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CIS Cruzamento intersistemas

dd Duplo dupleto
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FDA do inglés Food and Drug Administration

FID Detetor de lonizacdo de Chama (do inglés Flame lonization Detector)

GC Cromatografia Gasosa (do inglés Gas Chromatography)

GC-MS Cromatografia Gasosa Acoplada a Espetrometria de Massa (do inglés
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Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (do inglés Internacional
Union of Pure and Applied Chemistry)

Diodo emissor de luz (do inglés Light-Emitting Diode)

Multipleto

2-Metiltetrahidrofurano

Muller Hinton

Concentrag¢dao minima inibitéria (do inglés Minimum Inhibitory
Concentracion)

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (do inglés Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus)

Espectrometria de massa de alta resolugao (do inglés High Resolution
Mass Spectrometry)

3o molecular

Ido molecular protonado

Razdo massa/carga

Oleo essencial

Organizacao Mundial de Saude

Redes poliméricas pro-antimicrobiana via degradac¢do de acetais (Do
inglés Pro-antimicrobial Network via Degradable Acetals)

Partes por milhao

Fotossensibilizador (do inglés Photosensitizer)

Ressonancia Magnética Nuclear

Ressonancia Magnética Nuclear de Protao

Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13

Ressonancia Magnética Nuclear de Flior-19
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Resumo

O aumento do aparecimento de casos de bactérias multirresistentes tem
conduzido a uma necessidade crescente de desenvolver novas entidades quimicas e/ou
terapias alternativas. No ambito do desenvolvimento de novas entidades quimicas,
moléculas com a funcdo acetal podem ser incorporadas em redes pro-antimicrobianas
de libertagdo sustentada de um agente antibacteriano com a fun¢ao aldeido, integrando
uma area de investigacao de elevado interesse cientifico. Numa outra vertente, o uso
de terapias alternativas como a terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) tém
revelado resultados promissores no tratamento de infecGes localizadas. Assim, o
objetivo principal do trabalho apresentado nesta Dissertacdo visa a sintese e avaliagdo
biolégica de compostos com potencial aplicagdo como agentes antibacterianos e
precursores de polimeros pro-antimicrobianos de entrega e libertacdo gradual dos

mesmaos.

No Capitulo 1 é abordada a problematica da resisténcia aos antibidticos e os seus
mecanismos associados. De seguida sao apresentados diversos estudos com moléculas
funcionalizadas com a funcdo aldeido ou acetal com atividade antibacteriana descrita
até a atualidade. S3o ainda discutidas as redes pro-antimicrobianas via degradacao de
acetais (PANDAs), qual o seu principio de acdo, assim como a andlise dos resultados
descritos na literatura. Finalmente, é apresentada uma estratégia sintética sustentavel
para reacbes de acetalizacdo, reacOes estas que permitem o desenvolvimento de

acetais, fungdo estrutural presente em precursores de PANDAs.

O Capitulo 2 apresenta-se subdividido em duas principais sec¢des: a preparac¢ao
de acetais alilicos como potenciais precursores de PANDAs e ensaios de suscetibilidade
antibacteriana. No que toca a sintese de acetais alilicos, primeiramente é descrita a
selecdo do catalisador acido heterogéneo reutilizavel e a transposicdo das reacdes de
acetalizacdo para sistemas de fluxo continuo. O substrato modelo para esta ultima foi o
3-fenilpropanal 1.9, tendo-se selecionado a resina Montmorillonite K10 como
catalisador acido. Apds otimizagao, obteve-se conversdes de 97% para um tempo de

residéncia de 10 min. De seguida, uma vez otimizada a reacdo, foi estudada a sua
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transposicdo para outros substratos, nomeadamente para o cinamaldeido 1.10 (sem
conversao) e o nonanal 1.11 (97% conversdo). Uma vez que a prepara¢do dos acetais
alilicos foi concebida com o propdsito de desenvolver novos PANDAs, ndo tendo sido
possivel o seu desenvolvimento por limitagdes temporais, avaliou-se a atividade dos
aldeidos que seriam libertados como agentes antibacterianos apds hidrélise do acetal.
Do conjunto de moléculas testadas contra E. coli ATCC 25922, os aldeidos 1.9 e 1.10
foram os que apresentaram os valores mais elevados de diametro de inibigdo, com um

valor médio de 14 mm para uma quantidade de 7,5x10° mol (= 1 pL).

O Capitulo 3 descreve-se a sintese de novos fotossensibilizadores (PS) catidnicos
do tipo trans-di-imidazolil porfirina, cuja anfifilicidade foi modulada numa tentativa de
desenvolver moléculas com estruturas e propriedades otimizadas para uso em terapia
fotodinamica antimicrobiana (aPDT). A familia de porfirinas catidnicas desenvolvida foi
preparada pela cationiza¢dao da 5,15-bis(1-metilimidazol-2-il)porfirina com iodometano
para 3.2, 1,1,1-trifluoro-3-iodopropano para 3.3 e 3-iodopropanol para 3.4, obtendo-se
rendimentos finais de 82%, 84% e 59%, respetivamente. Os estudos fotofisicos e
fotoquimicos realizados revelaram elevadas absortividades molares (log € = 3,17 —4,73)
e rendimentos quéanticos de formacdo de oxigénio singuleto entre 0,27 — 0,63.
Posteriormente, prosseguiu-se para estudos de fotoinativacdao da E. coli ATCC 25922,
utilizando diferentes concentracdes de PS, para uma dose de luz de 1,36 J/cm?. Para a
concentracdo minima estudada (100 nM), o valor de fotoinativacdo mais elevado (4
logio) foi obtido para 3.4. De modo a potenciar o efeito bactericida da aPDT, a acao
fotodindmica deste PS (50 nM, 1,36 J/cm?) foi combinada com 1.10 (1 mg/mL). Os
estudos de terapia dual apresentaram-se bastante promissores, ocorrendo inativacdo
completa (>6 logio) da E. coli nestas condicGes, evidenciando um relevante efeito

sinérgico.

No capitulo 4 sdo descritas todas as técnicas e procedimentos experimentais

envolvidos na sintese e caracterizacdo dos compostos sintetizados nesta Dissertacao.

Palavras-chave: Resisténcia aos antibidticos; Funcdo aldeido e acetal; PANDAs;

Acetalizacdo em fluxo continuo; Porfirinas catidnicas em aPDT
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Abstract

The increasing emergence of multidrug-resistant bacteria has led to a growing
need to develop new chemical entities and/or alternative therapies. Within the scope
of the development of new chemical entities, molecules with the acetal function can be
incorporated in pro-antimicrobial networks for sustained release of an antibacterial
agent with the aldehyde function, which constitute a research area of high scientific
interest. In another aspect, the use of alternative therapies such as antimicrobial
photodynamic therapy (aPDT) has shown promising results in the treatment of localized
infections. Thus, the main objective of the work presented in this dissertation aimed at
the synthesis and biological evaluation of compounds with potential application as
antibacterial agents and precursors of pro-antimicrobial biopolymers for their gradual

release.

Chapter 1 addresses the issue of antibiotic resistance and its associated
mechanisms. Then, the several studies regarding functionalized molecules with
aldehyde or acetal function with antibacterial activity reported to date are presented.
Pro-antimicrobial network via degradable acetals (PANDAs) are also discussed, as well
as their principle of action and the analysis of the results described in the literature.
Finally, a sustainable synthetic strategy for acetalization reactions is presented, which

allows the development of acetals, a structural function present in PANDA precursors.

Chapter 2 is divided into two main sections: the preparation of allylic acetals as
potential precursors of PANDAs and antibacterial susceptibility assays. Regarding the
synthesis of allylic acetals, the selection of the reusable heterogeneous acid catalyst and
the transposition of the acetalization reactions to continuous flow systems are
described. The model substrate used for the optimization of the acetalization reaction
was 3-phenylpropanal 1.9 and the selected resin for the acid catalyst was
Montmorillonite K10. After the optimization of this reaction, conversions of 97% were
obtained for a residence time of only 10 min. Then, the acetalization reaction was
transposed to other substrates, namely cinnamaldehyde 1.10 (no conversion) and

nonanal 1.11 (97% conversion). Since the preparation of allylic acetals was designed
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with the purpose of developing new PANDAs, although their development was not
possible due to time limitations, the activity of the aldehydes that would be released as
the antibacterial agent after hydrolysis of the acetal was evaluated. Among the set of
aldehydes tested against E. coli ATCC 25922, 1.9 and 1.10 showed the highest values of

inhibition diameter, with an average value of 14 mm for an amount of 7.5x10°® mol (= 1

uL).

Chapter 3 describes the synthesis of new cationic trans-di-imidazolyl porphyrin-
based photosensitizers, whose amphiphilicity was modulated in attempt to develop
molecules with optimized structures and properties for use in antimicrobial
photodynamic therapy (aPDT). The family of cationic porphyrins developed was
prepared by the cationization of 5,15-bis(1-methylimidazol-2-yl)porphyrin with
iodomethane for 3.2, 1,1,1-trifluoro-3-iodopropane for 3.3 and 3-iodopropanol for 3.4,
obtaining a final yield of 82%, 84% and 59%, respectively. The photophysical and
photochemical studies performed revealed high molar absorptivities (log € =3.17—-4.73)
and quantum yields of singlet oxygen formation between 0.27 —0.63. Subsequently, we
proceeded with the photoinactivation studies of E. coli ATCC 25922, using different
concentrations of photosensitizer, for a light dose of 1.36 J/cm?. For the minimum
concentration studied (100 nM), the highest photoinactivation value (4 logio) was
obtained for photosensitizer 3.4. In order to potentiate the bactericidal effect of aPDT,
the photodynamic action of this photosensitizer (50 nM, 1.36 J/cm?) was combined with
cinnamaldehyde (1 mg/mL). These dual therapy studies were very promising, with a
complete inactivation (>6 logio) of E. coli occurring under these conditions, evidencing a

relevant synergistic effect.

In Chapter 4 all the techniques and experimental procedures involved in the
synthesis and structural characterization of all the compounds synthesized in this

dissertation are described.

Keywords: Antibiotic resistance; Aldehyde and acetal function; PANDAs; Continuous

flow acetalization; Flow chemistry; Cationc porphyrins in aPDT



Nomenclatura

Nesta Dissertacao de Mestrado foram seguidas as recomendagdes da IUPAC para

a numeragao e nomeagdo dos compostos.

Para a designacdo das porfirinas utilizadas e sintetizadas, foi utilizado o sistema
de numerac¢do IUPAC,! que consiste na numerac3o de todos os dtomos de carbono do
macrociclo de 1 a 20 e os azotos internos de 21 a 24 (figura 1). Também foi adotada a
terminologia de Fischer,? que designa as posi¢des 5,10, 15 e 20 como meso e as posicdes

2,3,7,8,12,13,17 e 18 como posicdes PB.

Posicdes meso

aoQ/‘o%
o‘:’\(‘ \ :
Q \ 3 4 6 7
2

8
1 9
20 10
19 11
18 12

Figura | — Sistema de numeracdo IUPAC utilizado para porfirinas e respetivas designagdes segundo a

terminologia de Fischer

Uma vez que as porfirinas utilizadas foram nao-simétricas com dois substituintes
diferentes nas posicdes meso do macrociclo (tipo A2B;), sera adotada a designacao trans

guando estes grupos de localizam nas posicdes 5 e 15.
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A

Figura Il — Designacgdo para porfirina trans meso-substituidas do tipo A2B:

[1] Moss, G. P. (1987). Nomenclature of tetrapyrroles (Recommendations 1986). Pure
and Applied Chemistry, 59(6), 779-832.
[2] Fischer, H., & Orth, H. (1934). Die Chemie des Pyrrols, Bd. |, Akad. Verlagsges.,

Leipzig
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Capitulo 1 — Introdugao

Capitulo 1

Introducao

1.1. Resisténcia aos antibioticos

Os antibidticos sao farmacos que matam ou inibem o crescimento bacteriano,
ou seja, sdo medicamentos capazes de combater infe¢Ges causadas por bactérias. A
descoberta pioneira da penicilina por Alexander Flemming, a partir do fungo Pinicillium
notatum, e a sua introducdo para uso terapéutico, em 1940, representou um dos
maiores avangos da medicina no século XX, impulsionando a descoberta de novas
moléculas com atividade antibacteriana.! A maioria das classes de antibidticos, em uso
clinico, foi descoberta entre 1940 e 1970, sendo estas décadas conhecidas como a “era
dos antibidticos”. De uma forma geral, os mecanismos de acdo dos antibacterianos
focam-se nos seguintes pontos (figura 1.1): inibicdo do metabolismo/antimetabolitos,
inibicdo da sintese da parede celular, inibicdo da sintese de proteinas e inibicdo da

sintese ou func¢3o dos acidos nucleicos.?

Sintese parede

celular
Replicagdo DNA

Sintese RNA

Sintese de proteinas

Antimetabolit
ntimetabolitos (ribossoma 50S)

Sintese de proteinas
(ribossoma 30S)

Figura 1.1 - Locais de a¢do dos antibacterianos; adaptado de Murray, P., Rosenthal, K., Pfaller, M.

(2016). Medical Microbiology. 8t Edition, Elsevier Health Sciences.



Capitulo 1 — Introdugao

Contudo, o uso e o abuso inadequado dos antibidticos ao longo do tempo, assim
como a ocorréncia de mutagdes genéticas conduziram ao desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia por parte dos microrganismos. A resisténcia bacteriana é
definida pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como uma resisténcia do
microrganismo a um medicamento antibacteriano que antes servia para tratar
eficazmente a infecdo por esse microrganismo.> 4 Esta problematica apresenta uma
ameaca crescente a saude publica, morrendo cada vez mais pessoas por infe¢Ges de
bactérias resistentes. Segundo dados estatisticos, estima-se que, em 2019, 4,95 milhdes
de mortes se tenham encontrado associadas a sindromes infeciosos causados por
superbactérias, incluindo 1,27 milhdes de mortes efetivamente atribuidas a infecdes
multirresistentes. Adicionalmente, sem antibidticos eficazes seria, por exemplo,
demasiado arriscado realizar transplantes de drgdos, procedimentos cirurgicos
rotineiros e quimioterapia, intensificando o papel essencial dos antibidticos no
tratamento e prevencdo de doencas infeciosas e a importancia do desenvolvimento de
novos agentes antibacterianos eficazes e menos suscetiveis aos mecanismos de

resisténcia.> %7’

Na figura 1.2, apresenta-se um grafico representante do nimero global de
mortes atribuidas e associadas a resisténcia desenvolvida por microrganismos. Na lista
de microrganismos resistentes podemos encontrar bactérias como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, entre outras, para as quais € urgente a investigacdo e desenvolvimento de

novos agentes antibacterianos.
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Resisténcia

B Associado a resisténcia
B Atribuido a resisténcia
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Figura 1.2 - Numero global de mortes atribuidas e associadas a resisténcia desenvolvida por
microrganismos; adaptado de Murray et al. (2022). Global burden of bacterial antimicrobial resistance in

2019: a systematic analysis. The Lancet, 399(10325), 629-655.

A OMS tem continuamente alertado para a urgéncia em desenvolver
tratamentos novos e eficazes, evidenciando a necessidade de diminuir a incidéncia da
resisténcia bacteriana aos antibidticos. Segundo as previsdes desta organizacdo, caso
ndo haja altera¢des na politica atualmente seguida no consumo de antibidticos até
2050, ocorrerdo cerca de 10 milhdes de mortes por ano causadas por bactérias
resistentes. Contudo, apesar dos apelos e esforcos realizados por varias organizacoes e
trabalhadores de saude, farmacéuticos, investigadores e pela comunidade em geral,
para a prevencao da resisténcia aos antibidticos, esta permanece um dos maiores

desafios da atualidade e, seguramente, também do futuro.®°®

Desde a descoberta da penicilina foram desenvolvidas inUmeras familias de
antibidticos, algumas das quais incluem fungdes estruturais aldeido e/ou acetal que
desempenham um papel essencial na inibicdo do crescimento bacteriano. Sendo um dos

objetivos fulcrais desta Dissertagdo de Mestrado, o desenvolvimento de processos

3
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sustentdveis, baseados em quimica de fluxo, para a sintese de acetais provenientes de
aldeidos como potencias precursores/mondmeros para a preparagdao de redes
poliméricas pro-antibacterianas, via degradacdo de acetais (PANDAs, do inglés Pro-
Antimicrobial Network via Degradable Acetals), apresenta-se na secgao seguinte alguns
dos exemplos mais relevantes de aldeidos e acetais com efeitos antibacterianos ja

observados.

1.2. Desenvolvimento de novos agentes antibacterianos e a importancia da

funcdo aldeido/acetal

O design e projecdo racional de compostos bioativos estd intimamente
relacionada com a sua estrutura. As propriedades fisico-quimicas das moléculas provem,
em parte, das caracteristicas hidrofdbicas e hidrofilicas dos diversos grupos funcionais,
gue desempenham um papel chave na atividade bioldgica, neste caso atividade
antibacteriana, de cada composto. Varios grupos funcionais foram relatados como
essenciais para a atividade antibacteriana de um conjunto variado de moléculas,

destacando-se os éteres, alcoois, aldeidos, acetais e fendis.10 11

Tal como referido anteriormente, a presenca de grupos funcionais especificos
desempenha um papel importante na prevencdo ou retardacdo do crescimento
bacteriano. O grupo aldeido encontra-se presente em varios materiais e moléculas, cuja
atividade antibacteriana foi comprovada contra iniUmeras estirpes de bactérias. Diversos
estudos confirmaram que os grupos formilo da fun¢do aldeido exibem elevada atividade
antibacteriana por possuirem grande versatilidade, podendo reagir com um conjunto
variado de moléculas com diferentes grupos funcionais, como por exemplo proteinas e
DNA bacteriano. Ao reagir com estes componentes, o funcionamento normal do DNA e
das proteinas bacterianas é inibido, o que provoca lesdes/danos celulares,

desencadeando um conjunto de processos biolégicos que conduzem a morte celular.'®

12

Os 6leos essenciais (OEs) sdo produtos complexos derivados de plantas ricos em
compostos bioativos, como aldeidos, alcoois, compostos fendlicos e outros terpenos,

sendo amplamente estudados pela sua atividade antibacteriana.!®> Existe uma
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diversidade extensa de aldeidos de ocorréncia natural, cuja atividade contra diferentes
espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas ja foi comprovada. Estes
aldeidos podem ser derivados do benzaldeido, apresentando diversos substituintes,
destacando-se os grupos hidroxilo e metoxilo. Para além destes, destacam-se outros

aldeidos que integram cadeias alifaticas saturadas e insaturadas.'4 ¥

Na figura 1.3 apresenta-se a estrutura quimica de aldeidos de ocorréncia natural,
nomeadamente do 4-metoxibenzaldeido 1.1** 1>, do cuminaldeido 1.2*> 1617 2-hidroxi-
4-metoxibenzaldeido 1.3'2, da vanilina 1.4'%, do 2,5-dihidroxibenzaldeido 1.5%°, do 2-
hidro-5-metoxibenzaldeido 1.6%°, do 4-hidroxibenzaldeido 1.72%, do mirtenal 1.8, do 3-
fenilpropanal 1.9%%, do cinamaldeido 1.10%> % 2922 do nonanal 1.11% 2% 25, do citral
1.12"> e do citronelal 1.13'°, que exibem alguma atividade antibacteriana contra
diversas estirpes de bactérias, destacando-se as espécies Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, MRSA (do inglés, Methicillin-resistant
Staphylocaccus aureus), Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Salmonella

typhi, Haemophilus influenzae, entre outras.

(0] H o) 0 H
HO
OCHj OH

OCH3 OCHj3 15
1.1 13 )
1.2 1.4
(0] H (@) H 0 H
(e
(0]
HO ©/\)J\H NS H
OCH, 1.9 11

OH 10
1.6 1.8

1.7

H H H

1.1 1.12 1.13

Figura 1.3 — Estrutura quimica de aldeidos de ocorréncia natural com atividade antibacteriana
significativa contra um amplo espetro de estirpes bacterianas, incluindo bactérias Gram-negativas e

Gram-positivas
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Os mecanismos de acdo deste tipo de aldeidos ainda ndo se encontram
completamente elucidados, porém pode ser explicado por diferentes abordagens: 1)
Desnaturacdo ou alteracao da estrutura de proteinas através da rutura de ligacdes de
hidrogénio e/ou dissulfeto; 2) Desnaturagcdo das proteinas presentes na membrana
celular ou dissolucdo da bicamada lipidica; 3) Impedimento da formacdo da parede
celular; 4) Prevencdo de processos celulares como replicagdo, transcricdio ou

transducdo; 5) alteracdo de processos metabdlicos (figura 1.4).10 26

Membrana
plasmatica (2)

Proteinas (1)

Parede celular (3)

Processos
metabdlicos (5)

DNA e RNA (4)

Figura 1.4 — Alvos terapéuticos das diferentes abordagens para a explicagdo do mecanismo de a¢do dos
aldeidos derivados de éleos essenciais; adaptado de

https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/mechanisms-of-antibacterial-drugs/

Tendo por base a observada atividade antibacteriana dos aldeidos de ocorréncia
natural, foram projetados estudos de estrutura-atividade com derivados dos mesmos.
Pelttari et al. (2007) avaliou as propriedades antimicrobianas de 2-hidroxibenzaldeidos
substituidos e compostos relacionados, de modo a correlacionar o efeito dos grupos
funcionais dos diferentes substituintes com a sua atividade. Neste estudo, os autores
variaram o grupo funcional, o nimero e a posicao dos substituintes no anel aromatico
do aldeido base, avaliando posteriormente a atividade antibacteriana do conjunto de
derivados sintetizados. O efeito dos substituintes em alguns dos casos foi bastante
significativo, tendo a halogenacdo, hidroxilacdo e substituicdo nitro produzido
compostos com atividade considerdvel.?” A titulo de exemplo, apresenta-se na tabela

1.1 a estrutura quimica e os resultados obtidos para os derivados mais promissores.


https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/mechanisms-of-antibacterial-drugs/

Tabela 1.1 — Estrutura quimica e resultados obtidos para os derivados mais promissores do 2-

hidroxibenzaldeido

Capitulo 1 — Introdugao

Entrada Derivado Bactéria Diametro de
inibicao
1 2,3-di- B. cereus 29 mm
hidroxibanzaldeido
0. H E. coli 23 mm
&OH P. aeruginosa 15 mm
OH S. epidermidis 26 mm
1.14
2 5-bromo-2- B. cereus 26 mm
hidroxibenzaldeido
O H E. coli 32 mm
/é/OH P. aeruginosa 12 mm
Br S. epidermidis 22 mm
1.15
3 3,5-difluoro-2- B. cereus 23 mm
hidroxibenzaldeido
0. H E. coli 21 mm
/&OH P. aeruginosa 10 mm
F F S. epidermidis >30 mm
1.16
4 3,5-dicloro-2- B. cereus 29 mm
hidroxibenzaldeido
O- H E. coli 34 mm
/&OH P. aeruginosa 8 mm
Cl Cl S. epidermidis 33 mm
1.17
5 2-hidroxi-5- B. cereus 20 mm
nitrobenzaldeido
0. H E. coli 24 mm
/&/OH P.aeruginosa 8 mm
O2N S. epidermidis 49 mm

1.18

Nota: Concentragdo = 40 mg/mlL
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Como era expectavel pelos dados descritos na tabela 1.1, observa-se que os
didametros de inibicdo bacteriana dos diferentes derivados variam de acordo com a
estirpe bacteriana, assim como o numero e grupo funcional dos diversos substituintes.
Os efeitos destes na atividade antibacteriana dos compostos ndo sdo facilmente
previsiveis, nem podem ser extrapolados de um microrganismo para outro, tornando o
desenvolvimento de novos derivados consideravelmente mais dificil.?* No entanto, os
estudos apresentados, tanto a nivel dos aldeidos de ocorréncia natural, assim como dos
seus derivados sintéticos, contribui para o desenvolvimento de novas entidades
quimicas e suporta a sua potencial aplicagdo no desenvolvimento futuro de novos

agentes antibacterianos.

Apesar do vasto espetro de a¢do antibacteriana dos aldeidos derivados de éleos
essenciais, o seu uso é restrito devido a sua baixa solubilidade em agua, alta volatilidade,
alguma instabilidade e elevada concentracdo necessdria para alcancar atividade
antibacteriana significativa. De modo a contornar estes problemas, os aldeidos tém sido
integrados como agentes antibacterianos em polimeros, como redes poliméricas pro-
antimicrobianas via degradacdo de acetais (PANDAs). Estas redes poliméricas funcionam
como pro-farmaco e visam aumentar a biodisponibilidade e eficacia antibacteriana do
aldeido nela integrado pela formagao de acetais, que consistem numa forma protegida

de libertac3o lenta dos aldeidos em meio bioldgico.0 1428

No que diz respeito a funcdo acetal, esta é bastante empregue em quimica
organica com o propdsito de proteger grupos carbonilo em aldeidos. Além disso, esta
fungdo estrutural também pode ser aplicada na sintese e desenvolvimento de farmacos,
existindo diversos agentes terapéuticos antibacterianos ja comercializados que
incorporam a fung¢do acetal na sua estrutura, nomeadamente, a vancomicina 1.19, a
amicacina 1.20, a claritromicina 1.21, a telitromicina 1.22 e a rifampicina 1.23 (figura

1.5).%29
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Figura 1.5 - Estrutura quimica da vancomicina 1.19, da amicacina 1.20, da claritromicina 1.21, da

telitromicina 1.22 e da rifampicina 1.23, com enfase a sua fungao estrutural acetal

Resumidamente, a vancomicina 1.19 é um glicopeptideo complexo cuja
atividade antibacteriana provém da sua capacidade de interromper a sintese de
peptidoglicano, um dos principais constituintes da parede celular bacteriana.>® A
amicacina 1.20, a claritromicina 1.21 e a telitromicina 1.22 s3o antibidticos que inibem
a sintese proteica bacteriana, podendo atuar interagindo a nivel da subunidade
ribossdmica 30S ou 50S.3V 32 Por fim, a rifampicina 1.23 liga-se @ RNA polimerase
dependente de DNA, inibindo-a, impedindo, assim, a sintese de RNA bacteriano.33 A
funcdo acetal permite, nos primeiros quatro casos, a ligacdo de estruturas bdsicas
caracteristicas de cada farmaco. Por outro, no ultimo caso, esta funcdo fornece uma
conformacdo macrociclica bioativa favordvel, promovendo a interacdo entre o

composto e o seu alvo terapéutico.
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Para além dos exemplos acima referidos de antibiéticos aplicados em clinica que
contém na sua estrutura a fungao acetal, ao longo das ultimas décadas tem surgido uma
investigagdao in vitro intensa objetivando o desenvolvimento de novos agentes
antibacterianos integrando esta func¢do estrutural. Deste modo, apresenta-se uma
revisdo da literatura que inclui a estrutura e os resultados de acdo antibacteriana contra

diferentes estirpes de bactérias de moléculas funcionalizadas com a fungao acetal.

Jorddo et al. (2013) descreveu a sintese de N,0O e N,S-acetais derivados da 2-
amino-1,4-naftoquinona como potenciais agentes antibacterianos. A acdo
antibacteriana dos derivados sintetizados foi avaliada contra estirpes bacterianas
hospitalares Gram-positivas (S. aureus, MRSA, Oxacillin-resistant S. aureus, Oxacillin-
resistant S. epidermidis e Oxacillin-resistant S. haemolyticus) e Gram-negativas (K.
pneumonia e P. aeruginosa). O derivado com atividade antibacteriana mais promissora
designa-se de 2-(metoxometil)-amino-1,4-naftoquinona 1.24, apresentando-se a sua
estrutura quimica na figura 1.6. Este apresenta valores de diametros de inibicdo entre
os 14 — 24 mm e MIC's (do inglés, Minimum Inhibitory Concentracion) entre 8 — 16

ug/mL, ndo sendo praticamente ativos contra as estirpes bacterianas Gram-negativas

O
1.24
O‘ H/\O/
o

Figura 1.6 - Estrutura quimica do 2-(metoximetil)-amino-1,4-naftoquinona 1.24, derivado com atividade

estudadas.3*

antibacteriana mais promissora

Novais et al. (2020) conduziram estudos com N,O-acetais derivados da 2-amino-
1,4-naftoquinona contra MRSA, estirpe bacteriana resistente. O derivado 2-(etoximetil)-
amino-1,4-naftoquinona 1.25 (figura 1.7) apresentou os melhores valores de atividade
antibacteriana, com MIC igual a 64 pg/mL. Adicionalmente, estudou-se o impacto dos
derivados na formacdo de biofilmes de MRSA, tendo o mesmo derivado exibido um

impacto significativo, reduzindo a formac3o do biofilme por 80%.3>

10
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(0]
1.25
O‘ H/\o/\
(0]
Figura 1.7- Estrutura quimica do 2-(etoximetil)-amino-1,4-naftoquinona 1.25, derivado com atividade

antibacteriana mais promissora

Sapozhnikoy et al. (2021) estudou a atividade antibacteriana de derivados de
piridoxina de amodnia quaternario funcionalizados com acetais ciclicos de 6 membros
para o desenvolvimento de antimicrobianos suaves (do inglés, soft antimicrobials), isto
é, substdncias que sdo prontamente degradadas em produtos ndo toxicos e
biologicamente inativos, tanto in vivo quanto no meio ambiente. De todos os derivados
sintetizados e estudados, os derivados 1.26 e 1.27, cujas estruturas quimicas se
encontram na figura 1.8, exibiram os resultados mais promissores contra as espécies de
bactérias estudadas (Gram-positivas: S. aureus, B. subtillis e M. luteus; Gram-negativas:
E. colie P. aeruginosa). O derivado 1.26 apresentou valores de MIC entre 1 — 2 ug/mLe
4 - 32 pg/mL para as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas,
respetivamente. Do mesmo género, o derivado 1.27 demonstrou valores de MIC entre
0s 1 —2 pg/mL para as bactérias Gram-positivas estudadas, enquanto para as bactérias

Gram-negativas os valores de MIC se encontram entre 8 — 64 pg/mL.3°

Figura 1.8 - Estrutura quimica dos derivados de piridoxina de amdnia quaternaria funcionalizados com

acetais ciclicos de 6 membros

11
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Priem et al. (2017) desenvolveu um estudo com andalogos de Gramicidina S, um
peptidio antibacteriano, funcionalizado com acetais ciclicos de cinco membros. Apenas
o analogo 1.28 (figura 1.9) mostrou atividade antibacteriana significativa contra todas
as estirpes de bactérias Gram-positivas (S. aureus, S. epidermidis e E. faecalis), com
valores de MIC entre os 4 — 8 ug/mlL, e atividade ligeiramente reduzida contra as estirpes
de bactérias Gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa), com valores de MIC mais elevados,
entre os 64 — 128 pg/mL. Os restantes analogos ou foram inativos ou apresentaram

atividade minima contra ambas as espécies de bactérias.?’

Figura 1.9 - Estrutura quimica do derivado da Gramicidina S 1.28

Kiguk et al. (2011) sintetizou derivados de 1,3-dioxolano a partir de salicilaldeido
e didis comercialmente disponiveis, formando entidades quimicas funcionalizadas com
acetais ciclicos de cinco membros. A maioria dos derivados exibiram atividade contra as
estirpes de bactérias Gram-positivas (S. aureus, S. epidermidis e E. faecalis), tendo
apenas trés dos derivados demonstrado atividade contra P. aeruginosa (bactéria Gram-
negativa). Dentro de os derivados sintetizados, o composto 1.29 apresentou os
melhores resultados, com valores de MIC de 625 pug/mL para S. epidermidis, E. faecalis

e P. aeruginosa e de 312,5 ug/mL para S. aureus.3®

OH
O
(6] "’//
o

1.29

Figura 1.10 - Estrutura quimica do derivado do 1,3-dioxolano com melhor atividade antibacteriana

12
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Ovsyannikova et al. (2013) desenvolveu um conjunto de acetais ciclicos com
diferentes substituintes nas posicdes 2 e 4 no anel de dioxolano, sintetizados pela
condensacdo de glicerol e etilenoglicol com diferentes aldeidos. A atividade
antibacteriana dos derivados foi medida através da area de zona estéril, obtidos através
dos diametros de inibicdo, contra as bactérias E. coli (estirpe bacteriologicamente
selvagem — K12 e hospitalar) e S. albus. A estrutura quimica do derivado 1.30 que exibiu
atividade antibacteriana mais promissora encontra-se na figura 1.11 tendo apresentado
uma darea de inibicdo de 804 e 1256 mm? para E. coli estirpe hospitalar e

bacteriologicamente selvagem, respetivamente, e 865 mm?para S. albus.>°

EZ)O 1.30

Figura 1.11 - Estrutura quimica do derivado 1.30 que exibiu atividade antibacteriana mais promissora

Zahra et al. (2019) estudou a atividade antibacteriana de diversos derivados de
1,3-dioxolano preparados a partir de acido L-tartarico. De um modo geral, todos os
compostos apresentaram atividade antibacteriana moderada contra as diferentes
bactérias testadas (Enterobacter sp, V. cholarae e Klebsiella sp). O derivado 1.31 foi o
gue apresentou os melhores resultados, tendo apresentado, para uma concentragao de
1000 pg/mL, didmetros de inibicdo de 29, 30 e 31 mm para as bactérias Enterobacter sp,
V. cholarae e Klebsiella sp, respetivamente. Para concentragdes mais baixas, os valores

de didmetros de inibi¢do decrescem gradualmente com a reducdo da concentracdo.*®

cl
0 \/@
><O N 1.31
o) o~
0

Figura 1.12 - Estrutura quimica do 1.31, cuja atividade antibacteriana foi a mais promissora

Como podemos observar pelos exemplos supracitados, diversas moléculas
funcionalizadas com o grupo aldeido e/ou acetal apresentam atividade antibacteriana
contra diversas estirpes bacterianas. Uma vez que os estudos de atividade bioldgica sdo
realizados em diferentes espécies de bactérias e sob diferentes concentragdes torna-se

13



Capitulo 1 — Introdugao

complicado comparar os resultados obtidos entre os trabalhos destacados. No entanto,
alguns dos autores postulam que a atividade antibacteriana dos compostos pode estar
correlacionada com a sua atividade antirradicalar e depender do caracter anfifilico da
molécula em estudo. Apesar da dificil comparacdo o amplo espetro de atividade
antibacteriana dos compostos apresentados é vantajoso por revelar atividade biolégica
contra estirpes de bactérias resistentes de elevada importancia médica, sugerindo um

ponto de partida para o desenvolvimento de novos agentes antibacterianos.

Como referido anteriormente, os acetais sdo uma forma protegida de aldeidos,
permitindo contornar problemas relacionados com a sua solubilidade em meio
bioldgico, biodisponibilidade, estabilidade e eficacia antibacteriana destes compostos,
como referido anteriormente. Um dos mecanismos empregues para ultrapassar estas
dificuldades compreende o desenvolvimento de acetais alilicos como mondmeros em
polimeros que permitem a libertagdo gradual o aldeido como agente antibacteriana,
através da degradacao da funcdo acetal, os PANDAs. Na seccdo seguinte, apresenta-se
o estado da arte do design, projecao, desenvolvimento, mecanismo de agao e potenciais
aplicacoes de redes poliméricas pro-antimicrobianas via degradacdo de acetais

(PANDAS).

1.3. Redes pro-antimicrobianas via degradacdo de acetais (PANDAs)

As redes pro-antimicrobianas via degradacdo de acetais (PANDASs)
compreendem uma alternativa terapéutica ao uso corrente dos antibidticos, tendo
ganho bastante atenc¢do nos ultimos anos. Estas redes pro-antimicrobianas permitem a
entrega e libertacdo controlada, sustentada e continuada de um agente antimicrobiano
pela degradacdo de ligacOes acetais. Estas ligacbes unem o agente antimicrobiano
formando uma rede polimérica que se degrada sob alteracdes do pH, permitindo assim

que o agente incorporado exerca a sua a¢do aquando da sua libertagdo.*

Os PANDAs baseiam-se na hidrélise de ligacOes acetais para a libertacdo lenta de
um agente antimicrobiano. Os acetais, apés clivagem, geram subprodutos (aldeidos)

potencialmente ativos contra diversos microrganismos. A incorporacdo de aldeidos

14
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derivados de plantas e de d6leos essenciais em PANDAs tem sido alvo de investigacao

como uma nova plataforma de entrega de agentes antibacterianos.*?

Usualmente, o desenvolvimento destas redes poliméricas envolve duas etapas:
1) reagdo de acetaliza¢do do aldeido usado como agente antibacteriano, originando o
mondmero (acetal alilico) deste polimero e 2) polimerizacdo sob irradiagdo UV na
presenca de um agente de reticulagdo e de um fotoiniciador. As ligagcdes acetais que
unem o agente antibacteriano sofrem hidrdlise sob condig¢des acidicas, permitindo uma

libertacdo sustentada e controlada sob graus de acidez intermédios a neutros (figura

s
)OJ\ 1) Acetalizagéo 0

1.13).

2) Polimerizacéo

A

’M’%
22423

Figura 1.13 - Esquema geral simplificado da formag&o e degradagdo de PANDAs; adaptado de Amato, D.

V., Amato, D. N., Blancett, L. T., Mavrodi, O. V., Martin, W. B., Swilley, S. N., Sandoz, M. J., Shearer, G.,
Mavrodi, D., & Patton, D. L. (2018). A bio-based pro-antimicrobial polymer network via degradable

acetal linkages. Acta biomaterialia, 67, 196-205.

Na tabela 1.2 apresenta-se uma revisao critica da literatura focada nos PANDAs
desenvolvidos até a atualidade, incluindo qual o agente antibacteriano (aldeido)
integrado, as estirpes de bactérias estudadas e qual a eficacia na inibicdo do crescimento

bacteriano.
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Tabela 1.2 - Aldeidos incorporados em redes poliméricas pro-antimicrobianas pela degradacgdo de acetais
(PANDASs) e qual a sua eficacia na inibigdo do crescimento bacteriano

Entrada Aldeido Bactéria Eficacia
143 p-clorobenzaldeido B. subtilis 6 log (em 12h)
S. aureus
0] H
P. aeruginosa
1.32
E. coli
Cl
Burkholderia
cenocepacia
244 p-anisaldeido S. aureus 5 log (em 48h)
O~__H P. aeruginosa
1.33 E. coli
OCH; S. typhi
34 p-anisaldeido P. aeruginosa 6 log (em 12h)

+

p-bromobenzaldeido

@) H

1.34

Br

Amato et al. (2017) descreveu a incorporagdo do p-clorobenzaldeido 1.32, um
aldeido comercial, num PANDA. Apds a sua formacdo, efetuaram estudos sobre a
degradacgao das ligagcdes acetais formadas e a subsequente libertagao de 1.32, assim
como a atividade antibacteriana deste Ultimo. Os estudos de degradacdao foram
realizados sob diferentes alteracdes de pH, a pH = 6 e pH = 7,4, correspondendo a
percentuais de libertagdo de 80 e 70%, respetivamente, apds 120 h. De seguida,
prosseguiu-se com a avaliacdo de atividade antibacteriana de 1.32 contra estirpes de
bactérias Gram-positivas (B. subtilis e S. aureus) e Gram-negativas (P. aeruginosa, E. coli
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e B. cenocepacia). O p-clorobenzaldeido 1.32 libertado aquando da degradac¢do do
PANDA foi capaz de inibir eficazmente (6 logio) o crescimento bacteriano de todas as

estirpes testadas apds 12 h de incubacdo (tabela 1.2, entrada 1).43

Amato et al. (2018) relatou um estudo semelhante ao anteriormente descrito,
tendo alterado o agente antibacteriano integrado no PANDA para o p-anisaldeido 1.33,
um aldeido de origem natural extraido do anis-estrelado (Pimpinella anisum). Neste
caso, o estudo cinético referente a degradacdo das ligagcdes acetal foi monitorizado por
38 dias a pH = 7,4 (pH fisioldgico), observando-se uma libertacdo consistente e gradual
do agente antibacteriano (percentual de libertagao de 90%). Relativamente a avaliagao
da atividade inibitoria do crescimento bacteriano, o aldeido 1.33 libertado exibiu
potente atividade contra as espécies de bactéria P. aeruginosa, E. coli e S. typhi, inibindo
0 seu crescimento por 5 logio apds 48 h de incubacdo. Contudo, 0 mesmo ndo se
observou para a bactéria S. aureus, tendo esta mantido a sua concentragdo constante a

10° UFC/mL (UFC = unidades formadoras de coldnias) (tabela 1.2, entrada 2).%

No mesmo ano (2018), Amato et al. descreveu um estudo sobre o uso do
sinergismo de aldeido com atividade antibacteriana para a construcdao de PANDAs e
posterior avaliacdo da atividade antibacteriana dos aldeidos libertados. Segundo os
dados reportados, observou-se um efeito sinérgico nas seguintes combinac¢des de
aldeidos: p-anisaldeido 1.33 + p-bromobenzaldeido 1.34, cinamaldeido 1.10 + p-
anisaldeido 1.33 e p-cianobenzaldeido + p-bromobenzaldeido 1.34, tendo a combinacgdo
1.33 + 1.34, numa proporc¢do de 60:40, a escolhida para o desenvolvimento da rede
polimérica estudada (figura 1.14). Tal como nos casos anteriores, foi estudada a
degradacdo/libertacdo do agente antibacteriano e sua atividade inibitéria do
crescimento bacteriano. Os estudos de degradacao acetal decorreram por 48 horas,
tendo-se observado um percentual de libertacdo de 29% e de 41% para 1.33 e 1.34,
respetivamente. Os aldeidos libertados foram eficazes na inibicdo do crescimento
bacteriano da P. aeruginosa, inibindo o seu crescimento por 6 logio apds 12 h de

incubacdo (tabela 1.2, entrada 3).%°
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Figura 1.14 - llustragdo do PANDA construido a partir da sinergia do p-anisaldeido (pAA) e do p-
bromobenzaldeido (pBA); adaptado de Amato, D. N., Amato, D. V., Adewunmi, Y., Mavrodi, 0. V.,
Parsons, K. H., Swilley, S. N., Braasch, D. A., Walker, W. D., Mavrodi, D. V., & Patton, D. L. (2018). Using
aldehyde synergism to direto the design of degradable pro-antimicrobial networks. ACS Applied Bio
Materials, 1(6), 1983-1991.

Os dados e os resultados apresentados no estado da arte sobre PANDAs apoiam
e incitam a projecao e o desenvolvimento de novos sistemas pro-antibacterianos de
libertacdo sustentada e controlada. Estas redes poliméricas totalmente degraddveis
podem incorporar diversos aldeidos bioativos como agentes antibacterianos,
despertando interesse para o uso destes biomateriais nas industrias farmacéutica e
biomédica (ex. tratamento de infecdes cutaneas, revestimento de ferramentas médicas,

etc), cosmética, alimentar, agricola, entre outras.?®

Uma vez que a primeira etapa no desenvolvimento de PANDAs compreende uma
reacdao de acetalizacdo com o dlcool alilico, apresenta-se na seccdo seguinte a via
sintética para a formacgdo de moléculas funcionalizadas com a func¢ado acetal, assim como

o uso de uma metodologia sustentdvel para a sua sintese.
1.4. Processos sintéticos de acetalizacao em fluxo continuo

As reacGes de acetalizacdo podem ser realizadas com recurso a metodologias
convencionais em sistemas batch ou metodologias sustentdveis, como é o caso da
quimica de fluxo continuo. Esta ultima apresenta caracteristicas intrinsecas que
facilitam e fornecem reprodutibilidade a uma ampla gama de processos quimicos, sendo
uma alternativa a sintese convencional. A tecnologia de quimica de fluxo baseia-se no
uso de canais ou tubos para conduzir uma reacdao em fluxo continuo em vez de reatores

contendo todos os reagentes em simultaneo (batch), fornecendo um controlo exclusivo
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sobre os pardmetros de reacdo, nomeadamente, pressdo, temperatura e fluxo.*®
Comummente, o uso de sistemas de fluxo continuo promove uma transferéncia de calor
e massa muito eficiente, o que permite acelerar a velocidade da reacao de forma que a
produtividade seja geralmente bastante melhor comparativamente aos sistemas
tradicionais. Esta tecnologia possibilita ainda o uso de pequenas quantidades de
solvente, o que melhora significativamente a seguranca do processo. Além disso, devido
ao design inerente a esta metodologia, torna-se possivel assegurar condi¢cdes de reagdo
inalcancaveis se realizadas convencionalmente, isto é, o sistema fechado permite a
manipulacdo mais segura de reagentes toxicos e/ou inflamaveis, bem como efetuar
reacOes sobreaquecidas através da aplicacdo de pressdo. Por outro lado, o uso desta
tecnologia permite uma melhoria na qualidade do produto obtido e diminui¢ao das suas
impurezas, tal como um menor custo e tempo de reacdo.*” 8 Adicionalmente, esta
técnica integra um conjunto de conceitos que reduz/elimina o uso/geracdo de
substancias perigosas na concecdo, fabrico e aplicacdo de produtos quimicos,
denominados por principios da quimica verde. Estes principios visam prevenir e auxiliar
o combate contra os problemas ambientais relacionados com a poluicdo quimica e
esgotamento de recursos. Atualmente, as estratégias sintéticas sustentaveis, como a
quimica de fluxo, sdo vistas como uma poderosa ferramenta, sendo o seu uso
impulsionado pelas suas caracteristicas e pelos seus impactos ambientais positivos.*® >°
De uma forma geral, os sistemas de quimica de fluxo continuo sdo constituidos por trés
componentes essenciais: i) Bombas, responsaveis por introduzir as solucdes de reagente
e solventes no sistema controlando a sua velocidade de entrada (fluxo); ii) Reatores,
onde a transformacdo quimica acontece as condi¢des de reacdo desejadas, estes podem
assumir vdrias formas como colunas, tubos, chips, entre outros; iii) Regulador de
pressdao, componente responsavel por fechar o sistema e controlar a pressao interna.
Para além destes componentes essenciais existem ainda outros como valvulas e
misturadores que permitem a manipulacdo e controlo das correntes a entrada e saida
do sistema de fluxo.>! Na figura 1.15 encontra-se demonstrada, de forma esquematica,

uma plataforma de fluxo continuo.
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Figura 1.15 — Representagdo esquemadtica de um sistema de fluxo continuo
No que diz respeito as reacoes de acetalizacdo com recurso a quimica de fluxo,
existem diversos estudos descritos na literatura.®?>° Em geral, estes estudos integram
catalisadores heterogéneos, salientando-se os trabalhos reportados por Rigo et al.

(2019/2020)%% 61 e por Guidi et al. (2016)%? por apresentarem estudos com resinas acidas

(tabela 1.3).

Tabela 1.3 - ReagGes de acetalizagdo com recurso a quimica de fluxo continuo

Entrada Substrato Catalisador Condigoes
reacionais
160 Esteres de isopropenol e Amberlite-15 T=50°C
didis Fluxo: 0,1 mL/min

96% conversao com
57% de seletividade
para o acetal

261 Didis derivados da N- Amberlite-15, AlF3-3H,0 T=30-150 °C
acetilacao de glicerol e o zedlito HY Fluxo: 0,1 - 0,3
mL/min
Até 99% conversao
362 Glicerol e acetona ou 2- AlFs - 3H,0 e Amberlite- T = 100 °C e 78%
butanona 36 conversao (CAT.:
AlFs- 3H,0)

T = 25°C e 97%
conversao (CAT.:
Amberlite-36)
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Rigo et al. (2019) reportaram a preparacdo de acetais a partir de ésteres de
isopropenilo e 1,2-didis renovaveis (propileno glicol e o etileno glicol) em fluxo continuo,
recorrendo a catdlise acida. A reacdo de propileno glicol com acetato de isopropenilo,
na presenca de Amberlite-15 como catalisador, um fluxo de 0,1 mL/min e T = 50 °C,
permitiu a mono transesterificacdo irreversivel do glicol, produzindo acetona. Por sua
vez, a acetona reagiu com outra molécula de glicol, promovendo a sua acetaliza¢do. E
de realgar que a transposicao para sistemas de fluxo continuo permitiu aumentar a
escala da reacdo em 10 vezes, atingindo-se uma conversao de 96% e uma seletividade
para a formagdo do acetal de 57%, tendo o catalisador mantido a sua atividade em

producdo continua por 160 h (tabela 1.3, entrada 1).%°

No ano seguinte (2020), Rigo et al. reportou a acetaliza¢do de didis derivados da
N-acetilacdo de glicerol. A reacdo de N-acetilacdo do glicerol foi realizada
convencionalmente, tendo a acetalizagdo da mistura reacional com acetona sido
efetuada sob fluxo continuo (figura 1.16). Os autores efetuaram estudos com diferentes
parametros de reacao, alterando a temperatura e o fluxo. Para além disso, foi também
estudada a atividade de diversos catalisadores acidos (Amberlite-15, AlFz - 3H,0O e o
zedlito HY) no decorrer da reacdo de acetalizacdo. Apds otimizacdo das condicbes de
reagao, concluiu-se que os valores de conversdao mais elevados (99% para ambos os
acetais) foram obtidos com a resina Amberlite-15 para T = 30 °C e fluxo = 0,1 — 0,6

mL/min (tabela 1.3, entrada 2).%2
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Figura 1.16 — Representagdo esquematica das reagdes sequencial de N-acetalizagao do glicerol e
acetalizagdo com acetona; Adaptado de Rigo, D., Carmo Dos Santos, N. A,, Perosa, A., & Selva, M.
(2020). Concatenated Batch and Continuous Flow Procedures for the Upgrading of Glycerol-Derived

Aminodiols via N-Acetylation and Acetalization Reactions. Catalysts, 11(1), 21

Guidi et al. (2016) descreveram um estudo relativo a reacGes de acetalizacdo em
sistemas de fluxo continuo, usando como substratos glicerol e cetonas (acetona e 2-
butanona). Os autores avaliaram a atividade de dois catalisadores acidos,
nomeadamente, a Amberlite-36 o fluoreto de aluminio tri-hidratado (AlFs - 3H,0). Este
ultimo conduziu a uma conversao de 78% a T = 100 °C, enquanto a Amberlite-36
permitiu alcancar conversdes de 97% para T = 25 °C, ndo tendo um aumento da
temperatura melhorado o resultado obtido a temperatura ambiente. De real¢ar que
ambos os catalisadores mantiveram a sua atividade ao longo do tempo, tendo a
Amberlite-36 demonstrado ser o sistema catalitico mais eficiente para as rea¢des em

estudo (tabela 1.3, entrada 3).52

Baseado neste conhecimento e, no contexto das reacdes de acetalizacdo com
recurso a quimica de fluxo, conclui-se que o uso desta metodologia possibilita a
incorporacao facilitada de catalisadores heterogéneos, através do uso de reatores de
coluna. Consequentemente, a filtracdo necessdria num processo em batch torna-se
dispensavel, evitando assim possiveis perdas e contaminag¢des. Além disso, neste tipo
de reacgdes, a quimica de fluxo continuo apresenta vantagens quando comparada aos

processos de sintese convencionais.®?
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Como referido anteriormente, existe uma necessidade urgente e crescente em
desenvolver novas entidades quimicas com atividade antibacteriana e terapias
alternativas eficazes e menos suscetiveis aos mecanismos de resisténcia bacteriana,
descrevendo-se no subcapitulo seguinte uma das terapias alternativas mais promissoras

descritas até a atualidade.

1.5. Terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT)

Uma das abordagens mais promissora para a prevencao do surgimento de novos
mecanismos de resisténcia centra-se no desenvolvimento de novos farmacos ou de
alternativas terapéuticas, que combinem multiplos mecanismos de a¢do. Tal visa
dificultar a aquisicdo de resisténcia, visto que a ocorréncia simultidnea de multiplas
mutagcGes genéticas que inviabilizam a acdo antibacteriana tem uma minima
probabilidade de ocorréncia. De entre as estratégias terapéuticas alternativas salienta-
se a terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT, do inglés Antimicrobial Photodynamic
Therapy).5* ® Esta baseia-se na administracdo de um fotossensibilizador (PS, do inglés
Photosensitizer) que, ap6s irradiacdo com uma fonte de luz apropriada, origina espécies
citotdxicas que desencadeiam multiplos mecanismos de morte bacteriana.®®%° O PS,
guando irradiado, transita para um estado excitado singuleto de maior energia,
podendo o retorno para o estado fundamental singuleto ocorrer de forma direta,
através da emissdo de luz ou transferéncia de energia, ou de forma indireta, por
cruzamento intersistemas para o estado tripleto (Figura 1.17). Neste, o PS pode interagir
com o oxigénio molecular através de dois mecanismos: |) transferéncia de eletrdes para
o oxigénio molecular, formando espécies reativas de oxigénio, como radicais superdéxido
(0727), radicais hidroxilo (OH-), perdxido de hidrogénio (H20>), etc’%; 1I) transferéncia de

energia para o oxigénio molecular, originando oxigénio singuleto (*0).”% 72
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Figura 1.17 — Esquema resumido do comportamento de um fotossensibilizador em aPDT; CIS —

cruzamento intersistemas

Um fator de extrema importancia nesta estratégia terapéutica envolve o design
de um PS com propriedades e caracteristicas apropriadas. Deste modo, para o
desenvolvimento de PSs eficazes é necessario ter em conta as caracteristicas basicas de
um PS ideal, sendo essas: 1) ndo ser citotoxico nem fototoxico em células humanas nas
concentracOes e doses de luz utilizadas em terapéutica; 2) elevada capacidade de
absorcdo de luz (elevados valores de ¢€); 3) elevada fotoestabilidade durante a
irradiacdo; 4) elevada capacidade de formacdo de ROS; 5) alguma hidrofilicidade e/ou
cargas positivas para aumentar a afinidade e capacidade de interacdo com as paredes
bacterianas carregadas negativamente e 6) elevado espectro de acdo microbicida,
permitindo o tratamento de infe¢Ges provocadas simultaneamente por multiplas

espécies bacterianas.”® 7

De entre os PSs ideais, os macrociclos tetrapirrdlicos (porfirinas) sdo moléculas
aromaticas altamente conjugadas com facil capacidade de modulagdo estrutural, sendo
amplamente utilizadas como PSs em aPDT. Usualmente, devido a necessidade de
alguma hidrofilicidade e/ou cargas positivas no PS, as porfirinas aplicadas nesta
estratégia terapéutica sdo porfirinas cationicas, com o objetivo de aumentar a afinidade
e a capacidade de interacdo com a membrana celular carregada negativamente das
bactérias.” 7% 77 Diversos autores relataram a eficiéncia da inativac3o bacteriana em

culturas plancténicas por porfirinas catidnicas’®%, salientando-se o trabalho descrito
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por Vinagreiro et al. (2020), onde comparou a aplicagdo entre porfirinas catidnica do
tipo 1-metilimidazol-2-il e N-metil-4-piridil enquanto PS para aPDT. Os estudos foram
realizados sob varias concentragGes de PS (0,01; 0,1 e 1 uM), usando uma baixa dose de
luz (1,36 J/cm?). Os resultados obtidos variaram de acordo com a concentracdo e
bactéria em estudo, sendo de destacar os resultados obtidos pela di-iodeto 5,15,-(1,3-
dimetilimidazol-2-il) porfirinato de zinco (ll), onde se obteve uma fotoinativacdo de 2

logi0 e >6 logio da E. coli para 0,1 e 1 uM, respetivamente.*®

N \
Cy .

Figura 1.18 — Estrutura quimica da porfirina catidnica com resultados bastante promissores nos

estudos de fotoinativagdo descritos por Vinagreiro et al. (2020)

Tendo em conta o estado da arte, torna-se evidente a elevada eficiéncia do uso
de porfirinas catidnicas como PSs na inativacdo fotodinamica de bactérias resistentes e
ndo resistentes. Para além das caracteristicas favoraveis e atraentes deste tipo de
moléculas, estas podem ser diversamente moduladas, abrindo portas para o
desenvolvimento de novas entidades quimicas promissoras para possivel aplicacdo

clinica na terapéutica e em novas terapias.

Da andlise critica da literatura e do interesse do grupo de Catalise e Quimica Fina
em desenvolver novas estratégias de sintese para potenciais agentes antibacterianos,
resultou a proposta de projeto desenvolvida nos estudos que conduziram a escrita desta

Dissertacao.

1.6. Proposta de trabalho

Compilando todos os conhecimentos supracitados e, como tentativa de
contribuir para a prevencao e resolucdo da problematica apresentada ao longo da
introducdo desta Dissertacdo de Mestrado, o trabalho desenvolvido visa o
desenvolvimento de metodologias de sintese sustentavel de acetais e avaliagdo

biolégica de compostos com potencial aplicacdo como agentes antibacterianos e
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precursores de polimeros de entrega e libertacdo prolongada e gradual dos mesmos.
Para este fim, procedeu-se a sintese de acetais alilicos, em sistemas de fluxo continuo,
para potencial aplicacdo como mondédmeros de redes poliméricas pro-antimicrobianas
via degradacdo de acetais (PANDAs) a partir de aldeidos descritos com atividade
antibacteriana. Com o objetivo de aumentar a sustentabilidade deste processo, nas
reacOes de acetalizagdao otimizou-se o processo com recurso a catalisadores do tipo

resinas acidas, nomeadamente, resinas acidas reutilizaveis.

Uma vez que os agentes antibacterianos estudados nesta proposta de trabalho
compreendem aldeidos de ocorréncia natural, com mecanismos de acao antibacteriana
alternativos por interferéncia com diversos alvos moleculares, objetiva-se ainda a
combinac¢do dos aldeidos com melhor atividade a fotossensibilizadores do tipo porfirina
catidénica em terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT). Esta combinacdo visa o
desenvolvimento de uma terapia dual que inibisse o crescimento bacteriano e/ou
provocasse a morte microbiana pelo efeito sinérgico em aPDT entre o

fotossensibilizador e o aldeido.

3
Fotossensibilizador

: E : E =
: : i 1o -
: : R)kH : : Z
: ; Aldeido ' ; Acetais alilicos
= E E ocorréncia natural |  Fluxo continuo : L J
: . mEeEmEEEEEEsEEEEREEE= eSS EEEEEEEEEE-. 1
o, ' Precursores de PANDAs
@ ! :
Q. :
g R :
= '
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Figura 1.19 — Representagdo esquematica da hipdtese de trabalho desta Dissertagdo de Mestrado
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Capitulo 2

Processos de sintese de precursores de antibacterianos

em fluxo continuo

2.1. Preparacdao de acetais alilicos como potenciais precursores para

desenvolvimento de PANDAS

A sintese de acetais para o desenvolvimento de potenciais redes poliméricas pro-
antimicrobianas, seguida da sua degradacdo para libertacdo prolongada e sustentada
de um agente antibacteriano, compreende uma d4rea de investigacdo de elevado
interesse cientifico.» 23 O estado da arte focado nestas redes, descrito anteriormente,
incitou o aprimoramento da sintese de novos acetais alilicos, de modo a desenvolver
redes poliméricas inovadoras, com a finalidade de suprimir problemas relacionados com

a resisténcia bacteriana aos antibioticos atualmente comercializados.* > ©

Tal como referido no capitulo 1, a sintese de acetais compreende a adicao
nucleofilica de um excesso de alcool a uma molécula de aldeido ou cetona, requerendo
a presenca de um catalisador para a ocorréncia da reacao. Neste capitulo é descrita a
otimizacdo da sintese de novos acetais alilicos derivados de aldeidos de ocorréncia
natural com potencial atividade antibacteriana, através de reag¢des conduzidas em
condicbes batch e de fluxo continuo, usando diferentes catalisadores 4cidos

heterogéneos (figura 2.1).

. 0 :

RJ\H [ o NS
o ~i 1
EHO/\/ E R ;

Figura 2.1 - ReacGes de acetalizacdo para obtencdo de acetais alilicos através da quimica de fluxo

continuo
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Atualmente, o uso de sistemas de fluxo continuo como estratégia sintética
sustentavel € um tema de grande interesse dentro da comunidade cientifica, devido a
necessidade crescente de diminuir o impacto ambiental negativo resultante dos
processos quimicos. A incorporagao da quimica de fluxo continuo, teve como objetivo
ultrapassar problemas relacionados com os métodos de sintese convencionais e

aumentar a sustentabilidade dos processos de sintese.

Neste estudo, os substratos selecionados foram o 3-fenilpropanal 1.9, o

cinamaldeido 1.10 e o nonanal 1.11 (figura 2.2).

o 0
H X H
1.9 1.10
/\/\/\/\’&O
H
1.11

Figura 2.2 — Estrutura quimica dos aldeidos usados para a sintese dos acetais alilicos

Tendo por base que a sintese de acetais necessita da ativacdo do grupo carbonilo
presente no substrato da reagcdo com catalisadores, foram selecionados dois
catalisadores heterogéneos: a Amberlite IR-120 (figura 2.3a) e a Montmorillonite K10
(figura 2.3b). Estas resinas acidas apresentam como principais vantagens a sua facil
recuperacao e reutilizacdo, conduzindo a uma maior sustentabilidade do processo;
capacidade de remogdo de moléculas de agua do meio reacional, tornando-o anidro e

evitando, assim, a consequente hidrélise dos acetais formados.
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b) Tetraédrico
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Figura 2.3 — a) Imagem e estrutura geral da resina Amberlite IR-120; adaptado de

https://en.wikipedia.org/wiki/Amberlite e Meyer, L. E., Brundiek, H., & von Langermann, J. (2020).

Integration of ion exchange resin materials for a downstream-processing approach of an imine
reductase-catalyzed reaction. Biotechnology Progress, 36(5), e3024. b) Imagem e estrutura geral da

resina Montmorillonite K10; adaptado de https://en.wikipedia.org/wiki/File:Montmorillonite-en.svg

2.1.1. Selecdo do catalisador acido em sistemas batch

Os estudos iniciaram-se com a selecdo do catalisador acido da reacao de
acetalizagdo com o alcool alilico, usando o 3-fenilpropanal 1.9 como substrato modelo.
Considerando a otimizacdo das condi¢Ges reacionais para a acetalizacdo deste substrato
com o metanol descrita pelo grupo de investigacdo de Catalise e Quimica Fina do
Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra’, selecionou-se primeiramente

como catalisador dcido heterogéneo, a resina reutilizavel Amberlite IR-120.

Inicialmente, seguiu-se o procedimento descrito para a acetalizacdo em batch do
3-fenilpropanal 1.9, onde num baldo de fundo redondo se adicionou o aldeido, o alcool

alilico, usado simultaneamente como solvente e reagente, e o catalisador em estudo
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(figura 2.4). A mistura reacional foi colocada sob agitagdo, em refluxo, a 70 °C. Apds 5 h
de reacdo, foi retirada uma pequena aliquota da mistura reacional para analise por
cromatografia gasosa (GC), observando-se uma conversdo de 70%. A reacdo foi
terminada apds um periodo de 24 h, nao se tendo observado qualquer diferenga no
valor de conversao, pressupondo-se a entrada da reacdao em equilibrio.
e O/\/
Amberlite IR-120
H .+ HO/\/ O/\/ + Hzo

70°C
1.9 2.1

Figura 2.4 — Reacdo de acetalizagdo do 3-fenilpropanal 1.9 com o alcool alilico, usando como catalisador

a resina Amberlite IR-120.

(3-fenilpropanal = 2,3 mmol; 10 mL alcool alilico; mcat = 77,5 mg (25% m/m em relagdo do substrato); T =

70°C; t =24 h)

De modo a contornar este problema, recorreu-se ao aparato de Dean-Stark, que
permite recolha continua da agua formada durante a reacdo de acetalizacdo através de
uma destilacdo azeotrdpica. Para tal, utilizou-se tolueno como solvente, permitindo a

acumulagdo da agua no aparato de Dean-Stark por ser menos denso que a agua.

Numa primeira aproximagao, a reagdo de acetalizagdao com recurso ao aparato
de Dean-Stark foi realizada com o mesmo substrato e catalisador acido utilizado
anteriormente, adicionando-se tolueno como solvente. Seguiu-se o mesmo
procedimento experimental, colocando-se o aparato de Dean-Stark e deixando-se a
mistura reacional em refluxo, a 120 °C, durante 4 h, sob agitacdo e atmosfera inerte.
Apds este periodo foi retirada uma amostra e, apds analise por GC, obteve-se uma
conversao de 93%. Numa segunda aproximacdo, de modo a aumentar a seletividade
para a formacdo do acetal 2.1, efetuou-se o mesmo procedimento, porém utilizando a
resina acida Montmorillonite K10 como catalisador. Apés o0 mesmo periodo de reacgao,
foi igualmente retirada uma pequena aliquota da mistura reacional para analise por GC,
onde se verificou uma conversao 99%. A comparagao dos resultados obtidos com ambas

as resinas encontra-se descrita na tabela 2.1.
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Tabela 2.1 - Efeito dos catalisadores acidos na reacgdo de acetalizagdo do 3-fenilpropanal 1.9. 2

0 Dean-Stark o/\/
Tolueno; 120°C _
H . Ho/\/ o/\/ + HZO
CAT.
1.9 21
Entrada Catalisador Rendimento ®
1 Amberlite IR-120 93%
2 Montmorillonite K10 99%

a) Condigbes reacionais: 3-fenilpropanal = 1,5 mmol; 5 mL &lcool alilico; 15 mL tolueno; meat = 37,5 mg
(25% m/m em relagdo do substrato); T=120°C;t=4h

b) Rendimentos obtidos por GC em relag3o ao substrato

Da andlise dos resultados, pode concluir-se que a resina acida Montmorillonite
K10 foi o catalisador mais ativo para promover a rea¢ao de acetalizagdo do 3-
fenilpropanal 1.9. Contudo, problemas como a incapacidade de remocdo do solvente
(tolueno) do produto da reacdo, assim como dificuldades na remocgao total da resina
heterogénea do meio reacional foram observados em ambos os casos. Para ultrapassar
estes problemas e tendo por base os resultados obtidos, os estudos prosseguiram com
a otimizacdo da sintese de acetais alilicos em sistemas de fluxo continuo, descritos na

secgao seguinte.
2.1.2. ReagOes de acetalizagdo em sistemas de fluxo continuo

O uso de sistemas de fluxo continuo apresenta um conjunto de caracteristicas
intrinsecas, que facilitam e fornecem reprodutibilidade a uma ampla gama de processos
guimicos. As vantagens inerentes a esta metodologia, como a seguranca, a elevada
transferéncia de calor e massa, assim como, a possibilidade de transposicdo de
processos sintéticos em sistemas de batch para sistemas de fluxo sem necessidade de
aumento do tamanho dos reatores, estimulou um grande interesse pelas diversas
indUstrias, em particular para a industria farmacéutica.® Assim, e sendo esta uma
metodologia sustentavel, o uso de sistemas de fluxo representa uma estratégia sintética
alternativa vantajosa para a sintese dos mondmeros de acetais alilicos formadores das

redes poliméricas pro-antimicrobianas via degradacao de acetais.

43



Capitulo 2 — Processos de sintese de precursores de antibacterianos em fluxo continuo

Acetaliza¢do do 3-fenilpropanal (1.9)

Os estudos em sistemas de fluxo continuo iniciaram-se com a otimiza¢ao da
acetalizacdo do 3-fenilpropanal 1.9, utilizando um sistema easy-MedChem da
Vapourtec®. Atendendo os resultados obtidos na otimizacdao do catalisador acido em
sistemas de batch, efetuou-se, do mesmo modo, duas experiéncias teste/modelo, de
modo a corroborar os dados anteriormente estabelecidos. Neste dmbito, efetuou-se a
preparacao de um reator de coluna com a resina acida empacotada, pesando-se
aproximadamente 2 g de resina que foram inseridas dentro do reator (figura 2.5). Apds
montagem, o reator foi pesado de modo a determinar a massa de coluna seca.
Posteriormente, o reator foi colocado no sistema de fluxo continuo, utilizando um
solvente em fluxo inverso de modo a compactar o catalisador dentro do reator de coluna
e a remover o ar contido do seu interior. Apds este procedimento, o reator foi
novamente pesado, obtendo-se assim a massa de coluna contendo o catalisador e o
solvente. A diferenga entre o valor das massas obtidas permite determinar a massa de
solvente que permaneceu dentro do reator, obtendo-se a partir da densidade o volume
morto do reator a utilizar, sendo este valor posteriormente utilizado para calcular o
tempo de residéncia de cada reacdo estudada. O procedimento de empacotamento foi
executado sempre que se preparou uma nova coluna. De referir que para todas as
reacOes efetuadas foi calculado o seu STY (do inglés Space Time Yield). Esta medida
representa uma boa métrica para a comparacao de reatores de diferentes tamanhos ou

construcdes, podendo ser definida pela equagdo 2.1:°

n? de moles de produto
STY = - (2.1)
volume do reator X tempo de operacao

Para todos os STYs calculados o volume de reator foi considerado como o volume morto
do reator em coluna utilizado, que compreende o volume de solvente remanescente no

reator apdés o empacotamento da resina.
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Figura 2.5 — Reator de coluna compactado com a resina acida Montmorillonite K10, a esquerda, e o

mesmo equipado com a manta de aquecimento conectado ao sistema de fluxo continuo, a direita.

Numa primeira aproximagdo, procedeu-se a otimizacdo da reacdo de
acetalizacdo do 3-fenilpropanal 1.9, iniciando-se o processo com as mesmas condicoes
utilizadas em sistemas de batch. De acordo com o a imagem apresentada na figura 2.6,
gue representa o sistema de fluxo utilizado, a solucdo de aldeido desejado dissolvido
em dlcool alilico contida num frasco conectado ao sistema é bombeada através da a¢do
de uma bomba peristaltica a um fluxo constante. O tempo de residéncia da solu¢do no
reator depende do volume morto do reator em questdo e do fluxo definido, fator que
pode ser alterado aquando da otimizacdo do processo pela alteracdo do fluxo de
entrada da solucdo. A reacdo em estudo da-se a uma temperatura de 70 °C, bombeando-
se, previamente a entrada dos reagentes no reator, apenas solvente até o reator atingir
a temperatura requerida. Apds atingida a temperatura desejada segue-se a entrada da
solugdo com os reagentes no reator de coluna, onde se encontra o catalisador
heterogéneo. Apds o tempo definido como tempo de residéncia, ou seja, o tempo que
a mistura reacional permanece no reator de coluna a temperatura pretendida, o fluxo
segue pela tubagem do sistema, sendo o produto recolhido num frasco de recolha e

posteriormente analisado por GC.
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Figura 2.6 — Fotografia do sistema de fluxo continuo utilizando nas reagGes de acetalizagdo.

De modo a corroborar os resultados obtidos na reacdo de acetalizacdo em
sistemas de batch com recurso ao aparato de Dean-Stark, realizou-se a acetaliza¢gdo do
3-fenilpropanal 1.9 usando como catalisador heterogéneo a resina dcida Amberlite IR-
120 e a Montmorillonite K10 em sistemas de fluxo continuo. Os resultados obtidos no

estudo reacional com estes catalisadores apresentam-se na tabela 2.2.
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Tabela 2.2 — Estudo do efeito dos catalisadores acidos na reagdo de acetalizagdo do 3-fenilpropanal 1.9
em sistemas de fluxo continuo. ?

0 ANF
CAT.
©/\)LH . HO/\/ o/\/ + H,0
70°C
1.9 2.1
Entrada Tempo de Catalisador Rendimento (%) STY ¢(mol dm-
residéncia b 3 h-1)
(min)
1 5 Amberlite IR-120 70 0,9
2 10 Amberlite IR-120 70 0,4
3 5 Montmorillonite 93 1,1
K10
4 10 Montmorillonite 91 0,5
K10

2 Condiges reacionais: [3-fenilpropanal] = 0,1 M; 15 mL lcool alilico; mecat =2 g; T =70 °C
b) Rendimentos obtidos por GC em rela¢do ao substrato

' STY — Do inglés Space Time Yield (mol de produto/volume reator/tempo de operacio)

Assim como nos resultados obtidos em sistemas de batch, a resina
Montmorillonite K10 demonstrou ser a mais ativa e seletiva para promover a reacdo de
acetalizacdo do 3-fenilpropanal 1.9. Relativamente ao estudo realizado para a resina
acida Amberlite IR-120, efetuou-se duas reagdes a mesma temperatura (70 °C). A
primeira reagdo deu-se a um fluxo continuo constante correspondente a um tempo de
residéncia de 5 min. Nestas condi¢Oes, obteve-se uma conversdo de 70% (Tabela 2.2,
entrada 1). Em seguida, diminuiu-se o fluxo de modo a aumentar o tempo de residéncia
no reator de coluna para 10 min, tendo-se obtido o mesmo valor de conversdo (Tabela
2.2, entrada 2). Do mesmo modo que para a resina Amberlite IR-120, para a resina
Montmorillonite K10 também de efetuaram duas rea¢des nas mesmas condic¢des. Para
um tempo de residéncia de 5 min, obteve-se uma conversdo de 93% (tabela 2.2, entrada
3), enquanto para um tempo de residéncia de 10 min, a conversao obtida foi de 91%
(tabela 2.2, entrada 4). De mencionar que, para a resina Montmorillonite K10 e um

tempo de residéncia de 5 min, com o reator de coluna utilizado foi possivel obter um
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STY de 1,1 mol/dm3-h, ou seja, este permite a preparacdo de 1,1 mol de acetal por hora

por litro.

Os valores de conversdao obtidos em sistemas de fluxo continuo para a resina
acida Amberlite IR-120 foram consideravelmente menores, comparativamente aos
obtidos em sistemas de batch com recurso ao aparato de Dean-Stark. No entanto, os
valores alcangados com a resina Montmorillonite K10 mantiveram-se semelhantes,
tendo o processo em fluxo sido energeticamente mais vantajoso por ser realizado a uma
temperatura mais baixa. Tendo por base estes resultados, os estudos em sistemas de
fluxo continuo prosseguiram com a otimizacdo da reacdo de acetalizacdo de 1.9,

utilizando como catalisador heterogéneo a resina dcida Montmorillonite K10.

Ap0s selegdo do catalisador a utilizar no sistema de fluxo continuo, as condi¢des
da reacao de acetalizacdo de 1.9 foram otimizadas, tendo-se prosseguido com o estudo
de diversos parametros, nomeadamente, a proporgao alcool alilico/solvente, o tempo
de residéncia e a temperatura. Os resultados obtidos para a otimizacdo desta reacdo
encontram-se descritos na tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Otimizag¢do das condi¢es da reagdo de acetalizacdo do 3-fenilpropanal 1.9 em sistemas de
fluxo continuo. ®

0 o NF
WH s HO NF —_— ©/\)\O/\/ + Hy0
Me-THF
1.9 2.1
Entrada Solvente (v/v) Tempode Rendimento® STY ¢(mol dm3h-%)
residéncia (%)
(min)
1 Alcool alilico/Me-THF 5 89 1,0
(1:2)
2 Alcool alilico/Me-THF 10 97 0,6
(1:1)
3 Alcool alilico/Me-THF 10 89 0,5
(1:2)
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4 Alcool alilico/Me-THF 15 95 0,4
(1:2)

5 Alcool alilico/Me-THF 10 84 0,5
(1:4)

6 Alcool alilico/Me-THF 15 88 0,3
(2:4)

7 Alcool alilico/Me-THF 10 83 0,5
(2:7)

8 Alcool alilico/Me-THF 15 87 0,4
(1:7)

9 Alcool alilico/Me-THF 10 (T = 83 0,5
(1:7) 100°C)

2 Condigdes reacionais: [3-fenilpropanal] = 0,1 M; mcat = 2 g; T = 70 °C, salvo indicacdo em contrario
b) Rendimentos obtidos por GC em relag3o ao substrato

) STY — Do inglés Space Time Yield (mol de produto/volume reator/tempo de operacio)

Numa primeira aproximagao, manteve-se a temperatura em 70 °C e efetuou-se
a reacdo utilizando como solvente 2-metiltetra-hidrofurano (Me-THF). Uma vez que o
alcool alilico utilizado nas reacGes de acetalizacdo em estudo é relativamente toxico,
diminuiu-se a sua propor¢cao, de modo a aumentar a seguranca do processo.
Inicialmente, utilizou-se uma solugdo com uma proporgdo 1:1 de alcool alilico/Me-THF,
onde o aldeido 1.9 se encontrava dissolvido. Esta foi bombeada a um fluxo
correspondente a tempo de residéncia 5 min, tendo-se observado uma conversdo de
89% (Tabela 2.3, entrada 1). Numa tentativa de otimizar este resultado, aumentou-se o
tempo de residéncia para 10 min, mantendo-se as restantes condicGes. Esta alteracao
conduziu a obtencdo de uma conversdo de 97% (tabela 2.3, entrada 2). De modo a
corroborar este resultado e observar a eficiéncia da resina acida heterogénea
Montmorillonite K10 ao longo de periodos de operacdo mais longos, realizou-se uma
segunda corrida sob as mesmas condi¢des, com 160 min de tempo de operacdo. De
forma a controlar o valor de conversdo ao longo do processo, foram retiradas amostras

do fluxo de saida em intervalos de tempo regulares e analisadas por GC e os resultados
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apresentam-se na figura 2.7. Na figura pode observar-se que o estado estacionario da
reacdo foi atingido por volta dos 50 min de operacdo, alcangando-se novamente uma
conversdo de 97%. E de salientar que este valor permaneceu constante ao longo dos

restantes 110 min de operagao, demonstrando boa eficiéncia do catalisador.
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Figura 2.7 — Gréfico representando da eficiéncia da resina acida Montmorillonite K10 ao longo do
processo de acetalizagdo de 1.9 (conversdo em fung¢do do tempo de operagado)

([3-fenilpropanal = 0,1 M; mcat =2 g; T = 70 °C; 1:1 alcool alilico/Me-THF; tempo de residéncia = 10 min)

Ap0s os resultados obtidos para uma proporgdo de 1:1 de alcool alilico/Me-THF,
com o intuito de otimizar a seguranca do processo, manteve-se a temperatura e alterou-
se esta proporg¢do para 1:2 de alcool alilico/Me-THF. Tendo por base os resultados
descritos no paragrafo anterior, realizou-se uma reacdo nas condi¢Ges onde se obteve
os valores de conversdo mais elevados. A alteracdo da proporgdo de alcool alilico/Me-
THF, para um tempo de residéncia de 10 min, conduziu uma conversao de 89% (tabela
2.3, entrada 3). Tal como anteriormente, numa tentativa de aumentar a conversdo,
mantiveram-se as condi¢cdes e aumentou-se o tempo de residéncia para 15 min, onde

se obteve uma conversdo de 95% (tabela 2.3, entrada 4).
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Com o mesmo objetivo apresentado anteriormente, mantendo a temperatura
em 70 °C, alterou-se a proporg¢do de alcool alilico/Me-THF de 1:2 para 1:4. Para 10 min
de tempo de residéncia alcancou-se uma conversado de 84% (tabela 2.3, entrada 5). Uma
vez que este resultado foi relativamente semelhante ao obtido sob as mesmas
condi¢des para uma proporcdo de 1:2 de alcool alilico/Me-THF (tabela 2.3, entrada 3),
aumentou-se o tempo de residéncia para 15 min, obtendo-se uma convers3ao de 88%

(tabela 2.3, entrada 6).

Por ultimo, mantendo a temperatura em 70 °C, alterou-se a proporc¢ao de alcool
alilico/Me-THF para 1:7, e para um tempo de residéncia de 10 min, obteve-se 83% de
conversao (tabela 2.3, entrada 7). O aumento do tempo de residéncia para 15 min levou
a obtengdo de uma conversao de 87% (tabela 2.3, entrada 8). Apesar deste resultado
ser ligeiramente superior ao obtido para um menor tempo de residéncia, a diferenca
entre os valores obtidos é inferior a 5%, encontrando-se dentro do erro inerente ao
equipamento da GC. Numa tentativa de otimizar este resultado e observar o efeito do
aumento da temperatura de conversao, mantiveram-se as condi¢des de reagdo para o
tempo de residéncia de 10 min, e aumentou-se a temperatura para 100 °C. Este
aumento de temperatura conduziu a uma conversdo de 83% (tabela 2.3, entrada 9),

valor igual ao obtido para uma temperatura de 70 °C.

Da andlise dos resultados descritos na tabela 2.3 pode concluir-se que as
condicdes 6timas compreendem uma proporc¢ado de 1:1 de alcool alilico/Me-THF e 70 °C
de temperatura com um tempo de residéncia de 10 min, uma vez que o aumento da
qguantidade de Me-THF para além da proporg¢do de 1:1 leva a uma ligeira diminuicao da
conversdao e que tanto um aumento do tempo de residéncia como um aumento da
temperatura de reacdo, ndo conduzem a uma melhoria significativa do resultado obtido.
Salienta-se ainda que no reator de coluna utilizado, para as condi¢Ges étimas, se obtém

0,6 mol de acetal por hora por litro (STY).
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O acetal 2.1 obtido através da reacao em fluxo continuo sob as condi¢des 6timas,
com uma conversao de 97%, foi purificado por evaporagao do solvente e extragao com
éter etilico/agua destilada e caracterizado por RMN-H, RMN-13C e espetrometria de
massa de elevada resolugdao, obtendo-se um rendimento isolado de 54%. A
caracterizagdo do acetal 2.1 encontra-se descrita na sec¢do experimental (Capitulo 4).
Na figura 2.8 apresenta o espetro de RMN-'H do composto 2.1 obtido em cloroférmio

deuterado.
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Figura 2.8 — Espetro de RMN-H do acetal 2.1 em CDClz

No espetro de RMN-'H apresentado observam-se claramente os picos com
desvios quimicos entre os 7-8 ppm, atribuidos aos protdes aromaticos do acetal 2.1,
encontrando-se destacados a azul-escuro. Ja na regido compreendida entre os 1,5 e 3,0
ppm observam-se os sinais atribuidos aos protdes alquilicos que seguem o anel
aromatico na estrutura do acetal 2.1, destacados a azul-claro e amarelo. Salientam-se
os sinaisintermédios a 4,0 e 4,5 ppm atribuidos aos protdes dos carbonos que procedem
(sombreado a vermelho) e antecedem (sombreando a roxo) as ligacdes aos oxigénios,

respetivamente. Os restantes sinais intermédios a 5,1 e 5,8 ppm, zona tipica dos protdes
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vinilicos, sdo atribuidos aos protdes vinilicos sombreados a verde e a laranja, como

indicado na estrutura de 2.1.

O acetal 2.1 foi ainda caracterizado por HRMS-ESI (ESI) (figura 2.9), onde se pode
observar como pico maioritario o ido molecular [M+Na]* com um m/z = 255,1356,

correspondente ao composto em estudo cationizado com sddio (1+).

ﬂ'-lﬂhs- 19 ES| MCE1S 232 140 1 2702 o: +MS, 0. 2min, 895, Background Subtracted (702), Background Subtracted [702)
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Figura 2.9 — Espetro de massa exata (ESI) do acetal 2.1

Transposi¢do para outros substratos

Depois da otimizacdo da reacdo da acetalizacdo com dlcool alilico para o 3-
fenilpropanal 1.9, esta foi transposta para outros substratos, nomeadamente para o

cinamaldeido 1.10 e para o nonanal 1.11.
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Numa primeira aproximacao, procedeu-se a reacao de acetalizacdo de 1.10 com

alcool alilico (figura 2.10).

K10
A
H + HO/\/ + X O/\/ + H,0
Me-THF

1.10

Figura 2.10 — Reagdo de acetalizacdo do cinamaldeido 1.10 em sistemas de fluxo continuo sob as
condigcbes dtimas.

(Condigdes reacionais: [cinamaldeido] = 0,1 M; mcat =2 g; T=70 e 100 °C)

No entanto, sob as condi¢bes 6timas obtidas anteriormente, a reacao de
acetalizacdo de 1.10 com dlcool alilico resultou numa mistura de produtos complexa que
foram analisados por GC-MS. Efetuou-se uma outra reagao, tendo-se aumentado a
temperatura para 100 °C, porém ndo se observaram altera¢des significativas nos
diversos picos obtidos anteriormente. Apds a andlise por GC-MS, verificou-se que o pico
maioritdrio a 9,3 min equivalia ao aldeido de partida 1.10 e que nenhum dos

subprodutos formados correspondia ao acetal desejado

Numa segunda aproximacdo, os estudos foram estendidos a reacdo de
acetalizacdo do nonanal 1.11. Esta reacao foi realizada nas condi¢des 6timas obtidas na

otimizacao acima descrita, encontrando-se os resultados obtidos na figura 2.11.

* /\/ \/\/\/\)\ * H0
H " HO Me-THF o7 T

10 min tempo de residéncia 2.2

97% de rendimento °
STY = 0,6 mol/dm3-h ©
Figura 2.11 — Reagdo de acetalizagdo do nonanal 1.11 em sistemas de fluxo continuo sob as condicdes
6timas.
(Condigdes reacionais: [nonanal] = 0,1 M em alcool alilico/Me-THF 1:1; meat =2 g; T= 70 °C)
b) Rendimentos obtidos por GC em rela¢do ao substrato

' STY — Do inglés Space Time Yield (mol de produto/volume reator/tempo de operacio)
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A reacdo de acetalizacdo de 1.11 em sistema de fluxo continuo sob as condicdes
anteriormente otimizadas conduziu a uma conversao de 97%, resultado igual ao obtido
para a reacao de acetalizagdo de 1.9 sob as mesmas condi¢des (tabela 2.4, entrada 1).
De salientar que, sob estas condi¢cGes e com o reator de coluna utilizado, foi possivel
obter um STY de 0,6 mol/dm3-h. O acetal 2.2 obtido através da reacdo sumarizada na
tabela 2.4 foi purificado por simples evaporag¢do do solvente e caracterizado por RMN-
'H, RMN-13C e espetrometria de massa, alcangando-se um rendimento final de 97%. A

caracterizagao de 2.4 apresenta-se descrita na secgao experimental (Capitulo 4).

Uma vez que a preparacdo dos acetais alilicos descritos ao longo desde
subcapitulo foi concebida com o propésito de desenvolver novos PANDAs, os estudos
prosseguiram com a avaliacdo a atividade dos aldeidos que seriam libertados como
agentes antibacterianos apds hidrélise do acetal e outros aldeidos de ocorréncia natural

gue poderiam ser integrados como agente antibacteriano em PANDA:s.
2.2. Ensaios de suscetibilidade antibacteriana

A resisténcia crescente aos antibidticos por parte das bactérias tem vindo a
limitar as opgOes terapéuticas, verificando-se, em geral, uma tendéncia na reducdo da
suscetibilidade a todos os grupos de antibidticos. Para além da necessidade premente
de abordagens antimicrobianas alternativas capazes de inativar os microrganismos
eficientemente, sem o risco de induzir resisténcia, surge também a necessidade de
encontrar novos agentes antibacterianos de forma a contrariar a reducdao da

suscetibilidade aos antibidticos atuais e diminuir a resisténcia bacteriana.1% 11
2.2.1. Método de difusao em disco

O método de difusdo em disco é considerado um método padrdo para avaliar a
suscetibilidade de estirpes bacterianas aos antibacterianos. De um modo geral, este
método permite avaliar qualitativamente a atividade antibacteriana de um composto
nas estirpes selecionadas para estudo. No caso em questdo selecionou-se a estirpe
bacteriana Escherichia coli ATCC 25922. O protocolo iniciou-se pela preparacdo da

suspensao bacteriana a partir de coldnias puras crescidas em meio Muller Hinton (MH).
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De seguida, com recurso a uma zaragatoa, inoculou-se a superficie de uma caixa de Petri
com agar de MH, tendo-se aplicado discos de papel estéreis para onde se pipetou 7,5 x
10® mol, correspondendo a volumes de 0,914 — 13,2 uL de composto em estudo. Por
ultimo, incubou-se as caixas de Petri 37 °C durante 24 h. Apds esse periodo, mediu-se
os didmetros das zonas de inibicdo (mm) em redor dos discos, que correspondem as
zonas onde ndo foi observado crescimento bacteriano. Assim, para uma mesma
quantidade de agente antibacteriano, um maior diametro de zona de inibicao

corresponderd a uma maior atividade antibacteriana (figura 2.12).

Zona de
crescimento
bacteriano

Antibidtico

-

Diametro da zona
de inibicdo

Figura 2.12 - Representacdo esquematica do didmetro da zona de inibigdo num ensaio realizado pelo

método de difusdo em disco

Os compostos avaliados neste ensaio compreendem aldeidos de ocorréncia
natural obtidos comercialmente, nomeadamente o p-metoxibenzaldeido 1.1, o 3-
fenilpropanal 1.9, o cinamaldeido 1.10 e o nonanal 1.11. Este ensaio foi efetuado em

triplicado para cada molécula, estando os resultados apresentados na figura 2.13.
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E. coli ATCC 25922
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Figura 2.13 - Diametros de zona de inibigdo do crescimento da E. coli ATCC 25922 para os compostos

estudados

Como podemos observar pelo grafico acima, todos os aldeidos testados
apresentaram alguma atividade antibacteriana contra E. coli. O 3-fenilpropanal 1.9 e o
cinamaldeido 1.10 exibiram os valores de didmetros de inibicdo mais elevados, com
valores médios de 14 mm para ambos os casos. J& o p-metoxibenzaldeido 1.1 e o
nonanal 1.11 apresentaram valores de didametros de inibicdo inferiores, com um valor

médio de 9 mm e 10 mm, respetivamente.

Um estudo semelhante ao realizado nesta Dissertacdao de Mestrado foi descrito
por Jiang et al. (2011), onde avaliaram a atividade antibacteriana do cinamaldeido 1.10
e seus derivados em estirpes de E. coli ATCC 25922. Para esta bactéria Gram-negativa,
Jiang obteve diametros de inibicdo de 5,5, 10,3 e 16,2 mm para 200, 400 e 600 mg/L,
respetivamente.'? Apesar do uso de diferentes quantidades de composto, o resultado
obtido para 600 mg/L é similar aos resultados por nds obtidos, corroborando a atividade

antibacteriana mediana do cinamaldeido 1.10.

O estudo de suscetibilidade antibacteriana dos aldeidos 1.1, 1.9, 1.10 e 1.11 foi
realizado no ambito de avaliar a atividade antibacteriana dos mesmos. Uma vez que os
compostos 1.9 e 1.10 exibiram atividade antibacteriana moderada, estes sdao aldeidos

promissores para o desenvolvimento de novas redes poliméricas pro-antimicrobiana via
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degradacdo de acetais (PANDAs), permitindo assim ultrapassar problemas de

biodisponibilidade, entre outros problemas mencionados no Capitulo 1.
2.3. Conclusdes

Neste capitulo sdo descritos estudos de otimizagdo de reagdes de acetalizagdo
em sistemas de fluxo continuo, procedendo-se inicialmente a otimizacao da resina acida
heterogénea utilizada como catalisador. Apds este processo realizou-se a avaliagdo
biolégica de aldeidos de ocorréncia natural com atividade antibacteriana descrita na

literatura.

Inicialmente, procedeu-se a selecdo do catalisador acido usado nas reacdes de
acetalizacdo, estudando-se a atividade catalitica de duas resinas heterogéneas, a
Amberlite IR-120 e a Montmorillonite K10. Esta selegao teve por base a conversao do
substrato 1.9 na reacdo de acetalizacdo com alcool alilico em batch com recurso ao
aparato de Dean-Stark, tendo-se obtido elevadas conversdes para ambas as resinas
(93% e 99%, respetivamente). Uma vez que os valores de conversdo sao
consideravelmente semelhantes e devida as adversidades acopladas ao uso de sistemas
batch com recurso ao aparato de Dean-Stark, esta reacdo foi transporta para sistemas
de fluxo continuo onde se avaliou novamente a atividade das diferentes resinas para o
mesmo substrato. Neste caso, para um tempo de residéncia de 5 min, os valores de
conversao divergiram numa gama de 20%, obtendo-se uma conversao de 70% para a

Amberlite IR-120 e de 93% para a Montmorillonite K10.

Os estudos de otimizacdo da reacdo de acetalizacdo do 3-fenilpropanal 1.9 com
alcool alilico em sistemas de fluxo continuo, recorrendo a resina heterogénea
Montmorillonite K10 como catalisador acido. Apds a alteracdo de diversos parametros
de reacao, concluiu-se que a condi¢des 6timas de reagdo compreendiam uma proporg¢ao
de 1:1 de alcool alilico/Me-THF, temperatura igual 70 °C e 10 min de tempo de
residéncia, obtendo-se sob estas condicbes uma conversdo de 97% e um STY de 0,6
mol/dm3-h. Durante o processo de otimizac3o foi simultaneamente realizado um estudo
da atividade do catalisador ao longo do tempo de reacdo, tendo a resina

Montmorillonite K10 mantido a sua atividade durante mais de 2 h e 30 min de reacao.
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Apds a otimizacdo das condicdes de reacdo, esta foi transposta para diferentes
substratos, como o cinamaldeido 1.10 e o nonanal 1.11 e. A reagao de acetalizagao do
nonanal 1.11 sob as condi¢cBes 6timas resultou numa conversdo de 97% e um STY igual
a 0,6 mol/dm3:h, valores iguais aos obtidos para 1.9. Relativamente a reacdo de 1.10,
esta apresentou resultados ndo conclusivos, verificando-se apds analise por GC-MS que

nenhum dos subprodutos formados correspondia ao acetal desejado.

Os estudos apresentados em sistemas de fluxo continuo demonstraram
claramente a sua eficiéncia, conseguindo-se obter valores de conversdo praticamente
completa para os substratos 1.9 e 1.11 em curtos periodos de tempo. Estes resultados
abrem novas perspetivas para o desenvolvimento de processos sintéticos em fluxo para
a sintese de acetais com relevancia farmacéutica na prepara¢dao de mondmeros de redes
poliméricas de entrega e libertacdo sustentada através da degradacdo da ligacdo acetal

(PANDAS).

Uma vez que o agente antibacteriano incorporado nas redes poliméricas
descritas ao longo desta Dissertacao compreendem aldeidos, usualmente derivados de
Oleos essenciais, procedeu-se a avaliacdo da atividade antibacteriana de um conjunto
de aldeidos que poderiam ser integrados em PANDAs. Este estudo foi realizado sob a
estirpe E. coli ATCC 25922 através de ensaios de suscetibilidade antibacteriana com
recurso ao método de difusdo em disco. Dos aldeidos testados, 0 1.9 e 0 1.10 foram os
que apresentaram melhor atividade antibacteriana, apresentando diametros de
inibicdo com um valor médio de 14 mm. Apesar do valor de inibicdo do crescimento
bacteriano em redor dos discos ser mediano, estes aldeidos s3ao possiveis pontos de
partida para o desenvolvimento de novas PANDAs, assim como novas terapias menos

suscetiveis a mecanismos de resisténcia.

59



Capitulo 2 — Processos de sintese de precursores de antibacterianos em fluxo continuo

2.4. Referéncias

[1] Wu, Y. J.,, & Meanwell, N. A. (2021). Geminal Diheteroatomic Motifs: Some
Applications of Acetals, Ketals, and Their Sulfur and Nitrogen Homologues in Medicinal

Chemistry and Drug Design. Journal of medicinal chemistry, 64(14), 9786-9874.

[2] Ahamed, M. |., & Prasad, R. (Eds.). (2021). Advanced antimicrobial materials and

applications. Singapore: Springer.

[3] Shinde, D. B., Pawar, R., Vitore, J., Kulkarni, D., Musale, S., & S Giram, P. (2021).
Natural and synthetic functional materials for broad spectrum applications in
antimicrobials, antivirals and cosmetics. Polymers for advanced technologies, 32(11),

4204-4222.

[4] Amato, D. N., Amato, D. V., Mavrodi, O. V., Martin, W. B., Swilley, S. N., Parsons, K.
H., Mavrodi, D. V., Patton, D. L. (2017). Pro-Antimicrobial Networks via Degradable
Acetals (PANDAs) Using Thiol-Ene Photopolymerization. ACS macro letters, 6(2), 171-
175.

[5] Amato, D. V., Amato, D. N., Blancett, L. T., Mavrodi, O. V., Martin, W. B., Swilley, S.
N., Sandoz, M. J., Shearer, G., Mavrodi, D. V., Patton, D. L. (2018). A bio-based pro-
antimicrobial polymer network via degradable acetal linkages. Acta biomaterialia, 67,

196-205.

[6] Amato, D. N., Amato, D. V., Adewunmi, Y., Mavrodi, O. V., Parsons, K. H., Swilley, S.
N., Braach, D. A., Walker, W. D, Mavrodi, D. V., Patton, D. L. (2018). Using aldehyde
synergism to direct the design of degradable pro-antimicrobial networks. ACS applied

bio materials, 1(6), 1983-1991.

[7] Felgueiras, A. P. Catalisadores para desenvolvimento de processos sequenciais

sustentdveis. Dissertacdao de Mestrado. Coimbra University, 2021.

[8] Porta, R., Benaglia, M., & Puglisi, A. (2016). Flow chemistry: recent developments in
the synthesis of pharmaceutical products. Organic process research &

development, 20(1), 2-25.

60



Capitulo 2 — Processos de sintese de precursores de antibacterianos em fluxo continuo

[9] Hone, C. A,, & Kappe, C. O. (2021). Towards the Standardization of Flow Chemistry
Protocols for Organic Reactions. Chemistry — Methods, 1(11), 454-467.

[10] Shahid, M., & Malik, A. (2003). Multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa strains
harbouring R-plasmids and AmpC B-lactamases isolated from hospitalised burn patients

in a tertiary care hospital of North India. FEMS microbiology letters, 228(2), 181-186.

[11] Shahid, M., Malik, A., Akram, M., Agrawal, L. M., Khan, A. U., & Agrawal, M. (2008).
Prevalent phenotypes and antibiotic resistance in Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae at an Indian tertiary care hospital: plasmid-mediated cefoxitin

resistance. International journal of infectious diseases, 12(3), 256-264.

[12] Wei, Q. Y., Xiong, J. J.,, Jiang, H., Zhang, C., & Ye, W. (2011). The antimicrobial
activities of the cinnamaldehyde adducts with amino acids. International journal of food

microbiology, 150(2-3), 164-170.

61






Capitulo 3 —Sintese de fotossensibilizadores e terapia fotodinamica antimicrobiana

Capitulo 3

Sintese de fotossensibilizadores e terapia fotodinamica

antimicrobiana

3.1. Sintese de fotossensibilizadores do tipo porfirina catidnicas

Os fotossensibilizadores (PS, do inglés Photosesitizer) sdo entidades quimicas
capazes de absorver luz e produzir espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive
Oxygen Species), funcionando como agentes intermedidrios em terapias, como a terapia
fotodindmica antimicrobiana (aPDT). Resumidamente, esta terapia baseia-se na
administracdo de um PS, seguida de irradiacdo com uma fonte de luz apropriada,
desencadeando multiplos mecanismos de morte bacteriana por oxidacdo das suas

biomoléculas. 23

De entre os PSs ideais, os macrociclos tetrapirrolicos (porfirinas) sdo moléculas
aromaticas altamente conjugadas com facil capacidade de modulagao estrutural, sendo
amplamente utilizadas como PSs em aPDT. Usualmente, devido a necessidade de
alguma hidrofilicidade e/ou cargas positivas no PS, de modo a aumentar a afinidade e a
capacidade de interacdao com os residuos carregados negativamente da membrana
celular das bactérias, especialmente das bactérias Gram-negativas, as porfirinas
aplicadas nesta estratégia terapéutica sao porfirinas catidnicas. Este tipo de PS com uma
ou mais cargas positivas intrinsecas, usualmente em atomos de azoto quaternarios,
proporcionam uma inativacdo mais eficiente de bactérias, tanto Gram-positivas como

Gram-negativas.* >

Neste ambito, o objetivo deste subcapitulo centra-se na sintese de PS do tipo
porfirina catidonica, derivados da 5,15-bis(1-metilimidazol-2-il)porfirina 3.1 e na
modulacao da anfifilicidade dos mesmos, numa tentativa de desenvolver derivados com
estruturas e propriedades otimizadas para aPDT, de modo a promover a permeagao
membranar, aumentando consequentemente, a sua atividade antibacteriana (figura

3.1).
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Figura 3.1 — Modulagao estrutural pretendida de porfirinas catidnicas do tipo trans-di-

imidazolil, obtidas a partir de 3.1

3.1.1. Sintese de trans-di-imidazolil-porfirinas cationicas

No sentido de desenvolver novos fotossensibilizadores com estruturas
otimizadas para aPDT, preparou-se um conjunto de trans-di-imidazolil-porfirinas
catidnicas, cuja anfifilicidade foi modulada de modo a facilitar a permeac¢dao de

membranas e inativacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

O trabalho descrito nesta sec¢do centra-se na reacdo de cationizagdo da 5,15-
bis(1-metilimidazol-2-il)porfirina 3.1, obtida comercialmente, com diversos agentes
cationizantes, nomeadamente, iodometano, 1,1,1-trifluro-3-iodopropano e 3-
iodopropanol. Estes agentes foram selecionados com o propdsito de tentar estabelecer
uma relacdo entre a anfifilicidade dos compostos e a sua atividade biolédgica, tendo
também em consideracdao as suas caracteristicas fotofisicas e fotoquimicas mais
relevantes (coeficiente de absortividade molar e rendimento quantico de formacao de
oxigénio singuleto).
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Numa primeira aproximacao, procedeu-se a cationizacdo da porfirina 3.1 com
iodometano, obtendo-se a 5,15-bis(1,3-dimetilimidazol-2-il)porfirina 3.2. Esta foi
preparada pela dissolucdo da porfirina base em DMF e adicdo do iodometano a mistura
reacional, deixando-se a mesma sob agitacdo durante 24 horas a 30 °C (figura 3.2).
Terminada a reacao, a porfirina 3.2 foi precipitada pela adi¢ao de éter dietilico, tendo-
se seguido uma filtragdo. A dicationiza¢ao foi confirmada por RMN de protao e por

espetrometria de massa (ESI positivo), tendo-se obtido um rendimento final de 82%.
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Figura 3.2 — Metodologia sintética seguida na preparagdo da 5,15-bis(1,3-dimetilimidazol-2-il)porfirina
3.2

De seguida, preparou-se a 5,15-bis(1-metil-3-(1,1,1-trifluoropropil)imidazol-2-
il)porfirina 3.3, através da cationizacdo da porfirina 3.1 com 1,1,1-trifluoro-3-
iodopropano. Para tal dissolveu-se a porfirina de partida em DMF e adicionou-se
faseadamente 100 equivalentes do agente cationizante (1,1,1-trifluoro-3-
iodopropanol), deixando-se a mistura reacional sob agitacdo durante 72 horas a 60 °C
(figura 3.3). Apds um processo de purificacdo semelhante ao descrito previamente, a

porfirina catidénica 3.3 foi obtida com um rendimento final de 84%.
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Figura 3.3 — Metodologia sintética seguida na preparagao da 5,15-bis(1-metil-3-(1,1,1-

trifluoropropil)imidazol-2-il)porfirina 3.3
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Por fim, procedeu-se a sintese da 5,15-bis(1-metil-3-(3-hidroxipropil)imidazol-2-
il)porfirina 3.4, por meio da cationizagao da porfirina base 3.1 com 3-iodopropanol. Esta
reacao requer a dissolucdo da porfirina 3.1 em acetona e adicdo faseada do agente
cationizante, 3-iodopropanol, a mistura reacional (figura 3.4). A mistura foi deixada sob
agitacdo, a temperatura ambiente, durante 15 dias. Apds termino da reacao, evaporou-
se o solvente e precipitou-se o produto com 2-metiltetra-hidrofurano. Tal como nas
reagOes de cationizagdo anteriores, a dicationizacao foi confirmada por RMN de protao

e por massa (ESI positivo), obtendo-se um rendimento final de 59%.
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Figura 3.4 — Metodologia sintética seguida na preparagdo 5,15-bis(1-metil-3-(3-hidroxipropil)imidazol-2-

il)porfirina 3.4

Todas as porfirinas cationicas sintetizadas foram obtidas com rendimentos finais
moderados a altos (59-84%). A caracterizacdo completa das porfirinas 3.2 — 3.4
encontra-se descrita na sec¢do experimental (Capitulo 4), apresentando-se a titulo de
exemplo na figura 3.5 o espetro de RMN-H de 3.4 e uma proposta de atribuicdo dos

sinais observados.
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Figura 3.5 — Espetro de RMN-'H do fotossensibilizador 3.4 em CD30D

O espetro de RMN-1H apresenta na regiao compreendida entre 0s 9 e 0s 11 ppm
os protdes aromaticos do macrociclo central (beta e meso), que se encontram
especialmente desblindados devido a elevada conjugacdo presente nestes macrocilos.
Deste modo, os dois picos a 9,18 e 9,86 ppm, cada um integrando 4 prot&es, podem ser
atribuidos aos protdes beta e o pico a 10,89 ppm aos 2 protdes meso, representados a

azul-escuro e vermelho, respetivamente.

Na proximidade deste encontram-se os picos referentes aos protdes aromaticos
dos anéis imidazol presentes nas posicoes meso 5 e 15, a 8,48 e 8,41 ppm, encontrando-
se destacados a amarelo com uma integracdo total de quatro (dois protées em cada).
Numa regido intermédia, entre os 3,5 e os 4,5 ppm, apresentam-se trés picos,
sombreados a verde e a roxo. O pico destacado a roxo integra seis hidrogénios, a 3,85
ppm, correspondendo aos grupos metilo ligados ao azoto dos anéis imidazol. Ja os picos
a verde, a 4,24 e 3,68 ppm, referem-se aos CH; da cadeia carbonada do grupo
cationizante ligados ao N do imidazol e ao grupo hidroxilo, integrando quatro
hidrogénios cada pico. Uma vez que ambos se encontram ligados a grupos atractores de
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eletrdes, torna-se inexequivel fazer uma atribuicdo inequivoca sem recurso a outras
técnicas. Por fim, o sinal a 1,82 ppm, destacado a laranja, corresponde ao CH;
intermédio do grupo cationizante. Este sinal apresenta um desvio quimico menor que
os restantes CH; por os seus hidrogénios se apresentarem mais protegidos, uma vez que
o carbono ao qual estdo ligados ndo se encontra diretamente ligado a um atomo

eletronegativo.

Tendo por base que as imidazolil porfirinas catidnicas 3.2, 3.3 e 3.4 sintetizadas
foram desenvolvidas com o objetivo de projetar novos potenciais fotossensibilizadores
para terapia fotodinamica antimicrobiana, foram realizados estudos fotofisicos e

fotoquimicos com as mesmas, encontrando-se estes descritos no subcapitulo seguinte.

3.2. Estudos fotofisicos e fotoquimicos

Na secc¢do anterior foi discutida a sintese de uma familia de trans-di-imidazolil
porfirina catidnica com diferentes caracteristicas estruturais, o que poderd levar
consequentemente a propriedades fotofisicas e fotoquimicas distintas. Uma vez que
este conjunto de moléculas foi projetado no ambito de desenvolver novos
fotossensibilizadores, torna-se importante frisar algumas caracteristicas essenciais de
fotossensibilizadores destinados a terapia fotodindmica antimicrobiana, como elevados
coeficientes de absor¢ao molar e rendimentos quanticos de formagao de oxigénio

singuleto.

Para uma compreensdo mais clara sobre os fenémenos envolvidos no
mecanismo de acdo da terapia fotodinamica antimicrobiana, apresenta-se na figura 3.6
um diagrama de Jablonski esquematizado, que nos permite analisar os fendmenos
resultantes das interacdes do fotossensibilizador com a luz. Tipicamente, as moléculas
encontram-se num estado singuleto, que corresponde ao seu estado fundamental (So).
Quando esta molécula absorve luz transita para um estado vibracional excitado (S1...Sn)
de maior energia. Segundo a regra de Kasha, apesar de a transicdo mencionada ser
possivel para todos os estados excitados, ocorre um decaimento por processos nao
radiativos para o estado excitado de mais baixa energia (S1).” A partir deste nivel, o
retorno para o estado fundamental singuleto (So) pode ocorrer de forma direta, através

68



Capitulo 3 —Sintese de fotossensibilizadores e terapia fotodinamica antimicrobiana

da emissdo de luz (fluorescéncia), por transferéncia de energia (ci, conversado interna)
ou de forma indireta (cis, conversdo intersistemas para o estado tripleto T1). Este estado
pode decair ndo radiactivamente por conversao interna ou radiactivamente por emissao
de fosforescéncia. No caso da terapia fotodinamica antimicrobiana, este estado pode
ainda reagir com o oxigénio do meio através de dois mecanismos: I) transferéncia de
eletrdes para o oxigénio molecular, gerando radicais hidroxilo (OH:), aniGes superdxido
(027),2 1) transferéncia de energia para o oxigénio molecular, levando a passagem do
oxigénio do estado fundamental (tripleto) para o estado excitado singuleto (10,).> °
Estas espécies reativas de oxigénio, quando formadas em meios bioldgicos, possuem
uma grande capacidade oxidativa que origina reacdes irreversiveis que desencadeiam

processos de morte celular.!

= H202
Sn== OH-

4 %a | O _  Bactéria
§1 mm————— i | viva

- 3PS 0,  Immmp
"% Bactéria
i -x' morta
Il

= o = = 1

- —= 0]
Y — — 2

Fotossensibilizador

Figura 3.6 — Diagrama de Jablonski simplificado onde se encontram representados os principais
fendmenos radiativos e ndo-radiativos de um fotossensibilizador: absorgao, fluorescéncia, conversao
interna (ci), relaxacdo vibracional (rv), cruzamento intersistemas (cis), fosforescéncia e transferéncia de

energia para o oxigénio molecular (estado tripleto)

Deste modo, sera apresentado nos subcapitulos seguintes os estudos das
absortividades molares e rendimentos quanticos de formacdo de oxigénio singuleto,
gue constituem dois parametros fotofisicos e fotoquimicos fundamentais para o sucesso

destes fotossensibilizadores em aPDT.
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3.2.1. Determinacao coeficientes de absor¢dao molar

A determinagdo dos coeficientes de absor¢do molar (€) foi baseada na utilizagdo

da Lei de Beer-Lambert (equacgdo 3.1).
I
A) = —log(T) = —logl— =¢elc 3.1
0

Esta lei estabelece uma relagao entre a absorvancia (A) e a transmitancia (T),
sendo esta ultima calculada pela razao entre a intensidade da luz antes (lo) e apds (l)
incidir na amostra. A absorvancia, por sua vez, relaciona-se linearmente com a
concentracdo da amostra (c), o comprimento 6tico (¢) e a absorcdo molar (g).12 Assim, é
possivel calcular este coeficiente para cada banda de absor¢do caracteristica de um
espetro de absorcdo de porfirinas, nomeadamente, para a Soret e para as quatro bandas
Q. Como titulo de exemplo, apresenta-se na figura 3.7 os espetros de absorcdo das

porfirinas 3.1 e 3.4, usando etanol como solvente.

1,0 5

—31

0,8
—34

0,6

Absorvancia

0,4+

0,2

010 T T T T 1
400 600 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.7 — Espetros de absorc¢do das porfirinas 3.1 e 3.4 em etanol
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Como podemos verificar pela figura 3.7, em ambos os casos um espetro tipico
de porfirinas é observado. O padrao da banda Soret e das quatro bandas Q de ambos os
espetros apresentados estdo em concordancia com a literatura.’®> De notar que as
bandas Q de 3.1 e 3.4 possuem intensidades relativas semelhantes, enquanto 3.4

apresenta um pequeno alargamento da banda Soret comparativamente a 3.1.

Para avaliar a absor¢do de luz através do coeficiente de absor¢ao molar é
necessario ter alguns cuidados na aplicacao da Lei de Beer-Lambert (equagdo 3.1), de
entre os quais a preparagdo de solugdes com concentragdes que permitam obter picos
de absorgdo entre os 0,1 e 1,0. De modo a obter uma relagao linear entre todos os
pontos, foram preparadas solu¢cdes com concentracdes bem definidas (10 — 10> M) de
3.2, 3.3 e 3.4, usando etanol como solvente. Como exemplo, apresenta-se na figura 3.8
os espetros obtidos para as varias solucdes no caso da porfirina 3.4 e o respetivo ajuste
linear entre as concentracdes e a absorvancia para a banda Soret, onde o declive

representa o coeficiente de absor¢ao molar ().

1,0 § 1,04

Equation y=a+b*
—2,37E-5M Intercept 0,01762 + 0,01222 = A
1,78E-5M 0 |SoPe 29881,90559 + 813,75826 Ajuste linear
0,8 —148E-5M —~ 7 |Rr-square (cop) 0,99704
—1,19E-5M g
8,90E-6 M S
064 5,93E-6 M T 06
el
(5}
=
g
0.4+ S 04+
(%]
Ko}
<<
0,2 4 0,2
0,0 T T — gl 0,0 T T T T T
400 600 800 50E-06  10E-05  15E-05  20E-05  2,5E-05
Comprimento de onda (nm) Concentragéo (M)

Figura 3.8 — Espetro de UV-Vis de todas as solugdes de 3.4 em etanol e relagdo obtida ente

concentragbes e absorvancia a 400 nm com respetivo ajuste linear

Os valores de € obtidos para cada banda de absorcdo das porfirinas em estudo
encontram-se descritos na seccdo experimental (Capitulo 4) e sumarizados na tabela

3.1, estando de acordo com a literatura para meso-aril porfirinas catiénicas.'® 14

71



Capitulo 3 —Sintese de fotossensibilizadores e terapia fotodinamica antimicrobiana

Tabela 3.1 — Valores € obtidos em etanol para cada porfirina em estudo
Amostra e(A)

5,4 x 10*(395 nm)

I- 4,6 x 10° (496 nm)

/ \
C; ]
N\ /N+ 5,0 x 103 (532 nm)
I-
32 2,2 x 10° (572 nm)
4,1 x 103 (625 nm)
5,2 x 10% (395 nm)
CF,
- 3,5 x 103 (498 nm)
\
NY N
[N\ \N] 4,0 x 10% (533 nm)
\
- 3
3.3 F3C 1,5 x10° (572 nm)
3,1 x 103 (626 nm)
3,0 x 10* (400 nm)
HO,
I- \ 2,8 x 103 (499 nm)
N* N
> |
[N \N:l 3,0 x 10% (536 nm)
\
" 3
3.4 oH 2,2 x10° (576 nm)

1,9 x 103 (627 nm)

3.2.2. Determinacdo do rendimento quantico de oxigénio singuleto

O rendimento quantico de formacao de oxigénio singuleto (¢a) € uma forma de
avaliar a capacidade de os fotossensibilizadores produzirem espécies reativas de
oxigénio mediante a exposicdo a uma fonte de luz. Para a determinacdo deste
parametro utilizou-se como referéncia a fenalenona, tendo-se optado pelo uso da
técnica de emissdo de fosforescéncia resolvida no tempo, uma vez que este método

permite a medicdo direta da emissao de fosforescéncia do oxigénio singuletoa 1270 nm

72



Intensidade (1270nm)

Capitulo 3 — Sintese de fotossensibilizadores e terapia fotodindmica antimicrobiana

para diferentes energias de pulso do laser. Salienta-se que estes estudos foram

realizados sob o apoio tutorial de Fabio Schaberle.

Os estudos para a determinacdo do rendimento quantico de formacdo de
oxigénio singuleto foram realizados usando etanol como solvente, porém nado se
encontrou descrito na literatura o rendimento quantico da referéncia em etanol. Por
isso, considerou-se o valor do solvente com polaridade mais préxima (da fenalenona = 0,95
em metanol).!> Deste modo, foram preparadas solu¢des das amostras e da referéncia
(fenalenona) com absorvancia aproximada de 0,2 a 355 nm, com a finalidade de obter
um equilibrio entre a intensidade do sinal e evitar fendmenos de agregacao.
Posteriormente, para cada energia do laser foi obtido um decaimento da fosforescéncia

do oxigénio singuleto, sendo estes ajustados a uma exponencial (figura 3.9).

a) b)
—— Fenalenona —34
— A i —— Ajuste exponencial
0,002 4 Ajuste exponencial 0,002 J p
Equation y = Al*exp(-x/tl) + yO —~ Equation y = Al*exp(-x/tl) + yO
yo 5,6037E-5 +1,22112E-5 g yo -1,28711E-4 + 8,08957E-6
Al 0,00132 + 3,7946E-5 o Al 5,68093E-4 + 2,87538E-5
ol 8,74424E-6 +0 R t1 1,6265E-5+0
14 Adj. R-Square 0,73392 o) Adj. R-Square 0,46777
|
0,001+ ‘\' S 0,001+
i l @
il S
"] g
l‘ | [}
Il l ml b=
I "h“y\r"uﬂ I l l B
i ‘HW A Lin,‘l““ A A “HI
0,000 - | Ll 0,000
T T T T 1
0,0E+00 2,0E-05 4,0E-05
Tempo (s) Tempo (s)

Figura 3.9 — Intensidade de fosforescéncia do oxigénio singuleto ao longo do tempo medida a 1270 nm

utilizando iguais intensidades de laser: a) Fenalenona (MeOH); b) 3.4 (EtOH)

Da equagao de ajuste obtida foi retirado o valor do pré-exponencial (A1) e o
respetivo erro, sendo estes valores utilizados para a constru¢cdo de um novo grafico do
valor de A; em funcdo da energia do laser (figura 3.10). A este grafico foi realizado um

ajuste linear dos valores e retirado o respetivo declive da reta (S).
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a) b)
2,0E-03 ~ 8,0E-04
®  Fenalenona L] 3._4 _
Ajuste linear —— Ajuste linear
Equation y=a+b* Equation y=a+b*x
15E-03 |Intercept -7,64009E-5 + 3,49137E-5 6,0E-04 - |Intercept 2,51268E-5 + 2,08922E-5
' Slope 1,20836E-4 + 4,49648E-6 Slope 3,42935E-5 +2,29178E-6
R-Square (COD) 0,99312 R-Square (COD) 0,96969
1,0E-03 —  4,0E-04
<
5,0E-04 2,0E-04 4
0,0E+00 0,0E+00
T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12
Energia do laser

14

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Energia do laser

Figura 3.10 — Ajuste linear do valor pré-exponencial (A1) em fungdo da energia do laser: a) Fenalenona

(MeOH); b) 3.4 (EtOH)

Uma vez que o rendimento quantico de formacdo de oxigénio singuleto é
definido como a razdo entre o nimero de moléculas de oxigénio singuleto produzidas e
o numero total de fotdes absorvidos pela amostra, este pode ser calculado por um

método comparativo através da equacdo 3.2:%°

S 1 — 10~ ARes
1—10-4

ba= &5 (3.2)

SRef
Re . P ~ . s .

Onde ¢, ! corresponde ao rendimento quantico de formacao de oxigénio singuleto da

referéncia, S e Sgrer representam o declive da reta obtida através do ajuste linear da

amostra e da referéncia, respetivamente. A e Ager correspondem a absorvancia da

amostra e da referéncia ao comprimento de onda de excitacio (355 nm),

respetivamente. Os valores de ¢, obtidos para cada amostra encontram-se resumidos

na tabela 3.2.
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Tabela 3.2 — Valores de ¢a obtidos em etanol para cada porfirina em estudo

Amostra ba
3.2 0,63
3.3 0,46
3.4 0,27

Os resultados obtidos permitem concluir que, nos compostos estudados, se
observa uma diminuicdo considerdvel dos rendimentos quanticos de formacdo de
oxigénio singuleto com o aumento da cadeia alquilica e da anfifilicidade do grupo
cationizante. Os decréscimos nos valores de ¢a podem ser devidos a efeitos de
agregacdo, dado que 3.4 apresenta um espetro de UV-Vis com a banda Soret mais
alargada. Todavia, os resultados de ¢a para 3.2 e 3.3 encontram-se de acordo com os
dados anteriormente reportados referentes a porfirinas catidnicas do tipo di-
imidazolil.'” 18 Relativamente a 3.4, estudos adicionais respeitantes ao efeito do

solvente, encontram-se, de momento, em curso.

Finalmente, as porfirinas catidnicas 3.2, 3.3 e 3.4 foram estudadas do ponto de
vista bioldgico, tendo-se avaliado o seu potencial como fotossensibilizadores para
aplicacdo em terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT). Deste modo, os estudos
prosseguiram com a avaliacdo da fotoinativacdo de microorganismos pelos compostos
sintetizados, assim como estudos de terapia dual conjuntamente com os aldeidos de

ocorréncia natural estudados no Capitulo anterior (Capitulo 2).
3.3. Terapia fotodinamica antimicrobiana

Considerando o numero crescente de microrganismos resistentes aos
antibidticos atualmente comercializados, o uso de terapias alternativas eficientes e
menos suscetiveis a mecanismos de resisténcia sdo extremamente relevantes. Uma
abordagem alternativa bastante promissora é a terapia fotodinamica antimicrobiana
(aPDT), ndo existindo, até ao momento, estudos reportados de inducdo de resisténcia a

aPDT apés tratamentos consecutivos com doses subletais.?® 2° Nesse sentido, ao longo
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deste subcapitulo serdo apresentados e discutidos os estudos de inativacdo bacteriana

do conjunto de fotossensibilizadores do tipo porfirina catidnica sintetizados.

As bactérias Gram-negativas sdo das mais dificeis de erradicar e das mais
resistentes aos antibidticos comumente utilizados, tendo a OMS reportado
recentemente um relatério onde destacou trés tipos de bactérias Gram-negativas para
as quais o desenvolvimento de novas moléculas e terapias antimicrobianas é de
prioridade critica. De entre as bactérias mencionadas destaca-se a Escherichia coli, uma
bactéria da microbiota intestinal normal, existindo, no entanto, estirpes patogénicas
que podem causar feridas cronicas, infecdes do trato urindrio, entre outras.?! Tendo por
base este conhecimento, selecionou-se a estirpe E. coli ATCC 25922 da American Type
Culture Collection para determinar e comparar os efeitos antibacterianos das porfirinas

cationicas 3.2, 3.3 e 3.4.

O protocolo para os estudos de fotoinativagdo iniciou-se pela preparacdo da
suspensado bacteriana a partir de coldnias puras crescidas overnight, de forma a alcancar
um padrao de turbidez equivalente a 0,5 na escala de McFarland, correspondendo a
1,5x108 unidades formadoras de coldnias (UFC)/mL. De seguida, uma placa de 96 pocos
estéril foi preparada com pocos contendo solugbes aquosas com diferentes
concentra¢des dos fotossensibilizadores 3.2-3.4 (100 nM e 1 uM), aos quais foram
adicionados 10 pL do inéculo anteriormente preparado. A placa foi colocada sob
agitacdo durante 1 hora no escuro, sendo posteriormente exposta a luz (1,36 J/cm?).
Para o protocolo no escuro (fotossensibilizador sem irradiacdo), a placa foi incubada
coberta de papel de aluminio durante o mesmo tempo de irradiagdo dos grupos de
aPDT. Apds irradiacdo, as amostras foram diluidas, homogeneizadas e adicionadas a
placas de Petri. Por fim, estas ultimas foram incubadas na estufa a 37 °C durante 24
horas. Apds este periodo, a viabilidade das bactérias foi avaliada através da contagem
do numero de coldnias formadas (UFC/mL). Para cada fotossensibilizador, o ensaio foi

realizado em triplicado, encontrando-se os resultados obtidos na figura 3.11.
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E. coli ATCC 25922
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) n - BEm Escuro (1 uM)
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Figura 3.11 - Efeito da inativacdo fotodindmica em fungdo da concentragdo para a E. coli para uma dose
de luz de 1,36 J/cm?; “X” denota a inativacdo completa do indculo; os rétulos * (p < 0,05), ** (p < 0,01) e

*** (p < 0,001) representam a diferenca estatistica relativamente ao grupo controlo.

Fazendo uma analise comparativa, pode notar-se que na concentracdo maxima
estudada (1 uM) todas as porfirinas catiénicas estudadas inativaram eficientemente a
E. coli, promovendo uma reducdo de 7 logio na sua viabilidade. Relativamente a
concentracdo de fotossensibilizador de 100 nM, o valor de fotoinativacdo mais elevado
foi obtido para o PS 3.4, atingindo uma redugdo de UFC/mL em 4 logiode E. coli. Os PSs
3.2 e 3.3 apresentam valores de inativacdo menores, alcangcando uma reducdo de 3 e 2
logio, respetivamente. No que diz respeito a incubagdo no escuro com uma
concentracdo de 1 pM de fotossensibilizador, nenhum dos compostos testados

apresentou toxicidade.

Tendo por base os resultados apresentados, conclui-se que o fotossensibilizador
mais ativo revelou ser a porfirina catidnica 3.4. Comparando os fotossensibilizadores 3.2
e 3.3, a alteragdo de um grupo metilo para uma cadeia alquilica maior com término num
grupo funcional haloalquil (CF3), ndo promoveu uma diferenca significativa na inativacdo
da E. coli. No entanto, a modificacdo do grupo funcional no término da cadeia alquilica

de um grupo mais lipofilico (CF3; fotossensibilizador 3.3) para um grupo mais hidrofilico
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(OH; fotossensibilizador 3.4) conduziu a um aumento da fotoinativagdo. Apesar de 3.4
apresentar valores de coeficientes de absor¢dao molar e de rendimento quantico de
formacdo de oxigénio singuleto menores relativamente a 3.2 e 3.3, este
fotossensibilizador demonstra ser o mais promissor nos estudos de fotoinativagao. Tal
pode dever-se a uma melhor interacdo de 3.4 com os componentes da membrana

bacteriana comparativamente aos restantes PSs estudados.

HO,
I- I-
\ \
N N N*
» s .
N* N N
\ \
I- I-
FsC
3.3 3 3.4 OH

Figura 3.12 — Estrutura quimica das porfirinas catidnicas testadas como fotossensibilizadores, com

enfase nos seus grupos cationizantes.

Considerando todos os resultados apresentados, torna-se possivel concluir que
o efeito da modulacdo da anfifilicidade das diferentes cadeias cationizantes nos
fotossensibilizadores nao é facilmente previsto, tornando o desenvolvimento de novos
compostos consideravelmente mais dificil. No entanto, para um melhor entendimento
sobre a potencialidade das porfirinas catidnicas sintetizadas como fotossensibilizadores,
estudos, como estudos de internalizacdo celular bacteriana e estudos de citotoxicidade
no escuro e fototoxicidade em células humanas, seriam necessarios. Todavia, os
resultados apresentados abrem portas e oferecem informacdes relevantes para a
sintese de entidades quimicas inovadoras e futuras investigacdes no ambito da

resisténcia bacteriana.

3.4. Terapia dual

Como mencionado no capitulo 1 desta Dissertacao, uma das melhores maneiras
de evitar a resisténcia aos antibacterianos compreende a combinacdo de multiplos
mecanismos de acdo, de modo que sejam necessarias multiplas mutacdes nos diversos
alvos moleculares para gerar resisténcia, diminuindo drasticamente a sua probabilidade

de ocorréncia. Com base nestas premissas, conjugou-se o aldeido 1.10, que apresentou
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melhor didmetro de inibicdo bacteriana, com o fotossensibilizador 3.4, considerado o
mais eficaz nos estudos de aPDT em culturas bacterianas plancténicas de E. coli,

descritos no subcapitulo anterior.

Figura 3.13 — Estrutura quimica do aldeido 1.10 usado em combinagdo com a porfirina 3.4

como fotossensibilizador nos estudos de terapia dual

Do mesmo modo que nos ensaios de aPDT, o protocolo iniciou-se pela incubacao
no escuro (1 h) de uma suspensdo bacteriana de E. coli com: i) uma solugdo agquosa sem
PS ou aldeido (controlo, figura 3.13); ii) uma solucdo aquosa de PS 3.4 a 50 — 100 nM
(3.4 0% DMSO; figura 3.13); iii) uma solucdo aquosa com 5% de DMSO de PS 3.4 a 50 —
100 nM (3.4 5% DMSO; figura 3.13); iv) uma solugdo aquosa com 5% de DMSO de PS 3.4
a 50 — 100 nM e com o aldeido 1.11 a 1 mg/mL (3.4 + 1.11 5% DMSO; figura 3.13). De
seguida, todos os grupos foram irradiados com um LED azul (A= 415 nm; 1,36 J/cm?).
Apbs irradiagdo, o numero de UFC/mL presente em cada amostra foi determinado de
acordo com o procedimento descrito previamente. Este ensaio foi realizado em

triplicado, apresentando-se os resultados obtidos na figura 3.14.
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E. coli ATCC 25922
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Figura 3.14 — Efeito terapia dual para a E. coli para uma dose de luz de 1,36 J/cm?; “X” denota a
inativacdo completa do indculo; os rétulos * (p < 0,05), ** (p < 0,01) e *** (p < 0,001) representam a

diferenca estatistica relativamente ao grupo controlo

Numa primeira aproximacao, testou-se uma concentracdo de fotossensibilizador
de 100nM (concentragdo minima testada nos estudos de fotoinativacdo). Como
podemos observar pelo grafico apresentado na figura 3.13, sob esta concentracdo, o
Fotossensibilizador 3.4 manteve a sua atividade na inativacdo da E. coli (4 logio). J4 para
a sua combinacdo com 5% de DMSO e com o aldeido 1.10 (5% DMSO) observou-se uma
fotoinativacdo completa do indculo, o que ndo nos permite retirar nenhuma conclusdo
sob a eventual atividade sinérgica entre aPDT usando 3.4 e 1.10. Tal deve-se ao facto de
esta percentagem de DMSO possuir alguma atividade antimicrobial, sendo, no entanto,
necessaria para a dissolu¢do do aldeido. Tendo por base este resultado, numa segunda
aproximacao, diminuiu-se a concentracdo de PS para 50 nM. Para esta observou-se uma
menor atividade fotodinamica contra E. coli quando o fotossensibilizador 3.4 foi
utilizado em regime de monoterapia, atingindo apenas aproximadamente uma

inativacdo de 1 logio (0% DMSO) e 3 logio (5% DMSO). Quando foi efetuada a terapia
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dual utilizando 3.4 + 1.10 (5% DMSO), ocorreu uma inativagdo completa (>6 logio) da

estirpe estudada.

Considerado os resultados obtidos, podemos concluir que apenas para a
concentragdo de fotossensibilizador de 50 nM foi possivel obter informacgdes relativas
as potencialidades da utilizacdo de 3.4 + 1.10 em aPDT. Nesta combinacao, foi notdvel
um efeito sinérgico, que resultou num decréscimo do nimero de UFC/mL de E. coli
comparativamente com a aPDT em regime de monoterapia. Estudos prévios reportaram
qgue 1.10 exerce a sua atividade antibacteriana através da destruicdo da estrutura da
membrana celular bacteriana. No entanto, os seus alvos moleculares ainda ndo sdo bem
compreendidos.?? Todavia, a interacdo sinérgica observada nesta terapia dual pode ser
devida a uma rutura na integridade da membrana celular, por agdo conjunta dos ROS

(peroxidacao lipidica) com o aldeido em estudo.
3.5. Conclusodes

O objetivo fulcral deste capitulo centra-se na sintese de trans-di-imizadoil
porfirinas catidnicas funcionalizados com multiplos grupos funcionais visando obter
compostos com diferentes anfifilicidades, de modo a desenvolver novos
fotossensibilizadores para aplicacdo em terapia fotodindmica antibacteriana.
Posteriormente, numa tentativa de evitar o aparecimento de resisténcia bacteriana
procedeu-se a estudos de terapia dual, conjugando terapias e moléculas com multiplos

mecanismos de agao.

Inicialmente, comecou-se por sintetizar um conjunto de fotossensibilizadores do
tipo porfirina catidnica (3.2, 3.3, 3.4) derivados da porfirina 3.1, que serviu de base para
as diferentes modulacdes estruturais selecionadas de acordo com as caracteristicas
pretendidas. As di-imidazolil porfirinas catidnicas 3.2, 3.3 e 3.4 foram obtidas com
rendimentos entre 59-84%, tendo as diferentes reatividades dos agentes cationizantes
utilizados (iodometano para 3.2, 1,1,1-trifluoro-3-iodopropanol para 3.3 e 3-
iodopropanol para 3.4) influenciado as condi¢des de cada reagdo (temperatura e tempo

de reacdo).
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Apds efetuar a sintese das moléculas desejadas, foram realizados estudos
fotofisicos e bioldgicos, avaliando-se propriedades essenciais na projecao de
fotossensibilizadores para aPDT, nomeadamente, coeficientes de absor¢do molar,
rendimentos quanticos de formacgdao de oxigénio singuleto e fotoinativacdo de uma
bactéria gram-negativa (E. coli ATCC 25922). Relativamente ao primeiro ponto, todos os
compostos apresentam um valor de € dentro da mesma ordem de valores, tendo a
porfirina catidnica 3.2 os valores mais elevados para a banda Soret. Do mesmo modo, o
maior rendimento quantico de formacado de oxigénio singuleto foi também obtido para
3.2. Relativamente aos estudos de bioldgicos, para a concentracao de 100 nM e 1,36
J/cm? de dose de luz, o composto 3.4 foi o que apresentou os melhores valores de

fotoinativacao (4 logio) da E. coli.

Por fim, realizou-se uma experiéncia de terapia dual em E. coli, através da
combinag¢do de aPDT usando a porfirina catiénica 3.4 com o aldeido 1.10, avaliado
previamente quanto a sua atividade antibacteriana. Apds a andlise do efeito da
concentracao de 3.4, concluiu-se que a combinacao de doses sub-bactericidas de aPDT
usando o fotossensibilizador 3.4 (50 nM a 1,36 J/cm?) com o aldeido 1.10 (1 mg/mL),
levou a inativacdo total do inéculo (>6 logio), 0o que evidencia um relevante efeito

sinérgico.

Em suma, os resultados obtidos neste capitulo sdo um bom ponto de partida e
abrem caminho para o desenvolvimento de novos fotossensibilizadores do tipo porfirina
catiénica anfifilica, com propriedades estruturais moduladas para aumentar a sua
atividade antibacteriana, assim como terapias alternativas, enfatizando-se a terapia
dual, que promove a atividade de agentes antimicrobianos com um potencial menor de

suscetibilidade ao desenvolvimento mecanismos de resisténcia.
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Capitulo 4

Experimental

Neste Capitulo é fornecida toda a informacao relativa aos reagentes, solventes,
técnicas e instrumentagdo utilizada nesta Dissertacdo de Mestrado, bem como os

procedimentos de sintese e caracterizacdo dos compostos sintetizados.
4.1 Solvente e Reagentes

Todos os compostos foram comercialmente obtidos da Merck, Fluka, Strem ou
Sigma Aldrich, exceto quando indicado. Reagentes sensiveis ao ar e humidade foram
manuseados em atmosfera de argon ou nitrogénio, num sistema de vacuo, usando
técnicas de Schlenk. Todo o material de vidro foi seco por aguecimento numa estufa a
150 °C. Todos os solventes foram purificados por destilacdo simples ou, quando
necessario, devidamente secos e destilados pelos procedimentos padrées descritos! em

baixo.

2-Metiltetra-hidrofurano (Me-THF)

O solvente foi colocado num baldo com sddio e benzofenona. A mistura foi
mantida em refluxo até a observacdo de uma cor azul forte. Apds destilacdo, o solvente
foi recolhido e guardado, em atmosfera inerte, num frasco contendo peneiros

moleculares ativados (3 A).

Tolueno

O tolueno foi colocado num baldo com sddio e benzofenona. A mistura foi
mantida em refluxo até a observacdo de uma cor azul forte. Apds destilacdo, o solvente
foi recolhido e guardado, em atmosfera inerte, num frasco contendo peneiros

moleculares ativados (3 A).
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4.2 Instrumentacdo e Técnicas

Cromatografia de camada fina (TLC)

Cromatografia de camada fina (TLC) foi realizada em placas de aluminio cobertas

por gel de silica 60 (Fluka) como indicador de fluorescéncia UV254.

Cromatografia gasosa (GC)

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

de Quimica, Universidade de Coimbra).

GC-FID (Cromatégrafo Agilent-7820 equipado com uma coluna HP-5); programa:
temperatura inicial 70 °C (tempo de espera 5 min), rampa de temperatura 35 °C/min até

275 °C (tempo de espera 10 min); gas de arraste: azoto.

Tempos de retencao

3-fenilpropanal (1.9): 8,7 min
(3,3-bis(aliloxi)propil benzeno (2.1): 10,6 min

Cinamaldeido (1.10): 9,3 min

Nonanal (1.11): 8,2 min
1,1-bis(aliloxi)nonano (2.2): 10,4 min

Ultrassons

Para facilitar a dissolucdo dos compostos foi utilizado um equipamento de

ultrassom Bandelin Sonorex TK52.
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Espetroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN)

Os espetros de RMN foram realizados num espetrémetro Bruker Avance 400
(Departamento de Quimica, Universidade de Coimbra), utilizando cloroférmio
deuterado (CDCl3) e metanol deuterado (MeOD) como solventes deuterados, de acordo
com a solubilidade dos compostos. Os desvios quimicos *H e 13C, expressos em ppm, sdo

relativos a um padrdo interno de TMS.

Espetrometria de massa (HRMS, do inglés High Resolution Mass Spectrometry)

Os espetros de massa foram obtidos através de um espetrometro Bruker
Microtof, equipado com um detetor ESI (ionizacdo em electrospray), pertencente a

Unidade de Masas e Protedmica da Universidade de Santiago de Compostela.
Espectroscopia de absorgdo no ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os espectros de UV-Visivel foram obtidos num espectrofotémetro Shimadzu

2100, usando células de quartzo com percurso 6tico de 1 cm.

Os coeficientes de absor¢do molar foram determinados apds a preparacdo de
solucdes com concentracdo entre 10° e 10> M em etanol. Representou-se graficamente
a absor¢dao para o maximo da banda considerada em fung¢do da concentragdo das
diferentes soluc¢des, 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=¢g{c,onde A é aabsorvancia, € é o coeficiente de absortividade molar, £ é o caminho

Gtico percorrido pela luz e c é a concentracgao da solugao.

Rendimento qudntico de formagdo de oxigénio singuleto

O rendimento quantico de formacdo de oxigénio singuleto foi determinado
através de um método comparativo por detecao da fosforescéncia do oxigénio singuleto
a 1270 nm.? Foi utilizado um espectrometro de fotdlise por reldAmpago da Applied

Photophysics LKS.60, constituido por um laser Nd-YAG Spectra-Physics Quanta Ray GCR-
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130, um osciloscopio Hewlett Packard Infinium e como detetor um fotomultiplicador
Hamamatsu R5509-42, arrefecido a 193 K por azoto liquido. Como referéncia foi
utilizada a fenalenona (@Qaref (metanol) = 0,95).3 As solucdes de cada amostra foram
preparadas em etanol e da referéncia em metanol, com absorvancia aproximada de 0,2
a 355 nm. Esta técnica permite obter o decaimento da fosforescéncia ao longo do
tempo, podendo ser ajustada uma exponencial. Para cada soluc¢do, foram obtidos cerca
de 10 decaimentos a diferentes intensidades de laser de excitacdo. Apds o ajuste
exponencial para cada decaimento feito com recurso ao OriginPro 2019b, foram
retirados os fatores pré-exponenciais (A1) e representados em func¢do da intensidade do
laser. Os declives das retas obtidos para a amostra (S) e para a referéncia (Sref) podem
ser relacionados com o rendimento quantico de oxigénio singleto da amostra (®Da)

através da expressio:*

by = OFT S 1-10"“res
ATFA 1104

SRef

Em que A e Agref correspondem a absorvancia da amostra e da referéncia,

respetivamente.

Dispositivo de irradiag¢do para ensaios de aPDT

Para a realizacdo dos estudos planctdnicos na Faculdade de Farmdacia da
Universidade de Coimbra foi utilizado, como fonte de irradiagdo, um LED com um

maximo de emissdo a 415 nm e com uma poténcia constante de 6 mW/cm?.

Equipamento de fluxo continuo

As reacbes em fluxo continuo foram realizadas num equipamento easy-
MedChem E-Series da Vapourtec® equipado com 3 bombas peristalticas V-3. Nos
estudos realizados foi utilizado e um reator de coluna ajustavel de 6,6 mm de didmetro
interno e 100 mm de cumprimento da Omnifit® contendo o catalisador heterogéneo. O
esquema da configuracdo do equipamento utilizada nos estudos encontrasse

representada na Figura 4.1.
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Solugdo de
reagente Reator Regulador
de Pressao
Valvula de
A B Recolha
Bomba O
_//l S0cm .

P1
Figura 4.1 — Representagdo esquematica do sistema de fluxo continuo utilizado

4.3 Sintese de acetais alilicos

As reacdes de acetalizacdo de aldeidos foram realizadas, partindo dos aldeidos
obtidos comercialmente. Estas rea¢des foram efetuadas em sistemas em batch e/ou em

sistemas em fluxo continuo, estando descritas em pormenor nos paragrafos seguintes.
4.3.1 Acetalizacdo em modo batch/convencional

A um baldo foi adicionado o catalisador acido (Amberlite IR-120) e adicionado
alcool alilico (10 mL). Em seguida é adicionado o aldeido (3-fenilpropanal, 2,3 mmol)
obtidos comercialmente. A mistura foi deixada em agitacdo a 70 °C durante 24 h. Apds

o fim da reacdo, foi retirada uma pequena aliquota para analise em GC.

4.3.2 Acetalizagdao em batch com recurso ao aparato de Dean-Stark

A um baldo foi adicionado o catalisador acido (Amberlite IR-120 e
Montmorillonite K10) e adicionado tolueno (15 mL), alcool alilico (5 mL) e, em seguida,
o aldeido (3-fenilpropanal) obtido comercialmente. Com recurso ao aparato de Dean-
Stark, a mistura foi deixada em refluxo, sob agitacdo, a 120 °C durante 4 h. Apds o

término da reacao, foi retirada uma pequena aliquota para andlise em GC.
4.3.3 AcetalizagGes em fluxo continuo

As solucdes para a reacdo foram preparadas ao dissolver os aldeidos desejados
(0,1 M) numa solugdo com uma proporg¢do volumétrica de 1:1 de alcool alilico/2-

metiltetra-hidrofurano (equivalentes de alcool/aldeido em mol - 73:1). O reator
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utilizado foi um reator de coluna compactado com 2 g da resina Montmorillonite K10,
usando 2-metiltetra-hidrofurano como solvente. A rea¢do deu-se a 70 °C, com tempo
de residéncia no reator de 10 minutos. No final de cada experiéncia, a amostra foi
analisada por GC. Este procedimento diz respeito as condi¢cdes experimentais apds

otimizagao.
Sintese do (3,3-bis(aliloxi)propil) benzeno (2.1)

A preparac¢do do acetal 2.1 por fluxo continuo seguiu o procedimento acima
descrito, tendo o produto sido analisado por GC, obtendo-se uma conversao de 97%.
Posteriormente, evaporou-se o solvente e realizou-se uma extragdo com éter etilico e
agua destilada, obtendo-se um rendimento final de 54% (0,256 g). O acetal foi

caracterizado por RMN-'H, RMN-13C e espetrometria de massa.

Rendimento: 54%
O/\/
RMN H (400 MHz, CDCls) §/ppm: 7,24 — 7,09 (m, 5H),
P
0" >"| 5.89-5,82 (m, 2H), 5,24 — 5,19 (m, 2H), 5,09-5,07 (m,
2.1 2H), 4,53 (t, J = 5,7 Hz; 1H), 4,04 (ddt, J = 12,7; 5,4; 1,4

Hz; 2H), 3,94 (ddt, J=12,8; 5,7; 1,4 Hz; 2H), 2,65-2,61
(m, 2H), 1,92 - 1,87 (m, 2H)
RMN 13C (101 mHz, CDCls) &/ppm: 141,64; 134,77; 128,44; 128,27; 125,92; 116,68;
101,58; 66,36; 35,02; 31,02.
ESI-MS m/z: obtido 255,1356 [M+Na] *; calculado para CisH20NaO>*255,1356

Sintese do 1,1-bis(aliloxi)nonano (2.2)

A preparacdo do acetal 2.2 por fluxo continuo seguiu o procedimento acima
descrito, tendo o produto sido analisado por GC, obtendo-se uma conversao de 97%.
Posteriormente, evaporou-se o solvente e obteve-se o produto isolado com um
rendimento final de 97% (0,408 g). O acetal foi caracterizado por RMN-H, RMN-13C e

espetrometria de massa.
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Rendimento: 97%

RMN H (400 MHz, CDCls) 6/ppm: 5,85 — 5,95 (m,

\/\/\/\)\O/\/

2.2

2H), 5,30 — 5,25 (dd, J = 17,2; 1,5 Hz; 2H), 5,16 —

5,13 (dd, J = 10,4; 1,0 Hz; 2H), 4,58 (t, J = 5,8 Hz;

1H), 4,08 (dd, J = 12,7; 5,4 Hz; 2H), 4,00 (dd, J = 12,8; 5,8 Hz; 2H), 1,61 — 1,66 (m, 2H),
1,26 -1,37 (m, 12H), 0,87 (t, J = 6,8 Hz; 3H)

RMN 13C (101 mHz, CDCls3) &/ppm: 134,93; 116,65; 102,23; 66,20; 33,47; 31,96; 29,60;
29,56; 29,33; 24,82; 22,75; 14,18

ESI-MS m/z: obtido 263,1985 [M+Na] *; calculado para CisH20NaO>* 263,1982

4.4 Sintese de di-imidazolil porfirinas catidnicas

A sintese de di-imidazolil porfirinas catidénicas foi efetuada através de reacées
padrdo, usando a 5,15-bis(1-metilimidazol-2-il)porfirina como material de partida e
diferentes haloalcanos. As condi¢cOes especificas de cada reacdo encontram-se

mencionadas abaixo.

4.4.1 Sintese da 5,15-bis(1,3-dimetilimidazol-2-il)porfirina 3.2

Num baldo de fundo redondo dissolveu-se a b5,15-bis(1-metilimidazol-2-
il)porfirina (100 mg; 0,21 mmol) em DMF (0,35 mL) e adicionou-se iodometano (1,36
mL; 22 mmol). A mistura reacional foi mantida em agitacdo durante 24 horas a 25 °C.
Terminado este periodo, precipitou-se o produto com éter dietilico, obtendo-se um
rendimento final de 82% (0.074 g). Os dados espetroscopicos encontram-se de acordo

com a literatura.’

Rendimento: 82%

I- N/+ \N RMN *H (400 MHz, CDs0D) &/ppm: 10,90 (s, 2H),
[N\ \N’] 9,88-9,86 (m, 4H), 9,20-9,13 (m, 4H), 8,39 (s, 4H),
\ /

- | 3,85(s, 12H), -2,20 (s, 2H).

3.2 ESI-MS m/z: obtido 250,1218 [M-21]%*/2;

calculado para [C3oH2sNs]?*/2 250,1213
UV/Vis (EtOH) A max abs (log €): 395 nm (4,73); 496 nm (3,66); 532 nm (3,70); 572 nm
(3,34); 625 nm (3,61)
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4.4.2 Sintese da 5,15-bis(1-metil-3-(1,1,1-trifluoropropil)imidazol-2-il)porfirina
3.3

Num baldo de fundo redondo dissolveu-se a 5,15-bis(1-metilimidazol-2-
il)porfirina (50 mg; 0,1 mmol) em DMF (0,2 mL) e adicionou-se faseadamente 100
equivalentes de 1,1,1-trifluoro-3-iodopropano (1,25 mL; 10,6 mmol). A mistura
reacional foi mantida em agitacdo durante 72 horas 60 °C. Terminado este periodo,
precipitou-se o produto com éter dietilico, obtendo-se um rendimento final de 84%

(0,082 g).

Rendimento: 84%
rre RMN *H (400 MHz, CD30D) &/ppm: 10,93 (s, 2H),
I- N* \N 9,90 (s, 4H), 9,18 (s, 4H), 8,64-8,45 (m, 4H), 4,50-
[N\ \N‘] 4,41 (m, 4H), 3,97-3,87 (m, 6H), 2,77-2,61 (m, 4H)
\ S I- | RMN °F (400 MHz, CDsOD) &/ppm: -66,72 a
33 FaC -66,75 (m, 6F)

ESI-MS m/z: obtido 664,2492 [M-211*/2;
calculado para [C3sH30FsNg]?*/2 664,2487

UV/Vis (EtOH) Amax abs (log €): 395 nm (4,72); 498 nm (3,54); 533 nm (3,60); 572 nm
(3,17); 626 nm (3,49)

4.4.3 Sintese da 5,15-bis(1-metil-3-(3-hidroxipropil)imidazol-2-il)porfirina 3.4

Num baldo de fundo redondo contendo uma solu¢do da 5,15-bis(1-
metilimidazol-2-il)porfirina (30 mg, 0,064 mmol) em acetona (0,2 mL), adicionou-se
faseadamente 5 equivalentes de 3-iodopropanol (35 equivalentes total; 0,2 mL; 0,32
mmol). A mistura foi deixada sob agitacao, a temperatura ambiente, durante 15 dias. O
solvente foi evaporado sob vacuo e o sélido resultante dissolvido em metanol para
precipitacdo da porfirina cationizada com Me-THF, obtendo-se um rendimento final de

59% (0,022 g).
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HO Rendimento: 59%
RMN H (400 MHz, CD30D) &/ppm: 10,89 (s, 2H),
9,86 (s, 4H), 9,18 (s, 4H), 8,48 (s, 2H), 8,41 (s, 2H),
4,25-4,23 (m, 4H), 3,86-3,84 (m, 6H), 3,69-3,66 (m,
4H), 1,82-1,81 (m, 4H)

ESI-MS m/z: obtido 587,2858 [M-2I-H] *; calculado

para [C3sH3sNgO,]* 587,2877
UV/Vis (EtOH) Amax abs (log €): 400 nm (4,47); 499 nm (3,45); 536 nm (3,47); 576 nm
(3,35); 627 nm (3,28)

4.5. Ensaios de suscetibilidade antibacteriana — Método de difusdo em disco

Os ensaios de suscetibilidade aos diferentes agentes com atividade
antibacteriana foram realizados pelo método de difusdo em disco, em meio Muller
Hinton (MH), com base no método de Kirby-Bauer,® e de acordo com os procedimentos
adaptados do Clinical and Laboratory Standards Institute.” Trata-se de um método
qualitativo e flexivel, sendo amplamente usado em laboratérios de microbiologia para
bactérias de crescimento rapido. Este consiste na difusdo do composto teste depositado
num disco estéril de papel de filtro, estando o procedimento experimental descrito no

seguinte paragrafo.

A técnica de difusdo em disco iniciou-se com a preparacdo de um indculo
contendo uma suspensao bacteriana a partir de coldnias de E. coli ATCC 25922 crescidas
a partir do dia anterior, durante 16 — 24 h a 37 °C. A turbidez da suspensao foi ajustada
ao padrdo de 0,5 na escala de McFarland, equivalente a aproximadamente 1,5x108
UFC/mL. Posteriormente, mergulhou-se uma zaragatoa esterilizada na suspensdo
bacteriana preparada e inoculou-se a superficie de uma placa de MH. Apds a secagem
doindculo, aplicaram-se os discos de antibidtico padrdo ou discos estéreis, com o auxilio
de uma pinga sobre a superficie do meio de cultura. Foi utilizado como controlo positivo
um disco de ciprofloxacina (CIP 5 ug) e como grupos teste discos estéreis com pipetou
7,5 x 10® mol, correspondendo a volumes de 0,914 — 13,2 pL de composto.
Consecutivamente, incubaram-se as placas a 37 °C durante 24 h. Por ultimo, com o

auxilio de uma régua, mediu-se os didmetros de inibicdo, em milimetros, para cada
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composto segundo as normas do European Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing.®
4.6. Fotoinativacdo de bactérias planctdnicas

Para experiéncias de aPDT, foram adicionados 10 uL de um indculo preparado
de acordo com 4.5 a placas de 96 pocos contendo 100 plL de diferentes concentragdes
dos fotossensibilizadores (100 nM e 1 uM). Os pogos usados como controlos foram
incubados apenas com agua destilada. As placas de 96 pocos foram incubadas no escuro
por 60 minutos, a temperatura ambiente. De seguida, as placas dos grupos de aPDT
foram iluminadas com a fonte de luz (1,36 J/cm?), enquanto os controlos no escuro
foram cobertos com papel de aluminio durante o tempo de irradiacdo dos grupos de
aPDT. Apds irradiacdo ou incubacdo no escuro, as amostras foram diluidas em dagua
destilada e homogeneizadas. Aliquotas foram retiradas, diluidas, adicionadas a placas
de Petri e incubadas a 37 °C por 24 horas no escuro. Apds este tempo, as colénias foram
contadas. Foram realizados 3 ensaios independentes, utilizando pogos em triplicados.

A analise estatistica foi realizada no GraphPad Prism 8.
4.7. Terapia dual

Para experiéncias de terapia dual, foram adicionados 10 pL de um indculo
preparado de acordo com 4.5 a placas de 96 pogos contendo 100 plL de diferentes
concentracdes dos fotossensibilizadores (50 nM e 100 nM). De seguida, foram
adicionados 5 plL de uma solugdo de aldeido 20 mg/mL em DMSO (terapia dual) ou de
DMSO puro (controlo da toxidade da formulacdo). As placas de 96 pocos foram
incubadas no escuro por 60 minutos, a temperatura ambiente. De seguida, as placas dos
grupos de aPDT foram iluminadas com a fonte de luz (1,36 J/cm?), enquanto os controlos
no escuro foram cobertos com papel de aluminio durante o tempo de irradiacdo dos
grupos de aPDT. Apds irradiacdo ou incubacdo no escuro, as amostras foram diluidas em
agua destilada e homogeneizadas. Aliquotas foram retiradas, diluidas, adicionadas a
placas de Petri e incubadas a 37 °C por 24 horas no escuro. Apds este tempo, as coldnias
foram contadas. Foram realizados 3 ensaios independentes, utilizando pocos em

triplicados. A analise estatistica foi realizada no GraphPad Prism 8.
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