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RESUMO

A Terapia Fotodindmica (PDT) € um tipo de intervengdo que utiliza um
fotossensibilizador (FS), luz e oxigénio tecidual para destruicdo seletiva de células
ou tecidos associados a algum processo patolégico. Os FS mais aplicados na PDT
sdo as porfirinas e essas moléculas vém sendo estudadas e modificadas para tal
funcdo. O interesse em novos FS se deve ao fato de que porfirinas usadas na
clinica, como o Photofrin®, possuem caracteristicas indesejaveis, como a geracéo de
fotossensibilidade cutanea prolongada. Neste estudo reportou-se a sintese de novos
FS das classes porfirinas, clorinas e BODIPYs (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indaceno). As porfirinas foram sintetizadas contendo grupos passiveis de alquilagcéo
posterior, como o grupo hidroxila, e também contendo grupos cationizaveis, como o
grupo piridila. As clorinas foram obtidas através de processo semissintético, sendo o
material inicial (feofitina a) extraido da microalga Spirulina pacifica. Os BODIPYs
foram sintetizados e modificados quimicamente de modo a melhorar seu potencial
fotodindmico. Dentre as moléculas sintetizadas, foram selecionadas seis diferentes
porfirinas e os seis BODIPYs para avaliacao in vitro do potencial fotodinamico frente
a ceélulas tumorais HEp2, através de ensaios de captagao celular tempo-dependente,
toxicidade no escuro e fototoxicidade, utilizando 1,5 J/cm? de luz. Ainda foram
realizados estudo de produgao de oxigénio singleto e localizagao intracelular para as
porfirinas que se apresentaram mais promissoras. Quatro porfirinas catiénicas
testadas apresentaram captacao celular e fototoxicidade, sendo que os melhores
resultados foram obtidos com os derivados porfirinicos catidnicos metilados. O
derivado BODIPY contendo atomos de iodo e sem substituicdo no anel piridila
demonstrou potencial para uso na PDT. Para a obtengdo de materiais poliméricos
com potencial aplicagdo na PDT, rotas sintéticas foram estudadas para preparagao
de conjugados porfirina-polissacarideo, utilizando os biopolimeros agarose e kappa-
carragenana, e porfirina previamente sintetizada contendo grupo epodxido. Através de
experimentos espectroscopicos, foram observados indicios de ligagdo covalente.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica. Porfirina. Clorina. BODIPY.
Polissacarideo.



ABSTRACT

Photodynamic Therapy (PDT) is an intervention that uses a photosensitizer
(FS), light and tissue oxygen to promote the selective destruction of cells or tissue
associated with a pathological process. The most applied FS on PDT are porphyrins.
New studies involving the synthesis of photosensitizing agents through chemical
modifications of compounds related to porphyrins are currently a growing field. The
increasing interest in synthetizing new FS is due the fact that known porphyrins used
with clinical purposes, such as Photofrin®, have shown undesirable features, such as
prolonged skin photosensitivity. In this study, we report the synthesis of new FS,
including porphyrins, chlorins and BODIPYs (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacene). The porphyrins synthetized contained groups capable of subsiding further
alkylation, such as the hydroxyl group, and cationizable groups, such as the pyridyl
ring. Chlorins were obtained through semisynthesis starting with the chlorophyll
extracted from microalgae Spirulina pacifica. BODIPYs were synthesized and
chemically modified to enhance their photodynamic potential. We select six different
porphyrins and six BODIPYs synthetized to conduct a biological evaluation in vitro,
using tumor cells HEp2. The assays performed were time-dependent cellular uptake,
dark cytotoxicity and phototoxicity, with 1.5 J/cm? of light dose. For the most
promising porphyrins, additional assays were performed, namely, evaluation of
singlet oxygen production and intracellular localization. Four porphyrins showed
proper cellular uptake and phototoxicity. The best results were achieved by the
methylated derivatives. The BODIPY derivative containing iodine and no substitution
on pyridyl group showed high potential for PDT purposes. To obtain polymeric
material with potential use on PDT we study new semi-synthetic routes to prepare
conjugates porphyrin-polysaccharide, using agarose and kappa-carrageenan as
biopolymers. The conjugation was performed using an epoxide porphyrin previously
synthetized. Through spectroscopic experiments, evidence of covalent binding was
observed.

Key-words: Photodynamic therapy. Porphyrin.  Chlorin. BODIPY.

Polysaccharide.
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1 INTRODUGAO

A Terapia Fotodindmica ou PDT (Photodynamic Therapy) tem como
mecanismo principal a destruicdo seletiva de células indesejaveis, através da
geracdo de espécies reativas de oxigénio e oxigénio singleto in situ, utilizando
oxigénio tecidual, luz em comprimento de onda adequado e um fotossensibilizador
(OCHSNER, 1997). Os fotossensibilizadores mais aplicados e estudados na PDT
sao as porfirinas e compostos relacionados, como clorinas. Os BODIPYs também
vém sendo estudados para aplicagao na PDT (KAMKAEW et al., 2007).

Por décadas, o Photofrin®, uma porfirina ja aprovada e usada na clinica, tem
sido aplicada no tratamento de varios tipos de cancer. Porém, essa classe de
fotossensibilizadores possui certas caracteristicas consideradas “nao ideais”, como
uma baixa absor¢do na regiao do vermelho, dificuldade de purificagéo e indugao de
fotossensibilidade prolongada ao paciente (HUANG, 2005).

Diferentes estratégias sintéticas vém sendo utilizadas a fim de melhorar as
caracteristicas biologicas desses compostos. Uma forma de aumentar a solubilidade
e a especificidade desses fotossensibilizadores é a ligagdo dos mesmos com
ligantes bioldgicos como peptideos, proteinas e carboidratos (ZHENG; PANDEY,
2008; UMEZAWA et al., 2010). A ligacdo covalente do fotossensibilizador a um
polimero compativel com tecidos biolégicos, como por exemplo polissacarideos,
pode gerar um material polimérico com aplicagdes terapéuticas interessantes. Ainda,
esse novo material seria de maior seletividade, com menor difusdo do mesmo nos
tecidos saudaveis adjacentes a sua aplicagdo, uma vez que a luz & sempre
direcionada ao tecido tumoral e também ao tecido saudavel ao seu redor (BROWN;
BROWN; WALKER, 2004). Além disso, os polissacarideos apresentam grande
disponibilidade no mercado e mostram-se sinteticamente versateis, possibilitando
uma série de modificagdes quimicas regiosseletivas (GERICKE; HEINZE, 2015).

Portanto, o presente trabalho visou a obtencdo e caracterizagdo de novos
fotossensibilizadores, a avaliagao in vitro dos compostos sintetizados e o estudo de
novas formas de obtencdo de polimeros porfirina-polissacarideo. Com esta
finalidade, foram realizadas diferentes rotas sintéticas/semissintéticas a fim de se
obter novos fotossensibilizadores da classe das porfirinas, das clorinas e dos
BODIPYs. Rotas sintéticas também foram estudadas para preparacdo de

conjugados porfirina-polissacarideo, utilizando agarose e kappa-carragenana.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Obter por processos sintéticos novos fotossensibilizadores das classes
porfirina, clorina e BODIPY (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno) com

potencial aplicagcao na Terapia Fotodinamica.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar novas porfirinas (Esquemas 1, 2, 3 e 4), incluindo porfirina-
epoxido;

e Sintetizar novas clorinas (Esquema 5), incluindo clorina-epdxido;

e Sintetizar novos BODIPYs (Esquema 6), incluindo BODIPY-ep6xido;

e Caracterizar os fotossensibilizadores sintetizados utilizando métodos
espectroscopicos e espectrométricos;

e Avaliar as propriedades biolégicas de fotossensibilizadores sintetizados
através de estudos celulares de incorporacédo celular tempo-dependente,
citotoxicidade no escuro, fototoxicidade e localizacao intracelular;

e Desenvolver uma rota sintética para obtengdo de conjugados do tipo
agarose-porfirina (Esquema 7);

e Desenvolver uma rota sintética para obtengdo de conjugados do tipo
kappa-carragenana-porfirina (Esquema 8);

e Caracterizar os conjugados porfirina-polissacarideo utilizando métodos

espectroscopicos e espectrométricos.
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Esquema 1 — Estratégia sintética para obtengéo da porfirina 7
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Esquema 2 — Estratégia sintética para obtenc¢ao da porfirina 10
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Esquema 3 — Estratégia sintética para obtenc¢ao das porfirinas 15 e 16

Esquema 4 — Estratégia sintética para obtenc¢ao das porfirinas 19 e 20
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Esquema 6 — Estratégia sintética para obtencao dos fotossensibilizadores tipo BODIPY 29-34
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Esquema 8 - Estratégias semissintéticas para obtencdo de conjugados kappa-carragenana-
porfirina 38
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 TERAPIA FOTODINAMICA (PDT)

No inicio do século XX foi observado que o pigmento acridina era capaz de
inativar micro-organismos na presenca de luz. Desde entdo, observou-se que nao
somente micro-organismos, mas também outras células e biomoléculas poderiam
ser inativadas dessa maneira, o que estimulou a descoberta de diversos outros
compostos com propriedades fotoinativadoras. Esse fendbmeno foi denominado de
fotossensibilizagdo ou agao fotodindmica (MOAN; PETTERSEN; CHRISTENSEN,
1979).

A terapia fotodinamica (PDT, Photodynamic Therapy) € mais comumente
associada ao tratamento de neoplasias, através da destruicdo seletiva do tecido
tumoral utilizando um fotossensibilizador (FS), luz visivel e oxigénio molecular
(Figura 1) (DOUGHERTY et al., 1998; MOREIRA et al., 2008).

) ® ® @ €@
Injecdio do Distribuicdo Actimulo no tumor Aplicacdo da luz Destruicdo do
fotossensibilizador sistémica tecido tumoral

Figura 1 — Estagios da terapia fotodinamica (PDT)
Fonte: O autor (2018)

A PDT possui vantagens sobre tratamentos cirdrgicos ou radioterapia por
diversos fatores. E considerado um tratamento menos invasivo e é seletivo, devido &
tendéncia natural dos FS de se acumularem em células tumorais. Embora ainda nao
se saiba 0 mecanismo exato como issO ocorre, esse processo parece depender de
diversos fatores como caracteristicas do FS, tipo de tumor e fisiologia anormal da
célula tumoral, como pouca vasculatura e drenagem linfatica, e composi¢do anormal
da célula (AGOSTINIS et al., 2011; VICENTE, 1996). Como exemplo, sabe-se que a
biodistribuicdo do FS esta relacionada com a sua associagdo a receptores de
lipoproteina de baixa densidade (LDL), os quais apresentam-se em maior

quantidade em células tumorais. Foi demonstrado que o uso de medicamentos que



32

aumentam a expressdo de receptores de LDL em células, como a lovastatina,
aumentam a eficiéncia da PDT (MAZIERE; MORLIERE; SANTUS, 1991).

Ainda, a alta seletividade da PDT se da pelo uso de lasers e fibras opticas
como fonte de luz vermelha, que permitem que uma grande quantidade de luz seja
entregue a diversas partes do corpo de forma direcionada ao local desejado, ou seja,
com tempo de duragdo e agao controlados. A luz vermelha é utilizada por ser a
regido onde a luz penetra mais profundamente nos tecidos (TOME et al., 2005;
BROWN; BROWN; WALKER, 2004).

A efetividade da PDT depende de uma diversidade de processos fisioldgicos
e fisico-quimicos, principalmente os relacionadas a absorgao de fétons pelo FS
(Figura 2) (OCHSNER, 1997).

FS
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a-absorgdo; b-fluorescéncia; c-conversdo interna;
d-cruzamento intersistema (ISC); e-fosforescéncia

Figura 2 — Diagrama de Jablonski modificado
Fonte: O autor (2018)

O estado eletronico fundamental de um FS, na auséncia de luz, é o estado
singleto (S0). Com a absorgéo de luz em comprimento de onda adequado (a), o FS
passa para o estado singleto excitado (S1), que possui um baixo tempo de vida. O
FS pode retornar ao seu estado fundamental através de emissdo de luz
(fluorescéncia) (b) ou por conversao interna (c) (quando um nucleo excitado fornece
energia a um elétron que orbita o atomo, o que faz com que o elétron deixe-0).
Ainda, o FS S1 pode sofrer transicdo de estado de spin (d) (cruzamento
intersistemalintersystem crossing-1SC) convertendo-se em estado tripleto excitado
(T1), que possui maior energia. O estado T1 é metaestavel, ou seja, possui um

tempo relativamente longo de decaimento, ja que, de acordo com as regras de
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selecdo espectroscopicas, essa transigao é proibida, sendo tempo suficiente para
reagir com o ambiente quimico em que se encontra, transferindo energia para
produzir formas de oxigénio que sdo letais as ceélulas. A agao fotodinamica é entao,
majoritariamente mediada por FS no estado T1, e € seu tempo de vida que limita o
tempo disponivel para a transferéncia da energia de excitagao, induzida por colisao,
do FS T1 para o oxigénio molecular. O FS T1 também pode retornar ao estado SO
emitindo fosforescéncia (e), fendbmeno no qual a emissao de luz visivel acontece
mesmo apos cessar o fornecimento de energia (OCHSNER, 1997; VICENTE, 1996).

Existem dois mecanismos de reacdes fotodindmicas para que ocorra a
transferéncia de energia. O mecanismo Tipo | € uma reagédo de transferéncia de
elétron ou hidrogénio entre o FS T1 e outras moléculas. Durante esse processo sao
formados intermediarios reativos, como os radicais superoxido (O,”), hidroperoxila
(HO,"), hidroxila (OH™) e peréxido de hidrogénio (H,0,). No processo fotofisico Tipo
Il a energia de excitacdo do T1 é transferida ao oxigénio molecular no seu estado
fundamental (0, tripleto) para produzir o oxigénio singleto excitado ('0,), sendo o
ultimo altamente citotdxico. Nessas reagdes, o FS atua de forma catalitica gerando
grande quantidade de intermediarios reativos, ja que sua fungao é absorver energia
e transferir para o oxigénio molecular, regenerando FS no estado SO, até que o
mesmo seja degradado pela luz (VICENTE, 1996; OCHSNER, 1997; NYMAN;
HYNNINEN, 2004).

Dentre os intermediarios gerados, o oxigénio singleto € o principal agente
citotéxico envolvido nas reacdes fotodinamicas. E um potente oxidante que provoca
destruicao celular pela modificacdo de diversos componentes e fungdes celulares,
através de reagdes com biomoléculas como triacilglicerdis insaturados, colesterol,
fosfolipideos, aminoacidos e acidos nucléicos (NYMAN; HYNNINEN, 2004). Também
ocorrem inibicdo do transporte de membrana, inativagdo de enzimas, diminui¢cao de
sintese proteica, dano vascular, efeitos sobre o DNA, lise da membrana e constrigao
vascular (VICENTE, 1996).

Como o oxigénio singleto apresenta tempo de vida curto, as reagdes
ocorrem no seu local de formacgao. Os sitios de fotodano dependem do FS utilizado
e dos diferentes compartimentos celulares onde se acumulam, sendo que as
membranas celulares apresentam-se como um alvo frequente. O estresse oxidativo
causado €& antagonizado por mecanismos antioxidantes de protegdo natural da

célula, como as enzimas superoxido dismutase e catalase, e moléculas pequenas
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como a vitamina C, o que pode levar a um maior tempo para regressao do tumor,
mas nao possui um alto impacto no que se refere a eficiéncia da PDT
(SOARES et al., 2016; JAKU, FARKAS, 2005). A consequente morte celular ocorre
por necrose (morte degenerativa), e/ou apoptose (morte programada) (NYMAN;
HYNNINEN, 2004).

O mecanismo de ag¢ao dependente de oxigénio gera um problema no que diz
respeito a concentracdo e consumo de oxigénio molecular em alguns tumores.
Como a PDT induz dano vascular, a microcirculagao local pode ser danificada em
poucos minutos, o que reduz o fornecimento de oxigénio local. Tumores com baixa
vascularizagdo sdo ainda mais sensiveis a esse processo, sendo que em alguns
casos a oxigenagao deve ser aumentada através de respiragdo de emulsao de
perfluoroquimico e carbogénio (mistura gasosa composta por oxigénio e gas
carbdnico, que se utiliza para estimular a respiragdo) (OCHSNER, 1997).

Embora o tratamento de neoplasias seja o foco maior da utilizagdo dos FS,
0s mesmos também podem ser utilizados no tratamento da psoriase e da acne
(DEROSA, CRUTCHLEY, 2002; BONNET, 1995; STERNBERG; DOLPHIN, 1998);
na fotoinativacdo de micro-organismos (PDI, Photodynamic Inactivation), como
agentes fungicidas (LAMBRECHTS; AALDERS; MARLE, 2005; VANDRESEN et al.,
2016), virucidas (TOME et al., 2005) e bactericidas (CARVALHO et al., 2007); e
também no tratamento de doengas como arterosclerose, degeneragdo macular e
artrite reumatoide (KOU; DOU; YANG, 2017; DORST et al., 2018).

2.2 FOTOSSENSIBILIZADORES (FS)

Nos anos 60 observou-se que uma mistura de porfirinas possuia
fluorescéncia na presenga de luz vermelha em tecidos cancerosos. Essa mistura de
porfirinas, que foi denominada derivado hematoporfirinico, possuia uma boa
afinidade com o tecido neoplasico. Também chamados de fotossensibilizadores de
primeira geracao, os derivados hematoporfirinicos e suas variantes comerciais
(Photofrin®, Photosan®, Photogem® e Photocarcinorin®) tém sido utilizados
extensivamente em trabalhos experimentais e na aplicagao clinica (HUANG, 2005).
O Photofrin® é aprovado em muitos paises (Brasil, EUA, Canada, Franca, Jap&o
entre outros) para tratamentos de cancer de bacgo, gastrico, cérvico-uterino, pulmdes
entre outros (YAMAMOTO et al., 1999).
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Entretanto, essas porfirinas apresentam alguns problemas relacionados com
a sua natureza complexa e instabilidade. Esses compostos absorvem fracamente na
regidao do vermelho (Amax = 630 nm), que € onde a luz penetra mais profundamente
nos tecidos e apresentam baixa seletividade por tecidos tumorais, o que leva a
utilizagcado de doses maiores para obtencéo de efeito terapéutico desejado. Ainda, as
preparacdes variam entre si ha composicao, e, por serem uma mistura complexa,
ndo é possivel isolar um unico composto altamente ativo, o que faz com que a
sintese e a atividade biologica sejam dificeis de serem reproduzidas. Esses FS
possuem um longo tempo de retengcdo em tecidos saudaveis apos administragéo
sistémica (2-3 meses), causando efeitos indesejaveis, como fotossensibilidade
cutanea apos o tratamento (BONNETT, 1995; BONNETT, 2000).

A fim de obterem-se FS com melhores caracteristicas para PDT, FS de
segunda geracdo foram desenvolvidos. Esses compostos absorvem luz em
comprimentos de onda mais altos, com intensa absor¢géo na regido do vermelho,
consequentemente apresentando melhor atividade. A posicdo da banda de maior
intensidade de absorgao para alguns FS de segunda geragao, em comparagao com
o Photofrin®, estdo apresentados na Tabela 1. Outras caracteristicas importantes
desses compostos sdo a maior habilidade de geragao de '0,, maior estabilidade e
menor toxicidade na auséncia de luz (NYMAN; HYNNINEN, 2004; VICENTE, 1996).
FS de terceira geracéo estdo sendo estudados, buscando melhores resultados para
o uso na PDT, em campos de estudo como a nanotecnologia (KOU; DOU; YANG,
2017).

Tabela 1 — Absor¢do maxima de alguns FS

FS Amax (NM)
Photofrin 630
Porfirinas 620-640

Porfirinas meso-

substituidas 650

Ftalocianinas 700
Clorinas 640-700

Bacterioclorinas 780

Fonte: Adaptado de Vicente (1996)
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Para obtencdo de novos FS, a comunidade cientifica definiu diversas
caracteristicas consideradas ideais. Dentre elas, as mais relevantes sao: ser um
componente quimico puro com rota sintética de baixo custo e com bom rendimento;
possuir baixa toxicidade no escuro e alta toxicidade na presencga de luz; possuir boa
seletividade com relacao as células alvo; alta absor¢ao no comprimento de onda na
regiao do vermelho; propriedades fotofisicas favoraveis; rapida eliminagcéo pelo
metabolismo sem produgdo de compostos toxicos no processo; facil administracao
por diversas vias; e seguro para o paciente (HUANG, 2005; ALLISON et al., 2004;
ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016; NYMAN; HYNNINEN, 2004).

Os FS mais utilizados na PDT relacionam-se ao grupo quimico dos
macrociclos tetrapirrélicos, que sdo uma série de compostos classificados conforme
seu grau e posicdo de insaturacbes das unidades pirrdlicas (Figura 3). A
reducao/hidrogenacado acontece sucessivamente de porfirinas para clorinas (uma
dupla ligagao pirrolica a menos) e bacterioclorinas (duas duplas ligagdes pirrélicas a
menos). Estes compostos ocorrem naturalmente e possuem propriedades biolodgicas
de alta relevancia (STERNBERG; DOLPHIN 1998; MILGROM, 1997). Dentre os FS
desenvolvidos ao longo dos anos, encontram-se também os analogos a porfirinas,
como as porfirinas sintéticas, acido 5-aminolevulinico e texafirinas; os analogos
semissintéticos da clorofila; os pigmentos, como as ftalocianinas e naftalocianinas; e
também os FS que nao possuem nucleo macrociclico tetrapirrdlico como base de
sua estrutura quimica, como nanoparticulas de ouro e 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indacenos (BODIPY) (HUANG, 2005; GORBE et al., 2015).

Porfirina Clorina Bacterioclorina Isobacterioclorina

Figura 3 — Estruturas quimicas de compostos macrociclicos tetrapirrolicos
Fonte: O autor (2018)
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2.2 1 Porfirinas

As porfirinas sao estruturas macrociclicas, planares e conjugadas,
constituidas por quatro anéis pirrélicos ligados através de carbonos metinicos,
usualmente denominados meso porfirinicos. Considerado o pai da quimica moderna
das porfirinas, Hans Fischer recebeu em 1930 o Prémio Nobel de Quimica pela
sintese e elucidacdo da estrutura do heme, grupo prostético da hemoglobina
(STERNBERG; DOLPHIN 1998; MILGROM, 1997).

A nomenclatura das porfirinas, segundo a IUPAC, baseia-se na numeragao
do macrociclo central que contém 20 atomos de carbono e 4 atomos de nitrogénio
(IUPAC, 1960). Fischer desenvolveu outro sistema de nomenclatura para porfirinas
muito utilizado (Figura 4). Neste sistema, as letras A, B, C e D identificam as
unidades pirrdlicas, sendo que cada unidade é constituida por carbonos B-pirrolicos
(numerados de 1 a 8) e por carbonos a-pirrélicos (sem numeragéo). Os carbonos

metinicos sao representados por letras gregas «a,p, o,y (MOSS, 1987;
NYMAN; HYNNINEN, 2004).

Figura 4 — Sistema de numeragao do anel porfirinico segundo a IUPAC (a) e Fischer (b)
Fonte: O autor (2018)

O ndcleo porfirinico € um sistema conjugado, que obedece a regra de
Huckel (4n+2 elétrons n, n = 0, 1, 2, 3,...), constituido por 22 elétrons n (n = 5).
Devido a sua conjugagdo e aromaticidade, estes compostos que sao altamente
corados e fluorescentes, exibem espectros de absorcdo e de emissao de
fluorescéncia caracteristicos. O espectro de absorcdo na regido UV/Vis é
caracterizado por uma banda de absorcéo proxima de 400 nm, de alta absortividade

molar, denominada banda Soret ou banda B (S¢—=>S;), e por um conjunto de quatro
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bandas menores entre 500-650 nm, de menor intensidade, denominadas bandas Q
(So=>S4) (Figura 5) (STERNBERG; DOLPHIN 1998; MILGROM, 1997).
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Figura 5 — Espectro de absorgao na regido UV/Vis caracteristico de porfirinas
Fonte: O autor (2018)

Essas mesmas caracteristicas também influenciam o espectro de RMN
de "H das porfirinas através de efeitos anisotropicos. No espectro de porfirinas livres
existe um sinal em § entre -2 e -4 ppm, correspondente a ressonancia magnética dos
hidrogénios ligados ao nitrogénio do anel porfirinico, devido a forte blindagem sofrida
pela corrente eletrénica em torno do anel. Esta mesma corrente, desprotege os
hidrogénios meso e B-pirrdlicos, deslocando o sinal de ressonadncia dos mesmos
para campos mais baixos (8 10—11 ppm e & 8-9 ppm) (TOME, 2001; STERNBERG;
DOLPHIN 1998; MILGROM, 1997).

Em mamiferos as porfirinas sdo biossintetizadas a partir do aminoacido
glicina. Nos sistemas bioldgicos, atuam como cofatores em processos como:
transporte de oxigénio, na hemoglobina; armazenamento de oxigénio, na
mioglobina; cadeia de transporte de elétron, no citocromo C, entre outros. Metais
também sdao comumente encontrados associados as porfirinas em sistemas
bioldgicos, como o ferro nas hemoproteinas (NELSON; COX, 2006).

As porfirinas sintéticas e semissintéticas possuem um papel importante no
desenvolvimento de areas como a biologia, medicina e engenharia (AKSENOVA;
SEBYAKIN; MIRONOV, 2003), devido as suas aplica¢gdes em diversas campos de
estudo como catalise (YUAN et al., 2017; SIMONNEAUX et al., 2006), sensores

quimicos, semicondutores, supercondutores, cristais liquidos (LEE, HUPP, 2006;
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PURELLO, GURRIERI, LAUCERI, 1999), tratamento de efluentes
(COSTA et al., 2008), modelos de sistemas fotossintéticos (SOLLADIE, HAMEL,
GROSS, 2000), inativagdo fotodindmica de micro-organismos (PERUSSI, 2007) e na
terapia fotodinamica (AICHER et al., 2011).

Dentre os diversos derivados porfirinicos propostos recentemente, os
derivados catibnicos tém recebido especial atencdo, como no trabalho de Jensen e
colaboradores (2010) no qual foi estudado e avaliado o efeito citotoxico de

moléculas com diferentes graus de cargas positivas (Figura 6).

“I(HsC)5*N N*(CH3)sl" I(H3C)3'N N*(CH3)3l"

I(H3C)s™N

N*(CHg)sl"

Figura 6 — Porfirinas sintéticas avaliadas biologicamente
Fonte: adaptado de JENSEN et al., 2010

A melhor eficacia de compostos catidnicos esta relacionada com a
capacidade de interagirem com DNA e RNA, que possuem caracteristicas anibnicas,
causando eficiente morte celular (VILLANUEVA; JORI, 1993; McMILLIN et al., 2005).
Existem ainda outros alvos importantes para porfirinas catiénicas, como mitocéndria
e lisossomos (KESSEL; LUGUYA; VICENTE, 2003). Moléculas anfifilicas, que
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possuem ambas porgdes hidrofébicas e hidrofilicas (preferencialmente carregadas),
geralmente possuem melhor eficacia terapéutica, por possuir melhor permeabilidade
em membranas (JENSEN et al., 2010; SLOMP et al., 2017).

2.2.1.1 Sintese de porfirinas

O método de ciclocondensagao-oxidagao de Adler e colaboradores (1967) €
um dos mais utilizados na sintese de porfirinas. Esta metodologia utiliza pirrol,
derivados de benzaldeido e acido propiénico como solvente, em refluxo. A reagao
ocorre através da condensacao do pirrol com os benzaldeidos, substituidos ou nao,
que resultam no porfirinogénio 39. A reagdo € conduzida na presengca de ar
atmosférico, ja que oxigénio € necessario para oxidagdo do porfirinogénio,
resultando no nucleo estrutural caracteristico de porfirinas, substituido nas posi¢oes
meso pelos anéis aromaticos, substituidos ou nao, derivados dos aldeidos utilizados
(MILGROM, 1997; MERHI, 2013). O mecanismo de ciclocondensac¢ao € mostrado no

Esquema 9.
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Esquema 9 — Mecanismo da reacao de Adler
Fonte: adaptado de MILGROM, 1997
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Este tipo de reagcdo tem como produtos as respectivas porfirinas com
diferentes padrdes de substituicdo (Figura 7), que sao separadas
cromatograficamente. Para obtengdo de um desses derivados com maior

rendimento, é necessaria a adequacao estequiométrica da reacao.

Figura 7 — Porfirinas resultantes de reagéo de ciclodensacéao utilizando aldeidos diferentes
Fonte: O autor (2018)

O método de Adler é eficiente na obtencado de porfirinas simétricas, porém
existem algumas limitacbes. Caso os aldeidos possuam grupos sensiveis, esta
metodologia ndo é ideal, devido a condigdo de refluxo em temperatura elevada
(141°C) (MERHI, 2013).

Outra condigao bastante aplicada na quimica de porfirinas € a de Lindsey e
colaboradores (1987) que permite a obtencdo de porfirinas em condigdes brandas.
Para essa reacdo, geralmente séo utilizados solventes clorados, como cloroférmio
ou diclorometano. A condensacéo de pirrol e aldeido é catalisada por acido de Lewis,

como BF3;OEt; ou acido trifluoroacético (TFA), para a formagao do tetrapirrolmetano
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45 (Esquema 10). Nesse ponto existe uma competicdo entre a formagao de
porfirinogénio 39, caso ocorra ciclizagdo, e polipirrometano 46, caso ocorra
polimerizagao. Oxigénio presente no ar atmosférico ndo € suficiente para oxidagcéo
nesse caso. Para desidrogenagao do porfirinogénio € necessario o uso de agentes
oxidantes, como tetracloro-1,4-benzoquinona (p-cloranil) ou 2,3-dicloro-5,6-diciano-
1,4-benzoquinona (DDQ) (LINDSEY et al., 1987; MERHI, 2013).

Esquema 10 — Mecanismo da reacao de Lindsey
Fonte: adaptado de MERHI, 2013

2.2.2 Clorinas
A di-hidroporfirina resultante da saturagdo de uma dupla ligagao periférica

pirrdlica de uma porfirina € chamada de clorina. A classe das clorinas inclui

clorofilas, feofitinas e bacterioclorofilas ¢, d, e, f. As bacterioclorofilas a, b e g
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pertencem a classe das bacterioclorinas, com duas ligacdes reduzidas (JINADASA
et al., 2011; JINADASA, 2013).

As clorofilas, encontradas nos cloroplastos, regulam a fotossintese de
plantas e cianobactérias, como catalisadores, permitindo absor¢cao e conversao de
energia da luz em energia quimica. A maioria das clorofilas (a, b, d, f) sdo da classe
das clorinas e possuem um ion central de magnésio na sua composi¢ao (Figura 8).
As clorofilas ¢c1 e c2 nao possuem ligagéo pirrdlica reduzida e, portanto, séo
derivados porfirinicos (GRIMM et al., 2006; JINADASA, 2013).

Clorofila ¢c1

Clorofila a Clorofila b Clorofila d Clorofila f
Ri -CH,4 -CH,3 -CHs -CHO
R, -CH=CH, -CH=CH, -CHO -CH=CH,
Rs -CH,CHj -CHO -CH,CHjy -CHoCH3

Figura 8 — Estruturas quimicas das diferentes clorofilas
Fonte: O autor (2018)
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A reducéo caracteristica de uma das posigdes pirrolicas periféricas provoca
o0 aumento da banda de maior intensidade e deslocamento do Amsx para o vermelho.
As clorinas, geralmente, possuem uma forte banda de absor¢do na regidao entre
640-700 nm, dependendo dos seus substituintes no macrociclo (NYMAN;
HYNNINEN, 2004; SPIKES, 1990).

As clorinas sao, entdo, superiores comparadas com as porfirinas como FS
na PDT. Como exemplo, o Foscan® (5,10,15,20-tetraquis(3-hidroxifenil)clorina ou
mTHPC), um FS da classe das clorinas (Figura 9), é utilizado em alguns paises para
tratamento de cancer de cabega e pescogo e apresenta vantagens em comparagao
com o Photofrin®. E cerca de 200 vezes mais eficiente na mesma concentragéo e
permite a utilizacdo de doses de luz mais baixas para alcangar resultados similares
(TEITEN et al., 2001; HIROHARA et al., 2005; COUTIER et al., 1999).

Figura 9 — Estrutura quimica do Foscan®
Fonte: O autor (2018)

Outra vantagem do uso de clorinas como FS sobre as porfirinas € o fato de
que as porfirinas sintéticas s&o obtidas, geralmente, com rendimentos considerados
baixos, utilizando diversos reagentes quimicos. Ja as clorinas e bacterioclorinas
podem ser obtidas de fontes naturais, como plantas e algas, gerando grandes
quantidades de compostos, que podem ser facilmente extraidos e purificados
(HYNNINEN, 1977). Portanto, as clorinas possuem alto potencial para ser explorado
dentro da PDT.
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2.2.3BODIPYs

Um tipo de FS nao-porfirinico que vem se destacando na literatura sdo os
BODIPYs. O nucleo 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno, ou nucleo BODIPY,
encontra-se presente em estruturas quimicas formadas por duas unidades pirrélicas
ligadas através de um atomo de carbono na posicdo meso e com um atomo de boro
para construir a estrutura ftriciclica deste composto (Figura 10). Os BODIPYs
absorvem intensamente no UV, emitem picos de fluorescéncia, geram altos
rendimentos quanticos, sdo foto e quimicamente estaveis e podem ser lipofilicos ou
hidrofilicos, o que faz com que possuam potencial para diversas modificagbes e
aplicagdes (LOUDET; BURGESS, 2010; LIM et al., 2010; YOGO et al., 2005).

meso
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Figura 10 — Estrutura quimica dos BODIPYs
Fonte: O autor (2018)

O estudo de BODIPYs como FS é recente. Em 2002, o primeiro trabalho foi
reportado com resultados sobre estes compostos e suas aplicacées na PDT. A partir
de entdo, novos estudos tém explorado esta classe de FS (AWUAH; YOU, 2012;
ATILGAN et al., 2006).

A aplicagdo mais estudada dos BODIPYs é como sondas fluorescentes para
imagem diagndstica, ja que esses compostos apresentam alta fluorescéncia
(S1=>S0) (LOUDET; BURGESS, 2007; BOENS; LEEN; DEHAEN, 2012). Essa
caracteristica ndo é desejavel para PDT, sendo que uma alta fluorescéncia significa
uma baixa transigdo para o estado tripleto excitado (T1), estado no qual ocorre
transferéncia de energia para formagdo de espécies reativas de oxigénio
(T1+0,>S0+'0,). Um bom FS produz T1 de forma eficiente através de cruzamento
intersistema: S1->T1. Entretanto, essa transicdo de estado de spin ndo acontece de
forma eficiente em BODIPYs, que devem ser modificados quimicamente para
tornarem-se bons FS (ZHANG, 2018; ORTIZ et al., 2012; KAMKAEW et al., 2013).
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As modificagcbes quimicas nesse caso almejam, entdo, a obtencdo de
moléculas que apresentem um cruzamento intersistema mais eficiente. Os atomos
de numero atdbmico relativamente alto (como alguns halogéneos) sdo capazes de
facilitar o cruzamento intersistema de compostos orgénicos e aumentar a produgao
de oxigénio singleto, fenbmeno denominado efeito do atomo pesado (Figura 11).
O efeito do atomo pesado pode ser descrito como 0 aumento de um processo spin-
proibido induzido pela presenga de um atomo de alto numero atémico. A conversao
para o estado T1 manifesta-se pela diminuicdo de fluorescéncia e aumento da
producéo de oxigénio singleto (ZOU et al., 2017; KOKSOY et al., 2017; ZHAO
et al., 2015; REY et al., 2017).

Efeito do
Atomo
Pesado

T fluorescéncia l fluorescéncia

Figura 11 — Efeito do atomo pesado
Fonte: O autor (2018)

Existem trés formas para obter um BODIPY halogenado: halogenacgédo do
pirrol ou do dipirrometano precursor, ou substituicdo eletrofiica no BODIPY ja
sintetizado. No ultimo caso, as posi¢coes 2 e 6 apresentam-se mais susceptiveis a
esta reacdo. As reacdes mais exploradas na literatura sdo a bromacéao e a iodagao.
Na maioria dos casos a incorporacdao de iodo mostra-se mais eficaz que o bromo
(AWUAH; YOU, 2012; KAMKAEW et al., 2013 ; LI; HUANG; HU, 2012; YOGO et al.,
2005; ORTIZ et al., 2012).

Outra modificacdo quimica que se mostra interessante, adicional a
halogenacdo, € a cationizagdo. Nesse caso, os BODIPYs halogenados e
cationizados possuem potencial como FS na PDT de micro-organismos,
especialmente fungos e bactérias, que apresentam maior sensibilidade a estas
cargas (CARUSO et al., 2012).
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2.3 FOTOSSENSIBILIZADORES CONJUGADOS

A conjugagao consiste na ligagdo covalente entre duas ou mais moléculas
distintas a fim de se atingir uma fungao especifica. Essa técnica tem sido explorada
para obtencdo de moléculas para diversas aplicacbes biomédicas
(AHADIAN et al., 2015). Para aprimorar sua atividade, a conjugacao de
fotossensibilizadores com outras moléculas que acrescentem alguma fungao
biolégica ao mesmo € bastante utilizada. A conjugagao pode ser com elementos que
aumentem seu reconhecimento celular (targeting) (BIGEY et al., 1997), que
melhorem sua solubilidade (MBAKIDI et al., 2013) ou que aumentem sua eficacia
biolégica (HIROHARA et al., 2005).

As moléculas mais utilizadas para conjugacdo sé&o os carboidratos
(HIROHARA et al., 2005; DALLAGNOL et al., 2014), proteinas (SUTTON et al.,
2002; HAMBLIN; MILLER; ORTEL, 2000), peptideos (KAMARULZAMAN et al., 2015;
SIBRIAN-VAZQUEZ et al., 2005), oligonucleotideos (BIGEY et al., 1997) e
anticorpos monoclonais (VROUENRAETS et al., 2000), utilizando diferentes técnicas
de conjugagdo. Também, diversos sistemas poliméricos tém sido investigados,
utilizando, por exemplo, polietilenoglicol e PF127 (HAMBLIN et al., 2001; PARK; NA,
2013). Nesse caso, o uso de biopolimeros, polimeros que ocorrem naturalmente,
possui a vantagem de contornar questdes relativas a citotoxicidade, que podem
acontecer com polimeros sintéticos (SHRESTHA; KISHEN, 2012).

Estudos anteriores demonstraram que as porfirinas mantiveram suas
propriedades mesmo quando conjugadas com nanotubos de carbono, quitosana ou
celulose e que estes polimeros modificados podem ser utilizados sozinhos ou na
forma de membranas ou filmes (MBAKIDI et al., 2013).

2.4 POLISSACARIDEOS LIGADOS COVALENTEMENTE A PORFIRINAS

Materiais baseados em polissacarideos sdo estudados em campos como
ciéncia de materiais, farmacia, medicina, quimica verde e outros
(HASEGAWA et al., 2006).

A obtencao e investigacao de materiais baseados em polissacarideos e FS,
como as porfirinas, para fins terapéuticos pode ser interessante pelas seguintes

razoes:
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(a) A facil exposicao da pele a luz faz com que o uso da PDT seja frequente
em afecc¢des dermatoldgicas. Queratose actinica e outros tipos de tumores, assim
como doengas nao malignas, como psoriase e infecgdes, demonstraram resposta
clinica positiva ao tratamento com PDT (RISALITI et al., 2018; SLOMP et al., 2017).
A utilizagdo de FS ligado a um polissacarideo é interessante nesse contexto pois
poderia facilitar a aplicagao local, aumentar a seletividade do tratamento e preservar
o tecido saudavel adjacente a lesao, ao evitar a difusdo do FS no tecido saudavel.

(b) Lesbes cutaneas podem acontecer por diversas razbées como trauma
mecanico, procedimentos cirurgicos, queimaduras ou mesmo em atividades diarias.
A maioria dessas lesbes s&o capazes de se regenerar mesmo sem maiores
intervencgdes, porém lesdes extensas e/ou irreversiveis precisam de auxilio para que
0 processo regenerativo aconteca. Esse auxilio ocorre na forma de curativos, por
exemplo filmes poliméricos (wound dressing). Esses filmes atuam como materiais de
revestimento que evitam perda de fluidos e entrada de patogenos
(ANTUNES et al., 2015). Diversos polissacarideos s&o utilizados na elaboragéo de
wound dressing, pois possuem as caracteristicas ideais de permeabilidade,
transporte de fluidos, propriedades mecanicas e compatibilidade com a pele
(SYNYTSYA et al., 2012). A colonizagdo bacteriana em lesdes é alvo de grande
preocupacgao. Especialmente em queimaduras, a invaséo sistémica de patdégenos
através da lesao é causa primaria de complicacbes sérias e morte. O uso de
antibiotico topico profilatico € comum, mas existem relatos de ineficiéncia, assim
como com o uso de antibidticos orais (ORENSTEIN et al., 1998). Nesse sentido, o
uso de polissacarideos juntamente com porfirinas em wound dressing € interessante
ao passo que sua atividade é comprovada na inativacdo de diversos micro-
organinsmos (PDI) (DI POTO et al., 2009; COLLINS et al., 2010).

(c) A incidéncia de doencgas originadas devido a agua contaminada é cada
vez maior especialmente em paises em desenvolvimento. E importante a remocao
de micro-organismos patdégenos como bactérias, virus, protozoarios e ainda vetores
artrépodes de patogenos. Dentre os métodos utilizados para desinfecgdo da agua,
como filtracdo e tratamento com ultravioleta, os agentes quimicos sdo os mais
utilizados, como cloro e ozénio (BONNETT et al., 2006). O uso de agentes quimicos
faz com que aumente o numero de micro-organismos resistentes. A capacidade
fotoinativadora de porfirinas sobre uma extensa variedade de micro-organismos,

juntamente com luz solar disponivel sem custo em paises tropicais em
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desenvolvimento, despertou o interesse de grupos de pesquisa pela utilizagdo de
PDI no tratamento de agua. A PDI é eficaz inclusive contra patdgenos resistentes e
nao produz resisténcia por processo mutagénico no tratamento continuo
(CARVALHO et al., 2008). Alguns FS ja foram estudados para tratamento de agua
mas com a sua utilizagcdo na forma de solucdo. Essa forma nido é adequada para
esta finalidade ja que pode haver residuos de FS na agua, o que nao é aceitavel. O
uso de porfirinas imobilizadas por adsor¢do em suportes poliméricos, como a
celulose, foi explorado em alguns trabalhos demonstrando alta eficiéncia. Nesse
caso, o FS estaria atuando pela geracdo de espécies reativas de oxigénio na
superficie do filme e causando danos aos micro-organismos préximos, ou haveria a
liberacdo lenta do FS do filme polimérico na agua. O segundo caso nao seria
aceitavel pois, assim como no uso de FS em solucédo, o FS contaminaria a agua
(BONNETT et al., 2006; COPPELLOTTI et al., 2012). Nesse sentido, o estudo de um
novo sistema de desinfeccdo de agua baseado em polissacarideo-porfirina ligados
covalentemente de forma irreversivel faz-se interessante.

E importante destacar a existéncia de poucos trabalhos explorando a ligacéo
covalente entre porfirinas e polissacarideos (HASEGAWA et al., 2006;
FEESE et al., 2011; CARPENTER et al.,, 2012; CHAUHAN, et al., 2013). Estes
trabalhos, de um modo geral, basearam-se na ligagdo entre a cadeia polissacaridica
e as porgdes porfirinicas atraveés do grupo triazol, via click chemistry. Esta estratégia
€ demonstrada nos estudos de Carpenter e colaboradores (2012) e de Feese e
colaboradores (2011) que avaliaram a capacidade de fotoinativacdo bacteriana de
porfirinas ligadas a celulose via anel triazol (Figuras 12 e 13). Entretanto, ja foi
reportado que a associagdo do grupo triazol a anéis porfirinicos pode levar a
diminuicao da atividade fotodinamica da molécula resultante (LAFONT et al., 2013).
Desta forma o estudo de novas formas de se associar porfirinas a polissacarideos

representa um campo cientifico ainda inexplorado.
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Figura 12 — Polimeros celulose-porfirina obtidos via click chemistry
Fonte: adaptado de CARPENTER et al. 2012

Figura 13 — Utilizac&o da click chemistry para obtencao da celulose ligada a anéis porfirinicos através
do anel triazolico
Fonte: adaptado de FEESE et al., 2011

2.5 POLISSACARIDEOS DE ALGAS VERMELHAS

As algas vermelhas, assim denominadas devido a sua coloracdo
caracteristica, sao formadas por 5 a 6 mil espécies diferentes, sendo a maioria de
aguas marinhas (GRAHAM; WILCOX, 2000). A parede celular dessas algas é
composta por uma por¢ao microfibrilar de celulose e uma por¢gdo mucilaginosa
amorfa (BOLD; WYNNE, 1985). Da por¢cdo mucilaginosa s&o extraidos os
polissacarideos, principalmente galactanas sulfatadas (GRAHAM; WILCOX, 2000).

As galactanas possuem como estrutura quimica basica repetitiva uma
unidade de B-D-galactopiranose (A), ligada glicosidicamente através dos carbonos

1 e 3, e uma unidade de a-galactopiranose (B), ligada através dos carbonos 1 e 4.
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A estereoquimica da unidade B apresenta grande importancia na classificagdo das
galactanas de algas vermelhas. Se a unidade B pertencer a série D-, esta galactana
€ classificada como carragenana. Se a unidade B pertencer a série L-, esta
galactana é classificada como agarana (PAINTER, 1983). Ainda, a unidade B pode
estar presente em ambas as formas D- e L- e essas galactanas sdo denominadas
DL-hibridas (STORTZ; CEREZO, 2000). A unidade B das galactanas pode ou nao
formar uma estrutura ciclica formando um anel de 3,6-anidrogalactopiranose
(Figura 14).

AGARANAS CARRAGENANAS
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Figura 14 — Estrutura basica repetitiva das agaranas e carragenanas
Fonte: O autor (2018)

Apesar de muitas destas galactanas apresentarem estruturas quimicas
complexas, devido as possiveis variacbes das unidades B e das diversas
possibilidades em termos de padréao de substituicdo, existem algumas carragenanas
e agaranas que apresentam um padréao estrutural bastante repetitivo, como as
unidades dissacaridicas repetitivas que constituem a agarose [—3)-B-D-Galp-(1—4)-
3,6-Ani-a-L-Galp-(1—] e a kappa-carragenana [—3)-B-D-Galp-4-sulfato-(1—4)-3,6-
Ani-a-D-Galp-(1—]. O carater repetitivo destes polissacarideos representa uma
oportunidade para a obtencdo de materiais iniciais destinados a processos
semissintéticos (GONCALVES, et al, 2005, GONCALVES, et al., 2007,
DUCATTI, et al. 2009).



52

2.5.1 Agarose

A agarose (Figura 15) é um heteropolissacarideo, produzido por algas
marinhas da ordem Rhodophyta (algas vermelhas), com massa molecular de
aproximadamente 120.000 g.mol™" (NELSON; COX, 2006).

Figura 15 — Estrutura quimica da agarose
Fonte: O autor (2018)

A agarose possui a capacidade de formar géis devido a relativa
hidrofobicidade de sua unidade repetitiva basica e sua substituicdo por grupos
polares como a hidroxila, o que a faz util em diversos campos de pesquisa (LAHAYE;
ROCHAS, 1991). Como exemplo, géis de agarose sdo empregados como suporte
inerte para separacao eletroforética de acidos nucléicos (BAS et al., 2014,
SHUKLA et al., 2014), para meio de cultivo solido de micro-organismos (ARMISEN,
1991), para melhorar a superficie de sistemas nanoparticulados (DE ROSA et al.,
2011), na liberagédo controlada de farmacos (drug delivery) (MARRAS-MARQUEZ,
PENA; VEIGA-OCHOA, 2014) e na area biomédica (ROSSI et al., 2011).

Sua caracteristica inerte, biocompativel, com propriedades fisico-quimicas e
mecanicas interessantes a fizeram um alvo para obtencao de biomateriais, na forma
de gel ou filme, para aplicacdo em regeneracao de tecidos e cicatrizagao de lesées
(THET et al., 2016). Ainda, possui alta capacidade de absor¢do de agua, util para o
crescimento, diferenciagdo e proliferacdo celular. Biomateriais de agarose
demonstraram permeagdo adequada de oxigénio e nutrientes para eficiente
crescimento celular (BAO et al., 2010; NINAN et al., 2016; ZARRINTAJ et al., 2018).
Awadhiya e colaboradores (2017) desenvolveram um filme de agarose com
porosidade e caracteristicas mecanicas apropriadas para uso como wound dressing.
As mesmas caracteristicas fisico-quimicas e de adesdo levaram Tripathi e
colaboradores (2011) a desenvolverem um biomaterial utilizando agarose para

diversas aplicagdes, como no processo de filtragdo para tratamento de agua.
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2.5.2 Carragenanas

As carragenanas sao classificadas em diversos grupos como A (lambda),
k (kappa), 1 (iota), v (nu), u (mu), 6 (theta) e & (Ksi), contendo entre 22-35% de
grupos sulfato. A classificagdo atribuida reflete o grau de sulfatagdo em posigdes
especificas do polimero e a presenga ou auséncia da unidade 3,6-anidro-o-D-
galactopiranose (STORTZ; CEREZO, 1992; CAMPO et al., 2009). As diferentes
estruturas quimicas de carragenanas estdo relacionadas com a alga de que sao
extraidas, a fase do ciclo de vida da alga no momento da extragéo e o procedimento
de extracdo. Dentre as mais de 15 diferentes estruturas reportadas, as formas
kappa (x), iota (1) e lambda (1) sdo as mais relevantes e utilizadas na industria. A
kappa-carragenana (Figura 16) apresenta um grupo sulfato por unidade
dissacaridica na posicdo C4 da unidade pB-D-galactopiranose e € extraida de
Kappaphycus spp. (NECAS; BARTOSIKOVA, 2013; CUNHA; GRENHA, 2016;
KNUTSEN et al.,1994).

"0,50 OH
R o) o R
\o&o o7/ ™~
OH
OH

Figura 16 — Estrutura quimica da kappa-carragenana
Fonte: O autor (2018)

A composig¢ao e a conformacao das carragenanas sao responsaveis pelas
suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas. As carragenanas comerciais
apresentam-se na forma de sais de sédio e calcio, que também influenciam as suas
propriedades fisicas, como formagao de gel. Suas aplicagbes mais estudadas estao
relacionadas com suas propriedades gelificantes e espessantes, na industria
alimenticia, cosmética, farmacéutica e téxtil (ZACHAROPOULOS; PHILLIPS, 1997;
CUNHA; GRENHA, 2016).

Suas aplicacbes na area biomédica sdo atribuidas as suas propriedades
quimicas e fisico-quimicas (Figura 17). Como biomateriais, as carragenanas sao
biocompativeis e utilizadas para melhorar dissolu¢gao de formulagcbes farmacéuticas,

na liberacdo controlada de farmacos de forma inespecifica e pH/temperatura
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especifica e na regeneragédo de tecidos (LIU et al., 2015; LI et al., 2014; NECAS;
BARTOSIKOVA, 2013).

Caracteristica
fisico-quimica Aplicacdo

Formagdo de
gel/viscosidade

Liberacdo controlada
de farmacos

Aumento da dissolugdo
de farmacos

Liberagao de farmacos
pH-especifica

Crosslink com Liberacdo de farmaco
outros polimeros temperatura-especifica

Rede porosa —_
hidrofilica

Figura 17 — Relagéo entre caracteristicas fisico-quimicas e aplica¢des de carragenanas
Fonte: adaptado de Liu et al., 2015

Engenharia de tecidos

Nair e colaboradores (2016) prepararam nova formulagdo contendo
carragenana para utilizagdo como wound dressing. Estudos de suas propriedades
mecanicas e biologicas in vivo demonstraram alto potencial do novo material para
tratamento de lesdes. Outros trabalhos também reportaram resultados similares
relativos a aplicagdo de carragenanas nesse campo de estudo, destacando a
importancia de suas caracteristicas similares aos glicosaminoglicanos dos tecidos
(MIHAILA et al., 2013; PAWAR; TETTEH; BOATENG, 2013).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 METODOS GERAIS

Os processos sintéticos foram realizados com o uso de reagentes e
solventes de grau de pureza apropriados. As reagcdes foram acompanhadas por
cromatografia em camada delgada (CCD). A purificagao dos FS obtidos foi realizada
por cromatografia em coluna de silica “flash”, CCD preparativa e/ou por processos
de recristalizacao. Os polimeros foram purificados por dialise, utilizando-se sacos de
dialise com porosidade apropriada. Apods o processo de dialise, os polimeros foram
liofilizados. Os compostos obtidos foram caracterizados estruturalmente por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H, *C e "B (mono e
bidimensionais), espectroscopia na regidao do infravermelho, espectrometria de
massas (MALDI-TOF; ESI-TOF) e/ou UV-Visivel.

3.1.1 Métodos cromatograficos

Para as analises de CCD foram utilizadas cromatoplacas de aluminio com
revestimento em silica gel 60. Para a CCD preparativa foram utilizadas placas de
vidro revestidas em silica gel 60. A aplicagdo dos compostos de interesse foi
realizada com o uso de capilares de vidro ou pipeta Pasteur e as placas foram
eluidas com diferentes misturas de solventes, em camaras de vidro cobertas.
A visualizacdo dos compostos foi realizada sem uso de reveladores e/ou por meio
de visualizacdo em camara de ultravioleta.

Os experimentos de cromatografia em coluna foram realizados utilizando
silica gel 60 (230-400 mesh) como fase estacionaria e diferentes misturas de

solventes como fases moveis.
3.1.2 Métodos espectrométricos

Os experimentos de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN) foram realizados em espectrometros da marca BRUKER operando nas
frequéncias de 200 MHz, 400 MHz e 600 MHz para o 'H (Universidade Federal do
Parana e Louisiana State University - EUA). As amostras foram solubilizadas em

aproximadamente 0,6 mL de solventes deuterados (CDCl; ou DMSOg) e
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acondicionadas em tubos de RMN de 5 mm de didmetro. Como padrao interno, para
a calibragdao dos espectros, foi usado o tetrametilsilano (TMS) ou o sinal residual
caracteristico do solvente deuterado utilizado (GOTTLIEB; KOTLYAR; NUDELMAN,
1997). Os espectros adquiridos foram processados e interpretados com o auxilio do
software TopSpin versao 3.1.

A obtencédo dos espectros na regido do infravermelho foi realizada com o
uso de um espectrobmetro ALPHA Bruker, com Transformada de Fourier (TF). A
analise direta das amostras foi realizada utilizando acessoério de reflectancia
atenuada - ATR (Centro de Estudos em Biofarmacia - UFPR). O processamento e a
interpretacédo dos espectros deram-se com auxilio do software Opus Viewer.

A caracterizagdo por espectrometria de massas foi realizada utilizando
ionizagcdo por dessorcdo a laser assistida por matriz acoplada a analisador de
massas de tempo de voo (MALDI-TOF) ou ionizagdo por Eletrospray acoplada a
analisador de massas de tempo de voo (ESI-TOF). Para os espectros obtidos por
MALDI-TOF foi utilizado espectrémetro MALDI-TOF/MS modelo Autoflex 1l-Bruker
Daltonics (Universidade Federal do Parana), com o software FlexControl 2.0.
As amostras foram adicionadas em placa juntamente com a matriz HCCA (acido
a~ciano-4-hidroxicinaminico). A analise e tratamento dos espectros foram realizados
com o auxilio do programa FlexAnalysis 2.0. O equipamento utilizado para obtengao
dos espectros de ESI foi um Agilent Technologies 6210 ESI-TOF (Louisiana State
University - EUA).

Para a caracterizagao por Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) as amostras foram
solubilizadas em DMSO ou CH,Cl, e diluidas para concentragéo de 12x10™ mol.L™.
Os espectros foram obtidos no espectrofotdbmetro Shimadzu UV-1800 (Universidade
Federal do Parana) ou Agilent Cary50 (Louisiana State University - EUA). A curva de
concentragdo obtida para a porfirina 7 foi realizada utilizando concentracdes entre
0,1-1,1 ug.mL" em 414 nm. Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em
espectrofotdmetro Perkin Elmer LS-55 com as amostras em concentragdo de 2x107°
mol.L™" em DMSO (Louisiana State University - EUA).

3.1.3 Desenho Experimental

Os experimentos deste trabalho foram desenvolvidos em parte no laboratério

de Sintese de Heterociclos e Glicoconjugados (SinHeGili), na Universidade Federal
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do Parana (UFPR), e parte no laboratério do Dr. Kevin Smith e Dra. Maria da Graga
Vicente, do Programa de Pds-Graduagao em Quimica, durante estagio sanduiche na
Louisiana State University (LSU), EUA.

As porfirinas 4, 5, 7 e 9 foram sintetizadas na UFPR, assim como os estudos
de conjugacéao porfirina-polissacarideo. As porfirinas 12, 15, 16, 18, 19 e 20, as
clorinas e os BODIPYs foram sintetizados na LSU. A avaliacdo de propriedades
fotodindmicas de FS foi realizada também na LSU, com a colaboragao de Kaitlin E.
Griffin e Nichole E. Kaufman para os estudos de geracado de oxigénio singleto e da
Dra. Zehua Zhou para os testes celulares.

A Figura 18 apresenta o fluxograma das etapas experimentais realizadas.

SINTESE DOS FS
PORFIRINAS CLORINAS BODIPYs
22, 25, 26, 27 29, 30

™ | CARACTERIZACAO
45,9 12,18 derivados catidénicos ¢
J, 31,32,33,34
derivado épodxido derivados catidnicos ‘L

7 15,16, 19, 20 b 1z -
avaliagdo bioldgica

J, l in vitro

estudos de conjugagdo | | avaliagdo fotofisica
com polissacarideos e bioldgicain vitro

Figura 18 — Fluxograma das etapas experimentais
Fonte: o autor (2018)

3.2 SINTESE DAS PORFIRINAS

3.2.1 Sintese da 5-(4-acetoxifenil)-10,15,20-trifenilporfirina (4)

A porfirina 4, 5-(4-acetoxifenil)-10,15,20-trifenilporfirina, foi sintetizada
baseada na metodologia de Lindsey e colaboradores (1987). Num baldo de fundo
redondo contendo 40 mL de CH,ClI, foram adicionados pirrol (4 mmol), benzaldeido
(3 mmol) e p-acetoxibenzaldeido (1 mmol). Gota a gota foi também adicionado o
catalisador acido BF3OEt; (0,3 mmol) (36 yL em 2 mL de CH,Cl,). O meio reacional
permaneceu sob agitagdo a temperatura ambiente por 30 min e entdo iniciou-se a

etapa de oxidacgao, adicionando-se trés equivalentes (3 mmol) de DDQ (2,3-dicloro-
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5,6-dicianobenzoquinona). A reagao foi mantida sob agitagdo por mais 1 h. O meio
reacional foi filtrado em celite e Florisil® e entdo concentrado em rotaevaporador. O
material resultante foi purificado por cromatografia em coluna de silica utilizando
como fase movel CH)Cly/hexano (1:1), obtendo-se rendimento de 7,1%
(0,07 mmol) (Esquema 11).

H
N BF3OEt2y CH20|2
\\ // + +
DDQ
1 2 OAc
3

Esquema 11 — Sintese da porfirina 4
3.2.2 Sintese da 5-(4-hidroxifenil)-10,15,20-trifenilporfirina (5)

Para a sintese da porfirina 5, 5-(4-hidroxifenil)-10,15,20-trifenilporfirina,
através de reacao de desacetilagcdo, foram adicionados 0,5 mmol da porfirina 4 num
baldo com 3,5 mL de solugédo de HCI concentrado (37% p/p). A reagdo permaneceu
por 5 h sob agitagdo a 60°C. Apds resfriar a temperatura ambiente, foram
adicionados 50 mL de CH,Cl, e a fase organica foi lavada com solugao saturada de
Na,COs. O material resultante foi purificado em cromatografia em coluna utilizando
como fase movel CH,Cly/hexano (3:1), obtendo-se 94,7% (0,23 mmol) de

rendimento (Esquema 12).

HCI

60°C, 4h

Esquema 12 — Sintese da porfirina 5
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3.2.3 Sintese da 5-(4-piridil)-10,15,20-trifenilporfirina (9)

A porfirina 9, 5-(4-piridil)-10,15,20-trifenilporfirina, foi sintetizada utilizando o
método de Adler e colaboradores (1967), com modificagcbes (VANDRESEN, 2013)
(Esquema 13). Em um baléo de fundo redondo (50 mL), foram adicionados 5 mL de
acido propidnico (solvente e catalisador), 4 mmol de pirrol, 3 mmol de benzaldeido e
1 mmol de piridina-4-carboxaldeido. O meio reacional foi, entdo, mantido em refluxo
(145°C) sob agitagdo por 1 h. Apds este periodo, 5 mL de acetona foram
adicionados para precipitacao do produto. Posteriormente, o meio reacional passou
por processo de filtragdo, obtendo-se um sélido roxo que foi purificado por
cromatografia em coluna utilizando como fase modvel CHCI3/MeOH (98:2). O

rendimento obtido para 9 foi de 7,8% (0,07 mmol).

H N
N acldo propionico
N | , d A
( / + +
\ = refluxo, 1h
1 \O \O
8 2

Esquema 13 — Sintese da porfirina 9
3.2.4 Sintese da 5-[4-(2,3-epoxi-1-propiloxi)fenil]-10,15,20-trifenilporfirina (7)

Para obtencdo do composto 7, 5-[4-(2,3-epoxi-1-propiloxi)fenil]-10,15,20-
trifenilporfirina, reacdes de O-alquilacdo dos grupos hidroxila da porfirina 5 foram
realizadas testando condigdes com epicloridrina (6), variando o solvente e a base, e
utilizando ou nao brometo de tetrabutilaménio (Esquema 14). A mistura de reagentes
foi mantida sob refluxo por 5 h e o produto foi purificado por cromatografia em coluna
de silica utilizando fase mével CH,Cl,;:MeOH (7:1). Os rendimentos encontrados

para 4 encontram-se na Tabela 2.
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Esquema 14 — Sintese da porfirina 7

Tabela 2 — Condigbes sintéticas testadas para obtencao da porfirina 7

Condicbes Testadas
Entrada 5 EPI Na,CO; NaOH TRIET. BrTBA DMF CH,Cl, R
(EQ (EQ (EQ (EQ) (EQ) (EQ (mL) (mL) (%)

1 1 160 - 5 - - 2 61,5
2 1 160 - 5 - - 1 - 88,1
3 1 160 2,5 2,5 - - 1 - 50,9
4 1 160 5 - - - 1 - 18,6
5 1 160 - - 5 - 1 - 22,4
6 1 160 - 5 - 0,1 1 - 44,2
7 1 160 - 5 - 1 1 - 66,0
8 1 160 - 5 - 5 1 - 39,5

EPI= epicloridrina; TRIET= trietilamina; BrTBA= brometo de tetrabutilamoénio; EQ=equivalente.

3.2.5Tentativas de sintese da 5-(1-epoximetilpiridinio-4-il)-10,15,20-trifenilporfirina
(10)

Para obtencdo da porfirina 10, 5-(1-epoximetilpiridinio-4-il)-10,15,20-
trifenilporfirina, reagcdes de N-alquilacdo da porfirina 9 foram realizadas baseado no
estudo de cationizacdo de porfirinas de Casas e colaboradores (1993)
(Esquema 15). Diferentes condi¢des foram testadas em DMF, utilizando epicloridrina
(6), com e sem base e em temperaturas diferentes (Entradas 1, 2 e 3 da Tabela 3).

Também foi testada uma condicdo com brometo de tetrabutilaménio (Entrada 4).
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Outra metodologia para alquilagao de piridilporfirinas foi testada, utilizando xilol,
acido cloridrico e banho de ultrassom (ZHAO et al., 2008). A condi¢gado da entrada 5
foi realizada em 40°C por 1,5 h. A condigdo da entrada 6 foi realizada em 50°C por

3,5 h. Foram obtidos somente tragos do composto 10.

Esquema 15 — Sintese da porfirina 10

Tabela 3 — Condigées sintéticas testadas para obtengéo da porfirina 10

Condigdes Testadas

Entrada 9 EPI HCI TRIET BrTBA NaOH DMF  Xilol
(EQ) (k)  (Wb)  (ub) (EQ) (EQ)  (mb) (mlL)

1 1 120 - - - - 1 -

2 1 120 - 100 - - 2 -

3 1 120 - 100 - - 2 -

4 1 120 - - 80 5 2 -

5 1 120 200 - - - - 1

6 1 120 200 - - - - 1

EQ = equivalente; EPI= epicloridrina; TRIET= trietilamina; BrTBA= brometo de tetrabutilambnio. 1 e 2-
Temperatura ambiente; overnight. 3 e 4 - 65°C; overnight. 5 - Banho de ultrassom; 40°C; 1,5 h. 6 -
Banho de ultrassom; 50°C; 3,5 h.

3.2.6 Sintese da 5-(4-piridil)-10,15,20-tri(3,5-dimetoxifenil)porfirina (12)

A porfirina 12, 5-(4-piridil)-10,15,20-tri(3,5-dimetoxifenil)porfirina,  foi
sintetizada utilizando o método de Adler e colaboradores (1967), com modificacbes
(Esquema 16). Em um baldo adequado, foram adicionados 25 mL de acido
propidnico (solvente e catalisador), 12 mmol (780 pL) de pirrol, 9 mmol (1,245 g) de
3,5-dimetoxibenzaldeido e 3 mmol (280 uL) de piridina-4-carboxaldeido. A mistura

foi mantida sob agitacéo e refluxo por 2 h. Apds este periodo, 25 mL de acetona
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foram adicionados para precipitagao e o sélido obtido foi filtrado no dia seguinte. O
processo de purificagao foi realizado por cromatografia em coluna de silica utilizando
CHCI3:MeOH (98:2) como fase moével, obtendo-se 12 com 2,3% de rendimento
(0,07 mmol).

H O SN N\ acido propibnico
+ + |
\ % refluxo, 2h
1 Z So

Esquema 16 — Sintese da porfirina 12

3.2.7 Sintese da 5-(4-dimetilaminofenil)-10,15,20-trifenilporfirina (18)

A porfirina 18, 5-(4-dimetilaminofenil)-10,15,20-trifenilporfirina,  foi
previamente sintetizada utilizando a mesma metodologia da porfirina 12. Em um
baldo adequado, foram adicionados 25 mL de acido propidnico, 12 mmol (780 uL) de
pirrol, 9 mmol (1 mL) de benzaldeido e 3 mmol (45 pL) de 4-(dimetilamino)
benzaldeido e foi mantido sob agitagéo e refluxo por 2 h. Apds este periodo, 25 mL
de acetona foram adicionados para precipitacdo do produto e o sélido foi filtrado no
dia seguinte. O processo de purificacao foi realizado por cromatografia em coluna de
silica utilizando CH,Cl,:hexano (2:1) como fase movel, para obtengcédo de 0,5% de
rendimento (0,015 mmol).

Outra metodologia foi utilizada para obteng¢ao da porfirina 18 (Esquema 17),
seguindo estudo previamente realizado (OJADI et al., 1993). Uma mistura de
12 mmol de pirrol (173 pL), 0,62 mmol de 4-(dimetilamino)benzaldeido (93 mg) e
1,90 mmol benzaldeido (190 pL) foram solubilizados em 250 mL de diclorometano.
Em seguida, acido trifluoroacético (970 uL) foi adicionado e a mistura foi mantida sob
agitacado por 20 min em temperatura ambiente. O préximo passo foi a adicao de p-
cloranil (490 mg) e a mistura foi mantida a 45°C por 1 h. Trietilamina (1,80 mL) foi,

entdo, adicionada e a solugdo foi concentrada. O processo de purificagdo foi
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realizado por cromatografia em coluna de silica utilizando CH»Cl,:hexano (2:1) como

fase médvel, para obtencéo de 42,3% de rendimento (0,26 mmol).

H
N TFA, p-cloranil
@ + + 45°C, 1h, TEA
—
1 O o7
2
17

Esquema 17 — Sintese da porfirina 18
3.2.8 Sintese da 5-(1-metilpiridinio-4-il)-10,15,20-tri(3,5-dimetoxifenil)porfirina (15)

A porfirina 15, 5-(1-metilpiridinio-4-il)-10,15,20-tri(3,5-dimetoxifenil)porfirina,
foi sintetizada utilizando metodologia de metilagdo por iodeto de metila (Esquema
18) (CHEN et al., 2003). Uma mistura de 20 mg da porfirina 12 (0,025 mmol) e 1 mL
de iodeto de metila 13 (16 mmol) foram adicionados em 5 mL de DMF. A reacéo foi
mantida sob aigtagdo por 5 h a 45°C. O produto desejado foi recuperado do meio
reacional adicionando 25 mL de diclorometano com posterior lavagem com agua e
solugdo saturada de NaCl. A porcao organica foi, entao, filtrada em Na,SO,4 anidro,
para remocao de agua residual, e evaporada. A purificacao foi feita por cristalizagcao
utilizando CH,Cl,-Et,0. O rendimentos obtido foi de 91% (0,02 mmol).
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13
DMF, HyC—I

45°C, 5h

12 15

Esquema 18 — Sintese da porfirina 15
3.2.9Sintese da 5-(N,N,N-trimetil-4-amoniofenil)-10,15,20-trifenilporfirina (19)

A sintese da porfirina 19 seguiu mesma metodologia aplicada para a sintese
da porfirina 15. Como porfirina inicial foi utilizado o composto 18 (Esquema 19). O
rendimento obtido foi de 86% (0,05 mmol).

13
DMF, HiC—I

45°C, 5h

Esquema 19 — Sintese da porfirina 19

3.2.10 Sintese da 5-(1-epoximetilpiridinio-4-il)-10,15,20-tri(3,5-dimetoxifenil)porfirina
(16)

A alquilagdo da porfirina 12 para resultar na porfirina epoxidada 16, 5-(1-
epoximetilpiridinio-4-il)-10,15,20-tri(3,5-dimetoxifenil)porfirina, foi realizada através do
seguinte procedimento: uma mistura de 20 mg da porfirina 12 (0,025 mmol) e 2 mL
de epibromoidrina 14 (23,37 mmol) foram adicionados em 5 mL de acetona. A

reagcao foi mantida em refluxo por 8 h. O processo de purificacdo foi realizado
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através de CCD preparativa utilizando como fase mével CHCI3;:MeOH:H,0 (6:4:1). O
produto foi retirado da silica utilizando o sistema de solventes CHCIl3:MeOH:H,0
(6:4:1), com posterior filtragdo e evaporagdo dos solventes (Esquema 20). O
rendimento obtido foi de 17% (0,02 mmaol).

Esquema 20 — Sintese da porfirina 16
3.2.11 Sintese da 5-(N-dimetilepoximetil-4-amoniofenil)-10,15,20-trifenilporfirina (20)

A sintese da porfirina 20 seguiu mesma metodologia aplicada para a sintese
da porfirina 16. Como porfirina inicial foi utilizado o composto 18 (Esquema 21). O
rendimento obtido foi de 9% (0,03 mmol).

Br 14
v O )
Acetona, refluxo, 8h

_N+
/ }
o}

20

Esquema 21 — Sintese da porfirina 120
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3.3 SINTESE DAS CLORINAS
3.3.1 Extrac&o da feofitina a (21)

Aproximadamente 300 g de Spirulina pacifica (obtida comercialmente na
forma de p6é seco por spray dryer - Cyanotech, Hawaii) foram divididos em trés
baldes diferentes com 2 L de acetona em cada um. Os balbes foram aquecidos e
mantidos sob refluxo com agitagéo por 3 h. O sobrenadante foi, entdo, separado por
filtracdo e mais acetona foi adicionada ao sodlido residual. A pasta formada foi
mantida em repouso overnight. O processo de extragao e filtragao foi repetido duas
vezes. Os filtrados foram combinados e a acetona foi evaporada para posterior
purificacdo do residuo por cromatografia em coluna de silica utilizando somente
diclorometano e, entdo, CH,Cl,:acetona (95:5) como fase moével para recuperagao
de 1 g (1,14 mmol) da clorina feofitina a 21 (Esquema 22) (JINADASA, 2013).

3. Repouso overnight

1. Extragéo 2. Produto recuperado 4. Extragdo e filragéo
com acetona por filtragao repetidos duas vezes
o

5. Coluna de silica

CO,Phytyl

21

Esquema 22 — Extragcéo e obtengcdo do composto 21
3.3.2Semissintese do metil-feoforbideo a (22)

A feofitina a (21) foi tratada com solugéo de acido sulfurico a 5% em metanol
(m/v)b, protegida da luz, em temperatura ambiente, overnight. Posteriormente,
diclorometano foi adicionado e a solugao foi lavada com agua e solu¢gdo de NaHCO3
a 10% (p/v). Apés filtracdo da fase organica em NapSO4 anidro, o solvente foi
evaporado. A purificagdo do residuo foi realizada por cromatografia em coluna de

silica utilizando CH.Cl,:acetona (95:5) como fase mdvel, para obtengcdo da clorina
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metil-feoforbideo a 22 com 96% de rendimento (1,08 mmol) (Esquema 23)
(JINADASA, 2013; JINADASA et al., 2011).

H,S04 5%

B

CO,Phytyl CO,Me
21 22

Esquema 23 — Semissintese do composto 22
3.3.3 Semissintese da 13-dietilenotriaminilclorina e6 dimetil éster (25)

O composto 25, 13-dietilenotriaminilclorina e6 dimetil éster, foi obtido a partir
do composto 22 (Esquema 24). Em um balado de fundo redondo, 100 mg (0,16 mmol)
do composto 22 foi solubilizado em 3 mL de cloroférmio, previamente seco, e
manteve-se a mistura sob agitacado e atmosfera de nitrogénio por 10 min. Ent&do, 200
mL (1,85 mmol) de dietilenotriamina (23) foram adicionados e a reagéo permaneceu
sob agitacdo overnight. O solvente foi evaporado e o residuo solubilizado em
solugdo de MeOH:CHCl, (2,5:97,5). A purificagao foi realizada por cromatografia em
coluna de silica utilizando MeOH:CH,Cl; (2,5:97,5), depois MeOH:CH,Cl, (20:80)
como fase movel para obtengdo do derivado aminado (JINADASA, 2013). O
rendimento obtido foi de 77% (0,12 mmol).
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CO,Me

22

Esquema 24 — Sintese do composto 25

3.3.4 Semissintese da 13-etilenodiaminilclorina e6 dimetil éster (26)

A sintese do composto 26, 13-etilenodiaminilclorina e6 dimetil éster, seguiu a
mesma metodologia aplicada para a sintese do composto 25, utilizando 200 mL
(3 mmol) de etilenodiamina (24). O rendimento obtido foi de 85% (0,14 mmol)

(Esquema 25).

COzMe

85%

26

Esquema 25 — Sintese do composto 26

3.3.5 Semissintese da 13-epoximetil-etilenodiaminilclorina e6 dimetil éster (27)

A sintese do composto 27 foi realizada adicionando 20 mg (0,03 mmol) da
clorina 26 e 1 mL (11 mmol) de epibromoidrina em 3 mL de acetona, previamente
seca. A reacao foi mantida sob agitacédo e refluxo por 5 h. Depois de evaporado o

solvente, o meio reacional foi solubilizado em solugdo MeOH:CH.CI, (2,5:97,5). A
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purificacdo foi realizada por CCD preparativa, utilizando CH,Cl;:MeOH (1:1) como
fase mével (Esquema 26). O rendimento obtido foi de 45% (0,013 mmol).

Esquema 26 — Sintese do composto 27

3.4 SINTESE DOS BODIPY

3.4.1Sintese do 4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-8-(4-piridil)-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indaceno (29)

Para a sintese do composto 29, 4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-8-(4-piridil)-4-
bora-3a,4a-diaza-s-indaceno, 2 mL de 2,4-dimetilpirrol (20 mmol) e 0,9 mL de
piridina-4-carboxaldeido (10 mmol) foram diluidos em 150 mL de diclorometano
anidro. Entdo, 50 pL de acido trifluoroacético (0,6 umol) foram adicionados e a
reacao foi mantida sob agitagcao por 50 min. Adicionou-se 20 mL de uma solucao de
2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) (2,27 g; 10 mmol) em diclorometano
e deixou-se sob agitacdo por 50 min, seguido de adigdo de trietilamina (20 mL;
14 mol). Apés agitar por 30 min, BF3OEt; (20 mL; 16 mol) foi adicionado a reacao,
que foi mantida sob agitacdo por mais 2 h, em temperatura ambiente (Esquema 27).
Apos evaporagdao dos solventes, o material resultante foi purificado por
cromatografia em coluna de silica, utilizando acetato de etila:hexano (1:1) como fase
movel para obtencdo do composto 29, com rendimento de 29% (0,02 mmol)
(BARBA-BON et al., 2014).
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\N | TEA, BF3;Et,0 29%
28 8

Esquema 27 — Sintese do BODIPY 29

3.4.2Sintese do 4,4-difluoro-2,6-di-iodo-1,3,5,7-tetrametil-8-(4-piridil)-4-bora-3a,4a-

diaza-s-indaceno (30)

O composto 30, 4,4-difluoro-2,6-di-iodo-1,3,5,7-tetrametil-8-(4-piridil)-4-bora-
3a,4a-diaza-s-indaceno, foi obtido através de reacdo de iodagado (Esquema 28). Em
baldo adequado, acido idédico (12 mg, 0,06 mmol) foi solubilizado em quantidade
minima de agua e, entdo, gotejado numa solugado contendo 10 mg do composto 29
(0,03 mmol) e 15,6 mg de iodo (0,06 mmol), solubilizados em 10 mL de EtOH:CH,Cl»
(1:1). O meio reacional foi mantido a 60°C por 2 h. Apds resfriamento, os solventes
foram evaporados e o produto foi purificado através de coluna de silica utilizando
CHCly:hexano (1:1) como fase movel, obtendo-se rendimento de 74% (0,03 mmol)
(HAYES, 2014).

I, HIOg

74%

Esquema 28 — Sintese do BODIPY 30

3.4.3Sintese do 4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-8-(1-metilpiridinio-4-il)-4-bora-3a,4a-

diaza-s-indaceno (31)

Para sintese do composto 31, 4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-8-(1-
metilpiridinio-4-il)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno, 20 mg (0,06 mmol) do BODIPY 29
foram adicionados em 5 mL de acetonitrila. Posteriormente, 1 mL (16 mmol) de
iodeto de metila foi gotejado sobre esta solugdo, que foi mantida em refluxo

overnight. A recuperacgao do produto deu-se através de evaporagao do solvente, sem
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necessitar de etapas de purificagdo adicionais (Esquema 29). O rendimento obtido
foi de 97% (0,06 mmol).

13
HiC—I

refluxo, overnight

Esquema 29 — Sintese do BODIPY 31

3.4.4Sintese do 4,4-difluoro-2,6-di-iodo-1,3,5,7-tetrametil-8-(1-metilpiridinio-4-il)-4-

bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (33)

A sintese do BODIPY 33, 4,4-difluoro-2,6-di-iodo-1,3,5,7-tetrametil-8-(1-
metilpiridinio-4-il)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno, seguiu mesma metodologia
aplicada para a sintese do composto 31. Como BODIPY inicial foi utilizado o
composto 30 (0,03 mmol) (Esquema 30). O rendimento obtido foi de 94%
(0,03 mmol).

13
HaC—I

refluxo, overnight

Esquema 30 — Sintese do BODIPY 33

3.4.5Sintese do 4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-8-(1-epoximetilpiridinio-4-il)-4-bora-

3a,4a-diaza-s-indaceno (32)

O composto 32, 4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-8-(1-epoximetilpiridinio-4-il)-4-
bora-3a,4a-diaza-s-indaceno, foi sintetizado segundo o seguinte procedimento:

20 mg (0,06 mmol) do BODIPY 29 foram adicionados em 5 mL de acetonitrila.
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Posteriormente, 1 mL (11 mmol) de epibromoidrina foi gotejado sobre esta solugao,
que foi mantida sob refluxo overnight. A recuperagao do produto deu-se através de
evaporagao do solvente. O produto foi purificado através de CCD preparativa,
utilizando o sistema de solventes acetato de etila:hexano (1:1) como fase movel, e
CHCI3:MeOH:H,O (6:4:1) para recuperar o produto da silica (Esquema 31).
O rendimento obtido foi de 21% (0,012 mmol).

Br 14

0]

refluxo, overnight

Esquema 31 — Sintese do BODIPY 32

3.4.6Sintese do 4,4-difluoro-2,6-di-iodo-1,3,5,7-tetrametil-8-(1-epoximetilpiridinio-4-

il)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (34)

A sintese do BODIPY 34, 4 4-difluoro-2,6-di-iodo-1,3,5,7-tetrametil-8-(1-
epoximetilpiridinio-4-il)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno, seguiu mesma metodologia
aplicada para a sintese do composto 32. Como BODIPY inicial foi utilizado o
composto 30 (0,03 mmol) (Esquema 32). O rendimento obtido foi de 17%
(0,006 mmol).

Br 14

O

refluxo, overnight

Esquema 32 — Sintese do BODIPY 34
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3.5 SINTESE DOS CONJUGADOS PORFIRINA-POLISSACARIDEO

3.5.1 Obtengao da agarose (35)

OH OH

O
N (@)
\o%oﬂij B
OH OH

35

A agarose 35 foi obtida comercialmente da empresa Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA). Para as reagbes de conjugagdo, o polissacarideo foi
previamente submetido a reducéo dos terminais redutores de acordo com método ja
descrito na literatura (ARAUJO et al., 2013). Para tal, 10 g de agarose comercial
foram solubilizados em 500 mL de agua destilada a 90°C. Apds resfriamento em
banho de gelo, foram adicionados 1,5 g de NaBHs (40 mmol) e homogeneizada
manualmente. A solucdo gelificada permaneceu em repouso overnight. Ao final da
reacao, o pH foi reduzido de 10,0 para 4,5, com acido acético glacial. O processo de
purificacédo foi realizado através de dialise contra agua destilada para eliminagédo do
excesso de NaBH4. Apds didlise, a solucdo foi concentrada e liofilizada, para
recuperacgao de 9,5 g do produto reduzido com 95% de rendimento (HEUKO, 2015).

3.5.20btencgao da kappa-carragenana (37)

"0,80 OH
. 0 Q .
\o&o X/
OH
OH

37

A alga vermelha Kappaphycus alvarezzii foi obtida comercialmente da

empresa MM algas (Angra dos Reis-RJ). A kappa-carragenana 37 foi, entao,
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extraida através de metodologia ja descrita (DUCATTI et al., 2009; ARAUJO, 2012;
OHNO; NANG; HIRASE, 1996) e cedida por Santos, 2015.

3.5.3 Obtengao dos conjugados agarose-porfirina (36) e kappa-carragenana-porfirina
(38) — Estratégia 1

Método A: o polissacarideo 35 (13,7 mg, 44 pmol) ou 37 (13,7 mg, 35 pmol)
foram solubilizados em dimetilsulféxido sob agitagdo. Quando solubilizado, hidréxido
de soédio (54,8 mg, 137 umol) foi adicionado. Depois de 30 min, o composto 7
(15 mg, 21,8 umol) foi adicionado e manteve-se agitagao por 1,5 h. Entdo, 1 mL HCI
0,1 mol.L™" foi adicionado ao meio reacional para neutralizar e parar a reagdo. O
produto foi, entdo, recuperado por particdo agua/cloroférmio e posterior didlise para
obtencao dos conjugados 36 (15 mg) e 38 (9,5 mg), respectivamente (Esquemas 33
e 34) (CIUCANU; KEREK, 1984).

Método B: apds solubilizar o polissacarideo e adicionar hidroxido de sodio,
como no Método A, o composto 7 (15 mg, 21,8 ymol) foi adicionado e manteve-se
sob agitacao por 30 min. Entdo, mais composto 7 (15 mg, 21,8 umol) e hidréxido de
sodio (54,8 mg, 137 umol) foram adicionados mantendo sob agitagéo por mais 1,5 h.
A recuperacao foi realizada da mesma forma que no método anterior para obtencao
dos conjugados 36 (19,7 mg) e 38 (11,6 mQ).
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Esquema 33 — Sintese do composto 36 considerando substituigdo na hidroxila da posicédo 6 da

unidade B-D-galactopiranose
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Esquema 34 — Sintese do composto 38 considerando substituicdo na hidroxila da posigdo 6 da
unidade pB-D-galactopiranose-4-sulfato
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3.5.4 Tentativa de obtencéo do conjugado agarose-porfirina (49) — Estratégia 2

O éster sulfonato da agarose 48 foi preparada e cedida por Heuko, 2015.

A preparacdao do conjugado agarose-porfirina 49 seguiu 0 seguinte
procedimento: a agarose éster de sulfonato 48 foi primeiramente suspensa em agua,
seguindo-se de adicdo de NaOH 50% (p/v). Subsequentemente, foi adicionada
porfirina contendendo anel piridila 9, variando-se as condi¢cées conforme a Tabela 4.
O material resultante foi recuperado por particdo agua/cloroférmio, purificado por

dialise e entéo liofilizado (Esquema 35).

Tabela 4 — Condigées sintéticas testadas para obtencao de conjugado agarose-porfirina

Condigbes Testadas
Entrada 48 Na,COs3 Ag ua 9 Temperatura Tempo
(mg) (mg) (mL) (mg) (°C) (h)
1 30 3,5 3 40 100 18
2 30 - 3 50 100 18
3 30 1,5 2 50 100 18
4 30 3 1 25 100 18
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Esquema 35 — Sintese do conjugado 49
3.5.5 Tentativa de obtencéo da agarose-6-O-epoxipropila (50)

A preparagao da agarose-6-O-epoxipropila (Esquema 36) seguiu o seguinte
procedimento: a agarose 35 foi primeiramente suspensa em agua, seguindo-se de
adicdo de NaOH 50%. Subsequentemente, foi adicionada epicloridrina para a
funcionalizag&o resultante desejada, variando-se as condigdes conforme a Tabela 5.

O material resultante foi purificado por didlise e entao liofilizado.
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Esquema 36 — O-alquilagao da agarose utilizando epicloridrina

Tabela 5 — Condigbes sintéticas testadas para a reagdo de O-alquilagdo da agarose utilizando
epicloridrina

Condicbes Testadas
Entrada 35 Agua DMSO 6 Temperatura Tempo

(mg)  (mL) (mL) (bL) (C) (h)
1 100 5 - 100 25 12
2 100 2,5 2,5 100 25 12
3 100 - 5 100 25 12
4 100 50 - 100 25 12
5 100 25 25 100 25 12
6 100 - 50 100 25 12
7 100 50 - 100 25 12
8 100 - 50 100 25 12
9 100 1,5 - 300 40 2

3.6 AVALIACAO DE PROPRIEDADES FOTODINAMICAS
3.6.1 Estudo de geragao de oxigénio singleto

Para o estudo de geracdo de oxigénio singleto foram preparadas solugdes
estoque de azul de metileno (10 pmol.L™") (substancia de referéncia), 1,3-
difenilisobenzofurano (DFBF) (100 umol.L™") e das porfirinas 12, 15, 16, 18, 19 e 20
(10 umol.L™"), utilizando como solvente DMSO. Em placas com pocos foram
adicionadas, em cada poco, 3 mL de solucdo estoque de porfirina ou de azul de
metileno, além de 3 mL de DMSO. Entdo, foram adicionados 3 mL da solugao
estoque contendo DFBF. A placa foi irradiada com luz em intensidade 1,25 mW/cm?
por 1 h. A absorbéancia foi medida em 418 nm nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 min. As
absorbancias foram plotadas versus tempo para obtencdo das curvas para o teste
branco (sem amostra, somente DFBF e DMSO), substancia de referéncia e cada

uma das porfirinas testadas. A producdo de oxigénio singleto foi avaliada pelo
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declinio da absorbancia de DFBF ao longo do tempo. A equacgao da reta obtida para
cada amostra foi utilizada para determinagdo do rendimento quéantico de oxigénio

singleto, utilizando a equagao:

(DA = (DAAM R
RAM

Onde @, representa o rendimento quantico da amostra; ®,*" representa o
rendimento quantico do padrdo utilizado (azul de metileno = 0,52); R e R*M s30 os
coeficientes angulares do consumo de DFBF para a amostra e para o azul de
metileno, respectivamente (HADJUR et al., 1998; HAYES, 2014).

3.6.2 Avaliagao in vitro de FS
3.6.2.1 Informacgdes gerais

As células tumorais da linhagem HEp-2, originadas de tumores epiteliais de
laringe, utilizadas neste estudo, foram obtidas comercialmente da ATCC. O meio de
cultura e demais reagentes foram comprados da Life Technologies. As células HEp-
2 foram cultivadas em mistura 1:1 dos meios DMEM:Advanced (meio DMEM
enriquecido que requer 50-90% menos suplementacéo de FBS) contendo 10% FBS
e 1% de antibidtico (penicilina-estreptomicina).

Uma solucdo estoque de 32 mmol.L”" para cada composto testado foi
preparada solubilizando cada qual em mistura 95:5 de DMSO:Cremophor (aditivo
para facilitar a solubilidade). As concentragdes finais foram obtidas por diluicdo da
solucao estoque com meio de crescimento. Foram realizadas cinco repeticdes para
cada concentracado testada nos ensaios de captacgio intracelular, citotoxicidade no

escuro e fototoxicidade.
3.6.2.2 Captacao celular tempo-dependente

Foram cultivadas 15.10° células em cada pogo de placa com 96 pogos
Costar (BD biosciences) e estas permaneceram em crescimento overnight. As
células foram tratadas com as solugdes de trabalho (100 plL/pogo; 10 umol.L™)

adicionadas em diferentes periodos de tempo: 0, 1, 2, 4, 8 e 24 h. O meio foi
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removido no final dos tratamentos. As células foram lavadas com 1X PBS e
solubilizadas adicionando Triton X-100 0,25% (Sigma-Aldrich) em 1X PBS. Uma
curva padrao de cada composto foi obtida diluindo a solugdo estoque com Triton X-
100 0,25% em 1X PBS, nas concentracgdes de 10, 5, 2,5, 1,25 e 0,625 pmoI.L'1.

Uma curva padrao de células foi preparada usando 10.000, 20.000, 40.000,
60.000, 80.000 e 100.000 células por poco. As células foram quantificadas usando
CyQuant Cell Proliferation Assay (Life Technologies).

Os compostos e o numero de células foram determinados utilizando leitor de
microplaca FluoStar Optima (BMG LRBTEH), com comprimentos de onda 584/650
nm para os compostos e 485/520 nm para as células. A absorgao celular foi

expressa em termos de concentracdo do composto (pmol.L™") por célula.
3.6.2.3 Citotoxicidade no escuro

As células foram cultivadas em placas de 96 pogos, como descrito no
experimento anterior, e tratadas com os compostos a serem testados nas
concentracdes de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e O umoI.L‘1 para, entdo, serem
encubadas a 37°C. Apds 24 h de incubagdo os compostos foram removidos por
lavagem com 1X PBS e foi acrescentado meio contendo 20% Cell Titer Blue® Cell
Viability Assay (Promega). As células foram incubadas por mais 4 h a 37°C. As
células viaveis foram avaliadas através de fluorescéncia a 570/615 nm, utilizando
leitor de microplaca FluoStar Optima. A citotoxicidade no escuro foi expressa em

termos de porcentagem de células viaveis.
3.6.2.4 Fototoxicidade

Para os experimentos de fototoxicidade, as concentracdes utilizadas para os
FS testados foram 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 e 0O umoI.L'1. As células foram
cultivadas em placas de 96 pogos como descrito anteriormente, tratadas com os
compostos e incubadas por 24 h a 37°C. Apos 24 h, o meio foi removido, as células
foram lavadas com 1X PBS e novo meio foi adicionado. As células foram expostas a
luz por 20 min para atingir um total de aproximadamente 1,5 Jicm? de luz. Apds
exposicao, as células foram incubadas por mais 24 h. Entdo, o meio foi removido e
substituido por meio contendo 20% Cell Titer Blue® Cell Viability Assay. As células

foram incubadas por mais 4 h e entao avaliadas por sua fluorescéncia a 570/615 nm
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utilizando leitor de microplaca FluoStar Optima. A fototoxicidade foi expressa em

termos de porcentagem de células viaveis.
3.6.2.5 Localizag&o intracelular

As células foram cultivadas em placas de seis pogos, permaneceram em
repouso overnight e, entdo, foram expostas a 10 pmoI.L‘1 de cada composto por
6 h. Apos esse periodo, foram adicionados os marcadores de organelas (Invitrogen)
ER Tracker Blue/White (100 nmol.L™") (reticulo endoplasmatico), BODIPY C5
Ceramide (complexo de Golgi) (50 nmol.L"), MitoTracker Green (250 nmol.L™")
(mitocondria) e LysoSensor Green (50 nmol.L™) (lisossomos) e permitiu-se reagir por
30 min incubadas a 37°C. As células foram lavadas com 1X PBS trés vezes e
novamente adicionado 1X PBS 5 mL/pogo. A distribuicdo dos compostos foi
observada através de microscopio de fluorescéncia Leica DM6B equipado com
objetiva de imerséo e conjunto de filtros cubicos Texas Red, GFP e DAPI (Chroma

Technologies).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 SINTESE E CARACTERIZAGAO DAS PORFIRINAS

4.1.1 Sintese da 5-(4-acetoxifenil)-10,15,20-trifenilporfirina (4)

RMN de 'H (CDCls) & (ppm) 8,85 (m, 8H, B-pirrolico); 8,22 (d, 8H, o-fenil); 7,75
(m, 9H, m e p-fenil); 7,48 (d, 2H, m-acetoxifenil); 2,48 (s, 3H, CHs); -2,79 (s, 2H,
N-pirrolicos). MALDI-TOF: m/z calculado para CugHsoN4Oo": 673,2598 g.mol™; m/z
obtido: 673,815 [M+H]".

A porfirina acetilada 4 foi sintetizada como etapa inicial para obtencédo da
porfirina hidroxilada 5, utilizando metodologia de Lindsey (1987) otimizada por
Dallagnol (2014).

A obtencdo do composto foi confirmada através de caracterizagdo por
espectrometria de massas, espectroscopia de RMN de 'H, na regiso do UV-VIS e do
IV (Anexo 2, pg. 166). Observou-se espectro de UV-VIS com caracteristicas
espectrais padrao de porfirinas, com a banda Soret proxima a 400 nm, e quatro
bandas Q, de menor intensidade, entre 500-650 nm.

A relacdo m/z de 673,815 observada no espectro de massas foi compativel
com a massa esperada para o composto obtido. No espectro na regidao do IV foi
possivel observar banda caracteristica de estiramento de carbonila do grupo acetila
em 1752,49 cm™. O espectro de RMN de 'H apresentou-se em concordancia com os
sinais previamente reportados (Tabela 6). O rendimento obtido (7,1%) foi préximo ao
descrito (8,8%) (DALLAGNOL, 2014).
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Tabela 6 — Comparagdo de deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de RMN de H para a
porfirina 4 com os sinais previamente reportados na literatura

4 Dallagnol (2014)
8,85 8,89
8,22 8,25
7,75 7,78
7,48 7,52
2,48 2,50
-2,79 -2,71

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

RMN de 'H (CDCls) 5 (ppm) 8,87 (d, 2H, p-pirrdlico); 8,84 (m, 6H, B -pirrdlico); 8,24
(dd, 6H, o-fenil); 8,03 (d, 2H, o-hidroxifenil); 7,74 (m, 9H, m e p-fenil); 7,02 (d, 2H, m-
hidroxifenil); -2,78 (s, 2H, N-pirrolicos). MALDI-TOF: m/z calculado para C4sH3oN4O™:
631,2492 g.mol™; m/z obtido: 631,923 [M+H]".

A porfirina hidroxilada 5 foi obtida a partir de reagao de hidrélise do grupo
acetila com solugéo de HCI 37% (p/p) da porfirina 4, conforme descrito previamente.
O rendimento obtido de 94,7% foi superior ao descrito (70%) (DALLAGNOL, 2014).

As caracterizagdes por espectrometria de massas, espectroscopia de RMN
de "H, na regido do UV-VIS e do IV confirmaram a estrutura do composto obtido
(Anexo 3, pg. 168), com espectro de UV-VIS padrao de porfirinas e relacdo m/z de
631,923.

A desacetilacdo pdde ser verificada no espectro na regido do IV, com a

observagao de bandas proximas a 3000 cm”’ para a porfirina hidroxilada 5, referente
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ao estiramento da ligagdo O-H do grupo hidroxila, anteriormente ausente no
espectro da porfirina acetilada 4. O espectro de RMN de H apresenta-se em
concordancia com os sinais previamente reportados (Tabela 7) e nota-se a auséncia
do sinal referente aos hidrogénio CH3 do grupo acetila em 2,48 ppm (DALLAGNOL,
2014).

Tabela 7 — Comparagdo de deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de RMN de H para a
porfirina 5 com os sinais previamente reportados na literatura

5 Dallagnol (2014)
8,87 8,90
8,84 8,87
8,24 8,24
8,03 8,08
7,74 7,78
7,02 717
-2,78 -2,72

4.1.3 Sintese da 5-(4-piridil)-10,15,20-trifenilporfirina (9)

RMN de 'H (CDCls) § (ppm) 9,02 (d, 3,5-piridil); 8,89 (d, pirrol); 8,85 (s, pirrol); 8,81
(d, pirrol); 8,21 (m, 2,6-fenil); 8,17 (d, 2,6-piridil); 7,78 (d, 3,4,5-fenil); -2,80 (s,
N-pirrolicos). MALDI-TOF: m/z calculado para Ca3HxgNs: 616,2495 g.mol'1;
m/z obtido: 617,615 [M+2H]".

A porfirina contendo anel piridila 9 foi obtida a partir de reagdo de
ciclocondensagao-oxidagado de Adler e colaboradores (1967). O rendimento obtido

de 7,8% foi superior ao descrito para a mesma porfirina em estudo anterior (4,8%)
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(VANDRESEN, 2013). Houve a formacado de porfirinas com outros padrées de
substituicdo que foram separados no processo de purificagao.

As caracterizagdes por espectrometria de massas, espectroscopia de RMN
de 'H, na regido do UV-VIS e do IV confirmaram a estrutura do composto obtido
(Anexo 4, pg. 170). O espectro de UV-VIS mostrou caracteristicas espectrais padrao
de porfirinas e obteve-se no espetro de massas o pico de relagao massa/carga (m/z)
de 617,6, de alta intensidade, corresponde ao ion molecular [M+2], relativo a massa
do composto formado (615,72 g.mol™') mais dois hidrogénios.

No espectro obtido na regido do infravermelho, observou-se bandas
caracteristicas de estiramentos C=C e C=N de anel piridinico entre 1400 cm™ e
1600 cm™. Os assinalamentos dos sinais dos hidrogénios da porfirina 9 no espectro
de RMN de "H encontraram-se de acordo com a literatura (Tabela 8) (VANDRESEN,
2013), apresentando os sinais caracteristicos de anel piridila em 9,02 ppm e

8,17 ppm.

Tabela 8 — Comparagdo de deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de RMN de H para a
porfirina 9 com os sinais previamente reportados na literatura

9 Vandresen (2013)
9,02 9,04
8,89 8,91
8,85 8,88
8,81 8,81
8,21 8,23
8,17 7,79
7,78 7,76

-2,80 -2,76
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4.1.4 Sintese da 5-[4-(2,3-epoxi-1-propiloxi)fenil]-10,15,20-trifenilporfirina (7)

RMN de "H (CDCIs) 6 (ppm) 8,84 (8H, d, J 2,41 Hz, B-pirrdlico); 8,21 (6H, m, o-fenil;
8,12 (2H, dd, 2J 6,17 Hz, 3J 2,00 Hz, m-propiloxifenil); 7,75 (9H, dd, 2J 5,26 Hz, 3J
1,75 Hz, m e p-fenil); 7,30 (2H, dd, 2J6,13 Hz, 3J 2,04 Hz, o-propiloxifenil); 4,53 (1H,
dd, 2J 11,00 Hz, 3J 3,18 Hz, H1-propiloxifenil); 4,25 (1H, dd, 2J 11,31 Hz, 3J 5,63 Hz,
H2-propiloxifenil); 3,56 (1H, m, H3-propiloxifenil); 3,05 (1H, dd, 2J 5,04 Hz, 3J 4,18
Hz, H4-propiloxifenil); 2,94 (1H, dd, 2J 4,90 Hz, *J 2,66 Hz, H5-propiloxifenil); -2,77
(2H, s, NH). RMN de "*C (CDCls) & (ppm) 158,5; 142,4; 135,8; 135,3; 134,7; 131,2;
127.,9; 126,8; 120,3; 120,0; 113,0; 69,3; 50,5; 45,0; 29,9. MALDI-TOF: m/z calculado
para C47H34N4O,": 687,2754 g.mol™; m/z obtido: 687,497 [M+H]".

A reagao entre a porfirina 5 e epicloridrina 6 foi estudada e algumas
condigdes foram avaliadas, conforme Tabela 2 (pg. 58). Nas condi¢des das entradas
1 e 2, foi avaliado o solvente a ser empregado, sendo que a condigao utilizando
dimetilformamida teve um melhor resultado, apresentando 88% de rendimento,
comparado com a condigao utilizando diclorometano, que teve como rendimento
61% para porfirina 7.

Na tentativa de avaliar a melhor base a ser empregada, foram testadas as
condi¢des das entradas 3, 4 e 5, variando entre carbonato de sddio, hidroxido de
sodio e trietilamina. A melhor base a ser empregada continuou sendo hidroxido de

sddio, da entrada 2, que continuou apresentando o melhor rendimento.



88

A fim de melhorar a reatividade da epicloridrina, também foram testadas
condigdes com brometo de tetrabutilaménio (entradas 6, 7 e 8). Esperava-se que o
bromo, ao se ligar com o cloro, aumentasse a reatividade do mesmo. Ao final do
estudo com oito reacgdes diferentes, a condicdo da entrada 2 foi a que apresentou
melhor rendimento para a porfirina 7 (88%), o qual apresentou-se maior que o
rendimento reportado para porfirina-epoxido com estrutura similar (73%) (SONGCA;
MBATHA, 2000).

O composto obtido foi caracterizado por espectrometria de massas,
espectroscopia de RMN de 'H, de *C e na regido do UV-VIS (Anexo 5, pg. 172). O
comportamento padrao de porfirinas foi observado no espectro de UV-VIS. A relagao
m/z de 687,497 observada no espectro de massas foi compativel com a massa
esperada para o composto obtido.

O espectro de RMN de 'H obtido para porfirina 7 apresentou os sinais
referentes aos hidrogénios da porfirina inicial utilizada 5 e também sinais novos
referentes ao grupo alquila adicionado a molécula. Os sinais referentes aos
hidrogénios do grupo epodxido inserido apresentaram-se na regido entre 4,60 ppm e
2,90 ppm. Os mesmos assinalamentos foram observados em estudo anterior de
obtencdo de porfirinas contendo grupo epdxido (Tabela 9) (SONGCA; MBATHA,
2000).

Tabela 9 — Comparagdo de deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de RMN de H para a
porfirina 7 com os sinais previamente reportados na literatura

R H 7 Songca; Mbatha (2000)
1 4,53 4,52
] 2 4,25 4,21
Of, 3 3,56 3,53
Hy,
. 4 3,05 3,05
Hag, 5 2,94 2,88
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4.1.5Tentativa de sintese da 5-(1-epoximetilpiridinio-4-il)-10,15,20-trifenilporfirina
(10)

MALDI-TOF: m/z calculado para CusHsuNsO*: 673,2830 g.mol”; m/z obtido:
673,986 [M+H]".

A porfirina 9 foi submetida a reacdes de N-alquilagdo conforme as condigcdes
da Tabela 2 (pg. 59). Na condigdo da entrada 1 nao foi verificada formagao do
produto esperado. A condigdo da entrada 2 teve como resultado indicios de
formacéo de produto por CCD, pela visualizagdo de uma mancha, com coloragao de
porfirina, no ponto de aplicagdo da placa cromatografica, que ocorre devido a
interagdo da molécula cationizada formada com a silica.

A obtencdo do composto 10 foi confirmado por espectrometria de massas,
porém o pico referente a relagcdo massa-carga correspondente apresentou-se com
fraca intensidade, provavelmente devido a formagdao de pequenas quantidades do
produto. Para aumentar o consumo de material inicial, na entrada 3, foi testada a
mesma condigdo com temperatura de 65°C. Ainda assim ndo houve diferenca
significativa conforme observado na CCD ao final da reag&o. Avaliou-se também
condigao utilizando brometo de tetrabutilaménio (entrada 4), porém nao foi
observada formacéo de produto para essa condigao.

Para as condic¢des utilizando acido cloridrico e banho de ultrassom, entradas
5 e 6, os resultados foram similares entre si e com as condigdes anteriores. Também

foi possivel observar a auséncia de migragdo da banda cromatografica na CCD e a
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formagdo do produto no espectro de massas. Nesse caso observou-se tanto o
produto esperado, quanto o subproduto com o grupamento epoxido aberto, devido a
presenca de acido. Foram obtidos somente tragos da porfirina 10, confirmado por

espectrometria de massas (Anexo 6, pg. 175).

4.1.6 Sintese da 5-(4-piridil)-10,15,20-tri(3,5-dimetoxifenil)porfirina (12)

RMN de "H (CDCls) 6 8,95 (d, J = 5,14 Hz, 2H); 8,91 (d, J = 4,65 Hz, 2H); 8,87 (s,
4H); 8,70 (d, J = 4,65 Hz, 2H); 8,08 (d, J = 5,31 Hz, 2H); 7,31 (d, J = 1,99 Hz, 6H);
6,82 (s, 3H); 3,88 (s, 18H); -2.92 (s, 2H). RMN de "*C (CDCls) 5 (ppm) 159,1; 150,6;
148,5; 144,0; 129,7; 120,7; 120,4; 116,5; 114,1; 100,3; 55,9; 31,3. ESI-TOF: m/z
calculado para CugH41NsOg": 796,3129 g.mol™; m/z obtido: 796,3116 [M+H]".

A porfirina 12 contendo o grupo piridila foi sintetizada pelo método de Adler e
colaboradores (1967), utilizando os aldeidos piridina-4-carboxaldeido e
3,5-dimetoxibenzaldeido. Os grupos metoxila favorecem a solubilidade e o processo
de purificagdo quando comparado com a porfirina 9, que também contém um grupo
piridina, o que pode ser percebido pelo rendimento de 25% encontrado frente ao
rendimento de 7,8%.

A reacdo demonstrou-se eficiente em termos de rendimentos quando
comparado com piridil porfirinas previamente reportadas. No trabalho de Vandresen
e colaboradores (2016) os rendimentos obtidos variaram de 0,9 a 3,1%. Outros
trabalhos demonstraram rendimentos entre 1-9% (MENG; JAMES, 1994) e 6,5%
(SUN et al., 2012).
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As caracterizagdes por espectrometria de massas, espectroscopia de RMN
de "H e de ™®C, na regido do UV-VIS e de fluorescéncia confirmaram a estrutura do
composto obtido e encontram-se no Anexo 7 (pg. 176). O espectro de UV-VIS
mostrou as caracteristicas espectrais padréao de porfirinas e o espectro de
fluorescéncia mostrou pico de intensidade maxima no comprimento de onda de
647 nm.

A relacédo m/z de 796,3116 observada no espectro de massas foi condizente
com a massa esperada para o composto obtido. O espectro de RMN de 'H
apresentou sinais correspondentes aos grupos metila das metoxilas em 3,88 ppm e

de anel piridininco em 8,95 ppm e 8,08 ppm.

4.1.7 Sintese da 5-(4-dimetilaminofenil)-10,15,20-trifenilporfirina (18)

RMN de 'H (CDCls) 5 8,87 (d, J = 4,50 Hz, 2H, p-pirrdlicos); 8,74 (m, 6H,
B-pirrélicos); 8,14 (m, 5H, o-fenil); 8,00 (m, 2H, o-dimetilaminofenil); 7,67 (m, 10H, m-
e p-fenil); 7,02 (m, 2H, m-dimetilaminofenil); 3,14 (s, 6H, CH3); -2,77 (s, 2H, NH).
RMN de *C (CDCls) 5 (ppm) 150,26; 142,63; 136,01; 134,84; 130,42; 127,89;
126,92; 121,66; 120,20; 119,81; 110,96; 41,05. ESI-TOF: m/z calculado para
CasH3sNs": 658,2965 g.mol™; m/z obtido: 658,2972 [M+H]".

Uma tentativa de sintetizar a porfirina 18 utilizando a metodologia de Adler
foi realizada. O rendimento obtido de 0,47% demostrou que esta condigdo nao é

eficiente nesse caso. A porfirina 18 foi, entédo, sintetizada utilizando condigdo de
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Lindsey e colaboradores (1987) que ja foi empregada anteriormente para sintese da
mesma porfirina (OJADI et al., 1993) e obteve-se rendimento de 42,3%.

O composto obtido foi caracterizado por espectrometria de massas,
espectroscopia de RMN de 'H e de "*C, na regido do UV-VIS e de fluorescéncia
(Anexo 8, pg. 179). Padrao caracteristico de porfirinas foi observado no espectro de
UV-VIS e o espectro de fluorescéncia mostrou pico de intensidade maxima no
comprimento de onda de 654 nm. A relacao m/z de 658,2972 observada no espectro
de massas corresponde a massa calculada de 658,2965 g.mol ™.

Os assinalamentos dos hidrogénios da porfirina 18 no espectro de
RMN de 'H foram comparados com sinais previamente reportados (Tabela 10).
Foram observados deslocamentos ligeiramente diferentes para os hidrogénio
B-pirrdlicos e de anel aromatico, pela influéncia de residuos de TFA no
deslocamento dos mesmos, fendmeno que foi observado também por outros
pesquisadores (WALTER; OJADI; LINSCHITZ, 1993).

Tabela 10 — Comparagédo de deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de RMN de 'H para a
porfirina 18 com os sinais previamente reportados na literatura

18 Walter; Ojadi;
Linschitz (1993)
8,99 8,87
8,86 8,74
8,25 8,14
8,10 8,00
7,78 7,67
7,04 7,02
3,14 3,14

-2,68 -2,77
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4.1.8 Sintese da 5-(1-metilpiridinio-4-il)-10,15,20-tri(3,5-dimetoxifenil)porfirina (15)

RMN de "H (DMSOgg) 6 9,44 (d, J = 6,68 Hz, 2H); 9,05 (d, J = 4.60 Hz, 2H); 8,98 (m,
8H); 7,38 (d, J = 2,21 Hz, 6H); 7,02 (dd, J = 2,20 Hz, J; = 4,62 Hz, 3H); 4,70 (2, 3H);
3,94 (s, 18H); -2,96 (s, 2H). RMN de *C (DMSOg) & 158,7; 157,5; 143,9; 142,7;
132,2; 121,1; 120,45; 113,6; 113,0; 100,0; 55,5; 47,7; 30,6; 29,7. ESI-TOF: m/z
calculado para CsoHasNsOg": 810,3280 g.mol™; m/z obtido: 810,3293 [M]".

O derivado catiénico metilado do composto 12, a porfirina 15, foi sintetizado
através de reacao de metilagao utilizando excesso de iodeto de metila. A purificagéo
por cristalizacio resultou em cristais de alta pureza para posterior caracterizacdo. Os
rendimentos obtidos demonstraram que a reagao e a purificacdo foram eficientes
(91%). Na literatura, porfirinas contendo anel piridila metilado mostraram
rendimentos variando de 27-90% (JENSEN et al., 2010; VANDRESEN et al., 2016;
CASAS, et al., 1993; MENG; JAMES, 1994).

As caracterizagbes por espectrometria de massas, espectroscopia de RMN
de "H e de °C, na regido do UV-VIS e de fluorescéncia, confirmaram a estrutura do
composto obtido (Anexo 9, pg. 182). Observou-se espectro de UV-VIS padrao de
porfirinas para o composto 15 e o espectro de fluorescéncia mostrou pico de
intensidade maxima no comprimento de onda de 651 nm. A relagdo m/z de 810,3293
observada no espectro de massas corresponde a massa calculada de
810,3280 g.mol™.

A cationizacdo da porfirina 12 pdde ser observada no espectro de

RMN de 'H pelo deslocamento do sinal dos hidrogénios 3,5-piridina da porfirina 15
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para maiores deslocamentos quimicos (9,44 ppm). Também observou-se um novo

sinal, referente ao grupo metila inserido, em 4,70 ppm.

4.1.9Sintese da 5-(N,N,N-trimetil-4-amoniofenil)-10,15,20-trifenilporfirina (19)

RMN de 'H (DMSOgs) 5 8,84 (8H, B-pirrdlicos); 8,51 (2H, o-trimetilamoniofenil); 8,42
(2H, m-trimetilamoniofenil); 8,22 (6H, o-fenil); 7,85 (9H, m- e p-fenil); 3,92 (9H, CH5);
2,91 (2H, NH). RMN de "*C (CDCls) & (ppm) 206,5; 147,0; 144,0; 142,8; 141,1;
135,2; 134,2; 128,2; 127,0; 120,6; 120,3; 119,2; 56,75; 54,9; 30,7. ESI-TOF:
m/z calculado para C47H3sNs": 672,3116 g.mol™'; m/z obtido: 672,3133 [M]".

A porfirina 19 foi sintetizada e purificada da mesma forma que a porfirina 15,
com rendimento de 86%. A porfirina 19 foi reportada previamente com rendimentos
de 40% e 70% (CHEN, et al. 2003; JENSEN et al., 2010).

O composto obtido foi caracterizado por espectrometria de massas,
espectroscopia de RMN de 'H e de *C, na regido do UV-VIS e de fluorescéncia,
confirmando a estrutura do composto obtido (Anexo 10, pg. 185). O espectro de
UV-VIS mostrou caracteristicas espectrais padrao de porfirinas, enquanto o espectro
de fluorescéncia mostrou pico de intensidade maxima no comprimento de onda de
652,5 nm. A relacdo m/z de 672,3133 observada no espectro de massas foi
condizente com a massa esperada para o0 composto obtido.

A caracterizagdo da porfiina 19 por RMN de 'H foi coerente com o
encontrado na literatura (JENSEN et al., 2010; CHEN, et al. 2003), com sinal em

3,92 ppm referente aos hidrogénios do grupo metila inserido.
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4.1.10Sintese da 5-(1-epoximetilpiridinio-4-il)-10,15,20-tri(3,5-dimetoxifenil)porfirina
(16)

RMN de 'H (DMSOg) § 9,45 (d, J = 6,21 Hz, 2H); 9,04-8,95 (m, 10H); 7,38 (d, J =
1,94 Hz, 6H); 7,01 (m, 3H); 6,45 (d, J = 4,35 Hz, 1H); 5,20 (d, J = 12,57 Hz, 1H); 4,84
(m, 1H); 4,55 (s, 1H); 3,93 (s, 18H); 3,82 (dd, J = 6,03 Hz, J; = 10,46 Hz, 1H); -2,96
(s, 2H). RMN de "*C (DMSO ) & 158,9; 148,8; 142,7; 132,2; 120,4; 113,6; 112,8;
100,0; 72,4; 70,8; 63,3; 63,0; 62,7; 59,5; 55,4; 37,1; 28,8. ESI-TOF: m/z calculado
para CsyHasNsO7": 852,3386 g.mol™'; m/z obtido: 852,3392 [M]*.

A porfirina 12 foi submetida a reag¢ao de alquilagao utilizando epibromoidrina
como agente alquilante. O composto obtido 16, contendo grupo epdxido, apresenta
assim alta potencialidade para ser ligado a biomoléculas, tais como proteinas e
polissacarideos (FERRIS et al., 2011; LOTZ et al; 2012; JANISSEN;
OBERBARNSCHEIDT; OESTERHELT, 2009; KANG et al., 2012).

Devido ao baixo rendimento obtido (17%) houve dificuldade na purificagdo
destes compostos. Nao foi possivel a sua cristalizagao considerado o procedimento
ideal para porfirinas catidnicas. A purificacao foi realizada, entdo, através de CCD
preparativa. Apesar do pouco consumo do material inicial, a porfirina 16 foi obtida
com maior rendimento do que o derivado alquilado da porfirina 9 (onde também
houve tentativa de alquilagdo do anel piridila), possivelmente pelo uso de
epibromidrina no lugar de epicloridrina, ja que o bromo constitui um melhor grupo

abandonador do que o cloro.
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As caracterizagdes por espectrometria de massas, espectroscopia de RMN
de "H e de ™®C, na regido do UV-VIS e de fluorescéncia confirmaram a estrutura do
composto obtido (Anexo 11, pg. 188). O espectro de UV-VIS mostrou caracteristicas
espectrais padrao de porfirinas. O espectro de fluorescéncia mostrou pico de
intensidade maxima no comprimento de onda de 651 nm. A relagdo m/z de 852,3392
observada no espectro de massas condiz com a massa esperada para o composto
obtido.

O espectro de RMN de "H mostrou novos sinais relativos aos hidrogénios do
grupo epoxido na regiao entre 3,80 e 6,50 ppm. Apresentou também deslocamento
dos sinais dos hidrogénios do anel piridila substituidos para 9,45 ppm, cujos
deslocamentos sado similares aos observados para a porfirina 15 que possui

substituinte metila (Tabela 11).

Tabela 11 — Comparagédo de deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de RMN de 'H para as
porfirinas 12, 15 e 16

Porfirina Derivado Derivado Atribuicgo
precursora 12 metilado 15  epodxido 16
8,95 9,44 9,45 m-piridil
8,70-8,87-8,91 8,98 8,95 B-pirrélico
8,08 9,05 9,04 o-piridil
7,31 7,38 7,38 o-dimetoxifenil
6,82 7,02 7,01 p-dimetoxifenil
- - 6,45 H1 — epdxido
- - 5,20 H2 — epdxido
- - 4,84 H3 — epdxido
- - 4,55 H4 — epdxido
4,70 - CHs;
3,88 3,94 3,93 CH3 metoxila
3,82 H5 — epoxido

-2,92 -2,96 -2,96 NH
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4.1.11 Sintese da 5-(N-dimetilepoximetil-4-amoniofenill)-10,15,20-trifenilporfirina (20)

RMN de "H (DMSOgg) 5 8,84 (m, 8H); 8,51 (d, J = 8,82 Hz, 2H); 8,42 (d, J = 8,82 Hz,
2H); 8,22 (d, J = 6,71 Hz, 6H); 7,84 (m, 9H); 5,13 (m, 1H); 4,71 (s, 1H); 4,14 (s, 1H);
3,92 (s, 6H); 3,62 (m, 2H); -2,92 (s, 2H). RMN de *C (DMSOg) 5 206,4; 141,1;
135,3; 134,3; 127,1; 120,3; 70,9; 63,4; 56,7; 37,2; 31,2; 30,6; 28,9. ESI-TOF:
m/z calculado para CagHsoNsO™: 714,3214 g.mol™; m/z obtido: 714,3221 [M]".

A porfirina 20 foi sintetizada e purificada da mesma forma que a porfirina 16
com rendimento de 6%, apresentando mesmo potencial reativo de compostos
contendo grupo epoxido.

O composto foi caracterizado por espectrometria de massas, espectroscopia
de RMN de 'H e de C, na regido do UV-VIS e de fluorescéncia (Anexo 12,
pg. 191). O espectro de UV-VIS caracteristico de porfirinas foi observado e o
espectro de fluorescéncia mostrou pico de intensidade maxima no comprimento de
onda de 651 nm. A relagdo m/z de 714,3221 observada no espectro de massas
corresponde a massa esperada para o composto obtido.

O espectro de RMN de "H mostrou novos sinais relativos aos hidrogénios do
grupo epoxido na regiao entre 3,50 e 5,50 ppm. Apresentou também deslocamento
dos sinais dos hidrogénios do anel aminofenil substituido para 8,51 ppm e 8,42 ppm,
cujos deslocamentos foram similares aos observados para a porfirina 19 que possui

substituinte metila (Tabela 12).
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Tabela 12 — Comparacdo de deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de RMN de H para as
porfirinas 18, 19 e 20

Porfirina Derivado Derivado

precursora 18 metilado 19  epoxido 20 Atribuigao
8,87-8,74 8,84 8,84 B-pirrélico
8,00 8,51 8,51 o-aminofenil
7,02 8,42 8,42 m-aminofenil
8,14 8,22 8,22 o-fenil
7,67 7,85 7,84 m- e p-fenil
- - 5,13 H1 — epoxido
- - 4,71 H2 — epoxido
4,14 H3 — epoéxido
3,14 3,92 3,92 CHs
- - 3,62 H4 e H5 — epoxido
-2,77 -2,91 -2,92 NH

4.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS CLORINAS

4.2.1 Extracao da fecfitina a (21)

21

RMN de 'H (CDCls) § 9,49 (s, 1H, H10); 9,36 (s, 1H, H5); 8,53 (s, 1H, H20); 7, 96
(dd, J=11,50/17,86 Hz, 1H, H3a); 6,26 (d, J=17,70 Hz, 1H, H3b); 6,23 (s, 1H, H3b);
6,15 (d, J=11,45 Hz, 1H, H3a); 5,11 (m, 1H, phytyl); 4,47 (1H, H18); 4,42 (m, H17);
4,27 (m, 1H, phytyl); 4,19 (m, 1H, phytyl); 3,86 (s, 3H, H13d); 3,66 (s, 3H, H12a);
3,63 (m, 2H, H8a); 3,38 (s, 3H, H7a); 3,21 (s, 3H, H2a); 2,60-2,46-2,33 (m, 4H,
H17a,b); 1,85 (m, 2H, phytyl); 1,78 (d, J=7,18 Hz, 3H, H18a); 1,67 (m, 3H, phytyl);
1,58 (m, 2H, phytyl); 1,55 (s, 3H, phytyl); 1,48 (m, 1H, phytyl); 1,29 (m, 2H, phytyl);
1,24 (s, 14H, phytyl); 0,82 (d, J=6,54 Hz, 6H, phytyl); 0,78 (d, J=6,65 Hz, 3H, phytyl);
0,76 (d, J=6,55 Hz, 3H, phytyl); -1,63 (2H, NH). ESI-TOF: m/z calculado para
CssH74N4Os": 871,5731 g.mol™'; m/z obtido: 871,5749 [M+H]*.
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A feofitina a 21 (clorofila a sem o ion de magnésio central) é conhecida por
possuir alta eficacia como FS na PDT. A Spirulina pacifica € a fonte ideal para
extracdo desse composto, pois possui somente clorofila a, com auséncia de clorofila
b (JINADASA et al., 2011). A extragao ocorreu de forma eficiente para a recuperagao
de 1 g de produto.

As caracterizacdes por espectrometria de massas e espectroscopia de
RMN de 'H confirmaram a estrutura do composto obtido (Anexo 13, pg. 194). Os
assinalamentos dos sinais dos hidrogénios da clorina 21 no espectro de RMN de 'H
foram comparados com assinalamento encontrados na literatura (Tabela 13)
(KURIHARA et al., 2014).

Tabela 13 — Comparacéo de deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de RMN de H para a clorina
21 com os sinais previamente reportados na literatura

21 Kurihara (2014) 21 Kurihara (2014)

9,49 9,49 3,21 3,21
9,36 9,36 2,60 2,83
8,53 8,93 2,46 2,73
7,96 7,97 2,33 2,45
6,26 6,27 1,85 1,85
6,23 6,24 1,78 1,78
6,15 6,15 1,67 1,67
5,11 5,10 1,58 1,60
4,47 4,46 1,55 1,55
4,42 4,44 1,48 1,48
4,27 4,27 1,29 1,29
4,19 4,19 1,24 1,23
3,86 3,86 0,82 0,82
3,66 3,66 0,78 0,78
3,63 3,63 0,76 0,76

3,38 3,38 -1,63 -
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4.2.2 Sintese do metil-feoforbideo a (22)

CO,Me

RMN de "H (acetonags) § 9,54 (s, 1H); 9,23 (s, 1H); 8,74 (s, 1H); 7,94 (m, 1H); 6,19
(dd, J=17,82/1,20 Hz, 1H); 6,18 (s, 1H); 6,03 (dd, J=11,5/1,20 Hz, 1H); 4,50 (m, 1H);
4,08 (m, 1H); 3,73 (s, 3H); 3,67 (s, 3H); 3,50 (s, 3H); 3,43 (s, 2H); 2,71 (m, 1H); 2,68
(m, 1H); 2,43 (m, 2H); 1,95 (s, 3H); 1,50 (m, 3H); -1,90 (s, 2H). ESI-TOF: m/z
calculado para CagH3sN4Os": 607,2914 g.mol™'; m/z obtido: 607,2917 [M+H]".

Com a metandlise do grupo éster fitila da clorina 21, obteve-se a clorina 22
com rendimento de 96%, sem afetar o anel externo ao macrociclo. O metil-
feoforbideo a 22 é mais estavel que a clorofila a, sendo entdo utilizado como
material inicial para obtencdo de derivados de clorofila (MAL'SHAKOVA; BELYKH;
KUCHIN, 2007).

Foram realizadas caracterizagbes por espectrometria de massas e
espectroscopia de RMN de H para confirmar a estrutura do composto obtido (Anexo
14, pg. 196). Os assinalamentos dos sinais dos hidrogénios da clorina 22 no
espectro de RMN de 'H encontraram-se em concordancia com os assinalamento
encontrados na literatura (Tabela 14) (JINADASA, 2013).
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Tabela 14 — Comparagdo de deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de RMN de H para a clorina
22 com os sinais previamente reportados na literatura

Jinadasa

22 (2013) 22 Jinadasa (2013)
9,54 9,33 3,67 3,62
9,23 9,11 3,50 3,58
8,74 8,61 3,43 3,44
7,94 7,83 2,71 2,66
6,19 6,21 2,68 2,56
6,18 6,19 2,43 2,32
6,03 6,09 1,95 1,85
4,50 4,50 1,50 1,59
4,08 4,19 -1,90 -1,80
3,73 3,90

4.2.3 Sintese da 13-etilenodiaminilclorina e6 dimetil éster (26)

RMN de 'H (acetonags) 5 9,70 (s, 1H); 9,63 (s, 1H); 9,09 (s, 1H); 8,10 (dd, J=17,5/
11,55 Hz, 1H); 8,08 (s, 1H); 6,30 (d, J=17,86 Hz, 1H); 6,03 (d, J=11,63 Hz, 1H); 5,67
(d, J=19,01 Hz, 1H); 5,39 (d, J=19,01 Hz, 1H); 4,66 (m, 1H); 4,51 (d, J=10,05 Hz,
1H); 4,02 (m, 2H); 3,87 (m, 2H); 3,75 (s, 3H); 3,68 (m, 2H); 3,61 (s, 3H); 3,51 (s, 3H);
3,46 (s, 3H); 3,21 (s, 2H); 2,70 (m, 1H); 2,31 (m, 2H); 1,96 (m, 1H); 1,81 (m, 1H);
1,72 (d, J=7,22, 3H); 1,64 (t, J=7,45, 3H); -1,63 (s, 1H); -1,92 (s, 1H). ESI-TOF: m/z
calculado para CagHasNsOs': 667,3602 g.mol™'; m/z obtido: 667,3614 [M+H]".

Para obtencao de novos derivados de clorofila a, o método de abertura do

anel externo ao macrociclo do metil-feofobideo a 22 pela acido de aminas é bastante
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utilizado. Pela variagéo do substituinte no atomo do nitrogénio da amina, uma série
de derivados amida diferentes podem ser obtidos (BELYKH et al., 2005).

A reacao de aminas primarias e secundarias com o [(-ceto-éster ciclico é
considerada uma substituicdo nucleofilica no carbono carbonilico (Esquema 37). A
amina livre ataca o carbono carbonilico do ciclo para formar um hemiaminal 57. Em
seguida, a clivagem do anel acontece para formacao do intermediario 58. A
facilidade com que essa abertura acontece se deve a liberagdo da tensdo de
deformacgéo do anel para formacao, entdo, do derivado mais estavel 59 (JINADASA,
2013).

Esquema 37 — Mecanismo proposto para a abertura do anel B-ceto-éster do metil-feoforbideo a por
amina

A clorina 26 foi obtida por abertura do anel do metil-feoforbideo a utilizando
etilenodiamina, conforme proposto anteriormente (JINADASA, 2013). As
caracterizagbes por espectrometria de massas e espectroscopia de
RMN de 'H confirmaram a estrutura do composto obtido (Anexo 15, pg. 198). Os
assinalamentos dos sinais dos hidrogénios da clorina 26 no espectro de RMN de 'H
encontraram-se em concordancia com os assinalamento encontrados na literatura
(Tabela 15) (JINADASA, 2013). A amida secundaria formada apresenta no espectro
de RMN de 'H sinal de hidrogénio NH em 9,09 ppm, antes ausente, sinais dos
grupos CH; entre os atomos de nitrogénio em 3,87-4,02 ppm e dos dois hidrogénios
referentes ao NH; em 3,21 ppm (MAL’'SHAKOVA; BELYKH; KUCHIN, 2007).
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Tabela 15 — Comparagdo de deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de RMN de H para a clorina

26 com os sinais previamente reportados na literatura

26 Jinadasa (2013) 26  Jinadasa (2013)
9,70 9,69 3,68 3,66
9,63 9,63 3,61 3,61
9,09 9,09 3,51 3,50
8,10 8,09 3,46 3,45
8,08 8,07 3,21 3,20
6,30 6,29 2,70 2,71
6,03 6,02 2,31 2,31
5,67 5,67 1,96 1,95
5,39 5,39 1,81 1,80
4,66 4,66 1,71 1,72
4,51 4,51 1,65 1,64
4,02 4,01 -1,63 -1,65
3,87 3,87 -1,92 -1,93

4.2.4 Sintese da 13-dietilenotriaminilclorina e6 dimetil éster (25)

RMN de 'H (acetonags) 5 9,75 (s, 1H); 9,70 (s, 1H); 9,10 (s, 1H); 8,18 (dd, J=17,85/
11,54 Hz, 1H); 8,09 (s, 1H); 6,36 (dd, J=17,93/1,13 Hz, 1H); 6,09 (dd, J=11,65/
1,21 Hz, 1H); 5,67 (d, J=18,78 Hz, 1H); 5,39 (d, J=19,30 Hz, 1H); 4,65 (m, 1H); 4,49
(d, J=10,04 Hz, 1H); 4,05 (m, 1H); 3,92 (m, 1H): 3,74 (m, 7H): 3,60 (s, 3H); 3,55
(s, 3H); 3,49 (s, 3H); 3,26 (s, 3H); 2,80 (m, 1H); 2,70 (m, 1H): 2,30 (m, 2H): 2,08
(m, 1H); 1,81 (m, 1H); 1,65-1,72 (m, 6H); -1,62 (s, 1H); -1,71 (s, 1H). ESI-TOF: m/z

calculado para CoHs1N;Os": 710,4024 g.mol™"; m/z obtido: 710,4030 [M+H]".
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Para obtencdo de um novo derivado amida da clorofila a,
13-dietilenotriaminilclorina e6 dimetil éster 25, foi realizada reacdo de abertura do
anel p-ceto-éster utilizando dietilenotriamina, seguindo a mesma metodologia
utilizada para obtencao da clorina 26.

As caracterizagbes por espectrometria de massas e espectroscopia de
RMN de 'H confirmaram a estrutura do composto obtido (Anexo 16, pg. 200). Os
assinalamentos dos sinais dos hidrogénios da clorina 25 no espectro de RMN de H
revelaram os sinais conhecidos referentes a abertura do anel e formacao de amida,
coincidentes com os sinais obtidos para a clorina 26. Ainda, observaram-se novos
sinais referentes ao hidrogénio NH em 2,80 ppm e aos grupos CH; em 3,74 ppm
(Figura 19). Estes novos sinais puderam ser confirmados por sobreposicdo dos

espectros das clorinas 25 e 26.

NH2 80 (1H)

/r3,74 (4H)

3,26 (2H) 2

Figura 19 — Sinais de hidrogénio obtidos por RMN de 'H para as clorinas 25 e 26

Na Figuras 20, é possivel observar, com a sobreposi¢cao dos espectros de
25 e 26, o sinal em 2,80 ppm e na Figura 21 esta apresentada a sobreposi¢ao dos
espectros na regido de 3,74 ppm. Nota-se que o sinal dos grupos CH, esta
sobreposto com sinal presente nos dois compostos (hidrogénio do macrociclo) e,
portanto, o sinal foi comprovado pelo numero de hidrogénios atribuidos por

integracao.
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25

T T T T T T T T T T T T 1
2.84 2.82 2.80 278 276 2.74 272 2.70 2.68 2.66 2.64 262 ppm

Figura 20 — Sobreposigédo dos espectros de RMN de 'H na regido de 2,80 ppm das clorinas 25 e 26
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Figura 21 — Sobreposicéo dos espectros de RMN de 'H na regiao de 3,75 ppm das clorinas 25 e 26
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4.2.5 Sintese da 13-epoximetil-etilenodiaminilclorina e6 dimetil éster (27)

4
W
eO2C o NH
COZMe (\
NH
27 x
O

RMN de 'H (acetonags) 5 9,83 (s, 1H); 9,78 (s, 1H); 9,12 (s, 1H); 8,27 (dd, J=17,76/
11,59 Hz, 1H): 8,03 (s, 1H); 6,44 (d, J=17,92 Hz, 1H): 6,16 (d, J=11,62 Hz, 1H); 5,66
(m, 1H); 5,39 (d, J=18,77 Hz, 1H); 4,82 (s, 2H); 4,67 (d, J=7,36 Hz, 1H); 4,51 (d,
J=10,09 Hz, 1H); 4,03 (m, 1H); 3,85 (m, 1H): 3,75 (m, 7H); 3,60 (s, 3H); 3,55 (s, 3H);
3,46 (m, 1H); 3,34 (s, 3H); 3,20 (m, 2H); 2,78 (m, 1H); 2,31 (m, 2H); 2,08 (m, 1H);
1,71 (m, 1H): -1,59 (s, 1H); -1,90 (s, 1H).

O composto 27 foi sintetizado a partir da clorina 26. A reacao de N-alquilagao
teve como objetivo a obtengdo de derivado epdxido, cuja alta reatividade apresenta
potencial para ligacdo com outras moléculas.

A caracterizagao por espectroscopia de RMN de H sugere a obtengao do
composto obtido (Anexo 17, pg. 202). Os assinalamentos dos sinais dos hidrogénios
da clorina 27 no espectro de RMN de "H revelaram sinal em 2,80 ppm referente ao
hidrogénio NH substituido, com mesmo deslocamento encontrado para o hidrogénio
NH intermediario da clorina 25. O mesmo sinal foi reportado anteriormente para o
composto 13-etilenodiaminilclorina e6 dimetil éster substituido por grupo alquila
(MAL’SHAKOVA; BELYKH; KUCHIN, 2007). Ainda, novos sinais de hidrogénio foram
atribuidos ao grupo epoxido com deslocamentos em 3,20 ppm, 3,46 ppm e

4,82 ppm.
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4.3 SINTESE E CARACTERIZAGAO DOS BODIPY

4.3.1Sintese do  4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-8-(4-piridil)-4-bora-3a,4a-diaza-s-

indaceno (29)

RMN de 'H (CDCls) § 8,71 (2H, m-piridil); 7,23 (2H, o-piridil); 5,90 (2H, posicdes
2 e 6); 2,49 (6H, CHs); 1,34 (6H, CHs). RMN de "*C (CDCIs) § (ppm) 156,7; 150,9;
143,8; 142,8; 137,9; 130,6; 123,5; 122,0; 14,8. ESI-TOF: m/z calculado para
C1gH1sBF2N3": 326,1634 g.mol™; m/z obtido: 326,1652 [M+H]".

O BODIPY contendo anel piridila 29 foi obtido utilizando metodologia
conhecida (BARBA-BON et al., 2014), com rendimento de 29%. Em trabalhos
anteriores foram obtidos para o composto 29, rendimentos entre 13-30% (CARUSO
et al., 2012; BARTELMESS; WEARE, 2013). A reagao para obtengdo de BODIPYs
inicia pela obtengéo de dipirrometano meso-substituido (60) pelo método de Lindsey
(LINDSEY et al., 1987). A etapa seguinte envolve a oxidagdo do dipirrometano em
dipirrometeno (61), geralmente utilizando DDQ ou cloranil (Esquema 38). Nessa
etapa pode ocorrer a polimerizagao do pirrol que afeta a purificacdo e o rendimento
do composto final. E possivel utilizar de excesso de pirrol ou do uso de unidades
pirrdlicas com substituintes na posicédo o (menos propicias a polimerizagéo) para
melhorar o rendimento. Por fim, a reacdo de complexacdo com BF3Et,O é realizada

para obtencao do BODIPY final.
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OH % OH
A p@:@ﬂ@iwi
H T h A4

Esquema 38 — Mecanismo da reacao de formacao do dipirrometanos 60, seguindo-se das etapas de
sintese do BODIPY 62, via dipirrometeno 61

As caracterizacdes por espectrometria de massas, espectroscopia de RMN
de "H e de ®C, na regigo do UV-VIS e de fluorescéncia confirmaram a estrutura do
composto obtido (Anexo 18, pg. 203). O espectro de RMN de "B mostrou sinal
caracteristico da presenga de atomo de boro no composto. O espectro de UV-VIS
mostrou pico de intensidade maxima no comprimento de onda de 505 nm e no
espectro de fluorescéncia o pico de intensidade maxima foi no comprimento de onda
de 515,5 nm. A relagdo m/z observada no espectro de massas condiz com a massa
esperada para o composto obtido.

Os assinalamentos dos sinais dos hidrogénios do BODIPY 29 no espectro
de RMN de 'H encontraram-se de acordo com a literatura (Tabela 16) (CARUSO
et al., 2012), apresentando os sinais caracteristicos de anel piridila em 8,71 ppm e
7,23 ppm.

Tabela 16 — Comparagdo de deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de RMN de 'H para o
BODIPY 29 com os sinais previamente reportados na literatura

29 Caruso (2012)

8,71 8,70
7,23 7,22
5,90 5,93
2,49 2,48

1,34 1,33
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4.3.2Sintese do 4,4-difluoro-2,6-di-iodo-1,3,5,7-tetrametil-8-(4-piridil)-4-bora-3a,4a-

diaza-s-indaceno (30)

RMN de 'H (CDCls) § 8,75 (2H, m-piridil); 7,22 (2H, o-piridil); 2,58 (6H, CHs); 1,35
(6H, CHs). RMN de '*C (CDCls) § (ppm) 158,1; 151,0; 145,0; 143,7; 137,3; 130,4;
123,4; 86,6; 17,6. ESI-TOF: m/z calculado para C4gH1BF2loN3™: 577,9567 g.mol'1;
m/z obtido: 577,9576 [M+H]".

Devido a evidéncias cientificas sobre a importancia de atomos como o iodo
na estrutura quimica dos BODIPYs para atividade na PDT (ORTIZ et al., 2012), o
BODIPY 30 foi sintetizado através de reacédo de halogenacéo de suas posigdes 2 e
6. O rendimento encontrado de 74% é satisfatério, sendo que resultados de
halogenacao anteriores reportam rendimentos entre 14-72% (PALAO et al., 2016;
ORTIZ et al., 2012).

O efeito do atomo pesado foi constatado apds a introdugdo dos atomos de
iodo nas posicéo 2 e 6 livres do BODIPY 29. A alta fluorescéncia apresentada pelo
BODIPY 29, que corresponde ao processo de cruzamento intersistema ineficiente,
nao foi observada para o BODIPY 30 (pico de fluorescéncia em 557,0 nm de baixa
intensidade). Os valores de absorbancia na regiao do UV-VIS demonstraram que os
atomos de iodo produzem um efeito batocrémico do Amax (de 505 nm para
541 nm).

O BODIPY obtido foi caracterizado por espectrometria de massas,
espectroscopia de RMN de 'H e de "*C, na regido do UV-VIS e de fluorescéncia
(Anexo 19, pg. 206). O espectro de RMN de "'B mostrou sinal caracteristico da
presenca de atomo de boro no composto e a relagao m/z de 577,9576 observada no
espectro de massas corresponde a massa calculada de 577,9567 g.mol”. Os
assinalamentos dos sinais dos hidrogénios do BODIPY 30 no espectro de RMN de

'H encontraram-se de acordo com a literatura (Tabela 17) (CARUSO et al., 2012),
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com auséncia do sinal em 5,94 ppm referente aos hidrogénios substituidos pelo

iodo.

Tabela 17 - Comparacdo de deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de RMN de H para o
BODIPY 30 com os sinais previamente reportados na literatura

30 Caruso (2012)

8,75 8,66
7,22 7,19
2,58 2,55
1,35 1,39

4.3.3Sintese do 4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-8-(1-metilpiridinio-4-il)-4-bora-3a,4a-

diaza-s-indaceno (31)

RMN de 'H (DMSOg6) 5 9,20 (2H, m-piridil); 8,40 (2H, o-piridil); 6,28 (2H, posicdes 2
e 6); 4,47 (3H, CHy); 2,28 (6H, CH3); 1,42 (6H, CH3). ESI-TOF: m/z calculado para
C19H21BF2N3": 340,1785 g.mol'1; m/z obtido: 340,1805 [M]".

A reacado de metilagao foi realizada utilizando iodeto de metila em excesso
como agente metilante, para obtencao do derivado 31. A dificuldade de cristalizagao
fez com que o processo de purificacdo escolhido fosse a CCD preparativa. O
rendimento obtido de 97% foi préximo ao encontrado na literatura (98%)
(BARTELMESS; WEARE, 2013).

A caracterizacdo do BODIPY obtido foi realizada por espectrometria de
massas, espectroscopia de RMN de 'H, na regido do UV-VIS e de fluorescéncia
(Anexo 20, pg. 209). A relacdo m/z de 340,1805 observada no espectro de massas

foi condizente com a massa esperada para o composto obtido.
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Deslocamento batocromico do Amax também foi observado pela cationizacao
do anel piridila, como reportado anteriormente (BARTELMESS; WEARE, 2013), com
deslocamento do pico de absorcdo de 505 nm para 510 nm. O espectro de
fluorescéncia mostrou pico de intensidade maxima no comprimento de onda de
570 nm. O espectro de RMN de "B mostrou sinal caracteristico da presenca de
atomo de boro no composto. A substituicdo do anel piridinico pelo grupo metila péde
ser constatado nos espectros de RMN de H para o compostos obtido, onde foi
observado deslocamento de sinais caracteristicos de anel piridinico para ~9,20 ppm
e sinais novos dos hidrogénios do grupo metila em ~4,40 ppm. Os assinalamentos
encontraram-se de acordo com a literatura (Tabela 18) (BARTELMESS; WEARE,
2013).

Tabela 18 - Comparagao de deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de RMN de H para o
BODIPY 31 com os sinais previamente reportados na literatura

31 Bartelmess (2013)
9,20 9,63
8,40 8,02
6,28 6,07
4,47 4,92
2,28 2,57
1,42 1,47

4.3.4Sintese do 4,4-difluoro-2,6-di-iodo-1,3,5,7-tetrametil-8-(1-metilpiridinio-4-il)-4-
bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (33)

RMN de 'H (DMSOg6) 6 9,28 (2H, m-piridil); 8,43 (2H, o-piridil); 4,49 (3H, CH3); 2,58
(6H, CH3); 1,43 (6H, CHs). ESI-TOF: m/z calculado para CygH19BF2loN3™: 591,9718
g.mol'1; m/z obtido: 591,9727 [M+H]".
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O BODIPY 33 foi sintetizado e purificado da mesma forma que o BODIPY
31, com rendimento de 94%. Na literatura foi encontrado valor de rendimento de
58% (CARUSO et al., 2012).

As caracterizagbes por espectrometria de massas, espectroscopia de RMN
de "H, na regido do UV-VIS e de fluorescéncia confirmaram a estrutura do composto
obtido (Anexo 21, pg. 212). O espectro de UV-VIS mostrou pico de intensidade
maxima no comprimento de onda de 515 nm, e o de fluorescéncia em 556 nm, de
menor intensidade. A relacdo m/z de 591,9727 observada no espectro de massas foi
condizente com a massa esperada para o composto obtido. No espectro de RMN de
'H foram observados os sinais caracteristicos de anel piridinico substituido, os novos
sinais dos hidrogénios do grupo metila ligados ao anel piridinico e a auséncia do
sinal do hidrogénio substituido pelo iodo. Os assinalamentos encontraram-se de
acordo com a literatura (Tabela 19) (CARUSO et al., 2012).

Tabela 19 - Comparagcdo de deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de RMN de H para o
BODIPY 33 com os sinais previamente reportados na literatura

33 Caruso (2012)

9,28 9,34
8,43 8,89
4,49 5,98
2,58 2,62
1,43 1,53

4.3.5Sintese do 4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-8-(1-epoximetilpiridinio-4-il)-4-bora-

3a,4a-diaza-s-indaceno (32)
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ESI-TOF: m/z calculado para CyiH23BFN3O*: 382,1891 g.mol”; m/z obtido:
382,1897 [M]".

O composto 32 foi sintetizado a partir do BODIPY 29, utilizando
epibromidrina como agente alquilante. Da mesma forma que ocorreu com o0s
derivados metilados, o processo de purificacdo escolhido foi CCD preparativa devido
a dificuldade de cristalizagcdo. O rendimento obtido foi de 21%. A reagédo de
N-alquilagédo teve como objetivo a obtengdo de derivado epdxido para uso em
futuras reagcdes com outras moléculas.

A caracterizagdo por espectrometria de massas foi compativel com a
obtencao do BODIPY 32 (Anexo 22, pg. 214). O espectro de UV-VIS mostrou pico de
intensidade maxima no comprimento de onda de 509 nm, e o de fluorescéncia em
516 nm.

4.3.6Sintese do 4,4-difluoro-2,6-di-iodo-1,3,5,7-tetrametil-8-(1-epoximetilpiridinio-

4-il)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (34)

ESI-TOF: m/z calculado para CyH21BF2l,N3O0": 633,9823 g.mol'1; m/z obtido:
633,9852 [M]".

O composto 34 foi sintetizado a partir do BODIPY 30, utilizando mesma
metodologia e purificacdo realizados para obtencdo do composto 32. Obteve-se
como rendimento 17%.

A caracterizagao por espectrometria de massas sugere a obtencado do
BODIPY 34 (Anexo 23, pg. 216). O espectro de UV-VIS mostrou pico de intensidade
maxima no comprimento de onda de 514 nm, e o de fluorescéncia em 528 nm, de

menor intensidade.
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4.4 SINTESE DOS CONJUGADOS PORFIRINA-POLISSACARIDEO

4.4.1 Obtencéo da agarose (35)

OH OH

@)
N (@)
\o%oﬂic? B
OH OH

35

RMN de "H (DMSOgs) 5 5,27 (A1); 4,73 (Ad); 4,54 (A5): 4,49 (G1); 4,40 (A3): 4,09
(AB); 4,01 (A2 e G4); 3,75 (G3 e GB); 3,63 (G5 e G2)

A preparacédo da agarose reduzida 23 foi realizada através de reagédo de
reducao das pontas redutoras com NaBH,. A reducéo torna-se necessaria para evitar
B-eliminac&o catalisada por base e consequente degradagao do polissacarideo, uma
vez que meio basico foi utilizado nas proximas etapas (ASPINALL, 1982). O produto
obtido com 95% de rendimento, a partir da agarose comercial, foi caracterizado por
espectroscopia na regiao do IV e de RMN de 'H e HSQC (experimento de correlagéo
heteronuclear) (Anexo 24, pg. 218).

No espectro obtido na regido do infravermelho foram observadas bandas
caracteristicas da agarose, como em 3318 cm™ referente ao estiramento da ligacdo
O-H das hidroxilas, em 1148 cm™ e 1037 cm™ referentes a deformacdo axial da
ligacdo C-O. O espectro de RMN de 'H apresentou-se em concordancia com os

sinais previamente reportados (HEUKO, 2015).

4.4.2 Obtencéo da kappa-carragenana (37)

"0,80 OH
. 0 Q .
\o&o X/
OH
OH

37
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RMN de "H (D,0) § 5,10 (DA1); 4,83 (G4S4); 4,64 (DA5 e G4S1); 4,61 (DA4); 4,52
(DA3); 4,20 (DAB); 4,14 (DA2): 4,06 (DAB); 3,97 (G4S3); 3,81 (G4S6); 3,60 (G4S2)

A fragdo polissacaridica contendo majoritariamente kappa-carragenana 37
foi extraida da alga vermelha Kappaphycus alvarezii e, entdo, foi seca e moida.
O produto obtido com 51,2% de rendimento foi caracterizado por espectroscopia na
regido do IV e de RMN de "H e HSQC (Anexo 25, pg. 220).

No espectro obtido na regido do infravermelho foram observadas bandas
referentes aos grupos presentes no polissacarideo como a banda de estiramento da
ligacdo O-H das hidroxilas em 3386 cm™. O espectro de RMN de 'H apresentou-se

em concordancia com os sinais previamente reportados (SANTOS, 2015).

4.4.3 Sintese dos conjugados agarose-porfirina (36) e kappa-carragenana-porfirina

(38)
&

oo of ¥
®
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o) (0]

HO Na+

o 0550

C

OH
OH

N

&
&

WS

|
OH
n

36 38

Para sintese dos novos polimeros foi utilizada metodologia de metilagao de
polissacarideos classica (CIUCANU; KEREK, 1984), com modifica¢des. A porfirina 7
foi utilizada como agente alquilante, devido a maior acessibilidade sintética.
O material resultante apresentou consisténcia similar ao dos polimeros iniciais e
coloracao arroxeada caracteristico de porfirinas.

A fim de eliminar o excesso de porfirina ndo ligada (somente fisicamente

aderida) foi realizada uma partigdo exaustiva utilizando agua/cloroférmio, antes da
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caracterizacdo. O comportamento hidrofébico da porfirina, combinado com a
hidrossolubilidade do polissacarideo, faz com que a separagcado por particdo seja
adequada para esse caso. O processo de particdo foi repetido até que a fase
organica se apresentasse sem coloragao arroxeada.

A analise por UV-VIS da fragao polissacaridica foi realizada e os espectros
mostraram padréo caracteristico de porfirinas (Anexos 26 e 27, pg. 222 e 224). Afim
de avaliar o total de porfirina presente no material final, os compostos 36 e 38 foram
quantificados por UV-VIS, utilizando curva de concentragao obtida para a porfirina 7
em 414 nm (Amax) (Anexo 28, pg. 226).

Observou-se que, para o Método A, onde houve uma etapa de alquilagao,
houve uma baixa substituicdo nos polimeros precursores pela porfirina 7, sendo que
0,9% do produto final 36 e 4,2% do material 38 consistia de porfirina (Tabela 20).
Ja com a adicdo de 7 em duas etapas, no Método B, houve um maior grau de
substituicdo (17,8% e 14,1% de porfirina), com a maior substituicdo ocorrendo na

agarose.

Tabela 20 — Quantificagdo por UV-Vis em termos de % de porfirina no polimero final

Método 36 (%) 38 (%)
A 0,9 4,2
B 17,8 14,1

Apesar dos indicios de ligagao entre porfirina e polissacarideo apos particao
exaustiva e caracterizacdo/quantificacdo por UV-VIS, a analise por RMN de 'H e *C
seria fundamental para comprovagdo de ligacdo covalente formada. Como
polissacarideos sdo compostos quimicos de alta complexidade, a analise espectral
detalhada faz-se necessaria.

Foram obtidos espectros de RMN de 'H e HSQC para os polimeros 36 e 38
(Anexos 26 e 27, pgs. 226 e 228). No espectro de RMN de 'H, para ambos os
polimeros, foram observados os sinais correspondentes a porfirina utilizada, acima
de 8,00 ppm e em -2,50 ppm, sem deslocamento quando comparado a porfirina
inicial. Os sinais observados em 3,0-3,2, 4,1 e 4,8 ppm sugerem a presenga do
grupo epoxido da porfirina 7, porém aparecem na mesma regiao dos sinais

referentes aos hidrogénios do polissacarideo, como pode ser observado na
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sobreposicao do espectro da agarose 35 com o polimero agarose-porfirina 36
(Figura 22).

. .

5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 36 3.4 3.2 3.0 2.8 ppm

36

.

54 5.2 5.0 48 4.6 4.4 4.2 40 3.8 36 3.4 3.2 3.0 28 ppm

Figura 22 — Sobreposicdo de regido dos espectros de RMN de 'H da agarose 35 e do polimero
agarose-porfirina 36

Para melhor entendimento desses sinais, os espectros de HSQC obtidos
foram analisados. Através de analise por sobreposicao dos espectros dos produtos
com 0s seus respectivos polissacarideos iniciais foi possivel a identificacdo dos
sinais correspondentes ao material inicial e dos sinais novos. Os sinais novos

encontrados estao reunidos na Tabela 21.

Tabela 21 — Sinais novos identificados nos espectros de HSQC (enumerados de 1 a 10) dos
polimeros 36 e 38

Polimero 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
36 . N 3,71/ 4,02/ 3,76/ 4,09/ 4,37/ 4,44/ 4,51/ 4,79/
51,1 481 712 483 70,7 703 70,3 70,92
38 3,09/ 3,10/ 3,65/ 3,97/ ) 4,04/ 4,32/ 4,40/ 4,45/ 4,75/
450 450 510 474 47,7 702 701 706 70,3

*Sem sinal de correlagdo no HSQC mas aparecem sinais no RMN de 'H em 3,06 ppm e 3,15 ppm



118

Partindo desses novos sinais, a primeira hipétese a ser avaliada foi se, de
fato, a porfirina 7 reagiu com o polissacarideo através da abertura do grupo epo6xido
ou se continuava intacta. Essa analise seria possivel pela comparagao direta com os
sinais obtidos no RMN de 'H da porfirina 7 para os hidrogénios do grupo epéxido.
Porém, como o espectro da porfirina 7 foi obtido em CDCI3 e o espectro do polimero
em DMSOgs, ndo seria adequada a comparacado direta. Obteve-se, entdo, um
espectro da porfirina 7 em DMSOg no qual foi possivel observar os sinais do grupo
epoxido em 3,06 ppm, 3,16 ppm, 4,33 ppm e 4,83 ppm (Tabela 22). Esperava-se
ainda um quinto sinal referente aos hidrogénios de epdxido, porém, um forte sinal
contaminante de agua em 3,38-3,76 ppm estava, provavelmente, o sobrepondo.
Com essa analise, pbde-se sugerir que os sinais 1, 2, 3, 7 e 10 apresentados na
Tabela 21, referentes aos polimeros 36 e 38, sdo sinais dos hidrogénios do grupo
epoxido intacto da porfirina 7 (Estrutura A, Figura 23). Portanto, sugeriu-se que

existe porfirina ndo-ligada no material final.

Tabela 22 — Sinais obtidos (ppm) no espectro de RMN de H para a porfirina 7 em DMSOgg

R H 7
1 4,83
2 4,33
3 -
4 3,16
5 3,06

o 0 0
HO%
: L
A OH ?
B Polissacarideo

Cc

Figura 23 — Representagdo das possiveis estruturas a serem encontradas no material porfirina-
polissacarideo final, sendo A a porfirina 7 intacta, B a porfirina contendo o grupo epdxido aberto e
C o polimero porfirina-polissacarideo contendo grupo epéxido aberto atuando como linker
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Partindo-se desta conclusdo, voltou-se a analisar os espectros de
RMN de 'H dos polimeros obtidos a fim de avaliar se toda a porfirina contida no
material final tratava-se da porfirina 7 intacta. Os hidrogénios porfirinicos foram
integrados e observou-se que o total de porfirina (quantificado pelos sinais em
-2,60 ppm e entre 7,50-9,00 ppm) ndo é somente porfirina contendo epodxido fechado
(quantificado pelos sinais referentes ao grupo epoxido 1, 2 e 10 - Tabela 21).
Portanto, concluiu-se que existe outra estrutura porfirinica além da porfirina 7 intacta
no material final, 0 que sugere a presenca das estruturas B e/ou C representadas na
Figura 23.

A segunda hipotese a ser avaliada foi se a estrutura B estava presente no
material final. A literatura reporta sinais para o grupo epoxido aberto nao-ligado em
3,83 ppm (CH) e 3,59 ppm (CH2) (TSUJIGAMI; SUGAI; OHTA, 2001), em 3,91 ppm
(CH) e 3,97 ppm (CH,) (AKANKSHA et al., 2011) e em 3,74 ppm (CH.), 4,03 ppm
(CH) e 4,18 ppm (CH;) (SONGCA; MBATHA, 2000). Com essa analise, concluiu-se
que os sinais 4 e 6 da Tabela 21 correspondem a sinais de hidrogénio da
estrutura B.

As correlagcbes observadas nos espectros de HSQC dos materiais 36 e 38
ainda sem atribuigdes foram os sinais 5, 8 e 9 (Tabela 21) que podem ser

observados nas Figuras 24 e 25.
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Por fim, a ultima hipétese avaliada foi a obtencdo do polimero porfirina-
polissacarideo (estrutura C, Figura 23). As correlagbes encontradas na literatura
para compostos contendo grupo epoxido aberto e ligado sdo em 4,10-4,25/68,6 ppm
e 4,40-4,47/68,8 ppm (ZVAGULIS et al., 2010; TOMASIC et al., 2014). Destaca-se a
correlagao em ~4,40/68,8 ppm, que, na literatura, se refere ao sinal do hidrogénio do
grupo CH do epdxido aberto e ligado ressaltado na Figura 26. Apos essa analise,
concluiu-se que a correlagao 8 encontrada para os polimeros 36 (4,44/70,3 ppm) e
38 (4,40/70,1 ppm) sugere que a estrutura C esta presente no material final, portanto
haveria ligagdo covalente entre porfirina e polissacarideo. Ainda, o mesmo sinal 8
aparece no espectro de HSQC editado como ndo sendo um grupo CH;, ou seja,

corrobora o que esta sendo proposto, de que ele seria referente a um grupo CH.

OH

R/O\/Jf\/o‘ R’

Figura 26 — Estrutura do epoxido aberto ligado com grupo CH destacado

O sinal 9 que aparece na regiao de ~4,50 ppm em ambos o0s polimeros néao
foi atribuido a hidrogénios da estrutura A ou B. Como se trata de um grupo CH,
(interpretado pelo HSQC editado) sugere-se que o mesmo seja sinal de hidrogénios
de grupo CH; da estrutura C. Os valores encontrados na literatura para esses
hidrogénios sao de 4,10-4,25/68,6 ppm e 4,40-4,47/68,8 ppm (ZVAGULIS et al.,
2010; TOMASIC et al.,, 2014). Entretanto, na presenca de grupos retiradores de
elétrons pode haver deslocamento do sinal, como apresentado em exemplos de
Zvagulis e colaboradores (2010), onde a presenca de grupo NO, no anel aromatico
ligado ao epdxido desloca o sinal referido para 4,30 ppm. Esse efeito poderia estar
sendo observado pela presencga da porfirina como retiradora de elétrons.

Por fim, o ultimo sinal a ser analisado foi o sinal 5, que aparece somente no
espectro de HSQC do polimero agarose-porfirina como um sinal de hidrogénio de
grupo CH,. A hipdtese que foi avaliada para este sinal € de que seria um sinal
referente a posi¢cdo G6 da unidade B-D-galactopiranose da agarose substituida. Na
literatura, foi observado para polissacarideos metilados na posicdo C6 um
deslocamento no sinal em RMN de C de 61,4 ppm para 71,9 ppm (CHIOVITTI
et al., 2001) e de 61,5 ppm para 71,8 ppm (BARROS et al., 2013). Chiovitti e
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colaboradores (2004) relataram a correlacao para este sinal em 3,70-3,77/71,9 ppm
no espectro de HSQC. Ainda, foi reportado sinal para o C6 de 6-O-metil- 3-D-
galactose em 71,4 ppm (VIANA, 1999). O deslocamento observado para esta
posicdo da agarose reduzida para o polimero agarose-porfirina (de 3,71-3,78/
61,74 ppm para 3,76/71,23 ppm) foi proximo ao encontrado na literatura, o que
sugere a substituicdo de C6 da unidade B-D-galactopiranose na estrutura da agarose
pela porfirina. Entretanto, outros experimentos de RMN de 'H e ™C seriam

necessarios para confirmar a substituicdo nesta posigao.
4.4 4 Tentativa de obtengao do conjugado agarose-porfirina (49) — Estratégia 2

A agarose tosilada foi cedida por Heuko, 2015, para os experimentos de
conjugagao com porfirina. As diferentes condi¢cdes testadas resultaram em produto
com caracteristicas fisicas visualmente parecidas com o do polissacarideo inicial e
coloragdo de porfirina. Porém, na analise por RMN de 'H foram observados sinais

dos materiais iniciais, sem indicios de que ocorreu a ligacao.

4.4.5 Tentativa de obtencao da agarose-6-O-epoxipropila (50)

- |
OH 0O 0
\\ O ~
o o \07 <
|
L OH HO 5
50

Diferentes parametros foram testados para a reacao de introdugao do grupo
epoxido na agarose reduzida. Nenhuma das condigdes testadas apresentou indicios
da formagdo do composto desejado, frente a dificuldade na analise por métodos

espectrométricos.
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4.5 AVALIACAO DE PROPRIEDADES FOTODINAMICAS
4.5.1 Estudo de geragéo de oxigénio singleto

O mecanismo conhecido de PDT correlaciona a produgdo de oxigénio
singleto com a toxicidade do FS, uma vez que sua produgdo é resultado direto da
transferéncia de energia do FS para o oxigénio tecidual apdés absorg¢do de luz
irradiada (MULLER; PREUB; RODER, 2018).

A geracdo de 'O, foi determinada pelo grau de oxidacdo do
1,3-difenilbenzofurano (DFBF) 51. Furanos, em geral, apresentam-se como bons
substratos para reacdo de cicloadicdo com '0,. O DFBF reage com '0, gerando
endoperoxido 52 que se decompde facilmente em temperatura ambiente gerando
o-dibenzoilbenzeno 53 (Esquema 39). Sendo que o composto 51 apresenta forte
absorcdo no comprimento de onda de 418 nm e o composto 53 ndo apresenta
absorcao, essa metodologia é bastante empregada para avaliacdo de geracdo de
'0, de compostos organicos (HOWARD; MENDENHALL, 1975; HADJUR et al.,
1998).

51 52 53

Esquema 39 — Reacao entre DFBF e ,0° para formacgéo de o-dibenzoilbenzeno
Fonte: adaptado de HOWARD; MENDENHALL, 1975

Nesse estudo foram avaliadas as porfirinas 12, 15, 16, 18, 19 e 20 (Figura
27). Além dos ensaios com os FS indicados, foram também realizados ensaios na
auséncia de derivados porfirinicos (DFBF e DMSO), como controle negativo, e com
o azul de metileno (AM) 54. O AM (Figura 28) foi utilizado como substancia de

referéncia para comparagao do decaimento de absor¢cdo e para os calculos de
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rendimento quéntico, sendo que apresenta rendimento quéantico préximo a 100%
(P =0,52) (HAYES, 2014).

Figura 28 — Estrutura quimica do azul de metileno

Usando a metodologia descrita, um maior decaimento na intensidade de
absorbancia em 418 nm representa maior geracdo de 'O,. Na Figura 29 esta
apresentado o grafico de absorbancia versus tempo para os compostos avaliados.
Por interpretagao visual do grafico, foi possivel atribuir a seguinte ordem do maior
para o menor produtor de 'Oy 15>16>19>20>18>12. Ao final de 1 h de irradiagdo as
porfirinas precursoras neutras apresentaram decaimento de absorbancia entre

5-15% e os derivados catidnicos entre 40-70%.
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Figura 29 — Porcentagem de decaimento da absorbancia em 418 nm ap0ds irradiagéo a 1,25 mW/cm?
das porfirinas 12, 18, 15, 19, 16 e 20 em comparagdo com AM e DFBF/DMSO

Na Tabela 23 estdo apresentados os valores encontrados para o rendimento

quantico de 'O, calculados segundo a equacdo ®, = "M R/R™M.

Tabela 23 — Rendimentos quanticos de '0, (Da)

Porfirina (OJN
12 0,20
15 0,61
16 0,59
18 0,20
19 0,52
20 0,35

Esses dados também refletem maiores valores de rendimento quantico de
0, para as porfirinas catibnicas do que para os seus precursores neutros. Dentre os
catidnicos, os derivados 15, 16 e 19 foram os mais eficazes com resultado entre
0,52 e 0,61, embora todas as porfirinas se enquadrem dentro da faixa relacionada a
alta toxicidade in vitro (0,1-0,76) (HAYES, 2014). Esses resultados sdo coerentes
com relatos anteriores sobre a geracdo de 'O, singleto de porfirinas catidnicas
(SLOMP et al., 2017; VANDRESEN et al., 2016; DEDA et al., 2012).
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4.5.2 Propriedades celulares dos FS 12, 15, 16, 18, 19, 20

Foi realizado estudo de propriedades celulares com as porfirinas 12, 15, 16,
18, 19, 20 (Figura 30).

Figura 30 — Compostos avaliados quanto a propriedades celulares

A captacao celular tempo-dependente foi avaliada na concentragao de
10 umoI.L'1 durante um periodo de até 24 h e foram observados diferentes padrdes
de captacdo. As porfirinas metiladas, 15 e 19, foram as que acumularam mais
rapidamente nas primeiras 4 h, com o composto 19 sendo ligeiramente mais rapido
(Figura 31). Apos este periodo, um platdé foi alcangado. Comparados com as suas
porfirinas precursoras 12 e 18, esses derivados metilados catibnicos acumularam
nas células quatro vezes mais durante todo o tempo observado. Em geral, como
seria esperado, e também como ja foi reportado em estudos anteriores, a captagao
celular aumenta com a presenca de cargas positivas, provavelmente pela interagcao
com membranas celulares, que possuem cargas negativas (HAO; JENSEN;
VICENTE, 2009; MENG; JAMES, 1994; SIBRIAN-VAZQUEZ et al., 2012).



127

0,008 -
0,006 4
&
d
0
=
]
;& 0,004 4
-
©
S
o
0,002 4
O’OOO L) ) T T L L]
0] 4 8 12 16 20 24
Tempo (h)

Figura 31 — Captacgao celular tempo-dependente das porfirinas 12 (®), 18 (M), 15 (4), 19 (V), 16 (@)
€20 (*)a10 umoI.L'1 em células HEp2

A porfirina 18 e seu derivado epdxido 20, acumularam ligeiramente mais
rapido do que a porfirina 12 e seu derivado epoxido 16. Foi determinada a seguinte
ordem de captacédo celular depois de 24 h: 15~19>>18~20>16>12. Os derivados
catidnicos contendo grupo epoxido apresentaram baixo acumulo intracelular quando
comparados com os derivados catidbnicos metilados. Essa observacao
possivelmente reflete a diferenga na forma com a qual essas porfirinas interagem
com a membrana celular. A caracteristica reativa do grupo epoxido, presente nas
porfirinas 16 e 20, poderia dificultar o acesso intracelular através de sua imobilizagao
em componentes do meio, como proteinas, sendo que relatos anteriores
demonstraram a reatividade de grupo epoxido com sitios nucleofilicos de proteinas
(CHEN et al.; 2003; LEE et al., 2005).

As mesmas porfirinas também foram avaliadas em termos de suas
propriedades fotodinamicas em células de cancer HEp2, utilizando ensaio
Cell Titer Blue. O Cell Titer Blue® Cell Viability Assay é um método fluorimétrico
utilizado para determinagdo da viabilidade celular. A metodologia € baseada na
habilidade de células viaveis em converterem o composto resazurina 55 no

composto fluorescente resorufina 56 (Figura 32). Uma vez que essa conversao €&
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realizada somente por células metabolicamente ativas, a fluorescéncia produzida é

proporcional ao numero de células viaveis (RISS; MORAVEC, 2003)

Reducéo por células viaveis

T N
') 56
55 Fluorescente em 590 nm

Figura 32 — Principio do método Cell Titer Blue® Cell Viability Assay
Fonte: adaptado de RISS; MORAVEC, 2003

A fim de detectar a existéncia de toxicidade na auséncia de luz, o teste de
toxicidade no escuro foi realizado. As células foram incubadas com concentragdes
crescentes dos compostos a serem avaliados, na auséncia de luz, com posterior
determinagao de viabilidade celular. Os resultados mostraram baixa toxicidade para
todas as porfirinas em concentragdes abaixo de 200 pmol.L™" (LDsy > 200 pmol.L™")
(Figura 33). Porfirinas catibnicas ja reportadas na literatura apresentaram LDsy no
escuro variando entre 25-445 umoI.L'1 para diferentes linhagens celulares
(JENSEN et al., 2010; EASSON et al.,, 2008; SIBRIAN-VAZQUEZ et al., 2005;
SIBRIAN-VAZQUEZ et al., 2012).
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Figura 33 — Toxicidade no escuro das porfirinas 12 (@), 18 (H), 15 (&), 19 (V¥), 16 (®) e 20 (#*) a
10 umol.L™" em células HEp2

A fototoxicidade foi determinada apds exposicdo das células a 20 min de
irradiacdo de luz, para obter o total de aproximadamente 1,5 J/cm? de luz, apds o
tratamento das células com os compostos em concentragdo até 100 pmol.L™
(Figura 34). A seguinte ordem de fototoxicidade foi determinada, do mais téxico para
0 menos toxico: 19>15>20>16>>18~12.

As porfirinas metiladas 15 e 19 apresentaram alta fototoxicidade,
possivelmente pelas suas alta captagdo celular e eficiente geragédo de oxigénio
singleto. A porfirina 19 foi a mais toxica com LDsg de 2,4 umoI.L'1. O composto 15
também apresentou alta toxicidade com LDsy de 7,4 umoI.L'1. Estudos anteriores
obtiveram como resultado de fototoxicidade para porfirinas catiénicas concentragoes
de LDsp variando entre 3-8 umol.L™', com dose de luz de 1 J/cm? (JENSEN et al.,
2010, SIBRIAN-VAZQUEZ et al., 2012).
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Figura 34 — Fototoxicidade (1,5 J/cmz) das porfirinas 12 (®), 18 (H), 15 (~), 19 (V¥), 16 (®) e 20 (#)
a10 pmoI.L'1 em células HEp2

Como anteriormente mencionado, a introdugédo do grupo epoxipropila para a
quaternizacdo de nitrogénios de algumas das porfirinas catidnicas aqui estudadas
mostra-se uma abordagem interessante, pois as mesmas podem ser ligadas
covalentemente a diversas macromoléculas. Além disso, a investigacdo das
propriedades fotodinamicas de porfirinas catidnicas, com cadeias diferentes do
grupo metila como grupo cationizante, também torna-se uma abordagem
interessante, uma vez que o tamanho da cadeia ligada a porfirina possui influéncia
na sua eficiéncia como FS. Estudos anteriores demonstraram que porfirinas com
substituinte de cadeia longa possuem melhor atividade por ligarem-se melhor as
células-alvo (RICCHELI et al., 2005; REDDI et al., 2001; STALLIVIERI et al., 2015).

As porfirinas catibnicas contendo grupo epdxido 16 e 20, entretanto,
mostraram-se menos toxicas, em contraste com a alta efetividade de porfirinas
catibnicas previamente observada (HAO; JENSEN; VICENTE, 2009; MENG;
JAMES, 1994; SIBRIAN-VAZQUEZ et al., 2012). Isso pode ter ocorrido devido a
baixa captacdo celular e/ou a alta reatividade do grupo epdxido com outras
estruturas e/ou a relagédo hidro/lipofilicidade inadequados, que tem consequéncias

na solubilizacdo e na interagdo da porfirina com as estruturas celulares (SLOMP
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et al., 2017). Os valores de LDs, para 16 e 20 foram de 100 umol.L™" e 38 pmol.L™,
respectivamente. Percebe-se que o composto 20 apresentou baixa captagao celular,
porém mostrou-se um eficiente produtor de oxigénio singleto, o que reflete-se na sua
fototoxicidade moderada.

As porfirinas neutras 12 e 18 ndo demonstraram fototoxicidade nas
concentragdes investigadas.

As propriedades celulares dos compostos 12, 15, 16, 18, 19 e 20

encontram-se condensadas na Tabela 24.

Tabela 24 — Citotoxicidade das porfirinas 12, 15, 16, 18, 19 e 20 (CellTiter Blue; 1,5 J/icm?)

FS Toxicidade Fototoxicidade Captacao Captacao Captacéao Captacéao
no(&s)::)ro (LDso) celular 2h)  celular (4h)  celular 8 h) celular (24 h)
(107 %) (*) ) )
12 >200 >100 0,080+0,002 0,134+0,007 0,210+0,011 0,518+0,011
18 >200 >100 0,326+0,035 0,710+0,027 0,901+0,053 1,170+0,013
15 >200 7.4 3,100,052 4,43+0,093 5,45+0,088  5,45+0,076
19 >200 24 3,90+0,024 5.29+0,085 5,360,072  5,40+0,330
16 >200 100 0,142+0,091 0,322+0,012 0,403+0,018 0,778+0,023
20 >200 38 0,142+0,016  0,252+0,002 0,429+0,004 1,06+0,038

* = pmol.L"/célula
LDso em pmol.L™

A determinacdo da localizacdo intracelular de FS é um fator determinante
para investigacao detalhada do caminho de morte celular na PDT (KESSEL, 2004).
A localizacao preferencial intracelular dos derivados catiénicos 15, 16, 19 e 20 foi
investigada por microscopia de fluorescéncia. Foram utilizados os fluoréforos
especificos para organelas: ER Tracker Blue/White (reticulo endoplasmatico),
BODIPY C5 Ceramide (complexo de Golgi), MitoTracker Green (mitocdndria) e
LysoSensor Green (lisossomos) nos experimentos de sobreposi¢ao. Os padrbes de
fluorescéncia para as células contendo cada rastreador de organela, para as células
com os compostos e as sobreposi¢cdes estdo apresentados nas Figuras 35-38 e os
resultados estdo condensados na Tabela 25.

Nas figuras apresentadas, as coloragdes roxa (para o marcador de reticulo
endoplasmatico) e alaranjada (para os demais marcadores) indicaram a localizag&o

simultanea de porfirina e de marcador de organela. Todas as porfirinas avaliadas
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demonstraram localizagao principalmente em lisossomos, complexo de Golgi e
reticulo endoplasmatico. As porfirinas 19 e 20 também foram encontradas em
mitocdndrias. Todas essas organelas sao importantes alvos para PDT, sendo que

levam a morte celular apods irradiacio.

Tabela 25 — Localizagao intracelular maior (+++) ou menor (+) das porfirinas 15, 16, 19 e 20 em
células HEp2

FS Reticulo Complexo Mitocondria  Lisossomos
endoplasmatico de Golgi

15 ++ + ++ + - + + +

19 + + + ++ + + + +

16 + + + + + + - + + +

20 + + + + + + +
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Figura 35 — Localizagéo intracelular da porfirina 15 em células HEp2. (a) Contraste de fase, (b)
porfirina 15, (¢) ER Tracker Blue/White, (d) sobreposi¢cao de 15 e ER Tracker, (e) BODIPY Ceramide,
(f) sobreposicdo de 15 e BODIPY Ceramide, (g) MitoTracker Green, (h) sobreposi¢cdo de 15 e
MitoTracker, (i) LysoSensor Green, and (j) sobreposi¢do de 15 e LysoSensor Green. Escala: 10 um.
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Figura 36 — Localizagéo intracelular da porfirina 19 em células HEp2. (a) Contraste de fase, (b)
porfirina 19, (c) ER Tracker Blue/White, (d) sobreposi¢do de 19 e ER Tracker, (e) BODIPY Ceramide,
(f) sobreposicdo de 19 e BODIPY Ceramide, (g) MitoTracker Green, (h) sobreposicdo de 19 e
MitoTracker, (i) LysoSensor Green, and (j) sobreposi¢do de 19 e LysoSensor Green. Escala: 10 um.
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Figura 37 — Localizagéo intracelular da porfirina 16 em células HEp2. (a) Contraste de fase, (b)
porfirina 16, (c) ER Tracker Blue/White, (d) sobreposi¢cao de 16 e ER Tracker, (e) BODIPY Ceramide,
(f) sobreposicdo de 16 e BODIPY Ceramide, (g) MitoTracker Green, (h) sobreposicdo de 16 e
MitoTracker, (i) LysoSensor Green, and (j) sobreposi¢do de 16 e LysoSensor Green. Escala: 10 um.
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Figura 38 — Localizagao intracelular da porfirina 20 em células HEp2. (a) Contraste de fase, (b)
porfirina 20, (¢) ER Tracker Blue/White, (d) sobreposi¢cao de 20 e ER Tracker, (e) BODIPY Ceramide,
(f) sobreposicdo de 20 e BODIPY Ceramide, (g) MitoTracker Green, (h) sobreposi¢cdo de 20 e
MitoTracker, (i) LysoSensor Green, and (j) sobreposicao de 20 e LysoSensor Green. Escala: 10 um.
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4.5.3 Propriedades celulares dos FS 29, 30, 31, 32, 33, 34

Adicionalmente aos FS porfirinicos, foi realizado o estudo de propriedades
celulares dos BODIPYs 29, 30, 31, 32, 33, 34 (Figura 39).

R=H 29 31 32
R=| 30 33 34

Figura 39 — Compostos avaliados quanto a propriedades celulares

A captacao celular tempo-dependente foi avaliada na concentragdo de
10 umoI.L'1 durante um periodo de 24 h. O composto 30 apresentou captacao
celular ligeiramente maior que os demais BODIPYs (Figura 40). Nao foram
observadas grandes diferencas nos padrées de captagcdo dos outros compostos
avaliados. Os compostos 33 e 34 nao foram detectados, portando ndo existem
valores de captacao para os mesmos.

Os BODIPYs também foram avaliados em termos de suas propriedades
fotodinamicas frente a células de cancer HEp2, utilizando ensaio Cell Titer Blue® Cell
Viability Assay. A toxicidade na auséncia de luz foi determinada com concentragbes
crescentes dos compostos avaliados, sem irradiacdo, com posterior determinacéao
de viabilidade celular. Observou-se baixa toxicidade para todos os BODIPYs em
concentragdes abaixo de 200 umol.L”" (LDsy > 200 pmol.L™") (Figura 41). BODIPYs
avaliados anteriormente para toxicidade no escuro apresentaram resultados

similares utilizando mesma linhagem celular e dose de luz (HAYES, 2014).
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Figura 40 — Captacao celular tempo-dependente dos BODIPYs 29 (®), 31 (H), 32 ( ), 30 (V) a
10 pmol.L™" em células HEp2
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Figura 41 — Toxicidade no escuro dos BODIPYs 29 (@), 31 (M), 32 ( ), 30 (V), 33 (®)e 34 (#) a
10 pmol.L™" em células HEp2
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A fototoxicidade foi determinada apds exposi¢ao das células a 20 min de
irradiacdo, para obter o total de aproximadamente 1,5 Jicm? de luz, apds o
tratamento das células com os compostos em concentragcao até 100 pmoI.L'1
(Figura 42, Tabela 26). O composto que demonstrou fototoxicidade foi o BODIPY 30

(LDsp= 3,5 umoI.L'1), o qual também apresentou a melhor captacao celular.
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Figura 42 — Fototoxicidade (1,5 J/cm?) dos BODIPYs 29 (®), 31 (M), 32 (), 30 (V), 33 (®) e 34 (*)
a10 ;,LmoI.L'1 em células HEp2

Tabela 26 — Citotoxicidade dos BODIPYs 29, 30, 31, 32, 33 e 34 (CellTiter Blue; 1,5 J/cmz)

FS Toxicidade no Fototoxicidade

escuro (LDso pmol.L™")
(LDso umol.L™")

29 >200 >100

31 >200 >100

32 >200 >100

30 >200 3,5

33 >200 >100

34 >200 >100

A falta de toxicidade dos BODIPYs 33 e 34 foi inesperada, uma vez que

2,6-di-iodo-BODIPYs descritos na literatura demostraram alta fototoxicidade
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atribuida ao efeito do atomo pesado (AWUAH; YOU, 2012; CARUSO et al., 2012).
BODIPYs contendo atomos de iodo nas posicdes 2 e 6 e substituintes catidnicos
foram avaliados previamente para PDI (inativacdo de micro-organismos) com
sucesso (CARUSO et al, 2012). Os compostos 33 e 34, que se mostraram
ineficazes contra células tumorais, apresentam-se, entdo, como bons candidatos

para PDI.



141

5 CONCLUSOES

No presente trabalho foram estudados novos FS com potencial aplicagao na
PDT. Foram sintetizadas porfirinas hidroxilada e contendo grupos cationizaveis, para
obtencao de derivados metilados e alquilados. Foram obtidos também FS da classe
de clorinas e BODIPYs, que também foram submetidos a reagdes de alquilagao.
Observou-se que a N-alquilacdo para obtencao de derivados epoxido foi eficiente
quando utilizando epibromoidrina ao invés de epicloridrina. Os compostos obtidos
foram todos caracterizados estruturalmente, utilizando técnicas espectrométricas e
espectroscopicas. No total foram obtidas nove moléculas inéditas com potencial
como FS (7,12, 15, 16, 20, 25, 27, 32, 34).

Quatro porfirinas catiénicas contendo grupos meso-piridila ou aménia
quaternaria (15, 16, 19, 20) foram selecionadas para avaliagao bioldgica in vitro em
células tumorais HEp2 e comparadas com seus precursores neutros. Todas as
porfirinas foram nao-toxicas na auséncia de luz. As porfirinas metiladas 15 e 19
mostraram-se compostos com alta captacao intracelular e fototoxicidade, enquanto
as porfirinas-epoxido ndo foram captadas adequadamente pelas células, e nao
demonstraram fototoxicidade adequada. Acredita-se que o grupo epoxido, altamente
reativo, possa estar inviabilizando a atividade, pela interacdo diferenciada com
estruturas biologicas e do meio. As porfirinas catibnicas mostraram-se, ainda,
eficientes produtores de oxigénio singleto quando comparadas aos seus precursores
neutros e apresentaram localizagdo intracelular preferencial em reticulo
endoplasmatico, complexo de Golgi e lisossomos. Também foram avaliados in vitro
os BODIPYs (29, 30, 31, 32, 33, 34). O composto 30 apresentou a melhor captagéo
celular e alta fototoxicidade.

Os derivados epoxido de porfirinas foram sintetizados pelo seu uso potencial
como linker para formacao de conjugados com outras moléculas. Esse potencial foi
estudado em reagbes de conjugacdo com polissacarideos. As estratégias de
ativacao do polissacarideo agarose utilizando epicloridrina e de conjugac¢ao agarose-
tosila com porfirina contendo grupo piridila ndo foram eficientes. A rota sintética
desenvolvida para conjugacdo da porfirina 7 com os polissacarideos agarose e
kappa-carragenana mostrou-se promissora. A analise espectral dos polimeros
obtidos sugere indicios de ligagao covalente entre porfirina e polissacarideo.

Entretanto, o baixo grau de substituigao dificultou a visualizagdo dos sinais e por isso
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mais experimentos sdo necessarios para confirmar a substituicdo, bem como a
posicao modificada na estrutura do polissacarideo.

Os FS sintetizados mostraram-se interessantes e abrem caminho para
obtengcdo de novos FS contendo grupo epodxido para conjugagdo com outras
moléculas. A rota sintética apresentada para obtencdo de polimero porfirina-
polissacarideo mostrou-se promissora para constru¢do de novos materiais para
aplicagdo bioldgica, como filmes poliméricos curativos. Ainda, os dados
apresentados devem auxiliar estudos mais aprofundados de obtencido de filmes

poliméricos porfirinicos para uso na PDT.
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ANEXO 2 - Caracterizacao da 5-(4-acetoxifenil)-10,15,20-trifenilporfirina (4)
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4 |4~| Banda de Soret
3.5 ( ‘.
] | ozsf WV
3 ! | |
. E * | 024.
2 25 [ ¥ onl
2 1 | 1 1
3 2 [ | 3 o
é E " ’ nasf
o 1.5 [ i
< : " ' D:
14 / | 450 500 550 600 650 700 _Wavelength (nmjl
[ |
0.5 j \ Bandas Q I
— \ Fm=sg-==c-e-==-cccscccccncccc== !
0] \__-ﬁ:L/\/\ — .
——r—r——7r T —T— T
400 500 600 Wavelength (nm

166

Figura 43 — Espectro na regido do UV-Vis adquirido para a porfiina 4 na concentragao

12x10° mol. L™ em DMSO
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Figura 44 — Espectro de massas adquirido para a porfirina 4
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RMN de 'H (CDClI3) & (ppm) 8,85 (m, 8H, B-pirrdlico); 8,22 (d, 8H, o-fenil); 7,75 (m,
9H, m e p-fenil); 7,48 (d, 2H, m-acetoxifenil); 2,48 (s, 3H, CHs); -2,79 (s, 2H, N-

pirrélicos).
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Figura 45 — Espectro de RMN de 'H da porfirina 4 em CDCl; a 30°C, calibrado em 0 ppm pelo padréo
TMS (200 MHz)
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Figura 46 — Espectro na regido do infravermelho adquirido para a porfirina 4 obtido por ATR
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ANEXO 3 - Caracterizacao da 5-(4-hidroxifenil)-10,15,20-trifenilporfirina (5)

Espectro na regidao do UV-Vis
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Figura 47 — Espectro na regido do UV-Vis adquirido para a porfirina 5 na
12x10”° mol. L' em DMSO

Espectro de Massas

M+1

Intens
[au]

-631.923

600

400

630,73 g.mol-?

200

0

500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 miz

Figura 48 — Espectro de massas adquirido para a porfirina 5

concentracao



169

RMN de 'H (CDCIs3) & (ppm) 8,87 (d, 2H, B-pirrodlico); 8,84 (m, 6H, B-pirrdlico); 8,24
(dd, 6H, o-fenil); 8,03 (d, 2H, o-hidroxifenil); 7,74 (m, 9H, m e p-fenil); 7,02 (d, 2H, m-
hidroxifenil); -2,78 (s, 2H, N-pirrdlicos).
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Figura 49 — Espectro de RMN de 'H da porfirina 5 em CDCl; a 30°C, calibrado em 0 ppm pelo padréo
TMS (200 MHz)
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Figura 50 — Espectro na regido do infravermelho adquirido para a porfirina 5 obtido por ATR



ANEXO 4 - Caracterizagao da 5,10,15-trifenil-20-(4-piridil) porfirina (9)

Espectro na regiao do UV-Vis
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Figura 51 — Espectro na regido do UV-Vis adquirido para a porfiina 9 na concentragao
12x10”° mol. L' em DMSO
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Figura 52 — Espectro de massas adquirido para a porfirina 9
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RMN de 'H (CDCIs3) & (ppm) 8,89 (d, pirrol); 8,85 (s, pirrol); 8,81 (d, pirrol); 7,78 (d,
3,4,5-fenil); 8,21 (m, 2,6-fenil); 9,02 (d, 3,5-piridil); 8,17 (d, 2,6-piridil); -2,80 (s, N-
pirrélicos).
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Figura 53 — Espectro de RMN de 'H da porfirina 9 em CDCl; a 30°C, calibrado em 0 ppm pelo padr&o
TMS (200 MHz)
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Figura 54 — Espectro na regido do infravermelho adquirido para a porfirina 9 obtido por ATR



ANEXO 5 - Caracterizacao da 5-[4-(2,3-epoxi-1-propiloxi)fenil]-10,15,20-

trifenilporfirina (7)

Espectro na regiao do UV-Vis
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Figura 55 — Espectro na regido do UV-Vis adquirido para a porfirina 7 na concentragéo 12x10"° mol.L”

em DMSO
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Figura 56 — Espectro de massas adquirido para a porfirina 7
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RMN de 'H (CDCls) & (ppm) 8,84 (8H, d, J 2,41 Hz, B-pirrélico); 8,21 (6H, m, o-fenil;
8,12 (2H, dd, 2J 6,17 Hz, 3J 2,00 Hz, m-propiloxifenil); 7,75 (9H, dd, %J 5,26 Hz, 3J
1,75 Hz, m e p-fenil); 7,30 (2H, dd, 2J6,13 Hz, 3J 2,04 Hz, o-propiloxifenil); 4,53 (1H,
dd, 2J 11,00 Hz, 3J 3,18 Hz, H1-propiloxifenil); 4,25 (1H, dd, 2J 11,31 Hz, 3J 5,63 Hz,
H2-propiloxifenil); 3,56 (1H, m, H3-propiloxifenil); 3,05 (1H, dd, 2J 5,04 Hz, 3J 4,18

Hz, H4-propiloxifenil); 2,94 (1H, dd, 2J 4,90 Hz, 3y 2,66 Hz, H5-propiloxifenil); -2,77
(2H, s, NH).
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Figura 57 — Espectro de RMN de 'H da porfirina 7 em CDCl; a 30°C, calibrado em 0 ppm pelo padréo
TMS (200 MHz)
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RMN de 3C (CDCls) & (ppm) 158,5; 142,4; 135,8: 135,3; 134,7; 131,2; 127,9; 126,8;
120,3: 120,0; 113,0; 69,3; 50,5; 45,0; 29,9.
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Figura 58 — Espectro de RMN de 3C da porfirina 7 em CDCl; a 30°C, calibrado em 77,23 ppm pelo
solvente (100 MHz)
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ANEXO 6 - Caracterizagcao da 5-(1-epoximetilpiridinio-4-il)-10,15,20-trifenil
porfirina (10)

Espectro de Massas
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Figura 59 — Espectro de massas adquirido para a porfirina 10
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ANEXO 7 - Caracterizagao da 5-(4-piridil)-10,15,20-tri(3,5-dimetoxifenil)
porfirina (12)

Espectro de Massas

%10 2 |+ES| Scan (0.447-0.633 min, 12 scans) Frag=150.0v 28278_150v_0.1ul.d Subtract
1 398.6627
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Figura 60 — Espectro de massas adquirido para a porfirina 12
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Figura 61 — Espectro na regido do UV-Vis adquirido para a porfiina 12 na concentragao

12x10° mol. L' em DMSO
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Espectro de Fluorescéncia
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Figura 62 — Espectro de fluorescéncia adquirido para a porfiina 12 na concentragao
12x10° mol. L' em DMSO

RMN de "H (CDCl5) & 8,95 (d, J = 5,14 Hz, 2H); 8,91 (d, J = 4,65 Hz, 2H); 8,87 (s,
4H); 8,70 (d, J = 4,65 Hz, 2H); 8,08 (d, J = 5,31 Hz, 2H); 7,31 (d, J = 1,99 Hz, 6H);
6,82 (s, 3H); 3,88 (s, 18H); -2.92 (s, 2H).
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Figura 63 — Espectro de RMN de 'H da porfirina 12 em CDCI; a 30°C, calibrado em 0 ppm pelo
padrédo TMS (400 MHz)
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3C NMR (CDCl3) & 159,1; 150,6; 148,5; 144,0; 129,7; 120,7; 120,4; 116,5; 114,1;
100,3; 55,9; 31,3.
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Figura 64 — Espectro de RMN de °C da porfirina 12 em CDCl; (100 MHz)
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ANEXO 8 - Caracterizagao da 5-(4-dimetilaminofenil)-10,15,20-trifenil
porfirina (18)

Espectro de Massas

%10 2 [+ES| Scan (0.373-0.576 min, 13 scans) Frag=150.0% 28285_150v 0.1uld Subtract
1 329.6551
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Figura 65 — Espectro de massas adquirido para a porfirina 18
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Figura 66 — Espectro na regidao do UV-Vis adquirido para a porfirina 18 na concentragdo
12x10™° mol. L' em DMSO
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Figura 67 — Espectro de fluorescéncia adquirido para a porfirina 18 na concentracao

12x10° mol. L™ em DMSO

RMN de 'H (CDCl3) & 8,87 (d, J = 4,50 Hz, 2H, B-pirrdlicos); 8,74 (m, 6H,
B-pirrélicos); 8,14 (m, 5H, m-fenil); 8,00 (m, 2H, m-dimetilaminofenil); 7,67 (m, 10H,
o- e p-fenil); 7,02 (m, 2H, o-dimetilaminofenil); 3,14 (s, 6H, CH3); -2.77 (s, 2H, NH).
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Figura 68 — Espectro de RMN de 'H da porfirina 18 em CDCI; a 30°C, calibrado em 0 ppm pelo
padrao TMS (400 MHz)
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RMN de '*C (CDCl3) & (ppm) 150,26; 142,63; 136,01; 134,84; 130,42; 127,89;
126,92; 121,66; 120,20; 119,81; 110,96; 41,05.
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Figura 69 — Espectro de RMN de °C da porfirina 18 em CDCl; (100 MHz)
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ANEXO 9 - Caracterizagao da 5-(1-metilpiridinio-4-il)-10,15,20-tri(3,5-

dimetoxifenil)porfirina (15)

Espectro de Massas

%10 2 |+ESI Scan (0.202-0.270 min, 5 scans) Frag=150.0v 28043_150v_0.ul.d Subtract
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Figura 70 — Espectro de massas adquirido para a porfirina 15
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Figura 71 — Espectro na regido do UV-Vis adquirido para a porfiina 15 na concentragao
12x10”° mol. L' em DMSO
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Espectro de Fluorescéncia
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Figura 72 — Espectro de fluorescéncia adquirido para a porfiina 15 na concentragao

12x10° mol. L' em DMSO

RMN de "H (DMSOgg) 8 9,44 (d, J = 6,68 Hz, 2H); 9,05 (d, J = 4,60 Hz, 2H); 8,98 (m,
8H): 7,38 (d, J = 2,21 Hz, 6H); 7,02 (dd, J = 2,20 Hz, J; = 4,62 Hz, 3H); 4,70 (2, 3H);
3,94 (s, 18H); -2,96 (s, 2H)
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Figura 73 — Espectro de RMN de 'H da porfirina 15 em DMSOQOys a 30°C, calibrado em 0 ppm pelo
padrédo TMS (400 MHz)
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RMN de *C (DMSOg) & 158,7; 157,5; 143,9; 142,7; 132,2; 121,1; 120,45; 113,6;
113,0; 100,0; 55,5; 47,7; 30,6; 29,7
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Figura 74 — Espectro de RMN de "°C da porfirina 15 em DMSOgs,calibrado pelo solvente(100 MHz)
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ANEXO 10 - Caracterizacédo da 5-(n,n,n-trimetil-4-amoniofenil)-10,15,20-
trifenilporfirina (19)

Espectro de Massas

¥10 2 [+ESI Sean {0.182-0.26€ min, € scans) Frag=150.0Y 28044_150v_O.ul.d Subtract
1 336.6624
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Figura 75 — Espectro de massas adquirido para a porfirina 19

Espectro na regiao do UV-Vis
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Figura 76 — Espectro na regido do UV-Vis adquirido para a porfiina 19 na concentragdo
12x10° mol. L™ em DMSO
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Figura 77 — Espectro de fluorescéncia adquirido para a porfiina 19 na concentragao

12x10° mol. L' em DMSO

RMN de 'H (DMSOg) 6 8,84 (8H, B-pirrélicos); 8,51 (2H, m-trimetilamoniofenil); 8,42
(2H, o-trimetilamoniofenil); 8,22 (6H, o-fenil); 7,85 (9H, m- e p-fenil); 3,92 (9H, CHs); -

2,91 (2H, NH).
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Figura 78 — Espectro de RMN de 'H da porfirina 19 em DMSOg a 30°C, calibrado em 2,50 ppm pelo

sinal do solvente (400 MHz)
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RMN de °C (CDCls) 5 (ppm) 206,5; 147,0; 144,0; 142,8; 141,1; 135,2; 134,2; 128,2;
127,0: 120,6; 120,3; 119,2; 56,75; 54,9; 30,7.
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Figura 79 — Espectro de RMN de 3C da porfirina 19 em DMSQOgys calibrado pelo sinal do solvente
(100 MHz)
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ANEXO 11 - Caracterizagao da 5-(1-epoximetilpiridinio-4-il)-10,15,20-tri(3,5-

dimetoxifenil)porfirina (16)

Espectro de Massas

%10 1 |+ESI Scan (0.192 min) Frag=150.0v 28087 _150v_0.2ul.d Subtract (o] Q
188.1418

467.6350

141.9680
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‘ 852,95 g.mol
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Figura 80 — Espectro de massas adquirido para a porfirina 16

Espectro na regiao do UV-Vis
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Figura 81 — Espectro na regido do UV-Vis adquirido para a porfirina 16 na concentracao
12x10”° mol. L' em DMSO
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Figura 82 - Espectro de fluorescéncia adquirido para a porfiina 16 na concentracao
12x10° mol. L' em DMSO

RMN de "H (DMSOg6) 6 9,45 (d, J = 6,21 Hz, 2H); 9,04-8,95 (m, 10H); 7,38 (d, J =
1,94 Hz, 6H); 7,01 (m, 3H); 6,45 (d, J = 4,35 Hz, 1H); 5,20 (d, J = 12,57 Hz, 1H); 4,84
(m, 1H); 4,55 (s, 1H); 3,93 (s, 18H); 3,82 (dd, J = 6,03 Hz, J; = 10,46 Hz, 1H); -2,96
(s, 2H).
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Figura 83 — Espectro de RMN de 'H da porfirina 16 em DMSOgy a 30°C, calibrado pelo sinal do
solvente (400 MHz)
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RMN de *C (DMSOg6) 5 158,9; 148,8; 142,7; 132,2; 120,4; 113,6; 112,8; 100,0; 72,4;
70,8; 63,3; 63,0; 62,7; 59,5; 55,4, 37,1, 28,8

P B N—

160 150 140 130 120 110 100 9 8 70 60 50 40 30 20 10 ppmI
Figura 84 — Espectro de RMN de C da porfirina 16 em DMSOQgs calibrado pelo solvente (100 MHz)
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ANEXO 12 - Caracterizagado da 5-(n-dimetilepoximetil-4-amoniofenill)-10,15,20-
trifenilporfirina (20)

Espectro de Massas

%10 1 |+ESI Scan {0.194-0.381 min, 12 scans) Frag=150.0v 28280_150v_0.2ul.d Subtract
336.6640

224.7800
6723138

44 —,Nl
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o] 141507 714,87 g.mol?

1 \ 182,965 1 h £66.6095
£10.1853
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Figura 85 — Espectro de massas adquirido para a porfirina 20

Espectro na regidao do UV-Vis
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Figura 86 — Espectro na regido do UV-Vis adquirido para a porfirina 20 na concentragao
12x10”° mol. L' em DMSO
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Figura 87 — Espectro de fluorescéncia adquirido para a porfiina 20 na concentragao

12x10° mol. L' em DMSO

RMN de 'H (DMSOgs) § 8,84 (m, 8H); 8,51 (d, J = 8,82 Hz, 2H); 8,42 (d, J = 8,82 Hz,
2H): 8,22 (d, J = 6,71 Hz, 6H); 7,84 (m, 9H); 5,13 (m, 1H); 4,71 (s, 1H); 4,14 (s, 1H);

3,92 (s, 6H); 3,62 (m, 2H); -2,92 (s, 2H).
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Figura 88 — Espectro de RMN de 'H da porfirina 20 em DMSOy a 30°C pelo sinal do solvente

(400 MHz)
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RMN de "°C (DMSOgs) 5 206,4; 141,1; 135,3; 134,3; 127,1; 120,3; 70,9; 63,4; 56,7;
37,2; 31,2; 30,6; 28,9.

T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 &80 70 60 50 40 30 20 10 O ppm

Figura 89 — Espectro de RMN de 3C da porfirina 20 em DMSOgys calibrado pelo sinal do solvente
(100 MHz)
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ANEXO 13 - Caracterizacao da feofitina a (21)

Espectro de Massas

510 2 [+ESI Scan (0.434-0.518 min, 6 scans) Frag=175.0% 27934 _175%v_0.1uld
14 871.5749
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4

089 /lV\/'\/\/k/\J\/\
=T

0.2
0.1 871,19 g.mol?
0 - T T T T T T T T - T T T T T T T
200 400 800 800 1000 1200 1400 1800 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Counts (%) vs. Mass-to-Charge [m/z)
%10 2 [+ESI Scan (0.434-0518 rin, 6 scans) Frag=175.0% 27934 _175v_0.1ul.d

14 871.5749

872.5774

0.2+ 8735803

869 8665 G710 8705 871 8715 872 8725 873 8735 &M 8745 675 8755 876 8765 877
Counts {%) vs. Mass-to-Charge (miz)

Figura 90 — Espectro de massas adquirido para a clorina 21
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0™ "OR, R,=CO,Me
R,=Phytyl
RMN de 'H (CDCl3) 5 9,49 (s, 1H, H10); 9,36 (s, 1H, H5); 8,53 (s, 1H, H20); 7, 96
(dd, J=11,50/17,86 Hz, 1H, H3a); 6,26 (d, J=17,70 Hz, 1H, H3b); 6,23 (s, 1H, H3b);
6,15 (d, J=11,45 Hz, 1H, H3a); 5,11 (m, 1H, phytyl); 4,47 (1H, H18); 4,42 (m, H17);
4,27 (m, 1H, phytyl); 4,19 (m, 1H, phytyl); 3,86 (s, 3H, H13d); 3,66 (s, 3H, H12a);
3,63 (m, 2H, H8a); 3,38 (s, 3H, H7a); 3,21 (s, 3H, H2a); 2,60-2,46-2,33 (m, 4H,
H17a,b); 1,85 (m, 2H, phytyl); 1,78 (d, J=7,18 Hz, 3H, H18a); 1,67 (m, 3H, phytyl);
1,58 (m, 2H, phytyl); 1,55 (s, 3H, phytyl); 1,48 (m, 1H, phytyl); 1,29 (m, 2H, phytyl);
1,24 (s, 14H, phytyl); 0,82 (d, J=6,54 Hz, 6H, phytyl); 0,78 (d, J=6,65 Hz, 3H, phytyl);
0,76 (d, J=6,55 Hz, 3H, phytyl); -1,63 (2H, NH)

-1.638

———9.499
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Figura 91 — Espectro de RMN de 'H da clorina 21 em CDCIl; a 30°C, calibrado pelo solvente
(400 MHz)



ANEXO 14 - Caracterizacao do metil-feoforbideo a (22)

Espectro de Massas

x10 2 [+ES| Scan (0.190-0.274 min, 6 scans) Frag=150.0 27949_150v_0.1uld
14 *607.2917
0.9
0.3
0.7
0.6
0.59
044
0.39

0.21 606,71 g.mol!
0.1 483.4967

1213.5599

0 | " L
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)

1200

1300

x10 2 [+ES| Scan (0.190-0.274 min, 6 scans) Frag=150.0¥ 27849 150v_0.1ul.d
1 *607.2917
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
04
0.3
0.2
0.1

608.2862

609.2873

Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)

0 T T T T T T T T T T T T T T
604 6045 605 6055 606 6065 607 6075 608 6085 609 6095 610 6105 611 6115 612

x10 1 |+ESI Scan (0.190-0.274 min, 6 scans) Frag=150.0v 27949_150v_0.1ul.d

24/ 1213.5599

2.2

12145633

1.8+
1.6+
144
1.2
12155659
0.8+
064
044
0.2+

1212 12125 1213 12135 1214 12145 1215 12155 1216 12165 1217
Counts (%) vs. Mass-to-Charge {m/z)

Figura 92 — Espectro de massas adquirido para a clorina 22
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RMN de 'H (acetonags) 5 9,54 (s, 1H); 9,23 (s, 1H); 8,74 (s, 1H); 7,94 (m, 1H); 6,19
(dd, J=17,82/1,20 Hz, 1H); 6,18 (s, 1H); 6,03 (dd, J=11,5/1,20 Hz, 1H); 4,50 (m, 1H);
4,08 (m, 1H); 3,73 (s, 3H); 3,67 (s, 3H); 3,50 (s, 3H); 3,43 (s, 2H); 2,71 (m, 1H); 2,68
(m, 1H); 2,43 (m, 2H); 1,95 (s, 3H); 1,50 (m, 3H); -1,90 (s, 2H)

o
= = o o M Qo = 0o [fa) o (=]
s s o @ 0 S M S 6 < Tl =] =
[Ep T r~ o NENE-= TSR = =T ST ™~ D N n 2
[ R o0 LD LD D =1 s M e ol ooy b el |

Figura 93 — Espectro de RMN de 'H da clorina 22 em acetonags a 30°C, calibrado pelo solvente
(400 MHz)



ANEXO 15 - Caracterizagao da 13-etilenodiaminilclorina e6 dimetil éster (26)

Espectro de Massas

&z |
%10 2 [+ESI Scan (0.207-0.275 min, 5 scans) Frag=150.0v 28052_150v_0.1uld Subtract

1 334,1862
094
084
0.7 w
081 MeO,C ©° NH
054 CO;Me
0.4+ 3346878

5 NHz

03 666,80 g.mol
024
044 3351890

. 3344114 3349153 3354124 335.6906

Counts (%) vs. Mass-to-Charge (miz)

3341 3342 3343 3344 335 3346 3347 3342 3349 335 3061 2952 3353 3354 3355 336 30567 138

510 1 [+ESI Scan (0.207-0.275 min, & scans) Frag=150.0% 28052_150v_0.1ul.d Subtract
1.14 6567.3614

0.8+
0.8+
0.7
0.6+
0.54
0.4
0.3
0.24
0.14

6683634

667.8776 6686460

668.9652

669.3666

6672 6674 6676 668 668 6682 6684 6686 6083
Courts (%) vs. Mass-to-Charge (rmfz)

Figura 94 — Espectro de massas adquirido para a clorina 26
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RMN de 'H (acetonags) 5 9,70 (s, 1H); 9,63 (s, 1H); 9,09 (s, 1H); 8,10 (dd, J=17,5/
11,55 Hz, 1H); 8,08 (s, 1H); 6,30 (d, J=17,86 Hz, 1H); 6,03 (d, J=11,63 Hz, 1H); 5,67
(d, J=19,01 Hz, 1H); 5,39 (d, J=19,01 Hz, 1H); 4,66 (m, 1H); 4,51 (d, J=10,05 Hz,
1H); 4,02 (m, 1H); 3,87 (m, 1H); 3,75 (s, 3H); 3,68 (m, 2H); 3,61 (s, 3H); 3,51 (s, 3H);
3,46 (s, 3H); 3,21 (s, 3H); 2,70 (m, 1H); 2,31 (m, 2H); 1,96 (m, 1H); 1,81 (m, 1H);
1,72 (d, J=7,22, 3H); 1,64 (t, J=7,45, 3H); -1,63 (s, 1H); -1,92 (s, 1H)
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Figura 95 — Espectro de RMN de 'H da clorina 26 em acetonags a 30°C, calibrado pelo solvente
(400 MHz)
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ANEXO 16 - Caracterizagao da 13-dietilenotriaminilclorina e6 dimetil éster (25)

Espectro de Massas

w10 € |*E3I Scan (0.276-0.327 min, 4 scans) Frag=150.0v 28200_150v_0.2ul.d Subtract
14 355.7062
0.91
0.8+
0.71
0.61
0.5
0.41
0.5 NH
o) 709,87 g.mol? /f
0.1
0 Ly vl - il I.ll )

100 200 300 400 500 800 700 800 900 1000 1100 1200
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)

+ESI Secan (0.327-0.378 min, 4 scans) Frag=150.0v 28200_150v_0.2uld Subtract
359 710.4030

1.51 711.4063

712 4065
; 709.3831 7119412 S\ 713.40z2 714 3986 7153846 716.0041

700 7085 710 7105 711 7115 712 7125 713 7135 714 7145 715 7155 716
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/fz)

%10 2 |+ESI| Scan (0.276-0.327 min, 4 scans) Frag=150.0v 28200_150v_0.2ul.d Subtract
14 3557082
0.94
0.8
0.7
0.6
0.54
0.44
0.34
0.2
014 356.7082

35620688

T T T T T T T T T T T T T
355.2 3554 3556 3558 356 356.2 356.4 356.8 356.8 357 357.2 357.4 3578
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (miz)

Figura 96 — Espectros de massas adquirido para a clorina 25
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RMN de "H (acetonage) 5 9,75 (s, 1H); 9,70 (s, 1H); 9,10 (s, 1H); 8,18 (dd, J=17,85/
11,54 Hz, 1H); 8,09 (s, 1H); 6,36 (dd, J=17,93/1,13 Hz, 1H); 6,09 (dd, J=11,65/
1,21 Hz, 1H); 5,67 (d, J=18,78 Hz, 1H); 5,39 (d, J=19,30 Hz, 1H); 4,65 (m, 1H); 4,49
(d, J=10,04 Hz, 1H); 4,05 (m, 1H); 3,92 (m, 1H); 3,74 (m, 7H); 3,60 (s, 3H); 3,55
(s, 3H); 3,49 (s, 3H); 3,26 (s, 3H); 2,80 (m, 1H); 2,70 (m, 1H); 2,30 (m, 2H); 2,08
(m, 1H); 1,81 (m, 1H); 1,65-1,72 (m, 6H); -1,62 (s, 1H); -1,71 (s, 1H)
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=t o~ — v o o OCONMO WD «© oo
n o =) w o [t R e | \OOﬂ'\lLﬁ’?Lﬁ’j\kﬁ‘O"J © o [t
- — — o MDD O MDD TN D o o [
5 5 i 5 T T N D f 5 — e
[saf=a} o w W n N sSSMNem MmN o = | |

i e Mmr i

Figura 97 — Espectro de RMN de 'H da clorina 25 em acetonags a 30°C, calibrado pelo solvente
(400 MHz)
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ANEXO 17 - Epoximetil-etilenodiaminilclorina e6 dimetil éster (27)

RMN de 'H (acetonags) 5 9,83 (s, 1H); 9,78 (s, 1H); 9,12 (s, 1H); 8,27 (dd, J=17,76/
11,59 Hz, 1H); 8,03 (s, 1H); 6,44 (d, J=17,92 Hz, 1H); 6,16 (d, J=11,62 Hz, 1H); 5,66
(m, 1H); 5,39 (d, J=18,77 Hz, 1H); 4,82 (s, 2H); 4,67 (d, J=7,36 Hz, 1H); 4,51 (d,
J=10,09 Hz, 1H); 4,03 (m, 1H); 3,85 (m, 1H); 3,75 (m, 7H); 3,60 (s, 3H); 3,55 (s, 3H);
3,46 (m, 1H); 3,34 (s, 3H); 3,20 (m, 2H); 2,78 (m, 1H); 2,31 (m, 2H); 2,08 (m, 1H);
1,71 (m, 1H); -1,59 (s, 1H); -1,90 (s, 1H). ESI-TOF: m/z calculado para C4oHs51N7Os":
710,4024 g.mol™; m/z obtido: 710,4030 [M+H]".

W W
W o <+ W TOO— QWO TOO OO — @ Q
@ d ~ SO0 COAMTODNDODLTOD T DN [t )
@t = o Rl e e T e e = -
oo o ] SO TSI dadadndaaa— [

Figura 98 — Espectro de RMN de 'H da clorina 27 em acetonags a 30°C, calibrado pelo solvente
(400 MHz)
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ANEXO 18 - Caracterizacao do 4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-8-(4-piridil)-4-bora-

3a,4a-diaza-s-indaceno (29)

Espectro de Massas

%10 2 |+ES| Scan (0.221-0.255 min, 3 scans) Frag=150.0v 28268 _150v 0.1uld Subtract
14 326.1852
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
014

07 T I I i I I I I I I I 1 l| I i L I I 1 1 1 I 1 5 I 1 I I 1 I
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 480 480 500 520 540 580 580 600 620 640 660
Counts (%) vs. Mass-te-Charge (m/fz)

325,16 g.mol*

X102 |+ES| Scan (0.221-0.255 min, & scans) Frag=150.0 28268_150y_0.1uld Subtract
1 326.1652
0.9
0.8
0.7
0.6
05
0.4
0.3
0.2+ TR A 3271678
0.1

323 9235 024 5245 925 G255 o006 G265 827 8215 928 0285 620 4205 690 G005
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (miz)

Figura 99 — Espectro de massas adquirido para o BODIPY 29

Espectro na regiao do UV-Vis

0,3
0,25
0,2

0,15

Absorbéancia

0,1

0,05

420 440 460 480 500 520 540 560 580
Comprimento de onda (nm)

Figura 100 — Espectro na regiao do UV-Vis adquirido para o BODIPY 29 na concentragao
12x10”° mol. L' em DMSO
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Espectro de Fluorescéncia

450
400
350
300
250
200

Absorbéancia

150
100
50

490 510 530 550 570 590
Comprimento de onda (nm)

Figura 101 — Espectro de fluorescéncia adquirido para o BODIPY 29

RMN de 'H (CDCls) s 8,71 (2H, m-piridil); 7,23 (2H, o-piridil); 5,90 (2H, posicdes 2 e
6); 2,49 (6H, CH3); 1,34 (6H, CH5)

8.714
7.234
5.940
2.493
1.340

80 85 80 75 Y0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

Figura 102 — Espectro de RMN de 'H do BODIPY 29 em CDCl; a 30°C, calibrado em 0 ppm pelo
padrao TMS (400 MHz)
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RMN de *C (CDCls) 5 (ppm) 156,7; 150,9; 143,8; 142,8; 137,9; 130,6; 123,5; 122,0;
14,8

o ~ - ~ N ©

N @ Qo R © wvo Q
© o oo N~ o BN «
n O I3 o ® NN <
- = = - - - -

T T T T T T T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figura 103 — Espectro de RMN de *C do BODIPY 29 em CDCl; a 30°C, calibrado em 77,23 ppm pelo
solvente (100 MHz)

11
RMN de ''B
e A e A N A N TN NN A
e e e
3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5 -1.0 -1.5 ppm

Figura 104 — Espectro de RMN de ''B do BODIPY 29



ANEXO 19 - Caracterizacao do 4,4-difluoro-2,6-di-iodo-1,3,5,7-tetrametil-8-

(4-piridil)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (30)

Espectro de Massas

%10 2 |+ES| Scan (0.303-0.676 min, 23 scans) Frag=150.0%/ 28300_150v_0.1ul.d Subtract
1 4
0.9
0.8+
0.7
0.6
0.5
0.4+
0.3

0.2 452.0600
& 182.9857

141.8600

577.8576

N
576,95 g.mol*

0- Loyl L

Counts (%) vs. Mass-to-Charge (miz)
%10 2 |+ES| Scan (0.303-0.693 min, 24 scans) Frag=150.0v 28300_150v_0.1ul.d Subtract

T T i T T T T T T T T T T U I T T I T . I T T T I 1 T
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 800 825 650 675 700 725 730 775

14 577.9576
099
084
074
064
0.5+
0.4
039
024 576.9607
ik j\ 578.9587
0 T T T T T T T T T T T
574 575 576 577 578 579 580 581 582 583 584
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)
Figura 105 — Espectro de massas adquirido para o BODIPY 30
Espectro na regiao do UV-Vis
0,1
0,08
i
S 0,06
<0
0
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<
0,02
0
400 450 500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)

206

Figura 106 — Espectro na regiao do UV-Vis adquirido para o BODIPY 30 na concentracao

12x10° mol. L™ em DMSO
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Espectro de Fluorescéncia

12

10

[+.2]

Absorbéancia

0

532 542 552 562 572 582 592 602 612 622
Comprimento de onda (nm)

Figura 107 — Espectro de fluorescéncia adquirido para o BODIPY 30

RMN de 'H (CDCl) 5 8,75 (2H, m-piridil); 7,22 (2H, o-piridil): 2,58 (6H, CHa): 1,35
(6H, CHz)

— 8759
— 7221 W
— 2582 N
—1357 &

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 108 — Espectro de RMN de 'H do BODIPY 30 em CDCl; a 30°C, calibrado em 0 ppm pelo
padrdo TMS (400 MHz)
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RMN de 3C (CDCls) 5 (ppm) 158,1; 151,0; 145,0; 143,7; 137,3; 130,4; 123,4; 86,6;
17,6

™ © oo o %) <

- Q ok o < < 3 8
=9} - WO I~ =} ) © ©
7] v < o » 3] © ~
- - == -~ — @ —

T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figura 109 — Espectro de RMN de C do BODIPY 30 em CDCl; a 30°C, calibrado em 77,23 ppm pelo
solvente (100 MHz)

RMN de ''B

)

WW«WMWWWMWWVW

3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5 -1.0 -1.5 -2.0 -2.5 ppm

Figura 110 — Espectro RMN de ''B do BODIPY 30




209

ANEXO 20 - Caracterizacao do 4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-8-(1-metilpiridinio-4-il)-

4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (31)

Espectro de Massas

%10 2 |*ESI Scan (0.217-0.251 min, 3 scans) Frag=150.0 28296 _150v_0.1ul.d Subtract (2)
11 340.1805
0.9 1
0.8 1
0.7
0.6
0.59
0.4
0.3

0.2 340,19 g.mol?
0.1
04 . i . i T T ; T T : ] ; i ; : : ; T t
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 7SO 800 850 900 950 1000
Counts (%) ws. Mass-to-Charge (mfz)
%10 2 [+ES| Scan [0.217-0.251 min, 3 scans) Frag=150.0% 28286_150v_0.1ul.d
14 340.16805

0.9
0.8
0.7
0.6
0.54
0.4
0.3
0.2 330.1835 3411834

0.1
0 ; e ; : : ; ‘ : :
337 338 339 340 341 342 343 344 345 346

Counts (%) vs. Mass-to-Charge (miz)

Figura 111 — Espectro de massas adquirido para o BODIPY 31

Espectro na regiao do UV-Vis

1

Absorbéancia
(=] (=]
o )

“‘O
=y

“‘O
L]

420 470 520 570 620
Comprimento de onda (nm)

Figura 112 — Espectro na regiao do UV-Vis adquirido para o BODIPY 31 na concentracao
12x10° mol. L' em DMSO
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Espectro de Fluorescéncia

140

120

Absorbéancia
ey [=)] [04] =
[w] (] (=] 8

]
[=]

o

495 545 595 645 695
Comprimento de onda (nm)

Figura 113 — Espectro de fluorescéncia adquirido para o BODIPY 31

RMN de "H (DMSOgs) 5 9,20 (2H, m-piridil); 8,40 (2H, o-piridil); 6,28 (2H, posicdes 2
aRYAA47 (RH CHA- 2 22 (RH CHAN- 142 (RH CHA)

6 5 4 3 ) 1
o o wn o (3] w0
S 3 : 8 = g g
o @© CHy © < ol -
| | l | | | |
6 A
L1
5%
SN
\ N N=
\B/ 5
P

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 ppm

Figura 114 — Espectro de RMN de 'H do BODIPY 31 em DMSOgs a 30°C, calibrado pelo solvente
(400 MHz)
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RMN de "B

T L L L S B L BN
2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5 -1.0 -1.5 -2.0 ppm

Figura 115 — Espectro de RMN de ''B do BODIPY 31
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ANEXO 21 - Caracterizacao do 4,4-difluoro-2,6-di-iodo-1,3,5,7-tetrametil-8-

(1-metilpiridinio-4-il)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (33)

Espectro de Massas

%10 2 [+ES| Scan (0.581-0.767 min, 12 scans) Frag=150.0v 28299 150v 0.2uld Subtract
184 141.9591
1.6
1.4+

1.2
5919727

182.9848

591,99 g.mol?

341.0193 410047 HBB07TE 5842053
1 O R R s O i A L "

12‘5 1%0 17"5 260 255 25‘0 27‘5 360 32‘5 3%0 37‘5 460 42‘5 45‘0 47‘5 SEIJD EéE 5.’;0 57‘5 660 655 65‘0 57"5 760 72‘5 75‘0 77|5
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 2 |+ES| Scan (0.581-0.767 min, 12 scans) Frag=150.0v 28299_150v 0.2uld Subtract

14 591.9727

0’\

0.9
0.84
0.74
0.6
0.54
0.44

0] 590.9746

592.9723
0.24

0.14

5895 500 5905 691 5915 592 5925 693 5935 594 BG4S 505
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Figura 116 — Espectro de massas adquirido para o BODIPY 33
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Figura 117 — Espectro de UV-Vis adquirido para o BODIPY 33 na concentragéo 12x10”° mol. L em
DMSO
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Figura 118 — Espectro de fluorescéncia adquirido para o BODIPY 33

RMN de "H (DMSOgg) 5 9,28 (2H, m-piridil); 8,43 (2H, o-piridil); 4,49 (3H, CHa); 2,58
(6H, CHa); 1,43 (6H, CH3)
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Figura 119 — Espectro de RMN de 'H do BODIPY 33 em DMSOgs a 30°C, calibrado pelo solvente
(400 MHz)
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ANEXO 22 - Caracterizacao do 4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-8-

(1-epoximetilpiridinio-4-il)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (32)
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Figura 120 — Espectro de massas adquirido para o BODIPY 32

Espectro na regiao do UV-Vis
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Figura 121 — Espectro na regiao do UV-Vis adquirido para o BODIPY 32 na concentragao
12x10”° mol. L' em DMSO
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Figura 122 — Espectro de fluorescéncia adquirido para o BODIPY 32



ANEXO 23 - Caracterizacao do 4,4-difluoro-2,6-di-iodo-1,3,5,7-tetrametil-8-

(1

-epoximetilpiridinio-4-il)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (34)
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Figura 123 — Espectro de massas adquirido para o BODIPY 34

Espectro na regidao do UV-Vis
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Figura 124 — Espectro a regido do UV-Vis adquirido para o BODIPY 34 na concentragdo
12x10™° mol. L' em DMSO
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Figura 125 — Espectro de fluorescéncia adquirido para o BODIPY 34
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ANEXO 24 - Caracterizagao da agarose reduzida (23)

Espectro na regiao do Infravermelho
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Figura 126 — Espectro na regido do infravermelho adquirido para agarose reduzida por ATR

RMN de "H (DMSOgs) 5 5,27 (A1): 4,73 (A4): 4,54 (A5); 4,49 (G1); 4,40 (A3); 4,09
(AB): 4,01 (A2 e G4); 3,75 (G3 e GB); 3,63 (G5 e G2)
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Figura 127 — Espectro de '"H RMN da agarose reduzida em DMSQOgys 70°C, calibrado em 2,69 ppm

pelo solvente (400 MHz)



Espectro de HSQC
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Figura 128 — Espectro de HSQC da agarose reduzida em DMSOy 70°C, calibrado em 2,69/41,53

ppm pelo solvente (400 MHz)
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ANEXO 25 - Caracterizagédo da kappa-carragenana (24)

Espectro na regiao do Infravermelho
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Figura 129 — Espectro na regido do infravermelho adquirido para kappa-carragenana por ATR

RMN de "H (D»0) 5 5,10 (DA1): 4,83 (G4S4); 4,64 (DA5 e G4S1); 4,61 (DA4); 4,52
(DA3); 4,20 (DAB); 4,14 (DA2): 4,06 (DAB); 3,97 (G4S3); 3,81 (G4S6); 3,60 (G4S2)
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Figura 130 — Espectro de '"H RMN da kappa-carragenana em D,0 70°C, calibrado em 2,224 ppm pelo
solvente (400 MHz)
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Figura 131 — Espectro de HSQC da agarose reduzida em D,0O 70°C, calibrado em 2,224/30,2 ppm

pelo solvente (400 MHz)
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ANEXO 26 - Caracterizagao do polimero agarose - porfirina (36)

Espectro na regiao do UV-Vis
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Figura 132 — Espectro na regido do UV-Vis adquirido para o polimero agarose-porfirina 36 na
concentragdo 12 mmol.L™ em DMSO

RMN de 'H

Figura 133 — Espectro de 'H RMN do polimero agarose-porfirina em DMSOQOys a 70°C, calibrado em
2,69 ppm pelo solvente (400 MHz)
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Figura 134 — Espectro de HSQC do polimero agarose-porfirina em DMSOys a 70°C, calibrado em

2,69/41,53 ppm pelo solvente (400 MHz)
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ANEXO 27 - Caracterizagao do polimero kappa-carragenana - porfirina (38)

Espectro na regiao do UV-Vis

T
] A=)
1.2—_
1_
S J
I 08 o
- ]
[X]
g 1
T 06 -
5 1
= i
= 04 4
021 °
] - e o~ o
0 = s
] r:l_t.\_|_.._
—T 7T T
400 500 g00 Wiiavelencth (nm)

Figura 135 — Espectro na reg;iéo do UV-Vis adquirido para o polimero kappa-carragenana-porfirina 38
na concentragdo 12 mmol.L"" em DMSO
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Figura 136 — Espectro de 'H RMN do polimero kappa-carragenana-porfirina em DMSQOgs a 70°C,
calibrado em 2,69 ppm pelo solvente (400 MHz)
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Figura 137 — Espectro de HSQC do polimero kappa-carragenana-porfirina em DMSO4 a 70°C,

calibrado em 2,69/41,53 ppm pelo solvente (400 MHz)
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ANEXO 28 - Curva de concentragao da porfirina 7
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Figura 138 — Curva de concentragdo da porfirina 7 em 416 nm em DMSO



