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Resumo

Esta dissertagcao de Mestrado em Quimica tem como objetivo principal o estudo
estrutural da interagdo de ciclodextrinas e surfactantes com o peptideo
glicil-L-fenilalanina. Quer as ciclodextrinas, quer os surfactantes sdo profusamente
utilizados em formulagdes farmacéuticas e agroquimicas com o objetivo de melhorar a
eficiéncia do principio ativo.

Os estudos centram-se no estudo comparativo da interagdo do peptideo
glicil-L-fenilalanina (Gly-L-Phe) com B-ciclodextrina (B-CD) e dodecilsulfato de sodio
(SDS).

Para ambos os sistemas (peptideo/ciclodextrina e peptideo/surfactante), pretende-
se a determinacao dos locais de interacao dos peptideos com as respetivas moléculas de
aditivo, as alteragcdes conformacionais e as respetivas constantes de associacdo e sua
relagdo com a hidrofobicidade do peptideo. Adicionalmente, este projeto tem também
como objetivo a compreensdo da quimica-fisica de fendmenos de transporte desses
sistemas multicomponente. Assim, propomos um estudo experimental e computacional
abrangente da difusdo mutua isotérmica do peptideo e transportadores isolados e do
peptideo em combinag¢ao com moléculas transportadoras (ciclodextrinas e surfactantes),
visando avaliar in situ constantes de ligagdo termodinamicas para possiveis complexos
peptideo / transportadores e fornecer informagdes abrangentes detalhadas tanto de ordem
cinética como termodindmica para esses sistemas com interesse bioldgico.

As técnicas experimentais utilizadas foram o estudo da difusdo mutua
multicomponente pelo método de dispersao de Taylor; a espectroscopia de RMN uni- e
bidimensional de 'H, 3C e, adicionalmente, a espectroscopia de RMN de ?*Na, em
paralelo com o estudo da espectroscopia de absor¢ao de UV/Vis, espectroscopia de

fluorescéncia e estudos tedricos computacionais.
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Abstract

The objective of this project for my Master’s thesis in Chemistry is the structural
study of the interaction of cyclodextrins and surfactants with the peptide
glycyl-L-phenylalanine. Both cyclodextrins and surfactants are commonly used in
pharmaceutical and agrochemical formulations in order to improve the efficiency of the
active ingredient.

The studies have been focused on the comparative study of the interaction of the
peptide glycyl-L-phenylalanine (Gly-L-Phe) with B-cyclodextrin (B-CD) and sodium
dodecyl sulfate (SDS).

For both systems (peptide / cyclodextrin and peptide / surfactant), it is intended to
determine the sites of interaction of the peptides with the respective additive molecule,
the conformational changes and the respective association constants and their relationship
with the hydrophobicity of the peptide. Additionally, this project also has in view the
understanding of the physical-chemistry of transport phenomena of these
multicomponent systems. With this, we propose a comprehensive experimental and
computational study of the isothermal mutual diffusion of the peptide and isolated
transporters and of the peptide in combination with the carrier molecules (cyclodextrins
and surfactants), aiming to evaluate in situ thermodynamic binding constants for possible
peptide / carrier complexes and provide comprehensive and detailed information on both
kinetics and thermodynamic details for these systems of biological interest.

The experimental techniques used are the study of multicomponent mutual
diffusion by Taylor dispersion; the '"H, 3CNMR spectroscopy and, in addition, the
2’NaNMR spectroscopy; in parallel, we also used UV/Vis absorption and fluorescence

spectroscopy; and complemented by DFT and TD-DFT studies.
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CAPITULO I - Introdugdo

A utilizagdo de peptideos terapé€uticos na induastria farmac€utica aumentou
sustentadamente devido a ampla gama de atividade e especificidade que estes apresentam
e, geralmente, com baixa toxicidade e rapida metabolizagao [1].

A terapéutica peptidica tem desempenhado um papel fundamental na pratica
médica desde o advento da insulinoterapia na década de 1920 e os peptideos continuam

a entrar no desenvolvimento clinico em ritmo constante [1].
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Figura 1.1 — Utilizagdo de peptideos terapéuticos (adaptado de [1]).

E expectavel uma crescente atividade na sintese de novos medicamentos & base
de peptideos, como resultado dos avangos na area da biotecnologia. Decorrente deste
interesse, € necessario estabelecer conhecimentos do comportamento de peptideos
terapéuticos em solu¢do aquosa e na presenga de diferentes agentes transportadores, com
particular relevancia para a sua constante de associacao [2].

Neste trabalho estudaram-se interagdes de um dipeptideo, a glicil-L-fenilalanina,
com dois tipos de transportadores: um composto supramolecular, B-ciclodextrina, € um

agente tensioativo, dodecilsulfato de sddio.
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1.1 Peptideos

Os peptideos consistem em cadeias de aminoacidos ligadas entre si através de
ligagdes peptidicas (ligagdes amida), formando um grupo heterogéneo de compostos
devido ao elevado niimero de aminoacidos naturais diferentes que se encontram na sua
composi¢do e ao tamanho da cadeia dos residuos. Na nomenclatura, sdo adicionados
prefixos aos peptideos consoante o seu numero de aminoacidos, como di-, tri- ou
tetra-peptideo. O termo “oligopeptideo” refere-se a peptideos com 10 ou menos
aminoacidos enquanto que o termo “polipeptideo” se refere a peptideos com pesos
moleculares mais altos. O ponto de transicdo de polipeptideo para proteina ndo estd
exatamente definido, embora se comecem a considerar proteinas com pelo menos cem
residuos [2].

Uma das possiveis aplicagdes dos peptideos € na sintese de estruturas organicas
metalicas biocompativeis e nao-toxicas (MOF'’s). Os peptideos possuem “locais ativos”
onde os catides metalicos se podem ligar para formar diferentes MOF’s [3]. A capacidade
de complexacgdo dos dipeptideos com os 1des metalicos permite o melhor entendimento
de processos de hidrolise de proteinas [4] e remogao de ides metalicos em aguas residuais
[5]. Outro tipo de utilizacdao, ¢ sob a forma de substrato para encapsular e libertar

farmacos, atuando como ancoras entre o transportador e o farmaco [5].

1.1.1 A glicil-L-fenilalanina

A glicil-L-fenilalanina (Gly-L-Phe) ¢ um dipeptideo que tem na sua composi¢ao
dois aminoacidos diferentes, a glicina ¢ o residuo de L-fenilalanina. A sua féormula
molecular é C11H14sN2O3 e tem um peso molecular de 222,24 (g mol™"). Encontra-se
referenciada nos sistemas americano e europeu como CAS 3321-03-7 e EC 222-027-9,
respetivamente.

Este dipeptideo ¢ resultante do produto incompleto da digestdo ou catabolismo
proteico. E sabido que alguns dipeptideos apresentam efeitos fisiologicos ou de
sinalizagdo celular, sendo que a maioria sao simples intermediarios de vida curta a
caminho de vias especificas de degradacdo de aminoacidos apos protedlise adicional. Este
dipeptideo ainda ndo foi identificado em biofluidos ou tecidos humanos sendo, por isso,

classificado como um metabolito “esperado” [6].
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As carateristicas dos aminoacidos influenciam a sua protonagdo e desprotonagao,
pois encontram-se em solucao sob a forma zwitteridnica, que tanto pode aceitar como
doar protdes [7]. No Esquema 1.1, encontram-se representadas as varias formas
protonadas da Gly-L-Phe em fung¢do do pH. Como se pode verificar, a pH baixo a
Gly-L-Phe encontra-se protonada (CO;H e NH3"), a pH intermediario sob a forma
zwiteridnica e a pH elevado encontra-se desprotonada (CO;” e NH>). Os valores de pKai

e pKa2 sdo0 3,23 e 8,11, respetivamente [8].

) 0]

)
YNH; YNH'; Y\ NH,
©/£NH ©/£NH . _NH
0) Ky e) o Ka o)/io

OH

Glicil-L-Fenilalanina® Glicil-L-Fenilalanina Glicil-L-Fenilalanina

Esquema 1.1 — Representacdo esquemadtica das varias formas protonadas da

glicil-L-fenilalanina em fun¢do do pH, a pH baixo, intermédio e elevado, respetivamente.

1.2 A quimica supramolecular

A quimica molecular — a quimica da ligagcdo covalente — preocupa-se em descobrir
e dominar as regras que conduzem as estruturas, propriedades e transformacodes de
espécies moleculares. A quimica supramolecular foi definida por Jean-Marie Lehn, que
recebeu o Prémio Nobel em 1987 [9], e pode ser definida como "a quimica para além da
molécula", com sistemas quimicos organizados de maior complexidade que resultam da
associacdo de duas ou mais espécies quimicas que interatuam através de forcas
intermoleculares ndo-covalentes, tais como, intera¢des hidrofébicas, forcas eletrostaticas,
ligagdes de hidrogénio e interagdes de Van der Waals. Como ¢€ sabido, este tipo de forcas
sdo bastante fracas, mas como sao estabelecidas em elevado nimero para um mesmo
sistema, formam-se alteragdes nas propriedades dos constituintes dessa mesma
associagao [10, 11].

O trabalho na quimica supramolecular moderna abrange, ndo sé sistemas de
inclusdo (host-guest), como também dispositivos e maquinas moleculares,

reconhecimento molecular — como auto-agregacao (self-assembly) e auto-organizacao
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(self-organisation) — e tem interfaces com o aparecimento de matéria complexa e
nanoquimica. E importante sublinhar que as reagdes de self-assembly e de
self-organisation dependem apenas das informagdes intrinsecas, contidas na estrutura dos
componentes moleculares [12].

A formacgdo de complexos supramoleculares contendo peptideos ¢ de elevada
importancia, pois estes complexos podem ser aplicados em diversas areas como, por
exemplo, catalise [13] e utilizagdo como sensores [14]. A interagdao da Gly-L-Phe com os
diferentes macrociclos ja foi relatada em estudos de interagcdo entre p-sulfonato de sodio
calix[4]areno : Gly-L-Phe que levaram a formacdo de um complexo 1 : 1 com uma
constante de associa¢do de K = 1698 mol-' dm?. Nesse estudo, também se verificou que
um aumento no tamanho do anel do macrociclo levava a uma constante de associagao de
1905 mol'! dm?. Esta pequena mudanga sugere que a interagdo do grupo fenil com o anel

do macrociclo ndo desempenha o papel principal no processo de complexagao [15].

1.2.1 Quimica host-guest

A quimica host-guest ¢ uma face da quimica supramolecular. Reporta-se a duas
ou mais moléculas, o host (espécie hospedeira) e o guest (espécie incluida), que estao
envolvidas em interagdes ndo covalentes para formar um complexo supramolecular. De
acordo com Cram [16], o componente 4ost ¢ uma molécula ou ido cujos locais de ligagao
convergem no complexo, enquanto que o componente guest (sendo o mais pequeno entre
os dois), ¢ qualquer molécula ou 130 cujos locais de ligagdo divergem no complexo. Este
tipo de complexacao gera, usualmente, diferencas de comportamento significativas que
podem ser vistas como vantagens no processo farmacéutico, tal como o aumento da
solubilidade em agua. Posteriormente, o guest pode sair para um meio para o qual tenha
mais afinidade, algo que ndo acontece com as ligagdes covalentes. Esta saida pode ser
modulada pela cinética de libertagdo, algo que ¢ aplicado, por exemplo, a perfumes para

manterem o cheiro durante mais tempo [17].

1.2.2 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos compostos por seis, sete ou

oito unidades de a-glucopiranose, para a-, - ou y-ciclodextrinas (as mais comuns),



CAPITULO I — Introdugio

respetivamente (Figura 1.2). As ciclodextrinas sdo soliveis em dgua e insoltiveis na maior
parte dos solventes organicos, contudo a sua solubilidade aumenta com o aumento da
temperatura [18]. Como consequéncia do seu arranjo espacial, a sua cavidade ¢
relativamente hidrofébica enquanto a superficie externa ¢ hidrofilica. Devido a esse
carater nao polar relativo da cavidade em comparacao com o exterior polar, as CDs podem
formar complexos de inclusdo com uma ampla variedade de moléculas como, por
exemplo, as que contém grupos aromadticos, predominantemente devido a interagdes

hidrofébicas [19, 20].

OH
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Figura 1.2 — Representacdo esquematica dos oligossacarideos ciclicos a-, B- e

y-ciclodextrina, respetivamente (a), (b) e (c).

As CDs apresentam uma estrutura de cone truncado com cavidades internas que
variam entre 5 a 8 A. As ligagdes carbono / oxigénio no anel apontam para o interior
formando uma cavidade hidrofobica. Os pares de eletrdes nao-ligantes das ligagdes

glicosidicas encontram-se direcionados para o interior da cavidade, gerando uma alta
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densidade de eletrdes, conferindo-lhe um caracter basico de Lewis. Os grupos hidroxilo
primarios e secundarios localizam-se nas arestas estreitas e largas, respetivamente, do
cone truncado. Como resultado do arranjo espacial dos grupos funcionais nas moléculas
de ciclodextrina, a cavidade apresenta um caracter relativamente hidrofobico, enquanto
as superficies externas sdo hidrofilicas [19]. E devido & sua estrutura e cavidade
hidrofobica que as CDs formam compostos de inclusdo com uma extensa variedade de
moléculas. A Unica carateristica, aparente, dos guests ¢ possuirem uma dimensao que
permita que entrem, parcial ou totalmente, na cavidade das CDs [11].

E possivel formar complexos de inclusdo com diferentes estequiometrias, sendo
asmaiscomuns 1:1,1:2,2:1e2:2 (complexo CD : espécie incluida), dependendo
do tamanho e das carateristicas estruturais do complexo em relagdo a cavidade da espécie
incluida [11]. A ligacdo € cooperativa e ocorre se o numero de locais de ligacdo de uma
macromolécula que sdo ocupados por um tipo especifico de ligando ¢ uma funcao nao
linear da concentragao desse ligando. Isso pode ser devido, por exemplo, a uma afinidade
que depende da quantidade de ligando que se encontra ligado. A cooperatividade pode
ser positiva (supralinear) ou negativa (infralinear), sendo observada nas proteinas, mas os
acidos nucleicos também a podem apresentar. A ligacdo cooperativa demonstrou ser o
mecanismo subjacente a uma grande variedade de processos bioquimicos e fisiologicos

[21].

1.2.1.1 B-ciclodextrina

A formula molecular da B-ciclodextrina (B-CD) ¢ CsH70035 € tem um peso
molecular de 1134,98 (g mol'). Encontra-se referenciada nos sistemas americano e
europeu como CAS 7585-39-9 e EC 231-493-2, respetivamente.

Entre os diferentes tipos de ciclodextrinas, a B-ciclodextrina ¢ uma das mais
utilizadas, devido a sua relativa facilidade de sintese, ao seu baixo custo e, também, ao
tamanho da cavidade interna na qual um elevado nimero de moléculas ¢ inserida. No
entanto, a B-CD apresenta uma grande desvantagem perante as o- ¢ y-CDs, uma baixa
solubilidade em agua. Esta carateristica ¢ frequentemente discutida em termos da forca
de ligacdo das moléculas no estado cristalino e da ligagdo intramolecular do hidrogénio
no anel da B-CD, impedindo a formagao de ligacdes de hidrogénio com as moléculas de

agua circundantes [19]. Isto deve-se ao facto de a B-CD, nos grupos hidroxilo C2 e C3,
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das unidades adjacentes a-D-glucopiranosil se orientarem de maneira a terem uma
interacado maxima entre si, comparativamente com as outra CDs. O anel da a-CD ¢ mais
tenso, o que resulta em grupos hidroxilo mais distantes, permitindo-lhes uma maior
interacao com a agua, proporcionando uma maior solubilidade. No caso da y-CD, o anel
¢ menos tenso do que os das a- e B-CDs, o que provoca uma menor interagao dos grupos
hidroxilo entre si € uma maior interagao com a agua [18].

No laboratorio da Doutora Ana Ribeiro, foram medidos coeficientes de difusao
mutua ternarios de B-CD e espécies incluidas a 298,15 K. No ano de 2009, os coeficientes
de difusdo mutua ternarios de B-CD e cafeina [22]; e em 2015, de solugdes aquosas de
B-CD com um farmaco, a levodopa, onde, complementarmente, foram realizados os
espectros RMN de 'H [23]. Os coeficientes de difusdo foram medidos com vista a uma
melhor compreensao da estrutura € comportamento termodindmico das espécies em

solugao.
1.3 Agentes tensioalivos

A palavra surfactante refere-se a um agente ativo de superficie (tensioativo), €
significa, literalmente, ativo numa superficie. Estes compostos quimicos reduzem a
tensao superficial quando adicionados a um solvente ou solucao. Quanto maior for o
empacotamento das moléculas da interface, maior sera a reducao da tensao na superficie,
o que significa que os surfactantes sdo estabilizadores de interfaces [24]. O termo
interface denota um limite entre duas fases imisciveis; o termo superficie indica que uma
das fases ¢ um gas. Os surfactantes podem adsorver em cinco interfaces diferentes: so6lido
— vapor; solido — liquido; sélido — sélido; liquido — vapor; liquido — liquido, sendo as mais
comuns as que envolvem uma fase liquida (agua, no caso de sistemas aquosos) [25].

Na Tabela 1.1 encontram-se alguns exemplos de interfaces que envolvem uma

interface liquida [25].
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Tabela 1.1 — Exemplos de interfaces, envolvendo uma fase liquida (adaptado de [25]).

Interface Tipo de sistema Exemplo de produto
Soélido — Liquido Suspensao Tinta
Liquido — Liquido Emulsao Leite, nata
Liquido — Vapor Espuma Creme de barbear

As moléculas de surfactante sao substancias anfifilicas, ou seja, apresentam, pelo
menos duas partes: uma que ¢ soluvel num determinado fluido (parte lidfila) e outra
insoluvel para esse mesmo fluido (parte li6foba). Para solucdes aquosas, referimo-nos
como partes hidrofilica e hidrofobica, respetivamente. Refere-se a parte hidrofilica como
o grupo principal, a “cabega” polar, que corresponde a grupos quimicos fortemente
polares ou carregados; e a parte hidrofobica, comumente designada por “cauda”, ¢
integrada por uma ou mais cadeias hidrocarbonadas, lineares ou ramificadas, saturadas
ou insaturadas, com um comprimento entre os 8 e 20 atomos de carbono, podendo ser
alifatica, aromatica ou uma conjugacdo das duas [24]. As moléculas anfifilicas
apresentam duas propriedades muito importantes: auto-agregagao (formacao de micelas)
e adsor¢do a interfaces e superficies. A Figura 1.3 representa, esquematicamente, uma
molécula de surfactante. Para a forma micelar, o grupo hidrofobico do surfactante ¢
direcionado para o interior do aglomerado e a “cabeca” polar ¢ direcionada para o
solvente também polar [25]. E necessario considerar a estrutura quimica e a carga

associada as partes hidrofilicas das moléculas de surfactante. Podem dividir-se em quatro

classes: cationicos, anidnicos, nao-idnicos e zwiterionicos [26].

Zona hidrofilica Zona hidrofdbica

Figura 1.3 — Representag¢ao esquematica de uma molécula de surfactante.

Quando em solucdo, a parte hidrofilica da molécula de surfactante ¢ fortemente
ligada as moléculas de solvente, o que faz com que as forcas de repulsdo entre as partes
hidrofobica e solvente se tornem pouco significantes. Assim sendo, as moléculas na

superficie e no interior alinham-se de forma a que a parte hidrofilica fique virada para o
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solvente e a parte hidrofébica o mais afastada possivel. Assim, os monomeros de
surfactante no interior da solugdo vao agrupar-se e formar agregados de forma esférica,
cilindrica ou lamelar. As micelas, por sua vez, ndo sao as Unicas estruturas constituintes
em solug¢do surgindo, também, micelas invertidas (agregados de moléculas de surfactante
em meio apolar, formando micelas com as “cabegas” polares orientadas para o interior e
“caudas” para o exterior [25, 27]); membranas ou bicamadas (duas monocamadas de
moléculas paralelas com as cadeias carbonadas orientadas umas para as outras [25]);
vesiculas (surfactantes de bicamadas com duas fases aquosas distintas, uma no centro e
outra no exterior [28]); ou microemulsdes bicontinuas (dispersdes termodinamicamente
estaveis de 6leo e agua [29]). As vesiculas e as micelas podem, ainda, formar estruturas
cilindricas [24].

O grupo polar dos surfactantes ¢ o grupo determinante das propriedades
fisico-quimicas de um surfactante, embora estes também dependam do comprimento da
cadeia carbonada, das suas ramificagdes e da posicdo do grupo polar ligado a cadeia
hidrocarbonada [24]. Ao medir as diferentes propriedades fisico-quimicas das solugdes
aquosas de um surfactante, que ¢ suficientemente polar para ser solivel em agua até uma
concentragdo relativamente alta, ¢ possivel encontrar algumas peculiaridades para um
surfactante i6nico. Por exemplo, a tensdo superficial, assim como a pressao osmotica,
assumem um valor aproximadamente constante, enquanto a auto-difusao (self-diffusion)
comeca a diminuir. Isto sugere que ha uma mudanga de uma solugcdo que contém
moléculas ou ides de surfactantes simples, i.e., unimeros, para uma solucdo onde o
surfactante se comporta cada vez mais como um estado self-assembled ou self-associated
[25].

Como antes referido, outra propriedade fundamental dos surfactantes ¢ a
tendéncia de os unimeros em solucao formarem agregados — as micelas. A formacao das
micelas, micelizacao, € um mecanismo alternativo a adsor¢ao nas interfaces, que remove
os grupos hidrofobicos do contacto com a dgua, reduzindo a energia livre do sistema. Os
surfactantes autoagregam-se de forma espontanea, quando nao pode haver mais unimeros
a superficie, atingindo um equilibrio entre os unimeros que se encontram a superficie e
em solucdo. Este processo ¢ de elevada relevancia pois as moléculas de surfactante tém
diferentes comportamentos na forma micelar e na forma de unimeros livres em solugao.
As micelas sdo formadas em concentragdes baixas de surfactante em agua. A
concentragdo para a qual as micelas se comecam a formar ¢ denominada de concentragao

micelar critica (CMC) [25]. As formas mais comuns de medir a CMC ¢ através da tensao
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superficial, da solubilizacdo de um composto que outrora era insoluvel ou através da
condutividade (para moléculas anfifilicas i6nicas). Depois de se atingir a CMC, comega

a haver formacgao de micelas.

1.3.1 Dodecilsulfato de sodio (SDS)

As propriedades de moléculas anfifilicas, tais como a adsor¢do a interfaces,
self-assembly, formagdo micelar, etc., desempenham um importante papel em aplicagdes
industriais, alterando as suas fungdes biologicas, podendo ser utilizadas como farmacos,
detergentes, cosmética, etc. Ao variar a estrutura molecular dos surfactantes e outras
condigdes (presenca de sais, pH, temperatura, entre outros), altera-se a CMC e outras
propriedades do sistema [26].

O dodecilsulfato de sodio (SDS ou NaDS) ¢ um surfactante anidnico pertencente
aos surfactantes de alquilsulfatos. E um composto organico sintético (sal) que apresenta
uma estrutura anfifilica composta por um grupo organossulfato anionico (cadeia da cauda
com doze atomos de carbono) ligado a um grupo sulfato [26]. A sua formula quimica ¢
representada por CH3(CH2)110OSO3Na e tem uma massa molecular igual a 288,38
(g mol™") (Figura 1.4). Encontra-se referenciada nos sistemas americano e europeu como

CAS 151-21-3 e EC 205-788-1, respetivamente.

o\S /o
Na 6/ \o/\/\/\/\/\/\CHS

Figura 1.4 — Representagao de uma molécula de dodecilsulfato de sddio (SDS).

Os surfactantes anionicos sdo considerados a maior classe de surfactantes e nao
sdo, geralmente, compativeis com os surfactantes cationicos (apesar de existirem algumas
excecoes). Os grupos polares sao o carboxilato, sulfonato e fosfato. Estes surfactantes sao
sensiveis a agua dura, i.e., 4gua que contém uma quantidade elevada de sais dissolvidos,
particularmente de calcio e magnésio.

O SDS ¢ amplamente utilizado a nivel industrial e, também, em diversos estudos

devido as suas propriedades fisico-quimicas, podendo ser encontrado em produtos de

11
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utilizacao diaria, tais como, pastas de dentes, detergentes, etc. Assim sendo, considera-se
que o SDS pode funcionar como agente de limpeza emulsificador.

Existem algumas técnicas que permitem o calculo da CMC, entre elas, as medidas
de auto-difusdo e difusdo mutua [30], RMN e espectroscopia de fluorescéncia. E sabido
que a CMC diminui drasticamente com o aumento do comprimento da cadeia alquilica
do surfactante [25]. O valor da concentra¢do micelar critica para o SDS ¢ 8,3 x 10~ mol
dm™ [31].

Neste mesmo laboratorio, foram medidos coeficientes de difusdo mutua ternarios
de SDS e espécies incluidas a 298,15 K. Em 2001, os coeficientes de difusao mutua
ternarios de SDS ¢ sucrose [32]; e em 2005, relativos a interacdo de SDS com um
polimero, utilizando-se a técnica de espectroscopia de RMN e espectroscopia de

fluorescéncia [33].
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Neste capitulo ¢ feita uma descricdo dos reagentes e equipamentos que foram

utilizados para a realizagao das atividades experimentais que integram este trabalho.

2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho foram a glicil-L-fenilalanina (Gly-L-Phe)
(= 99%), a B-ciclodextrina (-CD) (> 97%) e o dodecilsulfato de sodio (SDS) (98,5%),
todos eles em estado solido. Estes reagentes foram fornecidos pela Sigma-Aldrich. As
solucdes aquosas foram preparadas com agua ultra-pura Tipo I, produzida localmente
(Millipore mod. Direct Q® 3UV-R, 18,2 Qm a 298,15 K). No sistema Gly-L-Phe : f-CD,
para a obtencao dos espectros de RMN, foram preparadas solugcdes em D>O (0,999,
Aldrich) ou solugdes em H>O/ D20 (30%) de Gly-L-Phe e B-CD, assim como solu¢des
de Gly-L-Phe na presenga de B-CD. Para o sistema Gly-L-Phe + SDS, preparam-se
solucdes em D0 de Gly-L-Phe e de SDS, assim como solugdes de Gly-L-Phe na presenga
de SDS.

2.2 Metodologia e preparacao das solucoes

Nos procedimentos experimentais deste trabalho foram utilizadas quatro técnicas
analiticas: o método de dispersdo de Taylor, a espectroscopia de RMN, a espectroscopia

de fluorescéncia e os estudos computacionais.

2.2.1 Medidas de coeficientes de difusao matua (Método de

dispersao de Taylor)

Foram preparadas diversas solugdes aquosas de B-CD e Gly-L-Phe (com as
concentragdes que se indicam nas tabelas do Capitulo III) utilizando agua ultra-pura Tipo
I, conforme antes referido. Para cada experiéncia de difusdo de sistemas binarios foi
necessaria a preparagdo de duas solucdes — a solugao de fluxo e a solugdo de injegao — e,
no caso da difusdo para sistemas ternarios, foi necessaria a preparacao de trés solucdes

diferentes — a solucao de fluxo e duas solucdes de injecao.
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Todo o material de vidro (Classe A) foi cuidadosamente lavado e enxaguado com
duas passagens de agua destilada e uma passagem com agua ultra-pura Tipo I. O material
foi seco em estufa a 50 °C e arrefecido em local protegido.

O método de dispersao de Taylor para a medicdo de coeficientes de difusao
fundamenta-se na dispersao de amostras de solucdo injetadas num fluxo laminar de
solvente puro (ou solug¢des de diferente composi¢do), que se movimentam num longo
tubo capilar cilindrico.

A instalagdo encontra-se representada na Figura 2.1. Um fluxo de 0,23 ¢cm? min™!
(de solvente puro ou solugdo) ¢ gerado por uma bomba peristaltica de precisao (Gilson
model Minipuls 3). Uma valvula de injecao de seis entradas (Rheodyne model 5020) foi
utilizada para introduzir amostras de 0,063 cm?® de soluc¢do no fluxo laminar. O tubo de
dispersdo (VFW, teflon, comprimento (3279,9 + 0,1) cm e raio interno (0,0322 £ 0,0003)

cm ¢ mantido a temperatura de (25,00 £ 0,01) °C num termostato de ar [34].

COEFICIENTE
DE DIFUSAO
VALVULA DE

6 ENTRADAS

VOLTIMETRO
DIGITAL

COMPUTADOR TERMOSTATO DE AR

AMOSTRA

CELULA DE
REFERENCIA

CELULA DE

6 AMOSTRA .
— =%
TUBO DE DISPERSAO

BOMBA

PERISTALTICA > ~ @
SOLUCAO FONTE n_ § | ‘ ‘/ -]

W DE FLUXO DE LUZ

Figura 2.1 — Esquema funcional do sistema de dispersdao de Taylor (Fonte: Luis

Verissimo).

No extremo distal do tubo ¢ instalado um refratometro diferencial (Waters mod.
2410) para monitorizagao da dispersao. O detetor gera tensdes, V' (t), que sao medidas em
intervalos de 15 segundos com um voltimetro digital (4gilent mod. 34401A). Para cada

medida sdo tomadas cinco leituras de V (t). Os valores extremos, maior € menor, sao
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desprezados, sendo feita a média dos trés valores intermédios que ¢ guardada no sistema
informatico.

Antes de cada experiéncia, foi realizada uma limpeza do sistema e passagem de
agua até estabilizar a linha de base. De seguida ¢ bombeada a solugcdo de fluxo até
estabilizar, novamente, a linha de base.

De seguida, insere-se uma seringa de 3 mL para encher o /oop da amostra com a
solugdo que sera dispersa. E de extrema importancia que, durante este periodo de tempo
em que se efetua a injecao, esteja certificado que ndo se encontra nenhuma bolha de ar.
Ao acionar a valvula, o fluxo passa a interagir com a amostra, iniciando a difusao.

O detetor tem duas células, uma célula de referéncia dindmica no extremo
proximal do tubo onde o fluxo passa continuamente; e uma célula de amostra no extremo
distal do tubo. Esta instalagdo permite minimizar os efeitos de velocidade na refragao
medida pelo detetor. Os coeficientes de difusdao, D, sdo estabelecidos pelo ajuste da

equagao de dispersao as tensdes medidas (Equagao 2.1) [20].

t

1z [-12D (t —tg)?
V() = Vo + Vi t+ Vs (7’*) exp[ (t = tr)

r2t

2.1)

Os parametros da equagao sao o tempo médio de retengdo da amostra, #, 0 maximo
de tensdo no pico, Vmax, a tensdo da linha de base, Vo, o declive da linha de base, Vie o
raio interno do tubo de dispersao, r.

Durante o percurso de difusdo, a amostra sofre dispersao, difundindo nas duas

interfaces com o fluxo — anterior e posterior (Figura 2.2).

Figura 2.2 — Difusdo radial da amostra difundente, na injecao e em difusao (Fonte: Luis

Verissimo).
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Por fim, o perfil de saida ¢ estatisticamente tratado através do método de minimos
desvios quadrados, onde se obtém o valor para o coeficiente de difusdo mutua, D. Este

perfil de tensdes de dispersdo de uma amostra tipica encontra-se retratado na Figura 2.3.

~an
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Figura 2.3 — Perfil de tensdes a saida da dispersdao de uma amostra (Fonte: Luis

Verissimo).
2.2.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Para ambos os sistemas, todos os espectros de RMN de 'H, '3C e **Na foram
obtidos num espectrometro de RMN de 500 mHz (Bruker Avance 111 HD) instalado se
no Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra, operando a 500,13 MHz ('H),
125,75 MHz (*C) e 132,29 MHz (**Na). O sinal do fert-butanol foi usado como
referéncia interna nos espectros de 'H e 3C (8 = 1,3 ppm e 8 = 31,2 ppm, respetivamente,
relativamente ao TMS), enquanto para os espectros de >*Na foi usado como referéncia
externa o sinal do espectro de **Na de uma solu¢do de NaCl 0,1 mol dm> em D-O.

Também para ambos os sistemas, os valores de pH* das solugdes, que se encontram
incluidos nas legendas dos espectros e respetivas tabelas, foram medidos utilizando um

medidor de pH a temperatura ambiente, apds padronizagdo com tampdes aquosos (H>O)

[35].
Para o sistema Gly-L-Phe : B-CD, numa fase prospetiva do trabalho, foram

preparadas solugdes de B-CD 10 mmol dm, pH* 6,5; Gly-L-Phe 10 mmol dm™, pH* 6,2;
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e Gly-L-Phe : B-CD (10 : 10) mmol dm™, pH* 6,3 e obtidos os respetivos espectros de
"He¥Ca298,15K.

A determinagao da estequiometria do complexo Gly-L-Phe : -CD, determinada
pelo método de variagdo continua (grafico de Job) [36, 37, 38], envolveu a preparagdo de
varias solugdes contendo tanto o Gly-L-Phe como a B-CD em diferentes proporgdes
mantendo constante a concentragdo total [Gly-L-Phe] + [B-CD] igual a 8 mmol dm™,
para cada solucao. Assim, prepararam-se as solucdes-mae de -CD e Gly-L-Phe, ambas
com concentragdes 8 mmol dm™. A partir destas, prepararam-se solugdes de Gly-L-Phe /
B-CD com concentragdes (6 : 2) mmol dm™, (1 : 7) mmol dm™3, (2 : 6) mmol dm3, (3 : 5)
mmol dm™3, (4 : 4) mmol dm™, (5 : 3) mmol dm™, (3,33 : 2,67) mmol dm™ ¢ (6 : 2) mmol
dm?3, respetivamente. Para a determinagdo da constante de associagdo prepararam-se as
solugdes-mie de B-CD e Gly-L-Phe com concentragdes 10 mmol dm™ e 5 mmol dm,
respetivamente. A partir das solugdes-mae prepararam-se oito solucdes diferentes de
Gly-L-Phe a variar de (0,5 a 5) mmol dm™.

Relativamente ao sistema Gly-L-Phe : SDS, procedeu-se de modo analogo.
Assim, determinou-se a estequiometria do complexo Gly-L-Phe : SDS, determinada pelo
mesmo método referido anteriormente, abaixo e acima da CMC do SDS, preparando-se
solugdes de Job com concentragdes totais de [Gly-L-Phe] + [SDS] 7,0 mmol dm e 40,0
mmol dm™3, respetivamente.

Para a determinacdo da constante de associagdo, prepararam-se duas
solu¢des-mie de Gly-L-Phe e SDS com concentra¢des 200 mmol dm ¢ 100 mmol dm3,
respetivamente. A partir da solugdo-mae da Gly-L-Phe, prepararam-se sete solucdes
diferentes, variando a concentragio de Gly-L-Phe entre 0 ¢ 100 mmol dm™ e, a partir da
solu¢do-mie do SDS, preparam-se sete solugdes de igual concentragdo, 20 mmol dm.

Os espectros de RMN de 'H e de #*Na (500,13 e 132,29 MHz, respetivamente)
foram obtidos num espectrémetro Bruker Avance III HD NMR. Obtiveram-se, também,
os espectros unidimensionais de sodio (*Na) e espectros bidimensionais de RMN de
NOESY. O sinal do tert-butanol e o sinal do espectro de *Na para uma solucio de 0,1
mol dm em DO foram usados como referéncia interna (8 = 1,3) e referéncia externa em
relagdo ao TMS, respetivamente.

Para os espectros de RMN de !*C foram preparadas solugdes H>O ou D>O, com

um desvio relativamente ao TMS de 31,2 ppm.
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2.2.3 Espectroscopia de fluorescéncia

Para o sistema Gly-L-Phe : B-CD, foram preparadas duas solugdes-mae, uma de
B-CD e outra de Gly-L-Phe, com 10 mmol dm™ ¢ 5 mmol dm™, respetivamente. A partir
das solugdes-mae prepararam-se oito solucdes diferentes, variando a concentragcdo de
B-CD entre 0,01 ¢ 5 mmol dm™ e mantendo constante a concentra¢do de Gly-L-Phe, igual
a 1 mmol dm™. Estas solu¢des foram preparadas com 4gua ultra-pura do Tipo .

O mesmo se sucedeu para o sistema Gly-L-Phe : SDS, onde se prepararam duas
solu¢des-mie, uma de SDS e uma de Gly-L-Phe, com concentragdo igual a 10 mmol dm™
e 5 mmol dm™, respetivamente. Procedeu-se, de igual forma, a titulagdo onde se manteve
a concentrac¢do de Gly-L-Phe constante e igual a 5 mmol dm, variando-se a concentra¢do
de SDS, entre 0,01 e 5 mmol dm™.

As medidas de absor¢do e de fluorescéncia no estado estacionario foram
realizadas em espectrometros Cary mod. 5000 UV-Vis-NIR e Horiba-Jobin-Yvon mod.

Fluoromax 4, respetivamente.

2.2.4 Estudos computacionais

As estruturas iniciais de Gly-L-Phe e B-CD foram obtidas no Cambridge
Crystallographic Data Center, CCDC [39]. As estruturas foram otimizadas ao nivel da
teoria dos funcionais da densidade (Density Functional Theory, DFT) com o funcional
B3LYP [40-42] (funcional de troca de trés parametros de Becke [40] combinado com o
funcional de correlagdao de Lee, Yang e Parr [41]). A base utilizada para os calculos foi
3-21G(d). Foram realizados dois modelos iniciais do complexo de inclusao Gly-L-Phe :
B-CD. Estes modelos foram concebidos colocando a molécula guest no centro da
cavidade de B-CD, orientada pela perpendicular ao plano definido pelos atomos de
oxigénio das ligagdes glicosidicas. No modelo 1, o grupo fenil da molécula guest esta
direcionado para os grupos hidroxilo priméarios da f-CD. No modelo 2, o grupo fenil da
molécula guest esta direcionado para os grupos hidroxilo secundarios da B-CD. Ambos
os modelos foram otimizados pela teoria DFT B3LYP/3-21G(d) [20].

Para ser possivel simular computacionalmente o efeito do solvente na geometria
da molécula, utilizaram-se os modelos de meio continuo polarizavel (PCM) com a

(Integral Equation Formalism Polarizable Continuum Model, IEFPCM) [43, 44, 20].
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O célculo das frequéncias de vibragao do oscilador harmoénico foi feito, de igual
modo, para todas as geometrias otimizadas, com o objetivo de confirmar se os pontos
estaciondrios a superficie da energia potencial sao minimos verdadeiros. Todos os

calculos foram realizados com o programa GAUSSIAN 16 [45, 20].
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SISTEMA GLICIL-L-FENILALANINA +
B-CICLODEXTRINA

3.1 Método de dispersao de Taylor

A difusdo ¢ um processo irreversivel e espontaneo de transporte de particulas
através de um meio, podendo ocorrer em qualquer estado da matéria [46]. A existéncia
de um gradiente de concentracdo no interior de uma solugdo livre de correntes de
conveccdo provoca um fluxo de matéria que tende a anular esse mesmo gradiente, isto &,
tende a restaurar o equilibrio. Pode dizer-se que a forca responsavel pelo fenomeno da
difusdo ¢ o gradiente de potencial quimico da substancia difundente que, sendo
quantificado em solugdes ideais pelo gradiente de concentragdo a temperatura constante,
nao o ¢ para solugdes reais. Desta forma, indicam-se duas aproximagdes para descrever a
difusdo isotérmica: a termodindmica aplicada a processos irreversiveis e as leis de Fick.
Neste trabalho foi estudada a difusdo mutua, também conhecida por interdifusao, que ¢
amplamente estudada para fornecer informagdes fundamentais sobre o transporte de i0es
e moléculas em solucao [47].

A medida quantitativa do processo de difusdo num sistema binario ¢ expressa pelo
coeficiente de difusao que, de acordo com a primeira lei de Fick [48], ¢ identificado como
a constante de proporcionalidade na relagdo linear entre o fluxo de matéria e o gradiente
de concentracao.

O tratamento matematico da difusao foi realizado, primeiramente, por Fick. O seu
modelo descreve a difusdo de solucdes de eletrolitos ¢ nao eletrdlitos, na auséncia de
campos elétricos e de conveccao [48]. Sdo suas as equacdes que descrevem a primeira e

a segunda leis de Fick (Equacdes 3.1 e 3.2).

J= —Dgradc (3.1)

d
a—i = div (D grad c) (3.2)
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sendo J a velocidade de transferéncia da substancia difundente por unidade de volume, ¢
a concentragdo genérica da mesma substancia, ¢ o tempo e D o coeficiente de difusao [46].

Os sistemas multicomponentes (ternarios, quaternarios, quindrios) podem ser
estudados por abordagens experimentais laboriosas, € o nimero de coeficientes de
difusdo, Dix, aumenta com a complexidade do sistema [49].

O método de dispersao de Taylor foi utilizado para estimar os coeficientes de
difusdo de solucdes aquosas dos sistemas ternarios glicil-L-fenilalanina (Gly-L-Phe) +
B-ciclodextrina (B-CD) + H»O e os respetivos coeficientes de difusdo binarios de cada

componente em fluxo de dgua, a 298,15K.

3.1.1 Difusao em sistemas binarios: medicao e sua

interpretacao

O modelo de Fick pode ser descrito para sistemas bindrios, isto ¢, sistemas com
dois componentes — solvente e soluto — resultando deste tratamento um coeficiente de
difusdo binario, D, que descreve o transporte nas condigdes enunciadas [47].

Os resultados que foram obtidos para os coeficientes de difusdo binaria, D, da
Gly-L-Phe em solugdes aquosas a concentracao infinitesimal e a concentracdes finitas
encontram-se representados na Tabela 3.1.

A curva de ajuste dos dados experimentais ¢ descrita pela Equagdo 3.3, compativel
com o facto de ser uma solu¢ao de nao-eletrolito muito diluida. O valor limite do
coeficiente de difusdo a concentracdo infinitesimal, D’, fica estabelecido a 7,66 x 10710

m? s,
D/(10° m? sy = 0,766 — 1,126¢ R2=0,993 (3.3)

Da anélise da Tabela 3.1 podemos dizer que a imprecisao das medidas ¢ inferior
a 1%. Para além disso, pode observar-se que a variagdao dos coeficientes de difusdo para
o intervalo de concentrac¢do estudada, 0,0010 < ¢ < 0,010 mol dm=3, é muito pequena
(cerca de 1,3% para todo o intervalo de concentracdo), sugerindo que ndo ocorrem

interacdes dipeptideo-dipeptideo.
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Tabela 3.1 — Valores médios de coeficientes de difusdo, D, de glicil-L-fenilalanina em
solucdes aquosas e a diferentes concentragdes, ¢, e respetivos desvios-padrdao

experimentais dos valores médios de coeficiente de difusdo, Sp, a 298,15 K.

Concentracao da solucao

(D % Sp) / (10°m? s1) Cv®/ %
de fluxo, ¢/ (mol dm™)

0,0000 0,766% -

0,0010 0,765 £ 0,003 0,39
0,0025 0,763 £ 0,004 0,52
0,0050 0,760 + 0,003 0,39
0,0075 0,757 £0,002 0,26
0,0100 0,755 £ 0,004 0,53

2 Estimativa do coeficiente de difusdo a concentragdo infinitesimal obtido da equagdo de ajuste (3.3) aos
dados experimentais, D.

® Cv representa o coeficiente de variagdo da média dos resultados experimentais, usualmente denominado
como imprecisio.

Comparando o Dy deste dipeptideo com o dos seus aminoacidos constituintes, ¢
possivel concluir que os coeficientes de difusdo experimentais a concentracao
infinitesimal para a Gly-L-Phe sdo inferiores aos obtidos nas mesmas condi¢des para a
glicina (D’ = 1,06x10~° m? s™! [50]). No entanto, é necessario salientar o facto de que o
coeficiente de difusdo a concentracao infinitesimal da fenilalanina ¢ da mesma ordem do
obtido por Umecky et al. (D? = 6,81 x 10719 m? s! [51]).

Uma possivel explicagdo para o elevado valor do coeficiente de difusao a
concentracdo infinitesimal obtido para a Gly-L-Phe, em comparagdo com o da
fenilalanina, pode ser atribuido a diminui¢ao do raio de hidratacdo, como consequéncia
da diminuicdo do efeito eletroestritivo dos seus grupos carregados. As entidades da
Gly-L-Phe oferecerao uma menor resisténcia ao atrito do movimento através do liquido
e, consequentemente, o coeficiente de difusdo desse sistema aquoso tornar-se-a mais alto.

Os coeficientes de difusdo mutua binaria, D, da B-CD em solucdes aquosas a
concentracdo infinitesimal e a concentragdes finitas, encontram-se representados na
Tabela 3.2. Estes dados, ja publicados, foram obtidos através da mesma técnica e pelo
mesmo grupo de investigag¢ao [52]. Contudo, foram efetuados trés ensaios visando testar
a reprodutibilidade dos resultados. Isto ¢, repetiram-se medidas para solucdes de
concentra¢do da solugdo de fluxo de B-CD com a concentragdo de 0,002 mol dm™,

obtendo-se um Dmedio = (0,323 £ 0,003) x 10° m? s*'. O desvio entre o coeficiente de
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difusdo obtido na repeticdo e aquele que ¢ indicado na bibliografia € inferior a 1%. Este

¢ um valor que certifica uma boa condicao de operacionalidade.

Tabela 3.2 — Valores médios de coeficientes de difusao, D, de B-CD em solugdes aquosas
a diferentes concentracdes, ¢, € respetivos desvios-padrao experimentais dos valores

médios de coeficiente de difusdo, Sp, a 298,15 K.

Concentracao da solucao

(D % Sp) / (10°m? s1) Cv/%
de fluxo, ¢1/ (mol dm™3)
0,002 0,324 + 0.003 0,93
0,004 0,323 £0.001 0,31
0,006 0,321 £0.003 0,93
0,008 0,318 £0.002 0,63

* Cv representa o coeficiente de variagdo da média dos resultados experimentais, usualmente denominado
como imprecisio.

3.1.2 Difusao em sistemas ternarios: medicao e sua

interpretacao

No caso de sistemas ternarios — solvente, soluto 1 e soluto 2 — sdo necessarios
quatro coeficientes de difusdo para descrever o sistema, D11, D12, D21 € D22 (Equagdes 3.4
e 3.5). Os coeficientes de difusdo principais (main diffusion coefficients), D11 € Do,
medem os fluxos dos solutos 1 e 2 produzidos pelo seu proprio gradiente de concentracao,
respetivamente, enquanto os coeficientes de difusdo secundarios (cross term diffusion
coefficients), D12 e D>1, medem igualmente os fluxos dos solutos 1 € 2 mas produzidos
pelo gradiente de concentragdo do outro componente, respetivamente. J; e J> representam

os fluxos dos solutos 1 e 2 secundarios [49].

d 0
- = (D11)v6_2+(D12)v£ (3.4)

0 0
—(J2) = (D21)va_(_;1+(D22)va_iz (3.5)
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O efeito da B-CD em solugdes aquosas de Gly-L-Phe foi avaliado medindo os
coeficientes de difusdo ternarios — D11, D12, D21 € D2y — para o sistema Gly-L-Phe + B-CD

+ H>O. Estes coeficientes de difusdo encontram-se representados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Coeficientes de difusdo mutua ternarios, D11, D12, D21 € D22, para solugdes

aquosas de Gly-L-Phe + B-CD e respetivos desvios-padrao experimentais dos valores

médios de coeficiente de difusdo, Sp, a 298,15 K.2b

c (&) Xi D+ Sp D12 + Sp Dy + Sp D2+ Sp
0,0000 0,0100 0,00 0,589+0,001 -0,045+0,015 0,036+0,001 0,460+ 0,002
0,0250 0,0075 0,25 0,680+0,009 -0,136+0,027 0,002+ 0,003 0,499 + 0,004
0,0050 0,0050 0,50 0,678+0,011 -0,180+0,017 0,012+0,006 0,543+ 0,007
0,0075 0,0025 0,75 0,736 0,024 -0,156+0,020 0,004 +0,009 0,540 + 0,004
0,0100 0,0000 1,00 0,745+0,008 -0,122+0,039 0,013 +0,004 0,530+0,016

c1 e c2 em unidade mol dm; ®Dix = Sp em unidade 10° m? s7".

Através da analise dos resultados, € possivel inferir que os valores obtidos para
D3> sdo menores do que os valores de D;;. E, também, possivel concluir que o Dy,
aumenta com o aumento da fragcdo de soluto de Gly-L-Phe, definida por X1 =c¢1/(c1 + ¢2).
No caso do D>», este diminui com o aumento da fracao de soluto de Gly-L-Phe.

Os coeficientes secundarios, D12, s3o negativos, o que indica contra-corrente dos
fluxos acoplados. Contudo, quando X1 — 0, D1» € igual a zero, pois o gradiente de
concentragdo de B-CD nao pode direcionar os fluxos acoplados de Gly-L-Phe em solugdes
que nao contém Gly-L-Phe. Como a B-CD forma complexos com Gly-L-Phe e, portanto,
atua como transportador para o peptideo, ¢ expectdvel que a B-CD difunda para
co-transportar a Gly-L-Phe. Na realidade, o D1> € negativo para Gly-L-Phe + B-CD, o que
indica que a B-CD contra-transporta a Gly-L-Phe. Relativamente a analise dos valores de
Day, estes alteram-se com X7 de forma aleatdria, com valores a rondar o zero. E de realcar
que as diferencas observadas estdo proximas das incertezas das medidas. De facto, a
reprodutibilidade dos coeficientes principais e secundarios de difusdao ¢ igual a
£(0,02x107%) e £(0,04x107%) m? s7!, respetivamente.

D12/Dy;  estima-se o numero de moles de

Através de Gly-L-Phe

contra-transportadas por mole de B-CD. As medig¢des dos coeficientes de difusao mostram
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que uma mole de B-CD contra-transporta 0,3 mol de Gly-L-Phe. Os valores de D21/Dii
indicam que uma mole de Gly-L-Phe co-transporta até¢ 0,017 mol de B-CD.

Outra questao relevante relaciona-se com a possibilidade de existir um efeito das
estruturas supramoleculares host-guest com base em B-CD e Gly-L-Phe. Supondo que a
Gly-L-Phe interage com a B-CD formando um complexo 1 : 1, é expectavel que tanto as
CDs livres como as complexadas tenham mobilidades semelhantes e, consequentemente,
coeficientes de difusdo também semelhantes. Para um melhor entendimento do processo
de difusdo da Gly-L-Phe em solug¢des aquosas de B-CD (Tabela 3.3), os coeficientes de
difusdo mutua experimentais foram, inicialmente, comparados com os estimados pelo
modelo desenvolvido por Paduano et al. (Equagdes 3.8 — 3.11), para sistemas que
envolvem a formagao de complexos de inclusdo [36, 53-56]. Apesar de estas equagdes
serem aplicadas apenas a solugdes diluidas, sdo bastante uteis para uma compreensao
qualitativa das principais carateristicas dos resultados obtidos, incluindo o mecanismo de
difusdo acoplada e a dependéncia dos coeficientes Dj. Assim, analisando o seguinte

equilibrio:

Gly-L-Phe + B-CD 2 Gly-L-Phe : B-CD (3.6)

a constante de equilibrio correspondente, K, pode ser definida por

*
C3

K = * %
€16,

(3.7)

onde ¢; (i igual a 1,2 ou 3) sdo as concentragdes de Gly-L-Phe, B-CD e (Gly-L-Phe) :
(B-CD), respetivamente.
Consequentemente, a dependéncia dos coeficientes de difusao (D11, D12, D22, D21)

das concentragdes dos diferentes componentes pode ser descrita pelas Equagdes (3.8) a

(3.11).

acs
Duy = D3+ (07 - D) (5.) (338)
1
acs
Dy, = (D; — D3) (a—cz) (3.9)
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ac,
D,y = (D; - D3) (a—cj) (3.10)
dc,
Dy, = D; + (D — D3) (a—cz) (3.11)

onde ¢; sdo as concentragdes estequiométricas e D], com i = 1, 2, 3, ¢ a difusividade das

espécies i efetivamente presentes na solugdo (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 — Coeficientes de difusdo limitante para as diferentes espécies, i, no sistema

ternario.

Di/ (10° m? s7)

Gly-L-Phe 0,745
B-CD 0,460
Gly-L-Phe : B-CD 0,428

* Estes valores sdo as estimativas dos coeficientes de difusdo da Gly-L-Phe e da B-CD livres,
respetivamente, obtidas de D11 para Xi =1 e D2 para X1 = 0.

b Este valor representa a estimativa do coeficiente de difusdo do complexo (Gly-L-Phe) : (B-CD), calculado
através da equagdo D [(Gly-Phe) : (B-CD)] = (D (Gly-Phe)3 + D (B-CD) 3) 3 =0,428 x 10 m? s\

Usando como estimativa os valores dos coeficientes de difusao da Gly-L-Phe e da
B-CD livres: D (Gly-L-Phe) = 0,745 x 102 m? s! (isto &, de D) para X1 =1) e D (B-CD)
= 0,460 x 10 m? s7! (isto ¢, de D2 para X; = 0), o coeficiente de difusdo do complexo
(Gly-L-Phe) : (B-CD) ¢ estimado pela Equagdo (3.12) (isto é, D = 0,428 x 107 m?-s™")
(Tabela 3.4) [57].

D [(Gly-L-Phe) - (B-CD)] = [D (Gly-L-Phe)3 + D (B-CD) 3] "3 (3.12)

A partir dos dados calculados pela Equacdo 3.12 e das Equagdes (3.6 — 3.11) ¢
possivel estimar os valores de Dy [36, 53-56]. A Figura 3.1 expde um grafico
representativo dos valores previstos para D11 e D12, quando comparados com os valores
experimentais, para diferentes constantes de equilibrio (Kcomplexo = 50, 100, 200 e 500

mol™! dm?). Em anexo, encontra-se a Figura A.1 para os valores previstos de D2 € D).
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Figura 3.1 — Coeficientes de difusdo mutua ternarios do sistema Gly-L-Phe + B-CD vs. a
fragdo de soluto de Gly-L-Phe, X1, a 298,15 K. Os valores de Dj; foram previstos pelas
Equagoes (3.8 e 3.9) para os diferentes valores de K (Equacgdo 3.7). Valores medidos:
® (Dn); A (D).

A partir da analise da Figura 3.1, ¢ razodvel concluir que o modelo aplicado se
aproxima dos dados experimentais para coeficientes de difusdao, D, com uma constante
de equilibrio entre 50 — 100 mol! dm?. Assumindo esses valores, o desvio entre os dados
experimentais e teoricos € menor que 7 %. Estes valores sugerem que a interacdo entre
Gly-L-Phe e B—CD ¢ fraca de acordo com os valores obtidos para outros hospedes
semelhantes [23, 54, 55]. Também ¢ necessario salientar que os valores de D12, que foram
estimados para as diferentes constantes de equilibrio, K, apresentam valores negativos,
aumentando, em valor absoluto, com o aumento de Xi. Este fendmeno indica, portanto,
que o gradiente de concentracao de B-CD produz fluxos acoplados de contra-corrente de
Gly-L-Phe, contribuindo para a formagao de complexos 1 : 1.

A fragdo total de Gly-L-Phe ligado a B-CD, nas composi¢des em estudo, pode ser
estimada pela Equacdo (3.13) (Tabela 3.5).

Dii=(1-X3) D1+ X3 D3 (3.13)
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Tabela 3.5 — Estimativa de X3 para diferentes valores de X;.2

cl 1) Xi X3
0,0000 0,0100 0,000 0,492
0,0025 0,0075 0,250 0,205
0,0050 0,0050 0,500 0,211
0,0075 0,0025 0,750 0,028
0,0100 0,0000 1,000 0,000

2 X1 e X; representam a frag@o de soluto de Gly-L-Phe e a fragdo total da ligacdo de Gly-L-Phe com B-CD,

respetivamente.

D1, Xz, D1, D3 representam o coeficiente de difusao principal da Gly-L-Phe, a
fracdo total de Gly-L-Phe na presenca de B-CD, e os valores dos coeficientes de difusao
da Gly-L-Phe e do complexo (Gly-Phe : B-CD), respetivamente.

Pela Tabela 3.5 € possivel concluir que, para 10 mM de B-CD, e assumindo um

coeficiente de difusdo limitante (tracer) para Gly-L-Phe igual a 5,89 x 1071 m? s7!,

€
obtido um X3 = 0,492. Isto significa que cerca de metade do coeficiente de difusao
limitante da Gly-L-Phe esta ligado a B-CD. Assim sendo, as moléculas de Gly-L-Phe vao
ter uma mobilidade reduzida e, portanto, essa pode ser uma das causas da diminuicao,
relativamente elevada, de Dii. Contudo, aumentando a concentracdo até atingir a
concentragdo coeficiente de difusao vestigial da B-CD (i.e., X1 = 1), € possivel ver que a
fracdo total da ligacdo de Gly-L-Phe com a B-CD diminui até zero. Neste caso limite, ¢
possivel concluir que a Gly-L-Phe ¢ livre em solu¢ao e, consequentemente, os valores de

Dy sdo quase iguais (com diferencas < 1%) aos coeficientes de difusdo binaria do

Gly-L-Phe aquoso (Tabela 3.1).
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3.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) € uma das técnicas mais
poderosas na investigagao da estabilidade e estequiometria dos complexos. Permite
investigar sistemas de inclusdo (host-guest), fornecendo uma observagao direta e
detalhada dos nucleos relevantes para a estrutura e dinamica dos sistemas. Para este
sistema, foi utilizada a espectroscopia de RMN uni- e bidimensional de 'H e '3C para
aprofundar as interagdes intermoleculares na formacdo do complexo de inclusdo do
peptideo Gly-L-Phe com B-CD. Foi, também, obtida a respetiva estequiometria e
constante de associagdao para o complexo de inclusao formado — Gly-L-Phe : B-CD —

utilizando o método de variacao continua (método de Job).

3.2.1 Espectros RMN de 'H e "C

O esquema 3.1 mostra as representagdes esquematicas € a numeragao das
moléculas B-CD e Gly-L-Phe, enquanto a Figura 3.2 apresenta o espectro RMN de 'H de
solucdes de B-CD, Gly-L-Phe e da mistura dos dois componentes, respetivamente. Os

parametros espectrais completos de RMN de 'H encontram-se nas Tabelas 3.6 € 3.7.

Esquema 3.1 — Representacdo esquemadtica e numeracdo de B-CD e Gly-L-Phe,

respetivamente.
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Figura 3.2 — Espectros de RMN de 'H das solu¢des em D,O (a) B-CD 10 mmol dm™,
pH* 6,5 [35]; (b) Gly-L-Phe 10 mmol dm?, pH* 6,2; (c) B-CD / Gly-L-Phe (10 : 10)

mmol dm3, a 298,15 K.

Tabela 3.6 — Pardmetros* de RMN de 'H para B-CD na auséncia e na presenca de

Gly-L-Phe, a 298 K.

H-1° H-2° H-3° HA4° HS5° H-6 Ty Jop Ty oo Jog
b
p-CD d
(" = 6.7) 511 3,69 400 3,62 3589 391 36 96 92 92 -
B-CD/Gly-L-Phe 301
10:10mmol dm? 5,11 3,70 3.97 363 38 o 35 96 96 94

(pH* = 6,3)

23, em ppm, relativo a Me4Si, usando o ferz-butanol (du= 1,3) como referéncia interna; valores de / em Hz.

>B-CD 10 mmol dm.
¢ B-CD / Gly-L-Phe (10 : 10) mmol dm.
4n3o observado.
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Tabela 3.7 — ParAmetros* de RMN de 'H para Gly-L-Phe na auséncia e na presenca de
B-CD, a 298 K.

1a/1b H-4 6a/6b H'8/12 9/10/1 |Jla/1b| |J6a/6b| J4,6a/ J4,6b
1
Gly-L-Phe’ 3,73/ 3,27/
(PH*=6.3) 384 4,84 300 7,43 736 16,1 143 91/ 49
Gly-L-Phe/3-CD* 5 -, 398
. -3 > s
10:10 mmol.dm 3.85 4,83 13,02 7,41 735 161 143 90/ 50

(pH*=6,3)
23, em ppm, relativo a Me4Si, usando o ferz-butanol (du= 1,3) como referéncia interna; valores de J em Hz.
®Gly-L-Phe 10 mmol dm.
¢ B-CD / Gly-L-Phe (10 : 10) mmol dm.

O espectro de RMN de 'H de B-CD na presenca do dipeptideo, numa razdo molar
1:1 (10 mmol dm> : 10 mmol dm™), pH* = 6,5, mostra desvios significativos para os
sinais correspondentes aos protdes H-3’ e H-5’, para frequéncias mais baixas,
detetando-se também um novo sinal para os protdes H-6’. Os sinais correspondentes aos
outros protdes mostram variagdes pouco significativas quer para os deslocamentos
quimicos, quer para as larguras de linha. Estas observagdes sugerem a interagao entre as
duas espécies. E de esperar que ndo se observem alteragdes conformacionais nas
moléculas de B-CD na presenga de Gly-L-Phe, dado que se observam apenas pequenas
variagdes das constantes de acoplamento. A excegdo do sinal correspondente aos protdes
H-6’, a observacao de um unico sinal para os protdes de H-1" a H-5’, para ambas as
espécies livres e ligadas, confirma as pequenas alteracdes conformacionais das mesmas
posi¢des da ciclodextrina ao estabelecer a ligagdo com Gly-L-Phe, existindo uma
dinamica de troca rapida, na escala de tempo de RMN, entre as espécies livres e ligadas.
Para o sinal H-6’, a observagao de um novo sinal pode indicar, especificamente para esta
posi¢do, uma dindmica de troca lenta, na escala de tempo do RMN, para o complexo
(Gly-L-Phe : B-CD), sugerindo uma maior rigidez nessa regiao.

Também sdo observadas alteragdes nos sinais RMN de 'H do grupo fenil da
Gly-L-Phe na presenca da B-CD. Apesar de apresentar apenas ligeiros desvios para
frequéncias mais baixas, observa-se também um estreitamento do perfil dos sinais,
particularmente para os sinais correspondentes aos protdes H-9, H-10 e H-11. Os sinais
para os restantes protdes ndo apresentam desvios, nem alteragdes das constantes de

acoplamento.
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Os deslocamentos observados para os sinais correspondentes a H-3’e H-5" dentro
da cavidade da -CD, juntamente com as alteracdes correspondentes aos protdes do grupo
fenil de Gly-L-Phe nos espectros de RMN 'H, presentes nos espectros da mistura, ddo
consisténcia a hipotese da formacao de um complexo de inclusdo entre os compostos e,
por analogia com estudos anteriores, apontam para a inclusao de uma parte do grupo fenil
na cavidade hidroféobica da B-CD [23, 55].

A Figura 3.3 apresenta o espectro RMN de '°C, para as trés solugdes, a 298 K,

utilizando como referéncia o tert-butanol (31,2 ppm).

‘ I

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30

9/11
8112
b tert-but
(b) , 10 4 6
[N |
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30
\ 4'
1 2 5
3 o
(a)
tert-but
L
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30

13C NMR chemical shifts / 10-6

Figura 3.3 — Espectros de RMN de '3C das solugdes em H>O / D20 de (a) B-CD 10 mmol
dm3, pH* 6,5; (b) Gly-L-Phe 10 mmol dm?, pH* 6,2; (c) B-CD / Gly-L-Phe (10 : 10)
mmol dm™3, pH* 6,3, 2 298,15 K.

Contrariamente aos espectros de 'H, ndo se observam alteragdes significativas nos
espectros de '°C, algo que se deve ao facto da populagio eletronica que se atribui a orbital
ls de um atomo de hidrogénio depender da polaridade da ligacao H — X, em que o atomo
de hidrogénio participa. As variagdes no termo diamagnético, gy, integram uma
contribuicao principal para os desvios quimicos dos protdes. O mesmo nao acontece,

normalmente, com nucleos '*C, sendo o termo paramagnético o fator determinante [58].
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3.2.2 Espectro 2D-RMN de NOESY

Adicionalmente, foi realizado um espectro bidimensional NOESY representado
na Figura 3.4. onde foram detetados os sinais cruzados (conforme destacado pela seta),
devidos a efeitos overhauser nucleares. A partir deste, ¢ possivel estabelecer as
conectividades no espaco (acoplamento dipolar), sugerindo para este sistema que, com a
inclusdo, a distancia entre os protdes H-3” e H-5" das moléculas de B-CD e os protdes do

grupo fenil H-9, H-10 e H-11 da molécula de Gly-L-Phe ¢ inferior a 5 A [56].

A

Figura 3.4 — Espectro de 2D-RMN de NOESY da solu¢ao em H>O / D20 (30%) de B-CD
: Gly-L-Phe (10 : 10) mmol dm™, pH* 6,2, a 298,15 K.
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3.2.3 Grafico de Job

A estequiometria do complexo Gly-L-Phe / B-CD foi, também, determinada pelo
método das variagdes continuas (Método de Job) [36, 37, 38]. Este método envolve a
preparagdo de varias solugdes que contém tanto Gly-L-Phe como B-CD em diferentes
propor¢des, para uma ampla gama de propor¢des molares amostradas (0 < [Gly-L-Phe] /
([Gly-L-Phe] + [B-CD]) < 1) e onde a concentragdo total ([Gly-L-Phe] + [B-CD]) ¢
mantida constante para cada solugcdo. O parametro experimentalmente observado ¢ o
deslocamento quimico do H-3’ da B-CD, que ¢ sensivel a formag¢ao de complexos (Figura
3.5). O grafico da variacao de Ad (H-3") x [B-CD] em fungdo da fragdo molar de B-CD
esta representado na Figura 3.6. O grafico apresenta um valor méximo de ([Gly-L-Phe] +
[B-CD]) de 0,5 e uma forma altamente simétrica, o que demonstra a existéncia do

complexo Gly-L-Phe : B-CD com uma estequiometriade 1 : 1.

“gos 400 3es T s3e0 385380
TH NMR chemical shifts / 106

Figura 3.5 — Expansdo dos espectros RMN de 'H de 3,75 a 4,10 ppm das solugdes Job
em D>0; (a) B-CD 8 mmol dm™3, pH* 6,5 [35]; (b) Gly-L-Phe / B-CD (1 : 7) mmol dm;
(¢) Gly-L-Phe / B-CD (2 : 6) mmol dm; (d) Gly-L-Phe / B-CD (3 : 5) mmol dm™; (e)
Gly-L-Phe / B-CD (4 : 4) mmol dm>; (f) Gly-L-Phe / B-CD (5 : 3) mmol dm?; (g)
Gly-L-Phe / B-CD (3,33 : 2,67) mmol dm; (h) Gly-L-Phe / B-CD (6 : 2) mmol dm™, a
298,15 K.
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Figura 3.6 — Grafico de Job (Método das variagdes continuas) do complexo de inclusao
Gly-L-Phe : B-CD, onde se verifica uma estequiometria 1:1, (Ad =90 (complexo) -
0 (livre)).

Para obter informacdes relativas a extensao da interacdo, obtiveram-se o0s
espectros de RMN de 'H de solugdes 2,0 mmol dm™ em B-CD com concentragdes de
Gly-L-Phe a variar de (0,5 a 5,0) mmol dm™ (Figura 3.7). Através dos deslocamentos
quimicos, em Hz, do sinal correspondente ao protao H-3" da B-CD, ¢ possivel medir a
diferenca entre a frequéncia observada na mistura e na solucéo de B-CD livre, Av =v — V0.

Assim sendo, a constante de associacao para o complexo (a pH de dissolugao,
pH = 6,3) foi estimada através do método de Sompornpisut et al. [54], utilizando a relagao
de [Gly-L-Phe]o / Avobs como funcao de [B-CD] o + [GlyPhe]o (Figura 3.8). O valor
estimado para a constante de associagdo foi de 40 mol! dm™. Este valor pode ser
comparado com os valores dos sistemas B-CD / L-fenilalanina [54], B-CD /
DL-fenilalanina [59], B-CD / L-dopa [23] e B-CD / fluconazol [55], para o qual foram

relatados os valores de 25,5; 131; 20 € 68,7 mol"' dm?, respetivamente.
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3 6' 1A/1B 1A/1B 4
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1H NMR chemical shift / 10-6

Figura 3.7 — Expansio dos espectros de RMN de 'H de (3,40 a 4,10) ppm das solugdes
em D>O de (a) B-CD 2 mmol dm™3; (b) B-CD / Gly-L-Phe (2 : 0,5) mmol dm; (¢) B-CD
/ Gly-L-Phe (2 : 1) mmol dm?; (d) B-CD / Gly-L-Phe (2 : 1,5) mmol dm?; (¢) B-CD /
Gly-L-Phe (2 : 2) mmol dm?; (f) B-CD / Gly-L-Phe (2 : 3) mmol dm?; (g) B-CD /
Gly-L-Phe (2 : 4) mmol dm; (h) B-CD / Gly-L-Phe (2 : 5) mmol dm™.
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Figura 3.8 — Curva de ajuste linear dos dados experimentais de [Gly-L-Phe]o/Avebs dos

protdes H-3 'da B-CD em fun¢ao da concentragao total.
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3.3 Espectroscopia de fluorescéncia

A fluorescéncia ¢ uma importante técnica que permite estudar o comportamento
fisico e quimico de macromoléculas. Tem como principal vantagem, a sua alta
sensibilidade. A quantidade de amostra necessaria pode ser bastante reduzida pois as
espécies fluorescentes podem ser detetadas quantitivamente [60].

De uma maneira simplificada, a fluorescéncia pode ser descrita pela libertacao de
um fotdo a partir de um estado excitado da molécula. O estado excitado pode ser
facilmente induzido por irradiagdo com luz de uma molécula no estado fundamental.
Como o tempo de duracdo de uma molécula no estado excitado ¢ muito curto, esta
regressa ao estado fundamental libertando a energia de excitagdo como calor,
fluorescéncia ou ambos [60].

A formacao de um complexo de inclusdo entre a Gly-L-Phe e a B-CD foi, também,
ponderada através da técnica de espectroscopia de fluorescéncia. Na Figura 3.9
encontra-se representado o espectro de emissao de fluorescéncia para uma concentragao
de 5,0 mmol dm™ de Gly-L-Phe, obtido com excitagdo a 255 nm na presenca e na auséncia
de B-CD. Na auséncia de B-CD, pode verificar-se que apenas se observa o espectro de
emissao tipico da Gly-L-Phe com maximo de emissdo a 290 nm. Ao adicionar a 3-CD,
verifica-se o aparecimento de uma nova banda de emissdao para comprimentos de onda
maiores e, também, um aumento da intensidade da fluorescéncia.

Como referido anteriormente, as ciclodextrinas sdo capazes de formar complexos
de inclusdo com uma ampla gama de moléculas incluidas (guest). Ao formar esses
complexos, a molécula incluida fica protegida dos inibidores o que restringe a tor¢ao de
certas moléculas, o que gera um aumento da intensidade da fluorescéncia [54] e a
formagdo de uma nova banda deslocada para o vermelho (como se pode verificar na

Figura 3.9).
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Figura 3.9 — Espectro de emissdo de fluorescéncia de Gly-L-Phe na presenca de

diferentes concentragdes de 3-CD.

O aperfeigoamento da intensidade da fluorescéncia para uma gama de emissao de
360 nm, medida em fun¢do da concentracao de B-CD, foi utilizado para a obtengao da
constante de associagdo, K, do complexo, utilizando a abordagem de Benesi-Hildebrand

cujo célculo ¢ feito através da Equacao 3.14 [61].

1 1 1

I=1y L=l K, —Ig)[p—CD] (3-19)

onde [B-CD] representa a concentracdo de B-CD, I e [y sdo as intensidades de
fluorescéncia da Gly-L-Phe na presenca e na auséncia de B-CD, respetivamente, e /; diz
respeito a intensidade de fluorescéncia esperada quando todas as moléculas do hospede
se encontram inseridas no complexo.

A relagdo linear com o coeficiente de correlagcdo obtido no grafico da Figura 3.10
apoia a formacgao de um complexo 1 : 1 de Gly-L-Phe e B-CD. Partindo da razao entre a
intercecao e o declive do grafico de Benesi-Hildebrand [61], obteve-se uma constante de
associacdo, aproximadamente, igual a 43 mol~! dm?. Estes valores sdo concordantes com
os valores obtidos através da espectroscopia de RMN e com os valores que foram

estimados através dos coeficientes de difusdo.
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Figura 3.10 — Grafico de Benesi-Hildebrand (a 360 nm) para solugdes aquosas do

complexo de inclusdo Gly-L-Phe : B—CD, na propor¢ao 1 : 1,a2293,15 K.
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3.4 Estudos computacionais

Foram feitos calculos de DFT e TD-DFT com o objetivo de avaliar os aspetos

estruturais do complexo Gly-L-Phe : B-CD.

3.4.1 Estudos DFT

Os célculos da teoria dos funcionais da densidade (DFT) foram utilizados para
analisar a estabilidade dos complexos de inclusao formados pelas solugdes aquosas de
Gly-L-Phe + B-CD. Com base nos resultados experimentais (que sugerem uma
estequiometria 1 : 1), podem considerar-se dois tipos de modelos para o complexo de
inclusdo. As estruturas foram construidas conforme descrito no Capitulo I e ambos os
modelos foram otimizados pela teoria DFT (B3LYP) [20].

No modelo 1, o grupo fenil da molécula guest € orientado para os grupos hidroxilo
primarios de B-CD (Figura 3.11). Este modelo é mais estavel (por 34,8 kcal mol!) do que
o modelo 2, com o grupo fenil da molécula guest orientado para os grupos hidroxilo
secundarios de B-CD (Figura 3.12). Nas duas geometrias otimizadas, o grupo fenil
hidrofobico do peptideo estd localizado para dentro da cavidade e os grupos hidrofilicos

para fora da cavidade de B-CD [20].

OH

primario

Figura 3.11 — Estruturas otimizadas do complexo de inclusao Gly-L-Phe : B-CD (modelo
1) [20].
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OH

primario |

Figura 3.12 — Estruturas otimizadas do complexo de inclusao Gly-L-Phe : B-CD (modelo
2) [20].

No complexo 1, os d&tomos de N e O do peptideo estao envolvidos numa extensa
rede de ligacdes de hidrogénio com os grupos hidroxilo secundarios de B-CD, enquanto
que no complexo 2, provavelmente devido a interagdes desfavordveis, as unicas
interacoes significativas de ligagdes de hidrogénio sao intramoleculares (no peptideo e na
B-CD). Esta ¢ uma diferenca significativa entre as duas estruturas otimizadas [20].

As energias de ligacdo dos complexos de inclusao, calculadas a partir da Equagao
3.15, foram de -52,58 kcal mol™! para o modelo 1 e -17,79 kcal mol™!' para o modelo 2

[20].

Eligaq:ﬁo = Ecomplexo - (EGly—L—Phe + EB—CD) (3 1 5)

A alta estabilidade do complexo 1 deve-se, em parte, a estabilizacdo energética
causada pelas ligacdes de hidrogénio intermoleculares estabelecidas no complexo
Gly-L-Phe / B-CD (Figura 3.13). Estes resultados demonstram que a Gly-L-Phe e a B-CD
formam complexos estaveis em solucdes aquosas. Na estrutura otimizada do complexo
1, as distancias entre os protdes do grupo fenil, H-9, H-10 e H-11 da Gly-L-Phe e os
protdes mais aproximados da B-CD, H-3" e H-5", sdo (2,02, 2,21, 2,73, € 2,99) A para os
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protdes H-9 e H-11. Para o protdo H-10, as distancias sdo (3,60 e 4,11) A, em

concordancia com os picos cruzados observados no NOESY para esses protdes [20].

Complexo 1

Figura 3.13 — Rede intermolecular de ligagdes de hidrogénio estabelecidas no

complexo 1 (entre Gly-L-Phe e B-CD), otimizados pela teoria DFT B3LYP/3-21G(d).

A estrutura otimizada do complexo 1 (Gly-L-Phe: B-CD), sugere que os
fragmentos de CH,OH da B-CD podem ter conformagdes ligeiramente diferentes,
algumas delas induzidas pelas interagdes do peptideo dentro da cavidade de B-CD. Existe,
assim, uma conformidade com os espectros de RMN para o complexo de inclusdo, com

o sinal da banda amplo dos protdes H-6' CH,.

3.4.2 Estudos TD-DFT

Para a obtencao de mais informagdes acerca do comportamento do complexo de
inclusdo no estado excitado, foram feitos célculos TD-DFT (Time-Dependent Density
Functional Theory) obtendo-se as energias de excitacdo, a forca do oscilador e as
principais contribui¢des dos estados excitados. Na Tabela 3.8 encontram-se os resultados

obtidos, na regido UV/visivel, até 174 nm [20].
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Tabela 3.8 — Energias de excitagdo, comprimentos de onda, Acalc, for¢a do oscilador, £, e
principais contribuig¢des para os estados excitados do complexo de inclusdo 1 (Gly-L-Phe

. B-CD) [20].

Estado  Energia Acal. o o
_ fe Principais contribuigdes (%)
excitado  (eV)  (nm)

H-7-L+1 (21%) + H-3-L+2 (17%) + H-3-L

S1 5,53 224 0,004
(13%)
H-7-L+1 (16%) + H-18>L+2 (16%) + H-
S3 5,60 221 0,015
44-L (14%)
H-27-L+1 (21%) + H-3-L (15%) + H-
S4 5,84 212 0,027
27-L+3 (13%)
H-3-L+1 (32%) + H-7-L+2 (18%) + H-
S6 6,29 197 0,034
T-L+1 (13%)
H-3-L (25%) + H-7-L+2 (17%) + H-3-L+1
S7 6,36 195 0,067
(16%)
H-4-L+2 (18%) + H-6—L+1 (15%) + H-3-L
S17 6,99 177 0,199
+2 (14%)
S19 7,03 176 0,147 H-7-L+2 (29%) + H-4—>L+1 (28%)
S22 7,12 174 0,366 H-7-L+1 (22%) + H-3>L+2 (16%)

 Da regido de baixa energia até 190 nm, os resultados sdo relatados para /> 0,003; na regido de energia
entre 190 e 174 nm, os resultados sdo relatados para > 0,140.

O primeiro estado excitado, previsto a 224 nm, tem uma for¢a de oscilador muito
baixa e envolve contribuigdes de uma excitagio HOMO-7 a LUMO+1, juntamente com
excitacoes HOMO-3 a LUMO+2 ¢ HOMO-3 a LUMO. As orbitais envolvidas nestas
transi¢des encontram-se na Figura 3.14 e demonstram que o estado excitado Si do
complexo envolve a transferéncia de cargas entre diferentes regides de B-CD e de
peptideo.

Os calculos de TD-DFT indicam que o espectro de absor¢ao do complexo, até 190
nm, tem duas bandas mais fortes para comprimentos de onda 195 nm e 197 nm (estados
S7 e Se, respetivamente), juntamente com duas bandas mais fracas para comprimentos de
onda 212 nm e 221 nm (estados S4 € S3, respetivamente). As duas bandas de energia mais
fortes envolvem transi¢des entre as orbitais HOMO-7 e HOMO-3 para as orbitais LUMO,

LUMO+1 e LUMO+2. Estas orbitais descrevem, também, as principais contribuigdes
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para o estado excitado S1 (Figura 3.14). Pode concluir-se que as duas bandas para
comprimentos de onda 195 nm e 197 nm correspondem, também, a transferéncia de carga

entre diferentes regides de B-CD e de peptideo [20].

Complexo 1

Figura 3.14 — Diagrama das principais transigdes que contribuem para o estado excitado

S1 do complexo de inclusao 1 [20].
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SISTEMA GLICIL-L-FENILALANINA +
DODECILSULFATO DE SODIO

3.5 Método de dispersao de Taylor

O método de dispersao de Taylor foi utilizado para estimar os coeficientes de
difusdo de solucdes aquosas dos sistemas ternarios glicil-L-fenilalanina (Gly-L-Phe) +
dodecilsulfato de sédio (SDS) + H>O e os respetivos coeficientes de difusdo binarios de

cada componente em fluxo de agua, a 298,15K.

3.5.1 Difusao de SDS em sistemas binarios: bibliografia

Os coeficientes de difusao binarios, D, de SDS em solugdes aquosas encontram-se
representados na Tabela 3.9. Estes dados, ja publicados, foram obtidos através da mesma

técnica e pelo mesmo grupo de investigagao [62].

Tabela 3.9 — Valores médios de coeficientes de difusao, D, de SDS em solug¢des aquosas
a diferentes concentracdes, ¢, € respetivos desvios-padrao experimentais dos valores

médios de coeficiente de difusao, Sp, a 298,15 K [62].

Concentragao da solugao

e flaxo, o1/ (mof dm) (D +Sp)/ (10°m? s Cv 2/ (%)
0,0018 0,795 = 0,008 1,0
0,0028 0,788 + 0,007 0,89
0,0034 0,782 + 0,007 0,90
0,0046 0,781 + 0,001 0,13
0,0118 0,234 £ 0,003 1,3
0,0178 0,228 + 0,003 1,3
0,0249 0,277 + 0,004 1,4
0,0462 0,375 + 0,004 1,1
0,0817 0,488 + 0,004 0,82

* Cv representa o coeficiente de variagdo da média dos resultados experimentais, usualmente denominado
como imprecisio.
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3.5.2 Difusao em sistemas ternarios: medicao e sua

interpretacao

No ambito deste projeto, avaliou-se o efeito do SDS em solugdes aquosas de
Gly-L-Phe medindo os coeficientes de difusdo terndrios — D11, D12, D21 € D2 — para o
sistema Gly-L-Phe + SDS + H»O abaixo e acima da concentracao micelar critica (CMC).
Estes coeficientes de difusdo encontram-se representados na Tabela 3.10 e 3.11 para

valores de concentragdo abaixo e acima da CMC, respetivamente.

Tabela 3.10 — Coeficientes de difusdo mutua ternarios, D11, D12, D21 € D22, para solugdes
aquosas de Gly-L-Phe + SDS e respetivos desvios-padrao experimentais dos valores

médios de coeficiente de difusdo, Sp, a 298,15 K.2b

cl 1) Xi D11+ Sp D12+ Sp D71+ Sp D»+ Sp

0,0000 0,0040 0,00 0,870+0,030 0,044 +0,024 -0,147+0,030 0,866 + 0,025
0,0010 0,0030 0,25 0,785+0,026 -0,021=+0,019 -0,108+0,051 0,882+ 0,039
0,0020 0,0020 0,50 0,753 +£0,008 -0,062+0,045 -0,111+0,022 0,895+ 0,030
0,0030 0,0010 0,75 0,762+0,014 -0,035+0,024 -0,092+0,019 0,900+ 0,025
0,0040 0,0000 1,00 0,737 +0,004 -0,155+0,011 -0,066+0,015 0,941 + 0,007

2 ¢1 e c2 em unidade mol dm™>; ®Dix = Sp em unidade 10° m? s\

Tabela 3.11 — Coeficientes de difusdo mutua ternarios, D11, D12, D21 € D22, para solugdes
aquosas de Gly-L-Phe + SDS e respetivos desvios-padrao experimentais dos valores

médios de coeficiente de difusdo, Sp, a 298,15 K.2b

ci? c? X ® D11+ Sp D12+ Sp D71 £ 5p D+ Sp

0,0000 0,0500 0,000 0,544 +0,010 -0,005+0,001 0,003+0,011 0,420+ 0,001
0,0025 0,0500 0,048 0,543 +0,025 0,100+0,012 0,030+0,099 0,338+0,010
0,0075 0,0500 0,130 0,525+0,024 0,049 +0,002 0,062 +0,03 0,389 + 0,004

c1 e c2 em unidade mol dm; ®*Dix = Sp em unidade 10° m? s7'.

Através da analise dos resultados da Tabela 3.10, € possivel verificar que os valores
de D> sao superiores aos valores obtidos para Dii. Neste caso, o D11 diminui com o
aumento da concentragao, c1, algo que também acontece para os coeficientes de difusao

binarios (Tabela 3.9). Uma das possiveis justificagdes ¢ o aumento da associacdao de
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moléculas de Gly-L-Phe com o aumento da sua concentracdo, diminuindo a sua
mobilidade e, consequentemente, o coeficiente de difusao.

Os coeficientes de difusao secundarios, D12 e D»1, apresentam valores diferentes
de zero, o que sugere que ocorrem interagdes entre os solutos. Os coeficientes de difusao
secundarios, D12, apresentam valores negativos (a excecdo do primeiro), indicando que o
fluxo de Gly-L-Phe, devido ao gradiente de concentragcdo do SDS, ¢ realizado em sentido
inverso, ou seja, ocorre um contra-transporte.

Aparentemente, o peptideo encontra-se encapsulado na micela de SDS e, portanto,
ndo existe em solucdo peptideo sob a forma livre. Assim sendo, o D11 (0,529) ¢,
praticamente, igual ao valor do tracer (D11 = 0,544). O valor de D>, diminui devido a
existéncia do agregado, o que provoca uma maior resisténcia ao movimento diminuindo,
assim, o valor de coeficiente de difusdo. O facto de o coeficiente de difusdo vestigial do
peptideo em X7 = 0 (D11 = 0,544) ser significativamente menor do que o coeficiente de
difusdo vestigial do peptideo em agua pura (D = 0,766), pode ser justificado através da
solubilizacao parcial por acdo das micelas de SDS (coeficiente de difusdo micelar,
Dhic. = 0,100). Ao verificar-se este pressuposto, a fracdo Xs do peptideo solubilizado
podera ser estimada pela Equacao 3.16, resultando que Xs = 0,333, o que indica que cerca

de um terco do peptideo total ¢ solubilizado.

D11 = (1 - Xs) D + X5 Dmic. (3.16)

Assim, analisando o seguinte equilibrio:

Gly-L-Phe + SDS 2 Gly-L-Phe : SDS (3.17)

a constante de equilibrio correspondente, K, pode ser definida pela Equagéo 3.7, onde ¢/
(i igual a 1,2 ou 3) sdo as concentracdes de Gly-L-Phe, SDS e Gly-L-Phe : SDS,
respetivamente. Consequentemente, e de igual modo, a dependéncia dos coeficientes de
difusdo ternarios das concentracdes dos diferentes componentes pode ser descrita pelas
seguintes Equacoes 3.8 a 3.11.

As Figuras 3.15 e 3.16 expdem os graficos representativos dos valores previstos
para D11 e D12, quando comparados com os valores experimentais, para diferentes

constantes de equilibrio (Kcomplexo = 50, 100, 200 e 500 mol! dm?), a valores superiores e
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inferiores 8 CMC do SDS, respetivamente. Em anexo encontram-se as Figuras A.2 ¢ A.3
para os valores previstos de D2 € Dai.

A partir da anélise da Figura 3.15, pode concluir-se que o modelo aplicado se
aproxima dos dados experimentais para um coeficiente de difusdo, D, com uma constante
de equilibrio de 50 mol-' dm?. Estes valores sugerem que a intera¢do entre Gly-L-Phe e
SDS ¢ fraca de acordo com os valores obtidos para outros hospedes semelhantes [63, 64].
A partir da anélise da Figura 3.16, verifica-se que o modelo nao se aplica a forma de

agregados e, como tal, nada mais se pode concluir.

-9 2 -1
D, (10" m's")

0.0 05 1.0

Figura 3.15 — Coeficientes de difusao mutua ternarios do sistema Gly-L-Phe + SDS vs.
a fracao de soluto de Gly-L-Phe, Xi, para valores de concentracao abaixo da CMC do
SDS, a 298,15 K. Os valores de Dj; foram previstos pelas Equagdes (3.8 e 3.9) para os
diferentes valores de K (Equacao 3.7). Valores medidos: ® (D11); A (D12).
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Figura 3.16 — Coeficientes de difusao mutua ternarios do sistema Gly-L-Phe + SDS vs.
a fracao de soluto de Gly-L-Phe, X1, para valores de concentragdo acima da CMC do SDS,
a 298,15 K. Os valores de Dj; foram previstos pelas Equacdes (3.8 e 3.9) para os diferentes
valores de K (Equacao 3.7). Valores medidos: @ (D11); A (D12).
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3.6 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Para este sistema, foi utilizada a espectroscopia de RMN uni- e bidimensional de
'H, 3C e ?*Na para aprofundar as intera¢des intermoleculares na formacdo do complexo
de inclusao do peptideo Gly-L-Phe com SDS. Foi, também, obtida a respetiva
estequiometria e constante de associagdo para o complexo de inclusao formado —

Gly-L-Phe : SDS — utilizando o método de variagao continua (método de Job).

3.6.1 Espectros RMN de 'H, de PC e de **Na

Os esquemas 3.2 e 3.3 mostram as representacdes esquematicas € numeragao para
as moléculas de Gly-L-Phe e SDS, respetivamente. Na Figura 3.17 encontram-se os
espectros RMN de 'H das solu¢des de Gly-L-Phe, SDS e da mistura de ambos os
componentes, utilizando duas condi¢des de concentragdes, inferior e superior a CMC do
SDS, respetivamente. Os pardmetros espectrais completos de RMN de 'H encontram-se

nas Tabelas 3.12 ¢ 3.13.

Esquema 3.2 — Representagdo esquematica e numeragao da molécula de Gly-L-Phe.

o\\ //O T g 5’ 7 o 11’
S
a _O/ \O

+

N CHy

2 4 6 8 10 12

Esquema 3.3 — Representagdo esquematica e numeragao da molécula de SDS.
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Figura 3.17 — Espectros de RMN de 'H das solugdes em D>O (a) Gly-L-Phe 10 mmol
dm?3, pH* 6,3; (b) SDS 6 mmol dm™, pH* 9,2; (c) SDS : Gly-L-Phe (6 : 6) mmol dm™,
pH* 6,8; (d) SDS 50 mmol dm3, pH* 6,6; (¢) SDS : Gly-L-Phe (50 : 50) mmol dm™, pH*
6,8; expansoes de (0,80 a 2,00) ppm para uma melhor visualizagdo dos sinais dos protdes
H-2’, H-3> — H-11" ¢ H-12’ do SDS na presenga e na auséncia da Gly-L-Phe de (7,22 a
7,54) ppm para uma melhor visualizagdo dos sinais dos protoes H-8, H-9, H-10, H-11 e

H-12 da Gly-L-Phe na presenga e na auséncia de SDS, a 298,15 K.
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Tabela 3.12 — Parametros® de RMN de 'H para o SDS na auséncia e na presenca da
Gly-L-Phe, a 298 K.

¢ ‘ ‘ H-4¢- H- Jll’, Avin (H-

HAmH20 H3 e e e e o
SDS
6 mmol dm? 417 179 143 134 091 49 89 68 Il
(PH*=72)
SDS
sommoldm® 408 1,73 136 136 094 68 96 68 15
(pH*=6.3)
SDS/Gly-L-Phe
6:6mmoldm® 411 1,73 143 133 091 65 70 55 1
(PH*=6.5)
SDS/Gly-L-Phe 133
50 : 50 mmol dm® 4,07 1,70 1,40 ’ 0,93 5,0 72 6,6 7

(pH*=6.8)

23, em ppm, relativo a Me4Si, usando o ferz-butanol (du= 1,3) como referéncia interna; valores de J em Hz.

Tabela 3.13 — Pardmetros? de RMN de 'H para a Gly-L-Phe na auséncia e na presenca

do SDS, a 298 K.

1a/1b H-4 6a/6b H-8/12 9/1110/ |J1a/1b| |J6a/6b| J4,6a / ‘]4,6b
Gly-L-Phe’ 3,73/ 3,27/
(pF—6.3) 384 4,74 300 7,43 736 16,1 143 91/ 49
Gly-L-Phe/SDS ¢
6 : 6 mmol dm %25/ 4,56 /3;’%% 7,41 736 16,1 143 92/ 51
(pH*=6,3) ’ ’
Gly-L-Phe/SDS ¢
50 : 50 mmol dm é’éa/ 4,55 32’2979/ 7,41 734 16,1 14,1 92 49

(pH*=6,3)
23, em ppm, relativo a Me4Si, usando o ferz-butanol (du= 1,3) como referéncia interna; valores de J em Hz.

De acordo com a Figura 3.17, pode verificar-se que no espectro de RMN de 'H da
mistura de Gly-L-Phe + SDS, se observam alteragdes tanto em relagdo ao espectro do
peptideo na auséncia de SDS como em relagdo ao espectro de SDS na auséncia de
peptideo.

Relativamente aos sinais de RMN de 'H para a Gly-L-Phe na presencga de SDS, ¢é
possivel observar modificacdes nos sinais do anel aromatico em relagdo ao espectro da
molécula de Gly-L-Phe na auséncia de SDS. Esta modificacdo ¢ mais intensa para
concentragdes de SDS acima da CMC. Também se pode observar um estreitamento no
perfil dos sinais para frequéncias mais baixas, principalmente nos protdes H-9, H-10 e

H-11, mostrando, além disso, o aparecimento de dois novos sinais. Estas observagdes
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sugerem uma maior rigidez na regido do anel aromatico como resultado da sua interagdo
com o SDS, alterando a dindmica do peptideo, provavelmente como resultado da inclusao
da zona aromatica nas micelas de SDS. Os sinais '"H do SDS também sofrem alteracdes,
sugerindo uma interagdo entre o surfactante e o polimero. Uma vez que, em solucdo, as
moléculas de SDS livre (formas monomeéricas) e as incluidas nas micelas estdao em troca
rapida, na escala de tempo de RMN, as alteracdes de largura de linha observadas nos
sinais de SDS de CH»-3 a CH»-11" sugerem uma grande mobilidade, para concentracdes
abaixo da CMC e, acima deste valor, uma notdria restricdo de flexibilidade. Esta
observagao sugere interagcoes hidrofobicas intensificadas para concentragdes acima da
CMC, com a inclusdo da zona aromatica do peptideo Gly-L-Phe nas micelas de SDS,
formando micelas mistas. Nestas, a zona ndo aromatica do peptideo devera localizar-se
no exterior da micela. Além do mais, as interacdes hidrofobicas estabelecidas entre o anel
aromatico do peptideo com o SDS na micela sdo, também, compativeis com o desvio
sofrido pelo sinal do grupo CH3-12’ do SDS na presenca de peptideo para frequéncias
mais baixas. Na Figura 3.18 encontram-se os espectros de RMN de 3C das solugdes de
Gly-L-Phe, SDS e da mistura de ambos, utilizando duas condi¢des de concentragdes,

abaixo e acima da CMC do SDS, respetivamente.

(e’lllullllllh

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 0 20 10

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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10 .., 12
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812 .
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"1 | L
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13C NMR chemical shift / 10-6

10

l tert-but.

Figura 3.18 — Espectros de RMN de '3C das solugdes em D>O de (a) Gly-L-Phe 10 mmol
dm?3, pH* 6,3; (b) SDS 6 mmol dm™, pH* 7,2; (c) SDS : Gly-L-Phe (6 : 6) mmol dm™,
pH* 6,8; (d) SDS 50 mmol dm?, pH* 6,6; (¢) SDS : Gly-L-Phe (50 : 50) mmol dm™,
pH* 6,8, a 298,15 K.
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Os espectros de RMN de '3C ndo apresentam alteragdes, tal como para o primeiro
sistema estudado. Deve-se essa observacdo ao facto dos deslocamentos quimicos de 'H
serem mais sensiveis a pequenas variagdes de densidade de carga eletronica do que os
deslocamentos quimicos de *C. de uma forma geral, para um dado nucleo de um nuclideo
sensivel em RMN, o, a constante de protecdo, além de outras pequenas contribuicdes, €
fundamentalmente determinada pela soma de G4 € G (G4 + Gp). O deslocamento quimico
de um determinado nucleo estd relacionado com a constante de prote¢do G (G4 + Gp)

através da expressao:

81 = (Gref — Gi) X 10° = [(Vi — Vrer) X 10°] / vo aparelho (ppm) (3.18)
sendo

G:Gd+ Gp (319)

em que

2
oa= 1= —Xi(r™) (3.20)
_ 2e2h2 -3 1 3 21

Gp_ _3m2c2 (r )Pu(E) ( )

Na Equag¢io de Lamb (3.20), u° é a permeabilidade magnético do vacuo, e e m a
carga e massa do eletrdo, respetivamente, e 7 a distancia de cada um dos eletrdes ao nicleo
sendo, consequentemente, o termo o4 proporcional a densidade de carga eletronica em
redor de cada nucleo.

Na equagdo de Ramsey (3.21), (r=3), P, e AE correspondem, respetivamente, ao
inverso do volume médio, a carga ndo compensada de uma orbital de valéncia e a média
da diferenca de energia entre o estado fundamental e todos os estados excitados possiveis.
O valor de AE ¢ normalmente estimado a partir do espectro eletronico da molécula. O
deslocamento quimico de '3C (8 '3C) ¢ linearmente dependente de 1 / AE, dado que as
propriedades das orbitais representadas pelos fatores (r~3) e P, variam de modo a que a
constante de prote¢do dependa maioritariamente da parcela op, como € o caso do '3C [58].

Em sistemas como os que estao em estudo, em que da interagdo entre as moléculas
resultam variagdes ténues de densidade de carga eletronica em alguns locais da molécula,

a espectroscopia de RMN de 'H ¢ bastante adequada, uma vez que ¢é suficientemente
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sensivel para mostrar alteragdes de deslocamento quimico para protdes situados nas zonas
de maior varia¢do de densidade eletronica. Ja os espectros de '3C nfo mostram qualquer
alteracdo, uma vez que o termo o, através de AE, apenas varia com perturbacdes mais
intensas como, por exemplo, com a protonagao/desprotonacdo de grupos polares da
molécula e alteragdes conformacionais significativas decorrentes de interacdes ou de
processos dinamicos presentes.

Adicionalmente, ¢ possivel que existam interagdes hidrofilicas e eletrostaticas
estabelecidas no exterior das micelas nas quais os grupos OSOs" ¢ o contra-ido Na* podem
estabelecer interacdes entre si € com outros grupos polares do peptideo, como ¢ sugerido

nos espectros de RMN de >*Na apresentados na Figura 3.19.

(e)
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Figura 3.19 — Espectros de RMN de 2*Na das solugdes em D0 (a) NaCl 10 mmol dm™
(referéncia externa); (b) SDS 6 mmol dm™>, pH* 9,2; (¢) SDS : Gly-L-Phe (6 : 6) mmol
dm?3, pH* 6,8; (d) SDS 50 mmol dm™>, pH* 6,6; (¢) SDS : Gly-L-Phe (50 : 50) mmol
dm3, pH* 6,8, 2 298,15 K.
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3.6.2 Grafico de Job

A razdo molar das espécies Gly-L-Phe : SDS envolvidas nas micelas mistas, na
fase pré-micelar e micelar, foram determinadas através do método de variagdo continua
(grafico de Job) [36, 37, 38]. Foi necessario preparar solugdes contendo Gly-L-Phe e SDS,
variando as suas proporgdes para se obter uma gama de fragdes molares entre 0 e 1,
0 <[Gly-L-Phe] / [Gly-L-Phe] + [SDS] < 1, onde a concentracao total ([Gly-L-Phe] +
[SDS]) ¢ mantida constante para cada solu¢dao. Para ambas as situagdes, o parametro
experimental observado ¢ o deslocamento quimico dos protdes CH3-12” do SDS, por ser
sensivel a formacao de um agregado (Figuras 3.20 € 3.21, para condi¢des de concentragao

pré-micelar e micelar, respetivamente).
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Figura 3.20 — Expansio dos espectros de RMN de 'H das solugdes Job em D>O de (0,75
a 1,90) ppm: (a) SDS 7,0 mmol dm?3, pH* 6,5; (b) Gly-L-Phe / SDS (1,0 : 6,0) mmol
dm3; (¢) Gly-L-Phe / SDS (1,4 : 5,6) mmol dm; (d) Gly-L-Phe / SDS (2,3 : 4,7) mmol
dm; (e) Gly-L-Phe / SDS (3,5 : 3,5) mmol dm?; (f) Gly-L-Phe / SDS (4,7 : 2,3) mmol
dm3; (g) Gly-L-Phe / SDS (5,6 : 1,4) mmol dm™; (h) Gly-L-Phe / SDS (6,0 : 1,0) mmol
dm, a 298,15 K.
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Figura 3.21 — Expansio dos espectros de RMN de 'H das solugdes Job em D>O de (0,75
a 1,90) ppm: (a) SDS 40,0 mmol dm3, pH* 6,5; (b) Gly-L-Phe / SDS (2,0 : 38,0) mmol
dm3; (¢) Gly-L-Phe / SDS (3,6 : 36,4) mmol dm; (d) Gly-L-Phe / SDS (5,0 : 35,0) mmol
dm3; (e) Gly-L-Phe / SDS (8,0 : 32,0) mmol dm3; (f) Gly-L-Phe / SDS (10,0 : 30,0)
mmol dm; (g) Gly-L-Phe / SDS (13,3 : 26,7) mmol dm; (h) Gly-L-Phe / SDS (20,0 :
20,0) mmol dm3; (i) Gly-L-Phe / SDS (25 : 15) mmol dm3; (j) Gly-L-Phe / SDS (30,0 :
10,0) mmol dm™, a 298,15 K.

O grafico de Ad (H-12°) x [SDS] em funcdo da fragdo molar do SDS esta
representado na Figura 3.22. Ambos os graficos apresentam um valor maximo para
x = 0,5, o que sugere a existéncia de micelas mistas contendo unidades alternadas de SDS
e de Gly-L-Phe numa razao molar de 1 : 1 (Gly-L-Phe : SDS). Embora, abaixo da CMC,
o surfactante se encontre, essencialmente, como uma espécies unimérica solvatada, os
espectros representados na Figura 3.20 mostram a existéncia de pequenos desvios dos
protdes CH3-12° com o aumento da concentracao de Gly-L-Phe, o que sugere que, para
esta concentragdo de SDS pré-micelar, 7 mmol dm™, se detetam ja agregados micelares
mistos, ainda que em concentragdes muito baixas, da ordem do micromolar, 10> mmol

dm?.
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Figura 3.22 — Grafico de Job (método da variagdo continua) do complexo Gly-L-Phe :

SDS na micela, mostrando uma estequiometria de 1 : 1 (Av = v (complexo) - v (livre)),

com concentracdo total [Gly-L-Phe] + [SDS]: (a) 7 mmol dm; (b) 40 mmol dm™, a

298,15 K.

Para obter informagdes acerca da associacdo SDS — peptideo na micela, foram

obtidos espectros de RMN de 'H das solug¢des contendo 20 mmol dm> de SDS e

Gly-L-Phe com concentragdes entre 2 a 100 mmol dm™. A partir dos deslocamentos
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quimicos, em Hz, dos protdes CH3-12" do SDS, ¢ possivel medir Av =v — V°, ou seja, a
diferenca entre a frequéncia observada para os protdes CH3-12’ na mistura e no SDS na
auséncia do peptideo. Assim sendo, a constante de associagdo do complexo Gly-L-Phe
com o SDS foi estimada seguindo o método de Sompornpisut et al. [54], a partir da relagao
[Gly-L-Phe] / Av em fungdo de ([SDS] + [Gly-L-Phe]) (Figuras 3.23 e 3.24). O valor
estimado foi de 30 mol"! dm?, para uma concentragio acima da CMC, sendo este valor

superior ao encontrado na bibliografia (17 mol™! dm) [65].
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Figura 3.23 — Expansdo dos espectros de RMN de 'H das solu¢des em D,O de 0,75 a
1,90 ppm: (a) SDS 20 mmol dm™3, pH* 6,5; (b) Gly-L-Phe / SDS (2,0 : 20) mmol dm™;
(c) Gly-L-Phe / SDS (10 : 20) mmol dm™; (d) Gly-L-Phe / SDS (20 : 20) mmol dm; (e)
Gly-L-Phe / SDS (40 : 20) mmol dm™3; (f) Gly-L-Phe / SDS (50 : 20) mmol dm3; (g)
Gly-L-Phe / SDS (100 : 20) mmol dm™, a 298,15 K.
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Figura 3.24 — Curva de ajuste linear dos dados experimentais de [Gly-L-Phe] / Av para o

CH3-12’ terminal do SDS versus a concentragao total.
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3.7 Espectroscopia de fluorescéncia

Para este segundo sistema foi, também, ponderada a formacao de um complexo
de inclusao entre o peptideo, Gly-L-Phe, e o surfactante anidonico dodecilsulfato de sodio,
SDS, através da técnica de espectroscopia de fluorescéncia. Quando uma quantidade
suficiente de SDS ¢ adicionada a uma solucdo aquosa, certas propriedades desta sdo
significativamente alteradas, nomeadamente a tensao superficial — que decresce — ¢ a
solubilidade de hidrocarbonetos — que aumenta. No entanto, estas propriedades nao se
alteram até que seja atingida a CMC do SDS (cerca de 8 mmol dm™). Abaixo da CMC, o
surfactante encontra-se, essencialmente, como uma espécie unimérica solvatada,
enquanto acima da CMC estes unimeros sofrem um processo de auto-associagao
formando estruturas designadas de micelas que podem formar complexos de inclusao
com determinados croméforos [66].

Na Figura 3.25 encontra-se representado o espectro de emissao de fluorescéncia
para uma concentragdo de 1,0 mmol dm™ de Gly-L-Phe, obtido com excitagdo a 255 nm
na presenca € na auséncia de SDS para diferentes concentragdes. Ao adicionar SDS,
verifica-se o aparecimento de uma nova banda de emissdo para maiores comprimentos de
onda, Figura 3.25. No entanto, ndo foi possivel de calcular a constante de associagao

utilizando o método de Benesi-Hildebrand (Equacao 3.14) devido a dispersao de dados.

[SDS]/ mmol dm”

Intensidade x 10 /(a.u.)

250 300 350 400 450
Comprimento de onda / nm

Figura 3.25 — Espectro de emissdao de fluorescéncia de Gly-L-Phe na presenca de

diferentes concentragoes de SDS.
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CAPITULO IV - Concluséo

Neste projeto de Mestrado em Quimica, foram utilizadas diversas técnicas —
método de dispersao de Taylor, a espectroscopia de RMN, a espectroscopia de
fluorescéncia e os estudos computacionais — para caraterizar as interacdes de Gly-L-Phe
com B-CD e com SDS.

Para a Gly-L-Phe, obteve-se um valor limite do coeficiente de difusdo para
concentracdo infinitesimal de 7,66 x 101 m? s'' a 298,15 K.

Relativamente ao primeiro sistema estudado (Gly-L-Phe + B-CD + H»0), o
coeficiente de difusdo principal, D11, aumenta com o aumento da fragdo molar de soluto
de Gly-L-Phe. O coeficiente de difusdo secundario, D1, € negativo, o que indica
contra-corrente dos fluxos acoplados. Este tipo de comportamento indica que a difusao
de Gly-L-Phe ¢ afetada pela presenga com a B-CD, que se pode confirmar com uma
constante de associacdo inferior a 100 mol! dm?. Através da espectroscopia de RMN foi
possivel obter uma constante de associagdo de 40 mol! dm?. Foi, também, possivel
concluir que a estequiometria da interacao € de 1 : 1. A partir dos espectros de RMN pode
observar-se uma blindagem dos protdes da cavidade da B-CD, acompanhada por um
estreitamento do perfil dos protdes do anel aromatico de Gly-L-Phe, sugerindo uma
complexacdo entre Gly-L-Phe e B-CD. Os espectros 2D-RMN de NOESY apoiam a
afirmacdo através dos seus sinais cruzados. Complementarmente, obteve-se uma
constante de associa¢do de 43 mol! dm? através da espectroscopia de fluorescéncia, algo
que ¢ coerente com as constantes de associacdo obtidas através das outras técnicas.

Os picos cruzados observados no espectro 2D-NOESY e, também, os calculos de
DFT que preveem a entrada do anel aromatico da Gly-L-Phe dentro da cavidade de B-CD.
A geometria otimizada do complexo esta de acordo com a observagao dos picos cruzados
NOE para os protdes do grupo fenil. As interagdes intermoleculares peptideo / f-CD sao,
também, relevantes, como indicado através da DFT, contribuindo para a alta estabilidade
do complexo.

Para o segundo sistema estudado (Gly-L-Phe + SDS + H,0), determinaram-se os
coeficientes de difusao inferior e superior a CMC de SDS. Para valores inferiores 8 CMC
de SDS, pode verificar-se que o coeficiente de difusdo principal, D11, diminui com o
aumento da fracao de soluto de Gly-L-Phe. Os coeficientes de difusdo secundarios, D12 €
D»1, sdo diferentes de zero, sugerindo uma interagdo entre os solutos. Através destes
dados, ¢ possivel que o peptideo esteja encapsulado na micela de SDS.

A constante de associagio verifica-se para valores inferiores a 100 mol! dm?. Para

valores superiores a CMC de SDS, os coeficientes de difusdo principais, D11 € Do,

66



CAPITULO IV - Concluséo

diminuem com o aumento da fragdo molares de soluto de Gly-L-Phe. A constante de
associacao nao foi possivel estimar para valores superiores a CMC de SDS. A partir dos
espectros de RMN, verificam-se modificacdes dos sinais do anel aromatico de Gly-L-Phe
e, também, dos sinais do SDS. Estas modificagdes ¢ mais acentuadas para concentragdes
de SDS acima da CMC, sugerem o estabelecimento de interagdes hidrofobicas entre o
anel aromatico do peptideo e a cadeia hidrofobica do SDS e a sua provavel inclusdo nas
micelas, de acordo com os graficos de Job obtidos através da espectroscopia de RMN de
"H que indica uma estequiometria da interagdo de 1 : 1. O valor estimado para a contante
de associagdo foi de 30 mol! dm?, para valores de concentragio superiores 3 CMC de
SDS. Através da espectroscopia de fluorescéncia, nao foi possivel calcular a constante de
associagao.

Com base no trabalho escrito e nos resultados estabelecidos, ¢ possivel sugerir
que a B-CD ¢ o melhor transportador para a Gly-L-Phe do que o SDS dado que apresentou

um valor para a constante de associa¢ao superior.
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Figura A.1 - Coeficientes de difusdo mutua ternarios do sistema Gly-L-Phe + -CD vs.
a fracdo de soluto de Gly-L-Phe, X1, a 298,15 K. Os valores de Dj; foram previstos pelas
Equagoes (3.10 e 3.11) para os diferentes valores de K (Equagdo 3.7). Valores medidos:
® (Dx); A (D).
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Figura A.2 - Coeficientes de difusao mutua ternarios do sistema Gly-L-Phe + SDS vs. a
fracao de soluto de Gly-L-Phe, Xi, para valores de concentracao abaixo da CMC do SDS,
a 298,15 K. Os valores de Dj foram previstos pelas Equagdes (3.10 e 3.11) para os
diferentes valores de K (Equacao 3.7). Valores medidos: e (D2x); A (D21).

76



Interacdo de ciclodextrinas e surfactantes com o peptideo glicil-L-fenilalanina

-9 2 -1
D, (10" m"s™)

06 - . : .
0.0 0.5 1.0

Figura A.3 - Coeficientes de difusao mutua ternarios do sistema Gly-L-Phe + SDS vs. a
fracao de soluto de Gly-L-Phe, Xi, para valores de concentra¢ao acima da CMC do SDS,
a 298,15 K. Os valores de Dj foram previstos pelas Equagdes (3.10 e 3.11) para os
diferentes valores de K (Equacao 3.7). Valores medidos: e (D2x); A (D21).
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