


Carolina dos Santos Vinagreiro

SINTESE DE CONJUGADOS DE SULFONAMIDAS E MACROCICLOS TETRAPIRROLICOS COM
POTENCIAL APLICACAO DUAL EM QUIMIO- E FOTOTERAPIA

Dissertagao apresentada para provas de Mestrado em Quimica Medicinal

Orientador: Mariette Pereira

Junho de 2015

Universidade de Coimbra






Agradecimentos

O caminho percorrido ao longo deste mestrado permitiu-me adquirir conhecimentos em
diversas areas e evoluir bastante profissionalmente, além de me proporcionar um significativo
crescimento e amadurecimento pessoal. No entanto, este caminho ndo seria possivel sem a

interveniéncia de algumas pessoas, as quais devo um sincero agradecimento.

A Doutora Mariette Pereira por todas as oportunidades que me propotcionou, por todo o
apoio e pelo carinho e preocupagio que sempre demonstrou para comigo e com o meu futuro. Foi

um gosto desenvolver este projeto no seu grupo.

Ao Doutor Luis Arnaut por ter permitido que este fosse um projeto multidisciplinar e que
eu adquirisse conhecimentos em dreas complementares a sintese. Mas mais do que isso, por
acreditar em mim desde os meus primeiros passos na Quimica Medicinal, pelos conselhos e por me

ter direcionado para o caminho correto quando necessario.

Ao Doutor Fabio Schabetle por todo o apoio nos estudos fotofisicos e por todas as nossas

animadas “discussoes” cientificas.
A Doutora Ligia Silva por todos os ensinamentos e por todo o apoio disponibilizado.

A Doutora Maria Joio Moreno por me receber no seu laboratério e pela paciéncia comigo

e com as minhas falhas.

A todos os meus colegas do laboratério de Catalise ¢ Quimica Fina por todos os bons
momentos que compartilhamos e pelo crescimento que adquirimos juntos. Um agradecimento
especial a0 Doutor Mario pelo esclarecimento de todas as duvidas e por estar sempre disponivel. A
Sara por ter dito as palavras certas quando necessario. A Liliana por ser a pessoa nutritiva que é, por

todos os bons momentos e pela amizade que desenvolvemos.

As minhas colegas do grupo de Fotoquimica: Ana Mata, Joana Campos e Catarina Lobo

pela convivéncia. Em especial 2 Ana Mata pela excelente pessoa que é.
O meu agradecimento a Bluepharma, S.A. e a Luzitin, S.A.

Aos meus colegas da Luzitin, onde parte deste projeto foi desenvolvido. Ao Gongalo por
ter paciéncia para esclarecer todas as minhas curiosidades e pelos bons momentos. Ao Nuno, a
quem nunca me vou cansar de agradecer, por tudo aquilo que me ensinou experimentalmente, pelas
horas da sua vida pessoal que abdicou para que eu pudesse ficar a fazer as coisas a0 meu ritmo e

especialmente por me ter incutido espirito critico e capacidade de contornar os problemas diarios.



A todos os meus amigos por fazerem parte da minha vida. A minha Tixa e 2 Neuza que
estdo comigo praticamente desde que me lembro de existir. Por todas as conversas, todos os
desabafos, todo o apoio, por me darem forca e energia positiva sempre que eu precisei mas
principalmente pelo privilégio de vos ter como amigas. Mas o maior agradecimento devo a Vanessa,
por estar diariamente comigo nesta luta, por todos os momentos que vivemos e por todo o apoio
nas fases menos boas da vida com as quais conseguimos mudar e crescer juntas. Sabes que sem ti

nao era a mesma coisal

Mas tal como dizia Isaac Newton “Se vi mais longe foi por estar de pé sobre ombros de
gigantes”. E estes gigantes sio a minha familia, que me transmitiu todos os valores, me
proporcionou equilfbrio emocional e a qual amo incondicionalmente. Por isso devo um profundo
agradecimento ao meu Pai, 2 minha mie por aqueles nossos abracos e pela admiravel pessoa que ¢,
20 meu irmio que além de ser um irmio é um melhor amigo para a vida, a minha bebé da qual
tenho muito orgulho, ao Anténio José por me recarregar e aos meus avos maternos por todo o

carinho.

Agradeco também os servicos prestados pelo Laboratério de Ressondncia Magnética

Nuclear do Departamento de Quimica, em especial ao Pedro por toda disponibilidade.



Indice

ADTEVIATULAS. .« ettt ettt et e e e e e e 1
RESUMIO. . ettt e e e e v
AADSTEACE. « e ettt ettt et e e e e vii
NOMEACIATULA. ¢ e ettt ettt e ix
Capitulo 1: Introducio 1
1.1- Macrocilos tetrapirrélicos — sintese € aplicagOes. ......ovviiiuiiiiiiiiiiii i, 2
Sintese de meso-arilporfiringas. ... ..ot 3
Sintese de hidroporfitinas. .......oooieii it 4
1.2- Sulfonamidas — sintese € apliCACOES. . ..uvviuiiiniii i 6
Sintese de sulfonamidas. ... ...oo.vvuiiieiit i e 7
1.3- Terapia fotodINAMICA. ... ovviviiii i 8
1.4- Fldor em Quimica Medicinal. ..., 14
1.5- Proposta de trabalho. ... i 16
2SS TS S or 1 17
Capitulo 2: Sintese e caraterizacdo de sulfonamidas derivadas da pentafluorofenilporfirina por 25

ligacdo covalente

2.1- SINtESE d@ PEICULSOLES. .. uvuuitt ittt 25
Sulfonamidas. .......ooeiii i 25
POLfIrINGaS. ..o 27

2.2- Sintese de sulfonamidas derivadas da pentafluorofenilporfirina por ligagio covalente........ 30
2.2.1- Caracterizagdo qUIMICA. .. .uvvuit ittt ittt 36

2.3- Sintese de hidropotrfirinas. ........ooiiii i 43
2.3.1- Caracterizacdo qUIMICA.......o.viiiiiiiiiii i 45

2.4- Estudos fOtOfISICOS . . ... vttt 48

2.5- Estudos preliminares em membranas e calculo de coeficientes de particao..................... 58

2.6- Estudos de citotoxicidade preliminares............cooivviiiiiiiiiiiiiiii 63

2.7 CONCIUSAO .« 66

RELEICICIAS. .. v et 69

Capitulo 3: Sistemas supramoleculares via se/f-assembly de sulfonamido-porfirinatos de zinco (II) 73

cationizados

3.1- Sintese de porfirinas CAOMICAS . .. ...vutntint ittt e 73
3.2- Sulfonamida........oooiiiii 76
3.3- Self-assembly. ... 77

G o3 T L 1Y T Y 79



S Lt Lo 7. 1T 81

Capitulo 4: Experimental 83
4.1- SOIVENES € TEAGEITES . ... vttt ettt ettt 83
4.2- INSEIUMENTAGCAO. ...ttt ettt ettt ettt e e e 83
4.3- Seccio experimental referente a0 capitulo 2........ooiiiiiii i 85
4.3.1- Sintese de sulfonamidas.............coooiiiiiiiiiiiii 85
4.3.2- Sintese de POLfIfINas. ...ooueuiin i 86
4.3.3- Sintese de sulfonamido-5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)potfirinas........... 88
4.3.4- Sintese de hidroporfirinas. ...........oooviiiiiii i 95
4.3.5- Caracterizacio fotofisica e fotoquimica...........coeiiiiiiiiiiiiiiii e 96
4.3.6- Determinagdo de coeficientes de PartiGao. ... ...ooveuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiianene. 97
4.3.7- Estudos de permeacao em membranas. .........ovuviuiiiiiiiiiiiiiiiie 98
4.3.8- BSTUAOS 777 VIO .o 99
4.4.- Seccdo experimental referente ao capitulo 3. 99
4.4.1- Sintese de POLfIfiNas. . ..o.ovuiiuiiii i 99
4.4.2- Metalagdo de porfirinas. .......oovvviiiiiiiiiiiiii 101
4.4.3- Sintese de porfirinas CAOMICAS. ...v.viviiitiiitit i 102

S T s s T 104



Abreviaturas

OF
DA
ADN
aPDT

Ar
cGMP

CIS

Co

Cox-11
Cu(D)-BNO,TPFPP
Cu(I)-BNO,TPP
Cw

d

DCM

dd

DDQ

DMEM

DMF

DMSO

EDTA

EET
ESI

HEPES

HIV

Coeficiente de absortividade molar

Comprimento de onda

Desvio quimico

Indice de Refratividade

Rendimento quantico de fluorescéncia

Rendimento quantico de formagio de oxigénio singuleto

Acido desoxirribonucleico

Terapia fotodindmica antimicrobiana (do inglés “antimicrobial
photodynamic therapy”)

Arilo

Monofosfato ciclico de guanosina (do inglés “cyclic guanosine
monophosphate”)

Cruzamento inter-sistemas

Concentragdo na fase organica

Ciclo-oxigenase-2
2-Nitro-5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirinato de cobre (1I)
2-Nitro-5,10,15,20-tetrafenilporfirinato de cobre (II)

Concentrag¢io na fase aquosa

Dupleto

Diclorometano

Duplo dupleto

2,3-Dicloro-5,6-dicianobenzoquinona

“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium” do inglés

Dimetilformamida

Dimetilsulféxido

Acido etilenodiamino  tetra-acético (do inglés “Ethylenediamine
tetraacetic acid”)

Eficiéncia de transferéncia de energia

Ionizagao por “electrospay” (do inglés “electrospray ionization”)
4-(2-hidroxietil)piperazina-1-acido etanosulfurico, N-(2-
hidroxietil)piperazina-IN’-(2-acido etanosulfirico)

Virus da imunodeficiéncia humana (do inglés “human immunodeficiency

virus”



HPLC

HOMO

IUPAC

Kp
Log P
LUMO

LUVs
Luzl1
MALDI

NBD-DMPE

NMP
PABA
PBS
PDT

pH
POPC
POPE
POPS
ppm

PS
p-TSH
RMN
RMN 'H
RMN 13C

Cromatografia liquida de elevada performance (do inglés “High
performance liquid cromatography”)

Orbital molecular ocupada de maior energia (do inglés “highest occupied
moleculat orbital”)

Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (do inglés “International
Union of Pure and Applied Chemistry”)

Constante de acoplamento

Constante de particdo

Logaritmo do coeficiente de parti¢do

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

Vesiculas unilamelares grandes (do inglés “Large unilamelar vesicles”)
5,10,15,20-Tetraquis(2,6-difluoro-3-N-metilsulfamoilfenil)bacterioclorina
TIonizacio/Desorpcao de Matriz Assistida por Laser (do inglés “Matrix
Assisted Laser Desorption/Ionization”)

Multipleto

T30 molecular

Iao molecular protonado

Radiacio micro-ondas

Razido massa/carga

Zedlito de NaY
N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)-amino-1,2-dimiristoil-s#-glicero-3-
fosfoetanolamina

N-metilpirrolidona

Acido p-aminobenzéico (do inglés “p-aminobenzoic acid”
Tampaio fosfato (pH=7.4) (do inglés “phosphate buffer saline”)
Terapia fotodinamica (do inglés “photodynamic therapy”)
Potencial hidrogenéico
1-palmitoil-2-oleoil-s#-glicero-3-fosfocolina
1-palmitoil-2-oleoil-s#-glicero-3-fosfoetanolamina
1-palmitoil-2-oleoil-s#-glicero-3-fosfoserina

Partes por milhdao

Fotossensibilizador

p-Toluenosulfonil-hidrazina

Ressonancia magnética nuclear

Ressonancia magnética nuclear de protio

Ressonancia magnética nuclear de carbono



RMN PF
S

S

Ressonancia magnética nuclear de fldor

Estado eletrénico singuleto

Singuleto

Sinal largo

Lipidos membranares da monocamada externa

Lipidos membranares da monocamada interna
Substituicio nucleofilica bimolecular

Meio aquoso extracelular

Meio aquoso intracelular

Tripleto

Estado electroénico tripleto

Acido triclorociandrico

Acido trifluoroacético

Tetrahidrofurano

Cromatografia em camada fina

Tetrametilsilano

5,10,15,20-tetraquis (pentafluorofenil) porfirina
Meso-tetratenilporfirina

Tempo de vida do estado tripleto na auséncia de oxigénio
Tempo de vida do estado tripleto na presenca de oxigénio

Unidades arbitrarias






Resumo

Nas sociedades modernas assiste-se a um aumento crescente do numero de bactérias e
virus com resisténcia aos firmacos atualmente disponibilizados pela industria farmacéutica. Dada a
relevancia da problematica mencionada, o objetivo central do trabalho apresentado nesta
dissertagdo consiste no desenvolvimento de métodos de sintese de novas entidades quimicas
biocompativeis constituidas por macrociclos tetrapirrolicos e sulfonamidas, tendo em vista a sua
futura potencial aplicacdo dual como antibacteriano per si e como fotossensibilizador para inativa¢ao
de bactérias recorrendo a terapia fotodinamica. A combina¢do destas duas familias de compostos

pode ocorrer por ligacdo covalente ou via seff-assenzbly, subdividindo o trabalho apresentado.

No capitulo 1 apresenta-se uma revisdo critica e selecionada da literatura subjacente aos
diferentes topicos estudados. No capitulo 2 descreve-se uma estratégia de sintese de macrociclos
tetrapirrélicos e sulfonamidas unidas por ligacdo covalente. Neste comeca-se por selecionar a a
5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina como porfirina base para realizar os estudos de
otimiza¢do da sua derivatizacio com a metanosulfonamida, conseguindo-se obter com sucesso
condicbes de sintese seletivas para a formagio da 5-12°,3°,5’,6’-tetrafluoro-4’-
metanosulfamoil)fenil]-10,15,20-tri-[(2,3°,4°,5’,6’-pentafluoro)fenil|porfirina (composto
monossubstituido) ou da 5,10,15,20-tetra-[2°,3°,5,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoil) fenil| porfirina
(composto tetrassubstituido) com rendimentos de 19% e 70%, respetivamente. Com o intuito de
avaliar o efeito da estrutura da sulfonamida na reatividade alargaram-se os estudos utilizando como
nucleéfilo  duas sulfonamidas previamente sintetizadas no decorrer do trabalho: p-
toluenosulfonamida e N-metil-p-toluenosulfonamida. Através deste estudo foi possivel sintetizar e
isolar os compostos mono e dissubstituidos da familia da p-toluenosulfonamida (5-[(2°,3,5",6’-
tetrafluoro-4’-p-toluenosulfamoil)fenil]-10,15,20-tri-[(2°,3’,4,5,6’-pentafluoro) fenil]porfirina e
mistura de 5,10-[(2°,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-p-toluenosulfamoil) fenil]-15,20-dis-[ (2°,3°,4°,5,6-
pentafluoro)fenil|porfirina e 5,15-[(2°,3°,5°,6’-tetrafluoro-4’-p-toluenosulfamoil)fenil]-10,20-
[(2°,3°,4°,5°,6’-pentafluoro)fenil|porfirina) e os compostos mono, di e trissubstituido referentes a
substituicdio com a  N-metil-p-toluenosulfonamida  (5-[(2’,3’,5°,6’-tetrafluoro-4’-N-metil-p-
toluenosulfamoil)fenil]-10,15,20-tri-[(2°,3°,4°,5°,6’-pentafluoro)fenil] porfirina, mistura de 5,10-
[(2°,3°,5°,6’-tetrafluoro-4’-N-metil-p-toluenosulfamoil) fenil]-15,20-dis-[(2°,3°,4°,5,6-
pentafluoro)fenil|porfirina e 5,15-[(2,3’,5,6’-tetrafluoro-4’-N-metil-p-toluenosulfamoil)fenil]-10,20-
[(2°,3°,4°,5°,6’-pentafluoro)fenil|porfirina e 5,10,15-tri-[(2°,3,5’,6’- tetrafluoro-4’- N-metil-p-
toluenosulfamoil)fenil]-20-[(2°,3’,4,5,6’-pentafluoro)fenil]porfirina) com baixos rendimentos (0.6 a
4.5%). A titulo de exemplo, adotaram-se as condi¢des otimizadas para a sintese da porfirina

tetrassubstituida contendo a IN-metil-p-toluenosulfonamida como substituinte, obtendo-se a



correspondente 5,10,15,20-tetra-[(2°,3°,5”,6’-tetrafluoro-4’-N-metil-p-toluenosulfamoil) fenil|
porfirina com um rendimento de 20%. Dado o nosso interesse no desenvolvimento de potenciais
fotossensibilizadores com espectros de absor¢dao na designada “janela terapéutica”., prosseguimos
com estudos de redu¢ido de uma das porfirinas com hidrazina aquosa (NHoNH2-H»O) e cloreto de
ferro(Ill)hexahidratado (FeCls'6H20), tendo-se obtido a correspondente  5,10,15,20-tetra-
[2°,3°,5°,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoil) fenil|clorina com rendimento de produto isolado elevado
(65%). Para além disso com recurso ao método de reducio de porfirinas com p-
toluenosulfonilhidrazina sem solvente conseguiu-se obter a 5,10,15,20-tetra-[2°,3°,5’,6’-tetrafluoro-
4-metanosulfamoil)fenil]bacterioclorina um rendimento de 70%.

Os compostos foram caracterizados fotofisicamente, tendo revelado possuir caracteristicas
bastante promissoras pata aplicagdio como fotossensibilizadores, tais como, baixos rendimentos
quanticos de fluorescéncia (pr=0.1375) e rendimentos quanticos de formacio de oxigénio singleto
adequados ($a=0.59). Para avaliar a lipofilicidade e a interagio com a membrana lipidica procedeu-
se ao calculo do coeficiente de particio das porfirinas 5-[2°,3,5,6’-tetrafluoro-4-
metanosulfamoil)fenil|-10,15,20-tri-[(2°,3’,4,5’,6>-pentafluoro)fenil|porfirina e 5,10,15,20-tetra-
[2°,3°,5”,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoil) fenil|porfirina através de duas metodologias, uma delas
recorrendo a mistura octanol-dgua e a outra a vesiculas unilamelares lipidicas (LUVs). Em suma,
verificou-se que o numero de derivatizagdes com grupos metanosulfonamida é crucial para modular
a anfifilicidade dos compostos, sendo que estes apresentam variagdes significativas nos seus
coeficientes de particdo octanol-dgua (0.94<LogP=<4). Apesar destes valores dispares, ambos
apresentam uma elevada afinidade para as membranas lipidicas. Por fim, realizaram-se estudos
preliminares de citotoxicidade no escuro, com a linha celular 3T3, demonstrando-se que o

composto nio apresenta toxicidade 7 vitro.

No capitulo 3 desenvolve-se uma metodologia baseada no conceito de self-assembly, para a
preparacio de estruturas contendo porfirinas catidnicas descritas na inativacdo de bactérias [iodeto
de 5,10,15,20-tetraquis(4-metilpiridil)porfirinato de zinco (II) e iodeto de 5,10,15,20-tetraquis(1,3-
dimetilimidazol-2-il)porfirinato de zinco (II)] e a Sulfadiazina, uma sulfonamida com atividade

bacteriostatica comprovada.

No capitulo 4 apresenta-se detalhadamente os procedimentos experimentais referentes a
todos os capitulos da tese bem como a caracteriza¢do quimica completa de todas as moléculas
sintetizadas no decorrer do trabalho ("H RMN, "F RMN, espectrometria de massa e absor¢do UV-
Vis).

Vi



Abstract

Modern society is witnessing an increasing number of drug-resistant bacteria and viruses.
Due to the relevance of the subject, this work presents new methods for the synthesis of
biocompatible conjugates of sulfonamides and tetrapyrrolic macrocycles for dual chemo and
photodynamic therapy. The combination of these two families of compounds may occur by
covalent binding or by self-assembly. Therefore, the work here presented is subdivided.

The chapter 1 presents a critical and selected review of the literature underlying to
differentstudy topics. The chapter 2 describes a synthetic strategy for preparing tetrapyrrolic
macrocycles substituted with sulfonamides by covalent binding. First, we selected 5,10,15,20-
tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin as starting material to carry out the methanesulfonamide
derivatization optimization studies. Selective synthesis conditions were successfully obtained for the
formation of  5-]2°,3,5,6’-tetrafluoro-4’-methanesulfamoyl)phenyl]-10,15,20-tri-[ (2°,3,4°,5",6’-
pentafluoro)phenyl]porphyrin  (mono-substituted compound) or 5,10,15,20-tetra-[(2°,3’,5,6’-
tetrafluoro-4’-methanesulfamoyl)phenyl|porphyrin (tetra-substituted compound) in 19% and 70 %,
yields, respectively. In order to evaluate the effect of the sulfonamide structure in the reactivity, we
extended the studies using two sulfonamides previously synthesized in this work as nucleophiles: p-
toluenesulfonamide and N-methyl-p-toluenesulfonamide. From this study, it was possible to
synthesize and isolate the mono and disubstituted compounds of the p-toluenesulfonamide family
(5-1(2,3’,5°,6’-tetrafluoro-4’-p-toluenesulfamoyl)phenyl]-10,15,20-tri-[(2°,3°,4°,5°,6-
pentafluoro)phenyl|porphyrin, mixture of 5,10-[(2,3’,5”,6’-tetrafluoro-4’-p-
toluenesulfamoyl)phenyl]-15,20-dis-[(2°,3",4°,5”,6’-pentafluoro) phenyl]porphyrin and 5,15-
[(2°,3°,5°,6’-tetrafluoro-4’-p-toluenesulfamoyl) phenyl]-10,20-[(2°,3°,4°,5,6-
pentafluoro)phenyl]porphyrin) and the mono-, di- and tri-substituted compounds related to
substitution with the N-methyl-p-toluenesulfonamide (5-[(2’,3°,5°,6™-tetrafluoro-4’-N-methyl-p-
toluenesulfamoyl)phenyl]-10,15,20-tri-[(2°,3’,4°,5,6’-pentafluoro) phenyl|porphyrin, mixture of 5,10-
[(2°,3°,5°,6’-tetrafluoro-4’-N-methyl-p-toluenesulfamoyl) phenyl]-15,20-dis-[(2°,3’,4°,5’,6’-pentafluoro)
phenyl]porphyrin and 5,15-[(2°,3°,5,6’-tetrafluoro-4’-IN-methyl-p-toluenesulfamoyl)phenyl]-10,20-
[(2°,3,4,5,6’-pentafluoro)phenyl|porphyrin  and  5,10,15-tri-[(2°,3’,5”,6’-tetrafluoro-4’-N-methyl-p-
toluenesulfamoyl)phenyl]-20-[(2°,3’,4’,5’,6’-pentafluoro)phenyl|porphyrin) in low yields (0.6 to
4.5%). The optimized conditions for the synthesis of tetra-substituted porphyrin were adopted
using the N-methyl-p-toluenesulfonamide as nucleophile. We obtained the corresponding
5,10,15,20-tetra[(2',3',5',0"-tetrafluoro-4'-N-methyl-p-toluenesulfamoyl) phenyl]potphyrin in  20%
yield .

Vi



We proceeded with the reduction studies of one of the synthesized porphyrins, using
catalytic amounts of ferric chloride hexahydrate (FeCls'sH20O) and aqueous hydrazine
(NH:NH>'H:0), affording the corresponding 5,10,15,20-tetra [2 ', 3', 5 ', 6'-tetrafluoro-4'-
methanesulfamoyl) phenyl] chlorin in high yield (65%). Furthermore, we used the solvent free
synthetic methodology via reduction with p-toluenesulfonylhydrazide to obtain the 5,10,15,20-
tetra[2 ', 3", 5", 6'-tetrafluoro-4'- methanesulfamoyl) phenyl]bactetiochlorin in 70% yield.

The photophysical assessment shows that the compounds have very promising
characteristics to be used as photosensitizers, such as low fluorescence quantum yields (dpr=0.1375)
and suitable quantum yields of singlet oxygen formation (a=0.59). The lipophilicity and the
interaction with the lipid membrane was evaluated by calculating the partition coefficient of 5-
[2°,3°,5”,6’-tetrafluoro-4’-methanesulfamoyl) phenyl]-10,15,20-tri-[(2°,3°,4°,5,6’-
pentafluoro)phenyl|porphyrin and 5,10,15,20-tetra-[(2°,3°,5”,6’-tetrafluoro-4-
methanesulfamoyl)phenyl]porphyrin using two methods, the octanol/water partition coefficients
and lipid unilamellar vesicles (LUVs). From the values obtained, we can assume that the number of
metanesulfonamide fragments is crucial to modulate the amphiphilicity of the compounds. While
the mono-substituted porphyrin display a logPow>4, the tetra-substituted porphyrin shows a value
of log Pow =0.937. Despite these distinct values, both display high lipid membrane affinity. Finally,
preliminary 7z vitro tests with 3T3 fibroblast cell line show that the compound is not toxic.

In chapter 3 a methodology based on the seffassembly concept is developed for the
preparation of structures containing cationic porphyrins described in bacteria inactivation
[5,10,15,20-tetrakis (N-methylpyridinium-4-yl)porphyrinate  zinc ~ (II)  tetraiodide, 5,10,15,20-
tetrakis(1,3-dimethylimidazolium-2-yl) porphyrinate zinc (II) tetraiodide] and Sulfadiazine, a
sulfonamide with proven bacteriostatic activity.

The chapter 4 presents detailed experimental procedures relating to all the chapters of this
thesis, as well as complete chemical characterization of all synthesized compounds ('"H NMR, “F

NMR, mass spectrometry and UV-Vis absorption).
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Nomenclatura

O primeiro sistema de nomenclatura desenvolvido para macrociclos tetrapirrélicos,
designa-se por nomenclatura de Fisher' e baseia-se principalmente na utilizagdo de nomes triviais
combinado com um sistema de numeracdo. A figura la, representa a numeracdo de Fisher para
potfirinas. Segundo este autor, o macrociclo tetrapirrélico conjugado toma o nome de porfirina,
denominando as posi¢bes periféricas deste por posi¢oes f e as pontes metilénicas por posicoes 7zeso.
As posi¢oes f pirrolicas sao numeradas de 1 a 8 e as posicoes meso sio designadas pelas letras gregas
o B,dey.

Este sistema rapidamente se tornou insuficiente devido ao grande crescimento da quimica
de porfirinas levando ao aparecimento de um novo sistema de nomenclatura sistematica
regulamentada pela IUPACH. Neste os carbonos sio numerados sequencialmente de 1 a 20 e os

azotos pirrolicos de 21 a 24, Figura Ib.
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Figura I- Numeragdo de macrociclos tetrapirrdlicos segundo Fisher a ¢ a IUPAC b.

As portfirinas reduzidas mais comuns sio designadas por 2,3-di-hidroporfirinas e 7,8,17,18-
tetra-hidroporfirinas. As 2,3-di-hidroporfirinas apresentam os carbonos saturados num dos anéis
pirrélicos, sendo muitas vezes utilizado o nome trivial de clorina (Figura Ila). As 7,8,17,18-tetra-
hidroporfirinas possuem mais uma satura¢io, em que os carbonos saturados se encontram em duas
unidades pirrélicas diametralmente opostas, sendo normalmente designadas pelo nome trivial de

bacterioclorinas (Figura IIb).
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Figura II- Estruturas de macrociclos tetrapirrélicos reduzidos: clorina a e bacterioclorina b

Por uma questdo de simplicidade, nesta dissertacdo adotaram-se as duas nomenclaturas. As
porfirinas substituidas serdo numeradas segundo as recomendagdes da IUPAC. No entanto, sera
também utilizada a nomenclatura de Fisher para referenciar atomos do macrociclo tetrapirrélico
segundo a posicdo onde se encontram, nomeadamente [B-pirrdlica ou meso e para designar os

derivados hidroporfirinicos: clorina e bacterioclorina.

'Fischer H., Orth H., Die Chemie des Pyrrols, Akad. Verlagsges, Leipzig, 1934, 1.
i Moss G.P., Pure Appl. Chem., 1987, 59, 779-832.



Capitulo 1

Introdugao

Desde tempos imemoraveis que a Natureza ¢ conhecida como fonte de recursos para
aplicagdo terapéutica, nomeadamente, a descricdo da utilizacdo de plantas e pogdes com efeito
antibacteriano remonta as civilizagdes antigas.!-23456 Curiosamente, apenas em 1910 nasceu o
primeiro exemplo de um farmaco antimicrobiano puramente sintético, o Salvarsan, um composto
contendo arsénio desenvolvido por Ehrlich’s.” Ao longo das subsequentes décadas foram realizados
progressos notaveis, destacando-se o isolamento da penicilina de um fungo pelo médico e
bacteriologista escocés Alexander Fleming® em 1928. A partir deste importante marco, diversos
antibidticos foram descobertos e posteriormente modificados e otimizados surgindo diversas
geracOes destes.” Encontravamo-nos na “Era dos Antibiéticos” e a maioria das doengas bacterianas
consideravam-se aparentemente controladas.!? Contudo, rapidamente esta ilusdo se desvaneceu
devido ao aparecimento dos primeiros casos de resisténcia aos fairmacos antibacterianos. Algumas
das bactérias mais comuns, como estirpes de Staphylococcus aurens, tornaram-se resistentes as
primeiras classes de firmacos em tempo recorde.!! O desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana é uma ameaca crescente para a saide publica!2!13141516 e apesar de ser um fenémeno
evolutivo natural este foi notoriamente acelerado em consequéncia de uma utilizacdo abusiva e
incorreta dos antibiéticos.!” Preocupantemente, este fendémeno ¢ bem visivel em Portugal que
ocupa uma posicao cimeira no ranking dos paises europeus com maior consumo de antibibticos.
Segundo dados da Direcio Geral de Saude, Portugal apresenta uma taxa elevada e crescente de
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, estando entre os paises europeus com maior taxa de

Staphylococcns anrens resistente a meticilina e de Escherichia coli resistente as quinolonas.!8

Salienta-se que a diminui¢io da investigacio nesta area por parte da industria farmacéutica,
relacionada com diversos motivos estratégicos e financeiros, contribuiu também significativamente
para agravar a situacdo referida. Urge portanto, desenvolver novas formas de tratamento que
contornem o problema,’” surgindo a terapia fotodindmica (PDT) como uma excelente

solucao.20.21,22

Baseado neste conhecimento e como tentativa de dar algum contributo para a resolugio
desta problematica formulou-se a hipotese central do trabalho apresentado nesta dissertagao que
consiste no desenvolvimento de métodos de sintese de novas entidades quimicas com dupla
funcionalidade, incluindo na sua estrutura sulfonamidas, reconhecidos antibacterianos?3, e

macrociclos tetrapirrolicos, eficientes fotossensibilizadores para PDT?24.



1.1- Macrociclos tetrapirrdlicos - sintese e aplicagoes

Os macrociclos tetrapirrélicos sao uma classe de compostos de origem natural que ocupam
um papel fulcral em diversos processos essenciais a vida. Por exemplo, as porfirinas exercem uma
ampla gama de fungdes, desde o transporte de oxigénio no sangue, levado a cabo pelo grupo
prostético heme (complexo protoporfirina IX—Fe (II)) presente na hemoglobina, a catalise de
reacOes de oxidacao?, nomeadamente nos citocromos e em enzimas, como a peroxidase e a
catalase. Ao reduzir uma ou duas posi¢oes do anel porfirinico obtemos hidroporfirinas (figura 1.1)
da familia das clorinas e bacterioclorinas, compostos com propriedades fisico-quimicas bastante
distintas. Estas tém um papel crucial, nomeadamente, na transformagio de energia solar em energia
quimica nos seres fotossintéticos.

A grande diversidade de fungdes bioldgicas desempenhadas por esta classe de compostos,
demonstra que pequenas alteracdes na sua estrutura base podem conduzir a propriedades e

aplicacbes distintas.
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Figura 1.1- Estrutura geral de uma porfirina e seus derivados reduzidos

A consciéncia da importincia supracitada destes compostos fomentou uma crescente
exploragdo das suas propriedades e potenciais aplicagSes. Deste modo, estas tém sido utilizadas
com grande sucesso como catalisadores, 2?7 sensores quimicos,?® novos matetiais eletronicos,?
células fotovoltaicas, sistemas para Otica linear,?! entre outros. No entanto, ¢ na medicina que tém
ganho maior relevincia onde intervém como agentes de imagiologia molecular,32333435 no
tratamento de situagoes oncologicas, 637383940 oftalmoldgicas*! e na inativacio de virus e bactérias®?
através da terapia fotodindmica.

Nas sec¢Oes seguintes apresenta-se uma selecdo de métodos de sintese de macrociclos

tetrapirrolicos considerados marcos relevantes neste dominio.



Sintese de meso-arilporfirinas

Rothemund* descreveu pela primeira vez, em 1935, a sintese de potfirinas simétricas,
através da reacdo de condensacdo de pirrol com o aldefldo apropriado, realizada em atmosfera
inerte, a temperatura de 100 °C durante 48h e usando como solvente piridina. Mais tarde, esta
reacdo foi modificada por Adler e Longo* usando acido propioénico como solvente e exposi¢ao ao
ar. Esta estratégia permitiu obter melhores rendimentos, no entanto, apresenta problemas no que
diz respeito a contaminacdo pelas clorinas correspondentes. Posteriormente, Lindsey* e os seus
colaboradores recorreram a um método de 2 passos. O intermedidrio foi sintetizado por
condensa¢do do pirrol com aldeidos aromaticos numa solugdo diluida de um solvente clorado
(CHCI; ou CH2Cly) a temperatura ambiente, usando um catalisador acido forte (TFA ou BF;EtO»)
em atmosfera inerte. A oxidagdo do porfirinogénio a correspondente porfirina efetuou-se usando
quinonas (DDQ). Como desvantagens este apresenta a necessidade de grandes diluigbes no
primeiro passo, a utilizagdio de um oxidante caro e de processos de purificagio dificeis e
dispendiosos.

Ja em 1991, foi desenvolvido em Coimbra* uma metodologia de sintese de porfirinas, num
unico passo reacional, com objetivo de colmatar as limitagdes que os métodos anteriores
apresentavam. Este novo método de sintese conhecido, na literatura, como método do
nitrobenzeno consiste na reacdo aerdbia de pirrol com os diferentes aldeidos, a uma temperatura de
120°C durante aproximadamente 1 hora, utilizando como solvente uma mistura de Aacido
acético/nitrobenzeno (7:3). Em muitos dos casos em que este método ¢ utilizado, a potfirina
cristaliza diretamente no meio reacional, ap6s adi¢do de metanol, com um elevado grau de pureza e
com pequenas ou nenhuma contaminagio com a clorina correspondente. Apesar dos rendimentos
obtidos em determinados exemplos serem inferiores, comparados com os das metodologias
anteriores, isto ¢é superado pelas vantagens apresentadas. Numa tentativa de otimizar os
rendimentos e sustentabilidade dos processos foi recentemente desenvolvido por Pereira e
colaboradores*” o método do NaY que tem por base o método citado anteriormente mas difere na
adicdo de NaY, um alumino-silicato que funciona como acido de Lewis. Segundo os dados, as
reacoes efetuadas na presenga deste catalisador conseguem duplicar os rendimentos. Além disso, o
NaY ¢ considerado um catalisador verde uma vez que pode ser recuperado por filtragio e

reutilizado necessitando apenas de lavagem e reativacdo numa estufa.

No mesmo ano, procurando métodos menos poluentes, desenvolveu-se mais uma vez no
laboratério de Catalise & Quimica Fina de Coimbra, um método pioneiro para a sintese sustentavel
de porfirinas, através da exploracdo de caracteristicas unicas da dgua superaquecida sob irradia¢ao
micro-ondas.*® A 4gua, sob irradiacdo micro-ondas (maximo de 300W), e a uma temperatura de 473

K, atinge pressbes acima de 16 bar, sendo capaz de agir como catalisador, sem o uso de solventes
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organicos e oxidantes, permitindo a formacio de porfirinas com rendimentos elevados. Deste
modo, esta metodologia é detentora de um fator E de apenas 35, batendo de longe as restantes
metodologias descritas em termos de sustentabilidade (Adler e Longo — 158; Gonsalves-Pereira -
300; Lindey - 2252).48 Além dos beneficios ambientais referidos, esta apresenta também uma
diminuic¢do consideravel do impacto econémico, uma vez, que dispensa a utilizacao de solventes e
oxidantes, geralmente de elevado custo. Os diferentes métodos de sintese encontram-se sumariados

na figura 1.2.

/ Método Condigdes
Rothemund Piridina, tubo selado, 100°C, 48h
Adler e Longo Acido propiodnico, tubo selado,
130°C, 1h

Lindsey = Método em 2 passos:

1° Macrociclizagio originando
porﬁrinogénio (TFA, CC14) O O
2° Oxidacao utilizando uma
CHO .
quinona

S
+ IZ
_—

Nitrobenzeno Acido acético/nitrobenzeno (7:3),
120°C, 1h, ar
NaY Acido acético/nitrobenzeno (7:3),

130°C, 2h, ar, NaY

\Sustentével Agua, radiacio micro-ondas, 200°C,
Mw 10 min

Figura 1.2- Esquema resumo dos métodos de sintese de meso-arilporfirinas

Sintese de hidropotfirinas

A sintese de clorinas (Figura 1.1) baseia-se tipicamente em trés estratégias: a sintese
total,*50 a modificacio de produtos naturais’! e ainda a derivatizacio de porfirinas.5253545 No
ambito do trabalho desenvolvido e apresentado nesta dissertagdo, a clorina sintetizada sera derivada
de uma meso-arilporfirina pelo que apenas a ultima estratégia ird ser abordada com mais detalhe
nesta revisdao da literatura selecionada.

O método de obten¢do de clorinas por reducdo de uma das duplas ligagoes carbono-
catbono é o unico método de derivatizagio de porfirinas que permite obter as clorinas

correspondentes com estrutura semelhante, diferindo da estrutura do percursor apenas na posi¢ao
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reduzida. Para este efeito, encontra-se descrito a utilizacdo de condi¢des de hidrogenacio catalitica
com hidrogénio e paladio®™, bem como, a utilizagio da p-toluenosulfonilhidrazida. Em 1969,
Withlock®  foi pioneiro ao desenvolver o primeiro método com recurso a p-
toluenosulfonilhidrazida, porém, este recortia a solventes toxicos, tais como piridina. Este método
foi utlizado por Bonnet para a sintese de uma das clorinas mais conhecidas com aplicacio em PDT,
denominada Foscan.”” Tendo este como ponto de partida, em 2010 foi patenteado um método mais
simples e ambientalmente mais sustentavel, recorrendo a redugio pela diimida originada a partir do
seu percursor (p-toluenosulfonilhidrazida), sem a adicdo de qualquer solvente.’®:¢0 Para obter
seletivamente a clorina é necessario um segundo passo de oxidacdo da bacterioclorina formada.
Adicionalmente, podem também obter-se clorinas mediante a oxida¢io de uma das duplas ligacGes
de porfirinas meso-substituidas, recorrendo ao tetréxido de 6smio.f! Este método encontra-se
atualmente em desuso em detrimento da derivatizacdo de porfirinas através de reacles de
cicloadi¢do.®? As portfirinas quando detentoras dos substituintes adequados podem participar em
reacOes de cicloadi¢do 1,3-dipolar,® tanto como dipolaréfilos como 1,3-dipolos; em rea¢des Diels-
Alder,%4%> quer como dienos quer dienofilos, bem como em reagbes queletrépicas com diazo
compostos.® Contudo, estas estratégias originam clorinas com estruturas muito distintas das
porfirinas que lhes deram origem.

Recentemente, Lamani®” descreveu um método de reducio de olefinas utilizando hidrazina
aquosa (NH>NH,'H>O) como fonte de hidrogénio, a temperatura ambiente, e quantidades
cataliticas de cloreto de ferro (IIT)hexahidratado (FeCls:6H20O). Este é claramente um método mais
sustentiavel do que os anteriormente descritos pelo que neste trabalho procedemos a prova de

conceito para aplicacdo desta metodologia inovadora na reduc¢io de porfirinas as respetivas clorinas.

No que diz respeito aos compostos derivados de porfirinas reduzidos em duas posicoes,
bacterioclorinas (Figura 1.1), existem na literatura trés estratégias sintéticas semelhantes as descritas
para a sintese de clorinas: a sintese total,®® a modificagio de produtos naturais e ainda a
derivatizacdo de potfirinas ou clorinas.®.7%.7 Tém sido preparadas bacterioclorinas por derivatizacao
de porfirinas recorrendo a oxidagdo por tetréxido de 6smio’™ bem como através de reagbes de
ciclo-adigdo, tais como Diels-Alder,”>7* 1,3-dipolar,”> entre outras.’® A sintese destes derivados
reduzidos comecou por enfrentar algumas dificuldades, devido a instabilidade demonstrada pela
gama de compostos testados,””-787 contudo, recorrendo a introducio de grupos substituintes
eletroatractores que contribuem para a estabilizacdo eletrénica do macrociclo estas foram

superadas.80:81,82

Na sintese de bacterioclorinas por reducdo com hidrazinas salienta-se mais uma vez, o
trabalho pioneiro de Withlock® recentemente otimizado em Coimbra, para a transformagio de
meso-arilporfirinas contendo grupos sulfonamida nas bacterioclorinas correspondentes, sem adi¢ao

de solvente e/ou base.85%60 Este método foi utilizado na sintese de 5,10,15,20-tetraquis(2,6-

5



difluoro-3-N-metilsulfamoilfenil)bacterioclorina o primeiro farmaco para terapia fotodinamica do
cancro desenvolvido numa universidade portuguesa em colaboragdo com a industria, que ja se

encontra em ensaios clinicos.83.84

1.2- Sulfonamidas - sintese e aplicagées

A histéria das sulfonamidas iniciou-se com a descoberta do Prontosil, o primeiro farmaco
pertencente a esta classe. Este foi desenvolvido na década de 1930 por uma equipa de
investigadores dos laboratérios Bayer na Alemanha detendo atividade antibacteriana. Curiosamente
apresentava atividade 7z vivo mas nao #n vitro, mistério desvendado ao descobrir que o Prontosil tinha
de ser metabolizado por uma enzima intestinal para se tornar ativo tratando-se assim de um pro-
farmaco onde o metabolito (Sulfanilamida) é que apresenta atividade. Em 1939 Gerhard Johannes
Paul Domagk, diretor do Instituto de Patologia e Bacteriologia da Bayer foi premiado com o Nobel

da Fisiologia / Medicina pelo trabalho desenvolvido na descoberta deste firmaco.5
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Figura 1.3 — Metabolismo do Prontosil in vivo

Desencadeou-se uma nova Era, onde inumeras sulfonamidas foram sintetizadas e novas
atividades terapéuticas destas foram descobertas 368788, nomeadamente a inibi¢do de proteases de
cisteina 8909192 de proteases de HIV,”” da anidrase carbonica, 2495969798 da COX-IL,” da
fosfodiasterase-5 metabolizadora do cGMP? e da sintetase de dihidroperoato,®? entre outras.

Além disso, encontram-se descritas também como agentes hipoglicemiantes.!%

Tendo em conta o enquadramento do trabalho desenvolvido no ambito desta dissertagao,
apresenta-se com mais detalhe o mecanismo de atuagdo das sulfonamidas como antibacterianos.
Estas atuam como inibidores competitivos da enzima sintetase de dihidroperoato mimetizando o
seu substrato natural, o acido p-aminobenzéico (PABA). Deste modo, impossibilitam a sintese de
acido tetra-hidrofélico, imprescindivel para a formacdo de percursores dos acidos nucleicos e
consequentemente inibem o crescimento e divisio celular.?? No entanto, a ligagdo das sulfonamidas
a enzima referida é reversivel, sendo possivel que as células bacterianas adquiram resisténcia ao
farmaco quer pelo aumento da quantidade de PABA produzido, quer pela ocorréncia de mutages
que podem alterar a permeabilidade da membrana celular ao farmaco ou diminuir a afinidade da
enzima para este. Os farmacos nao sdo toxicos para o organismo humano uma vez que as nossas

células nao produzem acido tetrahidrofélico e consequentemente ndo contém a enzima alvo.%
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acido

tetrahidrofdlico

acido acido
x dihidroperoato . dihidrofdlico

T ~

Figura 1.4- Esquema ilustrativo da sintese de 4cido tetra-hidrofélico

Das diversas sulfonamidas de uso clinico podemos destacar a Sulfadiazina, comercializada
como Dermazine® e a Sulfadoxina administrada com pirimetamina com acdo antimalarica e

comercializado como Fansidar®.101

Figura 1.5- Estrutura da Sulfadiazina e Sulfadoxina

Sintese de Sulfonamidas

Precocemente descobertas e com um largo espectro de aplicabilidade, as sulfonamidas
encontram-se vastamente exploradas, conhecendo-se mais de uma dezena de métodos de sintese.
Deste modo, descreve-se uma longa lista de possiveis percursores, nomeadamente cloretos de
sulfonilo!02103104(A) " reagentes de Grignard!%> (B), sulfonatos® (C), acidos sulfénicos!®07 (D),
tibis! 08109110111 (F) - sulfenamidas® (F), entre outros.!'2!3 A figura 1.6 esquematiza os diversos
métodos de sintese, identificando os percursores com a respetiva letra.

O método mais utilizado para a sintese de sulfonamidas consiste no acoplamento de uma
amina, primdria ou secundaria, com um cloreto de sulfonilo (figura 1.6, A).114115116 Inicialmente o
cloreto de sulfonilo era preparado a partir do acido sulfénico correspondente recorrendo a um
agente clorante, os mais comuns sio SOCly, PCls e POCl;. No entanto este método requeria
excesso de oxidante e de dcido o que nio é compativel com a presenca de grupos sensiveis.??
Todavia novos métodos para contornar esta problemdtica foram surgindo, nomeadamente a
utilizagdo de reagentes de Grignard.!'” No presente trabalho iremos escolher a estratégia sintética

que recotre a cloretos de sulfonilo comerciais e proceder a sua detivatizagdo com a amina desejada.
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Figura 1.6 — Métodos de sintese de sulfonamidas

1.3-Terapia fotodinamica

A terapia fotodinamica consiste numa metodologia terapéutica que requer a combinac¢io de
trés fatores: uma fonte de luz com comprimento de onda adequado, oxigénio molecular e um
agente intermedidrio, denominado fotossensibilizador (PS), capaz de absorver e transferir energia da
fonte de luz para o oxigénio, conduzindo a formacio de espécies citotoxicas que causam danos e
consequente morte das células. Na presenca de luz, o PS transita para um estado excitado singuleto
de maior energia. O retorno deste para o estado fundamental singuleto pode ocorrer de forma
direta, através da emissdo de luz (fluorescéncia) ou de calor (conversdo interna), ou de forma
indireta, sofrendo cruzamento intersistemas para o estado tripleto. Neste estado o PS pode interagir
com o oxigénio molecular por dois mecanismos diferentes. O mecanismo tipo I, que consiste na
transferéncia de eletrdes para o oxigénio molecular originando espécies reativas de oxigénio, tais
como perdxido de hidrogénio (H203), radicais hidroxilo (HO"), radicais superdxido (Oz2), etc. ou o
mecanismo tipo 1I, que envolve a transferéncia de energia com a consequente formagio de

oxigénio singuleto ('Oy) (figura 1.7).118:119.120.121



Figura 1.7- Esquema resumo do comportamento do PS em terapia fotodinamica

Um fotossensibilizador ideal para PDT deve possuir as seguintes caracteristicas: elevada
pureza ¢ estabilidade quimica; sintese facil e de elevado rendimento; baixa toxicidade no escuro,
tanto do fotossensibilizador, como dos metabolitos; forte absor¢io na regido do infravermelho, no
espectro eletromagnético de UV-visivel (600-850 nm, a designada “janela terapéutica”); possuir
caracteristicas fotofisicas apropriadas, como baixo rendimento quintico de fluorescéncia, elevado
rendimento quéntico de oxigénio singleto e um estado tripleto com um tempo de semivida elevado,
bem como, um coeficiente de particio adequado a via de administracio pretendida e que permita a
dissolugdo em formulacSes biocompativeis, caso necessario.!??

De entre as multiplas aplicagdes da terapia fotodinamica referidas anteriormente salienta-se
a inativacdo de bactérias (aPDT),?* por ser uma potencial aplicagdo dos compostos sintetizados no
decorrer do trabalho descrito nesta dissertagdo. Antes de apresentarmos uma sele¢do de

fotossensibilizadores da familia dos macrociclos tetrapirrdlicos ja utilizados em aPDT considera-se

relevante descrever a estrutura membranar dos seus alvos biolégicos (bactérias).

As células bacterianas exibem uma grande variedade de formas, tamanhos, arquitetura
subcelular e composi¢io bioquimica, consequentemente, a suscetibilidade aos PSs pode ser
substancialmente diferente. Esta familia divide-se essencialmente em duas classes: as bactérias
Gram-positivas e as Gram-negativas. As bactérias Gram-positivas apresentam na composicdo da
sua parede celular 4cidos teicico e lipoteicoico organizados em multiplas camadas de
peptidoglicanos, conferindo um certo grau de porosidade, o que permite que algumas moléculas
consigam permear. Assim, nesta classe de bactérias, a parede celular ndo atua como uma barreira a
permeabilidade para a maioria dos PSs comumente utilizados. Pelo contrério, as bactérias Gram-

negativas externamente a rede formada pelo peptidoglicano possuem um elemento estrutural denso



com composicio heterogénea, que inclui desde proteinas com fungdo de porinas, a
lipopolissacarideos e lipoproteinas, conferindo a superficie externa um escudo denso e praticamente
continuo de carga negativa. Este sistema organizado forma uma barreira de permeabilidade efetiva,
restringindo a permeacdo da maioria dos PSs.

Com base nestas consideragbes, as bactérias Gram-negativas revelam-se os alvos mais
desafiantes. 123124125126 A estratégia utilizada tem consistido essencialmente no desenvolvimento de
fotossensibilizadores catiénicos, devido ao facto de estes conseguirem penetrar a membrana celular
de ambas as classes de bactérias mas também por varios estudos demonstrarem que estes possuem
uma maior seletividade para células bacterianas.!27,12812%,130 Na literatura descreve-se uma estratégia
alternativa que consiste na administracio simultinea de agentes destabilizadores da membrana de
bactérias Gram-negativas (Tris-EDTA e polimixina B) com os PSs.131.132

Devido as dificuldades sintéticas e fraca disponibilidade de porfirinas naturais, a utilizacao
de macrociclos tetrapirrélicos  meso-substituidos, facilmente obtidos por métodos sintéticos
sustentaveis, tém sido a escolha principal para o desenvolvimento de novas geragSes de
fotossensibilizadores. 4748360 Esta recorre essencialmente ao uso de porfirinas catidnicas, cujas
estruturas de exemplos selecionados se apresentam na Tabela 1.1.137.138139,140,141,142143 No entanto,
algumas destas apresentam como aspecto negativo a sua elevada toxicidade, sobretudo as derivadas
da 5,10,15,20-tetraquis(4-piridil) porfirina. 133134

Realga-se que até ao momento, ainda ndo foi possivel induzir resisténcia a aPDT apds
tratamentos consecutivos, reforcando a aposta desta terapia como uma alternativa promissora para

enfrentar a problematica da resisténcia aos antibacterianos. 2413
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Tabela 1.1- Exemplos selecionados de potfirinas sintéticas utilizadas em aPDT

Fotossensibilizador Ref Fotossensibilizador Ref

R 136 L 137

I+

M= 2H, Pt, Zn
R= CHa, CH,CH,OH, CH,(CH,),CHj

138 R 139

140 O(CH,)1N(CH)s 141

E(EHO)NHCHD)O
+

&
s

O(CH2)11"1(CH3)3

142 143

R R
R
F F
R=}QS\;
F F

Atendendo a0 nosso objetivo fulcral que consiste em combinar macrociclos tetrapirrélicos

com sulfonamidas por via covalente ou se/fassembly, em seguida apresenta-se uma revisio da
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literatura de exemplos de macrociclos tetrapirrélicos contendo grupos sulfonamidas na sua

estrutura, Tabela 1.2.

Analisando estes exemplos, verificamos que na maioria dos compostos a ligacdo da
sulfonamida a porfirina ocorre através do atomo de enxofre, sendo apenas exce¢io o ultimo
composto apresentado em que a ligacdo ocorre pelo atomo de azoto. Por outro lado, a maioria
destes encontram-se descritos como fotossensibilizadores para terapia fotodinamica convencional,
destacando-se a  5,10,15-tris(2,6-diclorofenil)-20-[4-N-(6-amino-hexil)sulfonamidofenil]porfirina,
testada por Roxo-rosal* tanto em bactéria Gram-negativas como Gram-positivas. Este composto,
in6cuo para o ADN celular, despertou a atencdo da comunidade cientifica para a pouco explorada

area dos fotossensibilizadores neutros.

Tabela 1.2- Conjugados de sulfonamidas e macrociclos tetrapitrolicos descritos na literatura

Composto Ref Compostos Ref
R 84 145
81
82
R
R
R
X;=F, X;=H ~R=SO,NHCH,
X;=X,=F  R=SO,NHCH,
X4=X;=Cl  R=SO,NHC,Hs
X4=F, Xo=H  R=SO,NHC;Hs
X;=Cl, Xp=H R=SO,NHC;Hs
X1=Xp=Cl  R=SO,NH(CH,)sCHs
80 146

X4=Cl, X,=H R= SO,NHCH,
R=802NH(CH2)20H3
R=802NH(CH2)6CH3

R= OSN——\
X1=X;=Cl ~ R=SO,NHCH;
R=SO,NH(CH2),CHs COEt

R=0,SN——\

X4=F, X,=H  R=SO,NH(CH,),CH,
R=SO,NH(CH,)sCH

R= 028Nm
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Tabela 1.2- Conjugados de sulfonamidas e macrociclos tetrapirrélicos descritos na literatura (cont.)

R 147 R 148
R w R
") Wa
R
cl SO,NHPEG35,0Me
R= ; ;
O cl
R O cl SO,NH(CH,),0(CH,),0H
o 4 )
R= —S N
—@SOzNH(CHz)ZO(CHz)QOH
R 149 Ry 144
’ w ’
R R
R4
cl
R= SO,NH(CHy),CHs
O SONH(CHa)31CHs R1=
OZSHN\® cl
R l
0,SN—CH, R2= —@SOZNH(CHZ)GNHZ
CH,COOCH,
0,5N-CH,COOCH;3
R 150 R 151
R R R R
R R
M=2H, Cu, Zn —
(0] +N— (()DZN
— ng \ / H n

Deste modo, a estratégia utilizada no design das entidades moleculares desenvolvidas e
apresentadas nesta dissertacdo consistiu na tentativa de encontrar sinergias entre a utilizacio de
aPDT combinada com sulfonamidas reconhecidas como bons agentes antibacterianos. Neste
sentido, realizou-se uma pesquisa na literatura da aplicagao deste conceito. Verificimos que em
1995, Malik e Nitzan!>? testaram uma composi¢ao antimicrobiana resultante da combinac¢io de uma
ou uma mistura de diferentes porfirinas (deuteroporfirina e hemina) e antibiéticos convencionais
(meticilina, ampicilina, tetraciclina) aplicada sobre a forma de creme, para inativar bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Os resultados deste estudo demostraram que a presenca de porfirinas
aumenta a eficicia do tratamento. Posteriormente, em 2009, Di Poto e os seus colaboradores!53

desenvolveram um método que consistia num pré-tratamento de biofilmes com PDT, seguido da
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aplicagdo de vancomicina em concentracdes abaixo da concentracdo inibitéria do biofilme. Esta
metodologia provoca uma desintegracio da matriz do biofilme e permite a morte da maioria das
bactérias. Recentemente em 2011, Xing e a sua equipa!> testaram uma fototerapia baseada na
conjugacio entre uma porfirina e duas moléculas de Vancomicina. Através da presenca destas a
afinidade e seletividade para ligagdio a membrana bacteriana demonstrou ser relativamente mais

elevada, aumentando consequentemente a eficacia do tratamento.

1.4- Fliior em Quimica Medicinal

A presenca de flior em compostos organicos com potencial aplicagio em farmacologia tem
sido cada vez mais explorada nos dltimos anos.!5>1% Nomeadamente, cerca de 20% de compostos
farmacéuticos contém pelo menos um atomo de fluor.’>” As alteracGes estereoquimicas numa
molécula induzidas pela substituicdo de um atomo de hidrogénio por um atomo de fldor sio
pequenas, devido a semelhanga entre os seus raios atémicos. No entanto, a diferenca de
eletronegatividade ¢ significativa, propriedade que consegue afetar consideravelmente tanto a
farmacocinética como a farmacodinamica de um potencial farmaco. O local e o grau de substitui¢ao
podem afetar a sua estabilidade, seletividade e propriedades fisicas, tais como pKa e coeficiente de
particio (log P).158:155 Por outro lado, com uma energia média de dissociacio de ligacio de 105,4
kcal mol, o vinculo C-F é uma das ligagbes mais fortes em quimica organica, conferindo uma
estabilidade metabdlica unica.!®Assim, o desenvolvimento e otimiza¢io de novas moléculas
organicas com atomos de flior na sua constituigdo é uma area de interesse crescente na quimica
medicinal. ' Na familia dos farmacos com efeito antibacteriano, temos o exemplo das quinolonas,

onde a maioria dos seus membros apresenta pelo menos um atomo de fldor (figura 1.8).

O O O o
F
(\N N N g

O

mW j@fﬁ*

/N\) Me

Tn

F
Figura 1.8 - Exemplos de quinolonas

Adicionalmente, a presenca de atomos de fldor deixa em aberto outras potenciais
aplicagbes. Compostos anfifilicos fluorados podem encontrar utiliza¢o, por exemplo, como sondas

para a detecdo de cancro com recurso a ressonancia magnética de '“F, uma vez que, o atomo de
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flaor possui o seu isétopo 100% ativo para RMN com alta sensibilidade intrinseca em sistemas
biolégicos.’!  Além disso, é bem conhecido que as porfirinas fluoradas se acumulam
preferencialmente em tumores,'? razdo pela qual tém sido extensamente utilizadas como
fotossensibilizadores para o tratamento de situacdes oncolégicas, tendo todos os compostos

fluorados apresentados na tabela 1.2 esta aplicago.

No ambito dos fotossensibilizadores para aPDT, também se verifica esta tendéncia, tal

como se observa nos exemplos da tabela 1.1.
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1.5- Proposta de trabalho

Compilando todos os conhecimentos supracitados, definimos como proposta do trabalho
desenvolvido e apresentado nesta dissertagio, o desenvolvimento e/ou sintese de moléculas que
incorporam na sua estrutura sulfonamidas e macrociclos tetrapirrélicos com o objetivo de obter
novos compostos que possam simultaneamente atuar como antibacterianos per si e como
fotossensibilizadores para inativagdao de bactérias, recorrendo a terapia fotodinamica. Além disso, a
presenca de sulfonamidas pode funcionar como vetor para as células bacterianas, potenciando a
seletividade do tratamento. Neste sentido, subdividimos o trabalho em dois campos de estudo
(figura 1.9), o primeiro pretende desenvolver e otimizar métodos de sintese de macrociclos
tetrapirrélicos fluorados funcionalizados com sulfonamidas, de modo, a ampliar o conhecimento na
area dos fotossensibilizadores antibacterianos neutros. O segundo consiste na funcionalizagio de
portfirinas catibnicas com sulfonamidas através de uma metodologia pouco explorada nesta area, o

self-assembly.

Macrociclos
tetrapirralicos

Ligagio covalente Self-Assembly
R, O
H-N_8_R,
.
(|)| (AT \
N—S—R,
o
Ar Ax
Ar
Efeito sinergético
Atividade Antibacteriana + Atividade Antibacteriana
per si com recurso a PDT

Figura 1.9- Esquema resumo da proposta de trabalho descrita nesta dissertacdo
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Capitulo 2

Sintese e caracterizag¢iao de sulfonamidas derivadas da

pentafluorofenilporfirina por ligagao covalente

Nas sociedades modernas assiste-se a um aumento crescente do numero de bactérias e
virus com resisténcia aos fairmacos atualmente disponibilizados pela Industria Farmacéutica!. Por
este facto é de extrema televancia desenvolver métodos de sintese de novas moléculas com
potencial atividade antibacteriana. De entre as multiplas familias de compostos com estas
propriedades salientam-se novas sulfonamidas devido a sua facil modulacio estrutural e
demonstrada atividade antibacteriana.?3 Por outro lado, as potfirinas e seus derivados reduzidos,
tém sido muito utilizadas como fotossensibilizadores em fotomedicina*® ¢ mais recentemente na

inativacdo de virus e bactérias, sem inducio de resisténcia aos microorganismos.®’

Neste capitulo descrevem-se novas metodologias de sintese de moléculas bimodais que
incorporam na sua estrutura sulfonamidas e macrociclos tetrapirrélicos com o objetivo de obter
compostos com propriedades inovadoras que possam simultaneamente atuar como antibacterianos
e como fotossensibilizadores para inativa¢io de bactérias, recorrendo a terapia fotodindmica (PDT).
De forma a averiguar a potencial aplicagdo referida, procedeu-se a caracterizagio fotofisica dos
compostos  sintetizados, onde foram avaliados atributos fundamentais a um bom
fotossensibilizador, tais como o rendimento quantico de fluorescéncia, rendimento quéntico de
oxigénio singuleto e rendimento quantico de formagido de estado tripleto. Por dltimo, mas nio
menos importante, foram realizados estudos preliminares de permeabilidade celular e ensaios

citotoxicologicos no escuro.

2.1 Sintese dos precursores

Sulfonamidas

O trabalho apresentado neste capitulo iniciou-se com a sintese de sulfonamidas, com o
intuito de preparar “sintdes”, para posterior utilizacdo como unidade de construcido (building block)
na derivatiza¢do de porfirinas fluoradas. Segundo a literatura, tal como descrito anteriormente
(capitulo 1), existem diversos métodos de sintese desta classe de compostos, no entanto, o método

mais comum consiste no acoplamento de uma amina primaria ou secundaria com um cloreto de
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sulfonilo.8 Deste modo, delineou-se uma estratégia sintética baseada no esquema de retrossintese

apresentado na figura 2.1.

Figura 2.1- Esquema da estratégia de retrossintese aplicada no estudo

Sendo do nosso conhecimento que varios estudos tém demonstrado a importancia de um
protdo acidico livte no grupo sulfonamida para a ligacio a enzima alvo (dihidroperoato
sintetase)!®!1) decidiu-se sintetizar duas sulfonamidas com estruturas semelhantes, diferindo
somente na presenca ou auséncia de um atomo de hidrogénio diretamente ligado ao atomo de
azoto da sulfonamida, para em trabalhos futuros poder dar continuidade a este estudo e comparar

a sua atividade inibidora do crescimento de bactérias de forma a validar as hipoteses formuladas.

Tendo por base a estratégia sintética referida (figura 2.1), iniciou-se a sintese de
sulfonamidas adicionando-se 1.2 equivalentes da amina pretendida, a uma solucido de cloreto de
para-tolueno sulfonilo em diclorometano (DCM) (tabela 2.1). A mistura permaneceu a temperatura
ambiente sob agitagio (4 a 5 horas), até se verificar por cromatografia de camada fina (TLC,do
inglés thin layer chromatography) o consumo total do material de partida. Verificou-se que a p-
toluenosulfonamida, 2.1, e a N-metil-p-toluenosulfonamida, 2.2, precipitam no meio reacional pelo
que se procedeu a sua filtragdo e posterior dissolugio em diclorometano de modo a realizar a
extragdo por solventes sequencial com uma solugdo saturada de bicarbonato de sédio e agua.

Obteve-se um rendimento de 48 % e 94 %, respetivamente (tabela 2.1).

Tabela 2.1- Método de sintese de sulfonamidas e respetivos rendimentos obtidos

Entrada Sulfonamida Substituinte  Rendimento  Rendimento
(R) literatura
1 p-toluenosulfonamida 2.1 R=H 48% 97%12
2 N-metil-p-toluenosulfonamida 2.2 R=CH; 94 % 92 %o!3

O rendimento obtido para a N-metil-p-toluenosulfonamida foi semelhante ao descrito na
literatura®3 (94 %, entrada 2 tabela 2.1). Relativamente a p-toluenosulfonamida (tabela 2.1, entrada 1)
obteve-se um rendimento inferior possivelmente devido a sua facil protonacao que facilitou a sua

transferéncia para a fase aquosa durante a extracio com consequente perda de produto. Procedeu-
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se ainda a extracdo da fase aquosa com acetato de etilo, no entanto, uma quantidade apreciavel
continuou a permanecer nesta ¢ por isso, o rendimento isolado inferior ao descrito na literatura.'?

Por questdes temporais ndo foi possivel proceder a uma completa otimizagio.

Ambas as sulfonamidas foram caractetizadas estruturalmente por espectrometria de massa
e por ressonancia magnética nuclear de protdo e de carbono e os dados encontram-se descritos na

sec¢do experimental, capitulo 4.
Porfirinas

Tal como discutido no capitulo 1, tanto a classe das portfirinas como as sulfonamidas
podem apresentar agdo antibacteriana?3¢ Devido a esta potencial aplicacdo partilhada entre as duas
classes de compostos e ao nosso interesse no desenvolvimento de novos macrociclos tetrapirrélicos
com possivel atividade biologica decidiu-se sintetizar uma porfirina base que posteriormente possa

ser conjugada com as sulfonamidas previamente sintetizadas.

Selecionou-se a 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina (TPFPP) (2.3) por constituir
um excelente modelo para obtenc¢do de novos derivados potfirinicos, uma vez que possui um fldor
mais ativado para substituicio nucleofilica na posicdo para do grupo fenilo. Esta reacdo de
substituicdo nucleofilica aromatica foi descoberta ocasionalmente por Kadish e os seus
colaboradores!* em 1990, permitindo a sintese de potfirinas com grupos dadores de eletrGes na
posicao para. Posteriormente, ja foi testada numa vasta gama de nucleéfilos, como aminas, tidis,
alcoois, heterociclos de azoto, etc.!> Contudo, nao se encontra descrito a utilizacao de sulfonamidas

como nucleéfilo, tornando inovador o trabalho desenvolvido e descrito nesta dissertacio.

Adicionalmente, trabalhos anteriores do grupo nos quais se estudaram porfirinas
difluoradas, mostraram que os atomos de flior aumentam a sua fotoestabilidade.*> Desta forma, a
nossa hipétese de trabalho pressupde que potfirinas perfluoradas poderio contribuir para aumentar
ainda mais esta estabilidade, sobretudo se a partir delas se evoluir para os seus derivados reduzidos.
Concomitantemente sabe-se que os atomos de fldor contribuem para o aumento do cruzamento
intersistemas via efeito do atomo pesado e portanto podem também contribuir para diminuir o
rendimento quantico de fluorescéncia e aumentar o rendimento quantico de formacio de oxigénio

singuleto.' Desta forma ¢é reforcada a selecao da TPFPP como porfirina base.

A 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina (2.3) foi sintetizada de acordo com o
método do nitrobenzeno!” e sua otimizagao recente recorrendo a presenca de NaY.'® No que diz
respeito a0 método classico do nitrobenzeno, colocou-se uma solucdo de pentafluorobenzaldeido
em écido acético/nitrobenzeno (2:1) a 120 °C. Posteriormente foi adicionada, gota a gota, uma

quantidade equimolar de pirrol e a mistura permaneceu em refluxo durante uma hora. Apds
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arrefecimento, procedeu-se a uma destilacio a pressdo reduzida seguida de extracio com
diclorometano e agua. O processo de purificacdo foi bastante laborioso, devido a presenca de
diversos produtos secundarios da reagdo e de nitrobenzeno. Este consistiu em trés colunas de silica
gel, seguidas de sucessivas precipitacGes e uma recristalizacdo final. Devido a este trabalho de

purificagdo o rendimento obtido foi de apenas 4.9 % (tabela 2.2, entrada 1).

Tabela 2.2- Métodos de sintese da 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina e respetivos

rendimentos

EoE CH3COOH
(IDI // \\ 120 °C
F CH + N —
) A-1h
£ F H B-NaY, 2 h
23
Entrada Método de Sintese Rendimento (%)

1 Método do nitrobenzeno 4.9
2 Método do NaY 9.2

Atendendo ao baixo rendimento os estudos prosseguiram com a sintese da mesma
potfirina mas usando o zedlito NaY como acido de Lewis para ativar o grupo carbonilo do
aldeido.'® Como ja referi esta metodologia difere do protocolo anterior apenas na adi¢do inicial de
um zeodlito alumino-silicato denominado NaY e no tempo de rea¢io, que ¢ prolongado para duas
horas. As etapas de purificagio necessarias foram semelhantes o que nos permite obter uma
comparag¢do mais fidvel. O rendimento obtido foi de 9.2 %. Corroborando os dados da literatura,

observamos uma duplicacio do rendimento aquando da adi¢iio do catalisador sélido.

Para além da posicio meso, as porfirinas podem ser modeladas perifericamente nas posi¢oes
B-pirrolicas. Sabe-se que quando a posicio § do macrociclo contém um substituinte com
conjugacdo, podera existir um aumento de conjugacio do macrociclo refletido num alargamento
das bandas QQ ou uma deslocalizacio dos eletrdes m do macrociclo, podendo provocar um desvio do

espectto de absorcdo para o vermelho ou infravermelho préximo.!” Motivados por este
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conhecimento, decidimos também explorar a sintese de novas portfirinas funcionalizadas nas
posicbes B-pirrdlicas, mantendo, no entanto, o raciocinio utilizado anteriormente, com o intuito de
avaliar a influéncia da presenca de um grupo sulfonamida nesta posicido do macrociclo
tetrapirrélico. Deste modo, a estratégia consistiu na inser¢io de um bom grupo abandonante na
posicao B do macrociclo (NOy), que possa subsequentemente ser substituido pela sulfonamida
pretendida. Procedeu-se a otimizacio desta metodologia usando como modelo a 5,10,15,20-
tetrafenilporfirina (TPP).

Esta porfirina base foi gentilmente cedida pela empresa Luzitin, S.A. Assim, come¢amos
por mono funcionalizar a TPP com nitrato de cobre na presenca de anidrido acético e acido
acético, segundo metodologias descritas na literatural®202122 obtendo-se a Cu(Il)-8NO,TPP com
um rendimento de 79 %, que estd de acordo com o descrito na literatura.!®

Uma vez que a reagdo protétipo correu como esperado, decidiu-se expandir a estratégia
para a 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina. Usando as condi¢des descritas anteriormente
apenas se observou a metalagio da porfirina, deste modo, a temperatura foi aumentada para 60 °C.
Ap6s 27 horas, deixou de se observar por cromatografia de camada fina (TLC) qualquer evolucio
da reacdo pelo que se procedeu ao seu término. Obteve-se a Cu (II) - BNO;TPFPP com um
rendimento isolado de 30.8 %. A porfirina metalada intermediaria foi o produto secundario obtido
em maior quantidade, sendo o seu rendimento de 41.8%. O Flior comumente utilizado como
bioiséstero do Hidrogénio, tem um tamanho similar a este, no entanto, apresenta uma maior
eletronegatividade.?> Com base neste conhecimento, podemos constatar que a transposicio desta
reacdo para a TPFPP nio ¢ afetada por impedimentos estéreos mas sim pela eletronegatividade
referente aos grupos fluor presentes que desativam o macrociclo para a ocorréncia de reagoes de

substituicdo electrofilica.

CU(NO3)2
Ac,0, AcOH
_—

CHCls
60°C 27h

Figura 2.2- Esquema geral de sintese 2-nitro-5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirinato de cobre (II)

As trés porfirinas foram caracterizadas estruturalmente por espectroscopia de massa.

Adicionalmente a 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina foi caracterizada por ressonancia
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magnética nuclear de protao e de fldor. Os dados encontram-se descritos na sec¢io experimental,

capitulo 4 e estdo de acordo com a literatura.225

2.2- Sintese de sulfonamidas derivadas da pentafluorofenilporfirina por

ligagdo covalente

Os estudos prosseguiram com a otimizacio da ligacio da sulfonamida a 5,10,15,20-
tetraquis(pentafluorofenil)porfirina,  recorrendo a  uma  sulfonamida  comercial, a
metanosulfonamida, como modelo. Tendo conhecimento prévio da relevancia da concentragiao no
rendimento de reacSes de substituicdo nucleofilica, realizou-se uma pesquisa da gama de
concentra¢des utilizadas na preparagio de derivados da TPFPP com diferentes nucleéfilos e os

dados considerados relevantes apresentam-se na tabela 2.3.

Tabela 2.3- Exemplos selecionados de reagdes de substitui¢io nucleofilica aromatica na TPFPP

Entrada Nucleéfilo Potf/Nucl  Solvente €] Produto(s) 1n(%) Ref
maioritario(s)
1 2- aminoetanol 1/2.9 Dioxano 1.3x10-2 Tetrassubstituido  81% 26
2 N-a-acetil-L- 1/10 NMP 5.10x10-2  Tetrassubstituido  70% 27
lisina metil éster
3 6- 28
mercaptopurina 1/32 DMF 3.00x103  Tetrassubstituido  38%
ribésido
4 Propano-1,3- Trissubstituido 31% 29
diamino 1/4.4 Dioxano  4.28x10-2  Tetrassubstituido  30%
monoprotegido
5 2/1 Tolueno 8.0x10->  Monossubstituido  63- 30
Aminoalquil 83%
6 fosforamidatos 1/10 Tolueno  8.0x103  Tetrassubstituido ~ 50- 30
77%

Pela analise destes resultados da literatura, apresentados na tabela 2.3, verificimos que nas
reacOes em que se obtém o composto tetrassubstituido com um rendimento mais elevado a
concentra¢io de porfirina é da ordem de 102 M (tabela 2.3, entrada 1 e 2) variando o excesso de
sulfonamida de exemplo para exemplo. Desta pesquisa salientamos o trabalho de Pedrosa® onde
pata obter a potfirina monossubstituida utilizou uma relacio porfirina/nucledfilo de 2/1 (tabela 2.3
entrada 5). E de salientar, que a nucleofilicidade do reagente utilizado é um dos fatores
preponderantes nos resultados obtidos. As sulfonamidas sdo nucleéfilos mais fracos do que os
encontrados na literatura, devido a sua possibilidade de conjugagio intrinseca (figura 2.3), podendo

o substituinte (R1) presente reforcar ou atenuar este efeito.
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Figura 2.3 - Possibilidade de conjugacio inerente ao grupo sulfonamida

Sendo o objetivo fulcral deste trabalho otimizar condi¢es reacionais para obter
preferencialmente as sulfonamido-porfirinas mono e tetrassubstituida, os estudos de substituigao
nucleofilica foram iniciados com uma concentracio de 5.1x10-3M, similar a usada por Pedrosa?
para obter seletividade para o composto monossubstituido (entrada 5, tabela 2.3), mas tendo em

conta a menor nucleofilicidade da sulfonamida utilizou-se uma relagdo porfirina:sulfonamida de 1:6.

Assim, numa experiéncia tipo, a 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)portirina (2.3)
(concentra¢io de 5.1x103M), e 6 equivalentes de metanosulfonamida (2.2) foram dissolvidos em
dioxano sendo posteriormente adicionado carbonato de césio como base. De seguida, a mistura foi
aquecida até 100°C. Apesar de na cromatografia de camada fina ainda se observar algum reagente
de partida, apds 72 horas, decidimos terminar o processo, uma vez que, ja ndo se observava
nenhuma evolucdo conducente ao aumento da formacio do produto. Apés o arrefecimento da
mistura reacional até a temperatura ambiente o crude foi purificado por extracdo por solventes
seguido de secagem e cromatografia utilizando como eluente #-hexano/acetato de etilo (2:1) e gel
de silica como fase estacionaria. Foi recolhida uma primeira fracio identificada como a porfirina de
partida (TPFPP) e uma segunda fragdo maioritaria identificada por RMN como sendo
essencialmente a porfirina monossubstituida (2.6). No entanto considerdmos que a pureza nio era
ainda satisfatoria para os estudos fotofisicos que pretendiamos prosseguir pelo que se efetuou uma
purificacdo adicional por cromatografia de adsor¢do em placa, usando um eluente de polaridade
crescente baseado na mistura z-hexano/acetato de etilo (10:1 até 2:1). Apds esta purificacio
adicional obteve-se a 5-[2°,3’,5,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoil)fenil]-10,15,20-tri-[(2°,3°,4°,5,6’-

pentafluoro)fenil]porfirina com um rendimento de 18.5%.

Posteriormente, com o intuito de obter o composto tetrassubstituido, efetuaram-se estudos para
avaliar o efeito da concentragio de porfirina inicial, do excesso de sulfonamida e da quantidade de
base. Variando a concentragdo de porfirina de 5.1x103M para 1.0x102M a quantidade de
sulfonamida de 6 para 18 equivalentes e o carbonato de césio de 6 para 12 equivalentes, observou-
se por TLC, ap6s 48 horas, o total consumo da porfirina de partida com concomitante formagio de
uma mistura complexa de produtos (tabela 2.4, entrada 2). Decidiu-se elevar a concentracido de
potfirina para 1.5x10-2M, mantendo a mesma relagao porﬁrina/ sulfonamida/base. Apbs 48 horas
observou-se, também por TLC, o consumo total do material de partida e a formacdo de um

produto insolivel no meio reacional. Apés purificacio, descrita em seguida, obteve-se 0 composto
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5,10,15,20-tetra-[2°,3°,5’,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoil) fenil|porfirina, 2.14, com um rendimento
de 70%. Concomitantemente, com o intuito de diminuir mais o tempo reacional, procedeu-se ainda
a uma tentativa de otimizacdo desta reacgdo, realizando-a na total auséncia de solvente. Sendo o
ponto de fusio da metanosulfonamida de 85-89 °C, pensimos que ao realizar a reacio a 100 °C tal
como anteriormente, conseguirfamos que a sulfonamida funcionasse como solvente e como
nucleéfilo. Verificou-se que tal era possivel mas que ao fim de 24 horas tinhamos apenas um

rendimento de 56%, inferior ao obtido na presenca de solvente.

Tabela 2.4- Estudo da influéncia da concentragio e da relagio porfirina / sulfonamida no

rendimento e seletividadeda reagio

Entrada Concentragio Sulfonamida Base Produto maioritirio (%)
1 5.1x103M 6 equivalentes 6 equivalentes Monossubstituida 18.472
2 1.0x102M 18 equivalentes 12 equivalentes Mistura - b
3 1.5x102M 18 equivalentes 12 equivalentes Tetrassubstituida 70p
4 Sem solvente 616 12 equivalentes Tetrassubstituida 56¢
equivalentes

a) 72 horas de reacdo; b)48 horas ¢)24 horas

No caso da reagio utilizando o dioxano como solvente, este foi retirado por decantagio e
por TLC observou-se neste, a presenca de quantidade vestigial da porfirina de partida, 2.3, e dos
produtos secundarios correspondentes as porfirinas mono- di- e trissubstituidas. A analise por TLC
de uma amostra do sélido obtido dissolvido em metanol, usando acetato de etilo como eluente,
revelou apenas a existéncia de uma tnica mancha no ponto de aplicagdo. A purificagio final do
produto revelou alguma dificuldade devido a elevada solubilidade em meios aquosos tanto da
presumivel porfirina tetrassubstituida como do excesso de sulfonamida utilizada uma vez que nio
foi possivel efetuar a cromatografia de adsor¢ao em coluna ou em placas, como anteriormente.
Perante esta dificuldade experimental tentou-se proceder a purificacio por cromatografia de
exclusido usando uma coluna de Sephadex G-10(limite de exclusio molecular de 700 g/mol) e dgua
como eluente. Surpreendentemente a porfina ficou retida nos poros e nio foi possivel recupera-la.
Da nossa observagio experimental verificou-se que este composto era insolivel em dioxano e que
contrariamente a metanosulfonamida era parcialmente soluvel pelo que se procedeu a varios ciclos
de lavagem com dioxano recorrendo a ultra-sons para aumentar a dissolu¢io desta. No entanto, o
dioxano é um solvente de custo elevado, pelo que era prioritirio encontrar outra forma de purificar.
Assim, verificou-se que o composto tetrassubstituido também era insolivel em acetona, pelo que se
substituiu o dioxano por esta. Contudo, este processo nao permitiu concluir a completa purificacdo

do composto pelo que decidimos recorrer a purificagdo adicional por filtragdo por tamanho
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utilizando um dispositivo Amicon equipado com uma membrana de 1KDa (retém compostos com
peso molecular superior a 1000 Daltons). A mistura de compostos dissolvida em 4gua foi colocada
no apatelho e o produto pretendido (1275 g/mol) foi retido pela membrana enquanto que a
sulfonamida livre, de menor peso molecular (95.12 g/mol), foi eliminada juntamente com o
solvente. Esta purificacdo adicional permitiu obter a 5,10,15,20-tetra-[2°,3°,5°,6’-tetrafluoro-4’-
metanosulfamoil)fenil|porfirina (2.14) com um rendimento de 70 %. No caso da reacio sem
solvente a decantacdo ndo foi necessaria sendo os restantes passos de purificacdo similares aos

anteriormente desctitos.

Todavia, o fator primordial limitante do nosso trabalho nio é o tempo mas sim o custo da
sintese. Deste modo, procedeu-se a comparac¢io de custos entre o método convencional e o
método sem solvente. Tal como se observa na tabela 2.5, a reacio sem solvente tem um custo cerca

de seis vezes superior.

Tabela 2.5- Analise dos custos dos dois métodos aplicados (convencional e sem solvente)

Entrada Método Reagente Preco stock Solvente Custo
1 Convencional Dioxano 9590 €/ L 2 ml 0.19 €
2 Sem solvente Metanosulfonamida 4710 €/¢g 247.4 mg 1.17 €

No entanto, ndo podemos descurar o impacto ambiental causado por estas. Desta forma
procedeu-se ao calculo da diferenca entre o Factor E3' das duas metodologias. Considerando
idénticas todas as etapas de purificagdo obteve-se uma diferenca de 63.5 unidades, apresentando a
sintese sem solvente, consideravelmente, um menor impacto ambiental. Consequentemente a
metodologia sem solvente revelou diminuir a duragdo da reagdo de 2 dias para apenas 1, além de
apresentar um menor impacto ambiental. Contudo o rendimento de sintese é menor e o custo cerca
de seis vezes superior. Deste modo, temos um equilibrio entre as vantagens e as desvantagens que

pode tender para cada um dos lados, consoante as prioridades definidas no momento da sintese.

Em suma, através da modelagio da concentragio e da relacdo porfirina/sulfonamida
conseguimos desenvolver uma metodologia para obter seletivamente o composto mono e
tetrassubstituido  independentemente.  Resumidamente, pode obter-se o  composto
monossubstituido como produto maioritario realizando a reagdo com uma concentragio de 5.1x10-3
M e um excesso de sulfonamida de 6 equivalentes (Método A) e o produto tetrassubstituido

utilizando um excesso de 18 equivalentes e a concentracao de 1.54x10-2M (Método B).

Com o intuito de avaliar o efeito da estrutura da sulfonamida na reatividade, utilizando as
condi¢bes previamente descritas alargaram-se os estudos para a sintese de porfinas

monossubstituidas contendo as sulfonamidas previamente sintetizadas:p-toluenosulfonamida (2.1) e
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N-metil-p-toluenosulfonamida (2.2). Os rendimentos da reacdo apds isolamento apresentam-se na

tabela 2.6. Da analise destes resultados, constatamos que os rendimentos de formacdo das

potfirinas  2.7-2.13 variaram entre 0-6-4.5%

(entradas 3-5 e 7-8,

tabela  2.0),

sendo

consideravelmente inferiores ao obtido com a metanosulfonamida (18.5 %, entrada 1, tabela 2.0).

Tabela 2.6- Rendimentos dos produtos isolados da reagido da TPFPP com as sulfonamidas 2.1, 2.2 e

com a metanosulfonamida

&

(@)
O:(f:o

z1

2z

21 R1=H Cs,CO3
2.2 R1=CH,4 Dioxano Ra
100°C
0 —
HyC—8—NH,
e}
2.6-2.15
2.3
Entrada Portf. R> Rs R4 Rs 1(%0)
1 2.6 NHSO;Me F F F 18.47A
2 2.14 NHSO;Me NHSO;Me NHSO;Me NHSO;Me 708
3 2.7 NHSO,PhMe F F F 4,534
4 2.8/2.9 NHSO,;PhMe NHSO,PhMe F F 0.694
5 2.10 NMeSO,PhMe F F F 3,114
6 2.11/2.12 NMeSO,PhMe NMeSO,PhMe F F 1.454
7 2.13 NMeSO,PhMe NMeSO,PhMe NMeSO,PhMe F 0.642
8 2.15 NMeSO,PhMe NMeSO,PhMe NMeSO,PhMe NMeSO,PhMe 208

A- Método A (5.1x103 M, excesso de 6 equivalentes sulfonamida)

B- Método B (1.54x102 M, excesso de 18 equivalentes de sulfonamida)

HEstes baixos rendimentos podem ser atribuidos a presenca do grupo tolilo, que contribui

para a diminui¢do da nucleofilicidade da sulfonamida, devido a sua capacidade de ser atractor de

eletrées por conjugacio, reforgando deste modo, a conjuga¢io inerente ao grupo sulfonamida, tal

como explicitado anteriormente. Contraditoriamente, observamos que com a metanosulfonamida,

nestas condi¢coes, obtemos apenas o composto monossubstituido e com a p-toluenosulfonamida
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(2.1) e a N-metil-p-toluenosulfonamida (2.2), sulfonamidas menos nucleofilicas, obtemos os
compostos mono e dissubstituidos em ambos os casos e adicionalmente o composto
trissubstituido, no ultimo caso. Este facto pode interpretar-se com base numa maior ativacio do
macrocilo para a ocorréncia de posteriores substitui¢oes nucleofilicas na posi¢do para dos outros
grupos pentafluorofenilo, depois de ter ocorrido a primeira substituicdo com um grupo atractor de

eletroes.

Nos compostos dissubstituidos nio se procedeu a separagio dos isémeros, resultantes da
segunda substituicio ocorrer no anel adjacente ou aposto, pelo que apresentamos sempre Os

estudos referentes a mistura dos dois compostos.

De seguida, aplicou-se o método B (excesso de 18 equivalentes de sulfonamida e
concentrac¢io de 1.54x10-2M), com vista a obten¢do do produto tetrassubstituido, utilizando a titulo
de exemplo, a IN-metil-p-toluenosulfonamida (2.2). Obteve-se a 5,10,15,20-tetra-[2°,3",5",6*-
tetrafluoro-4’-N-metil-p-toluenosulfamoil)fenil|porfirina (2.15) com um rendimento de 20%
(entrada 0, tabela 2.6). Tal como esperado, tendo em conta os resultados previamente apresentados,
este ¢ inferior ao obtido com a metanosulfonamida (70%, entrada 2, tabela 2.6). A purificagdo do
composto tetrassubstituido 2.15 foi consideravelmente mais simples do que a anteriormente
descrita, uma vez que, devido a estrutura da sulfonamida este ndo apresenta solubilidade em meios
aquosos podendo, deste modo, ser purificado por cromatografia tal como os derivados mono, di e

trissubstituidos.

No que diz respeito a segunda metodologia de funcionalizagdo, nas posicSes B-pirrolicas,
seguimos exatamente o mesmo raciocinio, comegando por otimizar esta com a metanosulfonamida.
Deste modo, usando como modelo a 2-nitro-5,10,15,20-tetrafenilporfirinato de cobre (II) (2.4)
sintetizada anteriormente, empregamos as condi¢des de concentracio otimizadas para a mono-
substitui¢io (5.1x10- M), utilizando, porém, apenas um excesso de 3 equivalentes de sulfonamida.
Ap6s 48 horas a 100°C, verificou-se a presenca de matetial de partida em grande quantidade, pelo
que se adicionaram mais 2 equivalentes de metanosulfonamida ao meio reacional, e a reacio
permaneceu 2 mesma temperatura (100°C)por mais 24 horas. Apds o arrefecimento da mistura
reacional até a temperatura ambiente, realizou-se a extra¢do da mistura, usando como fase organica
diclorometano e como fase aquosa, sequencialmente uma solugio saturada de bicarbonato de sédio
e 4dgua. A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e o solvente eliminado a pressio
reduzida. O residuo foi retomado em diclorometano e procedeu-se a sua purificacio por
cromatografia de adsor¢io em coluna utilizando como eluente 7-hexano/diclorometano (2:1) e
sflica como fase estacionaria. Foi recolhida uma primeira fragdo identificada como a porfirina de

partida metalada com cobre (Cu(I)TPP) e uma segunda fragdo correspondente ao produto
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pretendido. Deste modo, obtivemos a 2-N-metanosulfamoil-5,10,15,20-tetrafenilporfirinato de

cobre (II) (2.16) com um rendimento de 14.56%.

Dado que os resultados obtidos foram positivos, prosseguimos com a aplicagdo desta
estratégia na 2-nitro-5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirinato de cobre (II) (2.5) utilizando
condicdes semelhantes. Inevitavelmente, esta metodologia revelou-se ineficaz, uma vez que,
obtemos uma mistura de produtos, ndo sendo possivel atingir seletividade para a substituicio do
grupo NO; em detrimento do fldor. Consequentemente, daqui em diante esta dissertagio vai
centrar-se apenas nos compostos obtidos com recurso a primeira metodologia descrita, ou seja,

funcionalizados nas posi¢bes eso do macrociclo tetrapirrolico.
2.2.1- Caracterizagao quimica

Todas as porfirinas anteriormente apresentadas foram caracterizadas por RMN de protio e
de fldor. De modo a facilitar a interpretagio da analise efetuada aos espectros de RMN 'H,
encontra-se na figura 2.4 uma esquematizagio da nomenclatura utilizada para definir os diferentes

tipos de protdes presentes nas porfirinas.

Figura 2.4 — Nomenclatura proposta para a definicdo dos diferentes tipos de protdes das porfirinas

apresentadas

As propostas de atribuicio dos valores referentes aos desvios quimicos, constantes de
acoplamento e multiplicidade de spin sdo apresentados na tabela 2.7. Uma vez que a maioria dos
compostos ndo apresenta o mesmo substituinte nas quatro posicoes zeso, verifica-se a ocorréncia de
alteracdes, apesar de nio acentuadas, no desvio quimico dos protdes B-pirrélicos e dos NH do
interior do anel. Com o intuito de explicitar a estratégia aplicada, apresenta-se, a titulo de exemplo a
interpretacao do efeito dos diferentes substituintes para a porfirina 2.7. As restantes caracteriza¢oes

encontram-se descritos na secgao experimental (Capitulo 4).
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Na figura 2.6, apresenta-se o respetivo espectro de RMN de 'H, onde se observam seis
sinais caracteristicos: um sinal em forma de singuleto a 8.94 ppm; dois sinais em forma de dupleto a
7.46-7.48 e 8.04-8.06 ppm; dois sinais em forma de singuleto a 7.08 e 2.51 ppm e por fim um sinal
em forma de singuleto a -2.89 ppm. Os sinais a 8.94 e -2.89 ppm sido atribuidos aos protdes p—
pirrélicos e N-H internos da porfirina base, respetivamente e os restantes a p-toluenosulfonamida.
Os hidrogénios no interior do anel sofrem uma forte blindagem devido ao campo magnético
gerado pela corrente de anel do macrociclo tetrapirrélico ter sentido oposto ao do campo externo
aplicado, consequentemente estes protoes apresentam valores negativos de desvio quimico. Pelo
contrario, no exterior do anel o campo magnético externo é fortemente reforgado pelas correntes
de anel, surgindo a ressonincia destes protdes em campo fraco, ou seja, com elevados valores de
desvio quimico (6=8.94 ppm). Os dois sinais seguintes em campo baixo — 7.46-7.48 e 8.04-8.06
ppm - foram atribuidos aos protdes aromaticos da sulfonamida. Cada protio aromatico acopla com
o protdo aromatico adjacente (J = 8.2 Hz) originando dupletos. Neste caso, o sinal referente aos
protdes aromaticos adjacentes ao grupo SO apresentam um desvio maior devido a proximidade a
este grupo eletroatractor (figura 2.5). Além disso temos também a influéncia do efeito doador de

eletrdes por indug¢ao do grupo metilo, que em certa forma blinda os protdes 3 e 5.

H2 H3 - H2 HS
oY oo
%N—ﬁ CHy =— %N—ﬁ— CH;
o) O
He Hs He Hs

Figura 2.5 — Efeito eletroatrator do grupo SO;

O sinal a 7.08 ppm altera o seu desvio quimico de acordo com o nimero de substituicSes
pelo que se pensou que este seria referente ao protio do NH. De modo a certificar este facto,
realizou-se 0 mesmo espectro em CDCl3 com adi¢do de uma gota de D2O e observou-se que o
sinal referido desapareceu, confirmando a hipétese colocada.Os protdes do grupo NH sdo bastante
labeis sofrendo fenémenos de troca frequentemente, com agua deuterada ocorre a reacio (Equagio

I) esquematizada.
R4Ro-NH + D,O0 <L—— R4R>-ND + DOH 0]

O sinal a 2.51 ppm ¢ referente ao grupo metilo do anel aromatico. Como todos os protdes

sdo equivalentes, nao ocorre acoplamento e consequentemente o sinal é um singuleto.

A identificagdo de todos os sinais representados na tabela 2.7, foi proposta com base nesta
metodologia. Adicionalmente, esta técnica foi também utilizada para determinar o numero de
substitui¢cGes nas posi¢des 7eso dos compostos obtidos. Com este fim, analisaram-se as integracoes
de sinais caracteristicos, como os grupos metilo e os protdes aromaticos. Posteriormente estas

foram confirmadas por espectroscopia de massa.
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Figura 2.6- Espectro de H RMN para a porfirina em clorofé6rmio
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Tabela 2.7 — Desvios quimicos, constantes de acoplamento e multiplicidade de spin de RMN de 'H das porfirinas 2.6-2.15 em CDCl3 exceto 2.14 em DMSO

Porfirina H, H, H, N-H N-CH, »-CH, NH
2.3 8.93 -2.90
s s
2.6 8.93 3.53 -2.92
135 - e - -
d s s
2.7 8.94 8.05 7.47 7.08 2.51 -2.89
- 8.2 8.2 e - _
s d d s s s
2.8,2.9 8.89 8.01 7.46 6.86 2.51 -2.94
- 8.1 7.9 - e - -
s d d s s s
2.10 8.92 7.97 7.47 3.50 2.51 -2.91
- 8.2 70— - - -
s d d s s s
2.11/2.12 8.85 7.96 7.47 3.51 2.51 -2.90
51.6 7.6 75 - - -
d d d s s s
2.13 8.96 7.96 7.47 3.51 2.51 -2.89
- 8.1 8o - - -
s d d s s s
214 9.11 -3.04
s s
2.15 8.99 7.97 748 3.52 2.52 -2.85
- 6.1 6.1 - - -
s d d s s s

Legenda: 1? linha - desvio quimico em ppm

2*linha - contantes de acoplamento em Hz

3" linha - multiplicidade de spin



No composto tetrassubstituido 2.14 o pico referente ao grupo metilo apresenta um desvio
quimico de 3.28 ppm em DMSO e 3.66 ppm em metanol. Além disso, é um pico alargado e a
integracdo nao apresenta os valores expectaveis, variando mesmo entre espectros da mesma
amostra. A possivel ocorréncia de fendémenos de troca em grupos constituidos por protdes
acidicos, é uma justificagdo vidvel. Estes verificam-se com o uso de solventes préticos, sendo
acentuados na presenca de agua. Como as restantes porfirinas sdo soluveis em cloroférmio, este
fenémeno ainda nio tinha sido observado. Encontram-se em curso estudos de RMN com variacio

da temperatura de modo a corroborar a explicagio supracitada.

Tal como referido anteriormente, procedeu-se também a analise do espectro de RMN de
PE dos compostos obtidos. Para uma melhor compreensdo da atribuicdo dos picos aos respetivos
acoplamentos encontra-se na figura 2.7 a numeragio atribuida aos atomos de fldor da 5,10,15,20-

tetraquis(pentafluorofenil)porfirina.

Figura 2.7- Numeracdo dos atomos de fldor da 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina

Na figura 2.8, encontra-se a titulo de exemplo, o espectro de RMN de fldor da porfirina
2.10. Neste, a porfirina apresenta cinco sinais distintos: trés em forma de duplo dupleto a -135.36 a
-135.44 ppm, -135.64 a -135.73 ppm ¢ -141.75 a -141.85ppm, um sinal em forma de tripleto a -
150.06 a — 150.17 ppm com constante de acoplamento de 20.6 Hz e um sinal em forma de
multipleto a -160.21 ppm. Trés dos sinais sdo comuns ao espectro da portfirina sem substitui¢ao,
uma vez que este apenas ¢ substituido numa posi¢ao, ficando as restantes inalteradas. Comecando
por estes e de acordo com o esquema acima, o primeiro duplo dupleto (-135.36 a -135.44 ppm)
deve-se a ressondncia dos oito atomos de flior das posi¢des 2 e 6 dos grupos benzeno, o tripleto a
ressonancia de quatro dtomos de flior da posicdo 4 do anel benzdico e o multipleto corresponde
aos oito atomos de fluor das posicées 3 e 5. Existe um acoplamento a curta distancia com os
atomos vizinhos, denominado acoplamento J3, que apresenta valores elevados e a longa distancia
com o atomo que se encontra em posicdo para relativamente a si, acoplamento J5 apresentando
valores mais baixos. Cada atomo na posi¢io 2 e 6 acopla com o seu atomo adjacente (J = 23.2 Hz)
e com o atomo em posi¢io oposta (] = 7.3 Hz) originando um duplo dupleto; o mesmo acontece
com cada atomo na posi¢ao 3 e 5, no entanto, adicionalmente estes acoplam ainda com o fluor 4
originando deste modo um multipleto; cada atomo na posi¢io 4 acopla com os dois atomos
adjacentes originando desta forma um tripleto (J = 20.6 Hz). Os outros dois duplos dupletos, de -
135.64 a -135.73 ppm e de -141.75 a -141.85 ppm, sdo referente a posi¢ao monossubstituida, onde

cada fltor acopla com o atomo adjacente e com o oposto, tal como explicitado anteriormente.
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Figura 2.8- Espectro de 'F RMN para a porfirina 2.10 em cloroférmio

Este comportamento é observado na maioria dos compostos sintetizados, sendo apenas
excecdo nos compostos tetrassubstituidos. Nestes, todas as posicdes meso possuem O mesmo
substituinte, deste modo, o espectro apenas apresenta dois sinais, tal como demonstrado na figura

2.9. Estes sao dois dupletos, referentes aos pates de atomos 3/5 e 2/6.
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Figura 2.9- Espectro de 1°F RMN para a porfirina 2.14 em DMSO
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Tabela 2.8 — Desvios quimicos, constantes de acoplamento e multiplicidade de spin de RMN de F das porfirinas sintetizadas em CDCl;, exceto 2.14 em DMSO

Porfirina F, . F, | N F, F,
2.3 -160.15 2 -160.26 -150.11 -135.9
- 208 e 22.7,7.6
m t dd
2.6 -160.26 2 -162.08 -151.22 -147.82 -136.54 -136.47
- 20.9;7.1 23.7,10.7 7.3 15.3;7.9
m td dd d dd
2.7 -159.35 -149.44 a -150.90 -142.17 -135.51 -134.73
22.8;7.5 - 67.3;33.5 102.1; 51 21.8;5.1
td m dd dd dd
2.8,2.9 -159.34 -150.2 -142.01 -135.27 -134.73
22.3;6.8 20.4 23.3;10.4 23.4;10.4 23.2;7.1
td t dd dd
210 -160.15 2 -160.26 -150.12 -141.80 -135.69 -135.40
- 20.6 23.7;10.9 23.7;10.9 23.2;7.3
m t dd dd dd
211, 2.12 -161.25 2 -161.35 -151.19 -142.9 -136.79 -136.50
- - 12.9 23.4;10.5 16.1
m t d dd d
2.13 -160.32 2 -161.32 -152.05 -141.52 -136.79 a -137.24 -132.57
- - 23.2; 10 - 23.2; 1.7
m s dd m dd
2.14 -152.19 -144.71
---------- 19.1 17.7
dd dd
215 e e -141.52 2 -142.90 -136.532-137.79 e

m

m

Legenda: 1° linha - desvio quimico em ppm

2% linha - contantes de acoplamento em Hz

3*linha - multiplicidade de spin



De forma a complementar a caracterizagdo apresentada, realizaram-se na Unidade de
Espectroscopia de Massa da Universidade de Santiago de Compostela, espectros de massa com as
técnicas de ionizagio MALDI-TOF ou ESI-TOF, de todas as porfirinas descritas. A titulo de
exemplo, apresenta-se os tesultados obtidos para a potfitina 2.12/2.13. Como se pode obsetvar,
existe uma excelente concordancia entre o padrio isotépico calculado e o observado, sendo o erro
de apenas 0.0641 ppm. A distribui¢io isotdpica apresenta um pico de maior intensidade de 1276.12
m/z correspondente 2 massa do i2o molecular e alguns picos de menor intensidade referentes aos

diferentes isétopos.
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Figura 2.10-Padrio isotdpicocalculado e obsetvado para a potfirina 2.12/2.13

Em todos os espectros obtidos para as porfirinas sintetizadas se observou a presenca do
ido molecular (M+H)*, bem como uma boa concordancia entre o padrio isotépico calculado e o

observado. Os restantes resultados encontram-se descritos na seccio experimental (capitulo 4).

2.3- Sintese de hidropotfirinas

Para além de um fotossensibilizador ideal possuir todos os requisitos fotofisicos avaliados e
apresentados adiante nesta dissertacdo, ¢ necessario que este absorva na gama de comprimentos de
onda compreendidos na janela terapéutica (600-850nm). Todas as porfirinas apresentadas possuem
uma banda de absor¢ido nesta gama de valores, no entanto, esta apresenta uma baixa intensidade (e
< 1.3x103M-'em ). Deste modo, é de elevado interesse, evoluir, a partir destes, para compostos que
absorvam com maior intensidade e preferencialmente que apresentem um maior desvio para o

infravermelho.

As porfirinas possuem na sua estrutura, duas ligacbes duplas que ndo pertencem ao sistema

de conjugacio do macrociclo, tornando-as suscetiveis a ocorréncia de reducdo. Desta forma,
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obtém-se clorinas quando apenas uma das posi¢oes é reduzida e bacterioclorinas quando sido

ambas.

Baseado neste conhecimento e nos dados descritos anteriormente nesta dissertacio,
selecionou-se a porfirina que reunia o maior numero de caracteristicas relevantes para PDT 2 vivo, a
5,10,15,20-tetra-[(2°,3°,5°,6’-tetrafluor-4’-metanosulfamoil) fenil|porfirina, como modelo  para
prosseguir com os estudos de reducdo. Deste modo, come¢amos por aplicar o método descrito por
RamaiahPrabhu®? e explicitado no capitulo 1. Assim, numa experiéncia tipo, a 5,10,15,20-tetra-
[(2°,3°,5°,0’-tetrafluor-4’-metanosulfamoil)fenil]potfirina ¢ o FeCls.6H2O foram dissolvidos em
etanol, sendo posteriormente adicionadoum excesso de 10 equivalentes de hidrazina hidratada
(NH.NH>'H,0). A mistura foi colocada em agitacio, em atmosfera inerte e a 25°C. O
acompanhamento da reacdo foi realizado recorrendo a espectroscopia UV-Vis e por TLC. Através
destes observamos a formacdo de clorina progressivamente, até ao desaparecimento total da
porfirina de partida. O crude foi purificado por cromatografia utilizando como eluente
diclorometano/acetato de etilo (3:1) e gel de silica como fase estacionaria. No decorrer desta, foi
necessario ter alguns cuidados para evitar a oxidagdao do produto. Deste modo, os solventes foram
utilizados frios e desarejados. No fim desta etapa, avaliou-se a amostra recolhida e verificou-se que
nio tinha ocorrido oxidagdo, obtendo-se a  5,10,15,20-tetra-[(2°,3°,5°,6’-tetrafluor-4’-

metanosulfamoil)fenil|clorina 2.17 com um rendimento de 65%.

Posteriormente, com o intuito de verificar se era possivel evoluir até a bacterioclorina
recorrendo a esta metodologia, colocou-se uma nova reagio mimetizando a anterior.
Progressivamente foi adicionado catalisador e hidrazina aquosa a esta. Verificou-se que mesmo
utilizando um largo excesso de hidrazina, cerca de 130 equivalentes (5.15x10+ mol), nio era
possivel obter seletivamente a bacterioclorina. Neste sentido, recorreu-se a0 método sem solvente

descrito precedentemente pelo grupo,”*

decorrente da otimizacio do método de redugio da
diimida de Whitlock.” Assim, numa experiéncia tipo, sem solvente, mistura-se a potfirina com 40
equivalente de p-toluenosulfonilhidrazida num tubo de Schlenck e liga-se o vacuo (P= 0,1 Torr).
Cerca de 20 minutos depois, o solido é aquecido a uma temperatura de 140°C na total auséncia de
oxigénio. Logo que se atinja a temperatura de fusdo da hidrazina, o liquido obtido dissolve a
porfirina e a reagdo ocorre. Apds 20 minutos, deixa-se arrefecer até a temperatura ambiente.
Apenas quando ocorreu o arrefecimento total, se procedeu a abertura do reator e se retirou uma
amostra do crude da qual se obteve um espectro de absor¢do UV-Vis. Pela analise deste verificou-
se que se tratava de uma mistura de clorina e bacterioclorina. Tendo em conta este facto,
adicionaram-se mais 20 equivalentes de p-toluenosulfonilhidrazida e a reagdo foi colocada
novamente, seguindo o procedimento descrito acima. Apés 20 minutos voltou-se a recolher uma
amostra e a realizar o espectro UV-Vis, no qual se observou que a contaminac¢do com clorina ja nao

era significativa. O residuo sélido foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica
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utilizando como  eluente inicialmente diclorometano de modo a remover a p-
toluenosulfonilhidrazida e de seguida diclorometano/acetato de etilo 3:1. Os cuidados seguidos
foram semelhantes aos indicados anteriormente para a purificacio da clorina. Obteve-se a
5,10,15,20-tetra-[(2°,3°,5°,6’-tetrafluor-4’-metanosulfamoil) fenil|bacterioclorina 2,18 com um

rendimento de 70%.
2.3.1-Caracterizagdo quimica

Tal como anteriormente, tanto a clorina como a bacterioclorina foram caracterizadas por
RMN de protio e de fldor. Ao reduzirmos uma ligacio dupla do macrociclo tetrapirrélico para
formar a clorina, quebramos a simetria deste. Por este facto, o sinal correspondente aos hidrogénios
B-pirrdlicos que na porfirina aparecia como um singuleto a §=9.11 desdobra-se em 4 sinais: trés
sinais em campo fraco, ou seja, com elevados valores de desvio quimico (6=8.59-9.19 ppm) e um
em campo forte referente aos quatro protdes da posicio reduzida [HB(x)]. Por sua vez, os protdes
do interior do anel sofrem uma menor blindagem, uma vez que a corrente gerada pelo anel do
macrociclo tetrapirrélico é inferior. Deste modo, o sinal a $=-3.04 ppm ¢ desviado para 5=-1.61
ppm. Além disso, ao reduzirmos a porfirina, o sinal a =3.07 ppm atribuido aos protdes do grupo

metilo da sulfonamida ja se observa no espectro.
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Figura 2.11 — Espectro de '"H RMN da clorina 2.17 em DMSO

Na bacterioclorina, apds ocorréncia da segunda reducdo em anéis opostos, a simetria do

anelé reestabelecida. Deste modo, relativamente aos protdes B-pirrdlicos observa-se apenas um
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sinal em campo fraco, a $=8.45 ppm e um sinal a 6=4.12 ppm referente aos oito protSes das
posi¢des reduzidas [HB(r)]. Dado que a corrente gerada pelo anel é ainda menor que no caso

anterior, verificamos um ligeiro desvio do sinal referente aos protdes do interior do anel para 5=-

1.41 ppm.
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Figura 2.12 - Espectro de "H RMN da bacterioclorina 2.18 em DMSO

Procedeu-se também a analise do espectro de RMN de F dos compostos. No caso da
clorina, pode-se facilmente constatar que quatro dos fliores se encontram num ambiente quimico
diferente (assinalados com a sua numera¢io). Devido a este facto, o espectro de RMN de fldor
(tigura 2.13) apresenta quatro sinais distintos, sendo dois deles similares aos apresentados pela
potfirina tetrassubstituida e dois adicionais correspondentes aos pares 2/6 e 3/5. A integragiao dos

sinais corrobora a interpretacio efetuada.
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Figura 2.13 - Espectro de "F RMN da clorina 2.17 em DMSO

O espectto de RMN de fldor da bacterioclorina ¢ semelhante ao da porfirina
tetrassubstituida que lhe deu origem. Este facto indica que a simetria foi restabelecida e que o anel

fenilico é novamente, perpendicular ao macrociclo. (figura 2.14).
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2.4- Estudos fotofisicos

Para complementar os estudos e avaliar a potencial utilizagdo dos compostos sintetizados
como fotossensibilizadores para inativagao de células cancerigenas ou bacterianas, procedeu-se a

sua caractetrizacao fotofisica.

O espectro de absor¢do UV-Vis caracteristico de uma porfirina de base livre distingue-se
pela existéncia de uma banda com elevado coeficiente de absortividade molar (¢) préxima dos 400
nm, geralmente entre 400 a 450 nm, seguida de quatro bandas de baixa intensidade compreendidas
entre os 500 e os 660 nm. A primeira ¢ denominada de banda B ou Soret e as quatro bandas de
menor intensidade de bandas Q, segundo a terminologia descrita por Platt.>* Ao longo de varias
décadas foram publicados trabalhos com interpretacdes dos espectros deste tipo de compostos, no
entanto, o modelo tedrico das quatro orbitais proposto por Gouterman3”-¥no infcio da década de
60 continua a ser o mais consensual devido a sua natureza simplificada. De acordo com este, o
espectro de absor¢iao das portfirinas, pode ser interpretado com base nas transicoes electrénicas
entre duas orbitais ocupadas de maior energia, HOMO (do inglés “highestoccupied molecular
orbital”) designadas por b1 e bz e duas orbitais desocupadas de menor energia, LUMO (do inglés
“lowestunoccupied molecular orbital”) designadas por c¢i e c2. Segundo Gouterman3”-¥pode
arbitrar-se um sistema de eixos cartesianos x e y sobre a estrutura do macrociclo, sendo possivel
que as transicdes ocorram sobre ambos. Assim as bandas Qe Qy tém origem nas transi¢des bi—>

(c1, c2) e as bandas Bx e By nas transi¢bes by —Xcy, ¢2) .

Co {eg}

Cy (eg}

Energia das orbitais

by (az,)

by (as,)

Figura 2.15 — Esquematizac¢do das transices eletrénicas possiveis de acordo com o modelo de Gouterman

Quando estas transicdes ocorrem entre o nivel vibracional zero do estado fundamental ¢ o
nivel vibracional zero do estado excitado, estas podem também ser denominadas Qy (0,0), Qy (0,0),
By (0,0) e By(0,0). Contudo, associado as transi¢cées Q, surgem ainda outras duas transi¢ées — Qx
(1,0) e Qy (1,0) — referentes a transi¢oes para niveis vibracionais mais elevados. De acordo com esta

analise, o espectro deveria apresentar duas bandas B, no entanto, este facto nao se verifica uma vez
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Absorvancia normalizada

que a baixa diferenca de energia entre as transicdes By e By conduz ao aparecimento de uma tnica
banda, ligeiramente alargada.’ A intensidade das quatro bandas Q varia de acordo com os grupos
substituintes presentes no macrociclo, o que levou Stern et al.*%apropor uma classificagdo dos
espectros de absorcido de acordo com esta intensidade relativa. Esta compreende quatro tipos: eo,

rhodo, oxorhodo e filo.

Na figura 2.16, encontram-se os espectros das porfirinas 2.3 e 2.6-2.15 e respetivas
ampliagdes. Os espectros foram agrupados, tendo em conta a sulfonamida constituinte, de modo a
facilitar a sua compatagdo. Todos os espectros foram adquiridos utilizando diclorometano como
solvente, exceto o da portirina 2.14 que foi realizado em DMSO devido a sua insolubilidade em
diclorometano. Deste modo, este espectro nao pode ser comparado com os restantes, uma vez que
se encontra descrito na literatura a influéncia do solvente no valor do coeficiente de absor¢io molar
bem como nos comprimentos de onda de absorcio.! Analisando os espectros apresentados,
verifica-se que a intensidade relativa das bandas Q ndo ¢é alterada pelo nimero de substitui¢des,
nem pelo substituinte, classificando-se todos os espectros como sendo do tipo fil. Este facto era

previsivel, uma vez que a substitui¢io ocorre no anel fenilico e ndo no macrociclo tetrapirrélico.
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Figura 2.16 — Espectros de absorcio das porfirinas 2.3 e 2.6-2.15 e respetivas ampliagcGes. Os dados

encontram-se agrupados por familias de compostos.
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Além disso nos produtos com apenas uma substituicdo observa-se um ligeiro desvio, de 5
nm, para a zona do azul, ou seja, para menores comprimentos de onda. Este efeito decresce com o

aumento do nimero de substitui¢cGes, aparentemente estabilizando nos 413 nm.

Calculos de orbitais moleculares demonstraram que as orbitais LUMO sao praticamente
isoenergéticas nas porfirinas e seus derivados reduzidos correspondentes. Por outro lado, a redugio
do macrociclo tetrapirrélico provoca uma diminuicdo da diferenca de energia entre as orbitais
HOMO-LUMO que se torna mais evidente com o aumento do nimero de posi¢des reduzidas, bem
como uma destabilizacio da orbital HOMO devida essencialmente a distor¢ao do macrociclo.
Consequentemente, observa-se um desvio batocréomico do espectro UV-Vis, essencialmente das
bandas Q, associado a um aumento da absortividade molar das mesmas.*> Na figura 2.16 encontra-
se a comparacao dos espectros da porfirina 2.14 e dos seus derivados reduzidos (2.17 e 2.18). Nesta
observa-se o deslocamento da banda de absor¢do de menor energia de Amax=638 nm na porfirina,
para Amax=0655 nm na clorina e Amax= 751 nm na bacterioclorina. Por outro lado, verifica-se o
aumento do coeficiente de absortividade molar de €=6.3x102 M-'ecm! na porfirina para e=5.3x103 M-

lem! na clorina e €=8.7x103 M-lcm! na bacterioclorina.

6x10" —2.14
— 2.17|
5x10° - — 2.18
ﬁ 4x10°
'€
(0
s 3x10°4

2x10* 4

1x10° 4 A
0 T T T T T
400 500 600 700 800
»(nm)

Figura 2.17- Espectro UV-Vis da porfirina 2.14 e seus derivados reduzidos (2.17 ¢ 2.18) em DMSO

A lei de Beer-Lambert indica que existe uma dependéncia logaritmica entre a intensidade de
luz incidente numa amostra e a intensidade de luz transmitida por esta. Adicionalmente, relaciona
esta fracao de luz incidente absorvida, num determinado comprimento de onda, com o coeficiente
de absor¢io molar (em L/mol*cm), com a concentragdo da amostra (em mol/L) e com o

comprimento do percurso 6tico (em cm). ¥

AQ)
lc

AQ) = 10g§ = eWlc o £0) = 2Dy
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Com recurso a esta lei e fixando o comprimento do percurso otico em 1 cm,
determinaram-se os coeficientes de absor¢ao molar de cada composto. Para isso, foram preparadas
solucoes em diclorometano e no caso da porfirina 2.14 e dos seus derivados reduzidos (2.17 e 2.18)
em DMSO, com concentragoes entre 10> e 109, das quais se efetuaram os respetivos espectros de
absor¢ido. De seguida, representa-se graficamente os maximos de absor¢do, para cada banda, em
funcio das concentragoes das solugdes previamente preparadas e procede-se ao ajuste linear destes
pontos. O declive do ajuste corresponde ao coeficiente de absor¢ao molar da banda em analise.

Na figura 2.18, apresenta-se a titulo de exemplo, a representacio grafica da absorvancia em

funcio da concentracio para a banda Qy da bacterioclorina 2.18.

0.35 - inear Fit of A

Equation y=a+tbx
Adj. R-Square 0.999

0.30 4 Value Standard Error
A Intercept 0 -
A Slope 8659.1007 103.62639

0.25 4

u.a.

0.20

0.15

Absorvancia

0.10 4

0.05

0.00

T T T T T T T 1
0.0 50x10° 1.0x10° 1.5x10° 2.0x10° 2.5x10° 3.0x10° 3.5x10° 4.0x10°
Concentragao (M)

Figura 2.18 — Absorvincia em fung¢ido da concentragdo para a banda Qx(0,0) A=751nm) da bacterioclorina

2.18 em DMSO

Os coeficientes dos restantes compostos foram calculados do mesmo modo, obtendo-se
em todos eles uma boa correlagio, indicando que na gama de concentragdes utilizadas nao se
observaram desvios a lei de Beer-Lambert e que consequentemente nio ocorreu agregacio*t. Estes
sdo apresentados na tabela 2.9. Para os compostos 2.14, 2.17 e 2.18 os coeficientes de absortividade
molar s3o inferiores aos normalmente descritos na literatura para este tipo de compostos, indicando
que possivelmente estes ndo se encontram completamente puros, induzindo erros por defeito.
Deste modo, perspetiva-se uma otimizagido no processo de purificacio destes compostos, seguida

de uma nova determinagio destes valores.

Tal como abordamos, quando uma molécula no seu estado fundamental (S,), absorve luz
transita para um estado excitado (Si...S,) de maior energia. No entanto, apesar de esta transi¢ao ser
possivel para todos os estados, ocorre um decaimento, através de processos nio radiativos, para o
estado excitado de mais baixa energia (S1), derivado do facto de as porfirinas obedecerem a regra de
Kasha.#> O retorno deste para o estado fundamental singuleto (So) pode ocorrer de forma direta,

através da emissiao de luz, processo designado por fluorescéncia ou de forma indireta, sofrendo
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conversio intersistemas para o estado tripleto. Desta forma, o espectro de fluorescéncia tipico
apresenta uma banda de maior energia (Q(0,0)) derivada da transicdo obtida do nivel vibracional
mais baixo do estado excitado para o nivel vibracional mais baixo do estado fundamental. Além
desta, pode ainda apresentar bandas adicionais resultantes das transicdes para niveis vibracionais
superiores do estado eletrénico fundamental, Q(0,n), onde 7 representa o estado vibracional para o
qual se da a transicio (n = 0,1,2,..).4 Nas bacterioclorinas, geralmente, estas sdo praticamente

insignificantes.*’

Para o calculo do rendimento quantico de fluorescéncia seguiu-se a metodologia proposta
por Parkeret al.*%, em que se compara o espectro de fluorescéncia da amostra com o de uma
referéncia, cujas caracteristicas fotofisicas sejam conhecidas. No caso das porfirinas, selecionou-se a
TPP como padrio e tolueno como solvente (pr=0.11%), exceto no caso da porfirina 2.14 ¢ da
clorina 2.17 em que se utilizou DMSO. Preparam-se solugbes de cada amostra com uma
absorvancia aproximada de 0.1 na banda Soret, de seguida diluitam-se estas num fator de 1/10. As
solugdes foram desarejadas cerca de 10 min e de seguida, efetuaram-se os respetivos espectros de
emissdo quer das porfirinas, quer da referéncia, excitando a 418 nm. Os espectros de todas as
potfirinas foram semelhantes, verificando-se em todos eles que a banda correspondente a transi¢ao
Q(0,0) ¢é superior em intensidade comparativamente a banda Q(0,1), inversamente ao que ocorre
com a TPP. A presenca de atomos de halogénios pode introduzir diferencas na geometria dos
estados, aumentando a sobreposicdo entre a fun¢do de onda do nivel vibracional zero do estado
excitado e o primeiro nivel vibracional do estado fundamental. Consequentemente, a probabilidade
de ocorrerem transicOes entre estes aumenta justificando assim, a alteracdo da intensidade relativa
das bandas.’Em relagio a clorina 2.17 observa-se que a sua intensidade de fluorescéncia ¢ mais
elevada do que a da potfirina correspondente (2.14) e que o seu espectro apresenta um ligeiro
desvio para o infravermelho, tal como seria de esperar. Para a bacterioclorina 2.18 a metodologia
utilizada foi semelhante, no entanto, utilizou-se a 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-N-
metilsulfamoilfenil)bacterioclorina (luz11) como referéncia (pr=0.138> em etanol) e excitou-se a

510 nm. Estes espectros de emissio apresentam apenas uma banda de elevada intensidade.
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Figura 2.19- Espectro de fluorescéncia normalizado das referéncias (TPP e TDCPB), de uma das porfirinas

2.6-2.15 que apresentam o mesmo espectro em tolueno e dos derivados reduzidos 2.17 e 2.18 em DMSO

O rendimento quantico de fluorescéncia é definido como a razio entre o numero de fotdes
emitidos por fluorescéncia e o numero total de fotdes absorvidos. Este pode ser calculado através
da equacido III. Nesta, a 4rea refere-se a integracdo do espectro de emissido, Abs a absorvancia
correspondente ao comprimento de onda de excitacdo e 1) ao indice de refraciao do solvente no qual
a amostra ¢ a referéncia se encontram dissolvidos, podendo este termo ser anulado quando o
solvente utilizado é o mesmo.

Area (amostra) 1-10~4bstref)  p2(qgmostra)

1—10—Abs(amostra) * Area (ref) nz(Tef) * Cl)F (reQ (III)

OF (amostra) =

Como seria de esperar, devido a presenca dos atomos de flior35, os rendimentos quanticos
de fluorescéncia obtidos para os compostos sintetizados, apresentados na tabela 2.9, sdo
relativamente baixos, sendo o valor mais elevado de ¢r =0.1375 (entrada 10, tabela 2.9). Esta
caracteristica revela-se favoravel para a potencial aplicacio dos compostos sintetizados em terapia
fotodinamica. Além disso, pela analise destes dados, podemos obsetrvar que o Qr apresenta valores

crescentes na série porfirina (2.14) < clorina (2.17) < bacterioclorina (2.18).

Seguidamente para estudar as caracteristicas de absor¢ido do primeiro estado tripleto bem
como os respetivos tempos de vida do estado tripleto na auséncia [tr(N2)] e presenca de oxigénio
[tr(O2)], utilizou-se a técnica de fotdlise por relampago. Neste sentido foram preparadas as solugdes

em tolueno com absorvancia aproximada de 0.2 a 355 nm.
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Figura 2.20- Espectro normalizado de absor¢ao do estado tripleto e singuleto, tendo como exemplo a

porfirina 2.13 em tolueno

Tal como descrito na literatura-52 o espectro de absor¢do transiente singuleto-tripleto

apresenta duas deplegoes, correspondentes a banda Soret e Q do espectro de absor¢ao, no estado

fundamental, e duas bandas aparentes de absor¢io do estado tripleto principais entre 300-370nm e

450-500 nm. Devido a concentracdo utilizada, a banda Soret apresenta uma absorvancia muito

intensa o que dificulta a visualizacdo destas duas bandas de menor intensidade (ampliacio, grafico

2.20).

Para definir os tempos de vida do estado tripleto, ¢ feita uma primeira medigdo na presenca

de oxigénio e uma segunda apds a amostra estar 20 min sob azoto.Com recurso a programas

computacionais, ¢ realizado o ajuste exponencial aos dados recolhidos e retirado o tempo respetivo

da equacio obtida (figura 2.21).

Equation y = A1*exp(-x/t1) + y0O
0.07 4 Equation y = AT*exp(-x/t1) + yO Adj. R-Square 0.98938
i 0.05 + Value Standard Error
0.06 \ Adj. R-Square 0.93095 1 B y0 1.09562E-4  7.71098E-5
Value Standard Error 0.04 4 = B Al 00381  2.34428E-4
0.05 L AD 0 -1.52687E-4  3.90418E-4 ’ B t1 3.33399E-5  3.84369E-7
AD Al 0.07406 0.00123
o 004 = AD [ 6.65829E-7  2.02814E-8 @ 0.03-
S - S
& 003 5
5 £ 002
@ 0.02 @
e Qo
< <
< 0.014 - < 0014
0.00
0.00
001 4 A=
-0.02 T T T T ] -0.01 T T T T 1
-0.000001 0.000000 0.000001 0.000002 0.000003 0.000004 -0.00005 0.00000 0.00005 0.00010 0.00015 0.00020
Tempo (s) Tempo (s)

Figura 2.21- Decaimento do estado tripleto a 460 nm na presenca (grafico da esquerda) e na

auséncia (grafico da direita) de Oz tendo como exemplo a porfirina 2.10
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Observa-se que em todos os compostos analisados, o tempo de vida do estado tripleto na
presenca de oxigénio é menor do que na sua auséncia confirmando que o estado excitado tripleto é
suprimido pelo oxigénio molecular.

HEsta supressao pode ocorrer quer por processos de transferéncia de eletrdo (mecanismo
tipo 1), quer por processos de transferéncia de energia (mecanismo tipo II). Por norma, nas
porfirinas o segundo mecanismo é dominante. Para verificar este facto foram calculados os
rendimentos quanticos de formac¢io de oxigénio singuleto. A estratégia utilizada para o calculo
deste ¢ semelhante a utilizada para o rendimento quantico de fluorescéncia, uma vez que também se
considera uma referéncia mas desta vez a fenalona ($pa=0.98 54). Neste caso é utilizada a técnica de
fotdlise por relampago, efetuando-se uma medicio da emissio de oxigénio singuleto a 1270 nm
para diferentes energias do laser. Foram preparadas solugées das amostras em tolueno com
absorvancia aproximada de 0.2 a 355 nm. Posteriormente, para os dados referentes a cada energia

do laser ¢ feito um ajuste exponencial, tal como demonstrado na figura 2.22.
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Y= AT exp(-x/t1) + yO
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Figura 2.22- Emissdo de fosforescéncia do oxigénio singuleto para a energia do laser de 6.6 tendo como

exemplo a porfirina 2.6

Da equacio de ajuste obtida é retirado o valor do pré-exponencial (A) e o respetivo etrro e
construido um novo grafico deste (A) em funcio da energia do laser (Figura 2.23). De seguida
procede-se a um ajuste linear dos valores e retira-se o respetivo declive da reta. O rendimento
quéntico de formacio de oxigénio singuleto ¢ definido como a razio entre o nimero de fotdes
emitidos pelo oxigénio e o numero total de fotdes absorvidos pela amostra. Este pode ser calculado

através da equacido IV.

1_10—Abs(ref)
Declive (ref)

Declive (amostra)
1—10—Abs(amostra)

GA (amostra) = * QA (ref)  (IV)
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Equation y=a+bx = Fenalona " 26
Adj. R-Square  0.98005 Ajuste 0.0014 — Eq_uatlon y=a+bx Ajuste
0.0018 Value Standard Error Adj. R-Squar = 0.9909
B Intercept | 2.07624E-5 ~ 5.34867E-5 /i Value Standard Err
0.0016 4 |5 Slope  1.74865E-4  8.81062E-6 0.00124 Interce  -1.31065E-  1.6045E-5 &
0.0014 4 B Slope  1.42016E- 5.14067E-6
0.0010 4
0.0012 /
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0.0004
0.0002 0.0002
0.0000 1 0.0000
-0.0002 T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8
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Figura 2.23- Ajuste linear do valor do pré-exponencial em func¢io da energia do laser, tendo como exemplo a

referéncia (fenalona) e a porfirina 2.6

Na familia de compostos funcionalizados com a N-metil-p-toluenosulfonamida
observamos uma diminui¢do dos rendimentos quanticos de formagio de oxigénio singuleto com o
aumento do nimero de substitui¢des: 2.10 (monossubstituida, $»=0.66)>2.11/2.12 (dissubstituida,
$a=0.63)>2.13 (trissubstituida, $a=0.59). Este fenémeno ¢ atribuido ao feito de atomo pesado.”

Os dados encontram-se sumariados na tabela 2.9.

Sumariamente, verificou-se que os compostos possuem baixos rendimentos quanticos de
fluorescéncia (¢pr=0.1375) e rendimentos quanticos de formacio de oxigénio singuleto adequados

($a=0.59), revelando-se candidatos bastante promissores para aplicagdo como fotossensibilizador.
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Tabela 2.9 — Dados espectroscépicos e fotofisicos das porfirinas, clorina e bacterioclorina sintetizadas

Entrada Absot¢io /nm Fluorescéncia br dba tr(O2)  tr(Np)
(e / M'lem ) Amax /nm /s /us
Qy Qy Qx Qx Q Q
) () 0,0 L0 ©,0) 0O O
1 23 416 508 ombro 586 69 - ——
2.3x109) (1.7x10% GAx10%  (8.1x109)
2 411 505 ombro 582 636 644 712 0.035 0.74t  0.59%0. 45.14
X J— 24x105 (14 x10%) @5x10%  (6.6x107) 0.08 01 +1.76
3 411 506 ombro 583 637 644 712 0.034 0.70+  0.59%+0. 34.45
27 @1x10%  (1.7x10%) (GAx10%  (8.2x107) 0.04 03 +3
4 412 506 ombro 583 644 644 712 0.047 0.71+  0.62+0.  40.99
2.8/29 (1.7x10%) (1.2x10% (4.0x107%) (1.3x107) 0.05 02 +1.17
5 411 505 ombro 582 636 644 712 0.042 0.66t 0.671£0. 33.34
210 e @7x105 (1.7 x10%) (G3x10%  (8.3x107) 0.04 02 4038
6 412 506 ombro 583 642 644 712 0.033 0.63+  0.64+0. 48.44
211/212 @3x105  (1.8x10%) GIx10%  (11x109) 0.02 02 4042
7 413 506 ombro 583 640 644 712 0.030 0.59+ 0.71+0.  45.82
213 (2.9x105) (1.7x10%) G.6x10  (9.6x109) 005 008  +0.78
8 413 509 ombro 585 638 644 712 0.019
2.14 G.8x10%  (6.6x109) @8x10%  (63x10%
9 417 512 543 596 655 650 709 0.0278
217 e G.6x10h  (44x10%  (21x10%  (L4x10%)  (53x10% el
10 348 375 507 751 754 - 0.1375
2.18 (L4x109  (13x10%) - (3x109 e ®7x10%
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2.5- Estudos preliminares de permeabilidade em membranas e calculo
de coeficientes de partigio

A afinidade de um firmaco para a membrana celular condiciona todo o processo de
absorcio, biodistribuicdao, metabolizagio e excre¢io, pelo que é fundamental conseguirmos preveé-
la. O processo de permeagdo consiste essencialmente na passagem de um meio extracelular aquoso
(SWO) para um meio hidrofébico [lipidos membranares da monocamada externa (SMO) e interna

(SM?)], e de seguida deste para um meio aquoso intracelular (SW).

SWO «—> SMO SMi SWi

Para simular este processo e consequentemente prever o comportamento z vivo de
permeagdo de firmacos nas membranas celulares recorre-se a diversos modelos experimentais,
sendo o coeficiente de particio octanol-dgua o mais utilizado. O 1-octanol simula os fosfolipidos
membranares uma vez que possui uma cadeia alquilica longa e¢ um grupo funcional com
caracteristicas de aceitador e dador de ligagdes de hidrogénio. Além disso, dissolve uma vasta gama
de compostos organicos, permite determinacoes espectroscopicas sem interferéncias e a sua pressao
de vapor baixa origina medidas reprodutiveis. Como fase aquosa, neste caso, foi utilizado tampio
fosfato PBS (do inglés Phosphate saline buffer) com pH ajustado para 7.4, uma vez que o anel
tetrapirrélico das porfirinas possui um caracter anfotérico e sabe-se que a protonacio ou
desprotonagio destes grupos pode afetar o coeficiente de particio.® Este modelo possui diversas
limitagbes como a incapacidade de simular a acdo de proteinas, que funcionam como
transportadores e recetores membranares e a dificuldade em adaptar o octanol para refletir
membranas com diferentes composi¢oes.”’” No entanto, serve como uma ptimeira aproximagio

para obter dados sobre a anfifilicidade dos compostos.

O coeficiente de particdo define-se pela razio entre a concentracio na fase organica (C,) e na fase
aquosa (Cy). Existem na literatura dois métodos para a determinac¢io de coeficientes de parti¢io. O
primeiro ¢ essencialmente aplicado na determinagio dos coeficientes de patti¢do de analitos neutros
e recorre a utilizacio de HPLC munido de uma coluna de fase reversa e utilizando como fase movel
a agua.”® O segundo, denominado pot “Shake-flash method”, consiste na agitagio do soluto numa
mistura de PBS e 1-octanol, seguindo-se a quantificacio da concentragio do composto nas duas
fases por técnicas espectroscopicas UV-Vis ou de fluorescéncia, apds construidas as curvas de
calibragio com os padroes apropriados.”® Neste trabalho foi utilizado o segundo método
recorrendo a espectroscopia UV-Vis. Deste modo, o composto foi dissolvido num volume definido
de octanol previamente saturado com PBS e em seguida, adicionou-se a este 0 mesmo volume de
PBS saturado com octanol. Agitou-se a mistura vigorosamente e centrifugou-se. Apés o tratamento
necessario a cada uma das fases, descrito em pormenor no capitulo 4, efetuaram-se os respetivos

espectros UV-Vis. De acordo com a lei de Beer-Lambert, a absorvancia ¢ diretamente proporcional
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a concentraciao pelo que podemos aplicar a férmula para o cilculo do LogP, com as alteracGes
necessarias: logPow = log(Absn-oct/ Abspss), assumindo que o coeficiente de particio ¢é igual nos
dois meios. Na tabela 2.10, apresentam-se os valores do logaritmo da razdo entre a concentracao na
fase organica e a concentracdo na fase aquosa para os compostos avaliados. Para a porfirina 2.6 ndo
foi possivel calcular o valor através desta metodologia, o que indica que esta possui LogP>4

(entrada 1, tabela 2.10).

Tabela 2.10 - Valores de LogP dos compostos avaliados

Entrada Composto LogP
1 2.6 >4
2 2.14 0.94
3 2.17 1.15
4 2.18 1.02

Os resultados obtidos revelam que através do numero de funcionalizagbes com grupos
sulfonamida, conseguimos modelar significativamente a anfifilicidade das moléculas. As alteracGes
no coeficiente de particdo da porfirina tetrassubstituida (2.14) e dos seus derivados reduzidos (2.17
e 2.18) nio sao significativas, tal como seria de esperar, dado que as modificagdes na estrutura do

composto sao minimas e nido ocorrem em grupos que influenciam significativamente a

anfifilicidade.

Em trabalhos anteriores do grupo, descreveu-se uma porfirina difluorada tetrasubstituida
com a metanosulfonamida ligada ao anel fenilico pelo 4tomo de enxofre, com um LogP=2.74.' A
portfirina 2.14 sintetizada no ambito do trabalho apresentado nesta dissertacdo que é constituida
pela mesma sulfonamida, todavia, a ligacgdo ao anel fenilico ocorre de modo inverso.
Surpreendentemente, no nosso estudo o efeito da inversdo referida provoca uma diminuicio
abrupta no coeficiente de particao (LogP=0.94), mesmo com a presenca adicional de dois atomos
de flior em cada anel fenilico, que segundo dados da literatura deveriam aumentar a lipofilicidade.”
Esta alteracio no LogP pode ser interpretada pela acidez relativa do grupo metilo diretamente
ligado ao grupo sulféxido no composto 2.14 (tal como observado pela alteracio no desvio quimico
e integracao do RMN em diferentes solventes) diferindo do descrito na literatura onde o metilo da

sulfonamida esta ligado ao atomo de azoto.®!
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Tendo em conta, as lacunas desta metodologia para prever a permeac¢io membranar,
surgiram estratégias alternativas, nomeadamente sistemas modelo de biomembranas como vesiculas

unilamelares ou multilamelares.>’

Com o intuito de quantificar a interacdo das porfirinas monossubstituida 2.6 e
tetrassubstituida 2.14 com a membrana lipidica, comegou-se por otimizar a estratégia experimental
utilizando como modelo a porfirina 2.6. Deste modo, realizou-se uma titulagio desta com uma
vesicula unilamelar de um lipido bastante comum, o POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina). Assim, um volume definido de uma solu¢io previamente preparada de potfirina de
modo a obter uma concentracio final de 200 nM e 0.5 % (v/v) de metanol , foi adicionado a uma

concentragio crescente de lipido, tal como demonstrado na figura 2.24 .
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Figura 2.24- Dependéncia da intensidade de fluorescéncia com a concentragao de POPC da

porfirina 2.6

Verificamos que a intensidade de fluorescéncia ndo apresenta uma variagio monotonica
com a concentracio de lipido indicando que varios processos ocorrem simultaneamente. Por este

motivo, ndo conseguimos calcular o valor do coeficiente de particio com recurso a esta estratégia.

Por fim, testamos uma metodologia que consistiu em avaliar a associa¢do da porfirina com
a membrana através da supressio de fluorescéncia do NBD-DMPE, uma sonda fluorescente
previamente associada a bicamada lipidica. Deste modo, foram preparadas novas vesiculas lipidicas
unilamelares (LUVs), de acordo com o procedimento descrito no capitulo experimental (capitulo 4),
contendo os lipidos pretendidos e o NBD a uma concentragio molar de 1%. A diminuicio de
fluorescéncia referida deve-se a transferéncia de energia nio radiativa do NBD-DMPE para a

potfirina, quando ambas as moléculas estio associadas com a bicamada lipidica, tal como se pode
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observar pela sobreposicio do espectro de fluorescéncia do NBD-DMPE e o espectro de absorcdo

da porfirina 2.6, Figura 2.25.
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Figura 2.25 - Sobreposicio entre a emissao de fluorescéncia do NBD-DMPE em bicamadas de

POPC e a absorgio da porfirina em metanol.

A supressao de fluorescéncia resultante (IF/ IF0) e a eficiéncia de transferéncia de energia
(EET) sio representados no grafico 2.26, tendo como exemplo uma titulacdo da porfirina numa
concentra¢do de 100uM. Para pequenas concentra¢oes de lipidos a concentracio local de porfirina
na bicamada lipidica ¢ elevada conduzindo a um quenching eficiente da fluorescéncia do NBD-
DMPE. Com o aumento da concentragio de lipido, a quantidade de porfirina que particiona na
bicamada lipidica aumenta até que toda a porfirina se associa com a membrana. No entanto, este
aumento ndo ¢é proporcional ao aumento da concentragio lipidica provocando uma redu¢io na

concentracdo local de porfirina e, por conseguinte, uma supressio de fluorescéncia menos eficiente.

Este estudo foi realizado para concentragSes de portfirina de 100, 200 e 400 pM. Verificou-
se que a supressio da fluorescéncia é mais eficiente para as concentracoes mais elevadas de

portfirina. No entanto, esta ndo vatia proporcionalmente.

A dependéncia observada na eficiéncia da transferéncia de energia (EET) com a
concentrag¢io do lipido foi analisada com uma aproximacao analitica para a transferéncia de energia
em duas dimensdes, assumindo que ao fim de 10 min de incubagdo a porfirina 2.6 se encontra
equilibrada com a fase lipidica.” A distincia Forster (R0) calculada para o par dador / aceitante
NBD-DMPE / porfirina é de 47 A assumindo orientagio aleatéria dos dipolos de transicio, um
rendimento quantico de fluorescéncia de NBD-DMPE igual a 0,4 e o a absortividade molar da

potfirina cujo valor se encontra na tabela 2.9. Para calcular a eficiéncia de transferéncia de energia é
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também preciso conhecer a distincia de aproximacio (Re) entre o doador (NBD) e o aceitante
(potfirina). Esse pardmetro foi estimada a partit de seu volume molar® assumindo uma geometria
esférica e é cerca de 8 A. Deste modo, selecionou-se a solugio analitica para a transferéncia de

energia em duas dimensdes correspondentes a Re igual a 0,25 RO (=6 A) para analisar os resultados.

1 4 & EETExp
m  |F/IFO
0.8 A
—— IF/IFO Fit
0.6 - — EETFit

[POPC] uM

Figura 2.26 - Representacdo da supressio de fluorescéncia resultante da titulagio de diferentes
concentracoes de LUVs de POPC com a potfirina 2.6 (IF/ IF0) e da eficiéncia de transferéncia de energia
(EET), em tampao HEPES a 25 ° C.

O coeficiente de particdo foi calculado recorrendo a LUVs com duas composicOes
distintas, um deles constituido por POPC de modo a mimetizar uma membrana celular eucatiota e
outro constituido por POPC:POPE:POPS 5: 4: 1 para simular uma membrana bacteriana. Assim
obteve-se um coeficiente de parti¢io entre as fases aquosas e bicamadas de POPC de 4,5+1.2x105.
Este pardmetro ¢é ligeiramente maior do que o obtido para hematoporfirina (1,4 x105) % devido 2
maior hidrofobicidade da porfirina analisada relacionada com a presenga de trés grupos benzeno

perfluorinados.

A associacdo com bicamadas lipidicas tipicas de células bacterianas foi ligeiramente menor
9,1£2.4x10* do que a observada para as membranas de POPC, verificando-se que o composto niao
apresenta seletividade para estas. Apesar disso, a parti¢do continua a ocorrer de forma eficiente,
dada a elevada constante de particdo apresentada. Estes valores sdo resultantes da média de seis
medigbes distintas. Estes coeficientes de parti¢do apresentam erros na ordem dos 16 e 27%, sendo

necessario um maior numero de medi¢Ges para obter um valor mais rigoroso.
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Dado que a estratégia desenvolvida se mostrou eficiente, procedemos também 2a sua
aplicacio para a porfirina 2.14. Nesta, obteve-se um valor de coeficiente de particio para as
membranas de POPC de 3,4+2.3x10°. Este resulta apenas da média de trés medi¢oes, sendo por

isso, o erro elevado e os estudos apelidados de preliminares.

Em relagio a utilizacio do modelo do calculo do coeficiente de particdo octanol-dgua
corroboramos as lacunas referidas anteriormente, uma vez que obtivemos valores discrepantes
entre as duas metodologias. Deste modo, podemos concluir que o coeficiente de particdo octanol-
agua é importante para obter dados sobre a anfifilicidade dos compostos , no entanto, para avaliar a

sua particdo membranar outras metodologias sdo necessarias.

Em suma, verificou-se que o nimero de derivatizagdes com grupos metanosulfonamida é
crucial para modular a anfifilicidade dos compostos, sendo que estes apresentam variagoes
significativas nos seus coeficientes de particdo octanol-dgua (0.94<LogP=<4). Apesar disso,
conseguimos garantir a elevada afinidade para as membranas lipidicas, obtendo assim um conjunto
de compostos com multiplas potencialidades tanto a nivel de aplicacdes como a nivel de vias de

administracio.
2.6- Estudos de citotoxicidade preliminares

A auséncia de toxicidade em células saudiveis nas concentracbes passiveis de serem
aplicadas iz vive, ¢ um dos principais requisitos para um potencial farmaco. Se este se tratar de um
fotossensibilizador necessita também de possuir esta caracteristica quando sujeito a irradia¢do. No
ambito deste trabalho, realizaram-se estudos preliminares de citotoxicidade no escuro. A porfirina
escolhida para iniciar estes estudos foi a 5-[2°,3°,5,6’- tetrafluoro-4’-metanosulfamoil)fenil]-10,15,20-

tri-[(2°,3°,4°,5,6’-pentafluoro)fenil]porfirina 2.6.

Em primeiro lugar é essencial averiguar se o composto pode ser dissolvido em meio de
cultura com uma pequena adigio de DMSO (maximo de 3%) ou se necessita do auxilio de uma
formulacio para ser adicionado as células. Com este objetivo, realizaram-se espectros de absor¢io
do composto em DMSO e numa solu¢io de 1 % DMSO em meio de cultura (DMEM). Verificou-
se que em ambos ocorre alguma agregacio, no entanto, o espectro continua a apresentar uma

banda Q intensa, concluindo-se, que se pode prosseguir utilizando a mistura de solventes referida.
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Figura 2.27 — Espectros de absor¢ido da porfirina 2.6 em DMSO e na mistura de 1% DMSO com meio de
cultura (DMEM)

Selecionou-se a linha celular de fibroblastos 3T3 para realizar os estudos. Comegou-se por
otimizar o numero de células por poco, plaqueando diversas concentracoes de células. Para as
placas de 96 pogos utilizadas nos estudos de citotoxicidade foram testadas uma gama de
concentragdes, entre 3.000 e 9.000 células por pogo (200uL. de meio). Ao fim de 24 e 48 horas
observou-se com recurso ao microscopio otico a confluéncia de cada pogo. Baseado nesta
observacio, elegeu-se a concentracio de 7.000 células por poco (2mL e 200uL de meio), para

realizar os referidos estudos.

Para determinar a toxicidade no escuro, as células foram incubadas com diferentes
concentragdes do potencial farmaco: 1.25pM, 2.5 uM, 5 pM, 10 pM, 20 uM, 40uM, 60 uM e 80
M. Células controlo, sem adigdo de composto, sdo incubadas nas mesmas condigbes. Passado 24
horas, removeu-se a porfirina e lavaram-se as células com PBS. Neste ponto, a uma das placas
coloca-se novo meio, uma vez, que s6 sera avaliada apds 48 horas e na outra procede-se a avaliacio
da viabilidade recorrendo ao método Alamar Blue. Neste o metabolismo das células vivas converte
a resazurina (componente ativo do Alamar Blue) em resofurina. Este fendmeno ¢é facilmente visivel

devido a ocorréncia de uma alteracio de cor, tal como se retrata na figura 2.28.
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Capitulo 2

Figura 2.28 — Metabolizacido da resazurina pelas células vivas

Por fim, procede-se a medicdo da absorvancia nos comprimentos de onda de 540 e 630
nm. A diferen¢a percentual entre as células de controlo e as células tratadas com farmaco ¢é
calculada através da equagio, onde e corresponde ao coeficiente de absortividade molar do Alamar

Blue oxidado nos comprimentos de onda especificados (e 570nm=80586 e e 630nm=34798).

(€630 X Absamostra570) — (¢540 X Absamostra630)

opi e
#Viabilidade (630 x Absref570) — (¢540 x Absref630)

Ao fim de 48 horas, a segunda placa foi avaliada seguindo o mesmo procedimento. Estes
estudos foram realizados trés vezes utilizando sempre um triplicado de pogos por concentragio de
composto. A andlise dos resultados encontra-se em registo grafico na figura 2.29. As pequenas

flutuagoes apresentadas devem-se a variabilidade caracteristica deste tipo de ensaios.

[ 6 horas de incubacao [ 6 horas incubagao
120 4 [J18 horas de incubacao 120 - [ 18 horas de incubacao

100

100

80 80 4

60 60

Viabilidade (%)
Viabilidade (%)

40 4 40

20 20 4

1.25 25 5 10 40 60 80 125 25 5 10 40 60 80

Concentragao (uM) Concentragao (uM)

Figura 2.29 - Estudos de citotoxicidade no escuro da porfirina 2.6. Esquerda- Avaliagiao ap6s 24 horas

Direita-Avaliagao ap6s 48 horas

Verifica-se que a diferenca entre a incubacdo do composto ser de 6 ou 18 horas é pouco significativa na
avaliagdo as 24 horas. Na avaliacdo as 48 horas este efeito ¢ realcado, sendo que a viabilidade das células incubadas
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Capitulo 2

durante 18 horas com o potencial farmaco é 6.17 a 21.87 pontos percentuais inferior, depreendendo-se que a
morte celular ocorre de forma lenta. Corroborando estes dados, identificaram-se corpos apoptéticos na

observacio microscépica (Figura 2.30)

Figura 2.30- A- Células controlo (20x) B- Células controlo em divisdo (40x) C- Corpos apoptéticos (100uM, 40x)

Os resultados 77 vitro com células da linha 3T3 demostraram assim, que o composto ndo ¢ téxico na gama

de concentrac¢bes utilizada no estudo.
2.7-Conclusao

O objetivo central deste capitulo consistiu na sintese de moléculas bimodais que
incorporam na sua estrutura sulfonamidas e macrociclos tetrapirrdlicos com o fim de obter
compostos com propriedades inovadoras que possam simultaneamente atuar como antibacterianos
e como fotossensibilizadores para inativacdo de bactérias, recorrendo a terapia fotodinamica (PDT).
Para este efeito selecionou-se a 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina (TPFPP) (2.3) por
constituir um excelente modelo para obten¢do de novos derivados portfirinicos e por influéncia de
resultados obtidos anteriormente no grupo. De seguida, foram apresentados estudos de otimizagao
da sua derivatizagdo com a metanosulfonamida. Em suma, pode obter-se o composto

monossubstituido como produto maioritario realizando a rea¢io com uma concentracio de 5.1x10-3
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M e um excesso de sulfonamida de 6 equivalentes (Método A) e o produto tetrassubstituido

utilizando um excesso de 18 equivalentes e a concentragao de 1.54x102M (Método B).

Utilizando as condi¢des otimizadas alargaram-se os estudos para a sintese de potfirinas
monossubstituidas contendo as sulfonamidas: p-toluenosulfonamida (2.1) e N-metil-p-
toluenosulfonamida (2.2) e para a sintese de uma porfirina tetrasubstituida contendo a N-metil-p-
toluenosulfonamida (2.2), com o intuito de avaliar o efeito da estrutura da sulfonamida na
reatividade. Através destas reagdes obteve-se a familia completa referente a sulfonamida N-metil-p-
toluenosulfonamida (2.2), ou seja, os compostos mono, di, tri e tetrassubstituidos e os compostos
mono e dissubstituidos no caso da p-toluenosulfonamida (2.1). Os rendimentos obtidos foram

baixos dada a baixa nucleofilicidade apresentada pelas sulfonamidas em questio.

Uma metodologia alternativa de insercdo de sulfonamidas nas posi¢des B-pirrdlicos foi

também testada mas sem sucesso.

No sentido de desviar os valores de absor¢do para a designada “janela terapéutica”,
selecionou-se de entre as porfirinas sintetizadas, a 2.14 para prosseguir com os estudos de redugio.
A clorina foi sintetizada com rendimentos elevados (65%), recorrendo ao uso de hidrazina
hidratada, um método que segundo o nosso conhecimento nunca tinha sido aplicado na redugio de
macrociclos tetrapirrélicos. A bacterioclorina foi obtida com recurso ao método sem solvente

anteriormente descrito pelo grupo, com um rendimento de 70%.

Os compostos foram caracterizados fotofisicamente, tendo revelado possuir caracteristicas
bastante promissoras para aplicagio como fotossensibilizador, tais como, baixos rendimentos

quénticos de fluorescéncia e rendimentos quénticos de formacio de oxigénio singuleto adequados.

Para avaliar a lipofilicidade e a interagdio com a membrana lipidica procedeu-se ao cilculo
do coeficiente de particdo das porfirinas mono (2.6) e tetrassubstituidas (2.14) através de duas
metodologias, uma delas recorrendo a4 mistura octanol-dgua e a outra a vesiculas unilamelares
lipidicas (LUVs). Estes estudos revelaram que apesar da anfifilicidade destas variar
consideravelmente, (de LogP>4 no caso da 2.6 para LogP=0.94 na 2.14) a sua afinidade para a
membrana continua a ser da mesma ordem de grandeza (105). Comparou-se também a afinidade
membranar entre LUVs com composicio semelhante a membrana bacteriana e LUVs com
composi¢io semelhante as membranas eucariéticas humanas, revelando-se que nio ocorria nenhum

tipo de seletividade.

Por fim, realizaram-se estudos preliminares de citotoxicidade no escuro, com a linha celular

3T3, demonstrando-se que o composto ndo apresenta toxicidade.
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E relevante realcar que a porfirina tetrassubstituida (2.14) apresenta um comportamento
surpreendente, dado que os protdes do seu grupo metilo nio sdo detetados no RMN e a sua
solubilidade ¢ substancialmente diferente da apresentada pelos seus derivados reduzidos. Contudo,
este facto nio se reflete nos respetivos coeficientes de particio octanol-dgua. A compilacio de
resultados dispares obtidos para esta porfirina deixa em aberto a necessidade de estudos adicionais

que permitam a sua compreensao.

Em suma, os estudos efetuados no decorrer do trabalho que conduziu a escrita desta
dissertagdo, permitiram otimizar métodos de sintese e purificagdo de sulfonamidas derivadas da
pentafluorofenilporfirina com coeficientes de particio octanol/4gua facilmente modelaveis por

eracdo do numero de substituicdes. Alé isso, as propriedades fotofisicas e os resultado
alter do nuimero de substituicoes. Além disso, as propriedades fotofisicas s resultados
preliminares obtidos com modelos membranares e nos estudos 7z vitro sio bons indicadores da sua

potencial aplicacio como fotossensibilizador em terapia fotodinamica.
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Capitulo 3

Sistemas supramoleculares via self-assembly de

sulfonamido-porfirinatos de zinco (II) cationizados

A eficiéncia de um fotossensibilizador para terapia fotodinamica antibacteriana é dependente
de diversos fatores, destacando-se a permea¢do da membrana destes microorganismos. Encontra-se
descrito a existéncia de uma diferenca significativa na capacidade dos PSs permearem as bactérias do
tipo Gram-positivo e Gram-negativo, devido as diferencas estruturais que estas apresentam. Assim,
nas bactérias do tipo Gram-positivo, a parede celular ndo atua como uma barreira a permeabilidade
para a maioria dos PSs comumente utilizados. Pelo contrario, as bactérias Gram-negativas
externamente a rede formada pelo peptidoglicano possuem um elemento estrutural denso com
composicao heterogénea, formando uma barreira de permeabilidade efetiva, restringindo a permeacao
da maioria dos PSs." Com intuito de possibilitar a inativagio fotodindmica de bactérias pertencentes a
ambas as classes, surge como estratégia principal, a utilizacido de uma molécula fotossensibilizadora
com uma ou mais cargas positivas intrinsecas, habitualmente geradas por atomos de azoto

quaternarios.’

Neste capitulo descreve-se uma nova metodologia de preparacio de moléculas que possuem
na sua estrutura porfirinas catibnicas, descritas na inativacdo de bactérias e uma sulfonamida com
atividade bacteriostatica comprovada, a sulfadiazina. Esta recorre a formagio espontanea de estruturas
organizadas por meio de um processo estocastico reversivel que envolve componentes pré-existentes,
baseando-se no conceito de self-assembly’ introduzido por Lehn* em 1978. Um dos melhores exemplos
de seff-assembly ocorre na Natureza, na dupla hélice de ADN. Neste, as duas cadeias simples sio
mantidas através de pontes de hidrogénio, envolvendo atomos de hidrogénio (dadores) e atomos de
oxigénio e azoto (aceitantes) das bases de purina e de pirimidina.> Este conceito ja se encontra

introduzido no ambito da quimica medicinal 7 # nomeadamente na area do drug-delivery.?

3.1 Sintese de potrfirinas catidnicas

O trabalho apresentado neste capitulo iniciou-se com a sintese das porfirinas que irdo servir

como base para os restantes estudos.

A 5,10,15,20-tetraquis(4-piridil)porfirina 3.1 foi sintetizada com recurso a trés métodos
distintos: 0 método do nitrobenzeno!?, a sua otimizagio recente recorrendo a presenca de NaY'' e o

método recorrendo 2 sintese por micro-ondas utilizando como solvente a dgua.'> Os dois primeiros
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encontram-se descritos no capitulo 2, pelo que apenas me vou centrar no ultimo. A um copo
reacional de 10 mL foi adicionado o 4-piridinacarboxaldeido, o pirrol e a 4gua. Este foi colocado no
ultra-sons, de forma a garantir a completa dissolu¢do do aldeido. De seguida, a mistura foi sujeita a
radia¢cdo micro-ondas por 10 minutos, usando um programa dinimico com temperatura de 200°C ¢
poténcia maxima de 300W. Apds o arrefecimento da mistura reacional até a temperatura ambiente,
o crude foi purificado por extragdo por solventes, usando como fase aquosa uma solucdo saturada
de bicarbonato de sédio e como fase organica o diclorometano, seguido de secagem e
cromatografia usando como eluente diclorometano/metanol (19:1). Por ultimo realizou-se ainda
uma recristalizagdo utilizando diclorometano e hexano. Os mesmo métodos, excepto o do
nitrobenzeno convencional, foram aplicados para a sintese da 5,10,15,20-tetraquis(1-metilimidazol-

2-il)porfirina 3.2. Os respetivos rendimentos encontram-se descritos na tabela 3.1.

Tabela 3.1- Métodos de sintese das potfirinas 2.19 e 2.20 e respetivos rendimentos

Entrada Porfirina Métodon do Método do NaY Método agua e
nitrobenzeno micro-ondas
1 3.1 14.6% 9% 13 %
2 32 8% 12%

Pela analise dos dados referentes a porfirina 2.19 (tabela 3.1, entrada 1), podemos observar
que contrariamente ao descrito até ao momento, o rendimento nao duplica empregando o método do
NaY. Pensa-se que este efeito sera devido a coordenacao entre os nicleos acidos do NaY e o reagente
de partida que contem azotos conjugados no anel, uma vez que, por exemplo, é sabido que o NaY ¢
um 4cido de Lewis cuja acidez é calculada pela relacio de adsor¢io de piridina aos seus centros.”'

Desta forma pode-se afirmar que a coordena¢io/adsor¢io dos aldeidos contendo azotos aromaticos

com o NaY reduz a sua reatividade.

A sintese assistida por micro-ondas usando como solvente a 4gua, apresenta-se como um
método bastante mais sustentiavel e rapido, contudo, no caso das porfirinas apresentadas nio

contribuiu para o aumento dos seus rendimentos de sintese.

Uma das estratégias para a obtencdo de estruturas supramoleculares porfirinicas implica a
coordenagio de determinado substrato ao ido metdlico presente no centro do macrociclo. Encontra-se
patente em diversos artigos, que o 130 metalico proporciona especificidade para o atomo coordenante.
Deste modo, sabe-se que complexos de estanho (IV) de porfirinas coordenam preferencialmente com
grupos carboxilatos ou com grupos fenolato enquanto as porfirinas complexadas com zinco (II)
coordenam preferencialmente com compostos com atomos de azoto na sua constitui¢do. '51617.18
Adicionalmente, estudos reportam que a presenga de zinco em porfirinas aumenta as interagdes com a

membrana bem como promovem um cruzamento intersistemas mais eficiente, conduzindo a um
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aumento da eficiéncia da terapia fotodinimica."” Deste modo, prosseguiu-se com a metalagio de
ambas as porfirinas. Assim, numa experiéncia tipo dissolveu-se a porfirina em cloroférmio e aqueceu-
se a mistura até 50 °C. O acetato de zinco previamente dissolvido em metanol foi adicionado,
permanecendo a mistura sob aquecimento e agitacdo magnética até que, por UV-visivel se observou a
transformacdo das 4 bandas QQ caracteristicas em duas bandas Q, tipicas dos compostos metalicos
(tigura 3.1). Apds terminada a reagdo, deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente e o solvente foi
removido sob vacuo. Redissolveu-se o sélido em diclorometano e realizou-se extracdo por solventes
usando como fase organica o solvente referido e como fase aquosa uma solugdo saturada de
bicarbonato de sédio e dgua destilada, sucessivamente. De seguida, esta foi seca com sulfato de sédio
anidro, filtrada e o solvente posteriormente eliminado no evaporador rotativo. Verificou-se por RMN
e TLC que nio havia contamina¢io com a potfirina de partida. Os rendimentos obtidos foram de
80% para 5,10,15,20-tetraquis(4-piridil)porfirinato de zinco(l) 3.3 e 92% para o 5,10,15,20-

tetraquis(1-metilimidazol-2-il)porfirinato de zinco (II) 3.4.

No capitulo 2, abordei os espectros de porfirinas de base livre. Recapitulando, o espectro
tipico apresenta uma banda B, ou Soret e quatro bandas Q. Contrariamente, os complexos metalicos
de porfirinas apresentam apenas uma banda B e duas Q, uma vez que a introducio do metal na
porfirina altera a simetria do anel, passando de Do, para Dy (figura 3.1). Esta mudanca de simetria
tem implicagoes diretas na degeneragao das orbitais HOMO e LUMO envolvidas nas transicoes

eletrénicas que originam as bandas do espectro de absor¢io destes compostos.2

— 34

0.8 4

0.6 4

0.4+

Absrovancia normalizada

0.2 4

0.0

4(I)0 I 5(IJO I 6(I)0 I 7(I)O
A (nm)
Figura 3.1- Espectro Uv visivel do complexo metalico 3.4

Aliando o objetivo de obter um fotossensibilizador com eficiéncia em ambos os tipos de

bactérias com o interesse em compostos biocompativéis, procedeu-se a cationizagdo de ambas as
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porfirinas anteriormente metaladas (3.3 e 3.4). Deste modo, dissolveu-se a potfirina em DMF e
adicionou-se 0.1 mL de iodometano. A mistura foi aquecida e deixada em agitagio a 25 °C. Procede-
se a0 longo do dia a adicdo de pequenas por¢bes de iodometano até atingir um maximo de 300
equivalentes. No dia seguinte terminou-se a rea¢do e adicionou-se éter dietilico para precipitar o
composto. Por fim, filtrou-se. Obtiveram-se os compostos iodeto de 5,10,15,20-tetraquis(4-
metilpiridil)porfirinato de zinco(Ill) 3.5 e iodeto de 5,10,15,20-tetraquis(1,3-dimetilimidazol-2-
i)porfirinato de zinco (II) 3.6 com rendimentos de 90% e 92 %. A tetracationizacio foi confirmada

por RMN de protao, encontrando-se estes dados descritos na sec¢io experimental (capitulo 4).

Cloroférmio
Metanol
 —

CH4CO,Zn
50°C

\N

N™ DMF
Ly 2
N CHgl
N7 N7
\—/

3.2 3.4 3.6

Cloroférmio

N— N Metanol
L fy e
N— CH,CO,Zn

50°C

C:

Figura 3.2- Metodologia sintética seguida na preparacdo das porfirinas catibnicas

3.2- Sulfonamida

Neste capitulo, a nossa estratégia consistiu na utilizagio de uma sulfonamida com efeito
antibacteriano comprovado ao invés de sulfonamidas sintetizadas previamente, tal como referido no
capitulo anterior. Na tabela 3.2 apresentam-se alguns exemplos selecionados de sulfonamidas
comumente utilizadas na pratica clinica. Para os objetivos pretendidos interessava-nos uma
sulfonamida que nao fosse pro-farmaco, de modo, a que a estrutura desta nio sofresse alteracoes 7
vivo e consequentemente, a probabilidade das ligagbes se manterem fosse maior. Adicionalmente

deveria possuir varios atomos de azoto na sua estrutura que pudessem coordenar com o zinco. De
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entre as sulfonamidas com as caracteristicas apropriadas aos estudos que pretendiamos seguir,

selecionamos a Sulfadiazina por questdes econémicas.

Figura 3.3- Estrutura da Sulfadiazina

3.3- Self-assembly

Para efetuar o estudo da capacidade dos complexos de zinco (II) estabelecerem ligagGes via
self-assembly com a sulfonamida, utilizou-se como modelo o iodeto de 5,10,15,20-tetraquis(4-
metilpiridil)porfirinato de zinco(I) 3.5. Para este efeito preparou-se uma solugio da porfirina em PBS,
com uma concentracio de 8x10-5M e efetuou-se uma titulagado com uma solucio da sulfadiazina numa
concentragdo de 0.33 M em PBS, com a adi¢dio da minima quantidade de NaOH necessaria para
promover a dissolucdo desta (atingindo esta solu¢io um pH de 11). Adquiritam-se os respetivos

espectros de absor¢io de UV/Vis entre cada adi¢io.Estes encontram-se representados na Figura 3.4.

0,9 4
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©
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©
£
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Figura 3.4.- Espectros de absor¢io (A=400-480nm) do iodeto de 5,10,15,20-tetraquis(4-metilpiridil) porfirinato
de zinco(II) 3.5 a medida que se adiciona: Sulfadiazina [A)1.65%10¢ mol, B)6.60x10-¢ mol,C) 1.32x10-> mol D)
1.98x10-> mol E) 2.64x10-> mol, F) 4.29x10-> mol, G) 5.94x10-> mol H) 9.24 x10-> mol I) 1.25x10* mol, J)
2.90x10-* mol, K) 4.55x10-* mol, L) 6.20x10-* mol]
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Através da analise deste, podemos obsetvar um desvio batocrémico de 10.5 nm, de A=436
nm cotrespondente 2 potfirina 3.5 até A=446.5 nm, apds a adi¢io de 6.20x104 moles de
Sulfadiazina. Esta observacio indica que ocorre coordenagio com o metal central, uma vez que a
presenca da sulfonamida coordenada axialmente com o zinco pode conduzir a uma reducio da
separacdo entre as orbitais HOMO-LUMO, com o consequente desvio da banda de absor¢io para

maiotes comprimentos de onda.”!

Na literatura encontra-se patente em diversos artigos que esta porfirina interage com o DNA

induzindo citotoxicidade.”»”* Por este motivo decidiu-se sintetizar uma outra porfirina base para
efetuar os mesmo estudos, o iodeto de 5,10,15,20-tetraquis(1,3-dimetilimidazol-2-il)porfirinato de
zinco (II) 3.6 , cuja sintese se encontra descrita anteriormente. Deste modo, realizou-se a titulagio

usando as concentragdes previamente descritas. Os dados encontram-se ilustrados na figura 3.5.

Absorvancia normalizada

Figura 3.5- Espectros de absor¢io (A=380-460nm) do 5,10,15,20-tetraquis(1,3-dimetilimidazol-2-il)potfirinato
de zinco (II) 3.6 a medida que se adiciona: Sulfadiazina [A)3.30x10-7 mol, B)1.98x10-¢ mol, C) 3.63x10-¢ mol,
D) 5.28x10-¢ mol , E) 6.93x10-¢ mol, F) 8.58x10-¢ mol, G) 1.19x10-5 mol , H) 1.52 x10-> mol, I) 1.85x10-> mol, J)
2.18x10 mol, K) 2.51x10-> mol, L) 2.84x10-> mol, M) 3.17x10-> mol, N) 3.83x10-> mol, O) 4.49x10-> mol, P)
6.14x10 mol, Q) 7.79x10% mol, R) 9.44x10-5 mol, S) 1.11x10 mol, T) 1.44x10* mol, U) 1.77x104 mol, V)
2.43x10* mol, X) 3.09x10* mol, Z) 3.75x10“ mol, AA) 4.41x10 mol, AB) 6.06x10-4mol, AC) 7.71x10* mol]

Mais uma vez observaimos que ocorre coordenagdo entre a sulfonamida e o metal central,.
que é responsavel pelo desvio batocrémico de 9.5 nm observado no espectro de absorg¢ao apresentado

na figura 3.5. A banda Soret da porfirina 3.6 varia de A=417 nm até A=426.5 nm, ap6s a adigdo de

4.4x10-4moles de sulfadiazina.

78



Capitulo 3

Por fim, numa tentativa de perceber se a interacdo com o metal ocorria preferencialmente por
algum dos atomos de azoto da estrutura da Sulfadiazina, realizamos o mesmo estudo utilizando a 3,5-
dimetilanilina e o imidazol de modo a mimetizar os fragmentos pretendidos e a 5,10,15,20-
tetraquis(1,3-dimetilimidazol-2-il)porfirinato de zinco (II) 3.6. No entanto este estudo teve de ser

realizado em metanol devido a solubilidade dos compostos intervenientes.

Neste estudo observamos que a coordenagio ocorre de um modo ligeiramente superior pelo
o . 5 ~
anel imidazdlico, necessitando este de 1.29x10 moles para obter o desvio de 3 nm, enquanto que a

anilina para obter um menor desvio (2.5 nm) necessita da adicdo de 1.88x10- moles. No entanto a

diferenca nao ¢ substancial, pelo que se conclui que a coordenagdo ocorre através dos dois

fragmentos.
Tabela 3.2- Estudos de self-assembly com os fragmentos anilina e imidazol
Fragmento Moles porfirina Moles do fragmento Desvio total
Imidazol 1.29%103 3 nm
3.5-dimetilanilina 14010 1.88x10° 2.5 nm

3.4- Conclusiao

O objetivo central deste capitulo consisitu no desenvolvimento de uma nova metodologia,
baseada no conceito de self-assembly, para a preparagio de estruturas contendo porfirinas catibnicas,
descritas na inativagdo de bactérias e simultineamente uma sulfonamida com atividade bacteriostatica
comprovada, a sulfadiazina. Para este efeito procedemos a sintese das porfirinas 5,10,15,20-
tetraquis(4-piridil)porfirina 3.1 e 5,10,15,20-tetraquis(l-metilimidazol-2-i)porfirina 3.2 e a sua

posterior metalagdo com zinco e subsequente cationizagao.

De seguida foram realizados estudos de prova de conceito com a 5,10,15,20-tetraquis(4-
metilpiridil)porfirinato de zinco(Il) 3.5 , tendo-se observado através de espectroscopia de absor¢iao
que a coordena¢do com a Sulfadiazina provoca um desvio batocrémico de cerca de 10.5 nm. Os
resultados promissores induziram-nos a  estender esta metodologia de estudo a 5,10,15,20-
tetraquis(1,3-dimetilimidazol-2-il)porfirinato de zinco (II) 3.6 com a mesma sulfonamida. Estes
apresentaram resultados semelhantes aos anteriormente descritos para a porfirina modelo. Efectuou-
se-se também a titulacio com fragmentos isolados da Sulfadiazina (3,5-dimetilanilina e imidazol) com

o intuito de avaliar qual dos 4tomos de azoto da sulfonamida coordenava preferencialmente.

Em suma, os estudos preliminares efetuados no decorrer do trabalho que conduziu a escrita

deste capitulo da dissertacdo, permitiram desenvolver uma metodologia para a preparagio de
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estruturas biocompativeis e bimodais contendo na sua estrutura complexos de zinco (II) de porfirinas
catiénicas e uma sulfonamida, com atividade antibacteriana comprovada, a Sulfadiazina. Estio em
curso estudos adicionais para avaliar a forca desta ligacdo, a sua sustentabilidade 7z vivo e a sua
permeacdo em células bacterianas. Este tipo de estruturas podem ser utilizadas simplesmente para
facilitar a administracdo simultanea de dois farmacos, para que um deles sirva de vetor para o local de
actuacio do outro, bem como para obter um efeito sinergético no alvo respetivo. Estudos in vitro e in
vivo para avaliar o efeito sinergético das sulfonamidas como antibacterianos seguidos de aplicacio de

PDT, estdo perspetivados.
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Capitulo 4

Experimental

Este capitulo encontra-se dividido em quatro sec¢oes experimentais, a 4.1 referente aos reagentes
e solventes; a 4.2 onde se encontra descrita a instrumentagao utilizada ao longo do trabalho descrito nesta
dissertagdo; a 4.3 onde se encontra descrita a sintese e caracterizacdo dos compostos sintetizados
presentes no capitulo 2 e por fim, a 4.4 que se refere aos compostos sintetizados e apresentados no
capitulo 3. De notat que a numeracdo de todos os compostos encontra-se de acordo com o capitulo onde

¢ discutida a respetiva sintese.
4.1. Solventes e Reagentes

Todos os reagentes foram usados tal como fornecidos pela Sigma-Aldrich e os solventes fornecidos
pelo José M. VVag Pereira, exceto o dioxano pela Merck. Estes foram purificados ou secos, sempre que
necessario, de acordo com os métodos descritos na literatura.! O cloroférmio deuterado, utilizado nos
espectros de RMN foi neutralizado numa coluna de alumina de grau I antes da sua utilizacdo. 1-palmitoil-
2-oleoil-sn#-glicero-3-fosfocolina (POPC), 1-palmitoil-2-oleoil-s#-glicero-3-fosfoserina (POPS), 1-palmitoil-
2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina ~ (POPE) e  N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)-amino-1,2-
dimiristoil-s#-glicero-3-fosfoetanolamina (NBD-DMPE) foram obtidos na Avanti Polar Lipids (Alabaster,
AL, USA).

4.2. Instrumentagao

I-Cromatografia de camada fina

O controlo das reacdes foi feito por cromatografia em camada fina (TLC) usando placas de silica

60 (Merck), com indicador de fluorescéncia UVass. O eluente usado varia dependendo da reagdo em causa.
II-Cromatografia de adsor¢do em placa

As porfirinas sintetizadas, sempre que necessario, foram purificadas por cromatografia de
adsor¢io em coluna, usando gel de silica G (MN-Kieselgel G), contendo indicador de fluorescéncia UVasy

como fase estacionaria e o eluente apropriado tal como descrito nas respetivas secgoes.
III-Cromatografia de adsor¢do em coluna

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

€m causa.
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IV- Cromatografia de exclusdo molecular

Para a porfirina tetrassubstituida 2.14 foi realizada uma tentativa de purificagdo por cromatografia

de exclusio usando uma coluna de Sephadex G-10 (limite de exclusdo molecular de 700 g/mol)
V-Filtragdo por tamanho

A porfirina tetrassubstituida foi purificada com recurso a um dispositivo Amicon equipado com

uma membrana de 1KDa (retém compostos com peso molecular superior a 1000 Daltons).
VI-Ultra-sons

Com o objetivo de facilitar a dissolu¢io dos compostos usou-se o Bandelin Sonorex TK52.
VIII-Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de protao ('H), de carbono (13C) e de fluor (I7F)
foram obtidos num espectrémetro BukerAvance 400 (400, 101 e 376,5 MHz respetivamente) do
Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Coimbra. Nos dois primeiros
usa-se como padrio interno o tetrametilsilano (8=0,00 ppm) e no terceiro TFA (8=-76,55 ppm).
Encontra-se descrito em cada experiéncia o solvente deuterado utilizado, dependendo da solubilidade dos

compostos.
IX-Espectrometria de massa

Os espectros de massa ESI-TOF foram realizados num espectrémetro Bruker Microtof e os de
MALDI-TOF num especttometro Bruker Autoflex, na Unidade de Espectrometria de Massa da

Universidade de Santiago de Compostela.
X-Espectroscopia de absorgio ultravioleta-visivel

Os espectros de UV-Visivel foram obtidos no espectrofotémetro Hitachi U-2001, usando células
de vidro de 1 cm éptico. Os coeficientes de absor¢ao molar foram determinados apds a preparacdo de
solugdes entre 105 ¢ 107 M nos solventes apresentados no capitulo 2, utilizando sempre estes como
referéncia. Representou-se graficamente a absor¢do para o maximo da banda considerada em funcio da
concentrac¢do das diferentes solu¢des, obtendo-se uma reta cujo valor do declive corresponde ao valor do
coeficiente de absortividade molar. Esta analogia ¢ transmitida pela lei de Beer-Lambert, A=ebc, onde A é
a absorvancia, e é o coeficiente de absortividade molar, b é o caminho 6ptico percorrido pela luz e ¢ é a

concentrac¢ao da solucio.
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XI-Espectroscopia de emissdo de fluorescéncia

Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram obtidos num espectrofotémetro Horiba-Jobin-
Ivon Spex Fluorog 3-22 corrigido para a resposta do comprimento de onda do sistema, utilizando células
de quartzo de quatro faces com percurso 6tico de lcm. Relativamente aos estudos de permeacio
membranar, medi¢cdes no estado estacionario foram realizadas num espectrofotémetro de fluorescéncia

Cary Eclipse (Varian) equipado com um porta amostras termostatizado.
XII-Espectroscopia de absorgao transiente

A aquisi¢do dos espectros de absorc¢do transiente foi efetuada utilizando um espectrémetro de
fotdlise por relampago da Applied Photophysics LKS.60, equipado com um laser Nd-YAG Spectra-
Physics Quanta Ray GCR-130 e um osciloscépio digital Hewlett Packard Infinium (1GS/s). Todos os

compostos analisados foram irradiados com a terceira harménica do laser (355nm).

XIII-Rendimento quéntico de oxigénio singuleto
A determinacdo do rendimento quantico de oxigénio singuleto foi realizada no aparelho referido
acima e com o mesmo comprimento de onda de irradiagio. O comprimento de onda de 1270nm ¢é

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

XIV-Determinagido do tamanho das vesiculas lipidicas unilamelares
O tamanho médio dos LUVs a 25°C foi medido num Malvern Nano ZS (Malvern Instruments,

Malvern, UK).

4.3-Secgao experimental referente ao capitulo 2

4.3.1. Sintese de Sulfonamidas

Num baldo de fundo redondo contendo cloreto de para-tolueno sulfonilo (2 g; 0,011 mol)
adiciona-se a temperatura ambiente, 200 mL de diclorometano e de seguida a amina pretendida (1,2 mol).
A mistura foi deixada a temperatura ambiente sob agitacdo (4 a 5 horas), até se verificar por cromatografia
de camada fina o consumo total do material de partida. Verificou-se que as sulfonamidas precipitam no
meio da reacdo pelo que se procedeu a sua filtragio e posterior dissolucdo em diclorometano de modo a
realizar a extracdo sequencial com uma solucio saturada de bicarbonato de sédio (4 vezes) e de seguida,
com agua (4 vezes). Secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro. Filtrou-se e retirou-se o

solvente no evaporador rotativo.
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para-toluenosulfonamida 2.1

0 Rendimento: 48 % (0,88 o).
H3C—®§—NH2
0 RMN 'H (400 MHz, MeOD) 8, ppm: 7,78 (d; | = 7,8 Hz; 2H); 7,35 (d; | =7,7

Hz; 2H); 2,42 (s; 3H).
13C NMR (101 MHz, MeOD) 8, ppm: 144,17; 130,55; 127,19; 21,46.

MS (ESI-TOF): m/z 172,0422 [M+H]* caled. for C;Hio0NO: S 172,0427. Os dados espectroscopicos

encontram-se de acordo com o descrito na literatura.2

N-metil-p-toluenosulfonamida 2.2

O H Rendimento: 94% (1,87 g).
H3COS—N—CH3

© RMN 'H (400 MHz, CDCL) 8, ppm: 7,75 (d; ] =8,1 Hz; 2H); 7,31 (d; ] =8,0 Hz;
2H); 4,59 (s; 1H); 2,63 (d; ] =5,3 Hz; 3H); 2,43 (s; 3H).

RMN BC (101 MHz, CDCl3) 8, ppm: 143,49; 135,74; 129,74; 127,28; 29,28; 21,51.

MS (ESI-TOF): m/z 186,0575 [M+H]* caled. For CsHiz2NO,S 186,0583. Os dados espectroscopicos

encontram-se de acordo com o descrito na literatura.3

4.3.2. Sintese de porfirinas

5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina 2.3

A porfirina foi sintetizada com umas pequenas alteragdes ao método do nitrobenzeno.* Num
baldo de fundo redondo contendo 8,4250 g (42,97 mmol) de pentafluorobenzaldeido adicionou-se 140 mL
acido acético e 70 mL de nitrobenzeno. Aqueceu-se a mistura até 120 °C e posteriormente adicionou-se 3
mlL de pirrol gota a gota. Colocou-se a solu¢io em refluxo durante uma hora, desligou-se o aquecimento e
deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente. Procedeu-se a uma destilaciio a pressio reduzida seguida
de extragio com diclorometano e agua (6 vezes). Realizaram-se trés colunas cromatograficas, usando
como eluente éter de petroleo/diclorometano 5:1, 10:1, 20:1 respetivamente. De seguida procedeu-se a
varias precipitacoes usando metanol e por fim recristalizacdo deixando repousar durante varios dias no

frio com o mesmo solvente.
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Rendimento: 4,9 % (0,5126 ).
RMN H (400 MHz, CDCl3) 8, ppm: 8,92 (s; 8H); -2,91(s; 2H).

RMN ®F (376 MHz, CDCL) 8, ppm: -135,35 a -13543 (dd; ] =
233; 7,7 Hz; 8F); -150,06 a -150,16 (t; | = 20,8 Hz; 4F);
160,14 2 -160,28 (m; ] = 22,7; 7,6 Hz; 8F).

UV-Vis (CH,CL): Aus (), nm 416 (2,3x105); 508 (1,7x10%); 538; 586 (5,4 x10%); 639 (8,1 x102); 656 (5,9

x102). Os dados espectroscopicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.®

A porfirina foi também sintetizada de acordo com o método do NaY.¢ Num baldo de fundo
redondo contendo 8,4250 g (42,97 mmol) de pentafluorobenzaldeido adicionou-se 340 mL 4acido acético,
190 ml de nitrobenzeno e 18,0314 g de NaY. Aqueceu-se a mistura até 130°C e posteriormente
adicionou-se 3 mL de pirrol gota a gota. Colocou-se a solu¢io em refluxo durante duas horas, desligou-se
o aquecimento e deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente. De seguida, procedeu-se a filtracao da
suspensio e lavagem do material sélido resultante, primeiramente com uma mistura de
diclorometano/metanol 5:1 e de seguida com THF, até este ndo apresentar cotr. Os passos de purificagio

foram semelhantes aos descritos anteriormente. Obteve-se o composto com um rendimento de 9,11 %

(0,955 g).
2-Nitro-5,10,15,20-tetrafenilpotfitinato de cobre (II) (Cu(II)-8NO,TPP) 2.4

A sintese decorreu segundo modificagSes a0 método descrito por Jordan e colaboradores.” A uma
solucao de TPP (0,70g; 1,14mmol) em cloroférmio (0,6 L), foram adicionados 0,7 g de nitrato de cobre
tri-hidratado, previamente dissolvido numa solucdo de anidrido acético (70 mL) e de acido acético (15
mL). A reagdo foi mantida sob agitagio a 40°C. Apds 3 horas, no controlo por TLC nio se observou a
presenca de material de partida. O solvente foi eliminado no evaporador rotativo, no entanto, verificaram-
se dificuldades na eliminacdo do anidrido. Deste modo, procedeu-se 4 sua hidrélise usando dgua e acido
acético. A mistura reacional foi entio concentrada sob vicuo e de seguida extraida usando como fase
organica diclorometano e como fase aquosa sequencialmente uma solucio saturada de bicarbonato de
sodio (6 vezes) e de seguida dgua (6 vezes), secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro. Filtrou-
se e retirou-se o solvente no evaporador rotativo. O crude redissolvido em diclorometano foi aplicado

numa coluna de gel de silica e eluido com diclorometano/hexano 1:1.

Rendimento: 79% (0,65 g).

MS (ESI-TOF): m / z 721,1502 [M+H]* caled for C4sH2sN50,Cu
721, 1534.

UV-Vis (CH:Clz) Amax (nm): 422; 548; 590.
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. ~ . : 7
A caracterizacido do produto obtido encontra- se de acordo com os dados encontrados na literatura.

2-nitro-5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirinato de cobre (II) 2.5

A sintese decorreu segundo modificagdes ao método descrito por Jordan e colaboradores.” A uma
solugiao de TFPP (0,85 g, 0,0871 mmol) em cloroférmio (66 mL), foram adicionados 0,0535 g de nitrato
de cobre tri-hidratado, previamente dissolvido numa solucdo de anidrido acético (5,35 mL) e de 4acido
acético (1,15 ml). A reacdo foi mantida sob agitagio a 40°C. Apo6s 3 horas, no controlo por TLC
observou-se que apenas tinha ocorrido a metalagio da porfirina, deste modo, a temperatura foi aumentada
para 60°C. Apés 27 horas, deixou de se observar qualquer evoluc¢io da reagio pelo que se procedeu ao seu
término. O solvente foi eliminado no evaporador rotativo, no entanto, verificaram-se dificuldades na
eliminacdo do anidrido. Deste modo, procedeu-se 4 sua hidrélise usando agua e acido acético. A mistura
reacional foi entdo concentrada sob vacuo e de seguida extraida usando como fase organica diclorometano
e como fase aquosa sequencialmente uma solugio saturada de bicarbonato de sédio (6 vezes) e de seguida
agua (6 vezes), secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro. Filtrou-se e retirou-se o solvente no
evaporador rotativo. O crude redissolvido em diclorometano foi aplicado numa coluna de gel de silica e

eluido com diclorometano/hexano 1:1.

Rendimento: 30,8% (0,29 g).
MS (ESI-TOF): m / VA 1079,9571 M* calcd fOI‘ C44H7F20N502Cu

1079,957009.

UV-Vis (CH,Cl,) Amax (nm): 415; 543; 589.

A caracteriza¢io do produto obtido encontra-se de acordo com os

dados encontrados na literatura.8

4.3.3. Sintese de sulfonamido-5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirinas
Método A

Num baldo de fundo redondo contendo 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina (100 mg;
1,02x10#mol) , a sulfonamida pretendida (Porfirina/ Sulfonamida 1:6) e carbonato de césio adicionou-se
20 mL de dioxano. De seguida, a mistura ¢ aquecida até 100 °C e deixada em agitagio até que a andlise por
cromatografia de camada fina indique o consumo total do material de partida (72-96 horas). A mistura é
extraida usando como fase organica diclorometano e como fase aquosa sequencialmente uma solugdo
saturada de bicarbonato de sédio (6 vezes) e de seguida com agua (6 vezes), secou-se a fase organica com

sulfato de sédio anidro. Filtrou-se e retirou-se o solvente no evaporador rotativo. De seguida foi realizada
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purificacdo por cromatografia de adsor¢io em coluna utilizando como eluente acetato de etilo/hexano
(1:2). Com o intuito de obter fragdes puras de porfirina, cada amostra foi subsequentemente sujeita a
cromatografia de adsor¢do em placas preparativas revestidas de gel de silica usando como eluente um
gradiente crescente de hexano / acetato de etilo, permitindo o isolamento de algumas fracdes, vatidveis
com a sulfonamida utilizada. Deste modo, obtiveram-se duas fracdes no caso da p-tolueno-sulfonamida

2.1), trés para a N-metil-p-tolueno-sulfonamida (2.2) e uma para metanosulfonamida.

a) Derivadas da metanosulfonamida

5-[2°,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoil)fenil]-10,15,20-tri-[ (2°,3°,4°,5’,6’-
pentafluoro)fenil]porfirina 2.6

Rendimento: 18,47% (0,020 ).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 8, ppm: 8,93 (sl;
J=13,5 Hz; 8H); 3,53 (s; 3H); -2,92 (s; 2H).

RMN ¥F (376 MHz, CDCL) 8, ppm: -136,47 (dd;

J =15,3; 7,9 Hz; 6F); -136,54 (d; ]=7,3 Hz; 2F);

147,82 (dd; J= 23,7; 10,7 Hz; 2F); -151,22 (td;
J=20,9; 7,1 Hz; 3F); -161,26 2 -161,37 (m; GF).
UV-vis (CH,CL): Amax, nm (e, M-Lemt) 411 (2,4x105); 505 (1,4x10%); 582 (4,5x10%); 636 (6,6x102).

MS (MALDI-TOF): m / 2z 1049,0549 [M] + calcd for CssHi4F19N50,S 1049,0559.

b) Derivadas da p-toluenosulfonamida

5-[(2’,3,5%,6’-tetrafluoro-4’- p-toluenosulfamoil)fenil]-10,15,20-tri-[ (2°,3’,4°,5°,6’-
pentafluoro)fenil]porfirina (2.7)

Rendimento: 4,53% (0,016 g).

RMN 'H (400 MHz, CDCL) 8, ppm: 8,94 (s;
8H); 8,05 (d; ] =8,2 Hz; 2H); 7,47 (d; ] =8,2 Hz;

2H); 7,08 (s; 1 H); 2,51 (s; 3H); -2,89 (s; 2H).
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RMN ®F (376 MHz, CD;CO CDs) 8, ppm: -134,73 (dd; J=21,8; 5,1 Hz; 6F); -135,45 (dd; J=102,1; 51,0
Hz; 2F); 142,13 (dd; J=67,3; 33,5 Hz; 2F); -150,20 a -150,34 (m; 3F); 159,35 (td; J=22,8; 7,5 Hz; GF).

UV-vis (CHyCl): Ama, nm (5, M-L.emt) 411 (2,1x105); 506 (1,7x104%); 583 (5,4x10%); 637 (8,2x102).

MS (MALDI-TOF): m / z 1125,0869 [M] + caled for CsiHigF1oNsO,S 1125,0872.

5,10-[(2°,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-p-toluenosulfamoil)fenil]-15,20-dis-[ (2°,3’,4°,5°,6-
pentafluoro)fenil]potfirina e  5,15-[(2’,3’,5°,6’-tetrafluoro-4’- p-toluenosulfamoil)fenil] -

10,20-[(2°,3’,4’,5’,6’-pentafluoro)fenil]porfirina 2.8 e 2.9

Rendimento: 0,69% (0,0027 g).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 8, ppm: 8,89 (s; 8H); 8,01 (d; ] =8,1 Hz; 2H); 7,46 (d; ] =7,9 Hz; 2H); 6,86
(s 32 H); 2,51 (s; 6H); -2,94 (s; 2H).

RMN ®F (376 MHz, CDCls) 8, ppm: -134,73 (dd; J =23,2; 7,1 Hz; 4F); -135,27 (dd; J= 23,4; 10,4
Hz;4F); -142,01 (dd; J= 23,3; 10,4 Hz; 4F); -150,24 (t; ] = 20,4 Hz; 2F); -159,34 (td; J=22,3; 6,8 Hz; 4F).

UV-vis (CH2CL): Amax, nm (g, M-l.em?) 412 (1,1x105); 506 (9,2x103); 583 (3,0x103); 644 (7,2x102).

MS (MALDI-TOF): m / Z 1276,1165 [1\/1] + calcd fOI‘ C53H26F13N()O452 1276,1164.
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c) Derivadas da N-metil-p-toluenosulfonamida

5-[(2°,3’,5%,6’-tetrafluoro-4’- N-metil- p-toluenosulfamoil)fe-  nil]-10,15,20-tri-[(2’,3’,4°,5’,6’-
pentafluoro)fenil]potfirina 2.10

Rendimento: 3,11% (0,015 g).

RMN 'H (400 MHz, CDCL) 8, ppm: 8,92 (s;
8H); 7,97 (d; ] =8,2 Hz; 2H); 7,47 (d; ] =8,1 Hz;
2H); 3,50 (s; 3H); 2,51 (s; 3H); -2,91 (s; 2H).

RMNM BF (376 MHz, CDCls) 8, ppm: -135,40 (dd; ] =23,2; 7,3 Hz; 6F); -135,69 (dd; J=23,7; 10,9 Hz;
2F); -141,80 (dd; J=23,7; 10,9 Hz; 2F); -150,12 (t; ] = 20,6 Hz; 3F); -160,15 a -160,26 (m; 6F).

UV-vis (CH2CL): Amas, nm (e, M-Lemt) 411 (2,7x105); 505 (1,7x104); 582 (5,3x103); 636 (8,3x102).

MS (ESI-TOF): m / z 1140,1078 [M+H]* calcd. for CspHaF1oNsO.S 1140,1107.

5,10-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’- N-metil- p-toluenosulfamoil)fenil]-15,20-dis-[ (2°,3’,4°,5%,6’-
pentafluoro)fenil]porfirina e 5,15-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’- N-metil-p-
toluenosulfamoil)fenil]-10,20-[(2’,3’,4’,5’,6’-pentafluoro)fenil | porfirina 2.11 e 2.12

CHs

Rendimento: 1,45% (0,008 g).
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RMN 'H (400 MHz, CDCls) 8, ppm: 8,85 (d; ] =51,6 Hz; 8H); 7,96 (d; ] =7,6 Hz; 4H ); 7,47 (& ] =7,5
Hz; 4H); 3,50 (s; 6H); -2,90 (s; 2H).

RMN BF (376 MHz, CDCLy) 8, ppm: -136,50 (d; ] =16,1 Hz; 4F); -136,79 (ddy/= 23,4; 10,5 Hz; 4F); -
142,9 (d; J=12,9 Hz; 4F); -151,19 (t; ] = 20.7 Hz; 2F); -161,25 2 -161,35 (m; 4F).

UV-vis (CH,Cl): Ama, nm (5, M-L.em?) 412 nm (2,3x105); 506 (1,8x104); 583 (5,7x10%); 642 (1,1x103).
MS (MALDI-TOF): m/z 1304,1485 [M]+ caled for CooHoF1sN¢O4S, 1304,1477.

5,10,15-tri-[(2°,3’,5,6 - tetrafluoro-4’- N-metil-p-toluenosulfamoil)fenil] -20-[ (2?,3°,4,5",6’-

pentafluoro)fenil]potfirina 2.13
Rendimento: 0,64% (0,004 g).

RMN 'H (400 MHz, CDCL) 8, ppm:
8,96 (s; 8H); 7,96 (d; ] =8,1 Hz; 6H);
7,47 (d; ] =8,0 Hz; 6H); 3,51 (s; 9H);
2,51 (s; 9H); 2,89 (s; 2H).

RMN ®F (376 MHz, CD;CO) 8, ppm: -136,57 (dd; J=23,2; 7,1 Hz; 2F); -136,95 a -137,07 (m; 6F); -
141,52 (dd; J=23,2; 10,0 Hz; 6F); 152,05 (s; 1F); -161,14 2 -161,26 (m; 2F).

UV-vis (CH2CL): Amax, nm (e, M-l.cm) 413 (2,9x10%); 505 (1,4x10%); 583 (5,6x103); 640 (9,6x102).
MS (MALDI-TOF): m / z 1469,1946 [M] + calcd for CesHaoF17N704S3 1469,1925.
Método B

Num baldo de fundo redondo contendo 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina (30 mg;
3,07x10->mol), a sulfonamida pretendida (Porfirina/ Sulfonamida 1:18) e carbonato de césio adicionou-se
2 mL de dioxano. De seguida, a mistura é aquecida até 100 °C e deixada em agitacio até que a analise por

cromatografia de camada fina indique o consumo total do material de partida (48 horas).
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a) Derivadas da metanosulfonamida

5,10,15,20-tetra-[2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoil)fenil] porfirina 2.14

HaC
|
0=8=0 O crude foi lavado com acetona recorrendo
ao auxilio de ultra-sons para facilitar a
dissolucdo e de seguida o solido resultante foi

purificado usando o dispositivo Amicon

(1kDa).
Rendimento: 70% (0,027 g).

RMN 'H (400 MHz, DMSO) 8, ppm: 9,11 (s;
8H); -3,04 (s; 2H).

CH3

RMN ¥F (376 MHz, DMSO) 8, ppm: -144,71 (d; 17,7; 8F); -152,19 (d; 19,1; 8F).
UV-vis (DMSO): Amax, nm (5, M-L.cmt) 413 (5,8x104); 509 (6,65x10%); 585 (2,75x10%); 638 (6,3x107).
MS (MALDI-TOF): m / z 1274,04778 [M] + caled for CasFHagF1eNsOsSs 1274,04955.

Nota: O pico referente ao grupo metilo apresenta um desvio quimico de 3.28 ppm em DMSO e 3.66 ppm
em metanol. Além disso, ¢ um pico alargado e a integracdo nio apresenta os valores expectaveis, variando
mesmo entre espectros da mesma amostra. A possivel ocorréncia de fenémenos de troca em grupos
constituidos por protdes acidicos, ¢ uma justificacio vidvel. Estes verificam-se com o uso de solventes
proéticos, sendo acentuados na presenca de dgua. Encontram-se em curso estudos de RMN com variacio

da temperatura de modo a corroborar a explicacio supracitada.

b) Derivadas da N-metil-p-toluenosulfonamida

5,10,15,20-tetra-[(2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’- N-metil- p-toluenosulfamoil)fenil] porfirina 2.15

A mistura é extraida usando como fase orginica diclorometano e como fase aquosa
sequencialmente uma solucio saturada de bicarbonato de sédio (6 vezes) e de seguida com 4gua (6 vezes),
secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro. Filtrou-se e retirou-se o solvente no evaporador
rotativo. De seguida foi realizada purificacdo por cromatografia de adsor¢do em coluna utilizando como

eluente acetato de etilo/hexano (1:2). Com o intuito de obter a fracao recolhida pura, esta foi sujeita a
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cromatografia de adsor¢do em placas preparativas revestidas de gel de silica usando como eluente um

gradiente crescente de hexano / acetato de etilo.

CH,
Rendimento: 20% ( 0,010 g).

RMN 'H (400 MHz, DMSO) 3,
ppm: 8,99 (s; 8H); 7,97 (d; ] =6,1 Hz;
8H); 7,48 (d; ] =6,1 Hz; 8H); 3,52 (s;
12H); 2,52 (s; 12H); 2,85 (s; 2H).

RMN BF (376 MHz, DMSO) 3,
ppm: -136,53 a -137,79 (m8F); -
141,52 2 -142,90 (m; 8F).

0=5=0

CHj

UV-vis (CH2CL): Amax, nm (g, M-L.cmt) 413; 506; 584; 637.
MS (MALDI-TOF): m / z 1634,23386[M] + calcd for C76Hs0F16NgOsS4 1634,23069.
Método C

Num baldo de fundo redondo contendo 2-nitro-5,10,15,20-tetrafenilporfirinato de cobre (II) (2.4)
(100 mg; 1,02x10#4 mol), a metanosulfonamida (Potfirina/ Sulfonamida 1:3) e carbonato de césio
adicionou-se 20 mL. de dioxano. De seguida, a mistura é aquecida até 100 °C e deixada em agitacio. Apds
48 horas, verificou-se a presenca de material de partida em grande quantidade, pelo que se adicionaram
mais 2 equivalentes de metanosulfonamida ao meio reacional, e a reagdo permaneceu a mesma
temperatura (100°C) por mais 24 horas. Apés o arrefecimento da mistura reacional até a temperatura
ambiente, realizou-se a extra¢gdo da mistura, usando como fase organica diclorometano e como fase
aquosa, sequencialmente uma solugdo saturada de bicarbonato de sédio e agua. A fase organica foi seca
com sulfato de sédio anidro e o solvente eliminado a pressdo reduzida. O residuo foi retomado em
diclorometano e procedeu-se a sua purificacdo por cromatogratfia de adsor¢ao em coluna utilizando como
eluente 7-hexano/diclorometano (2:1) e silica como fase estaciondria. Foi recolhida uma primeira fragio
identificada como a porfirina de partida metalada com cobre (Cu(II)TPP) e uma segunda fragao

correspondente ao produto pretendido .
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2- N-metanosulfamoil-5,10,15,20-tetrafenilporfirinato de cobre (II) 2.16

Rendimento: 14,56% (0,011 g).

NHSO,CH;
MS (MALDI-TOF): m / z 768,003 [M]+ calcd for

C45H31CuNsOQS 768,1 50.

UV-vis (CH2Cl): Ama, nm (e, Ml.cm?) 417
(2,3x10%); 540 (1,2x10%); 612 (1,4x103).

4.3.4. Sintese de Hidroporfirinas
5,10,15,20-tetra-[2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoil)fenil] clorina 2.17

Num balio de fundo redondo contendo  5,10,15,20-tetra-[2’,3’,5°,6’-tetrafluoro-4’-
metanosulfamoil)fenil|porfirina 2.14 (23 mg; 1,81x10-> mol) e FeCls.6H20O (245 mg; 5% mol) dissolvidos
em 2 mL de etanol, adicionou-se hidrazina hidratada (11,6 uL; 1,81x10 mol). A mistura foi aquecida até
25°C e deixada em agitagio até que a anilise por cromatografia de camada fina indique o consumo total
do material de partida. O solvente foi removido no evaporador rotativo e o crude redissolvido em

diclorometano. De seguida foi realizada purificacio por cromatografia de adsor¢do em coluna utilizando

como eluente diclorometano/acetato de etilo 3:1.
CHs
0=5=0

Rendimento: 65% (0,015 g).

RMN 'H (400 MHz, DMSO) §, ppm: 9,19
(s;2H); 8,975 (d; 2H); 4,33 (s; 4H); 3,07 (t; 12H);
-1,61 (s; 2H).

RMN ®F (376 MHz, DMSO) 8, ppm: -143,51
(s; OF); -144.24 (s; 2F); -150,17 (s; 2F); -151,05
(s; OF).

UV-vis (DMSO): Amas, nm (e, M-Lem) 417 (3,6x10%; 512 (4,4x10%); 543 (2,1x10%); 596 (1,4x10%); 655
(5,3x109).

MS (ESI-TOF): m/z 1277,0731 [M+H]* caled. for CasHaoF1sNsOgSs 1277,0730.
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5,10,15,20-tetra-[2’,3’,5’,6’-tetrafluoro-4’-metanosulfamoil)fenil] bacterioclorina 2.18

A 5,10,15,20-tetra-[2°,3°,5’,6’- tetrafluoro-4’-metanosulfamoil) fenil|porfirina 2.14 (25 mg; 1,96x105
mol) e p-toluenosulfonilhidrazina (0,146 mg; 7,85x10* mol) foram misturadas num almofariz, tendo-se
obtido um pé finamente dividido. O p6 foi introduzido num tubo de Schlenk, que foi mantido sob vicuo
(0,1 Torr), durante 20 minutos. O tubo foi aquecido até 140°C e mantido com agitacio durante 20
minutos. Apds arrefecimento até a temperatura ambiente, o sélido resultante foi redissolvido em
diclorometano e de seguida purificado por coluna de cromatografia em gel de silica usando-se como
eluente diclorometano/acetato de etilo (3:1).

osi-o

NH Rendimento: 70% (0,018 g).

RMN H (400 MHz, DMSO) 8, ppm: 8,45 (s;
4H); 4,12 (s; 8H); 2,91 (s; 12H); -1,41 (s; 2H).

RMN ®F (376 MHz, DMSO) 8, ppm: -145,36
- 145,45 (dd; ] =25,1 Hz; 8F); -140,54—140,64
(dd; ] =25,1 Hz; 8F).

UV-vis (DMSO): Amas, nm (e, M-Lemt) 348 (1,4x104); 375 (1,3x104); 507 (3,3x10%); 751 (8,7x103).

MS (ESI-TOF): m / z 1279,0870 [M+H]* calcd. for CesHaF1sNsOsSs 1279,0887.

4.3.5- Caracterizagio fotofisica e fotoquimica

Rendimentos quanticos de fluorescéncia

Para o calculo do rendimento quantico de fluorescéncia seguiu-se a metodologia proposta por Parker et
al?. A referéncia utilizada foi a TPP em tolueno (¢pr=0,111) no caso das porfirinas e clorina ¢ a
55,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-N-metilsulfamoilfenil)bacterioclorina ~ (luzl11) como  referéncia
(pr=0.138"" em etanol) em tolueno para a bacterioclorina. Foram preparadas solugdes das referéncias e
dos compostos cujo rendimento se quer determinar em tolueno ou em DMSO, consoante a solubilidade
dos compostos, de forma a apresentarem no espectro de absorcio UV-visivel uma absorvancia de
aproximadamente 0,1 para a banda Soret. Diluiram-se estas solu¢oes num fator de 1/10, procedeu-se ao
seu desarejamento durante cerca de 15 minutos e de seguida, registaram-se os respetivos espectros de
emissdo excitando a 418nm no caso das porfirinas e clorina e 510nm no caso da bacterioclorina. Por fim,

os rendimentos quanticos de fluorescéncia foram entdo calculados com recurso a equagao:
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Area (amostra) 1 —1074b50¢f)  n2(amostra)
* — *
— 10—Abs(amostra) Area (ref) 772 (ref)

Nesta, a area refere-se a integracdo do espectro de emissdo, Abs a absorvincia correspondente ao

OF (amostra) = 1 * QF (ref)

comprimento de onda de excita¢io e 17 ao indice de refracio do solvente no qual a amostra e a referéncia

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

Espectroscopia de absorcao transiente

De forma a obter o espectro de absor¢io singuleto-tripleto dos compostos sintetizados acertou-se a
absorvancia a 0,2 a 355nm, uma vez que no espectrometro de fotdlise por relimpago se iria irradiar as
amostras com a terceira harmoénica do laser (355nm). Os espectros de absor¢ao singuleto-tripleto foram
adquiridos entre 270-750nm na presenga e na auséncia de O. Para as experiéncias realizadas na
auséncia de oxigénio, o desarejamento foi efetuado durante 20 minutos com recurso a azoto. Os tempos
de vida do tripleto foram obtidos ajustando os decaimentos com uma exponencial, utilizando o programa

OriginLab.

Rendimento quintico de formagao de oxigénio singuleto

A fosforescéncia do oxigénio singleto a 1270 nm foi detetada a temperatura ambiente apds excitagio das
solugoes contendo os compostos pretendidos na concentracio necessaria para produzir uma absorvancia
de 0,2 a 355nm. A excitagdo das amostras foi realizada neste comprimento de onda, correspondente a
terceira harmonica do laser. O comprimento de onda de 1270nm foi selecionado para detegio no
fotomultiplicador arrefecido a 193K com azoto liquido. Como padrio utilizou-se a fenalona, que possui
um $A= 1,0812 em tolueno. Para os dados referentes a cada energia do laser ¢ ajustada uma exponencial,
utilizando , mais uma vez, o programa OriginlLab. De cada uma destas, ¢ retirado o valor referente ao pré-
exponencial (A) e construido um novo grafico deste em funcio da energia do laser. Por fim, ajusta-se uma
funcio linear a estes dados e retira-se o valor do declive. Calcula-se assim o rendimento quéntico de

oxigénio singleto com recurso a equagio:

Declive (amostra) 1— 10—Abs(ref)
*
1 — 10—Abs(amostra) Declive (ref)

$A (amostra) = * QA (ref)

4.3.6- Determinagdo de coeficientes de partigao

Volumes iguais de n-octanol e PBS sdo misturados e deixados a repousar. No dia seguinte, dissolve-se o
composto em 5 mL de octanol saturado com PBS e em seguida, adicionam-se a este 5 mL de PBS
saturado com octanol. Agita-se a mistura vigorosamente e centrifuga-se a 3700 rpm. A um volume de
2mL da parte do PBS adiciona-se 0,5 mL de octanol puro e procede-se a evaporacio do primeiro a
pressdo reduzida (cerca de 50°C). Apds evaporacgao, adicionam-se 2,5 mL de octanol puro a este. Por

outro lado, a um volume de 2 mL da parte do octanol adiciona-se 1 mL de octanol puro de modo a
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manter dilui¢cGes iguais na fase organica e aquosa. Por fim, efetuam-se espectros UV-Vis de cada uma das
fases, dos quais se regista a absorvancia para o calculo do coeficiente de parti¢ao a partir da equagio:

logPow = log(Absn-oct/ Abspss)

4.3.7- Estudos de permeagao em membranas
Solugdo tampio

Neste trabalho foi utilizada uma solugdo tampao HEPES, preparada através de uma mistura de
HEPES (10 mM), azida de Sédio (0.02% m/v), cloteto de sédio (15 mM) e EDTA (1 mM), o pH foi

ajustado a 7.4 adicionando hidréxido de sédio.

Preparagio de LUVs

As bicamadas lipidicas utilizadas encontravam-se sob a forma de Vesiculas Unilamelares Grandes
(LUVs) e continham o lipido fluorescente NBD-DMPE numa razdo molar de 1: 100. Prepararam-se
previamente soluc¢Ges stock contendo os lipidos de interesse, neste caso, 1-palmitoil-2-oleoil-sz-glicero-3-
fosfocolina (POPC), 1-palmitoil-2-oleoil-s#-glicero-3-fosfoserina (POPS), 1-palmitoil-2-oleoil-s#-glicero-3-
fosfoetanolamina (POPE) e N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)-amino-1,2-dimiristoil-s#-glicero-3-
fosfoetanolamina (NBD-DMPE), através da sua dissolu¢do numa mistura azeotrépica de
Cloroférmio:Metanol (87:13 (v/v)) e deixou-se equilibrar durante 1 h. Apés o equilibrar da solugao,
evaporou-se o solvente recorrendo a um fluxo de ar quente que incidia na parte externa do tubo de ensaio.
Durante este processo a solugio foi mantida sob constante agitacdo por intermédio de um vortex e sob
um fluxo continuado de azoto. O filme foi deixado num exsicador de vacuo durante pelo menos 8 horas
para eliminar vestigios de solventes organicos e, em seguida hidratado com tampao HEPES . O lipido
hidratado permaneceu a temperatura ambiente durante pelo menos 1 hora com agitacio pontual, de modo
a produzir uma suspensio de vesiculas multilamelares que foram, em seguida, submetidas a trés ciclos de
freeze/taw (congelamento/aquecimento) seguidos por 13 extrusdes através de dois filtros de
policarbonato com um didmetro de poro de 0,1 um. Nas trés primeiras passagens pelo extrusor, realizou-

se também um ciclo de congela¢io seguida de aquecimento.
Determinagio do coeficiente de parti¢ao

Uma pequena aliquota de porfirina dissolvida em metanol foi adicionada a solugdo aquosa de
LUV na concentra¢io de lipidos necessaria para se obter uma concentra¢ao final de porfirina igual a 100,
200 ou 400 nM e 0,5% (v/v) de metanol. As solugbes foram deixadas a equilibrar durante 10 min e a
fluorescéncia do NBD-DMPE foi medida com um comprimento de percurso de 10 mm. Solugdes

independentes contendo porfirina foram preparadas para cada uma das concentra¢oes de lipidos
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considerados. O cilculo do coeficiente de parti¢ao foi executado recorrendo a uma aproximacio analitica

para a transferéncia de energia em duas dimensdes.!3
4.3.8-Estudos in vitro
Viabilidade celular

Células da linha 3T1 (fibroblastos de murganho) colocadas no meio de cultura (formulation for
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEAM) ATCC 30-202), foram lavadas com PBS e
posteriormente foi adicionada tripsina. Apds ocorrer o destaque, estas foram centrifugadas. De seguida,
procede-se a sua contagem com recurso ao corante Trypan Blue e a uma camara de Neubaue.
Posteriormente as células foram plaqueadas (placas de 96 pogos) com uma concentracao de 7,000 células
por poco. Incubaram-se estas até atingirem cerca de 80% de confluéncia (24 horas). A porfirina 2.6 foi
adicionada numa gama de concentracdes entre 1,25 uM e 80 pM em pocos triplicados e incubados a 37°C
durante 24 e 48 horas. Células controlo, sem adi¢do de porfirina, sdo incubadas nas mesma condi¢des.
Ap6s o periodo de incubagio, o meio foi removido e as células lavadas com PBS. A viabilidade celular foi

determinada pelo ensaio colorimétrico Alamar blue com recurso a medicio de fluorescéncia.
4.4-Secgao experimental referente ao capitulo 3

4.4.1- Sintese de porfirinas
5,10,15,20-tetraquis (4-piridil)porfirina 3.1

A porfirina 3.1 foi sintetizada com recurso a trés métodos distintos: o método do nitrobenzeno+ a
sua otimizacio recente recorrendo a presenca de NaY6e o método recorrendo a sintese por micro-ondas

. 14
utilizando como solvente a agua.

Método do Nitrobenzeno: A um baldo de fundo redondo contendo 4 mL (43 mmol) de 4-

piridinacarboxaldeido adicionou-se 140 mL acido acético e 70 mL de nitrobenzeno. Aqueceu-se a mistura
até 120 °C e posteriormente adicionou-se 3 mL de pirrol gota a gota. Colocou-se a solugdo em refluxo
durante uma hora, desligou-se o aquecimento e deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente. Procedeu-
se a uma destilacdo a pressao reduzida seguida de extracio usando como fase organica diclorometano e
como fase aquosa uma solu¢do saturada de bicarbonato de sédio e agua sucessivamente (6 vezes). De
seguida, realizaram-se duas colunas cromatograficas, usando como eluente diclorometano/metanol 9:1
seguidas de uma precipitacio usando diclorometano e hexano. Obteve-se o composto com um

rendimento de 14,6% (0,969 g).

Método do NaY: Num balio de fundo redondo contendo 0,24 ml. (2,5 mmol) de 4-

piridinacarboxaldeido adicionou-se 7 mL acido acético, 5 mL de nitrobenzeno e 1 g de NaY. Aqueceu-se a

mistura até 130 °C e posteriormente adicionou-se 0.17 mL. de pirrol gota a gota. Colocou-se a solucio em
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refluxo durante duas horas, desligou-se o aquecimento e deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente.
De seguida, procedeu-se a filtracdo da suspensdo e lavagem do material sélido resultante, primeiramente
com uma mistura de diclorometano/metanol 5:1 e de seguida com THF, até este ndo apresentar cor. Os
restantes passos de purificagio foram semelhantes aos descritos antetiormente. Obteve-se 0 composto

com um rendimento de 9 % (0,035 g).

Método recorrendo a dgua e Mw: A um copo reacional de 10 mL foi adicionado o 4-
piridinacarboxaldeido (0,923 mL; 9,8 mmol), o pirrol (0,68 mL; 9,8 mmol) e a agua (0.2 mL). A mistura foi
sujeita a radiagdo microondas com poténcia maxima de 300W durante 10 min, a uma temperatura de
473K. Ap6s arrefecimento, os passos de purificagdo foram semelhantes aos supracitados. Obteve-se o

composto com um rendimento de 13 % (0,197 g).

RMN 'H (400 MHz, CDCl;) 8, ppm: 9.07 (d; ] = 3.8 Hz;
8H), 8.87 (s; 8H), 8.17 (d; ] = 4.8 Hz; 8H), - 2.92 (s; 2H).

UV-Vis (CH2CL): Aabs (g), nm 416; 513; 545; 588; 645.

Os dados espectroscopicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.
5,10,15,20-tetraquis(1-metilimidazol-2-il)porfirina 3.2

Método do NaY: Num baldo de fundo redondo contendo 2753 mg (2,5 mmol) de 1-

metilimidazol-2-carboxaldeido adicionou-se 7 mL 4cido acético, 5 mL de nitrobenzeno e 1 g de NaY.
Aqueceu-se a mistura até 130 °C e posteriormente adicionou-se 0.17 mL de pirrol gota a gota. Colocou-se
a solu¢do em refluxo durante duas horas, desligou-se o aquecimento e deixou-se arrefecer até a
temperatura ambiente. De seguida, procedeu-se a filtracdo da suspensdo e lavagem do material sélido
resultante, primeiramente com uma mistura de diclorometano/metanol 5:1 e de seguida com THF, até
este ndo apresentar cor. Procedeu-se a uma destilacdo a pressido reduzida seguida de extracdo usando
como fase organica diclorometano e como fase aquosa uma solucio saturada de bicarbonato de sédio e
dgua sucessivamente (6 vezes). De seguida, realizaram-se duas colunas cromatograficas, usando como
eluente cloroférmio/metanol 19:1 seguidas de uma precipitacio usando cloroférmio e hexano. Obteve-se

o composto com um rendimento de 8% (0.032 g).

Método recorrendo a dgua e Mw: A um copo reacional de 10 mL foi adicionado o 1-

metilimidazol-2-carboxaldeido (1,08 g; 9,8 mmol), o pirrol (0,68 mL; 9,8 mmol) e a 4gua (0.2 mL) . A

mistura foi sujeita a radiagdo micro-ondas com poténcia maxima de 300W durante 10 min, a uma
temperatura de 473K. Apds arrefecimento, os passos de purificagio foram semelhantes aos supracitados.

Obteve-se o composto com um rendimento de 12 % (0,185 g).

100



RMN 'H (400 MHz, CDCL ) 8, ppm: 8,91-8,86 (sl; 8H); 7,69
(dd; ] = 1.3; 5.7 Hz; 4H); 7,49 (dd, ] = 1,4; 3,2 Hz, 4H); 3,55-
3,38 (sl; 12H) , -2,84 2 -2,95 (sl; 2H).

UV-Vis (CH2Cl2): s (), nm 420; 513; 587; 658.

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.!s

4.4.2- Metalagao de porfirinas

Procedimento geral: A porfirina ¢ dissolvida em cloroférmio e colocada num baldo de fundo redondo. A

mistura é aquecida até 50 °C e o acetato de zinco (10 equivalentes), previamente dissolvido em metanol foi
adicionado. A reacdo foi controlada por UV-vis até as 4 bandas Q caracteristicas se transformaram em 2
bandas Q, tipicas do complexo metalico. Apds terminada a reagdo, deixou-se arrefecer até a temperatura
ambiente. De seguida o solvente foi removido sob vacuo e o sélido obtido redissolvido em
diclorometano. A fase organica foi lavada com uma solucido saturada de bicarbonato de sédio e agua
destilada, sucessivamente. Por fim, foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente
posteriormente eliminado no evaporador rotativo. Verificou-se por UV-vis e TLC que ndo havia
contamina¢do com a porfirina de partida. Estes compostos nio puderam ser caracterizados por RMN

devido as intera¢des intermoleculares entre os atomos de azoto e de zinco das diferentes moléculas.!
5,10,15,20-tetraquis(4-piridil)porfirinato de zinco(II) 3.3

De acordo com o procedimento geral referido, a 5,10,15,20-tetraquis(4-piridil)porfirina (125 mg; 0,20
mmol) foi dissolvida em 50 mL de cloroférmio. O acetato de zinco (0,444 g; 2 mmol)

previamente dissolvido em 12,5 mlL. de metanol.

Rendimento: 80 % (0,109 g).

UV-Vis (CHCL): Aus (), nm 422; 588; 598.
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5,10,15,20-tetraquis(1-metilimidazol-2-il)porfirinato de zinco (II) 3.4

De acordo com o procedimento geral referido, a 5,10,15,20-tetraquis(1-metilimidazol-2-il)porfirina
(20 mg; 0,0317 mmol) foi dissolvida em 5 mL de cloroférmio. O acetato de zinco (0,070 mg;

0,317 mmol) previamente dissolvido em 2 ml. de metanol.
Rendimento: 92 % (0,020 g).

UV-Vis (CHCL): habs (), nm 424; 559; 634,

4.4.3- Sintese de porfirinas catiénicas

Procedimento geral: Num baldo de fundo redondo contendo o complexo metélico de porfirina em DMF

adicionaram-se faseadamente 300 equivalentes de iodeto de metilo. A mistura reacional foi mantida em
agitacio durante 24 horas a 25°C. Terminado este petiodo, precipitou-se o produto com éter dietilico.
Para ajudar a formagao do precipitado a solucio foi deixada no frigorifico durante 24 horas. O sélido foi

filtrado, lavado com éter dietilico e seco sob vacuo.

5,10,15,20-tetraquis(4-metilpiridil)porfirinato de zinco(II) 3.5

Seguindo o procedimento geral acima descrito, o composto 3.3 (15,7 mg; 0,0253 mmol) foi

dissolvido em DMF (2 mL), e o iodeto de metilo (0,47 mL; 7,59 mmol) foi adicionado a esta solugio.

L -

Rendimento: 90% (0,028 g).

RMN H (400 MHz, DMSO) 8, ppm: 9,42 (d; ] = 6,4 Hz;
8H); 9,08 (s; 8H); 8.91 (d; ] = 6,4 Hz; 8H; 3,44 (s; 12H).

UV-Vis (PBS): dabs (), nm 436; 560; 605.

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura.!”
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5,10,15,20-tetraquis(1,3-dimetilimidazol-2-il)potfirinato de zinco (II) 3.6

Seguindo o procedimento geral acima descrito, o composto 3.4 (10 mg; 0,0158 mmol) foi

dissolvido em DMF (2 mL), e o iodeto de metilo (0,30 mL; 1,58 mmol) foi adicionado a esta solucio.

Rendimento: 92% (0,080 g).

RMN 'H (400 MHz, DMSO) 8, ppm: 9,23 (d; / = 8,8 Hz;
8H); 8,52 (d; ] = 9,4 Hz; 8H); 3,70 (d; ] = 8,7 Hz; 24H).

UV-Vis (PBS): Aus (e), nm 417; 550; 587.

Os dados espectroscépicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura .18
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