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Resumo

O desenvolvimento de novos tratamentos eficazes contra doencas infeciosas
constitui um dos maiores desafios da Quimica Medicinal na atualidade e, certamente,
também no futuro. Dada a relevancia da problematica mencionada, o objetivo central
do trabalho apresentado nesta Tese consiste no design, sintese e desenvolvimento de
novas entidades quimicas antimicrobianas com mecanismos de agao alternativos, de
modo a contribuir para superar este desafio. Neste sentido, o trabalho foi dividido em
duas dreas clinicas de intervencdo: as infecdes tdpicas causadas por bactérias e as

infecBes causadas por protozoarios.

No capitulo 1 apresenta-se uma revisdao critica e minuciosa da literatura
subjacente aos diferentes tépicos e as familias de compostos quimicos com atividade
antimicrobiana abordados nos capitulos seguintes. Adicionalmente, sdo também

apresentados os objetivos do trabalho desenvolvido.

Relativamente ao tratamento de doencas infeciosas provocadas por bactérias,
no capitulo 2 descreve-se a sintese de novos fotossensibilizadores que possam ser
aplicados numa terapia ativada pela luz (aPDT). O trabalho desenvolvido neste capitulo
foca-se em trés diferentes familias: | - macrociclos tetrapirrélicos neutros (sulfonamido-
porfirinas e sulfonamido-bacterioclorinas); Il - macrociclos tetrapirrélicos catidnicos do
tipo imidazolil-porfirinas e Il - macrociclos pirrélicos do tipo (sub)ftalocianina. A familia
| foi baseada em moléculas bimodais, contendo na sua estrutura porfirinas neutras e
sulfonamidas, compostos com atividade antibacteriana reconhecida. Neste capitulo
descreve-se a sintese seletiva de compostos mono-substituidos e tetra-substituidos
derivados da TPFPP por substituicdo com a metanosulfonamida, em concentracdes de
reacao controladas, assim como as respetivas bacterioclorinas com bons rendimentos
(70-90%). A familia 1l centrou-se em fotossensibilizadores porfirinicos catiénicos
derivados de 1-metilimidazol. Neste, foram exploradas rotas sintéticas para obter
eficientemente meso-tetra-imidazolil-porfirinas simétricas e meso-di-imidazolil-
porfirinas ndao-simétricas, compostos com esqueleto semelhante, mas com diferentes

propriedades lipofilicas, pesos moleculares, numero e distribuicdo de carga, cujos

Vi



efeitos foram avaliados na atividade antibacteriana. No decurso da sintese da porfirina
meso-tetra-imidazolil (2.6), foram efetuadas otimiza¢Ges dos procedimentos sintéticos
com recurso ao método por utilizagdo do método de dgua/Mw, que permitiu diminuir o
tempo de reagdo e aumentar a sustentabilidade do processo tendo-se obtido com bons
rendimentos. Realizou-se a cationizacdo de 2.6, tendo obtido a porfirina 2.7 e
posteriormente o complexo de zinco (ll) 2.8. A porfirina base da familia das meso-di-
imidazolil-porfirinas nao-simétricas 2.9 foi sintetizada mediante uma condensagao
[2+2], seguida de oxidagdo, sendo obtida com um rendimento de 19%. De seguida
sintetizou-se o complexo de zinco (Il) 2.10 e consequente cationizacdo, obtendo-se a
porfirina 2.11. A familia 11l foi baseada em ftalocianinas e subftalocianinas, pelo que se
comecou pela modulacdo dos precursores de ambos os compostos, ftalonitrilos, com
grupos passiveis de serem cationizados. De seguida, procedeu-se a sintese eficiente de
metaloftalocianinas de Zn (ll) e posteriormente a preparacado de subftalocianinas com
0os mesmos grupos. As subftalocianinas aminadas apresentaram baixa estabilidade
quimica, coeficientes de absor¢dao molar relativamente baixos, sem possibilidade de
serem cationizadas. Consequentemente, ndo se prosseguiu com o desenvolvimento

desta familia.

No capitulo 3, foi feita a caracterizacdo fotofisica e fotoquimica dos compostos
sintetizados e foram realizados estudos bioldgicos em bactérias planctdnicas e biofilmes
e em células eucaridticas. Os resultados mais promissores foram observados para a
familia 1l, observando-se uma boa capacidade de absorc¢do de luz (log € =5,31-4,29),
razoavel capacidade formagao de ROS (¢a= 0,18-0,75) assim como uma elevada
fotoestabilidade (¢dpa= 4x10™> e 8x107° para 2.8 e 2.11, respetivamente). De seguida,
realizaram-se estudos de fotoinactivacdo de bactérias plancténicas, observando-se uma
inativacdo bacteriana extremamente elevada para o fotossensibilizador 2.8, com maior
peso molecular, quatro cargas positivas e metal central zinco (ll), inativando bactérias
de todas as estirpes com 1000 e 100 nM (reducdo de 7 logio UFCs). Estes resultados
promissores conduziram-nos a realizacdo de estudos em bactérias multirresistentes
coletadas de pacientes do Hospital da Universidade de Coimbra. Os graus de inativacdo
obtidos foram elevados, sendo que o PS 2.8 demonstrou capacidade para inativar todas

as estirpes usando uma concentracdo de apenas 1 uM, demonstrando a premissa
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original de que a aPDT tem potencial para ser aplicada com sucesso em estirpes com
resisténcia aos antibidticos atuais. Deste modo, prosseguimos com a avaliagdo em
biofilmes da estirpe S. aureus ATCC 25925 e, curiosamente, observou-se uma clara
inversao dos resultados, sendo que o composto com menor peso molecular e apenas
duas cargas, 2.11, apresentou um efeito microbicida praticamente total (6,9 logio) com
apenas 5,2 nM de composto. Estudos de microscopia confocal revelaram uma diferenca
na localizagao preferencial de cada composto, sendo que o fotossensibilizador 2.8 se
localiza maioritariamente na zona plancténica, enquanto que o 2.11 tem a capacidade
de difundir para o interior do biofilme, explicando assim a inversdo de atividade
observada. Adicionalmente, nenhum dos compostos foi téxico no escuro ou com
irradiacdo em linhas celulares representativas da pele (HDFn — fibroblastos; HaCaT —
gueratindcitos), nas concentracdes utilizadas nos estudos em bactérias planctdnicas e
biofilmes (5,2 nM-1 uM), tendo apenas sido observada toxicidade em concentragées

varias ordens de grandeza acima destes valores.

O capitulo 4 descreve a sintese de novos complexos de ferro (Il) baseados em
carbenos N-heterociclicos funcionalizados com diversos grupos, com o fim de obter
compostos com propriedades anfifilicas distintas com potencial atividade
antibacteriana. Para este efeito, desenvolveram-se diversas estratégias sintéticas com
varios passos, que conduziram a preparac¢ao de complexos de ferro (ll) correspondentes
a cada pré-ligando (4.6a-e), com rendimentos entre os 68-90%. A atividade
antibacteriana destes compostos foi avaliada em estirpes Gram-positivas
(Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli), demonstrando um efeito
significativo da cadeia lateral do Fe (ll) -NHC. O complexo mais lipofilico (4.6b) foi

encontrado como sendo o mais ativo contra ambas as estirpes (8 pug/ml).

No capitulo 5 descreve-se o design de chalconas com grupos adequados para
possuirem atividade antimaldrica, de acordo com a analise de estudos estrutura-
atividade previamente descritas. Além disso, desenvolveu-se um processo sintético
sustentavel alternativo, passivel de scale-up (testado até 5g), para a sintese destes
compostos, permitindo alcancar valores das métricas de sustentabilidade sem
precedentes, obtendo-se um fator-E de apenas 4,2 e um Ecoscale de 72. De seguida, a

capacidade destes compostos inibirem a infecdo de linhas celulares de Huh-7
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hepatdcitos por Plasmodium berghei foi avaliada usando um protocolo baseado na
medi¢do de bioluminescéncia desenvolvido no Prudéncio Lab da Universidade de Lisboa.
Apos realizacdo de uma avaliacdo preliminar, foram calculados os valores de ICso para os
mais promissores, tendo-se concluido que a chalcona mais ativa na fase hepatica foi a
5.12, com um ICso= 1,45 + 0,04 uM. Esta chalcona apresenta uma poténcia cerca de 7
vezes superior a da Primaquina®, um dos farmacos utilizados no tratamento da fase

hepatica.

No capitulo 6 apresentam-se detalhadamente os procedimentos experimentais
referentes a todos os capitulos da tese bem como a caracterizagcdo quimica completa de

todas as moléculas sintetizadas no decorrer do trabalho.

Palavras-chave: quimica medicinal, microorganismos multirresistentes,

macrociclos tetrapirrélicos, aPDT, biofilmes



Abstract

The development of new effective treatments for infectious diseases is one of
the biggest challenges of Medicinal Chemistry. Given the relevance of this problem, the
main goal of the work presented in this Thesis consisted of the design, synthesis, and
development of new antimicrobial chemical entities with alternative action
mechanisms, in order to give a valuable contribution for the overcoming of this
challenge. In this sense, the work was subdivided into two clinical areas of intervention:

topic infections caused by bacteria and infections caused by protozoa.

In chapter 1, we present a critical literature revision of the different topics and
families addressed in this thesis. Furthermore, the objectives of the developed work are

presented.

Regarding the treatment of infectious diseases caused by bacteria, in chapter 2,
we describe the synthesis of new photosensitizers that can be used in a light-activated
therapy (aPDT). The work developed in this work focuses on three different families: | —
neutral tetrapyrrolic macrocycles (sulfonamido-porphyrins and sulfonamido-
bacteriochlorins); Il — cationic tetrapyrrolic macrocycles of the imidazolylporphyrin type
and Il — pyrrolic macrocycles of the (sub)phthalocyanine type. Family | was based in
bimodal molecules, containing neutral porphyrins and sulfonamides in their structure,
which are compounds with known antibacterial activity. In this family, we selectively
synthesized mono-substituted and tetra-substituted porphyrin derivatives of TPFPP by
substitution with methanesulfonamide, in controlled reaction conditions, as well as the
corresponding bacteriochlorins in good yields (70-90%). Family Il is centred in cationic
porphyrinic photosensitizers derived from 1-methylimidazole. In this family, we
explored synthetic routes to attain efficiently symmetric meso-tetra-imidazolyl-
porphyrins and non-symmetric and meso-di-imidazolyl-porphyrins, compounds with
similar scaffolds but with different lipophilicity, molecular weights, and number and
charge distribution, in order to assess their influence in their antibacterial activity.
During the synthesis of the meso-tetra-imidazolyl porphyrin (2.6), some optimizations

of the synthetic methodologies were made using the water/Mw method, which allowed
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a significant decrease in the reaction time and a striking improvement of the process’s
sustainability. We performed the cationization of the aforementioned porphyrin,
obtaining porphyrin 2.7 and, subsequently, the Zn (Il) complex 2.8. The base porphyrin
of the group of the non-symmetric meso-di-imidazolyl-porphyrins 2.9 was synthesized
by a [2+2] condensation, followed by oxidation, and was obtained in 19% vyield.
Afterward, we obtained the Zn (ll) complex 2.10 and correspondent cationic porphyrin
2.11. Family lll was based on phthalocyanines and subphthalocyanines, whose synthesis
was started by the modulation of the precursors for both macrocycles, phthalonitriles,
with groups that could be cationized. After, we proceeded to the synthesis of Zn (ll)
metallophthalocyanines and, subsequently, the preparation of the subphthalocyanines
with the same substituents. The aminated subphthalocyanines showed poor chemical
stability, relatively low molar absorption coefficients and were unable to be cationized.

Consequently, the development of this particular family was halted.

In chapter 3, the photophysical and photochemical characterization of the
previously synthesized compounds was performed, as well as the biological studies in
planktonic bacteria and biofilms and also eukaryotic cells. The most promising results
were observed for family I, which possessed good light absorption (log € =5.31-4.29),
reasonable capability of ROS production (¢pa= 0.18-0.75), as well as high photostability
(bra= 4x107° and 8x107° for 2.8 and 2.11, respectively). Afterward, we performed the
studies in planktonic bacteria, and we observed a substantial bacterial inactivation for
photosensitizer 2.8, with higher molecular weight, four positive charges and Zn (ll) as
central metal, allowing a 7 logio reduction of CFU’s for all tested bacterial strains with
100 to 1000 nM concentrations of photosensitizer. With such promising results, we
proceeded towards studies in multiresistant bacteria collected from patients of the
Coimbra University Hospital. Again, the degree of inactivation was high, with
photosensitizer 2.8 showing high ability to inactivate all tested strains in concentrations
as low as 1 uM, which demonstrates the original premise that aPDT has potential for
being successfully used in bacterial strains with resistance towards current antibiotics.
Hence, we continued our studies with their evaluation in biofilms formed by the strain
S. aureus ATCC 25925 and, remarkably, a clear inversion of the results was observed,

being the photosensitizer with lower molecular weight and just two charges, 2.11, the
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most effective with a practically total microbicide effect (6,9 logio) in a concentration as
low as 5.2 nM. Confocal microscopy studies revealed a difference in the localization of
each compound, having photosensitizer 2.8 a preferential localization in the planktonic
region, while 2.11 has the capability to diffuse to the interior of biofilms, which explains
the observed inversion of activity. Additionally, none of the compounds were toxic in
the dark or with light irradiation in cell lines representative of human skin (HDFn —
fibroblasts; HaCaT — keratinocytes), in the concentrations used in both planktonic
bacteria and biofilms (5.2 nM to 1 uM), with toxicity having only being observed in

concentrations several orders of magnitude above these values.

Chapter 4 describes the synthesis of new iron (ll) complexes based on N-
heterocyclic carbenes functionalized with multiple groups in order to obtain compounds
with different amphiphilicities and properties that can act as antimicrobial agents. To
this effect, the corresponding iron (Il) complexes for each pro-ligand (4.6a-e) were
prepared through several sequential synthetic steps in yields between 68-90%. Their
antibacterial activity was evaluated in both, Gram-positive (Staphylococcus aureus) and
Gram-negative (Escherichia coli) bacteria, which demonstrated a significant influence of
the side chain of the Fe (lI)-NHC. The most lipophilic compound (4.6b) was found to be

the most active towards both tested strains (8 ug/ml).

In chapter 5, we describe the design of chalcones with appropriate groups for
possessing antimalarial activity, according to the analysis of structure-activity studies
previously reported. Moreover, we have developed a sustainable alternative synthetic
process, amenable to scale-up (tested up to 5g), for the synthesis of these compounds,
allowing the achievement of unprecedented values for green chemistry metrics, namely
an E-factor of just 4.2 and an Ecoscale of 72. Afterward, the new synthesized compounds
ability to inhibit the infection in Huh-7 hepatocytes’ cell lines by Plasmodium berghei
was evaluated, using a protocol based on bioluminescence measurements, developed
at Prudéncio Lab, University of Lisbon. After performing a preliminary exploratory
screening, the ICso values were calculated, and we concluded that the most active
chalcone in the liver stage of the disease is chalcone 5.12, with an ICso = 1.45 + 0,04 uM.
This chalcone possesses an activity about 7 times superior to that of Primaquine®, which

is one of the drugs used in the treatment of this stage.
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In chapter 6, we present in detail the experimental procedures referring to all
chapters of this thesis, as well as the complete chemical characterization of all molecules

synthesized during this work.

Keywords: medicinal chemistry, multidrug-resistant microorganisms,

tetrapyrrolic macrocycles, aPDT, biofilms
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Nomenclatura

Nesta Tese, na maior parte dos casos, foram seguidas as recomendacdes da

IUPAC para a numeragdo e nomeagdao dos compostos, salvo algumas excecdes

prontamente referidas nesta secgao.

Porfirinas

Para a designacdo das porfirinas sintetizadas nesta Tese, foi utilizado o sistema

de numeracdo da IUPAC,! que consiste na numeracdo de todos os 4tomos de carbono

do macrociclode 1 a 20 e os azotos internos de 21 a 24 (Figura l). Por vezes, sera adotada

a terminologia de Fischer,? que designa as posi¢des 5, 10, 15 e 20 como meso e as

posi¢des 2, 3,7, 8,12, 13, 17 e 18 como posicdes 3.

posicbes meso
posicdes [

3 4 5 6 7

8

1 9
20 10
19 11
18

17 14393

16 15

Figura |- Sistema de numeragao IUPAC utilizado para porfirinas e respetivas designacdes

segundo a terminologia de Fischer

No caso de porfirinas ndo-simétricas com dois substituintes diferentes nas

posicdes meso do macrociclo (tipo A;B;), serd adotada a designagao de trans quando

estes grupos se localizam nas posi¢des 5 e 15 e cis quando se localizam nas posicdes 5 e

10 (Figura ).
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A B

trans-substituida cis-substituida

Figura ll- Possiveis designacdes para porfirinas meso-substituidas nao-substituidas do tipo

A;B;

Relativamente aos derivados reduzidos das porfirinas (Figura lll), sdo designadas
por 2,3-dihidroporfirinas quando os carbonos saturados se encontram em um dos anéis
pirrélicos, sendo muitas vezes utilizado o nome trivial “clorina”. Quando os carbonos
saturados se encontram em dois anéis pirrélicos diametralmente opostos, sdo
designadas por 7,8,17,18-tetrahidroporfirinas ou pelo nome trivial “bacterioclorina”.
Quando os carbonos saturados se encontram em dois anéis pirrélicos consecutivos, sao

III

designadas por 2,3,7,8-tetrahidroporfirinas ou pelo nome trivial “isobacterioclorina”

2,3-dihidroporfirina 7,8,17,18-tetrahidroporfirina 2,3,7,8-tetrahidroporfirina
(clorina) (bacterioclorina) (isobacterioclorina)

Figura lll- Nomes IUPAC dos derivados reduzidos das porfirinas e respetiva designagao trivial

Sub(ftalocianinas)

Para os precursores das (sub)ftalocianinas sintetizados nesta Tese, embora o
nome proposto pela IUPAC seja” 1,2-dicianobenzeno”, sera utilizado o nome comum
“ftalonitrilo”.? O sistema de numerac3o utilizado nesta Tese para ftalonitrilos encontra-

se de acordo com a nomenclatura IUPAC para anéis aromaticos (Figura IV).
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NC 2 s
T
NC™ 2 3 4R
Figura IV- Sistema de numeracgao utilizado para ftalonitrilos monossubstituidos
Para a numeragao das ftalocianinas, foram utilizadas as regras da IUPAC
definidas para este macrociclo (Figura V).* Relativamente & numeracdo das

subftalocianinas, foi adaptado o mesmo tipo de numeragao.

9
b
2 6 10 4 7
SSAUNY i1 3 5, N= 11
2B y=(2 PN N2 ("
N T 21022
2IN 3y 3 13 \24 N 13
26)—N HN—\14 20N==
25 N 15 19\ (14
21°N"19 15
24 20 16 18
23 22 18 47 17 16

Figura V — a) Sistema de numeracdo IUPAC utilizado para ftalocianinas; b) Adaptacdo do

sistema de numeracdo para as subftalocianinas

A numeragao inicia-se num carbono do anel benzénico vicinal a um carbono de
fusdo entre o anel pirrélico e o anel benzénico. Depois de efetuada a numeragdo dos
atomos que compdem o exterior do macrociclo, é feita a numeracdo dos azotos
pirrélicos interiores. Dado que todas as ftalocianinas sintetizadas neste Tese partem de
um ftalonitrilo monossubstituido, ir-se-do formar quatro isémeros posicionais, pelo que
as posicoes alternativas dos grupos substituintes ocupadas em cada isémero sao
indicadas entre paréntesis. Relativamente as subftalocianinas, ir-se-do formar dois
isdmeros posicionais. A titulo de exemplo, sdo apresentadas na figura VI uma
ftalocianina, nomeada 2(3),9(10),16(17),23(24)-tetraquis(nitro)ftalocianinato de zinco
(1) e uma subftalocianina, nomeada cloro[2,9,16(17)-tris(nitro)]subftalocianinato de

boro (lll).
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Figura VI — Estruturas exemplificativas de a) 2(3),9(10),16(17),23(24)-tetraquis(nitro)ftalociani-

nato de zinco (ll); b) cloro[2,9,16(17)-tris(nitro)]subftalocianinato de boro (lll)

Complexos de Fe (I1)-NHC

Relativamente aos complexos de Fe (Il) do tipo NHC sintetizados nesta Tese, por

simplicidade de escrita, ndo foi adotada a nomenclatura IUPAC (Figura VII). Assim, a

estrutura base com o nome sistematico 1-(1-fenil-2-(2,3,4,5-tetrametilciclopenta-2,4-

dien-1-il)etil)-1H-imidazole, foi dado o nome PhCp*-NHC. Aos respetivos pré-ligandos

cationizados com um grupo alquilico na posicao 3 do imidazole, foi atribuido o nome

IIIII

Cp*-NHCRI, em que “R” designa o grupo alquilico inserido e

o contra-ido iodeto.

Relativamente aos complexos formados pelos pré-ligandos Cp*-NHCRI com Fe(ll), este

sdo designados por (Cp*-NHCRI)Fe(CO)l, em que CO e | representam os restantes

ligandos do Fe(ll).

s Fe—CO
+ Ph >
;}N&N géN&N’R N‘< !
PhE PhE

PhCp*-NHC Cp*-NHCR| (Cp*-NHCRI) Fe(CO)I

Figura VII- Estruturas base dos complexos de Fe(ll)-NHC e pré-ligandos com as respetivas

designacdes efetuadas nesta Tese
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Chalconas

No capitulo 5 desta Tese, os compostos com uma estrutura base de nome
sistematico IUPAC “(2E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona” serao designados pelo nome IUPAC
“chalcona”. Estas estruturas sdao constituidas por dois anéis aromaticos (A e B)

interligados por um carbono carbonilo o,B-insaturado (Figura VIIl).>

Figura VIII- Estrutura base de uma chalcona
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Capitulo 1

Capitulo 1

1.1- Infe¢Oes microbianas: o grande desafio da Quimica Medicinal moderna

O desenvolvimento de novos tratamentos eficazes contra doencas infeciosas
constitui um dos maiores desafios da Quimica Medicinal da atualidade e, certamente,
também do futuro. Contrariamente a doencas crdnicas ou tumorais, as doencas
infeciosas sdo causadas por microrganismos que, pela sua plasticidade genética, sao
eximios em desenvolver mecanismos de adaptacdo a condi¢des externas adversas,
transmitindo essas caracteristicas a sua descendéncia.? 2 O tratamento de doencas
infeciosas é, portanto, uma luta constante contra agentes que se vao aperfeicoando a
medida que sdo expostos a compostos terapéuticos novos, seguindo um processo de
selecdo natural darwiniano. Este é, portanto, um desafio continuo, feito geracdo a
geracdo, combinando um uso racional das opcdes terapéuticas disponiveis com o

desenvolvimento de novos farmacos.

Em particular, a problematica das infe¢des por bactérias resistentes tem sido
enfatizada por vdrias organizagdes, nomeadamente a OMS, que tem continuamente
alertado para a urgéncia em desenvolver tratamentos novos e eficazes, tendo publicado,
em 2017, uma lista global de 12 familias de bactérias resistentes (incluindo por exemplo
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, e Acinetobacter baumannii) para as quais é urgente a investigacdo e
desenvolvimento de novos antibidticos.3 O ultimo estudo realizado em escala europeia
mostrou que Portugal ocupa um dos lugares de topo em termos de resisténcia
antimicrobiana, particularmente no que diz respeito a taxa de resisténcia a meticilina da
espécie S. aureus e de resisténcia as cefalosporinas da espécie E. coli, bactérias que
surgem com frequéncia em infe¢des superficiais resultantes de queimaduras.* °

Segundo dados da Direcdo Geral de Saude, a resisténcia antibacteriana da espécie S.



Capitulo 1

aureus tem subido gradualmente em quase todos os anos desde 2000, situando-se

atualmente em valores proximos dos 50%.° 7

Por outro lado, no que diz respeito as infe¢cdes protozoarias, a malaria é a doencga
com maior impacto no planeta. Segundo o ultimo relatério da OMS disponibilizado
sobre o tema, estima-se que existam 219 milhdes de ocorréncias e que esta doenca seja
responsavel por 435.000 mortes anuais em todo o mundo. & Proje¢des internacionais
estimam que, se nenhuma medida eficiente for tomada, em 2050, cerca de 390.000
pessoas na Europa e 10 milhdes em todo o mundo morrerdo anualmente como
consequéncia direta da resisténcia antimicrobiana, o que corresponde a uma

mortalidade superior a que se verifica atualmente para doencas tumorais.®

Como ja foi referido, tanto a nivel de infecdes bacterianas como protozodrias, o
denominador comum é o problema do desenvolvimento de resisténcia aos farmacos
atualmente disponibilizados pela industria farmacéutica, o que tem dificultado o
controlo das taxas de mortalidade ao longo das ultimas décadas. Esta problematica,
além de ser uma consequéncia de uma utilizac3o abusiva e incorreta dos farmacos,% 1
é agravada por uma diminuicdo perigosa da investigacdo nesta drea por parte da
industria farmacéutica, quer por motivos estratégicos quer financeiros.'> 13 Existe,
assim, a necessidade urgente de alterar o paradigma do tratamento de doencas
infeciosas,'> 1> devendo a estratégia consistir na sintese de firmacos com novos e

diversificados mecanismos de a¢do e, idealmente, menos passiveis de gerar resisténcia.

Baseado neste conhecimento e, como tentativa de dar algum contributo para a
resolucao desta problematica, o trabalho apresentado nesta Tese visa o design racional,
sintese e avaliacdo bioldgica de varias familias de compostos com propriedades
estruturais modeladas estrategicamente para lhes conferir as caracteristicas mais
adequadas para sua potencial aplicacdo. Nas seccdes subsequentes, iremos discutir em
pormenor ambas as doencas infeciosas abordadas — infe¢des bacterianas e malaria- e

cada uma das familias selecionadas.
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1.2- Desafios e terapias emergentes para superar a resisténcia antimicrobiana
1.2.1- InfegGes bacterianas

Esta bem estabelecido na literatura que as abordagens mais promissoras para o
tratamento de infe¢des por bactérias multirresistentes e diminuicdao do aparecimento
de novos mecanismos de resisténcia por parte destes microrganismos baseia-se no
desenvolvimento de novos farmacos ou estratégias terapéuticas, que utilizem
simultaneamente multiplos mecanismos de agao. Esta abordagem tem como objetivo
dificultar a aquisicao de resisténcia por parte das bactérias, uma vez que a ocorréncia
de multiplas mutacdes genéticas simultaneas na mesma célula microbiana que
inviabilizem totalmente a acdo destes agentes terapéuticos é um fendmeno de baixa
probabilidade de ocorréncia. Entre as abordagens descritas na literatura que se poderao
inserir nesta modalidade, destacamos duas estratégias terapéuticas: a terapia
fotodinamica antimicrobiana (aPDT, do inglés antimicrobial photodynamic therapy) ¢ %'

e o uso de organometalicos. 2
1.2.1.1- Terapia fotodinamica antimicrobiana

A terapia fotodinamica consiste numa metodologia terapéutica que requer a
combinacdo de trés fatores: uma fonte de luz com comprimento de onda adequado,
oxigénio molecular e um agente intermedidrio, denominado fotossensibilizador (PS, do
inglés photosensitizer), capaz de absorver e transferir energia da fonte de luz para o
oxigénio, conduzindo a formacdo de espécies citotdxicas que causam danos e,

consequente, morte das células. %22

Na presenca de luz, o PS transita para um estado excitado singuleto de maior
energia. O retorno deste para o estado fundamental singuleto pode ocorrer de forma
direta, através da emissdo de luz (fluorescéncia) ou de calor (conversao interna), ou de
forma indireta, sofrendo cruzamento intersistemas para o estado tripleto. Neste estado,

o PS pode interagir com o oxigénio molecular por dois mecanismos diferentes. O

I, 23

mecanismo tipo gue consiste na transferéncia de eletrées para o oxigénio molecular,

originando espécies reativas de oxigénio, tais como radicais superoxido (O;7), radicais

24, 25

hidroxilo (HO-), peréxido de hidrogénio (H.0;), etc. ou o mecanismo tipo Il, que
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envolve a transferéncia de energia com a consequente formacdo de oxigénio singuleto
(*0,) (Figura 1.1). Dependendo das caracteristicas dos PSs, a produ¢do de ROS poderd
prosseguir preferencialmente por um dos mecanismos acima descritos. De qualquer
forma, os ROS produzidos tém a capacidade de promover rea¢des de oxidagao de varios
tipos de biomoléculas, incluindo proteinas, lipidos e acidos nucleicos. A especificidade
para um determinado tipo de substrato ird depender do tipo de ROS formado, visto que
estes possuem uma reatividade propria, consequéncia em parte de potenciais de
oxidacdo diferentes, sendo, no entanto, o radical hidroxilo considerado o mais
destrutivo. O eventual comprometimento da funcdo de biomoléculas essenciais a

sobrevivéncia das bactérias ird levar a sua inativagao.

H,0,
Seal CIS OH-

x I Oy \ &

Q : / (_\_ \) Bdctéria morta
10 N/

2 AN

SV actéria

<

B

Figura 1.1- Esquema resumo do comportamento do PS em terapia fotodinamica

antimicrobiana: cis — cruzamento inter-sistemas

Maisch e os seus colaboradores?® comprovaram a possibilidade das bactérias
ativarem genes relacionados com a protecdo contra ROS quando sujeitas a stresse, no
entanto, as enzimas produzidas ndo sdo capazes de eliminar as elevadas quantidades de
ROS formadas durante o tratamento e, devido a curta duracdo deste, ndo tém tempo
para aumentar a producdo das mesmas. Deste modo, até ao momento, ainda ndo foi
possivel induzir resisténcia a aPDT apds tratamentos consecutivos com doses subletais,
reforcando a aposta desta terapia como uma alternativa promissora para enfrentar a

problemética da resisténcia aos antibacterianos.?” 28
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De modo a orientar o design de novos fotossensibilizadores com atividade
antimicrobiana, considera-se relevante descrever a estrutura membranar dos seus alvos
bioldgicos (bactérias, Figura 1.2). As células bacterianas exibem uma grande variedade
de formas, tamanhos, arquitetura subcelular e composicdo bioquimica e,
consequentemente, a suscetibilidade aos PSs pode ser substancialmente diferente. Esta
familia divide-se essencialmente em duas classes: as bactérias Gram-positivas e as
Gram-negativas. As bactérias Gram-positivas apresentam na composicao da sua parede
celular os 4acidos teicdico e lipoteicdico, organizados em multiplas camadas de
peptidoglicanos, conferindo um certo grau de porosidade, o que facilita a permeacdo de
moléculas, mesmo quando estas possuem pesos moleculares mais elevados. Assim,
nesta classe de bactérias, a parede celular ndo atua como uma barreira a
permeabilidade para a maioria dos PSs comumente utilizados. Pelo contrario, as
bactérias Gram-negativas, externamente a rede formada pelo peptidoglicano, possuem
um elemento estrutural denso (membrana externa) com composicao heterogénea, que
inclui desde proteinas com fungao de porinas, a lipopolissacarideos e lipoproteinas. Os
lipopolissacarideos, pela quantidade de grupos fosfato e carboxilato que possuem,
conferem a superficie externa um escudo continuo de carga negativa. Este sistema
organizado forma uma barreira de permeabilidade efetiva, que se traduz num
mecanismo de resisténcia intrinseca a acao de antibidticos, restringindo a permeacao

da maioria dos PSs. 2°

A Acido B
K teicoico -
cido ; - i {
4 Pared Porina Lipoproteina
li icoi L, Tamece . . ,
|pote|cog3~ \ / celular & ‘Z / Lipopolissacarideos
| } Membrana externa
( /. Peptidoglicano] s, / éb
_ — S
per,b/ N <—__ Membrana _—7 L\éb
e plasmatica &

Figura 1.2 — Esquema simplificado da estrutura tipica das paredes celulares de bactérias

(A) Gram-positivas e (B) Gram-negativas, baseado em °
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Com base nestas consideracdes, as bactérias Gram-negativas revelam-se os alvos
mais desafiantes. No ambito da aPDT, a estratégia utilizada tem consistido
essencialmente no desenvolvimento de fotossensibilizadores catidnicos, devido ao facto
de estes conseguirem penetrar ou, pelo menos, estabelecer interagdes fortes com a
membrana celular de ambas as classes de bactérias, mediante interacdes eletrostaticas
com os residuos carregados negativamente a sua superficie. Concomitantemente, vdrios
estudos demonstraram que estes possuem uma maior seletividade para células
bacterianas em detrimento de células humanas, o que é uma consequéncia do facto de
as células eucaridticas possuiram uma composicdo lipidica diferente, contendo uma
menor densidade de residuos carregados negativamente a superficie. Apesar das
restricdes quanto ao tamanho molecular para uma eficaz permeacdo das membranas
de bactérias Gram-negativas, existem reportados fotossensibilizadores de consideravel
tamanho com bons graus de inativacdo em culturas plancténicas, algo que pode ser
explicado por multiplos fendmenos: i) 0 mecanismo de internalizagdo autopromovido,
gue envolve a criagdo de poros na membrana por deslocamento dos ides divalentes
(Ca?* e Mg?*) que a estabilizam3% 3%; ii) comprometimento da estrutura membranar
como consequéncia da oxidacdo dos seus constituintes pelos ROS gerados3?. Por
exemplo, os processos do tipo | sdo responsaveis pela inativacdo de E. coli e S. aureus
usando self-asssembly de uma metaloftalocianina de Zn(ll) com didmetros de 50 nm¥,
provavelmente grande demais para atravessar a parede celular.; iii) o oxigénio singuleto,
ao possuir tempo de vida de 72 = 3 ps,>* permite um didmetro de difusdo de 200 nm
durante um periodo de 5 7a (sendo esta a espessura de uma membrana de S. aureus).
Assim, é capaz de ser produzido por um fotossensibilizador localizado fora da bactéria e
ele préprio atravessar a membrana e provocar danos em componentes intracelulares.®

Na literatura descreve-se uma estratégia alternativa para o auxilio na permeacgao
das membranas que consiste na administracdo simultdnea de agentes
desestabilizadores da membrana de bactérias Gram-negativas (Tris-EDTA e polimixina
B) com os PSs.17 3637 A adic3o simultdnea de sais de iodo demonstrou também bons
resultados.3®

No entanto, a maioria das bactérias ndo se encontra na forma plancténica, mas
sim em comunidades microbianas incorporadas numa matriz e estabilizadas por

superficies bioldgicas ou ndo bioldgicas, denominadas biofilmes (Figura 1.3).3°

6
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Basicamente, um biofilme é uma populagdo microbiana embebida numa matriz
envolvida por substancias poliméricas extracelulares (EPS, do inglés external polymeric
substances) auto-secretadas, compostas de polissacarideos, proteinas, ADN

extracelular, vesiculas de membrana, etc.*% 4!

Dispersao

Bactérias 6 é;
Planctdnicas ﬂ

,-,

Adesdo inter células  Proliferagdo

Figura 1.3 — Representagao esquematica da formagdo de um biofilme bacteriano e

imagens de microscopia, adaptado de MicrobeWiki.*> Imagens de
microscopia: 1) Ligacdo, 2) Adesdo inter células, 3) Proliferacdo, 4)

Maturacao, 5) Dispersdo

Comparativamente as células plancténicas, as infecdes bacterianas que
envolvem biofilmes bacterianos sdo cerca de 10 a 1000 vezes mais dificeis de erradicar
porque os biofilmes protegem as bactérias de ambientes hostis.*® Estima-se que mais
de 60% de todas as infecdes microbianas sdao causadas por biofilmes. Varios mecanismos
contribuem para a resisténcia dos biofilmes bacterianos, tais como a diminuicdo da
difusdo de biocidas, desativagdo do agente antimicrobiano pelas camadas externas do
biofilme, dorméncia das bactérias em algumas regides do biofilme e diferenciacdo para

um estado fenotipico altamente protegido, além de mecanismos de resisténcia


http://mathbio.colorado.edu/mediawiki/index.php/MBW:Role_of_Biofilm_Matrix_in_Structural_Development
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convencionais, como por exemplo sobreexpressio de bombas de efluxo nas
membranas. 434

Se relativamente as bactérias planctdnicas sdo bastante conhecidas e discutidas
as caracteristicas que um fotossensibilizador deve possuir, 0 mesmo ndao acontece no
caso dos biofilmes. Estes permanecem um hot topic na literatura atual, destacando-se o
baixo peso molecular/tamanho do PS como a caracteristica mais relevante para a
difusdo deste nos biofilmes.* Cieplik e os seus colaboradores®® realizaram uma tentativa
de provar este facto, comparando uma porfirina (tetraiodeto de 5,10,15,20-tetraquis(4-
metilpiridinio)porfirina - TMPyP) e um pequeno novo fotossensibilizador, o SAPYR. Os
resultados obtidos foram significativamente melhores com uma concentragao de 100
UM do PS com menor numero de cargas e tamanho (SAPYR). Apesar de os autores
referirem que a fonte de luz utilizada (Amax=460 Nnm) é mais adequada para a porfirina
(Amax=422 nm) do que para o SAPYR (Amax=360-410 nm), através de uma analise mais
detalhada das condicdes experimentais, pode observar-se uma baixa sobreposicao dos
respetivos espetros de absor¢ao com o espetro de emissao da fonte de luz, o que revela
gue esta ndo é adequada para nenhum dos PSs. Neste sentido, com base nas diferentes
propriedades fotofisicas e fotoquimicas (SAPYR ¢a=0,99 e TMPYP ¢,=0,74) e nas
estruturas quimicas completamente diferentes dos PSs, ndo é possivel retirar uma
conclusdo assertiva da importancia do tamanho.

Tendo em conta o supracitado, um fotossensibilizador ideal para aPDT e infe¢Ges
localizadas*” quer de bactérias plancténicas Gram-positivas e Gram-negativas, quer
biofilmes, deve possuir as seguintes caracteristicas: 1) elevada capacidade de absorc¢do
de luz (elevados valores de €); 2) elevada capacidade de formacdo de ROS; 3) elevada
fotoestabilidade durante a irradiacdo; 4) alguma hidrofilicidade e/ou cargas positivas
para aumentar a afinidade e capacidade de interacdo com as paredes bacterianas
carregadas negativamente; 5) elevado espectro de acdo microbicida, permitindo o
tratamento de infecbes provocadas simultaneamente por multiplas espécies
bacterianas; 6) ndo ser citotéxico nem fototdoxico em células humanas nas
concentracdes e doses de luz utilizadas em terapéutica e 7) capacidade de difusdo em

biofilmes.
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Baseado neste conhecimento, decidiu-se seguir paralelamente duas estratégias:
a primeira consistiu no desenvolvimento de compostos bimodais que incorporam na sua
estrutura sulfonamidas, compostos com atividade bacteriana conhecida, e macrociclos
tetrapirrdlicos (porfirinas e bacterioclorinas) com o objetivo de obter novos compostos
gue possam simultaneamente atuar como antibacterianos per si e como
fotossensibilizadores para inativacao de bactérias, recorrendo a terapia fotodinamica.
Além disso, a presenca de sulfonamidas pode funcionar como vetor para as células
bacterianas, potenciando a seletividade do tratamento. A segunda estratégia consiste
no desenvolvimento de duas diferentes familias de fotossensibilizadores (porfirinas e
(sub)ftalocianinas), mediante a sintese de novos compostos com estrutura similar mas
diferente nimero de cargas e peso molecular, de forma a se poder fazer uma
comparacdo fidedigna da importdncia destas propriedades na sua atividade
antimicrobiana. Os resultados destes estudos encontram-se descritos nos capitulos 2 e

3 desta Tese.
A) Fotossensibilizadores bimodais

Ao realizar uma revisao da literatura de macrociclos tetrapirrélicos contendo
grupos sulfonamidas na sua estrutura, verificou-se que, na maioria dos compostos, a
ligacdao da sulfonamida a porfirina ocorre através do atomo de enxofre, sendo apenas
excecdo o composto sintetizado por Bhaumik*, 5,10,15,20-tetraquis[4-N-(2,4-
dinitrobenzeno)sulfonamidofenil]porfirina, em que a ligacdo ocorre pelo atomo de
azoto. Por outro lado, a maioria destes encontram-se descritos como
fotossensibilizadores para terapia fotodinamica relacionada com tratamento de

4957 com excec¢do de duas porfirinas que foram testadas em bactérias. Roxo-

cancro,
rosa®® testou o fotossensibilizador 5,10,15-tris(2,6-diclorofenil)-20-[4-N-(6-amino-
hexil)sulfonamidofenil]porfirina (Figura 1.4, A), tanto em bactéria Gram-negativas como
Gram-positivas. Neste trabalho, o composto, na concentracdo de 15 uM, foi irradiado
durante 15 min com uma poténcia de 8,4 J/cm? em solu¢des com as estirpes S. aureus
ATCC 24923 e E. coli ATCC 25922. A inativacdo bacteriana obtida foi de 3 logio para a
estirpe Gram-positiva e 1,6 logio para a estirpe Gram-negativa. Mas, realmente

interessantes foram os obtidos no escuro, onde o fotossensibilizador revelou ter uma

atividade similar, com uma inativagdo de 2,3 logio em S. aureus e 1,4 logio em E. coli.
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Estes resultados demonstraram que a exposi¢ao a luz apenas adiciona um pequeno
efeito na inativacao bacteriana e que a atividade da sulfonamida esta intrinsecamente
ligada a estes resultados. O facto de os resultados serem melhores para bactérias Gram-
positivas era expectavel devido a auséncia de cargas positivas na molécula. Além disso,
este composto é indcuo para o ADN celular®®. Adicionalmente, Dabrowski e os seus
colaboradores®® descreveram a sintese da 5,10,15,20-tetraquis(2,6-dicloro-3-N-
etilsulfamoilfenil)porfirina (Figura 1.4, B) e avaliacdo da sua atividade contra bactérias
Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa) e Gram-positivas (S. aureus). Este estudo
demonstrou que a porfirina numa concentracado de 20 uM exposta a luz visivel (420+20
nm) com uma dose de luz de 10 J/cm? apresenta uma reducdo entre 2-3,5 logio nas trés
estirpes avaliadas. OQutras porfirinas neutras foram  utilizadas como
fotossensibilizadores, mas ndo como agentes bimodais. -

Do nosso melhor conhecimento, apesar de varias bacterioclorinas terem sido
descritas para aplicacgdo em aPDT'® 8% n3o se encontram bacterioclorinas
funcionalizadas com sulfonamidas reportadas na literatura. No entanto, sabemos que
estas fazem parte do portfélio da empresa Luzitin, S.A.7° e s3o muito eficientes para

terapia fotodindmica de cancro.>®

B)
H3CH,CHNO,S

SO,NHCH,CH;

SO,NH(CH3)eNH,

H3CH,CHNO,S

SO,NHCH,CH;

Figura 1.4 — Estrutura dos compostos bimodais com sulfonamidas testado em bactérias

por (A) Rosa-Roxo>® e (B) Dabrowski>®

Com base nestes resultados promissores, a estratégia utilizada no design das
entidades moleculares desenvolvidas e apresentadas nesta Tese consistiu na tentativa
de encontrar sinergias entre a utilizacdo de aPDT combinada com sulfonamidas

reconhecidas como bons agentes antibacterianos.

10
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B) Porfirinas catidnicas

Tal como realgado acima, alguma hidrofilicidade e/ou cargas positivas sdo
importantes para aumentar a afinidade e capacidade de interagdo com as paredes das
bactérias Gram-negativas carregadas negativamente. Deste modo, optou-se também
nesta Tese pela sintese de novas porfirinas catidnicas. Pela revisao da literatura
efetuada, pode constatar-se que este tipo de fotossensibilizadores é muito utilizado em
aPDT (tabelas 1.1, 1.2 e 1.3) ndo tendo, no entanto, ainda sido encontrado o composto
com as propriedades ideias para a inativacdo de espécies de bactérias Gram-positivas,

Gram-negativas e, especialmente, quando estas se encontram sob a forma de biofilmes.

Varios autores relataram a eficiéncia antibacteriana em culturas plancténicas de
porfirinas catidnicas?® 74 e os resultados encontram-se na tabela 1.1, todavia, os
resultados descritos sdo dificeis de serem comparados com os obtidos neste trabalho,
principalmente devido a utilizacdo de diferentes sistemas de irradiacdo e calculo da dose
de luz realmente atingida através da sobreposicdo dos espectros de absorcdo dos PSs
com os espetros de emissao da fonte de luz. Destacam-se os trabalhos desenvolvidos
por Gyulkhandanyan e os seus colaboradores (Tabela 1.1, entrada 2)’> 75, que
conseguiram atingir uma inativagao total (8 logio) de bactérias da espécies E. coli com
apenas 1,48 uM de concentracdo de tetrabrometo de 5,10,15,20-tetraquis[4-N-(2’-
butil)piridil)porfirinato de zinco (ll), usando baixos tempos de irradiacdo (30 minutos) e
por Arrojado et al’”’ (Tabela 1.1, entrada 5) que conseguiu inativac3o total (8logio) com
uma concentragao de 5 uM de triiodeto de 5,10,15-tris(N-metilpiridinio-4-il)-20-
pentafluorofenilporfirina em bactérias Gram-positivas (S. aureus e E. faecalis) e Gram-
negativas (P. aeruginosa e E. coli), apesar de usar tempos de irradiacdo (60-270 minutos)
e doses de luz superiores (144-648 J/cm?). Uma elevada inativacdo (7,5 logio) foi
também obtida com a TMPyP em E. coli com uma concentracdo de 5 uM e um tempo
de irradiacdo bastante curto, 9 minutos, ideal para uma futura aplicacdo clinica da

terapéutica. ® (Tabela 1.1, entrada 6)

11
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Tabela 1.1- Estrutura das porfirinas catidnicas avaliadas em bactérias planctdnicas

# Ps Fonte de luz/ Bactéria 1 Eficacia | ref
dose de
luz/tempo de UM
irradiacdo

LED (Amax = 415 S. aureus 10 | 6-7log | 7

min)
E. coli 100
50 mW/cm?

5-10 J/cm?

2-4 min

Luz branca S. aureus 1,4 8log | ™>7¢

E. coli 8
30 mW/cm?
54 J/cm?

30 min

LAmpada E. coli 1 6 log 80

incandescente
33-66 mW/cm?
19 J/cm?

5 min

Luz branca E. coli 5 | >4.2log | &

40 mW/cm?
648 J/cm?

270 min

12
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Luz branca E. faecalis 5 8log | 7%
40 mW/cm? S. aureus
P. aeruginosa
144-648 J/cm? E. coli
60-270 min
Luz branca E. faecalis; 5 ~7 log 8
40 mW/cm? E. coli
~7,5
15-21,6 J/cm? log
6-9 min
Luz branca S. aureus 5 7 log 83
30 mW/cm?
5 min
LAmpada de S. aureus 73 | 6-7log | %
halogéneo- E. coli
tungsténio de P. aeruginosa
500W
MeO
30 min, S.
aureus
60 min: E. coli e
P. aeruginosa

13
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|
O(CHz)3N*(CH3)s

O(CHg)3sN*(CHg)g

Projetor
Novamat 130
AF equipado

com uma
lampada de

150w

90 mW/cm?
54 J/cm?

10 min

E. coli

5,9 log

85

10

p-Tos(H4C)sN"

T

N(CHg)3p-Tos

N -
N(CHj3);p-Tos

Projetor
Novamat 130
AF equipado

com uma
lampada de

150w

90 mW/cm?
1296 J cm-2

240 min

E.coli

3,5 log

86

11

Lampada de
tungsténio
100 W

30 min

B. subtilis
P.aeruginosa

10
20

100%

38.4%

87,88

12

Projetor
Novamat 130
AF equipado

com uma
lampada de

150W

90 mW/cm?
162 J/cm?

30 min

E. coli

10

5,5 log

89
20

13

Lampada de
halogéneo
500W
50 mW/cm?
90J/ cm2

30 min

S. aureus

20

4,5 log

91

14
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14

X
X
H3C(HC)s™ ; Z

Lampada
incandescente

35 mW/cm?
42 J/cm?

20 min

E. coli

5,0

>6 log

92

15

Lampada de
halogéneo
500W
48 mW/cm?
216 J/cm?

75 min

E. faecalis
S. aureus
E. coli
P. aeruginosa

10

6log
6log
6 log

4 log

93

16

Lampada de
halogéneo-
tungsténio de
500W

54 )J/cm?

30 min

B. subtilis

E. coli

10

3log

94

Nota: [] corresponde a concentragdo

Relativamente a estudos com bactérias resistentes, realca-se o trabalho
reportado por Costa®>, com estirpes de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) recolhidas do Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra, provenientes de
exsudatos de feridas. Neste trabalho, foi possivel uma inativagao total (7log1o) de MRSA
com uma concentracdao de 1 uM de tetraiodeto de 5,10,15,20-tetraquis[2,3,5,6-
tetrafluoro-4-(N-metilpiridinio-4-ilsulfanil)fenil]porfirina. Salienta-se, no entanto, a
elevada dose de luz necessaria (540 J/cm?) e tempo de irradiacdo (60 minutos). (Tabela

1.2, entrada 1).

15
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Tabela 1.2- Estrutura das porfirinas catidnicas avaliadas em bactérias plancténicas resistentes

# Ps

Fonte de luz/
dose de
luz/tempo de

irradiacao

Bactéria

[1 | Efica

uM

cia | ref

Lampada de
quartzo/halo
géneo de
250W de luz
branca (400-
800 nm)

150 mW/cm?
540 )/ cm?

60 min

S. aureus
(MRSA)

1 ~8log | »

R=Gly-Asn-Asn-Arg-Pro-Val-Tyr-lle-Pro-GIn-Pro-
Arg-Pro-Pro-His(N-CHj3)-Pro-Arg-Leu-OH

Luz azul
(390-460 nm)

15,2 mW/cm?
13,5J/ cm?

15 min

S. aureus
(MRSA)
E. coli

log

96

Lampada de
quartzo-

halogéneo

100 mW/cm?

180 J/cm?

30 min

S.aureus

(MRSA)

10 3log

97

N
H/\/\/Poli-lisina"* "

Luz branca
50 mW/cm?
90 J/cm?

30 min

S. aureus
(MRSA)
E.coli

2,5 4 log

98

16
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5 AV e LAmpada UV
/of ﬁf \ 236; Emissdo

o © a 380-480 nm
15,2 mW/cm?

13,7 J/cm?

15 min

S. aureus
(MRSA )
E. coli

10

>5.8
log

4.5 log

99

Nota: [] corresponde a concentragao

Relativamente aos estudos de porfirinas catidnicas em biofilmes (Tabela 1.3), a

TMPyP foi a porfirina que demonstrou melhores resultados, com uma inativagao de 6,3

logi0 em biofilmes de S. aureus, utilizando uma concentragdao de 20 uM de composto e

uma dose de luz de 64,8 J/cm? (tabela 1.3, entrada 5).1% Os restantes compostos ndo

conseguiram inativa¢des acima de 4 logio, quer recorrendo a altas doses de luz®® 101103

ou altas concentracdes de composto*® 193 (Tabela 1.3, entradas 1-4, 6). Deste modo,

com os resultados plancténicos e em biofilmes, a TMPyP revela-se como um dos

melhores fotossensibilizadores catidnicos até ao momento.
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Tabela 1.3- Estrutura das porfirinas catidnicas avaliadas em biofilmes-bacterianos

Fonte de luz/ dose de
luz/tempo de irradiacdo

Bactéria

[

HM

Eficacia

ref

Lampada de tungsténio
66 mW/cm?
150-200 J/cm?

38-50 min

S. aureus

10

1-2log

101

Lampada de tungsténio
166 mW/cm?
150-300 J/cm?

15-30 min

S. epidermis

10

3-4 log

102

Lampada de mercurio
(100wW)

220-240 J/cm?

10 min

P.
aeruginosa

225

4 log

103

LED
1360 mW/cm?
163 J/cm?

2 min

E. faecalis

100

0 log

46

Luz branca
4 mW/cm?
64,8 J/cm?

270 min

S. aureus

20

6,3 log

100

Nota: [] corresponde a concentragao

C) Ftalocianinas e subftalocianinas

A motivacdo do interesse na familia das (sub)ftalocianinas é bastante

semelhante a das porfirinas catiénicas. Mais uma vez, focdmos a nossa atencdo em

compostos catidnicos, de modo a obter uma inativacdo mais eficiente de bactérias de

ambas as classes, Gram-negativas e Gram-positivas. Concomitantemente, conseguimos
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obter duas estruturas congéneres, nas quais varia o peso molecular, ndo alterando

significativamente a estrutura base das moléculas.

Ftalocianinas catidnicas contendo diferentes motivos estruturais foram relatadas
para aplicacdo em aPDT tanto em bactérias Gram-positivas como Gram-negativas.1041%°
Entre estas, destacam-se as metaloftalocianinas contendo grupos N-metilpiridinio, com
varios metais centrais e padrdes de substituicdo, %116 que se tém demostrado eficazes
contra uma ampla variedade de bactérias, atingindo uma reducdo de 5 logio com baixas
concentragdes. Por outro lado, a ftalocianina octa catidnica de Zn (ll) com grupos 1,2-
etanodiamina'!’ conseguiu uma reducdo de 5 logio de E. coli com concentra¢des de 5
UM e uma reducdo de 4 logio de S. aureus com apenas 0,5 uM. 8 Soncin et al. 1*°
sintetizaram um conjunto de ftalocianinas que diferem no niumero (um, quatro ou oito)
de substituintes anilinio catidnicos nas posicdes periféricas (B) e nao-periféricas (a) do
macrociclo, com uma redugao de até 5 logio com a concentragao de 100 nM em
bactérias da espécie S. aureus. Outros derivados de metaloftalocianinas tetra e octa
catidnicas de Zn (ll) substituidas com os grupos trialquilanilinio provocaram uma

reducdo de 6 logio nas culturas de S. aureus e E. coli em concentracdes de 1 uM.104

No Grupo de Catdlise e Quimica Fina em colaboragao com Dabrowski e a sua
equipa'?’, foi desenvolvida uma nova familia de tetra-imidazolil ftalocianinas catiénicas
com uma diversidade de tamanho da cadeia alquilica, grau de cationizacdo e metal
coordenado. Os resultados obtidos demonstraram que concentragdes de 0,1 uM de
tetraiodeto de 2(3),9(10),16(17),23(24)-tetraquis(3’-etil-1'H-imidazol-1’-
il)ftalocianinato de zinco (1) reduzem as coldnias de bactérias Gram-negativas (E. coli, P.

aeruginosa) em 7 logao.

As subftalocianinas (SubPcs) sdo compostos homodlogos da familia das
ftalocianinas (Pcs), apresentando menor peso molecular e propriedades fotofisicas
particulares. S3o caracterizadas por um conjunto de trés anéis de isoindol ligados por
pontes azo em torno de um atomo de boro central, possuindo um conjunto de liga¢Ges

duplas conjugadas que formam um anel aromatico com apenas catorze eletrdes . 12!

Tal como varias grandes invencdes na Historia, as subftalocianinas foram

122

fortuitamente descobertas, em 1972, por Meller e Ossko***, quando estes tentavam
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obter a ftalocianina de boro. Com efeito, a reacdo de condensacdo do ftalonitrilo, na
presenca de tricloreto de boro (BCl3) em 1-cloronaftaleno a 200 °C, ndo conduziu ao
produto esperado da reacdo de ciclotetramerizacdo. Em vez disso, observaram a
formacgao de um composto violeta, cuja analise foi consistente com a formagao da cloro

subftalocianina de boro (Figura 1.5).

NC _ BOL N N-p /N
CI
c 1 -cloronaftaleno N

200°C

Figura 1.5 -Sintese da primeira subftalocianina por Meller e Ossko

Devido as caracteristicas exibidas, estas podem ser aplicadas no foro das
ciéncias dos materiais, incluindo fotoconversdo de energia solar em energia quimica'??
e em Otica ndo-linear'?*, e no foro da medicina, com particular atencdo para a sua
potencial utilizagdo como fotossensibilizadores em Terapia Fotodinamica (PDT).
Atualmente, as subftalocianinas sdo sintetizadas em multiplos casos com rendimentos
por vezes superiores a 90%, através da reagao de ciclotrimerizagao dos seus precursores
de sintese (os ftalonitrilos), na presenca de um derivado de boro (geralmente um tri-
halogeneto de boro do tipo BX3, como por exemplo, o BCl; e 0 BBrs3, Figura 1.5). Contudo,
é de salientar que o acido de Lewis BCls é mais comummente utilizado na sintese destes
compostos, uma vez que, sendo menos reativo que o BBrs, dard origem a
correspondente subftalocianina de boro contendo um atomo de cloro axialmente
ligado, que é mais estavel devido a maior forca da ligacdo B-Cl comparativamente a da
ligacdo B-Br.!?! Em contraste com os seus congéneres - as ftlalocianinas - as
subftalocianinas possuem uma estrutura cénica, imposta por fatores estéreos e
estabilizada pela natureza tetraédrica do dtomo central de boro que, até a data, é o
Unico elemento quimico que foi possivel introduzir no interior da cavidade central do
macrociclo.'?! Esta peculiar estrutura proporciona as subftalocianinas uma solubilidade
relativamente elevada e baixa tendéncia para agregarem, em virtude da menor

planaridade dos anéis aromdticos destes macrociclos.’?> Adicionalmente, a grande
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vantagem fotofisica desta classe de compostos é baseada nas suas fortes propriedades
de absorcéo de luz na regido visivel (entre 500 a 650 nm). E de realgar ainda que o baixo
peso molecular destes compostos poderd potenciar a sua permeacdo nas membranas
celulares, maximizando o uptake do potencial fotossensibilizador pelas células-alvo e
tornando este PS extremamente promissor para aplicacbes dérmicas. Além das
propriedades fisico-quimicas destes compostos serem muito atraentes para diversas
areas, estas podem ser eficientemente moduladas. Primeiramente, através de
estratégias de modelagdo do seu precursor — o ftalonitrilo ou, apds sintetizadas, através
de dois tipos de funcionalizacdo do macrociclo: a) a reatividade axial*?® e b) a reatividade

periférica?’ (Figura 1.6).

A A
A A
N N N
e ~ — o~ - o
N= N= N=
X X W
| - | - |
N~ _N_~N N=_N_2N N NN
A A
' Reatividade | ' Reatividade '
L periférica ! . axial

Figura 1.6 - Diferentes modos de reatividade das subftalocianinas

Nos estudos executados do decorrer desta Tese, dedicamo-nos a modulacdo dos
ftalonitrilos, uma vez que pretendiamos sintetizar ftalocianinas e subftalocianinas com

0S mesmos substituintes.

Estudos pioneiros em aPDT foram reportados em 2007, com um trabalho de
Durantini'?®, que consistiu na sintese da triiodeto de cloro[2,9,16(17)-triquis(4-(N-
metilpiridiloxi))]subftalocianinato de boro (lll) e na avaliacdo da sua capacidade
microbicida de bactérias do tipo E. coli. Verificou-se que com uma concentracdo de 4
UM de PS e um tempo de irradiacdo de apenas 30 minutos se conseguia uma reducao
de 2,5 logio (Tabela 1.3, entrada 1). Em 2012, Dindar e os seus colaboradores'?
reportaram a sintese de uma subftalocianina neutra hidroxi[2,9,16(17)-triquis(3,5-di-
terc-butil-4-hidroxifenil)]subftalocianinato de boro (lll) e avaliaram a sua atividade

antibacteriana na presenca de luz, quer em bactérias Gram-positivas, quer Gram-
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negativas. Observou-se que, em bactérias Gram-negativas, esta ndo possuia atividade
mas, com uma irradiagao de 180 minutos, conduzia a uma inativagao total (6logio) de S.

aureus e E. faecalis com uma concentracdo de PS de 0,9 uM (Tabela 1.3, entrada 2).

Mais recentemente, Kim et al*3° descreveu a sintese da triiodeto de
cloro[2,3,9,10,16,17-hexaquis(penten-4-ilmetilsulfanil)]subftalocianinato de boro (lll) e
de uma nanoesfera composta por varias unidades desta subftalocianina ligadas
covalentemente. Tanto a subftalocianina catidnica, como a nanoesfera foram irradiadas
com um laser (Aex=600 nm), tendo a nanoesfera se revelado cerca de 200 vezes mais
ativa que a subftalocianina catidnica (Tabela 1.3, entradas 3 e 4). Os resultados obtidos
foram notdveis, conseguindo uma inativacao total (8 logio) de bactérias da espécie E.
coli com uma irradiacdo de apenas 60 segundos, correspondente a uma dose de luz de

4,2 J/cm? (Tabela 1.3, entrada 4).

Tabela 1.3- Estrutura das subftalocianinas avaliadas em aPDT

# PS Fonte de luz/ dose de Bactéria 1 Eficacia | ref
luz/tempo de UM

irradiacao

1 o @NT Projetor Novamat 130 E. coli 4 2,5log | 1%®
! AF equipado com uma
lampada de 150W
7\
N‘ Né'CI |N 135 J/cm?
N N
SNE 30 min

2 oH 103,3 mW/cm? S.aureus | 0,9 6log |
Q 1100 J/cm? E. faecalis
/B 180 min
N| g N
P
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— _é{au,}.cn-cugcn?}é‘_
+

3 N\ % Laser (600 nm) E. coli 2 8log | 13
70 mW/cm?
-5 S—.
7 :
4,2 )/cm?
/ A\
N
N‘ é,C' ‘N 1 min S. aureus 4
N/ \f\/l
s N S/pli/x (MRSA)
|
$ s ‘
/ )j :
/ ——
4 Laser (600 nm) E. coli 0,010 | 8log | 13°
»<
) U
< 70 mW/cm?
4,2 J/cm? S. aureus | 0,020
1 min (MRSA)

De acordo com a pesquisa supracitada, podemos observar que as trés familias

de compostos abordadas sdo promissoras para a sua aplicacdo em aPDT.

1.2.1.2- Organometalicos como antibacterianos

O conhecimento empirico das propriedades antissépticas dos metais, mais

concretamente da prata, remonta a Grécia antiga, onde ja eram utilizados utensilios de

prata para a conservacdo de alimentos e dgua.’®! O continuo estudo das propriedades

deste metal levou ao desenvolvimento de sais organicos de prata como antibidticos,

como é o caso da sulfadiazina de prata (Figura 1.7), um antibidtico utilizado em

gueimados para a prevencao de infecdes. Apesar de o mecanismo de a¢do da prata ndo
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ser totalmente compreendido, sabe-se que atua por interagcdo com multiplos alvos,

nomeadamente com proteinas especificas e acidos nucleicos.!3?

Figura 1.7 — Estrutura quimica da sulfadiazina de prata

Deste modo, a utilizacdo de organometalicos como agentes antimicrobianos é
considerada uma estratégia bastante atrativa, uma vez que os metais podem: i) conferir
novos mecanismos de acdo multi-alvo, como é o caso da sulfadiazina de prata; ii)
modularem a anfifilicidade das moléculas e, consequentemente, a interacdo com as
membranas (uptake); iii) gerar espécies reativas de oxigénio, que podem matar
bactérias por mecanismos descritos previamente. Deste modo, a sintese de novos
compostos organometalicos é uma abordagem promissora para superar o problema da
resisténcia antimicrobiana, uma vez que eles podem oferecer um modo de acdo

especifico do metal que n3o estd disponivel para a molécula puramente organica. 133

Complexos metalicos de carbenos N-heterociclicos (NHC) tém sido amplamente
explorados na quimica organometalica e na catdlise homogénea®3*13 e recentemente
reportados na literatura como moléculas promissoras para diversas aplicacbes em
quimica medicinal.’3” 38 Em 2004, Young e os seus colaboradores!® relataram
originalmente o uso de um complexo de Ag (1) NHC para fins de aplicacdo antibacteriana
(9 a 12 mm de diametro da zona de inibicdo de crescimento em meio sélido). Depois
disso, outros complexos de prata (Tabela 1.4, entradas 1-18)4%-158 paladio (Tabela 1.4,
entradas 19 e 20)'°, ouro (Tabela 1.4, entradas 21-27) 156 160,161,162,163,164,165  rténjo
(Tabela 1.4, entradas 28-29) e rédio (Tabela 1.4, entradas 30-31)%%, demonstraram
possuir atividade antibacteriana. NHCs de mercurio'®” foram também reportados como
antibacterianos atingindo MICs de 22 pg/ml quer em S. aureus, quer em E. coli, no
entanto devido a sua impossibilidade 6bvia de aplicacdo in vivo (toxicidade elevada),

decidiu-se ndo os inserir na tabela.
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Tabela 1.4- Complexos metdlicos de NHCs. A atividade antibacteriana é indica através da

Estrutura geral

Atividade antibacteriana

Ref

e

n_Bu/NYN/\/NYN\R

Ag Ag

N/\/N

N/Bu—n

S. aureus 6,25-50 pug/mL

E. coli 6,25-12,5 ug/mL

168

»6%9

)—Ag—{
R
CL, 37
\\N 0]
0

S. aureus 32-128 pg/mL

E. coli 16 pg/mL

169

S. aureus 12,5-25 pg/mL

E. coli 12,5-25 pg/mL

170

S. aureus 16 pg/mL

E. coli 8-16 pg/mL

140
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- 141 142
N/—\— y ] Br ,
R~ "R
U S. aureus 6,25-100 uM
Ag
Ri~n" “N-Rz
\—/
RZ R, S. aureus 12,5- 50 pg/mL 145 144
N ., N
>A9< E. coli 12,5- 50 pg/mL
N N
/
R Ry _
PFg
S. aureus 50-100 pg/mL 146
N E. coli 50-100 pg/mL
>—Ag—Cl
)
R1

S. aureus 50-100 pg/mL 147

E. coli 50-100 pg/mL

S. aureus 4-7 mm 148

E. coli 6-7 mm
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S. aureus 16-19 mm

149

10 2+
T ‘\\ ,/' - —\\)
) { ! .
! y N E. coli 14-18 mm
= S — —
é\/N N \/Ej\/’zl/\N
Ay
Ag Ag 2PF4
N)\N N~y
e N
\/\ \?(\ \ ’ /XQ/ ’\;
/ y ¢ \
(\\’ ) J/ \L . /)
11 Ry R PFs S. aureus 11-16 mm 150
— 1 v
q /i \ E. coli 7-8 mm
N + N
L~
N N
N N
\ /
N
12 » S. aureus 6,25-50 pg/mL 152
0]
Q/ E. coli 6,25-50 pg/mL
# i
N /Br
)—Ag
Ry
13 R, S. aureus 1-7 mm 153,171

E. coli 1-7 mm
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14 Rz S. aureus 3-7 mm 154
o
l >—Ag E. coli3-6 mm
R/ N
MeO
0
15 N\ E. coli 8 ug/mL 162
I
(/\N N N/%
N X< N
/- Ag TTAg
X
X=Cl, CH;COO
16 ’l//_% S. aureus 1-32pug/mL 157
o E. coli 4-64 pg/mL
R’N\(N\R
A,g
X
17 (0] — S. qureus 6,25-25 uM 143
(s
N
o JAg
Cl
18 S. aureus 2-4,5 mm 172
O (o) R E. coli 0-6 mm
N R
| >Ag-0 !
N
R
19 Ry R S. aureus 5-11 mm 159
N>7 9'{N
[ P\d ] E. coli 6-7 mm
| ¢ N
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20 R R S. aureus 12-14 mm 173
NG ON
—Pd—(
N Cl N
R2 R2
21 | S. aureus 14 ug/mL 160
N
Au
OH\'// \i_] E. coli 2,34 pg/mL
Ligji |
@)
22 E. coli 37- >100 pg/mL 161
R N
>—Au—Cl
N
23 R w E. coli 100 - >100 pg/mL 161
N
| Au—ClI
;
24 N\ E. coli 4 pg/mL 162
I
N
/o Au AU
Cl Cl
25 H. pylori 2 pg/mL 163
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26

S. aureus 3,12 pug/mL

164

Mes Mes\
N
[ S Au—~ ] cl E. coli 800 pg/mL
I\/Ies Mes/
27 t-Bu Bac. Subtilis 15 uM 156
!
N)\AU
\
Cl
28 S. aureus 25-1000 pg/mL 166
,'-'/’) N (arene) He
I\ /
N L’N )—R‘U,,,/ E. coli 800-1000 pg/mL
L, o ©
Ry
29 / S. qureus 6,25 ug/mL 166
N Cl
/
>—Ru .
@EN cl E. coli 1000 pg/mL
\
30 R S. aureus 5-200 pg/mL 166
P N
! |]: > | RhCI(COD) E. coli 200-1000 pg/mL
Rz -"™N
R4
COD=Cyclooctadiene
31 R S. aureus 25 ug/mL 166
N
[ > RhCI(PPhjs), E. coli >1000 pg/mL
N
R1
32 S. aureus 1,65-825 pg/ml 174
E. coli 35-825 pg/ml
M = Pt
X
Ny Tw
Ny
/M\ \R
Cl” Cl
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No entanto, muitos destes complexos NHC contém metais de transicdo bastante
caros, com uma citotoxicidade notavel e, portanto, o desenvolvimento de complexos
metalicos NHC antibacterianos ndo-téxicos permanece ainda um grande desafio. O ferro
surge como um candidato promissor devido a sua reduzida toxicidade e ao seu
comportamento redox [(ll)-(Ill)], oferecendo uma reatividade quimica diferente e,
consequentemente, com potenciais novos mecanismos de agdo. Os complexos
metalicos de ferro sdo amplamente reconhecidos como agentes antimicrobianos
eficazes e o seu desenvolvimento tem seguido essencialmente duas estratégias: i)
preparacdo de complexos metdlicos de antibidticos atualmente comercializados; ii)
desenvolvimento de novos complexos metalicos, baseados em familias de compostos
com atividade antibacteriana previamente descrita. Em relacdo a primeira estratégia, a
melhor concentracdo inibitéria minima (CMI) (0,42 pug/mL) foi obtida por Xiang'’® contra
Escherichia coli usando derivados de ferrocenil-penem. Relativamente ao
desenvolvimento de novos complexos metalicos de Fe (Il), observou-se uma influéncia
notdvel da estrutura do ligando (0,27 a 512 pg/mL), sendo um complexo de ferro (Il)

baseado em corantes formazan o melhor para inibir o crescimento de S. aureus e E. coli

NO,
[j\ N+ /<j
| N\

N (@]

(0,27 pg/mL) (Figura 1.8).'7

HOJ",’ s \N—Fe::— HZO
! H,O
N H,O
) Fe
*Na0OOC
<> Lo
ferrocenil-penem Fe(ll)-formazan
MIC=0,42 pg/mL MIC=0,27 ng/mL

Figura 1.8- Estrutura dos compostos de Fe (ll) mais ativos

De acordo com o nosso conhecimento, ndo foi realizada a avaliacdo da atividade
antibacteriana de qualquer complexo de ferro NHC. Neste sentido, o nosso trabalho
centrou-se na preparacao de complexos de Fe (II)-NHC, novos ou previamente descritos
unicamente para uso catalitico, e na avaliacdo da sua atividade antibacteriana. Os
resultados destes estudos encontram-se descritos no capitulo 4 desta Tese.
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1.2.2- InfegOes protozoarias - malaria

A maldria é atualmente a doenca infeciosa do foro parasitario com maior
impacto no planeta.® Como foi referido previamente, estima-se que existam 219 milhdes
de ocorréncias e que esta doenca seja responsavel por 435.000 mortes em todo o
mundo. Assim, tal como no caso das bactérias, referido nas sec¢es anteriores, um dos
problemas associados ao combate desta doenca resulta do facto de estirpes do parasita

desenvolverem mecanismos de resisténcia aos medicamentos existentes.1’7 178

A malaria é causada por parasitas complexos do género Plasmodium, dos quais
cinco espécies sdao capazes de infetar o ser humano: Plasmodium falciparum, P. ovale,
P. vivax, P. malariae e P. knowlesi. O complexo ciclo de vida do parasita Plasmodium
inclui um vetor invertebrado obrigatério, mosquitos fémea do género Anopheles, onde
ocorre a fase sexuada do ciclo, e um hospedeiro vertebrado, que pode incluir seres
humanos ou outros mamiferos, onde decorre a fase assexuada do desenvolvimento do
parasita'’® (Figura 1.9). O ciclo de vida dos parasitas Plasmodium no hospedeiro humano
inclui duas fases distintas: uma fase assintomdtica, mas obrigatdria, que ocorre no
figado (fase hepdtica), e outra fase, responsavel pelos sintomas da doenca, que decorre
nos globulos vermelhos (fase eritrocitaria). Quando um mosquito fémea do género
Anopheles infetado se alimenta do sangue de um hospedeiro mamifero, injeta formas
infeciosas moéveis dos parasitas Plasmodium, denominadas esporozoitos (spz), na
corrente sanguinea. Os esporozoitos atingem o figado e invadem os hepatécitos, onde
tem lugar um processo de replicacdo que resulta na formacdo de milhares de
merozoitos. No final deste processo replicativo, os merozoitos s3do libertados na
corrente sanguinea infetando ciclicamente os eritrdcitos em circulagdo. Algumas formas
sanguineas do parasita diferenciam-se em gametdcitos imaturos, os quais podem ser
ingeridos por um mosquito, dando origem a gametas masculinos e femininos. Os
gametas macho e fémea fundem-se e formam um zigoto fertilizado moével denominado
oocineto. Os oocinetos ddo origem a oocistos, dentro dos quais se formam novos
esporozoitos, que migram para as glandulas salivares do inseto, prontos a infetar um

novo hospedeiro mamifero, reiniciando o ciclo.
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Mosquito @

Anopheles
Pele

/
) :
- ” @ Esporozoitos

- @ Gametécitos

Fase Hepatica

Merozoitos

Figura 1.9- Ciclo de vida do parasita causador da malaria. Adaptado da publicacdo
“Vaccines against malaria” de Adrian V. S. Hill*8%, publicado sob os termos do “Creative

Commons attribution license”

A maioria dos medicamentos utilizados atualmente no tratamento da malaria
atua sobretudo na fase eritrocitaria do ciclo de vida do Plasmodium.*®! No entanto, para
a erradicacdo da malaria, é necessdrio o desenvolvimento de medicamentos que atuem
na fase hepatica do desenvolvimento do parasita. Tais farmacos poderdo constituir
profildticos eficazes, capazes de prevenir a infecdo antes de esta atingir a fase
sintomatica. Além disso, permitirdo a eliminac¢do de hipnozoitos de P. vivax e P. ovale,
formas latentes destes parasitas que podem persistir no figado, resultando em
recidivas.'8 Até ao momento, apenas existem dois farmacos licenciados capazes de
atuar na fase hepatica do desenvolvimento do parasita: a atovaquona e a primaquina

(Figura 1.10), sendo que o ultimo atua também na fase eritrocitaria da infegao.

Deste modo, a fase hepatica do desenvolvimento do parasita tem um enorme

potencial para o desenvolvimento de novas terapéuticas antimaldricas.'8>188
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Atovaquona Primaquina

Figura 1.10- Estruturas de farmacos ativos na fase hepatica do desenvolvimento do

parasita

A atividade antimaldrica das chalconas foi pela primeira vez observada num
produto natural denominado Licochalcona A.®° Depois desse marco, inUmeras
chalconas com diferentes funcionalizacbes foram sintetizadas. No entanto, a sua
atividade na fase eritrocitaria encontra-se muito mais explorada do que na fase hepatica
da infe¢do por Plasmodium.**° Desta forma, é do nosso particular interesse estudar a
aplicabilidade desta familia de compostos na inibicdo da infecao hepdtica por parasitas
Plasmodium. Para tal, procedeu-se a sintese e ao estudo da capacidade de compostos
derivados de chalcona inibirem a infecao de linhas celulares de hepatoma humano, Huh-
7, por P. berghei, um parasita de maldria de roedores comummente usado como modelo
para estudo da fase hepatica da infecdo pelos parasitas humanos.'®® Os resultados

destes estudos encontram-se descritos no capitulo 5 desta Tese.

1.2- Proposta de trabalho

Compilando todos os conhecimentos supracitados, definimos como proposta de
trabalho (Figura 1.11) desenvolvido e apresentado por escrito nesta Tese, o design,
sintese e desenvolvimento de novas entidades quimicas antimicrobianas com
mecanismos de acdo alternativos, de modo a contribuir para superar o desafio da
resisténcia antimicrobiana. Neste sentido, subdividimos o trabalho em duas areas
clinicas de intervencdo, as infe¢cOes tdpicas causadas por bactérias e as infecGes

causadas por protozoarios.
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Relativamente a primeira, a nossa estratégia consiste na sintese de novas
entidades quimicas que possam ser aplicadas numa terapia ativada pela luz (aPDT) e/ou
possuam atividade antibacteriana per si no escuro. Deste modo, no que a
fotossensibilizadores diz respeito, este trabalho foca-se em trés diferentes familias:
macrociclos tetrapirrdlicos neutros: sulfonamido-porfirinas e bacterioclorinas,
macrociclos tetrapirrdlicos catidnicos do tipo imidazolil porfirinas e macrociclos
pirrélicos do tipo (sub)ftalocianina. Adicionalmente, inspirados no reconhecido sucesso
dos organometdlicos como antibacterianos per si, foram desenvolvidos complexos de
ferro (Il) contendo ligandos do tipo carbenos N-heterociclicos funcionalizados com

diferentes grupos.

Por outro lado, tendo conhecimento da importancia da fase hepatica no
desenvolvimento do parasita Plasmodium e que esta tem um enorme potencial para o
desenvolvimento de novas terapéuticas antimaldricas, o nosso particular interesse
consiste no desenvolvimento da familia das chalconas e no estudo da sua aplicabilidade

na inibicdo da fase hepatica da infecao.

Com esta proposta de trabalho, pretendemos contribuir para a descoberta de
novas solucdes terapéuticas com vista a uma aplicacdo clinica enquanto alternativa aos
tratamentos convencionais atualmente disponibilizados, dado que estes ja exibem
elevados niveis de resisténcia. Consequentemente, com os resultados obtidos
esperamos conseguir diminuir a enorme taxa de mortalidade associada a esta

problematica.
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Figura 1.11- Esquema resumo da proposta de trabalho descrita nesta Tese
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Design/Sintese de fotossensibilizadores do tipo macrociclo
pirrdlico

Considerando o numero crescente de patdgenos resistentes aos antibidticos
comumente usados, existe uma necessidade premente de abordagens antimicrobianas
gue sejam capazes de inativar estes microorganismos eficientemente, sem o risco de
induzir resisténcias. Nesse sentido, uma abordagem alternativa é a terapia fotodinamica
antimicrobiana (aPDT). O efeito antimicrobiano da aPDT baseia-se no principio de que
uma luz de comprimento de onda adequado ativa uma molécula ndo tdxica per si,
denominada fotossensibilizador (PS), resultando na geracao de espécies reativas de
oxigénio que matam as bactérias. Durante os Ultimos anos, houve uma extensa pesquisa
de novos fotossensibilizadores, dos quais se destaca a familia dos macrociclos pirrdlicos,
tal como descrito na revisdo da literatura apresentada no capitulo 1 desta Tese. No
entanto, a busca pelo fotossensibilizador com as propriedades ideais permanece ainda
um grande desafio. Com base neste conhecimento, um dos objetivos fulcrais deste
trabalho centra-se no desenvolvimento de novas moléculas da familia dos macrociclos
pirrélicos possuindo caracteristicas moduladas, de acordo com o descrito em cada
subcapitulo subsequente, de modo a serem aplicadas como fotossensibilizadores em
aPDT. Neste sentido, foram desenvolvidas trés familias de compostos: i) uma baseada
em moléculas bimodais contendo na sua estrutura sulfonamidas, compostos com
atividade antibacteriana reconhecida, ligadas a porfirinas neutras, nas quais
pretendemos modular o nimero de substituicGes e estado de oxidacdo do anel
macrociclico, de modo a avaliar a sua influéncia na anfifilicidade e atividade
antibacteriana; ii) a segunda centrada em fotossensibilizadores porfirinicos catidnicos
derivados do 1-metilimidazole, de modo a estudar a influéncia do nimero de cargas e
do peso molecular na atividade antibacteriana quer em solugdo, quer em biofilmes; iii)
a terceira baseada em ftalocianinas e subftalocianinas catidnicas, com o mesmo objetivo

de estudo da classe anterior, tal como explicitado na figura 2.1.
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Variagao da estrutura base pirrélica

Figura 2.1- Esquema geral do trabalho desenvolvido no decorrer deste capitulo
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2.1- Macrociclos tetrapirrdlicos do tipo porfirina e seus derivados reduzidos

2.1.1- Macrociclos tetrapirrélicos neutros: sulfonamido-porfirinas e sulfonamido-

bacterioclorinas (Familia l)

A histéria das sulfonamidas iniciou-se com a descoberta do Prontosil, o primeiro
farmaco pertencente a esta classe. Este foi desenvolvido na década de 1930 por uma
equipa de investigadores dos laboratdrios Bayer na Alemanha, detendo atividade
antibacteriana. Curiosamente, este apresentava atividade in vivo mas nao in vitro,
mistério desvendado ao se descobrir que o Prontosil tinha de ser metabolizado por uma
enzima intestinal para se tornar ativo, tratando-se assim de um prd-fadrmaco onde o
metabolito (Sulfanilamida) é que apresenta atividade (Figura 2.2). Em 1939, Gerhard
Johannes Paul Domagk, diretor do Instituto de Patologia e Bacteriologia da Bayer, foi
premiado com o Nobel da Fisiologia/Medicina pelo trabalho desenvolvido na descoberta

deste farmaco.!

A\ //O
9 in vivo \
Qoo 225 T e
NH, HoN
NH,
Prontosil Metabolito ativo - Sulfanilamida

Figura 2.2- Metabolismo de ativacao do Prontosil in vivo

Desencadeou-se uma nova Era, onde inumeras sulfonamidas foram sintetizadas
e novas atividades terapéuticas destas foram descobertas.* A nivel da sua atividade
antibacteriana, sabe-se que estas atuam como inibidores competitivos da enzima
sintetase de dihidroperoato, mimetizando o seu substrato natural, o acido p-
aminobenzdico (PABA). Deste modo, impossibilitam a sintese de acido tetrahidrofélico,
imprescindivel para a formacdo de precursores dos acidos nucleicos, com consequente
inibicdo do crescimento e divisdo celular.> No entanto, a ligacdo das sulfonamidas a
enzima referida é reversivel, sendo possivel que as células bacterianas adquiram
resisténcia ao farmaco, quer pelo aumento da quantidade de PABA produzido, quer pela
ocorréncia de mutacdes que podem alterar a permeabilidade da membrana celular ao
farmaco ou diminuir a afinidade da enzima para este. Os farmacos nao sao téxicos para

0 organismo humano, uma vez que as nossas células ndo produzem Jacido
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tetrahidrofdlico e consequentemente n3o contém a enzima alvo.! Com base neste
conhecimento, este subcapitulo tem como objetivo o desenvolvimento de moléculas
gue incorporam na sua estrutura sulfonamidas e macrociclos tetrapirrélicos com o
objetivo de obter novos compostos que possam simultaneamente atuar como
antibacterianos per si e como fotossensibilizadores para inativacdo de bactérias,
recorrendo a terapia fotodinamica. A presenca de sulfonamidas pode funcionar como
vetor para células bacterianas, potenciando a atividade e seletividade do tratamento. O
numero de sulfonamidas pretende modular a anfifilicidade/biocompatibilidade.
Adicionalmente, com a reducdo as correspondentes bacterioclorinas, pretendemos
estudar a formacao de tipos de ROS alternativos (uma vez que estes compostos sao
conhecidos por adicionalmente produzir radicais hidroxilo)® e, consequentemente, as
alterac¢des na sua atividade (Figura 2.3). Este trabalho teve o seu inicio na dissertacdo de
mestrado com a sintese das porfirinas e inicio do estudo das suas propriedades

fotofisicas e fotoquimicas. Os estudos das suas propriedades e atividade antibacteriana

apresentam-se no capitulo 3.

NHSO,CH3 NHSO,CHj,

X, Producao de ROS X,

Porfirina ~ Bacterioclorina

1 ) X1 =X2=X3= N HSOch3

2) X1 =X2=X3= F

Modulagao da
atividade/seletividade
Biocompatibilidade

Figura 2.3- Modulacdo estrutural dos macrociclos tetrapirrélicos neutros do tipo sulfonamido-

porfirinas e bacterioclorinas
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Na sequéncia do trabalho anteriormente desenvolvido conducente a dissertacdo
de mestrado, onde foram otimizadas condi¢des experimentais para a obtencdo
preferencial de porfirinas mono, di, tri e tetra substituidas com diferentes sulfonamidas,
foram preparadas meso-tetra-pentafluorofenilporfirinas mono e tetra substituidas com
a metanosulfonamida. A porfirina base, 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina
(TPFPP) 2.1, foi preparada de acordo com uma metodologia descrita anteriormente.” 8
Nesta fase continuamos os estudos otimizando a sintese e prosseguindo com a sua

avaliagao in vitro.

Assim, numa experiéncia tipo, a 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina
(concentracdo de 5,1x10°3 M) e 6 equivalentes de metanosulfonamida foram dissolvidos
em 1,4-dioxano, sendo posteriormente adicionado carbonato de césio como base. De
seguida, a mistura foi aquecida até 100 °C. Apds 72 horas, desligou-se a reagio e deixou-

se arrefecer a mistura reacional até a temperatura ambiente.

[5,1x107 M]
6 eq metanosulfonamida

22 18,5%

[1,5x102 M]
18 eq metanosulfonamida

Figura 2.4- Esquema geral da sintese de sulfonamido-porfirinas
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Usando como fase organica diclorometano, a mistura foi lavada primeiramente
com uma solugdo saturada de bicarbonato de sddio e de seguida dgua. Posteriormente,
realizou-se cromatografia utilizando como eluente n-hexano/acetato de etilo (2:1) e gel
de silica como fase estacionaria, tendo-se obtido a 5-[2’,3’,5,6'-tetrafluoro-4’-
metanosulfamoil)fenil]-10,15,20-tris(pentafluorofenil)porfirina 2.2 com um rendimento

de 18,5% (Figura 2.4).

Com o intuito de obter o composto tetra substituido, foi realizada uma outra
reacdo mais concentrada (1,5x10% M) e com um excesso de 12 e 18 equivalentes de
carbonato de césio e metanosulfonamida, respetivamente. O composto obtido foi
purificado por filtracdo por tamanho utilizando um dispositivo Amicon® equipado com
uma membrana de 1 KDa (retém compostos com peso molecular superior a 1000
Dalton). Obteve-se a 5,10,15,20-tetraquis-[2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfa-
moil)fenil]porfirina 2.3 com um rendimento de 70% (Figura 2.4).

Para além de um fotossensibilizador ideal possuir todos os requisitos fotofisicos
e fotoquimicos avaliados e apresentados adiante nesta Tese, é favoravel que este
absorva na gama de comprimentos de onda compreendidos na janela terapéutica (600-
850 nm). Todas as porfirinas apresentadas possuem uma banda de absor¢cdo nesta gama
de valores, no entanto, esta apresenta uma baixa absortividade molar (g <1,3x10° M-
lcm). Deste modo, dependendo do objetivo, pode ser de interesse evoluir, a partir
destes, para compostos que absorvam com maior intensidade e preferencialmente que

apresentem um maior desvio para o infravermelho.

As porfirinas possuem na sua estrutura duas ligacées duplas que ndo pertencem
ao sistema de conjugacdao do macrociclo, tornando-as suscetiveis a ocorréncia de
reducdo. Desta forma, obtém-se clorinas quando apenas uma das posicoes é reduzida e

bacterioclorinas quando sdao ambas.

A sintese de bacterioclorinas baseia-se tipicamente em trés estratégias
sintéticas: a sintese total®, a modificacdo de produtos naturais e ainda a derivatizacdo
de porfirinas ou clorinas'®!?, Tém sido preparadas bacterioclorinas por derivatizacdo de
porfirinas recorrendo a tetréxido de dsmio'® bem como através de reacdes de ciclo-
adic3o, tais como Diels-Alder'?, 1,3-dipolar'4, entre outras®. A sintese destes derivados

reduzidos comecou por enfrentar algumas dificuldades devido a instabilidade
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demonstrada pela gama de compostos testados'®*8, contudo, recorrendo a introdugdo
de grupos substituintes eletroatratores, que contribuem para a estabilizacdo eletrdnica
do macrociclo, estas foram superadas.’®?! Na sintese de bacterioclorinas por reducdo
com hidrazinas salienta-se o trabalho pioneiro de Whitlock??, recentemente otimizado
por Pereira e os seus colaboradores, para a transformacdo de meso-arilporfirinas
contendo grupos sulfonamida nas bacterioclorinas correspondentes, sem adi¢dao de
solvente e/ou base.?*?* Este método foi utilizado na sintese da 5,10,15,20-tetraquis(2,6-
difluoro-3-N-metilsulfamoilfenil)bacterioclorina, o primeiro farmaco para terapia
fotodindmica do cancro desenvolvido numa universidade portuguesa em colaboracao

com a industria, que ja se encontra em ensaios clinicos. 2> 2°

Neste sentido, foram preparadas as bacterioclorinas correspondentes as
porfirinas acima descritas, através da reducdo com p-toluenosulfonilhidrazina, usando a
metodologia sem solvente desenvolvida no grupo, decorrente da otimizacdao do método
da redugao da diimida de Whitlock. Assim, numa experiéncia tipo (Figura 2.5), os dois
sélidos, porfirina e um excesso de p-toluenosulfonilhidrazina (1:40), foram misturados
e aquecidos até 140 °C por 20 e 60 min na auséncia de oxigénio, e a uma pressdo de 0,1

Torr.

p-toluenosulfonilhidrazina

140 °C

R;=-NHSO,CHj; R,=R3;=R,=F 2.2 R1=-NHSO,CHj; R,;=R3=R,=F 2.4 90%

Ri=R,=R3=R,=-NHSO,CH; 2.3 Ri=R,=R3=R,=-NHSO,CH;  2.570%

Figura 2.5- Sintese de metanosulfonamida bacterioclorinas

Apds arrefecimento da reacdo, o crude foi purificado por cromatografia em
coluna com silica gel, usando como eluente diclorometano/acetato de etilo (3:1). A 5-

[2’,3’,5",6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoil)fenil]-10,15,20-tris(pentafluorofenil)bacte-
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rioclorina 2.4 e a 5,10,15,20-tetraquis-[2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfa-
moil)fenil]lbacterioclorina 2.5 foram obtidas com rendimentos de 90 e 70%,

respetivamente (Figura 2.5).

Os compostos foram caracterizados por RMN de H, °F e espectrometria de
massa. Uma vez que a maior diferenga entre os compostos mono e tetra substituidos é
observada no espectro de °F, apenas este serd analisado em detalhe. Os restantes
dados encontram-se descritos no capitulo experimental (Capitulo 6).

A titulo de exemplo, encontra-se discutido de seguida a espectroscopia de RMN
de 19F das bacterioclorinas sintetizadas. Para uma melhor compreens3o da atribuicdo
dos picos aos respetivos nucleos de 1°F, encontra-se na figura 2.6 a numerac3o atribuida

aos atomos de fluor da 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina.

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

Na figura 2.7, encontra-se, a titulo de exemplo, o espectro de RMN de °F da
bacterioclorina 2.4. Neste, a bacterioclorina apresenta cinco sinais distintos: dois em
forma de duplo dupleto a -138,13 ppm e -147,32 ppm, e trés sinais em forma de
multipleto a -138,28, -152,77 e -161,06 ppm. Trés dos sinais sdo comuns ao espectro da
porfirina sem substituicdo 2.1, uma vez que apenas ocorre substituicido em um dos
guatro grupos pentafluorofenil, ficando os restantes inalterados. Comecando por estes
e, de acordo com o esquema acima, o multipleto a -138,28 ppm deve-se a ressonancia
dos seis atomos de fluor das posices 2 e 6 do anel benzénico, o multipleto de -152,77
ppm a ressonancia de trés atomos de fldor da posicao 4 do anel benzénico e, por fim, o
multipleto de -161,06 ppm corresponde aos seis atomos de fllor das posi¢cdes 3 e 5.
Existe um acoplamento a curta distancia (trés ligacdes) com os atomos vizinhos,
denominado acoplamento J3, que apresenta valores elevados; a longa distancia (quatro
ou cinco ligagdes) com o atomo que se encontra em posicdo meta ou para relativamente
a si, acoplamento J* ou J°, respetivamente, apresentando valores mais baixos. Cada

atomo na posicdo 2 e 6 acopla com o seu atomo adjacente, e com os atomos em
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posicOes meta e para, originando um multipleto; o mesmo acontece com cada atomo
na posicao 3 e 5, no entanto, adicionalmente estes acoplam com dois dtomos de fluor
diferentes em posicoes orto, originando deste modo um multipleto mais complexo. Os
dois duplos dupletos, de -138,13 ppm e de -147,32 ppm, sdo referentes a posicao
monosubstituida, onde cada fldor acopla com o dtomo adjacente e com o oposto, tal

como explicitado anteriormente.
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Figura 2.7- Espectro de RMN *°F da bacterioclorina 2.4 em CDCl;

No caso da bacterioclorina tetrassubstituida 2.5, todas as posicdes meso
possuem o mesmo substituinte, deste modo, o espectro apenas apresenta dois sinais,
tal como demonstrado na figura 2.8. Estes sdo dois duplos dupletos, referentes aos

pares de atomos 3/5 e 2/6.
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Figura 2.8- Espectro de '°F da bacterioclorina 2.5 em DMSO-ds

Espectroscopia de absorcdao UV-Vis

O espectro de absorcdao UV-Vis caracteristico de uma porfirina de base livre
distingue-se pela existéncia de uma banda com elevado coeficiente de absortividade
molar (€) préoxima dos 400 nm, geralmente entre 400 a 450 nm, seguida de quatro
bandas de baixa intensidade compreendidas entre os 500 e os 660 nm. A primeira é
denominada de banda B ou Soret e as quatro bandas de menor intensidade de bandas
Q, segundo a terminologia descrita por Platt.?’” Ao longo de vérias décadas, foram
publicados trabalhos com interpretacdes dos espectros deste tipo de compostos, no
entanto, o modelo tedrico das quatro orbitais proposto por Gouterman?®2°, no inicio da
década de 60, continua a ser o mais consensual devido a sua natureza simplificada. De
acordo com esta analise, o espectro deveria apresentar duas bandas B, no entanto, este
facto ndo se verifica uma vez que a baixa diferenca de energia entre as transicdes Bx e
B, conduz ao aparecimento de uma Unica banda, ligeiramente alargada.3° A intensidade
das quatro bandas Q varia de acordo com os grupos substituintes presentes no

macrociclo, o que levou Stern et al. a propor uma classificacdo dos espectros de
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absorcdo de acordo com esta intensidade relativa. Esta compreende quatro tipos: etio,

rhodo, oxorhodo e filo.

Na figura 2.9, encontram-se os espectros da porfirina base 2.1, e das porfirinas
mono 2.2 e tetrassubstituidas 2.3 com a metanosulfonamida e respetivas ampliagGes.
Todos os espectros foram adquiridos utilizando diclorometano como solvente, exceto o
da porfirina 2.3 que foi realizado em DMSO devido a sua insolubilidade em
diclorometano. Analisando os espectros apresentados, verifica-se que a intensidade
relativa das bandas Q ndo é alterada pelo nimero de substituicdes, classificando-se
todos os espectros como sendo do tipo filo. Este facto era previsivel, uma vez que a

substituicao ocorre no anel fenilico e ndo no macrociclo tetrapirrélico.

Absorvancia normalizada

400 500 600
A(nm)

Figura 2.9- Espectros de absor¢do das porfirinas 2.1-2.3 e respetivas ampliacGes

Relativamente aos seus derivados reduzidos, a reducdo do macrociclo
tetrapirrdlico provoca uma diminuicdo da diferenca de energia entre as orbitais HOMO
(do inglés, Highest Occupied Molecular Orbital) e LUMO (do inglés, Lowest Unoccupied
Molecular Orbital) que se torna mais evidente com o aumento do nimero de posi¢des
reduzidas, bem como uma destabilizacdo da orbital HOMO devida essencialmente a
distor¢do do macrociclo. Consequentemente, observa-se um desvio batocrémico do
espectro UV-Vis, essencialmente das bandas Q, associado a um aumento da

absortividade molar das mesmas.3! Na figura 2.10 encontra-se, a titulo de exemplo, o
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espectro da bacterioclorina 2.4. Como se observa, ocorre um deslocamento da banda
de absorcao de menor energia de Amax= 636 nm na porfirina (2.2) para Amax= 751 nm na

bacterioclorina.
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Figure 2.10- Espectro de absor¢do normalizado na banda Qx (0,0) da bacterioclorina 2.4 em
etanol

A lei de Beer-Lambert indica que existe uma dependéncia logaritmica entre a
intensidade de luz incidente numa amostra (I}) e a intensidade de luz transmitida por
esta (I,). Adicionalmente, relaciona esta fragdo de luz incidente absorvida, num
determinado comprimento de onda, com o coeficiente de absor¢do molar (g, em Mcm-
1), com a concentrac3do da amostra (¢, em M) e com o comprimento do percurso 6tico
(I, em cm).

AQ) = 1og§ =e)lc o) =22 ()

Com recurso a esta lei, e fixando o comprimento do percurso dtico em 1 cm,
determinaram-se os coeficientes de absorcao molar de cada composto. Para isso, foram
preparadas solucdes em diversos solventes, de acordo com a solubilidade dos
compostos, com concentracdes entre 10 e 10”7 M, das quais se efetuaram os respetivos
espectros de absorcdo. De seguida, representaram-se graficamente os maximos de

absorcdo para cada banda em funcdo das concentracdes das solucdes previamente
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preparadas e procedeu-se ao ajuste linear destes pontos. O declive do ajuste
corresponde ao coeficiente de absor¢dao molar da banda em analise. Na figura 2.11,
apresenta-se, a titulo de exemplo, a representacao grafica da absorvancia em funcao da

concentragdo para a banda Qx«(0,0) da bacterioclorina 2.4.

m 24
Ajuste linear

Equacédo y=a+b*
0,8 4 R"2do ajuste  0,99921
Valor Erro n
0,74 Intercegéo 0 -
Declive 107855,4 1074,80068

Absorvancia (u.a.)
2
1

o
N
1

0,1+

0,0

T T T T T T T
00  10x10° 2,0x10° 3,0x10° 4,0x10° 50x10° 6,0x10° 7,0x10°
Concentragao (M)

Figura 2.11- Absorvancia em fung¢do da concentracdo para a banda Qx(0,0) (A= 751 nm) da

bacterioclorina 2.4 em etanol

Os coeficientes dos restantes compostos foram calculados do mesmo modo,
obtendo-se em todos eles uma boa correlacdo, indicando que, na gama de
concentragdes utilizadas, ndo se observaram desvios a lei de Beer-Lambert e que
consequentemente ndo ocorreu agregacdo.3? Observou-se um aumento do coeficiente
de absortividade molar de €= 6,6x10> Mcm™ e €= 6,3x102 Mlcm™ nas porfirinas 2.2 e
2.3 para €= 1,08x10° Mlcm™? e e= 1,31x10°> Mlcm™ na bacterioclorina 2.4 e 2.5,
respetivamente, consistente com os valores usualmente reportados para

bacterioclorinas.33

A restante caracterizacdo fotofisica e fotoquimica encontra-se descrita no

capitulo 3 e mais pormenorizadamente no capitulo 6.
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2.1.2- Macrociclos tetrapirrdlicos cationicos do tipo imidazolil porfirinas (Familia 11)

Tal como referido no capitulo 1 desta Tese, segundo a literatura,
fotossensibilizadores com uma ou mais cargas positivas intrinsecas, habitualmente
geradas por atomos de azoto quaternarios, possibilitam uma inativagcao mais eficiente
de bactérias de ambas as classes, Gram-negativas e Gram-positivas.3% 3> Neste sentido,
o objetivo fulcral do trabalho descrito neste subcapitulo centra-se na preparagao de
uma familia de fotossensibilizadores catidnicos derivados do 1-metilimidazole.
Adicionalmente, continua a ser um hot topic na comunidade cientifica a influéncia do
peso molecular de um composto na sua atividade antibacteriana, em particular na
inativacdo de biofilmes.3® Alguns autores realizaram estudos comparativos, contudo,

utilizaram moléculas com caracteristicas diferentes, ndo permitindo retirar conclusodes

assertivas.3’
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Figura 2.12- Modulagdo estrutural pretendida de macrociclos tetrapirrdlicos catiénicos do tipo

imidazolil porfirinas

Numa tentativa de contribuir para a clarificacdo destes tépicos, compostos de
estrutura semelhante com diferentes lipofilicidades/anfifilicidades (porfirinas simétricas
e ndo-simétricas), pesos moleculares, nimero e distribuicdo de cargas (4 ou 2 cargas
positivas) foram também preparados, numa tentativa de desenvolver compostos com

propriedades otimizadas para aumentar quer a permeagdo em membranas, quer a
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difusdo em biofilmes e, consequentemente, aumentar a sua atividade antimicrobiana

(Figura 2.12).
2.1.2.1- Sintese de meso-tetra-imidazolil-porfirinas simétricas

Em 1935, Rothemund®® descreveu pela primeira vez a sintese de porfirinas
simétricas, através da reacdao de condensacdao de pirrole com o aldeido apropriado,
realizada em atmosfera inerte, a temperatura de 100 °C durante 48 h e usando como
solvente piridina. Mais tarde, em 1967, Adler e Longo®® modificaram esta reacdo usando
acido propidnico como solvente e meio aerdbio, obtendo melhores rendimentos. No
entanto, esta estratégia apresentava problemas no que diz respeito a contaminacdo
com as clorinas correspondentes e baixos rendimentos e reprodutibilidade com a
maioria dos aldeidos testados. Posteriormente, Lindsey e os seus colaboradores®®
desenvolveram um método empregando condicdes mais suaves, no qual a
tetraciclizacdo e a oxidacdo do porfirinogénio ocorrem em 2 passos distintos. Esta
estratégia ndo necessita de altas temperaturas, o intermedidrio é sintetizado por
condensacdo do pirrole com aldeidos aromaticos numa solucdo diluida de um solvente
clorado (CHCIs ou CH,Cly) a temperatura ambiente e em atmosfera inerte, na presenca
de TFA ou BF3-Et,0, usados como catalisadores acidos. A oxidacdo do porfirinogénio a
correspondente porfirina efetua-se usando quinonas (ex: 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-
benzoquinona, DDQ). Como desvantagens, este método apresenta a necessidade de
grandes diluicGes no primeiro passo, a utilizacdo de um oxidante caro e de processos de
purificacao dificeis e dispendiosos, produzindo quantidades consideraveis de residuos,

alguns deles com toxicidade elevada, como é o caso do DDQ (Figura 2.13).

Jd em 1991, foi desenvolvido por Pereira e Gongalves uma metodologia de
sintese de porfirinas, num Unico passo reacional, com objetivo de colmatar as limitacdes
gue os métodos anteriores apresentavam. Este novo método de sintese, conhecido na
literatura como método do nitrobenzeno*!, consiste na rea¢do aerdbia de pirrole com
os diferentes aldeidos, a uma temperatura de 120 °C durante aproximadamente 1 hora,
utilizando como solvente uma mistura de acido acético/nitrobenzeno (2:1). Em muitos
dos casos em que este método é utilizado, a porfirina cristaliza diretamente no meio
reacional, apds adicdo de metanol, com um elevado grau de pureza e com pequenas ou

nenhuma contaminag¢do com a clorina correspondente.
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/ Método Condigées
Rothemund Piridina, tubo selado, 100 °C, 48 h
Adler e Longo Acido propidnico, tubo selado, 130
°C,1h
Nitrobenzeno Acido acético/nitrobenzeno (2:1), 120 O
U °C,1h,ar
N

H NaY Acido acético/nitrobenzeno (2:1), 130
+ < °C, 2 h, ar, NaY ; O O

CHO Sustentavel/Mw Agua, radiagdo micro-ondas, 200 °C,
10 min ‘
Lindsey Método em 2 passos:

12 Macrociclizagdo originando

porfirinogénio (TFA, CCla)

\ 292 Oxidagdo utilizando uma quinona
Figura 2.13- Esquema resumo dos métodos de sintese de meso-arilporfirinas

Numa tentativa de otimizar os rendimentos e sustentabilidade dos processos,
em 2014, foi desenvolvido por Pereira e colaboradores*? o método do NaY que tem por
base o método citado anteriormente mas difere na adicao de NaY, um alumino-silicato
qgue funciona como acido de Lewis e que pode ser recuperado por filtracdo e reutilizado,
necessitando apenas de lavagem e reativacdo a 300 °C. Na maioria das porfirinas
descritas na literatura, este método permite uma duplicacdo de rendimento. No mesmo
ano, procurando métodos menos poluentes, desenvolveu-se mais uma vez no
laboratério de Catdlise & Quimica Fina de Coimbra por Pereira e Calvete, um método
pioneiro para a sintese sustentdvel de porfirinas, através da exploracdo de
caracteristicas Unicas da dgua superaquecida sob irradiacdo micro-ondas*. A dgua, sob
estas condicBes (poténcia maxima de 300 W), e a uma temperatura de 473 K, atinge
pressdes acima de 16 bar, sendo capaz de agir como catalisador, sem o uso de solventes
organicos e oxidantes. Nestas condices, as ligacdes de hidrogénio quebram-se,
tornando a molécula menos polar e consequentemente as suas propriedades dielétricas
ficam préximas dos solventes organicos, podendo substitui-los, permitindo a formacao
de porfirinas com elevados rendimentos. Deste modo, esta metodologia é detentora de

um fator-E de apenas 35, superando de longe as restantes metodologias descritas em
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termos de sustentabilidade (Adler e Longo- 158; Pereira-Nitrobenzeno- 300; Lindsey-
2252). Além dos beneficios ambientais referidos, esta apresenta também uma
diminuicdo consideravel do impacto econédmico, uma vez que dispensa a utilizacdo de

solventes e oxidantes, geralmente de elevado custo.

Com base neste conhecimento, o trabalho descrito nesta secgdo iniciou-se com
a sintese da 5,10,15,20-tetraquis(1-metilimidazol-2-il)porfirina 2.6. Esta foi sintetizada
com recurso a quatro métodos distintos: o método do nitrobenzeno, a sua otimizagdo
recente com adicdo de NaY, o método recorrendo a sintese por micro-ondas utilizando
como solvente agua e, por fim, por um método desenvolvido no decurso desta
dissertacdo, que consiste numa conjugacdo entre o método de Lindsey e o método do

micro-ondas utilizando dgua como solvente (Tabela 2.1).

Tabela 2.1- Métodos de sintese da 5,10,15,20-tetraquis(1-metilimidazol-2-il)porfirina 2.6

/
S O N— N
Qo [ — [ J

N

N7 N7
=/ 26
Entrada Método Tempo Rendimento Fator E
isolado

1 Nitrobenzeno 1h 15% 228,5
2 NaY 2h 8% 461,0
3 Agua e micro-ondas 10 min 12% 9,5
4 Conjugacao entre Lindsey e 1h +10 13% 1993,9

agua em micro-ondas min

No que diz respeito ao método classico do nitrobenzeno, colocou-se uma solucao
de 1-metilimidazol-2-carboxaldeido em &cido acético/nitrobenzeno (2:1) a 150 °C.
Posteriormente foi adicionada, gota a gota, uma quantidade equimolar de pirrole e a

mistura permaneceu em refluxo durante uma hora. Apds arrefecimento, procedeu-se a
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uma destilacio a pressdo reduzida. O crude foi purificado por duas colunas
cromatograficas, usando como eluente cloroférmio/metanol (19:1) seguidas de uma
precipitacdo usando cloroférmio e hexano. O composto 2.6 foi obtido com elevado grau

de pureza e um rendimento de 14% (Tabela 2.1, entrada 1).

A otimizagdo recente desenvolvida no grupo usando o zeélito NaY como acido
de Lewis para ativar o grupo carbonilo do aldeido difere do protocolo anterior apenas
na adi¢do inicial de um zedlito alumino-silicato denominado NaY e no tempo de reagao,
que é prolongado para duas horas. As etapas de purificacdo necessdrias foram
semelhantes, o que nos permite obter uma comparag¢ao mais fidvel. O rendimento
obtido foi de 8% (Tabela 2.1, entrada 2). Contrariamente ao descrito até ao momento
utilizando aldeidos com grupos amina, o rendimento nado foi superior por este método.
Pensa-se que este efeito podera ser atribuido devido a coordenacdo entre os nucleos
acidos do NaY e o reagente de partida que contem azotos conjugados no anel, uma vez
que, por exemplo, é sabido que o NaY é um 4acido de Lewis cuja acidez é calculada pela
relacdo de adsorcdo de piridina aos seus centros. ** 4> Desta forma, pode-se propor que
a coordenagdo/adsorc¢do dos aldeidos contendo azotos aromaticos com o NaY reduz a
sua atividade como catalisador e diminuiu a quantidade de reagente disponivel na fase

homogénea.

Em terceiro lugar, foi empregue o método recorrendo a sintese por micro-ondas
utilizado dgua como solvente. Assim, numa experiéncia tipo, a um copo reacional de 10
mL foi adicionado o 1-metilimidazol-2-carboxaldeido, o pirrole e a agua. Este foi
submetido a ultrassons, de forma a garantir a completa dissolucdo do aldeido. De
seguida, a mistura foi sujeita a radiacdo micro-ondas por 10 minutos, usando um
programa dindmico com temperatura de 200 °C e poténcia maxima de 300 W. Apds o
arrefecimento da mistura reacional até a temperatura ambiente, o crude foi purificado
por coluna cromatografia em silica gel utilizando o eluente supramencionado. A

porfirina 2.6 foi obtida com um rendimento de 12% (Tabela 2.1, entrada 3).

0O método de Lindsey continua a ser uma dos métodos mais citados e utilizados
para a sintese de porfirinas, no entanto, tal como supramencionado, este utiliza, no
segundo passo, DDQ como agente oxidante, um composto caro e com alguma

toxicidade (LDso de 82 mg/kg)*® e leva a libertacdo de HCN apds contacto com a agua.
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Neste sentido, seria importante encontrar uma alternativa mais barata, segura e
sustentdvel para a realizagdo deste segundo passo da metodologia. Deste modo,
idealizdmos uma metodologia em que o primeiro passo segue as condi¢des de Lindsey

e o0 segundo passo é realizado em micro-ondas utilizando a 4gua como agente oxidante.

Num tubo de Schlenk em atmosfera inerte, adicionou-se o 1-metilimidazol-2-
carboxaldeido, pirrole e diclorometano. A mistura foi borbulhada com argon durante 20
minutos e, de seguida, adicionou-se acido trifluoroacético (TFA) e colocou-se em
agitacdo, a temperatura ambiente, durante uma hora. Apds este tempo, adicionou-se
uma quantidade equimolar de trietilamina e evaporou-se o solvente sob vacuo. O sélido
foi transferido para um tubo de micro-ondas, ao qual se adicionou agua. A mistura foi
sujeita a radiacdo micro-ondas por 10 minutos, usando um programa dinamico com
temperatura de 200 °C e poténcia maxima de 300 W. Observou-se a formacdo de um
sélido escuro, que foi redissolvido em diclorometano, confirmando-se por TLC e por UV-
Vis a formacdo de porfirina. As etapas de purificacdo foram semelhantes ao supracitado,

tendo-se obtido a porfirina 2.6 com um rendimento de 13% (Tabela 2.1, entrada 4).

Em suma, usando métodos mais sustentaveis (Tabela 2.1, entrada 3, 12%, Fator
E =9,5) conseguimos diminuir o tempo reacional (1 h para 10 minutos), mantendo os
rendimentos na mesma ordem de grandeza do método tradicional (Tabela 2.1, entrada
1, 14 %). Além disso, as etapas de purificagdo diminuem, uma vez que a porfirina
precipita no meio reacional, ndo sendo necessario realizar destilacdo a pressao reduzida
para remover os solventes. Adicionalmente, conseguiu-se uma significante melhoria ao
método de Lindsey,*° evitando o uso de oxidantes caros e téxicos e facilitando

significativamente a purificagao.

Apds a sintese da porfirina base, com o propdsito de modular as suas
propriedades, procedeu-se a sintese do complexo de zinco (ll), uma vez que estudos
reportam que a presenca de zinco em porfirinas pode aumentar as interacdes com a
membrana, bem como promover um cruzamento intersistemas mais eficiente,
conduzindo a um aumento da sua eficiéncia como fotossensibilizador.*” Assim, numa
experiéncia tipo, dissolveu-se a porfirina em cloroférmio e aqueceu-se a mistura até 50
9C. O acetato de zinco previamente dissolvido em metanol (solu¢do saturada) foi

adicionado, permanecendo a mistura sob aquecimento e agitacdo magnética. No
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entanto, observou-se a formacdo de uma banda atipica para este tipo de complexos a
480 nm. Apdbs pesquisa na literatura, verificdmos que esta banda se encontrava em
desvios correspondentes a estruturas poliméricas resultantes da coordenacao entre os
azotos do grupo imidazole e o zinco.*® Foram realizadas tentativas para evitar a
formacao destes agregados, fazendo a complexacdo em diversos solventes (metanol,
DMF, dioxano, piridina) e/ou utilizando meios basicos (adi¢do de NaOH), mas em todos
0s casos se observou a formacdo dos agregados. Deste modo, decidiu-se realizar
primeiro a cationizagdo da base livre, de modo a alterar a sua estrutura e diminuir a
formacao de agregados em solucdo, aliando ao objetivo de obter um fotossensibilizador
com eficiéncia em ambos os tipos de bactérias e biocompativel (Figura 2.14). Deste
modo, dissolveu-se a porfirina em DMF e adicionou-se 0,1 mL de iodometano. A mistura
foi aquecida e deixada em agita¢do a 25 °C. Procedeu-se ao longo do dia a adi¢do de
pequenas por¢des de iodometano até atingir um maximo de 300 equivalentes. Apds 12
horas, terminou-se a reacao e adicionou-se éter dietilico para precipitar o composto,
tendo este sido filtrado. Obteve-se o tetra-iodeto de 5,10,15,20-tetraquis(1,3-
dimetilimidazol-2-il)porfirina 2.7 com rendimento quantitativo. A tetracationizagao foi

confirmada por RMN de protdo, encontrando-se estes dados descritos na sec¢do

experimental (Capitulo 6).

AN
| DMF N— \N+ r
—_— 2
’ Zn(CH3CO,), [ﬁ/ NJ
100°C I— /
\R'l/ -
2.7 99% | =/ 2.8 92%

Figura 2.14- Metodologia sintética seguida na preparacao das porfirinas catidnicas simétricas

De seguida, realizou-se a sintese do complexo de Zn (ll) do composto 2.7. Neste
sentido, a uma solucdo da porfirina tetracatiénica 2.7 em DMF, previamente aquecida a
100 °C, adicionou-se acetato de zinco. A reac¢do foi monitorizada por UV-Vis até que a
banda Soret se alterasse de 407 para 417 nm, e as 4 bandas Q caracteristicas
desaparecessem e se formassem 2 bandas Q, tipicas do complexo metdlico. Terminada

a reacdo, deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente e a porfirina foi precipitada
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com uma mistura de diclorometano e éter dietilico, redissolvida em 4gua e o excesso de
acetato de zinco foi removido numa coluna cromatografica de Sephadex G10. Obteve-

se a porfirina 2.8 com um rendimento de 92% (Figura 2.14).

Destes resultados, salienta-se que o melhor método para a sintese da porfirina
base é o método usando radiagdo micro-ondas e dgua e que a reagao de complexag¢ao

deve ser realizada apds a cationizacdo para evitar a formacdo de polimeros.
2.1.2.2- Sintese de trans-di-imidazolil-porfirinas

No subcapitulo anterior, foi explorada a sintese de porfirinas simétricas
incorporando quatro grupos imidazolil catidnicos na sua estrutura. No entanto, para
facilitar a penetracdo de membranas e difusdo em biofilmes bacterianos, temos
interesse em desenvolver compostos com menor peso molecular e nimero de cargas,
pelas razées explicitadas no capitulo introdutério desta Tese. Neste sentido, decidiu-se
preparar trans-di-imidazolilporfirinas numa tentativa de preparar compostos com
estrutura otimizada para aPDT, para inativacdo de bactérias quer Gram-positivas, quer

Gram-negativas.

Em geral, a preparacao de porfirinas ndo-simétricas pode efetuar-se seguindo

trés metodologias principais:

a) método de um sO passo onde ocorrem a condensagdo/ciclizacdo mista de
aldeidos e pirrole. Little e os seus colaboradores,* adaptaram o método anteriormente
descrito por Adler e Longo utilizando as mesmas condi¢cdes mas com uma mistura de
aldeidos. Calvete e Pereira®® descreveram a adaptacdo do método anteriormente
descrito pelos mesmos, usando o zedlito NaY. Por esta estratégia obtém-se uma mistura
de 6 porfirinas, tal como representado na figura 2.15, o que torna laborioso o processo

de purificacao.
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Figura 2.15- Mistura de porfirinas geradas pelo método da “mistura de aldeidos”

b) sintese total em varios passos através de condensacdo/ciclizagdo 2+2. °! Um
método mais seletivo que o referido no ponto a) foi descrito por MacDonald, usando
um procedimento em trés passos, em que o primeiro consiste na preparacdo do
dipirrometano através de um aldeido e um excesso de pirrole, no segundo ocorre a
tetramerizacdo por uma condensacdo [2+2], onde o dipirrometano reage com um
segundo aldeido em condi¢Ges acidas e, por ultimo, ocorre a oxida¢do do porfirinogénio,
usando quinonas (DDQ) (Figura 2.16). Este método esta limitado a porfirinas 5,15-trans-

disubstituidas.

A B
m 1) Catalise acida
NH N= 2) Oxidacao
A A
N
BYO
H B

Figura 2.16- Adaptacdo esquematica do método de sintese descrito por MacDonald>!

c) introducdo de grupos funcionais em porfirinas simétricas previamente

sintetizadas.>% >3

Baseado nos conhecimentos supracitados, o trabalho descrito nesta sec¢do iniciou-

se com a sintese da 5,15-bis(1-metilimidazol-2-il)porfirina 2.9 (Figura 2.17). Assim,
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seguindo uma adaptacdo da metodologia de MacDonald, o dipirrometano ndo
substituido, comercial, e 1-metilimidazol-2-carboxaldeido foram dissolvidos em
diclorometano e a mistura foi borbulhada com argon durante 15 minutos. De seguida,
adicionou-se acido trifluoroacético e deixou-se em agitacdo em atmosfera inerte a
temperatura de 30 °C. Ao fim de 8 horas, adicionou-se DDQ e aumentou-se a
temperatura para 50 °C durante 1 hora. De seguida, o solvente foi evaporado e a mistura
lavada por diversas vezes com 4agua. Apds este processo, realizou-se coluna
cromatografica de silica gel usando como eluente DCM/metanol, obtendo-se a 5,15-

bis(1-metilimidazol-2-il)porfirina 2.9 com um rendimento de 19%.

X =
[~

1) TFA, DCM, 30 °C

2)DDQ, 50 °C
Cloroférmio
N/ j Metanol J DMF
Zn(CH3CO,), CHa,l _
50°C \
2.9 19% 2.10 81% 2.11 99%

Figura 2.17— Metodologia sintética seguida na preparacao da porfirina catidnica ndo-simétrica.

Apds a sintese da porfirina base, procedeu-se também a sua complexagdao com
zinco, utilizando o mesmo protocolo experimental descrito acima para a porfirina
simétrica. Neste caso, nunca se observou a formacdo dos polimeros mencionados no
caso da porfirina simétrica. Terminada a reacdo, deixou-se arrefecer até a temperatura
ambiente. De seguida, o solvente foi removido sob vacuo e o sélido obtido redissolvido
em diclorometano. A fase organica foi lavada com uma soluc¢do saturada de bicarbonato
de sddio e dgua destilada, sucessivamente. Por fim, foi seca com sulfato de sédio anidro,
filtrada e o solvente posteriormente removido no evaporador rotativo. A porfirina 5,15-
bis(1-metilimidazol-2-il)porfirinato de zinco (Il) 2.10 foi obtida com um rendimento de
81% (Figura 2.17). De seguida, procedeu-se a cationizagdo com iodometano, obtendo-
se a porfirina di-iodeto de 5,15-bis(1,3-dimetilimidazol-2-il)porfirinato de zinco(ll) 2.11.

A dicationizacdo foi confirmada por RMN de protdo e por massa (ESI-MS positivo).
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Todos os compostos foram caracterizados por espectroscopia de RMN de protdo
e massa e a sua descricdo encontra-se no capitulo 6 desta Tese. A titulo de exemplo,
encontra-se na figura 2.18, o RMN de 'H da porfirina 2.9, resultante de uma mistura de
dois atropoisdmeros. Neste espectro, para cada atropoisémero, observam-se 7 sinais
caracteristicos: um sinal em forma de singuleto a 10,35 ppm atribuido aos protdes das
posicdes meso; dois sinais em forma de dupleto a9,43 e 9,03 ppm atribuidos aos protdes
das posicdes B ; dois sinais a 7,73 e 7,54 ppm atribuidos aos protdes do grupo imidazole;
um sinal em forma de singuleto a 3,52 ppm atribuido aos grupos metilicos diretamente
ligados ao azoto do grupo imidazole e, por fim, um sinal em forma de singuleto a -3,31
ppm, correspondente aos N-H internos da porfirina. Os desvios indicados sdo para um
dos atropoisdmeros, observando-se sinais similares com pequenos desvios para o outro,

tal como facilmente se observa na figura 2.18.

in 0 oM
MNSTMOTMHINNT O NN 0o
S Y¥MESSNNNN i ¥ e
e OO ANNNN m M [
NS SN = N Y4 ~I—

2.13] ;:4

Figura 2.18- Espectro de RMN *H para a porfirina 2.9 em CDCl3

Observa-se por espectroscopia de RMN que a metilagdo torna o composto

totalmente simétrico, deixando de se observar a presenca de atropoisdmeros. Este
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Capitulo 2

comportamento deve-se as estruturas de ressonancia possiveis no imidazole, que

tornam os dois azotos idénticos, como se pode observar na figura abaixo (Figura 2.19).
A~
~Z N —

= N/\ﬁ/
Figura 2.19- Estruturas de ressonancia do grupo imidazole

De forma a complementar a caracterizacdo apresentada, realizaram-se
espectros de massa com a técnica de ionizagao ESI-TOF de todas as porfirinas novas
descritas. A titulo de exemplo, apresenta-se na figura 2.20 os resultados obtidos para a
porfirina 2.9, onde se pode observar a presenca da molécula protonada [M+H]* a
471,20405. Os restantes resultados encontram-se descritos na sec¢do experimental

(Capitulo 6).
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Figura 2.20- Espectro de massa ESI para a porfirina 2.9 adquirido no modo positivo

De seguida, prosseguiu-se com a tentativa de preparacdo da correspondente
bacterioclorina. Assim, numa experiéncia tipo, os dois sélidos, a porfirina 2.8 e um
excesso de p-toluenossulfonilhidrazina (1:40) foram misturados e aquecidos até 140 °C
por 1 hora na auséncia de oxigénio e a uma pressao de 0,1 Torr. No entanto, verificou-
se que nao foi possivel obter exclusivamente a bacterioclorina mas sim uma mistura de

derivados reduzidos, tal como se observa na figura 2.21. Dado que o composto é
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carregado positivamente, ndo ¢é facil proceder a sua purificacdo por coluna
cromatografica em silica gel de fase normal ou alumina. Diversos eluentes foram
testados em TLCs de silica de fase reversa, ndo sendo possivel obter uma boa separagao
entre os compostos. Deste modo, devido a limites temporais ndao se prosseguiu com a

otimizacdo da reacdo de sintese da bacterioclorina.

0,8
0,6 4

0,4 4

Absorvancia normalizada

0,2 4

0,04

T T
400 500 600 700 800
A(nm)

Figura 2.21- Espectro UV-Vis normalizado da mistura reacional obtida na preparacdo da

bacterioclorina
Espectroscopia de absorcdo UV-Vis

Na figura 2.22, encontram-se os espectros das duas porfirinas bases, 2.6 e 2.9 e
respetivas ampliacdes. Ambos os espectros foram adquiridos usando diclorometano

como solvente.
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Figura 2.22- Espectros de absorcdo normalizados das porfirinas 2.6 e 2.9 e respetivas

ampliagées, usando como solvente diclorometano

Analisando os espectros apresentados, observa-se que a intensidade relativa das
bandas Q é diferente, sendo o espectro da porfirina 2.6 do tipo filo e o da 2.9 do tipo

etio.

Contrariamente, os complexos metdlicos de porfirinas apresentam apenas uma
banda B e duas Q, uma vez que a complexac¢do da porfirina com zinco altera a simetria
do anel, passando de D,n para Dan. Esta mudanca de simetria tem implicages diretas na
degenerac¢do das orbitais HOMO e LUMO envolvidas nas transi¢cdes eletrénicas que
originam as bandas do espectro de absor¢do destes compostos.>! Na figura 2.23,
encontram-se os espectros dos respetivos complexos metdlicos catidnicos, 2.8 e 2.11,

em agua.

Absorvancia normalizada

Figura 2.23- Espectros de absor¢dao normalizado das porfirinas 2.8 e 2.11 em agua

A restante caracterizacdo fotofisica e fotoquimica encontra-se descrita no

capitulo 3 e mais pormenorizadamente no capitulo 6.
2.2- Macrociclos pirrélicos do tipo ftalocianina e subftalocianina (Familia Ill)

A motivacdo do desenvolvimento de fotossensibilizadores da familia das
ftalocianinas e subftalocianinas é bastante semelhante a explicitada anteriormente para
as porfirinas catidnicas derivadas do imidazole. Mais uma vez, pretendiamos

desenvolver uma nova familia de compostos em que pudéssemos incluir uma ou mais
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cargas positivas intrinsecas, de modo a obter uma inativacdo mais eficiente de bactérias
de ambas as classes, Gram-negativas e Gram-positivas, e por outro lado pudéssemos
variar o peso molecular, ndo alterando significativamente a estrutura base das
moléculas. Neste sentido, o objetivo fulcral do trabalho descrito neste subcapitulo
centra-se na preparacao de uma familia de fotossensibilizadores do tipo ftalocianina
contendo grupo passiveis de serem cationizados, assim como dos seus andlogos de
menor peso molecular, as subftalocianinas, de modo a obter compostos com o mesmo

scaffold mas diferentes lipofilicidades, pesos moleculares, nimero e distribuicao de
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cargas (Figura 2.24).
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Figura 2.24- Modulac¢do estrutural pretendida de macrociclos pirrélicos do tipo ftalocianina e

subftalocianina
2.2.1- Sintese de precursores- Ftalonitrilos

Tendo em vista a preparacdo de ftalocianinas e suftalocianinas com grupos
passiveis de serem cationizados, iniciou-se este trabalho com a sintese dos precursores

do tipo ftalonitrilos monossubstituidos.
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Neste sentido, os ftalonitrilos pretendidos foram preparados a partir do 4-
nitroftalonitrilo por substituicdao ipso nitro, que envolve o ataque direto da espécie
nucleofilica ao carbono onde estd localizado o grupo nitro, originando ftalonitrilos
substituidos na posicao 4. Com base no supracitado, os nucledfilos escolhidos deveriam
possuir na sua constituicao dois grupos chave: um grupo nucleofilico para que ocorra a
funcionalizacdao do ftalonitrilo e um grupo passivel de ser cationizado. Resultados
bastante promissores em bactérias Gram-negativas foram obtidos no trabalho
conducente a dissertacdo de mestrado do Rafael T. Aroso utilizando ftalocianinas
funcionalizadas com o grupo imidazole,”* incentivando a continuacdo do trabalho com
este  substituinte. Deste modo, selecionou-se o imidazole, o 2-
((dimetilamino)metil)fenol, o N-(2-hidroxietil)imidazole e o etanotiol. No caso, do 2-
((dimetilamino)metil)fenol) deparamo-nos com um desafio, dado que o reagente
comercial ndo era puro mas sim uma mistura dos constituintes representados na figura
2.25, pelo que foi necessdrio realizar primeiramente uma coluna cromatografica de silica
gel usando como eluente primeiramente éter dietilico/diclorometano (1:1) e de seguida,
acetonitrilo/acetona/metanol/trietilamina (14:7:1,5:1), obtendo-se o) 2-

((dimetilamino)metil)fenol isolado.

OH
hll/ OH
/@AT/ HO
HO
65% 15% 20%

Figura 2.25- Mistura de compostos encontrados no reagente comercial 2-

((dimetilamino)metil)fenol

A selecdo do isémero pretendido (orto substituido) foi confirmada por RMN, do
qual se evidencia a regido aromatica na figura 2.26, que apresenta um aspeto tipico de
um anel 1,2-dissubstituido. Como se pode observar, o espectro é constituido por dois
duplos dupletos, ou seja, dois H's que tém um acoplamento com um H do tipo J3
(vicinais, maior constante de acoplamento) e com um H do tipo J* (H em meta, menor

constante de acoplamento) (H3 e H6) e dois triplos dupletos, o que indica que temos
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dois H’s que acoplam com dois H’s geminais (J3) - tripleto e com um em meta (J%) -
dupleto (H4 e H5). Caso tivéssemos o isémero para substituido observariamos apenas

dois conjuntos de sinais, com integragao 2.
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Figura 2.26- Espectro de RMN *H da fracdo do 2-((dimetilamino)metil)fenol em CDCls

O 4-nitroftalonitrilo foi convertido nos ftalonitrilos pretendidos, por reagdao com
o nucleéfilo desejado, usando um excesso de carbonato de potdssio como base, em DMF
como solvente, a temperatura de 35 °C (Figura 2.27). A reacdo foi realizada a
temperatura baixas para evitar formacao de ftalocianina ou de produtos secundarios
resultantes, nomeadamente, da presenca de quantidades residuais de dgua no meio ou

da degradacao do solvente.
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/@CN pn /@CN
DMF, 35 °C
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Figura 2.27- Esquema da sintese de ftalonitrilos e respetivos rendimentos isolados obtidos

A evolucdo da reacdo foi acompanhada por TLC e cada reacdo terminada quando
se observou consumo total do 4-nitroftalonitrilo. A base foi filtrada e, dado que o DMF
€ miscivel com dgua, a purificacdo do composto passou por uma precipitacdo por adicao
de uma mistura de agua e gelo a reacdo, de modo a induzir a precipitacao do ftalonitrilo.
O composto pretendido foi filtrado e seco sob vacuo, sendo necessario uma lavagem
adicional com metanol para o ftalonitrilo 2.14. Estes foram obtidos com rendimentos
compreendidos entre 55-78%. A caracterizagdao espectroscépica completa encontra-se
descrita na seccao experimental desta Tese (Capitulo 6).

A titulo de exemplo, encontra-se na figura 2.28A o espectro de RMN de 'H do
ftalonitrilo 2.12 em DMSO-ds. Neste, observam-se nove sinais: um sinal em forma de
singuleto a 2,06 ppm atribuido aos protdes do grupo metilo (H8’, H9); um singuleto a
3,30 ppm atribuido aos protdes do grupo CH; e sete sinais entre 7,1-8,6 ppm atribuidos
aos protdes aromaticos dos dois anéis benzénicos da molécula. Destes sete sinais
destaca-se: 1) o padrdo tipico dos protdes de um ftalonitrilo substituido na posicdo 4,
correspondente a 3 sinais proténicos: 1 dupleto (J3) de maior constante de acoplamento
(8,05 ppm; J = 8,8 Hz; H6) um dupleto (J*) de menor constante de acoplamento (7,66
ppm; J = 2,6 Hz; H3) e um duplo dupleto (7,25 ppm; J = 2,6 Hz; 8,8 Hz; H5); 2) o padrdo
inicialmente observado para o reagente 2-((dimetilamino)metil)fenol: dois duplos

dupletos, ou seja, dois H’s que tém um acoplamento com um H do tipo /2 e com um H

79



Capitulo 2

do tipo J* (H6’ e H3’) e dois triplos dupletos, o que indica que temos dois H’s que acoplam

com dois H’s geminais (J3) - tripleto e com um em meta (/*) - dupleto (H4’ e H5’).
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Figura 2.28- Espectros de RMN do ftalonitrilo 2.12 em DMSO-dg A) *H B) 13C
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Tendo em conta o efeito doador dos substituintes neste anel, é de esperar que o duplo
dupleto em posi¢cdo orto em relagdao ao oxigénio (7,13 ppm; H6’) possua um menor
desvio quimico que H3’ (7,53 ppm), que se encontra em posicdo meta. Pela mesma
razdo, o triplo dupleto em posi¢cdao para (7,33 ppm; H4’) possui um desvio quimico
inferior ao triplo dupleto em posicdo meta (7,40 ppm; H5’).

O espectro de 3C do mesmo ftalonitrilo (2.12) encontra-se representado na
figura 2.28B. A completa atribui¢ao dos sinais foi efetuada com auxilio de técnicas de
RMN 2D, nomeadamente HSQC e HMBC (Figura 2.29). O HSQC (Heteronuclear single
quantum coherence) permite analisar correlacdes entre nucleos 3C e 'H diretamente
ligados. Por outro lado, o HMBC identifica correla¢bes entre nucleos 13C e *H separados
por vdérias ligacdes (maioritariamente do tipo J? e J? e, em alguns casos, também do tipo
J4), permitindo identificar C-H’s préximos entre si e/ou préximos de carbonos sem

hidrogénios diretamente ligados.
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Figura 2.29- Sobreposicdao do espectro HSQC (verde) com o espectro HMBC (laranja) para o
ftalonitrilo 2.12 em DMSO-ds e esquema das correla¢cdes *H-13C do tipo J? e J?
observadas em HMBC mais relevantes para a identificacdo dos sinais de RMN dos

carbonos quaternarios do ftalonitrilo 2.12

Comecando pelos sinais localizados em campo baixo, é possivel identificar dois
carbonos localizados numa zona tipica de carbonos aromaticos quaternarios ligados
diretamente a um dtomo eletronegativo, C4 e C1’ (161,56 e 151,62 ppm). Dado que o
C4 se encontra localizado num anel aromatico com menor densidade eletrdnica, fruto
da presenca de grupos atractores de eletrbes (grupos ciano), é de esperar que se
encontre a um desvio quimico superior. Esta atribuicdo é confirmada por HMBC pela
correlacdo dos protdes do anel aromatico do ftalonitrilo com o sinal a 161,56 ppm (C4)
e dos protGes aromaticos do seu substituinte fenéxi com o sinal a 151,62 (C1’), tal como
esquematizado na figura 2.29. Relativamente ao carbonos aromaticos ligados
diretamente a um hidrogénio, é possivel observar que as suas frequéncias de
ressonancia sao fortemente afetadas pela sua posicdo relativamente ao oxigénio, sendo
que os trés carbonos que se encontram em posicdo meta (C6, C3’ e C5’) apresentam
desvios quimicos superiores. O carbono C6, pelas consideracdes de densidade eletrdnica
efetuadas previamente, encontra-se mais desviado para campo baixo (136,12 ppm). Os
carbonos C3, C4’, C5 e C6’, por se encontrarem em posicdo orto ou para relativamente
ao oxigénio, encontram-se desviados para campo alto devido ao seu efeito doador de
eletrbes por ressonancia. O carbono C2’, pelas correlacdes com os protdes do anel
fenoxi, corresponde a ressondncia observada a 131,06 ppm. Seguem-se quatro sinais
correspondentes a carbonos quaternarios. Os carbonos correspondentes ao grupo ciano

podem ser identificados a 115,92 e 115,40 ppm, que sao valores muito tipicos para
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ftalonitrilos substituidos na posicdo 4. Proximos destes, encontram-se dois carbonos
quaterndrios que correspondem aos carbonos benzénicos ligados aos grupos ciano.
Devido ao efeito anisotrépico de blindagem provocado pela ligacao tripla dos grupos
ciano, estes carbonos apresentam desvios para campos maiores relativamente aos
restantes carbonos aromaticos. O carbono C1, pela sua posicdao para relativamente ao
grupo fendxi apresenta uma densidade eletrénica superior e, por isso, localiza-se a
107,55 ppm e C2 a 116,46 ppm. Por fim, é possivel identificar os sinais alquilicos a 56,95
e 44,86 como correspondentes aos carbonos do tipo CH; e CHjs, respetivamente. O grupo
CH,, pelo efeito simultaneo de estar diretamente ligado a um anel aromatico e a um

atomo eletronegativo sofrerd um desvio superior.

Para complementar a caraterizacao dos ftalonitrilos acima apresentados,
recorreu-se a espectrometria de massa. Nos espectros de ESI-TOF obtidos para os
ftalonitrilos 2.12-2.15, observou-se sempre a presenca da molécula protonada [M+H]*,
bem como uma boa concordancia entre o padrao isotdpico calculado e o observado,
como se pode verificar na seccao experimental (Capitulo 6). Na figura 2.30 apresenta-
se, como exemplo, a distribuicdo isotdpica calculada e observada para o ftalonitrilo 2.12.
Como se pode observar, existe uma excelente concordancia entre o espectro de massa
calculado e observado experimentalmente, sendo o erro de apenas 0,0001 ppm. A
distribuicdo isotdpica apresenta um pico de maior intensidade de 278,1289 m/z

correspondente a massa da molécula protonada [M+H]".
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Figura 2.30- Padrdo isotdpico observado e tedrico, obtido por ESI-TOF de alta resolugdo do

ftalonitrilo 2.12

2.2.2- Sintese de ftalocianinas

As ftalocianinas podem ser obtidas quer na forma de base livre, quer de
complexo metdlico.>> No entanto, tendo em conta o nosso objetivo de aplicar estes
compostos em aPDT, é fundamental a capacidade de formacado de espécies reativas de
oxigénio, pelo que se optou exclusivamente pela sintese de ftalocianinas na forma de
complexos metalicos. Além disso, os complexos metalicos sdo usualmente obtidos com

rendimentos mais elevados.

Para a sintese destes complexos metadlicos, existem dois métodos possiveis. O
primeiro método consiste na complexacdo da ftalocianina de base livre utilizando um
sal metalico apropriado.® Contudo, dado que tipicamente é mais dificil a obtencdo da
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ftalocianina na forma de base livre, este método apenas é util para a insercao de alguns
metais ou semi-metais.”’ O segundo método é o mais comumente utilizado e aquele
qgue foi seguido neste trabalho, consistindo na condensacdo de ftalonitrilos ou outros

precursores na presenca de um sal metalico.>®

Assim, numa reacgao tipo, a condensacgao do ftalonitrilo desejado foi efetuada na
presenca de acetato de zinco em dimetilaminoetanol (DMAE). A mistura foi aquecida a
140 °C e agitada durante 24 horas em atmosfera inerte. Depois de arrefecer até a
temperatura ambiente, precipitou-se a ftalocianina por adicdo de n-hexano. Apds
filtracdo e secagem, obtiveram-se as respetivas ftalocianinas com rendimentos
compreendidos entre 60-76% (Figura 2.31). A caracterizacao estrutural dos compostos
obtidos foi efetuada recorrendo a técnicas de RMN de H, a espectrometria de massa e
UV-Vis, sendo que os dados espectroscépicos se encontram na seccao experimental,
capitulo 6.

Numa primeira abordagem, foi tentada uma caracterizacdo das ftalocianinas na
sua forma neutra por RMN de *H em DMSO ou cloroférmio deuterados, consoante a
solubilidade das mesmas, no entanto nado foi possivel obter sinais definidos devido ao
grau de agregacdo demonstrado. Deste modo, a caracterizagdo por espectroscopia de
RMN de H teve que ser otimizada para cada um dos compostos obtidos. Foi possivel
obter os espectros pretendidos recorrendo ao solvente piridina-ds e aguecimento a 80
°C para a ftalocianina 2.18, a uma mistura de DMSO-de + 5% TFA-d para a ftalocianina

2.17 e a uma mistura cloroférmio-d + 5% piridina-ds para a ftalocianina 2.16.
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Figura 2.31- Esquema de sintese de metaloftalocianinas de Zn(ll) com os respetivos rendimentos

isolados

A titulo de exemplo, encontra-se na figura 2.32 o espectro de RMN de 'H para
ftalocianina 2.16 em cloroférmio-d + 5% piridina-ds. Pela analise do espectro, distingue-
se, na zona alifatica, um multipleto atribuido a ressonancia dos protdes -(CHs), a 2,30-
2,28 ppm e outro multipleto a 3,66-3,62 ppm devido a ressonancia do grupo —CH;—.
Quanto a zona aromatica do espectro, observam-se quatro sinais complexos, entre 9,17-
7,21 ppm atribuidos a ressonancia dos protdes do anel benzénico e dos protdes
aromaticos externos da ftalocianina (macrociclo central). Os trés singuletos a 7,14; 7,26
e 8,47 ppm foram atribuidos aos protdes aromaticos da piridina, utilizada como co-
solvente. Tal como referido na nomenclatura apresentada no inicio desta Tese, todas as
ftalocianinas tetra-substituidas sintetizadas constituem uma mistura de isdmeros

constitucionais, justificando a maior complexidade do RMN observado.
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Figura 2.32- Espectro de RMN *H para ftalocianina 2.16 em cloroférmio-d + 5% piridina-ds
Espectroscopia de absorcdo UV-Vis

O espectro de absor¢cdo UV-Vis caracteristico de uma metaloftalocianina
caracteriza-se por duas bandas de absorc¢do na regido dos 300-400 nm e 650-750 nm. A
primeira destas bandas, com um maximo de absorcdo localizado préximo dos 350 nm,
é chamada de banda B ou Soret, surgindo frequentemente como uma banda alargada.
A segunda banda é mais intensa e estreita, sendo conhecida como banda Q. Esta banda,
de menor energia, é atribuida a transicao da orbital t HOMO para a orbital m* LUMO do

anel conjugado do macrociclo. A banda Q encontra-se tipicamente acompanhada por
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bandas satélite de maior energia, resultantes de transicGes para niveis vibracionais
superiores da LUMO.>% 8% Os espetros de absorc¢3o das ftalocianinas 2.16-2.19 em DMSO

estdo representados na figura 2.33.
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Figura 2.33- Espetros de absor¢ao de UV-Vis normalizados das quatro metaloftalocianinas

neutras em DMSO

2.2.3- Sintese de subftalocianinas

Contrariamente, a suas homdlogas ftalocianinas, as subftalocianinas apenas
podem existir na forma de complexo de boro. As subftalocianinas sdo sintetizadas com
bons rendimentos através da reacao de ciclotrimerizacdao dos seus precursores de
sintese (os ftalonitrilos), na presenca de um derivado de boro (geralmente um tri-
halogeneto de boro do tipo BX3, como por exemplo, o BClz e o BBr3). Contudo, é de
salientar que o acido de Lewis BCl3 é mais comumente utilizado na sintese destes
compostos, uma vez que, sendo menos reativo que o BBrs, dard origem a
correspondente subftalocianina de boro contendo um atomo de cloro axialmente
ligado. Esta coordenacdo axial é mais estavel devido a maior forca da ligacdo B-Cl

comparativamente a ligacdo B-Br.5163
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Assim, numa experiéncia tipo, a um tubo de Schlenk em atmosfera inerte
contendo o ftalonitrilo pretendido foi adicionada uma solug¢dao de BCl;s em p-xileno de
concentracdo 1 M. A mistura foi aquecida a temperatura de refluxo e agitada até se
verificar o consumo total do ftalonitrilo de partida. Apds o arrefecimento, a mistura
reacional foi submetida a uma corrente de argon e, de seguida, o solvente evaporado a

pressao reduzida (Figura 2.34).

CN BCl; em xileno — N_I_N
\B/
0 | l
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2.20 65% 2.21 n.d.
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2.22 n.d. 2.23 31%

Figura 2.34- Esquema de sintese de subftalocianinas com os respetivos rendimentos isolados

obtidos

A formacdo das subftalocianinas pretendidas foi confirmada por TLC e
espectroscopia UV-Vis. Para a purificacdo das subftalocianina 2.20 e 2.23, realizou-se
coluna cromatografica de silica gel usando como eluente diclorometano, de modo a
remover os sais formados no decorrer da reacdo, obtendo-se um rendimento de 65% e
31%, respetivamente. Em relagao a subftalocianina 2.22, verificou-se por TLC que ndo
era possivel a realizacdo de coluna cromatografica quer em silica gel, quer em alumina.
Purificacao por exclusao de tamanho nao foi possivel recorrendo ao material existente
no nosso laboratdrio, devido ao reduzido peso molecular do composto. Deste modo,
foram testadas lavagens com agua, no entanto, o composto ndo se revelou estavel.
Comportamento similar foi observado para a subftalocianina 2.21, que rapidamente se
degradou nas tentativas de purificacdo. Dificuldades de purificacdo e instabilidade

similares ja foram observadas por outros autores.®*
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Atendendo a que a otimizacdo de parametros reacionais € um objetivo
importante no desenvolvimento de uma estratégia de sintese organica, foram efetuados
estudos de otimizacdo da reacdo de sintese de subftalocianinas, usando como modelo

a subftalocianina 2.20.

Neste sentido, a um copo reacional de 10 mL foi adicionado o ftalonitrilo e
realizado um fluxo de argon durante 5 minutos. De seguida, adicionou-se uma soluc¢do
de BCls em p-xileno de concentracdo 1 M. A mistura foi sujeita a irradiacdo micro-ondas
por diferentes intervalos de tempo, usando um programa dinamico com temperatura
de 200 °C e poténcia maxima de 300 W. Observou-se que apenas eram necessarios 6
minutos para o consumo total do ftalonitrilo de partida. O processo de purificacao foi
similar ao anteriormente descrito, tendo-se obtido a suftalocianina 2.20 com um

rendimento de 69% (Tabela 2.2).

Tabela 2.2- Métodos de sintese da cloro(2,9,16(17)-triquis(2-

((dimetilamino)metil)fenoxi)]subftalocianinato de boro (ll) 2.20.

Entrada Método Tempo Rendimento
1 Convencional 2 horas 65%
2 Micro-ondas 6 minutos 69%

Da anadlise destes resultados, podemos concluir que a sintese assistida por micro-
ondas é um método bastante mais sustentdvel e rapido, apesar dos rendimentos serem

sido bastante similares.

A caracterizacao estrutural dos compostos obtidos foi efetuada recorrendo a
técnicas de RMN de 'H e UV-Vis, e os dados espectroscépicos encontram-se descritos
na seccao experimental, capitulo 6. A titulo de exemplo, encontra-se na figura 2.35 o
espectro de RMN de 'H para a subftalocianina 2.20, utilizando metanol-d como solvente.
Pela andlise do espectro distingue-se, na zona alifatica, um singuleto atribuido a
ressonancia dos protées -(CHs)2 a 2,91 ppm e um singuleto a 4,38 ppm devido a
ressonancia do grupo —CH,—. Quanto a zona aromatica do espectro, observam-se cinco
sinais complexos, entre 8,01-7,19 ppm atribuidos as ressonancias dos protdes do anel

benzénico e dos protdes aromaticos externos da subftalocianina (macrociclo central).
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Similarmente ao que acontece para as ftalocianinas, também as subftalocianinas
sintetizadas constituem uma mistura de isdbmeros constitucionais, dois neste caso,
justificando a maior complexidade do espetro de RMN e o aparecimento de picos em
duplicado, tal como se observa facilmente para o singuleto atribuido a ressonancia dos
protdes -(CHs)2 a 2,91 ppm, com um similar de menor intensidade a 2,94 ppm. Neste

caso, observa-se a formacao preferencial de um dos isémeros em detrimento do outro.
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Figura 2.35- Espectro de RMN de *H da subftalocianina 2.20 utilizando como solvente CD;0OD
Foram realizadas varias tentativas de analise de massa destes compostos, quer
por técnicas ESI, quer MALDI, no entanto, os compostos aminados demonstraram muita
fragmentacdo, ndo sendo possivel atribuir de forma inequivoca os padrdes de
fragmentacgdao, nem tdo pouco se observar o ido molecular. No entanto, conseguimos

uma caracterizagcdo completa da subftalocianina 2.23 (Capitulo 6).

De seguida, procedeu-se a cationizacdo das subftalocianinas 2.20 e 2.23. Assim,
numa experiéncia tipo, a um tubo de Schlenk em atmosfera inerte contendo a
subftalocianina adicionou-se DMF seco e fizeram-se trés ciclos de vacuo/azoto. De
seguida, a mistura foi colocada em agitacdo a 30 °C. Pequenas fra¢cdes de iodometano

foram adicionadas ao longo do decorrer da reacdo e a sua evolugdo acompanhada por
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TLC. No caso da subftalocianina 2.20, ndo se observou qualquer evolucdo da reagao
pelo que se aumentou a temperatura para 50 °C, adicionando-se mais porgdes de
iodometano. Ao longo de uma semana, nenhuma indicacdo de cationizagdao foi
observada, apenas degrada¢ao do composto. Deste modo, pensou-se que o composto
poderia ndo cationizar devido a estar protonado com o acido iodidrico resultante da
degradac¢ao do iodometano, ou com HCl da sua rea¢do de formagao, e colocou-se uma
nova reacdo, mas com a presenca de base (NaOH). No entanto, o mesmo problema foi

observado.

Relativamente a suftalocianina 2.23, a cationizagdao completa foi observada por
TLC apés 3 dias, ficando o composto retido no ponto de aplicacdo. Evaporou-se o
solvente sob vacuo e lavou-se o sdlido resultante com pentano seco. De seguida,
realizou-se RMN em cloroférmio deuterado, tendo-se observado a presenca de uma
minoria de composto catidnico e outro resultante da hidrdlise apds cationizagao.
Realizou-se TLC da amostra de RMN, que confirmou o fendmeno observado. Com o
objetivo de diminuir a hidrélise do composto catidnico, decidiu-se colocar o solvente
deuterado em agitacdo durante umas horas com peneiros moleculares 4A ativados. A
preparacao de uma amostra utilizando solvente deuterado seco desta forma reduziu a
percentagem de hidrélise observada, no entanto, ndo se conseguiu obter RMN do
composto catidnico puro. Adicionalmente, ao se dissolver a amostra em DMSO e diluir
com agua para as percentagens permitidas nos estudos em bactérias, observou-se
hidrdlise do composto. Conclui-se, por isso, que ndo seria possivel realizar testes

bioldgicos com o composto na sua forma catidnica.
Espectroscopia de absorcao UV-Vis

No caso das subftalocianinas, o sistema intramolecular conjugado é constituido
por 14 electrdes 1 e caracteriza-se pelo aparecimento de uma banda intensa na regido
do visivel, entre os 500 e os 600 nm. O espectro eletrénico de absor¢do das
subftalocianinas apenas difere ligeiramente do espectro dos seus andlogos
ftalocianinas, sendo a maior diferenca um desvio hipsocromico da banda Q de
aproximadamente 100 nm.%3 Na figura 2.36 encontra-se a titulo de exemplo o espectro

da subftalocianina 2.20 em metanol.
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Figura 2.36- Espectro de absorcdo normalizado da subftalocianina 2.20 em metanol (Amax=572

nm)

Apds a purificacdo da cloro[2,9,16(17)-triquis(2-
((dimetilamino)metil)fenoxi)]subftalocianinato de boro (111) 2.20, realizou-se o calculo da
sua absortividade molar, tendo esta se revelado abaixo do normal para esta classe de
compostos (€=2,7x103 M~tcm™). Colocou-se a hipdtese da purificacdo ndo ter sido bem-
sucedida, pelo que se realizaram duas colunas cromatograficas adicionais. No entanto,
o valor do € ndo sofreu alteragdes, revelando que este composto n3ao possui as
caracteristicas adequadas para ser utilizado como um bom fotossensibilizador. Por
outro lado, a absortividade molar da subftalocianina 2.23 revelou valores tipicos para
esta classe de compostos (€=6,9x10* M1cm™).6?

Em suma, devido a baixa estabilidade quimica demonstrada pelas suftalocianinas
2.21 e 2.22, aos coeficientes de absorcao relativamente baixos, impossibilidade de
cationizacdo da subftalocianina 2.20, e a incompatibilidade da subftalocianina 2.23
catiénica com meios bioldgicos, decidiu-se ndo prosseguir com esta familia de
compostos (Familia Ill) para os consequentes estudos e avaliacdo da atividade

antibacteriana.
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2.3- Conclusao

O objetivo central deste capitulo consistiu no desenvolvimento de novas
moléculas da familia dos macrociclos pirrélicos possuindo caracteristicas moduladas de
modo a serem aplicadas como fotossensibilizadores em aPDT. Neste sentido, foram

desenvolvidas trés familias de compostos:

i) A primeira familia foi baseada em moléculas bimodais, contendo na sua
estrutura porfirinas neutras e sulfonamidas, compostos com atividade antibacteriana
reconhecida. Neste foram sintetizados seletivamente compostos mono-substituidos e
tetra-substituidos derivados da TPFPP por substituicdo com a metanosulfonamida, em
concentragdes de reacao controladas. De seguida, no sentido de desviar os valores de
absorcdo para a designada “janela terapéutica”, prepararam-se as respetivas
bacterioclorinas com bons rendimentos (70-90%). O calculo dos coeficientes de
absortividade molar revelou valores usualmente reportados para a classe de compostos
e promissores para a requerida aplicagao.

i) A segunda familia centrou-se em fotossensibilizadores porfirinicos
cationicos derivados do 1-metilimidazole. Neste, foram exploradas rotas sintéticas para
obter eficientemente meso-tetra-imidazolil-porfirinas simétricas e meso-di-imidazolil-
porfirinas ndo-simétricas, compostos com scaffold semelhante, mas com diferentes
lipofilicidades, pesos moleculares, nimero e distribuicdo de cargas, de modo a avaliar a

sua influéncia na atividade antibacteriana.

Relativamente as meso-tetra-imidazolil-porfirinas simétricas, comecou-se pela
otimizacdao do método de sintese da porfirina base 2.6, fazendo uma comparacgao entre
os métodos do nitrobenzeno, nitrobenzeno/NaY, agua e radiacdo micro-ondas e uma
conjugacdo entre o método de Lindsey e o método de agua/Mw. Em suma, usando
métodos mais sustentaveis (agua/Mw, n = 12%, Fator E= 9,5) conseguimos diminuir o
tempo reacional (1 h para 10 minutos), mantendo os rendimentos na mesma ordem de
grandeza do método tradicional (n = 14%). Além disso, as etapas de purificacdo
diminuem, uma vez que a porfirina precipita no meio reacional, ndo sendo necessario
realizar destilacdo a pressdo reduzida para remover os solventes. Adicionalmente,
conseguiu-se uma significante melhoria do método de Lindsey, evitando o uso de

oxidantes caros e toxicos e facilitando significativamente a purificacdo. Por outro lado,
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observamos que, ao complexar a porfirina antes da sua cationizacdo, ocorria a formacao
de estruturas poliméricas resultantes de interagdes entre os azotos do grupo imidazole
e o zinco, pelo que foi necessdrio inverter a estratégia e realizar primeiramente a
cationizacdo 2.7 e posteriormente formar o complexo de zinco (ll) 2.8, que foi obtido

com um rendimento de 92%.

Por outro lado, a porfirina base da familia das meso-di-imidazolil-porfirinas ndo-
simétricas 2.9 é sintetizada por um método de sintese total em dois passos através de
uma condensacdo [2+2], seguida de oxidacdo, sendo obtida com um rendimento de
19%. Neste caso, conseguimos proceder ao método tipico, realizando primeiramente o

complexo de zinco (I1) 2.10 e de seguida a cationizacdo, obtendo-se a porfirina 2.11.

iii) A terceira familia foi baseada em ftalocianinas e subftalocianinas, tendo
basicamente a mesma motivagao que a familia ll, ou seja, desenvolver compostos onde
pudéssemos incluir uma ou mais cargas positivas intrinsecas, de modo a obter uma
inativacdo mais eficiente de bactérias de ambas as classes e, por outro lado, poder variar
o peso molecular ndo alterando significativamente a estrutura das moléculas. Com este
objetivo, comecou-se pela modulagdo dos percursores de ambos os compostos,
ftalonitrilos, com grupos passiveis de serem cationizados (N-heterociclos, aminas e tidis,
2.12-2.15). De seguida, procedeu-se a sintese eficiente de complexos metdlicos de
ftalocianinas (2.16-2.19) e posteriormente a preparacdo de subftalocianinas com os
mesmos grupos. Verificou-se que duas das subftalocianinas sintetizadas possuiam baixa
estabilidade  quimica (220 e 221) e a cloro[2,9,16(17)-triquis(2-
((dimetilamino)metil)fenoxi)]subftalocianinato de boro (lll) 2.20 um coeficiente de
absorcdo molar relativamente baixo. Adicionalmente, ndo foi possivel obter a
subftalocianina 2.20 catidnica e a subftalocianina 2.23 catidnica apresentou muito baixa
estabilidade em meios biolégicos. Deste modo, decidiu-se ndo prosseguir com esta

familia para consequentes estudos de avaliacdo da atividade antimicrobiana.

Em suma, os estudos efetuados no decorrer do trabalho que conduziu a escrita
deste capitulo permitiram o desenvolvimento de trés familias de compostos e a selecao
de duas familias de compostos baseadas em porfirinas e bacterioclorinas com
rendimentos de sintese razodveis, estabilidade quimica e coeficientes de absorcao

molar apropriados, que sdo bons indicadores da sua potencial aplicacdo como
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fotossensibilizadores em terapia fotodinamica. A completa caracterizacdo fotofisica e
fotoquimica, assim como a respetiva avaliacdo bioldgica encontram-se descritos no

capitulo 3.
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Capitulo 3

Desenvolvimento de fotossensibilizadores “ideais” para aPDT

Introduzir um novo medicamento no mercado é um processo extremamente
Moroso e oneroso, uma vez que, segundo dados do ultimo relatério da Federagdo
Internacional de Fabricantes e Associacdes Farmacéuticas,* todo o processo de pesquisa
e desenvolvimento (P&D) dura em média cerca de 12 anos e tem uma probabilidade de
sucesso bastante baixa, inferior a 0,01 %. Estima-se que as industrias farmacéuticas
necessitem de um investimento de 2,5 mil milhGes de euros para que um medicamento
seja aprovado no mercado. Muito simplificadamente, um processo de P&D (Figura 3.1)
é constituido por uma primeira etapa de investigacdo, onde se faz o design de novas
moléculas. Este pode ser baseado em trés diferentes estratégias: i) isolamento e
modulacdo de compostos de origem natural; ii) definicdo do alvo terapéutico e sucessivo
screening computacional de compostos disponiveis em bases de dados ou iii) design de
novos compostos baseados no conhecimento das caracteristicas que estes devem
possuir para a sua potencial aplicagdo. Nas etapas seguintes, os compostos sao
caracterizados ao nivel de todas as propriedades consideradas fulcrais para a aplicacao
pretendida, sdo feitos testes in vitro para avaliacdo das propriedades biolégicas das
moléculas obtidas e, por fim, testes em modelos animais (in vivo). Na ultima etapa do
desenvolvimento sdo realizados estudos clinicos em humanos, divididos em diferentes
fases. Apds este longo processo de sucessiva selecao de compostos, se alguma das
moléculas tiver sucesso, pode entdo ser submetida a entidades reguladoras para

aprovacao da sua comercializagao.

Desenvolvimento

de novas ENSai0s EnSaios Comercializagdo
3 Caracterizagcdo S -
moléculas ¢ pré-clinicos clinicos

Aprovagdo
| J regulamentar

| Pedido de patente |

Figura 3.1- Esquema simplificado de um processo de P&D de um farmaco
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No capitulo 2 desta Tese foi selecionado um conjunto de fotossensibilizadores
de duas familias distintas, com propriedades estruturais modeladas e adequadas para a
sua potencial aplicacdo em infecdes tdpicas bacterianas. Consequentemente, prevé-se
que as suas propriedades fotofisicas, fotoquimicas e bioldgicas sejam distintas. No
capitulo 1 foram discutidas as propriedades “ideias” que um fotossensibilizador deve
possuir para a sua aplicacdo em aPDT. Vale a pena recordar que é importante que este
possua uma elevada absorcao de luz, elevada capacidade de formacado de ROS, elevada
fotoestabilidade durante a irradiagdo, alguma hidrofilicidade e/ou cargas positivas para
aumentar a afinidade e capacidade de interacdo com as paredes bacterianas carregadas
negativamente. Por outro lado, ndo deve ser citotdxico, nem fototdxico em células
humanas, nas concentracdes utilizadas em terapéutica e, embora ainda ndo seja
consensual entre a comunidade cientifica, deve possuir um baixo peso molecular para
facilitar a sua penetracdo em biofilmes.? 3 Neste sentido, ao longo deste capitulo serdo
apresentados e discutidos os diferentes estudos executados para determinar estas
propriedades, assim como os estudos bioldgicos realizados para as diferentes moléculas
sintetizadas, em bactérias planctdnicas e biofilmes e em células eucaridticas. Por ultimo,
e com base numa analise global destes resultados sera selecionado o nosso composto

lider (Lead compound) para aplicacdo tépica em aPDT.

3.1- Avaliacgao de fotossensibilizadores bimodais em aPDT

Relativamente a familia dos fotossensibilizadores bimodais, é de relembrar
que foram sintetizadas duas porfirinas neutras (2.2 e 2.3), e suas correspondentes
bacterioclorinas (2.4 e 2.5), substituidas numa ou nas quatro posicdes com a
metanosulfonamida (Figura 3.2), de forma a obter um composto com atividade em aPDT
apos irradiacdo e per si (no escuro) devido ao grupo sulfonamida. Recorda-se que, com
a sua modelacdo, pretendemos avaliar a influéncia nas suas propriedades do nimero de

substituicdes e da reducao do estado de oxidacdo do macrociclo.
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Figura 3.2- Compostos preparados da familia dos fotossensibilizadores bimodais

3.1.1- Caracterizagao fotofisica e fotoquimica

Antes de se entrar propriamente na caracterizacdo fotofisica e fotoquimica das
diferentes moléculas, é importante compreender os fendmenos envolvidos no
mecanismo de acdo da terapia fotodinamica. Na figura 3.3, encontra-se esquematizado
o diagrama de Jablonski, que nos permite analisar os fendmenos de intera¢cdao dos
fotossensibilizadores, no nosso caso em particular macrociclos, com a luz. Quando uma
molécula no seu estado fundamental (So) absorve luz, transita para um estado excitado
(S1...Sn) de maior energia. No entanto, apesar de esta transicdo ser possivel para todos
os estados, ocorre um decaimento, através de processos ndo radiativos, para o estado
excitado de mais baixa energia (S1), derivado do facto de os macrociclos obedecerem a
regra de Kasha.* O retorno deste para o estado fundamental singuleto (So) pode ocorrer
de forma direta, através da emissao de luz (fluorescéncia), por transferéncia de energia

(conversdo interna) ou ainda de forma indireta, sofrendo conversao intersistemas para
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o estado tripleto. Este estado pode decair ndo radiactivamente por conversao interna,
radiactivamente mediante emissao de fosforescéncia ou reagir com o oxigénio do meio,
gerando espécies reativas de oxigénio capazes de interagir com biomoléculas,
conduzindo a morte das bactérias. Deste modo, um bom fotossensibilizador para terapia
fotodinamica deve possuir um baixo rendimento quantico de fluorescéncia e boa

capacidade de geragao de ROS, como por exemplo oxigénio singuleto.

Bactériaviva

<
=

Sh
J ci+rv
S cis ( Bactéria morta
1 —>

F’I r\L
T, -- =

Absorgao
Fluorescéncia
ci+rv

ci+rv

So

Figura 3.3- Diagrama de Jablonksi simplificado onde se encontram representados os principais
fendmenos radiativos e nado-radiativos de um fotossensibilizador: absorcdo,
fluorescéncia, relaxagdo vibracional (rv), conversdo interna (ci), cruzamento
intersistemas (cis), fosforescéncia e interagdo com o oxigénio molecular (estado

tripleto).

O espectro de fluorescéncia tipico de uma porfirina apresenta uma banda de
maior energia (Q(0,0)) derivada da transicdo obtida do nivel vibracional mais baixo do
estado excitado para o nivel vibracional mais baixo do estado fundamental. Além desta,
pode ainda apresentar bandas adicionais resultantes das transicdes para niveis
vibracionais superiores do estado eletrénico fundamental, Q(0,n), onde n representa o
estado vibracional para o qual se da a transicdo (n = 0,1,2,...).°> Nas bacterioclorinas,

geralmente, estas s3o praticamente insignificantes.®

Para o cadlculo do rendimento quantico de fluorescéncia () seguiu-se a

metodologia proposta por Parker et al.”, em que se compara o espectro de fluorescéncia
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da amostra com o de uma referéncia, cujas caracteristicas fotofisicas sejam conhecidas.
No caso das porfirinas, 2.2 e 2.3, selecionou-se a TPP como padrdo ($e=0,11% em
tolueno) e como solvente tolueno. Preparam-se solucdes de cada amostra com uma
absorvancia aproximada de 0,1 na banda Soret e de seguida diluiram-se estas num fator
de 1/10. As solucGes foram desarejadas cerca de 10 min e, de seguida, efetuaram-se os
respetivos espectros de emissao quer das porfirinas, quer da referéncia, excitando a 418
nm. Os espectros das porfirinas, 2.2 e 2.3, foram semelhantes, verificando-se em todos
eles que a banda correspondente a transicdo Q(0,0) é inferior em intensidade
comparativamente a banda Q(0,1), inversamente ao que ocorre com a TPP (Figura 3.4).
A presenca de atomos de halogénio pode introduzir diferencas na geometria dos
estados, aumentando a sobreposicdo entre a funcdo de onda do nivel vibracional zero
do estado excitado e o primeiro nivel vibracional do estado fundamental.
Consequentemente, a probabilidade de ocorrerem transicdes entre estes aumenta,
justificando assim, a alteracdo da intensidade relativa das bandas.’ Para as
bacterioclorinas, 2.4 e 2.5, a metodologia utilizada foi semelhante, no entanto, utilizou-
se o iodeto de 1,1',3,3,3',3'-Hexametilindotricarbocianina (HITCI) como referéncia
(¢r=0,2831 em etanol) e excitou-se a 510 nm. Estes espectros de emissao apresentam

apenas uma banda de elevada intensidade (Figura 3.4).

—— TPP
.01 n ' ——2.2-2.3
. [ [ [ ——2.4-25
g I [ A —— HITCI
Soef 1]
= M [
£ M [l
S I\ [
Z 064 |\ |
[0} Il |
o [\
3 I\
2 0l || L
o] ] \
£ s
[
0,2 1 ||
- /‘ \\\\\
0,0 =4 —

600

Figura 3.4- Espectro de fluorescéncia normalizado das referéncias (TPP e HITCI), de uma das
porfirinas 2.2-2.3, que apresentam o mesmo espectro em tolueno, e dos derivados

reduzidos 2.4 e 2.5 em etanol
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O rendimento quantico de fluorescéncia é definido como a razdo entre o numero
de fotGes emitidos por fluorescéncia e o nimero total de fotdes absorvidos. Este pode
ser calculado através da equacdo I. Nesta, a drea refere-se a integracao do espectro de
emissdo, Abs a absorvancia correspondente ao comprimento de onda de excitacdo e n
ao indice de refracdo do solvente no qual a amostra e a referéncia se encontram

dissolvidos, podendo este termo ser anulado quando o solvente utilizado é o mesmo.

Area (amostra) 1-10~4bs(ref)  p2(gmostra)
—10—Abs(amostra) Area (ref) T]Z(TEf)

¢F (amostra) = T

* OF (ref) (I)

Como seria de esperar, devido a presenca dos dtomos de fltor,!! os rendimentos
quanticos de fluorescéncia obtidos para as porfirinas sintetizadas, apresentados na
tabela 3.1, sdo relativamente baixos, sendo o valor mais elevado de ¢r= 0,035 (entrada
1, Tabela 3.1). Esta caracteristica revela-se favoravel para a potencial aplicacdo dos
compostos sintetizados em terapia fotodinamica. Além disso, pela andlise destes dados,
podemos observar que a reducdo do estado de oxida¢cdo do macrociclo leva a valores

mais elevados de ¢r, tal como descrito na literatura.!?

Como referido no capitulo 1 desta Tese, o fotossensibilizador no estado tripleto
pode interagir com o oxigénio gerando RQOS, quer por processos de transferéncia de
eletrdo (mecanismo tipo 1), quer por processos de transferéncia de energia (mecanismo
tipo 11). Por norma, nas porfirinas o segundo mecanismo é dominante'3. Para verificar
este facto, foram calculados os rendimentos quanticos de formacdao de oxigénio
singuleto (da). A estratégia utilizada para o calculo deste é semelhante a utilizada para
o rendimento quantico de fluorescéncia, uma vez que também se considera uma
referéncia, mas desta vez a fenalenona ($»=0,98'% em tolueno). Neste caso é utilizada a
técnica de fotdlise por relampago, efetuando-se uma medicdo direta da emissdo de
fosforescéncia do oxigénio singuleto a 1270 nm para diferentes energias do pulso de
laser. Foram preparadas solucdes das amostras em tolueno com absorvancia
aproximada de 0,2 a 355 nm. Posteriormente, para os dados referentes a cada energia

do laser é feito um ajuste exponencial, tal como demonstrado na figura 3.5.
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— 2.2
—— Ajuste

Equacéo

yo

Al

t1

R”2 do ajuste

y = Al*exp(-x/t1) + yO
-2,40484E-6 * 5,10856E-6
0,00106 * 2,11535E-5
3,40475E-5 + 1,06338E-6
0,93651
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Figura 3.5- Emissdo de fosforescéncia do oxigénio singuleto a 1270 nm para a energia relativa

do laser de 6,6 tendo como exemplo a porfirina 2.2

Da equacdo de ajuste obtida é retirado o valor do pré-exponencial (A) e o

respetivo erro e construido um novo grafico deste (A) em funcdo da energia do laser

(Figura 3.6). De seguida, procede-se a um ajuste linear dos valores e retira-se o respetivo

declive da reta. O rendimento quantico de formacdao de oxigénio singuleto é definido

como arazdo entre o nimero de moléculas de oxigénio singuleto produzidas e o nimero

total de fotdes absorvidos pela amostra. Este pode ser calculado por um método

comparativo através da equacao Il.

1,8x10°%4
1,6x10°4
1,4x10°4
1,2x10°4
1,0x10° 4
<8,0x10*]
6,0x10 4
4,0x10*
2,0x10"
0,01

¢A (amostra) =

Declive (amostra)

1_10—AbS(Tef)

Equacéo y=a+b*x
Intersecdo 2,80873E-5 +2,72519E-5
Declive 1,74859E-4 + 5,14982E-6
R"2 0,99654

>

= Fenalenona
Ajuste

-2,0x10*

T T

Energia do laser

10

1—10-Abs(amostra)

1,4x10°% 4
1,2x10° 4
1,0x10° o
8,010 A
< 6,0x10
4,010 A
2,0x10 4

0,0 1

Declive (ref)

* QA (ref) (1)

= "

Equacéo y=a+bx . 2'_2
Ajuste

RA2 0,9909 Erro

= -1,31065E-5 1,6045E-5 L]
Intersecéo
. 1,42016E-4 5,14067E-6
Declive

Energia do laser

Figura 3.6- Ajuste linear do valor do pré-exponencial em func¢do da energia do laser, tendo como

exemplo a referéncia (fenalenona) e a porfirina 2.2
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Nesta familia de compostos observamos uma ligeira diminuicdo dos rendimentos
quanticos de formacao de oxigénio singuleto com o aumento do numero de
substituicdes: 2.2 (porfirina monossubstituida,  $=0,74)>2.3  (porfirina
tetrassubstituida, $a=0,70); 2.4 (bacterioclorina monossubstituida, ¢»=0,47)>2.5
(bacterioclorina tetrassubstituida, $a=0,36). Este fenédmeno é atribuido a diminuigdo do
efeito de atomo pesado, uma vez que perdemos fliores com as substituicdes.!! Os

dados encontram-se sumariados na tabela 3.1.

Um fotossensibilizador pode ser descrito com um tipo muito especial de
catalisador, capaz de manter a capacidade de transformagdao quimica (ex. oxigénio
molecular para oxigénio singuleto) enquanto absorve fotdes e ndo se fotodecompde.
Neste sentido, é importante determinar o rendimento quantico de fotodecomposicao
(dpg) para avaliar a sua eficiéncia. Este é definido como a razdao entre a taxa de
transformacao quimica do fotossensibilizador e a taxa de absor¢do de fotdes e é uma
boa medida da habilidade do fotossensibilizador gerar ROS antes do seu bleaching.
Deste modo, este foi determinado pelo Doutor Fabio Schaberle do Grupo de Fotdénica e
Reatividade e os resultados encontram-se na tabela 3.1. As porfirinas 2.2 e 2.3
apresentam valores de ®pg=10x10° e 48x10®, respetivamente. A fotoestabilidade da
bacterioclorina 2.5 é ¢pq = 18x10°®, similar aos valores previamente descritos para esta
familia de compostos.'? A bacterioclorina 2.4 é a menos fotoestavel com valores de
57x10°®.

Sumariamente, verificou-se que os compostos possuem baixos rendimentos
guanticos de fluorescéncia ($pF<0,21) e rendimentos quanticos de formacao de oxigénio
singuleto adequados (pA=0,36), revelando-se candidatos bastante promissores para

aplicacdao como fotossensibilizador.
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Tabela 3.1- Dados espectroscopicos, fotofisicos e fotoquimicos das porfirinas (em tolueno) e bacterioclorinas (em etanol) sintetizadas

Capitulo 3

Entrada | Composto Absor¢do/ nm Fluorescéncia oF oA ®rp
(log ¢/Mcm™) Amax/nm X10°
Qy(1,0) | Qy(0,0) | Qx(1,0) | @x(0,0) | Q(0,0) | Q(0,1)

1 22 | 411 505 Ombro 582 636 644 712 0,035 0,74 10
(5,38) (4,15) (3,65) (3,82)

2 23 | - 413 509 Ombro 585 638 644 712 0,019 0,70 48
(4,76) (3,82) (3,45) (2,80)

3 2.4 342 372 502 743 748 0,21 0,47 57
(5,16) (5,18) (4,55) (5,03)

4 2.5 345 373 503 745 761 0,20 0,36 18
(5,19) (5,20) (4,79) (5,12)

109



Capitulo 3

3.1.2- Determinagdo de coeficientes de parti¢do octanol-agua

A afinidade de um farmaco para a membrana celular condiciona todo o processo
de absorgdo, biodistribuicdo, metabolizacdo e excre¢do, pelo que é fundamental
conseguirmos prevé-la. O processo de permeagdo consiste essencialmente na passagem
de um meio extracelular aquoso (SW°, do inglés substrate in water) para um meio
hidrofébico [lipidos membranares da monocamada externa (SM°, do inglés substrate into
the membrane) e interna (SM')], e de seguida deste para um meio aquoso intracelular

(SWi).

SWO <= SMC® «—>SM' <= Sw!

Para simular este processo e consequentemente prever o comportamento in vivo
de permeacdo de farmacos nas membranas celulares recorre-se a diversos modelos
experimentais, sendo o coeficiente de particdo octanol-agua o mais utilizado. O octan-1-
ol simula os fosfolipidos membranares, uma vez que possui uma cadeia alquilica longa e
um grupo funcional com caracteristicas de aceitador e dador de ligagGes de hidrogénio.
Além disso, dissolve uma vasta gama de compostos organicos, permite determinacdes
espectroscépicas sem interferéncias e a sua pressdao de vapor baixa origina medidas
reprodutiveis. Como fase aquosa, neste caso, foi utilizado tampao fosfato PBS (do inglés
phosphate saline buffer) com pH ajustado para 7,4, uma vez que o anel tetrapirrélico das
porfirinas possui um caracter anfotérico e sabe-se que a protonacdo ou desprotonacao
destes grupos pode afetar o coeficiente de particdo.® Este modelo possui diversas
limitagdes tais como a incapacidade de simular a agao de proteinas, que funcionam como
transportadores e recetores membranares e a dificuldade em adaptar o octanol para
refletir membranas com diferentes composicdes.® No entanto, serve como uma primeira

aproximacdo para obter dados sobre a anfifilicidade dos compostos.

O coeficiente de particdo define-se pela razdo entre a concentracdao na fase
organica (Co) e na fase aquosa (Cw). Existem na literatura dois métodos para a
determinacdo de coeficientes de particdo. O primeiro é essencialmente aplicado na
determinacdo dos coeficientes de particdo de analitos neutros e recorre a utilizacdao de
HPLC munido de uma coluna de fase reversa e utilizando como fase mével a dgua.'’ O
segundo, denominado por “shake-flash method”, consiste na agitacdo do soluto numa
mistura de PBS e octan-1-ol, seguindo-se a quantificacdo da concentracdo do composto
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nas duas fases por técnicas espectroscopicas UV-Vis ou de fluorescéncia, apds construidas
as curvas de calibragdo com os padrdes apropriados.'®? Neste trabalho foi utilizado o
segundo método recorrendo a espectroscopia UV-Vis. Deste modo, o composto foi
dissolvido num volume definido de octan-1-ol previamente saturado com PBS e em
seguida, adicionou-se a este o mesmo volume de PBS saturado com octan-1-ol. Agitou-se
a mistura vigorosamente e centrifugou-se. Apds o tratamento necessario a cada uma das
fases, descrito em pormenor no capitulo experimental (Capitulo 6), efetuaram-se os
respetivos espectros UV-Vis. De acordo com a lei de Beer-Lambert, a absorvancia é
diretamente proporcional a concentracao, pelo que podemos aplicar a férmula para o
calculo do logP, com as alteragGes necessarias: logPow = log(Absn-oct/Abspss), assumindo
gue o coeficiente de absortividade molar é igual nos dois meios. Na tabela 3.2,
apresentam-se os valores do logaritmo da razdo entre a concentracdo na fase orgénica e
a concentragdo na fase aquosa para os compostos avaliados. Para a porfirina 2.6 nao foi
possivel calcular o valor através desta metodologia, o que indica que esta possui LogP>3

(entrada 1, Tabela 3.2).

Tabela 3.2- Valores de LogP dos compostos avaliados

Entrada Composto LogP
1 2.2 >3
2 2.3 0,94
3 2.4 2,19
4 2.5 1,02

Os resultados obtidos revelam que através do nimero de funcionalizagdes com
grupos sulfonamida, conseguimos modelar significativamente a anfifilicidade das
moléculas (entrada 1 e 2, Tabela 3.2). As alteracGes no coeficiente de particdo das
porfirinas (2.2 e 2.3) e dos seus derivados reduzidos (2.4 e 2.5) ndo sao significativas, tal
como seria de esperar, dado que as modificacdes na estrutura do composto sdo minimas
e ndo ocorrem em grupos que influenciam significativamente a anfifilicidade. A diferenca
entre os compostos 2.2 e 2.4 deve-se a dificuldade de detecdo, uma vez que quando os
coeficientes de particdo sdo superiores a 2, a amostra presente na fracdo aquosa é tdo

diminuta que se torna dificil o seu cdlculo.
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Em trabalhos anteriores do grupo, descreveu-se a 5,10,15,20-tetrakis(2,6-
difluoro-5-N-metilsulfamoilfenil)porfirina, na qual a N-metilsulfonamida se encontra
ligada ao anel fenilico pelo d&omo de enxofre, com um logP=2,74.2° A porfirina 2.3
sintetizada no ambito do trabalho apresentado nesta dissertacdo é constituida pela
mesma sulfonamida, todavia, a ligacdo ao anel fenilico ocorre de modo inverso.
Surpreendentemente, no nosso estudo o efeito da inversao referida provoca uma
diminuicdo abrupta no coeficiente de particdo (logP=0,94), mesmo com a presenca
adicional de dois &tomos de flior em cada anel fenilico que, segundo dados da literatura,
deveriam aumentar a lipofilicidade.?! Esta altera¢do no logP pode ser interpretada pela
acidez relativa do protdo NH no composto 2.3, cuja carga negativa é muito mais
estabilizada, uma vez que se encontra em ressonancia com o grupo sulfoxido e com o anel

aromatico, diferindo do descrito na literatura.?®

3.1.3- Avaliagdo da atividade antibacteriana

Estes estudos foram realizados por Carolina S. Vinagreiro, na sua deslocacdo ao

grupo de bioinorganica e fotoquimica da Jagiellonian University, em Cracévia na Poldnia.

Para determinar e comparar os efeitos antibacterianos de porfirinas (2.2 e 2.3) e
bacterioclorinas (2.4 e 2.5), selecionaram-se bactérias Gram-negativo e Gram-positivo de
2 estirpes distintas: Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 29213.0
protocolo (Figura 3.7) iniciou-se pela preparacdo de uma suspensdo de cada estirpe
bacteriana em estudo a partir de colénias puras em Muller Hinton, de forma a alcancgar
um padrao de turvagdo equivalente ao padrdao de 0,5 da escala de McFarland, que
corresponde a 1,5x102 unidades formadoras de colénias (UFC)/mL. De seguida, varias
placas de 96 pocos estéreis foram preparadas com pogos contendo diferentes
concentragdes dos fotossensibilizadores 2.2-2.5 (entre 1 a 100 uM), aos quais foram
adicionados 10 plL do indculo anteriormente preparado. As placas foram colocadas em
agitacdo durante 1 hora no escuro. De seguida, um grupo de células foi exposto a luz (10
J/cm?) e 0 outro permaneceu no escuro. Apds irradiacio, as amostras s3o diluidas em PBS,
agitadas e adicionadas a placas de Petri. Por ultimo, as placas foram incubadas na estufa
a 37 °C durante 18 a 24 horas. Apds este periodo, a viabilidade das bactérias foi avaliada

pela contagem do nimero de coldnias formadas (UFC/mL). Para cada composto, o ensaio
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foi feito em duplicado e reproduzido, em trés ensaios independentes, e os resultados

encontram-se sumariados na figura 3.8.

Figura 3.7- Fotografias dos diferentes passos do protocolo experimental: A) Adi¢do do indculo por
Carolina S. Vinagreiro; B) Incubacdo no escuro; C) Irradiacdo da placa de 96 pocgos
(porfirinas, luz azul e bacterioclorinas, luz vermelha); D) Adicdo das amostras a placa

de Petri; E) Placa de Petri obtida para E. coli ATCC 25922 com 10 uM do composto 2.3
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A) S. aureus B) E. coli
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Figura 3.8- Efeito da inativagdo fotodinamica em fungdo da concentragdo em A) S. aureus ATCC
29213; B) E. coli ATCC 25922. Os resultados indicados como toxicidade no escuro sdo

para a concentracdo maxima (100 uM)

Fazendo uma observagdo comparativa, pode notar-se um efeito bactericida
significativamente mais elevado para os PSs monossubstituidos 2.2 e 2.4 do que para os
tetrassubstituidos 2.3 e 2.5, assim como uma inativagdo maior causada pelas
bacterioclorinas do que pelas porfirinas correspondentes. O PS mais ativo revelou ser a
bacterioclorina 2.4, uma vez que a incubacdo com 100 uM deste fotossensibilizador,
seguida deirradiacao, causou uma reduc¢ao de 7 logio na viabilidade de ambas as espécies
(S. aureus e E.coli) (Figura 3.8). Além disso, 100 uM de 2.3 e 2.5 foram necessarios para
atingir 4 logio e 7 logio de fotoinativacdo de S. aureus ATCC 29213 (Figura 3.8, A),
respetivamente, indicando que esta é a estirpe mais sensivel ao tratamento aPDT com
estes compostos. Relativamente a porfirina tetrassubstituida 2.3, geralmente apenas uma
reducdo de 1 logio foi possivel para ambas as estirpes. Em concentracoes inferiores ndo

se observou inativacao total em nenhuma das estirpes analisadas.

Por outro lado, a incubagcdo no escuro com fotossensibilizadores em
concentracOes abaixo de 100 uM sé demonstrou efeito sobre S. aureus ATCC 29213
(Figura 3.9). Como se pode observar, a bacterioclorina 2.5 s teve efeito na concentragdo
mais alta (100 uM), enquanto a correspondente porfirina 2.3 demonstrou uma atividade
crescente com a concentracao. Mais uma vez, a porfirina 2.2 foi a mais ativa, causando

uma reducdo de 1 logip com apenas 10 uM. Como mencionado anteriormente, o grupo

114



Capitulo 3

sulfonamida constituinte destes fotossensibilizadores pode atuar como inibidor
competitivo da enzima diidropteroato sintase, envolvida na sintese do folato. Assim, a
atividade antibacteriana no escuro poderd ser devido as propriedades antibacterianas

intrinsecas do grupo sulfonamida.

10° = T T T
0 1 10 100

[Ps]/ M

Figura 3.9- Toxicidade no escuro em funcdo da dose de fotossensibilizador para a estirpe

Staphylococcus aureus ATCC 29213

Como mencionado anteriormente, a distribuicao celular de um fotossensibilizador
influencia a sua toxicidade durante a inativacdo bacteriana. Portanto, para racionalizar o
efeito bactericida de cada fotossensibilizador, avaliamos a sua internalizagdo nas células
bacterianas por microscopia de fluorescéncia. Para esta experiéncia, as suspensdes de E.
coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 29213 foram incubadas durante 1 hora com os
fotossensibilizadores (5 uM) no escuro a temperatura ambiente. Apds este periodo de
incubacdo, o fotossensibilizador nao ligado foi lavado por centrifugacdo e as células
ressuspendidas em PBS sem Ca?* e Mg?*. Os sedimentos foram dissolvidos em SDS a 10%
durante pelo menos 24 horas e os lisados foram utilizados para medicbes de
fluorescéncia.

Os resultados apresentados na figura 3.10 demonstram que as porfirinas
apresentaram maior internalizacdo celular do que as correspondentes bacterioclorinas.
Essa tendéncia tem sido relatada para células eucaridticas cancerigenas e nao-
cangerigenas,?? 23 e pode estar relacionada com a n3o planaridade da bacterioclorina, que
dificulta sua passagem através da membrana. Relativamente as porfirinas, a introducdo
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de grupos sulfonamida, que tornam a molécula mais hidrofilica (2.3), resultou numa
menor internalizagdo para ambas as classes de microorganismos. Esse comportamento é
esperado, uma vez que as paredes celulares sdo constituidas por lipopolissacarideos e,
consequentemente, as moléculas anfifilicas conseguem ter uma maior permeabilidade

membranar.
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Figura 3.10- Dados de internalizagdo celular para as porfirinas 2.2 (MonoP) e 2.3 (TetraP) e as

Bacterioclorinas Porfirinas

bacterioclorinas 2.4 (MonoB) e 2.5 (TetraB)

Estes resultados podem explicar a atividade antibacteriana superior da porfirina
2.2 em relacdo a 2.3, embora ndo justifiquem a atividade antibacteriana geralmente
superior das bacterioclorinas em relacao as suas porfirinas correspondentes.

Assim, numa tentativa de compreender estes resultados, decidiu-se avaliar a

natureza das ROS geradas em solugdo por cada fotossensibilizador no interior de uma
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célula bacteriana (S. aureus ATCC 29213), utilizando sondas especificas sensiveis a radicais
hidroxilo, como a 3'-(p-hidroxifenil) fluoresceina (HPF) e 3'-(p-aminofenil) fluoresceina
(APF) e a oxigénio singuleto, como o Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG). Como
representado na figura 3.11, as porfirinas praticamente nao geram radicais OH:, por outro
lado as bacterioclorinas sdo capazes de o gerar em grandes quantidades. Essa capacidade
da bacterioclorina em produzir oxigénio singuleto e radical hidroxilo em altos niveis é a
principal razdo para sua maior atividade antibacteriana comparativamente com a

atividade da porfirina estruturalmente semelhante.
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Figura 3.11- Intensidade de fluorescéncia das sondas de ROS no interior da bactéria S. aureus

3.1.4-Estudos de cito e fototoxicidade

Estudos de citotoxicidade foram realizados numa linha imortalizada de
gueratindcitos humanos (HaCaT), células constituintes da nossa pele, uma vez que, tal
como referido, se pretende uma utilizacdo tdépica destes compostos. As células foram
plagueadas com uma concentracdo de 5.000 células por poco. De seguida, as células
foram incubadas com diferentes concentra¢ées do potencial farmaco (0-100 uM). Células

controlo, sem adicdo do composto, sdo incubadas nas mesmas condi¢des. Passado 24
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horas, remove-se o PS, lavam-se as células com PBS e avalia-se a viabilidade celular com
recurso ao método do MTT. Basicamente, neste método, células viaveis com metabolismo
ativo convertem o reagente MTT em um produto de colorac¢do roxa (formazan), enquanto
células mortas nao sdo capazes de realizar essa conversdo. Foram realizados trés ensaios
independentes, cada um com pogos em triplicado. A andlise dos resultados encontra-se

em registo grafico na figura 3.12.
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Figura 3.12- Citotoxicidade no escuro dos fotossensibilizadores 2.2-2.5 realizada com a linha

celular HaCaT

Na figura observa-se que foi possivel obter taxas de viabilidade celular préximas
de 100% para concentracoes até 25 uM para todos os fotossensibilizadores. Além disso,
verifica-se que uma similaridade na toxicidade destes. No entanto, observa-se também
gue os compostos na concentracdao de 100 uM, aquela em que se observou inativacdo
total de bactérias (7 logio, Figura 3.8), apresentam toxicidade, com uma diminuicdo de
cerca de 20% na viabilidade celular.

A fototoxicidade foi realizada nas mesmas condi¢cdes, usando a fonte de luz
descrita acima, com uma dose de luz de 10 J/cm? e os dados encontram-se compilados na
figura 3.13. Observa-se uma diminuicdo da viabilidade celular nas concentracbes mais
baixas utilizadas, atingindo uma diminuigdao de 20% no caso da porfirina e bacterioclorina

monosubstituida 2.2 e 2.4 e 40-50% no caso da porfirina e a bacterioclorina
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tetrasubstituida 2.3 e 2.5, com a concentra¢do de 100 uM. Desta forma, podemos concluir
que os compostos apresentam cito e fototoxicidade nas concentragdo necessarias para

uma inativacdo total de S. aureus e E. coli.

100 +
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Figura 3.13- Fototoxicidade dos fotossensibilizadores 2.2-2.5 realizada com a linha celular HaCaT.

Uma dose de luz de 10 J/cm? foi utilizada para as porfirinas e para as

bacterioclorinas

Dado que os resultados planctdonicos obtidos com os fotossensibilizadores
bimodais ndo foram muito promissores, ndo prosseguimos os estudos com esta familia

em bactérias multirresistente e biofilmes.

3.2- Avaliagdo de fotossensibilizadores catidnicos do tipo imidazolil porfirinas

Relativamente a esta familia, comeca-se por relembrar as estruturas dos
fotossensibilizadores catidnicos sintetizados, representadas na figura 3.14. Recorda-se
gue com a sua modelacdo pretendemos avaliar a influéncia nas suas propriedades da
presenca ou auséncia de um metal central; do nimero de cargas positivas (2 ou 4) e da

diferenca de pesos moleculares (563,96 a 754,20 Da).
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Figura 3.14- Compostos preparados da familia dos fotossensibilizadores catiénicos do tipo

imidazolil porfirinas

3.2.1- Caracterizagao fotofisica e fotoquimica

Uma vez que a natureza de um espectro de emissao por fluorescéncia de porfirinas
ja foi discutida no ponto 3.1.1, passa-se de imediato a sua analise. Deste modo, observa-
se que os espectros de emissdao dos complexos metdlicos, 2.8 e 2.11, foram semelhantes,
observando-se que a banda correspondente a transicdo Q(0,0) é superior em intensidade
relativamente a banda Q(0,1), inversamente ao que ocorre com a TPP e com a porfirina
de base livre 2.7 (Figura 3.15). A presenca de um metal central pode induzir diferencas na
geometria dos estados, aumentando a sobreposicdo entre a fungdo de onda do nivel
vibracional zero do estado excitado e o primeiro nivel vibracional do estado fundamental.
Consequentemente, a probabilidade de ocorrerem transicbes entre estes aumenta,

justificando assim a alteracao da intensidade relativa das bandas.
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Figura 3.15- Espectros de fluorescéncia normalizados da referéncia em tolueno e das porfirinas

2.7,2.8e2.11 em PBS e PBS/DMSO (0,6%), respetivamente, com excitacdo a 418 nm

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia e de formacao de oxigénio singuleto
das porfirinas foram determinados usando as metodologias previamente descritas e

encontram-se apresentados na tabela 3.3.

Relativamente aos rendimentos quanticos de fluorescéncia, estes sao
relativamente baixos, sendo o valor mais elevado obtido para a porfirina 2.7 ¢r=0,14 *
0,04 (Tabela 3.3, entrada 3), comportamento expectavel uma vez que esta porfirina é uma
base livre. Por outro lado, tal com esperado, os rendimentos quanticos de formacdo de
oxigénio singuleto seguem a ordem inversa dos rendimentos quanticos de fluorescéncia,
obtendo-se o valor mais elevado para a porfirina ndo simétrica 2.11 ¢»=0,75 (Tabela 3.3,
entrada 6). Obedecendo ao efeito de dtomo pesado,'! ambos os complexos metélicos,

2.8 e 2.11, apresentam valores superiores a base livre 2.7.

Adicionalmente, foi realizada uma experiéncia para o calculo do rendimento
guantico de fotodegradacdo, verificando-se que ambos os fotossensibilizadores possuem
elevada fotoestabilidade mesmo quando comparados com Zn-TMPyP descrita como

muito fotoestdvel?* (bpg= 4x107° e 8x107%, respetivamente para 2.7 e 2.11).
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Tabela 3.3- Dados espectroscépicos, fotofisicos e fotoquimicos das porfirinas sintetizadas, PBS ou PBS/DMSO (0,6%),

Capitulo 3

Entrada | Composto Absor¢do/ nm Fluorescéncia br ba Prd
(log e/Mtcm™) Amax/nm
B Qy (1,0) | Qy(0,0) | Qx(1,0) | Qx(0,0) | Q(0,0) Q(0,1)
1 2.6 420 513 552 587 658 - - - - -
(5,31) | (4,14) | (ombro)| (3,67) (3,59)
2 2.7 407 507 541 579 630 636 701 0,14 +£0,04 0,18+0,01 4x107>
(5,22) (4,17) (3,73) (3,79) (3,78)
3 2.9 406 500 535 573 627 - - - - -
(4,83) (3,75) (3,54) (3,37) (3,12)
B Q(1,0) Q (0,0) Q (0,0) Q(0,1) oF oA
4 2.8 417 556 (4,23) 586 (4,03) 593 648 0,13+0,03 | 0,44+0,01 ]
(5,43)
5 2.10 415 545 (3,14) 581 (2,94) - - - - -
(4,29)
6 211 406 540 (3,09) 573 (3,34) 593 644 0,10x0,02 0,75%0,09 8x107°®
(4,37)
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3.2.2- Determinagdo de coeficientes de particdo

O calculo do coeficiente de particdo desta familia de compostos foi efetuado
usando uma metodologia similar a descrita no ponto 3.1.2, com exceg¢ao de que neste
caso optou-se por se calcular a concentragao através da medicao da fluorescéncia. Esta
mudanga no protocolo deveu-se a uma necessidade de aumentar a sensibilidade da
técnica, uma vez que, como os compostos sdo catidnicos, se previa uma reduzida
concentragdo na fragdao do octan-1-ol. Na tabela 3.4 apresentam-se os valores

determinados.

Tabela 3.4 - Valores de logP dos compostos avaliados

Entrada Composto LogP
1 2.8 -1,81 +/-0,41
2 2.11 -1,16 +/- 0,08

Os resultados obtidos revelam que, tal como esperado, o nimero de cargas
positivas aumenta a hidrofilicidade do fotossensibilizador (2 cargas 2.11 (Tabela 3.4,
entrada 2) <4 cargas 2.8 (Tabela 3.4, entrada 1)). No entanto, ambas as porfirinas

catidnicas apresentam valores de coeficientes de particdo negativos.

3.2.3- Avaliagdo da atividade antibacteriana

Para avaliar a atividade antibacteriana das porfirinas catiénicas com diferentes
pesos moleculares, auséncia ou presenca de Zn(ll) e nimero de cargas positivas
selecionaram-se trés espécies bacterianas, uma Gram-positivo e duas Gram-negativo.
Esta escolha foi efetuada tendo em conta a elevada incidéncia de infe¢cGes causadas por
essas bactérias e/ou a elevada prevaléncia de resisténcias aos antibidticos em
determinadas espécies dessas bactérias a nivel local e global, de acordo com a lista
prioritdria emitida pela Organizacdo Mundial de Saude.?®> Assim, na avaliacdo da
atividade antibacteriana u saram-se estirpes da American Type Culture Collection
(ATCC), nomeadamente Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 e Staphylococcus aureus ATCC 29213. Para a realizacdo destes estudos foi
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utilizado, como fonte de irradiagao, um LED desenhado e construido no Departamento
de Quimica da Universidade de Coimbra, com um maximo de emissdo a 415 nm e com

uma poténcia constante de 4 mW/cm? (Figura 3.16 -B).

Figura 3.16- Fotografias dos diferentes passos do protocolo experimental: (A) crescimento das
coldnias puras; (B) irradiacdo da placa de 96 pocos; (C) preparagdo das placas de
Petri utilizadas nos estudos; (D) placa de Petri obtida para E. coli ATCC 25922 com
100 nM do composto 2.8; (E) placa de Petri obtida para E. coli ATCC 25922 com 10

nM do composto 2.8
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Os estudos foram iniciados pela otimizacdo do tempo de incubacgdo, usando
como modelo o fotossensibilizador 2.8 e as estirpes E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC
29213. Seguindo o protocolo experimental descrito na seccdo 3.1.3 (Figura 3.16), o
fotossensibilizador foi incubado no escuro, com 1 uM de 2.8, por diferentes tempos (15-
60 minutos) e de seguida irradiado com luz azul (415 nm, dose de luz 1,36 J/cm?) usando
a fonte de luz descrita acima. Observou-se que para obter uma inativacao completa das
bactérias de ambas as estirpes, é necessaria uma incubacdo minima de 60 minutos
(Figura 3.17), tendo-se selecionado este tempo de incubagdao para os estudos

subsequentes.

E.coli
S.aureus

Fkkk
103 - *kkk

-
Zj ke KERE koo Kokokok
LL
D

101 -

10° . . - ——
15 30 45 60

Tempo de incubagéo (min)

Figura 3.17- Otimizac3o do tempo de incubac¢do com 1 uM de 2.8 e dose de luz de 2 J/cm? a 415

nm

Apds otimizar o tempo de incubacdo, suspensdes das bactérias, em PBS, foram
tratadas com diferentes concentracdes dos fotossensibilizadores 2.7, 2.8 e 2.11 (entre
0 e 1 uM), tal como descrito no protocolo anterior. Para cada composto, o ensaio foi
realizado em duplicado e reproduzido, em trés ensaios independentes, e os resultados

encontram-se sumariados na figura 3.18.

O fotossensibilizador 2.8 demonstrou um efeito bactericida relativamente forte,
sem precedentes, causando a eliminacdo completa de todas as estirpes de bactérias

testadas, quer Gram-negativo quer Gram-positivo, a concentracbes de 1 e 0,1 UM
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(reducdo 7 logio, Figura 3.18 -B). Este nivel de redu¢do corresponde a um agente de
desinfecdo de alto nivel de acordo com os pardmetros da FDA. 26 Por outro lado, a sua
correspondente base livre 2.7 também conseguiu atingir este elevado nivel de
inativacdo bacteriana com 1 UM mas ndo em concentragdes inferiores, demonstrando a
importancia da presenca do Zn(ll) como metal central para uma inativacdo mais eficaz
(Figura 3.18-A). Tal como se pode verificar na tabela 3.3, a produgdo de oxigénio

singuleto na porfirina metalada 2.8 é 2,4 vezes superior ao da desmetalada.

Interessantemente, uma reducdo de 3,5-5,5 logio foi ainda observada com

apenas 10 nM do PS 2.8 (Figura 3.18-B).

A) 2.7

UFC/mL

Y
FASwAN

S. aureus E.coli P. aeruginosa S.aureus  E.coli P aeruginosa

C) 211
101

10°
10°7
107
10°]
10?1
10"

10°"
S. aureus E. coli P. aeruginosa

UFC/ mL

Figura 3.18- Resultados plancténicos de aPDT para vdrias concentragbes dos
fotossensibilizadores (A) 2.7 (B) 2.8 (C) 2.11 com um tempo de incubagdo de 60

minutos e uma dose de luz de 1,36 J/cm?

Relativamente ao fotossensibilizador com menor nimero de cargas e peso
molecular, PS 2.11, uma total inativacao foi observada para S. aureus ATCC 29213 e E.

coli ATCC 25922, com concentrac¢des de 1 uM (reducdo 7 logio, Figura 3.18 -C), atingindo
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o limiar de dete¢do dos nossos métodos. Adicionalmente uma reducdo de 1,5-2 logio foi
observada para as mesmas estirpes com 100 nM. O fotossenbilizador foi menos ativo
contra a estirpe de P. aeruginosa ATCC 27853, demonstrando uma inativacdao de 3,5
logio com 0,1 uM. Colocou-se a hipétese de no caso da estirpe de P. aeruginosa esta
diminuicdo de atividade ser devida a produc¢do de um pigmento de cor verde, uma vez
que varias evidéncias na literatura apontam para a sua capacidade em inativar a
producdo de ROS.%?” 28 No entanto, ndo foi possivel obter uma estirpe em que ndo ocorre
a producao deste pigmento para corroborar esta teoria.

Deste modo, podemos concluir que nas estirpes avaliadas em fase plancténica o
fotossensibilizador 2.8, com quatro cargas positivas e metal central zinco, apresenta-se
como um dos fotossensibilizadores mais eficientes para inativagdao bacteriana, em
solucdo, descrito até ao momento na literatura.

Estes resultados extremamente promissores encorajaram a expansao do estudo
para bactérias multirresistentes, para ambos os complexos metalicos 2.8 e 2.11. Assim,
estirpes resistentes foram recolhidas do Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra,
tendo-se selecionado cinco estirpes: duas de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA, SalCHUC e Sa2CHUC) coletadas da pele de um paciente queimado e
outra resultante de uma infecdo cirdrgica abdominal, respetivamente (ambas
resistentes a todos os antibidticos beta-lactdmicos e também a quinolonas);
Acinetobacter baumannii 141HUC isolada da pele de um paciente queimado e
altamente resistente a todos os antibidticos beta-lactamicos e também a carbapenenos,
quinolonas, gentamicina e netilmicina; Escherichia coli 189 resistente a todos os
antibidticos beta-lactamicos e a colistina e Klebsiella pneumonia 6 (infecées do trato
urindrio e do trato respiratério), considerada extremamente resistente a todos os

antibidticos beta-lactamicos, aminoglicosideos e quinolonas.

O protocolo experimental foi similar ao descrito anteriormente, com o reforgo
da protecao individual, e os resultados encontram-se sintetizados na figura 3.19. Mais
uma vez, o PS 2.8 demostrou um extraordinario efeito bactericida causando a morte
completa de todas as estirpes multirresistentes na concentracdo de 1 uM (redugdo de 7
logio). Curiosamente, uma reducdo de cerca de 3 logio foi observada para todas as

estirpes com apenas 100 nM. Por outro lado, o fotossensibilizador 2.11 produziu uma
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eliminagcdo completa das estirpes MRSA SalCHUC e ACI141 Hu na concentragdo de 1 uM
(reducdo de 7 logio), no entanto, nas restantes espécies apenas se observou uma

reducao de 4,5 logio.
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Figura 3.19- Resultados plancténicos de aPDT para vdarias concentracdes dos
fotossensibilizadores (A) 2.8 (B) 2.11 com um tempo de incubacdo de 60

minutos e uma dose de luz de 1,36 J/cm? em bactérias multirresistentes

Vérios autores relataram a eficiéncia antibacteriana de porfirinas cationicas, tal
como descrito nas tabelas 1.1 e 1.2 do capitulo 1. Todavia, os resultados descritos sao
dificeis de serem comparados com os obtidos neste trabalho, principalmente devido a
utilizacdo de diferentes sistemas de irradiacao e doses de luz. No entanto, empregando
doses relativamente superiores (6 J/cm?) as utilizadas neste trabalho (1,36 J/cm?) e 7,81
UM de uma porfirina substituida em quatro posicdes com o residuo lisina, Liu®®
descreveu uma inativacdo total de MRSA, P. aeruginosa e E. coli (7 logio). Além disso, a
fotoinativacdo mediada por uma porfirina dicatidnica ndo simétrica (XF73) apresentou
uma reducao >5,8 e 4,5 logip de CFU quando S.aureus e E.coli, respetivamente, foram
tratadas com 10 uM do fotossensibilizador XF73 e uma dose de luz de 13,7 J/cm?. 3° Por
outro lado, com a mesma dose de luz (13,7 J/cm?), Reddi 3! relatou uma inativacdo total
de S. aureus (7 logio) e uma inativacdo parcial de E. coli (5 logio) mediada por 0,5 e 15

UM, respetivamente, de 5-(4-carboxifenil)-10,15,20-triquis(4-piridil)porfirina. Os
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restantes autores empregam doses de luz ou concentracdo de fotossensibilizador

superiores. 325

De acordo com o nosso conhecimento, uma fotoinativacdo total (7 logio) de
bactérias, Gram-positivas e Gram-negativas, com concentra¢bes tdao baixas de
fotossensibilizador (100 nM-1 uM) e doses de luz (1,36 J/cm?) é um dos melhores

resultados descritos na literatura até Setembro de 2019.

Tal como abordado no capitulo 1 desta tese, outra questdo complexa
considerada critica pela OMS sdo as infecdes causadas por bactérias com formacdo de
biofilmes, uma vez que estas podem ser 10-1000 vezes mais resistentes aos agentes
antimicrobianos que as bactérias planctdnicas e, consequentemente, extremamente
dificeis de erradicar.”® Neste sentido, para avaliar a atividade antibacteriana em
biofilmes dos fotossensibilizadores sintetizados, foi feita uma desloca¢do ao grupo do
professor Vanderlei Bagnato em Sao Carlos, Brasil. Para este fim, selecionou-se a estirpe
Gram-positivo de Staphylococcus aureus ATCC 25925. Para a avaliagdo da
suscetibilidade de biofilmes a fotossensibilizacdo, foi desenhada e construida pelo
Laboratério de Suporte Técnico do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (Universidade de Sao
Paulo) uma Biotable®. Esta é composta por 24 ldampadas LED e emite luz em
comprimentos de onda entre 400-700 nm, com uma poténcia constante de 30 mW/cm?

(Figura 3.20).

Prottipo I0mWiem* )
BioTable Branco

Figura 3.20- Protdtipo da Biotable® construida no decurso deste trabalho
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A primeira fase da formacdo do biofilme consiste na adesdo da bactériaa uma
superficie. Neste sentido, suspensdes bacterianas (preparadas previamente, tal como
descrito detalhadamente no capitulo 6 desta Tese) foram inoculadas em placas de 24
pogos de poliestireno por 24 horas a 37 °C. Apés a formacgdo dos biofilmes, estes foram
incubados no escuro com concentracdes e tempos de incubacao otimizados para cada
fotossensibilizador (5,2 nM, 30 minutos e 1 uM, 60 minutos para 2.8 e 2.11,
respetivamente). De seguida, uma das placas é iluminada com recurso a Biotable® e a
outra mantida no escuro. Apds irradiagdo ou incubagdo no escuro, as amostras sao
raspadas e diluidas em PBS, agitadas e colocadas em placas de Petri. As placas sdo
incubadas na estufa a 37 °C durante 24 horas. Apds este periodo, a viabilidade das
bactérias foi avaliada pela contagem do nimero de colénias formadas (UFC/mL). Para
cada composto o ensaio foi realizado em triplicado e reproduzido em trés ensaios

independentes. Os resultados encontram-se sumariados na figura 3.21.
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Figura 3.21- Resultados de aPDT em biofilmes de S. aureus ATCC 25925 para varias doses de luz
(A) 2.8 (B) 2.11 sob irradiagdo com uma Biotable®, que emite luz em comprimentos

de onda entre 400-700 nm, com uma poténcia constante de 30 mW/cm?.

Uma inativagao de 5,7 logio foi observada para o PS 2.8 com apenas 1 uM e uma
dose de luz de 12 J/cm?. No entanto, extraordinariamente, observou-se uma inativacdo
praticamente completa (6,9 logio) com a menor concentragdo testada do PS 2.11 (5,2

nM) e uma dose de luz de apenas 5 J/cm?.
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Os resultados obtidos na inativagdo de biofilmes com os compostos
desenvolvidos no decorrer do trabalho descrito nesta Tese sdo os melhores descritos
até ao momento. Previamente, Cunha®’ reportou a inativacdo de 6,3 logio com doses de
fotossensibilizador  (5,10,15,20-tetraquis(N-metil-4-piridil)porfirina, 20 uM) e
intensidade de luz bastante superior (64,9 J/cm?). Outros dois estudos realizados em
biofilmes de S. aureus ATCC 25925 ndo conseguiram atingir inativagdes superiores a 3
log1o. Speziale®® descreveu a reducdo em 1,2 logio na viabilidade de biofilmes com 10
UM de 5,10,15,20-tetraquis(N-metil-4-piridil)porfirina aplicando uma dose de luz entre
150-200 J/cm?. Recentemente, Casas® relatou a inativacdo de 3 logio com 20 uM de
uma porfirina neutra, 5,10,15,20-tetraquis[4-(3-N,N-

dimetilamoniopropoxi)fenil]porfirina, com uma dose de luz de 180 J/cm?.

Face aos extraordindrios resultados obtidos, decidiu-se realizar microscopia
confocal dos biofilmes de S. aureus, de forma a estudar as caracteristicas dos biofilmes
formados e compreender as diferencas observadas na atividade de ambas as porfirinas.
Deste modo, os biofilmes foram colocados a crescer durante 24 horas, em placas

adequadas a observagdao em microscopia, tal como se observa na figura 3.22.

Figura 3.22- Protocolo experimental para o crescimento de biofilmes em placas de microscopia

confocal

Primeiramente, observaram-se as placas ao microscépio, tendo sido possivel
identificar a formacao de biofilmes com espessura média de 20 um, encontrando-se um

deles representado na figura 3.23.
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Figura 3.23- Imagens 3D de microscopia confocal do biofilme de S. aureus formado

De seguida, solucdes de 1 uM de ambos os compostos foram adicionados a
placas independentes e a intensidade de fluorescéncia no interior do biofilme foi
seguida ao longo do tempo de incubagdo de cada composto (30 min e 1 h para os
fotossensibilizadores, 2.8 e 2.11, respetivamente), representado no grafico da figura
3.24. Nao foi possivel utilizar a concentracao de 5,2 nM para este estudo no caso do
composto 2.11 devido a dificuldade em detetar fluorescéncia (é de notar que, para além
da baixa concentracao, este possui baixo rendimento quantico de fluorescéncia, ¢r=0,10
+ 0,02, Tabela 3.3). Tal como se observa na figura 3.24, no caso do composto 2.11, a
intensidade de fluorescéncia no interior do biofilme aumenta bastante mais em relagao
ao composto 2.8, demonstrando uma elevada acumulag¢do deste composto no interior

dos biofilmes.
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Figure 3.24- Intensidade de fluorescéncia no interior dos biofilmes monitorizada por

microscopia confocal durante o periodo de incubag¢do de cada fotossensibilizador

Foram ainda adquiridas imagens 3D apds o tempo de incubacdo, que e se
encontram na figura 3.25, A e B, e gravados videos que acompanham este tempo.
Nestas, observa-se de uma forma clara e visual a diferenga de localizagdo preferencial
de cada composto, sendo que o fotossensibilizador 2.8 se localiza maioritariamente na

zona planctoénica e o0 2.11 no interior do biofilme.
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/ /Biofilme

133



Capitulo 3

Y(um)

05 Planctonico

20 \4 Biofilme

Figura 3.25- Imagens 3D de microscopia confocal do fotossensibilizador (A) 2.8 e (B) 2.11 apds

o periodo de incubag¢do em biofilmes de S. aureus

Desta forma, a microscopia confocal permitiu-nos compreender a diferenca na
inativacdo bacteriana observada, demonstrando que o fotossensibilizador 2.11 possui
uma maior atividade devido a sua capacidade de difusdo e penetracdao em biofilmes.
Formulou-se a hipdtese destes resultados serem atribuidos ao menor peso molecular,
conjugado com a reducdo do numero de cargas e consequente aumento da
anfifilicidade. Para racionalizar estes dados, foram efetuados calculos computacionais

que se descrevem na secgao seguinte.

3.2.5- Comparag¢ao com o melhor fotossensibilizador descrito na literatura

Face aos extraordinarios resultados obtidos no decorrer do trabalho, decidimos
realizar uma comparacdo critica com o fotossenbilizador mais estudado em aPDT e que
apresenta dos melhores resultados descritos até ao momento em biofilmes, a Zn-
TMPyP (Figura 3.26). Tal como referido acima, a Zn-TMPyP é responsavel pela
inativacdo de 6,3 logio em biofilmes de S. aureus com 20 uM de fotossensibilizador e

doses de luz de 64,9 J/cm?. >’
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Figura 3.26- Estrutura da Zn-TMPyP, usada como comparativo neste trabalho

Os estudos comparativos iniciaram-se pela realizacdo de ensaios com bactérias
em solucdo, quer de estirpes ATCC, quer multirresistentes coletadas no Hospital da
Universidade de Coimbra, utilizando exatamente o mesmo protocolo previamente
descrito para os fotossensibilizadores desenvolvidos no decorrer deste trabalho (60
minutos de incubac¢do e uma dose de luz de 1,36 J/cm?). A concentracdo selecionada foi
de 1 uM, uma vez que foi a concentracdo necessdria para o PS 2.8 inativar todas as
estirpes bacterianas (Figura 3.18 e 3.19). Os resultados encontram-se sumarizados na

figura 3.27.

UFC/mL

S.a Ecoli Pa MRSA MRSA  ACl Kp E.coli
SalCHUC Sa2CHUC141Hu 189

Figura 3.27- Resultados planctdnicos de aPDT para a Zn-TMPyP com um tempo de incubac¢do de

60 minutos e uma dose de luz de 1,36 J/cm?

Como se pode observar na figura 3.27, na mesma concentragdo que o PS 2.8

consegue inativar todas as estirpes bacterianas (1 uM), a Zn-TMPyP provoca uma
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reducdo de apenas 0,5-1,5 logip em estirpes ATCC e de 0-0,5 logio em bactérias

multirresistentes, sendo este um efeito praticamente nulo.

Numa tentativa de racionalizacdo destas diferencas tdo notdrias entre os
fotossensibilizadores desenvolvidos no decorrer do trabalho apresentado nesta Tese e
o descrito na literatura, realizaram-se calculos de DFT. Os cdlculos foram realizados pelo
laboratério de Sistemas Multicomponentes do Centro de Quimica de Coimbra no
Departamento de Quimica da FCTUC, pelo Prof. Doutor Alberto Canelas Pais e pela
Doutora Sandra C.C. Nunes. As estruturas foram otimizadas no nivel de teoria de DFT,
usando o hibrido funcional B3LYP e a base de fun¢bes convencional 6-31G (d, p). Nas
figuras 3.28 e 3.29 apresentam-se as estruturas moleculares dos complexos de base livre

e das metaloporfirinas catiénicas otimizadas.

TMPyP
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J 9

DMPyP

Figura 3.28- Estruturas moleculares de porfirina catidnicas de base livre otimizadas ao nivel

B3LYP/6-31G(d,p)

2.11
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Zn-TMPyP

Q

Zn-DMPyP

Figura 3.29- Estruturas moleculares de complexos de zinco de porfirina catidnicas otimizadas

ao nivel B3LYP/6-31G(d,p)

Os valores dos angulos diedros que definem a orientacdo relativa do anel
aromatico dos substituintes relativamente ao macrociclo central, calculados utilizando

o programa Gaussian, encontram-se na tabela 3.5.

Tabela 3.5-Angulos diedros calculados pelo Gaussian, que indicam a orientacdo do anel

substituinte relativamente ao macrociclo, em cada uma das posi¢cGes meso das porfirinas.

Posi¢cdo no 2.8 2.10 211 Zn-TMPyP DMPyP Zn-DMPyP
macrociclo
5 92,2° -97,3° 82,5° 65,6 ° -50,8 ° 55,0°
10 92,7° - - 69,1° - -
15 87,2° 103,0° | 101,9° 65,4 ° 50,8 ° 124,8°
20 91,0° - - 115,0° - -
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Os calculos revelaram que o substituinte 1,3-dimetilimidazol-2-il leva a angulos
diédricos muito préximos de 90 °, ao passo que tais angulos em porfirinas com
substituintes N-metilpiridil sdo muito menores. Isto significa que o anel imidazole é

guase ortogonal ao macrociclo, ndo sendo o mesmo verdade para o anel piridil.

As figuras 3.30 e 3.31 apresentam as cargas de Mulliken para as porfirinas
catidnicas de base livre e os respetivos complexos de zinco (ll). Estes calculos revelam
que os atomos de hidrogénio dos grupos metilo ligados aos dtomos de azoto do anel
imidazole tém uma densidade de carga positiva notavelmente elevada. Por exemplo,
para o fotossensibilizador 2.8 a carga de Mulliken em tais atomos de hidrogénio é: 0,20;
0,20 e 0,15 para um metilo, e 0,20; 0,15; 0,20 para o metilo no outro lado do macrociclo,
e valores muito semelhantes sdo encontrados para os outros trés anéis imidazole. Além
disso, os &tomos de hidrogénio estdo localizados acima e abaixo do plano do macrociclo,
rodeando-o, o que é consequéncia da ortogonalidade entre o grupo imidazole e o
macrociclo. Para a Zn-TMPyP, cargas similares estdo presentes nos atomos de
hidrogénio dos grupos metilo ligados ao dtomo de nitrogénio do anel piridil: 0,20, 0,20
e 0,19. No entanto, esses atomos de hidrogénio estdo distantes do macrociclo e

direcionados para longe dele.
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to 0416

Figura 3.30 -Cargas de Mulliken de porfirinas catidnicas de base livre otimizadas ao nivel

B3LYP/6-31G(d,p)
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Figura 3.31 -Cargas Mulliken de complexos de zinco (ll) de porfirinas catidnicas otimizadas ao

nivel B3LYP/6-31G(d,p)

Por fim, os dados obtidos foram corroborados pelos mapas de densidade
eletrénica para os diversos compostos sem os seus contra ides (Figura 3.32). Nestes,
observou-se que os fotossensibilizadores 2.8 e 2.11 apresentam uma densidade de

carga positiva em redor do macrociclo significativamente superior que a Zn-TMPyP.
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0.20

o0.13 T

Figura 3.32- Densidade eletrénica dos fotossensibilizadores Zn-TMPyP, Zn-DMPyP, 2.8 e 2.11
sem os seus contra ides, usando o método B3LYP/6-31G(d,p) representado através

do potencial electroestatico, (isovalue=0,0004).

Desta forma podemos colocar como hipdtese que, tanto a geometria 6tima do
substituinte 1,3-dimetilimidazol-2-il em relacdo ao macrociclo (90 °), como a densidade
de carga em redor do macrociclo contribuem para a amplificagdo da sua interagdao com

as membranas bacterianas e consequentemente aumento da sua atividade. Este estudo

142



Capitulo 3

também realca a relevancia do recurso a calculos computacionais para melhorar o
design de novos fotossensibilizadores. Tal facto é de grande importancia para o

desenvolvimento da industria farmacéutica.

Adicionalmente, realizaram-se também estudos em microscopia confocal de
modo a determinar a localizacao preferencial da Zn-TMPyP, tendo-se observado que
esta, tal como o PS 2.8, de maior peso molecular e 4 cargas positivas, permanece na
parte plancténica do biofilme, sendo por isso necessario uma concentragdo superior de
dose de luz e de composto para a inativacdo destes (20 uM e doses de luz de 64,9 J/cm?)

(Figura 3.33).%7

Planctdnico

Biofilme

N

Figura 3.33- Imagens 3D de microscopia confocal do fotossensibilizador Zn-TMPyP apds 60
minutos de incubagdo em biofilmes de S. aureus (A) secgdo de corte (B) parede do

biofilme.

Estes estudos comparativos reforcam que os resultados obtidos no decorrer do

trabalho desenvolvido nesta Tese, com doses de luz e de composto tdo baixos, sdo muito
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promissores e dos melhores descritos até ao momento, estando por isso numa posi¢ao
privilegiada para demonstrar a eficacia da aPDT como uma forma alternativa para a

resolucao da problematica das infe¢cdes causadas por bactérias multirresistentes.

3.2.6- Estudos de cito e fototoxicidade

Devido aos resultados promissores obtidos nos estudos em bactérias, a
toxicidade no escuro foi realizada nas duas linhas celulares representativas da nossa
pele: Fibroblastos (HDFn) e Queratindcitos (HaCaT). As células foram plaqueadas com
uma concentracado de 5,000 células por poco. De seguida, as células foram incubadas
com diferentes concentragdes do potencial farmaco (5,2 nM; 1 uM; 2,8 uM; 7,15 uM e
10 uM). Células controlo, sem adicdo do composto, sdo incubadas nas mesmas
condicBes. Passado 24 horas, remove-se a porfirina, lavam-se as células com PBS e
avalia-se a viabilidade celular com recurso ao método do MTT, de acordo com o referido
no ponto 3.1.4 e, mais detalhadamente, no capitulo 6. Foram realizados trés ensaios
independentes, cada um com pocgos em triplicado. A andlise dos resultados encontra-se
em registo grafico na figura 3.34. As flutua¢des apresentadas devem-se a variabilidade

caracteristica deste tipo de ensaios.

Verifica-se que nenhum dos compostos é toxico, quer em fibroblastos quer em
queratindcitos, nas concentragdes utilizadas nos estudos em bactérias plancténicas (10
nM-1 uM) e biofilmes (5,2 nM-1 uM). Adicionalmente, a linha celular dos queratinécitos
€ mais sensivel ao composto 2.11, observando-se o aparecimento de sinais de toxidade

em concentragdes >2,8 uM (Viabilidade média 90%).
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Figura 3.34- Citotoxicidade no escuro das porfirinas 2.8 e 2.11 realizada em (A)

Fibroblastos (HDFn) (B) Queratinécitos (HaCaT)

Uma vez que a terapia fotodindmica antimicrobiana recorre a irradiacdo da zona
afetada, no caso da aplicacdo pretendida na pele humana, é de elevado interesse avaliar
a fototoxicidade dos potenciais farmacos. Neste sentido, foi realizado um estudo usando
0s mesmos tempos de incubacdo (30 mine 1 h 2.8 e 2.11, respetivamente) e doses de
luz (Biotable®, 12 J/cm? e 5 J/cm? para as porfirinas 2.8 e 2.11, respetivamente) usados
nos estudos de avaliacdo da atividade antibacteriana em biofilmes. Mais uma vez, a
viabilidade celular foi determinada com recurso ao método do MTT e os resultados

encontram-se compilados na figura 3.35. Tendo em conta que concentracdes de 5,2 nM
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do composto 2.11 permitiram uma fotoinativacdo praticamente total de biofilmes
bacterianos, podemos concluir que existe um certo grau de seletividade na interagdao do
fotossensibilizador com as membranas das bactérias, o que permite estabelecer uma
janela terapéutica de varias ordens de grandeza. Também com irradiacdo se observa a
maior sensibilidade dos queratindcitos ao composto 2.11, apesar de em concentracdes

mais de 1000 x superiores a necessaria para eliminagao dos biofilmes.
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Figura 3.35- Fototoxicidade das porfirinas 2.8 e 2.11 realizada em (A) Fibroblastos
(HDFn) (B) Queratindcitos (HaCaT). Uma dose de luz de 12 J/cm? e 5 J/cm?

foi utilizada para as porfirinas 2.8 e 2.11, respetivamente.
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Desta forma, podemos concluir que, tanto no escuro como com luz, nenhum dos
fotossensibilizadores apresenta toxicidade nas linhas celulares do tecido alvo nas

concentragdes necessdrias para a sua potencial aplicagdo.
3.3- Conclusao e sele¢cdo do composto Lider (Lead compound)

Como foi discutido no capitulo 1 e no texto introdutério deste capitulo, um
fotossensibilizador “ideal” para a ser aplicado em aPDT, deve possuir as seguintes
propriedades: 1) elevada capacidade de absor¢do de luz (elevados valores de g); 2)
elevada capacidade de formacdo de ROS; 3) elevada fotoestabilidade durante a
irradiacdo; 4) alguma hidrofilicidade e/ou cargas positivas para aumentar a afinidade e
capacidade de interacdo com as paredes bacterianas carregadas negativamente; 5) ndo
ser citotéxico nem fototdxico em células humanas nas concentragdes e doses de luz

utilizadas em terapéutica e 6) capacidade de difusdo em biofilmes.

Relativamente a familia Il (fotossensibilizadores bimodais), foi discutido no
capitulo 2 e sumarizado na tabela 3.1 do presente capitulo a sua elevada capacidade de
absorcdo da luz no caso das porfirinas, com maximos a 411-413 nm (2,4x10° e 5,8x10*
M-1cm™), e no caso das bacterioclorinas, com maximos entre 743-745 nm e com valores
de ¢ na ordem dos 10° Mlcm. Além disso, observou-se uma elevada formacdo de
oxigénio singuleto por parte das porfirinas, ¢a= 0,70-0,74, assim como uma
fotoestabilidade adequada (pa= 10 e 48x10®). O célculo dos coeficientes de particdo
permitiu demonstrar uma grande influéncia do nimero de substituicbes com grupos
sulfonamida na anfifilicidade das moléculas, sendo que um maior grau de substituicdo
com estas moléculas mais polares levou a um aumento da hidrofilicidade do
fotossensibilizador (logP= 0,94 e >3, para os PSs 2.2 e 2.3, respetivamente). Como seria
de esperar, o grau de reducdo do macrociclo tem uma influéncia minima nos valores de
logP. Ao realizarmos os estudos plancténicos em bactérias, observamos uma baixa
atividade quer em estirpes Gram-positivo quer Gram-negativo, conseguindo apenas o
composto 2.2 reduzir coldnias de bactérias S. aureus em 7 ordens de grandeza (7 logio)
com a concentracdo elevada de 100 pM e 10 J/cm? de dose de luz. Dado que os
resultados em bactérias plancténicas obtidos com esta familia de fotossensibilizadores
bimodais ndo foram promissores, n3ao prosseguimos os estudos em bactérias

multirresistentes e biofilmes.

147



Capitulo 3

Por outro lado, na familia lll (fotossensibilizadores cationicos do tipo imidazolil
porfirinas) observou-se uma formagao de oxigénio singuleto mais baixa (pa= 0,18 € 0,44,
para os PSs 2.7 e 2.8), estando apenas ao nivel da familia anterior o PS 2.11, ¢a=0,75. A
nivel de fotoestabilidade, todas exibem valores elevados, superiores a TMPyP descrita
na literatura como muito fotoestdvel (ppg= 4x107° e 8x107%, respetivamente para 2.8 e
2.11). Os resultados obtidos para os coeficientes de particdao revelam que, tal como
esperado, a presenca de cargas positivas aumenta a hidrofilicidade do
fotossensibilizador, apresentando ambas as porfirinas 2.8 e 2.11 valores de coeficientes
de particdo negativos (-1,81 e -1,16). De seguida, realizaram-se estudos em bactérias
plancténicas, observando-se uma inativacao bacteriana extremamente elevada para o
fotossensibilizador 2.8, com maior peso molecular, quatro cargas e metal central zinco
(1), inativando bactérias de todas as estirpes com 1000 e 100 nM (reducao de 7 logio
UFCs). Com resultados tdo promissores, avangcamos para estudos em bactérias
multirresistentes coletadas de pacientes do Hospital da Universidade de Coimbra. Os
graus de inativacdo obtidos foram excelentes, sendo que o PS 2.8 inativa todas as
estirpes com uma concentracdo de 1 uM, demonstrando a premissa original de que a
aPDT tem potencial para ser aplicada com sucesso em estirpes com resisténcia aos
antibidticos atuais. Deste modo, prosseguimos com a avaliacdo em biofilmes da estirpe
S. aureus ATCC 25925 e, curiosamente, observou-se uma clara inversdo dos resultados,
sendo que o composto com menor peso molecular e apenas duas cargas, 2.11,
apresentou um efeito microbicida praticamente total (6,9 logio) com apenas 5,2 nM de
composto. Estudos de microscopia confocal ajudaram-nos a perceber o porqué desta
inversdo, revelando uma diferenca na localizacdo preferencial de cada composto, sendo
que o fotossensibilizador 2.8 se localiza maioritariamente na zona planctdnica,
enqguanto que o 2.11 tem a capacidade de difundir para o interior do biofilme.
Adicionalmente, verifica-se que nenhum dos compostos é téxico no escuro em linhas
celulares representativas da pele (HDFn — fibroblastos; HaCaT — queratindcitos), nas
concentragoes utilizadas nos estudos em bactérias plancténicas e biofilmes (5,2 nM-1
uM). A nivel da fototoxicidade, observou-se uma maior sensibilidade dos queratindcitos
ao composto 2.11, apesar de em concentra¢gdes mais de 1000 x superiores as
necessdrias para eliminacdo dos biofilmes (10 uM). Assim, tendo em conta que a

concentracdo de 5,2 nM do composto 2.11 permitiu uma fotoinativacdo praticamente
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total de biofilmes bacterianos (6,9 logio), podemos concluir que existe um certo grau de
seletividade na interagcao do fotossensibilizador com as membranas das bactérias, o que

permite estabelecer uma janela terapéutica de varias ordens de grandeza.

De facto, a transposicdo dos estudos in vitro para modelos in vivo e,
posteriormente, para aplicagdo clinica implica um aumento considerdvel na
complexidade dos sistemas bioldgicos. Os estudos iniciais em culturas planctdnicas de
bactérias constituem um bom modelo para um ensaio preliminar/screening sobre quais
os fotossensibilizadores que sdo, a partida, mais promissores e quais ndo possuem
caracteristicas estruturais/fotoquimicas que lhes conferem atividades antimicrobianas
satisfatorias. A transposicdo dos nossos estudos para biofilmes introduziu um grau de
complexidade adicional ao sistema, visto que a estrutura heterogénea dos biofilmes,
apresentada e explicitada no capitulo 1 desta Tese, ird alterar a
acessibilidade/permeacédo dos fotossensibilizadores, o que da uma enorme relevancia a
fatores como o peso molecular ou a anfifilicidade, algo que nao seria possivel constatar

nos ensaios preliminares que efetuamos em culturas plancténicas.

Com base nos resultados resumidos acima, podemos selecionar como Lead
compound o composto que se apresenta como um dos fotossensibilizadores mais
eficientes para inativacdo bacteriana descrito até ao momento na literatura, facto
reforcado pelos estudos comparativos com a TMPyP, o fotossensibilizador 2.11. Afigura

3.36 sumariza, assim, as etapas de desenvolvimento realizadas até ao momento.

3 Ensaios Ensaios
pré-clinicos

Produto

Trabalho Tese | UM
PS2.11

Figura 3.36- Etapa de desenvolvimento do fotossensibilizador antibacteriano descrito no

decorrer desta Tese

No decorrer desta Tese, um grande trabalho foi desenvolvido na sintese,
caracterizacdo e avaliacdo in vitro de novos fotossensibilizadores. No entanto, apds esta
selecdo do Lead Compound (PS 2.11) ainda existe um grande caminho pela frente. O

primeiro passo consistiu na protecdo de inovacdao com um pedido de patente em

149



Capitulo 3

Portugal do composto e seus derivados para a sua aplicacdo na fotoinativacdo de

microrganismos. >°

O passo seguinte consistird na sintese do composto em escala multi-grama
(scale-up) e sua realizagdo em condicdes GMP (do inglés, Good manufacturing
practices). Para este aspeto sera necessaria uma otimiza¢cdo do método de sintese, de
modo a reduzir a quantidade de solvente e de agente oxidante (DDQ) utilizados no
primeiro passo reacional, ou mesmo a substituicao destes por alternativas ambiental e
economicamente mais sustentaveis. Em particular, a remocao do DDQ leva a um grande
dispéndio de solventes e tempo, além da elevada toxicidade associada ao reagente e
produtos de hidrdlise resultante das lavagens. O recurso ao método de agua/micro-

ondas abordado no capitulo 2 poderd ser uma solugao.

De seguida, serd necessario selecionar o modelo animal mais adequado e
realizacdo de um estudo de transposicao de doses de fotossensibilizadores e luz, uma
vez que estudos reportam o uso de concentra¢des 5-10 vezes superiores in vivo
comparativamente a in vitro, bem como o aumento significativo de doses de luz. ° Este
facto pode ser uma consequéncia de i) dispersdo/absorcdo da luz nos tecidos, levando
a que chegue uma menor intensidade de luz ao fotossensibilizador; ii) menor difusdo do
fotossensibilizador nos tecidos cutdneos devido a morfologia da pele, que |he confere
um efeito protetor; iii) a quantidade de O, em tecidos poder ser menor que em solucao,

diminuindo o rendimento quéantico de formacdo de ROS.

Com a introducdo de ensaios in vivo, a seletividade dos compostos para a
fotoinativacao de microrganismos torna-se um fator mais relevante dado que, apesar
de se tratar de uma aplicacdo tdpica, é necessario evitar a destruicdo dos tecidos
circundantes do hospedeiro. Segundo os dados obtidos pelos autores da publicacdo
supracitada, existia uma dose de luz ideal para efetuar o tratamento, de tal modo a que
ocorresse diminuicdo da infecao bacteriana sem aumentar a area do tecido cicatrizante.
Doses de luz muito elevadas geravam efeitos indesejados no tratamento, na medida em

gue atrasavam a cicatrizagao.

Pelas consideracdes efetuadas, é facil perceber as vantagens terapéuticas que o

fotossensibilizador 2.11 possui, uma vez que apresenta caracteristicas mais favoraveis
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ao nivel de anfifilicidade e tamanho para difundir pelos tecidos e, assim, manter a sua
eficacia mesmo em sistemas biolégicos mais complexos, tal como acontece nos ensaios
in vivo. Além disso, apresentou um alargado espetro de acdo microbicida a baixas
concentragdes (5,2-1000 nM), o que aumentard a sua capacidade de tratar infe¢des
causadas por multiplas estirpes bacterianas. As baixas concentracdes e doses de luz
necessdrias para uma inativacao de 7 ordens de grandeza levam a que: i) a sua aplicagdo
em dareas extensas, como por exemplo queimaduras, se torne economicamente viavel;
ii) diminua os danos em tecidos humanos e, consequentemente, reduza o tempo de
cicatrizacdo e a area do tecido cicatrizante; iii) apesar de o tratamento exigir uma fonte
de luz localizada, tempos de irradiacao baixos permitem a aplicagdo do tratamento de
forma mais célere em areas extensas, com maior compliance por parte dos doentes e

médicos.
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Capitulo 4

Design/sintese e avalia¢do da atividade antibacteriana de

complexos de Ferro (ll)

Durante as Uultimas duas décadas, o numero de agentes antibacterianos
desenvolvidos e introduzidos no mercado foi diminuto e insuficiente face aos multiplos
desafios encontrados pela crescente aquisicio de resisténcia pelos agentes
patogénicos.! Deste modo, o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, que
utilizam simultaneamente multiplos mecanismos de acdo, com o objetivo de dificultar a
aquisicdo de resisténcia por parte das bactérias é urgente e crucial. Neste sentido,
compostos organometdlicos tém surgido como promissores candidatos para superar a
questdo da resisténcia, uma vez que os metais podem ndo apenas modular a
anfifilicidade das moléculas e consequente interacdo com as membranas, influenciando
o seu perfil de uptake, mas também promover a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, que podem contribuir para eliminar as bactérias por diferentes mecanismos.?
Complexos metdlicos baseados em carbenos N-heterociclicos (NHC) tém sido
amplamente explorados em quimica organometadlica e catalise homogénea e
recentemente foram também relatados como moléculas promissoras para varias
aplicacdes medicinais.> # Tal como referenciado na tabela 1.4 desta Tese, varios
complexos metdlicos NHC de prata (1 a 100 pg/mL),>2* palddio (5 a 11 mm),%> ouro (2 a
800 pg/mL),?% 262° ruténio (6,25 a 1000 pg/mL) e rédio (5 a > 1000 pg/mL)*° com
atividade antibacteriana foram descritos. O ferro pela sua baixa toxicidade e baixo custo,
e por ser amplamente reconhecido como agente antibacteriano,?*® tem vindo a ser
estudado paralelamente, tal como descrito na revisdao da literatura apresentada no

capitulo 1.

Com base nesta contextualizacdo, neste capitulo descreve-se a sintese de
complexos de ferro (ll) contendo ligandos do tipo carbenos N-heterociclicos
funcionalizados com diferentes grupos com o objetivo de obter compostos com
diferentes anfifilicidades que possam atuar como agentes antibacterianos. De forma a

averiguar a potencial aplicacdo referida, realizou-se avaliacdo da atividade
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antibacteriana em estirpes Gram-positivas e Gram-negativas do composto per si e, no
contexto de terapia dual, em combinagdao com fotossensibilizadores preparados no

capitulo 2 desta Tese.

4.1- Complexos de Ferro (Il) baseados em carbenos N-heterociclicos (NHCs)

Alguns dos complexos de ferro (Il) baseados em NHCs foram preparados em
colaboracdo com a Rita Lopes, no ambito da sua Tese de doutoramento supervisionada
pela professora Beatriz Royo do Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica (ITQB), cujo
interesse era unicamente a aplicacdo destes complexos metdlicos em reacdes

cataliticas.®*
4.1.1- Sintese de pro-ligandos NHCs

O trabalho apresentado nesta seccdo iniciou-se com a sintese do pro-ligando ndo
substituido, aqui designado por Cp*-NHC 4.2 (Figura 4.1), que servird de base as
posteriores modelacdes estruturais, tendo em vista a preparacdo de uma familia de
compostos com diferentes anfifilicidades. Devido a instabilidade de um dos reagentes

necessarios para a sua sintese, o fulveno 4.1 tem de ser sintetizado in situ.

A B
Ph/\N/QN 1) n-BuLi, THF, -60 °C, 20 min R
L S _
,-60 °C, 10 min N&N N N‘R
\—/ \—=/ 4.3
n-BulLi, THF, -60 °C 4.1
4.2, 71%
(Ph)sCCl, 0 °C 3)1h, 20°C ° 4.3a R=CH, 90%
4) MeOH 4.3b R=CH,CH, 68%
4.3¢ R=CH,CH,OH 62%
4.3d R=CH,CH,CH,OH 63%
4.3e R=CH,(CH,);OH nd.

4.3f R=CH,CON(CH,CHs), 69%
4.3g R=CH,CH,N*(CH3);"  54%

Figura 4.1- Sintese de prd-ligandos do tipo benzil Cp*-NHC

Assim, numa experiéncia tipo, uma solucdo de pentametilciclopentadieno
dissolvido em THF rigorosamente seco com sodio, foi colocado num tubo de Schlenk em
atmosfera inerte (argon) e, de seguida, arrefecida até a temperatura de -60 °C e a base

n-Buli (2,5 M em hexano) adicionada gota a gota com uma seringa. A reacao
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permaneceu em agitacao por 20 minutos, seguindo-se a adi¢ao de cloreto de tritilo.
Apds este processo, observa-se uma mudanc¢a de tonalidade de bege para amarelo
claro. A mistura final é deixada em agitacao durante 12 horas a uma temperatura de 4
°C, protegida da luz, obtendo-se ao final deste tempo uma solugao laranja. Apds este

periodo, segue-se uma metodologia similar para a desprotonacdo do benzilimidazole.

B
Figura 4.2- (A) Adicdo via canula ao benzilimidazole previamente desprotonado, alterando a cor

da solugdo de vermelho vivo (B) para vermelho escuro (C)

Um tubo de Schlenk em atmosfera inerte contendo uma solucdo de
benzilimidazole dissolvido em THF seco foi arrefecido até a temperatura de -60 °C e n-
BulLi adicionado lentamente. A reagdo permaneceu em agitagao por 20 minutos e, de
seguida, o fulveno 4.1 preparado anteriormente é adicionado via canula ao
benzilimidazole previamente desprotonado com n-Buli (Figura 4.1 e 4.2- A),

observando-se uma alteracdo da cor da solucdo de vermelho vivo (Figura 4.2- B) para
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vermelho escuro (Figura 4.2- C). Em seguida, retirou-se o banho de arrefecimento
(acetona/isopropanol/azoto liquido) e a temperatura subiu lentamente até atingir a
temperatura ambiente, permanecendo sob agitacdo durante 1 hora. Apds este periodo,
metanol foi adicionado e o solvente removido sob vdacuo. O crude reacional foi
purificado por cromatografia em coluna utilizando gel de silica como fase estacionaria e
uma mistura de hexano/acetato de etilo (1:4) como eluente. O produto 4.2, de cor

amarelo pdlido foi obtido com um rendimento de 71%.

Na figura 4.3 encontra-se representado o espectro de RMN de *H do composto
4.2. Neste, observa-se o tipico desdobramento dos sinais atribuido a mistura de
tautomeros, resultante das diferentes posicdes das duplas ligacdes no anel
ciclopentadienil e da presenca de protdes diastereotdpicos.®> O espectro de RMN de H
apresenta 6 regides caracteristicas: um conjunto de sinais em forma de dupleto a
aproximadamente 0,8 ppm atribuidos a ressonancia dos grupos metilo do
ciclopentadieno (H1) que acoplam com o protdo do anel (H3), quando se encontram em
posicdo geminal com este; um conjunto de singuletos entre 1,2-2,06 ppm atribuidos aos
grupos metilo do anel Cp* (H2) quando se encontram em posic¢do vinilica; um conjunto
de sinais, entre 2,2-2,6 ppm correspondentes ao protdo do anel Cp* resultante dos
diferentes tautémeros (H3); um conjunto de sinais entre 2,8-3,2 ppm resultante do
grupo CH, do espacador alquilico (H4); um conjunto de sinais entre 4,8-5,2 ppm
resultantes do CH do espacador alquilico (H5) e, por fim, um ultimo conjunto de sinais
entre 6,7-7,5 ppm atribuido aos protdes aromaticos do grupo imidazole, bem como aos

protées do anel fenilico (H6,7,8,9).
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Figura 4.3- Espectro de RMN de *H do composto 4.2 em CDCls

No sentido de desenhar/preparar pré-ligandos com potencial afinidade para
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, selecionaram-se haletos de alquilo de
estruturas variadas (a-g) (Figura 4.1 B). Em primeiro lugar, preparou-se o proé-ligando
NHC 4.3a, contendo um simples grupo metilo (apolar), por reagdo do pré-ligando 4.2
dissolvido em acetona com iodeto de metilo a temperatura ambiente (Figura 4.1 B). O
término da reacgao foi observado apds 12 horas por TLC. O solvente é evaporado sob
vacuo e o soélido resultante lavado sucessivamente com éter dietilico e hexano. Apds
secagem, sob vacuo, obteve-se o prd-ligando 4.3a com um rendimento de 90%. Para
avaliar o efeito do tamanho de cadeia apolar, seguiu-se um procedimento idéntico, mas
fazendo reagir o pro-ligando 4.2 com iodoetano a uma temperatura de 50 °C, tendo-se

obtido o pré-ligando 4.3b com um rendimento de 68%.

O interesse em encontrar novas metodologias envolvendo processos mais
sustentdveis conduziu a uma otimizacdo deste processo sintético. Duas estratégias
foram seguidas, utilizando a funcionalizagdo com iodoetano como modelo, a

temperatura descrita de 50 °C:
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i) Reagdo sem solvente, adicionando um excesso do haleto de alquilo necessario
para a dissolu¢do do composto (150 equivalentes). O rendimento obtido foi similar ao
convencional, mas observou-se uma diminuicdo do tempo reacional de 72 para 36
horas. No entanto, esta estratégia apresenta um incremento no impacto ambiental

(Figura 4.4, método 2).

ii) No sentido de otimizar a reacdo indo ao encontro de estratégias préximas dos
principios da quimica verde, nesta Tese desenvolveram-se ainda estudos pioneiros de
utilizacdo de micro-ondas ou ultrassons como fonte de aquecimento com menor
consumo energético: Mantendo a mesma concentracdo e excesso de agente alquilante,
sob ultrassons, obteve-se um rendimento de 77%, apds 6 horas de reagao (Figura 4.4,
método 3). Usando radiacdo micro-ondas (P = 100 W) e temperaturas variaveis, obteve-
se um rendimento de 81% apds 15 minutos (Figura 4.4, método 4). Tentou-se reduzir o
excesso de eletréfilo, no entanto, o rendimento reduziu para valores similares ao

método convencional (Figura 4.4, método 5).

1) 72 h; 15 eq; 68%; fator-E: 51,48

Convencional

\ Ultrassons -
] =

4) 0,25 h; 15 eq; 81%;
fator-E: 43,20

5) 0,25 h; 5 eq; 67%;
solvente fator-E: 47,17

3) 6 h; 15 eq; 77%;
fator-E: 45,46

2) 36 h; 150 eq; 67%;
fator-E: 70,85

Figura 4.4- Otimizagdo do processo sintético usando o pré-ligando 4.3b como modelo
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O elevado rendimento, assim como o baixo impacto ambiental, avaliado pelo
fator E, reforcam a escolha do método 4, utilizando aquecimento micro-ondas e um

excesso de 15 equivalente de eletréfilo, como a melhor metodologia.

No sentido de avaliar o efeito da polaridade dos NHCs na sua atividade
antibacteriana, os estudos prosseguiram com a rea¢do do pré-ligando 4.2 com 2-
iodoetanol, 3-iodo-1-propanol, 8-cloro-1-octanol, 2-iodo-N,N-dietilacetamida e cloreto
de (2-cloroetil)trimetilamonio. O cloreto de (2-cloroetil)trimetilamdnio foi selecionado
com o objetivo de se obter um complexo de ferro catidnico, potencialmente mais
seletivo/ativo para as bactérias Gram-negativas, pelas raz6es explicitadas no capitulo 1

desta Tese.

A 2-iodo-N, N-dietilacetamida exige um passo prévio de preparagdo, em que a 2-
cloro-N,N-dietilacetamida é colocada em agitacdo com Kl, a temperatura ambiente
durante 24 horas, de modo a que ocorra a troca do halogénio de cloro para iodo. O
mesmo se realiza no caso do 8-cloro-1-octanol. Por outro lado, no caso do cloreto de (2-
cloroetil)trimetil amdnio é necessario o uso de DMF como solvente e de temperaturas
superiores, na ordem dos 80 °C. Concomitantemente, adicionou-se 5 equivalente de Kl
ao meio reacional. Posteriormente, os sais foram filtrados e o composto precipitado com
uma mistura de diclorometano/hexano. Os correspondentes pré-ligandos derivados do
imidazole 4.3c-g foram obtidos com rendimentos compreendidos entre 54-69%.%¢ O
composto 4.3g obteve-se sempre com rendimentos muito baixos, que atribuimos a sua
preferencial particdo para a fase do octanol, usado em excesso, devido a semelhanca
estrutural entre ambos. Decidiu-se por este motivo ndao proceder a preparagao do

complexo metdlico e subsequente avaliacdo antibacteriana.

A metodologia otimizada acima foi testada para os restantes haletos de alquilo
e os resultados encontram-se sumariados na tabela 4.1. No caso da acetamida, o
rendimento foi semelhante ao do método convencional sendo de realcar, no entanto, a
reducdo drastica do tempo reacional, de 96 horas para apenas 15 minutos (Tabela 4.1,
entrada 1). No entanto, esta estratégia mostrou-se ineficaz para alcoois, tal como se

observa no exemplo do 3-iodo-1-propanol, onde ocorre a formacdo de uma maior
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guantidade de produtos secundarios, possivelmente relacionados com reacdes do

proprio nucledfilo (intra e intermoleculares) (Tabela 4.1, entrada 2).

Tabela 4.1- Comparacdo entre método convencional e método otimizado por micro-ondas (o

rendimento indicado é o rendimento isolado)

Entrada Haleto de Alquilo Convencional Micro-ondas
Tempo (h) n Tempo (h) n

1 2-iodo-N,N-dietilacetamida 96 69% 0,25 68%

2 3-iodo-1-propanol 72 62% 0,25 20%

Todos os pro-ligandos NHCs foram caracterizados por espectroscopia de RMN de
IH e de 3C e os novos por espectrometria de massa (capitulo 6), apresentando-se em
seguida, como exemplo selecionado, o espectro de RMN de 'H para o composto 4.3b
(Figura 4.5). A formagao dos sais catidnicos é facilmente confirmada por RMN protdnico,

devido ao aparecimento de um sinal entre 9-11 ppm, correspondente ao desvio do

protdo N=CH-N, assinalado com o nimero 9 na figura 4.5.

I 2400
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11.0 105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 70 6.5 6.0 5.?1 ( 5.0) 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5
ppm

Figura 4.5 Espectro de RMN de 'H do composto 4.3b em CDCl3
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Através de uma analise detalhada da literatura, podemos constatar que, até ao
momento, apenas foram preparados Cp*-NHC a partir de imidazdis benzilicos e
alquilicos.> 8’ Dado que o nosso objetivo consiste na preparacdo de derivados com
diferentes anfifilicidades e massas moleculares, de modo a avaliar e comparar atividades
antibacterianas, decidiu-se testar a sintese partindo de outros precursores. Tendo em
conta que grupos estabilizadores de carbanides, quer por ressonancia (Ph), quer por
serem atractores de eletrdes, sao preferenciais para o sucesso da reagao e que
pretendiamos grupos adequados para futuras funcionalizagdes e preparagdao de
compostos bimodais, selecionaram-se dois reagentes comerciais: o 2-(1H-imidazol-1-
il)acetonitrilo e o 2-(1H-imidazol-1-il)acetato de metilo. No entanto, era necessario ter
outro ponto em aten¢do, uma vez que nas reacdes de desprotonacdo é utilizada uma
base forte com baixo impedimento estéreo, capaz de reagir com os grupos funcionais
selecionados. Deste modo, decidiu-se substituir esta base por uma base com maior
impedimento estéreo, nomeadamente, a di-isopropilamida de litio (LDA). Os passos
reacionais foram semelhantes aos descritos anteriormente e apresentam-se na figura

4.6.

- o i
R/\N/%N 1) LDA, THF, -60 °C, 30 m|n=
\—/
2) : RO\ A
R=CN , -60 °C, 10 min NN
R=COOMe \—/
4.1
4.4 R=COOMe 12%
LDA, THF, -60 °C 3)3h, ta 4.5R=COOH 37%
Ph3CCl, 0 °C 4) MeOH

Figura 4.6- Sintese de prd-ligandos do tipo Cp*-NHC

No caso da reacdo do 2-(1H-imidazol-1-il)acetonitrilo com o fulveno 4.1, o crude
foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel, usando como eluente
hexano/acetato de etilo (1:4), tendo-se apenas isolado uma fragdo com rendimento de

12%. Realizou-se a sua caracterizacdo completa de modo a identificar o produto obtido
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e os dados encontram-se descritos no capitulo 6. A presenga de um sinal atipico para os
grupos funcionais constituintes do produto pretendido, com desvio de 170 ppm no RMN
de 13C, conduziu-nos a realizacdo de infravermelho por reflexdo total atenuada (do
inglés attenuated total reflectance, ATR) de modo a perceber que modificacGes
estruturais ocorreram na molécula. Pela andlise do espectro obtido, representado na
figura 4.7, observou-se um sinal a 1746,82 cm, atribuido a vibracdo de um grupo
carbonilo (C=0) e nenhum sinal correspondente ao grupo nitrilo, com frequéncias tipicas
compreendidas entre 2200-2300 cm™. A ligacdo dupla C=0 da origem a bandas intensas
muito caracteristicas neste tipo de espectros e a sua posi¢cdo permite obter informacdes
estruturais sobre o grupo funcional no qual o carbonilo se encontra inserido, uma vez
que a banda é fortemente afetada pela vizinhanca imediata.®® Neste sentido, os valores
obtidos apontariam para a presenca de um grupo éster (b=1746,82 cm™), pelo que se
realizou analise de massa por ESI-MS para confirmar. O espectro de massa ESI obtido no
modo positivo apresenta um pico maioritdrio com m/z=275,1 e carga +1,
correspondente ao composto contendo um grupo éster metilico [M+H]*, provavelmente

resultante da reacdo de esterificacdo com o metanol utilizado no decorrer da reacao.
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Figura 4.7- Espectro de infravermelho do composto 4.4

No caso da reac¢do do 2-(1H-imidazol-1-il)acetato de metilo com o fulveno 4.1, o

crude foi purificado por lavagem com diclorometano e de seguida, por cromatografia de
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fase reversa usando como eluente primeiramente agua e de seguida agua/metanol
(1:1). Devido a complexidade dos espectros de RMN de protdo e carbono decorrentes
da presenca de tautdomeros, a andlise dos mesmos revelou-se pouco eficiente na
identificacdo estrutural e por isso optou-se também por realizar infravermelho por ATR.
O espectro encontra-se representado na figura 4.8. Neste, observa-se duas bandas
tipicas: uma banda larga a 3381,05 cm™ atribuida a vibragdo de elongac¢3o da ligagdo O-
H e uma banda intensa a 1620,74 cm™ que diz respeito 3 vibracdo do grupo carbonilo,
sugerindo assim a presenca de um grupo acido carboxilico. Esta informagdo foi

corroborada por espectrometria de massa, recorrendo a técnica de ESI-MS (261,1599

m/z).
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Figura 4.8- Espectro de infravermelho do composto 4.5

Apds a sintese, purificacdo e respetiva caracterizacdao de cada um dos pro-

ligandos, procedeu-se a sintese dos seus complexos de ferro correspondentes.

4.1.2- Sintese de complexos de ferro (Il)- Cp*-NHC

Apds a sintese dos diversos proé-ligandos, avancou-se para a preparacao dos
respetivos complexos de ferro (ll) (Figura 4.9). Numa experiéncia modelo, num tubo de
Schlenk em atmosfera inerte, contendo o Fe3(CO)12, adicionou-se o pré-ligando
pretendido, em tolueno seco. A reacdo foi agitada a 110 °C durante 12 horas,

observando-se uma mudanca de cor de amarelo acastanhado para verde. A solucdo de
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tolueno foi recolhida usando uma canula com celite e finalmente evaporada a pressao
reduzida. O sdlido resultante foi lavado com hexano seco e o solvente coletado pelo
mesmo método. Os complexos foram obtidos com rendimentos compreendidos entre
68-90%. A evidéncia de metalagao foi confirmada pelo desaparecimento dos sinais entre
9-11 ppm no RMN de 'H e pelo aparecimento do sinal caracteristico do carbeno a
aproximadamente 195 ppm no RMN de 3C.8° Ao ocorrer a formagdo do complexo,
estabelece-se uma coordenacdo entre o anel ciclopentadienil e o ferro, eliminando a
possibilidade de existéncia de tautdmeros (Figura 4.10). Neste sentido, a complexidade
do espectro diminui, passando a observar-se sinais bem definidos. Adicionalmente, o
espectro de infravermelho por ATR demonstrou a presenca da banda tipica
correspondente 3 vibracdo Fe-CO, a aproximadamente 1900 cm™. A caracterizacdo

detalhada encontra-se descrita no capitulo 6 desta Tese.

1/3 Fe3(CO)1p \

Tolueno, refluxo Fe\’CO
Ph AL 16 h
N “N-gr &N\R
=/ 43 4.6
4.3a R=CHj,4 4.6a R=CH, 90%
4.3b R=CH,CH,4 4.6b R=CH,CH3; 68%
4.3¢ R=CH,CH,0OH 4.6¢ R=CH,CH,0OH 74%
4.3d R=CH,CH,CH,0H 4.6d R=CH,CH,CH,0OH 76%
4.3e R=CH,CON(CH,CHj3), 4.6e R=CH,CON(CH,CH3), 76%

Figura 4.9- Estrutura dos complexos de Fe (II)- Cp*-NHC

A titulo de exemplo, encontra-se representado na figura 4.10 o espectro de RMN
de 'H do complexo 4.6b. Este apresenta 11 sinais caracteristicos: um sinal em forma de
multipleto entre 7,64-7,51; dois sinais em forma de dupleto a 7,13 ppm e 6,48 ppm; um
sinal em forma de duplo dupleto a 6,07 ppm; um sinal em forma de multipleto entre
4,36-4,21; um sinal em forma de multipleto entre 3,05-2,92; um sinal em forma de
singuleto a 2,40 ppm; um sinal em forma de singuleto a 1,81 ppm; um sinal em forma
de singuleto a 1,76 ppm; um sinal em forma de tripleto a 1,35 ppm e por fim um sinal
em forma de singuleto a 0,96 ppm. Os quatro singuletos com desvios quimicos entre

0,96 e 2,40 ppm sdo atribuidos aos grupos metilicos do ciclopentadieno (H1,2,3 e 4). O
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tripleto a 1,35 ppm corresponde ao grupo CHs do grupo etilo ligado ao azoto (H11). Por
outro lado, o sinal referente ao grupo CH; diretamente ligado ao azoto do imidazole
apresenta um desvio maior devido a sua proximidade a este atomo eletroatrator (6 =
4,36-4,21 ppm, H10). Os sinais a 3,05-2,92 ppm (H5) e 6,06 ppm (H6) sdo atribuidos a
ponte alquilica, correspondendo aos protdes do grupo CH; e CH, respetivamente. Pode
observar-se que, no complexo de ferro, os dois protdes do grupo CH; ndo sdo
equivalentes, encontrando-se em diferentes ambientes quimicos, uma vez que o sinal
referente ao protdo que acopla com ele, do grupo CH, se apresenta como um duplo
dupleto (/=11,8; 2,6 Hz), além de que o seu préprio sinal adquire a forma de multipleto.
Os dois dupletos, a 7,13 ppm e 6,48 ppm, sdo atribuidos aos protées aromdticos do
grupo imidazole (H8 e H9). Por fim, o sinal em forma de multipleto entre 7,63-7,53

corresponde aos protdes aromaticos do grupo fenilo (H7).
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Figura 4.10- Espectro de RMN *H do complexo 4.6b em acetona deuterada

Na figura 4.11, encontra-se representado a titulo de exemplo o espectro de
infravermelho do complexo 4.6e. Neste evidencia-se duas bandas intensas a 1601,33 cm
1e a 1924,62 cm™, correspondentes a vibracdo da ligacdo C=0 do grupo amida e do
ligando do ferro (CO), respetivamente. No caso do grupo amida, ocorre conjugacdo do

grupo C=0 com o sistema m adjacente (N) fazendo baixar a sua frequéncia de vibracao.
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Figura 4.11- Espectro de infravermelho do complexo 4.6e

Estudos preliminares de complexa¢dao dos Cp*-NHC com funcionaliza¢des éster
(4.4) e acido (4.5) ndo permitiram obter os resultados pretendidos, pelo que a procura

de estratégias alternativas continua a decorrer.

Tal como referido, o nosso objetivo era a modelacdo desta familia de compostos
para potencial aplicagdo como agentes antibacterianos per si ou combinados com PDT
e, neste sentido, os complexos metdlicos preparados foram avaliados e os resultados

encontram-se apresentados e discutidos nas sec¢des seguintes.
4.1.3- Avaliacao da atividade antibacteriana

Apds uma andlise detalhada da literatura, verificdmos que nunca antes um
complexo de ferro (Il)- Cp*-NHC fora avaliado quanto a sua atividade antibacteriana,
sendo apenas usados em catdlise. 8! Deste modo, para avaliar a atividade
antibacteriana destes selecionaram-se duas estirpes bacterianas da American Type
Culture Collection (ATCC), nomeadamente, uma Gram-positiva - Staphylococcus aureus
ATCC 29213 e uma Gram-negativa- Escherichia coli ATCC 25922 como modelos, de

acordo com a lista prioritaria emitida pela Organizacdo Mundial de Saude.*?

A suscetibilidade bacteriana aos compostos previamente preparados foi

determinada utilizando o método de microdiluicio em caldo Muller Hinton (MH) com
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uma placa estéril de 96 pogos, segundo as normas do Instituto de Padrées Clinicos
Laboratoriais.?® Primeiramente, preparou-se uma suspens3do de cada estirpe bacteriana
em estudo a partir de coldnias puras de uma cultura de 18-24 h/37 °C em 5 mL de dgua
esterilizada, de forma a alcangar uma turvagao equivalente ao padrao de 0,5 da escala
de McFarland, que corresponde a aproximadamente 1,5x10% unidades formadoras de
coldnias (UFC)/mL e, de seguida, realizou-se uma diluicdo de 1/20 em agua. Por sua vez,
as diluicdes dos compostos foram feitas em caldo MH, sendo pipetados inicialmente,
100 pL de caldo MH para cada poco em toda a placa e posteriormente 100 pL (de uma
solugdo stock de 1 mg/mL) dos diferentes compostos em estudo, apenas no primeiro
poco de cada linha da placa. Seguidamente, efetuou-se uma diluicdo de 1:2, retirando
100 plL do primeiro poco para o segundo da mesma linha, e assim sucessivamente, tendo
posteriormente sido adicionados 10 uL do indculo anteriormente preparado a todos os
pocos contendo o composto em estudo. Foram utilizados trés controlos: o controlo de
esterilidade com 100 pL de caldo MH; o controlo de crescimento positivo (100 pL de
caldo MH e 10 pl da suspensdo bacteriana) e, por fim, o controlo positivo com DMSO,
com 100 pL de caldo MH, 100 pL de DMSO e 10 de pL suspensdo bacteriana (Figura
4.12).

Bactéria A em
triplicado B

Bactéria B I:
em triplicado
: b
- G
BactériaAeB

Figura 4.12- Representagdo esquemdtica do ensaio por microdiluicio realizado para

Controlo
crescimento

determinagdo da suscetibilidade bacteriana aos compostos sintetizados
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Por ultimo, as placas foram incubadas na estufa a 35 °C durante 18 a 24 horas.
ApOs este periodo, efetuou-se a leitura dos resultados, observando-se a presenga ou
auséncia de turvacdo, que indica a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano,
respetivamente. A menor concentragdao de composto com o qual se observa auséncia
de turvacgdo corresponde a concentra¢cdo minima inibitéria (CMI). Para cada composto,
o ensaio foi feito em triplicado e reproduzido em trés ensaios independentes e os

resultados encontram-se sumariados na tabela 4.2.

Tabela 4.2- Valores de CMI obtidos para os compostos selecionados

CMI (pg/mL)
Compostos R Sa Ec
4.6a %- 20 500
4.6b %\ 8 8
4.6¢ %/\/OH 8 62.5
4.6d %\/\/OH 8 125
4.6e O >32 n.d.

N
.

Abreviaturas: CMI: concentragdo minima inibitdria (ug/mL); Ec: Escherichia coli ATCC 25922; Sa:

Staphylococcus aureus ATCC 29213; n.d. ndo determinado

Pela andlise da tabela 4.2 observa-se um efeito significativo da cadeia lateral do
Fe (Il) -NHC na atividade antibacteriana, quer em bactérias Gram-negativas quer Gram-
positivas. Relativamente a Staphylococcus aureus ATCC 29213, um resultado notavel,
CMI=8 pg/mL, foi obtido para os complexos com grupos hidroxilo anfifilicos presentes
na cadeia lateral (4.6¢c e 4.6d, Tabela 4.2, entrada 3 e 4). O mesmo resultado foi obtido
para o complexo com um grupo etilo hidrofébico (4.6b, Tabela 4.2, entrada 2). Por outro
lado, a presenca do grupo metilo hidrofébico (4.6a, Tabela 4.2, entrada 1) ou
dimetilacetamida (4.6e, Tabela 4.2, entrada 5) leva a uma diminuigdo significativa da sua

atividade, obtendo-se CMlIs de 20 e > 32 pg/mL, respetivamente.
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Em seguida, prosseguiu-se com os estudos de avaliacdo da atividade
antibacteriana dos compostos mais promissores contra uma estirpe de Escherichia coli
ATCC 25922. Os resultados demonstraram um efeito significativo da alteracdo de um
carbono na cadeia alquilica hidrofébica (metilo 4.6a e etilo 4.6b, Tabela 4.2, entrada 1 e
2) ou na cadeia alquilica de grupos hidroxilo anfifilicos (etanol 4.6¢c e propanol 4.6d,
Tabela 4.2, entrada 3 e 4), obtendo-se CMIs de 500 a 8 pug/mL e 62,5 a 125 ug/mL,

respetivamente.

Entre os compostos testados, o complexo mais lipofilico (4.6b) foi encontrado
como sendo o mais ativo contra ambas as estirpes (8 ug/mL, Tabela 4.2, entrada 2). Este
efeito da cadeia lateral também foi observado por Ozdemir!’ e Karatas’* e
colaboradores em complexos Ag (l) -NHC, sendo os complexos mais ativos também os

mais lipofilicos.
4.1.4- Estudos mecanisticos preliminares

Um dos mecanismos de toxicidade de complexos metalicos mais extensivamente
estudados relaciona-se com a sua atividade redox.’* °> A capacidade de oxidagdo de
complexos de Fe (ll) a Fe (lll) foi previamente avaliada, tendo-se demonstrado que na
presenca de AgBFs em diclorometano era possivel a sua formacdo.°® No entanto,
nenhum estudo foi efetuado mimetizando as condi¢bes bioldgicas. Neste sentido, e
numa tentativa de perceber se o0 mecanismo de acao destes complexos poderia ser do
tipo Fenton (Eq. I), comecamos por explorar a capacidade destes complexos formarem
radicais *OH na presenca de perdéxido de hidrogénio, comumente encontrado em
condicOes bioldgicas, usando duas estratégias: a primeira consistindo na avaliacdo do
estado de oxidacdo do metal e a segunda na detecdo de espécies reativas de oxigénio

(ROS).

Fe (Il) + H,0, "OH + OH +Fe () ()]

Neste sentido, primeiramente espectros UV-Vis foram adquiridos entre cada
adi¢dao de H,0za uma solugdo do complexo 4.6b e encontram-se representados na figura
4.13, A. Como se pode observar, ocorrerem alteracdes significavas na forma do espectro

apos a adicdo de quantidades sucessivamente crescentes de H,O, Ocorreu o
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desaparecimento da banda pouco definida entre 400-450 nm e o aparecimento de uma
nova banda intensa com mdaximo a 355 nm. Estas alteragGes significativas na forma do
espectro podem ser atribuidas a alteracdo do estado de oxidacdo do metal. Estudos de
ressonancia eletrénica paramagnética (EPR) corroboraram esta evidéncia, uma vez que
a solucdo do complexo 4.6b ndo apresenta qualquer sinal, um comportamento tipico de
complexos de Fe (ll) de spin baixo (Figura 4.13, B) e apds a adi¢cdo de H,0;, observa-se o

aparecimento de um sinal tipico de um complexo de Fe (lll) (Figura 4.13, C).
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Figura 4.13- A- Espectros de absor¢do do complexo 4.6b com adi¢des progressivas de H,0,; B-
EPR do complexo 4.6b a 20 °C; C- EPR do complexo 4.6b apds adigao de H,0;a 20
°C D- Espectros de fluorescéncia do complexo 4.6b com adi¢des progressivas de

H,0, e respetivos controlos.

Seguidamente, para avaliar a formacdo de radicais hidroxilo, utilizou-se a 3'-(p-
aminofenil) fluoresceina (APF), uma sonda indicadora destes radicais. Esta sonda é n3do
fluorescente per si até que reage com radicais hidroxilo, deste modo, a formac¢ao de ROS
pode ser observada através do aparecimento de fluorescéncia, apds adigOes

progressivas de H,0;. A analise destes dados, representados na figura 4.13, D confirmam
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a formacdo de radicais hidroxilo. Com base nestes resultados, podemos concluir que os
complexos metalicos possuem a capacidade de se oxidar na presenca de peréxido de

hidrogénio, formando ROS.

Adicionalmente, foi realizada uma experiéncia com glutationa, um conhecido
redutor biolégico, de modo a verificar se era possivel retornar ao estado oxidativo Fe
(1), reiniciando o ciclo oxidativo e consequentemente aumentando a quantidade de ROS
gerados. Com este intuito, foram adquiridos espectros UV-Vis entre cada adi¢dao de
glutationa a uma solucdo do complexo 4.6b previamente oxidada pela adicao de H,0;
(1,46x10* M, Figura 4.14). Como se pode observar, apds a adi¢cdo de 4,85x10* M de
glutationa observa-se o desaparecimento da banda tipica do complexo de Fe (lll), a 355
nm. De seguida, apds adicionar novamente 4,85x10“ M de H,0,, esta banda retorna a

observar-se, alterando o espectro para o comportamento tipico de Fe (lll).

—— 4.6b
—— 4.6b+1,46E-04 M H202
— 4.6b+1,46E-04 M H202+4,85E-04 M glutationa
\ [ 4.6b+1,46E-04 M H202+4,85E-04 M glutationa+ 4,85E-04 M H202
164!
o]
(5]
C
«©
c
(@]
[%2)
o]
< 08
0,0 T T T T T T
300 400 500 600

Figura 4.14- Avaliacao da reversibilidade da oxidacao do complexo 4.6b por adi¢cdo de glutationa

Apds este estudo, seria importante verificar se o0 mesmo comportamento se
observa nas diferentes estirpes bacterianas. Neste sentido, foi realizado um ensaio
utilizando duas sondas especificas sensiveis a radicais hidroxilo, 3'-(p-hidroxilfenil)
fluoresceina (HPF) e APF e as duas estirpes de bactérias anteriormente referidas

(Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coli ATCC 25922), utilizando
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concentragdes do complexo 4.6b entre 0-250 pg/mL. No entanto, nesta experiéncia ndo
foi possivel detetar qualquer sinal de fluorescéncia das sondas. Estes estudos apontam
no sentido que as estirpes bacterianas ndao produzem H,0; em concentracdo suficiente

para que ocorra a oxidagao do ferro e consequente formacgao de ROS.

Como referido na literatura, concentragdes de 5,2 mM de H,0; tém efeito
bacteriostéatico em estirpes de Staphylococcus aureus.”” Neste sentido, planeou-se uma
experiéncia em que se adicionou uma concentracdo de perdxido de hidrogénio
ligeiramente inferior, concomitantemente com a determinac¢do da CMI para o composto
4.6b, de modo a observar se estas concentraces poderiam ser suficientes para induzir
a oxidacdo dos complexos metalicos. Nenhuma alteracdao da CMI foi notada neste
estudo. Observando os nossos resultados anteriores explicitados na figura 4.13 A e D,
podemos verificar que a quantidade de H;0O; adicionada (<5 mM), é inferior ao

necessario para comecar a observar o efeito (48,5 mM).

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que o mecanismo de acao
dos complexos metalicos preparados ndo aponta para que seja resultado da producao
de ROS. Estudos adicionais avancados seriam necessarios de modo a determinar que
outros mecanismos podem estar envolvidos na sua atividade antibacteriana. Todavia,
estes encontram-se fora do ambito deste trabalho de investigacdao, ndo sendo objetivo

desta Tese.
4.1.5- Terapia Dual

Como referido no capitulo 1 desta Tese, a melhor maneira de evitar a resisténcia
bacteriana é conjugar multiplos mecanismos de acdo, de modo a que sejam necessarias
multiplas mutagdes nos diversos alvos para gerar resisténcia, diminuindo drasticamente
a sua probabilidade de ocorréncia. Deste modo, decidimos testar a conjugacdo destes
agentes antibacterianos no escuro com os fotossensibilizadores (PSs) neutros, 2.2 e 2.3,
e com o PS catidnico mais eficaz em estudos plancténicos, o PS 2.8, preparados no
capitulo 2. Em relagdo aos PSs neutros, a uma placa de 96 pogos adicionou-se a solucao
do complexo 4.6b na sua concentragdo minima inibitéria (8 pg/mL) ou apenas PBS, no
caso do controlo (sem adicdo de PS, nem complexo de ferro) e dos pocos que irdo ter

apenas PS (10 uM), e Staphylococcus aureus ATCC 29213 (10 pL). Deixou-se em agitacao
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por 12 horas e, de seguida, o fotossensibilizador foi adicionado (10 uM), incubado por
uma hora, e a placa foi irradiada com luz LED de 420 nm, com a dose de luz previamente

otimizada (Capitulo 3, 10 J/cm?).

A) 2.3 B) 2.2
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Figura 4.15- Terapia dual usando o complexo 4.6b e 0s PSs 2.2 e 2.3 (10 uM) em S. aureus ATCC
29213 e 0 PS 2.8 (10 nM) em E. coli ATCC 25922
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Com o fotossensibilizador caténico, utilizou-se o mesmo protocolo, com excecdo da
concentracdo de PS (10 nM) e da estirpe, que foi Escherichia coli ATCC 25922. A
viabilidade das bactérias foi avaliada pela contagem do ndmero de coldnias formadas

apo6s 24 horas a 37 °C, no escuro e os resultados encontram-se na figura 4.15.

Como se pode observar, a diferenga na viabilidade bacteriana, na auséncia ou
presenca do complexo metdlico, ndo foi significativa. Deste modo, podemos concluir
que a administragdo do complexo de ferro 4.6b concomitantemente com o

fotossensibilizador ndo resulta num efeito sinergético na sua atividade antibacteriana.
4.1.6 - Conclusao

O objetivo central deste capitulo consistiu na sintese de novos complexos de
ferro (ll) baseados em carbenos N-heterociclicos funcionalizados com multiplos grupos
com o fim de obter compostos com diferentes anfifilicidades e propriedades que possam
atuar como antibacterianos. Para este efeito, comegou por se sintetizar o proé-ligando
mais simples, o Cp*-NHC 4.2, que serviu de base para posteriores modelacdes
estruturais com diferentes haletos de alquilo selecionados de acordo com as
caracteristicas pretendidas. Obtiveram-se os prd-ligandos 4.3a-g com rendimentos
entre 54-90%. O interesse em encontrar novas metodologias envolvendo processos
mais sustentaveis conduziu a uma otimizacdo deste processo sintético, utilizando como
modelo o pré-ligando 4.3b. A metodologia utilizando radiagdo micro-ondas permitiu um
aumento do rendimento (68% para 81%), uma diminuicdo drdstica do tempo reacional
(72 horas para 15 minutos) e uma reducdo no impacto ambiental, avaliada pelo fator-E
(51,48 para 43,20). Adicionalmente, Cp*-NHC com funcionaliza¢des éster (4.4) e acido

(4.5) foram sintetizados pela primeira vez.

Complexos de ferro (Il) correspondentes a cada pré-ligando (4.6a-e) foram
sintetizados com rendimentos entre os 68-90%. Estes foram avaliados quanto a sua
atividade antibacteriana em estirpes Gram-positivo (Staphylococcus aureus ATCC
29213) e Gram-negativo (Escherichia coli ATCC 25922), demonstrando um efeito
significativo da cadeia lateral do Fe (ll) -NHC. O complexo mais lipofilico (4.6b) foi

encontrado como sendo o mais ativo contra ambas as estirpes (8 pg/mL).
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Estudos mecanisticos preliminares foram realizados, tendo-se provado a
capacidade de oxidagdo a ferro (lll) em solu¢ao com adi¢ao de perdxido de hidrogénio e
consequente formacdo de radicais hidroxilo. No entanto, estudos realizados em
bactérias demonstraram que a quantidade de perdxido presente ndo é suficiente para
a observacdo deste efeito e que o mecanismo de acdo dos complexos metalicos

preparados ndo passa pela sua atividade redox.

Por fim, realizou-se uma experiéncia de terapia dual em Staphylococcus aureus
ATCC 29213 através da combinacdo do complexo de ferro 4.6b com aPDT, utilizando
fotossensibilizadores bimodais preparados no capitulo 2 desta Tese, 2.2 e 2.3 e em
Escherichia coli ATCC 25922 utilizando o fotossensibilizador catiénico 2.8. Observou-se
qgue a diferenca na viabilidade bacteriana, na auséncia ou presenca do complexo
metalico, nao foi significativa. Deste modo, podemos concluir que a administracdo do
complexo de ferro concomitantemente com o fotossensibilizador ndo potencia a sua

atividade antibacteriana.

Em suma, os resultados obtidos neste capitulo sdo um bom ponto de partida e
abrem o caminho para o desenvolvimento de novos complexos de ferro-NHC, com o
design e modulacdo estrutural apropriados para aumentar a sua atividade

antibacteriana, e desenvolver novos antibidticos com outros mecanismos de agao.
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Sintese, caracterizag¢ao e avaliagao da atividade antiplasmodica

de chalconas

As chalconas podem ser consideradas com uma das mais importantes
classes de flavondides naturais, devido a sua facil sintese e modelagao, o que lhes
permite conter na sua estrutura uma grande variedade de substituintes,
conferindo-lhes, deste modo, potencial para multiplas aplicacdes. 1> Destacando
as suas aplicac¢des a nivel medicinal (Figura 5.1),519 estas podem incluir a atuacdo
das chalconas como agente anticancerigeno,*'®antioxidante,'’” antifungico,82°

24 anti-inflamatdrio,?>

antileishmaniose,?!  antituberculose,??> antiviral,?>
antibacteriano,® 2628 hepatoprotector?®, regulador cardiovascular,?® ou

antimaldrico.%31

Hepatoprotetor

Regulacdo
cardiovascular

Anti-inflamatadrio

Antituberculose

Anticancerigeno

Antioxidante

Antiviral

Antileishmaniose

Antifangico

Figura 5.1- Atividades bioldgicas das chalconas

Estas multiplas potencialidades sdo a justificacdo primordial para o
interesse da comunidade cientifica no desenvolvimento de diferentes
metodologias para a sua sintese. 32 Tal como descrito no capitulo 1 desta Tese, a

atividade antimalarica das chalconas foi pela primeira vez observada num
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produto natural denominado Licochalcona A.33 A partir dai, inidmeros andlogos
foram sintetizados. 32 No entanto, encontram-se na literatura poucos estudos
estrutura/atividade. Dentro do nosso conhecimento, ndo existem estudos com
chalconas relativamente a sua atividade na fase hepatica da infe¢dao por
Plasmodium. Como primeira aproximagdao, decidiu-se analisar estudos
estrutura/atividade na fase eritrocitaria. Liu e os seus colaboradores3334
descreveram um estudo onde foi avaliada a influéncia de grupos polares, apolares
e halogénios no anel B da chalcona, mantendo grupos alcéxi ou hidroxilo no anel
A (Figura 5.2). Deste estudo concluiu-se que as chalconas hidroxiladas foram
menos ativas, sendo a 1-(2,3,4-trimetoxifenil)-3-(3-quinolinil)prop-2-en-1-ona o

composto mais ativo.

O
DI
Grupos alcoxi
Grupos hidroxilo

Halogénios
Grupos polares (ex. quinolinas)
Grupos apolares (ex. etilo)
Melhor

resultado

IC50= 2 uM

(. J

Figura 5.2- Estudos estrutura/atividade descritos por Liu e colaboradores3*

Por outro lado, Yadav et al.l® reportaram um estudo invertendo os
substituintes entre os anéis, ou seja, modelando a estrutura com grupos alcdxi no
anel B e grupos amina na posicdo 4 do anel A, tendo-se destacado a 1-(4-
(benzimidazol-1-il)fenil)-3-(2,4-dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona com um ICsp de 1,1

pug/mL (Figura 5.3).
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O
DA
Grupos alcéxi Grupos amina e derivados
Melhor
resultado
O OCHj4
OAAe
N OCHj
IC50= 1,1 uM

Figura 5.3- Estudos estrutura/atividade descritos por Yadav e colaboradores?®

Baseados nos resultados obtidos nestes estudos, decidiu-se no trabalho descrito
neste capitulo sintetizar-se uma série de chalconas contendo diferentes grupos amina
no anel A e grupos alcoxi no anel B, de modo a avaliar a sua atividade antiplasmaédica,

centrando-se principalmente na fase hepatica do ciclo de vida do parasita.

Os estudos pioneiros de sintese de chalconas foram realizados por Claisen3® e
Schmidt3® em 1881, que descreveram a condensacdo de cetonas aromadticas com
aldeidos, catalisada por acidos ou bases fortes. A partir dai, inUmeros autores
reportaram modificacdes e melhorias a esta metodologia, como foi recentemente
compilado.? No entanto, a transposicio destes métodos de sintese da escala
laboratorial para a escala industrial tem sido altamente desafiante, uma vez que estes
geralmente conduzem a producdo de elevadas quantidades de residuos, o que os torna
caros e prejudiciais para o meio ambiente, sendo inapropriados para a producgao destes
compostos, especialmente tendo em conta as atuais regulamenta¢des da Comissao

Europeia (CE). ¥’
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5.1- Desenvolvimento de um novo método de sintese de chalconas

Baseado no explicitado acima, é imperativo o desenvolvimento de processos
sintéticos alternativos focados em reagcbes com maior economia atédmica, menor
consumo de energia e uso de solventes renovaveis. Com base neste conhecimento, a
simbiose entre o nosso interesse na sintese de derivados de chalconas para aplicacao
em quimica medicinal com o desenvolvimento de processos de sintese sustentdveis de
aplicabilidade industrial,®®** levou-nos a idealizacdo de uma nova otimizacdo do
conhecido método Claisen-Schmidt.

Numa experiéncia tipo, o benzaldeido e a acetofenona (1 mmol) foram
dissolvidos na quantidade minima de etanol absoluto (1 mL). De seguida, adicionou-se
a quantidade minima de catalisador necessdria para o sucesso da reacdo, 10 mol% de
KOH em pd. A mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente, tendo-se
observado a formacao de precipitado apds 2 minutos. O sélido foi filtrado e lavado com
agua, obtendo-se a (E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona, 5.1, com um rendimento de 92%
(Tabela 5.1, entrada 1).

O scope desta nova metodologia foi avaliado para diferentes aldeidos e cetonas,
selecionados quer com base na avaliagdao da aplicabilidade da reagdao em grupos
atractores e doadores de eletroes, quer nos estudos de estrutura-atividade abordados

acima.10.34,39

Deve ser enfatizado que o uso de quantidades minimas de etanol, quando

40-50 conduz, em todos os casos, a

comparado com o previamente descrito na literatura,
uma precipitacao in situ dos compostos, o que representa uma grande vantagem no que
diz respeito a uma transposicdo para escala industrial. Apés filtracdo e lavagem com
agua, as chalconas foram obtidas com rendimentos elevados, entre 80-98%
independentemente dos diferentes substituintes no benzaldeido (Tabela 5.1, entradas
2-4) ou na acetofenona (Tabela 5.1, entradas 4-10) utilizados. Deve realcar-se que,
contrariamente ao descrito para outras metodologias, 2 neste trabalho, os rendimentos
ndo foram significativamente afectados pela presenca quer de doadores (ex. -OCH3s),

quer de atractores de electrdes (ex. 4-NO;). Um rendimento ligeiramente inferior foi

obtido para o 3,4,5-trimetoxibenzaldeido (80%, Tabela 5.1, entrada 3) .
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Tabela 5.1- Scope de aldeidos e cetonas utilizados para a sintese de chalconas.

0 0

0]
I AN
KOH
+ —_—
R R, Etanol R; R,
5.1-5.10
Rendimento
Entrada Composto R1 R2
Isolado (%)

1 5.1 H H 92
2 5.2 4-0CHs H 94
3 5.3 3,4,5-0OCHs H 80
4 5.4 2-NO> H 93
5 5.5 H 4-0CHs 95
6 5.6 4-OCH3 4-F 98
7 5.7 4-OCHs 4-NO; 93
8 5.8 3,4,5-OCHs 4-NH; 96
9 5.9 2-Cl 4-NH> 97
10 5.10 3,4,5-OCHs 4-piperazina 0

Adicionalmente, um resultado notavel foi obtido quando se realizou a
condensagdao da 4-aminoacetofonenona com o 2-clorobenzaldeido ou com o 3,4,5-
trimetoxibenzaldeido, originando as correspondentes chalconas em excelentes
rendimentos (Tabela 5.1, entradas 8 e 9, 96 e 97%). Na literatura, a sintese de
aminochalconas foi reportada apenas em rendimentos moderados.® Por esta razdo,
alguns autores desenvolveram estratégias de sintese indireta para a sua preparacao,
através da reducdo de nitrochalconas.>> °® Deste modo, a nossa estratégia sintética
permite ultrapassar algumas limitacdes das metodologias previamente reportadas,
possibilitando uma grande melhoria na sintese de chalconas aminadas, reconhecidas

como building blocks para vérias aplicacbes medicinais. 0

Apesar disso, e mesmo apds multiplas tentativas, ndo foi possivel obter a (E)-1-
(4-(piperazin-1-il)fenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona , chalcona 5.10,

aplicando esta metodologia. Deste modo, procedeu-se a protecdo da 1-(4-(piperazin-1-
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il)fenil)etanona adaptando procedimentos tipicos para a protecdo de aminas com terc-
butiloxicarbonilo, comumente conhecido por Boc (Figura 5.4).>! Assim, a uma solu¢do
desta acetofenona em acetonitrilo, foi adicionado DMAP e dicarbonato de di-terc-butilo.
A mistura foi deixada em agita¢do vigorosa a temperatura de 30 °C durante 24h. Apds o
términus da reacdo, evaporou-se o solvente a pressdo reduzida, e redissolveu-se o
produto em éter dietilico. A fase organica foi lavada com uma solu¢do de 1M de
bissulfato de sddio, com uma solucdo de 1M de bicarbonato de sédio e com uma solugdo
saturada de hidroxido de sédio. Por ultimo, secou-se com sulfato de sodio anidro,
filtrou-se e evaporou-se o solvente, obtendo-se a acetofenona protegida 5.11 com um
rendimento de 87%. Apds este passo prévio de protecao, procedeu-se a sintese da
chalcona pelo método descrito e desenvolvido nesta Tese usando KOH em etanol. Deste

modo, a chalcona 5.12 foi obtida com um rendimento de 94%.

Por fim, procedeu-se a desprotecao do grupo amina. Assim, num baldo de fundo
redondo contendo a chalcona 5.12, adicionou-se 10 mol% de TFA e 2 mL de
diclorometano. A reacdo foi deixada em agitacdo a temperatura ambiente durante 24

horas. Obteve-se o composto pretendido 5.10 com um rendimento de 96%.

o DMAP o Q
N ACN N Etanol H;CO N
Hl\(\) \koTQ OCHs K/)\‘ 0

o) 5.11 87% 5.12 94% XO

TFA
DCM

o}
OO
HsCO N/\
OCH; I\/NH
5.10 96%

Figura 5.4- Esquema sintético da (E)-1-(4-(piperazin-1-il)fenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona 5.10

Todas as chalconas anteriormente apresentadas foram caracterizadas por RMN

de H e 13C. Nas figuras 5.5-5.7 encontra-se a titulo de exemplo a caracterizac3o da
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chalcona 5.12. As restantes caracterizagGes encontram-se descritas na secgdo

experimental, capitulo 6.

O RMN de 'H apresenta 10 sinais caracteristicos: quatro sinais em forma de
dupleto a 8,00; 7,70; 7,42 e 6,92 ppm; trés sinais em forma de singuleto a 6,86; 3,92 e
3,90 ppm; dois sinais em forma de multipleto entre 3,63 — 3,57 e 3,39 — 3,33 ppm e por
fim um sinal em forma de singuleto a 1,49 ppm. O singuleto a 1,49 ppm é atribuido aos
nove protdes dos grupos metilicos do grupo protetor Boc (H10’,11°,12’). Por sua vez, os
dois multipletos entre 3,92 — 3,59 e 3,37 — 3,35 ppm, correspondem aos oito protdes
alquilicos da piperazina (H2’,3’,5’,6’) e os dois singuletos a 3,92 e 3,89 ppm aos nove
protées dos grupos metoxilo (H3”,4”,5””). A 7,70 e 7,42 ppm encontram-se os dois
dupletos caracteristicos dos protdes da ligacao dupla da chalcona. Estes apresentam um
acoplamento de J = 15,5 Hz, indicando que se encontram em posicdo trans. Pensando
nas formas de ressonancia tipicas dos compostos carbonilicos a-f insaturados, podemos
facilmente prever que o protdo B (H7) relativamente ao grupo carbonilo terd uma menor
densidade eletrénica e por isso se encontrara mais desviado para campo baixo (7,70
ppm). Por oposicdo, o protdo a (H8) corresponderd ao sinal a 7,42 ppm. Por fim, os
restantes sinais em campo baixo sdo atribuidos aos protdes dos anéis aromaticos,
apresentando dubletos com acoplamentos tipicos de J = 7,5 Hz no caso do anel A
(H11,12,14,15) e em forma de singuleto (6,86 ppm) no caso do par de protdes do anel B
(H2,6). Relativamente aos protdes aromaticos do anel A, sabemos que os protdes H11l e
H15 possuem um grupo electroatrator em orto e um grupo doador em meta,
contribuindo para uma maior desblindagem e consequente desvio para campo baixo
(8,00 ppm). Assim, pelo efeito contrdrio, podemos atribuir os protdes H12 e H14 ao
dubleto a 6,92 ppm. Por RMN unidimensional ndo foi possivel fazer a atribuicdo dos
multipletos entre 3,63 — 3,57 e 3,39 — 3,33 ppm, correspondentes aos oito protdes
alquilicos da piperazina (H2’,3’,5’,6’). Deste modo, a sua atribuicdo foi realizada com
recurso a HMBC, observando qual dos multipletos se correlacionava com o carbono do

grupo Boc (C7’) ou com o carbono sp? quaterndrio diretamente ligado a piperazina (C13).
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Figura 5.5- Espectro de RMN de 'H para a chalcona 5.12 em CDCl;

Com a atribuicdo dos sinais provenientes dos protdes efetuada, serd feita uma

analise semelhante para o espectro unidimensional de RMN de 3C (Figura 5.6). No

entanto, através deste ndo conseguimos realizar a atribuicdo inequivoca de todos os

sinais, sendo necessario recorrer a espectros bidimensionais.
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Figura 5.6- Espectro de RMN 3C para a chalcona 5.12 em CDCl;

Neste sentido, foram efetuados espectros de acoplamento H-13C do tipo HSQC

e HMBC (Figura 5.7). Apds atribuicdo inequivoca dos protdes, foi relativamente facil

atribuir a maioria dos carbonos diretamente ligados a hidrogénios utilizando as

correlagbes de HSQC, tendo a maior dificuldade sido a atribuicdo dos carbonos

guaterndrios (Figura 5.8).
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Figura 5.7- Sobreposicdo do espectro HSQC (laranja) com o espectro HMBC (verde) para a

chalcona 5.12 em CDCls

O carbono quaternario mais simples de atribuir € o C9’, com desvio a 80,3 ppm,
encontrando-se na zona tipica dos carbonos alifaticos diretamente ligados a
heteroatomos, e apresenta uma correlacdo com os grupos metilo do grupo Boc.
Relativamente aos grupos carbonilo, estes encontram-se normalmente em frequéncias
entre 200-150 ppm. O grupo cetona, ao possuir uma a-f insaturagao, tera o seu sinal
desviado para campo alto, a 188,2 ppm (C9). O carbono carbonilico do grupo Boc por se
encontrar rodeado por dois grupos electrodoadores, encontrar-se-a ainda mais
desviado para campo alto, pelo que a sua atribuicdo (154,8 ppm, C7’) foi efetuada
através das correlagdes por HMBC (Figura 5.8). O C13 (154,0 ppm) foi atribuido por este
apresentar correlacdo com sinais do seu anel aromatico e com sinais alquilicos do grupo
piperazina. O C10 (128,9 ppm) correlaciona-se apenas com os protdes do seu respetivo
anel aromatico (H12 e H14). Deste modo, falta apenas atribuir os 4 carbonos
guaterndrios do anel B. O carbono 1 é o Unico que se correlaciona com os protdes da
ligacdo dupla da chalcona, sendo por isso, facilmente atribuido. Relativamente aos
carbonos 4 (140,3 ppm) e 3,5 (153,6 ppm), ambos se correlacionam com os protoes
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aromaticos (H2 e H6), mas apenas se correlacionam com os protdes do grupo metoxilo
diretamente ligado a cada um. Ao contrario dos carbonos 3 e 5, o carbono 4 sofre um
efeito eletrodoador por parte de ambos os grupos metoxilo em posicdo orto e, por essa

razao, encontra-se mais desviado para campo alto.

10'

9V CH3

11
CHj

CHs
12'

Figura 5.8- Esquema das correla¢des *H-13C do tipo J% e J® observadas em HMBC mais relevantes

para a identificagcdo dos carbonos quaternarios da chalcona 5.12

5.1.1- Scale-up reacional

Tal como referido no texto introdutério deste capitulo, um dos grandes desafios
das metodologias de sintese de chalconas tem sido a sua transposicdo da escala
laboratorial para a escala industrial. Neste sentido, foram realizados testes de scale-up
dareacdocom5 e 25 mmol usando o 4-metoxibenzaldeido e acetofenona como modelo.
A chalcona foi obtida com um rendimento de 92% (1,10 g) e 97% (5,8 g), respetivamente.
Na reacdo com maior quantidade, observou-se um ligeiro aumento do tempo necessario

para que ocorra a precipitacdao de 5 para 15 minutos.

Estes resultados demonstraram a capacidade da nossa metodologia ser
facilmente transposta para escala multi-grama, continuando a verificar-se a precipitacdo

do produto pretendido, sem alteragdes significativas nos rendimentos obtidos.

5.1.2- Sustentabilidade da metodologia desenvolvida

Ao idealizar uma nova metodologia sintética sustentavel, é importante verificar
a melhoria de sustentabilidade introduzida no novo processo e ndo nos focarmos apenas
na eficiéncia da reacdo. No sentido de tentar quantificar a sustentabilidade dos
processos quimicos e permitir a sua comparacao tém surgido diversas métricas, de entre

as quais se destaca o fator ambiental (fator-E)*? e o fator EcoScale.>3
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O fator-E ambiental®? representa a relagdo entre o peso total de residuos gerados
e o peso do produto final, sendo uma ferramenta util para avaliagao rapida do processo
implementado com base nos residuos gerados. Nesta métrica o valor ideal é zero,
correspondente a um processo onde ndo existe produ¢ao de qualquer residuo. Assim,
esta métrica centra-se na quantidade de residuos gerados, ndo tendo em consideracao
o impacto ambiental dos produtos, dos residuos ou dos solventes utilizados nos
processos de purificacdo. Numa tentativa de colmatar esta lacuna, recentemente, surgiu
o fator EcoScale®3 que pretende avaliar a sustentabilidade de um determinado processo
em funcdo do rendimento, do preco dos componentes da reacdo, da seguranca, das
condicbes reacionais, da temperatura, do tempo e facilidade de purificacdo e
isolamento. O EcoScale define uma reacao ideal com o valor de 100 e em seguida subtrai
pontos de penalidade definidos para condi¢des ndo ideais. Os valores de fator-E foram
calculados usando sempre a sintese da (E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona, 5.1, como
referéncia para cada método, de modo a verificar a sustentabilidade do novo processo
desenvolvido, usando KOH como base, e a compara-lo com os métodos previamente
descritos na literatura.*144 465455 Os valores apresentam-se na figura 5.9 e o seu célculo
encontra-se especificado no capitulo 6 (Seccdo experimental). Da analise dos valores
obtidos, pode observar-se que a diminuicdo da quantidade de solvente e de catalisador
utilizado, bem como o ligeiro aumento de rendimento conduz a uma melhoria

significativa nos valores do E-fator para 4,2.
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Figura 5.9- Valores de Fator-E para a metodologia descrita vs métodos descritos na literatura
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Adicionalmente, o valor de Ecoscale para a metodologia desenvolvida neste
trabalho foi também calculado de acordo com a tabela reportada por Van Aken®3, Deste
modo, a nossa metodologia foi penalizada com 4 pontos devido ao rendimento obtido
[(100-rendimento obtido)/2]; 3 pontos relativamente ao preco dos componentes, tendo
em conta que na Sigma-Aldrich 1 L de benzaldeido custam 35,60 €, 1 L de acetofenona
40,80 €, 1 kg de KOH 38 € e 1 L de etanol cerca de 16€; 1 ponto devido a purificagcao
necessitar de filtracdo seguida de cristalizacdo e por ultimo 20 pontos pela perigosidade
dos reagentes utilizados (benzaldeido- prejudicial, acetofenona- potencialmente
perigoso, KOH- Corrosivo, etanol- Altamente inflamavel). Foi obtido o elevado valor de

72/100.

Estas métricas evidenciam o aumento da sustentabilidade do método
desenvolvido face aos previamente descritos, facto derivado da reducdo do tempo
reacional e desta metodologia evitar processos de purificagdo laboriosos,
nomeadamente os que envolvem varios passos desde neutralizacdo com HCI, a

extracbes e lavagens sucessivas.

5.2- Avaliagdo da atividade antiplasmddica de chalconas

Tal como referido no capitulo 1 desta Tese, a maioria dos medicamentos
utilizados atualmente no tratamento da maldria atuam fortemente na fase eritrocitaria.
No entanto, para erradicagcdo da malaria, é necessario o desenvolvimento de
medicamentos que atuem na fase hepatica do desenvolvimento do parasita, devido as
formas latentes do parasita que podem persistir no figado, resultando em recidivas.
Deste modo, esta fase do desenvolvimento do parasita tem um enorme potencial para

intervencdo de novas terapéuticas antimaldricas.>®->8

Neste sentido, sete das chalconas sintetizadas foram selecionadas com base nos
estudos estrutura/atividade apresentados acima para avaliar a sua atividade contra a
fase hepdtica da infecdo pelo parasita da malaria. Os estudos foram realizados no
deslocamento da Carolina S. Vinagreiro ao Prudéncio Lab, no Instituto de Medicina
Molecular da Universidade de Lisboa. A capacidade destes compostos inibirem a infecdo

de linhas celulares Huh-7 por P. berghei foi avaliada usando um protocolo baseado na
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medicdo de bioluminescéncia desenvolvido no Prudéncio Lab do Instituto de Medicina
Molecular, Lisboa (Figura 5.10).>° Neste ensaio, sdo utilizados parasitas geneticamente
modificados para expressar luciferase (PbLuc), uma enzima que utiliza a luciferina como
substrato para catalisar reagGes bioldgicas que transformam energia quimica em

energia luminosa, de modo a poder quantificar a carga parasitaria em células hepdticas

infetadas.
Infectar
Oh
invasdo desenvolvimento
| |
2h
-24h -1h A4§I'_‘
Plaquear Adicionar nalise
compostos

Figura 5.10- Protocolo experimental utilizado na avaliacdo da atividade antiplasmddica

Sucintamente, as células Huh-7 sdo plaqueadas em placas de 96 pocos no dia
anterior ao tratamento com os farmacos e a infecdo. Solucdes stock dos compostos sdo
preparadas e diluidas com meio de acordo com as concentra¢des de teste desejadas.
Para a realizacdo do primeiro screening, testaram-se 3 concentracdes de cada composto
-1,5e 10 uM - em triplicado. O meio de cultura é substituido por meio contendo os
compostos nas concentracbes desejadas, 1 hora antes da infecdo. Como controlo,
utilizou-se DMSO numa quantidade equivalente a presente na concentracdo mais

elevada dos compostos testados.

De seguida, procedeu-se a dissecdo de mosquitos Anopheles fémea infetados
com parasitas PbLuc, de modo a retirar as suas glandulas salivares (Figura 5.11), de onde,
apos um processo de disrupcao, sdo extraidos os esporozoitos. Uma hora ap6s a adicao
dos compostos, acrescenta-se a cada poco 10.000 esporozoitos. Procede-se a uma
centrifugacdo (1700 g, 5 minutos) de modo a promover o contacto e aumentar a infecao
e, de seguida, incubam-se as células por 48 horas a 37 °C na presenga de 5% de CO,.
Apds este tempo, realiza-se um processo de lise celular e por fim, através da medicao
da luminescéncia usando o protocolo para o ensaio da luciferase descrito no capitulo 6

desta Tese, foram quantificados os niveis de infecdo. Adicionalmente, é também
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avaliada a viabilidade celular usando o ensaio de Alamar Blue. Neste, o metabolismo das
células vivas converte a resazurina (componente ativo do Alamar Blue) em resofurina,

possuindo diferencas quantificaveis ao nivel da absortividade.

Figura 5.11- Processo de dissecacdo dos mosquitos realizado pela autora da Tese (Carolina S.

Vinagreiro)

A analise dos resultados encontra-se em registo grafico na figura 5.12, onde as
barras representam a percentagem de infe¢do e os pontos a confluéncia celular. Note-
se que uma confluéncia celular de 100% é obtida quando as células ocupam todo o poco
da placa e a sua % diminui de forma diretamente proporcional ao aumento da toxicidade
celular dos compostos. Os resultados sdao expressos como a média + desvio padrao,

sendo que as flutuacdes apresentadas (barras de erro) se devem a variabilidade
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caracteristica deste tipo de ensaios. Observa-se que a chalcona 5.2 ndo tem qualquer
atividade, enquanto as restantes apresentam atividades nas concentracdes de 5 e 1 uM.

Observa-se ainda toxicidade do composto 5.12 na maior concentracdo estudada (10

UM).
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Figura 5.12- Primeiro screening de atividade dos compostos selecionados (5.2, 5.3, 5.8, 5.10,

5.12)

Os resultados deste primeiro screening permitiram excluir o composto 5.2 dos
estudos subsequentes. O ICso € uma medida quantitativa que indica a concentragao
necessaria de uma substancia inibidora especifica para inibir, in vitro, um determinado
processo bioldgico ou componente bioldgico em 50%, pelo que neste caso especifico
indica-nos a concentracdo de chalcona necessaria para inibir 50% da infecdo hepatica
por P. berghei. Para o calculo destes valores, foi utilizado um procedimento semelhante
ao anteriormente descrito, mas utilizando concentracdes de cada composto
selecionadas de acordo com os resultados de citotoxicidade observados no primeiro
screening. Foram realizados trés ensaios independentes, cada um com pogos em
triplicado, para cada concentracdo. As concentracdes para cada composto foram
selecionadas de acordo com as indicacdes dadas pelo primeiro screening, quer a nivel
de atividade quer de toxicidade. A titulo de exemplo, na figura 5.13 encontra-se o grafico

referente a uma das experiéncias realizadas para o calculo do ICso para a chalcona 5.12.

202



Capitulo 5

Como se pode observar, nas concentragées selecionadas, o composto ndo apresenta

qualquer hepatotoxicidade.

HInfecdo @ Confluéncia
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Figura 5.13- Efeito de diversas concentracdes da chalcona 5.12 na percentagem de infe¢do e

confluéncia celular

Apds se obter os resultados experimentais, procede-se a constru¢dao de um
grafico da percentagem de infecdo em funcdo do logaritmo da concentracdo (Figura
5.14). O valor de ICso é calculado através da equacgdo de ajuste entre os pontos obtidos,

quando o valor do eixo das ordenadas é 50%.
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Figura 5.14- Ajuste para o efeito da dose da chalcona 5.12 em fungdo da percentagem de infecdo
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O mesmo procedimento foi realizado para os restantes compostos e 0s
resultados encontram-se resumidos na tabela 5.2. Pela andlise desta tabela pode
concluir-se que a chalcona mais ativa na fase hepatica da infecdo in vitro por P. berghei
é a chalcona 5.12, com um ICso de 1,45 + 0,04 uM (Tabela 5.2, entrada 4), o que
corresponde a uma poténcia cerca de 7 vezes superior a da primaquina, também
avaliada como controlo nesta experiéncia. E interessante a comparagdo entre as
chalconas 5.10 e 5.12, que apenas se distinguem na protecdo do grupo amina com um
grupo Boc. Como se observa, na chalcona com a amina livre 5.10 o valor de ICsp aumenta

consideravelmente para valores de 3,79 + 1,13 uM (Tabela 5.2, entrada 3).

Tabela 5.2- ICso dos compostos avaliados contra a infe¢do hepatica in vitro por P. berghei.

Entrada Composto ICs0 /UM Erro LogP?
1 5.3 4,84 0,47 3,17
2 5.8 5,27 1,64 2,38
3 5.10 3,79 1,13 2,87
4 5.12 1,45 0,04 3,99
5 Primaquina 9,5 2,3 1,58

@ Estimado pelo Marvinsketch 15.10.19 usando a fungdo de calculo ChemAxon

Pensou-se que esta variacdo na atividade antiplasmddica pudesse estar
relacionada com a altera¢do do coeficiente de particao, pelo que estes foram previstos
utilizando o software Marvinsketch 15.10.19 usando a fungao de cdlculo ChemAxon
(Figura 5.15). Como se pode observar na figura 5.15, existe uma tendéncia em que se
observa que os mais hidrofilicos sdo menos ativos e os mais hidrofébicos mais ativos,
podendo por isso esta propriedade ser importante, mas nao exclusiva, para a sua
atividade. Mazier e os seus colaboradores tentaram estabelecer esta correlacdo, mas
usando moléculas com diferentes estruturas, pelo que ndo foi possivel retirar

conclusdes concretas. &
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Figura 5.15- Correlagdo entre atividade antiplasmaddica das chalconas e o seu LogP previsto

Adicionalmente, foram realizados pelo Prudéncio Lab estudos de atividade

destes compostos na fase eritrocitaria, mas estes ndo exibiram qualquer atividade.

5.3- Conclusao

Como referido, as chalconas sdo motivos estruturais essenciais numa variedade
de aplicagbes medicinais. Neste sentido, o objetivo central deste capitulo consistiu no
design de chalconas com grupos adequados para possuirem atividade antimalarica, de
acordo com a andlise de estudos estrutura-atividade previamente descritas. Além disso,
e como um dos grandes focos desta Tese sdo os processos sintéticos, desenvolvemos
um processo sintético sustentdvel alternativo para a sintese destes compostos, baseado
em modificagdes do método classico de Claisen-Schmidt. Neste, conseguimos reduzir a
guantidade de etanol e catalisador a valores minimos, assim como diminuir o nimero
de passos no processo de purificacdo. Este método tolera uma ampla gama de grupos
funcionais, fornecendo um protocolo eficaz para sintese e scale-up (testado até 5 g)
eficientes de derivados de chalcona. Foram alcancados valores das métricas de
sustentabilidade sem precedentes, obtendo-se um fator-E de apenas 4,2 e um Ecoscale

de 72. Todas estas premissas se interligam, tornando esta metodologia promissora para
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a preparacao de chalconas com multiplas funcionalizagGes, em condicGes de reacdo
suaves e sustentdveis, tempos de reagao curtos, processos de isolamento e purificagdo
simples, abrindo certamente um caminho para a transposicdo futura para o

desenvolvimento industrial de possiveis novos farmacos.

De seguida, sete das chalconas sintetizadas foram selecionadas com base em
estudos estrutura/atividade para avaliar a sua atividade antimalarica na fase hepdtica.
A capacidade destes compostos inibirem a infecdo de linhas celulares de Huh-7
hepatdcitos por Plasmodium berghei foi avaliada usando um protocolo baseado na
medi¢do de bioluminescéncia desenvolvido no Prudéncio Lab. Apds a realizagdo de um
primeiro screening, foram calculados os valores de ICso para os mais promissores, tendo-
se concluido que a chalcona mais ativa na fase hepdtica é a chalcona 5.12, com um ICso=
1,45 + 0,04 uM. Esta chalcona apresenta uma poténcia cerca de 7 vezes superior a da
primaquina, um dos fdrmacos utilizados no tratamento da fase hepatica.
Adicionalmente foram realizados pelo Prudéncio Lab estudos preliminares de atividade
destes compostos na fase eritrocitaria da infecdo por P. falciparum, mas estes ndo

exibiram qualquer atividade.

Estes estudos exploratérios de otimizacdo da sintese de chalconas abre
certamente excelentes perspetivas para no futuro se proceder a um “fine-tuning”
estrutura/atividade e conseguir obter farmacos muito mais ativos para a fase hepatica

da doenca.
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Capitulo 6

Sec¢ao experimental

Este capitulo encontra-se dividido em cinco sec¢Ges experimentais: a 6.1 onde se
encontra descrita a instrumentacdo, os reagentes, solventes e respetiva purificacao,
utilizados ao longo do trabalho descrito nesta Tese; a 6.2 onde se encontra descrita a
sintese e caracteriza¢do dos compostos descritos no capitulo 2; a 6.3 onde se encontram
os procedimentos da caracterizacdo fotofisica e fotoquimica dos fotossensibilizadores e
dos estudos in vitro, quer em bactérias planctdnicas e biofilmes, quer em células
eucariodticas; a 6.4 que se refere aos compostos sintetizados e apresentados no capitulo
4 e aos procedimentos relativos a avaliagao da sua atividade antibacteriana e, por fim,
a 6.5 referente aos compostos sintetizados e apresentados no capitulo 5 e aos
procedimentos relativos a avaliagcdo da sua atividade antiplasmddica. De notar que a
numeracdo de todos os compostos se encontra de acordo com o capitulo onde é

discutida a respetiva sintese.
6.1- Métodos gerais

6.1.1- Solventes e Reagentes

Todos os reagentes e os solventes foram usados tal como fornecidos pela Sigma-Aldrich-
Merck, Acros ou Fluorochem. Qs reagentes sensiveis ao ar e humidade foram
manuseados sob atmosfera de azoto, num sistema de vacuo, usando técnicas de
Schlenk. Estes foram purificados ou secos, sempre que necessario, de acordo com os
métodos descritos na literatura.® O cloroférmio deuterado, utilizado nos espectros de

RMN foi neutralizado numa coluna de alumina basica de grau | antes da sua utilizacao.
6.1.2- Instrumentacao
I-Equipamento Micro-Ondas

As reac0es assistidas por micro-ondas foram efetuadas num equipamento micro-ondas

CEM Discover® SP com um kit de adicdo de gases (Discover® Gas Addition), ligado a uma
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linha de gases do Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra. Foram usados
tubos de vidro apropriados para o efeito com capacidade de 10 mL.
ll-Cromatografia de camada fina

O controlo das reagdes foi feito por cromatografia em camada fina (TLC) usando placas
de silica 60 (Fluka), com indicador de fluorescéncia UVzss. O eluente usado varia

dependendo da reacdo em causa.
IlI-Cromatografia de adsor¢ao em placa

As porfirinas sintetizadas, sempre que necessario, foram purificadas por cromatografia
de adsor¢do, usando gel de silica G (MN-Kieselgel G), contendo indicador de
fluorescéncia UV2s4 como fase estaciondria e o eluente apropriado tal como descrito nas

respetivas secgoes.
IV-Cromatografia de adsor¢ao em coluna

Algumas das porfirinas sintetizadas foram purificadas por cromatografia de adsor¢ao em
coluna, usando gel de silica 60 (Merck) como fase estacionaria. O eluente usado é

variavel dependendo da rea¢do em causa.
V-Cromatografia de exclusao molecular

Algumas das porfirinas sintetizadas foram purificadas por cromatografia de exclusdo

molecular usando uma coluna de Sephadex® G-10 (limite de exclusdo molecular de 700

g/mol)

VI-Filtragdo por tamanho

Algumas das porfirinas sintetizadas foram purificadas com recurso a um dispositivo
Amicon® equipado com uma membrana de 1KDa (retém compostos com peso molecular

superior a 1000 daltons).
VII-Ultra-sons

Com o objetivo de facilitar a dissolucdo dos compostos, usou-se o Bandelin Sonorex

TK52.
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VIlI-Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de protdo (*H), de carbono (*3C) e de
fldor (*°F) foram obtidos num espectrémetro BukerAvance 400 (400, 101 e 376,5 MHz
respetivamente) do Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Coimbra. Nos dois primeiros, usa-se como padrao interno o
tetrametilsilano (6=0,00 ppm) e no terceiro TFA (6=-76,55 ppm). Encontra-se descrito
em cada experiéncia o solvente deuterado utilizado, dependendo da solubilidade dos
compostos. Os dados obtidos encontram-se indicados pela seguinte ordem: Nucleo
(frequéncia, solvente): desvio quimico (6, ppm) [multiplicidade do sinal (s — singuleto, sl
— singuleto largo, d — dupleto, t — tripleto, g — quarteto, dd — duplo dupleto, m —
multipleto), constante de acoplamento (J, em Hertz), intensidade relativa (nH, como

numero de protdes).
IX-Espectrometria de massa

Os espectros de massa ESI-TOF foram realizados num espectrémetro Bruker Microtof e
os de MALDI-TOF num espectrémetro Bruker Autoflex, na Unidade de Espectrometria
de Massa da Universidade de Santiago de Compostela. Outros espectros ESI foram
também obtidos pela unidade de espectroscopia de massa (UniMS) do ITQB/iBET,

Oeiras, Portugal.
X-Espectroscopia de absor¢ao Ultravioleta-Visivel

Os espectros de UV-Visivel foram obtidos num espectrofotémetro Hitachi U-2001 ou
Shimadzu 2100, usando células de quartzo com percurso 6tico de 1 cm. Os coeficientes
de absorcdo molar foram determinados apds a preparacdo de solugbes com
concentracdo entre 10° e 107 M nos solventes apresentados no capitulo 2, utilizando
sempre estes como referéncia. Representou-se graficamente a absor¢do para o maximo
da banda considerada em funcdo da concentracao das diferentes solugdes, obtendo-se
uma reta cujo valor do declive corresponde ao valor do coeficiente de absortividade
molar. Esta analogia é transmitida pela lei de Beer-Lambert, A=ebc, onde A é a
absorvancia, € é o coeficiente de absortividade molar, b é o caminho dtico percorrido

pela luz e ¢ é a concentracdo da solugdo.
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XI-Espectroscopia de emissao de fluorescéncia

Os espectros de emissao de fluorescéncia foram obtidos num espectrofotdmetro
Horiba-Jobin-lvon Spex Fluorog 3-22 corrigido para a resposta do comprimento de onda

do sistema, utilizando células de quartzo de quatro faces com percurso 6ético de 1 cm.

Xll-Rendimento quantico de oxigénio singuleto

A determinacdo do rendimento quantico de oxigénio singuleto foi realizada com recurso
a um espectrometro de fotdlise por relampago da Applied Photophysics LKS.60,
constituido por um laser Nd-YAG Spectra-Physics Quanta Ray GCR-130 e um osciloscopio
Hewlett Packard Infinium, com irradiacdo utilizando a terceira harmodnica do laser (355
nm). O comprimento de onda de 1270 nm é detetado num fotomultiplicador

Hamamatsu R5509-42, arrefecido a 193 K numa camara de azoto liquido.

Xlll-Cromatografia Gasosa (GC)

A cromatografia gasosa foi realizada num aparelho Agilent-7820A equipado com uma
coluna capilar apolar HP-5 (5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano), com 30 m de
comprimento e 0,32 mm de didametro interno e com um detetor FID, do Departamento

de Quimica da Universidade de Coimbra.

XIV-Cromatografia Gasosa acoplada com espectrometria de massa (GC-MS)

A analise por GC-MS foi realizada num cromatdgrafo de gas Agilent 7820 GC System
Technologies, equipado com uma coluna capilar HP-5 MS acoplada a um espetrémetro
de massa Agilent 5905 MSD System Technologies, do Departamento de Quimica, da

Universidade de Coimbra.

XV-Microscopia confocal

As imagens de microscopia confocal foram adquiridas usando um microscdpio de
fluorescéncia confocal Zeiss (LSM 780 modelo invertido) com laser de excitacdo (LASER
Diodo 405 nm). O microscépio encontra-se equipado com um detetor altamente

sensivel GaAsP para imagens espectrais (400-700 nm).
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XVI-Dispositivos de irradiagao para ensaios de aPDT

Para a realiza¢do dos estudos plancténicos na Faculdade de Farmacia da Universidade
de Coimbra foi utilizado, como fonte de irradiacdo, um LED desenhado e construido no
Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra, com um maximo de emissdo a
415 nm e com uma poténcia constante de 4 mW/cm?. Nos estudos planctdnicos
realizados na Poldnia, as células foram irradiadas com luz branca ou azul, caso se trate
de porfirinas ou bacterioclorinas, respetivamente, usando uma fibra ética de 150 W.
Para a avaliagdo da suscetibilidade de biofilmes a fotossensibilizacao, foi desenhada e
construida pelo Laboratdrio de Suporte Técnico do Instituto de Fisica de Sdo Carlos
(Universidade de Sao Paulo) uma Biotable®. Esta é composta por 24 |lampadas LED e
emite luz em comprimentos de onda entre 400-700 nm, com uma poténcia constante

de 30 mW/cm?.

XVIl-Infravermelho (1V)
Os espectros de infravermelho foram obtidos num espectrémetro Bruker IFS 66/S ATR-

FTIR, usando pastilhas de KBr.
XVII-EPR
Os espectros de EPR (banda -X; 0,34; 9,5 GHz) foram obtidos num espectrémetro Bruker

EMX de onda continua, equipado com um criostato de fluxo continuo para medicdes a

baixas temperaturas.

6.2- Experimental associada ao capitulo 2

6.2.1- Familia |

5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina 2.1

A porfirina foi sintetizada de acordo com o método do NaY.2 Num bal3o de fundo
redondo contendo 8,425 g (42,97 mmol) de pentafluorobenzaldeido adicionou-se 340
mL acido acético, 190 mL de nitrobenzeno e 18,03 g de NaY. Aqueceu-se a mistura até

130 °C e posteriormente adicionou-se 3 mL de pirrole gota a gota. Colocou-se a solugdo
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em refluxo durante duas horas, e deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente. De
seguida, procedeu-se a filtracdo da suspensao e lavagem do material sélido resultante,
primeiramente com uma mistura de diclorometano/metanol (5:1) e de seguida com
THF, até este ndo apresentar cor. Procedeu-se a uma destilagdo a pressao reduzida
seguida de redissolucdao em diclorometano. Realizaram-se duas colunas cromatograficas
em gel de silica usando como eluente um gradiente crescente de hexano/diclorometano
(20:1), (10:1), (5:1). O solvente foi evaporado, a porfirina foi redissolvida em
diclorometano e foram feitas varias precipitagdes usando metanol e por fim

recristalizacdo, deixando repousar durante varios dias no frio com o mesmo solvente.
Rendimento: 9,11% (0,955 g).

RMN *H (400 MHz, CDCl3) &, ppm: 8,92 (s; 8H); - 2,91
(s; 2H).

RMN *°F (376 MHz, CDCl3) 8, ppm: -135,35 a -135,43
(dd; J=123,3; 7,7 Hz; 8F); -150,06 a -150,16 (t; /= 20,8
Hz; 4F); -160,14 a -160,28 (m; 8F).

UV-Vis (CH2Cl2): Aabs (log €), 416 (5,36); 508 (4,23);
538; 586 (3,73); 639 (2,91); 656 (2,77) nm.

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.?
5-[2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoil)fenil]-10,15,20-tris(pentafluorofenil)
porfirina 2.2

Num baldo de fundo redondo contendo 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina
(100 mg; 1,02x10* mol), a metanosulfonamida (58 mg; 6,12x10* mol) e carbonato de
césio (200 mg, 6,12x10* mol) adicionou-se 20 mL de dioxano. De seguida, a mistura é
aquecida até 100 °C e deixada em agitacdo até que a analise por cromatografia de
camada fina indique o consumo total do material de partida (72-96 horas). O dioxano
foi evaporado, o sélido redissolvido em diclorometano e lavado usando como fase
aquosa sequencialmente uma solucdo saturada de bicarbonato de sddio (6 vezes) e de
seguida com agua (6 vezes). Secou-se a fase organica com sulfato de sddio anidro,

filtrou-se e retirou-se o solvente no evaporador rotativo. De seguida foi realizada
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purificacdo por cromatografia de adsor¢do em coluna de silica gel utilizando como
eluente acetato de etilo/hexano (1:2). Com o intuito de obter fragdes puras de porfirina,
cada amostra foi subsequentemente sujeita a cromatografia de adsorcdo em placas
preparativas revestidas de gel de silica usando como eluente um gradiente crescente de

hexano/acetato de etilo, permitindo o isolamento do composto puro.

Rendimento: 18,5% (0,020 g).

RMN H (400 MHz, CDCls) 8, ppm: 8,93 (sl;
8H); 3,53 (s; 3H); -2,92 (s; 2H).

RMN *°F (376 MHz, CDCls) 6, ppm: -136,47
(dd; J = 15,3; 7,9 Hz; 6F); -136,54 (m; 2F); -
147,82 (m; 2F); -151,22 (td; J = 20,9; 7,1 Hz;

3F); -161,26 a -161,37 (m; 6F).
UV-Vis (CsHsCHs): Aas (log €), 411 (5,38); 505 (4,15); 582 (3,65); 636 (3,82) nm.

MS (MALDI-TOF): m/z 1049,0549 [M]* calculado para CasHi14F19NsO2S 1049,0559.

5,10,15,20-tetraquis-[2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoilfenil]porfirina 2.3

Num baldo de fundo redondo contendo 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina
(30 mg; 3,07x10° mol), a metanosulfonamida (53 mg; 5,55x10* mol) e carbonato de
césio (120 mg, 3,68x10“ mol) adicionou-se 2 mL de dioxano. De seguida, a mistura é
aquecida até 100 °C e deixada em agitagdo até que a analise por cromatografia de
camada fina indique o consumo total do material de partida (48 horas). O crude foi
lavado com acetona recorrendo ao auxilio de ultra-sons para facilitar a dissolugdo e, de
seguida, o sdlido resultante foi e dissolvido em agua e purificado usando o dispositivo

Amicon® (membrana de 1 kDa).
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Rendimento: 70% (0,027 g).

RMN H (400 MHz, (DMSO-de) 6,
ppm: 9,11 (s; 8H); 3,28 (s; 12H); -
3,04 (s; 2H).

RMN *°F (376 MHz, (DMSO-ds) &,
ppm: -144,71 (d; J = 17,7 Hz; 8F); -
152,19 (d; J = 19,1; 8F).

UV-Vis (DMSO): Aabs (log €), 413 (4,76); 509 (3,89); 585 (3,45); 638 (2,80) nm.

MS (MALDI-TOF): m/z 1274,04778 [M]* calculado para CagH26F16N3OsS4 1274,04955.

Sintese de Bacterioclorinas

5-[2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoil)fenil]-10,15,20-tris(pentafluorofenil)

bacterioclorina 2.4

A 5-[2’,3’,5',6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoil)fenil]-10,15,20-tris(pentafluorofenil)por-
firina (50 mg; 4,77x10°> mol) e p-toluenosulfonilhidrazina (355 mg; 1,91x10°3 mol) foram
misturadas num almofariz, tendo-se obtido um pd finamente dividido. O pd foi
introduzido num tubo de Schlenk, que foi mantido sob vacuo (0,1 Torr), durante 20
minutos. O tubo foi aquecido até 140 °C e mantido com agita¢cdo durante 1 hora. Apds
arrefecimento até a temperatura ambiente, o sélido resultante foi redissolvido em
diclorometano e de seguida purificado por coluna de cromatografia em gel de silica
usando-se como eluente diclorometano/acetato de etilo (3:1), previamente

desgaseificados.

Rendimento: 89,5% (0,045 g).

RMN H (400 MHz, CDCls) 8, ppm:
8,09-8,16 (m; 4H); 4,12 (s; 8H); 3,47
(s; 3H); -1,43 (s; 2H).
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RMN *°F (376 MHz, CDCls) §, ppm: -138,13 (dd; J = 23,9; 10,6 Hz; 2F); -138,28 (dd; J =
23,0; 6,9 Hz; 6F); -147,32 (dd; J = 23,9; 10,6 Hz; 2F); -152,77 (td; J = 20,8; 10,0 Hz; 3F); -
161,06 (td; J=22,9; 7,8 Hz; 6F).

UV-Vis (C2HsOH): Aas (log €), 342 (5,16); 372 (5,18); 502 (4,55); 743 (5,03) nm.

MS (ESI-TOF): m/z 1054,0941 [M+H]* calculado para CasH19F19N50,S 1054,0951.

5,10,15,20-tetraquis-[2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoil)fenil] bacterioclorina
2.5

A 5,10,15,20-tetraquis-[2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoil)fenillporfirina (25
mg; 1,96x10° mol) e p-toluenosulfonilhidrazina (146 mg; 7,85x10* mol) foram
misturadas num almofariz, tendo-se obtido um pd finamente dividido. O pd6 foi
introduzido num tubo de Schlenk, que foi mantido sob vacuo (0,1 Torr), durante 20
minutos. O tubo foi aquecido até 140 °C e mantido com agita¢do durante 20 minutos.
Apds arrefecimento até a temperatura ambiente, o sélido resultante foi redissolvido em
diclorometano e de seguida purificado por coluna de cromatografia em gel de silica
usando-se como eluente diclorometano/acetato de etilo (3:1), previamente

desgaseificados.

Rendimento: 70% (0,018 g).

RMN H (400 MHz, (DMSO-ds) 6,
ppm: 8,45 (s; 4H); 4,12 (s; 8H); 2,91
(s; 12H); -1,41 (s; 2H).

RMN °F (376 MHz, (DMSO-dg) §,
ppm: -145,36 a -145,45 (m; 8F); -

140,54 a -140,64 (m; SF).

O:S‘:O
CHj

UV-Vis (C2HsOH): Aaps (log €), 345 (5,19); 373 (5,20); 503 (4,79); 745 (5,12) nm.

MS (ESI-TOF): m/z 1279,0870 [M+H]* calculado para CagH31F16NsOsS4 1279,0887.
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6.2.2- Familia Il

5,10,15,20-tetraquis(1-metil-1H-imidazol-2-il)porfirina 2.6

Método do Nitrobenzeno: Num baldo de fundo redondo contendo 4,73 g (43 mmol)

de 1-metilimidazol-2-carboxaldeido adicionou-se 140 mL de acido acético e 70 mL de
nitrobenzeno. Aqueceu-se a mistura até 150 °C, posteriormente adicionou-se 3 mL de
pirrole (43 mmol) gota a gota e colocou-se a solugdo em refluxo durante uma hora e
meia. Desligou-se o aquecimento e deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente.
Procedeu-se a uma destilagdo a pressao reduzida seguida de redissolugdo em
diclorometano. Realizou-se coluna cromatografica em silica gel usando como eluente
primeiramente hexano e de seguida diclorometano/metanol (10:1). Obteve-se o

composto com um rendimento de 15% (1,04 g).

Método do NaY: Num baldo de fundo redondo contendo 275 mg (2,5 mmol) de 1-

metilimidazol-2-carboxaldeido adicionou-se 7 mL acido acético, 5 mL de nitrobenzeno e
1 g de NaY. Aqueceu-se a mistura até 130 °C e posteriormente adicionou-se 0,17 mL de
pirrole (2,5 mmol) gota a gota. Colocou-se a solucdo em refluxo durante duas horas,
desligou-se o aquecimento e deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente. De
seguida, procedeu-se a filtracdo da suspensdo e lavagem do material sélido resultante,
primeiramente com uma mistura de diclorometano/metanol (5:1) e de seguida com
THF, até este ndo apresentar cor. Procedeu-se a uma destilacdo a pressdo reduzida
seguida de lavagens usando como fase organica diclorometano e como fase aquosa uma
solucdo saturada de bicarbonato de sddio e dgua sucessivamente (6 vezes). De seguida,
os passos de purificagdo foram semelhantes aos supracitados. Obteve-se o composto

com um rendimento de 8% (0,032 g).

Método recorrendo a dgua e Mw: A um copo reacional de 10 mL foi adicionado o 1-

metilimidazol-2-carboxaldeido (1,08 g; 9,8 mmol), o pirrole (0,68 mL; 9,8 mmol) e a 4gua
(0,2 mL). A mistura foi sujeita a radiacdo micro-ondas com poténcia maxima de 300 W
durante 10 min, a uma temperatura de 200 °C. Apds arrefecimento, os passos de
purificacdo foram semelhantes aos supracitados. Obteve-se o composto com um

rendimento de 12% (0,185 g).
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Método de Lindsey modificado: Num tubo de Schlenk em atmosfera inerte adicionou-

se 0 1-metilimidazol-2-carboxaldeido (1,08 g; 9,8 mmol), pirrole (0,68 mL; 9,8 mmol) e
diclorometano (300 mL). A mistura foi borbulhada com argon durante 20 minutos e de
seguida adicionou-se acido trifluoroacético (TFA, 9 uL; 0,12 mmol) e colocou-se em
agitacdo, a temperatura ambiente, durante uma hora. Apds este tempo, adicionou-se
uma quantidade equimolar de trietilamina (16,4 puL; 0,12 mmol) e evaporou-se o
solvente sob vacuo. O sdlido foi transferido para um tubo de micro-ondas, ao qual se
adicionou agua (0,2 mL). A mistura foi sujeita a radiagdo micro-ondas por 10 minutos,
usando um programa dinamico com temperatura de 200 °C e poténcia maxima de 300
W. Observou-se a formacgao de um sélido escuro, que foi redissolvido em diclorometano,
confirmando-se por TLC e por UV-Vis a formacao de porfirina. As etapas de purificacdo
foram semelhantes ao supracitado, tendo-se obtido a porfirina 2.6 com um rendimento

de 13% (0,201 g).

//\
No N
RMN H (400 MHz, CDCl3) §, ppm: mistura de
N— N atropoisémeros 8,91-8,86 (sl; 8H); 7,69 (dd; J =
2
[N/ N] 5,7; 1,3 Hz; 4H); 7,49 (dd; J = 3,2; 1,4 Hz; 4H); 3,55-
/
3,38 (sl; 12H); -2,84 a -2,95 (sl; 2H).
NZ N

UV-Vis (CH2Cl2): Aabs (log €), 420 (5,31); 513 (4,14); 552, 587(3,67); 658 (3,59) nm.

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.*

Tetra-iodeto de 5,10,15,20-tetraquis(1,3-dimetil-1H-imidazol-3-io-2-il)porfirina 2.7

Num baldo de fundo redondo contendo a 5,10,15,20-tetraquis(1-metil-1H-imidazol-2-
il)porfirina (50 mg; 0,0793 mmol) dissolvido em DMF (0,2 mL), adicionaram-se
faseadamente 100 equivalentes de iodeto de metilo (0,494 mL). A mistura reacional foi
mantida em agitacdo durante 24 horas a 30 °C. Terminado este periodo, precipitou-se o
produto com éter dietilico. O sélido foi filtrado, lavado com éter dietilico e seco sob

vacuo.

221



Capitulo 6

Rendimento: 92% (0,050 g).
RMN 'H (400 MHz, (DMSO-ds) 6, ppm: 9,32 (s;
8H); 8,54 (s; 8H); 3,76 (s; 24H); -3,21 (sl; 2H).

UV-Vis (H20): Aas (log €), 407 (5,22); 507 (4,17);

T_NL/_JN/ 541 (3,73); 579 (3,79); 630 (3,78) nm.

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.”

Tetra-iodeto de 5,10,15,20-tetraquis(1,3-dimetil-1H-imidazol-3-io-2-il)porfirinato de
zinco (Il) 2.8

A tetra-iodeto de 5,10,15,20-tetraquis(1,3-dimetil-1H-imidazol-3-io-2-il)porfirina (20
mg; 0,0167 mmol) foi dissolvida em 5 mL de DMF. A mistura é aquecida até 100 °C e o
acetato de zinco di-hidratado (36,7 mg; 0,167 mmol) foi adicionado. A reacdo foi
monitorada por UV-Vis até que o pico da banda Soret se altere de 407 para 417 nm, e
as 4 bandas Q caracteristicas desaparegam e se formem 2 bandas Q, tipicas do complexo
metalico. Apds terminada a reacdo, deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente e
a porfirina foi precipitada com uma mistura de diclorometano e éter dietilico,
redissolvida em dgua e o excesso de acetato de zinco removido numa coluna

cromatografica de Sephadex® G10.
Rendimento: 92% (0,019 g).

RMN H (400 MHz, (DMSO-dg) 8, ppm: 9,23 (s;
8H); 8,52 (s; 8H); 3,70 (s; 24H).

UV-Vis (H20): Aas (log €), 417 (5,43); 556 (4,23);
586 (4,03) nm.

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura .®

5,15-bis(1-metil-1H-imidazol-2-il)porfirina 2.9

Dipirrometano (438 mg, 3 mmol) e 1-metilimidazol-2-carboxaldeido (330 mg, 3 mmol)

foram dissolvidos em diclorometano (300 mL). A mistura foi borbulhada com argon
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durante 15 minutos e de seguida adicionou-se acido trifluoroacético (TFA, 153 ulL, 2
mmol) e deixou-se em agitacdo em atmosfera inerte a 30 °C. Ao fim de 8 horas,
adicionou-se DDQ e aumentou-se a temperatura para 50 °C durante 1 hora. De seguida,
o solvente é evaporado e a mistura lavada por diversas vezes com uma solugao saturada
de bicarbonato de sédio. Apds este processo, realiza-se coluna cromatografica em silica

gel usando como eluente diclorometano/metanol (10:1).

Rendimento: 19% (0,134 g).
RMN H (400 MHz, CDCl3) 6, ppm: mistura de
[N// i‘] atropoisémeros 10,35 (s; 2H); 9,43 (d; J = 4,3 Hz;
/ 4H); 9,03 (d; J = 4,3 Hz; 4H); 7,73 (d; J = 10,7 Hz;
2H); 7,54 (s; 2H); 3,52 (s; 6H); -3,31 (s; 2H).
UV-Vis (CH2Cl2): Aabs (log €), 406 (4,83); 500 (3,75); 535 (3,54); 573 (3,37); 627 (3,12) nm.
ESI-MS m/z 471,20405 [M+H]* calculado para [C2sH23Ns]* 471,20402.

5,15-bis(1-metil-1H-imidazol-2-il)porfirinato de zinco (Il) 2.10

A 5,15-bis(1-metil-1H-imidazol-2-il)porfirina (86 mg; 0,183 mmol) foi dissolvida em 10
mL de cloroférmio. A mistura é aquecida até 50 °C e o acetato de zinco di-hidratado (401
mg; 1,83 mmol), previamente dissolvido em 3 mL de metanol, foi adicionado. A reacdo
foi controlada por UV-Vis até as 4 bandas Q caracteristicas se transformaram em 2
bandas Q, tipicas do complexo metalico. Apds terminada a reagao, deixou-se arrefecer
até a temperatura ambiente. De seguida, o solvente foi removido sob vacuo e o sélido
obtido redissolvido em diclorometano. A fase organica foi lavada com uma solucao
saturada de bicarbonato de sédio e agua destilada, sucessivamente. Por fim, foi seca
com sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente posteriormente eliminado no

evaporador rotativo.
Rendimento: 81% (0,070 g).

, N~ N RMN H (400 MHz, (DMSO-ds) §, ppm: mistura de
E ’ atropoiséomeros 10,38 (d; J = 3,8 Hz; 2H); 9,66 (d;
J=4,1Hz; 4H); 9,04 (d; J = 4,3 Hz; 2H); 8,94 (d; J =
4,6 Hz; 2H); 8,02 (s; 2H); 7,62 (s; 2H).
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UV-Vis (DMSO): Aabs (log €), 415 (4,29); 545 (3,14); 581 (2,94) nm.
Nota 1: ndo é possivel visualizar o sinal dos CH3 por se encontrar na zona do pico da agua

no DMSO-d6.

Di-iodeto de 5,15-bis(1,3-dimetil-1H-imidazol-3-io-2-il)porfirinato de zinco (Il1) 2.11

Num baldo de fundo redondo contendo o 5,15-bis(1-metil-1H-imidazol-2-il)porfirinato
de zinco (ll) (20 mg; 0,0375 mmol) dissolvido em DMF (0,15 mL), adicionaram-se
faseadamente 100 equivalentes de iodeto de metilo (0,233 mL). A mistura reacional foi
mantida em agitacdo durante 24 horas a 30 °C. Terminado este periodo, precipitou-se o
produto com éter dietilico. O sélido foi filtrado, lavado com éter dietilico e seco sob

vacuo.

Rendimento: 94% (0,020 g).
\1 RMN H (400 MHz, (DMSO-ds) 6, ppm: 10,73 (s;
2H); 9,81 (d; J = 4,5 Hz; 4H); 9,07 (d; J = 4,5 Hz; 4H);

0
"N
I\ 8,50 (s; 4H); 3,70 (s; 12H).

UV-Vis (H20): Aabs (log €), 406 (4,37); 540 (3,09); 573 (3,34) nm.

ESI-MS m/z 689,06134 [M-I]* calculado para [C3oH26INsZn]* 689,06111.

6.2.3- Familia lll

4-(2-((dimetilamino)metil)fenoxi)ftalonitrilo 2.12

Num baldo de fundo redondo contendo 4-nitroftalonitrilo (500 mg; 2,89 mmol), 2-
((dimetilamino)metil)fenol (1 eq; 437 mg; 2,89x103 mol) e carbonato de potassio (5 eq;
2 g; 1,44x102 mol), adicionou-se 20 mL de DMF. A mistura foi deixada em agitacdo a
temperatura ambiente durante 72 horas. A base foi filtrada e a mistura vertida
lentamente sob dgua gelada. O sélido resultante foi filtrado, obtendo-se o produto

pretendido.

SN Rendimento: 66% (0,529 g).

NC]@ 5@ RMN H (400 MHz, DMSO-ds) 8, ppm: 8,05 (d; J = 8,8 Hz; 1H); 7,66
NC 0 (d; J=2,6 Hz; 1H); 7,53 (dd; J = 7,6; 1,9 Hz; 1H); 7,40 (td; J = 7,7;
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1,9 Hz; 1H); 7,33 (td; /= 7,4; 1,4 Hz; 1H); 7,25 (dd; J = 8,8; 2,6 Hz; 1H); 7,13 (dd; J = 8,0;
1,3 Hz; 1H); 3,30 (s; 2H); 2,06 (s, 6H).

RMN 13C (101 MHz, DMSO-d¢) 6 161,56; 151,62; 136,12; 131,51; 131,06; 129,18; 126,13;
121,77;121,22; 120,98; 116,46; 115,92; 115,40; 107,55; 56,95; 44,86.

MS (ESI-TOF): m/z 278,1288 [M+H]* calculado para C17H16N30 278,1289.

4-(2-(1H-imidazol-1-il)etoxi)ftalonitrilo 2.13

Num baldo de fundo redondo contendo 4-nitroftalonitrilo (1 g; 5,78x10°3 mol), 1-(2-
hidroxietil)imidazole (1,2 eq; 778 mg; 6,93x103 mol) e carbonato de potéssio (5 eq;
3,99g; 2,89x102 mol), adicionou-se 20 mL de DMF. A mistura foi deixada em agitac¢do a
temperatura ambiente durante 72 horas. A base foi filtrada e a mistura vertida
lentamente sob dgua gelada. O sélido resultante foi filtrado, obtendo-se o produto

pretendido.

FN Rendimento: 55% (0,756 g).
NC N_/

j@\ j RMN H (400 MHz, CDCls) 8, ppm: 7,72 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 7,59
NC o (sl; 1H); 7,26 (d; J = 8,8; 2,6 Hz; 1H); 7,17 (dd; J = 8,8; 2,6 Hz;
1H); 7,09 (t; J = 1,1; 1H); 7,02 (t; J = 1,2; 1H); 4,46-4,36 (m; 2H); 4,36-4,25 (m, 2H).

RMN 13C (101 MHz, CDCls) &, ppm: 161,0; 137,6; 135,5; 130,2; 119,5; 119,5; 119,3;
117,8; 115,5; 115,1; 108,5; 68,4; 46,0.
MS (ESI-TOF): m/z 239,0933 [M+H]* calculado para C13H11N4O 239,0927.

4-(1H-imidazol-1-il)ftalonitrilo 2.14

Num baldo de fundo redondo contendo 4-nitroftalonitrilo (2 g; 1,16x10% mol), imidazole
(1,2 eq; 0,983 g; 1,44x10% mol) e carbonato de potassio (5 eq; 7,98 g; 5,78x102 mol),
adicionou-se 40 mL de DMF. A mistura foi deixada em agitacdo a temperatura ambiente
durante 72 horas. A base foi filtrada e a mistura vertida lentamente sob agua gelada. O
sélido resultante foi filtrado e lavado com metanol quente, obtendo-se o produto

pretendido.
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Rendimento: 61% (1,37 g).

NC
j@ RMIN H (400 MHz, (DMSO-de) §, ppm: 8,56 (d; J = 1,8 Hz
NC I\E\\/N 1H); 8,50 (s; 1H); 8,32-8,19 (m; 2H); 7,95 (s, 1H); 7,15 (s, 1H).

RMN 13C (101 MHz, (DMSO-de) 8, ppm: 140,3; 136,1; 135,8; 131,0; 124,5; 124,1; 117,7;
116,5; 115,7; 115,5; 111,7

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.’

4-(etiltio)ftalonitrilo 2.15

Num baldo de fundo redondo contendo 4-nitroftalonitrilo (1 g; 5,78x10°3 mol), etanotiol
(1,2 eq; 431 mg; 6,94x103 mol) e carbonato de potassio (5 eq; 3,99 g; 2,89x102 mol),
adicionou-se 20 mL de DMF. A mistura foi deixada em agitacdo a 35°C durante 20 horas.
A base foi filtrada e a mistura vertida lentamente sob agua gelada. Realizou-se uma

coluna cromatografica em silica gel usando como eluente diclorometano.

Rendimento: 78% (0,853 g).
NC]@\ RMN H (400 MHz, CDCls) 8, ppm: 7,64 (d; J = 8,4 Hz; 1H); 7,55
NC 7 (d; J = 1,9 Hz; 1H); 7,49 (dd; J = 8,4; 1,9 Hz; 1H); 3,05 (q; J = 7,4
Hz; 2H); 1,40 (t; J = 7,4 Hz; 3H).
RMN 13C (101 MHz, CDCls) §, ppm: 147,7; 133,6; 130,4; 130,3; 116,7; 116,0; 115,6; 111,1;
26,4;13,8.
MS (ESI-TOF): m/z 189,0481 [M+H]* calculado para CioHsN>S 189,0408.

Sintese de Ftalocianinas

Ao ftalonitrilo (2,58 mmol) e 1/3 de Zn(OAc);:2H,0 (0,86 mmol) foi adicionado DMAE (4
mL). A mistura foi aquecida a 130 °C e agitada até se observar por TLC o consumo total

do material de partida.
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2(3),9(10),16(17),23(24)-tetraquis(2-((dimetilamino)metil)fenoxi)ftalocianinato de
zinco (ll) 2.16

Ao fim de 24 horas desligou-se a reacdo. Precipitou-se o composto com agua e filtrou-
se. Realizou-se coluna cromatografica em silica gel usando como eluente primeiramente

diclorometano, de seguida acetato de etilo, terminando em etanol/trietilamina (10:2).

~
T o Rendimento: 60% (0,440 g).

_N/ RMN *H (400 MHz, CDCl3 + 5% piridina-ds)

\ \N N@B 8, ppm: 9,13 (m; 4H); 8,74-8,65 (m; 4H);

Ny 7,65-7,53 (m; 8H); 7,32-7,21 (m; 12H);

\
N’ \N /
= 3,64 (m; 8H); 2,42-2,18 (m; 24H).
N
Q N OKP UV-Vis (DMSO): Aabs (log €), 356 (4,77); 613
\
d N (4,44); 681 (5,15) nm.
I

MS (ESI-TOF): m/z 1173,4215 [M+H]* calculado para
CesHs1N1204ZNn 1173,4225.

2(3),9(10),16(17),23(24)-tetraquis(2-(1H-imidazol-1-il)etoxi)ftalocianinato de zinco (Il)
2.17
Ao fim de 24 horas desligou-se a reagao. Precipitou-se o composto com agua e filtrou-

se o sélido resultante. O precipitado foi lavado com agua, acetato de etilo e éter dietilico.

N/:/\N\/\O\ Rendimento: 67% (0,426 g).

\

RMN *H (400 MHz, (DMSO-ds + 5% TFA) 6,
ppm: 9,47 (sl; 4H); 9,20 (sl; 4H); 8,10 (sl;
4H); 7,84 (sl; 4H); 7,76-7,53 (m; 4H); 7,33

(m; 4H); 4,98 (sl; 8H); 4,74-4,48 (m; 8H).

UV-Vis (DMSO): Aabs 354; 613; 681 nm.
MS (ESI-TOF): m/z 1017,2746 [M+H]* calculado para Cs2H41N1604Zn 1017,2783.

Nota 2: Devido a questdes de agregacao nao foi possivel calcular o épsilon
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2(3),9(10),16(17),23(24)-tetraquis(1H-imidazol-1-il)ftalocianinato de zinco (ll) 2.18
Ao fim de 12 horas desligou-se a reagdao. Deixou-se arrefecer até a temperatura
ambiente e precipitou-se com agua/metanol. O sélido resultante foi filtrado. Lavou-se o

sélido com acetato de etilo quente e filtrou-se novamente.

,},3 Rendimento: 71% (0,385 g).
4N RMN *H (400 MHz, piridina-d5, 80 °C): 6,
ppm: 9,24-9,41 (m; 8H); 8,83-8,91 (m; 4H);

NN N/>N
\ N N = 8,06-8,31 (m; 8H); 7,76 (d; J = 10,3 Hz; 4H)
\ _-Nx
N Zn UV-Vis (DMSO): Aabs (log €), 358 (4,40); 616

\N' NN
N (4,11); 682 (4,85) nm.
N
—~ MS (ESI-TOF): m/z 8411735 [M+H]*

N
N
[N) \~/ calculado para CasHasN16Zn 841,1740.

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.’

2(3),9(10),16(17),23(24)-tetraquis(etiltio)ftalocianinato de zinco (Il) 2.19
Ao fim de 17 horas terminou-se a reacdo. Deixou-se arrefecer até a temperatura
ambiente e filtrou-se.

Rendimento: 76% (0,389 g).
J RMN !H (400 MHz, (DMSO-ds) & ppm:
8,70-8,63 (m; 8H); 8,07-7,88 (m; 4H); 3,66-
3,49 (m; 8H); 1,75-1,65 (m; 12H).
UV-Vis (DMSO): Aaps (log €), 363 (4,87); 624
(4,58); 693 (5,34) nm.

MS (ESI-TOF): m/z 816,0917 [M+H]*
) S calculado para CaoH32NsSaZn 816,0919.

Sintese de Subftalocianinas

A um tubo de Schlenk em atmosfera inerte contendo o ftalonitrilo pretendido (1 mmol)
foi adicionada uma solucdo de BCl; em p-xileno de concentracdo 1 M (1 mL). A mistura

foi aquecida a temperatura de refluxo (aproximadamente a 140 °C) e agitada até se
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verificar o consumo total do ftalonitrilo de partida. Apds o arrefecimento, a mistura
reacional foi submetida a uma corrente de argon e o solvente foi evaporado a pressao

reduzida. A seguinte purificacdo é descrita para cada caso especifico.

Cloro[2,9,16(17)-tris(2-((dimetilamino)metil)fenoxi)]subftalocianinato de boro (lll)
2.20
A reacdo terminou ao fim de 60 minutos. De seguida, o composto foi purificado por

coluna cromatografica em gel de silica usando-se como eluente diclorometano.

//Q /;\4 Rendimento: 65% (0,190 g).

N 0 RMN H (400 MHz, CDCl) 6, ppm: 7,77 (d;
0)
g J=8,6 Hz; 3H); 7,59 (dd; J = 7,4; 1,2 Hz; 3H);
N N—BLY =76 . 3H)- =
=i 7,43 (td; J = 7,6; 1,7 Hz; 3H); 7,38 (td; J =
N
Z
N=" 7,4; 1,2 Hz; 3H); 7,29-7,22 (m; 6H); 7,06
(dd; J = 8,0; 1,5 Hz; 3H); 3,38 (s; 6H); 2,22
N\

(s; 18H).

N 0
/
4@ UV-Vis (CH2Cl): Aabs (log €), 572 (3,43) nm.

Método por Mw: Adicionalmente, realizou-se uma otimizacdo do processo sintético

através de sintese assistida por micro-ondas. Num tubo de micro-ondas de 10 mL
contendo o ftalonitrilo (1 mmol), colocou-se um fluxo de argon com uma pipeta e, de
seguida adicionou-se BCls; em p-xileno de concentracdo 1 M (1 mL) e fechou-se. A
mistura foi colocada sob irradiagdao a 200 °C, P=300 W, por 6 minutos. Evaporou-se o
xileno e realizou-se a mesma purificacdo descrita acima. O produto foi obtido com um

rendimento de 69%.
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Cloro[2,9,16(17)-tris(2-(1H-imidazol-1-il)etoxi)]subftalocianinato de boro (lll) 2.21
A reagao terminou ao final de 2 horas.
Rendimento: n.d

N~ RMN H (400 MHz, CD30D) 6, ppm:

@

N
_ and 9,16-9,09 (m; 3H); 7,91-7,85 (m; 3H);
I °
N N= 7,80-7,70 (m; 3H); 7,62-7,58 (m; 3H);
_ \—
N N\B\<C| 7,57-7,51 (m; 3H); 7,48-7,35 (m; 3H);

N
N N 4,80-4,67 (m; 6H); 4,60-4,51 (m; 6H).
UV-Vis (CH2Cl2): Aabs, 572 nm.

0

/§/

N

P

N

-

Nota 3: N3o foi possivel obter o composto sem contaminagdo com sais pelo que ndo se

determinou o rendimento

Cloro[2,9,16(17)-tris(1H-imidazol-1-il)]subftalocianinato de boro (lll) 2.22

A reagdo terminou ao final de 3 horas.

Rendimento: n.d.

—N
NQ N/_f RMN !H (400 MHz, CDsOD) &, ppm:
N~ 9,82-9,64 (m; 3H); 8,64-8,48 (m; 3H);
S N*B\i;* 8,45-8,20 (m; 9H); 8,11-7,83 (m; 3H).
Lo NN UV-Vis (CHCl2): Asbs, 566 nm.

Nota 4: N3o foi possivel obter o composto sem contaminagdo com sais pelo que nao se

determinou o rendimento
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Cloro[2,9,16(17)-tris(etiltio)]subftalocianinato de boro (lll) 2.23
A reagdo terminou ao final de 1 hora. De seguida, o composto foi purificado por coluna

cromatografica em gel de silica usando-se como eluente diclorometano.

Rendimento: 31% (0,063 g)

s/\
\—s N RMN H (400 MHz, CDCls) & ppm:
—
= N= ] . 3H). 7 ’4. . EH).
q N‘B\iCI 8,77-8,22 (m; 3H); 7,84-7,44 (m; 6H);

_N 3,51-2,94 (m; 6H); 1,58-1,31 (m; 9H).
N=N
UV-Vis (CH2Cl): Aabs (log €), 586
(4,84); 364 (4,34) nm.
S
-/
MS (ESI-TOF): m/z 611,1094 [M+H]* calculado para C3oH25BCINeS; 611,1084.

6.3- Experimental associada ao capitulo 3

6.3.1- Caracterizagao fotofisica e fotoquimica

Rendimentos quanticos de fluorescéncia

Para o calculo do rendimento quantico de fluorescéncia seguiu-se a metodologia
proposta por Parker et al.® A referéncia utilizada foi a TPP em tolueno ($r=0,11°) no caso
das porfirinas e o iodeto de 1,1',3,3,3',3'-Hexametilindotricarbocianina (HITCI) como
referéncia (pr=0,2831° em etanol) para a bacterioclorina. Foram preparadas solucdes das
referéncias e dos compostos cujo rendimento se quer determinar em tolueno ou em
etanol, consoante a solubilidade dos compostos, de forma a apresentarem no espectro
de absorg¢do UV-Visivel uma absorvancia de aproximadamente 0,1 para a banda Soret.
Diluiram-se estas solu¢ées num fator de 1/10, procedeu-se ao seu desarejamento,
borbulhando azoto, durante cerca de 15 minutos e de seguida, registaram-se os
respetivos espectros de emissdo excitando a 418 nm no caso das porfirinas e 510 nm no
caso da bacterioclorina. Por fim, os rendimentos quanticos de fluorescéncia foram entdo
calculados com recurso a equacao:

Area (amostra) 1 —10745ef) pn2(amostra)
* — *
— 10—Abs(amostra) Area (ref) nz(ref)

¢F (amostra) = 1 * QF (ref)
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Nesta, a area refere-se a integracdo do espectro de emissdo, Abs a absorvancia
correspondente ao comprimento de onda de excitagdo e 1 ao indice de refragdo do
solvente no qual aamostra e a referéncia se encontram dissolvidos, podendo este termo

ser anulado quando o solvente utilizado é o mesmo.

Rendimento quantico de formagao de oxigénio singuleto

Foi detetada a fosforescéncia emitida pelo oxigénio a 1270 nm a temperatura ambiente,
apos excitagdo das solugdes contendo os compostos pretendidos na concentragdo
necessaria para produzir uma absorvancia de 0,2 a 355 nm. A excitacdo das amostras foi
realizada neste comprimento de onda, correspondente a terceira harmdnica do laser
(Nd-YAG). O comprimento de onda de 1270 nm foi selecionado para detecdo no
fotomultiplicador arrefecido a 193 K com azoto liquido. Como padrdo utilizou-se a
fenalenona, que possui um ¢A= 1,08 em tolueno. Foram obtidos multiplos graficos do
decaimento da emissdo de fosforescénciaa 1270 nm ao longo do tempo, com diferentes
intensidades relativas do pulso de laser. Para os dados referentes a cada energia do laser
é ajustada uma exponencial, utilizando, mais uma vez, o programa OriginLab. De cada
uma destas, é retirado o valor referente ao pré-exponencial (A) e construido um novo
grafico deste em funcdo da energia do laser. Por fim, ajusta-se uma funcdo linear a estes
dados e retira-se o valor do declive. Calcula-se assim o rendimento quantico de oxigénio
singuleto com recurso a equacao:

_Declive (amostra) 1 — 10~Abs(ref)
$A (amostra) = 1o * Declive (ref)

* OA (ref)

4.3.6- Determinacao de coeficientes de particao

Volumes iguais de n-octanol e PBS sdo misturados e deixados a repousar. No dia
seguinte, dissolve-se o composto em 5 mL de n-octanol saturado com PBS e em seguida,
adicionam-se a este 5 mL de PBS saturado com n-octanol. Agita-se a mistura
vigorosamente e centrifuga-se a 3700 rpm. A um volume de 2 mL da parte do PBS
adiciona-se 0,5 mL de n-octanol puro e procede-se a evaporagao do primeiro a pressao
reduzida (cerca de 50 °C). Apds evaporacgdo, adicionam-se 2,5 mL de n-octanol puro a
este. Por outro lado, a um volume de 2 mL da parte do n-octanol adiciona-se 1 mL de n-

octanol puro de modo a manter dilui¢cdes iguais na fase organica e aquosa. Por fim,
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efetuam-se espectros UV-Vis de cada uma das fases, dos quais se regista a absorvancia
para o calculo do coeficiente de particdo a partir da equacao:

logPow = log(Abss-oct/Abspss)

Detecao de espécies reativas de oxigénio em solugao

3’-p-(aminofenil)fluoresceina (APF) e 3’-p-(hidroxifenil)fluoresceina (HPF) sdao sondas
seletivas para radicais hidroxilo. Singlet oxygen Sensor Green® (SOSG) é uma sonda
especifica para o oxigénio singuleto. Estas sondas foram utilizadas para detetar espécies
reativas de oxigénio (ROS) apds irradiacdo do fotossensibilizador. Solucbes de
fotossensibilizador foram diluidas para uma concentracao final de aproximadamente 10
MM por pogo. De seguida, cada sonda de fluorescéncia foi adicionada aos pogos numa
concentracdo final de 15 uM por poco. A placa foi entdo irradiada com luz branca usando
com fonte de luz uma fibra 6ptica de 150 W (OSH150) por diversos intervalos de tempo.
Um leitor de placas (Tecan Infinite M200 Reader) foi usado para adquirir o sinal de
fluorescéncia imediatamente antes e apds irradiacdo. Quando se utilizou APF e HPF,
excitou-se a 488 nm e mediu-se a emissao de fluorescéncia a 515 nm. Por outro lado,

com o SOSG, excitou-se a 505 nm e mediu-se a 525 nm.

6.3.2- Estudos in vitro

Estudos em bactérias

As experiéncias foram realizadas em estirpes bacterianas padrdao da American Type
Culture Collection (ATCC) usualmente usadas como controlos em antibiogramas. As
estirpes bacterianas utilizadas foram: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 29213. De seguida, outros
ensaios foram realizados com estirpes clinicas resistentes do Centro Hospitalar da
Universidade de Coimbra, nomeadamente: duas estirpes Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA), Sa1CHUC e Sa2CHUC, resistentes a todos os antibidticos
beta-lactamicos e a ultima resistente também a quinolonas; Acinetobacter baumannii
141HUC altamente resistente a todos os beta-lactamicos, carbapenenos, quinolonas,
gentamicina e netilmicina; Escherichia coli 189 resistentes a todos os antibidticos beta-

lactamicos e a colistina; e Klebsiella pneumoniae resistentes a todos os antibidticos beta-
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lactdmicos, aminoglicosideos e quinolonas.'? Para os estudos em biofilmes foi usado

Staphylococcus aureus ATCC 25925.

Estudos de internalizagao

Suspensdes de E. coli e S. aureus foram incubadas por 1 hora com o fotossensibilizador
pretendido (5 uM) no escuro a temperatura ambiente. Apds o tempo de incubagao, o
fotossensibilizador ndo ligado foi retirado por lavagem e centrifugacdo dessas
suspensdes por 10 min a 1550 g e as células lavadas foram ressuspensas em PBS sem
Ca®* e Mg?*. Este procedimento foi repetido duas vezes e, em seguida, a parte sélida foi
dissolvida em 10% SDS por pelo menos 24 horas. Os lisados foram utilizados para
determinacdo do uptake celular de PS usando medicGes de fluorescéncia. A
fluorescéncia foi medida usando um leitor automatico de microplacas (Tecan Infinite
M200 Reader) com excitacdo a 412 nm para porfirinas e 510 nm para bacterioclorinas e
emissdo entre 600-750 nm e 700-800 nm, respetivamente. Para quantificacdo do PS, as
curvas de calibragao foram preparadas com base em solugdes de PS em 10% SDS e
utilizadas para determinacdo da concentracdo de PS. Os valores de internalizacdo foram
obtidos dividindo a concentra¢ao de PS em lisados de células pelo nimero de unidades
formadores de coldnias (UFC). O nimero de moléculas por célula foi calculado usando

o numero de Avogadro.

Fotoinativa¢do de bactérias planctonicas

As células bacterianas planctdnicas foram cultivadas em meio Mueller Hinton (MH) agar
a 37 °C durante cerca de 12-24 horas. A densidade celular foi ajustada de forma a obter
uma turbidez da suspensao bacteriana em agua destilada correspondente ao padrao de
0,5 na escala de McFarland, o que equivale a aproximadamente 1,5x108 UFC/mL. Para
experiéncias de aPDT, suspensdes bacterianas em placas de 96 pocos foram incubadas
no escuro por 60 minutos, a temperatura ambiente, com as varias concentracdes dos
fotossensibilizadores. Os pocos usados como controlos foram incubados apenas com
PBS. O tempo de incubacdo foi selecionado através de ensaios preliminares. De seguida,
algumas placas foram iluminadas com a fonte de luz adequada para cada

fotossensibilizador (descritas acima na instrumentacdo). Para os controlos de PS sem
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irradiacdo, células com os fotossensibilizadores no escuro foram incubadas cobertas de
papel de aluminio durante o mesmo tempo dos grupos de aPDT (60 minutos). Apds
irradiacdo ou incubacdo no escuro, as amostras sdo diluidas em PBS e agitadas. Aliquotas
sao retiradas, adicionadas a placas de Petri e incubadas a 37 °C por 18-24 horas no
escuro. Apds este tempo, as coldnias sdo contadas. Foram realizados 3 ensaios
independentes, utilizando pogos em duplicados. A andlise estatistica foi realizada no

GraphPad Prism 8.

Crescimento de biofilmes

Para o crescimento de biofilmes, foram usadas culturas de S. aureus incubadas durante
12 horas e diluidas 9:1 em infusdo de cérebro-coracao (do inglés, Brain Heart Infusion
BHI). Os micro-organismos foram centrifugados (1500 rpm, 10 min) e lavados duas vezes
com PBS. Aliquotas das suspensdes bacterianas diluidas foram inoculadas em placas de

24 pogos com fundo de poliestireno e incubadas por 24 h a 37 °C.

Fotoinativa¢do de biofilmes bacterianos

Para as experiéncias de aPDT, as placas previamente preparadas com biofilme foram
incubadas com diferentes concentracdes dos fotossensibilizadores (0,0052-1 uM) por
30-60 minutos no escuro a temperatura ambiente. Os pogos usados como controlos
foram incubados apenas com PBS. Apds este periodo, as placas sdo iluminadas com a
Biotable®, que emite luz em comprimentos de onda entre 400-700 nm, com uma
poténcia constante de 30 mW/cm?. Células com os fotossensibilizadores no escuro
foram incubadas cobertas de papel de aluminio durante o mesmo tempo dos grupos de
aPDT (60 minutos). Apds irradiacdo ou incubagdo no escuro, os fotossensibilizadores sdao
cuidadosamente removidos dos pocos e os biofilmes lavados com PBS. Os biofilmes sdo
raspados, sonicados e de seguida levados ao vortex para homogeneizar as amostras.
Estas sdo diluidas, adicionadas a placas de Petri com agar MH e incubadas por 24 h a 37
°C no escuro de modo a permitir a formacao de coldnias. Apds este tempo, as coldnias
sdo contadas. Foram realizadas trés experiéncias independentes, tendo sido efetuada

cada uma com ensaios em triplicado.
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Microscopia confocal dos biofilmes

Primeiramente, os biofilmes foram colocados a crescer em placas apropriadas a
observacdo em microscopia. Apds 24 horas, estas foram visualizadas ao microscopio
confocal, observando-se a presenca de biofilmes com espessura de cerca de 20 um. De
seguida, solucdes de 1 uM das porfirinas 2.8 e 2.11 foram adicionadas a placas
independentes e a intensidade de fluorescéncia no interior do biofilme foi seguida

durante o tempo de incubacdo para cada PS (30 min e 1 h, respetivamente).

Citotoxicidade no escuro e fototoxicidade em células eucaridticas
Cultura de células

Fibroblastos dérmicos humanos neonatais (HDFn) e linhas celulares de queratindcitos
humanos imortalizados (HaCaT) foram utilizadas para avaliar a citotoxicidade no escuro
e a fototoxicidade dos fotossensibilizadores utilizados neste trabalho. Ambos os tipos
de células foram cultivados em DMEM (do inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
com adi¢do de 10% de soro fetal bovino. Antes das experiéncias, as células foram
removidas por tripsinizagao, lavadas com PBS e mantidas em atmosfera humidificada a

37 °C na presenga de 5% de COa.

Citotoxicidade no escuro

Primeiramente as células foram plagueadas e, apés atingirem uma confluéncia de cerca
de 80%, solucdes dos fotossensibilizadores em PBS (DMSO < 0,5%) com concentragdes
entre 0 a 100 uM, foram adicionadas. As placas foram incubadas por 1 h a 37 °C no
escuro. Células controlo, sem adigdo de PS, foram incubadas nas mesmas condi¢des. De
seguida, a solucdo de PS em cada poco foi removida, lavando as células com PBS e
adicionou-se meio de cultura fresco a cada pogo. MTT foi dissolvido a 5 mg/mL em PBS.
Uma solucdo de MTT foi adicionada a cada poco (concentragdo final de 0,5 mg/mL) e as
placas foram incubadas por 3-4 h. O meio foi entdo descartado e 100 mL de metanol,
foram adicionados as culturas e misturados cuidadosamente para dissolver os cristais
azuis escuros de formazan. A quantificacdo do formazan foi realizada utilizando um leitor

automatico de microplacas (Tecan Infinite M200 Reader) por medicGes de absorvancia
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com o comprimento de onda de 565 nm. Cada experiéncia foi repetida trés vezes e
realizada em triplicado. Os dados foram expressos como valor médio da absorvancia.
Fotoxicidade

O procedimento utilizado para a determinacao da fototoxidade foi semelhante ao
anterior, exceto que apds a adicdo dos compostos e respetivo periodo de incubacao, as

células sdo irradiadas com a fonte de luz adequada a cada fotossensibilizador.

6.4-Experimental associada ao capitulo 4

6.4.1- Sintese de precursores

1,2,3,4-tetrametilfulveno 4.1

Método A: Uma solugdo 1,60 M de n-BulLi em hexano (5,5 mL; 8,70 mmol) foi adicionada
gota a gota a uma solucdo de pentametilciclopentadieno (1,36 g; 10,0 mmol) em THF
(30 mL) a -60 °C. A mistura foi agitada durante 20 minutos no escuro. De seguida,
permitiu-se o aguecimento até a temperatura ambiente e agitou-se durante 1 hora. O
cloreto de tritilo (2,34 g; 8,70 mmol) foi adicionado a 0 °C e a solu¢do deixada em

agitacdo durante a noite a 4 °C.

Método B: Similar ao método A mas substituindo a base por uma solugdo 1 M de LDA

em THF/hexano (8,70 mL; 8,70 mmol).
PhCp*-NHC 4.2

Uma solugdo 1,60 M de n-BuLi em hexano (5,5 mL; 8,70 mmol) foi adicionada gota a
gota uma solucdo de benzilimidazole (1,15 g; 7,25 mmol) em THF seco (15 ml)
previamente arrefecida a -60 °C. Apds agitar durante 20 minutos, o tetrametilfulveno
previamente preparado (método A) foi adicionado. De seguida, permitiu-se o
aquecimento até a temperatura ambiente e agitou-se durante 1 hora. Metanol (10 mL)
foi adicionado e o solvente removido sob vacuo. O crude foi purificado por
cromatografia (hexano/acetato de etilo, 1:4) obtendo-se o composto como um dleo

amarelado.
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Rendimento: 71% (1,51 g).
RMN !H (400 MHz, CDCl3) 8, ppm: 7,64-6,76 (m; 8H); 5,31-4,70 (m;
1H); 3,37-2,08 (m; 3H); 2,06-0,68 (m; 12H).
Ph
NN
\—/

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.*?

COOMeCp*-NHC 4.4

Uma soluc¢do 1 M de LDA em THF/hexano (8,70 mL; 8,70 mmol) foi adicionada gota a
gota uma solucdo de 2-(1H-imidazol-1-il)acetonitrilo (0,777 g; 7,25 mmol) em THF seco
(15 mL) previamente arrefecida a -60 °C. Apds agitar durante 20 minutos, o
tetrametilfulveno previamente preparado (método B) foi adicionado. De seguida
permitiu-se o aquecimento até a temperatura ambiente e agitou-se durante 1 hora.
Metanol seco (10 mL) foi adicionado e o solvente removido sob vacuo. O crude foi

purificado por cromatografia (hexano/acetato de etilo, 1:4).
Rendimento: 12% (0,293 g).

MS (ESI-TOF) m/z 275,1 [M]*, calculado para Ci6H22N202 275,1.
MeOOC A
N" "N v selecionado (KBr, b (cm™)): 1746,82 (CO).

COOHCp*-NHC 4.5

Uma solucdo 1 M de LDA em THF/hexano (8,70 mL; 8,70 mmol) foi adicionada gota a
gota uma solucdo de 2-(1H-imidazol-1-il)acetato de metilo (1,02 g; 7,25 mmol) em THF
seco (15 mL) previamente arrefecida a -60 °C. Apds agitar durante 20 minutos, o
tetrametilfulveno previamente preparado (método B) foi adicionado. De seguida
permitiu-se o aguecimento até a temperatura ambiente e agitou-se durante 1 hora.
Metanol seco (10 mL) foi adicionado e o solvente removido sob vacuo. O crude foi lavado
com diclorometano e hexano. De seguida, realizou-se uma cromatografia de fase

reversa usando como eluente primeiramente agua e de seguida dgua/metanol (1:1).
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Rendimento: 37% (0,700 g).
MS (ESI-TOF) m/z 261,1 [M]* calculado para CisH20N20; 261,1.

IV selecionado (KBr, b (cm™)): 3381,05 (OH); 1620,74 (CO).

6.4.2- Sintese de pré-ligandos
Cp*-NHCMe| 4.33

Num baldo de fundo redondo contendo uma solugdao de PhCp*NHC (506,2 mg; 1,73x10
3 mol) em acetona (5 mL), adicionou-se iodometano (5 eq; 0,54 mL; 8,67x103 mol). A
mistura foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente durante a noite. Os

componentes volateis foram evaporados sob vacuo, obtendo-se o composto

pretendido.

Rendimento: 88,5% (0,665 g).

RMN H (400 MHz, CDCls) 8, ppm: mistura de isémeros 10,2-9,2 (s;
Ph N&rtll_ 1H); 7,75-6,76 (m; 7H); 5,75-4,9 (m; 1H); 4,0-3,8 (s; 3H); 3,44-2,4 (m;

\—/ 3H); 1,74-1,35 (s; 9H); 1,00-0,80 (s; 3H).

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.*3

Cp*-NHCF1 4.3b

Método A: Num baldo de fundo redondo contendo uma solu¢do de PhCp*NHC (529 mg;
1,8 mmol) em THF (10 mL), adicionou-se o iodoetano (0,71 mL, 9,1 mmol). A mistura foi
agitada a 50 °C por 72 horas. O solvente foi evaporado sob vacuo e o sélido resultante
lavado sucessivamente com éter dietilico e hexano. O composto foi obtido com um

rendimento de 68% (0,549 g).

Método B: Similar ao método A mas sem solvente e com um excesso de 150
equivalentes de iodoetano (2,70x102 mol). O composto foi obtido com um rendimento

de 67% (0,541 g), apds 36 horas.
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Método C: Similar ao método A, mas a mistura foi exposta a ultrassons. O composto foi

obtido com um rendimento de 77% (0,621 g), apds 6 horas.

Método D: Similar ao método A, mas a mistura foi exposta a irradiacdo micro-ondas a
80 °C, com uma poténcia de 100 W por 0,25 horas. O composto foi obtido com um

rendimento de 81% (0,654 g).

RMN H (400 MHz, CDCl3) §, ppm: mistura de isémeros 10,47-9,43
(s; 1H); 7,75-7,01 (m; 7H); 5,83-5,53 (m; 1H); 4,43-4,10 (m; 2H); 3,47-
- 2,29 (m; 3H); 1,81-0,83 (m; 15H).

\=/ RMN 13C (101 MHz, CDCls) 6, ppm: 140,0; 131,3-119,5; 69,4-64,0;
57,2-49,1; 45,6-45,4; 32,6-31,4; 15,7-11,5.

Os dados espectroscdpicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura. 4

Cp*-NHCEn!| 43¢

Num baldo de fundo redondo contendo uma solu¢do de PhCp*NHC (529 mg; 1,8x103
mol) em acetona (10 mL), adicionou-se 2-iodoetanol (5 eq; 0,71 mL; 9,1x103 mol). A
mistura foi deixada sob agita¢do a temperatura ambiente durante 4 dias. O solvente foi

evaporado sob vacuo e o sdlido resultante lavado sucessivamente com éter dietilico e

hexano.
Rendimento: 63% (0,532 g).
RMN *H (400 MHz, CDCl3): §, ppm: mistura de isdémeros 9,64-
Ph NAKJI;/\OH 9,41 (s; 1H); 7,69-6,81 (m; 7H); 5,77-5,37 (m; 1H); 4,65-4,36 (m;
\—/ 2H); 4,10-3,67 (m; 2H); 3,48-2,98 (m; 2H); 2,87-2,03 (m; 1H);

1,92-0,80 (m; 12H).
RMN 3C (101 MHz, CDCls) §, ppm: 141,3; 136,4-120,2; 70,5-62,4; 59,5; 53,8-49,3; 32,2-
31,7;15,4-12,0.
MS (ESI-TOF) m/z 337 [M-I]* calculado para Cz;2H29N,0 337.
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Cp*-NHCPropanol] 4,34

Num baldo de fundo redondo contendo uma solu¢do de PhCp*NHC (464 mg; 1,59x103
mol) em acetona (10 mL), adicionou-se 3-iodopropanol (5 eq; 0,76 mL; 7,95x10°3 mol).
A mistura foi deixada sob agitagcdo a temperatura ambiente durante 4 dias. O solvente

foi evaporado sob vacuo e o sélido resultante lavado sucessivamente com éter dietilico

e hexano.
Rendimento: 61% (0,467 g).
RMN *H (400 MHz, CDCls) 6, ppm: mistura de isémeros 10,22-
Ph N/\QI;/\/OH 9,67 (s; 1H); 7,73-6,77 (m; 7H); 5,95-5,30 (m; 1H); 4,69-4,22
\—/ (m; 2H); 3,90-3,52 (m; 2H); 3,38-2,70 (m; 2H); 2,17-2,03 (m;

3H); 1,98-0,56 (m; 12H).

RMN 13C (101 MHz, CDCls) 8, ppm: 144,0; 133,6-120,2; 65,0-62,5; 56,9; 56,9-49,6; 47,8;
32,5-31,7; 14,2-10,8.

MS (ESI-TOF) m/z 351 [M-I]* calculado para C3H31N,0l 351.

Cp*-N HCAcetamida| 4 3f

A 2-iodo-N,N-dietilacetamida exige um passo prévio de preparac¢ao, em que o 2-cloro-
N,N-dietilacetamida é colocada em agitacdo com Kl (1 eq) em acetona, a temperatura
ambiente durante 24 horas, de modo a que ocorra a troca do halogénio de cloro para
iodo. A suspensao formada é filtrada e o solvente evaporado. Num baldao de fundo
redondo contendo uma solu¢do de PhCp*NHC (640 mg; 2,2 mmol) em acetona (10 mL),
adicionou-se 2-iodo-N,N-dietilacetamida previamente preparada (5 eq; 11 mmol). A
mistura foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente durante 4 dias. O solvente foi
evaporado sob vacuo e o sélido resultante lavado sucessivamente com éter dietilico e

hexano.
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Rendimento: 69% (0,659 g).

RMN *H (400 MHz, CDCl3) 8§, ppm: mistura de isdémeros

- O 10,11-9,75 (s; 1H); 7,48-6,85 (m; 7H); 5,80-4,72 (m; 3H);

\—/ '\(\ 3,55-3,18 (m; 4H); 2,85-2,73 (m; 2H); 2,58-2,28 (m; 1H);
1,81-0,80 (m; 18H).

RMN 23C (101 MHz, CDCl3) 8, ppm: 163,3; 143,7; 140,1-120,2; 64,9-62,6; 53,5; 50,5; 41,7;
32,9-32,7;14,0-11,4.
MS (ESI-TOF) m/z 406 [M-I]* calculado para Ca6H36N30 406.

cp*_NHcEtiItrimetiIaméniol 4.3g

Num tubo de Schlenk sob atmosfera inerte contendo Cp*NHC (523,2 mg; 1,79x1073 mol),
cloreto de (2-cloroetil)trimetilaménio (5 eq; 1,42 g; 8,96x102 mol) e iodeto de potdssio
(5 eq; 1,49 g; 8,96x1073 mol) adicionou-se 5 mL de DMF seco. A mistura foi deixada em
agitacdo durante 72 horas a 80 °C. Precipitou-se o composto com uma mistura de

diclorometano/hexano. O produto pretendido foi extraido do sdélido obtido com

acetona.
Rendimento: 54% (0,613 g).
RMN *H (400 MHz, CD30D) §, ppm: 9,74-9,59 (s; 1H); 8,22 (s;
- | 1H); 8,04 (s; 1H); 7,95-7,21 (m; 5H); 5,74-5,54 (m; 1H); 4,12 (t;
Ph /§+ l
N° "N—"\% J=6,6 Hz; 2H); 3,88 (t; J = 6,6 Hz; 2H); 3,43-3,39 (m; 3H); 3,31
= |

(s; 9H) 1,92-0,90 (m; 12H).

MS (ESI-TOF) m/z 364,2719 [M-21-1CHs]* calculado para C2sH33N3 364,2669.

6.4.3- Sintese de complexos de ferro

Procedimento geral: A mistura do respetivo pro-ligando (1,38 mmol) com 1/3 Fe3(CO)12

(0,46 mmol) foi refluxada em tolueno seco (15 mL) durante a noite. Deixou-se arrefecer

a temperatura ambiente e filtrou-se o solvente por canula. O tolueno foi evaporado a
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pressdo reduzida. O sélido resultante foi lavado com hexano e este novamente filtrado
por canula, obtendo-se o complexo pretendido.
(Cp*-NHCMe)Fe(CO)I 4.6a

Rendimento: 90% (0,661 g).

T Co RMN H (400 MHz, CDs0D) 6, ppm: 7,62-7,51 (m; 5H); 7,13 (s; 1H);
o

Ph N-< Nl 6,44 (s; 1H); 6,00-5,97 (dd; J = 11,8; 2,6 Hz; 1H); 3,79 (s; 3H); 2,98-

7

NoN— 2,96 (m; 2H); 2,36 (s; 3H); 1,81 (s; 3H); 1,74 (s; 3H); 0,96 (s; 3H).

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.?®

(Cp*-NHCEt)Fe(CO)I 4.6b
Rendimento: 68% (0,512 g).

T co RMN H (400 MHz, acetona-ds) 6, ppm: 7,63-7,53 (m; 5H); 7,13 (s;
o

Ph N~< Nl 1H); 6,48 (s; 1H); 6,06 (d; J = 12 Hz; 1H); 4,35-4,23 (m; 2H); 3,05-2,92
&N\/ (m; 2H); 2,40 (s; 3H); 1,81 (s; 3H); 1,76 (s; 3H); 1,35 (t; J = 8 Hz; 3H);

0,96 (s; 3H).

RMN 13C (101 MHz, acetona-ds) 8, ppm: 226,8; 194,8; 138,8; 130,1; 130,0; 129,9; 122,3;
121,3;104,7;91,7,90,4; 84,1; 81,3; 67,1; 46,1, 28,9; 16,9; 13,4, 10,4, 9,7, 9,5.

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.'*

(Cp*-NHCEt"°!) Fe(CO)I 4.6¢

Rendimento: 74% (0,574 g).

F

T/CO RMN !H (400 MHz, acetona-ds) §, ppm: 7,59-7,53 (m; 5H); 7,07
N
N~< ' (s; 1H); 6,46 (s; 1H); 6,06 (d; J = 12 Hz; 1H); 4,50-4,40 (m; 2H);

Ph

N
x/ ~OH 3,88-3,86 (m; 2H); 3,0-2,92 (m; 2H); 2,39 (s; 3H); 1,82 (s; 3H); 1,7
(s; 3H); 0,94 (s; 3H).
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RMN 3C (101 MHz, acetona-ds) 8, ppm: 226,8; 194,9; 138,8; 129,0; 124,0; 120,0; 104,0;
91,6; 90,4; 84,3; 81,2; 69,0; 67,1, 61,0; 52,0; 21,0; 13,0; 11,0; 10,0; 9,5.

IV selecionado (KBr, b (cm™)): 1901 (CO).

MS (ESI-TOF+) m/z 419 [M-1]* calculado para Ca3H27N202Fe 419.

(Cp*-NHCPropanol) Fe(CO)I 4.6d

Rendimento: 76% (0,604 g).

T o RMN H (400 MHz, (acetona-ds) 8, ppm: 7,62-7,42 (m; 5H);
o
Ph N-< N 7,26-7,04 (m; 2H); 6,48 (d; J = 1,9 Hz; 1H); 6,07 (dt; J = 21,5;

10,7 Hz, 1H); 4,32 (d; J = 5,9 Hz; 1H); 3,59 (s; 1H); 3,05-2,93 (m;
1H); 2,40 (s; 3H); 2,00-1,87 (m; 2H); 1,81 (s; 3H); 1,75 (s; 3H); 0,95 (s; 3H).

RMN 13C (101 MHz, acetona-ds) 6, ppm: 226,9; 195,2; 138,9; 130,2; 130,1; 130,0; 129,8;
129,1;123,4;121,1; 104,8; 91,8; 90,5; 84,3; 81,2; 67,2; 58,9; 48,0; 34,8; 29,2; 13,4; 10,5;
9,7;9,6.

IV selecionado (KBr, b (cm™)): 1907 (CO).

MS (ESI-TOF) m/z 433 [M-I]* calculado para C2aH29N202Fe 433.

(Cp*-NHCAcetamida) Fo(CO)I 4.6

Rendimento: 76% (0,662 g).
? RMN *H (400 MHz, C¢D¢) 8, ppm: 7,22-7,16 (m; 5H); 6,28 (s;
Fe—CO
N
N~< o
&N\)LN/\ (d; J = 1,64 Hz; 1H); 3,46 (m; 2H); 2,92 (m; 2H); 2,77 (m; 2H);
2,40 (s; 3H); 1,81 (s; 3H); 1,72 (s; 3H); 1,15 (s; 3H); 1,02 (t; J =

Ph 1H); 6,23 (s; 1H); 6,05 (m, 1H); 5,43 (d; J = 2,16 Hz; 1H); 3,87

0,41 Hz; 3H); 0,77 (t; J = 0,30 Hz; 3H).

RMN 13C (101 MHz, CDCls) §, ppm: 227,3; 198,3; 165,7; 138,5; 129,0; 123,0; 120,0; 102,7;
92,7;90,6; 83,3;82,2; 66,0; 52,0; 41,0; 40,0; 29,1; 13,0; 10,0; 9,9; 1,6.

IV selecionado (KBr, b (cm™)): 1924 (CO).
MS (ESI-TOF) m/z 488 [M-I]* calculado para Cy7H3aN30;Fe 488.
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6.4.4- Avaliagdo da capacidade oxidativa do ferro

Uv-Vis: Uma solucdo de (Cp*-NHCMe)Fe(CO)l em acetonitrilo (0,465 mM) foi titulada
com uma solu¢do de perdxido de hidrogénio 33% em agua. O espectro de absorc¢ado

UV/Vis de cada adicdo foi adquirido.

EPR: O espectro de EPR da solu¢cdo do complexo de Fe (Il) em acetonitrilo (1 mM) e de

uma solugdo similar com 200 pL de H,0; foram adquiridos a 20 °C.

Detecdo de radicais hidroxilo: A uma solu¢do do complexo (Cp*-NHCMe)Fe(CO)I (0,465

mM) foram adicionados 12,5 uM de uma solucdo contendo p-aminofenil fluoresceina
(APF) em tampao sddio fosfato (0,1 M, pH 7,4). De seguida, H.0; foi progressivamente
adicionado e a fluorescéncia foi medida em cada ponto, usando excitagdo/emissdo de
490/515 nm. A formacdo de ROS foi observada através do aparecimento de
fluorescéncia. Duas experiéncias controlo foram também realizadas: uma sem APF e

outra sem o complexo de ferro.

6.5-Experimental associada ao capitulo 5

6.5.1- Sintese de chalconas

A uma mistura de acetofenona (1 mmol) com um aldeido aromatico (1 mmol) na minima
guantidade de etanol (=1 mL), adicionou-se KOH em pd (10 mol %). A mistura reacional
foi agitada a temperatura ambiente até se observar a formag¢dao de um precipitado
(poucos minutos). O sélido foi separado por filtracdo e lavado com agua, de modo a

obter a respetiva chalcona.
(E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona 5.1
0 Rendimento: 92% (0,208 g).

N
O O RMN H (400 MHz, CDCl3) 8, ppm: 8,07-7,99 (m; 2H); 7,82 (d;
J=15,7 Hz; 1H); 7,65 (dd; J=6,7; 2,8 Hz; 2H); 7,62-7,47 (m; 4H);
7,45-7,39 (m; 3H).

RMN 3C (101 MHz, CDCls) , ppm: 190,7; 145,0; 138,3; 135,0; 132,9; 130,7; 129,1; 128,8;
128,6; 128,6; 122,2.
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GC-MS (IE): m/z (tR, min) = 7,365 (208,1) [M]*.

Os dados espectroscdpicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura. 1©

(E)-1-fenil-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona 5.2

0]
X Rendimento: 94% (0,238 g).
H4CO ‘ C RMN *H (400 MHz, CDCl3) 6, ppm: 8,03 (d; J = 8,9 Hz;

2H); 7,73 (d; J = 15,6 Hz; 1H); 7,53 (m; 6H); 6,99 (d; J = 8,9 Hz; 2H); 3,89 (s; 3H).

RMN 13C (101 MHz, CDCls) &, ppm: 188,5; 163,7; 142,7; 134,2;132,3; 131,1; 131,0; 129,9;
124,7; 122,5; 114,1, 55,7.

GC-MS (IE): m/z (tR, min) = 238,1 (8,145) [M]*.
Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.'’

(E)-1-fenil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona 5.3

o Rendimento: 80% (0,298 g).
HsCO N
O O RMN H (400 MHz, CDCls) 6, ppm: 8,06-7,96 (m; 2H); 7,71
HsCO
OCH, (d; J=15,6 Hz; 1H); 7,58 (t; /= 7,3 Hz; 1H); 7,50 (t; /= 7,5

Hz; 2H); 7,40 (d; J = 15,6 Hz; 1H); 6,88 (s; 2H); 3,94 (s; 6H); 3,92 (s; 3H).

RMN 3C (101 MHz, CDCls) §, ppm: 190,7; 153,6; 145,2; 140,6; 138,4; 132,9; 130,5; 128,7;
128,6; 121,6; 105,8; 61,1; 56,4.

GC-MS (IE): m/z (tR, min) = 298,1 (9,127) [M]".
Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.’®
(E)-3-(2-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona 5.4

0 Rendimento: 93% (0,253 g).

NN
O O RMN H (400 MHz, CDCls) 8, ppm: 8,13 (d; J = 15,7 Hz; 1H); 8,10-
NO
2 8,05 (m; 1H); 8,04-7,98 (m; 2H); 7,78-7,48 (m; 6H); 7,32 (d; J =
15,7 Hz, 1H).
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RMN 13C (101 MHz, CDCls) 8, ppm: 190,7; 149,0; 140,4; 137,6; 133,7; 133,3; 131,5; 130,5;
129,4; 128,9; 128,9; 127,6; 125,1.
GC-MS (IE): m/z (tR, min) = 8,374 (253,9) [M]".

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.’®
(E)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona 5.5

Q Rendimento: 95% (0,238 g).

NN
O O OCH RMN H (400 MHz, CDCl5) &, ppm: 8,05 (d; J = 7,5 Hz; 2H);
3
7,81 (d; J = 15,7 Hz; 1H); 7,67-7,62 (m; 2H); 7,55 (d; J =

15,7 Hz; 1H); 7,45-7,35 (m; 3H); 6,99 (d; J = 7,5; 2H); 3,89 (s; 3H).

RMN 13C (101 MHz, CDCls) &, ppm: 188,9; 163,6; 144,1; 135,2; 131,2; 131,0; 130,5; 129,1;
128,5; 122,0; 114,0; 55,6.

GC-MS (IE): m/z (tR, min) = 238,1 (8,172) [M]*.
Os dados espectroscdpicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.®
(E)-1-(4-fluorofenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona 5.6

0 Rendimento: 98% (0,256 g).

NN
RMN !H (400 MHz, CDCls) 6, ppm: 8,14-7,98 (m; 2H);
H,CO F

7,79 (d; J = 15,6 Hz; 1H); 7,60 (d; J = 8,7 Hz; 2H); 7,38
(d; J=15,6 Hz; 1H); 7,21-7,08 (m; 2H); 6,94 (d; J = 8,8 Hz; 2H); 3,86 (s; 3H).

RMN 13C (101 MHz, CDCls) 8, ppm: 189,0; 165,6 (d; J55c.1% = 254,5 Hz); 161,9; 145,1; 135,0
(d, J13c1% = 3,0 Hz); 131,1 (d, J3c2% = 9,1 Hz); 130,4; 127,6; 119,4; 115,8 (d; J13c.19 = 21,2
Hz); 114,6; 55,6.

GC-MS (IE): m/z (tR, min) = 256,1 (8,071) [M]*.

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.®
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(E)-3-(4-metoxifenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-ona 5.7

0 Rendimento: 93% (0,283 g).

N
RMN *H (400 MHz, CDCl3) §, ppm: 8,37-8,28 (m; J =
HsCO NO,

2H); 8,14-8,08 (m; 2H); 7,82 (d; /= 15,6 Hz; 1H); 7,62
(d; J=8,7 Hz; 2H); 7,35 (d; J = 15,6 Hz; 1H); 6,96 (d; J = 8,7 Hz; 2H); 3,87 (s; 3H).

RMN 3C (101 MHz, CDCls) §, ppm: 189,2; 162,4; 150,1; 146,9; 143,6; 130,8; 129,5; 127,2;
124,0; 119,1; 114,8; 55,6.
GC-MS (IE): m/z (tR, min) = 253,9 (8,374) [M]*.

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.?®

(E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona 5.8
O Rendimento: 96% (0,313 g).
H,CO N
O O RMN *H (400 MHz, CDCls) &, ppm: 7,90 (d; J = 8,2
H3CO NH2  Hz; 2H); 7,66 (d; J = 15,5 Hz; 1H); 7,41 (d; J = 15,5 Hz;
OCHj
1H); 6,82 (s; 2H); 6,67 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 3,88 (s; 9H).
RMN 13C (101 MHz, CDCls) §, ppm: 188,0; 153,4; 151,4; 143,3; 140,0; 131,1; 130,9; 128,3;
121,4; 113,8; 105,5; 61,0; 56,2.

GC-MS (IE): m/z (tR, min) = 313,1 (11,834) [M]".
Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.?!

(E)-1-(4-aminofenil)-3-(2-clorofenil)prop-2-en-1-ona 5.9
© Rendimento: 97% (0,257 g).

O X O RMN H (400 MHz, CDCls) 8, ppm: 8,13 (d; J = 15,7 Hz; 1H);

Cl NH2  7,98-7,86 (m; 2H); 7,80-7,70 (m; 1H); 7,49 (d; J = 15,7 Hz;
1H); 7,46-7,39 (m; 1H); 7,33-7,27 (m; 2H); 6,75-6,64 (m; 2H); 4,21 (sl, 2H).
RMN 3C (101 MHz, CDCls) §, ppm: 188,1; 151,4; 139,1; 135,4; 133,8; 131,4; 130,9; 130,4;
128,4; 127,9; 127,1; 125,1; 114,1.
GC-MS (IE): m/z (tR, min) = 257,0 (9,347) [M]*.

Os dados espectroscdpicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.®
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(E)-1-(4-(piperazin-1-il)fenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona 5.10

Num baldo de fundo redondo contendo (E)-4-(4-(3-(3,4,5-
trimetoxifenil)acriloil)fenil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (0,1 g; 20,7 mmol),
adicionou-se 10 mol% de TFA e 2 mL de diclorometano. A reagao foi deixada em agitacao
a temperatura ambiente durante 24 horas. O solvente foi removido sob vacuo e o TFA

retirado realizando misturas azeotrdpicas com tolueno.

Rendimento: 96% (0,076 g).

HyCO
O O RMN H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 9,06 (sl;
H,CO

OCH, @NH 1H); 8,11 (d; J = 9,0 Hz; 2H); 7,87 (d; J = 15,4 Hz;
1H); 7,63 (d; J = 15,4 Hz; 1H); 7,20 (s; 2H); 7,09 (d; J = 9,0 Hz; 2H); 3,86 (s; 6H); 3,71 (s;
3H); 3,59 (t; J = 5,4 Hz; 4H); 3,24 (t; J = 5,4 Hz; 4H).

RMN 13C (101 MHz, DMSO-dg) & ppm: 186,7; 153,1; 153,0; 143,0; 139,5; 130,6; 130,5;
128,3; 121,4; 113,9; 106,4; 60,1; 56,2; 44,0; 42,5.

4-(4-acetilfenil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo 5.11

A um baldo de fundo redondo contendo a 4’-(piperazin-1-il)acetofenona (2 g, 9,8 mmol),
DMAP (0,238 g, 1,96 mmol) e dicarbonato de di-terc-butilo (6,42 g, 29,4 mmol),
adicionou-se acetonitrilo (10 mL). A mistura foi deixada em agitacdo vigorosa a
temperatura de 30 °C durante 24h. Apds o términus da reacdo, evaporou-se o solvente
a pressao reduzida, e redissolveu-se o produto em éter etilico. A fase organica foi lavada
com uma solucdo de 1 M de bissulfato de sédio (3x100 mL), com uma solucdode 1 M
de bicarbonato de sédio (3x100 mL) e com uma solucdo saturada de hidréxido de sédio
(1x100 mL). Por ultimo secou-se com sulfato de sddio anidro, filtrou-se e evaporou-se o

solvente.

O Rendimento: 83% (2,49 g).

)ﬁ ~ RMN H (400 MHz, CDCls) & ppm: 7,86 (d; J = 8,9 Hz; 2H);

6,85 (d; J = 9,0 Hz; 2H); 3,69-3,49 (m; 4H); 3,39-3,18 (m;

S
7< 4H); 2,50 (s; 3H); 1,49 (s; 9H).
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RMN 13C (101 MHz, CDCls) & ppm: 196,0; 154,3; 153,1; 130,1; 127,7; 113,5; 79,8; 47,0;
42,9; 28,2; 25,9.

(E)-4-(4-(3-(3,4,5-trimetoxifenil)acriloil)fenil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo
5.12

Rendimento: 93,6% (0,452 g).

H5CO
O O RMN !H (400 MHz, CDCl3) & 8,00 (d; J =
HsCO

OCH3 K/ \[(o\K 8,9 Hz; 2H); 7,70 (d; J = 15,5 Hz; 1H);

o) 7,42 (d; J=15,5Hz; 1H); 6,92 (d; /=9,0
Hz; 2H); 6,86 (s; 2H); 3,92 (s; 6H); 3,89 (s; 3H); 3,61-3,59 (m; 4H); 3,37-3,35 (m; 4H); 1,49
(s; 9H).

RMN 13C (101 MHz, CDCls) § ppm: 188,2; 154,8; 154,1; 153,6; 143,6; 140,3; 130,9; 130,8;

128,9; 121,5; 114,0; 105,7; 80,3; 61,1, 56,4; 47,5, 43,2; 28,6.

6.5.2- Calculos de métricas relacionadas com a sustentabilidade
A) Factor-E

Factor-E = (0,12 (acetofenona) + 0,11 (benzaldeido) + 0,006 (KOH) + 0,786 (etanol))—
0,19 (chalcona))/ 0,19 (chalcona) =

Dados para o calculo do factor-E

Ref | Acetofenona Benzaldeido | KOH | Etanol | Agua | Chalcona | Factor-E
22 0,12 0,11 0,5 3,9 1 0,19 28,3
23 5,89 5,20 0,1 67,1 15 8,67 9,8
24 3,60 3,20 2,0 59,2 10 4,83 15,1
25 5,66 5,00 7,0 39,4 50 6,27 16,1
26 0,12 0,11 0,2 7,9 1 0,19 47,1
27 1,20 1,06 4,0 27,7 10 1,33 29,0
28 1,20 1,06 1 157,8 -- 1,24 127,2

gota

B) EcoScale

Considerando:

Benzaldeido (1 L, 35,60 €); Acetofenona (1 L, 40,80 €), KOH (1 Kg, 38 €) e Etanol (1 L, 16
€), adquiridos na Sigma-Aldrich
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Benzaldeido: Prejudicial; Acetofenona: potencialmente perigoso; KOH: Corrosivo;
Etanol: Altamente inflamavel

Tabela 6.1- Pontos de penalizagdo do calculo do EcoScale para o método desenvolvido

Parametro Pontos de Penalizagao
1 Rendimento (100 — rendimento %)/2 4
2 Pre¢o dos componentes da reagdo 3
(para obter 10 mmol de produto final)
3 Seguranca 20
4 Configuracao técnica 0
5 Temperatura/tempo 0
6 Etapas de purificagao 1
Total (100 - pontos de penaliza¢ao) 72

6.5.3- Atividade in vitro na fase hepatica do Plasmodium berghei

Cultura de células

As células Huh-7, uma linha celular de hepatécitos humanos, foram cultivadas em RPMI
1640 (do inglés, Roswell Park Memorial Institute), suplementado com 10% v/v de soro
fetal bovino, 1% v/v de aminoacidos ndo essenciais, 1% v/v de
penicilina/estreptomicina, 1% v/v de glutamina e 10 mM de tampdo HEPES (acido N-(2-
hidroxietil)piperazina-N'-2-etanossulfénico), a pH 7 e mantidas em atmosfera

humidificada a 37 °C na presenca de 5% de CO».

Inibicdo da infe¢ao de Plasmodium berghei na fase hepatica

A inibicdo da infe¢do na fase hepatica foi avaliada usando um protocolo baseado na
medicdo da bioluminescéncia de lisados de células Huh-7 48 horas apds infecdo com
linhas de P. berghei geneticamente modificadas para expressar luciferase (PbLuc),
desenvolvido no Prudéncio Lab.?° Primeiramente, as células foram plaqueadas (placas
de 96 pocos) com uma concentracdo de 12x103 células por poco, no dia antes do
tratamento com os farmacos e da infecdo. Solugdes stock dos compostos em DMSO sdo
preparadas e diluidas com meio de acordo com as concentrac¢des de teste. O meio de
cultura é substituido por meio contendo os compostos nas concentra¢cées desejadas, 1
hora antes da infecdo. Como controlo, utilizou-se DMSO numa quantidade equivalente

a presente na concentracao mais elevada dos compostos testados. Esporozoitos (10,000
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spz por poc¢o), obtidos no momento através da disrupcdo das glandulas salivares de
mosquitos Anopheles fémea infetados, foram acrescentados aos pogos 1 hora apds a
adicdo dos compostos, seguido de centrifugacdo (1700 g, 5 min) e incubacdo por 48
horas a 37 °C na presenga de 5% de CO,. Apds este tempo, os niveis de infe¢do sdo
medidos usando um kit de ensaio da luciferase e o efeito dos compostos na viabilidade
das células Huh-7 usando o ensaio de Alamar Blue, seguindo os protocolos
disponibilizados pelos fornecedores (explicitados abaixo). O tratamento dos dados
referentes as curvas de dose-resposta foi efetuado usando o GraphPad Prism 8, e os

valores de ICso determinados mediante a andlise da regressao nao linear obtida.
Protocolos disponibilizados pelos fornecedores

A) Verificacao da confluéncia- Alamar Blue

Descongelar as aliquotas de Alamar-blue
Fazer uma diluicdo de 1:20 em RPMI

Adicionar 80 pl/pogo da solugdo e incubar a 37 °C por 1h 30 minutos

P w N

Ler a fluorescéncia usando o leitor de placas. Software: tecan i control.
(comprimento de onda de excitacdo: 530 nm e de emissdao 590 nm)

B) Verificacao da infecdo- ensaio da luciferase

1. Descongelar o FLAB (guardado a -80 °C)

2. Diluir o regente de lise celular 5 x em agua milliQ, de modo, a preparar o
tampao de lise

3. Lavar as células com PBS (100 pl/pogo), remover este cuidadosamente

4. Adicionar 70 pL do tampao de lise/pogo (com multicanal automatica para
garantir precisao)

5. Agitar durante 15 minutos a 600 rpm

6. Centrifugar por 5 minutos a 3000 rpm para permitir o depdsito de todos os
detritos

7. Pipetar 30 pL do sobrenadante para uma placa de 96 pocos

8. Preparar a solucdo de luciferina (diluir 1:50 em FLAB)

9. Ir para o leitor de placas. Software: tecan i control. (tempo de integracdo 100

ms)
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10. Preparar a placa e adicionar rapidamente 50 plL/poco da solucdo de luciferina
(com multicanal automadtica para garantir precisao)

11. Ler a luminescéncia.
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