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RESUMO

Porfirinas fazem parte de uma classe de substdncias denominadas
fotossensibilizadores (FS), as quais séo utilizadas na terapia fotodindmica (TFD) com
diversas finalidades, dentre elas para o tratamento do cancer. A citotoxicidade dos FS
deve-se a geracao de espécies reativas de oxigénio, em especial o oxigénio singlete,
no tecido alvo ap6s a irradiacdo dos mesmos. Com o intuito de solucionar alguns
problemas associados a primeira geracao de porfirinas, como a falta de pureza
quimica, a baixa absorcdo de luz em comprimentos de onda adequados e a
fotossensibilidade cutdnea prolongada gerada por essas substancias, inuUmeras
moléculas vém sendo sintetizadas e estudadas. Essa segunda geracao de porfirinas
absorve em comprimentos de onda mais elevados (o0 que permite maior penetragéo da
luz nos tecidos) e produz menos efeitos adversos comparados a primeira geragao.
Recentemente, tais moléculas tém sido conjugadas a carreadores, sendo reportadas
como a terceira geracdo de FS. A ligagdo com motivos carboidratos especificos
objetiva o acumulo seletivo da droga nos tecidos tumorais € o aumento da
hidrossolubilidade dos novos compostos. Neste trabalho reportou-se a sintese de seis
novos derivados porfirinicos ligados através dos grupos tiocarbamida, tiocarbamato e
carbamato, sendo trés deles glicoporfirinas. Utilizaram-se técnicas convencionais e
assistidas por ultrassom para obtencdo das substancias em questdo. Os melhores
rendimentos foram obtidos para sintese dos derivados glicoporfirinicos tiocarbamida
(72 %) e carbamato (49 %). Para elencar as moléculas mais promissoras para
utiizagdo na TFD levou-se em consideragdo os rendimentos de sintese e os
resultados de ensaios fotofisicos. Através dos dados obtidos neste trabalho pode-se
constatar que os conjugados porfirinicos que possuem o motivo carbamato como
grupo de ligacdo sdo os mais promissores para futuros estudo in vitro e in vivo em
comparag¢do com as demais moléculas estudadas. Esta constatacdo deve-se ao fato
de que estes compostos apresentaram caracteristicas desejadas para um bom FS,
como por exemplo, a fotoestabilidade, o maior rendimento de oxigénio singlete e a néo
agregagao em meio aquoso.

Palavras-chave: porfirinas, glicoporfirinas, glicoconjugados, ultrassom.
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ABSTRACT

Porphyrins are chemical compounds known as photosensitizers (PS). They are
used in photodynamic therapy (PDT) as anticancer agents, as well as in many other
treatments. In order to solve some problems associated with the first generation of
porphyrins (as lack of chemical purity, low light absorption on standard wavelengths
and skin photossensibility) a number of new molecules have been developed and
studied. In turn, the second generation of porphyrins absorbs in higher wavelengths
(that allows a deeper tissue penetration of the light), also causing less side effects
when compared with the first generation. Recently, the conjugation of PS to carriers is
referred as the third generation PS, which currently represents an active research area.
The binding of porphyrins with carbohydrates has the purpose of an enhancement on
hydrosolubility and a selective accumulation within tumor tissue. In this work, it was
reported the synthesis of six new porphyrin derivates bearing thiourea, thiocarbamate
and carbamate linkers, including three glycoporphyrins. These compounds were
synthesized by means of conventional or ultrasound-assisted synthesis methods. The
best yields were obtained for glycoporphyrin thiourea (72 %) and carbamate (49 %). To
select the most promising molecules for the use in PDT, it was considered both the
synthesis yields and the photophysical evaluation. The results allowed to elect the
porphyrin carbamate derivates as the most promising photosensitizers for future PDT
in vitro and in vivo evaluation due to their photostability, higher oxygen singlet
production and lack of self-assembling behavior in aqueous media.

Key-words: porphyrins, glycoporphyrins, glycoconjugates, ultrasound-assisted
synthesis.
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1 INTRODUCAO

Porfirinas constituem uma classe de compostos organicos definida por uma
estrutura macrociclica que apresenta duplas ligagées conjugadas e que contém quatro
subunidades pirrélicas unidas por carbonos metinicos (MILGROM, 1997). Estes
compostos fazem parte de uma classe de substdncias denominadas
fotossensibilizadores (FS), os quais apresentam a capacidade de absorver energia de
uma fonte luminosa e a transmitirem para componentes do meio.

As porfirinas apresentam diversas aplicagcbes na medicina (dentre elas o
tratamento do cancer), sendo sua acao terapéutica decorrente da citotoxicidade destas
moléculas. Apesar do exposto anteriormente, estas substancias ndao podem ser
classificadas como agentes quimioterapicos comuns, e sim como agentes
fototerapicos, sendo aplicados na denominada terapia fotodinamica (TFD). Assim, sua
acao esta condicionada a presenga de luz. Estes compostos absorvem energia
diretamente de uma fonte luminosa, em um comprimento de onda especifico, e a
transmite ao oxigénio molecular, gerando espécies reativas de oxigénio in situ
(BROWN et al., 2004; DETTY et al., 2004).

Alguns compostos porfirinicos de primeira geragao, constituidos por derivados
da hematoporfirina, sdo aprovados em paises com Estados Unidos e Japao para o
tratamento de alguns tipos de cancer, como cancer de pele, bexiga, pulmao, eséfago e
intestino (BROWN et al., 2004). Apesar destes FS de primeira geracdo terem sido
objeto de vastos ensaios clinicos e estarem no mercado, eles ainda apresentam
alguns problemas, dentre eles a baixa seletividade para com o tecido alvo, geram
fotossensibilidade cutanea durante algumas semanas (devido a sua lenta eliminacao),
apresentam fraca fotoativacdo quando irradiados com luz na regido de comprimento
de onda do vermelho (na qual a penetracao da luz nos tecidos é maior) e apresentam-
se como uma mistura variavel de compostos, ndo tendo sido possivel isolar nem
definir o principal ativo (BONNET, 1995; O’'CONNOR et al., 2009 ).

Com o intuito de solucionar os problemas associados a primeira geragao de
porfirinas, inimeras moléculas foram sintetizadas e estudadas. Essa denominada
segunda geragao de porfirinas absorve em comprimentos de onda mais elevados (o
que permite que sejam ativadas em tecidos mais profundos) e produz menos efeitos
adversos comparados a primeira geragao. Recentemente, tais moléculas tém sido
conjugadas a carreadores, sendo entdo reportadas como a terceira geragdo de FS
(O'CONNOR et al.,, 2009; PANDEY, ZHENG, 2000). Neste sentido, a ligacdao de
carboidratos na estrutura porfirinica apresenta-se como uma alternativa bastante

promissora para a estratégia de sintese de FS melhores.
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Glicoporfirinas possuem maior hidrossolubilidade quando comparadas a outras
porfirinas. Essa caracteristica confere a esses compostos vantagens do ponto de vista
farmacotécnico, por facilitar a incorporagédo em diferentes formas farmacéuticas, e do
ponto de vista farmacocinético, uma vez que aumenta a velocidade de distribuicdo e
eliminacdo da droga. Além disso, porcdes glicidicas especificas podem auxiliar no
enderecamento do farmaco ao tecido desejado pela ligacao com receptores presentes
nas membranas celulares (MACMILLAN et al., 2003; CHUNG et al., 2005; JAIN et al.,
2012). Além disto, células tumorais apresentam maior concentracdo de lectinas
(proteinas ligantes de carboidratos) em sua membrana celular o que contribui para o
acumulo preferencial da droga nos tecidos malignos.

Considerando o potencial terapéutico das glicoporfirinas, diversos
pesquisadores (CASIRAGUI et al., 1994; CARRE et al., 1999; TOME et al., 2005; SOL
et al., 2006; CAVALEIRO et al., 2007; ETHIRAJAN et al., 2011; GARCIA et al., 2011)
tém realizado esforgos para obtencdo destes derivados. Em muitos casos estes
compostos sdo obtidos por reacdes de adi¢cdo entre porgdes porfirinicas e glicidicas
previamente funcionalizadas, gerando glicoconjugados.

A natureza dos grupos de ligagdo mais comumente empregados na sintese de
glicoporfirinas envolve ligagdes do tipo éter, éster e triazol, porém alternativas para
essas ligacbes vém sendo estudadas uma vez que processos de deglicosilagao
(LAVILLE, et al., 2004) e reducao da atividade biol6gica (LAFONT, et al., 2013) ja
foram relatados empregando-se os motivos de ligacao anteriormente citados. De fato,
a estrutura do grupo de ligagdo e a natureza quimica das porcbes ligadas ao
macrociclo porfirinico sao notoriamente capazes de influenciar as propriedades
biol6gicas, quimicas e fotofisicas (TAIl, et al., 2013) do FS e a compreensao acerca
deste assunto ainda é um desafio para os pesquisadores da area.

A estratégia de ligacao porfirina-carboidrato através de grupos tiocarbamida,
tiocarbamato e carbamato apresenta-se bastante promissora e ainda nao explorada
para sintese desse tipo de conjugado, sendo interessante aprimorar e demonstrar a
versatilidade desse método de conjugagédo aplicado a quimica de porfirinas. A
formacao do grupo tiocarbamida, por exemplo, ja € ha muito empregada para unir
diferentes moléculas. Esta estratégia foi primeiramente explorada para a ligagao de
marcadores fluorescentes em biomoléculas sensiveis. A robustez e versatilidade deste
grupo de ligacao fez com que o mesmo se tornasse comum na conjugagado de
carreadores a moléculas bioativas (HERMANSON, 1996). Embora este e outros
grupos estruturalmente relacionados (grupos tiocarbamato e carbamato) possam ser
obtidos através de condicbes reacionais bastante brandas e utilizando-se substratos
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bastante simples, ha poucos exemplos da utilizacdo destes grupos na sintese de
derivados porfirinicos (CLARKE, BOYLE, 1999; SILVA et al., 2010).

Tendo em vista a necessidade de avancos na descoberta de novos agentes
terapéuticos, sao justificaveis os esforgos no desenvolvimento de novos métodos de
sintese e a investigacao da aplicabilidade de novos derivados porfirinicos. No presente
trabalho demonstrou-se a sintese de derivados porfirinicos e glicoporfirinicos através
da conjugacdo e formagdo dos grupos de ligacdo tiocarbamida, tiocarbamato e
carbamato, bem como foi evidenciada (através de avaliacbes fotofisicas) a
potencialidade de alguns dos derivados obtidos para o uso na TFD.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

e Sintetizar novos derivados porfirinicos e glicoporfirinicos explorando a
conjugacao através dos grupos tiocarbamida (estruturas 1 e 4), tiocarbamato
(estruturas 2 e 5) e carbamato (estruturas 3 e 6) (Figura 1).
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Figura 1: Porfirinas conjugadas através dos grupos tiocarbamida, tiocarbamato e
carbamato
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1.1.2 Objetivos Especificos

e Planejar, desenvolver e otimizar a sintese de derivados porfirinicos mono-
substituidos por grupos nucleofilicos polares, especificamente com fungéo
amino (porfirinas 7) e hidroxila (porfirina 8) que possibilitem a ligagdo com
derivados isotiocianato (Figura 2);

Ph Ph
Ph & O NH2 Ph ﬁ O OH
Ph Ph

7 8
Figura 2: Porfirinas funcionalizadas por grupos amino e hidroxila.
e Planejar, desenvolver e otimizar a sintese de derivados isotiocianato glicosidico

(composto 9) e nao glicosidico (benzil isotiocianato 10) que possibilitem a
ligacdo com porfirinas funcionalizadas (Figura 3);

OAc

AcQrine

AcO ;/OAc
Figura 3: Derivados isotiocianatos.

e Otimizar a sintese dos derivados porfirinicos conjugados (substancias 1-6);

e Realizar a sintese dos conjugados assistida por ultrassom;

e (Caracterizar quimicamente os novos derivados porfirinicos obtidos;

e Avaliar a influéncia do tipo de grupo de ligagdo e do substituinte nas
caracteristicas quimicas, na fotoestabilidade, geracdo de oxigénio singlete e
agregacgao dos conjugados porfirinicos sintetizados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PORFIRINAS

2.1.1 Estrutura quimica e nomenclatura

Quimicamente as porfirinas sdo macrociclos heterogéneos, planares e
conjugados, formadas por quatro subunidades pirrélicas interconectadas por carbonos
metinicos.

O macrociclo central apresenta 20 atomos de carbono e 4 &tomos de nitrogénio
e essa estrutura ndo substituida recebe o nome de porfina (composto 11). A Figura 4
apresenta a numeracdao do anel sugerida pela IUPAC para uma nomenclatura
sistematica (IUPAC, 1960).

Por se tratar de uma estrutura complexa, outros sistemas de nomenclatura
foram criados, com destaque para a nomenclatura criada por Fischer. Nesse sistema
as posicdes 5, 10, 15 e 20 (Figura 4), que correspondem aos carbonos metinicos, sao
denominadas de posi¢cées meso, e representados pelas letras gregas a, B, y, 8. De
maneira semelhante, as posigbes 1, 4, 6, 9, 11, 14, 16, 19 sdo denominadas posi¢oes
a-pirrélicas e as posigdes 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17, 18 sdo denominadas posicoes B-
pirrélicas. A Figura 4 mostra esquematicamente esse sistema de nomenclatura. Ainda,
algumas simplificagdes para nomenclatura sdo muito utilizadas, como por exemplo, o
prefixo “tetraquis” para porfirinas com quatro substituintes iguais nas posigcbes meso
(MILGROM, 1997).

2 a 3
1 » posigdo B-pirrélica
— > posigcao oa-pirrdlica
5 B —» pOSicdo meso
5
P 12
7 - 6

Figura 4: Numeragao do anel segundo a IUPAC (11) e segundo Fischer (12)
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2.1.2 Propriedades fotofisicas

Porfirinas e algumas classes de compostos estruturalmente relacionadas
(como clorinas e ftalocianinas) apresentam propriedades fotofisicas peculiares e ja
bem estabelecidas, como, por exemplo, a regido do espectro na qual sdo capazes de
absorver (Fig. 5a). A avaliagdo de parametros como absorcdo no UV-visivel, a
emissao de fluorescéncia e o desvio destes parametros em condigbes determinadas
vem sendo utilizada como um instrumento para avaliar a potencialidade de compostos
como agentes FS. Por envolver ensaios simples e baratos, a avaliagdo fotofisica
tornou-se bastante popular nos estagios iniciais do desenvolvimento de novos FS haja
vista o0s inumeros estudos que ja permitiram relacionar estes parametros com
resultados de atividade bioldgica (in vitro) (GUO et al., 2008; TAI, et al., 2013).

O espectro na regiao do UV-visivel tipico de porfirinas é caracterizado pela
presenca de uma banda bastante intensa caracteristica, a cerca de 400 nm,
denominada banda Soret e ainda outras bandas satélites, de menor intensidade e em
maiores comprimentos de onda, denominadas bandas Q. Apesar de a estrutura bésica
do anel porfirinico apresentar 22 elétrons = apenas 18 deles participam da ressonancia
(Fig. 5b). A banda Soret reflete a presenga destes 18 elétrons = deslocalizados. As
bandas Q sao denominadas de IV, lll, Il, e | em comprimentos de onda crescentes. O
numero e intensidade relativa das bandas Q podem ser relacionados, no caso de
macrociclos ndo complexados, com os substituintes presentes nas posi¢cdes meso e B-
pirrélicas, ou, no caso de complexos, com estabilidade do ion metalico central
(BONNET, 1995; MILGROM, 1997). O espectro de absor¢cao que apresenta bandas Q
IV > Il > 11 >1é chamado de espectro do tipo etio. Este perfil de absor¢cdo € comum
em porfirinas meso-substituidas ou em porfirinas cujos substituintes das posicoes B-
pirrélicas sao grupos alquila. Quando grupos elétron retiradores séo inseridos nas
posicoes [-pirrdlicas diferentes padrdes de intensidade das bandas Q sé&o
visualizados. Quando o espectro apresenta bandas Q lll > IV > Il > | é denominado do
tipo rhodo, quando o perfil de intensidade é Ill > Il > IV > | € dito do tipo oxo-rhodo e
quando apresenta um perfil no qual a intensidade segue a ordem IV > Il > Il > | é dito,
entdo, do tipo phyllo (Fig. 5c¢).

A regido do comprimento de onda na qual se encontram as bandas Q de
determinado FS é importante e pode refletir seu efeito biolégico. Um dos objetivos dos
pesquisadores da area € planejar novos compostos que apresentem essas bandas
deslocadas para comprimentos de ondas maiores (préximo ao comprimento de onda

do vermelho). Nos comprimentos de onda proximos a 700 nm a luz apresenta maior
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penetracdo no tecido e garante, assim, que o fotossensibilizador gere um rendimento

apreciavel de oxigénio singlete no tecido (O’'CONNOR et al., 2009).
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Figura 5: Propriedades fotofisicas. (a) Espectro de absor¢cao no UV-Vis de diferentes
classes de fotossensibilizadores (b) Tautomerismo do anel porfirinico; (c) Perfil de
intensidades das bandas Q de porfirinas.
FONTE: MILGROM, 1997
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2.1.3 Porfirinas nos sistemas biolégicos

Nos sistemas biol6gicos, as porfirinas participam de importantes processos
bioquimicos, tais como: transporte de oxigénio na hemoglobina, armazenamento de
oxigénio na mioglobina, participagdo na cadeia tranportadora de elétrons no
citocromo C, na catdlise de reagdes de hidroxilagcao e epoxidacao no citocromo P-450
e fotossintese. Alguns metais encontrados em sistemas biol6gicos formam complexos
estaveis e podem estar associados a porfirinas ou outros macrociclos estruturalmente
semelhantes ao anel porfirinico. Como exemplos desta associacao destacam-se o
ferro na hematoporfirina, o0 magnésio na clorofila (LEHNINGER et al., 2006).

2.1.4 Aplicacédo das porfirinas

Porfirinas sdo agentes fotossensibilizadores, podendo ser empregadas
clinicamente na chamada terapia fotodinamica (TFD). Essa modalidade terapéutica
visa a destruicao localizada de células alvo ou tecido anormal, partindo do principio de
que a interacdo de luz de comprimento de onda adequado com um composto
fotossensibilizador (FS) e oxigénio tecidual resulta em espécies reativas capazes de
induzir a inviabilizagéo dessas células (BROWN , 2004; DETTY et al., 2004).

Terapeuticamente, esses compostos sdo aplicados no tratamento da psoriase
e da acne (ROSA, CRUTCHLEY, 2002; BONNET, 1995; STERNBERG et al., 1998),
embora encontrem sua aplicagdo mais importante no tratamento de neoplasias
(BROWN et al., 2004; VIOLA et al., 1997). Além dessas aplicagoes, diversos estudos
tem revelado a acédo de derivados porfirinicos como agentes fungicidas (CARRE et al.,
1999), virucidas (TOME et al., 2005) e bactericidas (CARVALHO et al., 2007).

Além da &rea medicinal, as porfirinas podem ser aplicadas em catalises
quimicas (DE PAULA et al., 2011; DE PAULA et al., 2008), no tratamento de efluentes
(COSTA et al., 2008), como modelos de sistemas fotossintéticos (SOLLADIE et al.,
2000), transportadores artificiais de oxigénio (KOMATSU et al.,, 2005) e sensores
quimicos (LEE, HUPP, 2006; PURRELLO et al., 1999). Na medicina diagnoéstica, as
porfirinas tém sido estudadas clinicamente como fotomarcadores, por exemplo, no
diagnostico do cancer (PAPAZOGLOU, 1995; MIYOSHI, 2004).

Atualmente a TFD utiliza os derivados da hematoporfirina (DHp), os quais séo
classificados como “fotossensibilizadores de primeira geracdao”. O Photosan®,
Photogem® e Photofrin® sdo algumas das suas denominagdes comerciais. Apesar de
os fotossensibilizadores de primeira geragdo terem sido objeto de vastos ensaios
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clinicos e estarem no mercado, eles ainda apresentam alguns problemas, dentre eles
a baixa seletividade para com o tecido alvo, geram fotossensibilidade cutanea durante
algumas semanas, apresentam fraca fotoativagdo quando irradiados com luz na regiao
de comprimento de onda do vermelho (na qual a penetragdo da luz nos tecidos é
maior) e apresentam uma mistura variavel de compostos, ndo tendo sido possivel
isolar nem definir o principal ativo (BONNET, 1995; O’'CONNOR et al., 2009). Tais
dificuldades enfrentadas pelos tratamentos atuais empregando porfirinas incentivam
varios grupos de pesquisa a desenvolver novos derivados sintéticos ou semi-sintéticos
capazes de minimizar os efeitos indesejados e tornar o tratamento mais seletivo
(CAVALEIRO et al., 2007; ETHIRAJAN et al., 2011; GARCIA et al., 2011).

2.1.5 Aspectos histoéricos da TFD

As porfirinas ndo sao as Unicas e nem foram as primeiras drogas empregadas
na TFD. Essa modalidade de tratamento data da antiguidade, desde a medicina Indu,
onde se utilizava da seiva de algumas plantas e o sol para o tratamento de vitiligo. O
uso de psoralenos presentes na folha de figo e de outras plantas associados a
exposicao a luz também é um exemplo do efeito fotodinAmico empregado a medicina
(PATHAK; FITZPATRICK, 1992). Estudo mais aprofundados foram realizados em
1900, quando Oscar Raab, em seu trabalho de doutorado, observou que a
combinagédo de luz com o corante acridina era letal para o micro-organismo
Paramecium sp. (RAAB, 1900). Os primeiros estudos sobre a aplicacdo do efeito
fotodin@mico no tratamento de tumores em humanos foram feitos no inicio do séc. XX
por TAPPENIER e JESIONEK (1903), empregando eosina como fotossensibilizador.
Embora os resultados tenham sido positivos, esse trabalho n&o teve continuidade.
Onze anos mais tarde, POLICARD (1924) relatou os primeiros achados que
incentivaram o uso das porfirinas como agentes antineoplasicos. Ele constatou que as
porfirinas acumulavam-se em tumores malignos, reportando também que essas
porfirinas eram atoxicas na auséncia de luz, porém, tornavam-se altamente nocivas ao
tecido na presenca de luz visivel.

Em meados dos anos 1960, LIPSON (1966) reportou um caso de tratamento
bem-sucedido de cancer de mama, empregando DHp e irradiacdo seletiva do tumor
com luz visivel. Mais tarde, a partir dos trabalhos de DOUGHERTY e colaboradores
(1998), a TFD passou a ser reconhecida como uma alternativa para o tratamento de
cancer, tendo sido empregada com sucesso no tratamento de tumores sélidos, além

de outras condigées clinicas. Thomas Dougherty foi um dos principais fundadores do
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mais avancado centro de TFD, vinculado ao Roswell Park Cancer Institute, na cidade
de Buffalo, nos Estados Unidos (RICHTER et al., 1994).

No Brasil, os estudos em TFD comecaram a ganhar espago a partir de 1987,
nas teses de mestrado e doutorado de Denise Maria Zezell, orientada por Jorge
Humberto Nicola, na Universidade Estadual de Campinas. Em 2002, houve o 1°
Encontro sobre TFD, ocorrido em Aguas de Sdo Pedro/SP. Atualmente, a TFD ja
ocupa um espaco relativamente grande, com alguns grupos em diferentes
universidades e centros de pesquisa realizando estudos nessa area. Além disto, o
Hospital Amaral de Carvalho, em Jau-SP, ja conta com um centro de TFD que vem
beneficiando muitos pacientes portadores de cancer. Além desse hospital, a TFD ja é
utilizada também pelo Instituto da Visao, ligado a Universidade Federal de Sao Paulo
(Unifesp), para o tratamento da degeneragdo macular senil, uma doenga comum, mas
que é considerada a segunda causa de cegueira nos idosos (RIBEIRO et al., 2005).

2.1.6 Principios béasicos da TFD

A TFD baseia-se na interacao entre um FS, oxigénio e luz para geragcédo de
espécies reativas responsaveis por combater a neoplasia, micro-organismos ou virus.
O processo de ativagdo e transferéncia de energia de um FS pode ser demonstrado
pelo diagrama de Jablonski (Figura 6a), o qual mostra as diversas transicbes de
energia que estas substancias podem apresentar. O macrociclo porfirinico possui a
capacidade de absorver energia no espectro visivel, passando do seu estado
fundamental (S,) para um estado excitado singlete (S;) cujo tempo de vida é da ordem
dos nanossegundos. Em principio, o elétron que sofreu uma transicdo de orbital
poderia ainda sofrer outras transigbes, gerando ainda outros estados excitados
singlete (S,), com tempos de vida na ordem de picosegundos, no entanto, processos
de conversdo interna conduzem a porfirina ao estado excitado de singlete menos
energético (S;). O retorno ao seu estado fundamental pode ser realizado tanto por um
processo radiativo (com emissao de fluorescéncia ou fosforescéncia) ou nao radiativo
(onde a energia é liberada na forma de calor). Pode ainda apresentar uma transigao
para o estado triplete excitado (T,). O fotossensibilizador no estado triplete passa
ainda por uma interconversao interna gerando um estado triplete (T4) com maior tempo
de meia-vida. Dessa forma, o fotossensibilizador no estado T; pode interagir
fotoquimicamente com moléculas de oxigénio, localizadas préximas a regido irradiada,

gerando espécies reativas que oxidam biomoléculas e danificam o tecido irradiado.
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Quando o fotossensiblizador esta no estado triplete podem ocorrer danos celulares
através de dois mecanismos:

a) Mecanismo tipo | — O fotossensibilizador que se encontra no estado excitado
triplete reage diretamente com moléculas que estdo proximas por processos de
transferéncia de elétrons formando radicais livres (ndo mostrado).

b) Mecanismo do tipo Il — O fotossensibilizador no estado excitado triplete transfere
a sua energia para o oxigénio molecular no estado fundamental de triplete (°0»,),
convertendo-o em oxigénio singlete ('O,). Supde-se que o oxigénio singlete seja a
principal espécie reativa de oxigénio envolvida na destruigdo de alvos bioldgicos
(DEROSA; CRUTCHLEY, 2002) através da inducado da morte celular, principalmente
por apoptose (BECKMAN, KOPPENOL et al., 1996; ZAWACKA-PANKAU et al., 2008).
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Figura 6: Representacdo da geracao do oxigénio singlete. (a) Diagrama de Jablonski
modificado e (b) Orbitais moleculares do estado tripleto e singleto do oxigénio
molecular.
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Oxigénio singlete ('O,) é como sdo conhecidos os estados eletronicamente
excitados imediatamente superiores ao oxigénio molecular no estado fundamental
tripleto (°0,). Segundo a teoria dos orbitais moleculares, a configuracdo eletrénica do
oxigénio no estado fundamental possui dois elétrons desemparelhados nos orbitais
moleculares antiligantes m,,* (Figura 6b). Esses elétrons tendem a possuir o0 mesmo
spin de forma a produzir multiplicidade maxima e assim um estado de mais baixa
energia (°y,). Essa é a razéo pela qual o estado fundamental do oxigénio molecular é
um triplete (n+1; onde n = 2). A Figura 6b apresenta as formas de ocupagédo nesses
orbitais moleculares antiligantes para o oxigénio no estado fundamental e para os
estados excitados imediatamente superiores. Desses estados, 0 que possui energia
intermediaria (‘A 92,4 kJ/mol) é o responsavel pela reatividade quimica do oxigénio
singlete. A assimetria dessa molécula, diferente da observada no estado fundamental,
lhe garante um consideravel tempo de vida quando comparada com a forma de mais
alta energia ('Y,; 159,6 kJ/mol), que possui a mesma simetria do estado fundamental.
O orbital molecular vazio no estado 'A, confere ao oxigénio singlete um carater
eletrofilico, o que favorece sua participacdo mais efetiva em reagbes quimicas,
principalmente no caso em que os substratos possuem sitios ricos em elétrons.

O mecanismo da reagdo para cada agente fototerapéutico pode ser
determinado por uma série de fatores como, por exemplo, as propriedades de
oxirredugcéo do substrato, a capacidade intrinseca do FS em promover a oxirredugao,
a intensidade da luz e a concentracao enddgena de oxigénio (PIETTE et al., 2003).
Supde-se que o oxigénio singlete seja a espécie responsavel pelos danos celulares no
caso da TFD com porfirinas (WILKINSON et al., 1995; DEROSA, CRUTCHLEY, 2002).

Os produtos resultantes de processos secundarios a essas reagdes (radicais
livres e outras espécies carregadas) tendem a se difundir nas vizinhangas do tecido
afetado, iniciando uma cadeia de reagbes bioquimicas, que resulta em danos de
diferentes proporgdes no tumor, o que tende a inviabiliza-lo. Além disto, o metabolismo
acelerado, caracteristico de tecidos tumorais, faz com que os agentes fototerapéuticos
tenham seu efeito aumentado nesses locais. Esses eventos resultam em danos a
parede celular, mitocondrias e lisossomos, comprometendo a integridade celular
(O'CONNOR et al.,, 2009). Esses agentes podem ainda destruir um tumor
indiretamente, pelo dano causado ao endotélio vascular, o que resulta em hipoxia e
morte do tecido. Tecidos vizinhos normais podem ser afetados e, por isso, busca-se a
sintese de moléculas mais seletivas para as células e tecidos alvo (MACHADO, 2000).
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2.2  GLICOCONJUGADOS

A sintese de analogos de carboidratos, tais como glicosideos e
oligossacarideos, tem recebido especial atencao dos pesquisadores uma vez que se
tem identificado diversas estruturas com importantes atividades bioldgicas
(MACMILLAN, DAINES, 2003; FERRIER, 1988; OVEREND, 1972). Carboidratos
podem atuar como moléculas de reconhecimento, mostrando-se essenciais tanto em
processos fisiologicos normais quanto em estados patologicos (JAIN et al., 2012). A
capacidade de atuar como moléculas de informacdo se deve ao grande numero de
oligossacarideos que podem ser formados a partir de um pequeno numero de
mondmeros, através da ligagao entre eles em diferentes sequéncias e de modificagoes
nos substituintes da cadeia principal dos agucares (FERRIER, 1988).

Além de apresentarem atividade biolégica intrinseca, quando ligados a porgoes
nao glicidicas (aglicona) representam uma importante ferramenta para aumentar a
hidrossolubilidade e seletividade dessas moléculas (CHUNG et al., 2005;
MACMILLAN, DAINES, 2003).

Como exemplo da utilizacdo de glicoconjugados na elaboracdo de farmacos
mais eficientes pode-se citar o estudo de VLIEGHE e colaboradores (2002). Nesse
estudo foi desenvolvido um pro-farmaco reciproco, ou seja, uma molécula composta
por duas por¢cdes em que ambas apresentam atividade. O farmaco polimérico kappa-
carragenana-3-azido-3-desoxitimidina é um derivado de zidovudina e possui como
transportador a k-carragenina. A atividade antiviral intrinseca do polissacarideo
somada a atividade também antiviral da molécula matriz conferiu ao novo farmaco
uma elevada poténcia e certa seletividade para com o virus alvo.

Em outro estudo OKUNO e colaboradores (2000) sintetizaram o pré-farmaco
polimérico denominado de T-0128. Esse composto foi estruturado de forma a conter
uma molécula matriz com atividade antitumoral (um derivado anélogo a captotecina),
um transportador, o carboximetildextrano, e o tripeptideo Gly-Gly-Gly como espagador.
Os testes bioldgicos utilizando essa molécula demonstraram maior concentracdao do
farmaco no tecido tumoral e eficiéncia na regressao de tumor sélido.

De maneira semelhante, NISHIKAWA e colaboradores (1993) utilizaram
carboximetil e succinildextranos com o objetivo de obter liberacao hepatica especifica.
Conjugados a mitomicina, os compostos mostraram-se promissores no planejamento

de farmacos antineoplasicos dirigidos.
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2.2.1 Sintese de glicosideos

Tanto glicosideos quanto glicoconjugados podem ser quimicamente definidos
como moléculas que possuem uma por¢ao carboidrato ligada a uma porcao aglicona
(JAIN et al., 2012; GAREGG et al., 1988). Existe, porém, uma discussdo em torno
dessas terminologias. Usualmente, a designacéo “glicosideo” é utilizada para todos os
compostos nos quais a hidrolise total resulta em um ou mais monossacarideos e
porcdes alcool ou fenol (WOLFROM, THOMPSON, 1957). Originalmente a IUPAC
(1996), definiu o termo “glicosidec” como acetais ou cetais derivados de formas
ciclicas de monossacarideos. Porém, recomendacgdes de 1996 admitem que o termo
seja estendido para abranger ndo somente os compostos nos quais ha uma
substituicdo no carbono anomérico do tipo O-glicosidica, mas inclui também os S-
glicosideos, N-glicosideos e C-glicosideos. Em sintese quimica, o termo “glicosideo” é
mais utilizado quando a porgao aglicona € uma molécula pequena, preferindo-se o
termo “glicoconjugado” quando essa por¢do é mais complexa e apresenta atividade
biolégica.

Um glicosideo é obtido por reacdes de glicosilagdo, as quais envolvem
transferéncia ou ligagdo de uma porgao glicidica a uma segunda molécula (aglicona).
Para que a glicosilagdo de uma porgao seja possivel e favoravel, sdo empregadas
estratégias quimicas que envolvem a obtencdo de intermediarios que facilitem a
doacao e acepc¢ao do grupo glicosil (GAREGG et al., 1988).

Existem inimeras reag¢des quimicas para obtencéo de derivados glicosidicos.
Tais reagcbes podem envolver, normalmente, passos de protecdo e desprotecado das
hidroxilas dos agulcares por grupamentos apropriados (GAREGG et al., 1988).
Algumas técnicas empregadas podem ser especialmente interessantes devido a
simplicidade do método, porém podem resultar em uma mistura complexa de
produtos. No método de glicosilagdo de Fischer (IZUMI et al., 2002, OVEREND, 1972;
WOLFROM, THOMPSON, 1957), por exemplo, onde ocorre a reacao entre aldoses
ou cetoses nado protegidas com um alcool alifatico em presenca de um catalisador
acido, ocorre a formacdo de uma série de produtos, conforme é demonstrado no
Esquema 1. Em reacgdes com hexoses, um pequeno tempo de reagdo usualmente
leva a formagéo de furanosideos (compostos 14 e 15) enquanto tempos de reagao
maiores levam a formagcdo de piranosideos (compostos 16 e 17) a-substituidos
(composto 17).



32

HO
HO B OH

"OR

15

13

R= alquil

Esquema 1: Reacgdo de glicosilacao de Fischer aplicada a D-glucose (13).

Existem, porém, varios procedimentos sintéticos bem estabelecidos que
favorecem a producdo de um ou outro anbémero, evitando, assim, subprodutos
indesejados. A sintese pode ser dirigida para a producdo de uma substancia
especifica dependendo da vizinhanga do carbono anomérico e dos catalisadores
empregados (GAREGG et al., 1988).

Uma técnica bastante difundida para a obtencao de doadores glicosil envolve a
sintese de derivados glicosidicos halogenados (Esquema 2). Quando acucares
substituidos sao tratados com haletos de hidrogénio ocorre uma substituicdo
preferencial no carbono anomérico. A substituicdo em posicdo a (mostrada no
composto 19) é termodinamicamente favorecida. Além disso, o efeito anomérico, ou
seja, a hiperconjugacao entre orbitais = do hetoroatomo e do carbono C-1, torna o

orbital da face superior da molécula menos disponivel para ligagao favorecendo o

ataque na posicao a (FERRIER, 1988).
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Esquema 2: Reacdo de bromagédo em carbono anomérico.
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Enquanto glicosideos fluorados sé@o relativamente estaveis e nao permitem
deslocamento com facilidade, os derivados correspondentes bromados e clorados séo
mais suscetiveis a substituicdo, sendo melhores opcdes para reagdes de transferéncia
do grupo glicosil (FERRIER, 1988; OVEREND, 1972).

Segundo a reacao classica de Koenigs-Knorr (GAREGG et al., 1988) € possivel
obter glicosideos B-substituidos partindo do derivado halogenado per-O-acetilados 20.
O mecanismo da reagao segue cinética do tipo Sy1 e o grupo acetil em C-2 tem
grande importancia para estabilizar o par de intermediérios ibnicos 21, favorecendo a
produgcédo do anémero 3 ou 1,2-trans-glicosilpiranosideo 22 (Esquema 3).

OAc

AcO,,,

AcO'

A0  OAc A0 OAc

21

Esquema 3: B-piranosideos a partir de derivados halogenados

Também podem ser obtidos a-piranosideos a partir dos derivados halogenados
(Esquema 4). LEMIEUX et al. (1963) demonstraram que utilizando solventes apolares
(os quais nao contribuirdo para a estabilizagdo do intermediario ibnico) e na auséncia
de um grupo participante em C-2 (como por exemplo, um grupo azido 23a ou benzil
23b) o nucledfilo pode atacar em ambas as faces da molécula, porém o a-glicosideo
25 serd favorecido devido ao efeito anomérico.

R By — R%n

23 - 24 B 25

23a, 24a, 25a: R =N,; R,=OAc

23b, 24b, 25b: R,=R,=0Bn

Esquema 4: o-Piranosideos a partir de derivados halogenados.
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Outro método bastante utilizado na obtengdo de glicosideos ou
glicoconjugados envolve as glicosil tricloroacetamidas como agentes glicosilantes.
Elas reagem facilmente com grupos hidroxila de alcodis para formar uma ligagéo O-
glicosidica. O exemplo de sintese do Esquema 5 mostra a sintese de um glicolipideo
28 realizada por LAY e colaboradores (1997) a partir do derivado lactosil
tricloroacetamida 27.

OBz
H OBz

Me,,
EC
Cl,CCN Me

OH

HO-(CH,);-CO,Me

BzQO \\\OBZ BF,OEt,

CO,Me

Esquema 5: Sintese de glicosideos através de derivados glicosil tricloroacetamidas.

A aminacdo redutiva é um método bastante explorado para conjugagao
proteina-carboidrato. Nela o grupo carbonila aldeidico reage com um grupamento
amino primario gerando uma imina. Na presenca de cianoborohidreto de sdédio, este
grupo € reduzido a amina concluindo a ligacao entre as porgcées. No exemplo
mostrado a seguir (Esquema 6), WEIKKOLAINEN e colaboradores (2007) exploram

essa técnica para obter um derivado da condroitina 30.

NH,-(CH,),-NH,
NaBH,CN

HOOC NH;
OH ﬁ/\
W NI

H

30

Esquema 6: Exemplo de obtengéo de glicosideos através da aminagéao redutiva.
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Extensivamente usada, a sintese de tioglicosideos apresenta como principal
vantagem a obtencdo de derivados com relativa resisténcia aos sistemas enzimaticos
de hidrélise. Eles podem ser facilmente obtidos a partir da reacdo de derivados
halogenados com grupamentos nucleofilicos contendo enxofre. Dessa maneira,
ALVAREZ e colaboradores (2011) obtiveram um glicoconjugado (33) com atividade
anticancerigena através da conjugacao da N-acetilglucosamina 31 e o octadecenol
(Esquema 7).

OAc OAc

AcO e wnCl » AcOm

5 Tiourea, Acetona, 56°C
AcO ‘NHAc AcO

31

NEt,; DMSO; 60°C

% HC |
AcO NHAC\Sm

Esquema 7: Exemplo de tioglicosideos na sintese de glicoconjugados.

\ MsO-octadecenol

AcO

2.2.2 Glicosideos isotiocianato

Derivados glicosil isotiocianatos tém sido amplamente utilizados na sintese de
glicoconjugados, uma vez que podem reagir facilmente com alguns grupamentos
nucleofilicos sofrendo adigcéo (FERNANDEZ, MELLET, 2000; KUHNE et al., 2006).
Esses derivados apresentam interesse biolégico por demonstrarem-se resistentes a
acao de glicosidases e por serem Uteis na sintese de derivados glicosiltiourea 34,
glicosilamino-heterociclos 35, N-glicopeptideos 36 e analogos de nucleosideos 37
(Figura 7) (BLANCO et al., 2007; WITCZAK, 1989; SHULMAN et al., 1976).

Algumas alternativas para sintese desses derivados sao apresentadas na
literatura. Dentre os métodos gerais para sintese de isotiocianatos 9 (Esquema 8)
ganham destaque trés estratégias: a isotiocianatagéo de glicosil aminas 40 usando
tiofosgénio (CSCl,); a substituicdo nucleofilica utilizando o derivado halogenado 42,
sais inorganicos tiocianatos, solventes aproticos anidros e temperatura; e a
substituicdo direta de derivados per-O-acetilados 41 utilizando trimetilsililisotiocianato
(TMS-NCS) (BLANCO et al.,, 2007; WITCZAK, 1989; CAMARASA, et al., 1984;
SHULMAN et al., 1976).
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Figura 7: Substancias sintetizadas a partir de derivados glicosil isotiocianatos.

OAc OAc

AcO OAc 42

TMS-NCS
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Esquema 8: Estratégias gerais para sintese de derivados anoméricos
glicosilisotiocianatos.

Sao reportados na literatura ainda alguns estudos da sintese de derivados
glicosil isotiocianatos ndo anoméricos, especialmente de derivados 6-desoxi-6-
glicosilisotiocianato e sua utilizacao para obtencao de heterociclos e glicoconjugados
(FERNANDEZ, MELLET, FUENTES, 1993; MAYA et al., 2001; FERNANDEZ,
MELLET, 2000; GARCIA-MORENO et al., 2002). Sao reportadas duas formas para
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obtencdo do derivado isotiocianato 45: pela classica isotiocianatacdo de amino
acucares 43 ou diretamente partir de azido agucares 44 (Esquema 9).

Esquema 9: Estratégias para sintese de 6-desoxi-6-glicosilisotiocianatos.

2.3  SINTESE DE PORFIRINAS E GLICOPORFIRINAS

Devido ao grande potencial biolégico, a elaboracdo de novas metodologias
para sintese de glicoporfirinas tem sido estudada por diversos grupos de pesquisa.
Para o estabelecimento de novos métodos de obtencdo desses compostos é
necessario levar em considera¢dao os conhecimentos sobre a sintese e modificacdes
guimicas ja estabelecidas na sintese de porfirinas, bem como sobre a ligacao de
acucares a outros compostos organicos.

Algumas estratégias para sintese de glicoporfirinas podem ser reconhecidas na
literatura. Dentre as abordagens existentes estdo a glicosilacdo direta de porfirinas
previamente funcionalizadas e a sintese por blocos estruturais. Dentro da primeira
estratégia sao sintetizadas as porfirinas ligadas através de ligagdes O-glicosidicas, S-
glicosidicas ou N-glicosidicas; e na segunda estratégia, os blocos podem estar
baseados tanto em derivados pirrélicos, conhecidos como dipirranos (ou
dipirrometanos), quanto em aldeidos contendo a porgéo glicidica (CAVALEIRO et al.,
2007).
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2.3.1 Sintese de porfirinas

As porfirinas sintéticas meso-substituidas resultam da condensacao de quatro
anéis pirrélicos 46 com outras quatro moléculas de um aldeido (como, por exemplo, o
benzaldeido 47). Inicialmente ocorre a polimerizacdo e ciclocondensagdao dos
reagentes iniciais, levando a formagéao de um intermediario - o porfirinogénio 48. Com
a adicdo de um agente oxidante ao meio, esse intermediario é entdo oxidado. Essa
Ultima etapa de oxidagdo é que confere a aromaticidade ao macrociclo, como no
exemplo abaixo - na meso-tetrafeniporfirina 49 (TPP) (Esquema 10).

Ph H Ph
H O
Ny 4
N LN Ph [0l
4 + 4 - ——>  Ph Ph
W Ph H
46 47
h 48 L 49

Esquema 10: Reacéao geral para formacao de meso-tetrafenilporfirinas.

A primeira porfirina meso substituida sintetizada foi obtida por Rothemund na
década de 30. A metodologia empregava acetaldeido e pirrol, tendo piridina ou
metanol como solventes. Tal reagdo era conduzida a 150° C por 24 horas
(ROTHEMUND, 1936). As desvantagens desse método eram as condi¢des severas e
0 baixo rendimento da reacdo (cerca de 5%). Mais tarde, Adler e colaboradores
modificaram a sintese de porfirinas passando a utilizar acido propiénico como
solvente, o que reduziu o tempo de reacao para 30 minutos em refluxo atingindo
rendimentos de cerca de 20 % (ADLER et al., 1967). Apesar de trazer algumas
facilidades para purificacdo de porfirinas simétricas (feita através de técnicas de
precipitagdo) este método apresentava uma baixa reprodutibilidade. Assim, 20 anos
mais tarde, Lindsey, utilizando condi¢des mais brandas e um &cido de Lewis como
catalisador, conseguiu sintetizar porfirinas com rendimentos que variavam entre 30 e
40% (LINDSEY et al., 1987) .

Atualmente novos métodos tém sido desenvolvidos a fim de aperfeicoar a
sintese de porfirinas e obter melhores rendimentos. O emprego de micro-ondas para
efetuar este tipo de sintese vem sendo eficientemente explorado, tendo sido obtidos
rendimentos de 34 % para sintese da TPP 49 com uma redugao no tempo de reagao
muito significativa (DE PAULA et al., 2008). Outras estratégias para atingir esse
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objetivo envolvem a pesquisa de novos catalisadores e agentes oxidantes, eficientes e
de baixo custo. Um trabalho recente que obteve sucesso envolveu a utilizacdo do
acido trifluoreto de boro eterato - BF3OEt, - como catalisador e do diéxido de selénio -
SeO, - como agente oxidante. Tal estratégia foi capaz de obter 56 % de rendimento na
sintese da TPP 49 (LO et al., 2011).

2.3.2 Gilicoporfirinas obtidas através da funcionalizagao de porfirinas.

A maior parte das estratégias de glicosilagdo do macrociclo porfirinico &
realizada através da formacdo de porfirinas O- ou N-glicosiladas. Em geral, nesta
estratégia de sintese realiza-se a introdugdo de grupamentos amino ou hidroxila na
porcao porfirinica (que funcionam como bons grupos nucleofilicos) para reagi-los com
um doador glicosil, permitindo assim a ligagéo entre as duas moléculas.

2.3.2.1 Sintese de aminoporfirinas e glicoconjugados via ligagao amida

Porfirinas contendo o grupamento amino (-NH.) sédo bastante utilizadas para
obtencdo de outros derivados porfirinicos, especialmente aqueles que envolvem
ligacdo amida. Geralmente, elas sdo obtidas a partir de precursores nitrados pela
reducao de grupamentos nitro (-NO,).

A nitracdo de porfirinas pode ser realizada utilizando-se diferentes agentes
nitrantes ou ainda através de aldeidos que contenham -NO..

KRUPER et al. (1989), utilizaram &cido nitrico, tetroxido de nitrogénio (N,O,) e
agua em uma reagao regioespecifica capaz de fornecer o derivado porfirinico p-aril-
nitrado (TPP-NO,) 53 a partir da TPP 49. Essa mesma reagdo pode também ser
realizada empregando-se uma mistura de acido nitrico 50 e &cido sulfurico 51. Este
ultimo €& responsavel por auxiliar na formagdo do ion nitrénio 52 (SOLOMONS,
FRYHLE, 2005), que por sua vez facilita a substituicao eletrofilica no grupamento aril-
porfirinico seguindo o0s mesmos principios da nitragdo em outros compostos

aromaticos (Esquema 11).
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Esquema 11: Nitragédo direta da TPP

A sintese de porfirinas aril-nitradas também pode ser alcangada através da
condensagao de pirrol com o, m ou p-nitrobenzaldeido que, igualmente a reacao de
nitracao direta descrita acima, resultarda em uma mistura de compostos mono, di, tri ou
tetranitrados dependendo das condigdes reacionais empregadas.

A obtencao de porfirinas nitradas nas posi¢des B-pirrélicas foi detalhadamente
estudada por CATALANO et al. (1984). Esses pesquisadores observaram que a
presenca de alguns metais complexados no centro do anel porfirinico levava a
formacao regioespecifica de derivados porfirinicos B-nitrados. Comparando a
eficiéncia de diversos nitratos chegou-se a conclusbes bastante interessantes, dentre
elas a de que quanto mais eletronegativo o metal envolvido na coordenagéo, maior a
especificidade e o rendimento da reagdo. Assim, nitratos de Ni (II), Cu (II) e Pd (II),
sdo capazes de gerar exclusivamente espécies nitradas na posicao [-pirrélica da
porfirina. Sais de Zn e Mg também geraram B-nitracdo, porém os rendimentos
mostram-se significativamente menores e ha formagdo de subprodutos em que o
macrociclo porfirinico se rompe ou 0 mesmo sofre hidrogenacao .

Outra concluséo interessante a respeito da nitragdo B-pirrélica em porfirinas foi
a de que essa reagao independe dos substituintes na porc¢ao aril das meso-porfirinas e
de que, portanto, a seletividade dessa reacdo esta muito mais atrelada a efeitos
eletrénicos do que a fatores estéricos (CATALANO et al, 1984).

Na literatura existem diversas metodologias para converter o grupo —NO, ao
grupo —-NH, (LAROCK, 1999; ONO, 2001), porém, apenas algumas poucas
metodologias podem ser aplicadas a quimica das porfirinas sem gerar subprodutos
indesejados. As condi¢gdes mais comuns para reducao do grupo -NO, ao grupo —NH,

gue se mostraram eficientes em compostos aromaticos envolvem o uso de Fe e acido
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acético, Fe e HCI, Zn e NaOH e Sn e HCI (ONO, 2001). Na redugéo de grupos nitro
presentes em porfirinas relata-se o uso de SnCl, e HCI (KRUPER et. al., 1989).

As aminoporfirinas sdo amplamente empregadas para sintese de conjugados
porfirinicos. A funcdo —NH, reage facilmente com grupamentos carboxilicos (-COOH)
ou seus haletos sendo, portanto, a ligacdo amida é a mais utilizada para obtencao de
derivados a partir de aminoporfirinas. Desta maneira, SILVA et al. (2011) sintetizaram
um conjugado piridinona-porfirina 54 a partir da aminofenilporfirina 7 e uma carboxi-
propil-piridinona 55 (Esquema 12).

Ph

Ph NHy 4 )v oBn —
O HO NT
AN
7 54 o
Ph Ph HC 0OBn

Esquema 12: Ligacdo amida em conjugado porfirinico.

A ligacdo amida também ja foi aplicada para preparagdo de conjugados
porfirina-carboidratos. O Esquema 13 apresenta a sintese de um desses derivados.
SOL et al. (2006) obtiveram a porfirina glicosilada 58 a partir da porfirina
funcionalizada com o grupamento —NH, 56. MATSUO et al. (2006), também
sintetizaram um derivado ligado pela ligagdo amida 59 (Figura 8), porém, utilizaram
como materiais de partida um DHp (o qual possui um grupamento carboxilico) e um

aminogalactosideo.

Esquema 13: Sintese de glicoporfirina proposto por SOL et al. (2006).
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Figura 8: Galactoporfirina obtida por MATSUO et al. (2006).

2.3.2.2 Sintese de porfirinas hidroxiladas e glicoconjugados via ligagao éter e

éster

Hidroxifenilporfirinas foram os primeiros derivados porfirinicos empregados
para obtencao de glicoporfirinas, sendo, portanto as ligagdes do tipo éter as melhores
estudadas até o momento para obtencdo desses compostos (ZHENG, PANDEY,
2008). Para sintese desses derivados sdo empregados o, m ou p-hidroxibenzaldeido e
pirrol para formar o anel porfirinico.

A estratégia empregada por diversos autores (TOME et al., 2005; LAVILLE et
al., 2006) para obtengéo de glicoporfirinas através da ligacao éter se da pela reagao
entre a hidroxifenilporfirina e um derivado halogenado. Assim, LAVILLE e
colaboradores (2006), utilizaram a 5,10,15-tri(p-hidroxifenil)-20-fenilporfirina 60 e o
dietilenobromoglicosideo 61 para obter a glicoporfirina 62 (Esquema 14).

O\/\O/\/OR

OR
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o
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H 62: R=Galactose
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Esquema 14: Sintese de glicoporfirina proposta por LAVILLE et al. (2006).
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Outro exemplo de porfirina O-ligada foi dado por Tomé e colaboradores
(2005). Estes pesquisadores utilizaram a 5-(4-hidroxifenil)-10,15,20-trifenilporfirina 8 e
a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-bromo-a-D-glucopiranose 42 para obter a 5-[4-(2,3,4,6-tetra-
O-acetil-B-D-glucopiranosil)-fenil]-10,15,20-trifenilporfirina 63 mostrada no
Esquema 15. Para sintese de porfirinas conjugadas através da funcao éster estes
mesmos pesquisadores acima citados (TOME et al., 2005) utilizaram uma porfirina
funcionalizada com um acido carboxilico 64 e 6-iodo-6-desoxi-galactosideo 65. O
Esquema 16 mostra a etapa de obtengéo da porfirina 66, uma glicoporfirina conjugada
através da funcgao éster.

Esquema 16: Ligacéo éster para obtencéo de glicoporfirinas (TOME et al.,2005).

2.3.3 Glicoporfirinas obtidas a partir de blocos estruturais
2.3.3.1 Derivados pirrolicos ou dipirranos glicosilados
CASIRAGHI e colaboradores (1994) sintetizaram algumas glicoporfirinas

através da estratégia dos blocos de dipirranos 65 (Esquema 17). Eles obtiveram esses
desoxialditois utilizando pirrol 46 em excesso, agucares parcialmente protegidos 1-
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hidroxi-O-benzilados 67 e TFA (&cido trifluoroacético) ou BF;OEt, como catalisadores.
A glicoporfirina 70 obtida é substituida com o grupo glicosil nas posi¢cdes meso 5 e 15
do anel porfirinico. Nessa estratégia duas etapas sdo necessarias: a primeira para
formacao do dipirrano 68 e a segunda para condensacao e oxidagao. Os rendimentos

alcangados por esse grupo variaram de 6 a 16%.

Etapa 1

Esquema 17: Estratégia de sintese de glicoporfirinas através de dipirranos.

Outras metodologias vém sendo estudadas para obtengcdo de dipirranos
contendo porgdes glicidicas mais complexas 72, como é o caso do estudo de LO e
colaboradores (2013). Através da protecdo e desprotegao de C-1-desoxialditéis eles
obtiveram dipirranos glicosidicos C-ligados via derivados ditioacetais 71 inclusive de
dissacarideos provenientes da hidrélise da agarose (agarobiose). O Esquema 18
mostra a estratégia de sintese empregada por esses pesquisadores.
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Esquema 18: Estratégia para sintese de dipirranos via derivados ditioacetais.

2.3.3.2 Derivados aldeidicos glicosilados

HALAZY e colaboradores (1990) elaboraram uma estratégia de sintese de
benzaldeidos orto e meta substituidos por porgdes glicidicas (Esquema 19). Entao,
considerando o método de sintese das porfirinas por condensagao do pirrol 46 com
diferentes aldeidos, OULMI e colaboradores (1995) utilizaram esses precursores
aldeidicos glicosilados 74 para obter a glicoporfirina 75. Apesar de obterem sucesso
com essa estratégia, o impedimento estérico proporcionado pela porgao glicosil,
principalmente quando ligado a posigdo orto, foi um empecilho para a sintese de

determinados compostos.

OAc

AcO - - Bro+ o

A OAc 07 oA
42 73 74

1) 46
2) NaOMe/MeOH

R= Glucose

Esquema 19: Estratégia de sintese de glicoporfirinas através de aldeidos glicosilados.



46

2.4 GRUPO TIOCARBAMIDA, TIOCARBAMATO E CARBAMATO

Os grupos ou fungbdes tiocarbamida 76, tiocarbamato 77 e carbamato 78
apresentam relacdo estrutural com o grupo amida 79 (Figura 9). Apesar da
semelhanca estrutural tais grupos apresentam diferencas significativas quanto ao
comportamento quimico, apresentando diferentes graus de resisténcia a hidrélise
quimica e enzimatica (CAVALEIRO et al., 2007; BENITO et al., 1999). Devido a
facilidade com que estes grupos de ligacao podem ser formados, eles tornam-se uma

alternativa interessante para ligar carreadores em moléculas biologicamente ativas.

76 77 78 79
S s 0 )
2 2 2 2
)k R )k R )k R R
N A A A "
1 3
R' R’ iﬂ F|;3 R’ R’ R R
Tiocarbamida Tiocarbamato Carbamato Amida

Figura 9: Semelhanca estrutural entre as ligagdes tiocarbamato, tiocarbamida,
carbamato e amida.

Apesar de nunca explorado na sintese de glicoporfirinas, o grupo tiocarbamida
(também conhecido como tiourea) ja foi empregado na obtencdo de outros tipos de
conjugados. RUSIN e colaboradores (2001), por exemplo, com o intuito de aumentar a
hidrossolubilidade de compostos porfirinicos, sintetizaram um conjugado porfirina-
fluoresceina utilizando o grupo tiocarbamida como grupo de ligagao. Os materiais de
partida incluiram uma amino porfirina e um derivado isotiocianato derivado da
fluoresceina.

Clarke e Boyle (1999), por sua vez, obtiveram uma infinidade de conjugados
porfirinicos empregando o grupo de ligacdo tiocarbamida (Esquema 20). Porém a
estratégia utilizada por esses pesquisadores foi diferente. Os mesmos partiram de
uma porfirina isotiocianato 80 para entdo realizar a conjugagédo com os mais diversos
tipos de motivos quimicos contendo grupamentos amino (-NH,). Nesse estudo, os
pesquisadores foram capazes de conjugar a porfirina com aminas primarias (composto
81), secundarias (composto 82) e alguns aminoacidos protegidos (composto 83).

Silva e colaboradores (2010) obtiveram um derivado porfirina-naftaleno 86
conjugado através do grupo carbamato verificando, neste, 6tima geragéo de oxigénio

singlete, com rendimento quantico (¢A) de 0,60, sendo superior ao rendimento de
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oxigénio singlete observado para a porfirina precursora 84 (¢A = 0,32). O conjugado

em questao foi obtido a partir da reagéo da hidroxifenilporfirina 84 e o naftilisocianato
85 (Esquema 21).

Como mostrado anteriormente, os grupos tiocarbamida 76 e tiocarbamato 77
podem ser obtidos a partir de derivados isotiocianatos. O grupo carbamato 78 € mais
comumente obtido a partir de derivados isocianatos. Porém, estas ndo sédo as unicas
alternativas para preparagao de conjugados envolvendo grupos dessa natureza. Estes
grupos podem ser construidos a partir de dicloreto de tiocarbonila (no caso dos grupos
tiocarbamida e tiocarbamato) ou dicloreto de carbonila (no caso do grupo carbamato).
Podem ainda ser obtidos a partir de clorotioformiatos (para obtencdo da funcéo
tiocarbamato) ou cloroformiatos (para obtencdo da funcdo carbamato). O grupo
tiocarbamato pode ainda ser convertido ao grupo carbamato pela adicdo de base
hidroxilada ao meio reacional. O Esquema 22 (na pagina seguinte) mostra estas
estratégias sintéticas empregadas para obtencao desse tipo de grupo.
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Esquema 20: Porfirinas conjugadas através do grupo de ligagao tiocarbamida.
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Esquema 22: Sintese de conjugados através dos grupos de ligagao tiocarbamida e

tiocarbamato.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PESQUISA DE ALTERNATIVAS SINTETICAS

Apoés definir as estruturas quimicas a serem sintetizadas foram feitas buscas
das alternativas sintéticas em bases de dados como Reaxys® e SciFinder® entre
outras. Alternativamente, algumas literaturas especificas foram consultadas como
WHISTLER e WOLFROM (1963) para sintese de intermediarios glicosidicos, GREENE
e WUTS (1999) para elaboragbes de intermediarios protegidos e LAROCK (1999) em
consultas de alternativas para conversao de grupos funcionais.

3.2  SINTESE CONVENCIONAL

Para o preparo dos compostos porfirinicos, glicosidicos e benzil isotiocianato
foram utilizadas técnicas de sintese tradicionais, sendo algumas delas ja relatadas na
literatura e outras adaptagdes de condicdes relatadas na literatura.

O detalhamento dos procedimentos de sintese e a caracterizagao de todos os
compostos obtidos neste trabalho encontra-se na se¢do dos Anexos. Os materiais
iniciais e produtos obtidos podem ser visualizados a seguir nos esquemas resumidos
das rotas sintéticas realizadas (Esquemas 23 e 24 para sintese das porgdes
porfirinicas 7 e 8; Esquema 25 para sintese do derivado glicosil isotiocianato 9;
Esquema 26 para sintese do benzil isotiocianato 10; e Esquema 27 para sintese dos
conjugados porfirinicos 1-6).

H H_O H
N 1. BF,OFt,

4 \ ] 3 é + 1 2.Se0, O NO,
46 47 NO

87 Sn/HCI

65°C

Ph

Ph’—’NH
7
Ph

Esquema 23: Rota sintética para obtencao da aminofenil-porfirina 7.
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Esquema 24: Rota sintética para obtencao da hidroxifenil-porfirina 8.
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Esquema 25: Rota sintética para obtencao da glicosil isotiocianato 9.
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Esquema 26: Sintese do benzil isotiocianato 10
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Ph Ph
X
’ » CHCI,, (TEA) \>_N{*
Ph R + SCN-R Ph O A R2
reflux.
Isotiocianato
Ph 90u10 Ph
Porfirina 7 ou 8 Porfirina 1-6

Porfirrina 1: R,=NH,; R,=Glcp-OAc; A=NH; X=S
Porfirrina 2: R,=0H; R,=Glcp-OAc; A=0; X=S
Porfirrina 3: R,=OH; R,=Glcp-OAc; A=0; X=0O
Porfirrina 4: R,=NH,; R,=Bn; A=NH; X=8
Porfirrina 5: R,=0OH; R,=Bn; A=0; X=8
Porfirrina 6: R,=OH; R,=Bn; A=0; X=0

Esquema 27: Sintese dos conjugados porfirinicos 1-6.

3.3  SINTESE OPERADA SOB ULTRASSOM

Essa técnica foi utilizada para obtencdo dos conjugados porfirinicos 1-6. As
reacOes foram realizadas em equipamento de banho ultrassénico Schuster L-100
operando em frequéncia ultrassénica de 42 kHz. O tempo de reacao foi de 1h para
todas as reacdes de conjugacao.

3.4  OTIMIZAGAO DA SINTESE E CALCULOS DE RENDIMENTOS

Para otimizar algumas das etapas sintéticas foram realizados os experimentos
de sintese com alteragdo de parametros importantes da reagdo como tempo e
temperatura, tipo e concentragdo de catalisadores, tipo de solvente e concentragéo
dos reagentes. ApOs purificagdo conveniente, foram efetuados os célculos dos
rendimentos, os quais permitiram avaliar a melhor condi¢ao reacional.

Os resultados dos rendimentos foram calculados em termos de porcentagem
com base no rendimento molar dos compostos utilizando para os calculos os dados

obtidos por gravimetria dos produtos purificados.
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3.5 PURIFICACAO

Em cada uma das reacdes realizadas foram aplicadas metodologias de
purificacdo adequadas para cada caso. Na sessdao dos Anexos sao detalhados os
procedimentos de purificagdo de cada composto. A seguir sdo citadas brevemente as
metodologias de purificagdo empregadas bem como um detalhamento da técnica.

3.5.1 Extracéo

O processo de extragdo com solventes foi empregado para isolar substancias
dissolvidas, misturas sélidas ou ainda para remocao de impurezas solluveis
indesejaveis na mistura. Essa técnica baseia-se na afinidade preferencial entre

substancias e liquidos extratores com polaridades semelhantes (VOGEL, 1971).

3.5.2 Cristalizacao

Cristalizagao foi um método utilizado para purificar compostos soélidos que se
encontravam dissolvidos em determinada condigdo. Através dessa técnica pode-se
separar compostos que sao sollveis a quente e insollveis a frio num dado solvente.
Possibilita ainda a obtencdo do sélido quando na adicdo de um segundo solvente
torna o composto de interesse menos soluvel na mistura de liquidos gerada
(GONCALVES; WAL; ALMEIDA,1985).

3.5.3 Cromatografia em silica

Foram empregadas duas técnica cromatograficas diferentes na purificagédo dos
compostos, sendo a escolha do método direcionada pela necessidade de cada caso.

A técnica empregada na maior parte dos casos foi a cromatografia em coluna,
realizada utilizando-se silica gel 60 (220-240 mesh) e misturas de solventes variadas
medidas na base v/v como fase mével. A quantidade de silica e as dimensdes da
coluna foram selecionadas de acordo com a relagdo descrita por STIL, KAHN e
MITRA, 1978.

Quando nao foi possivel purificar a substancia de interesse pela técnica citada
anteriormente foi utilizada a cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP).
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Nessa técnica empregou-se placas de vidro de 20x20 cm recobertas com silica gel 60
(70-230 mesh) com 8 mm de espessura. As placas foram eluidas em cuba fechada.

Para o controle das reacbes de sintese e monitoramente das fracées geradas
na cromatografia em coluna utilizou-se a cromatografia em camada delgada (CCD).
Foram utilizadas cromatoplacas de aluminio revestidas com silica gel 60. Essas placas
foram eluidas com diferentes misturas de solventes. A deteccao dos compostos foi
realizada pela visualizagao direta (no caso dos compostos coloridos) ou com auxilio de
um revelador, sendo ele uma solugéo 0,5% orcinol em H,SO, conc./EtOH (1:20).

3.6 CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS DE SINTESE

3.6.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos com os
espectrémetros BRUKER Avance DRX 400 ou BRUKER Avance 600 operando na
frequéncia base de 400,1 MHz ou 600,1 MHz para os ntcleos de 'H e 100,63 MHz ou
150,903 MHz para os nucleos de *C respectivamente. Experimentos bidimensionais
de 'H-'H — COSY (Correlation Spectroscopy), 'H-'*C HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Coherence) e 'H-*C HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)
também foram realizados quando necessarios.

Além destes foram realizados experimentos de NOE (Nuclear Overhauser
Effect) e NOESY 'H-'H para determinar a conformagéo tridimensional de alguns
compostos.

Os assinalamentos e as magnitudes das constantes de acoplamento foram
obtidos a partir dos espectros de RMN de 'H através de anélises de primeira ordem. A
aparéncia dos sinais foi indicada pelas abreviaturas b, s, d, t, g, e m para “broad”,
singlete, duplete, triplete, quarteto e multiplete respectivamente.

As amostras foram solubilizadas nos solventes deuterados CDCl; ou DMSO-ds
e colocadas em tubos de 5 mm de didmetro para andlise a temperaturas de 30°C.

Os deslocamentos quimicos expressos em ppm foram determinados utilizando
como padréo interno o CDCl; (7,27 ppm e 77,23 ppm, 'H e '°C, respectivamente) ou
DMSO-d6 (2,54 ppm e 40,45 ppm, 'H e °C, respectivamente).

Os espectros foram analisados com auxilio do programa TOPSPIN 2.1.
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3.6.2 Espectometria de massas

3.6.2.1lonizacdo por dessorcdo a laser assistida por matriz acoplada a
analisador de massas de tempo de voo (MALDI-TOF)

As amostras foram previamente adicionadas da matriz HCCA (&cido a-ciano-4-
hidroxicinaminico) para realizacdo destas analises. Os espectros de massas foram
obtidos com o espectrdmetro MALDI-TOF/MS modelo Autoflex Il (Bruker Daltonics),
empregando o programa FlexControl 2.0 (Bruker Daltonics). Foi empregado modo
refletor positivo, com uma voltagem de aceleragéo de 20 kV, intervalo de 150 ns entre
o pulso de laser e aplicacdo da voltagem, e faixa de aquisi¢cao entre 500 — 2000 Da. A
analise e tratamento dos espectros foram realizados com o auxilio do programa

FlexAnalysis 2.0 (Bruker Daltonics).

3.6.2.2lonizacao por eletrodispersdao acoplada a espectrometria de massa
(ESIMS)

Os experimentos de ESIMS foram realizados no espectrémetro MICROMASS
QUATTRO LC-MS/MS de triplo quadrupolo e no espectrdmetro LTQ Orbitrap XL,
utilizando como padrdes externos formato de sédio e Ultramark 1621 respectivamente.
Para realizacdo das andlises as amostras foram diluidas (de 100 yg/mL a 10 pg/mL)
em misturas constituidas de metanol, cloroférmio e &gua e introduzidas no
espectrometro por infusédo direta. No caso das analises realizadas no LC-MS/MS N foi
usado como gas de nebulizagédo (83 L/h) e desolvatacao (309 L/h). A fonte foi operada
a 150° C e a temperatura de desolvatacao foi mantida a 250° C. Para a determinacao
dos ions moleculares no modo positivo, os paréametros foram: 5,0 kV (capilar) e 50 V
(cone). A pressao foi mantida a 1,1 x 10° mBar para o analisador e 2,0 x 10° mBar
para célula de gés.

3.6.3 Espectrometria na regidao do Ultravioleta-visivel

Para realizagdo das analises as amostras foram dissolvidas na concentragao
de 12 pmol/lL em DMSO. Os espectros de UV-visivel foram obtidos no
espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800 no modo de varredura 350-800 nm. Os
resultado foram expressos em termos de absortividade molar (¢) dos compostos
analisados segundo a seguinte equagdo a seguir, onde A € a absorbancia em
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determinado comprimento de onda, ¢ é a concentragdo da amostra em mol/L e [ é o

caminho Optico percorrido pela luz em cm.

A= &cl

3.6.4 Determinacao do poder rotatério especifico

O poder rotatério das glicoporfirinas inéditas foi obtido a partir de solugbes com
concentracdo de 10 mg/ml (ou 1,0 %) dos compostos em DMSO. Utilizou-se para as
medigbes um polarimetro modelo Jasco P-200 o qual possuia como fonte de emissao
uma lampada de s6dio operando no comprimento de onda de 589 nm a temperatura
de 25°C. A cubeta possuia 100 mm de comprimento definindo o caminho 6ptico. Os
calculos foram processados e operados no programa Spectra Manager seguindo-se a
seguinte formula:

100.

20°C —
[a] e

207 =
Onde:

a=angulo medido no polarimetro

| = comprimento da cubeta em dm

c= concentragcao da amostra em g/100ml

3.7 ENSAIOS FOTOFISICOS

Para os ensaios fotofisicos empregaram-se solugbes estoque das porfirinas a
1 mmol/L em DMSO. Estas solugbes foram conservadas em geladeira (4° C)
protegidas da luz por no maximo 7 dias e para os derivados tiocarbamato foram
empregados solugdes estoque recém preparadas.

3.7.1 Fotoestabilidade dos derivados porfirinicos

Para o estudo da fotoestabilidade dos derivados porfirinicos foram empregadas
solugdes aquosas de cada derivado na concentracao de 10 umol/L obtidas a partir das
solugdes estoque. Nos casos onde verificou-se agregagao (porfirinas 1 e 4), os testes
de fotoestabilidade foram procedidos em solu¢ao aquosa de SDS 0,1 mg/100ml.

Tais solugbes foram submetidas a irradiagbes sob intensidade luminosa de
100 mW/cm?. Os experimentos consistiram em medir a intensidade da banda Soret no
espectro UV-visivel em diferentes tempos de irradiagao (0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 15,20 e
30 min). As absorbancias foram mensuradas no modo varredura (entre 350 - 800 nm)
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sendo os experimentos realizados em duplicata empregando espectrofotdmetro
Shimadzu 1800 UV. A interpretacao dos dados foi realizada com o auxilio do programa
UV Probe 2.3 e o tratamento estatistico dos dados feito no programa GraphPad
Prism 5 utilizando teste ANOVA Newman-Keuls para avaliagdo da variancia maltipla
dos dados.

3.7.2 Estudos de geragao de oxigénio singlete

Os experimentos para verificar a geragao de oxigénio singlete seguiram a
metodologia descrita por Hadjur e colaboradores (1998). Imediatamente antes da
andlise foram preparadas duas solugdes: uma contendo os derivados porfirinicos na
concentracdo de 0,1 mmol/L dissolvidos em DMF:agua (9:1) e outra contendo o
composto 1,3-difenilisobenzofurano (DFiBF) na concentragdo de 10 mmol/L em
DMSO. Em células de vidro foram preparados entdo 2 mL de solugdo contendo DFiBF
50 ymol/L e porfirina 0,5 ymol/L, em DMF/H,O 9:1. As células foram irradiadas com luz
em intensidade de 9,0 mW/cm? e comprimento de onda na faixa de 550-800 nm.
Durante a irradiacdo, as solucbes foram mantidas sob agitacdo magnética em
temperatura ambiente (25° C). A absorbéancia foi medida em 415 nm com o auxilio de
espectrofotdmetro Shimadzu 1800 UV a cada minuto durante os 15 minutos iniciais e
posteriormente ap6s 20 e 30 minutos de irradiacdo. A porcentagem de reducao,
proporcional a producéo de oxigénio singlete, foi calculada por comparagéao entre a
absorbancia inicial da solugdo ao tempo zero e a absorbéancia registrada ao fim de
cada periodo de irradiacao avaliado. A interpretacao dos dados foi realizada com o
Rauxilio do programa UV Probe 2.3 e o tratamento estatistico dos dados feito no
programa GraphPad Prism 5 utilizando teste ANOVA Newman-Keuls para avaliagéo
da variancia multipla dos dados.

3.7.2.1 Rendimento quéntico de oxigénio singlete

Os rendimentos quanticos de oxigénio singlete foram determinados através do
método indireto e utilizando o azul de metileno como substancia de referéncia
(ROITMAN et al., 1994). Preparou-se células de vidro contendo 2 ml de solugcédo a uma
concentracao de 0,5 umol/L de azul de metileno e 50 pmol/L de DFiBF (como
realizado para as porfirinas). Foram tomados os dados obtidos nos 8 minutos iniciais
de irradiagéo onde houve linearidade no decaimento da absorbancia do DFiBF e assim
pudessem ser aplicados os calculos de equacgao da reta respeitando a lei de Lanbert-
Beer. O rendimento quantico de oxigénio singlete foi obtido pela seguinte equacao:
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Padrio
R. Ijps

CDA — (Dgadréo
Padra
RPadréo Iabs

Nesta equagdo @, representa o rendimento quantico das porfirinas e ®;2drao
representa o rendimento quantico do padrao (para o azul de metileno ®524r3°-0 52).
ReRPadrio g30 os coeficientes angulares do consumo do DFiBF na presenca das
porfirinas e do azul de metileno. Uma vez que a reagao é de primeira ordem, estes
parametros podem ser obtidos do gréafico que apresenta o logaritmo natural (In) da
absorbancia do DFiBF versus o tempo de irradiagao. I, € Igﬁfra" sdo as constantes

de absor¢ao luminosa para a amostra e para 0 azul de metileno respectivamente.

3.7.3 Estudo de agregacéo

Os ensaios para o estudo da agregacgao dos derivados porfirinicos empregaram
as técnicas espectrometria no UV-Vis e fluorescéncia segundo metodologia descrita
por GUO (2008). A partir da solucdo mae de porfirina na concentragéo de 1,0 mmol/L
em DMSO, foram preparadas diluicdes das porfirinas nas concentragdes de 5,0.107,
1,0.10°, 2,0.10° 5.10° 1.10° 1,5.10° e 2,5.10° mol/lL em &gua. Estas foram
submetidas a leituras de UV-Vis e fluorescéncia. Os equipamentos empregados foram
espectrometro Shimadzu 1800 UV e espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301PC. As
absorbancias foram mensuradas no modo varredura (entre 350 - 800 nm) para que 0s
pontos maximos da banda Soret pudessem ser identificados. A partir destes dados
verificou-se o0 deslocamento hipsocrémico ou batocrémico dos maximos de absorgéao.
A interpretagdo dos dados foi realizada com o auxilio do programa UV Probe 2.3 de
acordo com a teoria excitdnica estabelecida por Kasha et al. (1963). Nas leituras de
fluorescéncia calculou-se a area do pico de emissao entre 600 e 750 nm com auxilio
do programa RF-5301PC.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OTIMIZAGAO DA SINTESE DAS PORFIRINAS 7 E 8

Ph Ph
PhNHgPhOH
7 8
Ph Ph

Para sintese das porfirinas precursoras assimétricas 7 (aminofenilporfirina) e 8
(hidroxifenilporfirina) foram testadas algumas rotas sintéticas com o intuito de verificar
qual destas seria mais promissora para obtencado de melhores rendimentos. Apesar de
a sintese destas porfirinas ja estar descrita na literatura verificou-se grande dificuldade
para obtencdo dos rendimentos relatados, além da falta de alternativas para sintese
destes compostos. Considerando a importancia destas porfirinas como materiais
iniciais (n&o somente para obtencdo dos derivados tiocarbamida, tiocarbamato e
carbamato, mas também para obtencdo de outros derivados ou compostos oriundos
de modificacdo quimica) fez-se oportuno o estudo da otimizagdo e das alternativas
sintéticas para obtencao destas porfirinas substituidas por grupos polares.

As duas porfirinas propostas sdo monossubstituidas, o que torna a sintese e
purificacdo destas substancias muito mais complexa em relacdo a um composto que
possua todos os substituintes iguais na posicdo meso. Isso porque durante a reacao
de ciclocondensacdo podem ser formadas também espécies di, tri ou
tetrassubstituidas. A utilizacdo de quantidades estequiométricas dos reagentes iniciais
contribui para evitar a formacao excessiva dos produtos indesejados, porém nao evita
a sua formacao. O Esquema 28 mostra o mecanismo da ciclocondensacao na sintese
de porfirinas monossubstituidas tomando como exemplo a sintese da 5-(4-nitrofenil)-
10,15,20-trisfenilporfirina 53. Na pagina 56 (Esquema 29) pode-se visualizar a gama
de porfiinas que foram obtidas nesta mesma reagdo devido a condensagao
indiscrimidada entre pirrol 46, benzaldeido 47 e p-nitrobenzaldeido 87.

Nota: A caracterizagdo e os procedimentos otimizados para sintese de todos os compostos obtidos no

presente trabalho encontram-se na se¢cao de Anexos.
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Esquema 28: Mecanismo de ciclocondensacao na sintese de porfirinas.
Fonte: Adaptado de MILGROM, 1997.

Na reacao representada no Esquema 29 os principais produtos obtidos foram a
TPP 49 (com rendimento de 22%) e a espécie mononitrada 53 (com rendimento de
16,2%). Mesmo com a adigdo de quantidades estequiométricas ocorreu a formacao
das espécies dinitradas (estruturas 92 e 93), tri e tetranitradas (estruturas 94 e 95
respectivamente). O somatorio de todas as porfirinas sintetizadas numa Unica reagao
e purificadas por cristalizagdo em CH.Cl,/MeOH alcanga o rendimento de 52% (sendo
o célculo baseado na massa molecular média das porfirinas obtidas).
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Esquema 29: Gama de porfirinas formadas na reacao de ciclocondensacao a partir de
dois aldeidos diferentes.

4.1.1 5-(4-aminofenil),10,15,20-trifenilporfirina 7

Para sintese da aminofenilporfirina 7 foram testadas quatro rotas sintéticas
diferentes (Esquema 30, na pagina seguinte). Numa primeira etapa foi realizada a
ciclocondensagcdo combinando diferentes aldeidos e pirrol para obteng¢édo de porfirinas
intermediarias capazes de originar a porfirina 7 desejada. Nesta etapa inicial as
condicdes de tempo, temperatura, o catalisador e o agente oxidante foram os
mesmos. Tais condigcbes preconizaram a utilizacdo de uma metodologia ja
estabelecida no laboratério para sintese de meso-tetraarilporfirinas, na qual se utilizou
como catalisador o BF;OEt, e como agente oxidante o SeO,. Na rota 3 (Esquema 30)
a etapa de ciclocondensagéao se deu a partir de um precursor dipirrometano 96 e néao a
partir do pirrol. Os rendimentos obtidos em todas as etapas sintéticas podem ser
visualizados na Tabela 1 (pag. 58).

A grande vantagem no rendimento para obtengdo da porfirina 49 (etapa
sintética / do Esquema 30) ocorre porque esta porfirina € simétrica, ou seja, todos os
substituintes da posigdo meso séo iguais. Nas demais situagbes, além da porfirina
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monossubstituida desejada, sdo também sintetizadas porfirinas com duas ou mais
substituicées. Isto gera o consumo dos materiais iniciais e divide o rendimento da

reacao entre as diversas espécies sintetizadas.

Ph
(0]
2 H
N i
Rota 1: é +Q ) —Fn Ph

a7 46 49 !

Ph
Ph

0] 2
~ H .
N 11l
Rota 2: (J/;+ (J/j+ () — Ph O NO,
a7 46 iv

87
o} Ph O NH,
z Ho oy
N, —
Rota 3: +4 7 7
47 46 / Ph
viii
o ¢}
X P H
N "
Rota 4: + +\ ) v Ph Nﬁ(;H
47 46 g 7
HNYCHS
98
97 O Ph

(i) benzaldeido(1mmol), pirrol(1mmol), BFsOEt>(0,07 mmol), CH2Cl>(10ml), 30 min; SeOx(15 mmol), 1 h,
TA; (ii) TPP (0,5 mmol), HNOs 65%/H>SQO4 (0,5ml de solugéo 1:1), CH2Clx(1ml), 5h, TA; (iii) benzaldeido
(0,9mmol), p-nitrobenzaldeido(0,3mmol), pirrol(1,2mmol), BF3OEt, (0,084 mmol), CH2Cl>(12ml), 30 min;
SeO2(18 mmol), 1 h, TA; (iv) TPP-NO2(0,5 mmol), Sn(10mmol), HCI(4,1 ml), 5 h, 65°C; (v)
benzaldeido(1mmol), pirrol(25mmol), TFA(0,2mmol), 1 h, TA; (vi) dipirrometano (1mmol), p-
nitrobenzaldeido (0,5 mmol), benzaldeido (0,5 mmol), BF3zOEt; (0,07 mmol), CH2Clx(10ml), 1 h; SeO: (15
mmol), 1 h, TA. (vii) benzaldeido (0,9mmol), p-acetamido-benzaldeido(0,3mmol), pirrol(1,2mmol),
BF3OEt(0,084 mmol), CH2Clz(12ml), 30 min; SeO2(18 mmol), 1 h, TA; (viii) TPP-NAc(1 mmol), HCI(3 ml),
4h, 60 °C;

Esquema 30: Quatro rotas sintéticas testadas para sintese da porfirina 7.

Na rota 1, a primeira etapa de ciclocondensacao € seguida por uma nitragao
classica utilizando o ion nitrénio (etapa sintética ii). Trata-se de uma substituicao
eletrofilica aromatica. Devido a presenca de varios anéis na molécula é bastante
complicado fazer o controle da nitracao para que haja apenas uma substituicdo. Foram
testadas 3 condicdes reacionais: 1) com quantidade estequiométrica de ions nitrdnio;
2) com 2 eq. de ions nitrénio e 3) com grande excesso de ions nitrénio. Observou-se
que utilizando grande excesso de ions nitrénio os rendimentos eram maiores, mesmo

com a obtengao de grande quantidade de espécies polinitradas.
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As rotas 1, 2 e 3 compartilham a mesma etapa final (etapa sintética vi), que é a
reducao do grupo nitro para obtencdo do grupo amino. As alternativas de agentes
redutores para esta transformacao especificamente sdo bastante restritas uma vez
que algumas técnicas de reducdo mais comuns (como a utilizagdo de hidrogenagao
catalitica) podem reduzir as duplas-liga¢des do anel porfirinico, o que é indesejado. Na
literatura, o dicloreto de estanho é o agente redutor utilizado na maioria dos casos
(KRUPER et al., 1989). No presente trabalho este composto foi obtido in situ (método
nao usual), pela reagcao de estanho metalico com &cido cloridrico concentrado.

Tabela 1: Rendimentos obtidos em cada etapa de sintese para obtencao da porfirina 7

Etapa sintética Rendimento (%)
i 56,0
ii 11,4
fii 10,3
iv 55,3
v 50,0
Vi 20,3
Vii 4,4
viii 71,3

Na rota 3 optou-se por obter um derivado dipirrometano 96 para entdo proceder
a ciclocondensacdao com benzaldeido 47 e p-nitrobenzaldeido 87. Apesar de o
rendimento para obtencdo do derivado dipirrano 96 (etapa sintética v) ter sido
razoavel, na etapa de ciclocondensacado (etapa sintética vi) ocorreu a formacao
também da espécie dinitrada o que fez com que o rendimento desta Ultima etapa nao
fosse elevado e com isso, o rendimento global desta rota ndo superou o rendimento
obtido na rota 2.

Na rota 4 utilizou-se o p-acetamidobenzaldeido 97 como um dos materiais
iniciais. O grupo acetamido é um motivo quimico bastante explorado em reagentes nos
guais o grupo amino nao pode estar desprotegido e deseja-se ter este grupo funcional
na molécula final. Este grupo pode ser facilmente convertido em grupo amino por uma
simples reagdo de hidrolise de amida catalisada por &cido. Esta rota sintética
apresentava-se como uma das opgdes sintéticas mais promissoras por dois motivos:
1) por se tratar de uma rota com apenas 2 etapas e; 2) pelo fato de a ultima etapa se
tratar de uma reagdo de desacetilagcdo com previsdao de rendimentos quantitativos.
Estas projecdes, porém, ndo foram confirmadas uma vez que o resultado da reacéao de
ciclocondensagcao (etapa sintética wvi) apresentou um rendimento infimo,

comprometendo assim o rendimento global. O reagente ideal para essa rota seria o p-



63

aminobenzaldeido, porém o mesmo nunca poderia ser comercializado sabendo-se que
sofreria facilmente polimerizacao (Esquema 31). O grupo amino de uma molécula

reagiria com o carbono carbonilico de outra molécula gerando assim o polimero.
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Esquema 31: Polimerizagao do p-aminobenzaldeido.

A rota 2, possuindo apenas duas etapas e apresentando rendimento razoavel
para obtengdo da mononitrofenilporfirina 53, foi, afinal, a rota mais vantajosa entre as
alternativas testadas. A rota 3, apesar de apresentar um rendimento proximo ao
encontrado na rota 2 nao foi considerada como uma boa opg¢édo, uma vez que nao
necessarias 3 etapas para obtencdo do composto em questdo. A Tabela 2 resume o0s
rendimentos globais obtidos nas quatro diferentes rotas sintéticas testadas e
mostradas anteriormente no Esquema 30. A linha hachurada destaca a rota com
melhor rendimento. Os valores dos rendimentos globais foram calculados com base

nos valores de rendimento de cada etapa sintética descritos a Tabela 1.

Tabela 2: Rendimentos globais para sintese da aminofenilporfirina 7

Rota Etapas sintéticas Rendimento (%)
1 i, ii, iv 3,5
2 fii, iv 5,7
3 V, Vi, iv 5,6
4 vii, Viii 3,1

Na posse desta andlise inicial, passamos a otimizar as rea¢des representadas
pelas setas ii e iv no Esquema 30. As otimizagbes na etapa iii (sintese da
nitrofenilporfirina 53) incluiram alteracées na propor¢éo entre os aldeidos (Tabela 3,



64

reagdo 2), na natureza do catalisador (reagdes 3 e 4), na condigdo de ciclizacdo
(reacdes 5 e 6), a quantidade do agente oxidante (reacdes 7-9) e condicdes de
oxidacao (reagbes 10 e 11). A Tabela 3 abaixo resume algumas das condi¢cdes
testadas bem como os rendimentos obtidos em termos de porcentagem molar. A
condicdo que proporcionou o melhor rendimento pode ser identificada na linha
hachurada da presente Tabela (reagéo 7).

Tabela 3: Rendimentos obtidos no estudo da otimizacdo da sintese porfirina 53,
(etapa iii, Esquema 30).

) CONDICOES
REACAO =
Proporcao , e SeO, o Rend.
entre aldeidos * Catalisador Ciclizagao (mmol) Oxidacao (%)
1 3:1 BF;OEt, TA, 30 min. 60 TA,1h 10,3
2 3:2 BF;OEt,  TA, 30 min. 60 TA, 1 h 6,0
3 3:1 TFA TA, 30 min. 60 TA,1h 0,3
4 3:1 SnCl, TA, 30 min. 60 TA,1h 0,4
5 3:1 BF;OEt; TA, 1 h. 60 TA,1h 8,1
) refluxo
6 3:1 BF;OEt; 30 min. 60 TA, 1 h 4,3
7 3:1 BF;OEt, TA, 30 min. 30 TA,1h 16,2
8 3:1 BF;OEt,  TA, 30 min. 10 TA,1h 13,3
9 3:1 BF;OEt,  TA, 30 min. 2 TA,1h 14,2
10 3:1 BF;OEt, TA, 30 min. 30 TA,2h 52
11 3:1 BF;OEt,  TA, 30 min. 30 TA,05h 4,8

* mmol de benzandeido : mmol de p-nitrobenzaldeido

Apesar de a reacdo 9 ter apresentado um eventual rendimento de 14,2 %
mesmo com quantidades baixas do agente oxidante, esta reagdo ndo se mostrou
reprodutivel. Aventa-se a possibilidade de que a falta de homogeneidade da reagéao
(reagdo heterogénea) tenha sido o principal fator para o comportamento observado.
Os procedimentos de sintese e a caracterizacdo da 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-
trisfenilporfirina 53 podem ser vistos no Anexo 2.
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Para otimizagao da reagao de reducao (etapa iv do Esquema 30) o parametro
tempo foi crucial. Foram realizados experimentos com 2, 5, 10 e 24h de duragéo de
reacao de reducéo (Tabela 4, reacdes 12-15) nos quais se verificou que o tempo de 5h
foi o ideal. Também foram feitos alguns testes utilizado agentes redutores
comunmente empregados neste tipo, como o dicloreto de estanho dihidratado (reagéao
16) e o tetracloreto de estanho (reacdo 17), porém nao obteve-se éxito em tais

situacoes.

Tabela 4: Rendimentos obtidos no estudo da otimizacdo da sintese da porfirina 7
(etapa iv, Esquema 32)

REAGAO . CONDICOES .
Catalisador Tempo (h) Rendimentos (%)
12 Sn%HCI 24 55,3
13 Sn’/HCl 10 61,2
14 Sn%HClI 5 61,3
15 Sn%HCl 2 36,2
16 SnCl,.2H,O/HCI 24 0
17 SnCl,/HCI 24 0

Os procedimentos de sintese e a caracterizacdo da 5-(4-aminofenil)-10,15,20-
trisfenilporfirina 7 pode ser vistos no Anexo 3. Com estas otimizagbes o rendimento
global da rota 3 passou de 5,7% (vide tabela 2) para 9,9% (utilizando como base os
rendimentos da reacdo 7 e 14 para os calculos).

4.1.2 5-(4-hidroxifenil),10,15,20-trifenilporfirina 8

De forma semelhante ao realizado na sintese da aminoporfirina 7, foram
testadas algumas rotas sintéticas com o intuito de verificar qual destas seria mais
promissora para obtencdo da hidroxifenilporfirina 8. No Esquema 32 sdo mostradas
todas as rotas testadas. A Tabela 5 mostra os resultados em termos de porcentagem
do rendimento molar do composto e cada etapa da rota sintética.

Por ser uma rota com uma Unica etapa de reacao a rota 5 seria a primeira
escolha para obtencao da hidroxifenilporfirina 8, porém os rendimentos obtidos nas
condigbes testadas tornaram esta rota desvantajosa. Foram testadas duas
metodologias na tentativa de obtengao desta porfirina. A primeira delas (etapa sintética
ix, Esquema 32) empregou as condi¢des reacionais otimizadas e estabelecidas para
sintese da nitrofenilporfirina 53. Partindo do p-hidroxibenzaldeido 99 e utilizando a
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presente metodologia nao obteve-se sucesso. Para aldeidos que possuem
substituintes polares a utilizagcao do catalisador BF;OEt, torna-se inviavel uma vez que
0 mesmo interage com estes grupos, deixando de participar da reacao principal de
ciclocondensacao. Optou-se entdo por outra metodologia mais adequada para
sintetizar porfirinas substituidas por grupos polares (Adler e Longo, 1932). Nesta
metodologia empregam-se altas temperaturas e acido propiénico como solvente e
catalisador. Os resultados de rendimento foram melhores do que a metodologia

utilizada anteriormente, porém nao alcancaram os valores descritos na literatura.

H
Rota 5 + + (\N/7
99 OH a7 46 Y(
Ph
Ph
H
N Xi
Rota 6 +\ /7 — ph O O/CH3 Xii
L )-on
100 O 46
101
Ph 8
Ph
xiii Ph O %CHS
Rota 7 + \ -
102

(ix) benzaldeido(0,9mmol), p-hidroxibenzaldeido(0,3mmol), pirrol(1,2mmol), BF3OEt, (0,084 mmol),
CHxCl> (12ml), 30 min; SeO>(18 mmol), 1 h, TA; (x) benzaldeido(0,9mmol), p-hidroxibenzaldeido
(0,3mmol), pirrol(1,2mmol), acido propidnico(10 ml), 1h, 150 °C; (xi) benzaldeido(0,9mmol),
anisalaldeido(0,3mmol), pirrol(1,2mmol), BF3OEt, (0,084 mmol), CH>Clx(12ml), 30 min; SeO2(18 mmol), 1
h, TA; (xii) TPP-OMe(0,1mmol), HBr/AcOH 30% (2ml), 24 h, 60 °C; (xiii) benzaldeido(0,9mmol), p-ace-
toxibenzaldeido(0,3mmol), pirrol(1,2mmol), BF3OEt; (0,084 mmol), CH2Cl>(12ml), 30 min; SeO2(18 mmol),
1 h, TA; (xiv) TPP-OAc (1 mmol), HCI (3,5 ml), 4h, 60 °C;

Esquema 32: Quatro rotas testadas para sintese da porfirina 8.

Buscando alternativas sintéticas, foram testadas outras duas rotas (rotas 6 e 7,
Esquema 32). Nestas estratégias buscou-se utilizar aldeidos precursores com a
fungéo hidroxila protegida para que as porfirinas obtidas apresentassem substituicées
menos polares e com isso permitissem o emprego da metodologia estabelecida no
laboratério.

Na rota 6 utilizou-se o anisaldeido 100 ou (p-metoxibenzaldeido) na
ciclocondensacéao (etapa xi) seguida por uma reacao de demetilagéao (etapa xij). Ja na
rota 7 empregou-se o p-acetoxibenzaldeido 102 na etapa de ciclocondensagao (etapa
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xiii) seguida por uma reagao de desacetilagdo. Tanto para a ciclocondensagdo como
para a reagao posterior de desprotecao a rota 7 apresentou rendimentos superiores ao
da rota 6. A Tabela 5 traz os rendimentos de todas as etapas sintéticas em termos de
rendimento percentual molar. Logo abaixo, a Tabela 6 mostra os rendimentos globais
calculados a partir dos dados mostrados na tabela anterior.

Tabela 5: Rendimentos obtidos em cada etapa sintética na obtengéo da porfirina 8.

Etapa sintética Rendimento (%)
ix 0,8
X 2,5
Xi 4,0
Xii 62,0
Xifi 8,6
Xiv 70,0

Tabela 6: Rendimentos globais obtidos na sintese da porfirina 8.

Rota Etapa sintética Rendimento (%)
5 ix 0,8
5 X 2,5
6 Xi, Xii 2,5
7 Xiil, xiv 6,0

Tendo indicios da rota sintética mais promissora passou-se para fase de
otimizacdo. As otimizagdes da etapa sintética xiii (Esquema 32) incluiram alteragdes
da natureza do catalisador (reacdo 19), tipo e concentragdo do agente oxidante
(reagbes 20-22). Os resultados em termos de porcentagem do rendimento molar do
composto sdo mostrados na Tabela 7. A condicdo que proporcionou o melhor
rendimento pode ser identificada na linha hachurada da Tabela.

Tabela 7: Rendimento obtidos no estudo da otimizagdo da sintese da porfirina 103,
(etapa xiii)

CONDICOES
REACAO Catalisador Agente Oxidante Rendimento (%)
(mmol)
18 BF3OE’[2 SeOz 8,6
19 TFA SeO, 2,5
20 BF;OEt; DDQ (1 eq) 3,0
21 BF;OEt, DDQ (3 eq) 12,6

22 BF;OFEt, DDQ (6 eq) 9,8
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Os procedimentos de sintese e a caracterizagdo da 5-(4-acetoxifenil)-10,15,20-
trisfenilporfirina 103 e da 5-(4-hidroxifenil)-10,15,20-trisfenilporfirina 8 pode ser vistos
nos Anexos 4 e 5 respectivamente.

Ficou demonstrado que a alteracdo do agente oxidante de SeO, para DDQ
(2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona) foi essencial para o aumento no rendimento
da sintese da acetoxifenilporfirina 103. Notou-se, pela observacdo em CCD, a
formacado de varios subprodutos quando se utilizou SeO, nesta situagcao. Por outro
lado, no caso da sintese da nitrofenilporfirina 53 nao foi constatada necessidade da
alteracdo do agente oxidante. Apesar de os motivos para tal comportamento nao
estarem claros até momento especula-se que substituintes elétron-injetores (como, por
exemplo, grupos acetoxila ou metoxila) possam interferir na reatividade do anel
porfirinico tornando-o mais reativo, e assim, favorecendo reagbes colaterais na
presenca de agentes oxidantes mais duros. Neste contexto, agentes oxidantes mais
brandos como o DDQ encontrariam vantagens pelo fato de gerarem menos
subprodutos durante a reagao.

Com as otimizagdes realizadas o rendimento global da rota 6 passou de 6,0 %
(vide Tabela 6) para 8,8% (utilizando como base o rendimento da rea¢do 21 para os
calculos).

4.2  OTIMIZAGAO DA SINTESE DOS ISOTIOCIANATOS 9 E 10

NCS
+iNCS d

AcO ‘OAc
9 10

OAc

AcOne

A reacdo para sintese dos derivados isotiocianato se d4 pelo mecanismo de
substiuicdo nucleofilica de segunda ordem ou Sy2. O grupo de saida nestas reacdes
sdao em geral haletos (brometos ou iodetos sdo os mais comumente utilizados) e o
nucledfilo sdo ions tiocianato provenientes do sal potassico correspondente. Devido a
ressonancia presente no nucledfilo, € de conhecimento geral que nestas reagdes
podem ser gerados também derivados tiocianato 104 (conforme pode ser observado
no Esquema 33). Estudo anteriores estabeleceram que estes derivados sao produtos
cinéticos desta reacdo (GARCIA FERNANDEZ; ORTIZ MELLET, 2000). J4 derivados
isotiocianato sdo produtos termodinamicos. Sendo assim, todas as reacdes para
sintese dos derivados isotiocianato foram procedidas sob aquecimento e com tempos
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prolongados, fornecendo assim a energia necessaria para que o produto desejado
pudesse ser obtido. A conversdao de tiocianatos para seus correspondentes
isotiocianatos também é reportada na literatura (BLANCO et al.,, 2007). Devido a
inversao de configuragdo caracteristica de reagbes Sy2, os produtos foram obtidos
com estereoespecficidade para o anédmero f3.

2 OA
AcOt Ohe

Ach OAc

Esquema 33: Mecanismos da sintese de derivados tiocianato e isotiocianato.

421 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil isotiocianato 9

Para sintese do glicosil isotiocianato 9 foram inicialmente testadas trés
metodologias ja descritas na literatura. Tanto na metodologia de CAMARASA et al.
(1984) quanto na metodologia de LINDHORST et al. (1995) utiliza-se como substrato o
bromo glicosideo 42 e como nucledfilo o sal tiocianato de potassio, sendo que esta
Ultima etapa ocorre na auséncia de solvente (condigcdo xvi, Esquema 34). Ja na
metodologia de KUHNE et al. (2006) utiliza-se como substrato o derivado peracetilado
41 e como nucledfilo o reagente trimetilsililisotiocianato (TMSNCS, Esquema 34).
Devido a grande discrepancia entre os rendimentos alcangados e os descritos na
literatura, algumas adaptacdes metodoldgicas foram realizadas. A Tabela 8 mostra os
rendimentos reportados na literatura em comparagdo com o0s rendimentos
encontrados.

TMSNCS, SnCl,,
CH,Cl,, 2d, TA

OAc OAc

XV OU XVi

«wmBr —— =  AcOm

PBr,, CH,Cl,
—_—

AcO NCS

HO
3h, TA

A0 OAc A0 OAc
42 9

(xv) 42 (1mmol), KSNC (2 mmol), TBAB (1 mmol), acetonitrila anidra, 3h, 90°C.
(xvi) 42 (1mmol), KSNC (10 mmol), 5 min., N,, 190°C.
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Esquema 34: Metodologias para sintese dos derivados isotiocianato.

Tabela 8: Comparativo entre os rendimentos obtidos e reportados na literatura para
sintese do derivado glicosil isotiocianato 9.

Rendimento reportado (%) Rendimento encontrado (%)

CAMARASA et al. (1984) 71 34
LINDHORST et al. (1995) 60 32
KUHNE et al. (2006) 54 5

A metodologia de CAMARASA et al. (1984) foi eleita a mais promissora por
apresentar maior rendimento obtido nas primeiras tentativas e pela simplicidade
metodolégica em comparagdo com a metodologia de LINDHORST et al. (1995). Na
otimizacdo desta sintese alterou-se a atmosfera (reacao 24, Tabela 9), a concentracao
do nucledfilo (reacédo 25), a concentracdo do catalisador de fase TBAB (brometo de
tetrabultilamonio) (reacdo 26), o solvente (reacdes 27 e 28), concentracdo de Nal
(reacdes 29-31) e tempo (reagao 32).

Tabela 9: Rendimentos obtidos no estudo da otimizacdo da sintese do glicosil
isotiocianato 9, (etapa xv, Esquema 34)

CONDICOES
REAGCAO KNCS Atmosfera TBAB  Solvente Nal Tempo Rendimento

(eq) (eq) (anidro) (eq) (h) (%)
23 2,0 Ar 1,0 CH5CN - 3 34
24 2,0 N, 1,0 CH5CN - 3 37
25 4,0 N, 1,0 CHsCN 3 30
26 2,0 N, 2,0 CH5CN - 3 31
27 2,0 N, 1,0 CH.Cl, - 3 22
28 2,0 N, 1,0 DMF - 3 24
29 2,0 N, 1,0 CH5CN 0,2 3 42
30 2,0 N, 1,0 CHsCN 0,5 3 84
31 2,0 N, 1,0 CHsCN 1,0 3 50
32 2,0 N, 1,0 CHsCN 0,5 6 12

Apoés as otimizagdes o produto desejado pode ser sintetizado com rendimento
de 84% ao invés de 34% (vide Tabela 9), como inicialmente foi alcangado seguindo-se
a metodologia reportada na literatura. Como consequéncia do trabalho de otimizagéo,
foi alcancado um resultado superior a qualquer rendimento ja reportado para a sintese
desse derivado. Os procedimentos de sintese e a caracterizagao 2,3,4,6-tetra-O-acetil-
B-D-glucopiranosil isotiocianato 9 podem ser vistos no Anexo 8.

Para confirmagao da sintese do composto 9, além da observacao dos sinais
de RMN de 'H fez-se necessaria a analise através de RMN de ®C. Enquanto os sinais
referentes ao grupo isotiocianato (-N=C=S) apresentam valores entre 6 140-150 ppm,

no seu isbmero tiocianato (-S-C=N) os valores de deslocamento quimica ficam em
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torno de 6 105 ppm, 0 que permitiu a diferenciacdo entre estes dois compostos. O
assinalamento completo do glicosil isotiocianato encontra-se no Anexos 8. A Figura 10
mostra os assinalamentos caracteristicos dos derivados tiocianato 123 e
isotiocianato 9 conforme literatura (KOCHETKOV et al., 1991; BLANCO et al., 2007).

OAc OAc

i
C «— d 144 ppm
,\1/ AcOue

N
Cle——§108 ppm
AcQOunie

AcO ’/o Ac AcO OAc
9 104

Figura 10: Deslocamentos quimicos no RMN de 'C para derivados isotiocianato e
tiocianato.

4.2.2 Benzil isotiocianato 10

Sabendo que o substrato para sintese do composto 10 era um brometo de
alquila, a metodologia ja estabelecida e otimizada para sintese do glucosil
isotiocianato 9 foi aplicada nesta sintese. Nao houve formagao do produto desejado
quando o solvente empregado foi a acetonitrila, porém alterando-se o solvente para
DMF, o rendimento foi de 70%. Este resultado aproxima-se do que foi reportado por
L’Abe e Leurs (1993). Estes pesquisadores utilizaram DMF e Nal para sintese de um
derivado benzil isotiocianato. Sendo assim, manteve-se esta metodologia para
obtencgao do presente derivado. O Esquema 35 abaixo mostra a obtencao do derivado
benzil isotiocianato e seu isdbmero tiocianato com os respectivos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios do carbono benzilico (CH,). Conforme reportado por
Nishiyama e Oba (1987) é possivel também obter o derivado isotiocianato 10 a partir
da termoisomerizagcao do respectivo derivado tiocianato 105.

Diferentemente do que ocorreu para o glicosil isotiocianato 9, para confirmar a
identidade do benzil isotiocianato 10 bastou a andlise de RMN de 'H. Os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios do carbono benzilico (-CH,-) séo diferentes
para o derivado isotiocianato e tiocianato, sendo tipicamente de & 4,74 ppm e
3 4,05 ppm respectivamente (KITAMURA et al, 1990). O assinalamento completo do
composto em questdo bem como o procedimento de sintese pode ser visto no
Anexo 9.



72

KSCN, Nal NCS
—_—
DMF, 90°C, 6h
©/\Br 10
91 {A

KSCN, Nal SCN
R —
DMF, TA, 3h

Esquema 35: Sintese, deslocamentos quimicos no RMN de H' e isomerizagéo do
derivado benzil isotiocianato 10 e tiocianato 105.

4.3  OTIMIZAGAO DA SINTESE DAS PORFIRINAS 1-6.

O grupo isotiocianato foi utilizado anteriormente por diversos autores para
conjugacao de moléculas através dos grupos tiocarbamida (ou tiourea), tiocarbamato e
carbamato (RUSIN et al., 2001; CLARKE, BOYLE, 1999; SILVA et al., 2010). No
presente trabalho o objetivo inicial foi conjugar compostos porfirinicos com porcdes
glicidicas, porém, por verificar diferengas significativas no comportamento quimico e
fotofisico destes compostos, e a fim de associar essas diferengas com a natureza do
ligante ou do grupo de ligagéo (Figura 11), foi necessério também propor a sintese de
derivados nao glicosidicos. Os resultados incluem a avaliagdo dos rendimentos em
diferentes condigbes sintéticas. Na sequéncia foram avaliados o comportamento
quimico e fotofisico dos compostos com vistas a sua utilizagao para a TFD.

grupo de ligagéo

Figura 11: Definicdo de “grupo de ligagao” e “ligante” para os derivados porfirinicos
sintetizados.
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A reacdo de obtencdo dos derivados tiocarbamida e tiocarbamato é uma
reacao de adigdo entre o grupamento amino ou hidroxila e o grupo isotiocianato. Para
formacao do grupo tiocarbamida observou-se que ndo ha necessidade da adicdo de
catalisadores, ja para a sintese dos derivados tiocarbamato foi necessario o emprego
de uma base (receptor de préton) para favorecer a formagao do produto. A obtencéo
dos derivados carbamato ocorreu em meio basico pela substituicdo do atomo de
enxofre (no derivado tiocarbamato) pelo atomo de oxigénio. O Esquema 37 mostra os
mecanismos de reagao propostos para formacao dos conjugados em discussao.
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OAc tiocarbamato
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Ph

Ph

derivado
carbamato

Ph

Esquema 36: Mecanismo de reacdo proposto para sintese das porfirinas
glicoconjugadas.
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4.3.1 Otimizacao e sintese da glicoporfirina 1
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Ph

Como modelo de sintese inicial optou-se por realizar as rea¢des de conjugacao
entre a porfirina 7 e o glicosil isotiocianato 9. A reacdo 35 (Tabela 10) refere-se a
metodologia de conjugacéao reportada na literatura (GHOSH, 2009; SANSONE, 2003).
Na sequéncia foram realizadas adaptacdes a fim de se otimizar o rendimento destas
reacoes. As alteracdes realizadas incluiram a utilizagdo de maior excesso do
glicosideo 9 (reagao 36), tempo (reagao 37 e 39), temperatura (reacdo 38) e adicao de
TEA como catalisador (reacao 40). A Tabela 10 mostra os rendimentos obtidos em
termos de percentual molar. A identidade do composto foi comprovada por analise de
RMN de 'H e "C e por espectrometria de massas. O procedimento de sintese e
assinalamento da molécula encontra-se na secdao dos Anexos 10 e 13

respectivamente.

Tabela 10: Rendimentos e condicées sintéticas empregadas na sintese da
glicoporfirina 1

N CONDICOES
REACAO Glicosideo 9 Tempo Temperatura TEA Rend‘lmento

(eq.) (eq.) (%)
35 2 4h TA - 10
36 10 4h TA - 15
37 2 24h TA - 54
38 2 24h 60°C - 72
39 2 48h 60°C - 70
40 2 24h 60°C 0,2 60*

*formagao de pequena quantidade de subproduto com m/z = 1003 Da

As condigdes reacionais delineadas mostraram que o0 aumento da temperatura
e do tempo de reacdo contribuiram para melhorar o rendimento na obteng¢do da
glicoporfirina 1. Observou-se também que a adicdo de TEA (reagao 40) desencadeou
a formagéao de um segundo produto, muito dificil de ser separado por cromatografia da
propria glicoporfirina 1 desejada. A andlise de massas sugere que este subproduto
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carbamida 106 (Figura 12) cuja massa molecular
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Figura 12: Espectro de massas atribuido ao derivado carbamida 106 (subproduto)
com m/z=1003,447 [M + H]" pela técnica de MALDI-TOF.

4.3.2 Otimizacao e sintese da glicoporfirina 2 e glicoporfirina 3.
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Depois de estabelecidas as condigbes que proporcionaram maior rendimento
para sintese do derivado tiocarbamida 1, as mesmas foram aplicadas para sintese da
glicoporfirina 2 (reagédo 41, Tabela 11) a partir a hidroxifenilporfirina 8 e do glicosil
isotiocianato 9. Por verificar um rendimento muito abaixo do esperado, foram
procedidas reagdes com maior duragdo (reacdao 42) e com a adicdo de TEA
(reagdo 43). Da mesma forma como observado na sintese da glicoporfirina 1, a adicao
de TEA desencadeou a formagéo do analogo carbamato 3, porém neste caso houve
formagcdo de grande quantidade deste derivado (0 que nao ocorreu na reagao 40 -
Tabela 10), sendo inclusive uma quantidade maior do que do préprio tiocarbamato 2.
Apesar de apresentarem Rf (fator de retencao) muito préximos, foi possivel separar
estes dois compostos por cromatografia em coluna. Alternativamente, adicionando-se
NaOH (reacdo 44) ao meio reacional, obteve-se exclusivamente como produto a
glicoporfirina 3. A Tabela 12 resume as condi¢des reacionais e os rendimentos obtidos
para sintese das glicoporfirinas 2 (derivado tiocarbamato) e 3 (derivado carbamato).

Tabela 11: Rendimentos e condicées sintéticas empregadas na sintese da
glicoporfirina 2 e 3.

CONDICOES
REACAO Rendimento (%)
¢ Tempo (h) - TEA (eq.) NaOH (eq.) Porfirina 2 Porfirina 3
41 24 - - 10 0
42 48 - - 19 0
43 48 0,2 - 23 33
44 48 0,2 1,0 0 49

Foi possivel, portanto, encontrar uma condi¢é@o reacional para sintese somente
do derivado carbamato 3 (reacdo 44) e outra condicdo para obter-se somente o
derivado tiocarbamato 2 (reag¢édo 42). Embora esta ultima ndo tenha sido a condi¢do na
qual o produto desejado foi obtido com maior rendimento ela apresenta a vantagem da
facilidade na etapa de purificacdo. A descricdo dos procedimentos de sintese
otimizados e a assinalamento dos compostos encontram-se nos Anexos 11
(procedimentos), 14 e 15 (assinalamento do composto 2 e 3 respectivamente).

Verificou-se posteriormente a sintese destes compostos que o derivado
tiocarbamato 2 apresentava uma instabilidade quimica bastante significativa. Pode-se
observar a manutencao da estabilidade do produto quando armazenado em freezer
em solucdo de DMSO por até 3 dias. ApGs esse periodo foi possivel detectar por CCD
a presencga da hidroxifenilporfirina 8 e do analogo carbamato 3 nesta solugao. Foram

visualizadas, portanto, trés manchas na CCD: a primeira e mais intensa referente ao
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préprio tiocarbamato 2, a segunda (de média intensidade) referente a porfirina
precursora 8, e a terceira (muito suave) compativel como o derivado carbamato 3. O
Esquema 37 ilustra as reacgOes envolvidas na degradagdo da porfirina 2. Este
comportamento também foi observado para porfirina 5, que se degrada ou se converte

Ph
. o
Ph
8
S
Ph
>\—NH OAc - -
N ¢ i
Ph O o apos 3 dias +
o OAc Ph
o A© ‘onc o
Ph >—NH OAc
i O ° X
0] OAc
3 A ‘on
Ph

as porfirinas 8 e 6.
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Esquema 37: Compostos formados a partir da solu¢do da glicoporfirina 2 em DMSO.

A formacdo de derivados carbamato a partir de andlogos tiocarbamato ja foi
evidenciada no Esquema 37. Também é reportada na literatura a hidrélise deste grupo
sob condi¢des acidas ou basicas (HUMERES et al, 2010). No mecanismo de hidrélise
proposto por Humeres e colaboradores (Esquema 38), o grupo tiocarbamato poderia
sofrer hidrélise tanto em condigbes acidas quanto em condi¢des basicas, originando,

em ambas as situagdes, um derivado fendlico.
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Esquema 38: Mecanismo de hidrélise do grupo tiocarbamato
FONTE: HUMERES et al., 2010.
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4.3.3 Sintese dos conjugados benzil-porfirinicos 4, 5 e 6.

Ph Ph

NCS

>—NH
- O (3 2= - OO
60°C, 24h

10 4

Ph Ph

Ph

NCS

5
Ph O OH 4 CHCI,, TEA Ph
60°C, 48h

Ph
10
Ph

Ph

Para sintese dos conjugados porfirinicos 4-6 foram empregadas as condicoes
sintéticas ja estudadas para sintese das glicoporfirinas 1-3. Sendo assim, para sintese
da porfirina 4 (reacdo 45) empregou-se as mesmas condicdes da reacdo 38
(Tabela 10), para sintese das porfirinas 5 e 6 (reagao 46) empregou-se as condigoes
da reagdo 43 (Tabela 11), e para sintese somente da porfirina 6 (reagcado 47)
empregou-se as condi¢cdes da reacdo 44 (Tabela 11) com a Unica alteragdo sendo a
utilizagéo de 10 equivalentes (ao invés de 2 equivalentes) do benzil isotiocianato 10
nos trés dos casos. O comportamento das reacées foi bastante semelhante ao que ja
havia sido observado para sintese dos glicoconjugados porfirinicos, porém a
separacao entre os derivados tiocarbamato 5 e carbamato 6 foi consideravelmente
mais facil neste caso. Isso porque a diferenca entre os Rfs destes dois compostos foi
maior do que aquela observada entre dos derivados 2 e 3. Os procedimentos de
sintese otimizados e o assinalamento dos compostos obtidos sédo relatados nos
Anexos 10, 12 (procedimentos), 16, 17 e 18 (assinalamento dos compostos 4, 5 e 6
respectivamente). A Tabela 12 mostras os resultados em termos de rendimentos

molares.
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Tabela 12: Rendimentos e condi¢des sintéticas empregadas na sintese dos derivados
porfirinicos 4, 5 € 6

CONDICOES
Rendimento (%)
REACAO Bn-NCS 10 T TEA NaOH
(eq.) empo (eq.) (eq) Porfirina Porfirina Porfirina
4 5 6
45 10 24h - - 52 - -
46 10 48h 0,2 - - 20 27
47 10 48 0,2 1,0 - - 32

4.4  SINTESE ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Por se tratarem de reacdes de longa duracdo, buscou-se alternativas para
reduzir o tempo na sintese dos conjugados porfirinicos 1-6. Neste contexto, a
utilizacado de ultrassom como técnica alternativa para auxiliar as reagdes em questao
mostrou-se uma opcao bastante viavel.

A utilizacdo de ondas ultrassOnicas mostrou-se efetiva para sintese dos
derivados glicoporfirinicos 1-3, pois rendimentos satisfatérios puderam ser obtidos com
apenas 1h de reacgao utilizando o ultrassom como fonte de energia. Por outro lado,
esta metodologia foi ineficiente para sintese dos conjugados benzilporfirinicos 4-6.
Supde-se que o derivado benzil isotiocianato 10 seja instavel nas condi¢cdes extremas
geradas momentaneamente no meio reacional pelas ondas em alta frequéncia. A
Tabela 13 traz um comparativo entre os rendimentos obtidos por sintese convencional
e pelas reagdes assistidas por ultrassom.

No presente trabalho os grupos de ligacdo tiocarbamida, na porfirina 1, e
carbamato, na porfirina 3, provaram ser eficientemente formados sob as condi¢des de
ultrassom utilizadas. Os resultados positivos da sintese assistida por ultrassom na
obtencado destes derivados glicoporfirinicos sdo promissores, uma vez que, sao
escassos na literatura exemplos da utilizagdo desta fonte de energia na obtengéo de
conjugados porfirinicos (ZHU et. al., 2008). Especula-se que o motivo para escassez
de trabalhos que empregam essa modalidade de fonte energética em sintese de
derivados porfirinicos poderia ser o fato de que algumas porfirinas sao sensiveis as
condicdes geradas pelas ondas ultrassénicas. Alguns trabalhos inclusive demonstram
a utilizacdo de dados mensuraveis da degradacao de porfirinas (extingdo da banda
Soret) para quantificar indiretamente a intensidade de fontes ultrass6nicas (NOMURA
et al. 1996a, NOMURA et al. 1996b).
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Tabela 13: Comparativos entre os rendimentos obtidos por sintese convencional e
reacoes assistidas por ultrassom em termos de rendimento percentual molar.

. Porfirinas Porfirinas Porfirinas
Fonte de energia Tiocarbamida Tiocarbamato Carbamato
1@ 4© o) 5 30 6@
Convencional 72 52 23 20 33 27
Ultrassom (1h) 69 * 8 * 40 *

* tracos dos derivados detectados por CCD.

@ condi¢oes reacionais descritas na reagao 38, Tabela 10.
®) condi¢oes reacionais descritas na reagao 43, Tabela 11.
(e condi¢des reacionais descritas na reagao 45, Tabela 11.
@ condi¢oes reacionais descritas na reagao 46, Tabela 12.

E importante notar que a técnica de sintese assistida por ultrassom aumentou a
qguimiosseletividade para sintese do derivado carbamato 3. Enquanto que na sintese
convencional a proporcao entre os derivados 2 e 3 foi de 1 : 1,4, quando assistida por
ultrassom passou a ser de 1 : 5. A Figura 18 mostra a integracao dos sinais referentes
ao H-1 da mistura obtida na reacao assistida por ultrassom formada pelos compostos
2 e 3, confirmando assim a propor¢ao calculada apdés purificagdo dos mesmos.

1.0
L1

05

0.0

Figura 13: RMN de 'H mostrando a integracdo dos sinais de H-1 do derivado 2
(5,97 ppm) e do derivado 3 (5,61 ppm) na propor¢ao de aproximadamente 1:5.

As ondas ultrass6nicas constituem uma fonte de energia ndo convencional
para reacfes quimicas. Esse tipo de fonte de energia vem ganhando espago em
trabalhos de sintese organica uma vez que tém provado auxiliar reacées de maneira
efetiva no sentido de melhorar a quimioseletividade e reduzir o tempo de reacoes,
além de apresentar grande simplicidade e custos muito baixos para sua
operacionalizagao (KARDOS, LUCHE, 2001; BAIG et al. 2012). Essas caracteristicas
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fazem com que essa técnica se enquadre na moderna “quimica verde” uma vez que
promete ser capaz de reduzir a formacado de subprodutos e os gastos de energia
(através do aumento da seletividade e da aceleragdo de reagdes respectivamente).

A aceleragao das reagdes tem sido explicada pelo fenédmeno de cavitagao.
Esse fendmeno refere-se a formacao e colapso de cavidades ou micro bolhas no meio
reacional. Em meios liquidos, as ondas longitudinais promovem a formacao
momentanea de areas de alta e baixa pressdo. Nas areas de baixa pressdo sao
formadas micro cavidades ou bolhas que, em decorréncia das vibragdes ultrassbnicas,
podem se expandir em momentos de baixa pressdao e entrar em colapso em
momentos de compressao (Figura 14) . Defende-se que as reac¢des seriam aceleradas
devido a um aumento momentaneo das condi¢cdes de temperatura e pressdao na
interface destas cavidades. Além disto, no momento em que ocorre o colapso das
microbolhas, existe uma aceleragao de particulas no meio reacional o que potencializa
os choques intermoleculares (KARDOS, LUCHE, 2001; BAIG et al. 2012; ROOZE et
al., 2013).

ondas longitudinais ‘
geram area de |
compressdo e expansdo

aparecimento, expanséo ze
o] —_——
e colapso das micro cavidades ©o O O C o OOC) © OOO "T\
————
tempo

Figura 14: Fendmeno de Cavitagdo. Fonte: BAIG et al., 2012

45  CARACTERIZAGCAO DAS PORFIRINAS 1-6.

Nesta secdo serdo comentados alguns aspectos relevantes sobre o
assinalamento quimico dos derivados porfirinicos 1-6. O assinalamento, espectros e
caracterizagdo completa referente aos derivados porfirinicos sintetizados encontram-
se na se¢ao de Anexos. A Tabela 14 na pagina seguinte resume 0s principais sinais
de RMN de 'H e de ®C (em termos de deslocamento quimico em ppm e das
constantes de acoplamento em Hz) que possibilitaram confirmar a formacao dos
produtos desejados. Para facilitar a compreensao, a Figura 15 mostra a denominagao
adotada na designagao dos hidrogénios reportados na Tabela 14.
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Ph

Ph

Ph

Porfirina 1 : A=NH; X=S Porfirina 4 : A=NH; X=S
Porfirina 2 : A=0; X=S Porfirina 5 : A=0; X=S
Porfirina 3 : A=0; X=0 Porfirina 6 : A=0; X=0O

Figura 15: Estruturas genéricas das porfirinas 1-6.

Tabela 14: Sinais de RMN de 'H e '*C das Porfirinas 1-6.

Porfirina N-H N’H H, Hn H-1 CH, Cc=X
] 10,35 8,50 8,18 7,96 6,04 ) 1819
s d(8,5) d(8,3) d(8,3) 1(8,5) ’
10,82 5,97
) d(9,0) 8,24 7,51 t(9,0) )
2 10,59 d(8,2) d(8,2) 5,95 1831
d(8,6) 1(8,6)
9,97 8,02 7,22 5,62
3 ) br (8,4) (8.4) d(8,7) 1544
4 10,06 8,53 8,17 7,97 ] 4,90 181.0
s d(5,3) d(8,3) d(8,3) d(5,3) ’
10,55 4,86
) t(5,9) 8,21 7,52 ) d(5,9)
S 10,34 m m 4,71 189.3
1(6,2) d(6,2)
8,57 8,20 7,56 4.41
6 ’ t(6,1) m m d(6,1) 154.8

Valores principais representam os deslocamentos quimicos dados em ppm. Valores entre parénteses
representam as constantes de acoplamento em Hz. As siglas br, s, d e t denotam a aparéncia dos sinais
como broad, singleto, dupleto ou tripleto respectivamente.

Uma das evidéncias observadas da formacao dos compostos foi o surgimento
de sinais de '*C com elevados deslocamentos quimicos. Enquanto que no grupo
isotiocianato (-N=C=S) os valores de deslocamento do "C ficam em torno de 145 ppm,
para os derivados conjugados esse valor € mais elevado. Para os derivados
tiocarbamida e tiocarbamato os valores referentes ao carbono C=S ficaram acima de
180 ppm, ja para os derivados carbamato (compostos 3 e 6) os valores de
deslocamento quimico do carbono carbonilico (C=0) foram mais baixos (em torno de
155 ppm) evidenciando principalmente a diferenca entre estes e seus analogos
tiocarbamato. Os valores encontrados para o deslocamento do carbono central dos
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grupos de ligacdao foram confrontados e coincidem com dados da literatura
(SANSONE, 20083; SILVA, 2010).

As constantes de acoplamento também evidenciam a formacéo dos grupos de
ligacao propostos. Exceto para porfirina 3 (onde ndo observou-se desdobramento do
sinal de H-N’) houve coincidéncia das constantes de acoplamento verificadas entre o
H-1 da porgéo carboidrato e o H-N para os derivados glicoporfirinico 1 e 2, bem como
entre as constantes de acoplamento dos hidrogénios benzilicos (-CH,-) e o H-N’ nos
derivados benzil-porfirinicos 4-6. Para confirmar a posicdo do grupo carbamato
(O-C(=0)-NH) do composto 3 procedeu-se o experimento de RMN HMBC 'H-'*C
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation) no qual sao detectadas correlagdes entre
nucleos de hidrogénio e carbonos distantes a duas ou trés ligagdes quimicas. Esse
experimento denotou as correlacdes esperadas entre os sinais & 9,97/69.8 (HN/C-2) e
entre 3 5,61/154,4 (H-1/C=0) demonstrando a correta posigdo do grupo. O mapa de
correlacdo citado pode ser visto no Anexo 15 (Figura 49). O derivado 3 nao
apresentou acoplamento entre os hidrogénios H-N’ e H-1 devido a acidez do primeiro
hidrogénio citado. Este comportamento péde ser observado em um experimento de
RMN de "H com pré-saturacdo da H,O (vide Anexo 15 — Figura 47).

2 s
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Figura 16: Sinais de RMN de 'H relativo ao H-N’, H-1 e CH, dos compostos
2 (espectro a) e 5 (espectro b).
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Nos derivados tiocarbamato 2 e 5 pode-se verificar a presenca de duas
populagdes diferentes de conférmeros em equilibrio. As constantes de acoplamento do
H-N nos diferentes conférmeros coincidem com as constantes medidas nos sinais de

H-1 (para o composto 2) e -CH,- (para o composto 5) (Figura 16).

4.5.1 Analise da conformagao dos derivados porfirinicos 1-6.

Os grupos tiocarbamida, tiocarbamato e carbamato apresentam um tipo de
isomerismo caracteristico. Por vezes pode ser observada uma diminuigdo na rotagao
da ligagao simples por um efeito mesomérico, ou seja, a ligagao simples N-C adquire
certo carater de dupla ligagdo (SMITH, MARCH, 2001). Na Figura 17 podem ser
observadas as estruturas de ressonancia do grupo tiocarbamida, tiocarbamato e
carbamato em sua conformacao trans (estruturas 107, 108 e 109 respectivamente) e
na conformagado cis (estruturas 110, 111 e 112 respectivamente). A conformacgao
assumida por determinada molécula que possui esses grupos pode ser sugerida
através da analise de alguns experimentos de RMN.

RsC NR; RsC OR RsC OR
\ \ \
) /T /T
H s H s H o
107 108 109
E (trans)
R5C 8 RsC S RsC 0
N N N
/ / /
H NR, H OR H OR
110 111 112
Z (cis)

Figura 17: Isémeros E e Zdos grupos tiocarbamida, tiocarbamato e carbamato.

No caso em que o0s grupos tiocarbamida, tiocarbamato e carbamato
encontram-se conjugados a um motivo glicidico, aumentam as possibilidades de
isomeria. A Figura 18 mostra alguns dos possiveis rotameros de um derivado gliosil-
tioureido (adaptado de SANSONE et al., 2003).
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Figura 18: Possiveis rotameros do grupo glicosiltiourea
(Adaptado de: SANSONE et al., 2003).

As informacdes que permitiram a determinacao da conformacao dos produtos
de sintese incluiram os experimentos de RMN de H', NOESY (NOE bidimensional) ou
NOE (Nuclear Overhauser Effect). Os valores das constantes de acoplamento entre
H-1 da porcdo carboidrato e H-N-glicosideo para as glicoporfirinas 1 e 2 foram
bastante similares sendo de 8,5 e 9,0 Hz respectivamente. Este achado condiz com
um angulo diédrico de 150-160° (H1-C1-N’-H) e, portanto, uma configuracéo anti entre
os dois hidrogénios citados anteriormente (SILVERSTEIN, 2006). Além disto, o
deslocamento quimico relativamente baixo dos sinais referentes aos H-1 anoméricos
(66,04 e 5,93 ppm, respectivamente) nestes compostos sugere, segundo literatura,
uma disposicdo paralela entre as ligagdo C-H; e C=S (GARCIA FERNANDEZ; ORTIZ
MELLET, 2000). Levando em consideracdo as informagcbdes anteriormente citadas
pode-se sugerir a conformagéo Z (cis) para ligagdo S=C-N-C; como mais provavel nos
derivados em questao (conforme Figura 19 na pagina seguinte). Para o derivado
glicoporfirinico 3 essa deducao nao foi possivel devido & auséncia de desdobramento
do sinal relativo a H-N do grupo de ligagao carbamato, onde portando, ndo foi possivel
medir a constante de acoplamento entre os hidrogénios de interesse. Nos derivados
benzil-porfirinicos 4-6 um raciocinio semelhante pode ser aplicado. Assim, para
constantes de acoplamento nos valores de 5,3, 5,9 e 6.1 Hz (porfirinas 4, 5 e 6,
respectivamente) define-se um angulo diédrico entre 30° e 50° compativel com uma
configuragao gauche entre os trés hidrogénios envolvidos (CH, e H-N), definindo
assim uma conformagado Z para a ligagdo X=C-N-CH, (X =S ou O).

Para os derivados tioureido-agucares a conformagao ZZ (vide Figura 19) tem
sido relatada como a mais abundante. Além de permitir um bom distanciamento dos
grupos volumosos, esta conformagédo apresenta as ligagdes H-N e H-N’ dispostas
paralelamente, o que favorece a formacao de pontes de hidrogénio com moléculas de
agua presentes no meio (DIAZ PEREZ, et al., 2000). Para ambas as porfirinas 1 e 4 os
experimentos bidimensionais de NOESY (anexos 13 e 16) permitiram observar a
esperada proximidade espacial requerida entre os dois hidrogénios do grupo tiourea
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(bem como a proximidade de um dos HN com hidrogénios arilicos do macrociclo
porfirinico) para definir a conformacao ZZ.

Para os derivados tiocarbamato, a substituicao de um dos atomos de nitrogénio
do grupo de ligacdo por um atomo de oxigénio, torna aceitavel qualquer das
configuragdes ZZ ou ZE nao sendo um consenso na literatura a forma mais abundante
(CHNITI et al., 2013; VALLEJOS, et al. 2009). No presente trabalho observou-se um
comportamento peculiar para os derivados tiocarbamato 2 e 5 relativo a um equilibrio
entre conférmeros. Estes compostos apresentaram padrdes de sinais de préton para
duas diferentes populagdes. Uma vez que os experimentos de NOESY néao
proporcionaram bons resultados devido a instabilidade destes compostos, foram
realizados experimentos unidimencionais mais rapidos e que ndo requeriam aumento
da temperatura da fonte. Portanto, foram realizados experimentos de NOE, com a
irradiacao seletiva de hidrogénios-chave (vide espectros no Anexo 14 e 17). No caso
do composto glicoporfirinico 2, ao irradiar o hidrogénio mais intenso referente ao H-N
(6 10.82 ppm) verificou-se (além das correlagées no espago ja esperadas para H-1 e
H-2) uma fraca, mas significante, correlagdo com hidrogénios meta-aril-meso-
porfirinicos (& 7.51 ppm) que somente seria compativel com a conformacao ZE, sendo
este o conférmero mais abundante no equilibrio observado. Ja ao irradiar o sinal
menos intenso (produto minoritario) referente ao H-N (6 10.59 ppm) foi possivel

Porfirina 1 Porfirina 2 (conférmero majoritario) Porfirina 3
Y Macrociclo - .
5515 9850 " Porfirinico TN TN
H_ 8hHe 210355705 Q/\' 8501 5997 8% 00
o " H g 10.82 H H
N N 8516 90Hz H o) | H
™oL o J1 oy
H
36.04 S Macrociclo 0 NYO H o) _
8.5 Hz Porfirinico o S 8561 Macrociclo
z 7 55.95 Porfirinico
9.0 Hz z E
) _Porfirina 4 Porfirina 5 (conférrmero majoritario) Porfirina 6
© Tegsz N N -- 7T
sg ﬁlgo y 5H3 HZH510,06/2; . 5 86/:51 8|E_;|52 \ R ~ 868'15H \\
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Figura 19: Conformagbes provaveis dos compostos 1, 2 (conférmero majoritario), 4, 5
(confémero majoritario) e 6. Sinais-chave do RMN de 'H e constantes de acoplamento sdo
dados em ppm e Hz respectivamente. Seta unidirecional (—) representa sinais de NOE
observados; seta bidirecional (¢—) representa correlacées de NOESY observadas e as
linhas pontilhadas (===--- ) representam correlagbes que ndo foram observadas nos
experimento de NOE ou NOESY.
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verificar apenas a correlagdo com o H-2 da porgao glicosidica. A auséncia de outras
correlagbes pode condizer com a conformagdo ZZ. Para o composto 5, ndo foi
detectado sinal de NOE em 6 7,52 ppm (meta-aril-meso-porfirinicos) ao irradiar o H-N
em & 10,55 ppm, excluindo-se num primeiro momento a conformacédo ZE. Por
correlacdo com os andlogos sintetizados sugeriu-se que a populagao predominate no
composto 5 possivelmente adote a conformacao ZZ. Ao irradiar o sinal minoritario em
5 10,34 ppm referente a segunda populagao de conférmeros esperava-se um sinal de
NOE com hidrogénios meta-aril-meso-porfirinicos para confirmar a conformagéao ZE,
porém nao foi detectado qualquer sinal. Neste caso, sup6e-se que a baixa abundancia
deste conférmero possa ter comprometido o ganho de sinal durante o experimento.

Para a andlise da conformagédo do composto 6, foi empregado um raciocinio
semelhante ao utilizado na elucidagdo do composto 5. Assim, a auséncia de
correlacdo no espaco entre os hidrogénios H-N e meta-aril-meso-porfirinicos
observados no mapa de correlagbes NOESY levaram a exclusdo da conformacao ZE
e por consequéncia a deducao da conformacao ZZ para tal composto (vide Anexo 18).
A andlise da conformagdo do composto 3 ficou comprometida devido ao nao
desdobramento do sinal referente ao H-N impossibilitando a definicdo da configuracéo
relativa entre O=C-N-C;. Sup6s-se que o relativo alargamento do sinal de H-N em
questao fosse resultado da troca destes hidrogénios por hidrogénios de moléculas de
agua presentes no solvente. Essa hip6tese mostrou-se condizente com resultados
obtidos em experimentos de RMN de 'H com pré-saturacéo e supressdo do sinal da
agua. Ao suprimir o sinal da agua em 6 3,33 ppm o sinal relativo os H-N (6 9,97 ppm)
do grupo de ligagao carbamato também foi suprimido (vide Anexo 15, Figura 47).

46 ESTUDOS FOTOFISICOS

Os estudos fotofisicos foram realizados com o intuito de averiguar se
diferencas na natureza do grupo de ligacao e/ou na natureza do ligante influenciaram
de maneira significativa as caracteristicas fotofisicas dos conjugados porfirinicos. Esta
avaliacao foi realizada com vista ao emprego das moléculas propostas na terapia
fotodindmica. Sendo assim, os derivados porfirinicos sintetizados foram comparados
entre si e com algum paréametros relatados na literatura e classificados como mais ou
menos promissores de acordo com sua aproximacao de caracteristicas consideradas
ideais para um fotossensibilizador. Nestas avaliagdes, foram também incluidas as

porfirinas precursoras aminofenilporfirina 7 e hidroxifenilporfirina 8 a fim de verificar se
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a conjugacao foi eficaz em agregar caracteristicas fotofisicas melhores aos novos
compostos.

4.6.1 Absorcao no UV-visivel

Os espectros de absorcdo no UV-Vis das porfirinas sintetizadas foram
avaliados em dois aspectos. O primeiro deles foi quanto a intensidade da absorbancia
das bandas Q numa mesma concentracdo, ndao tendo sido identificada nenhuma
correlacdo l6gica entre as diferengas encontradas e as estruturas quimicas dos
compostos avaliados.

O segundo aspecto estudado foi a identificagdo do comprimento de onda da
ultima banda Q presente no espectro. Enquanto todas as porfirinas avaliadas
apresentaram bandas Q em torno de 650 nm, a porfirina 4 apresentou uma banda Q
adicional em 710 nm, destacando-se portando neste quesito. O Grafico 1 mostra o
espectro de absor¢do no UV-visivel das porfirinas avaliadas. Assim, somente o grupo
de ligacao tiocarbamida foi capaz de possibilitar a transferéncia da nuvem eletrénica
presente no grupo benzila para o macrociclo porfirinico. Isto provavelmente foi
possivel devido a relativa acidez dos hidrogénios benzilicos e a possibilidade de
desprotonacdo dos hidrogénios ligados aos nitrogénios da ponte tiocarbamida,
gerando a possibilidade da presenca de estruturas de ressonancia (GARCIA
FERNANDEZ; ORTIZ MELLET, 2000).
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450 550 650 750 (hm)

Grafico 1: Espectro de absorgdo no UV-Vis das Bandas Q das porfirinas 1-8. Plot da
absortividade molar (¢) versus comprimento de onda (A) empregando concentragdes
de porfirinas de 12 ymol/L em DMSO. Inset. Band Soret.
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Porfirinas que apresentem bandas Q em comprimentos de onda maiores
(préximos a 700 nm) s@o promissoras, devido ao fato de que nestes comprimentos de
onda a luz apresenta maior penetragcdo no tecido (O’CONNOR, 2009) e por
consequéncia essa caracteristica tende a melhorar a atividade biol6gica do composto.
Obviamente, esse nao é um fator que isoladamente pode determinar o sucesso de um
fotossensibilizador, dependendo este de uma série de condi¢des favoraveis, como, por
exemplo, a solubilidade a capacidade de absorcao e a estabilidade das moléculas em
meios biolégicos.

4.6.2 Produgéao de O, singlete

Diversos autores defendem que o oxigénio no seu estado singlete ('O,) é a
principal espécie envolvida na fotocitotoxicidade de porfirinas e outros
fotossensibilizadores (BECKMAN, KOPPENOL et at., 1996; ZAWACKA-PANKAU et
al.,, 2008). Esta é uma espécie reativa de agao inespecifica e tempo de meia vida
curto, gerada pela transferéncia de energia do fotossensibilizador para o oxigénio
presente no meio em presencga de luz em comprimento de onda adequado.

Num primeiro momento foi realizado apenas um teste qualitativo, seguindo
metodologia proposta por Hadjur e colaboradores (1998). Esta avaliagdo da geracao
de 'O, consistiu em uma metodologia indireta, baseada na reacdo do 1,3-
difenilisobenzofurano (DFiBF) com o 'O, gerado pelos derivados porfirinicos. Em seu
estado inicial, o reativo receptor DFiBF apresenta forte absor¢do no comprimento de
onda de 415 nm, porém apds reagir com o 'O, singlete sdo gerados produtos
incapazes de absorver nesta regido de comprimento de onda (Figura 20). Portanto, o
maior decaimento da absorbancia em 415 nm apos irradiagédo representa uma maior
quantidade de oxigénio singlete gerada.

Os dados apresentados no Grafico 2 na pagina seguinte mostram as
absorbancias observadas para o DFiBF na presenca e auséncia dos derivados
porfirinicos em termos de porcentagem apos diferentes periodos de irradiagao.

0] (0]

G GNP
o T O

Absorve em 415 nm NAOQ absorve em 415 nm

Figura 20: Reagao entre DFiBF e 'O, para formac&o do endoperéxido.
FONTE: Gorman et al., 2004.
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Grafico 2: Porcentagem de decaimento da absorbancia em 415 nm apds irradiagéo a
9 mW/cm? na faixa de comprimento de onda de 550-800 nm. As solugdes irradiadas
consistiram de DFiBF 50 ymol/L e porfirinas a 0,5 ymol/L em DMF/H,O (9:1).

Para assegurar que o decaimento observado ndo era decorrente de qualquer
fotodegradacao do reativo DFiBF procedeu-se um ensaio na auséncia dos derivados
porfirinicos. Nesta situagédo nao foi verificado decaimento significativo. A fim de avaliar
o ganho da geracdo de 'O, obtido com a sintese dos conjugados, foram avaliadas
também as porfirinas precursoras nao conjugadas aminofenilpofirina 7,
hidroxifenilporfirina 8 e a TPP 49. Os resultados obtidos nesta série de ensaios
permitiram, em alguns casos, associar a maior ou menor capacidade de geracao de
'0, singlete com as estruturas quimicas propostas.

Assim, verificou-se que a presenga do grupo de ligagdo tiocarbamida nas
estruturas 1 e 4 (linhas azuis no Grafico 2) foi capaz de aumentar a geracdo de 'O,
em relacdo a porfirina que deu origem a estes derivados (porfirina 7). Isto também foi
observado para os derivados carbamato 3 e 6 (linhas verdes) em relacdo ao seu
precursor sintético (porfirina 8). Para os derivados tiocarbamato foram observados
comportamentos distintos dos relatados anteriormente sendo que o derivado 2
apresentou um perfil de geracdo de 'O, muito semelhante ao observado para
porfirina 8 e o derivado porfirinico 5 apresentou uma reducéo na geracdo de 'O, em
relagcao porfirina precursora 8. De maneira geral, os derivados porfirinicos glicosilados
apresentaram maiores rendimentos de oxigénio singlete em relagcdo aos respectivos

analogos nao glicosidicos.
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Qualitativamente, segundo os resultados obtidos com a metodologia aplicada
no ensaio, a geragdo de 'O, foi crescente para as porfirinas na seguinte ordem:
porfirina 7 < porfirina 4 < porfirina 5 < porfirina 2 = porfirina 8 = porfirina 1 < porfirina 6
< porfirina 3. Portanto, os derivados conjugados através do grupo de ligagao
carbamato foram as sustancias que geraram maior rendimento de 'O, dentre as

espécies avaliadas.

4.6.2.1 Rendimento quantico de oxigénio singlete

Para o calculo dos rendimentos quéanticos de oxigénio singlete foi necessario a
realizacdo de ensaios empregando o composto azul de metileno para comparacao.
Este composto foi utilizado como referéncia e apresenta um rendimento quantico
considerado excelente, préximo a 100%, sendo de 0,52. Para esta avaliagdo foram
tomados os dados obtidos anteriormente nos primeiros oito primeiros minutos de
irradiagéo, onde foi observada linearidade no decaimento da absorbancia do reativo
DFiBF frente a irradiacdo, tanto na presenca das amostras como na presencga do
padrao. Comparando-se os coeficientes angulares da reta obtida pelo plot do logaritmo
natural da absorbancia do DFiBF no ponto maximo (415 nm) versus o tempo de
irradiacdo pode-se obter os valores para o rendimento quantico de 'O, Abaixo s&o
mostrados dois graficos de varredura: o primeiro mostrando o decaimento da
absorbancia do DFiBF na presenca do padrdo azul de metileno e o segundo
mostrando este comportamento frente a presenca da porfirina 3. Na sequéncia nao
mostrados os graficos de decaimento da absorbancia do DFiBF para as demais
porfirinas avaliadas. A tabela 15 resume os valores encontrados para o rendimento
quantico de 'O, calculados segundo a equacao:

Padrio
R. I3ps

CDA — (Dgadréo a
Pad
RPadrao | .

Nesta equagdo @, representa o rendimento quantico das porfirinas e d5adrao
representa o rendimento quantico do padrao (para o azul de metileno ®524r3°-0 52).
ReRPadrio g30 os coeficientes angulares do consumo do DFiBF na presenca das
porfirinas e do azul de metileno. Uma vez que a reagao é de primeira ordem, estes

parametros podem ser obtidos do gréafico que apresenta o logaritmo natural (In) da

absorbancia do DFiBF versus o tempo de irradiagao. I, € Igﬁfra" sdo as constantes
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de absorcdo luminosa para a amostra e para o azul de metileno respectivamente,
consideradas iguais no presente trabalho.

Abaixo sdo mostrados dois graficos da varredura da absorbancia das misturas
DFiBF e azul de metileno (Graf. 3) e DFiBF e a porfirina 3 (Graf. 4), para a
visualizaddo da auséncia de interferéncia na absorbancia do padrao e da amostra,
respectivamente, na leitura do decaimento da absor¢céo do DFiBF. A partir dos valores
obtidos no ponto maximo de absorcao do DFiBF (415 nm) foram tragados os graficos
de decaimento (Grafico 5,.5) e extraidos os valores do coeficiente angular da reta (a)
utilizados no célculo do redimento quantico de oxigénio singlete (®,). Os resultados de

(d,) séo mostrado na Tabela 15 e comentados na sequéncia.
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Grafico 3: Decaimento da absorbancia do DFiBF na presenca de azul de metileno
apos irradiagdo a 9 mW/cm? na faixa de comprimento de onda de 550-800 nm. DFiBF
a 50 ymol/L e azul de metileno a 0,5 pymol/L em DMF/H,O (9:1).

1.6 -
1.4 -
12 - _(1’
g 1 - 2
<C '
_‘é’ 0.8 7?1'
o i
-géj 0.6 5'
< 04 - S—{
02 - 7
0 T T — -1 - T
0.2 350 400 450 500 550

Grafico 4: Decaimento da absorbancia do DFiBF na presenca da Porfirina 3 apos
irradiacdo a 9 mW/cm?® na faixa de comprimento de onda de 550-800 nm. DFiBF a
50 ymol/L e porfirina a 0,5 pmol/L em DMF/H,O (9:1).
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Grafico 5..4: Plot do logaritmo natural da absorbancia do DFiBF (y) versus tempo de
irradiacéo (x) das porfirinas 1-6 e do padrdo azul de metileno. Irradiacdo a 9 mW/cm?
na faixa de comprimento de onda de 550-800 nm. DFiBF a 50 pymol/L; porfirinas e
azul de metileno a 0,5 pymol/L em DMF/H,0O (9:1).
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Tabela 15: Rendimentos quéanticos de oxigénio singlete (®,).

R (@) (Pp)
Azul de metileno 0,0333 0,52
Pofirina 1 0,0234 0,37
Pofirina 2 0,0175 0,27
Pofirina 3 0,0295 0,46
Pofirina 4 0,0132 0,21
Pofirina 5 0,0156 0,24
Pofirina 6 0,0297 0,46
Porfirina 7* 0,0093 0,15
Porfirina 8* 0,0242 0,38
Porfirina 49* 0,0028 0,04
Photofrin®** -- 0.32

* ndo mostrado no Grafico 5;
**valor proveniente da literatura (SILVA, et al. 2010)

O rendimento quéantico de oxigénio singlete gerado pelas porfirinas 3 e 6
(derivados carbamato) podem ser considerados excelentes, sendo de 0,46. Silva e
colaboradores (2010) ja haviam reportado um derivado porfirinico conjugado através
do grupo carbamato 4 uma porcdo naftaleno com excelente geracdo de 'O,
(®, = 0,60). Com os resultados do presente trabalho, pode-se verificar que o grupo de
ligacdo carbamato exerceu grande influencia neste comportamento, ndo sendo
determinante a porcdo ligada para que haja o efeito da boa producdo de 'O, As
porfirinas 1 (glicosil-tiocarbamida) e 8 (TPP-OH) também apresentaram rendimentos
quanticos de 'O, apreciaveis, sendo superiores as quantidades encontrados para o
padrdo ouro na terapia fotodindmica, Photofrin. As demais porfirinas conjugadas, 2, 5
(derivados tiocarbamato) e 4 (derivado benzil-tiocarbamida), apresentaram apenas
resultados moderados para o rendimento quantico de 'O, (variando de 0,21 a 0,27).
Isto pdde demonstrar que a produgao de oxigénio singlete também foi influenciada
pela estabilidade dos compostos (compostos 2 e 5 apresentam uma importante
instabilidade quimica e fotofisica — préximo topico) e pela absortividade molar (€) dos
compostos (compostos 4 e 2 apresentaram os menores coeficientes de absortividade
entre as molecular avaliadas — vide grafico 1).

4.6.3 Fotoestabilidade

O estudo de fotoestabilidade foi realizado em meio aquoso a fim de verificar o

comportamento dos compostos em um meio que se aproxima ao meio biologico. O
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parametro utilizado para avaliar a fotoestabilidade dos compostos foi 0 decaimento da
absorbancia no ponto maximo da banda Soret. Neste teste deve-se inicialmente
avaliar a estabilidade dos compostos na auséncia de luz para se ter certeza de que os
decaimentos observados decorrem da irradiacdo. Aléem da fotodegradacdo, outros

fatores podem levar ao decaimento da banda Soret, dentre eles a degradacao quimica
e a agregacao dos compostos. O Gréafico 6 mostra os resultados das leituras de

absorbancia no ponto maximo da banda Soret em porcentagem nos diferentes
periodos de tempo avaliados.
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Grafico 6: Porcentagem do decaimento da banda Soret na auséncia de irradiagéo
referente a estabilidade dos compostos em meio aquoso. Solu¢des de porfirinas

obtidas a partir das solugcbes estoque (1 mmol/L em DMSQO) na concentracdo de
10 ymol/L em H0.

Duas das porfirinas avaliadas, 1 e 4 (ambas conjugados tiocarbamida),

apresentaram um decaimento muito significativo da banda Soret, atingindo 31% e 8%
do valor inicial da absorbancia respectivamente. As demais porfirinas foram
consideradas estaveis nestas condicbes uma vez que o0 decaimento ndo atingiu
valores menores que 93% do valor inicial da absorbancia.

O comportamento de decaimento da banda Soret mesmo na auséncia de luz,
observado para as porfirinas 1 e 4, indicou a formagdo de agregados. Para que se
pudesse entdo avaliar a fotoestabilidade destes compostos foi necessario desenvolver
um sistema de tensoativos que evitasse esta agregacao. Foram testadas solugbes de
SDS (dodecil sulfato de sédio) nas concentragdes de 10, 1 e 0,1 mg/100ml. Em todas
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as situacdes verificou-se a manutencao da absorbancia da banda Soret e, assim,
optou-se pela menor concentracdo para realizagdo dos testes de fotoestabilidade nos
casos destas duas porfirinas. A concentracao de 0,1 mg% corresponde a 0,003 mM e
esta muito abaixo da CMC (concentracdo micelar critica) do SDS, que é de 8 mM. O
Gréfico 7 ilustra a estabilidade dos mondémeros na solucdo de SDS de menor
concentracao, a qual foi utilizada também nos testes de fotoestabilidade. Importante
ressaltar que nao foi detectada absortividade do préprio tensoativo SDS no
comprimento de onda avaliado. Além disto, a concentragéo de tensoativo empregada
nesta avaliacdo pode ser considerada baixa, o que é essencial para que a mesma
possa ser empregada em testes bioldgicos futuros sem que o comportamento celular
normal seja afetado.

1001 Frmmemefooo oo g

90-

H

80-
70
60-

50 — Porfirina 1
--- Porfirina 4

30-

% da absorbancia
no pico maximo da banda Soret

204

10

c T T T T T T T T T T T
N A v ) ™ © ® KN R ] )
Tempo (minutos)

Grafico 7: Porcentagem do decaimento da banda Soret na auséncia de irradiagéo
referente a estabilidade dos compostos 1 € 4 em solugdo de SDS 0,1mg/100ml.
Solucdes de porfirinas obtidas a partir das solucdes estoque (1 mmol/L em DMSO) na
concentracao de 10 ymol/L.

A observacdo do nao decaimento da banda Soret na auséncia de luz é
necessaria para que se possa afirmar que o comportamento na presenca de luz é
decorrente somente da fotoestabilidade do composto propriamente dito e ndo decorre
de outros fatores como, por exemplo, a agregacao. Tendo estabelecido as condi¢cdes
na auséncia de irradiacdo passou-se para os testes com incidéncia de luz para a
avaliagdo da fotoestabilidade.

Neste ensaio houve grande correlagdo entre os comportamentos observados e
a natureza da ponte de ligagdo dos conjugados. Assim, constatou-se que os
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conjugados porfirinicos carbamato 3 e 6 (linhas verdes do Grafico 8) foram os
compostos mais fotoestaveis, com decaimento da banda Soret inferior a 2%. Estes
foram seguidos pelos derivados tiocarbamida 1 e 4 (linhas azuis), os quais
apresentaram decaimento em torno de 5%, sendo estatisticamente mais fotoestaveis
que o seu precursor sintético (porfirina 7). Os compostos menos fotoestaveis segundo
estes ensaios foram os derivados porfirinicos tiocarbamato 2 e 5 (linhas vermelhas),
que apresentaram perfil de decaimento da banda Soret préximas ao que é observado

para a porfirina precursora 8.
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* ensaios realizados em solugao aquosa de SDS 0,1 mg%;
NOTA: os demais ensaios foram realizados em H>O (sem a adi¢édo de tensoativo).

Grafico 8: Porcentagem do decaimento da banda Soret ap6s irradiacdo a 100mW/cm?
referente a fotoestabilidade dos derivados porfirinicos. Solu¢des de porfirinas obtidas a
partir das solugdes estoque (1 mmol/L em DMSO) na concentracdo de 10 pmol/L em
H.O.

O perfil de fotobranqueamento apresentado pelos derivados porfirinicos 2 e 5,
muito similar ao do composto 8, pode ter sido determinado pela hidrélise dos
compostos durante o percurso do experimento, o que resultaria justamente na geragcao
do derivado 8 no meio. Ja o grupo carbamato, presente nos compostos 3 e 6, mostrou-
se determinante na manutencao da integridade do macrociclo porfirinico observado no

experimento.
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4.6.4 Estudo de agregacéo

Dentre as porfirinas sintetizadas, duas delas apresentaram um comportamento
diferente das demais (porfirinas 1 e 4), formando agregados em meio aquoso. Esta
agregacao pode ser observada pelo decaimento da banda Soret até um determinado
patamar como ja comentado anteriormente (vide Grafico 6). Observando este
comportamento, os resultados obtidos até o0 momento permitiam apenas afirmar que o
grupo de ligagéo tiocarbamida aumenta a tendéncia da formagao destes agregados.

O fenbmeno de agregacdo em pigmentos ja é bastante estudado e
reconhecidamente influenciado por diversos fatores. No caso especifico das porfirinas
este fenbmeno ¢é influenciado pela presenca e natureza dos substituintes ligados ao
anel porfirinico, concentracao, polaridade do solvente e temperatura, entre outros. A
fim de avaliar esse fendmeno e verificar a influéncia da natureza do grupo de ligacédo e
do ligante no comportamento de agregacao foi realizado um estudo preliminar com
base em experimentos espectrofotométricos e de fluorescéncia.

Ao contrario do esperado, as duas porfirinas avaliadas (1 e 4) apresentaram
comportamentos fotofisicos distintos no estudo de agregacao. O Grafico 9 mostra o
comportamento de deslocamento dos picos maximos da banda Soret em
concentracdes crescentes das porfirinas e o Grafico 10 traz o comportamento
caracteristico da emissao de fluorescéncia nos dois casos.

Os dados espectrométricos mostram a porfirina 1 (Grafico 9a) apresentando
deslocamento hipsocrébmico com o aumento da concentragcdo e a porfirina 4
(Gréfico 9b) apresentando comportamento batocrémico. Quanto aos resultados da
emissao de fluorescéncia (grafico 10), pode-se verificar o0 aumento gradativo para a
porfirina 4 com o aumento da concentragao, e ao contrario, o decaimento da emissao
para a porfirina 1. Segundo a teoria excitonica estabelecida por Kasha e colaboradores
(1963), estes dados permitem fazer consideragdes acerca do arranjo espacial dos
agregados formados.
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Grafico 9: Espectro de UV-vis dos compostos 1 (a) e 4 (b) em diferentes
concentracdes de porfirinas. Plot da absorbancia (y) versus comprimento de onda (x).
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Grafico 10: Plot da area da intensidade da emisséo (y) versus concentragao (x) das
porfirinas 1 (linha solida) e 4 (linha pontilhada). Circulos e triangulos representam os
pontos experimentais.

Assim, segundo a teoria, a transicao de elétrons do estado fundamental para
orbitais moleculares ligantes ou antiligantes no estado excitado influencia o
comportamento fotofisico dos compostos e influencia a geometria dos agregados
(GUO, 2008; STEPANEK, 2007; EISFELD, BRIGGS, 2006; KASHA, 1963; JELLY,
1936). A transicao eletrénica entre de elétrons de orbitais no estado fundamental para
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orbitais antiligantes no estado excitado resulta em um deslocamento hipsocrémico da
banda Soret e formacdo de agregados em arranjos colunares conhecidos como
“agregados-H” (a letra “H” refere-se ao comportamento hipsocrémico observado).
Além disto, o espectro de emissdo de fluorescéncia apresenta um decaimento na
ocasido da formacao dos agregados. Por sua vez, a transi¢cdo do estado fundamental
para orbitais moleculares ligantes no estado excitado resultam em um deslocamento
batocrémico da banda Soret, aumento da emissdo de fluorescéncia e formagéao de
agregados em arranjo inclinado ou em “escada” conhecidos como “agregados-J” (a
letra “J” refere-se ao nome do pesquisador que observou pela primeira vez este
comportamento — Jelly).

De acordo com o exposto, foi possivel identificar que a porfirina 1 tende a
formar agregados do tipo H em arranjos colunares e a porfirina 4 tende a formar
agregados—J em arranjo inclinado ou “escada”. Abaixo a Figura 21 mostra
esquematicamente a estrutura dos agregados em meio aquoso propostas para as
porfirinas estudadas. Embora a grupo de ligagao tiocarbamida tenha sido mandatério
para tendéncia de agregacao, de acordo com nossos resultados ele ndo foi decisivo
para definir o arranjo espacial assumido pelos agregados.

Porfirina 1 Porfirina 4
Agregado-H Agregado-J

Figura 21: Estruturas sugeridas para os agregados-H e —J para as porfirinas 1 e 4
respectivamente.

O sistema de elétrons = presentes tanto no macrociclo porfirinico quanto no
grupo benzila, no derivado 4, pode ter contribuido para a existéncia de agregados em
arranjos inclinados. A existéncia deste sistema de elétrons em ambas as porcoes
anteriormente citadas permitiria a sobreposicdo dos diferentes sistemas durante o
processo de agregacgdo. Ja para o derivado 1, sem a existéncia de um sistema de
elétrons © na porcdo ligada ao macrociclo, esta sobreposicdo ficaria mais restrita.
Assim, somente os macrociclos porfirinicos poderiam sobrepor-se, gerando arranjos

mais colunares.
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho foram sintetizados e avaliados seis novos conjugados
porfirinicos sendo trés deles glicoporfirinas (porfirinas 1-3), uma promissora classe de
fotossensibilizadores com potencial aplicagdo dentro da modalidade terapéutica
conhecida como terapia fotodinamica.

Além da sintese destes novos compostos, foi realizada a otimizagao da sintese
de porfirinas monossubstituidas e de derivados isotiocianato. Através da realizagdo e
comparacdo entre os rendimentos de diferentes rotas sintéticas com posterior
otimizacao das etapas de sintese, foi possivel alcancar dados consistentes a respeito
da melhor forma de se sintetizar as substancias em questdo. Além disto, demonstrou-
se a efetividade de rotas sintéticas ainda ndo exploradas na sintese das
porfirinas 7 e 8.

Para a sintese da 5-(p-aminofenil),10,15,20-trifenilporfirina 7, a rota sintética
proposta na literatura confirmou-se como a mais vantajosa no presente estudo. O
emprego de BF;OEt, e SeO, mostrou-se eficiente na ciclocondensacdo de p-
nitrobenzaldeido e pirrol para formacao da 5-(p-nitrofenil),10,15,20-trifenilporfirina 53 e
0 uso de Sn em meio acido mostrou-se a melhor estratégia para redugdao do grupo
nitro ao grupo amino sem afetar as demais ligagées duplas presentes na porfirina 7.

Ja na sintese da 5-(p-hidroxifenil),10,15,20-trifenilporfirina 8, a rota mais
vantajosa nao foi aquela proposta na literatura, e sim a estratégia que passou pela
sintese da 5-(p-acetoxifenil),10,15,20-trifenilporfirina  103. Nesta estratégia os
rendimentos obtidos com o uso do DDQ como agente oxidante superaram aqueles
obtidos com o uso de SeOs,.

Na sintese do glicosil isotiocianato 9 foi possivel obter um rendimento maior do
que qualquer rendimento ja relatado na literatura com a simples adi¢cao de catalisador
aos reagentes ja previstos na metodologia descrita por Camarasa e colaboradores
(1984).

Quanto a sintese dos novos derivados porfirinicos 1-6 através da conjugagéao
entre as porgoes previamente sintetizadas, os melhores rendimentos alcangados se
deram na obtencdo da porfirina glicosil tiocarbamida 1 por métodos tradicionais de
sintese e sem a adi¢do de qualquer catalisador. Foi desenvolvido também um método
para obtencao especificamente do composto tiocarbamato 2 e 5 e outro para obtencao
da porfirina carbamato 3 e 6, evitando complicacées na etapa de purificagdes dos
mesmos. Os compostos benzilporfirinicos 4-6 puderam ser obtidos através das
mesmas metodologias empregadas na sintese das glicoporfirinas, demonstrando
assim a versatilidade das adaptagdes realizadas.
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Através da sintese assistida por ultrassom nao foi possivel obter quantidades
satisfatérias dos derivados benzil porfirinicos 4-6. Porém, no caso das glicoporfirinas
essa estratégia de transferéncia de energia trouxe alguns ganhos, como a redugcao no
tempo da reagdo e um aumento da quimiosseletividade para formagédo do derivado
carbamato 3.

Um comportamento quimico diferenciado foi observado para os conjugados
tiocarbamato 2 e 5. A anadlise da integragdo dos sinais e das constantes de
acoplamento em espectros de RMN de 'H permitiram a observacéo da presenca de
rotameros dos compostos em questdo. Nestes dois compostos verificou-se também
uma acentuada instabilidade quimica, sendo observada hidrolise a porfirina
precursora 8 (majoritariamente) e troca do atomo de enxofre por oxigénio originando
os derivados carbamato 3 ou 6 (em menor propor¢cdo) mesmo na auséncias de ions
hidroxidos (os quais tipicamente provocam esta troca).

Estudos fotofisicos foram realizados com os seis novos derivados porfirinicos
1-6 e as duas porfirinas precursoras 7-8 demonstrando, na maior parte das andlises,
que os conjugados possuem caracteristicas fotofisicas melhores, em relagédo as
porfirinas ndo conjugadas, do ponto de vista da TFD. Também foi verificada grande
correlacao entre os comportamentos fotofisicos observados e a natureza do grupo de
ligacao.

Em relagdo a avaliacdo do espectro eletronico das porfirinas sintetizadas, a
porfirina 4 se destacou. Apesar de apresentar bandas Q menos intensas que as
observadas para as demais porfirinas, ou seja, com menores coeficientes de extingao,
apresentou uma banda Q adicional em 710 nm. Esta caracteristica é bastante
importante quando se almeja o emprego do fotossensibilizador para o tratamento de
tecidos profundos, pois possibilita a ativagdo do mesmo em comprimentos de onda do
vermelho (no qual a luz apresenta maior penetragdo nos tecidos). Apesar disto, o
baixo coeficiente de extingao molar (¢) pode representar um empecilho para geracao
de quantidades apreciaveis de oxigénio singlete.

Quanto ao estudo de fotoestabilidade, as porfirinas carbamato 3 e 6
demonstraram ser as mais fotoestaveis. Apesar de este comportamento ter sido
observado para porfirinas ligadas a um grupo carbamato anteriormente (SILVA, et al.,
2010), os motivos para ocorréncia do mesmo ainda permanecem incertos. Para as
porfirinas conjugadas através do grupo tiocarbamato 2 e 5 foram as menos
fotoestaveis, resultado que esta em concordancia com o comportamento quimico de
instabilidade observado para estes compostos. Nestes mesmos ensaios verificou-se
também um comportamento tipico da agregacao de corantes para as porfirinas 1 e 4

em meio aquoso. Em um ensaio especifico verificou-se, entdo, um perfil de
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deslocamento das banda no UV-visivel diferente para estes dois derivados sendo
hipsocromico para a porfirina 1 e batocrémico para a porfirina 4 , o que permitiu a
proposicao de arranjos espaciais diferentes para os agregados de cada uma destas
porfirinas.

Na geracdo de oxigénio singlete, as porfirinas conjugadas através do grupo
carbamato 3 e 6 também se destacaram, sendo as substancias que mais produziram a
espécie reativa dentre as porfirinas analisadas. Este comportamento possivelmente se
deve ao envolvimento de mecanismos de transferéncia de energia para a molécula de
oxigénio, facilitados pela presenca do grupo carbamato ligado ao macrociclo porfirinico
(SILVA et al., 2010)

Considerando tanto os resultados dos experimentos de sintese quanto os
resultados dos estudos fotofisicos obtidos no presente trabalho, é possivel elencar os
derivados porfirinicos conjugados através do grupo carbamato (compostos 3 e 6)
como o0s mais promissores para o uso na TFD. Isto se deve aos rendimentos de
sintese apreciaveis (tanto por técnicas convencionais quanto por metodologia assistida
por ultrassom), a fotoestabilidade destes compostos, a ndo agregagdo em meio
aquoso e a geragao de oxigénio singlete superior as demais porfirinas estudadas.
Além destes, as porfirinas conjugadas através do grupo tiocarbamida (1 e 4) também
apresentam boas chances para o emprego em TFD desde que contornado o problema
da agregacao destes composto com a utilizagdo de tensoativos ou sistemas micelares.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo um soélido ponto de partida para a
correlacdo de dados de experimentos fotofisicos e futuros experimentos in vitro e
in vivo que se possa realizar com os compostos sintetizados a fim de se avaliar a
relagcdo estrutura-atividade dos mesmos. Além disto, direciona a elaboracao de novos
conjugados e gliconjugados porfirinicos para obtencéo de fotossensibilizadores mais
adequados para o uso na TFD.
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Anexo 1: Estrutura quimica dos produtos obtidos por sintese.
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Anexo 2: Sintese e caracterizacao da 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirina 53

H H O H O

N 1BFOEt CH,Cl,
4 NO
U+3é+1 2SeO O ?

A técnica de sintese utilizada para obtencao da porfirina 53 é uma adaptagao
da metodologia desenvolvida em nosso laboratério (LO et al., 2011). Em um baldo de
fundo redondo adicionou-se 40 ml de CH.Cl,, benzaldeido (3 mmol, 305 ul), p-
nitrobenzaldeido (1 mmol, 151 mg) e pirrol (4 mmol, 280 pl). Apés observar-se a
dissolucdo destes, acrescentou-se gota-a-gota o catalisador acido BF;OEt,
(0,28 mmol, 36 pl) dissolvido em 2 ml de CH.Cl,. Essa mistura reagiu por 30 min a
temperatura ambiente (TA). Iniciou-se entdo a etapa de oxidagdo na qual foi
adicionado o SeO, (20 mmol, 2,22 g). Notou-se uma rapida mudanca de cor, do
castanho para o preto. A reagdo permaneceu por mais 1 h sob agitagcdo para que se
completasse a oxidagdo. O meio reacional foi entdo filtrado em Celite, o filtro foi
lavado com CH.Cl, e o resultante foi entdo seco em rotaevaporador. O residuo foi
purificado por cromatografia em coluna utilizando Silica Gel 60 como fase estacionéria
e CH,Cly/hexano (1:1) como fase mével.

A porfirina 53 foi sintetizada com rendimento maximo de 16,2 %. Os sinais de
RMN e espectometria de massas condizem com dados da literatura (KRUPER et al.,
1989). Os espectros obtidos podem ser vistos a seguir na Figura 24 (RMN de 'H) e
Figura 25 (ESIMS).

RMN H' (CDCls) & (ppm) 8,87 (d, J=4,7 Hz, 2H, B-pirrolico); 8,86 (s, 4H, B-pirrélico);
8,74 (d, J=4,7 Hz, 2H, B-pirrdlico); 8,63 (d, J=8,5 Hz, 2H, orto-nitrofenil); 8,40 (d, J=
8,5 Hz, 2H, meta-nitrofenil); 8,22 (d, J=6,9 Hz, 6H, orto-fenil); 7,77 (m, 9H, meta e
para-fenil); -2,76 (s, 2H, NH-pirrélico). ESIMS m/z: 660,8 [M + H]"
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Figura 22: Espectro de RMN de 'H da porfirina 53, na concentracdo de 5 mg/ml em
CDCl; e calibrado em 7,26 ppm pelo sinal no solvente.
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Figura 23: Espectro de massas da pofirina 53, m/z = 660.8 [M+H]".
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Anexo 3: Sintese e caracterizagcdo do 5-(4-amino)-10,15,20-trifenilporfirina 7

Ph Ph

Ph (rho: it W

53
Ph Ph

A metodologia empregada nesta reagdo de reducdo baseou-se na técnica
utiizada por KRUPER et al. (1989) e também citada em LAROCK (1999).
Primeiramente pesou-se a porfirina precursora 53 (0,5 mmol, 330 mg) e o Estanho (10
mmol, 1,187 g) em um baldo de fundo redondo. Foi entdo adicionado 4,1 ml de HCI
concentrado (50 mmol) e essa reacdao heterogénea permaneceu tampada e sob
agitacdo por 5h em banho de glicerina a 65°C. ApOs esse periodo retirou-se o
aquecimento e aguardou-se até que mistura atingisse a TA. Foram adicionados 50 ml
de CH,CIl, e procedeu-se uma extracao em funil de separacdo, lavando a fase
organica primeiramente com uma solugdo saturada de Na,CO; até observa-se
mudanca do coloragdo de verde para rosea e em seguida procedeu-se a lavagem da
fase organica com agua destilada. O resultante foi filtrado com Na,SO, para remover
tracos de agua e seco em rotaevaporador. Para garantir o pureza do composto o
residuo obtido anteriormente foi purificado por cromatografia em coluna utilizando
Silica Gel 60 como fase estacionaria e CH,Cl,/hexano (3:1) como fase moével.

A porfirina 7 foi sintetizada com rendimento maximo de 61,3 %. Os sinais de
RMN e espectometria de massas condizem com dados da literatura (KRUPER et al.,
1989). Os espectros obtidos podem ser vistos a seguir na Figura 26 (RMN de 'H) e
Figura 27 (ESIMS).

RMN H' (CDCl;) & (ppm) 9,02 (d, J=4,77 Hz, 2H, B-pirrolico); 8,92 (m, 6H, B-pirrélico);
8,30 (d, J=6,90 Hz, 6H, orto-fenil); 8,04 (d, J=7,8 Hz; 2H, orto-aminofenil); 7,81 (m, 9H,
meta e para-fenil); 7,08 (d, J=7,8 Hz; 2H, meta-aminofenil); 3,97 (s, 1H, N-H); -2,73 (s,
2H, NH-pirrélico). ESIMS m/z: 630,6 [M + H]*
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Figura 24: Espectro de RMN de 'H da porfirina 7, na concentracdo de 5 mg/ml em

CDClI; e calibrado em 7,26 ppm pelo sinal no solvente.
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Figura 25: Espectro de massas da pofirina 7, m/z = 630.6 [M+H]".
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Anexo 4: Sintese e caracterizacao da 5-(4-acetoxifenil)-10,15,20-trifenilporfirina 103

Ph

H Z
s ) O ()-0Ac
L 2000
Ph 103

A sintese da porfirina 103 baseou-se numa adaptag¢éo da metodologia proposta
por LINDSEY et al.,, 1987. Inicialmente o benzaldeido (3 mmol, 305 ul), o p-
acetoxibenzaldeido (1 mmol, 140 pl) e o pirrol (4 mmol, 280 pl ) foram adicionados sob
agitacao a um baldo de fundo redondo contendo 40 ml de CH,Cl,. ApGs observar-se a
dissolucdo destes, acrescentou-se gota-a-gota o catalisador acido BF;OEt,
(0,28 mmol, 36 pl) dissolvido em 2 ml de CH,Cl,. Essa mistura reagiu por 30 min. a
TA. Iniciou-se entdo a etapa de oxidacdo na qual foi adicionado o DDQ (3 equiv). A
reacao permaneceu por mais 1 h, sob agitagédo, para que se completasse a oxidagao.
O meio reacional foi entdo filtrado em celite, o filiro foi lavado com CHCl,.
Adicionalmente essa mistura foi filtrada em silica e Florisil® e o resultante foi entdo
seco em rotaevaporador. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna
utilizando Silica Gel 60 como fase estacionaria e CH,Cl,/hexano (2:1) como fase

movel.

A porfirina 103 foi sintetizada com rendimento maximo de 12,6 %. A identidade
do produto foi confirmado por RMN de H' e espectometria de massas. Os espectros
obtidos podem ser vistos a seguir na Figura 28 (RMN de 'H) e Figura 29 (MALDI-
TOF).

RMN H' (CDCl3) & (ppm) 8,89 (m, 8H, B-pirrolico); 8,25 (d, J=6,8 Hz, 8H, orto-fenil);
7,78 (m, 9H, meta e para-fenil); 7,52 (d, J=8,2 Hz; 2H, meta-acetoxifenil); 2,50 (s, 3H,
CH,); -2,71 (s, 2H, NH-pirrolico). MALDI-TOF m/z: 673,298 [M + H]*
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Figura 26: Espectro de RMN de 'H da porfirina 103, na concentracdo de 5 mg/ml em
CDCI3 e calibrado em 7,26 ppm pelo sinal no solvente.
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Figura 27: Espectro de massas da porfirina 103, m/z = 673.119 [M+H]".
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Anexo 5: Sintese e caracterizagao da 5-(4-hidroxifenil)-10,15,20-trifenilporfirina 8

Ph

Ph
HCI, 60°C, 4h
o Come 50 o Oror
8
Ph

103
Ph

A metodologia de desacetilacdo baseou-se na em GREENE e WUTS (1999).
Primeiramente pesou-se 337 mg (0,5 mmol) da porfirina precursora 103 em um baléao
de fundo redondo. Foi entdo adicionado 3,5 ml de HCI concentrado e a reagao
permaneceu tampada e sob agitacao por 4h em banho de glicerina a 60°C. ApGs esse
periodo retirou-se o0 aquecimento e aguardou-se até que mistura atingisse a TA.
Foram adicionados 50 ml de CH,Cl, e procedeu-se uma extracdo em funil de
separacao, lavando a fase organica com uma solugao saturada de Na,CO; até
observa-se mudanga do coloracdo de verde para résea e em seguida procedeu-se a
lavagem da fase orgénica com agua destilada. O resultante foi filtrado com Na,SO,
para remover tracos de agua e seco em rotaevaporador. Para garantir o pureza do
composto o residuo obtido anteriormente foi purificado por cromatografia em coluna
utilizando Silica Gel 60 como fase estacionaria e CH,Cl,/hexano (3:1) como fase

movel.

A porfirina 8 foi sintetizada com rendimento méaximo de 70 %. Os sinais de
RMN e espectometria de massas condizem com dados da literatura. Os espectros
obtidos podem ser vistos a seguir na Figura 30 (RMN de 'H) e Figura 31 (MALDI-
TOF).

RMN H' (CDCl;) & (ppm) 8,90 (d, J=4,52 Hz, 2H, B-pirrolico), 8,87 (m, 6H, B-pirrolico);
8,24 (dd, J= 6,9; 1,1 Hz, 6H, orto-fenil); 8,08 (d, J=8,19 Hz; 2H, orto-hidroxifenil); 7,78
(m, 9H, meta e para-fenil); 7,17 (d, J=8,19 Hz; 2H, meta-hidroxifenil); -2,72 (s, 2H, NH-
pirrélico). MALDI-TOF m/z: 631,103 [M+H]".
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Figura 28: Espectro de RMN de 'H da porfirina 8, na concentracéo de 5 mg/ml em

CDCl; e calibrado em 7,26 ppm pelo sinal no solvente.
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Figura 29: Espectro de massas da porfirina 8, m/z=631.103 [M+H]".
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Anexo 6: Sintese da 1,2,3,4,6-per-O-acetil-a,B-D-glucopiranosideo 41

OH

HO - OH Py, Ac,0 A

24h, TA

HO on 90 AcO OAc

A glucose 90 foi peracetiladas em mistura de anidrido acético e piridina, a 0° C,
de acordo com metodologia proposta em WOLFROM e THOMPSON (1963).

Para a sintese do derivado peracetilado primeiramente dissolveu-se 10 g
(0,25 mol) da glucose em 160 ml de piridina a 0°C. No momento em que se alcangou a
dissolugéo foi adicionado 240 ml de anidrido acético e manteve-se a reagdo sob
agitacao em TA por 18 h. Ap6s o término da reagdo adicionou-se 300 ml de gelo.
Nesse momento ocorreu a precipitacdo no produto, o qual foi separado do meio
reacional por filtracdo sendo lavado com agua gelada. O produto foi seco em TA e
posteriormente recristalizado em H,O/EtOH sem necessidade de outros processos de
purificagéo obtendo se 97 % de rendimento.
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Anexo 7: Sintese e caracterizacdo da 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-bromo-a-
glucopiranosideo 40

OAc OAc

PBr,, H,0, CH,Cl,

AcOm OAc AcQOun

wnBr

AcO ’/OAc

4 42

AcO

A glucose peracetilada 41 foi submetida a reacdo de halogenacao onde
empregou-se a metodologia descrita por HELFERICH e JOACHIM, 1962. Para sintese
do bromoglicosideo 42 primeiramente dissolveu-se 1,75 g (4,5 mol) do derivado
peracetilado em 50 ml de CH.Cl,. Sob forte agitacdo e em banho de gelo e agua foi
adicionado lentamente 2,5 ml (75 mmol) de tribrometo de fésforo e em seguida 0,5 ml
(37,5 mol) de agua, também lentamente. Retirou-se entdo o banho de gelo e a reagéo
procedeu em TA por 4 h até se verificar o termino da reacdo por CCD
(FM:AcOEt/hexano 1:2). Apés esse periodo foi adicionado diretamente ao meio
reacional 10 g de Na,CO; para neutralizar o meio reacional. O produto foi entéo
extraido em funil de separacao usando CH,CIl,/H,O. Apd6s extracdo e lavagem até pH
neutro a fase organica foi filtrada com Na,SO,4 e seca em rotaevaporador. Para garantir
0 pureza do composto, a residuo foi ainda cristalizado em uma solucdo de éter
dietilico/ciclohexano.

O glicosideo 42 foi sintetizado com rendimento maximo de 71 %. Os sinais de
RMN e espectometria de massas condizem com dados da literatura. Os espectros
obtidos podem ser vistos a seguir na Figura 32 (RMN de 'H) e Figura 33 (RMN de
13
C).

RMN H' (CDCly) 5 (ppm) 6,60 (d, 1H, J=3,90 Hz, H-1); 5,55 (t, 1H, Js4=9,80, H-3);
5,16 (1, 1H, H-4); 4,83 (dd, 1H, H-2); 4,30 (M, 2H, Js.ca=Js.6=10,48); 4,13 (d, 1H, H-5);
2,08-2,02 (4 s, 12H, MeCO). RMN C™ (CDCls) & (ppm) 170,4; 169,79; 169,74; 169,4
(4C, C=0); 86,6 (C-1); 72,1 (C-2); 70,6 e 70,1 (C-3 e C-5); 67,2 (C-4); 60,9 (C-6);
20,58 (4C, CHa).
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Figura 30: Espectro de RMN de 'H do glicosideo 42, na concentragéo de 10 mg/ml em
CDCl; e calibrado em 7,26 ppm pelo sinal no solvente.
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Figura 31: Espectro de RMN de °C do glicosideo 42, na concentragéo de 10 mg/ml
em CDClI; e calibrado em 77,2 ppm pelo sinal no solvente.
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Anexo 8: Sintese e caracterizacdo do 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil
isotiocianato 9

KSCN, Nal

— > AcOiu
acetonitrila anid.

A metodologia empregada para sintese do Glc-NCS 9 é uma adaptagcédo da
metodologia de L’ABEE e LEURS (1992) para sintese de benzil isotiocianatos a partir
de brometo de benzila. Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 411 mg (1
mmol) do bromoglicosideo 42, 194 mg (2 mmol) de tiocianato de potassio, 75 mg (0,5
mmol) de iodeto de sédio e 161 mg (0,5 mmol) de brometo de tetrabutilamdnio. Em
seguida o baldo foi tampado e inseriu-se uma atmosfera de gas nitrogénio. Apés a
troca da atmosfera, foi adicionada 25 ml de acetonitrila anidra sem a abertura do
frasco (com o auxilio de uma seringa). A reacao procedeu por 2 h a temperatura de
90°C. Foram adicionados entédo, 50 ml de CH,Cl, e procedeu-se uma extragdo em funil
de separacao, lavando a fase orgéanica trés vezes com agua destilada. O resultante foi
filtrado com Na,SO, para remover tragcos de agua e seco em rotaevaporador. O
residuo obtido anteriormente foi purificado por cromatografia em coluna utilizando
Silica Gel 60 como fase estaciondria e AcOEt/hexano (1:1) como fase movel.
Adicionalmente o composto foi cristalizado em uma solugdo de éter
dietilico/ciclohexano.

O glicosideo 9 foi sintetizado com rendimento maximo de 84 %. Os sinais de
RMN e espectometria de massas condizem com dados da literatura. Os espectros
obtidos podem ser vistos a seguir na Figura 34 (RMN de 'H), Figura 35 (RMN de '°C)
e Figura 36 (ESIMS),

RMN H' (CDCls) & (ppm) 5,20 (t, 1H, Jos=Js4= 9,46 Hz, H-3); 5,09 (1, 2H, H-2 e H-4);
5,01 (d, 1H, J= 8,48 Hz, H-1); 4,24 (dd, 1H, Jsasp= 12,63 Hz, Js.6,= 4,80 Hz, H-6a); 4,14
(dd, 1H, Js.o= 2,34 Hz, H-6b); 3,74 (m, 1H, H-5). RMN C" (CDCl,) 5 (ppm)170,8-169,3
(4C, C=0); 144,7 (NCS); 83,9 (C-1); 74,5(C-2); 72,8 e 72,2 (C-3 e C-5); 68,0 (C-4);
61,9 (C-6); 21,0-20,8 (4C, CH;). ESIMS m/z: 412,1 [M+Na]*
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Figura 32: Espectro de RMN de 'H do glicosideo 10, na concentragéo de 5 mg/ml em
CDCl; e calibrado em 7,26 ppm pelo sinal no solvente.
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Figura 33: Espectro de RMN de "*C do glicosideo 9, na concentracéo de 5 mg/ml em
CDCl; e calibrado em 77,2 ppm pelo sinal no solvente.
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Anexo 9: Sintese e caracterizagado do derivado benzil isotiocianato 10

Br
©/\ KSCN, Nal NCS
—_—
DMF, 90°C, 6h

91 10

A metodologia empregada para sintese do Bn-NCS 10 é uma adaptagédo da
metodologia de L’ABEE e LEURS (1993). Em um baldo de fundo redondo foram
adicionados 600 pl de brometo de benzila, 972 mg de tiocianato de potassio e 300 mg
de iodeto de sbdio. Em seguida o balao foi tampado e inseriu-se uma atmosfera de
gas nitrogénio. Apos a troca da atmosfera, foi adicionada com o auxilio de seringas de
vidro 25 ml de DMF anidro sem a abertura do frasco. A reacdo procedeu por 6h a
temperatura de 90°C (banho de glicerina). Foram adicionados entao, 50 ml de CH,Cl,
e procedeu-se uma extracdo em funil de separacao, lavando-se a fase organica trés
vezes com agua destilada. O resultante foi filtrado com Na,SO, para remover tracos
de agua e seco em rotaevaporador. O residuo obtido anteriormente foi purificado por
cromatografia em coluna utilizando Silica Gel 60 como fase estacionaria e hexano
como fase movel.

O derivado isotiocianato 10 foi sintetizado com rendimento maximo de 70 %.
Os sinais de RMN condizem com dados da literatura. O espectro de RMN de 'H pode
ser visto a seguir na Figura 37.

RMN H' (CDCls) 5 (ppm) 7,38 (m, 5H, Ph); 4,74 (s, 2H, CHy).
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Figura 35: Espectro de RMN de 'H do composto 10, na concentracéo de 10 mg/ml em
CDCl; e calibrado em 7,26 ppm pelo sinal no solvente.
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Anexo 10: Sintese dos derivados porfirinicos tiocarbamida 1 e 4.

Ph Ph
SCN OAc S

\ CHal, >— NH :‘OAc

Ph NHy 4 Q OAc —— > Ph NH X
/ 60°C, 24h o OAc

AcO OAc /
7 09
Ph Ph

1 AcO OAc

Ph

S
CHOl, > N
7 + B — Ph NH
60°C, 24h
4
Ph

O procedimento para sintese dos derivados tiocarbamida 1 e 4 consistiu em
dissolver 0,05 mmol da aminoporfirina 7 e 0,1 ou 0,5 mmol dos derivados isotiocianato
9 e 10 respectivamente em 2 ml de CHCI;, Ap6s dissolugao as reagdes procederam
sob agitagdo a 60°C por 24h. Apos o término das reagdes o meio foi seco em
rotoevaporador e as porfirinas purificadas por cromatografia em coluna utilizando Silica
Gel 60 como fase estacionaria e fases moveis adequadas para cada caso:

e Porfirina 1: FM = CH,Cl,/MeOH 99:1
e Porfirina 4: FM = AcOEt/Hexano 1:1

Os compostos foram obtidos com 72 e 52% de rendimento respectivamente.

No procedimento empregando ultrassom para sintese dos derivados
tiocarbamida 1 e 4 empregou-se as mesmas quantidades de reagentes e solventes
citados acima e procedeu-se a reagao sob ultrassom na frequéncia de 42 kHz e a TA
por 1h. Ap6s o término das reagdes o meio foi seco em rotoevaporador. A
glicoporfirina 1 foi purificada por cromatografia em coluna. As demais reac¢des foram
analisadas por espectrometria de massas.

O rendimento da glicoporfirina 1 foi calculado, sendo de 69%.
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Anexo 11: Sintese dos derivados porfirinicos tiocarbamato 2 e 5.

Ph
SCN OAc
\ CHCI,, NEt,
Ph OH 4 Q OAc ——— > Ph
/ 60°C, 48h
AcO OAc
Ph

8 9

Ph

OAc

Ph
Ph

NCS
S
CHCI,NE, %N”
8 + ———> Ph o}
60°C, 48h
10 5

Ph

O procedimento para sintese dos derivados tiocarbamato 2 e 5 consistiu em
dissolver 0,05 mmol da porfirina precursora 8 e 0,1 ou 0,5 mmol dos derivados
isotiocianato 9 e 10 respectivamente em 2 ml de CHCI;. Ap6s dissolugcao adicionou-se
0,02 mmol de trietilamina e a reacado procedeu-se sob agitagcdo a 60°C por 48h. Ao
término das reagbes 0 meio foi seco em rotoevaporador e as porfirinas purificadas por
cromatografia em coluna utilizando Silica Gel 60 como fase estaciondria e fases
méveis adequadas para cada caso:

e Porfirina 2: FM = CHCIz/AcOEt 40:1
e Porfirina 5: FM = CHCl,

Os compostos foram obtidos 23 e 20% de rendimento respectivamente.

No procedimento empregando ultrassom para sintese dos derivados
tiocarbamato 2 e 5 empregou-se as mesmas quantidades de reagentes e solventes
citados acima e procedeu-se a reagao sob ultrassom na frequéncia de 42 kHz e a TA
por 1h. Apds o término das reagdes o meio foi seco em rotoevaporador. Somente a
glicoporfirina 2 foi purificada por cromatografia em coluna de silica. As demais reagdes

foram analisadas por espectrometria de massas.

O rendimento na obtencgéo da glicoporfirina 2 foi calculado, sendo de 8%.
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Anexo 12: Sintese dos derivados porfirinicos carbamato 3 e 6.

Ph Ph
SCN OAc o
A 1.CHCI,, NE, 60°C, 48h > N
Ph OH 4 o] OAc : Ph (0]
/ 2. NaOH g
AcO OAc 3
9 AcO
Ph Ph

8

OAc

Ph
NCS
o}

1.CHCI,, NEt, 60°C, 48h yNH
8 + Ph o

2. NaOH

6
10
Ph

O procedimento para sintese dos derivados carbamato 3 e 6 consistiu em
dissolver 0,05 mmol da porfirina precursoras 8 e 0,1 ou 0,5 mmol dos derivados
isotiocianato 9 e 10 respectivamente em 2 ml de CHCl;. Apéds dissolugao adicionou-se
0,02 mmol de trietilamina e a reagcédo procedeu-se sob agitacdo a 60°C por 48h. Ao fim
desta etapa adicionou-se ainda 0,05 mmol de NaOH, mantendo agitagdo por mais 1h.
Ao término da reacdo o meio foi seco em rotaevaporador e as porfirinas purificadas
por cromatografia em coluna utilizando Silica Gel 60 como fase estacionéria e fases
moveis adequadas para cada caso:

e Porfirina 3: FM = CHCI3/AcOEt 40:1
e Porfirina 6: FM = CHCl,

Os compostos foram obtidos com 49 e 32% de rendimento respectivamente.

O procedimento empregando ultrassom para sintese dos derivados carbamato
3 e 6 consistiu em dissolver 0,05 mmol da porfirinas precursoras 8 e 0,1 ou 0,5 mmol
dos derivados isotiocianato 9 e 10 respectivamente em 2 ml de CHCl;. Apds
dissolucéo adicionou-se ainda 0,02 mmol de trietilamina e procedeu-se a reacao sob
ultrassom na frequéncia de 42 kHz e a TA por 1h. Apéds o término das reagdes o meio
foi seco em rotaevaporador. Somente a glicoporfirina 3 foi purificada por cromatografia

em coluna. As demais reagdes foram analisadas por espectrometria de massas.

O rendimento da glicoporfirina 3 nestas condig¢des foi calculado, sendo de 40%.
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Anexo 13: Caracterizacao da porfirina 1

Ph

Ph

Ph

Monoisotopic Mass = 1018.335997 Da

[a]3® + 6,25 (¢ 1.0, DMSO); RMN H' (400 MHz, DMSO-dj) & (ppm) 10,35 (s, 1H, N-H
tiourea); 8,92 (d, J=4,3 Hz, 2H, B-pirrolico), 8,83 (m, 6H, B-pirrolico); 8,50 (d, J=8,5 Hz,
1H, N’-H tiourea), 8,21 (d, J=5,6 Hz, 6H, orto-fenil); 8,18 (d, J=8,36 Hz; 2H, orto-fenil
tiourea); 7,96 (d, J=8,36 Hz; 2H, meta-fenil tiourea); 7,84 (m, 9H, meta e para-fenil);
6,04 (t, J=8,5 Hz, 1H, H-1’); 5,45 (t, 1H, J= 9,52 Hz, 1H, H-3); 5,15 (1, J=9,52 Hz, 1H,
H-2); 5,08 (i, J=9,68 Hz, 1H, H-4"); 4,27-4,13 (m, 2H, H-5 e H-6'a); 4,07 (M, Jeaeb=
12,0 Hz, H-6'b), 2,09-1,99 (4s, 12H, CHs) -2,89 (s, NH-pirrélico). RMN C* (400 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm)181,9 (C=S); 170,1; 169,9; 169,6; 169,4 (4C, C=0); 141,2; 138,7;
137,5; 135,2; 134,5; 131,4; 128,1; 127,0; 121,5; 120,0; 119,6 (44C); 81,4 (C-1); 72,9
(C-2); 72,3e 70,6 (C-3 e C-5); 68,0 (C-4); 61,8 (C-6); 20,6; 20,5; 20,4; 20,3 (4C, CHy).
ESIMS: m/z calc. para CsgHs1NgOoS+: 1019.3433 Da; encontrado: 1019.34326 Da.
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Figura 36: Espectro de massas de alta resolugéo da glicoporfirina 1.
ESIMS: m/z calc. para CsgHs1NeOoS+: 1019.3433 Da; encontrado: 1019.34326 Da.
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Figura 38: Espectro de RMN de 'H da porfirina 1, na concentracdo de 10 mg/ml em
DMSO-d6 e calibrado em 2.50 ppm pelo sinal no solvente.
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Figura 39: Espectro de RMN de °C da porfirina 1, na concentracéo de 10 mg/ml em
DMSO-d6 e calibrado em 39,5 ppm pelo sinal no solvente.
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Anexo 14: Caracterizacao da porfirina 2

Ph

>—NH

AcO

Ph

Monoisotopic Mass = 1019.320013 Da

[a]2®> + 4,31 (c 1.0, DMSO); RMN 'H (400 MHz, DMSO-d,;) & (ppm) 10,82 (d,
J=9,0 Hz, N’-H), 10,59 (d, J=8,6 Hz, N’-H); 8,83 (m, 8H, B-pirrdlico); 8,24 (d, J=8,20 Hz;
2H, orto-fenil tiocarbamato), 8,21 (d, 6H, orto-fenil); 7,82 (d, 9H, meta e para-fenil);
7,51 (d, J=8,20 Hz; 2H, meta-fenil tiocarbamato); 5,97 (m, 9,0/8,6 Hz, 1H, H-1); 5,51
(t, 1H, H-3); 5,16 (t, 1H); 5,01 (t, 1H); 4,26 (m, 2H, H-5 e H-6a), 4,11 (m, 1H, H-6b);
2,09; 2,06; 2,04; 2,00 (4s, 12H, CHs); -2,87 (s, NH-pirrdlico). RMN *C (400 MHz,
DMSO-ds) & (ppm) 183,1 (C=S); 170,5; 169,9; 169,6; 169,5 (4C, C=0); 1583,3; 141,6;
141,5; 135,4; 134,7; 131,9; 128,6; 127,4; 121,8; 120,6; 119,5 (44C); 82,7 (C-1); 73,2
(C-2); 72,0 e 71,8 (C-3 e C-5); 68,0 (C-4); 62,0 (C-6); 20,9; 20,8; 20,7; 20,67 (4C,
CH;). ESIMS: m/z calc. para CsgHsoNsO10S™: 1020.3273 Da; encontrado:
1020.32916 Da.
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Figura 40: Espectro de massas de alta resolugéo da glicoporfirina 2.
ESIMS: m/z calc. para CseHso0Ns010S™: 1020.3273 Da; encontrado: 1020.32916 Da.



139

—_

I

[ 1]

o @ -~ F

o 0 e — I — W= O cowTm o —_
oo 00 o0y )y O NS N n—oom o
- 00 0000 WG o it — vl

K Iy RETERY: = o

ol

L

-

L <

-

_

o

L’l‘—lJ‘LlL_jLLJ A_| e

o

10 8 6 4 2 0 -2 [ppm]

Figura 41: Espectro de RMN de 'H da porfirina 2, na concentragdo de 10 mg/ml em
DMSO-d6 e calibrado em 2,50 ppm pelo sinal no solvente.
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Figura 42: Espectro de RMN de "*C da porfirina 2, na concentragdo de 10 mg/ml em
DMSO-d6 e calibrado em 39,5 ppm pelo sinal no solvente.
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Anexo 15: Caracterizacao da porfirina 3
Ph

>—NH

AcO

Ph

Monoisotopic Mass = 1003.342857 Da

[a]3® + 5,85 (¢ 1.0, DMSO); RMN "H (400 MHz, DMSO-dj,) & (ppm) 9,97 (s, 1H, N-H
carbamato); 8,92 (d, J=4,64 Hz, 2H, B-pirrolico), 8,82 (m, 6H, B-pirrdlico); 8,22 (d,
J=7,52 Hz, 6H, orto-fenil); 8,02 (d, J=8,39 Hz; 2H, orto-fenil carbamato); 7,83 (m, 9H,
meta e para-fenil); 7,22 (d, J=8,39 Hz; 2H, meta-fenil carbamato); 5,61 (d, J=8,75 Hz,
1H, H-1°); 5,34 (t, 1H, J= 9,57 Hz, 1H, H-3); 5,01 (t, J=9,2 Hz, 1H, H-2’); 5,00 (t, J=9,6
Hz, 1H, H-4’); 4,13 (m, 2H, H-5" e H-6’a); 4,05 (d, Jeasb= 11,8 Hz, H-6'b), 2,07 - 1,97
(4s, 12H, CH,); -2,87 (s, NH-pirrélico). RMN *3C (400 MHz, DMSO-dj,) & (ppm) 170,5;
169,9; 169,6; 169,5 (4C, C=0); 154,4 (C=0, carbamato) 138,3; 137,9; 135,9; 134,7;
131,9; 128,5; 127,5; 121,2; 120,3; 120,1; 114,4 (44C); 79,2 (C-1); 69,8 (C-2); 68,5 €
68,3 (C-3 e C-5); 64,5 (C-4); 58,5 (C-6); 20,9; 20,8; 20,72; 20,68 (4C, CH3). ESIMS:
m/z calc. para CsgHsoNsO441": 1004.3501 Da; encontrado: 1004.3457 Da.
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Figura 44: Espectro de massas de alta resolugéo da glicoporfirina 3.
ESIMS: m/z calc. para CsgHsoNsO11*: 1004.3501 Da; encontrado: 1004.3457 Da.
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Figura 45: Espectro de RMN de 'H da porfirina 3, na concentragdo de 10 mg/ml em
DMSO-d6 e calibrado em 2,50 ppm pelo sinal no solvente.

—
I @
BN o ONMrN—NOOOD -2
To@m NSO non @ @ O hi o - *
Wi 0 - o v 00 I3 03 b= 40 W0 O . Emeawmn Y TN | =
OOw W QOB OUNNN = —— @ Mo o 4 [l
- - Lk kol R R R R - WO W L - -
N B N R O | S L
]
_‘-
| o
]
| —
o
[}
L e
©
-]
-+
-
[
" . A JJ».Jl tond bt . _JL et o

160 140 120 100 80 60 40 [ppm]

Figura 46: Espectro de RMN de '*C da porfirina 3, na concentracdo de 10 mg/ml em
DMSO-d6 e calibrado em 39,50 ppm pelo sinal no solvente.
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Figura 47: RMN presat 'H — porfirina 3, na concentragdo de 10 mg/ml em DMSO-d6.
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Figura 49: RMN - HMBC 'H-"3C NRM porfirina 3, em DMSO-d6.
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Anexo 16: Caracterizacao da porfirina 4

Ph
S
>—NH
Ph

Monoisotopic Mass = 778.287865 Da

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d;) & (ppm) 10,06 (s, 1H, N-H tiourea); 8,93 (d, J=4,3 Hz,
2H, B-pirrolico), 8,83 (m, 6H, B-pirrolico); 8,53 (t, J=5,3 Hz, 1H, N’-H tiourea), 8,20 (m,
6H, orto-fenil); 8,17 (d, J=8,3 Hz; 2H, orto-fenil tiourea); 7,97 (d, J=8,3 Hz; 2H, meta-
fenil tiourea); 7,81 (m, 9H, meta e para-fenil); 7,46 (d, J=7,3 Hz, 2H, orto-benzil) ; 7,40
(t, J=7,5 Hz, 2H, meta-benzil); 7,30 (t, J=7,5 Hz, 1H, para-benzil); 4,90 (d, J=5,3 Hz,
2H, CH,); -2,87 (s, NH-pirrélico). RMN **C (400 MHz, DMSO-d;) d (ppm)181,0 (C=S);
141,2; 139,4; 139,0; 136,7; 134,6; 131,4; 128,4; 128,1; 127,5; 127,0 121,0; 120,0;
119,96; 119,90 (49 C); 47,3. ESIMS: m/z calc. para CsH3zgNeS™: 779.2951 Da;
encontrado: 779.29517 Da.
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Figura 50: Espectro de massas de alta resolugéo da porfirina 4.
ESIMS: m/z calc. para CsoHzgNeS™: 779.2951 Da; encontrado: 779.29517 Da.
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Figura 51: RMN - NOESY 'H-"H porfirina 4, em DMSO-d6
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Figura 52: Espectro de RMN de 'H da porfirina 4, na concentragdo de 10 mg/ml em
DMSO-d6 e calibrado em 2,50 ppm pelo sinal no solvente.
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Figura 53: Espectro de RMN de °C da porfirina 4, na concentracdo de 10 mg/ml em
DMSO-d6 e calibrado em 39,50 ppm pelo sinal no solvente.
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Anexo 17: Caracterizacao da porfirina 5

Ph
S
\/\-—NH
Ph

Monoisotopic Mass = 779.271881 Da

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dy) & (ppm) 10,55 (t, J=5,9 Hz, N-H tiocarbamato); 10,34 (t,
J=6,2 Hz, N-H tiocarbamato); 8,84 (m, 8H, B-pirrolico); 8,21 (m, 8H, orto-fenil); 7,82 (m,
12H, meta e para-fenil); 7,54 (d, J=8,4 Hz, 2H, orto-benzil); 7,48 (d, J=7,7 Hz, 2H,
meta-benzil); 7,43 (t, J=7,7 Hz, 1H, para-benzil); 4,86 (d, J=5,9 Hz, CH,); 4,71 (d,
J=6,2 Hz, CH,); -2,89 (s, NH-pirrélico). RMN **C (400 MHz, DMSO-dj,) d (ppm)189,3
(C=S); 153,3; 141,2; 138,5; 137,6; 134,9; 134,2; 131,6; 128,5; 128,1; 127,6; 127,4;
127,0; 121,4; 120,1; 119,2; (49 C); 48,7. ESIMS: m/z calc. para CspH3sNsOS™:
780.2792 Da; encontrado: 780.28412 Da.
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Figura 54: Espectro de massas de alta resolugéo da porfirina 5.
ESIMS: m/z calc. para Cs,HzsNsOS*: 780.2792 Da; encontrado: 780.28412 Da.
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Figura 55: Espectro de RMN de 'H da porfirina 5, na concentragdo de 10 mg/ml em
DMSO-d6 e calibrado em 2,50 ppm pelo sinal no solvente.
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Figura 56: Espectro de RMN de '*C da porfirina 5, na concentracdo de 10 mg/ml em
DMSO-d6 e calibrado em 39,50 ppm pelo sinal no solvente.
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a. lIrradiation of 8 10.55 ppm. b. Irradiation of & 4.86 ppm.
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Figura 57: Espectros de RMN-NOE-1D em DMSO-d6 (a) Irradiacédo do sinal em 10,55
ppm. (b) Irradiagdo do sinal em 4.86 ppm (c) Irradiagédo do sinal em 10,34 ppm (d)
Irradiacao do sinal em 4.71 ppm.
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Anexo 18: Caracterizacao da porfirina 6

Ph
0
>—NH
Ph

Monoisotopic Mass = 763.294725 Da

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d;) & (ppm) 8,82 (m, 8H, B-pirrolico); 8,57 (t, J=6,1 Hz, 1H,
N-H carbamato); 8,20 (m, 8H, orto-fenil); 7,82 (m, 10H, meta e para-fenil); 7,56 (d,
J=8,4 Hz, 2H, orto-benzil); 7,43 (m, 2H, meta-benzil, 2H meta-fenil carbamato); 7,31 (t,
J=7,0 Hz, 1H, para-benzil); 4,41 (d, J=6,1 Hz, 2H, CH,); -2,91 (s, NH-pirrdlico).
RMN *3C (600 MHz, DMSO-d;) d (ppm) 154,8 (C=0, carbamato); 151,2; 141,2; 139,3;
137,8; 135,0; 134,2; 128,5; 128,1; 127,3; 127,0; 120,2; 120,1; 119,3; (49 C); 44,3
(CH,). ESIMS: m/z calc. para Cs;H3sNsO,": 764.3020 Da; encontrado: 764.30328 Da.
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Figura 58: Espectro de massas de alta resolugéo da porfirina 6.
ESIMS: m/z calc. para Cs,H3sNsO,": 764.3020 Da; encontrado: 764.30328 Da.
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Figura 59: RMN - NOESY 'H-"H - porfirina 6, em DMSO-d6.
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Figura 60: Espectro de RMN de 'H da porfirina 6, na concentracdo de 10 mg/ml em

DMSO-d6 e calibrado em 2,50 ppm pelo sinal no solvente.
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Figura 61: Espectro de RMN de "°C da porfirina 6, na concentracédo de 10 mg/ml em

DMSO-d6 e calibrado em 39,50 ppm pelo sinal no solvente.



