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€ Coeficiente de absor¢ao molar

() Desvio quimico

A Comprimento de onda

Ta Tempo de vida de oxigénio singleto

OF Rendimento quéantico de fluorescéncia

Opb Rendimento quantico de fotodegradacao

da Rendimento quantico de formacao de oxigénio singleto
'0, Oxigénio singleto

30, Oxigénio tripleto

BFMonoPEG-peptideo 5-[(2°,3%,5’,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]-10-[(2°,3’,5’,6’-
tetrafluoro-4’-peptideo)fenil]-15,20-di-[(2’,3’,4’,5’,6’-pentafluoro)
fenil]bacterioclorina

BFTetraPEG 5,10,15,20-tetra-[(2°,3’,5°,6"-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]

bacterioclorina

dd Duplo dupleto

DLso Dose letal a 50% (do inglés “lethal dosis 50%”)
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DMSO Dimetilsulféxido

ESI lonizagdo por “electrospay” (do inglés “electrospray ionization”)

Fl Imagiologia de fluorescéncia (do inglés “fluorescence imaging”)
HEPES Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanesulfénico

HOMO Orbital molecular ocupada de maior energia (do inglés “highest

occupied molecular orbital””)

HpD Hematoporfirina

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés “high performance
liquid cromatography’’)

1Cso Concentragdo inibitdria a 50 % (do inglés “half maximal inhibitory
concentration”)

IUPAC Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (do inglés

“International Union of Pure and Applied Chemistry”)
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PDT
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PET
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PS

PS*
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Constante de acoplamento

Orbital molecular desocupada de menor energia (do inglés “Lowest
unoccupied molecular orbital”)

Multipleto

3o molecular
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Imagiologia de ressonancia magnética nuclear de fldor (do inglés
“fluorine magnetic resonance imaging”)

Imagiologia de ressonancia magnética (do inglés ‘“magnetic
resonance imaging”’)

5,10,15,20-tetra(3-hidroxifenil)clorina

Hidreto de sddio

Zedlito

Ac ¢

Imagem 6tica (do inglés “optical imaging”)

Tampao fosfato pH=7,4 (do inglés “phosphate buffer saline”)
Ftalocianina de silicio

Terapia fotodinamica (do inglés “photodynamic therapy”)
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Tomografia de emissao de positrées (do inglés “tomography positron
emission”)
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Resumo

O trabalho apresentado nesta dissertacdao tinha como objetivo global desenvolver
macrociclos tetrapirrdlicos - porfirinas e bacterioclorinas - conjugadas com polietilenoglicol
e avaliar algumas das suas propriedades fotofisicas, RMN de fltior e estudos in vitro para
avaliar as suas potenciais aplicagdes como agentes de contraste para imagiologia de
ressonancia magnética e fotossensibilizadores vetorizados.

No capitulo 1 desta dissertacdo apresenta-se uma revisdao geral das diferentes
metodologias de sintese de bioconjugados de macrociclos tetrapirrdlicos. Além disso,
apresentam-se também as possiveis aplicacdes dos macrociclos tetrapirrdlicos em
biomedicina, incluindo uma breve revisdo bibliografica dos fotossensibilizadores utilizados
em terapia fotodindmica bem como alguns fundamentos tedricos acerca de imagiologia
médica por ressonancia magnética, especificamente no que refere a agentes de contraste de
fldor e sondas redox.

No capitulo 2 apresentam-se os resultados de otimiza¢dao da sintese de 5,10,15,20-
tetra-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenilporfirina e de 5-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-
4’-polietilenoglicol)fenil]-10,15,20-tri-[(2°,3°,4’,5’,6’-pentafluoro)fenil ]porfirina, que se
obtiveram com os rendimentos de 93 % e 49 % respetivamente. Preparou-se ainda o complexo
de manganésio, obtendo-se 5,10,15,20-tetra-[(2’,3’,5’,6”-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]
porfirinato de manganésio (Ill), com um rendimento de 78%. A porfirina 5,10,15,20-tetra-
[(2’,3’,5°,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenilJporfirina foi reduzida a 5,10,15,20-tetra-
[(2’,3’,5°,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]bacterioclorina, com um rendimento de 44%.
Além disso, a 5-(2’,3,5’,6"tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]-10,15,20-tri-[(2’,3”,4’,5’,6-
pentafluoro)fenil]porfirina foi também reduzida a bacterioclorina e conjugada com um
peptideo, tendo-se obtido a 5-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil ]-10-[ (2’,3’,5°,6-
tetrafluoro-4’-peptideo)fenil]-15,20-di-[(2’,3’,4’,5’,6’-pentafluoro)fenil ]bacterioclorina. Neste
capitulo descreve-se também a caracterizacdao estrutural de todos os compostos
sintetizados, utilizando as técnicas de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e
espectrometria de massa.

Integram também o trabalho, os resultados apresentados no capitulo 3 referentes a
avaliacdo das propriedades fotofisicas, que incluem a determinacao dos coeficientes de
absorcdo molar, os rendimentos quanticos de fluorescéncia e de formagdo de oxigénio

singleto, e também a realizacdo de estudos in vitro relativos a internalizacdo celular, a
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citotoxicidade e a fototoxicidade de uma das bacterioclorinas conjugadas com
polietilenoglicol para avaliar a sua potencial aplicagdo como fotossensibilizador para PDT.
Por fim, no capitulo 5 apresenta-se detalhadamente os procedimentos experimentais
referentes a todos os capitulos da tese, bem como a caracterizacdao completa de todas as
moléculas sintetizadas ao longo deste trabalho ("H RMN, "°F RMN, espectrometria de massa

e absor¢do UV-visivel).
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Abstract

The main goal of the work presented in this dissertation was the development of new
tetrapyrrolic macrocycles — porphyrins and bacteriochlorins — conjugated with polyethylene
glycol and the evaluation of their photophysical properties, fluorine NMR and in vitro studies,
in order to assess their potential application as contrast agents in magnetic resonance
imaging and as vectorised photosensitizers.

In chapter 1 of this dissertation, an overview of the different synthetic methodologies
of bioconjugated tetrapyrrolic macrocycles is shown. Additionally, possible applications of
tetrapyrrolic macrocycles in biomedicine are also presented, including a brief bibliographic
review of photosensitizers in photodynamic therapy as well as some theoretical
fundamentals about medical imaging by magnetic resonance, specifically regarding fluorine
contrast agents and redox probes.

In chapter 2 results of synthesis optimization of 5,10,15,20-tetra[(2’,3’,5’,6’-
tetrafluoro-4’-polyethyleneglycol)phenyl]porphyrin and 5-[(2°,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-
polyethyleneglycol)phenyl]-10,15,20-tri[(2’,3°,4’,5’,6’-pentafluoro)phenyl]porphyrin  which
were obtained with 93% and 49% yield , respectively, are presented. The complexation with
manganese of porphyrin 5,10,15,20-tetra[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-
polyethyleneglycol)phenyl]porphyrinis is also described in this chapter and Mn(lIl)-5,10,15,20-
tetra-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-polyethyeneglycol)phenyl]porphyrin, was obtained with a
yield of 78 %. Also, porphyrin 5,10,15,20-tetra[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-
polyethyleneglycol)phenyl]porphyrin was further reduced to 5,10,15,20-tetra-[(2’,3",5",6”-
tetrafluoro-4’-polyethyleneglycol)phenyl]bacteriochlorin, with a yield of 44%. Furthermore,
5-[(2°,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-polyethyleneglycol)phenyl]-10,15,20-tri[(2,3%,4’,5",6 -
pentafluoro)phenyl]porphyrin was also reduced to bacteriochlorin and conjugated with a
peptide, obtaining 5-[(2’,3’,5,6’-tetrafluoro-4’-polyethyleneglycol)phenyl]-10-[(2’,3’,5°,6’-
tetrafluoro-4’-peptide)phenyl]-15,20-di-[(2’,3°,4’,5’,6’-pentafluoro)phenyl]bacteriochlorin. In
this chapter is also described the structural characterization of all synthetized compounds,
using nuclear magnetic resonance spectroscopy and mass spectrometry.

In chapter 3 it is presented the results referring to the evaluation of photophysical
properties, which include the determination of the molar absorption coefficients,

fluorescence and singlet oxygen, and the performance of in vitro studies of cellular uptake,



cytotoxicity and phototoxicity of one of the bacteriochlorins conjugated with polyethylene
glycol in order to evaluate its potential application as photosensitizer in PDT.

Lastly, in chapter 5, the experimental procedures related to all the chapters of this
thesis are described in detail, as well as complete chemical characterization of all synthesized

compounds ("H NMR, "F NMR, mass spectrometry and UV-vis absorption).



Nomenclatura

Os macrociclos tetrapirrdlicos podem ser classificados de acordo com a
nomenclatura de Fischer’ ou a nomenclatura IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry). Fischer atribuiu nomes triviais aos macrociclos tetrapirrélicos e designou o
macrociclo tetrapirrdlico conjugado apresentado na figura | A por porfirina. Para além disso,
classificou as posicOes periféricas por posicdes B e as pontes metilénicas interpirrdlicas por
posi¢oes meso. De acordo com este autor, as posi¢des { pirrélicas podem ser numeradas de
1a 8, as posicdes meso sao designadas através de letras gregas a, 3, y, & e os anéis pirrdlicos
denominados de A, B, C e D. No entanto, devido a enorme expansao que se deu na drea da
quimica das porfirinas foi necessario o aparecimento de um outro sistema de nomenclatura

- recomendagdes da l[UPAC - onde todos os carbonos dos macrociclos tetrapirrdlicos devem

Figura I. Numeracao dos macrociclos tetrapirrdlicos segundo a nomenclatura de A: Fischer

B: IUPAC

Ainda de acordo com as recomendag¢bes da IUPAC, as porfirinas reduzidas sao
designadas de 2,3-di-hidroporfirinas e 7,8,17,18-tetrahidroporfirinas. As 2,3-di-hidroporfirinas,
trivialmente designadas por clorinas, sofrem reducao apenas na ligagao dupla existente
entre os carbonos 7 e 8 dos anéis pirrdlicos (figura Il A). No caso das 7,8,17,18-
tetrahidroporfirinas os carbonos saturados surgem em duas unidades pirrdlicas
diametralmente opostas, ocorrendo a redugao de duas liga¢6es duplas e sao designadas

normalmente por bacterioclorinas (figura Il B).
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Figura Il. Estrutura quimica dos macrociclos tetrapirrélicos reduzidos: clorina A e

bacterioclorina B

Por uma questdo de simplicidade, nesta dissertacao ambas as nomenclaturas serdao
adotadas. As porfirinas substituidas sdo numeradas de acordo com as recomendacdes da
IUPAC, no entanto, a nomenclatura de Fischer também ¢é utilizada. Através desta
nomenclatura referenciam-se as posicdes onde se encontram os dtomos no macrociclo
tetrapirrélicos, nomeadamente posicdes B-pirrdlicas ou meso e também se designam os

derivados hidroporfirinicos pelos seus nomes vulgares, clorinas e bacterioclorinas.

"Fischer H., Orth H., Die Chemie des Pyrrols, 1934, Akad. Verlagsges, Germany.
" Moss G.P., Pure & Appl. Chem., 1998, 70, 143 - 216.
" Moss G.P., Pure & Appl. Chem., 1986, 59, 779 - 832.
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Capitulo 1

Introducao

Os macrociclos tetrapirrdlicos sdo compostos quimicos de estrutura ciclica formados
por quatro unidades de pirrol ligadas entre si através de quatro unidades metilénicas.” As suas
propriedades fisico-quimicas e a relativa facilidade de modelacdo estrutural tem atraido
bastante atencdo nas ultimas décadas, na comunidade cientifica>34, essencialmente por
permitir uma facil introdu¢do de grupos funcionais, metalacdo com diferentes metais ou
reducdo de uma ou duas ligagbes duplas dos anéis pirrdlicos, obtendo-se clorinas e

bacterioclorinas respetivamente, figura 1.1.557:2

R R R
R R R R R R
R
Porfirina - 22 eletrées ©t Clorina - 20 eletrées ©t Bacterioclorina - 18 eletrées it

Figura 1.1 Estrutura quimica geral de uma porfirina, clorina e bacterioclorina

Nas seccOes seguintes apresentar-se-da uma revisdao geral das metodologias
existentes para obten¢do de bioconjugados de macrociclos tetrapirrdlicos, bem como uma
visdo geral dos fundamentos das possiveis aplicacdes médicas, nomeadamente na terapia

fotodinamica (PDT) e na imagiologia médica.



1.1. Modelacao estrutural dos macrociclos tetrapirrélicos

A conjugacao covalente de grupos hidrofilicos com moléculas de interesse tem
desempenhado um papel importante na terapéutica moderna, uma vez que permite
melhorar a solubilidade em 3gua, a estabilidade metabdlica e a entrega ou libertacao
direcionada dos farmacos ou sondas em locais especificos do corpo.?

Na literatura, existem diversas estratégias de conjugagao com grupos hidrofilicos das
quais se destaca, a introducao de cargas negativas por conjugacao com grupos carboxilo,
sulfonilo ou hidroxilo, a introdugdo de cargas positivas, através da formacdao de aminas
quaternarias, ou a conjugacao com grupos nao-iénicos como peptideos, hidratos de carbono
(acucares), glicerol ou polietilenoglicol (PEG).™"™'3" E de salientar que apesar de todas as
estratégias referidas permitirem o aumento da solubilidade em d&gua, na industria
farmacéutica a ligacao covalente com cadeias PEG é a mais utilizada, uma vez que permite de
forma eficiente aumentar a biocompatibilidade.®

A reacdo de pegilacdo foi pela primeira vez descrita por Abuchowski et al. 73 em
1970, onde demonstraram que a conjugacao de polietilenoglicol com a albumina e a catalase,
alterava as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas dos farmacos e permitia uma
melhor libertagdo das moléculas terapéuticas no organismo humano.>" Para além disso,
outros autores'®?>*"*> observaram que a pegilacao de compostos de interesse farmacéutico
conduzia a diversas vantagens, nomeadamente, a diminuicdo da imunogenotoxicidade e da
frequéncia de administracdo do composto, o aumento da especificidade e, devido a melhorar
a eficiéncia da internalizagdo celular, a acumulagdo nos tecido tumorais era mais eficiente.

Na literatura, existem diversos exemplos de conjugacao de lipossomas, peptideos,
hidratos de carbono, enzimas ou pequenas moléculas organicas com PEG.?* Contudo, nos
ultimos anos vdrios exemplos da conjugag¢ao com macrociclos tetrapirrdlicos surgiram tal
como é observado na tabela 1.1. Hornung et al.***> estudaram uma clorina, meso-tetra-
(hidroxifenil)clorina (m-THPC) conjugada com quatro cadeias PEG (2000 Da), observaram
alta seletividade para células cancerigenas num modelo de cancro em ratos e demonstraram
que dentro da dose necessaria para o tratamento do tumor por PDT a clorina pegilada parecia
ser um fotossensibilizador seguro. Grahn et al. >***?7 estudaram quatro produtos diferentes,
usando PEG com pesos moleculares de 2000 e de 5000 Da ligados a m-THPC através de
grupos carbonato ou triazina. Os estudos in vivo mostraram que a cadeia PEG tinha
relativamente pouco efeito nos padrdes de bioatividade, o que concluiram ser em grande

parte uma consequéncia da estabilidade dos grupos de ligacdo entre os PEG e a clorina.



Lottner et al.?>?%* propuseram a sintese de potenciais fotossensibilizadores baseados numa
hematoporfirina (PEG-HP) ou num complexo de platina e tetraarilporfirina (PEG-HPPt)
conjugados com duas ou trés cadeias PEG. Concluiram que o fotossensibilizador PEG-HPPt
era bastante promissor para PDT, uma vez que apresentava citotoxicidade intrinseca,
especificidade para as células tumorais e uma internalizacao celular eficiente.”® Sibrian-
Vazquez et al.”> sintetizaram a meso-tetrafenilporfirina funcionalizada com uma, duas, trés e
quatro cadeias PEG de baixo peso molecular (400Da) e observaram que os derivados que
continham uma ou duas cadeias PEG tinham maior acumulagdo na linha celular humana HEp2
do que os derivados com trés ou quatro cadeias PEC. Para além disso, descobriram também
que apenas os conjugados com uma ou duas cadeias PEG apresentavam fototoxicidade. Tal
facto foi justificado por existir uma elevada internalizacdo celular e pelos conjugados
apresentarem uma localizacdo preferencial a nivel celular, especificamente, nas mitocdndrias
e no reticulo endoplasmatico. Nawalany et al.*3° obtiveram a porfirina, 5,10,15,20-tetra-(4-
hidroxifenil)porfirina (p-THPP) conjugada com PEG com diferentes pesos moleculares (350,
2000 e 5000 Da), concluindo que a conjugacdo ao polimero resulta numa reducdo
significativa da citotoxicidade no escuro em relacdao a porfirina de partida. Kim et al®
reportaram a sintese de uma porfirina, a meso-tetra(p-bromometilfenil)porfirina conjugada
com polietilenoglicol, obtendo produtos tetra-, tri- e di- funcionalizados, demonstrando que
estas porfirinas sao Uteis na terapia fotodinamica por apresentarem melhor solubilidade em
agua e elevada eficiéncia na formacao de oxigénio singleto. A elevada eficiéncia na formacao
de oxigénio singleto foi justificada pelo facto de os fotossensibilizadores na presenca de
radiacdo desencadearem reac¢des fotoquimicas do tipo Il. Estas reacbes produzem oxigénio
singleto quando o fotossensibilizador no seu estado excitado tripleto reage com o oxigénio

molecular.



Tabela 1.1. Exemplos de bioconjugados macrociclos tetrapirrdlicos-PEG descritos na

literatura para aplicagao em PDT
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A vectorizagao por bioconjugacao de moléculas organicas nao seletivas a moléculas
bio-organicas especificas é uma estratégia bastante utilizada para direcionar os compostos
quimicos para alvos especificos, uma vez que aumenta a especificidade aos locais de
interesse, com a consequente reducdo dos efeitos téxicos associados a acumulagdo em
drgdos e tecidos que ndo os alvo.3" Estas estratégias sao cada vez mais utilizadas para
solucionar problemas de saude publica podendo contribuir para a melhoria do tratamento
de algumas doencas. De entre elas salienta-se as arritmias cardiacas. Esta patologia surge
pelo facto de as células musculares cardiacas — os midcitos (células excitaveis que permitem
a contra¢do e o relaxamento do coragdo) - baterem de forma anormal, arritmica.? Esta
doenca representa uma das maiores causas de morte em todo o Mundo.?* Atualmente, as
estratégias terapéuticas anti-arritmicas englobam a utilizacdo de farmacos anti-arritmicos,
cirurgias, abla¢Ges por cateter ou dispositivos implantados.3>3® A farmacoterapia foi durante
varios anos o pilar da terapia para esta patologia, no entanto verifica-se que existem alguns
problemas na sua eficacia, nos efeitos secundarios sistémicos e nos efeitos pré-arritmicos
que levam algumas vezes ao aumento da mortalidade.®® Desta forma, é essencial o
aparecimento de terapias alternativas mais eficazes para o tratamento desta patologia.
Recentemente, Avula et al.373® demonstraram in vivo a viabilidade de uma abla¢&o seletiva
dos midcitos através da utilizacdo da terapia fotodinamica. Essa seletividade foi conseguida
pela bioconjugacdo de um fotossensibilizador vetorizado com um peptideo (CTP) que se
direciona especificamente para os midcitos e que por acao de terapia fotodinamica permite
destruir seletivamente as células disfuncionais, mantendo inalterado o tecido periférico,
abrindo a possibilidade de uma nova terapia para as arritmias cardiacas. Estudos preliminares
de sintese de potenciais fotossensibilizadores bioconjugados com peptideos serdo descritos
nesta dissertacdo abrindo perspetivas para esta nova drea de aplicacao.

Seguidamente e porque o objetivo do trabalho era a obtencdo de novas entidades
quimicas baseadas em macrociclos tetrapirrdlicos para aplicacao em terapia fotodinamica e
em imagem por ressonancia magnética nuclear, apresentar-se-3 nas proximas sec¢ées uma
visdo geral dos fundamentos da terapia fotodinamica e da imagiologia de ressonancia

magnética nuclear de fluor.



1.2. Aplicacdes dos macrociclos tetrapirrdlicos em biomedicina

Terapia fotodinamica (PDT)

A terapia fotodinamica é uma metodologia terapéutica seletiva e pouco invasiva
utilizada maioritariamente no tratamento oncoldgico, mas que cada vez mais tem sido
explorada para o tratamento de outras patologias, tais como, doencas cardiovasculares,
dermatoldgicas, oftalmicas e infeciosas.3>*>* A PDT envolve a administracdo de
fotossensibilizadores, que ao serem irradiados com luz na regido do infravermelho préximo
(600 nm), transferem energia para o oxigénio molecular, gerando espécies reativas de
oxigénio (ROS) dando inicio a uma série de cascatas bioquimicas que provocam a destruicdo
das células alvo.#4344

O processo fotodindmico que ocorre na terapia fotodinamica, envolve a absorcdo de
um fotdo no comprimento de onda adequado, por parte do fotossensibilizador para o
primeiro estado excitado singleto (S1) ocorrendo a transicdo para o primeiro estado excitado
tripleto (T1), por cruzamento intersistema. Aqui, poderd ocorrer emissdo para o estado
fundamental singleto (So) por fosforescéncia ou a interacdo com o oxigénio molecular,
através de duas vias diferentes. Na primeira, a reacao do tipo I, ocorre a transferéncia de
eletrdes para substratos celulares que formam radicais capazes de interagir com o oxigénio
molecular e originar espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como, anido superdxido (0,7),
radical hidroxilo (OH-), perdéxido de hidrogénio (H.0.), etc. A segunda, a reacdo do tipo I,
consiste na transferéncia direta de energia do estado excitado tripleto para o estado
fundamental do oxigénio (estado tripleto 30,), levando a formacdo de oxigénio singleto
(estado excitado '0,) (figura 1.2), sendo esta a espécie que ird reagir com as células alvo,

destruindo-as. 39,40,41,45,46,47
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Figura 1.2. Esquema geral de terapia fotodinamica*

Para que um fotossensibilizador possa ser considerado ideal para uma determinada
aplicagao médica, é necessdrio que apresente determinadas carateristicas como por
exemplo, uma sintese facil e com elevado rendimento, elevada pureza e estabilidade, baixa
toxicidade na auséncia de luz, elevado coeficiente de absor¢cdo molar na “janela
fototerapéutica” (600 — 850 nm), elevado rendimento quantico de formacdo de oxigénio
singleto, baixo rendimento quantico de fluorescéncia, fotodegradacdao adequada,
acumulacdo seletiva nas células desejadas e facilidade de excrecdo e eliminagdo apds o
tratamento.394548

Nos ultimos anos tem-se verificado uma intensa investigacdo no que se refere ao
estudo e design de fotossensibilizadores para PDT, que se subdividem em trés geracdes cada
vez mais especificas e seletivas.#>>*5"*>3 Os fotossensibilizadores de primeira geracao
baseiam-se em porfirinas de origem natural, mas como principais limitacbes apresentam
reduzida eliminagao do organismo e baixa absor¢do naregiao do infravermelho préximo. Os
de segunda geracdo sdo baseados em compostos de natureza sintética desenhados
conceptualmente para ultrapassar os problemas associados aos de primeira geracao. Este
tipo engloba compostos do tipo porfirinas39°+5>5¢ clorinas®, bacterioclorinas®®59 e
ftalocianinas®®. Nos ultimos anos surgiram os de terceira gera¢do que através da formacdo
de ligagcGes com anticorpos monoclonais, proteinas ou lipossomas®"®*® permitem o

aumento da seletividade e acumulagdo nas células cancerigenas.*9%4



Em particular, as bacterioclorinas tém vindo a ser extensivamente estudadas uma vez
que apresentam uma forte absor¢do na regido do infravermelho e sao capazes de transferir
energia do estado tripleto para moléculas de oxigénio molecular.4%¢

Na tabela 1.2 apresentam-se alguns exemplos de fotossensibilizadores Uteis em
terapia fotodinamica, bem como algumas das suas propriedades fotofisicas relevantes, como
por exemplo, rendimentos quanticos de formacao de oxigénio singleto (¢a) ou comprimento
de onda méximo de absor¢ao de radiagdo na regiao do infravermelho.

De entre os fotossensibilizadores apresentados na tabela 1.2 destaca-se a Redaporfin,
uma bacterioclorina sintética que resultou do trabalho de investigacdo desenvolvido no
grupo e culminou na criacdo de uma empresa no departamento de Quimica da Universidade
de Coimbra - Luzitin, S.A.. Este fotossensibilizador trouxe vantagens relativamente a outros,
uma vez que apresenta uma forte absorcdo na regido entre os 740 — 780 nm, baixo
rendimento quantico de fluorescéncia, rendimento quantico de formacdao de oxigénio
singleto de 0,43, elevada fotoestabilidade gerada pela presenca de atomos de fldor nas
posi¢des orto dos grupos fenilo e anfifilicidade resultante da presenca de grupos sulfonamida
nas posi¢oes meta dos grupos fenilo.4>%® Além disso, os ensaios in vitro foram positivos,
apresentando baixa toxicidade no escuro e elevado efeito fotodinamico, o que permitiu que
este fotossensibilizador prosseguisse para ensaios in vivo. Os resultados dos ensaios clinicos
tém sido bastante positivos encontrando-se em fase Il perspetivando-se aplicacdo breve na

clinica.
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Tabela 1.2. Exemplos de alguns fotossensibilizadores relevantes em PDT (cont.)
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Imagiologia médica

A imagiologia médica tem emergido como uma area multidisciplinar resultado da
interacdo da biologia molecular e da imagiologia in vivo. As principais potencialidades desta
area sdo centradas no diagndstico de doengas neuroldgicas, cardiovasculares ou cancro. #6869
A imagiologia tem beneficiado de varias modalidades de diagndstico que incluem a
radiografia por raios-X e a tomografia computarizada (raios-X CT), a tomografia de emissao
de positrdes (PET), a ressonancia magnética nuclear (MRI), a ressonancia magnética nuclear
de fldor (F MRI), a ultrassonografia (US), a imagem oJtica (Ol) e a imagiologia por
fluorescéncia (FI).>*

No ambito do trabalho desenvolvido destaca-se a modalidade de imagiologia de
ressonancia magnética nuclear de fldor ("F MRI).

O fldor (F) tem um nucleo com abundancia natural préxima dos 100 % e um spin
nuclear de %. Este elemento quimico existe no organismo imobilizado em fase sdlida nos
dentes e 0ssos, no entanto, essa imobilizacdo conduz a tempos de relaxacdo transversal (T2)
curtos e a um sinal de fundo muito abaixo dos limites de detecdo da imagiologia de
ressonancia magnética (MRI).”>7" Assim, os sinais detetados por 'F MRI vdo estar apenas
relacionados com os ntcleos de fldor associados aos agentes de contraste.”>”3 Esse facto
torna o fldor, um dos nucleos mais promissores para imagiologia, podendo ser util como
marcador bioldégico.”4#7>7%77 Estas vantagens tornam a técnica bastante atrativa para o
estudo da estrutura e funcdes de proteinas e dacidos nucleicos, para a andlise do
metabolismo, biodistribuicdo e farmacocinética de moléculas bioativas, bem como para a
imagiologia médica dada a facil dete¢do de compostos fluorados.”®79

Contrariamente, ao que acontece em 'H MRl em que as imagens provém da alteracao
das relaxividade molar das moléculas de dgua, no caso de "°F MRI os sinais provém apenas
dos atomos de fllor presentes nos compostos fluorados que funcionam como sondas.” Por
isso, elevada densidade de nucleos de flior 19 na sonda e elevadas concentraces dos
compostos fluorados nos tecidos bioldgicos permitem obter melhor contraste nas imagens
de "F MRI.

Neste sentido a utilizagdo de sondas com caracteristicas fisico-quimicas adequadas é
crucial para a obtenc¢do de bons resultados. Alguns autores”"2° referem que as sondas ideais
devem ser caracterizadas por apresentarem alto teor de fltor, sintese e formulagoes faceis,
elevada estabilidade quimica e biolégica e baixa toxicidade in vitro e in vivo. Além disso,

consideram que o espectro de RMN de fldor 19 deve ser simples e ter picos intensos e bem
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definidos e que as sondas devem conduzir a tempos de relaxagdo longitudinal (T1) curtos e
transversais longos (T2).

Os compostos fluorados tém também vindo a ser sintetizados e estudados como
potenciais candidatos a agentes de contraste inteligentes (sondas redox).8"828384 Estes
referem-se a sistemas paramagnéticos capazes de detetar alterag¢des a nivel biolégico, sendo
sensiveis a parametros como o pH, a temperatura, a pressao de oxigénio, o potencial de
oxidagdo-reducdo ou a concentracdo de ides especificos.®>% As alteracGes especificas na
pressao parcial do oxigénio estdao muitas vezes associadas a patologias, como acidentes
vasculares cerebrais ou tumores.®® Por isso, o desenvolvimento de agentes de contraste
inteligentes capazes de detetar essas alteracdes pode permitir o diagndstico desse tipo de
doencas.”

As sondas redox podem ser baseadas na atividade redox dos ligandos, no qual
podem ocorrer altera¢bes na estrutura dos ligandos ou na rotacao molecular enquanto o
estado de oxidacdo do ido metdlico paramagnético se mantém inalterado ou podem ser
baseados no uso de ides metalicos paramagnéticos, tais como o eurdpio ou manganésio, no
qual o estado de oxidagdo tém propriedades paramagnéticas diferentes.®> Ambas as sondas
devem cumprir vdrios requisitos, tais como, serem biocompativeis, apresentarem um
potencial redox no interior das células que seja acessivel a agentes redutores bioldgicos,
possuirem ligandos que estabilizem os estados redox de tal modo que a reducdo e oxidagao
ndo resulte na decomposicdo da sonda, apresente forte mudanga de sinal apds ativacao ou

aumentar o sinal na presenca da patologia, de forma a ser Uteis para aplicagdo in vivo.

1.3. Objetivos

Neste trabalho, pretendeu-se desenvolver macrociclos tetrapirrdlicos fluorados e
funcionalizados, através da introducao de cadeias de polietetilenoglicol, para serem
potencialmente utilizados como fotossensibilizadores em terapia fotodinamica ou como
agentes de contraste em imagiologia médica. Mais especificamente pretendia-se preparar
novas moléculas do tipo porfirinas conjugadas com PEG para potencial aplicacdo em
imagiologia de ressonancia magnética de flior 19 (RMN ™F). Como segundo objetivo
tencionava-se desenvolver fotossensibilizadores do tipo bacterioclorinas vetorizadas para

aplicacdo em PDT.>’ (figura 1.3)
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- Polietilenoglicol

- MnOAc

O - H (bacterioclorinas)

Agentes de contraste ou fotossensibilizadores

Figura 1.3. Esquema resumo da proposta de trabalho apresentada nesta dissertacao

De acordo com o que foi exposto neste capitulo nesta dissertacdo pretende-se
sintetizar macrociclos tetrapirrdlicos fluorados e conjugados com polietilenoglicol de forma
a contribuirem para a melhoria do diagndstico e da terapéutica de algumas doencas. No
capitulo 2 apresentar-se-do as metodologias sintéticas e caracterizagao estrutural de
bioconjugados de macrociclos tetrapirrdlicos fluorados e no capitulo 3 a avaliacdo das

propriedades fotofisicas dos fotossensibilizadores e estudos in vitro.
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Capitulo 2

Sintese e caracterizacao estrutural de bioconjugados de

macrociclos tetrapirrdlicos fluorados

2.1. Fldor em Quimica Medicinal

A incorporacdo do flior em compostos organicos com potencial aplicagdo em
farmacologia tem sido cada vez mais explorada ao longo dos anos." A presenca deste
elemento quimico permite alterar a reatividade e, consequentemente, as propriedades
quimicas, bioldgicas e a atividade fisioldgica, levando a alteragbes significativas das
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas dos compostos quimicos que o
incluem.>? Desta forma, a utilizacdo dos atomos de fldor torna-se muito util no ambito da
Quimica Medicinal, sobretudo na sintese de compostos organicos com potencial aplicacdao
farmacéutica. > A substituicdo de datomos de hidrogénio por dtomos de flior ndo afeta
significativamente a conforma¢do dos compostos, dada a semelhanga entre os raios
atémicos, mas a polaridade é afetada devido a diferenca de eletronegatividade do fldor. 7
Para além disso, o facto de as liga¢6es carbono-flior serem muito fortes permite melhorar a
estabilidade metabdlica deste tipo de compostos organicos.>*9

Adicionalmente, a utilizacdo do flior pode ainda ser relevante para outro tipo de
aplicacbes, nomeadamente, no diagndstico médico. O facto de possuir caracteristicas
favordveis, como alta sensibilidade ou spin nuclear adequado, a técnica de RMN faz com que
os compostos que o incluem possam ser usados, por exemplo, como agentes de contraste
na técnica de imagiologia por ressonancia magnética de fltor 19.>" Além disso, encontra-se
descrito que as porfirinas fluoradas sao capazes de se acumular preferencialmente nos
tumores, facto pelo qual tém sido amplamente utilizados como fotossensibilizadores em
terapia fotodinamica para o tratamento de situag6es oncoldgicas.3

Aliar a potencialidade dos macrociclos tetrapirrdlicos em biomedicina e a utilidade do
flor em farmacologia é uma drea bastante promissora e desafiante. Assim, ao longo deste
capitulo apresentar-se-a a sintese de macrociclos tetrapirrdlicos, nomeadamente porfirinas

e bacterioclorinas, fluorados e conjugados com polietilenoglicol e/ou com peptideo e as suas
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respetivas caracteriza¢des estruturais. E de referir ainda que a conjugacio destas moléculas

com polietilenoglicol permite que estes compostos sejam mais biocompativeis.

2.2. Sintese de porfirinas

A modelacdo estrutural de macrociclos tetrapirrdlicos é um tépico de elevado
interesse em Quimica Medicinal porque as modificacbes permitem ndo sé alterar as
propriedades fotoquimicas e fotofisicas, mas também a sua biodisponibilidade.” Desta
forma, este trabalho iniciou-se com a sintese de 5,10,15,20-tetra(pentafluorofenil)porfirina
(TPFPP) que serd utilizada como porfirina base para a preparacdo dos bioconjugados. A
escolha desta porfirina baseou-se no facto de possuir fliores em posicdes para dos grupos
fenilo que sdo suscetiveis de sofrer reacdes de substituicdes nucleofilicas aromaticas.” Para
além disso, a presenca dos fltiores altera as caracteristicas fotofisicas dos compostos que os
incluem levando a um aumento do cruzamento intersistemas através do efeito do dtomo
pesado com consequente diminuicdo dos rendimentos quanticos de fluorescéncia e

aumento do rendimento quantico de formagao de oxigénio singleto.’>'#"

A 5,10,15,20-tetra(pentafluorofenil)porfirina foi sintetizada de acordo com o método

recentemente melhorado por Pereira et al."®"7®

e aqui designado por método de
nitrobenzeno/NaY. Desta forma, colocou-se em solu¢ao o pentafluorobenzaldeido em 4cido
acético/nitrobenzeno (2:1) na presenca do zedlito NaY. Posteriormente, adicionou-se, gota a
gota, um equivalente molar de pirrol, mantendo a mistura em refluxo a 120°C durante 2 horas
(figura 2.1). Apds arrefecimento da solucdo até a temperatura ambiente, procedeu-se a
filtracdo do zedlito e a uma destilagdo a pressdo reduzida, de forma a remover o
nitrobenzeno e o acido acético. De seguida, procedeu-se a purificagdo do composto com
recurso a duas colunas cromatograficas de silica com aplicagdao a seco usando como eluente

inicialmente hexano, de seguida, uma mistura de 10:1, 8:1 e 4:1 de hexano: diclorometano e

terminando com diclorometano.
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Pl (/ \5 CgH NO, CH,COOH, NaY
’}‘ 120 °C, 2h
H

Figura 2.1. Sintese de 5,10,15,20-tetra(pentafluorofenil)porfirina (TPFPP)

A utilizagdo do método do nitrobenzeno/NaY permite obter um rendimento de 15 %.
Esta metodologia sintética recorre a utilizacdo de um catalisador sdlido, o zedlito NaY, que
sendo um acido de Lewis permite ativar o grupo carbonilo do aldeido, facilitando a reacdo e
permitindo melhores rendimentos reacionais. A porfirina foi caracterizada estruturalmente
por ressonancia magnética de protdo e de flor. De referir que o rendimento obtido por esta
metodologia € aproximadamente o dobro do obtido utilizando o método do
nitrobenzeno.™"” Os dados encontram-se descritos na secdo experimental e estd de acordo
com o descrito na literatura.”

A funcionalizacdao dos macrociclos tetrapirrdlicos com grupos funcionais que lhes
possibilitem ter uma maior solubilidade em meios biolégicos e, consequentemente, uma
melhor biocompatibilidade é necessdria, uma vez que se pretende que estes compostos
tenham potenciais aplica¢des ao nivel da biomedicina. Os polietilenoglicéis sdo oligdmeros
hidrofilicos ou polimeros constituidos por unidades repetitivas de [-(CH,CH,O),] que podem
ser lineares ou ramificados.'?***' Estes polimeros sdo sintetizados numa larga gama de pesos
moleculares e apresentam diversos grupos funcionais terminais, que Ihes possibilita terem
uma enorme capacidade de se ligarem a diferentes compostos quimicos. Quando os PEGs
apresentam um tamanho e peso molecular bem definido sdo classificados de
monodispersivos, no entanto se as suas cadeias variarem de tamanho sao classificados como
polidispersivos.*»*3 Optou-se pela utilizacdo de um polimero com peso molecular médio de
500 g/mol e com um grupo metilo na posi¢ao terminal, de forma a garantir que as reagdes
ocorressem seletivamente no grupo terminal hidroxilo. Assim, tendo como objetivo a sintese
de porfirinas e bacterioclorinas biocompativeis recorreu-se a metodologias sintéticas que

permitissem a conjugacao desses macrociclos tetrapirrélicos com o polietilenoglicol.
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A sintese destes derivados biocompativeis ocorre através de uma reacao de
substituicdo nucleofilica aromdatica (SNAr). Esta reacdo ocorre na presenca de nucledfilos
fortes, como os grupos hidroxilos (-OH), tidis (-SH), aminas (-NH,), entre outros, e segue um
mecanismo de adicdo/eliminacdo — duas etapas.** A etapa de adicdo é o passo lento e
determinante da reagdo, uma vez que envolve a perda de aromaticidade do composto.> A
presenca de grupos atractores de eletrdes, como, por exemplo, grupos nitro ou halogénios,
tornam os carbonos mais eletropositivos e, consequentemente, mais suscetiveis ao ataque
nucleofilico, facilitando assim a ocorréncia da rea¢&o.?® Além disso, o facto de os fliores nas
posicOes para do grupo fenilo estarem mais ativados relativamente aos outros fltiores faz
com que a funcionalizacdo das porfirinas seja seletiva.

A funcionalizacdo da porfirina de partida foi iniciada com a sintese de uma porfirina
tetrassubstituida. Para a sintese de  5,10,15,20-tetra-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-
polietilenoglicol)fenil]porfirina (PFTetraPEG) foi necessdrio ajustar a estequiometria da
reacdo, utilizando-se paraisso quatro equivalentes molares de polietilenoglicol (PEG 500 Da).
Colocou-se em solu¢do a TPFPP, o PEG e o hidreto de sédio (NaH) dissolvidos em
dimetilformamida seca (DMF). A mistura permaneceu a temperatura ambiente e apds 24 h
observou-se por TLC o total consumo da porfirina de partida TPFPP com concomitante
formacgdo da porfirina tetrassubstituida PFTetraPEG. O crude foi purificado por extragdo com
diclorometano: dgua (5x) de forma a eliminar o polietilenoglicol que se encontrava livre. Apds
purificacdo obteve-se a 5,10,15,20-tetra-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-

polietilenoglicol)fenil]porfirina com um rendimento de 93,3 % (figura 2.2).

oi.CH3 DMF, NaH
F+4HO+V 1o/11 Tamb, 24h R

OfCH3
R=_O+V ]:0/11

Figura 2.2. Sintese de 5,10,15,20-tetra-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil ]

porfirina (PFTetraPEG)
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No entanto, a introduc¢dao de apenas um grupo polietilenoglicol nestes macrociclos
tetrapirrdlicos torna-se também interessante, no sentido em que podem ocorrer
subsequentes funcionalizagées. Com isso é possivel funcionalizar as posi¢des livres nos
macrociclos com substancias, como anticorpos monoclonais, biotina, acido fdélico, acido
hialurénico ou oligopeptideos, capazes de direcionar para alvos especificos. Esse
direcionamento é possivel, uma vez que este tipo de ligandos tém grande afinidade para
recetores endégenos sobreexpressos nalguns tipos de células.?”?

Assim, a porfirina monossubstituida, 5-[(2’,3’,5’,6"-tetrafluoro-4’-
polietilenoglicol)fenil]-10,15,20-tri-[(2’,3°,4’,5’,6’-pentafluoro)fenil]porfirina  (PFMonoPEG),
foi sintetizada por uma metodologia sintética similar ao descrito para a porfirina anterior.
Recorreu-se a utilizacdo de PEG (0,9 equivalentes molares de PEG) e de NaH dissolvidos em
DMF seco, no entanto, essa mistura foi adicionada lentamente a porfirina TPFPP, de forma a
conseguir uma introducdo seletiva do polietilenoglicol. A mistura foi deixada com agitacdo a
temperatura 80°C e apds 48 horas observou-se por TLC a presenca de produtos
correspondentes as porfirinas mono- e dissubstituidas. A purificacdo do crude foi efetuada
através de coluna cromatogrifica de 6xido de alumina, eluindo-se inicialmente com
diclorometano e, de seguida, com diclorometano: 5 % metanol. No entanto, o composto
monossubstituido apresentava ainda polietilenoglicol livre procedendo-se, por isso, a uma
extracdo com diclorometano: dgua (5x). A 5-[(2’,3’,5,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil ]-
10,15,20-tri-[(2’,3’,4’,5’,6’-pentafluoro)fenil]porfirina foi obtida com um rendimento de 48,5 %

(figura 2.3).

oi.CH DMF, NaH
3 —
F+ O,9HO¢{’\/ o 80°C. 28 h F

F
B Ol—CH
R__O+V 10/11 3

Figura 2.3. Sintese de 5-[(2°,3’,5’,6-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]-10,15,20-tri-

[(2’,3%,4’,5,6’-pentafluoro)fenilJporfirina (PFMonoPEG)
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Caracterizacao estrutural

Para a caracteriza¢ao estrutural dos compostos, foram obtidos espectros de RMN de
protdo ('H) e fldor ("9F) para todos os compostos sintetizados. De forma a facilitar a
interpretacdo da andlise efetuada aos espectros, na figura 2.4 encontra-se uma
esquematizacdo da nomenclatura utilizada para definir os diferentes tipos de protdes e

fldores presentes nas porfirinas.

%O,{r\/Oi-CH3
10/11

Figura 2.4. Nomenclatura proposta para definir os tipos de fldores presentes nas porfirinas

sintetizadas

Na figura 2.5 apresenta-se o espectro de RMN proténico da porfirina TPFPP, onde se
observam dois sinais caracteristico: um sinal em forma de singleto a 8,93 ppm e um sinal
também em forma de singleto a -2,90 ppm. O sinal a 8,93 ppm ¢é atribuido aos protdes
situados no exterior do anel - protdes B-pirrdlicos (Hg) —, enquanto que o sinal a -2,90 ppm é
atribuido aos protdes dos NH do interior do anel. Os protdes situados no exterior do anel
encontram-se numa regidao onde as correntes de anel do macrociclo tetrapirrdlicos refor¢am
o campo magnético externo, logo, estes protdes estdo menos protegidos, surgindo com
maiores desvios quimicos, tipicamente entre 8 - 9 ppm. Os prot6es do interior do anel sofrem
uma grande blindagem, uma vez que o campo magnético gerado pelas correntes de anel tem
sentido oposto ao campo magnético externo e, consequentemente, estes protdes

apresentam desvios quimicos negativos, tipicamente -2 a -4 ppm.
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Figura 2.5. Espectro de RMN protdnico para a porfirina TPFPP em cloroférmio

Para além da andlise feita por RMN de 'H, procedeu-se também a andlise do espectro
de RMN de "F dos compostos obtidos. Para uma melhor compreensao da atribuicdo feita aos
picos do espectro encontra-se na figura 2.6 a numeragao atribuida aos dtomos de fltor da

dos grupos benzoicos nas posi¢cdes meso do macrociclo tetrapirrdlico.

Figura 2.6. Numeracdo dos atomos de fltor de 5,10,15,20-tetra (pentafluorofenil) porfirina

Na figura 2.7 apresenta-se o espectro de RMN de fltior da porfirina TPFPP onde se
observam trés sinais caracteristicos: um sinal em forma de duplo dupleto a -135,35 a -135,43
ppm, um tripleto a -150,05 a -150,16 ppm e um multipleto a -160,14 a -160,28 ppm. O primeiro
duplo dupleto (-135,35 a -135,43 ppm) deve-se a ressonancia dos oito dtomos de fldior das

posicdes orto (2’ e 6”) dos grupos fenilo, o tripleto a ressonancia dos quatro dtomos de fltor

25



da posicao para (4’) dos grupos fenilo e o multipleto corresponde aos restantes oito &tomos
de fldor das posi¢coes meta (3’ e 5°). O acoplamento J surge da interacdo entre dois spins
nucleares e pode ser classificado de curta ou longa distancia. O acoplamento a curta distancia
com os atomos vizinhos (J3) apresenta valores elevados, contrariamente o acoplamento a
longas distancias com o d&tomo que se encontra em posicdo para relativamente a si (J)
apresenta valores mais baixos.?? Cada dtomo de fldor na posi¢ao 2’ e 6’ acopla com o seu
atomo adjacente e com o dtomo em posicao oposta originando o duplo dupleto; o mesmo
ocorre com cada dtomo de fléior que se encontra na posicao 3’ e 5’, no entanto neste caso
ainda ocorre um acoplamento com o flior da posicdao para fazendo com que se origine um
multipleto. Por sua vez, cada dtomo de fldor na posicdo para vai acoplar com os atomos

adjacentes das posicbes 3’ e 5’ originando um tripleto.
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Figura 2.7. Espectro de RMN de fldor para a porfirina TPFPP em cloroférmio

As porfirinas PFTetraPEG e PFMonoPEG foram também caracterizadas através de
RMN de 'H e de "°F; no entanto, € através dos espectros de RMN de flGior que se consegue
interpretar quais os tipos de substituicbes que ocorreram nas porfirinas — mono ou

tetrassubstituicao.
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Na figura 2.8 apresenta-se o espectro de RMN de fldor da porfirina PFTetraPEG, onde
se observam apenas dois sinais: dois duplos dupletos a -138,84 a -138,92 ppm e a -156,95 a -
157,03 ppm. Esses sinais sdo atribuidos aos dezasseis fliores que se encontram nas posi¢oes
orto e meta, verificando-se um desaparecimento do sinal corresponde aos fllores que se
encontravam nas posicdes para. O desaparecimento do sinal a-150,05 a-150,16 ppm confirma
a substituicdo desses fliores pelo polietilenoglicol, comprovando a substituicao total das

quatro posicdes.
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Figura 2.8. Espectro de RMN de fltior para a porfirina PFTetraPEG em cloroférmio

No espectro de RMN de fltor da porfirina PFMonoPEG surgem quatro sinais (figura
2.9): um duplo dupleto a -136,50 a -136,53 e trés multipletos a -140,03 a -140,22 ppm, a -151,21
a-152,07 ppm e a -161,31 a -161,54 ppm. O primeiro duplo dupleto € atribuido aos seis fltiores
das posicdes orto dos grupos fenilos ndo substituidos, uma vez que acoplam com o seu
atomo adjacente e com o0 dtomo em posicdo oposta, situacdo apenas possivel na existéncia
de fldores na posicao para. O multipleto a -140,03 a -140,22 ppm € atribuido aos trés fltiores
das posicoes para dos grupos fenilos ndo substituidos. O multipleto, a -151,21 a -152,07 ppm,
corresponde aos quatro fliores das posicdes orto e meta do grupo fenilo cujo fldor na

posicdo para foi substituido pelo polietilenoglicol. Neste pico a presenca do polietilenoglicol
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com grupos eletronegativos, como o oxigénio, faz com que ocorra desblindagem dos fltiores
surgindo com maiores desvios quimicos relativamente ao que acontece com os restantes
fliores nestas posicdes dos grupos fenilos ndo substituidos. Por fim, o multipleto, a -161,31a
-161,54 ppm, € atribuido aos seis fllores das posicbes meta dos grupos fenilos nao

substituidos.
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Figura 2.9. Espectro de RMN de fltior para a porfirina PFMonoPEG em cloroférmio
De seguida, apresentam-se duas tabelas resumo (tabela 2.1 e 2.2) com as propostas
de atribuicdo dos valores referentes aos desvios quimicos e, sempre que possivel, as

respetivas constantes de acoplamento e multiplicidades de spin para as porfirinas

sintetizadas relativamente aos espectros de RMN proténico e de fldor.
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Tabela 2.1. Desvios quimicos (ppm) de RMN de 'H das porfirinas fluoradas e funcionalizadas

Porfirina Hpec HnH pirrélicos

8,93 -2,90
TPFPP - e -
s

8,93 3,65 a 3,60 -2,90
PFTetraPEG -
m s

8,91 3,63 23,30 -2,90
PFMonoPEG -
m s

5 (desvio quimico - ppm) em CDCls; J (constante de acoplamento - Hz); Multiplicidade de spin

Tabela 2.2. Desvios quimicos (ppm) de RMN de F das porfirinas fluoradas e funcionalizadas

Porfirina Fy Fy F2'/6’ e 35’ monosubst. F2ie
-160,14 a-160,28  -150,05 a -150,16 135,35 a -135,43
TPFPP - 208 4,0;12,0
m t dd
-156,95 a -157,03 -138,84 a-138,92
PFTetraPEG 4,0;22,0 e e 4,0;12,0
dd dd
-161,31a-161,54  -140,03 a-140,22  -151,21a-152,07 -136,50 a-136,53
PFMonoPEG - - - 6,0;14,0
m m m dd

d (desvio quimico - ppm) em CDCls; J (constante de acoplamento - Hz); Multiplicidade de spin
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De forma a complementar a caracterizacdo dos compostos apresentados nesta
dissertacdo recorreu-se a espectrometria de massa, obtendo-se espectros de massa com a
técnica de ionizagdo ESI-TOF. A titulo de exemplo, apresenta-se os resultados obtidos para a

porfirina PFTetraPEG (figura 2.10).
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Figura 2.10. Espectro de massa ESI-TOF para a porfirina PFTetraPEG

O espectro de massa mostra a presenca de uma distribuicao polidispersiva do
polietilenoglicol com relacdo massa/carga (m/z) 1028,3720; 1220,9980; 1287,0377; 1491,1818
correspondente ao ido molecular [M]** da porfirina PFTetraPEG.

Para a porfirina PFMonoPEG também se observou o padrao de distribuicao
polidispersiva confirmando assim a substituicao com uma unidade de polietilenoglicol. Os
resultados encontram-se descritos na secdo experimental (capitulo 5).

Estes compostos foram posteriormente estudados no que diz respeito as suas
propriedades fotofisicas para potencial aplicacdo em terapia fotodindmica (capitulo 3). Os

seus espectros de RMN de fldior com elevada intensidade também abrem potencialidades
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para aplicagdo como sondas em MRI. Resultados in vivo estdo a ser desenvolvidos, mas

estavam fora dos objetivos desta dissertacao.

2.3. Sintese de metaloporfirina de Mn(llI)

As porfirinas sdo ligandos macrociclicos de exceléncia, uma vez que podem formar
complexos metdlicos com indimeros metais, como por exemplo, o magnésio (ll), o
manganésio (1), o cobre (II), o ferro (Ill) ou o zinco (I1).>° A preparacdo de complexos
metdlicos possibilita a modelacao dareatividade dos macrociclos tetrapirrdlicos, permitindo,
por exemplo, alterar os comprimentos de onda e a intensidade das bandas nos espectros de
absor¢do UV-visivel e de fluorescéncia.3"3* Além disso, as metaloporfirina sdo muito estaveis
apresentando umreduzido risco de transmetalagao, isto é, sao capazes de evitar a libertacao
do metal na avaliagdo por imagiologia de ressonancia magnética, evitando problemas de
toxicidade.™33 Neste trabalho procedeu-se ainda a preparagdo do complexo de manganésio
da porfirina anfifilica PFTetraPEG, integrado num projeto em curso no grupo de Catdlise e
Quimica Fina da UC, que tem como objetivo a sua potencial aplicagdo como sonda redox para
imagiologia de ressonancia magnética.>*

Para a sintese de 5,10,15,20-tetra-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-
polietilenoglicol)fenil]porfirinato de manganésio (lll) (PFTetraPEG-Mn(lll)) dissolveu-se a
porfirina PFTetraPEG em acetato de sddio e acido acético e adicionou-se um excesso de
acetato de manganésio (II) tetrahidratado, deixando-se em refluxo a temperatura de 80 °C
durante 2 horas (figura 2.11). A evolucdo da reacdo foi efetuada utilizando espectroscopia de
absorcdo UV-visivel, uma vez que quando a porfirina se encontra na forma de complexo
metdlico ocorre um desvio da absorcdo para o vermelho da banda Soret de (413 nm para 457
nm) e a transformacdo das quatro bandas Q da porfirina de base livre em duas bandas Q (555
e 741 nm), como é possivel observar na figura 2.12. Além disso, no caso dos complexos de
manganésio, observa-se ainda o aparecimento de uma banda adicional, entre os 350 nm e os
400 nm, que surge dada a ocorréncia de transferéncia de carga do metal para o ligando. Apds
as duas horas verificou-se a conversao completa da porfirina a metaloporfirina. O crude foi
purificado por extracdo com diclorometano: dgua de forma a remover o sal em excesso,

tendo-se obtido o complexo de manganésio (111) com um rendimento de 82 %.

31



CH,COONa, CH,COOH,
Mn(CH,C00),

80°C,2h

R R
O+CH _ ,{\/OI-CH
R:-O,{'\/ t 3 R=—0 10/113

o/1

Figura 2.11. Sintese do complexo de manganésio PFTetraPEG-Mn(lIl)
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Figura 2.12. Espectro de absorcdo UV-visivel A: porfirina PFTetraPEG (C= 3,42 x 10° M) B:
porfirina complexada PFTetraPEG-Mn(IIl)

O complexo de Mn(lll) foi caracterizado através de espectrometria de massa,
apresentando também uma distribuicdo polidispersiva dada a presenca do polietilenoglicol.

Os resultados encontram-se descritos na se¢do experimental (capitulo 5).

2.4. Sintese de bacterioclorinas

A reducdo de uma ou duas ligacdes duplas das porfirinas a clorinas ou
bacterioclorinas é bastante vantajosa, uma vez que estes compostos passam a absorver
numa gama de comprimentos de onda na janela terapéutica (600 - 900 nm), onde a maior

parte dos tecidos bioldgicos sdo transparentes.3>3%37 Para além disso, apresentam ainda uma
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maior capacidade de produgao de oxigénio singleto e uma maior tendéncia para acumulagao
nas células tumorais.?® Deste modo, é de elevado interesse a reducdo das porfirinas
biocompativeis anteriormente apresentadas, de forma a originar compostos que absorvam
preferencialmente em regides do infravermelho préximo.3®

Para a reducdo recorreu-se a um método sustentdvel sem solvente que recorre a
utilizacdo de hidrazinas desenvolvido por Pereira et al.*°. De acordo com este método,
misturou-se a  5,10,15,20-tetra-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil Jporfirina
(PFTetraPEG) com um excesso de p-toluenossulfonilhidrazina num tubo de Schlenk e
colocou-se sob vacuo de forma a remover o oxigénio presente (P = 0,1 Torr). De seguida, num
banho a 140 ° C aqueceu-se o sdlido de forma a ser atingida a temperatura de fusdo da
hidrazina. Quando ocorreu a sua fusdo, o liquido dissolveu-se com a porfirina e ao fim de uma

hora deu-se o término da reacdo (figura 2.13).

p-toluenossulfonilhidrazina
-

' o

140°C,1h

R R
- OI‘CH ,{r\/Ol-CH
R__O'{\/ 10/113 R=—0 10/113

Figura 2.13. Sintese de 5,10,15,20-tetra-[(2’,3’,5°,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]

bacterioclorina (BFTetraPEG)

Deixou-se arrefecer a mistura até a temperatura ambiente e retirou-se uma pequena
amostra de crude, de forma a ser possivel o controlo da rea¢do por espectroscopia UV-visivel
(figura 2.14). Pela andlise deste espectro observou-se a presenca maioritdria de

bacterioclorina.
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Figura 2.14. Espectro de absor¢do UV-visivel do crude da rea¢do de formagao da

bacterioclorina tetrafuncionalizada

Na purificacdo da bacterioclorina BFTetraPEG utilizaram-se as seguintes técnicas: i)
extracdo com diclorometano e dgua ii) cromatografia em coluna com éxido de alumina
usando como eluentes diclorometano e diclorometano: 5% metanol e, numa segunda
tentativa, a mistura de 3:1 diclorometano:hexano iii) cromatografia em coluna com silica
usando como eluente diclorometano e, numa segunda aproximagao, diclorometano e
diclorometano: 3% trietilamina, procedendo-se sempre a lavagem da silica no final. Salienta-
se que em nenhum destes processos se conseguiu a separacdo do acido p-toluenossulfénico
e da p-toluenossulfonilhidrazina da respetiva bacterioclorina. Em seguida recorreu-se a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para otimizar as condi¢des de separacao dos
vdrios componentes da mistura da reacdo. Os estudos de otimizacdo do método de

separacao dos componentes da mistura BFTetraPEG apresentam-se na tabela 2.3.
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Tabela 2.3. Otimiza¢dao das condi¢des de separagdo por HPLC dos diferentes componentes

da mistura reacional

Fase mével Componente na mistura tr (min)
Acido p-toluenossulfénico 1,82
50 % acetonitrilo
Bacterioclorina BFTetraPEG 2,46
50% agua
p-toluenossulfonilhidrazina 13,58
Acido p-toluenossulfénico 1,71
60 % acetonitrilo
Bacterioclorina BFTetraPEG 2,21
40% agua
p-toluenossulfonilhidrazina 7,43
Acido p-toluenossulfénico 1,75
70 % acetonitrilo
Bacterioclorina BFTetraPEG 3,3
30% agua
p-toluenossulfonilhidrazina 4,63
Acido p-toluenossulfénico 1,74
90 % acetonitrilo
Bacterioclorina BFTetraPEG 2
10% dgua
p-toluenossulfonilhidrazina 6,77

Em todas as fases mdveis utilizadas verifica-se que o acido p-toluenossulfdnico é o
que fica menos retido, uma vez que este componente é o mais polar da mistura, de seguida,
a bacterioclorina e, por fim, a p-toluenosulfonilhidrazina que é o componente mais apolar.
Através da andlise dos dados apresentados na tabela 2.3 e dos espectros de absor¢ao UV-
visivel adquiridos em cada pico cromatografico observa-se que a separagdo dos
componentes na mistura é mais eficiente quando se recorre a utilizacdo do eluente 70 %
acetonitrilo: 30 % agua. Apds otimizagao do método de separagao no HPLC e ndo tendo
disponivel um HPLC preparativo decidiu-se proceder a purificagdo da bacterioclorina
BFTetraPEG por cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-10 com fluxo de 2,5
mL/min. O processo de purificagdo foi monitorizado por HPLC de fase reversa usando as
condi¢oes previamente otimizadas (fluxo de 1 mL/min e um eluente de 70 % acetonitrilo e 30
% agua) (figura 2.15 A). Da andlise do cromatograma da bacterioclorina BFTetraPEG purificada
por Sephadex e apresentado na figura 2.15 B é possivel concluir que o processo de purificacao
foi eficiente porque se observou apenas um pico com tempo de retencdo de

aproximadamente 3,3 min, cujo espectro de absor¢ao UV-visivel também apresentado na
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figura 215 C é  caracteristico da  5,10,15,20-tetra-[(2’,3’,5’,6"-tetrafluoro-4’-

polietilenoglicol)fenil]bacterioclorina (BFTetraPEG).
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Figura 2.15. Cromatogramas A: separacdao da mistura com fase mdvel 70 %
acetonitrilo: 30 % agua a - frente do solvente; b — dacido p-toluenossulfénico; ¢ -
bacterioclorina BFTetraPEG; d — p-toluenossulfonilhidrazina B: de controlo da purificacao

feita através de cromatografia de exclusdao molecular com fluxo 2,5 mL/min C: Espectro de

absorc¢do UV-visivel

Afracdo recolhida em dgua da cromatografia Sephadex foi liofilizada e apds pesagem

concluiu-se que o rendimento da bacterioclorina BFTetraPEG purificada foi de 43,6 %.
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Estudos preliminares da sintese de um bioconjugado de bacterioclorina

fluorada com um peptideo

Para modular a anfifilicidade do composto e permitir futuras derivatiza¢bes
procedeu-se também a sintese da bacterioclorina monofuncionalizada com PEG. A redu¢ao
da porfirina PFMonoPEG a bacterioclorina monofuncionalizada foi efetuada através do

mesmo método sem solvente previamente descrito, figura 2.16.

p-toluenossulfonilhidrazina

Y

140°C,1h

F F
Ot CH Ot CH
R= _O){\/ ]-10/113 R= _O){\/ l-1o/113

Figura 2.16. Sintese de 5-[(2,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]-10,15,20-tri-

[(2’,3,4’,5,6’-pentafluoro)fenil]bacterioclorina
Tal como anteriormente, apds arrefecimento da mistura de reacdo até a temperatura

ambiente, retirou-se uma pequena amostra de crude, de forma a ser possivel o controlo da

reacdo por espectroscopia UV-visivel (figura 2.17).
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Figura 2.17. Espectro de absor¢ao UV-visivel do crude da reacdo de formacgdo da

bacterioclorina monofuncionalizada

A bacterioclorina monofuncionalizada apresenta trés fltiores em posicdes para livres
suscetiveis a ocorréncia de novas reag¢des de substituicao nucleofilica aromatica. Assim, num
processo sequencial sem purificacdo da bacterioclorina conjugou-se com um peptideo que
por questdes de confidencialidade serd designado de BFMonoPEG-peptideo. Num estudo
preliminar, a conjuga¢do com a bacterioclorina foi efetuada através dos grupos nucleofilicos
presentes no peptideo, nomeadamente através dos grupos tiol dos residuos de cisteina, dos
grupos hidroxilo dos residuos de tirosina e dos grupos amina dos residuos de triptofano.
Colocou-se em solu¢do a 5-[(2’,3,5,6"tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]-10,15,20-tri-
[(2’,3%,4’,5,6’-pentafluoro)fenil ]bacterioclorina com o peptideo na presenca de carbonato de
césio, usando tetrahidrofurano seco (THF) como solvente. A mistura permaneceu com
agitacao em atmosfera inerte a temperatura ambiente durante 72 h observando-se por TLC
o0 consumo total de bacterioclorina de partida. Contrariamente ao que acontece com a
bacterioclorina de partida - monofuncionalizada, o produto conjugado apresenta elevada
solubilidade em 3gua. Essa solubilidade permitiu que a purificacao do crude por
cromatografia de exclusdao molecular, usando a resina Sephadex G-10 e dgua destilada como
eluente. Apds purificacdo o composto foi liofilizado e obteve-se um sdlido com cor bege. Na
figura 2.18 encontra-se representado o espectro de absor¢dao UV-visivel da bacterioclorina
conjugada com o peptideo BFMonoPEG-peptideo. A banda a 422 nm € resultado de uma
pequena oxidagao a correspondente clorina ou porfirina durante o processo de purificagao.

A preparagdo em maior escala e a caracteriza¢cdo completa, assim como a sua aplica¢do
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futura como fotossensibilizador para terapia fotodinamica para arritmicas cardiacas é objeto

de estudo confidencial a decorrer no grupo.
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Figura 2.18. Espectro de absorcao UV-visivel da bacterioclorina conjugada com o peptideo

(BFMonoPEG-peptideo)

Caracterizacao estrutural

Tal como as porfirinas também a bacterioclorina BFTetraPEG foi caracterizada por
RMN de protdo e de fldor. Na figura 2.19 apresenta-se o espectro de RMN protdnico da
bacterioclorina BFTetraPEG, onde se observam quatros sinais caracteristicos: um singleto a
8,11 ppm, um tripleto a 4,63 ppm, um multipleto a 3,66 a 3,63 ppm e um singleto a -1,43 ppm.
Desta forma, relativamente aos protdes B-pirrdlicos observa-se um sinal singleto a 8,11 ppm
e um sinal a 4,63 ppm correspondente aos oito protdes das posicdes reduzidas. Os protdes
do interior do anel sofrem uma menor blindagem uma vez que a corrente gerada pelo anel
do macrociclo tetrapirrdlicos € inferior ao que se verifica no caso das porfirinas. Sendo o
normal sinal a -2,90 ppm desviado para os -1,43 ppm, devido a diminuicao da conjugacao
resultante da redu¢do de dois dos anéis da porfirina. Para além disso, surge o multipleto a
3,66 a 3,63 ppm correspondente aos protdes dos quatro grupos de polietilenoglicol

existentes nas posicdes para.
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Figura 2.19. Espectro de RMN protdnico para a bacterioclorina BFTetraPEG em cloroférmio

Procedeu-se também a andlise do espectro de RMN de F da bacterioclorina
BFTetraPEG. O espectro apresentado na figura 2.20 é semelhante ao da porfirina
tetrassubstituida que lhe deu origem, apresentando, por isso, dois multipletos,
correspondentes aos oito fluores das posicdes orto e aos oito fliores das posicdes meta dos
grupos fenilo o que corrobora a simetria da nova molécula e que ndo ocorreu nenhuma

decomposicao dos polietilenoglicois aquando da reagdo de preparacdo da bacterioclorina.
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Capitulo 3

Avaliacao das propriedades fotofisicas dos macrociclos
tetrapirrdlicos fluorados e funcionalizados e estudos in

vitro da bacterioclorina BFTetraPEG

Com o objetivo de avaliar a potencialidade dos novos compostos sintetizados e
apresentados nesta tese como fotossensibilizadores em terapia fotodindmica, efetuou-se a
correspondente caracterizacdo fotofisica, incluindo a determina¢do dos rendimentos
quantico de fluorescéncia e de formagao de oxigénio singleto. Para além disso, estudou-se
ainda a fotoestabilidade e realizaram-se ensaios in vitro de forma a avaliar a citotoxicidade, a

fototoxicidade e a internalizagdo celular.

3.1. Espectroscopia de absorc¢ao UV-visivel

As porfirinas possuem um sistema deslocalizado e conjugado de eletrdes  que lhes
permite absorver radiacao na zona do UV-visivel, apresentando espectros UV-visivel inicos."”
O espectro de absor¢ao UV-visivel de base livre de uma porfirina carateriza-se pela presenca
de uma banda de forte intensidade localizada a cerca de 400 nm, designada de banda B ou
Soret, e por quatro bandas de menor intensidade localizadas entre os 500 — 700 nm,
designadas de bandas Q, segundo a terminologia descrita por Platt.>*> No inicio da década
de 60, Gouterman®”® prop6s um modelo simplificado designado por modelo das quatro
orbitais, que é, ainda hoje, 0 mais consensual para a explicacao deste tipo de espectros.

Neste modelo os espectros de absor¢dao UV-visivel sao interpretados com base nas
transicOes eletrénicas entre quatro orbitais: duas orbitais ocupadas de maior energia -
HOMO, designadas de b, e b, (orbitais 1) e duas orbitais desocupadas de menor energia -
LUMO, designadas por ¢, e ¢, (orbitais *). Segundo Gouterman, pode arbitrar-se um sistema
de eixos cartesianos x e y sobre o macrociclo das porfirinas, podendo ocorrer transi¢oes By,

By, Qx € Qy. A banda Qy resulta da transi¢dao entre as orbitais b; e ¢, e a banda Qx da transicdao
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entre as orbitais b, e ¢,. As bandas By e By resultam, respetivamente, das transi¢des b, - ¢;e b,
- ¢, (figura 3.1) De referir que estas bandas podem ainda ser representadas por By (0,0), By
(0,0),Qx (0,0) e Qy (0,0), uma vez que as transicdes se efetuam entre o nivel vibracional zero
do estado fundamental e o nivel vibracional zero do estado excitado. Além disso, pode ainda

surgir um overtone vibrénico nas bandas Q surgindo as transi¢des representadas por Qx (1,0)

€ QY (1:0)'

A Y 4

@ A / \
Energia| © vy _— / H \
das Q Q B B | S
oo X X Al N >
orbitais b, Y y - L \ I
b,

Figura 3.1. Representacdo das transi¢oes eletrénicas entre o estado fundamental e o estado

excitado de porfirinas segundo modelo de Gouterman e sistemas de eixos coordenados nas

porfirinas

No espectro de UV-Visivel de uma porfirina observam-se quatro bandas Q
individualizadas e apenas uma banda Soret ou B, o que se deve ao facto de a diferenga de
energia entre as bandas By e B, ser pequena, aparecendo apenas uma banda B alargada. ¢’ A
intensidade das bandas Q varia com a natureza e a posi¢cao dos grupos substituintes no
macrociclo, o que levou Stern et al.”'® a propor uma classificacdo dos espectros de acordo
com essa intensidade relativa. Essa classificacdo engloba quatro tipos de espectros: etio,
rhodo, oxorhodo e filo.

Na figura 3.2 A, B, Ce D, surgem representados os espectros de absor¢ao UV-visivel das
porfirinas PFMonoPEG em THF, da porfirina PFTetraPEG em THF e PBS e da bacterioclorina
BFTetraPEG em THF.
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Figura 3.2. Espectro de absorc¢do UV-visivel A: porfirina PFMonoPEG em THF (C = 3,16 x 10°®
M) B: porfirina PFTetraPEG em THF (C = 2,28 x 10® M) C: porfirina PFTetraPEG em PBS (C =
3,32 X 10® M) D: bacterioclorina BFTetraPEG em THF (C = 7,03 x 10° M)

As porfirinas PFTetraPEG e PFMonoPEG (figura 3.2 A, B e C) tém uma banda de maior
intensidade (banda Soret ou B) a cerca de 410 nm e quatro bandas de menor intensidade
(bandas Q) entre os 500 — 650 nm atribuidas as transicdes vibracionais (0,0) e (1,0) das
bandas Qx e Q,. No caso da bacterioclorina BFTetraPEG (figura 3.2 D) surgem duas bandas B
a 346 nm e a 374 nm, a banda Qx a 506 nm e a banda intensa Qy a 747 nm, observando-se
assim que a reducdo da porfirina a bacterioclorina resulta num desvio batocrémico das
bandas Q. Com esse desvio este composto passa a absorver fortemente na regiao do
infravermelho préximo (600 — 700 nm), o que lhe possibilita uma melhor aplicabilidade em
fotomedicina.™

Segundo Stern, a substituicdo de um grupo nas posi¢ées meso de uma porfirina vai
alterar a energia do estado fundamental b, sem afetar b,. Como o estado b; esta diretamente
relacionado com a intensidade das bandas Q uma perturbacdo das orbitais moleculares do

estado eletrdnico vai contribuir para a altera¢do da intensidade relativa das bandas Q. Assim,
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aintroducao de halogénios no anel do grupo fenilo das posi¢cées meso das porfirinas faz com
que ocorram perturbag¢des nas orbitais moleculares de b1, alterando o espectro do tipo etio
para filo no caso das porfirinas em estudo.

A lei de Beer-Lambert indica que existe uma dependéncia logaritmica entre a
intensidade de luz incidente numa amostra (Io) e a intensidade de luz transmitida por essa
amostra (I). Para além disso, permite ainda relacionar a fracdo de luz incidente absorvida,
num determinado comprimento de onda, com o coeficiente de absor¢cdo molar (em M™ cm
"), com a concentracdo da amostra (em M) e com o comprimento do percurso 6tico (em cm),

tal como se representa na equacao (I).”>™

AR
lc

AQD) = logIT"= eice e () = 1

Com base nesta lei e fixando o comprimento do percurso ético em 1cm, determinaram-
se os coeficientes de absor¢ao molar de cada um dos compostos. Paraisso, foram preparadas
solugdes com concentracGes que variam entre 10° e 107 M em THF para os diferentes
compostos sintetizados, com exce¢ao da porfirina PFTetraPEG que foram também
preparadas solu¢des em tampao fosfato pH=7,4 (Posphate Buffer Saline - PBS). De seguida,
representou-se graficamente as absorvancias em fun¢do da concentracao das soluc¢des
previamente preparadas, efetuando, posteriormente, um ajuste linear. O declive da recta
para esse ajuste corresponde ao coeficiente de absorcdo molar para cada banda em analise.

Na figura 3.3 apresenta-se, a titulo de exemplo, uma representacdo grafica da
absorvancia em funcdo da concentracdo para a banda Soret (a 413 nm) da porfirina

PFTetraPEG em THF.

Equation y=a+b*x
Adj. R-Square 9,93254E-01

1,2 4

Value Standard Error °
1,0 Intercept -2,55345E-02 1,81412E-02
Slope 3,08971E+05 1,03892E+04 |

Absorvéancia
o o o
S o ©
1 1 1

o
[N
1

0,0 4 o

T T T T T T T T
-5,0x107 00  50x107 1,0x10° 1,5x10° 2,0x10° 2,5x10° 3,0x10° 3,5x10°
Concentragoes (M)

Figura 3.3. Representacdo gréfica da absorvancia em funcao da concentracdo para a banda

Soret (A=413 nm) da porfirina PFTetraPEG em THF
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Os comprimentos de onda de absor¢ao maxima e os correspondentes coeficientes

de absor¢ao molar surgem representados na tabela 3.1.

Tabela 3.1. Propriedades de absor¢ao dos compostos fluorados funcionalizados: 1 - porfirina
PFTetraPEG em THF; 2 — porfirina PFTetraPEG em PBS; 3 — porfirina PFMonoPEG em THF 4 -

bacterioclorina BFTetraPEG em THF

Absorgdo A (nm); € (M cm™)

B (0,0) Q(1,0) Q(0,0) Q«(1,0)  Qx(0,0)
413 507 535 583 654

1 3,1X10° 2,2 X 104 3,7 X103 7,0 X 103 1,7 X103
414 508 539 582 653

2 1,5 X 10° 1,4 X 10* 3,0 x 103 4,7 X 103 1,1X 103
413 505 537 585 658

3 2,8 x 10° 2,1 X104 3,4 X 103 7,0 X 103 8,1x10?
346 374 - 506 - 747

4 9,4 x 104 1,0 X 10° - 3,2 X 10% - 8,2 x 10%

A determinacdo dos coeficientes de absor¢cao molar foi feita com uma boa correlagao
em THF, indicando que na gama de concentracdes utilizadas ndo se observam desvios a lei
de Beer-Lambert e, consequentemente, ndo ocorrem processos de agregacao.” Através da
analise da tabela 3.1, observa-se que os valores dos coeficientes de absor¢ao molar sdo da
mesma ordem de grandeza do que os descritos na literatura para a 5,10,15,20-
tetra(pentafluorfenil)porfirina, percursor base destas porfirinas.® No entanto, por
comparacdo dos valores determinados para a porfirina PFTetraPEG em THF e em PBS,
observa-se que ocorre uma diminuicdo do coeficiente de absor¢cdo molar para a porfirina
PFTetraPEG em PBS. Esta diminui¢do pode ser atribuida a processos de agregacdo,
verificando-se um pequeno desvio na lei de Beer-Lambert em PBS (figura 3.4 A). 7 Essa
agregacao pode ser também denotada pelas altera¢des nos espectros de absor¢ao UV-Visivel
da porfirina, verificando-se um pequeno alargamento da banda Soret nos espectros da

porfirina PFTetraPEG em PBS relativamente a porfirina PFTetraPEG em THF (figura 3.4 B). >
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Figura 3.4. A: Ajuste linear da absorvancia em fun¢do da concentragdo para a banda Soret

(A=413 nm) da porfirina PFTetraPEG em PBS B: espectro de absorc¢ao UV-visivel da porfirina

PFTetraPEG em THF e em PBS

3.2. Espectroscopia de fluorescéncia

Uma molécula no estado fundamental S, pode absorver radiacdo e transitar para
estados eletrénicos de maior energia Sn. No entanto, estes estados sdo instdveis para a
molécula e esta facilmente perde o excesso de energia, decaindo para o estado fundamental.
Esse decaimento pode ocorrer através de fendmenos radiativos ou ndo. A molécula pode
transitar do estado excitado S para o estado fundamental S, libertando energia sob a forma
de luz - fluorescéncia — ou pode sofrer cruzamento intersistema e passar para o estado

tripleto. Além disso, a transicdo pode envolver colisGes com moléculas vizinhas.™®"9

No caso especifico das porfirinas aplica-se a regra de Kasha, que considera que a
emissdo de fotGes ocorre apenas a partir de estados vibracionais mais baixos do primeiro
estado eletrénico excitado (S;).2° Assim, os espectros de fluorescéncia apresentam apenas
bandas de emissao do tipo Q e nao do tipo B, por ndao existir emissao a partir de estados
eletrdnicos superiores ao estado S,. Estes espectros apresentam uma banda de maior energia
Q (0,0), resultante da transicdo entre o nivel vibracional mais baixo do estado excitado c;e o
nivel vibracional mais baixo do estado fundamental b,. Para além dessa banda, podem ainda
surgir bandas adicionais que resultam de transi¢6es para niveis vibracionais superiores ao do
estado fundamental - bandas Q (o,n), onde n representa o estado vibracional do estado
fundamental para o qual se da a transicao (n= 0, 1, 2...).>' No caso das bacterioclorinas estas

transi¢cdes nado sdo significativas.” Na figura 3.5 surge representado os espectros de emissdao
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de fluorescéncia dos compostos fluorados funcionalizados, assim como a atribui¢do das

bandas de emissdo.

>
(o)

1,04

Q(0.,0)
Q(0,0) P
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—— PFMonoPEG
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—— BFTetraPEG
— Redaporfin
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Figura 3.5. Espectros de emissdo de fluorescéncia normalizados A: das porfirinas
PFMonoPEG e PFTetraPEG em THF e da referéncia TPP em tolueno B: da bacterioclorina

BFTetraPEG em THF e da sua referéncia Redaporfin em etanol

Os compostos sintetizados ndo sdo excecdo, apresentando por isso, no caso das
porfirinas PFTetraPEG e PFMonoPEG (figura 3.5 A), duas bandas no espectro de emissdo de
fluorescéncia: uma banda em comprimentos de onda menores correspondente a transicao
Q(0,0) e uma banda adjacente correspondente a transi¢cdo Q(0,1). No caso da bacterioclorina
BFTetraPEG, verifica-se a existéncia apenas de uma banda Q (0,0) de elevada intensidade a
749 nm. Os espectros de fluorescéncia das porfirinas sdo semelhantes, no entanto, verifica-
se que a banda correspondente a transicao Q (0,0) é inferior em intensidade a banda Q (0,1),
contrariamente ao que ocorre com areferéncia — TPP. A diferenca de intensidade relativa das
bandas pode ser explicada pela presenca de dtomos de halogénio na estrutura quimica dos
compostos que podem introduzir diferencas de geometria dos estados excitados e

fundamental.”

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia foram calculados através da metodologia
proposta por Parker et al.*>, que compara os espectros de emissdao de fluorescéncia dos
compostos em estudo com os espectros de fluorescéncia de uma referéncia. Para as
porfirinas utilizou-se como referéncia 5,10,15,20-tetrafenilporfirina (TPP) em tolueno (¢ =
0,10 + 0,01) >3 e no caso da bacterioclorina utilizou-se como referéncia a 5,10,15,20-tetra-(2,6-

difluoro-3-N-metilsulfamoilfenil)bacterioclorina (Redaporfin) em etanol (¢r = 0,138 + 0,011).24
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Prepararam-se solu¢6es com uma absorvancia de aproximadamente 0,1 no comprimento de
excitacdo de 415 nm para porfirinas PFTetraPEG e PFMonoPEG e de 749 nm para a
bacterioclorina BFTetraPEG. Na tabela 3.2 apresenta-se o comprimento de onda maximo de
cada uma das bandas de emissdo de fluorescéncia e o rendimento quantico de fluorescéncia

dos compostos sintetizados.

Tabela 3.2. Comprimento de onda maximo das bandas do espectro de fluorescéncia (Amsx.) €
rendimentos quanticos de fluorescéncia (¢r) para os compostos biocompativeis em THF: 1 -

porfirina PFTetraPEG; 2 — porfirina PFMonoPEG; 3 - bacterioclorina BFTetraPEG

Fluorescéncia

Amax (nm)
Q. (0,0) Q. (0,1) br
TPP 653 717 0,10%
1 660 711 0,061
2 642 709 0,052
3 749 - 0,097

Através da andlise dos valores apresentados na tabela 3.2 observa-se que os
rendimentos quanticos de fluorescéncia dos compostos sintetizados sdo inferiores aos
apresentados para a TPP.> A supressdo da fluorescéncia, que se observa através da
diminuicdao dos rendimentos quanticos de fluorescéncia dos compostos sintetizados em
relacdo a TPP, pode estar diretamente relacionada com a presenca de atomos pesados,
nomeadamente de halogénios - efeito do dtomo pesado interno. Estes elementos quimicos
podem otimizar os processos de cruzamento intersistema e, consequentemente, levar auma
maior conversdo de estados excitados singleto para estados excitados tripleto resultando
numa diminuicdo da fluorescéncia. *>*%272% Estes valores revelam-se favoraveis para a
potencial aplicacao dos compostos fluorados funcionalizados em terapia fotodinamica. No
caso da bacterioclorina verifica-se também uma diminui¢do do rendimento quantico de
fluorescéncia em relacao a Redaporfin. A bacterioclorina BFTetraPEG apresenta na sua
estrutura mais dois fldores do que a Redaporfin esse facto pode justificar a diminuicao do

rendimento quantico de fluorescéncia.
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3.3. Determinacao do rendimento quantico de formacao de

oxigénio singleto

A presenca do oxigénio molecular pode estimular a ocorréncia de reagdes
fotodinamicas de dois tipos | e 1.2 A reagdo do tipo | envolve a interagdo do estado excitado
tripleto com substratos celulares e formagdo de radicais livres. Esta reagdo ocorre por
processos de transferéncia de eletrdes e/ou iGes H*, de forma a originar espécies radicalares
que, ao reagirem com o oxigénio ou outros aceitadores de eletrdes, produzem espécies
reativas de oxigénio (ROS), como anides superdxido ou radicais. A reacdo do tipo Il envolve
a transferéncia direta de energia entre a molécula no estado excitado tripleto e o oxigénio
molecular, no seu estado fundamental, levando a produgao de oxigénio singleto. A producao
dessa espécie altamente reativa pode provocar danos ou morte celular, podendo ser til ao

nivel da terapia fotodinamica.3%3"3*33

A técnica utilizada para a determinacdo do rendimento quantico de formagao de
oxigénio singleto consiste na excitacdo das moléculas por intermédio de um laser e na
utilizacdo de um detetor sensivel a radiacdo na zona do infravermelho prdéximo,
nomeadamente a 1270 nm, estudando assim a intensidade de fosforescéncia do oxigénio
singleto. O arranjo experimental permite obter decaimentos com uma resolu¢do temporal
de cerca de 20 ns. Através desses decaimentos e por um ajuste exponencial retira-se o valor
da intensidade de fosforescéncia do oxigénio singleto logo apds o pulso laser e, de seguida,
representa-se em funcdo da energia do laser. A gama de intensidade de luz laser utilizada
permitiu obter relagdes lineares intersectadas no zero com boa correlacdo linear. A
determinagdo dos rendimentos quanticos de formagdo de oxigénio singleto (¢.) foi efetuada
experimentalmente comparando-se o declive da recta obtida para a referéncia - a fenalona
em acetonitrilo com um ¢, de 1,00 * 0,033* com a recta obtida para cada um dos compostos

em estudo.

Na figura 3.6 apresenta-se, a titulo de exemplo, o grafico cuja recta foi utilizada nos
calculos para obteng¢dao do rendimento quantico de formagdo de oxigénio singleto da

porfirina PFTetraPEG em THF.
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Figura 3.6. Ajuste linear do valor de pré-exponencial em funcao da energia do laser para a

porfirina PFTetraPEG em THF

Na figura 3.7, surge, a titulo de exemplo, uma representacdo grafica de um ajuste

exponencial da intensidade de fosforescéncia em funcdo do tempo para a porfirina

PFTetraPEG em THF.
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Figura 3.7. Emissdo de fosforescéncia do oxigénio singleto para uma dada energia de laser

para a porfirina PFTetraPEG em THF

O tempo de vida de oxigénio singleto em THF obtido nas nossas medi¢Oes reporta a

um valor de ta 21 ps que se encontra em concordancia com os valores obtidos por outros

autores (T = 23%2,6 ps). 343
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Na tabela 3.3 apresenta-se os valores dos rendimentos quanticos de formacao de

oxigénio singleto adquiridos em THF para as porfirinas e bacterioclorina.

Tabela 3.3. Valores dos rendimentos quanticos de formacao de oxigénio singleto dos
compostos em estudo: 1— Porfirina PFTetraPEG em THF; 2 — Porfirina PFMonoPEG em THF;

3 — Bacterioclorina BFTetraPEG em THF

Oxigénio singleto

da
1 0,87
2 0,97
3 0,45

Através da andlise da tabela 3.3, verifica-se que os compostos fluorados
funcionalizados apresentam valores de rendimento quantico de formacdo de oxigénio
singleto bastante elevados, podendo ser promissor a sua utilizacdo como

fotossensibilizadores em terapia fotodinamica.

3.4. Fotoestabilidade

Um dos fatores limitantes do uso de bacterioclorinas naturais ou sintéticas na
fotomedicina estd relacionado com a sua sensibilidade a fotodegradacdo. Alguns
autores363738394° referem que este problema pode ser ultrapassado através da introdu¢do
de grupos atractores de eletrdes nas posicdes orto de tetrafenilbacterioclorinas.

De forma a avaliar a fotoestabilidade da bacterioclorina BFTetraPEG foram feitos
estudos em diferentes solventes, DMSO, THF e PBS. Na figura 3.8 A,B e C apresentam-se os
espectros de absorcao UV-visivel em diferentes intervalos de tempo depois de as solucdes

serem irradiadas com um laser de poténcia 0,5 w a 749 nm.
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Figura 3.8. Espectro de absor¢do UV-visivel bacterioclorina BFTetraPEG A: em DMSO, troraL

FoTo.= 30 min B: em TH F, troraLroro.= 370 min C: em PBS, troraLroto.= 122 min

Tal como se observa através dos espetros de absorcao UV-visivel, representados na
figura 3.8, a fotodegradagao varia consoante o tipo de solvente utilizado. O espectro de
absor¢ao UV-visivel ap0s irradiacao de 30 minutos da bacterioclorina em DMSO assemelha-
se ao espectro caracteristico de uma clorina, indicando que o produto da fotodegradagao
num solvente aprdético resulta apenas da oxidacao da bacterioclorina a clorina. As constantes
cinéticas dos ajustes exponenciais da absorcao em funcao do tempo nos comprimentos de
onda de 412 nm e a 747 nm - maximos das bandas correspondentes a clorina e ao
desaparecimento da bacterioclorina - sdo iguais, facto que confirma a formagdo de um tnico
produto (figura 3.9). As alteracGes no espectro UV-visivel em THF sugerem que o produto de
degradacao é um isémero de bacterioclorina inicial, facto confirmado pela presenca de um
ponto isosbéstico a 750 nm. Além disso, na figura 3.10 apresenta-se os espectros de absorcao
UV-visivel antes e apds exposi¢ao a radiacao do laser, que podem indicar também a formacgao

desse novo produto de degradagao, uma vez que se observa alteracdao do comprimento de
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onda maximo da banda de 747 nm para 730 nm. Por fim, no espectro UV-visivel em PBS

observa-se o desaparecimento dos sinais correspondentes a bacterioclorina.
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Figura 3.9. Ajustes exponenciais das absorvancias em fun¢do do tempo de irradiacdo A: 412
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Figura 3.10. Espectros de absor¢ao UV-visivel da bacterioclorina BFTetraPEG em THF antes e

apos a exposicao a radiacao laser

Os diferentes produtos de degradacdo podem surgir pela formagdo de diferentes
espécies reativas de oxigénio. De acordo com Arnaut et al.¥ a degradacdo do
fotossensibilizador pode ser acelerada na presenca de solu¢des mais acidicas, uma vez que
esses meios podem favorecer a formagao de peréxido de hidrogénio. Referem também que
os radicais superdxido sao produzidos por bacterioclorinas halogenadas e que, por sua vez,
sdo capazes de formar radicais hidroxilo em solu¢bes aquosas. Assim, tratando-se a
bacterioclorina BFTetraPEG de uma bacterioclorina halogenada, em PBS pode ocorrer a

formacao de radicais hidroxilo que vao ser capazes de atacar a posicao meso levando a
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abertura do anel aromatico e, consequentemente, degradar a bacterioclorina. 3# No caso
do DMSO e comparativamente com outros solventes, o tempo de vida dos anides superdxido
€ maior, uma vez que se trata de um solvente aprético. Além disso, este solvente é capaz de
reagir com os radicais hidroxilo e diminuir o seu tempo de vida.** Assim, o efeito dos radicais
hidroxilos é reduzido contrariamente ao que acontece em PBS e a oxidagao a clorina pode
ocorrer devido ao mecanismo do tipo Il que envolve a formag¢ao de oxigénio singleto. Em
THF as alteragbes no espectro UV-visivel sugerem que um dos produtos de degradagao se
trata de um isémero da bacterioclorina inicial. Ogunsipe et al.*>** referem que o THF pode ser
capaz de estabilizar o anel aromdtico dos macrociclos tetrapirrdlicos, sendo mais eficiente
contra o ataque oxidativo gerado pelas espécies reativas de oxigénio. Giri et al.*> referem
ainda que o tetrahidrofurano é capaz de reagir com radicais hidroxilo, diminuindo o seu
tempo de vida. O efeito dos radicais vai ser reduzido, o que pode proteger a bacterioclorina
contra a degradacdo por parte dessas espécies.

A medida quantitativa para avaliar a fotoestabilidade dos fotossensibilizadores é
dada pelo rendimento quantico de fotodegradacdo (¢p»). Tal como se encontra descrito na
secao experimental (capitulo 5), para o calculo deste rendimento é necessario proceder ao
ajuste das absorvancias em fun¢do dos tempos de irradiagdo, de forma a obter as constantes
cinéticas. A titulo de exemplo na figura 3.11 representa-se a deconvolu¢do de bandas
correspondentes ao ponto isdsbéstico em THF, bem como o ajuste exponencial das
absorvancias em fun¢do do tempo de irradiacdo. Os rendimentos quanticos de
fotodegradagdo sao de 1,29 x 103 em DMSO, de 6,04 x 10* em PBS e de 4,75 x 10° em THF. O
menor rendimento quantico de fotodegradacdo ocorre em THF, o que pode revelar uma

maior eficiéncia deste solvente na estabiliza¢ao da bacterioclorina.
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Figura 3.11. A: Espectro de absor¢do UV-visivel da deconvolu¢ao das bandas no ponto
isosbéstico a 750 nm B: Ajuste exponencial das absorvancias em fun¢do dos tempos de
irradiacdo da bacterioclorina BFTetraPEG em THF a 750 nm C: Ajuste exponencial das
absorvancias em funcdo dos tempos de irradiacao da bacterioclorina BFTetraPEG em THF a
730 nm

Os fotossensibilizadores desempenham um papel fundamental no sucesso da terapia
fotodinamica. Dada a importancia destas moléculas, tal como descrito anteriormente, alguns
autores*®474849 enumeram as caracteristicas que os tornam ideais para esta aplica¢do. Os
fotossensibilizadores devem possuir caracteristicas fotofisicas apropriadas e possuir
propriedades anfifilicas necessdrias para terem solubilidade em dgua, mas também serem
suficientemente lipofilicos para permearem as membranas celulares. Para além disso, ndao
devem apresentar toxicidade no escuro, devem acumular-se preferencialmente no tecido-

alvo e devem ser excretadas e eliminadas facilmente do organismo apds tratamento. Tendo
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em conta todos estes requisitos, percebe-se que a nivel fotofisico, sobretudo no que diz
respeito a elevados coeficientes de absorcdo molar na regido do infravermelho préximo (750
nm), baixos rendimentos quéanticos de fluorescéncia e elevados rendimentos quanticos de
formacao de oxigénio singleto, a bacterioclorina BFTetraPEG apresenta as caracteristicas
apropriadas para a sua utilizagdo como fotossensibilizador em PDT. No entanto, pretendeu-
se ainda neste trabalho esclarecer se 0 mesmo acontece in vitro, realizando para isso estudos

de internalizacdo celular, citotoxicidade e fototoxicidade.

3.5. Estudos in vitro

Internalizacao celular

A internalizagdo dos fotossensibilizadores por células alvo é crucial para aumentar a
sua eficadcia como fotossensibilizador para terapia fotodinamica.>>>' Para ocorrer acumulacao
nas células, os fotossensibilizadores tém que possuir algumas caracteristicas estruturais
especificas, nomeadamente no que diz respeito ao seu grau de lipofilicidade ou
hidrofilicidade, estando bem estabelecido que moléculas anfifilicas tém uma maior
capacidade de permeacdo em membranas bioldgicas.”®>* Deste modo, a internalizacdo
celular é uma forma de avaliar a capacidade dos compostos atravessarem a membrana
celular e, consequentemente, quantificar a concentracdo do composto no interior das
células.

Assim, com o propdsito de conhecer a concentra¢do da bacterioclorina BFTetraPEG
que € internalizada pelas células, realizaram-se estudos celulares, utilizando a linha celular
humana de adenocarcinoma do pulmdo (A549). Para tal, as culturas celulares foram
incubadas com uma concentracdo conhecida de fotossensibilizador (2,5 M e 5 uM) e a sua
concentracdo avaliada para tempos pré-definidos. Para cada um desses tempos pré-
definidos, realizou-se a lavagem dos pog¢os com PBS, de forma a remover todo o
fotossensibilizador ndo internalizado, e colocou-se meio de cultura novo. De seguida, através
da intensidade de fluorescéncia de cada um dos pocos incubados e dos brancos foi possivel
determinar a concentracdo de composto internalizado, tendo sido para tal realizada uma
curva de calibra¢do. Na figura 3.12, apresenta-se uma representacdo gréfica da internaliza¢do

do composto em cada tempo pré-definido.
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Figura 3.12. Internalizacdo da bacterioclorina BFTetraPEG (5 pM) ao longo do tempo pela

linha celular humana de adenocarcinoma

Tal como descrito anteriormente, o rendimento quéantico de fluorescéncia da
bacterioclorina BFTetraPEG é baixo (0,0967). Além disso, a bacterioclorina apresenta elevada
solubilidade em 3gua o que pode levar ao seu efluxo celular, diminuindo a concentrac¢do no
meio intracelular. A combinacdo destes dois factos pode afetar a quantificacdo do composto
internalizado, uma vez que a concentracao depende da detecdo e medicdao daintensidade de
fluorescéncia do fotossensibilizador. Assim, para uma melhor interpretacdo dos resultados
apresentados na figura 3.12, foi realizada uma pesquisa na literatura para estudos de
internalizacdo celular de compostos que apresentassem caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes ao fotossensibilizador em estudo, sobretudo no que diz respeito ao peso
molecular e a sua solubilidade. Tendo em conta que os tempos de internalizacdao maxima
para estes compostos se encontravam dentro das 18 h e das 24h, selecionou-se a incubagao
de 24 horas para efetuar os estudos subsequentes de citotoxicidade e fototoxicidade.>

Para garantir que para o tempo pré-definido o fotossensibilizador estava, de facto,
presente nas células, obtiveram-se imagens de microscopia de fluorescéncia que
confirmassem a hipdtese formada (figura 3.13). As células foram incubadas durante 24 horas
com uma concentra¢ao conhecida de fotossensibilizador e, apds esse periodo, procedeu-se
a lavagem dos pogcos com PBS e colocou-se, de seguida, PBS novo em cada poco. Nessas
imagens observa-se emissdao de fluorescéncia proveniente do composto, o que permite

comprovar a internalizagdo deste apds 24h de incubacao.
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Figura 3.13. Imagens de microscopia de fluorescéncia representativas de internalizagdo do

fotossensibilizador bacterioclorina BFTetraPEG (508 nm excitacdo e 760 nm emissdo)

Apds a confirmacdo da internalizacdo do fotossensibilizador, com o objetivo de
efetuar estudos de cito- e fototoxicidade, os estudos iniciaram-se com a otimiza¢do da
densidade de plagueamento celular. Para placas de 96 pocos foram testadas densidades
entre 6000 e 9000 células por poco (200 pL de meio), elegendo-se a densidade de 6000
células por poco para realizar os estudos referidos, por apresentarem uma melhor

confluéncia em cada pogo.

Citotoxicidade

Para avaliar a toxicidade no escuro, as células A549 foram incubadas com diferentes
concentragdes da bacterioclorina BFTetraPEG. Apds vdrias tentativas de otimiza¢do de
concentra¢des do composto encontrou-se a gama de concentragdes ideais [10 pM - 50 uM].

Para além das células incubadas com o fotossensibilizador, células controlo, sem adicdo de
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composto, sao incubadas nas mesmas condi¢des. Apds 24 h de incubacao, aspirou-se o meio
de cultura, lavaram-se as células com PBS e adicionou-se novamente meio de cultura,
procedendo-se, de seguida, a avaliacdo da viabilidade celular recorrendo ao método da
resazurina. Neste método as células metabolicamente ativas sdo capazes de converter a
resazurina (cor azul) em resofurina (cor rosa).>#5% De seguida, com recurso ao leitor de
microplacas mediu-se a fluorescéncia (560 nm excitacdo e 590 nm emissdo) e os resultados
experimentais foram ajustados a um modelo sigmoide de dose-resposta, tal como

representado na figura 3.14.

T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Concentragdo (uM)

Figura 3.14. Curva de dose-resposta para a linha celular humana de adenocarcinoma (A549)

apds 24 horas de incuba¢do com o fotossensibilizador

A partir do ajuste efetuado foi possivel calcular a concentracdo do fotossensibilizador
que é capaz de inibir 50 % da atividade celular (ICs,). Desta forma, tratando-se apenas de
estudos preliminares estima-se que para esta linha celular um IC50 préximo de 15 PM. Na
literatura, encontra-se descrito que as bacterioclorinas 5,10,15,20-tetra(2-cloro-5-
sulfofenil)bacterioclorina (TCPBSOsH) e 5,10,15,20-tetra(2,6-difluoro-3-N-
metilsulfamoilfenil)bacterioclorina (Redaporfin) apresentam valores de concentracdes
superiores a 100 UM na linha celular A549 para a citotoxicidade.5”5® Assim, por comparacao
destes valores com os valores obtidos para a bacterioclorina BFTetraPEG percebe-se que este
composto apresenta maior toxicidade no escuro do que alguns dos outros referidos o que

para aplicacdo em PDT pode ser um problema a ter em conta.
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Fototoxicidade

Para além dos estudos de citotoxicidade realizaram-se também estudos de
fototoxicidade, de forma a comprovar que na presenca de irradiacao o fotossensibilizador
leva a producao de espécies reativas de oxigénio que contribuem para a morte celular e,
consequentemente, para a destruicao das células. Em placas de 96 pocos, a bacterioclorina
BFTetraPEG foi adicionada em concentracdes que variam entre os 0,4 pM e os 1,2 uM,
deixando-se pogos controlo triplicados sem adi¢dao de fotossensibilizador. As culturas
celulares foram incubadas durante 24 horas com as concentra¢des de fotossensibilizador
pretendidas. Apds este periodo de tempo, efetuou-se uma lavagem com PBS, que garantiu
que o fotossensibilizador ndo internalizado pelas células fosse removido, e colocou-se meio
de cultura novo. As culturas foram irradiadas com uma dose de luz de 1 J/cm? Apds 24 horas,
procedeu-se a avaliacao da viabilidade celular recorrendo ao método da resazurina. De
seguida, com recurso ao leitor de microplacas mediu-se a fluorescéncia. Os resultados

experimentais estdo representados graficamente na figura 3.15.
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Figura 3.15. Estudos de fototoxicidade da bacterioclorina BFTetraPEG apds 24 h de

incubacao

A partir da andlise dos dados, tendo em conta que se trata de resultados preliminares,
considera-se que o valor de DL50 - dose necessdria para matar 50 % das células quando
submetidas a uma dada dose de luz - ronda a gama de concentra¢des entre 1 — 1,2 uM. Esta
descrito que as bacterioclorinas TCPBSOsH e Redaporfin tém um DL50 nas células A549 de 5

MM para uma dose de luz de 0,17 J/cm? e de 0,054 uM para uma dose de luz 6 J/cm?. Para a
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mesma dose de luz (1J/cm?) esta descrita uma concentracdo de 0,88 pM para as células CT26
relativamente a Redaporfin.575® Dado que as doses de luz e as concentracdes de
fotossensibilizar variam relativamente as condi¢6es usadas para o estudo de fototoxicidade
deste fotossensibilizador, recorreu-se ao fator ROS como fator de comparacao. Este fator
permite relacionar a dose de luz (J/cm?) com a concentragdo de fotossensibilizador (uM), tal

como se representa na equagao Il

() Fator ROS = Dose luz (J/cm?)x [fotossensibilizador](uM)

Para a bacterioclorina TCPBSO;H o fator ROS é de 0,85, para a Redaporfin é de 0,32 e
para a bacterioclorina BFTetraPEG é de 1,2. Estes valores indicam que a bacterioclorina
BFTetraPEG necessita de uma maior concentragao de fotossensibilizador para ser fototdxica
comparativamente com os outros fotossensibilizadores. Estes resultados podem ser
explicados pela hidrofilicidade do composto, isto €, sendo soltdvel em dgua pode permanecer
no citoplasma das células e ndo se dirigir para organelos onde a agao de espécies reativas de
oxigénio geradas é mais eficiente no dano celular que provocam, como é o caso das
mitocdndrias ou do reticulo endoplasmatico, ndo sendo por isso tao eficiente na terapia
fotodinamica deste tipo de células.

Através destes resultados preliminares pode concluir-se que este fotossensibilizador
apresenta alguma toxicidade na auséncia de luz e apesar de ser fototdxico necessita de
concentra¢des mais elevadas relativamente a outros fotossensibilizadores para ter um efeito

fotodinamico adequado.
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Capitulo 4

Conclusoes

As porfirinas sdo compostos cujo anel aromatico é facilmente modelado, permitindo
otimizar o design estrutural dos macrociclos tetrapirrdlicos, conduzindo a propriedades
fotofisicas e fotoquimicas ideais para viabilizar a sua aplicacdo em biomedicina.

O objetivo central do trabalho que deu origem a esta Disserta¢ao consistiu na sintese
de porfirinas conjugadas com polietilenoglicol e também na reducdo das mesmas para
obtencao de bacterioclorinas com absor¢do na regido do infravermelho préximo.

Para a sintese da meso-pentafluorfenilporfirina recorreu-se ao método do
nitrobenzeno/NaY que permite através da condensacdo do pirrol com
pentafluorbenzaldeido a obtencao do precursor base para a realiza¢cdo de todos os estudos
subsequentes. Assim, foi possivel obter a TPFPP com rendimentos de 15 %. Dado o facto de
esta porfirina constituir um excelente modelo para a obtenc¢do de novos compostos
porfirinicos decidiu-se proceder a sua modela¢do estrutural através da funcionaliza¢ao dos
grupos fenilo nas posi¢cdes para com o objetivo de sintetizar porfirinas funcionalizadas com
polietilenoglicol, para melhorar a sua solubilidade em 3gua e torna-los mais biocompativeis
com meios bioldgicos.

A reacdo desses compostos porfirinicos fluorados com polietilenoglicol através de
substituicdo nucleofilica aromatica revelou ser um método bastante versatil, permitindo a
obtencao de duas porfirinas funcionalizadas - PFTetraPEG e PFMonoPEG - com rendimentos
superiores a 48 %. Observou-se ainda que apenas a tetrafuncionalizagao com grupos PEG com
peso molecular de 500 g/mol permitiu a aquisi¢cdo de solubilidade em dgua. A introducdo do
PEG, sendo um polimero ndo tdéxico nem imunogénico, permite aumentar a
biocompatibilidade, assim como contribuir para o aumento do tempo de circulagdo dos
compostos pegilados no organismo sem comprometer a biodegradacdo. As técnicas de
ressonancia magnética nuclear de 'H e 'F e espectrometria de massa permitiram efetuar uma
boa caracterizagdo estrutural dos fotossensibilizadores. As porfirinas PFTetraPEG e
PFMonoPEG foram ainda avaliadas quanto as propriedades fotofisicas, concluindo-se que
apresentavam baixos rendimentos quanticos de fluorescéncia e elevados rendimentos

quanticos de oxigénio singleto. Os picos bem definidos e intensos nos espectros de RMN de
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'9F e a sintese com elevados rendimentos destas porfirinas fluoradas funcionalizadas abrem
a possibilidade da potencial utilizacdo destes compostos como sondas em F MRI no
diagndstico médico.

A complexacao da porfirina PFTetraPEG com o ido paramagnético manganésio
permitiu a sintese da porfirina PFTetraPEG-Mn(l11) com um rendimento elevado. Este novo
complexo de manganésio (II) desenvolvido na tese abre perspetivas para futura aplicacdo
como agente de contraste inteligente para detetar modificacdes no ambiente de oxidagao e
reducao de células com alterac¢des funcionais.

A porfirina PFTetraPEG apresentou reduzida fluorescéncia e elevada eficiéncia na
transferéncia de energia para o oxigénio molecular, sendo por isso a porfirina selecionada
como material de partida para reducao a bacterioclorina e avaliacao do seu potencial em PDT
através de ensaios in vitro. A reducdo da porfirina a bacterioclorina foi feita através do
método sustentdvel sem solvente, desenvolvido anteriormente no grupo de Catdlise &
Quimica Fina. Essa reducdo foi crucial para que o composto apresentasse as caracteristicas
adequadas a sua aplicagao como fotossensibilizador em terapia fotodinamica.

Foi também objetivo deste trabalho avaliar o potencial deste fotossensibilizador para
terapia fotodinamica através de estudos in vitro. Esses estudos preliminares permitiram
concluir que a BFTetraPEG apresentava alguma toxicidade na auséncia de luz (15 pM) e
fototoxicidade para células tumorais entre 1 e 1,2 uM. Apesar destas limitacdes, a estrutura
quimica Unica da bacterioclorina BFTetraPEG resultante da conjugacdo com grupos
polietilenoglicol torna-a soldvel em 3gua, sendo esta crucial para aplicacdo do composto em
meios bioldgicos. Além disso, a introdu¢ao do PEG vai também permitir melhorar outras
caracteristicas, tais como, o tempo de vida ou a estabilidade do fotossensibilizador no
organismo. Como perspetivas futuras propde-se o estudo especifico da localizacdo
intracelular do fotossensibilizador, que consiste na detecdo do composto em organelos
celulares, como, por exemplo, a mitocdndria, os reticulos endoplasmaticos, o citoplasma e
os lisossomas, onde pode ocorrer uma maior acumulacdo do fotossensibilizador, bem como
um estudo de cito e fototoxicidade em gamas de concentracdes mais abrangentes e num
nimero de repeticOes relevantes para andlise estatistica. Além disso, seria também
interessante avaliar qual a influéncia que ndmero das cadeias PEG tem nos estudos in vitro,
nomeadamente, ao nivel da internalizagao celular.

Como conclusdo final, considera-se que todos os objetivos foram cumpridos no
sentido em que se obtiveram novos macrociclos tetrapirrélicos, nomeadamente porfirinas e
bacterioclorinas, fluorados e conjugados com polietilenoglicol, foi possivel a caraterizagao

fotofisica desses compostos, bem como a realizacao de estudos in vitro da familia de
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fotossensibilizadores conjugados com PEG. Para além dos objetivos iniciais foi ainda utilizada
a bacterioclorina monofuncionalizada BFMonoPEG como material de partida para a
preparacdao de um bioconjugado com um peptideo que poderd constituir uma drea de
investigacdo inovadora para o tratamento mais seletivo das arritmias cardiacas. A
caracterizacao detalhada e estudos in vitro e in vivo estdo a ser desenvolvimento, mas por

questdes de confidencialidade ndo sdo apresentados no trabalho.
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Capitulo 5

Experimental

Neste capitulo encontra-se descrita toda a informagdo relevante acerca dos
reagentes e solventes utilizados, bem como das técnicas e instrumentacao necessdrias ao
desenvolvimento do trabalho descrito ao longo desta dissertagao. De notar que a numeragao
e a nomenclatura de todos os compostos, encontra-se de acordo com as recomendacdes da

IUPAC.
5.1. Reagentes e Solventes

Os reagentes e solventes foram adquiridos a Sigma-Aldrich com exce¢dao do PEG500
(Fluorochem). Estes reagentes adquiridos comercialmente foram utilizados diretamente
como recebidos, sem purificagdo. Todos os solventes utilizados na sintese e cromatografia
em coluna foram, sempre que necessario, purificados por destilacao simples ou secos através
de procedimentos standart descritos na literatura.' O cloroférmio deuterado, utilizado na
obtencao dos espectros de RMN, foi neutralizado numa coluna de éxido de alumina antes da

sua utilizagao.

5.2. Técnicas e Instrumentacao

| - Cromatografia de camada fina

A cromatografia em camada fina (TLC) é uma técnica analitica utilizada para o
controlo reacional, permitindo uma identificagao preliminar da evolu¢ao da rea¢dao quimica.’
Esta cromatografia foi realizada em placas revestidas com gel de silica 60 (Sigma Aldrich)
contendo um indicador de fluorescéncia UVas,. O eluente usado para a realizagdo desta

cromatografia variou consoante a reacao em estudo.
Il - Cromatografia de adsorcao em coluna

A cromatografia de adsorcdo em coluna é uma técnica analitica que permite a
separacao, isolamento e purificagdo de compostos quimicos numa mistura. Assim, alguns dos

compostos sintetizados foram purificados com recurso a esta cromatografia, utilizando gel
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de silica 60 (Sigma-Aldrich) ou 6xido de alumina (Sigma-Aldrich) como fases estaciondrias. O

eluente usado variou dependendo da rea¢ao em causa.
lll - Cromatografia de exclusdo molecular

A cromatografia de exclusdo molecular é uma técnica analitica que permite a
separacao e purificacdo dos compostos numa mistura através do tamanho molecular dos
componentes da mistura. Esta cromatografia foi utilizada para as purificacdes de 5,10,15,20-
tetra-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]bacterioclorina e de 5-[(2’,3%5,6"-
tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]-10-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-peptideo)fenil ]-15,20-di-
[(2’,3,4’,5,6’-pentafluoro)fenil]bacterioclorinag, utilizando a resina Sephadex G-10 (limite de

exclusdo molecular superior a 700 g.mol™) e d4gua destilada como eluente.

o _on

IV - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é um tipo de cromatografia liquida
que permite a separacdo e quantificacdo de compostos que se encontram dissolvidos em
solucdo.” Esta cromatografia foi utilizada para controlar o processo de purificacdo por
cromatografia de exclusdo molecular da bacterioclorina BFTetraPEG, utilizando como
eluente 70 % acetonitrilo e 30 % agua. As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia
foram obtidas num Agilent 1100 series, equipado com um detetor Agilent 1100 series de
comprimento de onda varidvel equipado com uma coluna de fase reversa Luna Omega C18
(octadecilsilano imobilizado em 5 um de silica gel) com 150 mm de comprimento e 4,6 mm

de didmetro interno do Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra.
V - Sonicacao

Asonicagao é um procedimento que recorre a utilizagao da energia de ondas sonoras,
neste caso de ultrassons, para facilitar a dissolu¢ao dos compostos. Assim, com o objetivo de
facilitar a dissolu¢do dos compostos estudados utilizou-se, sempre que necessdrio, como
sistema de ultrassons o aparelho da marca Bandelin Sonorex TK52 do Departamento de

Quimica da Universidade de Coimbra.

VI - Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de protdo ('H) e de fltor ("F) foram
adquiridos num espectrédmetro Bruker Avance 400 MHz e 376 MHz do Departamento de

Quimica da Universidade de Coimbra, usando cloroférmio deuterado (CDCl;) como solvente.
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Os desvios quimicos (8) sdo expressos em partes por milhdo (ppm), usando em prot&o o pico
do solvente (7,26 ppm) como referéncia e em flior um padrdo externo o trifluortolueno (& -
63,72 ppm). As constantes de acoplamento (J) sdo expressas em Hertz (Hz). Os dados

obtidos encontram-se indicados pela seguinte ordem: nucleo (frequéncia do aparelho,

solvente), desvio quimico (8, ppm) [multiplicidade do sinal (s - singleto, d — dupleto, dd -

duplo dupleto, t - tripleto, q — quarteto e m - multipleto), constante de acoplamento (J, Hz),

intensidade relativa (nH, nimero de protdes), atribuicdo na estrutural].
VII - Espectrometria de massa

Os espectros de massa ESI-TOF foram adquiridos num espectrdmetro Bruker
Daltonics flexAnalysis Spectrometer da Unidade de Espectrometria de Massa da

Universidade de Santiago de Compostela, Espanha.
VIl - Espectroscopia de absorcao ultravioleta-visivel

Os espectros de absorcdao UV-visivel foram obtidos nos espectrofotdmetros
Shimadzu 2100 e Hitachi U-2010, usando cuvetes de quartzo e de vidro, da Hellma Analytics
com 1 cm de percurso dtico. Os coeficientes de absor¢ao molar foram determinados para
uma gama de concentragdes entre 10° e 107 M em tetrahidrofurano (THF) e numa solu¢&o
tampa&o fosfato pH=7,4 (PBS do inglés Posphate Buffer Saline). Representou-se graficamente
a absorvancia para o0 maximo das bandas consideradas em funcdo da concentra¢do das
diferentes solucdes, procedendo-se, de seguida, a um ajuste linear. A partir desse ajuste foi
possivel retirar o valor do declive dareta que corresponde ao coeficiente de absor¢ao molar.
Esta relagdo s6 é possivel dada a Lei de Beer-Lambert A = £(4)Ilc onde A é a absorvancia, €
é o coeficiente de absorcdo molar (em M™ cm™), c a concentracdo da solucdo (em M) el é o

comprimento do percurso ético (em cm).?
IX - Espectroscopia de emissao de fluorescéncia

Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram obtidos no espectrofluorimetro
Avantes AvaSpec-ULS-TEC, utilizando cuvetes de quartzo Hellma Analytics com percurso

Gtico de 1 cm.
X - Rendimento quantico de formacao de oxigénio singleto

A determinagdo do rendimento quantico de formacdo de oxigénio singleto foi

realizada utilizando um espectrémetro da Applied Photophysics LKS.6.0, equipado com um
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laser de Nd-YAG Spectra-Physics Quanta Ray GCR-130, um osciloscépio digital Tektronix e um
fotomultiplicador Hamamatsu R5509-42 a 1600 volts e arrefecido com azoto liquido a 193 K,

de forma a otimizar a relagdo sinal-ruido.

5.3. Sintese e caracterizacao estrutural dos compostos

sintetizados no capitulo 2

- 5,10,15,20-tetra(pentafluorofenil)porfirina (TPFPP)

Num baldo de fundo redondo colocou-se 140 mL de acido acético, 70 mL de
nitrobenzeno e 15 g do zedlito NaY deixando-se em agitacdo até atingir a temperatura de 80
°C. Adicionou-se 8,4250 g (42,97 mmol) de pentafluorbenzaldeido e aqueceu-se a mistura até
aos 120 °C. Apds entrar em refluxo adicionou-se, gota a gota, 3 mL de pirrol (43,24 mmol)
deixando-se a solu¢dao com agitacdo a 120 °C durante 2 horas. Seguidamente, apds
arrefecimento da mistura reacional até a temperatura ambiente, filtrou-se o NaY, evaporou-
se o nitrobenzeno e o acido acético, recorrendo a uma destilacdo a pressao reduzida, e
purificou-se o crude obtido através de cromatografia em coluna de gel de silica iniciando a
eluicdo com hexano, seguindo-se hexano/diclorometano 10:1, 8:1; 4:1 respetivamente e

terminando com diclorometano. O rendimento da reagdo foi de 15 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCl5) §, ppm: 8,93 (s,8H); -2,90 (s,2H).

RMN *F (376 MHz, CDCl5) §, ppm: 135,35 a -135,43 (dd; J= 12;4
Hz; 8F); -150,05 a -150,16 (t; J= 20,8 Hz; 4F); -160,14 a-160,28 (m;
8F).

UV-Vis Aaps (€), nm (CH,CL,): 416 (236,9 x 103 M"cm™); 508 (19,76
x103M'cm™); 538 (3,51 x 103 M"'cm™); 589 (6,19 x 103 M'cm™); 656 (1,09 x 10> M'cm™).

A caracterizagdo desta porfirina estd de acordo com o que se encontra descrito na literatura.*

Il - 5,10,15,20-tetra-[(2,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]

porfirina (PFTetraPEG)

Num baldo de fundo redondo colocou-se 0,250 g (0,0257 mmol) de 5,10,15,20-

tetra(pentafluorofenil)porfirina e adicionou-se 0,0304 g (1,267 mmol) de hidreto de sédio
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com 0,64 mL (1,280 mmol) de polietilenoglicol 500 Da dissolvidos em dimetilformamida seco
(DMF), deixando-se a solu¢do com agitacdo a temperatura ambiente durante 24 horas. Apds
se ter verificado o término da reagdo por TLC, adicionou-se diclorometano e extraiu-se com
agua, de forma a remover o DMF e o PEG livre. De seguida, adicionou-se sulfato de sddio
anidro a fase organica, filtrou-se e apds evaporagao obteve-se a porfirina PFTetraPEG com

um rendimento de 93,3 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCl;) 5, ppm: 8,93 (s; 8Hp); 3,65 a 3,60 (m;
176 Hpec); -2,90 (S; 2Hnh)-

RMN *F (376 MHz, CDCl;) &, ppm: -138,84 a -138,92 (dd; 4,0;22
Hz 8F); -156,95 a -157,03 (dd; 4,0;12,0 Hz; 8F).

MS (ESI-TOF): m/z 1028,3720; 1220,9980; 1287,0377; 1491,1818

[M]*  (distribuicdo  polidispersiva)  calculado  para

re—o™OfCHs Ci36H198F16N4048 2959, 29.

UV-Vis Aabs (€), nm (THF): 413 (308,971 x 103 M"cm™); 507 (21,5 x 103 M"'cm™); 535 (3,74 X 103 M
'em™); 583 (6,989 x 103 M"cm™); 654 (1,677 X 103 M"cm™).

UV-Vis Aabs (€), nm (PBS): 414 (150,552 X 103 M"cm™); 508 (14,418 x 103M™"'cm™); 539 (3,042 x 103
M'cm™); 582 (4,660 x 10> M"cm™); 653 (1,086 x 10> M'cm™).

m - s(2’,3’,5,6tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]-10,15,20-tri-

[(2’,3’,4’,5’,6’-pentafluoro)fenil Jporfirina (PFMonoPEG)

Num baldo de fundo redondo colocou-se 0,140 g (0,14366 mmol) de 5,10,15,20-
tetra(pentafluorofenil)porfirina dissolvida em 5 mL de dimetilformamida seco (DMF). De
seguida, adicionou-se, lentamente, 0,065 g (0,1293 mmol) de polietilenoglicol 500 Da e 0,021
g (0,862 mmol) de hidreto de sddio dissolvidos em 10 mL de DMF, deixando a reagir durante
48 horas a temperatura de 80°C. Apds se ter verificado o término da reacdo por TLC,
recorreu-se a uma mistura azeotrdpica com tolueno, adicionando-se pequenas quantidades
de tolueno e evaporando, de forma a remover o DMF. O crude obtido foi purificado
recorrendo-se a uma coluna cromatografica de éxido de alumina, utilizando inicialmente
como eluente diclorometano e, de seguida, diclorometano: 5% metanol, obtendo-se a

porfirina 5-[(2’,3,5”,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]-10,15,20-tri-[(2°,3”,4’,5’,6-
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pentafluoro)fenil]porfirina. O eluente foi evaporado e, de seguida, dissolveu-se em
diclorometano e extraiu-se com diclorometano: agua (5x), de forma a remover o PEG livre.
Apds a extracdo, adicionou-se sulfato de sddio anidro a fase organica, filtrou-se e apds

evaporac¢do obteve-se a porfirina PFMonoPEG com um rendimento de 48,5 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCl5) 8, ppm: 8,91 (m; 8H); 3,63 a 3,30 (m;
44 Heec); -2,90 (; 2Hnw).

RMN "“F (376 MHz, CDCl5) &, ppm: -136,46 a-136,53 (dd; 6,0;14,0
Hz; 6F); 140,10 a -140,16 (m; 3F); -151,21 a -152,07 (m; 4F); -161,31
a-161,54 (m; 6F).

MS (ESI-TOF): m/z 1471,3714; 1472,3791 [M]* calculado para

F
OfCH
R=_0+V 10/113

Ce7Hs7F19N4O12 1470,37.

UV-Vis Aups (€), nm (THF): 413 (274,564 x 103 M"cm™); 505 (21,177 x 103 M'cm™); 537 (3,353 X 103
M'cm™); 585 (6,991 x 103 M"cm™); 658 (0,805 x 103 M™'cm™).

IV - 5,10,15,20-tetra-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]

porfirinato de manganésio (1ll) (PFTetraPEG-Mn(lIl))

Num baldo de fundo redondo dissolveu-se 0,110 g (1,34 mmol) de acetato de sddio
em acido acético. De seguida, colocou-se 0,270 g (0,093 mmol) de 5,10,15,20-tetra-[(2",3°,5",6’-
tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]porfirina e 0,031 g (0,226 mmol) de acetato de
manganésio (I1)-tetra-hidratado, deixando em agitacdo e refluxo a temperatura de 80 °C
durante 2 h. O controlo reacional foi efetuado por espectroscopia UV-visivel. Apds o
desaparecimento das bandas correspondentes a porfirina e o aparecimento das bandas
correspondentes ao complexo de manganésio da porfirina, extraiu-se com diclorometano:
agua, adicionou-se sulfato de sddio anidro e filtrou-se. De seguida, o diclorometano foi

evaporado e o produto foi obtido com um rendimento de 78,3 %.
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MS (ESI) m/z: 1121,3612; 1319,9802; 1386,0195; 1493,6057 [M]**
(distribuicdo polidispersiva) calculado para CusHis:FisMNnN,Os
2077,37-

R
OrCH
—_ 3
R= O'{\/ 10/11

V - 5,10,15,20-tetra-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]

bacterioclorina (BFTetraPEG)

No fundo de um tubo de Schlenk colocou-se 0,100 g (0,03445 mmol) de 5,10,15,20-
tetra-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil Jporfirina e adicionou-se 0,257 g (1,3781
mmol) de p-toluenosulfonilhidrazina. Colocou-se sob vacuo durante 30 min, de forma a
remover todo o oxigénio presente e deixou-se com agitacdao a 140 °C durante 1 hora. O crude
obtido foi purificado recorrendo a cromatografia de exclusdo molecular com resina
Sephadex G10 (limite de exclusdo molecular superior a 700 g.mol") e utilizando agua
destilada como eluente. De referir que o acido p-toluenossulfénico e a hidrazina presentes
no meio reacional ficam retidos nos poros da resina, permitindo a purificagdo do composto.

Liofilizou-se o composto e obteve-se um rendimento de 43,6 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCl5) §, ppm: 8,11 (s; 4Hp); 4,63 (t; J=4 Hz;
8Hpg); 3,64 (mM; 176 Hpec); 1,43 (s; 2Hnn).

RMN *F (376 MHz, CDCl5) 8, ppm: -140,40 a -141,13 (m; 8F); -
156,57 a -156,72 (m; 8F).

MS (ESI-TOF): m/z 1163,4253; 1403,6015; 1563,6931; 1607,7219
[MT** calculado para CizeHz0:F16N4O48 2965,03.

R
OfCH
R:_O/{\/ 10/113
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VI - s5(2’,3,5,6"-tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]-10-[(2’,3’,5’,6’-
tetrafluoro-4’-peptideo)fenil]-15,20-di-[(2’,3’,4’,5’,6’-pentafluoro)fenil]

bacterioclorina (BFMonoPEG-peptideo)

No fundo de um tubo de Schlenk colocou-se 0,040 g (0,0272 mmol) de 5-[(2’,3’,5°,6’-
tetrafluoro-4’-polietilenoglicol)fenil]-10,15,20-tri-[(2’,3’,4’,5’,6’-pentafluoro)fenil]porfirina e
0,203 g (1,088 mmol) de p-toluenosulfonilhidrazina. Colocou-se sob vacuo durante 30 min, de
forma a remover todo o oxigénio presente e deixou-se com agitacao a 140 °C durante 1 hora.
De seguida, colocou-se em solucdo 0,0091 g (6,169 x 10> mmol) de 5-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-
4’-polietilenoglicol)fenil]-10,15,20-tri-[(2’,3”,4’,5’,6’-pentafluoro)fenil]bacterioclorina, 0,0085
g (5,55 x 103 mmol) do peptideo e 0,004 g (0,0123 mmol) de carbonato de césio dissolvidos
em tetrahidrofurano seco (THF), deixando em atmosfera inerte e a temperatura ambiente
durante 72 h. Apds se ter verificado o término darea¢ao por TLC, o crude obtido foi purificado
recorrendo a cromatografia de exclusdo molecular com resina Sephadex G10, utilizando dgua

destilada como eluente. O composto final foi obtido através de liofiliza¢ao.

F
_ O]—CH
R__O+V 10/11 3

5.4. Caracterizacao fotofisica e fotoquimica

I - Rendimentos quanticos de fluorescéncia

A determinacdo dos rendimentos quanticos de fluorescéncia foi efetuada adquirindo
os espectros de emissdo de fluorescéncia segundo procedimentos publicados na literatura.?
O rendimento quantico de fluorescéncia € definido como arelagdo entre o nimero de fotdes
emitidos por fluorescéncia e o nimero total de fotdes absorvidos, sendo definido pela

equacdo que se apresenta de seguida (Il). A referéncia usada para o calculo do rendimento

80



quantico de fluorescéncia das porfirinas foi a TPP (5,10,15,20-tetrafenilporfirina) em tolueno
(pr = 0,10 £ 0,01 )> e, no caso da bacterioclorina, a referéncia foi a Redaporfin (5,10,15,20-
tetra(2,6-difluoro-3-N-metilsulfamoilfenil)bacterioclorina) em etanol (¢ = 0,138)6. Foram
preparadas solu¢oes de TPP em tolueno, das porfirinas e da bacterioclorina em THF e da
Redaporfin em etanol de forma a apresentarem no espectro de absor¢do uma absorvancia
entre 0,05 e 0,1 a 415 nm (comprimento de onda de excitacdo) para as porfirinas e a 749 nm
para a bacterioclorina. Comparou-se a integracao da drea dos espectros de emissao de
fluorescéncia das referéncias com as dreas dos espectros dos compostos sintetizados, de
forma a que através da seguinte equagdo se determinasse o rendimento quantico de

fluorescéncia.’

Area (amostra)  Abs (referéncia) ) (amostra)
- * * " -
Area (referéncia)  Abs (amostra) n (referéncia)

@r (amostra) = * @p (referéncia)(II)

Nesta férmula, a drea refere-se a integracdo da intensidade no espectro de emissdo, Abs
refere-se a absorvancia da amostra e da referéncia no comprimento de onda de excitagdo e

n aoindice derefracdo do solvente no qual aamostra e areferéncia se encontram dissolvidas.

Il - Rendimento quantico de formacao de oxigénio singleto

O rendimento quantico de oxigénio singleto (¢a) é definido pela razdo entre o nimero
de fot6es emitidos pelo oxigénio, resultado da sua fosforescéncia, e o nimero total de fotdes
absorvidos pela amostra, sendo também definido pela equacdo que se apresenta de seguida
(1. Foram preparadas solu¢des dos compostos sintetizados em THF e da fenalona
(referéncia, @a= 1,00%0,03) ® em acetonitrilo, de forma a apresentarem no espectro de
absor¢do uma absorvancia de 0,2 a 355 nm. Os valores de rendimento quantico de formacao
de oxigénio singleto foram obtidos comparando a intensidade de fosforescéncia do oxigénio
singleto a 1270 nm de cada um dos compostos sintetizados com a intensidade de
fosforescéncia de uma solu¢ao com fenalona. Foram determinados os decaimentos relativos
a emissdo do oxigénio singleto gerado pela referéncias e pelos compostos variando-se a
intensidade do laser. Representou-se a intensidade de fosforescéncia em func¢do da energia
do laser, procedendo-se, de seguida, a um ajuste linear. A partir desse ajuste foi possivel
obter o declive da reta necessdrio ao cdlculo do rendimento quantico de formacdo de

oxigénio singleto através da equacao Ill.
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declive (amostra)  1— 10~Abs (referéncia)

= * anci
¢a(amostra) 1- 10-Abs amostra) * declive (referéncia) ¢a (referéncia) (111)

Nesta féormula, o declive resulta de um ajuste linear feito entre os valores de pré-
exponencial (A) correspondentes aos valores méximos de intensidade de fosforescéncia e a
energia do laser; Abs refere-se a absorvancia das solu¢bes que foram excitadas num
comprimento de onda de 355 nm e @, (referéncia) corresponde ao rendimento quantico de

oxigénio singleto da fenalona.
lll - Fotoestabilidade

Os estudos de fotodegradacao permitem avaliar a fotoestabilidade dos
fotossensibilizadores. Estes estudos foram realizados em trés solventes diferentes - THF,
DMSO e PBS, sendo as cuvetes de quartzo irradiadas com laser Milron Laser rage LDM
750.1000.CWA.L.M a 749 nm. O volume perdido durante a irradiacao foi ponderado através
da medicao da massa da cuvete e sempre que necessario adicionado solvente a amostra
antes de cada medicao. Os espectros de absor¢ao UV-visivel foram registados antes e depois
de cada irradiagdo. O rendimento quantico de fotodegradacdo foi calculado, usando a
equacao que se apresenta de seguida (1V), derivada da razdo entre a taxa inicial de moléculas
de fotossensibilizador que desaparecem e a taxa inicial de absorcdo de fotdes. A constante
de primeira ordem exponencial (k em s™) foi obtida através do ajuste das absorvancias em
funcdo dos intervalos de tempo de irradiagdo.®

V, VA,k

d,y =—=0,11978
pe Ty eAP(1 — 10—40)

(v)

Nesta férmula, V refere-se ao volume de solucdo inicial (em L), A, e Ai referem-se aos
valores de absorc¢3o inicial no pico correspondente ao coeficiente de absor¢do molar (g) e ao
valor de absorc¢do correspondente ao comprimento de onda da luz de irradiagdo (em m). P

refere-se a poténcia da luz (em watt).

5.5. Estudos in vitro

| - Cultura celular

A linha celular A549 de cancro de pulmao humano foi mantida em cultura a 37 °C
numa atmosfera humidificada com 5 % CO,. Utilizou-se um meio de cultura Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM - 13,4 g/L de glucose) suplementado com &cido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazineetanesulfonico (HEPES - 2,4 g/L), NaHCO; (2g/L), 10 % (V/V) FBS e 1 %
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do antibidtico penicilina-streptomicina (PenStrep). Para a realizacdo dos estudos in vitro foi
necessario destacar as células dos frascos e preparar suspensoOes celulares. Para isso, as
células foram colocadas em cultura num frasco de 75 cm?® e destacadas usando tripsina
quando apresentavam uma confluéncia de aproximadamente 80%. De seguida, resuspendeu-
se as células e centrifugou-se a suspensdo celular a 136 rpm durante 6 minutos. Apds
centrifugacdo os pellets foram ressuspensos num volume conhecido de meio de cultura e
procedeu-se a contagem de uma aliquota de suspensao celular corada com Trypan blue numa
camara de Neubauer. Apds a contagem, o volume das suspensdes celulares foi ajustado com

o meio de cultura de forma a obter as concentrag¢des celulares adequadas ao estudo.
Il - Internalizacao celular

As células foram plaqueadas (duas placas de 96 pogos) com uma densidade celular
de 9000 células por pogo e incubadas até atingirem uma confluéncia de cerca de 80 % (24
horas). Apds esse periodo aspirou-se o meio de cultura e, de seguida, incubou-se durante
mais 24 h com concentracdes conhecidas de fotossensibilizador (solu¢des de 2,5 uM e 5 uM),
exceto em 3 pocos controlo. Posteriormente, a cada tempo pré-definido (6 a 26 h) aspirou-
se o meio de cultura dos pogos triplicados, realizou-se a lavagem dos mesmos com PBS,
colocou-se novo meio e procedeu-se a medicdo de fluorescéncia (508 nm excita¢do e 760 nm
emissd0) com recurso a um leitor de microplacas Synergy HT BioTek. De modo a conseguir
calcular a concentragdo do fotossensibilizador internalizado, foi necessario paralelamente
definir uma reta de calibrag¢do, usando solu¢des de bacterioclorina BFTetraPEG em gamas de

concentra¢do que variam de 1 nM a 500 nM.
Il - Citotoxicidade

As células A549 foram plaqueadas tal como descrito anteriormente; no entanto,
neste caso utilizou-se uma densidade celular de 6000 células por poco. A bacterioclorina
BFTetraPEG foi adicionada numa gama de concentra¢bes entre 10 uM e 50 pM em pocos
triplicados e as placas foram incubados a 37 °C durante cerca de 24 h. Além disso, deixaram-
se controlos triplicados - sem adicdo de composto- sujeitos as mesmas condi¢bes. Apds o
periodo de incubac¢do, o meio foi removido, os pocos lavados com PBS e novo meio
adicionado, incubando-se por mais 24 h. A viabilidade celular foi determinada através da

medicdo da fluorescéncia.
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IV - Fototoxicidade

O procedimento utilizado foi semelhante ao descrito para os ensaios de
citotoxicidade, diferindo apenas na gama de concentracdes utilizada (400 nM e 1,2 uM). ApSs
as 24h de incubacdo, irradiaram-se as placas com um LED a 749 nm (FWHD = 25 nm) e com
uma dose de luz de 1J/cm?, usando a equacdo (V) para calcular o tempo de irradiacdo. A

viabilidade celular foi determinada apds 24 h através do ensaio supracitado.

Dose Luz (J/cm?) = Poténcia (W /cm?) x At (s) (V)
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