variedade de explicagdes foram propostas como
mecanismos de AIE para diferentes sistemas orgéanicos, tais como: restricdo da
rotacdo intramolecular (RIR), [24,28] restricdo de movimento intermolecular (RIM),[29]
bloqueio de decaimento por canais nao radiativos,[30] a restricdo do processo de
isomerizagdo E/Z,[31] a transferéncia intramolecular de prétons no estado
excitado,[32] o bloqueio do acesso ao estado escuro via isomerizagao,[33] acesso
restrito a intersecdo conica,[34] emissao induzida por acoplamento vibrdnico

Herzberg-Tell,[35] entre outros.
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De um modo geral, os principais fendmenos/mecanismos de promog¢ao de AlE
consistem na minimizagao de perdas de energia nao radiativa, que é consequéncia
do enrijecimento da estrutura quimica que bloqueia vibragbes ou torgdes
intramoleculares responsaveis por ativar canais de relaxagao nao radiativos do estado

excitado, fazendo da molécula uma espécie ndo emissiva.

A primeira proposta de mecanismo para controlar o decaimento nao radiativo
foi baseada no modelo de restricdo de rotagdo intramolecular (RIR, do inglés
Restriction of the Intramolecular Rotation),[36] onde uma série de derivados de silol
nao apresentaram emissdo quando solubilizados em solventes comuns, mas ao
adicionar solventes pobres, as moléculas de silol se agregaram e passaram ser
emissores com rendimentos quanticos de fotoluminescéncia aumentados em até 2
ordens de magnitude, e essa emissao ainda foi aumentada quando foi aumentada a
viscosidade e diminuida a temperatura das solu¢des, sugerindo assim que a emissao
induzida por agregacgao é causada pelas rotagdes intramoleculares restritas dos anéis
aromaticos periféricos sobre os eixos das ligagdes simples ligadas aos nucleos
centrais do silol, como ilustrado na Figura 4. Com o RIR, o empilhamento -1 é

evitado, fazendo com que as moléculas decaiam por meio de canais radiativos.[29]

Figura 4 — Hexafenilsilol (HPS) 1, um dos compostos usados por Chen (2003): a) estrutura

molecular b) conformagdes do monocristal evidenciando as rotagdes dos grupos fenil.

HPS (1)
Fonte: Reproduzido da ref. [37] com permisséo

Outro exemplo explicado pelo RIR é o tetrafenileteno (TPE, 2).[38] No TPE,
quatro anéis fenilas estédo ligados a uma haste de eteno central por meio de ligagoes
simples (Figura 5). Os anéis de fenil tém grande liberdade para girar ou torcer contra
o estator de eteno. As moléculas isoladas de TPE em uma solugdo diluida podem

sofrer rotagdes intramoleculares ativas, que servem como um canal de relaxamento
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para os estados excitados decairem nao radiativamente para o estado fundamental.
No estado agregado, no entanto, as rotagdes intramoleculares s&o restritas devido a
restricdo fisica envolvida causada pelo nao-solvente, que bloqueia o canal de

relaxamento sem radiacéo e abre a via de decaimento radiativo.

Figura 5 — Tetrafenileteno (TPE) como um exemplo de AIE pelo RIR

Agregacao l\)\

_—

O R
TPE (2 SIRA o
@) Rotagao ativa Rotagao restrita no
em solucao estado agregado
Nao emissivo Altamente emissivo

Fonte: Adaptado da ref. [38] com permissao

No caso especifico do TPE, houve uma preocupacgao acerca da possibilidade
de quebra da dupla ligacéo etilénica central pela irradiagcdo UV, onde poderia gerar
outro tipo de rotagdo apds ser excitado, a rotagdo da ligacdo dupla aberta, o que
causaria uma isomerizacdo E/Z caso os anéis de TPE sejam substituidos por
diferentes grupos. Dessa forma, outro mecanismo que explicasse AIE deveria ser a
restricdo dessa isomerizagdo. No entanto, um estudo verificou a ocorréncia de
isomerizagdo E/Z nas solugdes diluidas de AlEégenos com nucleo de TPE por
espectroscopia de RMN usando procedimentos experimentais elaborados e
chegaram a conclusdo de que o papel desempenhado pela isomerizagdo é bem
menor do que as rotagdes intramoleculares no processo de extingdo de

fluorescéncia.[37,39]

O modelo RIR foi capaz de explicar AIE observado em muitos sistemas
moleculares. No entanto, novas moléculas com AIE e que ndo possuem rotores foram
sintetizadas. Para esses sistemas, o efeito AIE n&o pode ser explicado apenas através
do mecanismo RIR proposto e, portanto, outros pardmetros ou fatores precisam ser

considerados.
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No caso da molécula do 10,10',11,11"-tetrahidro-5,5'-
bidibenzo[a,d][7]anulenilideno (THBA, 3), ndo ha nenhum elemento rotatério, no
entanto ela mostrou AIE.[23,29,40] Essa molécula pode ser vista como composta de
duas partes flexiveis, em cada uma das quais dois anéis fenilas sdo conectados de
forma curvada em relagdao ao nucleo central. Estas duas partes sdo nao coplanares
entre si e a molécula inteira adota uma conformacao anti (Figura 6). Essa flexibilidade
permite que os anéis fenilas do THBA se dobrem ou vibrem dinamicamente em
solugdo, o que € uma via de relaxamento ndo radiativa. Apés a formacdo de
agregados, devido a restrigao fisica associada a limitagdo de espaco, as vibragdes
intramoleculares tornam-se restritas. Como resultado, o caminho sem radiagcao é
bloqueado e o canal de decaimento radiativo € aberto, o que torna o THBA emissivo
no estado agregado. Dessa forma, tem-se que no estado agregado essa vibragao é
restrita, causando AIE por um outro tipo de mecanismo: RIV (do inglés, Restriction of

the Intramolecular Vibrations).

Figura 6 — THBA, um AlEdgeno via RIV com formato de concha

O { . -.{ Agregacio
. T\ N¢ RIV

Vibragao dinamica Vibragao restrita no
THBA (3) em solugédo estado agregado
Nao emissivo Altamente emissivo

Fonte: Adaptado da ref. [38] com permissao

Apos a compreensdao dos mecanismos RIR e RIV, Mei e colaboradores[38]
concluiram em 2014 que com base nos dados experimentais e simulagdes tedricas
relatadas na literatura, a RIR e a RIV sao as principais causas para os fenbmenos de
AIE observados nos sistemas luminogénicos em forma de hélice e em forma de
concha, respectivamente. Por isso, resolveu juntar os dois mecanismos em um: a
restricio de movimentos intramoleculares (RIM, do inglés, Restriction of the
Intramolecular Motions), que dessa forma representaria mecanisticamente todos os

sistemas AIE desenvolvidos até aquele momento.
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A partir de entdo o mecanismo RIM tem sido amplamente aceito como o
mecanismo de AIE e pode ser simplesmente descrito da seguinte forma: em solugao
ou no estado monodisperso, o movimento intramolecular ativo (incluindo rotacéo e
vibracdo) aumenta os canais de decaimento ndo radiativos para extinguir a emisséo,
enquanto no estado agregado, os canais de decaimento nao radiativos sao
bloqueados devido a restricdo do movimento intramolecular, levando a emisséao
aprimorada. Seguindo o mecanismo RIM, qualquer manipulagao que possa restringir
o movimento intramolecular de AlEdgenos teoricamente pode levar a uma emissao
mais forte.[41]

Vale salientar que o efeito AIE se da quando um composto ndo emissivo se
torna emissivo apds a agregagdo, mas quando o composto ja € emissivo e a
agregacao induz a um aumento na emissao de luz, o efeito € denominado AIEE
(aumento da emissdo induzido por agregacao, do inglés Aggregation-Induced
Enhanced Emission).[23] Entretanto, em muitos casos, apenas o termo AIE é utilizado

para representar os dois efeitos.

Uma grande variedade de AlEdgenos heteroaromaticos vem sendo explorada e
desenvolvida em novos materiais inteligentes pelo fato de serem suscetiveis a
estimulos externos, como forga mecanica, mudancga de temperatura, variagao de pH,

vapor toxico e irradiagao fotdnica.[23]

Em principio, os materiais com AIE podem ser usados sempre que um processo
RIM estiver envolvido. Dessa forma, nas duas ultimas décadas, os materiais com AlE
encontraram uma grande variedade de aplicagbes de alta tecnologia, tais como
sensores quimicos,[42,43] dispositivos eletro-opticos,[44,45] aplicagoes
biomédicas,[46—49] e farmacoldgicas.[2] Exemplificaremos aqui alguns AlEdgenos

com aplicagdes conhecidas.

Como sensores quimicos, os AIE6genos apresentam vantagens exclusivas a
serem aplicadas com base em principios de detecgéo, tais como: (A) auto-montagem
com analitos para formar agregados altamente emissivos através de varias interagbes
nao covalentes, incluindo eletrostatica, ligacbes de hidrogénio, Van der Waals e
interacbes metal-ligante; (B) conjugacdo de AlEdégenos com ligantes de
direcionamento para reconhecer analitos e ativar a fluorescéncia por RIM; (C) reagao
com enzimas ou espécies quimicas especificas para clivar ligantes promotores de

32



dissolugdo e diminuir a solubilidade para formar agregados; (D) interrupgdo dos
processos de extingao fotofisica, tais como transferéncia de elétrons fotoinduzida
(PET), transferéncia de carga intramolecular (ICT) e processos de transferéncia de
energia. Esses diferentes principios de deteccdo também podem ser integrados

sinergicamente em um unico sensor.[50]

Nesse contexto, diversos tipos sensores quimicos ja vém sendo desenvolvidos
para aplicagbes em detecgao de ions, deteccéo de pH, detecgéo de gas, detecgao de
explosivos, detecgao de peroxido, deteccado de espécies perigosas, visualizagao de
impressodes digitais, reconhecimento quiral, avaliagdo de viscosidade, sondagem de

conformagao, monitoramento de automontagem e visualizagdo de morfologia.[23]

Um exemplo de AlEdgeno heteroaromatico com propriedade mecanocrémica
ultrassensivel foi obtido.[51] O composto apresenta um doador de elétrons com
estrutura torcida, a trifenilamina (TPA) e um forte aceitador de elétrons, o ion piridinio
(Pyr), com isso, o material mostra uma elevada interacdo D-A de elétrons e
comportamento de ICT. Além disso, foi adicionada uma unidade de benzofenona (BP),
que ja era conhecida como sensibilizador em estudos fotoquimicos por apresentar boa
absorgao de luz UV e bom rendimento quantico. Assim, a jungdo das unidades TPA-
Pyr-BP resultou em um AIE6geno com diferentes cores de emissao variando com a
forma (verde, amarelo e laranja, para forma de cristais, amorfa e solugao,
respectivamente), tendo assim os estados de agregagéo podendo ser controlados por
estimulos externos de moagem, contato com vapor de solvente, cristalizacado e por
ultrassom, o que favorece que o TPA-Pyr-BP seja usado como um corante
mecanoluminescente. Por apresentar as caracteristicas citadas, o material (4, Figura
7) foi empregado com sucesso nas areas de detecgao de pressao, detecgdo de danos
na superficie de materiais soélidos, registro de informagdes de impressdes digitais e

materiais regravaveis.

Figura 7 — Estrutura do AlEdgeno TPA-Pyr-BP [51]
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Fonte: Reproduzido da ref. [51]

Um exemplo interessante de OLED foi fabricado empregando um AlEégeno com
TADF, o composto 5 (Figura 8), emitindo luz azul-celeste com alto rendimento quantico
de fotoluminescéncia (~0,76), alto brilho acima de 5200 cdm™ e eficiéncia quantica
externa de até 21,0% (o que representa a eficiéncia recorde de eletroluminescéncia
entre os dispositivos azul ou azul-celeste ndo dopados baseados em processo de
solucdo).[52] E esses resultados foram alcangados gracas ao design estrutural
apresentando ICT tanto espacial (por causa da estrutura altamente torcida) quanto por
ligacdo (molécula contendo trés unidades como doadoras e trés aceitadoras) nas
quais di-terc-butilcarbazol, benzeno e difluorocianobenzeno atuam como doadores de

elétrons, uma ponte 1T e um aceitador de elétrons, respectivamente.

Figura 8 — Estrutura de AIEégeno com TADF empregado como OLED

Fonte: Reproduzido da ref. [52]

No contexto das aplicagdes biomédicas, O conceito de AIE abriu novas
oportunidades em muitos campos de pesquisa. Motivados pelas caracteristicas Unicas
dos fluorogenos AIE, durante as duas ultimas décadas, muitas sondas moleculares e
sondas de nanoparticulas foram desenvolvidas para detecgédo, imagem e aplicagdes
terandsticas por meio de imagens de fluorescéncia, imagem fotoacustica e terapia
fotodinamica/fototérmica guiada por imagem, com excelente desempenho superando

as sondas fluorescentes convencionais.[46]

Um exemplo de sonda fluorescente é o TBTS 6 (molécula contendo TPA,
benzotiadiazol e ditioacetal, mostrado na Figura 9), que € uma sonda emissora no
vermelho, usada na deteccdo de ions Hg?* em células vivas, que ao reagir com o

mercurio, sofre hidrdlise da unidade ditioacetal formando o grupo aldeido, que torna a
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molécula emissora.[53] Outra sonda fluorescente desenvolvida foi com base em
difenilmetano, hidrazina e metanoato de fenila 7, uma azina, para detecg¢ao da enzima
lipase como forma de se ter melhor sensibilidade e especificidade no diagndstico de
pancreatite aguda. O grupo éster sofre hidrélise pela PPL (lipase pancreatica suina) e
entdo passa a emitir fluorescéncia por meio do mecanismo de AIE e ESIPT
(transferéncia intramolecular de protons de estado excitado).[54] TAT, uma base de
Schiff baseada em tiofeno integrado com triaminoguanidina 8 foi usada como sonda
fluorescente para reconhecimento sensivel e quantitativa de cancer de préstata, onde
atomos de nitrogénio e enxofre coordenam com Zn?* como o passo inicial e quelam
com citrato no passo seguinte, e a formag&do do complexo TAT-Zn?* induziu a uma
fluorescéncia dependente da concentragdo de Zn?* desviada para o vermelho a 507
nm, enquanto a quelagéo de TAT-Zn?* com citrato levou a uma banda de emissdo em

692 nm via mecanismo AlE.[55]

Figura 9 — Exemplos de moléculas empregadas como sondas bioldgicas
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Fonte: Elaboragao proépria

2.4. Propriedades fotofisicas e biolégicas de N-heterociclos

Compostos organicos heterociclos contendo nitrogénio formam uma classe
unica de grande importancia nos ramos de aplicagdes da quimica organica, com uma
quantidade significativa de pesquisa dedicada ao desenvolvimento de novas
moléculas para diversos fins. Muitos compostos N-heterociclicos sdo amplamente
distribuidos na natureza, possuem propriedades fisioldgicas e farmacoldgicas e sao
constituintes de muitas moléculas biologicamente importantes, incluindo muitas
vitaminas, 4acidos nucleicos, produtos farmacéuticos, antibidticos, corantes e

agroquimicos, entre muitos outros.[56]
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Gracas as suas caracteristicas estruturais que Ihe conferem possibilidades de
doacgao ou recepgao de protons e contribuicdo em interagdes intra e intermoleculares,
esses compostos apresentam propriedades fotofisicas interessantes que podem ser
utilizadas em diversas aplicagdes, como por exemplo em quimiossensores, exibindo
mudangas visiveis de cor e/ou aumento/extingdo de fluorescéncia com alta

sensibilidade, seletividade e capacidade de deteccédo. [11]

Os N-heterociclos vém sendo amplamente aplicados no campo da quimica
medicinal devido ao fato de que os medicamentos contendo essas moléculas
apresentam vantagens como facil preparacédo, baixa toxicidade, menos efeitos
adversos, alta biodisponibilidade, menor resisténcia aos medicamentos, boa
biocompatibilidade, etc., e possuem propriedades biolégicas altamente promissoras,
como anticancer, anti-inflamatéria, antibacteriana, antifungica, antituberculose,

antidiabética, antioxidante, anti-HIV e outras propriedades medicinais. [57]

Nesse contexto, serdo apresentados a seguir os N-heterociclos que serao alvo
de estudo no presente trabalho, a saber: quinoxalinas, quinolinas, di-hidroquinolinas
e pirazinas (Figura 10), bem como um breve relato de suas propriedades Opticas e

biologicas ja relatadas na literatura.

Figura 10 — Nucleos N-heterociclicos alvos deste trabalho

seReelcele

Quinoxalina Quinolina Di-hidroquinolina Pirazina

Fonte: Elaboragao prépria

2.4.1. Quinoxalinas

Dentre os diversos tipos de N-heterociclos, moléculas contendo unidades de
quinoxalina tém se mostrado interessantes como ponto de partida, inclusive, para
esses materiais que apresentem AIE, uma vez que possui forte luminescéncia que é
facilmente modulada pela natureza diferente dos substituintes, considerada um centro

aceitador de elétrons em sistemas do tipo push-pull e em complexos de ICT, além da
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possibilidade de formar estruturas globulares onde ha bastante impedimento de
rotacio das ligagdes — requisito do mecanismo RIM — especialmente de substituintes
volumosos nas posicoes 2 e 3.[58] Além disso, alta polaridade deste centro se
expressa por mudangas solvatocrOmicas pronunciadas em sua banda de banda de

emissao, ampliando suas aplicagdes.[59]

Alguns exemplos de destaque da literatura de moléculas luminescentes eficientes
em contendo quinoxalina para as mais variadas aplicagdes sdo mostradas na Figura
11. Os compostos 9a-c sdo exemplos de derivados de 1,2,5-tiadiazolquinoxalina
como sitio aceitador de elétrons e fenotiazina como doadora de elétrons que foi com
sucesso empregado como fluoréforo de AIE em técnica de imagem bioldgica, com

grande potencial para emprego em detecg¢do tumoral por imagem in vivo.[60]

O composto 10 € um derivado de quinoxalina contendo fenoxazina e fluor. Este é
um otimo exemplo de integracédo de caracteristicas de AIE com TADF para emprego
em OLEDs de alta performance.[61] Outro AIE6geno relatado foi projetado usando
quinoxalina como grupo retirador de elétrons e TPA como unidade doadora de
elétrons, o TQT (11) com estrutura D-A-D, que apresentou polimorfismo,

mecanoluminescéncia e caracteristicas eletroluminescentes.[62]

Os compostos 12, 13 e 14 apresentaram as mesmas propriedades que 11, porém
a unidade doadora de elétrons em 12 e 13 foi a fenotiazina,[63] e em 14 foi TPA,[64]
sendo a por¢ao quinoxalina a retiradora de elétrons, promovendo a ICT em ambos. O
composto 15 € um AlIEdgeno altamente sensivel como uma sonda para detecgéo de
Hg?* contendo a frag&do quinoxalina que foi projetada com base no acido diterpeno
desidroabiético.[65] Por fim, 16 € um AIE6geno que contém fenoxazina como doador

e apresentou TADF com emissao no vermelho e étimo rendimento quantico.[66]

Em relac&o a atividade bioldgica, temos como exemplo o composto 17, que exibiu
excelente atividade antimicobacteriana em um modelo de macréfago infectado por
Mycobacterium tuberculosis (M.th.), sendo capaz de perturbar a integridade da
membrana e perturbar a homeostase energética em M.tb. [67]. Os compostos 18a e
18b foram relatados como potentes agentes analgésicos e antiinflamatérios, tendo
sido testados em animais com resultados encorajadores. [68] Ja os compostos 19a e
19b apresentaram forte inibicdo de Pim-1 e Pim-2 quinases e também foram avaliados

L]
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leucemia mieloide aguda e cancer colorretal, onde exibiram atividade antitumoral
promissora. [69] Para além desses exemplos, muitas outras quinoxalinas ja foram
relatadas com atividades antimicrobiana, antitubercular, antiviral, antifungica,

antiprotozoario, antiparasitaria, entre outras. [70,71]
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Figura 11 — Exemplos de quinoxalinas com propriedades luminescentes e/ou bioldgicas

F

Aaps =414 nm
kem =585 nm

Qm Q 2
Q@ @@

Q Q@J@

9aR=H (kabs—618 nm; xem-1o14 nm; ® =0,16%)
b R=TPE (haps =628 nm; A = 1017 nm; @ = 0,22%)
¢ R=TPA (Agps = 635 Nm; hey = 1068 nm; @ = 0,29%)

@@

\_7 xbs—414n kabs—315nm
1 hem =530 nm Aabs = 300 nm Lem =515 nm
D=15% em—505nm = 57%
= 61%
Ph Ph

H,C00C \ N

.O O N/ }\,abs=340nm
\ Aem = 610 Nm
O=20%
N\ /N N\ /N
abs =400 nm N— N .
; i Aeom 7\

=618 nm \ /
N
e Q00
Aem = 425 nm o
16

15 O=23%

= CoH,N3 N
RZ—CH3
Rs = CH,Ph ¢\ o
\_/
"\ /" :2—<
o HN
R, 0 o

OH

/A
N
\/)\
R 19a R = Cl

R, 18a R = (2NH;,)Ce¢Hs N
18b R = (4NH2) CeH4 19b R = Br

17
Antitumoral

Antimicobacteriana Analgésica e antiinflamatéria

Fonte: Elaboragao propria

39



2.4.2. Quinolinas

Outro heterociclo interessante é o nucleo quinolina, que tem sido utilizado na
obtencao de fluoréforos gragas a amplitude de cores nos espectros de emisséo e a
sintonizacdo dessas cores variando os padrbes de substituicdo e alongamento do
sistema conjugado aromatico.[72—75] As quinolinas podem ser obtidas, dentre outros
métodos, pelas reagdes de Pfitzinger [76] e Knoevenagel. [77] Esse nucleo apresenta
propriedades de doagao de elétrons, grande seletividade, alto rendimento quantico,
solubilidade em agua, propriedades espectrais interessantes com altos valores de
deslocamento de Stokes, além de toxicidade toleravel em bioimagem,[78] o que tem

favorecido o uso desses fluoroforos para aplicagdes bioldgicas. [79,80]

Recentemente, Z. Guo e colaboradores [81] descreveram o nucleo de
quinolina-malonitrila como blocos de construgdo bem-sucedidos para o projeto de
novos compostos luminescentes com emissao aprimorada quando ocorre agregacao
de moléculas (AIE).[21] Apesar das interessantes propriedades fotofisicas das
quinolinas, este heterociclo € pouco explorado como sonda fluorescente devido aos
desafios sintéticos envolvidos. Para resolver este problema, Jun et. al. [82] relataram
um projeto racional de estruturas ajustaveis de nucleos baseados em quinolina
(representados por 20) para imagens de células vivas, embora a sintese exigisse

POCI3 severo e caro acoplamento de Pd.

Dentre varios outros exemplos, o composto 21 além apresentar
solvatocromismo, tem resposta sensivel a adigao de acido [73]; o composto 22 exibiu
forte solvatocromismo, sensibilidade a voltagem e ainda foi capaz de penetrar nas
membranas celulares de células neurais de camundongo e marcou principalmente o
citosol e a organela com uma fluorescéncia verde brilhante [74]; 23 foi aplicado como
sonda altamente sensivel para detecg¢ao de hidrazina por processos de ICT e AIE e
foi usado no monitoramento da liberagao in situ de hidrazina como um metabdlito de

um medicamento em células Hela vivas [78].

As quinolinas constituem uma importante classe de heterociclos conhecidas na
literatura por apresentarem diferentes tipos de atividades bioldgicas e farmacoldgicas.
Assim, além de estar presente em diversos produtos naturais, ja foram estabelecidos
diversos protocolos de sintese deste anel com o objetivo de obtengdo de novos
medicamentos, tais como a cloroquina (24) e a tafenoquina (25). [83—86]
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Moléculas quinolinicas com conjugacéao 1 estendida pelo grupo estiril ttm uma
conformagao plana e rigida, e podem interagir com a membrana celular durante o
transporte passivo devido a sua estrutura e natureza lipofilica, como é o caso do
composto 26, uma estirilquinolina que inibe a integrase do HIV [87]. Outro exemplo é
o composto 27, que tem um efeito antiproliferativo independente do p53.[88] Outras
quinolinas bioativas sao os compostos 28 com forte atividade antifungica contra
Candida albicans, [89] 29 foi antibacteriano contra S. aureus [90] e 30 apresentou

atividade anticancer. [91]

Figura 12 - Exemplos de quinolinas com propriedades luminescentes e/ou bioloégicas
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2.4.3. Di-hidroquinolinas

As dihidroquinolinas sdao compostos com o nucleo quinolinico porém com a
diferenca de que a estrutura ndo € completamente conjugada, podendo o nitrogénio
quinolinico ser hidrogenado ou substituido. Como ha menos conjugacéao, para que
essas moléculas tenham propriedades luminescentes, € necessario racionalizar
estruturas com aumento da porgdo aromatica e grupos doadores e retiradores de
elétrons, o que atualmente ainda é bem escasso na literatura. Ainda assim, alguns

exemplos de fluoréforos contendo o centro di-hidroquinolina serdo mostrados a seguir.

Vijay e colaboradores relataram quimiossensores para detecgédo de ions Fed®*,
o composto 31, [92] e para deteccdo de hidrato de hidrazina em meio aquoso e
hidrazina gasosa, o composto 32, [93] ambos altamente sensiveis com mudangas de
cor observaveis “a olho nu” devido as alteragcbes nos espectros de absor¢ado como

também através de espectroscopia de fluorescéncia.

O composto 33 apresenta solvatocromismo com deslocamento batocrémico
com o aumento da polaridade do solvente, e quando os grupos ésteres sao
hidrolizados a acidos carboxilicos, o produto é emissivo tanto na fase sélida quanto
em agua sem a presenga de nenhum co-solvente com variagcdo na emissao
dependente do pH. [94] O composto 34 foi utilizado como sonda fluorescente para a
detecgao seletiva de acido aspartico em solugdo aquosa, células vivas in vitro de

cancer de mama humano e in vivo de C. elegans. [95]

Ja em relacéo a propriedades bioldgicas, assim como as quinolinas aromaticas,
as diidroquinolinas sao bastante promissoras, porém a maioria das diidroquinolinas
com atividade bioldgica relatadas na literatura sdo as conhecidas como quinolonas ou
quinolinonas, que sé&o diidroquinolinas contendo uma carbonila ligada ao heterociclo,
como o composto 35, que apresentou grande potencial anticancer. [96] Dentre os
poucos exemplos de diidroquinolinas sem a presencga de carbonila no heterociclo,
destacam-se os compostos 36 e 37 que apresentaram atividade

antitripanossdmica.[97,98]
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Figura 13 - Exemplos de di-hidroquinolinas com propriedades luminescentes e/ou biolégicas
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2.4.4. Pirazinas

As pirazinas estdo entre os compostos heterociclicos mais amplamente
conhecidos, que podem ser isolados de fontes naturais ou produzidos sinteticamente,
tendo como principal método as reagcbes de condensagdo de a-dicetonas com
diaminas vicinais, assim como as quinoxalinas.[99] Muitas pirazinas substituidas sdo
produzidas naturalmente e sdo amplamente distribuidas em plantas, animais,
incluindo organismos marinhos, como por exemplo a desidrocelenterazina (38) que é
responsavel pela bioluminescéncia da lula vaga-lume (Watasenia scintillans). [100]
Além disso, esses compostos heterociclicos tém tido grande importancia nos ramos

de perfumarias, industrias alimenticias e farmacéuticas. [101]
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O nucleo da pirazina, assim como o da quinoxalina, possui forte carater de
deficiéncia de elétrons e € comumente conectada com extensdes de conjugacao T
em sistemas push-pull favorecendo a ICT e modulando suas propriedades 6pticas. E
0 caso do composto 39, que possuindo TPA como grupo doador de elétrons, foi
altamente emissivo e foi usado como sensor para detecgao de varios nitroexplosivos,
amoénia e diferentes aminas alifaticas.[102] 40 também apresentou propriedades
fotofisicas muito interessantes incluindo solvatocromismo, com deslocamento
batocrédmico muito pronunciado com o aumento da polaridade do solvente (de 408 a
537 nm, de hexano para DMF), acidocromismo na presencga de acido trifluoroacético

(TFA), e ainda comportamento de AIE responsavel pela emissdo em fase sdlida. [103]

Moléculas contendo o nucleo pirazina também ja foram utilizadas em
bioimagem, como o composto 41, uma sonda fluorescente que se liga seletivamente
a proteina transportadora de membrana de células HelLa vivas em imagens de
citoplasma. [104] Além disso, as pirazinas sao conhecidas por apresentarem diversos
tipos de atividades bioldgicas, como antimicrobiana (42, [105]), anti-inflamatdria (43,
[106]), anticancer (44, [107]), entre outras. [108]
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Figura 14 — Exemplos de pirazinas com propriedades luminescentes e/ou biolégicas

OM_QOH

N N Q

pures o 3
N N/

HO 38

39

Aabs = 363-366 nm
Aem = 408-537 nm
N
N

N @ = 47-72%
”£ O 0
©\N 40 N

Aabs = 368 nm

Aem = 495 nm
® =49%
N—
N—<: :>———< />———< >—N
\ N
41
Aaps = 416 nm o
—0 deopy = 489-551 nm o
O = 36%
by 2 I
~ N —
N= /
O N N~ O o
7\
N N | | 0\
42 \—/ 43 44
Antimicrobiana Anti-inflamatéria Anticancer

Fonte: Elaboragao prépria

45



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Planejar, desenvolver e avaliar metodologias de sintese adequadas para
obtencdo de materiais organicos moleculares com funcionalidades desejaveis tais
quais relacionadas as propriedades luminescentes e atividades bioldgicas desses

materiais.

3.2. Objetivos especificos

e Sintetizar compostos derivados de quinoxalina, quinolina, di-hidroquinolina e
pirazina contendo caracteristicas estruturais que possibilitem propriedades
luminescentes e atividade bioldgica;

e Realizar a completa caracterizacéo estrutural dos compostos obtidos utilizando
as técnicas espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H
e 8C, de absorgdo na regido do infravermelho (IV), e espectrometria de
massas;

¢ Avaliar as propriedades 6pticas dos compostos em solugao e, quando possivel,
em fase solida utilizando as espectroscopias de UV-vis e fluorescéncia
determinando-se os seus respectivos perfis de absor¢cao e emissao;

e Estudar perfis solvatocrémicos a partir da caracterizacao fotofisica de solugdes
diluidas dos compostos em diferentes solventes organicos;

e Analisar as propriedades luminescentes por AlIE ou AIEE utilizando misturas de
THF/agua com aumento gradativo na porcentagem em volume de agua a fim
de aumentar a agregagao das moléculas em solugdes diluidas;

e Verificar a influéncia da viscosidade no efeito de AIE utilizando misturas de
DMSO/glicerol com aumento gradativo na porcentagem de glicerol;

e Obter sais de acidos carboxilicos sintetizados e analisar suas propriedades
fotofisicas e de AIE, comparando com o comportamento das moléculas
contendo o grupo acido;

¢ |dentificar a formacao de ligacao de hidrogénio de acido carboxilico a partir do
estudo dos espectros de |V obtidos de pastilhas do composto em KBr em

diferentes concentragoes;
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Estudar efeito de acidocromismo através da adicdo de acido as solugdes em
solvente orgénico e também o comportamento em solu¢gdes aquosas
tamponadas em diferentes pHs;

Avaliar a atividade antimicrobiana e anticancer dos compostos sintetizados;
Utilizar ferramentas de modelagem molecular para sugerir possiveis

mecanismos de agéo das moléculas com maior atividade antibacteriana.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
41. Planejamento estrutural

As moléculas-alvo deste trabalho sdo derivadas de quatro classes de
moléculas: quinoxalinas, quinolinas, diidroquinolinas e pirazinas. Para isso, elas foram
projetadas de forma a conter como unidade central um N-heterociclo atuando como
sitio principal de fluorescéncia e porgéo aceitadora de elétrons, considerando também

a possibilidade de atividade bioldgica que esses nucleos oferecem.

As moléculas também deverdo conter uma extensio da porgao aromatica, que
se dara pela insergao de grupos arila nas posi¢cdes 2 e 3 do N-heterociclo, uma vez
que o impedimento de rotagdo molecular intramolecular, devido a proximidade dos
hidrogénios dos dois anéis benzénicos, torna o sistema nao coplanar, tornando os
compostos em potenciais AlE6genos via mecanismo RIM. A excegdo sera nas
quinolinas, onde a extensdo aromatica sera o grupo estiril na posicéo 2, obtendo-se
moléculas planas para analises em diferentes solventes incluindo agua, para

possiveis aplicagdes em meio fisiologico.

Ligados as extensdes aromaticas, as moléculas terdo diferentes grupos
substituintes, os quais serao adicionados com a funcdo de modular a capacidade de
ICT dos compostos provocando alteragdes nas propriedades fotofisicas a serem
estudadas como também em busca de maiores potenciais ativos bioldgicos. Esses
substituintes serao desde doadores de elétrons como —OH e —OR a retiradores como
NOz2. No caso dos grupos alcoxilas —OR, serdo modificados também os tamanhos das
cadeias, promovendo aumento de densidade de cadeia lateral para alterar tanto a
solubilidade nos diferentes solventes orgénicos, como também o proprio
empacotamento molecular nas fases condensada e solida, e, consequentemente,

alterar também suas propriedades.

Os compostos deverdao conter ainda, ligado ao N-heterociclo, um grupo
passivel de ligagcado de hidrogénio, tal qual o acido carboxilico, considerando tanto a
possibilidade de formagédo de dimeros nos agregados (no caso de compostos com
AIE) quanto a influéncia da ligagdo de hidrogénio entre o composto e solventes
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polares, facilitando a solvatacdo em meios aquosos, seja na forma de acido ou do
respectivo sal formado em meio aquoso basico, possibilitando o uso na investigagao
de processos em meios bioldgicos, como sondas para bioimagem. A Figura 15 mostra

uma ilustragdo desse planejamento estrutural.

Figura 15 — llustrac&o do planejamento estrutural das moléculas deste trabalho
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Fonte: Elaboragao prépria

4.2. Quinoxalinas
4.2.1. Sintese

Os compostos finais foram preparados de acordo com o Esquema 1. A reagao de
condensagao entre o acido 3,4-diaminobenzdico e a respectiva 1,2-dicetona foi
realizada sob duas condi¢des diferentes para os compostos QX1 e QX4-6. i) utilizando
acido acético como solvente sob refluxo durante 3h e ii) utilizando metanol como
solvente e acido p-toluenossulfénico como catalisador durante 10min em um
equipamento de micro-ondas (MW). Os compostos QX2 e QX3 foram obtidos apenas
pelo método i sendo que QX3 estava disponivel a partir estudos anteriores do

laboratério e QX2 € um composto inédito.[109]

Os rendimentos obtidos sdo mostrados na Tabela 1 e as estruturas quimicas de
todos os compostos foram completamente caracterizadas por espectroscopia de RMN

de 'H e 13C, IV e HRMS, com os respectivos espectros mostrados nos apéndices.

Ambos os métodos foram eficientes para a obtencdo dos compostos finais.
Entretanto, o método ii apresenta a vantagem de menor tempo reacional promovido

pelo MW, que ja é conhecido por ser uma ferramenta sintética rapida, permitindo a
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sintese eficiente de diversas moléculas.[110] Inclusive foi realizada a sintese de QX1
em MW utilizando AcOH como solvente e a reagao se completou em apenas 5 minutos
com rendimento de 90%. Contudo, a substituicdo do AcOH por MeOH facilita a
purificagdo dos compostos, uma vez que € comum a presencga de pico residual de

AcOH nos espectros de RMN de 'H desses compostos mesmo apos recristalizagdo.

Esquema 1 — Sintese das quinoxalinas (QX1-6)

OH
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Qx1-6 QX6 Ar = @

i: AcOH, refluxo 3h; ii: MeOH, TsOH .4, MW 10min

Tabela 1 — Rendimentos isolados de QX1-6 pelos métodos | e Il

Rendimentos (%)

Composto
Método | Meétodo Il
Qx1 60 76
Qx2 71 -
Qx3 81 -
Qx4 82 77
Qx5 41 59
QX6 76 54

Tomando como exemplo o composto QX1 para discussdo da caracterizagéo
estrutural, tem-se no espectro de RMN 'H (Figura 16), em 8,6 ppm, um dubleto (J =

1,8 Hz) referente ao hidrogénio “a”, que & o hidrogénio mais desblindado devido a

proximidade com a carbonila e com o nitrogénio da quinoxalina, que atuam como
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retiradores de elétrons. Em 8,2 ppm ha um duplo dubleto referente ao hidrogénio “b”,
qgue acopla com o hidrogénio “c” (J = 8,7 Hz) e com o hidrogénio “a” a quatro ligagdes
(J = 1,8 Hz). Em 8,1 ppm localiza-se um dubleto referente ao hidrogénio “c” (J = 8,7
Hz), que fica em campo mais alto do que o hidrogénio “b” por estar mais distante da
carbonila. Os hidrogénios do sistema aromatico aparecem com integracao de 4H em
7,4 ppm (J = 8,6, 2,8 Hz) e em 6,9 ppm (J = 8,6 Hz). O singleto em 3,8 ppm com
integracao de 6H é referente aos hidrogénios das duas metoxilas.

Figura 16 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz) em DMSO-ds do composto QX1
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4.2.2. Propriedades oOpticas
4.2.2.1. Estado solido

Como pode ser visto na Figura 17, os compostos QX1, QX2, QX3 e QX6 na
forma de p6 sdo luminescentes sob luz UV emitindo do azul ao verde. Ja os compostos
QX4 e QX5 n&do mostraram fluorescéncia na fase sdlida, indicando que os grupos
metila em QX4 n&o sao doadores de elétrons fortes o suficiente para favorecer o
sistema D-11-A observado nos compostos que sao fluorescentes em fase sélida. Ja no
composto QX5, a presenca dos atomos de bromo provocam a supressao da
fluorescéncia devido ao efeito do atomo pesado.[13]
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Figura 17 — Fotografias dos compostos QX1-6 sob luz natural (em cima) e sob luz UV de 360 nm
(embaixo)

Os compostos que apresentaram luminescéncia em fase sélida tiveram os seus
espectros de UV e emissao registrados a partir de seus filmes preparados sob
laminulas de vidro como mostrado na Figura 18. QX1, QX2 e QX6 sao emissores de
luz azul, com picos de emissao em 460 nm para QX1 e QX2, e 455 nm para QX6,
enquanto QX3 teve pico de emissdo em 500 nm, na regido do verde. As bandas de
absorcao de UV na fase sdlida atingiram o pico em 386 nm, 410 nm, 395 nm e 400
nm para QX1, QX2, QX3 e QX6, respectivamente (Tabela 2).

O rendimento quéntico de fluorescéncia (®r) de filmes sdlidos de QX1-3 foi
medido usando um fotdmetro de esfera integradora. Foram encontrados os seguintes
valores de rendimentos quanticos: 3,5% para QX1, 3,4% para QX2 e 6,3% para QX3.
O maior rendimento quantico de QX3 pode estar relacionado ao aumento nas
interagdes de van der Waals por longas cadeias alquilicas que separam melhor as
por¢des aromaticas das moléculas na fase sdlida. O grupo alcédxi adicional atuando
como retirador de elétrons por efeito indutivo no anel causa o desvio para o vermelho

observado na banda de emissao em comparacao ao exibido por QX1 e QX2.
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Figura 18 — Espectros de fotoluminescéncia no estado solido (QX1, Aexc.= 375 nm; QX2, Aexc.= 380
nm; QX3, Aexc.= 390 nm; QX6, Aexc =400 nm); insergao: fotografias dos filmes solidos de QX1, QX2,
QX3 e QX6 sob irradiagdo de lampada UV a 365 nm
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A fluorescéncia no estado solido para esses compostos pode ser atribuida a
existéncia de uma estrutura molecular torcida causada principalmente pelos anéis fenil
na posi¢ao 2,3 na quinoxalina. Esse efeito minimiza o ACQ evitando o empilhamento
m-11 nos filmes. Fluor6foros com essa caracteristica retém a capacidade de emitir no
estado sdlido devido a restricdo do movimento intramolecular (RIM), incluindo rotagao
(RIR) e/ou vibracdo (RIV)[40,111,112]. O design molecular reflete diretamente na
eficiéncia de emissédo devido aos diferentes graus de movimento na estrutura. No
entanto, nem todos os movimentos causam extingdo de emissao. Modelos recentes
foram estabelecidos nos quais o mecanismo RIM é ativado bloqueando varias vias
nao radiativas: restricdo do acoplamento vibrénico (RVC), restricdo do acesso a
intersecc¢ao cbnica (RACI), restricdo do acesso ao estado escuro (RADS) e supressao

da reacéo fotoquimica (SPCR) [113].
4.2.2.2. Solvatocromismo

Os espectros de absorgao UV-vis e fotoluminescéncia de QX1 e QX6 em varios
solventes de diferentes polaridades sdo mostrados na Figura 19. Para QX2 e QX3, foi
realizada a analise apenas em solucdes de tetrahidrofurano (THF) e diclorometano
(DCM), uma vez que é dificil dissolvé-los na maioria dos solventes polares. Assim,
uma comparacgao direta entre os compostos em todos os conjuntos de solventes néo

foi possivel.
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Os espectros de absorcdo de QX1 mostraram poucas caracteristicas
dependentes de solvente com bandas de energia mais baixas centradas em torno de
377 nm. Os picos de absorgao de energia mais baixos de QX2 e QX3 em THF e DCM
nao mudaram significativamente, e os de QX6 variaram entre 386 nm e 396 nm, onde
a mudanga hipsocrémica com o aumento da polaridade ¢ indicativo da relevancia das
interagdes de pares de elétrons nao ligantes com o nucleo aromatico [114]. A origem
dessas pequenas mudangas nos espectros é devido a pequenas mudangas nos
momentos dipolares das moléculas em seus estados fundamental e excitado de
Franck-Condon. As bandas de absor¢do de mais baixa energia sdo atribuidas a
transicbes de transferéncia de carga intramolecular (ICT) devido aos seus altos

coeficientes de absorgao molar e uma arquitetura D-11-A.

Por outro lado, o solvatocromismo €& bastante evidente para todos os
compostos em seus espectros de emissdo de fluorescéncia correspondentes, que
mostraram caracteristicas dependentes da polaridade. Os maximos de emissao
mudaram para baixa energia seguidos por um ligeiro alargamento da banda de
emissao e crescentes desvios de Stokes com o aumento da polaridade, indicativo de

um ICT no estado excitado [59,115].

Em THF, QX1 exibiu pico de emissao azul em 448 nm, coincidindo com seu
pico de emissao em acetato de etila. O maximo de emissao mudou para o vermelho
para 469 nm em metanol. Os deslocamentos de Stokes foram gradualmente
aumentados com o aumento da polaridade do solvente, de 3952 cm™' em acetato de

etila para 5299 cm~! em metanol.

O analogo de cadeia alquilica mais longa (QX2) mostrou uma forte
fluorescéncia azul em THF com pico de emissdo em 453 nm e deslocamento de
Stokes de 4103 cm™'. Em DCM, o maximo de emissdo mudou para o vermelho para
464 nm com deslocamento de Stokes de 4489 cm™'. Em THF, QX3 exibiu uma forte
banda de emissdo em 488 nm com deslocamento de Stokes de 5084 cm™, e emitiu
fluorescéncia verde em DCM com um desvio para o vermelho na banda de emisséo
de 29 nm e deslocamento de Stokes de 5974 cm™'. QX3 teve um aumento mais

expressivo no deslocamento de Stokes com o aumento da polaridade do que QX2.

O composto QX6 mostrou menor variagdo nos comprimentos de onda de
emissao do que os demais compostos (de 462 nm em tolueno a 471 nm DMSO) e um
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aumento, de modo geral, nos valores de deslocamento de Stokes com o aumento da

polaridade do solvente, com 3608 cm™' em tolueno e 4262 cm™' em MeOH.

Figura 19 — Espectros de absorcdo e emissao de QX1, QX2, QX3 e QX6 em diferentes solventes (10
5 M, )\excz)\abs)
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As mudancas de cor de emissao e deslocamentos de Stokes maiores indicaram
que a origem da emissao € baseada principalmente na ICT entre a unidade doadora
(grupos alcoxi e tiofeno) e a aceitadora (o anel quinoxalina e a carbonila), garantindo
que ndo haja reabsorcdo de fétons emitidos [115]. Valores mais altos para
deslocamento de Stokes em solventes mais polares sédo evidéncias de interagao entre

o complexo de transferéncia de carga e solventes polares no estado excitado [116].

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia foram medidos usando sulfato de
quinina como padrao. Para QX1, um rendimento quantico de 8,4% foi encontrado em

THF. Os valores foram ligeiramente maiores em solugcdes de acetato de etila e acetona
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e aumentaram em acetonitrila (Tabela 2). Nos solventes polares préticos isopropanol
e metanol, QX1 apresentou rendimentos quanticos mais altos, 14,6% e 18,9%
respectivamente. Derivados de pirrolidinilvinilquinoxalina tendo um sitio aceitador de
ligacdo H exibiram uma extingdo de fluorescéncia induzida por ligacdo de hidrogénio
por solventes proticos ou por protonagao [117]. Ao contrario disso, os presentes
resultados com quinoxalinas funcionalizadas com acido carboxilico mostraram
melhora na eficiéncia de emissdo em solventes préticos. O valor encontrado em
metanol € mais que o dobro do encontrado em THF. Esses resultados sugerem um
aumento na eficiéncia de emissao de QX1 em solventes com capacidade de doacao
de ligacdo H e maior polaridade. A excegao foi a solugdo de DMSO polar aprético,
onde a fluorescéncia de QX1 foi bastante extinta (Pr = 3,6%), assim como para QX6
(®F = 1,8%). Na verdade, o resultado mais comum com o aumento da polaridade do
solvente € que um desvio para o vermelho na emissao € seguido por um rendimento

quantico diminuido. Essa tendéncia € bem suportada pela lei do gap de energia [13].

Os compostos QX2 e QX3 mostraram maiores rendimentos quanticos em THF
do que em DCM. J& para QX6, as variagdes nao foram tao significativas, mas mesmo
assim observa-se que os maiores valores foram para as solugdes de solventes mais
apolares, como tolueno (®F = 5,5 %). Os desvios para o vermelho observados nas
bandas de emissao para QX2 e QX3 em DCM em comparag&o com aqueles em filmes
sélidos sao devido a uma melhor estabilizagdo do estado excitado por moléculas de
solvente. Além da polaridade, o efeito geral do solvente provavelmente inclui a
capacidade de ligacao de hidrogénio para cada solvente. Diferentes energias de
solvatacao dos fluoréforos em seus estados fundamental e excitado ocorrem por uma
variedade de forgas intermoleculares especificas e nao especificas atuando entre o

soluto e o solvente [118].

Os espectros de emissao dos compostos foram mais afetados pelos efeitos do
solvente do que os espectros de absor¢ao. Este resultado concorda com uma espécie
mais dipolar no estado excitado do que no estado fundamental. O solvatocromismo
nos espectros de emissdo é atribuido ao estado excitado polarizado, no qual o
momento dipolar aumentado pode ser explicado por transi¢gdes de transferéncia de
carga estabilizadas com reorientacdo de moléculas de solvente. Esta reorientacao

auxilia o solvente a atingir alto momento dipolar, o que por sua vez reduz a energia do
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sistema. Este processo explicou a mudanga batocrémica nos espectros de emissao
[119].

Tabela 2 — Propriedades 6pticas dos compostos QX1, QX2, QX3 e QX6 em diferentes solventes (10°
M) e no estado s6lido (Aexc = Aabs)

Amax,abs g? Amaxem  Avs b (01
(hm) (109 (nm) (cm”) (%)

QX1 THF 380 1,0 445 3994 8,4
AcOEt 377 1,3 445 3952 9,1
Acetona 373 1,5 454 4783 9,5
DMSO 374 1,3 462 5093 3,6
MeCN 374 0,9 464 5186 11,4
i-PrOH 377 1,4 459 4739 14,6
MeOH 375 1,6 468 5299 18,9
Filme 386 - 460 4584 3,5

QX2 THF 382 1,5 453 4103 12,8
DCM 384 0,5 464 4489 5,6
Filme 410 - 460 2651 3,4

QX3 THF 391 1,1 488 5084 16,0
DCM 395 1,0 517 5974 10,0
Filme 395 - 500 5316 6,3

QX6 Tolueno 396 1,5 462 3608 5,5
Dioxano 391 1,3 462 3930 4,6
THF 393 1,4 465 3940 4,6
AcOEt 390 1,3 462 3996 3,9
DCM 393 1,4 468 4078 4,5
DMF 386 1,2 462 4262 2,1
DMSO 391 1,3 471 4344 1,8
MeCN 387 1,2 466 4381 3,2
iPrOH 390 1,3 460 3902 4,0
MeOH 386 1,2 462 4262 3,1
Filme 400 - 455 3022 -

aUnidade: L mol™ cm™'; valor x10%. ® Deslocamento de Stokes; ¢ Rendimento quantico de fluorescéncia
relativo ao padrao sulfato de quinina (®r = 0,546 em H2S04 0,5 M) para as solugdes, e absoluto
(determinado com esfera integradora) para os filmes

4.2.2.3. Estudos de AIE

O comportamento de AIE das quinoxalinas QX1-6 foi estudado a partir de
solugbes de MeCN/agua para QX1 e THF/agua para as demais, utilizando misturas
de solventes com aumento gradual da fragdo volumétrica de agua, e entdo medidos
os espectros de UV-vis e fluorescéncia para as analises posteriores. Como a agua é
um n&o-solvente para os compostos, o aumento da fragdo de agua no sistema de
solventes mistos pode alterar sua forma existente de uma solu¢gédo no solvente puro
para particulas nanoagregadas nas misturas com alto teor de agua, onde o tamanho
dessas particulas pode ser confirmado através de analises de DLS (espalhamento

dindmico de luz, do inglés Dynamic Light Scattering) [120].
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Os espectros de UV-vis (Figura 20) mostraram que o aumento da fragao
volumétrica de agua né&o alterou significativamente a posicdo das bandas de
absorgao, tendo o composto QX1 variado entre 371 nm e 377 nm, QX2 entre 382 nm
e 390 nm, QX3 entre 388 nm e 399 nm sendo que a solugdo com 99% de agua
apresentou Labs = 409 nm além de uma diminui¢cao consideravel na absorbancia, o que
pode indicar que houve precipitacdo em alguma extensdo. O composto QX4 variou
entre 362 nm e 371 nm, QX5 de 356 nm a 360 nm, e QX6 de 388 nm a 395 nm. Ja o
aumento na absorbancia observado na maioria das misturas contendo agua

geralmente indica a formagao de nanoagregados [120,121][24].
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Figura 20 — Espectros de UV-vis de QX1 em misturas de MeCN/H20 e QX2-6 em misturas de THF/H20
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Os compostos estudados exibiram luminescéncia em solugédo, de
fraca/moderada a intensa, dependendo da natureza do solvente, polaridade e/ou
capacidade de ligagao de hidrogénio. Com exceg¢ao dos compostos QX4 e QXS5, os
filmes solidos dessas quinoxalinas sdo luminescentes, com rendimentos quanticos
menores em comparagao aos valores obtidos em solugdo. Os desvios para o

vermelho observadas em bandas de absorcéo indicando energia mais baixas nos
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filmes solidos sao indicativos de que essas moléculas desenvolvem uma conformacéao
mais plana no estado sodlido, levando a um aumento na conjugacgao [122]. Isso pode
explicar por que esses compostos sdo emissores mais pobres na fase sélida do que
em solucdes. No entanto, foi perceptivel que a emissdo desses compostos em solugao
aumentou quando alguma quantidade de agua foi adicionada. As Figuras 21 e 22
mostram os espectros de fluorescéncia de QX1 e QX2 registrados em diferentes
misturas de MeCN/agua e THF/agua, respectivamente (0—99%), bem como a imagem
de fluorescéncia das solugdes sob luz UV, para a comparacio das intensidades de
emissao. Como ja mencionado, ambos os compostos QX1 e QX2 sao fluorescentes
em solucdo. Para QX1, essa intensidade de emissao aumentou cerca de 1,5 vezes
em um fw de 10% e atingiu uma intensidade maxima de 1,6 vezes a do acetonitrila
puro em um fw de 20%. Uma tendéncia semelhante foi observada para QX2. Em um
fw de 20%, a emissdo de QX2 foi cerca de 1,4 vezes mais intensa do que em THF
puro. Esses aumentos de emissdo podem ser explicados pela formagao de agregados
em solug¢des aquosas diluidas de acetonitrila e THF e € um fenbmeno comum de AIEE
[123].

A intensidade de emissao de QX1 permaneceu mais ou menos a mesma até
um fw de 40%, diminuindo conforme o fv aumentou de 40 para 60%, mas ainda 1,2
vezes mais emissiva do que em acetonitrila pura. Entdo, com o aumento adicional de
agua, a intensidade de emissao caiu rapidamente, atingindo intensidades de 26% e
6% daquela em acetonitrila pura em fw de 90% e 99%, respectivamente (Figura 21b e
Tabela 3). Para QX2, com longas cadeias alquilicas, a intensidade de emisséo
permaneceu quase linear em fw de 20 a 60% e entdo caiu quando fw passou de 60%.
Comportamento semelhante foi relatado para alguns compostos que exibem um
aumento moderado de emissdo em fy baixo e entdo diminuem a intensidade de
emissao gradualmente em alto teor de agua [115,124]. A diminuigdo da intensidade nas
bandas de emissdo em misturas determinadas pode ser devido a formacido de
agregados irregulares/amorfos de pequeno tamanho em fragbes de agua mais altas
[125].

Além disso, é possivel observar um desvio para o vermelho continuo nas
bandas de emissao para QX1, com uma emissao de luz azul centrada em 464 nm em
acetonitrila pura e uma luz verde emitida em 507 nm quando fv atingiu 99%. Os

deslocamentos de Stokes também aumentaram significativamente de 5330 cm™ em
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acetonitrila pura para 7158 cm™' em fw de 99%. Para QX2, o pico de emissdo mostrou
um desvio para o azul de fw de 60 a 70% junto com uma queda na intensidade de
emissao (Figura 22b). No entanto, os maximos de emissdo de todos os fw séo
deslocados para o vermelho em comparacdo com a emissdo em THF puro. E
importante mencionar que a maioria dos AlIE6genos relatados mostram desvios para
o azul, racionalizados como devido a um microambiente menos polar para as
moléculas nos agregados [19]. Portanto, o desvio para o vermelho nos espectros de
emissdo com o aumento de fw sugere um microambiente mais polar para as moléculas
dentro dos agregados [117].

Figura 21 — (a) Espectros de fluorescéncia de QX1 em misturas de MeCN/H20 (10°% M, Aexc=Amax.abs);

(b) grafico da intensidade de fotoluminescéncia e comprimento de onda maximo de emisséo em
fungéo da fragcao de agua (vol %) de QX1; (c) fotografia das solu¢des de QX1 sob lampada UV (360
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Figura 22 — (a) Espectros de fluorescéncia de QX2 em misturas de THF/H20 (10°° M, Aexc=Amax.abs); (D)
grafico da intensidade de fotoluminescéncia e comprimento de onda maximo de emissdo em fungao
da fragcdo de agua (vol %) de QX2; (c) fotografia das solu¢cdes de QX2 sob lampada UV (360 nm)
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Foi investigado o efeito da viscosidade nas propriedades de fluorescéncia de
QX1 a partir de analises em misturas de DMSO/glicerol com incrementos graduais de
porcentagem volumétrica do liquido mais viscoso, glicerol. Uma viscosidade mais alta
pode limitar as rotagcbes intramoleculares em moléculas [29]. Os espectros
fluorescéncia de QX1 em diferentes misturas de DMSO/glicerol sdo mostrados na
Figura 23. A emisséo fraca em DMSO intensificou-se 3 vezes quando a fracdo de
glicerol (fqi) foi de 10% e 4,5 vezes em uma fqi de 50%. A partir de entdo a intensidade
da emissao teve uma pequena diminuigdo. Na fgi de 90%, permaneceu 3 vezes maior
em comparagao com QX1 em DMSO puro. As bandas de emissdo mudaram para o

vermelho cerca de 26 nm com o aumento da fgi de 0 a 90%.

DMSO e glicerol tém constantes dielétricas semelhantes. Eles diferem em sua
viscosidade e capacidade de doacéao de ligagao de H [126]. Assim, a adigao de glicerol
aumentou a viscosidade, bem como a capacidade de doacéo de ligagbes de H da
mistura. J& em MeCN/H20, a adigdo de agua aumentou a capacidade de doagéo de
ligacbes de hidrogénio e a polaridade. Como o padrao de aumento nas intensidades
de emissao foi 0 mesmo em ambos os estudos, fica provado que a mudanca nas
intensidades de emissao foi devido a uma mudanca na viscosidade e n&o por causa

da polaridade ou capacidade de doacao de ligagbes de hidrogénio. O aumento nas
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intensidades de emissao foi mais expressivo em DMSO/glicerol com o aumento

gradual de glicerol do que em misturas de acetonitrila/agua.

Esses resultados corroboram que a restricdo na rotacdo intramolecular
desempenha um papel importante nas propriedades AIEE do composto investigado.
Resultados de experimentos semelhantes na literatura empregando 2,3-difenil
quinoxalinas apontaram que quanto mais substituintes volumosos aromaticos a
molécula tiver, de forma que os movimentos sejam restritos, maior o efeito que a

viscosidade do meio tem em sua intensidade de emissao [120,127].

Figura 23 — Espectros de emissdo de QX1 em misturas de DMSO/glicerol (107> M) com aumento na
fragao (vol%) de glicerol (fgi); insergéo: grafico da intensidade de emissdo em fungao de fgi.
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O composto QX3 mostrou uma supressao significativa na emissdo apds
adicionar agua as suas solugdes de THF (Figura 24). A intensidade de emissao caiu
para 26% da exibida no THF puro a uma fw de 10% e continuou caindo até 14% do
original. A principal razdo para a supressao na emissao para AlEdgenos apdés uma
certa quantidade de agua nas misturas é atribuida a solubilidade diminuida desses
fluoréforos em agua [62,128]. Nesse sentido, as longas cadeias alquilicas em QX3
tém um impacto maior neste efeito. Quando a fw passou de 50%, as intensidades de
emissdo comegaram a aumentar, confirmando que neste ponto ha formagao de
agregados. Este aumento foi seguido por um interessante aumento e diminuigdo na
intensidade de emissao e atingiu 70% do original em THF puro a uma fw de 90%. O
tamanho médio dos agregados € de 204 nm para QX3 em suspensdo homogénea de
fw de 90%, medido por DLS (Figura A.104). Um comportamento semelhante de
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oscilacbes em intensidades de emissao foi relatado para um composto a base de

trifenilamina contendo uma longa cadeia alquilica [129].

Também se observa uma oscilagdo notavel entre desvios para o vermelho e
para o azul nas bandas de emissdo de QX3 (Figura 24b). As oscilagbes nas bandas
de emissao nas solugdes sdo provavelmente devidas a mudangas morfolégicas no
empacotamento molecular, devido a diferentes conformagées e modos de
empacotamento [130,131]. Os picos de emissao deslocaram-se para o azul
consideravelmente (cerca de 20 nm) quando a fw passou de 50%. De certa forma, isso
também ocorreu para QX2. No entanto, como também observado para QX1 e QX2,
todas as bandas de emissdo de QX3 em diferentes solugdes aquosas de THF sao
deslocadas para o vermelho da emiss&o original em solvente puro. Portanto, nesses
compostos, o aumento do ambiente polar pode ser explicado pelo fortalecimento das
interacbes de transferéncia de carga do 4-alcoxilfenil doador de elétrons com o
quinoxalina-carbonil retirador de elétrons em uma estrutura 1-conjugada do tipo D-A
[120].

Figura 24 — (a) Espectros de fluorescéncia de QX3 em misturas de THF/H20 (105 M, Aexc=Amax.abs); (D)

grafico da intensidade de fotoluminescéncia e comprimento de onda maximo de emissdo em fungao
da fragdo de agua (vol %) de QX3; (c) fotografia das solu¢des de QX3 sob lampada UV (365 nm)
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Os compostos QX4 e QX5, de modo geral, apresentaram um perfil de
AIE muito semelhante (Figuras 25 e 26), onde a fraca emissao em THF puro foi
aumentada gradualmente com o aumento de fy, diferindo apenas na fw 99% que QX4

apresentou uma queda de emissdo enquanto QX5 continuou aumentando. O
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composto QX4 alcangou intensidade de emissao 22x maior do que em THF puro na
fwde 90%, e o composto QX5 foi 20x mais intenso em fw de 99% do que em THF puro.

Figura 25 — (a) Espectros de fluorescéncia de QX4 em misturas de THF/H20 (107% M, Aexc=Amax.abs); (D)
grafico da intensidade de fotoluminescéncia e comprimento de onda maximo de emissdo em fungao
da fragdo de agua (vol %) de QX4; (c) fotografia das solu¢des de QX4 sob Iampada UV (365 nm)
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Figura 26 — (a) Espectros de fluorescéncia de QX5 em misturas de THF/H20 (10% M, Aexc=Amax.abs); (D)
grafico da intensidade de fotoluminescéncia e comprimento de onda maximo de emissdo em funcao
da fragdo de agua (vol %) de QXS5; (c) fotografia das solu¢des de QX5 sob Iampada UV (365 nm)
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Ja o composto QX6 apresentou perfil de emissdo diferente dos demais

compostos nas misturas de solvente/agua (Figura 27). Houve um aumento
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significativo na intensidade de emissao na fw de 10%, sendo 1,4x maior do que em
THF puro, mantendo aproximadamente a mesma intensidade até fu de 30% e
iniciando uma queda a partir da fw de 40% atingindo intensidades até mesmo menores
do que em THF puro a partir de fw de 80%. Como o anel de 5 membros do tienil em
QX6 é menor do que as fenilas nos demais compostos, € possivel que o angulo de
torcdo entre os grupos tienil e o plano da quinoxalina seja menor do que nos
compostos contendo as fenilas, onde essa menor torgdo possibilita mais interagées

-1 promovendo ACQ nas maiores fw.

Assim como foi observado para QX1 e QX2, os compostos QX4-6 também
apresentaram crescente deslocamento batocrébmico com o aumento de fw, O
composto QX4 apresentou emissao do violeta para o azul, de 416 nm a 442 nm nas
fv de 0% e 99%, respectivamente. O composto QX5 foi de 415 nm a 425nm e o

composto QX6 variou de 463 nm a 485 nm.

Figura 27 — (a) Espectros de fluorescéncia de QX6 em misturas de THF/H20 (10 M, Aexc=Amax.abs); (D)
grafico da intensidade de fotoluminescéncia e comprimento de onda maximo de emissdo em fungao
da fragdo de agua (vol %) de QX6; (c) fotografia das solu¢cdes de QX6 sob lampada UV (365 nm)
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Tabela 3 — Propriedades espectroscopicas de UV-vis e fluorescéncia dos compostos QX1-6 em
misturas de solvente com fragdo de agua (vol %)

fu Absorc¢ao Fotoluminescéncia
(%) Amax. (nm) €° Amax (NM)  Avs (cm™™yd e (%)
Qx1® 0 372 1,2 464 5330 22431 11,4
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10 371 1,7 468 5587 33781 -
20 372 1,5 474 5785 35555 -
30 373 1,4 477 5845 32898 -
40 373 1,3 479 5933 32840 -
50 373 1,4 481 6020 29601 -
60 373 1,3 485 6191 27666 -
70 377 1,4 487 5991 20531 -
80 373 1,3 494 6567 12432 -
90 374 1,2 502 6818 5833 -
o 909 g;i ;I 1 507 7158 1366 -
5 453 4103 21626 12,8
10 382 1,6 464 4626 28600 -
20 382 1,7 465 4673 30832 -
30 382 1,6 466 4719 30029 -
40 382 1,5 468 4810 30440 -
50 382 1,6 471 4947 31441 -
60 383 1,5 473 4968 30202 -
70 390 1,7 461 3949 22369 -
80 387 1,5 462 4195 15254 -
90 386 1,4 464 4355 13269 -
— 909 2:; ;I ? 468 4472 9440 -
o o 1,3 g?g 5281 18837 16,0
, 6165 4890 -
20 388 1,6 506 6010 4663 -
30 388 1,3 515 6356 2986 -
40 388 1,3 510 6165 2815 -
50 391 1,5 515 6158 2615 -
60 391 1,5 504 5734 7638 -
70 392 1,5 506 5747 8840 -
80 389 1,2 502 5787 5621 -
90 399 1,4 496 4901 13209 -
o 909 :gg ?2 496 4289 6744 -
e o 1,7 j;? 3586 1359 0,12
, 4346 2717 -
20 362 1,9 427 4205 3354 -
30 365 1,6 426 3923 3915 -
40 365 1,9 427 3978 5553 -
50 366 1,8 429 4012 6974 -
60 366 2,0 429 4012 10815 -
70 368 1,8 432 4026 15860 -
80 368 1,7 438 4343 24890 -
90 368 1,4 442 4549 30410 -
o 909 2;; 1,4 442 4330 7709 -
1,1 415 3994 588 0,08
10 357 1,3 426 4537 1610 -
20 357 1,3 416 3973 793 -
30 357 1,4 413 3798 918 -
40 357 1,4 415 3915 1078 -
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50 357 1,4 414 3857 1291 -

60 357 1,5 419 4145 1646 -
70 358 1,4 418 4010 2597 -
80 359 1,5 420 4046 4869 -
90 360 1,4 425 4248 9144 -
99 360 1,6 425 4248 11555 -
Qxe® o0 392 1,4 463 3912 7797 4,6
10 392 2,5 466 4051 11002 -
20 393 2,6 468 4078 10729 -
30 393 2,7 467 4032 10922 -
40 394 2,6 468 4013 10062 -
50 394 2,5 470 4104 9600 -
60 395 24 472 4130 9443 -
70 393 2,5 472 4259 8648 -
80 394 2,2 476 4372 7239 -
90 392 1,9 482 4763 5858 -
99 388 2,6 485 5155 7239 -

aMisturas de MeCN/H20; P Misturas de THF/H20; ¢unidade: L mol"' cm-*; valor x10% ¢ Deslocamento de
Stokes; °Intensidade de fluorescéncia, unidade: u.a.;'Rendimento quantico de fluorescéncia relativo ao
padrao sulfato de quinina (®r = 0,546 em H2S04 0,5 M)

Adicionalmente, partir da observacao do comportamento de AIE dos compostos
estudados em solugbes, foram analisados os filmes preparados em misturas de
solventes. A Figura 28 mostra o espectro de fotoluminescéncia dos filmes de QX1
preparados a partir de solugdo em MeCN pura e com fracdo de agua. E possivel
perceber que houve um deslocamento batocrémico com adi¢géo de agua, assim como
observado nas solugdes, entretanto, quanto a intensidade, ndo foi possivel de ser
observada pois a adigdo de agua fez com que as moléculas se agregassem em uma

regiao do filme (inser¢ao da Figura 28, lado direito), o que dificultou o alcance do feixe
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de luz do fluorimetro nos agregados concentrados, embora seja possivel observar que

nessa regiao a emissao € mais intensa.

Figura 28 — Espectro de fluorescéncia dos filmes do composto QX1 em MeCN e em MeCN/agua;
insercéo: fotografia dos filmes sob luz UV (365 nm) destacando regido de agregados
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4.2.3. Estudo da importéncia do acido carboxilico para a emisséao

A ligacdo de hidrogénio € uma caracteristica importante na organizagéo
molecular e foi estudada em alguns AlE6genos como um facilitador de agregacao
[117,132]. As quinoxalinas estudadas no presente trabalho possuem acido carboxilico
como um sitio de ligagao de H e é provavel que gere melhor ligagdo com solventes
nos estados fundamental e excitado, bem como dimeros e agregados em solugdes
mais concentradas e na fase sélida. Como um caso representativo, foi realizada a

investigacao da presenca de ligacao de H em QX1 por espectroscopia de V.

A presenca de bandas de Fermi do alongamento e vibragées de flexdo no plano
de bandas O-H (banda larga centrada em 3433 cm, tipo A; ~2500-2700 cm-', tipo B;
e 2048 cm™, tipo C) é uma caracteristica de ligagdo de H extensa na amostra [133]. O
aumento nas bandas de Fermi foi observado com uma concentragao crescente de
QX1 nas pastilhas de KBr. Os espectros de IV em diferentes concentracbes de QX1
(p/p 0,5%, 1%, 2% e 5%) sdo mostrados na Figura 29. Obviamente, o aumento da
concentracado leva a um aumento nas bandas de absorcao. No entanto, as razbes
entre as absorbancias em 2553 cm™' (H-O) e em 2835 cm™' (C-H) aumentaram quase

linearmente com uma concentragdo maior do composto.
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Figura 29 — (a) Espectro de IV do composto QX1 no modo absorbancia em diferentes concentracdes.
Insergao: grafico da raz&o entre a absorbancia maxima da banda de OH e de C-H em fungéo da
concentragao; (b) Espectro de IV de QX1 no modo transmitancia em diferentes concentragdes
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A fim de entender a influéncia direta do grupo acido carboxilico nas
propriedades 6pticas desses compostos, foram conduzidas investigacdes dos sais de
QX1-3. Uma vantagem dos grupos de acido carboxilico € que os sais de potassio
desses compostos podem ser facilmente obtidos a partir de reacdes acido-base entre
0s acidos e hidroxido de potassio em metanol. As espectroscopias de IV e RMN
confirmaram a formagéo de seus sais. As bandas de absor¢géo UV-vis (Figura A.102)
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e de emisséo (Figura 30) em THF foram deslocadas para o azul para todos os sais

em relagao ao respectivos acidos.

O sal de potassio de QX1 mostrou fluorescéncia muito fraca em metanol (Figura
30a). No THF, no entanto, o sal emitiu uma luz azul com banda de emissao centrada
em 479 nm e ®rF = 7,3%, mas menos emissiva do que QX1 no mesmo solvente.
Notavelmente, a cor de emissao verde de QX3 ¢ alterada para uma emiss&o de cor
azul centrada em 471 nm para seu sal de potassio, juntamente com um aumento
significativo na eficiéncia de emissdo (®r = 24,5%). Uma possivel explicacdo para
essas mudangas azuis nos espectros de emissao dos sais em THF é que o anion
carboxilato se torce para fora do plano do sistema heteroaromatico, diminuindo ou

cessando o ICT no estado excitado [13].
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Figura 30 — Espectros de emissao de (a) QX1 em MeOH; (b) QX1; (c) QX2 e (d) QX3 em THF em suas
respectivas formas de acido carboxilico e sal carboxilato. (10° M, Aexc=Amax.abs)
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Uma vez que o sal do composto QX1 apresentou maior eficiéncia de emissao
no solvente aprético nao polar (THF) do que em metanol, foi avaliada a possibilidade
de AIE no sal dos compostos estudados invertendo a Idgica das misturas de solventes,
empregando uma mistura agua/THF com aumento das fragbes do solvente n&o polar.
Devido a boa solubilidade em agua, o sal de potassio de QX1 foi escolhido para um
experimento de AIE no qual aumentou-se as fragdes de THF (friF) em sua solugao
aquosa (Figura 31).

Em agua, que é um solvente prético, o sal carboxilato de QX1 € um emissor
fraco com uma banda larga centrada em 515 nm. A intensidade de emissao foi
aumentada significativamente com o aumento do frur devido a agregacédo das
moléculas. Os agregados foram formados com um didmetro médio de 502 nm, medido

por DLS no frur 90% (Figura A.103). A intensidade de fluorescéncia atingiu valor 21
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vezes maior do que em 100% agua, em um frur de 70%. As bandas de emisséo, ao
contrario de QX1 na forma de acido, mostraram um desvio para o azul de 494 nm para
448 nm com o aumento de frir de 10 para 90%. Assim, os agregados de sais s&o
organizados em um microambiente menos polar com diminuigdo de ICT. [120] Quando
frur ultrapassou 70%, a intensidade de emissao comegou a declinar, e em um frur de
99%, ainda era 8 vezes maior do que em 100% de agua, enquanto um desvio para o
azul adicional para 428 nm foi observado na banda de emissao.

Figura 31 — a) Espectro de fotoluminescéncia do sal do composto QX1 em solugbes de agua/THF; b)

grafico da intensidade de fotoluminescéncia e comprimento de onda maximo de emissao em funcao da
fragdo de THF (vol %); c) fotografia das solugbes sob Idampada UV (360 nm)
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4.2.4. Estudo tedrico

Adicionalmente, estudos tedricos foram realizados para investigar a
conformagao dos compostos estudados usando o programa Gaussian 2009/D.01. A
busca conformacional para a molécula QX1 considerando efeitos de solvatagao
implicitos de solugdes de acetonitrila e agua deu estruturas otimizadas mostradas na
Figura 32a e b. No composto QX1, os dois anéis 4-metoxifenil localizados na posigao
2,3 da quinoxalina sdo torcidos do plano do nucleo do N-heterociclo por angulos de
cerca de 43,4° e 41,5° em acetonitrila e 46,2° e 41,6° em agua. Também foram
realizados os mesmos calculos para uma estrutura mais simples de QX3
considerando apenas substituintes metoxil em vez das longas cadeias alquilicas C-

12, que chamamos de QX3a (Figura 32c e d). Os angulos de tor¢cao entre os planos
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dos dois substituintes arila e o nucleo quinoxalina sdo 39,0° e 44,6° em acetonitrila, e
39,0° e 44,7° em agua. Nao ha mudancgas significativas na geometria considerando
os diferentes efeitos implicitos dos solventes, o que concorda com o solvatocromismo
pouco pronunciado observado nos espectros de absorgao UV desses compostos. O
menor angulo de intersecg¢do entre o substituinte arila e o anel quinoxalina em QX3a
corrobora a banda de desvio para o vermelho observada na absorgao UV para a
molécula QX3 em comparacdo com a de QX1. Além disso, para ambos os casos
estudados, os angulos entre a carbonila do acido carboxilico sdo quase coplanares

ao anel quinoxalina.

Figura 32 — Estruturas com angulos de rotacao da carbonila e dos grupos 2,3-diaril de QX1 em (a)
MeCN e (b) 4gua, e QX3 em (c) MeCN e (d) agua

c) e d)

4.2.5. Atividade biologica
4.2.5.1. Atividade antimicrobiana
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A determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM) das amostras sobre cepas
bacterianas e fungicas foram realizadas através da técnica de microdiluicdo em caldo

[134] e os valores em pg/mL sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Valores de CIM (em pg/mL) dos compostos QX1-6 contra diferentes cepas de bactérias e
fungos.

CIM (pg/mL)
Cepa/QX 1 2 3 4 5 6 Cloranfenicol Fluconazol

S. aureus ATCC-13150 512 + + 128 128 128 256 X
S. epidermidis ATCC-12228 512 + + 128 128 128 256 X
P. aeruginosa ATCC-25853 + + + 256 128 128 256 X
C. albicans ATCC-76485 512 + + 128 128 128 X 64
C. albicans LM-92 512 + + 128 128 128 X 128

C. tropicalis ATCC-750 512 + + 128 128 + X 256
C. tropicalis LM-77 512 + + 128 128 + X 256

A. flavus ATCC-4603 512 + + 512 256 + X 512
A. flavus LM-248 512 + + 512 256 + X 512

P. citinum INCQS-4001 512 + + 512 256 + X 512

(+): Sem inibi¢ao; (x): ndo aplicavel

De um modo geral, todos os compostos analisados, exceto QX2 e QX3,
apresentaram atividade bioldgica sobre o crescimento das espécies de bactérias e de
fungos, onde a CIM ficou estabelecida entre 128 a 512 pg/mL para os compostos
ativos. A falta de atividade de QX2 e QX3 esta diretamente relacionada a presenca de
longas cadeias alquilicas, que aumentam a lipofilicidade dessas moléculas,
diminuindo a solubilidade no meio de analise e consequentemente afetando suas

atividades.

O composto QX1 foi igualmente ativo contra o crescimento de todos os
microorganismos testados, com CIM de 512 pg/mL, exceto para P. aeruginosa, onde
nao houve inibicdo de crescimento. As estruturas unicelulares como as bactérias e
leveduras apresentaram maior sensibilidade as moléculas QX4, QX5 e QX6 do que
as estruturas pluricelulares como os fungos filamentosos, onde a maioria das CIMs foi
de 128 yg/mL para bactérias e leveduras enquanto que para os fungos filamentosos
foi de 512 pg/mL e 256 pg/mL para QX4 e QX5, respectivamente, e sem inibicdo do
crescimento frente ao composto QX6, assim como as cepas de C. tropicalis também
nao tiveram crescimento inibido por esse composto. Vale destacar que QX4 e QX5
apresentaram CIMs menores do que o farmaco de referéncia contra as cepas de C.

tropicalis, e o composto QX5 apresentou também CIM menor que o fluconazol contra
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as cepas de fungos filamentosos A. flavus e P. citrinum. Sendo assim, todos os
compostos apresentaram forte/6tima atividade antimicrobiana conforme critérios
estabelecidos [135-137].

Estruturalmente, podemos afirmar que a substituicdo do grupo metoxila por metil
ou bromo na posi¢ao 4 dos grupos arila ligados ao nucleo quinoxalina provocou uma
melhora na atividade desses compostos contra bactérias e leveduras, assim como a
substituicdo de metil por bromo aumentou a atividade antifungica. Ja a presenga dos
grupos tiofeno ao invés dos grupos arila prejudicou a atividade antifungica, exceto
contra C. albicans, onde QX6 teve 6tima atividade, com CIM de 128ug/mL assim como

contra as bactérias testadas.

4.2.5.1.1. Estudo computacional
4.2.5.1.1.1. Desidroesqualeno sintase como alvo potencial para

derivados de quinoxalina

Ap0s a identificagao da atividade antibacteriana, foi realizada uma investigagao
sobre o provavel mecanismo de agao dos compostos QX4 e QXS5, identificados como
mais promissores. A triagem virtual inversa (IVS, do inglés, inverse virtual screening),
conforme detalhado na secdo experimental, identificou a Dehidroesqualeno sintase
(DQS, do inglés Dehydrosqualene synthase) como um alvo biolégico potencial para
os compostos analisados. A enzima DQS de S. aureus é a unica variante presente no
Protein Data Bank, categorizada em trés cédigos PDB distintos: PDB ID 2ZCR, PDB
ID 2ZCS e PDB ID 3ACX. Para determinar o alvo ideal, métodos computacionais foram
validados por meio de métricas de redocking e calculos de chamariz, com resultados
concisamente descritos na Tabela 5. O cédigo PDB 2ZCS exibiu o valor RMSD mais
favoravel nos testes de redocking, exibindo uma baixa discrepéncia de 0,41 angstroms
entre poses ancoradas e cristalograficas, juntamente com o maior valor de AUC nos
testes de curva ROC. Isto sugere que o programa Vina discriminou eficazmente entre

compostos ativos e chamarizes.
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Tabela 5 — Validagao obtida para célculo de redocking (RMSD) e Area sob a Curva (AUC) para curva
ROC.

Procedimento PDB ID 2ZCR PDB ID 2ZCS PDB ID 3ACX
Redocking score (kcal/mol) -10.0 -10.1 -9.5
RMSD (A) 0.44 0.41 0.43
AUC 0.980 1.000 0.730

A proteina DQS é encontrada em bactérias como S. aureus, S. epidermidis e P,
aeruginosa, enquanto em fungos como C. albicans, C. tropicalis e A. flavus, a
Squalene sintase (SQS, do inglés, Squalene synthase) foi identificada. As estruturas
3D de DQS ou SQS de S. epidermidis, C. albicans e C. tropicalis foram obtidas do
servidor Alphafold. [138] No entanto, a falta de uma estrutura tridimensional resolvida
para a enzima DQS nas espécies P. aeruginosa e A. flavus exigiu a implementagao
de modelagem comparativa que foi feita com o servidor SwissModel. Nossa
investigacao demonstrou que nossos modelos exibiram valores preditivos favoraveis,
com cobertura substancial em regides favoraveis (Figura A.125). Além disso, DQS
exibe um dominio catalitico semelhante em todas as espécies antimicrobianas (Tabela
A4).

Um estudo recente de Furubayashi e colegas (2014) [139] investigou os
aspectos evolutivos do SQS na biossintese de desidroesqualeno. O SQS facilita a
condensacgao cabega-a-cabega de duas moléculas de farnesil difosfato para produzir
esqualeno. A relagéo evolutiva entre SQS e DQS, particularmente o DQS encontrado
em S. aureus (CrtM), que estd envolvido na sintese de pigmentos carotenoides,
envolve a condensacgao de duas moléculas de farnesil difosfato em um intermediario
de pirofosfato de presqualeno.[140] No entanto, o0 mecanismo de divergéncia entre
SQS e CrtM durante a evolugdo permanece desconhecido. Os relatos da literatura
incluem estudos de inibidores com foco na biossintese de SQS e DQS,[141,142] com
énfase particular em sua significancia como alvos potenciais para o tratamento de S.

aureus resistente a meticilina (MRSA).

4.2.5.1.1.2. Interagbes das enzimas DQS e SQS com QX4 e
QX5

Com base nesses estudos preliminares, os dois principais compostos

identificados na triagem in vitro, QX4 e QXS5, foram submetidos ao docking molecular
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com a enzima DQS em espécies bacterianas e a enzima SQS em espécies fungicas.

Os resultados estiao resumidos na Tabela A.4.

Em relacdo as bactérias S. aureus e S. epidermidis, valores idénticos de
pontuacgao de docking e interacbes sao observados, atribuidos a conservagéao do sitio
catalitico entre essas duas espécies. O composto QX4 exibiu os melhores valores de
interacdo com as espécies Staphylococcus. Vale ressaltar que os residuos Arg45 e
Val137 estdo presentes tanto para o ligante PDB de S. aureus quanto para os
compostos neste estudo. Além disso, observa-se que o residuo Phe22 pode ser um

residuo adicional, presente apenas para os compostos neste estudo (Figura 33a e b).
Figura 33 — Representacéo 3D das melhores poses para cada complexo estudado, onde o composto

QX4 é mostrado em verde, o composto QX5 em magenta, o ligante PDB em vermelho e os residuos
de aminoacidos em cinza claro
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C. albicans C. tropicalis A. flavus

Para P. aeruginosa, observa-se que o sitio ativo também €& conservado e
semelhante ao das espécies de Staphylococcus. Mais uma vez, o composto QX4
apresentou os melhores valores de interacdo. Em relacdo aos aminoacidos envolvidos
na interagdo, destacam-se residuos comuns para os compostos, como Phe22, Cys44,
Arg45, Val137 e Leu141 (Figura 33c). Dentre estes, pode-se observar que os residuos

Argd5 e Val137 também estdo presentes nas espécies de Staphylococcus,
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demonstrando interagbes-chave e um potencial mimetismo da atividade enzimatica

com o inibidor de PDB de S. aureus.

Em relacdo as espécies fungicas, C. albicans e C. tropicalis também
apresentam os mesmos residuos de aminoacidos no sitio ativo, explicando as
similaridades na interacdo com os compostos neste estudo. O composto QX4
apresentou os melhores valores de interacdo. Dos residuos comuns, podemos
destacar Phe53, Leu75, Arg76 e Val186 como interagbes-chave com os compostos do
estudo (Figura 33d, e). Para A. flavus, destacamos os residuos Phe55, Val188 e
Phe73 como fornecendo interagées-chave com os compostos do estudo (Figura 33f),

sendo o composto QX4 o melhor perfil.

4.2.5.2. Atividade anticancer

O potencial citotoxico dos derivados de quinoxalinas foi avaliado contra as
seguintes cepas de cancer: K-562 (leucemia mieldide crénica), H-1299 (carcinoma de
pulmao), HL-60 (leucemia promielocitica) e HCT116 (cancer de colon humano); e

também contra a linhagens sadias MRC-5 (fibroblastos de pulm&o humano).

Inicialmente, é realizado um estudo preliminar em concentragéo Unica (25ug L
) e s6 passam para a etapa seguinte de andlise os compostos capazes de inibir o
crescimento das células tumorais em pelo menos 50%. Apds essa triagem, foram
selecionados apenas os compostos QX4 e QX6 para a etapa na qual se obtém o Clso,
que é a concentragao necessaria para causar 50% de inibicdo do crescimento das

células tumorais estudadas.

O ensaio colorimétrico MTT foi empregado para avaliar a poténcia dos
compostos e os resultados estdo expostos na Tabela 6, onde a doxorrubicina foi usada
como controle positivo e os valores de Clso sdo expressos em concentragao
micromolar. Para a analise dos dados, foram adotados os seguintes critérios: alta
atividade para compostos com Clso < 3 uM; boa atividade para compostos com 3 < ClI
50 < 6 uM; atividade moderada para compostos com 6 < Clso < 12 uM; baixa atividade
para compostos com 12 < Clso < 24 yM; e compostos com Clso >24 yM foram

considerados inativos.[143]
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Os resultados obtidos mostram que ambos os compostos testados sao
considerados inativos conforme os critérios adotados, ndo apresentando valores de

Clso menores do que 25 uM para nenhuma das linhagens testadas.

Tabela 6 — Concentragéo que causa 50% de inibicdo do crescimento (Clso) em uM e seu intervalo de
confianga (IC) dos compostos QX4 e QX6 nas linhagens K-562, H-1299, HL-60, HCT116 e MRC-6

Compostos K-562 H1299 HL60 HCT116 MRC-5
Clso/ IC (uM)
Qx4 >70 >70 31,24 >70 58,64
24,08 a 40,54 46,97 a 73,19
QX6 62,10 >74 54,58 63,55 35,98
33,49 a 115,12 38,88a76,60 42,69a94,62 17,57 a73,64
Dox 0,79 13,38 0,02 1,64 0,75

0,48 a 1,32 8,67 a 20,88 0,02a0,07 0,33a8,03 0,51a1,12

4.3. Quinolinas
4.3.1. Sintese

Os compostos finais QL1-10 foram preparados de acordo com o Esquema 2.
Foram empregadas duas metodologias diferentes: 1) reagao de Pfitzinger [144,145]
entre isatina (47) e estiril metil cetonas (48); e Il) reagdo de Knoevenagel entre acido
2-metilquinolina-4-carboxilico (quinaldina, 49) e benzaldeidos substituidos (50). [77]
Os padroes de substituicdo no anel aromatico e os resultados das reacdes sao
mostrados na Tabela 7. Os compostos foram classificados com base no tipo de seu
principal grupo de substituigdo. A classificagéo foi feita usando letras maiusculas de A
a D. O grupo hidroxila foi designado como A, o grupo acetila como B, os grupos alcoxi
de tamanhos variados de cadeia de carbono como C e o grupo nitro como D. Ambos
os métodos foram empregados para obter as estirilquinolinas desejadas, no entanto,
apresentamos o método de maior rendimento para cada composto. Compostos com
grupo hidroxila livre, QL1-A e QL2-A deram melhores rendimentos usando a reagéo
de Pfitzinger. Para todos os outros compostos, foi mais facil isolar os produtos a partir
da reacao de Knoevenagel em comparagao ao método de Pfitzinger. De todos os

compostos sintetizados, todos da série B, QL7-C e QL8-C sao inéditos.
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Esquema 2 - Sintese das quinolinas (QL1-10)

Método |

i. KOH
ii. HCI
R;
48a R,=H, R,=OMe, R3;=0OH

48b R1=OH, R2=R3=H
Método Il R2

CO,H QL1-10

(ver Tabela 7)

Tabela 7 — Padrdes de substituicdo e resultados para a sintese dos compostos QL1-10. A
classificagdo A-D é baseada no tipo de seu grupo de substituicao principal (em negrito)

Comp.- Ry R, R; Met.2® Rend.c

classe (%)
QL1-A H OCHs OH | 57
QL2-A OH H H I 65
QL3-B H OCHs OAc Il 43
QL4-B OAc H H Il 55
QL5-B H H OAc Il 58
QL6-C H OCHs  OCH; Il 84
QL7-C H OCHs  OC4Hq Il 40
QLs-C H OCHs  OCgHi7 Il 90
QL9-D NO, H H Il 74
QL10-D H H NO Il 94

a Os métodos | e Il sdo reagdes de Pfitzinger e Knoevenagel, respectivamente. b o método de maior rendimento
para cada composto; ¢ rendimento isolado.

As estruturas quimicas dos compostos finais foram completamente
caracterizadas por espectroscopia de RMN de 'H e 3C e HRMS e os espectros
encontram-se nos apéndices. Os sinais de RMN de 'H que confirmam o nlcleo
quinolinico (usando QL1-A, Figura 34, como representativo) sdo: um duplo dubleto
em 8,6 ppm referente ao hidrogénio “a”, que é mais desblindado devido ao efeito de
ressonancia com a carbonila, com acoplamento orto com o hidrogénio “b” (J = 8,5 Hz)
e meta com o hidrogénio “c” (J = 2,0 Hz); um singleto em 8,2 ppm referente ao
hidrogénio “e”, um duplo dubleto em 8,0 ppm (J = 8,5, 1,7 Hz) referente ao hidrogénio

“d” que acopla em orto e meta com os hidrogénios “c” e “b”, respectivamente; um duplo

“ ”

duplo dubleto em 7,8 ppm (J = 8,5, 6,8, 1,7 Hz) referente ao hidrogénio “c”, que acopla
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com os hidrogénios “d”,”b” e “a@”; outro duplo duplo dubleto em 7,6 ppm (J = 8,5, 6,8,

1,7 Hz) referente ao hidrogénio “b” que acopla com os hidrogénios “a”, “c” e “d”.

Figura 34 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em DMSO-ds do composto QL1-A

g
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Além disso, todos os compostos finais foram caracterizados como E-
estereoisdmeros devido a constante de acoplamento J dos prétons insaturados com

valores de 16,1 a 16,5 Hz nos espectros de RMN de 'H.

Para a sintese dos compostos QL3-B a 5-B, vanilina, salicilaldeido e 4-
hidroxibenzaldeido forneceram os produtos da reagdo de Knoevenagel com acetilagao
de grupos hidroxi fendlicos devido ao anidrido acético usado como solvente. A
acetilagao foi confirmada pela presenca de sinais singleto a 2,27-2,42 ppm nos
espectros de RMN de '"H com uma area integrada de 3H e pelos sinais proximos a 20
ppm nos espectros de RMN de '3C. Todas as outras sinteses deram os produtos

esperados sem nenhuma reagao secundaria.
4.3.2. Propriedades opticas

Uma das caracteristicas fisicas mais relevantes que acompanha a extenséo do

sistema conjugado -1 em um N-heterociclo quinolina é a fotoluminescéncia. Assim,
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investigamos as propriedades Opticas dos compostos finais em solugdes de diferentes
solventes. Para o estudo em meio aquoso, util para aplicagdes de potencial biologico,
exploramos a solvatagao favorecida da estrutura molecular em agua através da adigcéao
de uma base para reagir com o acido carboxilico e pela adi¢do de um acido para reagir
com o nitrogénio da quinolina. Apenas compostos contendo grupo nitro, QL9-D e
QL10-D nao foram luminescentes (Figura A.106). A causa é conhecida na literatura,

devido a excitagao de n-1m* do grupo nitro que suprime a emissao.[146]
4.3.2.1.  Solvatocromismo

Os compostos QL1-8 exibiram fotoluminescéncia em solugdes (10° M) de uma
variedade de solventes. Os solventes usados foram tolueno, 1,4-dioxano,
tetrahidrofurano, acetato de etila, diclorometano, N,N-dimetilformamida,
dimetilsulféxido, acetonitrila, isopropanol e metanol. Os solventes foram ordenados de
acordo com sua polaridade relativa usando a escala de polaridade empirica de
Reichardt.[118] A cor da emissao foi muito afetada pelo tipo de solvente usado, sendo
esse efeito observado de forma mais proeminente nos compostos com padrdes de

substituicdo de classificacdo A e C (Figura 35).
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Figura 35 — Fotografias das solugbes dos compostos QL1-8 em diferentes solventes sob lampada UV
(365 nm)

Dioxano

Foi possivel observar, a partir das bandas de emissao de fluorescéncia e de
absorcao de UV (Figuras 36 e 37), que os compostos apresentaram solvatocromismo

dependendo da estrutura quimica, seja em graus menores ou maiores. Os resultados
estdo resumidos na Tabela 7.
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Normalized absorbance (a.u.)

Figura 36 — Espectros de UV-vis dos compostos QL1-8 em diferentes solventes
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Figura 37 — Espectros de emissdo dos compostos QL1-8 em diferentes solventes (Aexc=Amax.abs)
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Tabela 8 — Propriedades 6pticas dos compostos QL1-10 em diferentes solventes

Amax,abs NM (amax x1 03)a Amax,em AVstb (01

(nm)  (cm”) (%)

1A Tolueno 336 (4,3) 373 (3,5) 473 5667 8,4
Dioxano 335 (3,5) 380 (4,1) 501 6357 25,5
THF 335 (3,8) 381 (4,1) 506 6483 30,5
AcOEt 333 (3,6) 370 (3,7) 477 6063 17,8

DCM 331 (4,5) 374 (3,7) 515 7323 18,1
DMF 366 (3,6) 476 6313 28,2
DMSO 368 (3,7) 471 5944 18,2

MeCN 330 (3,5) 373 (3,7) 539 8255 2,2
iPrOH 332 (2,7) 365 (3,6) 462 5750 18,8

MeOH 365 (3,6) 508 7714 1,7
2A Tolueno 366 (3,9) 478 6402 10,3
Dioxano 367 (3,6) 459 5461 17,4
THF 365 (3,6) 460 5658 23,0

AcOEt 347 (4,1) 428 5454 6,5
DCM 366 (3,6) 479 6446 10,0

DMF 352 (3,9) 441 5733 7.1

DMSO 358 (3,7) 436 4997 1,7

MeCN 349 (4,2) 468 7286 4.4

iPrOH 350 (4,1) 425 5042 5,1

MeOH 356 (3,9) 459 6303 1,8
3B Tolueno 330 (3,6) 370 (3,7) 435 4039 26,0
Dioxano 329 (3,6) 365 (3,9) 433 4303 294

THF 330 (4,3) 360 (3,7) 438 4947 26,1
AcOEt 330 (3,7) 362 (3,6) 439 4845 284
DCM 332 (3,7) 367 (3,7) 462 5603 304

DMF 333 (5,4) 347 (5,5) 456 6889 2,5

DMSO 333 (5,4) 348 (5,5) 453 6661 1,9

MeCN 328 (4,3) 345 (4,2) 357 (4,0) 470 7709 23,6
iPrOH 330 (5,0) 345 (5,0) 358 (4,4) 454 6959 21,5
MeOH 330 (5,3)344 (56)357 (4,8) 426 5596 12,6

4B Tolueno 360 (3,7) 423 4137 21,2

Dioxano 355 (4,0) 424 4584 16,9

THF 353 (4,0) 425 4799 15,7

AcOEt 352 (4,2) 423 4768 16,8

DCM 350 (4,3) 431 5370 17,8

DMF 331 (1,9) 342 (7,0) 429 5930 1,5

DMSO 329 (1,7) 342 (6,4) 433 6145 23

MeCN 341 (4,9) 433 6231 13,7

iPrOH 340 (5,2) 424 5827 16,1

MeOH 329 (2,2) 340 (8,1) 408 4902 4,0

Sal de THF 342 (0,9) 360 (3,7) 462 6133 16,8

Kde MeOH 348 (1,0) 356 (3,9) 458 6256 2,0
4B H20 348 (1,0) 356 (3,9) - - -

5B Tolueno 366 (3,6) 429 4012 134

Dioxano 358 (3,8) 430 4677 13,6

THF 358 (3,8) 431 4731 11,0

AcOEt 352 (4,0) 431 5207 14,0

DCM 356 (3,7) 450 5868 11,5

DMF 342 (5,5) 471 8008 1,5

DMSO 336 (8,2) 464 8210 1,0

MeCN 322 (5,9) 342 (5,1) 358 (4,2) 454 7385 8,2

iPrOH 325 (5,9) 345 (4,5) 361 (4,0) 440 6342 13,2

MeOH 325 (6,5)342 (6,0)354 (51) 420 5516 4,5




6C Tolueno 385 (3,6) 476 4966 22,2

Dioxano 333 (3,5) 376 (3,7) 481 5806 34,6

THF 333 (3,7) 373 (3,8) 495 6608 34,4

AcOEt 334 (3,7) 374 (3,9) 499 6698 30,1

DCM 339 (3,9) 377 (4,0) 521 7331 24,3

DMF 352 (4,0) 457 6527 7,1

DMSO 364 (3,7) 458 5638 4,5

MeCN 335(3,6) 362 (3,7) 458 5790 6,5

iPrOH 354 (3,8) 437 5365 14,2

MeOH 362 (3,7) 490 7216 3,3
7C Tolueno 372 (3,8) 479 6297 31,8
Dioxano 335(3,6) 378 (4,2) 494 6212 444
THF 337 (3,6) 374 (3,8) 498 6658 34,5
AcOEt 338 (3,4) 367 (3,6) 459 5461 20,6
DCM 337 (3,7) 379 (4,2) 530 7517 15,7
DMF 354 (3,7) 467 6835 19,3

DMSO 357 (3,7) 464 6459 7,2
MeCN 338 (3,6) 361 (3,7) 474 6604 11,4
iPrOH 357 (3,8) 456 6081 15,8

MeOH 361 (3,7) 498 7621 3,3
8C Tolueno 371 (3,7) 464 5402 31,3
Dioxano 379 (4,1) 486 5809 37,0
THF 377 (4,0) 500 6525 32,0
AcOEt 375 (3,9) 501 6707 28,8
DCM 381 (4,2) 531 7414 15,2
DMF 365 (3,6) 475 6345 30,0

DMSO 364 (3,6) 461 5781 35,1

MeCN 362 (3,7) 465 6119 6,9

iPrOH 371 (3,7) 457 5072 8,0

MeOH 363 (3,6) 495 7346 3,2

9D DCM 360 (3,7) 442 5153 0,2
10D AcOEt 358 (3,8) - - 0,1

@ Unidade: L mol™ cm™, valor x10% P Deslocamento de Stokes;® Rendimento quantico de fluorescéncia
relativo ao padrao sulfato de quinina (®rF = 0,546 em H2S04 0,5 M)

As bandas de absorg¢ao de energia mais baixas sdo atribuidas a transi¢coes de
transferéncia de carga intramolecular (ICT) devido aos seus altos coeficientes de
absor¢cdo molar e uma arquitetura D-11-A. Em geral, os compostos exibiram um
solvatocromismo negativo nos espectros de absorgdo. Os valores maximos das
bandas tiveram variagdo de até 25 nm para cada composto. E interessante notar que
o metanol, um solvente polar prético, apresentou em todos os casos bandas de
absorcdo deslocadas para o azul comparando-se as observadas em THF. Este
deslocamento para o azul é indicativo da relevancia das interagcdes de pares de
elétrons nao ligantes com o nucleo aromatico.[114] Nas séries A e B, as bandas de
energia mais baixas dos compostos com um substituinte orto (QL2-A e QL4-B) foram
deslocadas para o azul na maioria dos solventes estudados, quando comparados aos

outros compostos. As diferengcas observadas nas bandas de absor¢cao na série C
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podem ser explicadas pelas diferencas no tamanho da cadeia alifatica nos

substituintes alcéxi e suas diferentes interagcées em meios de diferentes polaridades.

Por outro lado, o comprimento de onda maximo das bandas de emissao para
todos os compostos mostrou uma distribuicdo mais aleatéria. Os comprimentos de
onda de emissdo maximos medios foram 473 nm, 440 nm e 481 nm para as séries A,
B e C, respectivamente. O solvatocromismo na emissdo € bastante evidente em
compostos contendo o grupo metoxi localizado na posigdo 3 no anel aromatico da
unidade estirila. Em comparagéao, esses compostos (QL1-A, QL3-B e todos da série
C) exibiram bandas de emissdo com desvio para o vermelho e também os maiores
rendimentos quénticos (Tabela 7). A série B mostrou um desvio para o azul na emissao
gquando comparada apenas aos solventes extremos tolueno e metanol. No entanto, os
espectros tém um desvio para o vermelho significativo de solugbes de dioxano para

acetonitrila.

Os rendimentos quéanticos de fotoluminescéncia foram obtidos em relagao ao
padrdo de sulfato de quinina. Os valores variaram significativamente com os
solventes. De modo geral, as solugdes de solventes menos polares exibiram maiores
rendimentos quanticos. Por exemplo, QL7-C em dioxano deu ®r de 44,4%. O metanol,
solvente polar protico, ao contrario, mostrou os menores valores de rendimento

quantico em todas as séries.

Para a maioria dos compostos, os graficos do parametro de polaridade do
solvente empirico Et1(30) [147] e Lippert-Mataga [148,149] n&do mostraram uma
relagéo linear satisfatéria. Para a série A, por exemplo, o coeficiente de regresséo (R?)
deu valores de 0,04 a 0,21 em ambos os estudos (Figura A.110). Quando removemos
os pontos de isopropanol e metanol dos graficos da fungdo E1(30) para a série B, a
correlagao linear melhorou (Figura 38). Este resultado € um indicativo de que a ligagéo
de hidrogénio pode estar causando um efeito mais complexo no efeito geral do
solvente investigado. Além disso, a série B mostrou o melhor coeficiente de regressao
nos graficos de Lippert-Mataga. O R? de 0,6757 para QL3-B é um exemplo. Nesses
casos, correlagdes relativamente melhores indicam uma importancia dominante do

efeito geral do solvente em compostos da série B. [18]

Além disso, o solvatocromismo exibido pelos compostos finais foi estudado por
uma abordagem multipardmetro usando parametros de solvente de Catalan.[150]
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Nessa abordagem, o efeito de diversos parametros de solvente nos espectros de

absorgao e emissao pode ser descrito por uma expressao multilinear (Equacgao 4):
y=yo+Csa+Cusb+Ccc... (Equagao 4)

Onde y é o valor previsto da propriedade fotofisica sob triagem, yo é a
interseccao e pode significar a propriedade fotofisica de interesse na fase gasosa, e
Ca, Cb e Cc s&o valores de coeficientes ajustaveis para cada descritor de solvente a,
bec.

A abordagem multipar@metro usando o método Catalan foi realizada aplicando
a Equacgao 8:

y =yo + CspSP + CsqpSdP + CsaSA + CssSB (Equagéo 8)
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Figura 38 — (Esquerda) Fungdo E(30) (linha preta, coeficiente de regressdo R? em preto
considerando todos os solventes; linha vermelha, R? em vermelho sem isopropanol e metanol) e
(Direita) graficos de Lippert-Mataga dos compostos da série B
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A relagdo entre paréametros do solvente, como polarizabilidade (SP),
dipolaridade (SdP), acidez (SA) e basicidade (SB), e o numero de onda observado
(cm™) dos maximos de absorgdo (vabs) € emissdo (vem) € deslocamento de Stokes
(Avs), foram analisados por meio de uma regressdao multilinear. Os coeficientes

calculados de cada descritor de solvente (Csp, Csap, Csa, € Csg), coeficientes de
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correlagao (R) e significancia estatistica (F) na analise de solvatocromismo dos
compostos QL1-8 sdo mostrados na Tabela 8. Os graficos de correlagdo entre
propriedades fotofisicas experimentais com os valores previstos obtidos por uma
regressao linear multicomponente usando a escala Catalan sdo mostrados na Figura
39.

Tabela 9 — Coeficientes calculados (yo, Csp, Csdr, Csa, and Csg)?, coeficientes de correlagéo (R), e

significancia (F) para a analise de regressdo multilinear das propriedades fotofisicas de QL1-8 (vabs,
vem, and Avst)?, usando parametros de solvente de Catalan®

Comp. Yo Csp Csap Csa Css R F?
Vabs 25633.89 827.22 624.93 1053.35 277.31 0.75 0.304
QL1-A  vem 14835.64 3889.50 -1478.08  851.38 3278.12 0.74 0.323
Avst  10789.80 -6049.50 2102.73 207.20 -3002.77 0.88 0.067
Vabs 31046.66 -5788.15 1245.20 -1442.68 633.54 0.84 0.137
QL2-A  venm 21250.68 -1418.03 106.97 -1315.27  3999.95 0.89 0.059
Avst  9797.07  -4371.53 1138.65 -128.08 -3367.23 0.96 0.006
Vabs 24584.40 2243.07 1525.49 -182.36 1222.14 0.93 0.022
QL3-B  vem 22276.27 1758.31 -2440.10  2521.62 800.43 0.86 0.094
Avst 5027.68 -3336.88  4448.61 -1788.01 135.81 0.91 0.036
Vabs 27815.16 -784.44 1753.41 592.59 405.16 0.96 0.004
QL4-B  vem 24355.68 -613.02 -894.06 1886.34 97.86 0.93 0.020
Avst  3458.88 -170.85 2648.07 -1293.48  306.77 0.92 0.026
Vabs 22312.05 5913.86 1631.22 -65.11 1151.91 0.87 0.078
QL5-B  vem 27265.27 -3918.54  -2772.6 -2155.99  -76.95 0.94 0.014
Avst  -946.44 4162.37 5210.78 -1726.44  783.34 0.94 0.012
Vabs 26102.49 -1333 1821.05 -47.76 1522.80 0.90 0.046
QL6-C  venm 18907.11 604.77 824.21 -5657.27 2353.64 0.54 0.725
Avst  7196.72  -1938.71 995.80 509.27 -830.73 0.43 0.877
Vabs 25406.88 386.85 1502.69 262.22 1114.99 0.82 0.172
QL7-C  vem 21306.29 -2475.14 266.91 -2023.38  2650.96 0.63 0.564
Avst  4015.25  3283.58 1062.61 2438.57 -1695.33  0.82 0.160
Vabs 25777.55 531.00 1177.42 760.64 -240.64 0.70 0.410
QL8-C  vem 18446.55 2099,05 123.46 -11.29 1446.31 0.33 0.951
Avst  7330.21 -1567.89 1054.61 771.01 -1686.42 0.53 0.739

2 yo = Intersegdo, Cx = coeficientes para descritores de solventes de Catalan (SP = polarizabilidade; SdP =
dipolaridade; SA = acidez; SB = basicidade); ® vabs, vem S0 Nnimeros de onda de absorgédo e emissdo maximos,
respectivamente. Avs;t = Deslocamento de Stokes (cm™); ¢ para valores do descritor de solvente, ver Tabela A2; ¢ F
¢ a significancia estatistica (valor p da estatistica de Fisher).
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Figura 39 — Graficos de correlacao entre propriedades fotofisicas experimentais com os valores
previstos obtidos por uma regressao linear multicomponente usando a escala Catalan para os
compostos QL estudados
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Os resultados obtidos na analise de Avs para QL1-A e QL2-A sao
quantitativamente semelhantes, embora apenas QL2-A tenha significancia estatistica
em todos os parametros (F < 5%) e um bom coeficiente de correlagao de 0,96. Altos
valores negativos de Csp e Csg foram observados na analise de Avs para QL2-A, com
contribui¢des relativas de 49% e 37% da polarizabilidade e basicidade do solvente,
respectivamente. Os efeitos proeminentes da basicidade do solvente sobre Avs na
série A podem ser racionalizados pela presencga do grupo fenol. As caracteristicas do
doador de elétrons dos grupos OH nas posi¢des orto e para no anel aromatico podem
ser diretamente afetadas pelo processo de desprotonacao/protonagao, bem como

pela distribuicio de elétrons por toda a molécula.

Curiosamente, a série B exibiu em geral melhores resultados de ajuste para
todas as propriedades fotofisicas na analise de regressao linear multipla. Apenas os
resultados para vem de QL3-B e vabs de QL5-B ndo séo estatisticamente relevantes. A
dipolaridade e acidez do solvente tém maiores contribuicbes relativas ao
solvatocromismo na fluorescéncia exibida por QL3-B, QL4-B e QL5-B. Os vst na série
B com grupos O-acetil s&o muito menos afetados pela basicidade do solvente do que
o composto analogo QL2-A com grupo OH livre do fenol. Na andlise de vabs de QL3-
B, os maiores coeficientes foram obtidos para polarizabilidade e dipolaridade do
solvente (43% e 30% de contribuicdo relativa dos paréametros, respectivamente),
seguidos pela basicidade do solvente (24%), que pareceu ter um papel mais
importante na banda de absorc¢ao na série B. Comparando os resultados obtidos na
analise de vem de QL4-B e QL5-B ¢ possivel observar uma maior dependéncia da
acidez do solvente quando o grupo acetila esta localizado na posigéo orto em vez da
posicao para. As contribuicdes relativas do coeficiente do parametro na analise de vem
de QL4-B foram de 54% para Csa, 25% para Csdp, 17% para Csp e 4% para Csg, € de
QL5-B foram de 44% para Csp, 31% para Csap, 24% para Csa € 1% para Css. Na
analise de vst, 0 parametro de dipolaridade é responsavel por cerca de 60% do efeito
total observado no solvatocromismo de QL4-B, enquanto a acidez explica outros 29%
do efeito e os 11% restantes sdo de polarizabilidade e basicidade. As acetil
estirilquinolinas  para-substituidas QL3-B e QL5-B deram resultados

quantitativamente semelhantes, reforgcando a dipolaridade como o principal parametro
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contribuinte nos deslocamentos de Stokes observados para a série B, seguidos pela

polarizabilidade e acidez.

A maioria dos resultados da regressao multilinear obtidos para compostos da
série C ndo sao estatisticamente relevantes. A excegao foi a analise de vabs de QL6-
C, que apresentou um bom coeficiente de correlagéo de 0,90 e significancia abaixo
de 5%. O impacto dos parametros do solvente no solvatocromismo nos espectros de
absorcao desta 3,4-dialcoxifenilestirilquinolina foi quantitativamente semelhante ao
observado para o estruturalmente analogo QL3-B (as contribuicbes relativas do
coeficiente do parametro s&o 38% para Csap, 32% para Css, 28% para Csp e 2% para
Csa).

4.3.2.2. Propriedades do sal de QL4-B

Todos os compostos apresentaram baixa solubilidade em &gua. Portanto,
exploramos o grupo acido carboxilico como um facilitador para dissolver em um meio
aquoso basico a fim de verificar se ele poderia aumentar a solubilidade e manter a
propriedade de fluorescéncia. Ao adicionar uma solugao aquosa de KOH a 10% aos
pos dos compostos, a solubilizagcado é imediata. As bandas de absor¢cdo de UV de
menor energia para o sal de QL4-B em solugéo atingiram o pico em torno de 342 a
348 nm, com uma banda mais ampla em THF do que aquelas obtidas em MeOH e
agua (Figura A.111a). No entanto, a fluorescéncia do sal em agua caiu notavelmente,
oposto ao que ocorre quando os sais sao dissolvidos em THF ou metanol. Por
exemplo, QL4-B em seu sal de potassio mostrou uma forte banda de emissdo em 462

nm em THF. No metanol, essa emissao é significativamente reduzida em 8 vezes
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(Tabela 7). Na agua, apenas ruido foi registrado no espectro de fluorescéncia (Figura
40).

Figura 40 — Espectros emissao de QL4-B em sua forma de sal de potassio em diferentes solventes
(THF, metanol e agua. Aexc. = Amax. abs.). INsergéo: fotografias de frascos contendo as solu¢des sob

irradiagao de luz UV (365 nm).
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Os testes de solubilidade também foram realizados em meio &cido. O nitrogénio
quinolina é um sitio comum para a protonacéo.[151] A solubilidade em agua de todos
0s compostos aumentou apos a mistura dos pés com uma solugao aquosa de HCl a
10%. Com base em nossos testes, descobrimos que os compostos pertencentes a
série B, particularmente QL4 e QL5, apresentaram alteragdes significativas na
emissao de cor a medida que transitavam de solu¢des neutras para solucdes acidas.
No entanto, a eficiéncia de emissao foi baixa quando os estudos foram realizados
apenas em agua, como também ocorreu no meio basico. O aumento das vias de
decaimento ndo radiativo na agua pode explicar essas observagdes, mas também as
solugdes extremamente basicas e acidas empregadas nesses testes, como explorado
no item 4.3.2.5.

4.3.2.3. Acidocromismo

Os compostos QL4-B e QL5-B apresentaram acidocromismo em seus
espectros de absorcao e emissao (Figura 41). Esses compostos contendo grupo acetil
quando protonados em meio acido apresentaram bandas com desvio para o vermelho
de cerca de 52 nm na absorgdo UV. Apds a adicdo de HCI ou H2SO4, as bandas do
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espectro de emissdo mudaram para o vermelho em cerca de 102 nm, com uma
mudancga visivel na luz de emissao de azul para verde, ja com adigao de acido acético
(AcOH), o deslocamento batocrémico foi menor, porém com um aumento significativo
na intensidade de emissdo. O resultado intrigante aqui € que entre todas as

estirilquinolinas estudadas, apenas QL4-B e QL5-B apresentaram esse fenbmeno.

Embora os mecanismos de como o acidocromismo ocorre especificamente
para ambas as estruturas ainda ndo sejam completamente compreendidos, a
protonagao do anel de nitrogénio quinolina é evidente em nossa analise de RMN de
H, (Figura 42) que mostra os sinais dos prétons do composto protonado deslocados
para campo mais baixo do espectro. A estrutura N-protonada pode aumentar a
deficiéncia de elétrons no nucleo de quinolina, potencialmente aumentando as
transicbes de transferéncia de carga e levando a um desvio para o vermelho nos
espectros de absorgcédo e emissado. [152] Além disso, a presenca do grupo acetil na
posicao orto ou para € de alguma forma necessaria. Curiosamente, o grupo acetil
presente em QL3-B possuindo um grupo 3-metoxi vizinho ndo exibiu o mesmo
comportamento. A hipotese de que em um meio acido o grupo acetil se hidrolisaria e
geraria uma espécie de fenol emissiva néo é sustentavel porque o composto QL2-A,
que € o possivel produto hidrolisado de QL4-B, perdeu qualquer capacidade de

emissao em um meio acido (Figura A.112).
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Figura 41 — (a) e (c) espectros de UV-vis; (b) e (d) espectros de emisséo de solucdes de QL4-B e QL5-
B, respectivamente, em MeOH (10% M) e com adig&o de 50 uL de HCI, H2SO4 e AcOH.

—— MeOH

—— MeOH + HCI
—— MeOH + H,SO,
—— MeOH + AcOH

434

400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

¥ —— MeOH
—— MeOH + HCI
—— MeOH + H,S0,
—— MeOH + AcOH

—418

54

a) 0,18 b)
| —— MeOH
] g — MeOH + HCI
< 0’15_ 7 ——MeOH +H,S0,| ~
SR 5\ — MeOH +AcOH | 3
o | Y
o 1 el
C ®
‘_‘éﬁ 0,09 ~ 2
(e} L c
2 2
< 0,06+ c
0,03 ~
0,00 . . . .
300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)
c) d)
o —— MeOH
&  —— MeOH + HCI

— ——MeOH +H,S0, |

o ——MeOH +AcOH | ©

2 =)

@ Y

(8] el

c [

«T ©

2 )

< £

0,0 T T T T T —
250 300 350 400 450 500 550

Comprimento de onda (nm)

400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

98



Figura 42 — Espectro de RMN de "H (400 MHz) em MeOD do composto QL4-B na forma neutra
(embaixo) e na forma protonada (em cima)

f1 (ppm)

4.3.2.4. Fotoisomerismo

Ja é conhecido que, assim como a maioria dos diariletilenos, a 2-estirilquinolina
isomeriza da forma trans para cis reversivelmente por um mecanismo diabatico em
solventes polares, [153] portanto é impossivel converter completamente um isbmero
em outro fotoquimicamente. Sob irradiacdo, o estado fotoestacionario pode ser
alcangado, onde ha uma mistura de isbmeros frans e cis e as concentragdes
dependem do comprimento de onda e tempo de irradiagdo. O estudo de
fotoisomerizacdo e sua reversibilidade de QL4-B foi realizado tanto na forma neutra

quanto com adi¢ao de acido (HCI).

Na forma neutra de QL4-B, apds apenas dois minutos de irradiagéo UV, o processo
de fotoisomerizagao tfrans-cis € observado através de uma diminui¢do na intensidade
da banda atribuida a transigao 1-1m* da quinolina (em 348 nm) em um fator de 1,5 de
magnitude com leve deslocamento hipsocrémico de 8 nm, diminui¢do na intensidade
da banda em 287 nm, ponto isobéstico em 265 nm, e o surgimento de uma banda em
414 nm relativa a transigdo n-1r* do nitrogénio (Figura 43a), um padrao semelhante ao

observado em outras estirilquinolinas.[154] Quando a solucéo foi mantida no escuro e
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registrados os espectros de UV em varios tempos diferentes (Figura 41b) houve a
reversao do processo de fotoisomerizagdo, porém nao completamente, pois mesmo
ap6s 150 min sem irradiacdo, as absorbancias nao retornaram ao estado inicial,
mostrando certa estabilidade na forma cis. Além disso, apdés 90 min houve um
deslocamento hipsocrémico (de 340 nm para 327 nm), que pode indicar uma
ciclizagao a partir do conférmero cis formando a estrutura mostrada na Figura
43b.[155]

Figura 43 — Espectros UV-vis de QL4-B em solu¢des de MeOH registrados em diferentes tempos (a)
com irradiacdo UV e (b) sem irradiagdo UV (solugdo mantida no escuro apos ter sido irradiada)
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Na forma protonada, também se observa a fotoisomerizacao (Figura 44), pois
apo6s apenas 1 min de irradiacdo UV houve diminuicdo nas intensidades das bandas
em 388 nm e 300 nm, ponto isobéstico em 270 nm, e aumento na intensidade da
banda em 257 nm. O processo foi visivelmente mais reversivel na forma protonada do
que na forma neutra, pois apés 90 min com a solugcdo mantida no escuro, as
intensidades das bandas em 388 nm e 300 nm retornaram, indicando que nao ha
fotociclizacdo do composto protonado, onde a forma frans é mais estavel. Apenas a
banda em 257 nm continuou aumentando de intensidade, ao invés de retornar para
intensidade mais baixa como inicialmente. Devido ao deslocamento batocromico que
ocorre na banda de menor energia quando se adiciona acido, nao se observa o
surgimento da banda relativa a transi¢éo n-1* do nitrogénio em 414 nm vista na forma
neutra, pois provavelmente ficou encoberta pela banda de menor energia que foi
deslocada. Apesar de trabalhos anteriores mostrarem o processo de fotoisomerizagao

de estirilquinolinas,[156,157] este é o primeiro relato comparando as formas neutra e
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protonada contendo espectros experimentais das formas cis e da reversibilidade

desse processo.

Figura 44 — Espectros UV-vis de QL4-B em solugdes de MeOH com adi¢ao de HCI (0,5 M) registrados
em diferentes tempos (a) com irradiagdo UV e (b) sem irradiagdo UV (solugdo mantida no escuro apoés
ter sido irradiada)
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4.3.2.5. Estudo da luminescéncia de QL4-B em diferentes pHs

Com base nos resultados interessantes de solvatocromismo e acidocromismo
que o composto QL4-B mostrou, resolvemos testar seu comportamento em diferentes
valores de pH. Inicialmente, foram adicionados a solu¢gdo do composto em MeOH 50
ML de solugado aquosa de HCI ou KOH em diferentes concentragbes para obtengao do
pH desejado, e entado registrados os espectros de emissédo, mostrados na Figura 45.
Ocorreram mudangas significativas que comprovam que esse composto apresenta
sensibilidade tanto a polaridade do solvente quanto ao pH. No pH mais acido, 2, ocorre
a banda mais deslocada para o vermelho, em 513 nm, mas ao passar para pH 4,
ocorre blueshift para 435 nm acompanhado de um aumento de 6,8 vezes na
intensidade de fluorescéncia. A partir do pH 5, as bandas ficam centradas préximo de

413 nm com progressiva diminuigdo na intensidade de emissao.
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Figura 45 — (a) Espectros de emiss&o de QL4-B em solugbes de MeOH (105 M; Aexc. = Amax. abs.) COM
diferentes valores de pH obtidos pela adigdo de 50 uL de HClq) ou KOH(aq) em diferentes
concentragdes; (b) fotografia das solugdes sob irradiagéo de luz UV (365 nm)
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Considerando a importancia de que um composto apresente fluorescéncia em
meios semelhantes aos ambientes biolégicos para que possam ser utilizados como
sondas, resolvemos testar a luminescéncia de QL4-B em diferentes pHs em solugdes
aquosas a partir de tampdes. Para isso, cinco solugdes aquosas tamponadas
diferentes do composto QL4-B foram preparadas com uma faixa de pH de 2 a 12. As
solucgdes finais de QL4-B continham 5% de DMSO, como um co-solvente, comumente
usado em testes biologicos in vitro de 1 a um maximo de 10% para auxiliar a
dissolugdo do composto em um ambiente aquoso. Os espectros de emissdo de QL4-
B em diferentes valores de pH sdo mostrados na Figura 46 e os dados resumidos na
Tabela 9.

A fluorescéncia azul em pH 7, proximo ao pH fisiolégico, ndo variou
significativamente até pH 9. Entdo, caiu a maior parte da emissdo quando atingiu pH
12 (conforme descrito anteriormente em nossos experimentos de metanol/KOH
aquoso a 10%). Ao aumentar a acidez, observamos uma interessante mudanga de
trés estagios, visivel pelas diferentes cores emitidas (Figura 46b). A emissdao mudou
para o vermelho cerca de 50 nm ao passar de pH 7 para pH 4. De pH 4 para pH 2, a
emissao mudou para o vermelho outros 50 nm. O ambiente de acidez crescente
também extingue parte da fluorescéncia, diminuindo significativamente a intensidade

da emissdao. No entanto, as mudangas de cor sao perceptiveis, tornando este
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fluoréforo uma potencial sonda de pH com aplicagbes em diferentes ambientes

biologicos.[82,158]

Figura 46 — (a) Espectros de emissao de QL4-B em solugbes aquosas tamponadas em diferentes
PHS (Aexc. = Amax. abs.). Uma solucgéo estoque 5 x 1075 M em DMSO foi diluida por solugdes tamp&o 0,01
M correspondentes. As solugdes finais continham 5% de DMSO com uma concentragdo do composto

de 5x107° M. Solugdes tampao: pH 2 (HCI), pH 4 (tamp&o acido citrico/fosfato), pH 7 (tamp&o acido

citrico/fosfato), pH 9 (tampao NH4CI/NH4OH), pH 12 (NaOH). (b) fotografia das solugbes sob luz
visivel (em cima) e sob uma lampada UV com Aexc. = 365 nm (embaixo)
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400 450 500 550 600 650 700
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Tabela 10 — Maximos de absorgéo e emissdo de QL4-B em diferentes solugdes aquosas tamponadas

pH Amax.abs Amax.em
2 380 520
4 370 471
7 340 423
9 340 423
12 400 -

4.3.3. Atividade biologica

4.3.3.1.

Atividade antimicrobiana

103



A determinagéo da concentragao inibitéria minima (CIM) das amostras contra
cepas bacterianas e fungicas foi realizada usando a técnica de microdiluicdo em caldo.

Os resultados sdo mostrados na Tabela 10.

Tabela 11 — Valores de CIM (em pg/mL) dos compostos QL1-10 contra diferentes cepas de bactérias
e fungos.

CIM (pg/mL)
Cepa/QL

1-A 2-A 3-B 4B 5B 6-C 7-C 8-C 9-D 10-D Gk F

S. aureus® 256 + 128 128 512 256 + 512 1024 256 128 X

S. epidermidis® 256 ~+ 128 128 512 256 + 512 512 256 128 X

P. aeruginosa® + + 128 128 512 + + 1024 1024 + 256 x
C. albicans® 256 + 128 128 256 256 + 512 512 256 x 64
C. albicans® 256 + 128 128 256 256 + 512 512 256 x 128
C. tropicalis’ 256 + 128 128 256 256 + 512 512 256 x 256
C. tropicalis? 256 + 256 128 256 256 @+ 512 512 256 X 256
A. flavus + + 512 512 1024 + + 512 + + x 512
A. flavus' + + 512 512 1024 + + 1024 + + x 512

P citrinum + + 512 512 1024 + + 1024 + 256 X 512
(+): Sem inibigao; (x): ndo aplicavel; 2ATCC-13150; PATCC-12228; CATCC-25853; dATCC-76485; ¢LM-92; FATCC-
750; SLM-77; "ATCC-4603; 'LM-248; INCQS-4001; kGentamicina; 'Fluconazol.

A maioria dos compostos analisados exibiu atividade bioldgica contra o
crescimento de espécies bacterianas e fungicas. Organismos unicelulares, como
bactérias e leveduras, exibiram maior sensibilidade as moléculas quando comparados
a organismos multicelulares, como fungos filamentosos. Isso é evidente no caso das
moléculas QL3-B e QL4-B, onde a CIM foi de 128 pg/mL, enquanto a CIM para fungos
filamentosos foi de 512 pg/mL. A presenga do grupo O-acetil aumentou a atividade
contra estruturas unicelulares em comparagdo com analogos com fenol livre. Por
exemplo, QL3-B mostrou melhor atividade do que o analogo estrutural QL1-A para a
maioria dos microrganismos testados. Este efeito esta de acordo com observagoes
anteriores, [89] onde a substituicdo de OH livre por O-acetil em uma estirilquinolina
aumentou o efeito sinérgico da molécula com o farmaco contra Candida albicans. Os
compostos QL1-A e QL6-C apresentaram resultados idénticos, indicando que a
metilacdo do grupo OH na posicao 4 do grupo estiril ndo afetou sua atividade. No
entanto, a substituicdo com uma cadeia butil inibiu a atividade do QL7-C. Moléculas
nitro-substituidas também foram ativas contra bactérias e leveduras. QL10-D exibiu

CIM menor que QL9-D, sendo até duas vezes mais ativo que o medicamento de
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referéncia contra P. citrinum. Esses resultados indicam que a nitragdo na posicao 4 do

grupo estiril & preferida para propriedades antimicrobianas

4.3.3.1.1. Estudo computacional
4.3.3.1.1.1. Interagbes das enzimas DQS e SQS com QL3-B e
QL4-B

Os compostos QL3-B e QL4-B, identificados como os candidatos mais
promissores na triagem in vitro, foram submetidos a estudos de docking molecular
com enzimas DQS em espécies bacterianas e enzimas SQS em espécies fungicas,
assim como foi realizado para as quinoxalinas (topico 4.2.4.1.1.1). Os resultados estéao
apresentados na Tabela A.6. Os compostos exibiram valores de energia muito

proximos e mostraram divergéncia em relagédo as espécies avaliadas.

Em relacao as bactérias S. aureus e S. epidermidis, interacdes idénticas foram
observadas, atribuiveis a conservacéo do sitio catalitico. Além disso, P. aeruginosa
exibiu um sitio ativo conservado e semelhante as espécies de Staphylococcus. O
composto QL4-B demonstrou a interacao mais favoravel com espécies bacterianas
(Figuras 47a-c). Particularmente, Phe22 se envolveu em interagcbes com o nucleo
quinolina, enquanto Arg45 e Val137 formaram liga¢cdes de hidrogénio com o grupo
acetoxi, indicando interagdes cruciais consistentes com aquelas encontradas no
ligante PDB. Da mesma forma, essas mesmas interacdes de DQS de S. aureus com
novos derivados de quinolina foram identificadas anteriormente, [159] sugerindo um

potencial mimetismo da atividade enzimatica com o inibidor de PDB de S. aureus.

Em relagao as espécies fungicas, tanto C. albicans quanto C. fropicalis exibiram
residuos de aminoacidos idénticos e interagcdes dentro do sitio ativo. Para espécies
fungicas, o composto QL3-B exibiu um perfil superior. Notavelmente, entre os
residuos comuns, Phe53, Tyr72, Glu82 e Val186 surgiram como interagdes-chave com
os compostos neste estudo (Figuras 47d e e). No caso de A. flavus, é importante
enfatizar o envolvimento dos residuos Phe55 e Val188,[160] que desempenham

papéis cruciais na interacao com QL3-B e QL4-B (Figura 47f).
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Figura 47 — Representagao 3D das posi¢des ideais para cada complexo investigado, com o composto
QL3-B representado em verde, QL4-B em amarelo e o ligante PDB em vermelho de DQS de A) S.
aureus; B) S. epidermidis; C) P. aeruginosa; e SQS de D) C. albicans; E) C. tropicalis; F) A. flavus.
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4.3.3.2. Atividade anticancer

Conforme explanado no item 4.2.4.2 para as quinoxalinas, adotando o mesmo
protocolo de analise e mesmos critérios para interpretacdo dos resultados, temos que,
conforme os dados mostrados na Tabela 12, apenas QL7-C apresentou alguma
atividade antiproliferativa, sendo atividade moderada contra a linhagem de leucemia
mieldide cronica (K-562) e baixa atividade contra a linhagem de leucemia
promielocitica (HL60). Para as demais linhagens o composto foi considerado inativo,

assim como os demais compostos em todas as linhagens.

Tabela 12 — Concentracédo que causa 50% de inibicdo do crescimento (Clso) em uM e seu intervalo de
confianga (IC) dos compostos QX4 e QX6 nas linhagens K-562, H-1299, HL-60, HCT116 e MRC-6

Compostos K-562 H1299 HL60 HCT116 MRC-5
Clso/ IC (UM)
QL7-C 11,46 >66 14,66 51,78 31,93
7,88 a 16,65 10,58 2 20,25 28,65 a 85,76 20,64 a 49,41
QL9-D >78 >78 >78 49,90 >78
37,00 a 66,66
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QL10-D >78 >78 >78 >78 43,56
23,62 a 80,34

Dox 0,79 13,38 0,02 1,64 0,75
0,48a1,32 8,57a2088 0,02a0,07 0,33a8,03 0,51a1,12

4.4. Di-hidroquinolinas
4.4.1. Sintese

Os compostos foram obtidos conforme mostrado no Esquema 3. A reagao é
uma adaptacao da reacao de Doebner, que € um dos métodos classicos de obtengao
de acidos 2-fenilquinolina-4-carboxilicos utilizando aldeidos aromaticos, anilina e
acido piruvico.[161] De forma similar, foi utilizado o acido fenilpiravico (52) para reagir
com os benzaldeidos (51) e anilina (53) para formar derivados de &cido 2,3-

difenilquinolina-4-carboxilico, como relatado na literatura.[162]

Esquema 3 — Sintese das di-hidroquinolinas (DQ1-2)

O._ _OH
o) o) NH,
! EtOH
+ OH . O A
o
: 0
1 52 53
S R

DQ1R=H (50 %)
DQ2R=0H (11 %)

Essa é uma reagcdo multicomponente que envolve a formagcdo de uma imina
pela adicdo nucleofilica da anilina ao aldeido aromatico seguida por uma ciclizagao
promovida pelo acido piruvico ou fenilpirivico na forma endlica apds eliminacao de
agua, que entao sofre uma etapa de oxidagao pelo ar, formando o anel quinolinico,
conforme mostrado na proposta de mecanismo (Esquema 4). Curiosamente, a
caracterizagao estrutural mostrou que os compostos obtidos ndo foram oxidados
formando o anel aromatico, ficando como produto final a estrutura contendo um
nitrogénio hidrogenado ligado a um carbono sp?, configurando o nuicleo conhecido

como 1,2-di-hidroquinolina.
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Esquema 4 — Mecanismo proposto para obtengéo de di-hidroquinolinas

CO,H N CO.H
e T
SR 5

Fonte: adaptado da ref. [86]

Na caracterizagao estrutural, os dados que confirmaram que a estrutura do
produto final correspondia ao nucleo di-hidroquinolina foram (usando como exemplo
DQ1): no RMN de 'H, a presenga de um sinal singleto com integragéo de 1H em 6,51
ppm; no RMN de 3C (APT), um sinal para baixo em 60,72 ppm, fora da regido do
aromatico, referente ao carbono sp3; HRMS de 328,1310, que corresponde a massa
do composto com dois atomos de H a mais do que na quinolina analoga (que teria
massa calculada de 326,1181); e no espectro de IV, uma banda em 3197 cm™,
indicando o estiramento da ligagdo C(sp®)-H. Diante da possibilidade de a oxidagdo
ocorrer de forma lenta, o composto foi deixado em contato com o ar atmosférico por
aproximadamente um més e o espectro de RMN foi entdo refeito, porém nenhuma

modificacdo ocorreu, o que mostra a estabilidade desse produto.
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4.4.2. Propriedades opticas
4.4.2.1. Estado solido

Apesar de os compostos obtidos além de serem moléculas pequenas, nao
serem completamente conjugadas, os pds dos compostos DQ1 e DQ2 apresentaram
luminescéncia sob lampada UV conforme mostrado na Figura 48. A partir dessa
observacgao, os fiimes desses compostos foram preparados em laminulas de vidro e
registrados os seus espectros de UV-vis (Figura A.114) e de emisséo de fluorescéncia
(Figura 49). Ambos os compostos exibiram fluorescéncia na regiao do violeta, com

picos de emissao em 425 nm e 418 nm para DQ1 e DQ2 respectivamente.

Figura 48 — Fotografias dos compostos DQ1 e DQ2 sob luz natural (em cima) e sob luz UV de 360
nm (embaixo)

DQ1 DQ2

Figura 49 — Espectros de fotoluminescéncia no estado sélido de DQ1 € DQ2 (Aexc. = Amax. abs.);
insercéo: fotografias dos filmes sélidos de DQ1 e DQ2 sob irradiacéo de ldampada UV a 365 nm
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A fluorescéncia no estado soélido para esses compostos pode ser atribuida a
presenca de uma estrutura molecular torcida devido aos anéis fenil nas posigoes 2 e

3 da di-hidroquinolina, além do fato de o carbono sp? apresentar geometria tetraédrica
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fazendo com que o fenil ligado a ele esteja fora do plano. Essa falta de planaridade
diminui as interagbdes -1 N0 empacotamento molecular no estado soélido, o que
minimiza o efeito de ACQ, tornando esses compostos em fluoréforos AIE devido a

restricdo dos movimentos moleculares. [40]

Os espectros de UV-vis e fluorescéncia desses compostos também foram
registrados em solugdo de THF (10 M) e os valores obtidos tanto em solugdo quanto
no estado solido estédo dispostos na Tabela 13. Observa-se que as bandas de UV-vis
em solugao sao bem deslocadas para o azul em relagéo ao estado sélido, enquanto
as bandas de emissdo sdo bem deslocadas para o vermelho, com ambos os
compostos emitindo na regido do azul (458 nm e 456 nm para DQ1 e DQ2,
respectivamente), o que indica uma melhor estabilizagdo do estado excitado pelas
moléculas do solvente. Com isso, os valores de deslocamento de Stokes nas solucdes
sao quase o dobro dos filmes, indicando uma maior deformagéo molecular no estado
excitado,[163] como também pode estar associado a mais relaxamentos vibracionais

no processo de excitagao/emisséo.[164]

Tabela 13 — Propriedades espectroscopicas de UV-vis e fluorescéncia dos compostos DQ1 e DQ2 em
THF (10° M) e no estado s6lido. (Aexc = Amax.abs)

R s S

DQ1 THF 310 4021 458 10424 10,7
Filme 345 - 425 5566 -

DQ2 THF 312 34549 456 10121 8,7
Filme 335 - 418 5927 -

a Coeficiente de absortividade molar, unidade: L mol™' cm™. P Deslocamento de Stokes; ¢ Rendimento
quantico de fluorescéncia relativo ao padrao sulfato de quinina (®r = 0,546 em H2SO4 0,5 M)

4.4.2.2. Estudos de AIE

Uma vez que a emissao desses compostos no estado sélido € um indicativo de
AIE, foram realizadas medidas em misturas de THF/agua com aumento da fragao de
agua para se verificar o comportamento de AIE nesses compostos. Além disso, ndo
ha nenhum relato na literatura de estudo de AIE para di-hidroquinolinas. Os espectros
de emissdo de DQ1 e DQ2 nas solugbes de THF com fragdes de agua de 0, 90 e 99%

sao mostrados na Figura 50 e os dados estao dispostos na Tabela A.3.
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No caso de DQ1, observa-se que nao ha o padrao tipico de AIE em que ndo ha
(ou ha pouca) emissao na solugdo do solvente puro com aumento gradativo na
intensidade com o aumento de fu. Em vez disso, 0 composto € emissivo na solugao
de THF e com adigdo de agua ha uma queda brusca na intensidade de emisséo até
fw 90%, sendo que com fw 99% houve um novo aumento na emiss&o chegando a atingir
intensidade proxima a da solugdo em THF puro, indicando que nessa fragao de agua
ocorre um rearranjo molecular que leva o composto a emitir, que provavelmente se
trata de agregacgao. Assim, o fato de o composto ser emissivo em solugdo com grande

quantidade de agua favorece suas aplicagbées em meios biologicos.

O composto DQ2 exibiu perfil relativamente semelhante a DQ1, sendo que a
intensidade de emisséo nao se aproximou da solugdo em THF puro em nenhuma das
misturas de solventes, embora seja notavel um aumento de intensidade em fw 99%.
Nesse caso, a presencga do grupo OH deve estar influenciando na fluorescéncia desse

composto.

Figura 50 — Espectros de emissdo de (a) DQ1 e (b) DQ2 em solugbes de THF/agua (6x10° M, Aexc =
310 nm) nas fw 0%, 90% e 99%; (c) e (d) fotografia das solugdes de DQ1 e DQ2, respectivamente, sob
[dAmpada UV (365 nm)
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4.4.2.3. Estudo da luminescéncia de DQ1 e DQ2 em diferentes pHs

Cinco diferentes solugdes aquosas tamponadas dos compostos DQ1 e DQ2
foram preparadas com uma faixa de pH de 2 a 12 seguindo a mesma metodologia

adotada no estudo das quinolinas (topico 4.3.2.5.). Os espectros de emissdo de DQ1
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e DQ2 em diferentes valores de pH sao mostrados na Figura 51 e os dados resumidos
na Tabela 14.

Os compostos exibiram bandas de absor¢ao de menor energia entre 303 e 337
nm, e 0s espectros de emissao foram registrados nesses maximos de absorcgao.
Devido a isso, as fotografias nas Figuras 51c e d ndo conseguem representar
satisfatoriamente os resultados dos espectros uma vez que estdo sob lampada de
comprimento de onda de excitagcdo de 365 nm, muito distante do comprimento de

onda de excitagao dos compostos.

Para o composto DQ1, os espectros de emissdo mostram que a fluorescéncia
azul no pH 7, préoximo ao pH fisiolégico, ndo variou significativamente até pH 12. Ja
com o aumento da acidez, observa-se um aumento de 4,6x na intensidade de emisséo
no pH 4 em relagao ao pH 7, acompanhado de um deslocamento hipsocrémico de 28
nm. Ja no pH 2 ha uma queda de 1,5x na intensidade de emissdo junto com
deslocamento batocrédmico de 13 nm. Ja o composto DQ2 apresentou mais variagoes
de intensidade do que de comprimento de onda, variando de 452 nm a 467 nm, com
menor intensidade no pH 12 e maior intensidade no pH 9, o que favorece sua

aplicacdo em meios mais basicos com sensibilidade a pequenas variagdes de pH.

Figura 51 — Espectros de emissao de (a) DQ1 e (b) DQ2 em solugbes aquosas tamponadas em
diferentes pHS (Aexc. = Amax. abs.). Uma solugdo estoque 5 x 10> M em DMSO foi diluida por solugbes
tampé&o 0,01 M correspondentes. As solugdes finais continham 5% de DMSO com uma concentragéo
de cada composto de 5x107° M. Solugdes tamp&o: pH 2 (HCI), pH 4 (tamp&o acido citrico/fosfato), pH
7 (tampéo acido citrico/fosfato), pH 9 (tamp&o NH4CI/NH4OH), pH 12 (NaOH). (c) e (d) fotografias das
solucbes de sob luz DQ1 e DQ2, respectivamente
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Tabela 14 — Maximos de absorcao e emissdo de DQ1 e DQ3 em diferentes solugbes aquosas

tamponadas
pH Amax.abs Amax.em
DQ1 2 303 441
4 * 428
7 * 456
9 337 461
12 337 461
DQ2 2 304 467
4 * 452
7 * 461
9 338 461
12 344 453

*n&o foi possivel medir

4.4.3. Atividade biologica
4.4.3.1. Atividade antimicrobiana

Os compostos DQ1 e DQ2 foram testados contra diferentes cepas de bactérias
e fungos conforme ja descrito para quinoxalinas e quinolinas, e os resultados estao
dispostos na Tabela 15. Ambos os compostos foram inativos contra todas as cepas
testadas, ndo sendo capazes de inibir o crescimento bacteriano ou fungico. Alguns
compostos semelhantes a essas di-hidroquinolinas sendo que com anel aromatico
quinolinico foram testados em algumas bactérias e também foram inativos contra S.
aureus enquanto foram ativos contra algumas espécies nao testadas nesse trabalho
(B. subtilis e E. coli.).[162]

Nao ha relatos de testes experimentais de di-hidroquinolinas semelhantes a
DQ1 e DQ2, porém um estudo tedrico recente mostrou uma di-hidroquinolina
contendo atomos de cloro e grupo éster como um promissor antibacteriano.[165]
Assim, modificacbes estruturais podem ser sugeridas a fim de promover esses

compostos a bioativos como também testa-los contra uma maior variedade de cepas.

Tabela 15 — Valores de CIM (em ug/mL) dos compostos DQ1 e DQ2 contra diferentes cepas de
bactérias e fungos.

CIM (ug/mL)
Cepa DQ1 DQ2 Cloranfenicol Fluconazol
S. aureus ATCC-13150 + + 256 X
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S. epidermidis ATCC-12228 + + 256 X
P. aeruginosa ATCC-25853 + + 256 X
C. albicans ATCC-76485 + + X 64
C. albicans LM-92 + + X 128
C. tropicalis ATCC-750 + + X 256
C. tropicalis LM-77 + + X 256
A. flavus ATCC-4603 + + X 512
A. flavus LM-248 + + X 512
P. citrinum INCQS-4001 + + X 512

(+): Sem inibigc&o; (x): ndo aplicavel

4.4.3.2. Atividade anticancer

Conforme explanado no item 4.2.4.2 para as quinoxalinas, adotando o mesmo
protocolo de analise e mesmos critérios para interpretacdo dos resultados, temos que,
conforme os dados mostrados na Tabela 16, a linhagem de leucemia promielocitica
(HL60) foi a mais sensivel frente aos compostos testados, onde DQ1 apresenta
atividade moderada e DQ2 baixa atividade, sendo possivel inferir que a presencga do
grupo OH promoveu uma piora na atividade dessa classe de compostos. Os

compostos foram inativos frente as demais linhagens estudadas.

Tabela 16 — Concentragédo que causa 50% de inibigdo do crescimento (Clso) em uM e seu intervalo de
confianga (IC) dos compostos DQ1 e DQ2 nas linhagens K-562, H-1299, HL-60, HCT116 e MRC-6

Compostos K-562 H1299 HL60 HCT116 MRC-5
Clso/ IC (UM)

DQ1 48,54 37,83 7,871 50,52 34,59

39,11 a 60,31 28,68 248,88 18,96a30,83 36,88 a 69,82 23,89 a 50,03
DQ2 43,82 47,81 21,49 38,69 34,63

35,57 a 54,02 32,86 269,56 18,86a24,51 25,36 a 59,07 27,64 a 43,44
Dox 0,79 13,38 0,02 1,64 0,75

0,48 a 1,32 8,57 a 20,88 0,02 a 0,07 0,33 a8,03 0,51a1,12

4.5. Pirazinas
4.5.1. Sintese

Os derivados de 2,3-dicianopirazinas foram sintetizados conforme mostrado no

Esquema 4. A reagéo de condensacgao entre as dicetonas 46 e diaminomaleonitrila 54
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na presenga de quantidade catalitica de acido p-toluenossulfénico (p-TsOH) em
metanol forneceu os produtos finais com rendimentos satisfatérios em apenas 10
minutos de reagcdo em micro-ondas (MW). Embora essas condi¢bes reacionais ja
tenham sido relatadas anteriormente,[166] a reacdo ocorreu em refluxo durante a
noite, portanto a utilizagdo de MW foi eficiente para otimizar o tempo de reacéo para

esses produtos.

O composto PZ4 apresentou menor rendimento em relacdo aos demais
compostos, assim como ocorreu com a quinoxalina analoga que contém o grupo
tiofeno (QX6), o que pode ser explicado pela maior solubilidade desses compostos
promovida pelo grupo tiofeno, o que ocasiona maior perda de produto durante o

processo de recristalizagao.

Esquema 5 — Sintese das pirazinas (PZ1-4)

N PZ1 Ar = --@OCHs 74 %
X__NH, O.__Ar i A N Ar (74 %)
. i — | l P22 ar= -4 H— (81 %)
Z\ 0~ TAr = N7 TAr
N PZ3 Ar = --@Br (70 %)
54 46

PZ4 Ar = \@ (48 %)

N

N

i. MeOH, TsOH ¢z, MO 10 min

As estruturas quimicas de todos os compostos foram caracterizadas por
espectroscopia de RMN de 'H e 3C e IV ap6s purificagdo. Nos espectros de RMN de
'H aparecem os sinais referentes aos substituintes aromaticos, como por exemplo

para PZ1 (Figura 52), com um multipleto com integracéo de 4H em 7,57-7,53 ppm,
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outro multipleto entre 6,9-6,85 ppm também com integracédo de 4H e um singleto em

3,85 ppm com integragao de 6H referente aos hidrogénios das metilas.

Figura 52 — Espectro de RMN de "H (400 MHz) em CDCls do composto PZ1
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Apesar de esses compostos ja serem interessantes do ponto de vista da
arquitetura estrutural do tipo D-11-A com o grupo ciano atuando como retirador de
elétrons, esses compostos poderiam ainda sofrer reagao de hidrdlise para formar os
respectivos acidos carboxilicos, o que tornaria possivel a comparagao direta com as

quinoxalinas correspondentes.

4.5.2. Propriedades opticas

Alguns desses compostos ja sao relatados na literatura como intermediarios
para produtos mais complexos com propriedades Opticas/térmicas,[166,167] efeitos
Opticos nao-lineares,[168] e fluorescéncia retardada com aplicagdo em OLED.[169]
Entretanto, as propriedades Opticas desses compostos nunca foram exploradas
anteriormente. Por isso, considerando a similaridade que possuem com as

quinoxalinas relatadas nesse trabalho devido a presenga de grupos arila nas posigdes
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2 e 3 do N-heterociclo, viu-se que esses compostos seriam candidatos a fluoroforos
no estado solido e solugdes de agregados devido a possibilidade de serem

AlEd6genos.

4.5.2.1. Estado sodlido

Assim como foi observado nas quinoxalinas, as pirazinas contendo metil (PZ2)
e bromo (PZ3) ndo apresentaram fluorescéncia em fase sdlida, enquanto PZ1
contendo metoxi e PZ4 com o grupo tiofeno foram emissivos e, portanto, foram
preparados os seus respectivos filmes e analisados por espectroscopia de UV-vis e

fluorescéncia.

As bandas de absor¢ao de UV na fase sdlida atingiram o pico em 374 nm para
PZ1 e em 386 nm para PZ4. Ambos os compostos apresentaram fluorescéncia na
regidao do azul (inser¢cdo da Figura 53), com os picos de emissao centrados em 463
nm para PZ1 e em 476 nm para PZ4 (Figura 53). Comparando com as quinoxalinas
correspondentes, as pirazinas apresentaram menores valores de absorcao de UV e
emissdo mais deslocada para o vermelho, resultando em maiores valores de
deslocamento de Stokes (5139 cm™' e 4898 cm™ para PZ1 e PZ2, respectivamente),
0 que pode indicar uma maior ICT no estado excitado quando a porcéo receptora de
elétrons s&o os dois grupos cianeto ligados ao N-heterociclo com menor conjugacéo,
do que quando a porgcao receptora € o grupo acido carboxilico ligado ao nucleo

quinoxalina.

Figura 53 — Espectros de fotoluminescéncia no estado sélido de PZ1 € PZ2 (Aexc. = Amax. as.); insergao:
fotografias dos filmes sélidos de PZ1 e PZ2 sob irradiagdo de lampada UV a 365 nm
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4.5.2.2. Estudos de AIE

O composto PZ1 apresentou um perfil de AIE (Figura 54) semelhante ao
observado em QX1 no sentido de ter ocorrido um aumento de intensidade de emissao
nas primeiras fw seguido por uma diminuicdo de intensidade nas fw maiores, além de
um crescente deslocamento batocrémico com o aumento da fw. No entanto, a variacéao
de comprimento de onda foi ainda maior em PZ1, que variou 49 nm entre as fracoes
de 0% a 80% de agua, emitindo do azul ao verde, porém na fvw 90% houve um
deslocamento hipsocrémico brusco, que nao foi observado em QX1, indicando que
nessa mistura de solvente ocorre algum rearranjo molecular provavelmente
relacionado a uma maior torcdo da molécula de forma que diminua a sua
conjugacao,[122] alterando seu comportamento emissivo.

Figura 54 — (a) Espectros de fluorescéncia de PZ1 em misturas de THF/H20 (10° M, Aexc=Amax.abs); (b)

grafico da intensidade de fotoluminescéncia e comprimento de onda maximo de emissdo em funcao
da fracéo de agua (vol %) de PZ1 (c) fotografia das solugbes de PZ1 sob lampada UV (365 nm)
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As Figuras 55 e 56 mostram os perfis de AIE dos compostos PZ2 e PZ3,
respectivamente. Ambos os compostos apresentaram tendéncias similares, e também
parecidas com as observadas nas quinoxalinas correspondentes (QX4 e QX5). As
duas pirazinas mostraram crescente aumento na intensidade de emissao
acompanhado de deslocamento batocrémico com o aumento da fragcdo de agua,
sendo que PZ2 apresentou uma queda na intensidade entre as fw de 70% a 90%, e

PZ3 teve um deslocamento para o azul nas fracdes de 90% e 99%. No caso de PZ2,
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a maior intensidade foi registrada na fv de 60%, que foi 2,4 vezes maior do que na

solugcado em THF puro, enquanto que em PZ3 foi na solugdo com 80% de agua, com

intensidade 4 vezes maior do que da solugao em THF puro.

Figura 55 — (a) Espectros de fluorescéncia de PZ2 em misturas de THF/H20 (105 M, Aexc=Amax.abs); (D)
grafico da intensidade de fotoluminescéncia e comprimento de onda maximo de emissdo em fungao
da fragé@o de agua (vol %) de PZ2 (c) fotografia das solugdes de PZ2 sob lampada UV (365 nm)
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Figura 56 — (a) Espectros de fluorescéncia de PZ3 em misturas de THF/H20 (107% M, Aexc=Amax.abs); (D)
grafico da intensidade de fotoluminescéncia e comprimento de onda maximo de emissao em fungéo
da fragao de agua (vol %) de PZ3 (c) fotografia das solu¢des de PZ3 sob lampada UV (365 nm)
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A pirazina PZ4, assim como a quinoxalina QX6, apresentou perfil de emissao
diferente dos demais compostos nas misturas de THF/agua. Como mostrado na
Figura 57, nao ha aumento significativo na intensidade de emissdo com o aumento da
fragdo de agua, o que limita esse composto a classificagdo de AlEdgeno. Entretanto,
PZ4 também nao sofre ACQ na maioria das misturas de solvente, sofrendo uma queda
de intensidade significativa apenas na fw 99%, mostrando que esse composto pode
ser aplicado em diversas misturas de solventes com a vantagem da modulagado do
comprimento de onda, pois 0 mesmo apresentou um deslocamento para o vermelho
pronunciado variando do azul (485 nm em THF puro) ao verde (525 nm em fw 90%).
Figura 57 — (a) Espectros de fluorescéncia de PZ4 em misturas de THF/H20 (10" M, Aexc=Amax.abs); ()

grafico da intensidade de fotoluminescéncia e comprimento de onda maximo de emissdo em fungao
da fragcéo de agua (vol %) de PZ4 (c) fotografia das solugbes de PZ4 sob lampada UV (365 nm)
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Todos os dados espectroscopicos das medidas de AIE das pirazinas analisadas
nesse trabalho estdo sumarizados na Tabela 17. Apesar das similaridades que as
pirazinas mostraram em relagao as quinoxalinas, vale observar que nas solugdes em
THF puro, as pirazinas apresentaram menores valores de rendimento quantico do que
as quinoxalinas, com valores de 6,8% e 0,8% para PZ1 e PZ4, respectivamente,
enquanto QX1 e QX6 foi de 11,4% e 4,6%, respectivamente. Esse fato se relaciona
com a menor conjugagao nas pirazinas, que sao moléculas com uma fenila a menos

do que as quinoxalinas.

Tabela 17 — Propriedades espectroscopicas de UV-vis e fluorescéncia dos compostos PZ1-4 em
misturas de THF/agua (vol %, 10° M)

Absorgao Fotoluminescéncia
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fw

(%) e (nm) € Amax (NM)  Avst(cm™)P e O (%)

Pz1 0 372 1,3 476 5873 12766 6,8
10 374 1,7 491 6371 22909 -
20 375 1,8 498 6586 20374 -
30 377 1,8 500 6525 18854 -
40 377 1,8 502 6605 14390 -
50 378 1,8 508 6770 12020 -
60 378 1,9 514 7000 8252 -
70 379 1,8 519 7117 4482 -
80 377 1,6 525 7478 1897 -
90 388 0,2 467 4360 4122 -
99 390 0,2 470 4364 4546 -

Pz2 0 350 1,2 431 5370 1692 1,1
10 351 1,4 446 6069 1836 -
20 351 1,5 451 6317 2075 -
30 352 1,4 445 5937 2215 -
40 351 1,4 458 6656 2561 -
50 352 1,5 460 6670 2826 -
60 353 1,4 463 6730 3989 -
70 356 1,2 469 6768 3114 -
80 348 5,0 472 7549 902 -
90 350 4,0 481 7781 399 -
99 389 0,2 484 5046 3325 -

PZ3 0 341 3,0 427 5906 935 0,2
10 337 3,4 432 6525 1365 -
20 337 3,9 437 6790 1667 -
30 337 4.1 438 6843 2109 -
40 337 3,8 438 6843 2048 -
50 339 3,6 440 6771 2458 -
60 340 3,4 445 6940 2890 -
70 340 3,3 452 7288 3930 -
80 351 3,0 444 5968 3822 -
90 367 3,0 430 3992 3770 -
99 376 1,2 430 3340 1841 -

PzZ4 0 382 6,0 485 5559 3487 0,8
10 385 4.1 494 5731 3603 -
20 386 4,0 495 5705 3655 -
30 386 43 496 5745 3820 -
40 388 4,0 498 5693 3699 -
50 389 3,5 499 5667 3437 -
60 392 3,3 501 5550 3421 -
70 392 3,5 504 5669 3281 -
80 389 3,2 513 6214 3041 -
90 380 3,0 525 7268 2598 -
99 370 0,8 512 7496 969 -

aunidade: L mol"' cm™'; valor x10%; ® Deslocamento de Stokes; °Intensidade de fluorescéncia, unidade:
u.a; ‘Rendimento quantico de fluorescéncia relativo ao padro sulfato de quinina (®r = 0,546 em H2SO4
0,5M)
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5. CONCLUSOES

De modo geral, compostos contendo N-heterociclos de quatro classes distintas
foram sintetizados e caracterizados por técnicas de RMN 'H e '3C, IV e espectrometria
de massas. Suas propriedades 6pticas foram investigadas através de espectros de
absorgéo e emissdo em solugéo e/ou fase sdlida, e as propriedades bioldgicas foram
analisadas através de avaliacdo de atividade antimicrobiana, incluindo estudo

computacional de mecanismo de agao, e antitumoral.

As quinoxalinas apresentaram caracteristicas tipicas de AIEE por mecanismo RIM
e alteragdes na estrutura atraveés de inserg¢ao de grupos doadores de elétrons e longas
cadeias alquilicas modificaram as propriedades opticas em solugao e fase sdlida. Os
compostos apresentaram solvatocromismo positivo nos espectros de emissao. O sal
de potassio de QX1 apresentou AIE em misturas de agua/THF, logo a presenga do
grupo acido carboxilico foi importante tanto na formagao de dimeros nos agregados e
fase solida quanto na facilidade de obtencdo do respectivo sal com propriedades

interessantes.

As moléculas contendo o nucleo quinolina, com excecao dos compostos nitrados,
foram excelentes fluordforos apresentando solvatocromismo com emissao de luz
variando do violeta ao verde, sendo os processos de decaimento afetados pela
natureza da ligagdo de H. Além disso, o acidocromismo apresentado por alguns
desses compostos indica a possibilidade de aplicagdo como sondas fluorescentes

para bioimagem em diferentes ambientes de pH.

Novas di-hidroquinolinas foram emissoras em fase sdlida e sdo candidatos para
aplicagdes com altas fw e também em diferentes ambientes de pH, tais quais em meios
fisiologicos. Sugere-se que essa série de compostos seja ampliada visando a

modulagao de suas propriedades.

As propriedades o6pticas das pirazinas apresentaram semelhancas significativas
com as das quinoxalinas correspondentes, apesar da auséncia do grupo acido
carboxilico, mas a auséncia de um anel benzénico reduziu os rendimentos quanticos
em solucédo. A hidrélise dos grupos ciano pode ser feita para uma comparagédo mais

direta, além de inser¢céo de cadeias alquilicas e os respectivos testes bioldgicos.
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A maioria das quinoxalinas e quinolinas foram ativas contra as cepas de bactérias
e fungos, tendo se destacado as quinoxalinas substituidas por metila e bromo (QX4 e
QX5) e as quinolinas O-acetiladas (QL3-B e QL4-B), para as quais os estudos
computacionais encontraram as enzimas DQS e SQS como provaveis mecanismos
de acdo. Ja em relacdo a atividade anticancer, apenas QL7-C e as di-hidroquinolinas

apresentaram alguma atividade.

6. SECAO EXPERIMENTAL

6.1. Procedimentos gerais

Todos os protocolos sintéticos descritos nesta pesquisa foram realizados utilizando
reagentes e solventes contendo um excelente grau de pureza. O acompanhamento
das reagdes se deu pela técnica de cromatografia de camada delgada (CCD) cuja
fase estacionaria foram cromatofolhas de aluminio suportadas em gel de Silica 60 e
misturas de acetato de etila/hexano ou metanol/acetato de etila utilizadas como fase
movel, sendo irradiadas numa camara de ultravioleta com luz de comprimento de onda
de 254 nm.

As reacdes que foram realizadas com irradiacdo de micro-ondas foram feitas em
um reator de micro-ondas CEM® modelo Discover-system benchmate com
temperatura monitorada por sensor de infravermelho e poténcia programavel 0-300
W. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 'H e **C) foram obtidos
usando um espectrometro Varian Mercury 500, operando a 400 MHz para RMN 'H e
100 MHz para RMN *C, disponivel no Laboratério Multiusuario de Caracterizagao
Analitica da Universidade Federal da Paraiba. Os deslocamentos quimicos foram
relatados em relacao ao padrao interno tetrametilsilano (TMS), usando CDCl3, DMSO-
ds, MeOD ou D20 como solvente. Os deslocamentos quimicos (8) foram medidos em
partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Os
desdobramentos quimicos referentes a cada acoplamento dos hidrogénios foram
expressos como singleto (s), dubleto (d), tripleto (t), duplo dubleto (dd), triplo dubleto
(td), triplo tripleto (tt), duplo duplo dubleto (ddd) e multipleto (m). As multiplicidades
dos sinais dos carbonos foram observadas pelo uso da técnica de APT, onde os
colocados em fase “pra cima” carbonos nao hidrogenados e metilenos e em fase “para

baixo” carbonos de metino e metila.

123



As analises de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho médio por
transformada de Fourier (FTIR) das amostras foram realizadas com espectrofotémetro
da marca Shimadzu, modelo IRPrestige-21. Os espectros foram realizados fazendo-

se uso da técnica de dispersdo da amostra em pastilhas de KBr.

Os espectros de absorgdo na regido do UV-vis foram realizados em um
espectrofotdbmetro UV-VIS-NIR-3600 da marca Shimadzu, pertencente ao Laboratorio
de Espectroscopia Molecular (LEM) ou no Espectrofotometro Cary 60 UV-Vis da
marca Agilent pertencente ao Laboratério do Grupo de Estudos Avangados em
Quimica Analitica (GEAQA). Ja as medidas de fotoluminescéncia (emisséo e
excitacdo) foram realizadas em um espectrometro de fluorescéncia modelo Cary
Eclipse da marca Agilent, pertencente também ao GEAQA. As medidas de rendimento
quantico absoluto dos filmes e sdlidos amorfos foram realizadas usando a esfera
integradora Horiba Quanta-phi acoplada ao espectrofluorimetro Fluorolog-3 por meio
de cabos de fibra 6ptica e o adaptador F-3000, pertencentes ao Laboratério BSTR,
UFPE - Recife — PE. Os rendimentos quanticos das solugdes foram calculados em
relagdo ao padrao sulfato de quinina (®r = 0,54, H2SO4 0,5 M).[17] As medicbes de
espalhamento dindmico de luz (DLS) foram feitas com Zetasizer Nano series da

Malvern Instruments Ltd com 173° de angulo de espalhamento, a 25 °C.

A espectrometria de massa de alta resolugdo (HRMS) foi realizada em um
espectrometro de massa microTOF Ill (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). As
amostras foram preparadas em MeOH (1 ug mL") e infundidas na fonte ESI a uma
taxa de fluxo de 5 yL min'. As condigbes da fonte ESI(+) foram as seguintes: tensdo
capilar 4500 V, temperatura capilar de transferéncia 200 °C, gas seco 4,0 L min' e
deslocamento da placa final 500 V. Os espectros de massa foram adquiridos e
processados usando o software Compass Data Analysis (Bruker Daltonics, Bremen,

Alemanha).

Os calculos tedricos foram realizados da seguinte forma: a molécula QX1 foi
construida a partir de seu cddigo SMILES, e uma otimizagao preliminar da geometria
da fase gasosa foi realizada usando o método semi-empirico PM7 [170] pelo programa
MOPAC2016. [171,172] A busca conformacional pela molécula QX1 foi realizada
usando o programa CREST, [173] levando em consideragéo os efeitos de solvatagao

implicitos da agua (QX1/agua) e acetonitrila (QX1/MeCN) por meio do modelo
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Generalized Born (GB) e da area de superficie acessivel ao solvente (SASA). Foi
usado o algoritmo iIMTD-GC, [174] que explora a superficie de energia potencial por
meio da metadinamica usando o potencial semi-empirico GFN2-xTB, [175,176] junto
com um calculo de entropia de conjunto aprimorado. As conformagdes foram entao
agrupadas em cinco clusters de conjunto para cada busca conformacional com base
nos critérios de proximidade energéticos e RMSD (Raiz do desvio quadratico médio,
do inglés Root Mean Square Deviation). A estrutura de menor energia de cada busca
foi selecionada para calculos subsequentes de estrutura eletronica. Assim, duas
geometrias foram consideradas, uma para cada sistema em estudo (QX1/agua e

QX1/MeCN). O mesmo processo foi realizado para a molécula QX3a.

Todos os calculos de estrutura eletronica foram realizados usando o programa
Gaussian 2009/D.01.[177] Inicialmente, as geometrias do estado fundamental dos dois
sistemas foram otimizadas usando critérios padrao. Esses célculos empregaram o
funcional B3LYP com o conjunto de base cc-pVTZ. Correc¢des de dispersao no nivel
D3 [178] e efeitos implicitos de solvente foram considerados. Posteriormente, calculos
de frequéncia vibracional foram realizados para garantir que as geometrias
correspondessem aos minimos de energia. Isso foi confirmado pela verificagdo de que
todas as frequéncias vibracionais tinham valores positivos. O mesmo nivel de teoria

usado para otimizagdes de geometria foi usado para esses calculos.

6.2. Sinteses

6.2.1. Quinoxalinas

O composto QX3, o acido 2,3-bis(3,4-bis(dodeciloxi)fenil)quinoxalina-6-
carboxilico foi fornecido por Pontes (2020). [109] Os demais foram obtidos através dos

métodos | e/ou Il descritos a seguir.

Método I: Em um baldo de 50 mL, adicionou-se 0,5g da 1,2-dicetona
correspondente, quantidade equimolar de acido 3,4-diaminobenzoico e 15 mL de
acido acético glacial. A mistura foi mantida sob refluxo durante 3 h, resfriada e filtrada
a vacuo lavando-se com agua destilada gelada. O produto seco foi purificado por
suspensao em um solvente apropriado sob aquecimento e agitagao por 5 min e filtrado

a vacuo apos resfriamento, ou por coluna cromatografica.
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Método II: Em um frasco de micro-ondas, foram adicionados 0,5 mmol da 1,2-
dicetona correspondente, 0,53 mmol de acido 3,4-diaminobenzdico, 2 mL de metanol
e acido para-toluenossulfénico em quantidade catalitica. O frasco foi colocado na
cavidade do reator de micro-ondas e aquecido a 100 °C em 5 min sob poténcia = 300
W e agitacdo. A temperatura alvo foi mantida por 10 min e a reagao foi entéo resfriada
a temperatura ambiente. Os produtos brutos precipitaram como sélidos apdés o
resfriamento. Os sélidos foram filtrados, lavados com agua destilada gelada e secos
durante a noite a temperatura ambiente. Os compostos puros foram obtidos apds

suspensao em solvente apropriado, como no método |.

o Acido 2,3-bis(4-metoxifenil)quinoxalina-6-carboxilico (QX1)

Purificado por suspensdo em etanol. Sélido amarelo. Rendimento: 60% pelo
método | e 76% pelo método Il. Ponto de fus&o: 298-301°C (lit. 296-298°C). [179]

RMN "H (DMSO-de, 400 MHz) & ppm: 8,57 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 8,23 (dd, J = 8,7, 1,9
Hz, 1H), 8,12 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,44 (dd, J = 8,9, 2,8 Hz, 4H), 6,92 (d, J = 8,9 Hz,
4H), 3,77 (s, 6H). RMN 3C (DMSO-ds,100 MHz) & ppm: 166,81; 160,18; 160,07;
154,34; 153,73; 142,31; 139,58; 131,73; 131,37; 131,27; 130,93; 130,89; 130,65;
129,24; 129,14; 113,75; 55,22. IV (em KBr; vmax/cm™): 3460, 2843, 2549, 1693, 1604,
1512, 1427, 1346, 1303, 1257, 1180, 1029, 837, 771, 667, 536. HRMS m/z, calcd.
para C23H19N204 [M + H]*: 387,1345, encontrado: 387,1498.

o Acido 2,3-bis(4-(dodeciloxi)fenil)quinoxalina-6-carboxilico (QX2)

Purificado em coluna cromatografica usando uma mistura de AcOEt/Hex 1:1 como

eluente. Sélido amarelo. Rendimento: 71% pelo método |. Ponto de fusao: 155-157 °C

RMN 'H (CDCIs, 500 MHz) & ppm: 8,94 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 8,35 (dd, J = 8,7, 2,3 Hz,
1H), 8,17 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,67 — 7,45 (m, 4H), 6,99 — 6,82 (m, 4H), 4,05 — 3,93 (m,
4H), 1,79 (t, J = 6,3 Hz, 4H), 1,52 — 1,42 (m, 4H), 1,27 (s, 32H), 0,89 (t, J = 6,9 Hz,
6H). RMN 3C (CDCI3,100 MHz) & ppm: 171,21; 160,37; 160,22; 155,12; 154,31;
143,51; 140,24; 132,75; 131,54; 131,41; 131,01; 130,96; 130,13; 129,36; 114,50;
69,42; 68,24; 32,05; 29,80; 29,78; 29,74; 29,72; 29,56; 29,49; 29,36; 29,34; 26,17;
22,82; 14,27. IV (em KBr; vmax/cm™): 2924, 2854, 1689 (C=0), 1604, 1512, 1465, 1423,
1342, 1296, 1249, 1176, 833, 767, 678, 597, 547. HRMS m/z, calcd. para C4sHs2N204
[M + H]*: 695,4982, encontrado: 695,4940.
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e Acido 2,3-bis(4-metilfenil)quinoxalina-6-carboxilico (QX4)

Purificado por suspensdo em AcOEt. Solido marrom claro. Rendimento: 82%
pelo método | e 77% pelo método II. Ponto de fusdo: 299-301 °C.
RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 8,78 (d, J = 1,9 Hz, 1H); 8,44 (dd, J = 8,7, 1,9
Hz, 1H); 8,34 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 7,56 (dd, J = 8,1, 1,8 Hz, 4H); 7,34 (d, J = 7,9 Hz,
4H); 2,50 (s, 6H), RMN '3C (DMSO-ds,100 MHz) & ppm: 166,65; 154,63; 154,01;
142,28; 139,62; 138,83; 138,67; 135,71; 135,68; 131,90; 130,68; 129,68; 129,63;
129,34; 129,17; 128,75; 20,89. IV (em KBr; vmax/cm™): 2985, 2920, 2862, 2580, 1689,
1608, 1427, 1342, 1199, 1053, 818, 767, 548. HRMS m/z, calcd. para C23H19N202 [M
+ H]": 355,1447, encontrado: 355,1562.

e Acido 2,3-bis(4-bromofenil)quinoxalina-6-carboxilico (QX5)

Purificado por suspensdo em AcOEt. Sélido marrom claro. Rendimento: 41%
pelo método | e 59% pelo método II. Ponto de fusao: 276-279 °C.
RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 8,61 (dd, J = 11,1, 1,9 Hz, 1H); 8,29 (td, J = 8,9,
1,9 Hz, 1H); 8,19 (dd, J = 13,0, 8,7 Hz, 1H); 7,64 — 7,57 (m, 4H); 7,44 (td, J=7,0, 2,1
Hz, 4H). RMN '3C (DMSO-ds,100 MHz) & ppm: 166,54; 153,60; 152,97; 142,35;
139,77; 137,40; 132,39; 131,92; 131,89; 131,28; 130,71; 129,83; 129,33; 123,12;
123,01. IV (em KBr; vmax/cm™): 3086, 2850, 2515, 1693, 1585, 1423, 1338, 1199, 1072,
1010, 829, 544. HRMS my/z, calcd. para C21H13Bra2N202 [M + H]": 482,9344,
encontrado: 482,9500.

e Acido 2,3-di(tiofen-2-il)quinoxalina-6-carboxilico (QX6)
Purificado por suspensdo em MeOH. Sélido amarelo. Rendimento: 76% pelo
método | e 54% pelo método Il. Ponto de fuséo: 237-239 °C.

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 13,44 (s, 1H); 8,50 (dd, J = 1,9, 0,6 Hz; 1H);
8,22 (dd, J = 8,7, 1,9 Hz; 1H); 8,08 (dd, J = 8,7, 0,6 Hz; 1H); 7,83 (ddd, J = 5,0, 2,6,
1,1 Hz; 2H); 7,28 (ddd, J = 10,9, 3,7, 1,2 Hz; 3H); 7,12 (td, J = 4,9, 3,7 Hz; 2H). RMN
13C (DMSO-ds,100 MHz) & ppm: 166,40; 147,80; 147,13; 141,70; 140,59; 140,39;
139,02; 132,15; 130,72; 130,26; 130,20; 130,07; 129,81; 129,72; 128,77; 127,92;
127,82. IV (em KBr; vmax/cm™): 3097, 2966, 2800, 2526, 1689, 1612, 1519, 1431, 1277,
1195, 1057, 848, 706, 521. HRMS m/z, calcd. para C17H11N202S2 [M + H]*: 339,0262,
encontrado: 339,0416.
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6.2.2. Quinolinas

e Sintese dos intermediarios benzilidenocetonas (48a e 48b)

Em um erlenmeyer de 125 mL, adicionou-se 20 mmol do aldeido de partida, 12
mL de acetona (164 mmol) e 9 mL de uma solugao aquosa de NaOH a 10%. A solucao
resultante foi mantida em repouso durante 48 h a temperatura ambiente. Apds esse
tempo, adicionou-se 50 mL de agua destilada e gotejado lentamente, com auxilio de
um funil de adicdo, 15 mL de uma solugdo aquosa de HCl a 10%, sob agitagéo
vigorosa. O precipitado formado foi filtrado a vacuo lavando-se com agua gelada,

recristalizado em etanol e seco sob pressao reduzida.

(E)-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)but-3-em-2-ona (48a): Soélido amarelo. Rendimento: 3,0
g (78%). Ponto de fusdo: 125-127 °C (lit. (128-129 °C).[180] IV (em KBr; Vmax/cm™):
3294, 3001, 2947, 1674, 1639, 1581, 1026, 979, 756.

(E)-4-(2-hidroxifenil)-but-3-en-2-ona (48b): Sdlido amarelo. Rendimento: 86%. Ponto
de fusdo: 140-143 °C (lit. (138-139 °C)[181]. IV (em KBr; vmax/cm™): 3350, 3066, 3024,
1645, 1608, 1255.

e Acido 2-metilquinolina-4-carboxilico (49)

Em um balédo de 50 mL foram adicionados 1,0 g (6,8 mmol) de isatina (47) e 20
mL de KOH@q 10 %. Apos 5 min de agitagdo a temperatura ambiente, foram
adicionados 1,5 mL (16,0 mmol) de acetona e a mistura foi mantida sob agitacéo e
refluxo durante 8 h. Apds esse tempo, a mistura reacional foi resfriada e acidificada
com HCl(aq) 10% até pH 5-6 e o precipitado formado foi filtrado a vacuo e recristalizado
em etanol. Sdlido cinza claro. Rendimento: 0,82 g (64%). Ponto de fusdo: 236-238 °C
(lit. 238-240°C). [182] RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 8,59 (dd, J = 8,6, 1,5 Hz,
1H), 7,99 (dd, J = 8,5, 1,3 Hz, 1H), 7,80 (d, J = 1,1 Hz, 1H), 7,76 (ddd, J=8,4, 6,8, 1,4
Hz, 1H), 7,62 (ddd, J = 8,4, 6,8, 1,3 Hz, 1H), 2,69 (s, 3H). RMN '3C (DMSO-ds,100
MHz) & ppm: 167,81; 158,91; 148,19; 136,53; 129,92; 128,92; 127,14; 125,46; 122,90;
122,87; 24,79. IV (em KBr; vmax/cm™ ): 3502, 3417, 3036, 2924, 1670, 1612, 1392,
1369, 1284, 1076, 937, 829, 713, 625, 513.

A sintese das quinolinas como compostos finais se deu por dois métodos

diferentes, descritos a seguir.
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Método I: Em um baldo de fundo redondo, 0,14 g (0,75 mmol) de isatina (47)
foi solubilizada em 2,5 mL de 30% de KOHaq). Ap0s agitar a solugao resultante por 5
min em temperatura ambiente, 0,5 mmol de 48a ou 48b foi adicionado. A mistura de
reacao foi mantida sob refluxo durante 9 horas e apds o resfriamento foi acidificada
com 10% de HClq) até o pH 5. O precipitado formado foi entéo filtrado sob vacuo e
lavado com agua gelada. O produto bruto obtido foi purificado por suspensao de

etanol.

Método II: Em um baldo de fundo redondo, uma mistura de 0,0936 g (0,5 mmol)
de acido 2-metilquinolina-4-carboxilico (49), 0,5 mmol do aldeido aromatico
correspondente (50) e 0,3 mL de anidrido acético foi mantida sob refluxo durante 3-
5h. Apds o resfriamento, etanol foi adicionado a suspensao de reacdo. O precipitado
resultante foi coletado por filtragdo sob vacuo. Produtos brutos foram purificados por

suspensao em etanol.
e Acido (E)-2-(4-hidroxi-3-metoxiestiril)quinolina-4-carboxilico (QL1-A)

Obtido pelo método I. Solido Vermelho. Rendimento: 0,0910g (57 %). Ponto de
fusdo: 285-287 °C (lit. 282-283 °C) [183]. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 9,76
(s, 1H); 8,59 (dd, J = 8,5, 2,0 Hz, 1H); 8,16 (s, 1H); 8,02 (dd, J = 8,4, 1,7 Hz, 1H); 7,79
(d, J =16,3 Hz, 1H); 7,77 (ddd, J = 8,4, 6,8, 1,5 Hz, 1H); 7,61 (ddd, J = 8,3, 6,8, 1,3
Hz, 1H); 7,38 (d, J = 16,3 Hz, 1H); 7,38 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 7,17 (dd, J = 8,2, 1,9 Hz,
1H); 6,83 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 3,86 (s, 3H). RMN "3C (DMSO-ds,100 MHz) & ppm:
167,91; 155,97; 148,59; 148,02; 135,33; 130,04; 129,15; 127,78; 127,01; 125,61;
125,03; 123,40; 121,66; 120,32; 115,73; 110,63; 55,72. IV (em KBr; vmax/cm™): 3441,
2943, 2596, 1724, 1627, 1589, 1516, 1381, 1280, 1122, 1029, 968, 860, 759, 470.
HRMS m/z, calcd. para C19H1sNO4 [M + H]*: 322,1079, encontrado: 322,1098.

o Acido (E)-2-(2-hidroxiestiril)quinolina-4-carboxilico (QL2-A)

Obtido pelo método |. Sdlido laranja. Rendimento: 0,1419 g (65 %). Ponto de
fuséo: > 300 °C (lit. > 300 °C) [183]. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 8,58 (d, J
= 8,6 Hz, 1H); 8,11-8,00 (m, 3H); 7,76 (ddd, J = 8,4, 6,8, 1,4 Hz, 1H); 7,70 (dd, J= 7,9,
1,6 Hz, 1H); 7,59 (ddd, J = 8,3, 6,8, 1,3 Hz, 1H); 7,50 (d, J = 16,4 Hz, 1H); 7,18 (ddd,
J=8,4,72, 1,6 Hz 1H), 6,94 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,86 (td, J= 7,5, 1,2 Hz, 1H). RMN
13C (DMSO-ds,100 MHz) & ppm: 168,57; 156,28; 156,21; 148,81; 140,00; 130,36;

129



130,30; 130,20; 129,44; 127,80; 127,13; 126,25; 124,02; 123,20; 120,20; 119,85;
116,46. IV (em KBr; vmax/cm™): 3077, 2584, 1658, 1627, 1597, 1381, 1161, 1095, 744,
466. HRMS m/z, calcd. para C1sH13NOs [M + H]*: 292,0974, encontrado: 292,0975.

e Acido (E)-2-(4-acetoxi-3-metoxiestiril)quinolina-4-carboxilico (QL3-B)

Obtido pelo método II. Sdlido laranja. Rendimento: 0,0780 g (43 %). Ponto de
fusdo: 235-238 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 8,63 (dd, J = 8,6, 1,8 Hz,
1H), 8,24 (s, 1H), 8,07 (dd, J = 8,8, 1,7 Hz, 1H), 7,89 (d, J = 16,4 Hz, 1H), 7,82 (ddd,
J=84,6,8, 1,4 Hz, 1H), 7,66 (ddd, J= 8,4, 6,9, 1,3 Hz, 1H), 7,60 (d, J = 16,3 Hz, 1H),
7,57 (d, J =1,9 Hz, 1H), 7,35 (dd, J = 8,2, 1,9 Hz, 1H), 7,14 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 3,87
(s, 3H), 2,27 (s, 3H). RMN '3C (DMSO-ds,100 MHz) & ppm: 168,70; 167,74; 155,44;
151,25; 148,60; 139,94; 137,00; 135,23; 134,33; 130,26; 129,40; 128,37; 127,59;
125,56; 123,62; 123,29; 120,77; 120,37; 111,26; 56,00; 20,52. IV (em KBr; Vmax/cm™):
3410, 3074, 2939, 2839, 1762, 1631, 1597, 1512, 1373, 1199, 1122, 1029, 763, 517.
HRMS m/z, calcd. para C21H17NOs [M + H]*: 364,1185, encontrado: 364,1189.

e Acido (E)-2-(2-acetoxiestiril)quinolina-4-carboxilico (QL4-B)

Obtido pelo método II. Sélido amarelo. Rendimento: 0,0916 g (55 %). Ponto de fuséo:
260-262 °C. RMN "H (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 8,60 (dd, J = 8,6, 1,6 Hz, 1H), 8,17
(s, 1H), 8,10 (dd, J = 8,6, 1,5 Hz, 1H), 7,96 (dd, J=7,7, 1,7 Hz, 1H), 7,86 (d, J = 16,4
Hz, 1H), 7,84 — 7,79 (m, 1H), 7,66 (ddd, J = 8,3, 6,8, 1,4 Hz, 1H), 7,56 (d, J = 16,3 Hz,
1H), 7,42 (td, J=7,7, 1,7 Hz, 1H), 7,36 (id, J= 7,5, 1,4 Hz, 1H), 7,21 (dd, J= 8,0, 1,4
Hz, 1H), 2,42 (s, 3H). ). RMN "3C (DMSO-ds, 100 MHz) d ppm: 169,52; 167,70; 154,96;
148,81; 148,47; 137,27; 130,29; 129,97; 129,64; 128,69; 127,77; 127,66; 127,05;
126,55; 125,49; 123,72; 123,43; 121,25; 20,91. IV (em KBr; vmax/cm™): 3062, 1762,
1597, 1373, 1199, 968, 767, 655. HRMS m/z, calcd. para C20H1sNOs [M + H]*:
334,1079, encontrado: 334,1051.

o Acido (E)-2-(4-acetoxiestiril)quinolina-4-carboxilico (QL5-B)

Obtido pelo método Il. Sélido marrom escuro. Rendimento: 0,0970 g (58 %).
Ponto de fusdo: 260-263 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 8,62 (dd, J = 8,5,
1,3 Hz, 1H), 8,24 (s, 1H), 8,07 (dd, J= 8,7, 1,2 Hz, 1H), 7,90 (d, J = 16,3 Hz, 1H), 7,85
— 7,76 (m, 3H), 7,65 (ddd, J = 8,4, 6,9, 1,3 Hz, 1H), 7,53 (d, J = 16,4 Hz, 1H), 7,20 (d,
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J = 8,6 Hz, 2H), 2,28 (s, 3H). RMN '3C (DMSO-ds,100 MHz) & ppm: 169,21; 167,68;
155,35; 150,90; 148,51; 136,99; 133,90; 133,83; 130,17; 128,90; 128,55; 128,15;
127,51; 126,38; 123,54; 122,37; 120,69; 20,93. IV (em KBr; vmax/cm™): 3067, 2932,
1751, 1632, 1597, 1508, 1369, 1215, 1199, 1165, 1014, 914, 767. HRMS m/z, calcd.
para C20H15sNO4 [M + H]*: 334,1079, encontrado: 334,1050.

o Acido (E)-2-(3,4-dimetoxiestiril)quinolina-4-carboxilico (QL6-C)

Obtido pelo método Il. Sélido de cor vinho. Rendimento: 0,1407 g (84 %). Ponto
de fusdo: 216-218 °C (lit. 258-260 °C) [184]. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm:
8,61 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 8,21 (s, 1H), 8,04 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,84 (d, J = 16,5 Hz,
1H), 7,78 (d, J=7,8 Hz, 1H), 7,63 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,47 (d, J = 16,4 Hz, 1H), 7,43
(d, J=2,1 Hz, 1H), 7,29 (dd, J = 8,3, 2,0 Hz, 1H), 7,01 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 3,86 (s,
3H), 3,80 (s, 3H). RMN 3C (DMSO-ds,100 MHz) & ppm: 167,70; 155,78; 149,81;
149,04; 148,55; 136,93; 134,95; 130,04; 129,18; 129,02; 127,14; 125,88; 125,48;
123,37; 121,42; 120,51; 111,77; 109,83; 55,57; 55,56. IV (em KBr; vmax/cm™): 3074,
3001, 2835, 1631, 1593, 1516, 1346, 1257, 1234, 1141, 1026, 964, 763, 466. HRMS
m/z, calcd. para C20H17NO4 [M + H]*: 336.1236, encontrado: 336,1258.

e Acido (E)-2-(4-butoxi-3-metoxiestiril)quinolina-4-carboxilico (QL7-C)

Obtido pelo método Il. Solido amarelo. Rendimento: 0,0458 g (24 %). Ponto de
fusdo: 192-195 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 8,59 (dd, J = 8,6, 1,4 Hz,
1H), 8,17 (s, 1H), 8,03 (dd, J = 8,5, 1,3 Hz, 1H), 7,81 (d, J = 16,2 Hz, 1H), 7,78 (ddd,
J=8,3,6,8, 1,4 Hz, 1H), 7,62 (ddd, J= 8,4, 6,8, 1,3 Hz, 1H), 7,43 (d, J = 16,3 Hz, 1H),
7,39 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,25 (dd, J = 8,3, 2,0 Hz, 1H), 6,98 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 3,98
(t, J=6,5Hz, 2H), 3,84 (s, 3H), 1,69 (p, J = 6,5 Hz, 2H), 1,42 (h, J = 7,5 Hz, 2H), 0,92
(t, J = 7,4 Hz, 3H). RMN 3C (DMSO-ds,100 MHz) & ppm: 168,17; 156,07; 149,55;
149,51; 148,82; 137,77; 135,29; 130,39; 129,44; 129,22; 127,44; 126,09; 125,84;
123,70; 121,72; 120,66; 113,13; 110,36; 68,22; 55,93; 31,10; 19,08; 14,03. IV (em KBr;
vmax/lcm™): 3398, 2958, 2870, 1990, 1658, 1631, 1593, 1512, 1384, 1273, 1138, 1029,
771, 517. HRMS m/z, calcd. para C23H2sNO4 [M + H]*: 378,1705, encontrado:
378,1748.

e Acido (E)-2-(3-metoxi-4-(octiloxi)estiril)quinolina-4-carboxilico (QL8-C)
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Obtido pelo método Il. Sélido marrom. Rendimento: 0,1949 g (90 %). Ponto de
fusdo: 122-124 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 8,62 (d, J = 8,4 Hz, 1H),
8,20 (s, 1H), 8,00 (d, J= 8,2 Hz, 1H), 7,85 - 7,76 (m, 2H), 7,62 (t, J= 7,6 Hz, 1H), 7,45
(d, J=16,5Hz, 1H), 7,41 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,25 (dd, J = 8,3, 2,1 Hz, 1H), 6,97 (d, J
= 8,4 Hz, 1H), 3,96 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 3,85 (s, 3H), 1,70 (p, J = 6,6 Hz, 2H), 1,38 (p, J
=6,6 Hz, 2H), 1,30 — 1,17 (m, 8H), 0,87 — 0,79 (m, 3H). RMN "3C (DMSO-ds,100 MHz)
o ppm: 167,75; 158,69; 155,78; 149,21; 148,15; 136,66; 134,92; 129,61; 128,96;
128,84; 126,85; 125,39; 122,83; 122,63; 121,38; 120,44; 112,80; 110,07; 68,19; 55,59;
31,26; 28,75; 28,73; 28,69; 25,55; 22,10; 13,96. IV (em KBr; vmax/cm™): 3495, 3425,
2927, 2854, 1712, 1666, 1597, 1512, 1392, 1369, 1273, 1138, 1029, 848, 771, 520.
HRMS m/z, calcd. para C27H32NO4 [M + H]*: 434,2331, encontrado: 434,2365.

e Acido (E)-2-(2-nitroestiril)quinolina-4-carboxilico (QL9-D)

Obtido pelo método Il. Solido amarelo. Rendimento: 0,1184 g (74 %). Ponto de
fusdo: 270-272 °C (lit. > 300 °C) [76]. RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 8,65 (d, J
= 8,5 Hz, 1H), 8,23 (s, 1H), 8,15 (d, J = 16,1 Hz, 1H), 8,12 - 8,03 (m, 3H), 7,87 — 7,78
(m, 2H), 7,70 (ddd, J = 8,3, 6,8, 1,3 Hz, 1H), 7,66 — 7,57 (m, 1H), 7,61 (d, J = 16,0 Hz,
1H). RMN 3C (DMSO-ds,100 MHz) & ppm: 167,50; 154,51; 148,43; 148,35; 137,09;
133,66; 132,43; 130,94; 130,29; 129,65; 129,59; 129,15; 128,60; 127,95; 125,50;
124,64; 123,80; 121,25. IV (em KBr; vmax/cm™): 3232, 3074, 3047, 1716, 1600, 1519,
1373, 1350, 1269, 960, 767, 733. HRMS m/z, calcd. para C1sH12N204 [M + H]*:
321,0875, encontrado: 321,0796.

o Acido (E)-2-(4-nitroestiril)quinolina-4-carboxilico (QL10-D)

Obtido pelo método II. Sélido amarelo. Rendimento: 0,1488 g (94 %). Ponto de fuséo:
> 300 °C (lit. > 300 °C) [76]. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) d ppm: 8,64 (dd, J = 8,4,
1,5 Hz, 1H), 8,28 (s, 1H), 8,28 — 8,24 (m, 2H), 8,11 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 8,04 — 8,01 (m,
2H), 8,01 (d, J = 16,3 Hz, 1H), 7,84 (ddd, J = 8,6, 6,8, 1,7 Hz, 1H), 7,77 (d, J = 16,4
Hz, 1H), 7,69 (ddd, J = 8,4, 6,7, 1,5 Hz, 1H). RMN '3C (DMSO-ds,100 MHz) &
ppm:167,29; 154,46; 148,37; 146,97; 142,71; 137,12; 132,31; 132,27; 130,06; 129,38;
128,18; 127,74; 125,32; 123,83; 123,64; 120,76. IV (em KBr; vmax/cm™): 3074, 1635,
1597, 1519, 1338, 1273, 1107, 979, 771, 690. para C1sH12N204 [M + H]*: 321,0875,
encontrado: 321,0816.
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6.2.3. Di-hidroquinolinas

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 2,36 mmol do aldeido correspondente,
0,4104 g (2,5 mmol) de acido fenil piravico (52), e 4 mL de etanol. Uma solucao de
0,2309 g (2,48 mmol) de anilina (53) em 2 mL de etanol foi adicionada lentamente a
mistura inicial sob agitagdo e deixada em refluxo por 3 h. A mistura ficou em repouso
durante a noite. O produto foi filtrado, lavado com acetato de etila e recristalizado em
etanol.[162]

e Acido 2,3-difenil-1,2-di-hidroquinolina-4-carboxilico (DQ1)

P6 branco. Rendimento: 0,3842 g (50 %). Ponto de fus&o: 230-232 °C. RMN 'H
(DMSO-ds, 400 MHz) 6 ppm: 10,58 (s, 1H), 7,73 (dd, J = 8,5, 1,3 Hz, 2H), 7,65 (dd, J
=8,7, 1,2 Hz, 2H), 7,37 (dd, J = 7,0, 1,4 Hz, 2H), 7,33 - 7,27 (m, 4H), 7,17 (t, J=7,8
Hz, 3H), 7,11 — 7,02 (m, 2H), 6,51 (s, 1H). RMN '3C (DMSO-des,100 MHz) & ppm:
165,45; 143,00; 137,59; 136,92; 131,64; 128,61; 128,48; 128,22; 127,88; 127,72;
127,32; 127,23; 124,53; 122,55; 121,89; 60,72. IV (em KBr; vmax/cm™): 3197, 1674,
1593, 1423, 1373, 1311, 1195, 929, 767, 694, 486. HRMS m/z, calcd. para C22H17NO2
[M + H]*: 328,1338, encontrado: 328,1307.

e Acido 2-(2-hidroxifenil)-3-fenil-1,2-di-hidroquinolina-4-carboxilico (DQ2)

P6 branco. Rendimento: 0,0887 g (11%). Ponto de fuséo: 256-259 °C. RMN 'H
(DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 10,56 (s, 1H), 10,34 (s, 1H), 7,81 - 7,71 (m, 4H), 7,32 —
7,26 (m, 4H), 7,17 (t, J=7,4 Hz, 1H), 7,03 (t, J= 7,4 Hz, 1H), 6,96 — 6,90 (m, 1H), 6,85
- 6,70 (m, 2H), 6,59 (t, J = 8,1 Hz, 2H). RMN '3C (DMSO-ds,100 MHz) d ppm: 165,88;
155,08; 143,16; 137,46; 131,99; 128,92; 128,60; 128,27; 127,22; 126,81; 126,03;
124,04; 123,18; 122,89; 120,23; 119,77; 115,75; 53,36. IV (em KBr; vmax/cm'): 3549,
3167, 1662, 1597, 1496, 1431, 1377, 1327, 1192, 933, 763, 690, 470. HRMS m/z,
calcd. para C22H17NOs [M + H]*: 344,1287, encontrado: 344,1181.

6.2.4. Pirazinas

Em um frasco de micro-ondas, foram adicionados 0,5 mmol da 1,2-dicetona
correspondente, 0,0649 g (0,6 mmol) de diaminomaleonitrila (54), 2 mL de metanol e
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acido para-toluenossulfénico em quantidade catalitica. O frasco foi colocado na
cavidade do reator de micro-ondas e aquecido a 100 °C em 5 min sob poténcia = 300
W e agitacdo. A temperatura alvo foi mantida por 10 min e a reagao foi entao resfriada
a temperatura ambiente. Os produtos brutos precipitaram como solidos apds o
resfriamento. Os sélidos foram filtrados, lavados com agua destilada gelada e secos
durante a noite a temperatura ambiente. Os compostos puros foram obtidos apods

suspensao em solvente apropriado.
e 5,6-bis(4-metoxifenil)pirazina-2,3-dicarbonitrila (PZ1)

P6 amarelo. Rendimento: 0,1274 g (74%). Ponto de fusdo: 187-191 °C (lit. 190-
191°C)[166]. RMN "H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 7,57 — 7,53 (m, 4H); 6,91 — 6,85 (m,
4H); 3,85 (s, 6H). RMN "3C (100 MHz, CDCI3) d 162,18; 154,45; 131,60; 128,86;
127,86; 114,48; 113,58; 55,59. IV (em KBr; vmax/cm™): 2967, 2843, 2237, 1605, 1504,
1377, 1265, 1176, 1014, 837, 575.

e 5,6-bis(4-metilfenil)pirazina-2,3-dicarbonitrila (PZ2)

Po6 bege. Rendimento: 0,1255 g (81%). Ponto de fuséo: 135-138 °C. RMN 'H
(500 MHz, CDCI3) 6 7,45 (d, J = 8,2 Hz, 4H); 7,17 (d, J = 8,2 Hz, 4H); 2,39 (s, 6H).
RMN '3C (126 MHz, CDCI3) 5 155,29; 141,93; 132,70; 129,85; 129,70; 129,44; 113,44;
21,63. IV (em KBr; vmax/cm™): 2920, 2241, 1604, 1504, 1369, 825, 725, 567, 532.

e 5,6-bis(4-bromofenil)pirazina-2,3-dicarbonitrila (PZ3)

P6 amarelo. Rendimento: 0,1542 g (70%). Ponto de fusdo: 212-215 °C (lit. 209-211
°C) [185]. IV (em KBr; vmax/cm™): 3089, 1662, 1585, 1396, 1207, 1172, 1068, 879, 833,
760, 725, 467.

e 5,6-di(tiofen-2-il)pirazina-2,3-dicarbonitrila (PZ4)

P6 amarelo. Rendimento: 0,0703 g (48%). Ponto de fusdo: 174-178 °C (lit. 178 °C)
[186]. RMN "H (500 MHz, CDClz) d ppm: 7,64 (ddd, J = 15,3, 4,4, 1,2 Hz, 4H); 7,10 —
7,07 (m, 2H). RMN "3C (100 MHz, CDCI3) & ppm: 148,03; 138,13; 133,21; 131,57,
128,55; 128,32; 113.09. IV (em KBr; vmax/cm™): 3097, 2241, 1500, 1416, 1369, 1230,
1056, 844, 725, 574, 516.
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6.3. Obtencao de sais

Os sais de potassio dos compostos QX1, QX2, QX3 e QL4-B foram obtidos da
seguinte forma: em um baldo de 25 mL, foi preparada uma solugao saturada de cada
composto dissolvidos em MeOH e adicionada uma solugédo equimolar de KOH 10%
em metanol (1,12 g; 0,02 mmol). As misturas foram agitadas por 12h a temperatura
ambiente e entdo o metanol foi evaporado no rotaevaporador, e o sélido restante foi
seco sob vacuo. Os sais foram redissolvidos em solvente apropriado para analises

posteriores.

6.4. Preparagao dos filmes

Foram preparadas solugdes de concentragédo de 1% em massa e gotejada sob
uma laminula de vidro de formato circular previamente lavada com detergente neutro,
acetona e etanol, e seca na estufa. Apds a deposigao do material, laminula foi deixada
na capela até evaporacao total do solvente. Para realizar a medida de fluorescéncia
dos filmes, os mesmos foram levados ao fluorimetro no suporte especifico para
sélidos.

6.5. Preparacao de solugdes para analises das propriedades opticas

As solugdes foram preparadas inicialmente a uma concentracao de 1x103 M.
Para isso foi adicionada a massa correspondente a 0,001 mol de cada composto em
um baldo volumétrico de 10 mL e completada com o solvente organico. Depois disso,
as solugdbes foram diluidas para 1x10° M transferindo-se, utilizando um
micropipetador, uma aliquota de 100 uL da solugdo-mae para outro baldo volumétrico
de 10 mL e entdo completado com o préoprio solvente para as analises de
solvatocromismo, ou com as misturas solvente/agua para as analises de AIE. Nesse
caso, adicionou-se primeiro a quantidade necessaria de solvente organico e entao
adicionou-se a agua gota a gota sob agitagdo. Por exemplo, para preparar uma
solugdo com 10% de agua, foram adicionados 9 mL de solvente orgénico e completou-
se com agua, e assim sucessivamente. Para os estudos de AIE do sal do composto
QX1, seguiu-se 0 mesmo protocolo, sendo que adicionando primeiro a agua e depois
o THF.

6.6. Rendimento quantico relativo
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Para a determinagdo do rendimento quantico relativo, foi preparada uma
solucao diluida de sulfato de quinina usando como solvente uma solugao de H2SOs a
0,1M. Essa solucéo foi levada ao espectrometro de UV-vis e seu espectro de absorgao
foi registrado ajustando-se a concentragdo da solugdo até que no comprimento de
onda de 365 nm, a absorbancia fosse de 0,05 u.a.. Apds isso, 0 espectro de emissao
foi registrado imediatamente. O mesmo protocolo foi adotado para as solugdes dos
compostos analisados nos respectivos solventes utilizados. Apds a plotagem de todos
0s espectros, as areas dos espectros foram calculadas utilizando o programa Origin e

os rendimentos quanticos relativos foram determinados a partir da Equacéo 3 (p. 38).

6.7. Atividade biolégica

6.7.1. Atividade antimicrobiana

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados em parceria com o
Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPB,

conforme método descrito a seguir.

As substancias foram submetidas aos ensaios bioldgicos in vitro para avaliagdo da
atividade antimicrobiana sobre cepas de bactérias, fungos leveduriformes e fungos
filamentosos. Dez microrganismos de diferentes grupos microbianos foram usados, a
saber: bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus ATCC-13150 e
Staphylococcus epidermidis ATCC-12228; bactérias Gram-negativas - Pseudomonas
aeruginosa ATCC-25853; leveduras: Candida albicans ATCC-76485, Candida
albicans LM-92, Candida tropicalis ATCC-750, and Candida tropicalis LM-77; e fungos
filamentosos: Aspergillus flavus ATCC-4603, Aspergillus flavus LM-248, e Penicillium
citrinum INCQS-4001.

Os farmacos usados como controles foram gentamicina como antibacteriano e
fluconazol como antifungico (Sigma-Aldrich/Merck KGaA). Os meios de cultura
utilizados nos ensaios para avaliagao da atividade biolégica foram Brain Heart Infusion
(BHI), Agar Sabouraud Dextrose (ASD) — adquiridos da Difco Laboratories Ltd, USA,
para manutengdo, respectivamente, das cepas de bactérias e fungos. Os
microrganismos pertencem a MICOTECA do Laboratério de Micologia, Departamento

de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
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Universidade Federal da Paraiba (UFPB). As amostras das espécies fungicas foram

mantidas em ASD a temperatura de 4°C (Geladeira).

Para preparacao do in6culo, as colénias obtidas de culturas das cepas de bactérias
em meio BHI e fungos em meio ASD, foram suspensas em solugéo fisiolégica a 0,9%
estéril e ajustadas de acordo com o tubo 0,5 da escala padrdao de Mc Farland para
obtencgdo de 108 UFC/mL. [134,187,188] A determinagdo da CIM das amostras sobre
cepas bacterianas e fungicas foram realizadas através da técnica de microdiluicdo em
caldo, com placa para cultura de células (TPP/ SWITZERLAND/EUROPA) contendo
96 pogcos com fundo em “U”. Inicialmente, os produtos foram pesados e devidamente
solubilizados em 150 pL (3 %) de dimetilsulféxido (DMSO) e adicionados 100 pL (2%)
de Tween 80, completando-se o volume final com agua destilada esterilizada 5 mL.

Dessa forma, foi obtida a concentragéo inicial dos produtos de 1024 ug/mL.[189-191]

Foram distribuidos 100 pL de caldo RPMI 1640 duplamente concentrado nos
pocos das placas de microdiluigdo. Em seguida, 100 yL das moléculas solubilizados
foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma
diluicdo seriada a uma razdo de dois, foram obtidas concentragcdes de 1024 até 4
pg/mL. Por fim, foi adicionado 10 yL das suspensdes dos microrganismos nas
cavidades, onde cada coluna da placa refere-se, especificamente, a uma espécie.
Paralelamente, foram realizados os controles: microrganismos (RPMI + leveduras),
para comprovagao da viabilidade das cepas, meio de cultura (RPMI), para
comprovagdo da esterilidade, e controle com gentamicina/bactérias e
fluconazol/fungos para inibigdo dos microrganismos. As placas preparadas foram
assepticamente fechadas e submetidas a incubagédo numa temperatura de 35 + 2°C
por 24 - 48 horas para os ensaios com leveduras e a 28-30 °C/5-7dias para fungos

filamentosos.
6.7.1.1. Estudos computacionais

Os estudos computacionais envolvendo docking molecular para compreensao
do mecanismo de acao das moléculas nas espécies microbianas foram realizados em
parceria com o Laboratorio de Quimica Quéntica Computacional (LQQC — UFPB)

conforme método descrito a seguir.
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6.7.1.1.1. Triagem virtual inversa (IVS)

Os compostos derivados de quinoxalinas e quinolinas escolhidos como
representativos passaram por triagem virtual inversa (target fishing) para se descobrir
atividades bioldgicas potenciais dentro de uma série de compostos. Uma biblioteca de
alvos, consistindo de aproximadamente 23.000 estruturas, foi estabelecida com base
na metodologia publicada anteriormente. [192] Este procedimento abrangente
envolveu a curadoria de alvos do Protein Data Bank (PDB), [193] originalmente
acompanhados por ligantes ligados. Apos a remogéo de todos os ligantes ligados,
entradas personalizadas foram geradas para simulagdes de docking automatizadas
usando Autodock Vina. [194] Scripts ad hoc especializados, conforme relatado
anteriormente, [192] foram empregados para automagao. Posteriormente, os dados
passaram por classificagcdo com base em scores e inspe¢cao humana para priorizar
testes biolégicos potenciais. O alvo ideal para a atividade proposta foi entdo

selecionado.
6.7.1.1.2. Modelagem de proteinas

Avaliamos a presencga do alvo antimicrobiano mais eficaz dentro das espécies
fungicas e bacterianas examinadas neste estudo. Notavelmente, entre as espécies
investigadas, apenas a estrutura de S. aureus foi elucidada e depositada no PDB. Por
outro lado, para as espécies S. epidermidis, C. albicans e C. tropicalis, suas
informagdes estruturais foram obtidas do Alphafold,[138] identificadas pelos
respectivos codigos: AOA829M0X2, AOAT1D8PI71 e C5M7M6.

Apos a identificacdo, as estruturas foram preservadas no formato PDB. A
auséncia de uma estrutura tridimensional resolvida para P. aeruginosa e A. flavus
levou a necessidade de construir suas representacgdes tridimensionais. Inicialmente,
a sequéncia de aminoacidos de S. aureus serviu como uma consulta no BLAST para
localizar a sequéncia alvo nessas espécies, identificadas pelos cédigos do GenBank
MBA6432622.1 e KOCO07597.1. Analises computacionais ndao foram realizadas na
espécie Penicillium citrinum devido a indisponibilidade de uma estrutura tridimensional

resolvida e sequéncia de proteina alvo.
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O servidor PSIPRED [195] foi utilizado para analisar todas as sequéncias de
aminoacidos, conduzindo buscas por regides transmembrana, previsdes de estrutura
secundaria e peptideos de sinal. Posteriormente, as sequéncias de aminoacidos
dessas espécies foram incorporadas ao SwissModel [196] para identificar modelos
adequados. Por fim, o modelo foi construido e sua precisdo foi avaliada usando
parametros Molprobity e o grafico Ramachandran. A criagcdo de um alinhamento de

sequéncia multipla foi realizada usando ClustalO dentro do Jalview. [197]
6.7.1.1.3. Docking
6.7.1.1.3.1. Validaggo usando redocking

A IVS produziu trés cédigos PDB correspondentes ao mesmo alvo biolégico:
PDB ID 2ZCR, [198] PDB ID 2ZCS [198] e PDB ID 3ACX. [199] Para determinar o alvo
mais adequado para estudos de docking molecular, sua validagao foi executada por
meio de redocking e calculo de chamariz para a criagdo de uma curva Receiver
Operating Characteristic (ROC). O redocking envolve a comparagao da pose de um
ligante cristalizado com a pose do mesmo ligante encaixado no sitio ativo da proteina
correspondente. Nesse contexto, os procedimentos de redocking foram conduzidos
para os trés codigos PDB da proteina S. aureus, pois eles abrangem um inibidor de

PDB ligado ao sitio ativo.

A preparacdo das estruturas proteicas envolveu varias etapas, incluindo
exclusao de solvente, adicdo de hidrogénios e cargas e a substituicdo da biblioteca
de rotdmeros por cadeias laterais incompletas usando o programa Chimera UCSF.
[200] As simulagdes de redocking foram realizadas usando o Autodock Vina,[194] com
uma grade definida em 20 angstroms da posi¢ao do ligante cristalizado. A validacao
da simulacdo de docking foi baseada em um critério de distancia entre 0 e 2
angstroms.[201] Os resultados de redocking obtidos do Vina serviram como dados de
entrada no Discovery Studio 2020,[202] com o ligante PDB cristalizado servindo como

uma referéncia fixa.
6.7.1.1.3.2. Validagdo usando procedimentos decoys

Um segundo modelo de validagdo para docking foi executado usando a
metodologia envolvendo a geragdo de chamarizes e falsos positivos. [203]

139



Inicialmente, inibidores previamente relatados para a enzima estudada, com valores
de Ki documentados na literatura, foram buscados no ChEMBL.[204] Todos os
compostos identificados compartilhavam o mesmo sitio de ligagdo com a proteina. A
triagem de compostos envolveu a remocgédo de duplicatas e ajustes para regides
ibnicas no coédigo SMILES. No total, 32 compostos foram identificados, com 14
categorizados como ativos (Ki variando de 0,5 nM a 450 nM) e 18 como inativos (Ki
variando de 810 nM a 19.820 nM).

Os codigos SMILES dos compostos ativos foram empregados para produzir
chamarizes usando a plataforma DUD-E.[205] Para cada composto ativo na série, um
conjunto de 51 chamarizes foi gerado. Posteriormente, as estruturas tridimensionais
dos compostos ativos e inativos, juntamente com os chamarizes, foram construidas
usando o OpenBabel.[206] Este processo envolveu a definicdo de um pH de 7,4, a
realizacdo de geragao de estrutura 3D e o emprego de ligagdes de hidrogénio como
um critério de padronizagdo. Os compostos resultantes foram convertidos para o

formato pdbqt para utilizagdo no Autodock Vina.[194]

Apds a aquisicdo das estruturas dos compostos, o docking molecular foi
executado para compostos ativos e inativos, juntamente com os chamarizes,
utilizando coordenadas de caixa de grade idénticas e a estrutura de proteina
empregada no redocking. Os valores de scores foram calculados e uma planilha foi
gerada contendo os nhomes dos compostos, suas pontuagdes correspondentes e uma
terceira coluna atribuindo um valor de 1 para compostos ativos e 0 para compostos
inativos e chamarizes. A curva ROC foi computada por meio do uso do servidor em
https://stats.drugdesign.fr/ [207], onde um valor de area sob a curva (AUC) mais
proximo de 1 indica uma previsdo de modelo mais precisa. Dos trés alvos, o mais ideal
foi selecionado para os estudos de docking molecular dos compostos investigados

neste estudo.
6.7.1.1.3.3. Simulagdo de docking molecular

Apds a validagdo, simulagdes de docking foram conduzidas para as
quinoxalinas QX4 e QXS5 e para as quinolinas QL3-B e QL4-B os quais nao exibiram
crescimento microbiano em estudos in vitro. Esses compostos foram submetidos a

simulacdes nos alvos de S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, C. albicans, C.
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tropicalis e A. flavus. O sitio ativo no docking molecular foi determinado utilizando o
sitio de ligagdo do inibidor de PDB, empregando as mesmas coordenadas do
redocking para todas as espécies. O processo de docking foi executado por meio de
linha de comando, empregando o script de triagem virtual Vina com uma configuragao
de exaustividade de 50 [208]. Subsequentemente aos calculos, os valores de energia,

melhor pose e interagdes foram avaliados usando a interface UCSF Chimera [200].

6.7.2. Atividade anticancer

O estudo da citotoxidade in vitro dos compostos desse trabalho foi realizado em
parceria com o Laboratorio de Proliferagao celular e Cancer, do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco, conforme

procedimento descrito a seguir.

Os ensaios biologicos in vitro das substancias para avaliagdo da atividade
anticancer foram realizados utilizando-se células das seguintes linhagens tumorais:
K-562 (leucemia mieldide crénica), HL-60 (leucemia promielocitica), HTC-116
(carcinoma de colorretal humano), H-1299 (carcinoma de pulm&o) e MRC-5
(fibroblasto de pulmao). Essas linhagens foram obtidas do Banco de células do Rio de
Janeiro, tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10% de soro
fetal bovino e 1% de antibi6ticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo

5% de CO2. As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril.

A andlise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa
de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais
de 10.000 amostras a cada ano.[209] E um m étodo rapido, sensivel e barato. Foi
descrita primeiramente por Mosman (1983),[210] tendo a capacidade de analisar a
viabilidade e o estado metabdlico da célula. E uma anélise colorimétrica baseada na
conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT)
em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas
células metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite

definir facilmente a citotoxicidade, mas n&do o0 mecanismo de ag¢ao.[211]

As linhagens K-562 e HL-60 foram plaqueadas na concentragdo de 0,3 x 106
células/mL e as linhagens HCT-116 e H-1299, foram plaqueadas na concentragao de

1 x 10° células/mL. As substancias previamente dissolvidas em DMSO, foram diluidas
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no meio RPMI para obtencao da concentragao final e adicionadas em placa de 96

pocos (200uL/ pogo). As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2

a 37°C. Transcorrido as 72h, foram adicionados 25uL da solugédo de MTT (sal de

tetrazolium) em cada pogo e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida

apo6s dissolugcao do precipitado com DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a
575nm.

Para a analise dos resultados, a concentragao inibitéria em 50% (Clso) foi

calculada por regressao nao linear no programa GraphPad Prism 5.0. Cada amostra

foi testada em duplicata
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We report an optical study of quinoxaline-based luminogens derived from 2,3-bis(aryl}-quinoxaline-6-carboxylic
acid (1a, 1b, and 2} in solution and solid state. These compounds were fluorescent in solid films and in solutions
with emission bands ranging from blue to green (445-517 nm). They showed a positive solvatochromism in the
PL spectra, indicative of intramolecular charge transfer (ICT) in the excited state. 1a, 1b, and 2 exhibited
Aggregation-Induced Enhanced Emission (AIEE) characteristics with a drastic change in properties by increasing
alkyl chains and donor alkoxy groups. Their carboxylate potassium salts had a blueshift emission compared to
the acid carboxylic form and a significant quenching in PL intensity in protic polar solvents. The salt of 1a
presented an Aggregation-Induced Emission (AIE) profile, its weak fluorescence in water had an expressive
enhancement by adding THE. Theoretical caleulations were also carried out considering implicit solvent effects.
The optimized structures of compounds and their simulated UV-vis absorption spectra showed no significant
differences in water and acetonitrile, These results are in good agreement with the solvatochromism experiments,
The calculated HOMO-LUMO energy gaps were 3.47 eV in both solvents, and the energy levels for HOMO and

LUMO are slightly lower in water.

1. Introduction

The study and development of fluorescent materials have become a
rapidly growing field motivated by vast technological applications, from
emissive layers in optoelectronic devices, such as organic light-emitting
diodes (OLEDs) and organic field-effect transistors (OFETs) [1,2], to
fluorescent probes in Chemical Biology [2,4]. Fluorophores based on
small molecules are highly attractive not only because of their ease to
use, good solubility, and stability but mainly the chemical tunability
achieved by structural design [5]. Highly fluorescent molecules in so-
lution have been exhaustively investigated. Their chemical structure is
typically comprised of flat molecules of aromatic or heteroaromatic
rings with extended delocalization of electrons in the w-system. The most
significant drawback is that the planar structure of hydrophobic aro-
matic backbones usually shows weakk emission efficiency in solid state

* Corresponding author.
E-mail address: reristiano@quimica.ufpb.br (R, Cristiano).
! present address: Silesian University of Technology, Gliwice, 44-100, Poland.
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and/or aggregates (in aqueous media) due to aggregation-caused
quenching (ACQ) [6]. These disadvantages turn difficult their use in
thin solid films in optoelectronic devices, as well as in aqueous solutions
for biological applications [7-9].

Thus, attention has been paid to an emerging class of small molecules
exhibiting weak or no fluorescence in solution but highly emissive in the
aggregate or solid state. This phenomenon was coined Aggregation
Induced Emission (AIE) [10]. AIE in a number of different structures has
been reported so far, most of them shaped like pinwheels or propellers
with peripheral aromatic rotors [11,12]. The restricted rotation of the
C—C, N—N, or N—C bonds of appended phenyl rings and the highly
twisted molecular conformation prevent the non-radiative decay from
the excited state in aggregates by hampering the intermolecular n-n
stacking interaction [13-15].

Quinoxaline core is an electron-deficient N-heterocycle that has been
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Styrylquinoline-based fluorophores 1-10 were synthesized via Knoevenagel and Pfitzinger reactions. The mol-
ecules were fully characterized and studied for the impact of their substitution patterns (A-D) on their optical and
bicactivity properties. With exception of nitro substituted compounds 9-D and 10-D, all compounds were
fluorescent in solution with a significant solvatochromic behavior measured in toluene, dioxane, tetrahy-
drofurane, ethyl acetate, dichloromethane, dimethylformamide, dimethylsulfoxide, acetonitrile, isopropanol,
and methanol. The maximum wavelength of their emission ranged from 408 to 539 nm. Additionally, there was a
significant variation in the photoluminescence (PL) quantum yield concerning different solvent polarities. The PL
quantum yields ranged from small values, such as 1.7 % in methanol for compound 1-A, to good PL quantum
vields, such as 44.4 % in dioxane for 7-C. For comparison, the quantum yield of 7-C in methanol was 3.3 %, a
total range variation of 41.1 %. 4-B and 5-B with O-acetyl groups at ortho and at para position to the C—C double
bond, respectively, presented an interesting acidochromism with a redshift of about 102 nm in their emission
bands along with a visible emitted color change from blue to green. In addition, the antimicrobial activity for all
compounds and the theoretical mechanism of action of the more significant bioactive compounds were inves-
tigated. In inverse virtual screening studies, the enzymes Dehydrosqualene synthase and Squalene synthase were
indicated as putative biological targets for 3-B and 4-B. Molecular docking indicated the amino acid residues
critical for interaction in bacteria and fungi.

1. Introduction can interact with the cell membrane during passive transport due to

their structure and lipophilic nature. Styrylquinolines are known to

Fluorophores based on small molecular mass compounds are in rapid
development, mainly because of their use as probes in bioimages and
real time investigations of biological environments [1-3], Among many
classes of known luminescent cores, quinoline moiety has been used in
the design of fluorophores for bio applications [4,5]. This N-heterocycle
is present in several commercially available drugs and have demon-
strated low toxicity along with vast biological activities [6-9]. Quino-
lines with extended n-conjugation have a flat and rigid conformation,
structurally like amphotericin B (AmB) and naftifine. Such molecules

* Corresponding author.
E-mail address: reristiano@aquimica.ulphb.br (R, Cristiana).
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inhibit HIV integrase [10] and have a p53-independent antiproliferative
effect [11]. They also exhibit strong antifungal activity against Candida
albicans [12].

Besides, quinoline based fluorophores have attracted enormous
attention because of the amplitude of color emission spectra and
tunability by substitution patterns and elongation of aromatic conju-
gated system [13-16]. Recently, Z. Guo and collaborators [17] have
described quinoline-malonitrile core as successful building blocks for
designing new luminescent compounds with enhanced emission when
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1. Caracterizagao estrutural
1.1. Quinoxalinas

Figura A.1 - Espectro de RMN "H (400 MHz) em DMSO-dsdo composto QX1
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Figura A.2 — Espectro de RMN "3C — APT (100 MHz) em DMSO-dsdo composto QX1
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Figura A.3 — Espectro de IV do composto QX1 realizado em pastilha de KBr
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Figura A.4 — Espectro de massas do composto QX1
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Figura A.5 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em CDCls do composto QX2
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Figura A.6 — Espectro de RMN 3C — APT (100 MHz) em CDCls do composto QX2
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Figura A.7 — Espectro de IV do composto QX2 realizado em pastilha de KBr
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Figura A.8 — Espectro de massas do composto QX2
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Figura A.9 —Espectro de RMN "H (400 MHz) em CDCls do composto QX3
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Figura A.10 — Espectro de RMN *C — APT (100 MHz) em CDClsdo composto QX3
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Figura A.11 — Espectro de IV do composto QX3 realizado em pastilha de KBr
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Figura A.12 — Espectro de massas do composto QX3
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Figura A.13 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em DMSO-ds do composto QX4
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Figura A.1458 — Especiro de RMN "*C — APT (100 MHz) em DMSO-dsdo composto QX4
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Figura A.1559 — Espectro de IV do composto QX4 realizado em pastilha de KBr
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Figura A.16 — Espectro de massas do composto QX4
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Figura A.1760 — Espectro de RMN "H (400 MHz) em DMSO-dsdo composto QX5
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Figura A.18 — Espectro de RMN "*C — APT (100 MHz) em DMSO-dsdo composto QX5
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Figura A.19 — Espectro de IV do composto QX5 realizado em pastilha de KBr
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Figura A.20 - Espectro de massas do composto QX5
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Figura A.2161 —Espectro de RMN "H (400 MHz) em DMSO-dsdo composto QX6
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Figura A.2262 — Espectro de RMN 3C — APT (100 MHz) em DMSO-ds do composto QX6
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Figura A.2363 — Espectro de IV do composto QX6 realizado em pastilha de KBr
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Figura A.2464 — Espectro de massas do composto QX6
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Figura A.2565 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em D20 do composto QX1 na forma de sal
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Figura A.26 — Espectro de IV do composto QX1 nas formas acida e sal de potassio realizado em
pastilha de KBr evidenciando o deslocamento da banda carbonila
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Figura A.27 — Espectro de IV do composto QX2 nas formas acida e sal de potassio realizado em
pastilha de KBr evidenciando o deslocamento da banda carbonila
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Figura A.28 — Espectro de IV do composto QX3 nas formas acida e sal de potassio realizado em
pastilha de KBr evidenciando o deslocamento da banda carbonila
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1.2. Quinolinas
Figura A.29 - Espectro de IV do composto 48a realizado em pastilha de KBr
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Figura A.30 — Espectro de IV do composto 48b realizado em pastilha de KBr
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Figura A.3166 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em DMSO-ds do composto 50
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Figura A.32 — Espectro de RMN '*C — APT (100 MHz) em DMSO-ds do composto 50
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Figura A.3367 — Espectro de IV do composto 50 realizado em pastilha de KBr
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Figura A.3468 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em DMSO-ds do composto QL1-A
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Figura A.35 — Espectro de RMN "*C — APT (100 MHz) em DMSO-ds do composto QL1-A
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Figura A.36 — Espectro de IV do composto QL1-A realizado em pastilha de KBr
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Figura A.3769 — Espectro de massas do composto QL1-A
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Figura A.38 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em DMSO-ds do composto QL2-A
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Figura A.3970 — Espectro de RMN 3C — BB (100 MHz) em DMSO-dsdo composto QL2-A
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Figura A.4071 — Espectro de IV do composto QL2-A realizado em pastilha de KBr
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Figura A.41 — Espectro de massas do composto QL2-A
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Figura A.42 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em DMSO-ds do composto QL3-B
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Figura A.43 — Espectro de RMN '*C — BB (100 MHz) em DMSO-ds do composto QL3-B

¢5’0C—

00'9S8 —

L2021
62°€eT
z9°€et
95°5eT
mm.nmﬁ/
LE°8TT
op6zt
um.omﬁw
€EbET
mm.mmﬁ%
oo.mmﬁ\
b6'6ET
09°8bT —
STTST—
bbSST —

9T'TIT
hm.omﬁ/

YL LT~
04891

f1 (ppm)

140 130 120 110 100

OH

BO 170 160 150



Figura A.4472 — Espectro de IV do composto QL3-B realizado em pastilha de KBr
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Figura A.45 — Espectro de massas do composto QL3-B
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Figura A.46 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em DMSO-ds do composto QL4-B
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Figura A.4773 — Espectro de RMN 3C — APT (100 MHz) em DMSO-ds do composto QL4-B
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Figura A.48 — Espectro de IV do composto QL4-B realizado em pastilha de KBr
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Figura A.49 — Espectro de massas do composto QL4-B
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Figura A.5074 — Espectro de RMN "H (400 MHz) em DMSO-ds do composto QL5-B
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Figura A.51 — Espectro de RMN '3C — APT (100 MHz) em DMSO-dsdo composto QL5-B
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Figura A.5275 — Espectro de IV do composto QL5-B realizado em pastilha de KBr
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Figura A.5477 — Espectro de RMN "H (400 MHz) em DMSO-dsdo composto QL6-C
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Figura A.5578 — Espectro de RMN *C — APT (100 MHz) em DMSO-ds do composto QL6-C
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Figura A.5679 — Espectro de IV do composto QL6-C realizado em pastilha de KBr
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Figura A.5881 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em DMSO-ds do composto QL7-C
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Figura A.5982 — Espectro de RMN *C — APT (100 MHz) em DMSO-ds do composto QL7-C
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Figura A.6083 — Espectro de IV do composto QL7-C realizado em pastilha de KBr
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Figura A.6184 — Espectro de massas do composto QL7-C
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Figura A.62 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em DMSO-ds do composto QL8-C
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Figura A.6385 — Espectro de RMN *C — APT (100 MHz) em DMSO-ds do composto QL8-C
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Figura A.6486 — Espectro de IV do composto QL8-C realizado em pastilha de KBr
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Figura A.6688 — Espectro de RMN "H (500 MHz) em DMSO-ds do composto QL9-D
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Figura A.6789 — Espectro de RMN 3C — APT (100 MHz) em DMSO-ds do composto QL9-D
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Figura A.6890 — Espectro de IV do composto QL9-D realizado em pastilha de KBr
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Figura A.69 — Espectro de massas do composto QL9-D
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Figura A.7091 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em DMSO-ds do composto QL10-D
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Figura A.7192 — Espectro de RMN 3C — BB (100 MHz) em DMSO-dsdo composto QL10-D
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Figura A.7293 — Espectro de IV do composto QL10-D realizado em pastilha de KBr
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Figura A.7495 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em DMSO-ds do composto DQ1
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Figura A.7596 — Espectro de RMN 3C — APT (100 MHz) em DMSO-ds do composto DQ1
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Figura A.7697 — Espectro de IV do composto DQ1 realizado em pastilha de KBr
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Figura A.7798 — Espectro de massas do composto DQ1
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Figura A.7899 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em DMSO-ds do composto DQ2
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Figura A.79 — Espectro de RMN '3C — APT (100 MHz) em DMSO-ds do composto DQ2
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Figura A.80100 — Espectro de IV do composto DQ2 realizado em pastilha de KBr
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Figura A.81101 — Espectro de massas do composto DQ2
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Figura A.83102 — Espectro de RMN '3C — APT (100 MHz) em CDCls do composto PZ1
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Figura A.84103 — Espectro de IV do composto PZ1 realizado em pastilha de KBr
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Figura A.85104 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em CDCls do composto PZ2
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Figura A.86105 — Espectro de RMN "*C — APT (100 MHz) em CDClsdo composto PZ2
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Figura A.87106 — Espectro de IV do composto PZ2 realizado em pastilha de KBr
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Figura A.88107 — Espectro de IV do composto PZ3 realizado em pastilha de KBr

100
90

80

3089—
D~

467—

70

1396—
05—

60
50

40 -

=l T
I Br

20

Transmitancia (%)

Z
\_//
_Z
/
o2
1207
1172

1585—

11662
~

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)



Figura A.89108 — Espectro de RMN 'H (400 MHz) em CDClz do composto PZ4
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Figura A.90109 — Espectro de RMN "*C — APT (100 MHz) em CDClsdo composto PZ4
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Figura A.91110 — Espectro de IV do composto PZ4 realizado em pastilha de KBr
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2. Propriedades opticas
2.1. Quinoxalinas

Figura A.92111 — Espectros de UV-vis de QX1, QX2, QX3 e QX4
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Figura A.93 — Fotografia das solugdes de QX6 em diferentes solventes sob lampada UV (365 nm)
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Figura A.94 — Espectros de excitagdo do composto QX1 em MeCN (esquerdo) e do composto QX3
em algumas misturas de THF/agua (direito)
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Figura A.95 — Espectros de UV-vis (a) e fluorescéncia (b) do composto QX1 em solugdes de
THF/agua; (c): fotografia das solugdes sob lampada UV (360 nm)
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Figura A.96 — Rendimento quantico absoluto de QX1 na forma de p6 amorfo
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Figura A.97112 — Rendimento quéntico absoluto do filme fino de QX1
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Figura A.98113 — Rendimento quantico absoluto

de QX3 na forma de p6 amorfo
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Figura A.99114 — Rendimento quéantico absoluto do filme fino de QX3
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Figura A.100115 — Espectros de UV-vis (esquerdo) e fluorescéncia (direito) do sulfato de quinina
(solvente: H2SO4, 0,5 M) e dos compostos QX1-6 utilizados para determinagédo do rendimento
quantico relativo de fluorescéncia (Aexc= 365nm)
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Figura A.101 — Espectros de UV-vis (esquerdo) e de excitacao (direito) do composto QX1 na forma
de sal em solugdes de agua/THF com aumento na fragdo de THF
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Figura A.102 — Espectros de UV-vis de (a) QX1; (b) QX2; e (c) QX3 em THF em suas respectivas
formas de acido carboxilico e sal carboxilato (105 M)
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Figura A.103 — Fotografia de QX1 na forma de sal carboxilato no estado sélido sob [d&mpada UV (365
nm)




Figura A.104 — Perfil de distribuicdo de tamanho de particula medido por DLS de (a) QX3 em
THF/agua (105 M) com fragédo de dgua de 90% e (b) QX1 na forma de sal de potassio em agua/THF
com fragao de THF de 90%
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Tabela A.1 — Tamanhos das particulas das solugdes mistas de QX3 e QX1 na forma de sal de
potassio (10-° M) determinado por DLS

Composto/solugio Tamanho (nm) Z-a(\rl‘?:;\ge PDI
QX3 , 90% 204 179 0,141

K-sal de QX1 frvr 90% 502 940 0,571




2.2. Quinolinas

Figura A.105116 — Espectros de UV-vis dos compostos QL9-D € QL10-D em DCM
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Figura A.106 — Espectros de emissao dos compostos QL9-D e QL10-D em DCM
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Figura A.107 — Espectros de UV-vis do sulfato de quinina (solvente: H2SO4, 0,5 M) e dos compostos
QL1-8 em diferentes solventes utilizados para determinagéo do rendimento quantico relativo de

fluorescéncia
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Figura A.108117 — Espectros de emisséo de fluorescéncia do sulfato de quinina e dos compostos
QL 1-8 (Aexc= 365nm) diferentes solventes utilizados para determinacéo do rendimento quantico
relativo de fluorescéncia
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Figura A.109 - Espectros de excitagdo dos compostos QL1-8 em diferentes solventes
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Figura A.110118 — (Esquerda) Funcao E1(30) e (Direita) graficos de Lippert-Mataga dos compostos

das sériesAe C
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Tabela A.2 — Valores dos parametros de polaridade do solvente usados para analises de regressao
multilinear de solvatocromismo [149].

Solvente SP SdP SA SB
tolueno 0,782 0,284 0 0,128
dioxano 0,737 0,312 0 0,444

THF 0,714 0,634 0 0,591
AcOEt 0,656 0,603 0 0,542

DCM 0,761 0,769 0,04 0,178
DMF 0,759 0,977 0,031 0,613
DMSO 0,83 1 0,072 0,647
MeCN 0,645 0,974 0,044 0,286
iPrOH 0,633 0,808 0,283 0,83
MeOH 0,608 0,904 0,605 0,545

SP = polarizabilidade; SdP = dipolaridade; SA = acidez do solvente; SB = basicidade do solvente

Figura A.111 — Espectros de (a) UV-vis e (b) emisséo de fluorescéncia do sulfato de quinina e de
QL4-B na forma de sal em solugdes de THF, MeOH e H20 (10°° M); (c) espectros de excitagdo das
solugdes do composto
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Figura A.112 — Espectros de (a) UV-vis e (b) fluorescéncia de QL2-A (10-° M) em solugdes de MeOH
e com adicao de 50 pL de HCl e AcOH
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Figura A.113 — Espectros de UV-vis de QL4-B em solugbes aquosas tamponadas em diferentes pHs
(Aexc. = Amax. abs.). Uma solugéo estoque 5 x 10> M em DMSO foi diluida por solugdes tamp&o 0,01 M
correspondentes. As solugdes finais continham 5% de DMSO com uma concentragdo do composto de
5x1075 M. Solugdes tampéo: pH 2 (HCI), pH 4 (tamp3&o acido citrico/fosfato), pH 7 (tamp&o acido

citrico/fosfato), pH 9 (tampao NH4CI/NH4OH), pH 12 (NaOH)

Absorbancia normalizada (u.a.)

Y

pH
—2
—4
—7
—9
12

350 400

450

500

Comprimento de onda (nm)

550



2.3. Di-hidroquinolinas
Figura A.114 — Espectros de UV-vis dos filmes de (a) DQ1 e (b) DQ2
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Figura A.115 — Espectros de UV-vis de DQ1 em misturas de THF/agua (10° M)

0,35
% H,0
0,30 - 0
—10
© 0,25 20
3 , —30
.g 0,20 / 40
& o~ — 90
€ 0,15- 60
S 70
Q
< 0,10 \ gg
0,05- \& 99
0,00 - —

275 300 325 350 375 400 425 450

Comprimento de onda (nm)

250 300 350 400 450 500 550 600

Figura A.116 — (a) Espectros de UV-vis de DQ2 em THF e em fagua 90% € 99% (10° M) e (b)
Espectros de emissdo de DQ2 em THF e com diferentes fi (6 X 10> M, Aexc = Amax.abs)
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Figura A.117 — Espectros de (a) UV-vis e (b) emissao do sulfato de quinina (em H2S04 0,5 M) e dos
compostos DQ1 e DQ2 em THF (Aexc = 340 nm) usados para calculo do rendimento quantico relativo
de fluorescéncia
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Tabela A.3 — Propriedades espectroscopicas de UV-vis e fluorescéncia dos compostos DQ1 e DQ2
em misturas de THF/agua (vol %, 6x10° M) e no estado so6lido. (Aexc = Amax.abs)

Amax.abs a Amax.em Avst [ (DFd
(nm) (hm)  (cm™)° (%)
THF 0% 310 4021 458 10424 23098 10.7
DQ1 THF f490% 315 1546 466 10287 1628 0.8
THF fv99% 318 673 442 8822 18847 8.7
Film 345 - 427 5566 -
THF 0% 313 2475 456 10019 16367 8.7
DQ2 THF fv90% 329 657 460 8656 2219 1.2
THF f499% 330 323 428 6939 4298 2.3
Film 335 - 418 5927 -

a Coeficiente de absortividade molar, unidade: L mol' cm™.? Deslocamento de Stokes; ¢ Intensidade de
fluorescéncia, unidade: u.a.; ¢ Rendimento quéantico de fluorescéncia relativo ao padréo sulfato de
quinina (®r = 0,546 em H2S04 0,5 M)



Figura A.118 — Espectros de UV-vis de (a) DQ1 e (b) DQ2 em solugbes aquosas tamponadas em
diferentes pHs (Aexc. = Amax. abs.). Uma solugéo estoque 5 x 10> M em DMSO foi diluida por solugdes
tampé&o 0,01 M correspondentes. As solugdes finais continham 5% de DMSO com uma concentragao
de cada composto de 5 x107® M. Solugdes tampao: pH 2 (HCI), pH 4 (tamp&o acido citricoffosfato),
pH 7 (tampao &cido citrico/fosfato), pH 9 (tampao NH4CI/NH4OH), pH 12 (NaOH).
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2.4. Pirazinas

Figura 119 — Espectros de (a) UV-vis e de (b) excitagdo do composto PZ1 em solugbes de THF/agua
com aumento na fragao de agua
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Figura 120 — Espectros de (a) UV-vis e de (b) excitagdo do composto PZ2 em solugdes de THF/agua
com aumento na fragdo de agua
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Figura 121 — Espectros de (a) UV-vis e de (b) excitagdo do composto PZ3 em solugdes de THF/agua
com aumento na fragao de agua
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Figura 122 — Espectros de (a) UV-vis e de (b) excitagdo do composto PZ4 em solugbes de THF/agua
com aumento na fragado de agua
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Figura A.123 - Espectros de (a) UV-vis e (b) emissao do sulfato de quinina (em H2SO4 0,5 M) e dos
compostos PZ1-4 em THF (Aexc = 365 nm) usados para calculo do rendimento quantico relativo de

fluorescéncia
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Figura A.124119 — Espectros de UV-vis dos filmes de (a) PZ1 e (b) PZ4
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3. Estudos computacionais

Figura A.12025 — Alinhamento das enzimas SQS e DQS das espécies estudadas. A) Alinhamento
estrutural, onde S. aureus é colorido em vermelho, S. epidermidis em coral, P. aeruginosa em magenta,
C. albicans em verde, C. tropicalis em dourado e A. flavus em ciano. O ligante do cédigo PDB 2ZCS é
mostrado em preto no sitio ativo. B) Alinhamento de sequéncia, onde regides comuns sdo destacadas
em roxo e o sitio catalitico € demarcado em vermelho.

b)

S epidermicis/1-285 1 MPSKEECYKY[HO | MKKH YAFDFJPET a7
P aerugnosa’?-283 1 MNQLERDYNHEHN | MKEHE TRIS Y AFOF BOLKRKKE | 37
C altucans/1-448 I MGKFLOLLSHP IELKAV | OLFGFROPLHPGKRDVNDKEL VRIIYELLNL AV IE EL 58
C tropicakis/1-446 1 MGKLFOLLAHPTEFVAAVK |ILGFROTLHPQK |DPNDTOL | REYEL LKL AV IK DL | 68
A flavus/1-470 | MRATEVLYYMLRPSQLRS | VOMOMHNPVHERNVNNE TE TOK ARIFKFLDL AV IK ELLLPY 70
S epidermicis/1-285 38 W | TI VYENPAL IEDDIVL IEQSSS IK | LOFKSNPY IMSALHEVSQQFN IKY 102
P aeruginosa’?-283 3B MNA| I KYKDLE Gl AR viy SDCHY I QAYQSHAAIMNALSNTENTYS IPR 101
C altwcans/1-448 BIMI |EDOMTRKSS IK | PL| FOTKENTKN WTF E TVLVEFDK | LNVYHRLE 137
Ctropicalis/1-446  G6IM| |EDD PAVKVPLERSFODKBOTED WT! NE! AVLVEFDK | LRVYHRFR 137
A flavus/1-470 71 CV |EDDT LKTKEP! FKDYBEQDG WT € LLVOFHNV | TEFKNME 139
S epidermicis/1-285 103 ESF YHLERTVRCDQ DFKMF EL L LLA ENPNEK 153
P aeruginosa’?-283 102 KPFESLIIQYVKEDL VLKEMKRIDSDL YE L ILTSS NENNFEQ 155
C albicans/1-448 138 PQYCQDIIKS | TFKMGNGMADY | LDEEFNVNGY. DYN LFVLANFGDKTLTEN 207
Ctropicals/1-446 138 PEYQA LIIKD | TKKMGNGMADY | LDENFNVNGYVEVEKDYD FEVLVKFGDOSLSAN 207

A flavus/1-470 140 PAYRE 1 VKD | TOKMGNGMADYCRIKAEFEDASVKE | EEYDL LFVEAEFGNFALLSR 209

S epidermichs/1-285 164 TYH | BRT

L L L FENNE | YLSQKQLDNFNVS |EHE YN YGNTKQY IELWEHYAQI @ 220
P aeruginosa'1-293 156 AEE | ALEIKA | L F QN I¥YLS LA VNLHS | YY EGVTPNY IKLWESYATER 222
C altwcans/1-448 208 NF AKRDS F | BB HEB L PAPRE IWSKE TENLQDFHK VK TPAKEF AGVSC INELVILNG 277
C tropicals/1-446 208 NFEKBES F | YHREL E PWPHE | TOKLPAFHN DPAKEFDGVSCINELVL 275
A flavus/1-470 210 PRLHKS F | [ss] PAWPHEIWSKEVTEFEDLFK PENRETALNCGSEMVILNE 275

S epidermicis/1-285 221 EKDYTT HIDVFNKEBQY IVELAAVIYREI SCYT] YVSPL | KMKBYQSVRTKY 285
P aerugnosa’?-283 223 VRLYD| GINYFDEEVRY | IELAAIAYHE | KANYT KMYVSELKKME | YRELSAKYNRGE 291
C aitwcans/1-448 278 LGHVT! YLSLVKD]SFSFCMPW YNNPK V] TT ILES RTLPGVV 346
Ctropicalis/1-446 276 LNHVTI YLSLVKDPESFSFCA IPQVMA YNNPKV 1 TT ILCS RTFPGVV 344
A favus/1 470 276 LEHAEECHF YLAGLRECEVENECA |PQAMA | LCFRNPOMFDRN IKIT AC STONLHVLC 345

S epdermuchs/1-285

P aeruginosa/1-283 282 TL 293
Calbwcans/1-448 347 KIFKEY | QVINHKSSVRDOPNYLK IGIKEGE IEQYCEM | YPNKOQALPPSMKSLPENKF TK | VASRES IDLS 416
C tropicalis/1-446 345 E | FKHY | QVINHKSHPRDPN YLK | G IKEBQIEQCCEML YPNKDALPSTMT TVPENK YSKT | AAREKVDNS 414
A flavus/1-470 346 DTFRRYARR IHKKNTPKDPNF LK 1S | VEGK I EKF I DT | FPOOTAAQAKLKVOGEKSE AEKEKARCEAETR 415

S epidermicks/1-285
P seruginosa’f-293
C albicans/1-448 417 VORR |ECENFNCNVVLFGIGAL ILSL IYFVLY 448
Ctropicabs/1-446 415 |1QR | IEQEDFNFNMVFFSISVL IAGL | YF IRN 448
A flavus/1 470 416 GOLYFMLALMGV IVL IVS] IMLTAAM LGARFDLAFQELKSGNFRPPAKK | PGEL 470



Tabela A.4 — Validagdo do melhor modelo de DQS e SQS para cada espécie avaliada.

Modelo P. aeruginosa A. flavus
MolProbity score 0.99 1.15
Ramachandran Favored 97.25% 98.85%
) 0.34% 0.29%
Ramachandran Outliers
Asp73 Val184
1/2952
Bad Bonds 0.00%
Asp81
Rotamer Ouitliers 2.84%
0.00%
Lys357, Glu165, Lys172, Glu167

3.1.

Tabela A.5 — Representagéo das interagbes observadas para os diferentes complexos e seus

Quinoxalinas

respectivos valores de pontuagéo para a melhor posigcao. Os valores de score estdo em kcal/mol

Complexo Ligacao de H Interagdes m Score
S. aureus - ligante His18, Arg45, GIn165, Val137, Leu160, Leu164, lle241 -10.1
PDB Tyr248
S. aureus — QX4 Arg45, Arg265 Phe22, Val137, Leu160, Leu164,lle241 -9.9
S. aureus — QX5 - Phe22, Asp48, Val137 -8.7
S. epidermidis — QX4 Arg45, Arg265 Phe22, Val137, Leu160, Leu164,lle241 -9.9
S. epidermidis — QX5 - Phe22, Asp48, Val137 -8.7
P. aeruginosa — QX4 Tyr41, Arg45 Phe22, Phe26, Cys44, Val137, Leu141 | -9.5
P. aeruginosa — QX5 - Phe22, Cys44, Val137, Leu141, -9.1
Met167

C.albicans — QX4 Arg76, Asn223 Pheb53, Leu75, Met151, Val186 -10.2
C.albicans — QX5 Arg76 Phe53, Leu75, Val186 -9.2
C. tropicalis — QX4 Arg76, Asn223 Phe53, Leu75, Met151, Val186 -9.9
C. tropicalis — QX5 Arg76 Phe53, Leu75, Val186 -94
A. flavus — QX4 GIn165 Phe55, Val70, Phe73, Tyr74, Val188, -10.0




Leu192

A. flavus — QX5

Pheb5, Ala185, Val188, Leu192

3.2.

Quinolinas

Tabela A.6 — Representagéo das interagdes observadas para os diferentes complexos e seus
respectivos valores de pontuagéo para a melhor posi¢céo. Os valores de score estdo em kcal/mol

Complexo Ligacaode H Interagdes m Score
S. aureus - ligante His18, Arg45, GIn165, Ala25, Val137, Leu160, 10.1
PDB Tyr248 Leu164, lle241 '
. Phe22, Val137, Leu160,
S. aureus - 3B His18, Arg45, Tyr248 Leu164 -9.2
S. aureus - 4B His18, Arg45, Tyr248 Leu160, Leu164 9.3
. . . Phe22, Val137, Leu160,

S. epidermidis - 3B His18, Arg45, Tyr248 Leu164 -9.2
S. epidermidis - 4B His18, Arg45, Tyr248 Leu160, Leu164 -9.3
. Cys44, Val137, Leu141,

P. aeruginosa - 3B Tyr41, Arg45 Met167 9.0
. _ Cys44, Tyr41, Val137,

P. aeruginosa - 4B Leut41, lle243 -8.5

. Glu82, GIn220, Asp227,
C.albicans - 3B Asp231, Arg236 Phe53, Tyr72, Val186 9.4
C.albicans - 4B Glug2 Phess, Tyr72, Leurs, | g,

Val186

L Glu82, GIn220, Asp227,

C. tropicalis - 3B Asp231, Arg236 Phe53, Tyr72, Val186 94
L Pheb53, Tyr72, Leu75,
C. tropicalis - 4B Glu82 Val186 -9.1
Phe55, GIn221, Asn224, Leu192, Val188,

A flavus - 38 Cys298 Met216, Pro301 91
A. flavus - 4B Phe55 Phe73, Leu77, Val188 -8.8




