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RESUMO

A Terapia fotodinAmica é um procedimento terapéutico que vem ganhando bastante
atencdo nos ultimos anos, devido ao grande potencial apresentado para o tratamento de
diversos tipos de cancer, com baixo custo de operacao e efeitos adversos mais brandos. Esse
procedimento envolve um fotossensibilizador, que quando exposto a uma radiacdo
eletromagnética, pode resultar em fenbmenos que ocasionam a morte de células cancerosas.
Algumas porfirinas e porfirazinas apresentam caracteristicas desejadas para um
fotossensibilizador, como por exemplo, alta absor¢cdo na regido de 600 a 800 nm, carater
anfifilico, producéo de espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio singleto, entre outras.
Assim, estudar as propriedades fotofisicas e bioldgicas desses compostos é essencial para o
desenvolvimento de novos farmacos. Dessa forma, sintetizou-se porfirinas e porfirazinas
catidnicas de zinco(ll) com o substituinte 3-etilpiridil, sendo os intermediarios e compostos de
interesse  (HT3EPYPCls, [Zn(T3EPYP)]Cls, H2(3EPY)sPzCls e [Zn(3EPY)sPz]Clg),
caracterizados por espectroscopia de absorcdo na regido ultravioleta e visivel e por
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio. A [Zn(T3EPYP)]Cls, H2(3EPY)sPzCls,
[Zn(3EPYy)sPz]Cls e o intermediario H2(3Py)sPz sdo compostos inéditos. As porfirinas também
foram caracterizadas por analise elementar, térmica e espectrometria de massas (MALDI-
TOF MS). Os estudos fotofisicos dos compostos de interesse envolveram a quantificacdo do
rendimento quantico de fluorescéncia em agua, sendo que todos apresentaram valores abaixo
de 0,1. A quantificacdo do rendimento quantico de oxigénio singleto foi realizada por meio do
desenvolvimento de um sistema de irradiacdo e uma metodologia para a aplicagdo nos
compostos, que foi validada utilizando rosa de bengala e azul de metileno como padrées. As
porfirinas apresentaram producgéo de oxigénio singleto em agua de 0,16 para a H.T3EPYPCl,
e de 0,41 para a [Zn(T3EPyP)]Cl,, em acetonitrila de 0,85 para a H,T3EPYPCl, e de 0,90 para
a [Zn(T3EPyP)]Cls. As porfirazinas apresentam valores <0,01 em agua e em acetonitrila
apresentou o valor de 0,16 para a Hx(3EPy)sPzCls e de 0,20 para a [Zn(3EPy)sPz]Cls.
Portanto, verificou-se que as porfirinas tem uma producao de oxigénio singleto maior que as
porfirazinas e que os compostos contendo zinco apresentam uma produgdo maior que a sua
respectiva base livre. Os estudos bioldgicos mostraram que 0os compostos apresentam baixa
incorporacdo celular nas células melanoma ndo-metastaticas (B16F1), ndo apresentam
toxicidade no escuro, e apenas a [Zn(3EPyP)]Cl, apresentou fototoxicidade com ICso de 7,8

MM guando irradiado na faixa de 620 a 630 nm.

Palavras-chave: Terapia fotodinamica, Cancer, Porfirinas, Porfirazinas, Oxigénio singleto.



ABSTRACT

Photodynamic therapy is a therapeutic procedure that has gained a lot of attention in
recent years, due to the great potential presented for the treatment of various types of cancer,
with low operating costs and milder adverse effects. This procedure involves a photosensitizer,
which when exposed to electromagnetic radiation, can result in phenomena that cause the
death of cancer cells. Some porphyrins and porphyrazines have characteristics desired for a
photosensitizer, such as high absorption in the region of 600 to 800 nm, amphiphilic character,
production of reactive oxygen species, such as singlet oxygen, among others. Thus, studying
the photophysical and biological properties of these compounds is essential for the
development of new drugs. In this way, cationic zinc(ll) porphyrins and porphyrazines with the
3-ethylpyridyl substituent were synthesized, with the intermediates and compounds of interest
being (H2T3EPYPCls4, [Zn(T3EPYP)]Cls, H2(3EPY)sPzCls e [Zn(3EPY)sPz]Cls), characterized by
absorption spectroscopy in the ultraviolet and visible region and by hydrogen nuclear magnetic
resonance. [Zn(T3EPyP)|Cls, H2(3EPY)sPzCl, e [Zn(3EPy)sPz]Cls and the intermediate
H2(3Py)sPz are unpublished compounds. Porphyrins were also characterized by elemental,
thermal and mass spectrometry analysis (MALDI-TOF MS). The photophysical studies of the
compounds of interest involved the quantification of the quantum yield of fluorescence in water,
all of which presented values below 0.1. The quantification of the singlet oxygen quantum yield
was performed through the development of an irradiation system and a methodology for
application in the compounds, which was validated using rose bengal and methylene blue as
standards. Porphyrins presented singlet oxygen production in water of 0.16 for H,T3EPYPCl,
and 0.41 for [Zn(T3EPyP)]Cls, in acetonitrile of 0.85 for H,T3EPYPCI,; and 0.90 for [Zn(
T3EPyYP)]Cls. Porphyrazines present values <0.01 in water and in acetonitrile it presented
values of 0.16 for H2(3EPyY)sPzCls and 0.20 for [Zn(3EPY)sPz]Cls. Therefore, it was found that
porphyrins have a higher production of singlet oxygen than porphyrazines and that compounds
containing zinc have a higher production than their respective free base. Biological studies
showed that the compounds show low cellular incorporation in non-metastatic melanoma cells
(B16F1), do not show toxicity in the dark, and only [Zn(3EPyP)]Cl4 showed phototoxicity with
an ICso of 7.8 uM when irradiated in the range from 620 to 630 nm.

Keywords: Photodynamic therapy, Cancer, Porphyrins, Porphyrazines, Singlet oxygen.
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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER

Durante os processos de replica¢éo do acido desoxirribonucleico (ADN), falhas podem
ocorrer devido a fatores internos ou externos, originando as células anormais, ocasionando
os estados neoplasicos, que dédo origem ao cancer.? O motivo principal dos 6bitos causados
pelo cancer é a metastase, que se trata do espalhamento dessas células anormais para os
demais érgdos e tecidos do corpo. 234

No ano de 2020 foram diagnosticados mundialmente mais de 19 milhdes de novos
casos de cancer, com um total de 10 milhdes de 6bitos.®> Destes dados, o Brasil relatou mais
de 590 mil novos casos e 259 mil mortes.>® A somatéria dos ébitos causados por todos os
tipos de cancer, estd entre as cinco primeiras posi¢cdes de causas de morte em todos 0s
paises do mundo, sendo que em 112 paises, incluindo o Brasil, esta na primeira ou segunda
posicéo. 3°

No ranking dos tipos de cancer mais incidentes, o de pele ndo melanoma ocupa o
quarto lugar em namero de novos casos, sendo aproximadamente 1,2 milhdes em todo o
mundo, tendo uma taxa de mortalidade proxima a 5,4%. Em décimo nono lugar, esta o cancer
de pele melanoma, que teve 330 mil casos e 17,6% de mortalidade no mundo em 2020, 2°
sendo que desses valores, o Brasil contribuiu com mais de 8 mil novos casos e
aproximadamente 2 mil mortes. A previsdao da Organizacdo das Nacbes Unidas é que a
populacdo mundial atinja a marca de 8,3 bilhdes de habitantes no ano de 2030, o que ira
ocasionar cerca de 22,2 milhdes de novos diagnésticos de cancer neste ano’.

A cirurgia, radioterapia e quimioterapia sdo os métodos tradicionais para o tratamento
do cancer, sendo que nos ultimos anos, as pesquisas cientificas relacionadas a esses
procedimentos ndo vem apresentando avancgos significativos nos resultados, fazendo com
gue o nimero de novos medicamentos aprovados clinicamente seja muito baixo. 3910

Esses métodos sao eficazes para diversos tipos de cancer, principalmente em estagios
iniciais, porém, um aspecto negativo presente nesses procedimentos sédo os efeitos adversos.
Por exemplo, a cirurgia € um procedimento invasivo, que pode ocasionar infec¢cbes, danos
aos tecidos e 6rgéos, e uma recuperacéo lenta das funcdes corporais!'. Na quimioterapia, os
medicamentos percorrem o organismo todo, podendo afetar células saudaveis, sendo que as
mais afetadas s&@o as originadas na medula déssea, boca, sistema digestivo, capilar e
reprodutivo. Esse tipo de tratamento pode, portanto, provocar cardiotoxicidade,
neurotoxicidade, esterilidade, neuropatia periférica, anemia, entre outros efeitos adversos'?.
A radioterapia utiliza radiacdo de alta energia, como raios gama e raios X, ou feixes de elétrons

para fazer pequenas rupturas no ADN dentro das células, e tem como principais efeitos
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colaterais as irritacdes na pele na regido em que ocorreu o tratamento, e alguns efeitos
especificos para cada tipo de cancer®:.

Uma outra abordagem terapéutica em constante desenvolvimento é a imunoterapia,
gue se baseia em estimular o sistema imunoldgico para que ele consiga localizar e combater

0 cancer. Mesmo que o0s resultados desse procedimento sejam satisfatérios, ainda é

D

necessario dar muita atencao para 0s custos monetarios do tratamento, visto que ainda
inviavel desenvolver essa metodologia em sistemas publicos de saude.*

Devido as desvantagens e desafios existentes nos métodos terapéuticos relatados,
ainda ha espaco para o desenvolvimento do tratamento do cancer. Dessa forma, uma possivel
solugdo seria encontrar novas abordagens terapéuticas com maior eficiéncia e dar énfase em
seus estudos. Nessas circunstancias, a terapia fotodinamica (TFD) vem demonstrando grande
potencial em suprir diversas necessidades dessa area da saude, visto que ja € um método
eficaz para alguns tipos de cancer, tendo efeitos adversos de menor intensidade e
apresentando baixo custo de operacéo.®

1.2 CONCEITO DA TERAPIA FOTODINAMICA

No inicio do século XX foi feita uma descoberta acidental que resultou no surgimento
do termo acgdo fotodindmica. Um estudante de medicina verificou que microrganismos na
presencga de certos corantes estavam morrendo ap0s serem expostos a luz, algo que néo
ocorria quando ficavam em um ambiente escuro. Algum tempo depois, foi descoberto que
também era necessario a presenca do oxigénio para que o fenébmeno ocorresse.'® De modo
geral, a TFD é um fendbmeno que envolve uma molécula, denominada de fotossensiblizador
(FS), que quando é exposta a uma radiacao eletromagnética na regido do visivel, consegue
produzir espécies reativas de oxigénio (ERO) ou outras espécies distintas que resultam na
morte de células cancerosas.>1":18

Os estudos mais elaborados nessa area, comecaram a surgir na década de 70, quando
o primeiro FS eficiente foi desenvolvido, sendo este, uma mistura de porfirinas soliveis em
agua denominado como ‘derivado de hematoporfirina’ (DHP).1%® Grande parte dos FS
utilizados na TFD contém uma estrutura tetrapirrélica, sendo que uma versdo otimizada do
DHP, denominado Photofrin®, é o primeiro farmaco aprovado clinicamente para a aplicacédo
em pacientes. Porém, esse farmaco apresenta como principais desvantagens, a
fotossensibilidade da pele por semanas ou meses apdés a aplicacdo e a utilizacdo de luzes no
tratamento que tem baixa penetracdo no tecido, visto que a sua absorbancia na regiao do
vermelho é muito baixa (consultar Figura 5, pag. 8).1%16.17.19.20,

O procedimento clinico de TFD (Figura 1, pag. 3) consiste em trés estagios. O primeiro

se refere a aplicacdo do FS no organismo, podendo ser por via intravenosa ou tépica. O
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segundo estagio € a acumulagcdo do FS nas células tumorais, que pode levar de 5 minutos
até mais de 24 horas, pois depende da seletividade do FS. No terceiro estagio, ocorre o
procedimento de emissao de luz para a &rea de interesse, utilizando um LED ou um laser e,
ocorrendo assim, os fenbmenos demonstrados na Figura 2 (pag. 4) e algumas das reacfes

descritas no Quadro 1 (pag. 4 e 5).15%

%\ A B\)

A B C
Figura 1- Principios clinicos da TFD. A: Aplicagdo do FS; B: Distribui¢cdo do FS; C: Acimulo do FS no

tumor; D: Irradiacé@o na regido tumoral.

Conforme é mostrado na Figura 2 (pag. 4), a exposi¢do do FS a uma fonte de luz faz
com que o elétron saia do estado fundamental (Sp) para um orbital de mais alta energia nao
ocupado (Sn). Em seguida, ocorre uma conversdao interna (Cl) para o estado excitado singleto
de menor energia (S1), assim o elétron nesse estado pode sofrer: (1) decaimento nao-radiativo
e voltar para o Sy, (2) decaimento radiativo conhecido como fluorescéncia ou; (3) um
cruzamento intersistema (CIS) para o estado excitado tripleto de mais alta energia (T,). O CIS
€ uma transicdo proibida por spin, porém, ele pode ser observado em moléculas cujo
acoplamento spin-orbita ndo é desprezivel. Desse modo, quando ocorre uma sobreposi¢cédo
dos niveis vibracionais S: e T,, ndo ha distin¢cao entre eles e o preenchimento do orbital T, do
FS é possivel.1>%

Quando ocorre a troca de multiplicidade, observa-se novamente uma conversao
interna, o elétron decai do T, para o estado excitado tripleto de menor energia (T1) € nesse
estado podem ocorrer 0s seguintes fendbmenos: um decaimento ndo-radiativo resultando na
espécie Sp sem transferéncia de energia e um decaimento radiativo denominado de

fosforescéncia.®>?!
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Porém, nesse estado Ti, ainda podem ocorrer outros dois fendmenos quando ha a
interacdo com outras substancias: (1) o FS pode interagir diretamente com um substrato do
meio, que pode ser a membrana celular ou uma molécula,'”?1?? ocorrendo transferéncia de
fon hidrogénio (H") ou elétrons, gerando ERO como, por exemplo, HOO®, O, e
HO*, resultando no mecanismo do tipo | ou; (2) o fotossensibilizador pode interagir com o
oxigénio molecular (30;), transferindo a energia do elétron para ele e formando o oxigénio

singleto (*0,), ocasionando o mecanismo do tipo 11.1521.23:24

Sn ? _ |

4 2 Mecanismo Tipo |

3 E F - =

S1 - T —— L
Ti N
Al C D G H - 3 “ \@%%
LUZ K f'=’ ‘ 5_{ o j
e/ T 0, 2
”1\ &%/ 4 Morte
S y v »~ Mecanismo Tipo Il celular
0

Figura 2 - Representacao do Diagrama de Jablonski para a producao de oxigénio singleto. A:
Excitagdo; B/F: Converséo interna; C: Fluorescéncia; D/H: Decaimento ndo-radiativo E: Cruzamento

intersistema; G: Fosforescéncia.l>:2>

As equacgbes quimicas que representam as principais reagdes que ocorrem na TFD
estdo no Quadro 1 (pag. 4 e 5). Deve-se destacar que para 0 mecanismo do tipo |, associa-
se diferentes tipos de reacdes, que podem levar a geracao de diversas ERO. J& 0 mecanismo

do tipo Il se limita a reacdo de producéo de 1O,.

Quadro 1 - Processos que podem ocorrer na TFD pelos mecanismos tipo | e Il.

Fotoprocesso Reacéo

Excitacédo IFS + hv — 'FS* - 3FS’

FS+Q— FS™+Q~
FS'+IFS — FS" + FS™
_ FS* + %0, — 'FS + 0,
Tipo |

SES* + 302 — FS*" + O,
20,4+ 2H" — 302 + H20;

02" + Q" — HOO" + Q(-H) "
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Continuac¢do do Quadro 1.

02 + Q*" — produtos
Q" — Q(-H)* + H*
Q(-H)* + %02 — HOO* + Q(-HH)"
HOO"® + Q — H20; + Q(-H)*

2 HOO® — H.0; + 30,
H.02 + 02 — HO®* + HO™ + 30,
Oz + H:0 — HO* + HO™
2 HOy* — H0; + 30,

Tipo Il 3FS" + 320, — 'FS + 10,

IFS: FS no estado fundamental; hv: radiacao eletromagnética; 'FS*: FS no estado singleto excitado;
3FS*: FS no estado tripleto excitado; Q: molécula doadora de elétrons; Q**: molécula oxidada; FS*-:
radical anidnico do FS; FS**: radical catidnico do FS; O2°": anion radical superoxido; H202: perdxido
de hidrogénio; HOO?®: radical hidroperoxila; HO®: radical hidroxila; OH™: &nion hidroxila; HO2®: radical

hidroperoxil.24 26

Partindo do 30; para obter diretamente o 'O, é necessario que a transferéncia de
energia do fotossensibilizador seja de aproximadamente 94,2 kJ mol*. Quando a transferéncia
de energia atinge um valor igual ou superior a 156,9 kJ mol?, o 'O pode ser encontrado com
a configuracdo de mais alta energia (1Z4*), cujo tempo de vida (1a) € na ordem de 101!s,?’
decaindo rapidamente por uma CI para a configuracéo A4 (Figura 3, pag. 6). O tempo de vida
do 'O (*Ay) varia de acordo com o solvente em que se encontra, sendo o seu maior valor em
tetracloreto de carbono (73000 ps) e o menor em agua (3,3 us),?® limitando a difusdo nas

células de 10 nm a 55 nm 26:29:30,
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30, 94,2 kJ mol! 10, 62.7 kJ mol! 10,

—_—— e

E —P = —_
T

A — A
#0449 bt 4480 T

Tt

-

R% %}iﬁf‘;v % -Tt.ii"? “::ii% %

Figura 3 - Representacdo do diagrama simplificado de orbitais moleculares da molécula de oxigénio
no estado fundamental (302) e nos seus estados excitados (102), segundo a Teoria dos Orbitais
Moleculares. 1Z4*: Configuragdo de mais alta energia do 1Oz; 1Ag: configuracdo mais estavel do 1Oz;

3%y configuracdo do oxigénio molecular.?6

Uma molécula que é capaz de produzir ERO, incluindo o 'O, tem grande potencial
para se tornar um FS, pois essas substancias conseguem oxidar componentes da membrana
plasmatica e de demais organelas de uma célula, resultando na sua morte.**® Fazer uma
quantificacdo dessa producdo de 'O, é de extrema importancia no processo de
desenvolvimento de um FS.

Criou-se entéo, o termo rendimento quantico de 'O, (®,), que identifica a quantidade
de 'O, produzido pela quantidade de fétons absorvidos. Uma das formas de fazer essa
quantificacéo, é por meio do tempo de vida de fosforescéncia do O, em 1270 nm, porém, é
necessario utilizar detectores de alta sensibilidade, que tem um valor de aquisicdo muito
elevado, tornando esse método pouco viavel.*°3! Dessa forma, foi criado um método
alternativo para a determinacdo indireta do 'O, por meio de uma andlise guantitativa,
utilizando moléculas especificas, denominadas sondas de 'O,. Essas sondas reagem com o
10, formando produtos que ndo absorvem luz na regido do visivel, sendo possivel
acompanhar o decaimento da banda de absorgéo da sonda e relaciona-lo diretamente com a
producdo de 'O, do FS.30:31323334.35

Uma sonda de 'O, amplamente utilizada devido ao baixo valor comercial e alta
solubilidade em uma gama de solventes € o 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) (Figura 4, pag.
7), porém, ele ndo pode ser utilizado em agua, pois apresenta baixa solubilidade. Portanto,
para a determinagdo de 'O, em agua, é necessario utilizar outra sonda, sendo o acido 9,10-
antracenodiil-bismetilenodimaldnico (ABDA) (Figura 4, pag. 7) o mais comumente usado.*®
Existem outras sondas que podem ser utilizadas, como por exemplo, betacianina,3 acido
drico, triptofano, acido p-nitrosodimetilanilina, 4cido benzotriazol, albumina de soro bovino,

entre outros.*
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DPBF ABDA

Figura 4 - Estrutura do 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) e acido 9,10-antracenodiil-

bismetilenodimaldnico (ABDA)

A luz solar foi a primeira fonte de luz usada na TFD, sendo que existem relatos de sua
utilizacdo para fins medicinais ha mais de 5000 mil anos.? Visto que néo é possivel controlar
a intensidade dessa luz, optou-se por utilizar fontes de luz que tenham um comprimento de
onda especifico e um controle da intensidade aplicada no paciente.*®

Sabe-se que em comprimentos de onda acima de 800 nm a radiag&o eletromagnética
nédo fornece energia suficiente para que o *0; fiqgue com a configuracéo de 1O, dessa forma,
é necessario utilizar valores abaixo disso.'>"1° Porém, a penetracéo no tecido é afetada de
acordo com a regido espectral da luz. A radiacdo eletromagnética de maior comprimento de
onda tem uma menor dispersdo de energia e, consequentemente, maior penetracdo no
tecido.®” A Figura 5 (pag. 8) demonstra a penetracdo no tecido que cada regido do espectro
visivel atinge. Dessa forma, sabe-se que em comprimentos de onda abaixo de 600 nm, a
penetracao no tecido é muito superficial, assim, é desejavel que um FS de Ultima geracao

apresente alta absorcéo na regido do vermelho (600 e 800 nm).1>18.19.38
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Figura 5 - Penetracdo da radiacao eletromagnética no tecido de acordo com a regiéo do visivel.
Adaptado de Agostinis (2011).15

O desenvolvimento de um farmaco é um processo demorado e que envolve diversas
analises e pré-requisitos para a sua aprovacao clinica. No caso dos FS, o ideal é que eles
tenham as seguintes propriedades para serem mais eficientes e aceitos para procedimentos
terapéuticos: (1) ser puro, permitindo analises de controle de qualidade com baixos custos;
(2) ser estavel quimicamente; (3) ser seletivo para células tumorais, reduzindo os efeitos
adversos provindos da morte de células saudaveis; (4) acumular rapidamente nos tecidos
tumorais, caso contrario, pode haver ativacdo do FS fora da regido de interesse; (5) apresentar
alta absorg&o na regido entre 600 nm a 800 nm; (6) ser excretado rapidamente do organismo,
no maximo em um dia, evitando provocar fotossensibilidade ao paciente; (7) apresentar baixa
toxicidade no escuro; (8) possuir carater anfifilico, pois tendo uma regido hidrofilica o FS
consegue se solubilizar com maior facilidade no organismo, evitando possiveis efeitos
colaterais devido a aglomeragcdo na corrente sanguinea. Se o composto tiver uma regido
lipofilica, hA um aumento na capacidade de interagdo com os tumores 517181939

As principais classes de moléculas que apresentam esses critérios sédo as porfirinas,
ftalocianinas, porficenos, clorinas e texafirinas. Porém, ainda ha um déficit na TFD, visto que
grande parte dos farmacos atuais ndo atende a maioria dos critérios citados, resultando em
diversas barreiras na sua aplicacdo. Isso faz com que os estudos cientificos recentes foquem
na sintese de novos FS.184%41 O Quadro 2 (pag. 9) mostra alguns dos farmacos que sédo

clinicamente aprovados para a aplicacdo na terapia fotodinamica.
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Quadro 2 - Farmacos aprovados clinicamente para aplicacdo na TFD, contendo a classe,

comprimento de onda de excitagcdo e indicacéo terapéutica.2438:394243.44

) Excitacéo L o
Farmaco Classe Indicagéo terapéutica
(nm)
Cancer de esbtfago, endobrénquico,
Photofrin® Porfirina 630 displasia de
alto grau no estfago de Barrett
Levulan . Ceratose actinica, carcinoma basocelular,
, Porfirina 635 R
kerastick® cancer de cabeca e pescoco
Visudyne® Porfirina 690 Degeneragdo macular
Metvix® / . Doenca de Bowen e carcinoma
o Porfirina 635 o
Metvixia® basocelular superficial
Purlytin® Clorina 664 Céancer de mama e sarcoma de Kaposi
Foscan® Clorina 652 Cancer paliativo de cabeca e pescoco
Laserphyrin® Clorina 664 Cancer de pulmé&o precoce
Photosen® Ftalocianina 675 Cancer de pele, mama, pulmao,
orofaringe, laringe, cabega e pescogo
Tookad® Bacterioclorina 762 Cancer de prostata
Photochlor® Feoforbeto 665 Cancer de esbfago e células basais
Lutex® Texafirina 732 Cancer de prostata
Synthetic _ _ R i
Antraquinona | 570-650 Linfoma cutédneo de células T

hypericin
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13 PORFIRINAS E PORFIRAZINAS

1.3.1 Porfirinas

As porfirinas (Figura 6A) sdo moléculas macrociclicas constituidas de quatro anéis
pirrélicos ligados por atomos de carbono metilidénicos (posi¢cdes meso). Os quatro atomos de
nitrogénio dessa molécula sdo capazes de formar ligagdes com ions metalicos produzindo as

metaloporfirinas (Figura 6B).4546

posicao meso

posicoes p—pirrélicas

amsy ST
[

A B

Figura 6 — Estrutura quimica de porfirina (A) e metaloporfirina (B).

Porfirinas sdo compostos conhecidos desde o século XIX, sendo consideradas uma
classe de compostos com muita versatilidade para modificagbes estruturais, e grande
potencial para aplicacdo em diversas areas.*” Em 1913 Mayer-Betz injetou em si mesmo 200
mg de hematoporfirina, relatando nao sofrer muitos efeitos adversos, até que se expds a luz
solar e comecgou a ter um inchagco extremo em seu corpo, permanecendo fotossensivel
durante muito tempo. A partir desse relato, as pesquisas relacionadas a porfirinas como FS
comecaram por volta de 1920.%44° Mostrou-se por volta de 1946 que a hematoporfirina
acumulada no tecido canceroso foi capaz de identificar as células anormais ali presentes,
devido a forte fluorescéncia que apresentou. Vinte anos depois, constatou-se que o DHP se
acumulou majoritariamente no tecido canceroso ao invés do tecido saudavel.*®4 Dessa
forma, essa classe de compostos comecou a ser explorada para o desenvolvimento de
farmacos, principalmente no tratamento de tumores malignos.

Um substituinte das posi¢cdes meso para as porfirinas, que comecou a ser explorado
pela comunidade cientifica, foi o grupo piridil (CsHN), sendo o primeiro isbmero dessa classe

sintetizado inicialmente na década de 60 (4-piridilporfirina®>) e os outros dois isbmeros na



29

década de 70 (2- e 3-piridilporfirina®52535%) (Figura 7). A sintese inicial consistia na
condensacéo direta do pirrol e aldeido correspondente, usando o acido propanoico como

solvente.®! Atualmente, essas porfirinas sdo fornecidas comercialmente.

2-piridilporfirina 3-piridilporfirina 4-piridilporfirina

Figura 7 — Estrutura dos isdbmeros das porfirinas com o substituinte piridil.

Os estudos fotofisicos dessa classe de compostos comegcaram na década de 80, em
gue foi relatado que ndo ha grandes diferencas nas propriedades fotofisicas para as porfirinas
base livre e a suas respectivas metaloporfirinas de zinco.>® Em relagdo a TFD, um problema
inerente para esses compostos foi a solubilidade, pois como descrito anteriormente, um bom
FS deve ter carater anfifilico e as porfirinas com grupo piridil ndo sao sollveis em agua.

Esse problema foi solucionado ainda na década de 70, quando se comecgou a sintetizar
porfirinas catibnicas com o substituinte piridil, utilizando p-toluenossulfonato de metila em
excesso € DMF ou CH.Cl, como solvente.>®>” O intuito da adicdo de um grupo alquil no
substituinte piridil € tornar o composto que antes era totalmente hidrofébico em um composto
hidrossollvel, dessa forma, atendendo ao critério de anfifilicidade. Os estudos fotofisicos
envolvendo essa classe de compostos catidnicos comecaram a surgir na década de 80,%8°
demonstrando bons resultados para a TFD, sendo que a 3-metilpiridilporfirina apresentou
maior valor de ®x quando comparada a 2-metil-piridilporfirina e 4-metilpiridilporfirina.>® De
modo geral, comparando o ®, da porfirina base livre com o da metaloporfirina de zinco(ll),
verifica-se um aumento significativo no ®, apds a insercao do zinco, sendo um possivel indicio
de uma maior atividade terapéutica,®®® mas vale lembrar que diversos fatores precisam ser
levados em consideracdo e ndo apenas 0 ®,.%

Dos critérios descritos anteriormente para os FS, o primeiro deles que uma substancia
deve ter para ser considerada promissora na TFD, € a absor¢éo na regido de 600 a 800 nm.
As porfirinas de modo geral, tem como caracteristica uma alta absorcdo na regido do
ultravioleta e visivel, em que na regido indicada para TFD, elas normalmente apresentam

bandas eletrbnicas de menor intensidade, mas que podem ser suficientes para a geragéo de
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10,.%8 Uma evidéncia disso é que alguns dos farmacos demonstrados no Quadro 2 (pag. 9)
séo excitados na faixa de 630-690 nm durante o tratamento.

A sintese de piridilporfirinas contendo diferentes substituintes alquila e centros
metalicos estd em constante crescimento desde o inicio do século XXI,6263646566.67 em que
diversos estudos biolégicos estdo demonstrando baixa atividade citotéxica no escuro e alta
atividade apés a irradiacdo.%286970.71 Assim, a sintese de novas porfirinas hidrossollveis,
analise fotofisica e estudos de citotoxicidade desses compostos € um caminho com muito

potencial que deve ser explorado.

1.3.2 Porfirazinas

Outra classe de compostos contendo anéis tetrapirrélicos sao as tetra-azaporfirinas,
também denominadas porfirazinas (Figura 8A), que se distinguem das porfirinas pela
substituicdo dos atomos de carbono metilidénicos por &tomos de nitrogénio. Essa substitui¢céo
na posi¢cado meso afeta 0 comportamento quimico do macrociclo em comparacgéao as porfirinas,
assim, ocorre um aumento da reatividade na formagédo de metaloporfirazinas (Figura 8B),
devido a alteracao na densidade eletrénica do anel e consequentemente no pKa dos atomos
de hidrogénio pirrdlicos. A posicdo meso torna-se inativa para modificagbes estruturais,

tornando as posigdes B-pirrélicas a Unica opgado de adicdo de substituintes.”>"
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Figura 8 - Estrutura quimica de porfirazina (A) e metaloporfirazina (B).

posicoes p-pirrdlicas
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A primeira caracterizacdo estrutural de uma Pz ocorreu na década de 30, mas essa
classe de compostos s6 comecou a ser amplamente sintetizada, quando comecou a se utilizar
nitrilas com substituintes mais reativos (heteroatomos e cadeias carbbnicas maiores),

melhorando significativamente o rendimento das reacdes.’? Enquanto as piridilporfirinas ja
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eram amplamente estudadas na década de 70, a Pz com o substituinte 4-piridil foi sintetizada
no final da década de 90,7 a 2-piridil ha menos de dez anos,” e a 3-piridil foi sintetizada nesse
trabalho de mestrado. Como a reacdo de alquilacdo do atomo de nitrogénio piridinico ja é
bastante conhecida e essencial para tornar o composto anfifilico, os mesmos trabalhos que
desenvolveram o macrociclo neutro, sinterizaram as respectivas porfirazinas 4-alquilpiridil e
2-alquilpiridil.

As piridilporfirazinas vem demonstrando resultados satisfatérios de ®,, em que ja se
verificou que a insercdo de zinco(ll) na porfirazina base livre resulta em um aumento
consideravel de ®, quando comparado a insercdo de magnésio(ll),’® e que a alquilacdo do
composto potencializa o ®a.”” Também foi relatado uma atividade citotoxica de uma
porfirazina de zinco(ll) octacationica, em que os resultados evidenciam um comportamento
de FS. "

A partir desses dados, pode-se dizer que € interessante investigar a atividade
fotofisica e citotoxica da porfirazina contendo o substituinte 3-piridil, visto que ainda néo ha
nada relatado sobre ela. Além disso, fazer uma comparagéo de porfirinas e porfirazinas com
0 mesmo substituinte, em condi¢des experimentais semelhantes é algo que ainda nao foi
relatado na literatura e que pode trazer novas perspectivas, discussdes e descobertas para a
TFD.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivo sintetizar porfirinas e porfirazinas catidnicas de
zinco(ll), contendo o grupo 3-etilpiridil como substituinte, e verificar a eficacia desses
compostos como fotossensibilizadores, por meio de andlises fotofisicas e de fototoxicidade

em células tumorais in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

<> Sintetizar os compostos: cloreto de 5,10,15,20-tetraquis(3-etilpiridil)porfirina-21,23-
dieto (H.T3EPYPCls), cloreto de 5,10,15,20-tetraquis(3-etilpiridil)porfirinatozinco(ll)
([Zn(T3EPYP)]Cls), cloreto de octaquis(3-etilpiridil)porfirazina (H2(3EPY)sPzCls), cloreto de
octaquis(3-etilpiridil)porfirazinatozinco(ll) ([Zn(3EPY)sPz]Cls);

<> Desenvolver e validar um sistema de irradiagéo para estudos de ®x;
<> Determinar o ®, em agua e acetonitrila dos compostos sintetizados;
<> Determinar o rendimento quéantico de fluorescéncia () em agua dos compostos

sintetizados;

R/

XS Fazer ensaios de citotoxicidade dos compostos sintetizados em células de melanoma

nao-metastaticas (B16F1) in vitro.
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3. METODOLOGIA

3.1 EQUIPAMENTOS

A) Andlise Elementar

As porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio das amostras foram medidas
pelo técnico Marley A. P. de Assis, utilizando um analisador Elementar CHNS/O PE2400 Série
Il (Series Il - CHNS/O Analyzer 2400) da Perkin Elmer, no laboratério de Analise Elementar
do Departamento de Quimica da UFMG.

B) Andlise Térmica

O experimento de analise térmica das porfirinas foi realizado pelo técnico Bruno R. S.
Lemos, utilizando um analisador Térmico Simultdaneo (TGA/DSC) Mettler Toledo, do
Departamento de Quimica da UFMG.

C) Espectrofotdbmetro de absorgéo na regido do ultravioleta e visivel

Na caracterizacdo de compostos, acompanhamento das reagfes e experimentos de
rendimento quéantico de oxigénio singleto foi utilizado o espectrofotbmetro HP 8453A diode-
array. Nas medidas de absorbancia para o experimento de rendimento quéantico de
fluorescéncia foi usado o espectrofotbmetro da marca Hitachi modelo U-2010, que pertence

ao Departamento de Quimica da UFMG.

D) Espectrofotébmetro de fluorescéncia

Os espectros de emissao dos compostos para a caracterizacdo e rendimento quantico
de fluorescéncia foram obtidos no espectrofluorimetro Varian Cary Eclipse que pertence ao

Departamento de Quimica da UFMG.

E) Espectrémetro de Massas: ionizagao por dessorcao a laser assistida por matriz com
analisador por tempo de voo (MALDI-TOF MS)

Os espectros de massas foram obtidos utilizando a técnica MALDI-TOF MS em um
espectrometro Autoflex Il MALDI-TOF MS da Bruker modificado com Nd:YAGlaser (330-360,

495-540,808,990-1080 nm) equipado com fonte de ions de imagem de dessorcéo a laser de



34

feixe inteligente. As medicdes foram realizadas pelo Prof. Dr. Thiago T. Tasso e Prof. Dr.
Gilson de F. Silva no modo positivo com a matriz acido a-ciano-4-hidroxicindmico para as
porfirinas e no modo negativo sem matriz para a porfirazina neutra. O equipamento pertence
ao laboratorio Institucional de Pesquisa (LIPq) do Centro de Laboratérios Multiusuarios
(CELAM), o Laboratério Multiusuarios de Protebmica — LMProt, do Instituto de Ciéncias

Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

F) Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN tH) foram obtidos
em um espectrometro Bruker Avance DRX 400 (400 MHz) operado pela aluna de doutorado
Patricia S. Tessaro. Ele pertence ao laboratério Institucional de Pesquisa (LIPq), o Laboratorio
de Ressonéancia Magnética Nuclear de Alta Resolucao (LAREMAR), do Departamento de
Quimica da UFMG.

G) Espectrofotometro de placas celulares
Para a leitura da absorbancia do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenoltetraazolio (MTT) nos experimentos de citotoxicidade, foi utilizado um

espectrofotbmetro da marca Thermo Scientific modelo Multiskan GO.

Os demais equipamentos utilizados neste trabalho, estdo relatados na Tabela 1 (pag.
16 e 17).

Tabela 1- Equipamentos utilizados com seu respectivo modelo e marca.

Equipamento Modelo Marca
Agitador Vortex MX-S DLAB
Balanca Analitica BP210D Sartorius
Banho-maria digital Lucadema
Cabine de seguranca BIO SEG12 Grupo VECO

biol6gica
Céamara de Neubauer 0,100 mm e 0,0025 mm? Optik New
Céamara escura CX-20 Spectroline

Centrifuga KC5 Kindly




Continuacgdo da Tabela 1.
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Chapa de aquecimento C-MAG HS 7 IKA
Estufa de secagem LUCADEMA
Estufa com controle de MCO-18AC Sanyo
umidade e CO:
Evaporador rotativo com R-114 BUCHI
banho
Laser de irradiacao verde 532 nm; 100 mw MTOLASER
Laser de irradiagédo 648 nm; 100 mW MTOLASER
vermelho
lavadora ultrassonica digital Maxiclean Unique
Manta de aquecimento QUIMIB
Microscoépio Eclipse TS100 Nikon
pHmMetro pH meter 440 Corning

Sistema de irradiagéo de
LED verde
Sistema de irradiagéo de

LED vermelho

Figura 46 (pag.

77, Apéndice A)

Figura 47 (pag. 78, Apéndice B)

3.2 MATERIAIS

Nas andlises feitas no espectrofotdmetro de absor¢éo na regido do ultravioleta e visivel

e fluorescéncia foi utilizada uma cubeta de quartzo com as quatro faces polidas. Na
caracterizacao dos compostos foram utilizadas placas de silica com indicador de fluorescéncia
em 254 nm da marca Fluka e placas de alumina neutra tipo E com indicador de fluorescéncia

em 254 nm da marca Merck.

3.3 REAGENTES E SOLVENTES

As substancias usadas, sem tratamento prévio, para as reacdes de obtencdo dos
compostos porfirinicos, estudos fotofisicos e estudos bioldgicos sdo: 3-piridilacetonitrila (98%,
Sigma-Aldrich), 5,10,15,20-tetrafenilporfirina-21,23-dieto (H.TPP, = 97%, Sigma-Aldrich), 1,3-
difenilisobenzofurano (DPBF, 97%, Aldrich), acetona (CsHsO, P.A., Vetec), acetonitrila
(MeCN, 99%, Aldrich), acido 9,10-antracenodiil-bismetilenodimalénico (ABDA, = 90%, Sigma),
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acido cloridrico (HCI, 37%, Neon), acido trifluoroacético (TFA, 99%, Sigma-Aldrich), alcool
etilico (EtOH, P.A., Synth), alumina basica (0.05-0.15 mm, Fluka), alumina neutra (150 mesh,
Sigma-Aldrich), azul de metileno (P.A., Grupo Quimica), bicarbonato de sddio (P.A., Neon),
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenoltetraazolio (MTT, Thermo Fisher SCI), cloreto
de tetrabutilaménio (TBAC, > 97%, Sigma-Aldrich), cloreto de zinco (97%, Proquimicos),
cloroférmio (CHCI;, 99,8%, Neon), cloroférmio-d (CDCl;, 99,9%, Cambridge, I.L.),
diclorometano (CH.Cl,, P.A., Synth), dimetilsulféxido (DMSO, P.A., Merck), dimetilsulféxido-
ds (DMSO-Ds, 99,9%, Sigma-Aldrich), glicerina (N&o identificado), hexafluorofosfato de
amoénio (NHsPFe, >95%, Aldrich), hidroxido de sodio (NaOH, Cromato P.Q.), metanol-d4
(MeOD, 99,8%, Cambridge I. L.), &gua-d» (D20, 99,9%, Aldrich), p-toluenossulfonato de etila
(p-TSE, 98%, Aldrich), rosa bengala (N&o identificado), sulfato de sddio anidro (P.A., Synth),
sulfito de sodio (P.A., Neon), violeta cresil (N&o identificado).

A 5,10,15,20-tetraquis(3-piridil)porfirina-21,23-dieto  (H-T3PyP) foi obtida no
laboratério conforme descrito na literatura.’

O alcool metilico (MeOH, P.A., Synth), o butanol (C4H100, Merck) e a dimetilformamida
(DMF, P.A., Synth) foram destilados e armazenados em recipientes com peneiras
moleculares.

O éter etilico ((C2Hs)20, 99%, Vetec) foi passado em uma coluna de alumina béasica e
guardado em um recipiente com peneiras moleculares.

O iodo foi sublimado duas vezes, obtendo cristais para uso nas sinteses.

O magnésio metalico (Mg, Sigma-Aldrich) foi colocado em uma solugdo de &cido
cloridrico 1 mol L até remocéo total da camada de 6xido de magnésio, lavado com agua
destilada e seco na estufa a 100 °C.

Os meios de cultura RPMI 1640 com indicador e 0 RPMI 1640 sem indicador foram
preparados pela Prof2. Dr2, Heveline Silva.

As peneiras moleculares (4 A, Strem Chemicals) foram ativadas com o auxilio de um

magarico em um sistema com VAacuo constante.

3.4 SINTESE DE PORFIRINAS E METALOPORFIRINAS

3.4.1 Obtencéo da cloreto de 5,10,15,20-tetraquis(3-etilpiridil)porfirina-21,23-dieto,
H,T3EPYPCl,.

A obtencdo da cloreto de 5,10,15,20-tetraquis(3-etilpiridil)porfirina-21,23-dieto,
H,T3EPYPCl., foi realizada por adaptacdo do método descrito por Alenezi e colaboradores
(2017).%2 Em um baldo de fundo redondo foram adicionados H.T3PyP (200 mg; 0,323 mmol)
e DMF (20 mL), e o sistema foi deixado em refluxo a 110 °C por 15 minutos, sob agitacdo

magnética. Logo apds, foi adicionado o p-toluenossulfonato de etila (p-TSE) (3,0 mL; 17,6
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mmol) e a reacdo ocorreu por 48 horas, sendo monitorada por cromatografia em camada
delgada (CCD), usando SiO, como fase estacionaria e uma mistura de KNOs(sat):H.O:MeCN
(1:1:8) como fase mével. Ao término da reacao, verificado por CCD, apds o sistema atingir a
temperatura ambiente, foram adicionados 20 mL de éter etilico ao baldo e o sobrenadante foi
vertido em um erlenmeyer. Foram adicionados 20 mL de éter etilico novamente aos dois
frascos, e o sobrenadante foi vertido em outro erlenmeyer, repetindo-se este processo de
adicdo de éter etilico até precipitacéo total da porfirina (aderida as paredes das vidrarias) e
eliminagéo completa da DMF.

O precipitado resultante, aderido as paredes do baldo e dos erlenmeyers, foi
solubilizado em uma minima quantidade de agua e transferido para um erlenmeyer. A essa
solugéo foi feita a adi¢do, gota a gota, da solucdo aquosa de hexafluorofosfato de amonio (3
mol L?), até formacdo de um precipitado. A solucédo e o precipitado foram transferidos para
um tubo de ensaio que foi centrifugado, sendo o sobrenadante descartado, e ao sélido foi
adicionado éter etilico. O tubo de ensaio foi agitado no vértex, centrifugado e o sobrenadante
foi descartado. Esse processo de lavagem do sélido foi repetido mais duas vezes.

Em seguida, foram adicionados 5 mL de acetona ao sélido, a solugéo foi transferida
para um baldo de fundo redondo e o solvente foi removido em um evaporador rotativo. Foram
adicionados 15 mL de acetona ao solido, levando a formagdo de uma solucdo, que foi
transferida para um erlenmeyer e foi feita a adi¢cdo, gota a gota, de uma solugéo saturada de
cloreto de tetrabutilaménio (TBAC) (em acetona) até formag&o de um precipitado. A solugéo
e o precipitado foram transferidos para um tubo de ensaio que foi centrifugado. Em seguida,
o sobrenadante foi descartado e adicionado acetona. A mistura foi agitada no vértex,
centrifugada e o sobrenadante foi descartado. A etapa de lavagem do sélido foi repetida mais
duas vezes.

Essa metatese de contra-ions (hexafluorofosfato e cloreto) foi repetida mais duas
vezes. O solido obtido ao final da purificacéo foi solubilizado em metanol, a solugéo foi vertida
em um frasco vial, e o solvente foi eliminado em um evaporador rotativo, deixando-se, por fim,
0 solido na estufa a 65 °C por 8 horas.

Rendimento da reacao: 231,5 mg; 0,264 mmol; 81,7%

UV=Vis (H20), Amax, nm (log €): 417 (5,40); 514 (4,13); 582 (3,68).

RMN H (D20): 8 9,89 (s, 4 H, H-piridil), & 9,40 (s, 8 H, Hs-piridil e He-piridil), 3 9,19 e & 9,00
(m, 8 H, B -pirrdlico), & 8,56 (s, 4 H, Hs-piridil), & 4,98 (s, 8 H, CH; etil), 5 1,86 (t, 12 H, J: 6,6
Hz, CHs etil).

Andlise elementar: C, 50,01; H, 6,72; N, 9,70%. Calculado para CagHasClsNg-15H,0: C, 50,27;
H, 6,68; N, 9,77%.
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3.4.2 Obtencdo da cloreto de 5,10,15,20-tetraquis(3-etilpiridil)porfirinatozinco(ll),
[Zn(T3EPYP)]Cl..

A obtencdo da cloreto de 5,10,15,20-tetraquis(3-etilpiridil)porfirinatozinco(ll),
[Zn(T3EPyYP)]Cls, foi realizada por adaptagéo do método descrito por Alenezi e colaboradores
(2017).%2 A porfirina base livre H,TEPYPCl,4 (65,7 mg; 0,075 mmol) foi colocada em um béquer
de 150 mL e solubilizada, sob agitacdo magnética, em 40 mL de agua destilada (1,8 mmol L
1). Utilizando um medidor de pH, foi adicionada uma solucdo aquosa de hidréxido de sédio
(0,1 mol L), gota a gota, até obter o pH 11,25. Em seguida, foi adicionado cloreto de zinco
(0,217 g; 1,5 mmol) solido. O pH da solucdo diminuiu para 5,11 e a reacdo ocorreu por 5
minutos. O curso da metalacdo foi acompanhado por espectroscopia de absor¢do na regiao
do ultravioleta e visivel (UV-Vis).

Apos o término da reacdo, verificada por espectroscopia de absorgdo na regido do
UV-Vis, o composto foi purificado seguindo as etapas de precipitagéo, utilizando as solu¢des
de hexafluorofostato de aménio e cloreto de tetrabutilamonio, conforme relatado no tépico
3.4.1 (pag. 18).

Rendimento da reacéo: 56,36 mg; 0,06 mmol; 80%

UV-Vis (H20), Amax, nm (log €): 429 (5,44); 558 (4,24); 598 (3,37).

RMN *H (D20): & 9,82 (s, 4 H, H,-piridil), 8 9,35 (s, 8 H, Ha-piridil e He-piridil), & 9,03 (s, 8 H,
B-pirrolico), & 8,51 (s, 4 H, Hs-piridil), & 4,97 (s, 8 H, CH etil), 5 1,88 (s, 12 H, CHj etil).
Andlise elementar: C, 45,92; H, 5,88; N, 8,86%. Calculado para CsH4ClsNgZn-18H,0: C,
45,60; H, 6,38; N, 8,86%.

3.5 SINTESE DE PORFIRAZINAS E METALOPORFIRAZINAS

3.5.1 Obtencéao da dinitrila 1,2-diciano-1,2-di(3-piridil)etileno

A sintese do 1,2-diciano-1,2-di(3-piridil)etileno (que sera referido como “dinitrila” ao
longo do texto para simplificacdo), foi realizada baseando-se no método descrito por Donzello
e colaboradores (2014).” Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados: 3-
piridilacetonitrila (0,618 g; 5,2 mmol), iodo bissublimado (1,285 g; 5,2 mmol) e éter etilico (5,0
mL). O baldo foi tampado com um septo; em seguida, a agulha de uma seringa acoplada a

uma bexiga com gas argoénio, foi presa a ele (sistema I, Figura 9, pag. 21).
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----- -+ Bexiga com argonio

Seringa com agulha <«

Banho de gelo <«--f--- » Balao de fundo redondo

Figura 9 - Sistema usado para a obten¢&o da dinitrila.

Em um erlenmeyer contendo metanol (3,7 mL) foi adicionado cuidadosamente sédio
metalico (0,252 g; 11 mmol) cortado em pequenos pedacos. O sistema foi agitado até a reagéo
completa do sodio metélico, gerando uma solugéo de metoxido de sédio.

A solucdo de metdxido de sodio foi adicionada, gota a gota e com o auxilio de uma
microseringa de 250 pL, ao sistema | durante 30 minutos, sob agitacdo magnética e banho de
gelo. Apés a adicao de toda a solucéo, a reacdo ocorreu por mais 30 minutos sob banho de
gelo. O frasco contendo a solucdo resultante foi vedada com Parafiim® M e colocada no
freezer por 1 hora. Em seguida, a solucéo foi filtrada a vacuo, utilizando um funil de Bichner,
e o solido retido no papel foi lavado com cloroférmio e 4gua gelada, e colocado na estufa a 80
°C por 5 horas.

Rendimento da reacao: 0,381 g; 1,64 mmol; 62,7%

UV-Vis (DMSO), Amnax, nm: 316
RMN !H (DMSO-Deg): 8 9,05 (s, 2 H, H-piridil), 8,82 (s, 2 H, He-piridil), 8 8,28 (d, 2 H, J: 7,0
Hz, Hs-piridil), 8 7,70 (s, 2 H, Hs-piridil).
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3.5.2 Obtencdao da octaquis(3-piridil)porfirazina, H2(3Py)sPz.

A obtencado da octaquis(3-piridil)porfirazina, H2(3Py)sPz, foi realizada baseando-se no
método descrito por Donzello e colaboradores (2014).” Em um baldo de fundo redondo foram
adicionadas tiras de magnésio metalico (124,4 mg; 5,12 mmol), butanol (15,5 mL) e uma ponta
de espétula de cristais de iodo. O sistema permaneceu em refluxo a 120 °C por 24 horas. Em
seguida, foi adicionada a dinitrila (300,1 mg; 1,29 mmol) e a reacdo ocorreu em refluxo a 110
°C por 72 horas. Ao final deste tempo, a temperatura foi aumentada para 120 °C e argbnio foi
borbulhado até a remocéo total do solvente. Em seguida, 20 mL de agua destilada e algumas
gotas de acido trifluoroacético (TFA) foram adicionados ao sélido, e o sistema foi deixado sob
agitacdo magnética por 5 minutos. Em seguida a solu¢do obtida foi vertida em um funil de
separacgao.

Ao funil de separacéo foram adicionados 25 mL de cloroférmio e a primeira extragdo
do produto foi realizada, sendo a fase orgénica descartada. Repetiu-se o0 processo de lavagem
com cloroférmio até que a coloracdo amarronzada ndo fosse mais observada na fase
organica. Na sequéncia, tendo apenas a fase aquosa no funil de separacdo, foram
adicionados 15 mL de cloroférmio e uma solugéo aquosa de bicarbonato de sédio saturada,
agitando a solucéo até que fosse cessada a liberacado de gases. A fase organica foi descartada
e a fase aquosa filtrada a vacuo utilizando um funil de Buchner. O papel filtro foi deixado na
estufa a 65 °C por 2 horas, picotado e colocado em um béquer contendo uma mistura 7:3 de
CHCI3:MeOH, a solucdo resultante foi transferida para um baldo de fundo redondo, foi
adicionado alumina basica e o solvente foi removido no evaporador rotativo, obtendo uma
pastilha.

Posteriormente, foi realizada a purificacdo do produto por cromatografia em coluna (3
cm de didmetro e 25 cm de altura). Como fase estacionaria foi usada alumina neutra (6 cm,
na parte inferior) e alumina basica (2 cm, na parte superior). Foi utilizada uma mistura de
CHCI3:MeOH (99:1) como eluente inicial, para remover as impurezas restantes, por fim, o
gradiente foi aumentado aos poucos até chegar em uma proporcao 85:15 (CHCl;:MeOH) para
obter a Hx(3Py)sPz. As fracdes obtidas foram analisadas por espectroscopia de absor¢cédo na
regido do ultravioleta e visivel e aquelas referentes a porfirazina foram transferidas para um
baldo de fundo redondo. O solvente foi removido em um evaporador rotativo e o baldo foi
deixado em um dessecador sob vacuo.

Rendimento da reacdo: 73,1 mg; 0,078 mmol; 24,3%

UV-Vis (CHCIs/MeOH), Anax, Nm: 367; 592; 660.
RMN *H (4:1 CDCls:MeOD): & 9,43 (s, 8 H, H,-piridil), 5 8,82 (d, 8 H, J: 4,8 Hz, He-piridil),
8,71 (d, 8 H, J: 7,7 Hz, Ha-piridil), & 7,83-7,80 (m, 8 H, Hs-piridil).
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3.5.3 Obtencao do cloreto de octaquis(3-etilpiridil)porfirazina, Hz(3EPY)sPzCls.

A sintese da cloreto de octaquis(3-etilpiridil)porfirazina, H2(3EPY)sPzCls, foi realizada
por adaptacdo do método descrito por Alenezi e colaboradores (2017).53 Em um balédo de
fundo redondo foram adicionados Hz(3Py)sPz (32,37 mg; 0,035 mmol), DMF (1 mL) e p-TSE
(1,72 g; 8,6 mmol). A reacdo ocorreu sob refluxo, a 120 °C, por 4 horas sob atmosfera de
argbnio. Apos o término da reacdo, argonio foi borbulhado no sistema até que o volume da
mistura fosse reduzido para 25% do valor inicial. A mistura resultante foi tratada de maneira
idéntica a H.T3EPYPCI, (tépico 3.4.1, pag. 18), adicionou-se 15 mL de éter etilico ao baldo,
verteu-se em um erlenmeyer a solucéo e foi adicionado éter etilico em ambos os frascos até
a precipitacdo do produto. Na sequéncia, foi realizada a purificagdo por meio da reacao de
metatese de contra-ions.

Rendimento da reacao: 45,28 mg; 0,03 mmol; 90%

UV-Vis (CHCls/MeOH), Amax, Nm: 370 (4,72); 649 (4,82).

RMN *H (D,0): & 9,67 (s, 8 H, Ho-piridil), & 9,40 (d, 8 H, J: 7,8 Hz, He-piridil), 5 9,24 (d, 8 H, J:
5,9 Hz, Hs-piridil), & 8,45 (m, 8 H, Hs-piridil), & 4,72 (CH. etil), & 1,55 (t, 24 H, J: 7,1 Hz, CHs
etil).

3.54 Obtencdo do cloreto de octaquis(3-etilpiridil)porfirazinatozinco(ll),
[Zn(3EPy)sPz]Cls.

A sintese do octaquis(3-etilpiridil)porfirazinatozinco(ll), [Zn(3EPY)sPz]Cls, foi realizada
por adaptacdo do método descrito por Alenezi e colaboradores (2017).%2 Em um béquer foram
adicionados a H2(3EPy)sPzCls (42 mg; 0,029 mmol), 15 mL de agua destilada e uma solugéo
aquosa de hidroxido de sédio (0,1 mol L, gota a gota) até se obter uma solugcdo com pH
11,20. Logo apés, foi adicionado cloreto de zinco (0,0833 g; 0,61 mmol) e a reacdo ocorreu
por 5 minutos, em que o pH da solugdo mudou para 5,11. O curso da reagédo de metalagéo foi
acompanhado por espectroscopia de absor¢éo na regido do UV-Vis.

AplGs o término da reacdo, o composto foi purificado por metatese de contra-ions,
utilizando as solucdes de hexafluorofostato de amoénio e cloreto de tetrabutilaménio, conforme
relatado no tépico 3.4.1 (pag. 18).

Rendimento da reacao: 25,0 mg; 0,017 mmol; 60%

UV-Vis (CHCls/MeOH), Amax, Nm: 373 (4,80); 580 (4,30); 632 (5,00).
RMN *H (D20): & 9,69 (s, 8 H, Ho-piridil), 3 9,40 (d, 8 H, J: 7,8 Hz, He-piridil), 8 9,24 (d, 8 H, J:
5,7 Hz, Hu-piridil), 5 8,44 (t, 8 H, J: 6,9 Hz, Hs-piridil), & 1,55 (t, 24 H, J: 7,1 Hz, CHs etil).
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3.6 ESTUDOS FOTOFISICOS

3.6.1 Rendimento Quantico de oxigénio singleto (P,)

O valor de ®, de uma substancia pode ser medido, por meio da espectroscopia de
absorcédo na regido do ultravioleta e visivel, pelo acompanhamento da cinética de reacao entre
uma sonda molecular e oxigénio singleto produzido pela irradiacdo dessa substancia. Para
tal, em uma cubeta de quartzo, foram adicionados 2,00 mL de solvente e uma barra
magnética, sendo feita uma medida do branco. Em seguida, & mesma cubeta, foram
adicionados 20 pL da solucdo da substancia (absorbéncia abaixo de 0,1 no comprimento de
onda do laser a ser utilizado) e 20 uL da sonda de 'O, (absorbancia préxima a 1,0 no pico da
banda mais intensa). O sistema foi agitado até homogeneizagéo e o espectro de absorcao na
regido do UV-Vis foi medido. Em seguida, a cubeta foi posicionada na chapa de agitacéo e a
solugdo foi irradiada em intervalos de tempo definidos de maneira a obter 5 espectros de
absorcdo até o decaimento de 30% da absorbancia inicial da banda da sonda. Este
experimento foi realizado em triplicata, e 0 mesmo procedimento foi adotado para a medic&o
do padréo.

Nos experimentos realizados em agua e acetonitrila foram utilizadas as sondas ABDA
e DPBF, respectivamente. Sabendo que a H,T3EPYPCl, e [Zn(T3EPYP)]Cl, absorvem na
mesma regido do DPBF, foi necessario adicionar antes os compostos, fazer uma medida de
branco e, logo apds, adicionar a solu¢cdo de DPBF na cubeta.

Nos experimentos com a H.T3EPYPCI, e [Zn(T3EPYP)]Cls, 0 rosa bengala foi utilizado
como padrdo e a irradiacdo foi feita com o laser verde. Para a H»(3EPy)sPzCls e
[Zn(3EPY)sPz]Cls, o padrdo usado foi o azul de metileno e o laser vermelho foi usado para
irradiagcdo. Na validagdo da metodologia foram utilizados o azul de metileno como padréo, o
rosa bengala como substancia a ter o valor de ®, determinado e o laser verde para a
irradiacéo.

Conforme mostra na Figura 10 (pag. 25), foi desenvolvido um sistema de irradiacao
para a determinacdo do ®,, em que (1) é a caixa de madeira pintada de preto deixando o
ambiente mais escuro possivel e evitando refracfes aleatérias do laser; (2) chapa de agitacdo
magnética com marcacao para o0 posicionamento da cubeta; (3) anteparo para bloqueio da

irradiacdo; e (4) laser vermelho (648 nm).
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Figura 10 - Sistema de irradiagao para experimentos de ®a, 1: Caixa de madeira; 2: chapa de

aguecimento; 3: aparo para bloqueio do laser; 4: laser de irradiacéo.

3.6.2 Rendimento Quantico de fluorescéncia (®r)

Em uma cubeta de quartzo foram adicionados 3,00 mL de solvente e foi feita a medida
do branco no espectrémetro de absorcdo na regido do UV-Vis. Em seguida, foi adicionado o
composto de interesse (absorbancia préximo a 0,1 no comprimento de onda de excitagéo
escolhido) a cubeta, o sistema foi homogeneizado, e foi feita a medida do espectro de
absorcao naregido UV-Vis e de emissdo. O composto foi adicionado a cubeta mais trés vezes,
sendo as medic¢des dos espectros de absorgéo na regido do UV-Vis e emissao realizadas em
cada uma delas, de forma que a absorbancia na ultima adicdo n&o ultrapassasse 0,3. O
mesmo procedimento foi adotado para o padrdo violeta cresil, porém, a absorbancia no
comprimento de onda de excitacao foi ajustado de forma a néo ultrapassar 0,1. O experimento
foi repetido mais duas vezes para cada composto e para o padrao.

Esses experimentos foram feitos em acetonitrila e agua, o comprimento de onda
escolhido para a excitagdo da H.T3EPyPCIs e [Zn(T3EPyP)]Cl, foi de 577 nm, registrando o
espectro de 590 a 800 nm. Para a H2(3EPyY)sPzCls e [Zn(3EPY)sPz]Cls a excitagédo foi em 590
nm e o espectro registrado de 600 a 800 nm. Dessa forma, para o violeta cresil foi feito um

experimento com excitagdo em 577 nm e outro em 590 nm.
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3.7 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

Os ensaios de citotoxidade foram realizados pela Prof2. Dr2 Heveline Silva no
Departamento de Quimica da UFMG. A células tumorais de melanoma nao-metastatico
(B16F1) utilizadas nos experimentos foram cultivadas a 37 °C em garrafas de 25 cm? em meio
de cultura RPMI 1640 com indicador suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB)
em pH 7,4, atmosfera umida a 5% de CO.. Para aplicacdo dos compostos H,T3EPYPCl,,
[Zn(T3EPYP)]Cl4, H2(3EPY)sPzCls e [Zn(3EPY)sPz]Cls nos pocos, foram preparadas solucbes

estoque (1 x 102 mol L) dos mesmos em agua Milli-Q®.

3.7.1  Uptake celular

Com o intuito de se determinar o tempo minimo de incubacdo das células com os
compostos, de forma a atingir maior incorporacao celular, foram feitos experimentos no meio
celular RPMI 1640 com indicador e em tampéo fosfato-salino (PBS) pH 7,4. Em placas de 6
pocos, foram adicionados 3,6 x 10° células/poco, que foram deixadas na estufa por um
periodo de incubacado de 24 horas para adesédo. Logo apés, o sobrenadante foi removido e as
solucdes de 4 uM dos compostos de interesse em meio celular RPMI 1640 com indicador
foram adicionadas aos po¢os, retornando as placas para a estufa. Aliquotas das solu¢des de
4 UM sem a presenca de células foram armazenadas em um tubo Falcon na estufa para
controle e uma solugdo contendo apenas células no meio de cultura foi armazenada para
realizacdo do branco no UV-Vis. Por fim, foram feitas medidas no espectrémetro de absorgéo
na regido do ultravioleta e visivel da solugdo controle e do sobrenadante dos pocos nos
tempos de 1, 3, 6 e 24 horas, sendo que foram adicionados 1,00 mL de DMSO e 1,00 mL da
solucéo do pogo na cubeta previamente & medida.

O experimento em PBS foi feito de forma similar, porém a adicdo dos compostos foi
feita em solucédo de PBS pH 7,4, com tempo de exposicao de 3 horas, sendo necessario
centrifugar o sobrenadante do po¢co em um microtubo antes de realizar a analise no

espectrémetro de absorcdo na regido do UV-Vis.

3.7.2 Teste de interacdo com o meio celular RPMI 1640 com indicador

Em microtubos foi adicionado solu¢gdes 10 pM dos compostos solubilizados em meio
de cultura RPMI 1640 com indicador suplementados com diferentes concentracdes de SFB
(0, 2,5, 5 e 10%), sendo armazenados em um banho-maria a 37 °C. Mediu-se o espectro de
absorc¢éo na regido do UV-Vis nos tempos 0, 1, 3 e 24 horas, fixando o comprimento de onda

no pico de maior intensidade de cada composto.
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3.7.3 Viabilidade celular

As células foram distribuidas em placas de 96 pogcos com densidade de 1,0 x 103
células/poco, por um periodo de incubacéo de 24 horas para adesdo. A partir das solucbes
estoque, solucdes de 100 UM em meio de cultura foram preparadas, e posteriormente diluidas
para as concentracdes de 10; 5; 1; 0,5; 0,1; 0,05: e 0,01 uM. As solu¢Bes foram adicionadas
aos pocos, as placas foram cobertas com papel aluminio e levadas para a estufa. Depois de
24 horas de incubacdo com os compostos, 0 sobrenadante foi removido e o meio de cultura
RPMI 1640 sem indicador foi adicionado. A placa de viabilidade celular no escuro foi guardada
na estufa e a placa de viabilidade celular no claro foi irradiada por 1 hora (~ 22 J cm?) no
sistema de LEDs. Logo apods, o sobrenadante dos pocos de ambas as placas, foi substituido
por meio de cultura com indicador, e as placas foram recobertas com papel aluminio e
deixadas na estufa por 24 horas. Em seguida, as células foram incubadas com MTT a 50
Mg/10 upL/pogco por 4 horas, o sobrenadante foi removido, e 100 yL de DMSO foram

adicionados em cada poco para a leitura espectrofotométrica em 570 nm no leitor de placas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

41.1  Porfirina H;T3EPYPCl,

A sintese da porfirina base livre H,T3EPyPCl, ja foi relatada na literatura.t” 7% Porém,
optou-se por adaptar a metodologia descrita por Alenezi e colaboradores (2017),5 pois ela
descreve a obtencdo desse composto no estado solido, utilizando apenas éter etilico para
remover a DMF, enquanto nas outras metodologias, realizam uma extracdo em agua destilada
e cloroformio®”, ou utilizam como reagente de etilacdo, o iodoetano™. Obteve-se a
H,T3EPYPCl,s a partir da reacdo de etilacdo da porfirina H,T3PyP com tosilato de etila,
utilizando DMF como solvente (Figura 11).

1- p-TSE, DMF
2 - NH4PFg, H,O
3 - TBAC, acetona

4CI

Figura 11 - Esquema da reacéo de obtencéo da porfirina H2T3EPYPCla. p-TSE: p-toluenossulfonato

de etila; TBAC: cloreto de tetrabutilamonio.

A alquilacdo completa dos grupos piridil foi verificada por CCD, uma vez que o
composto tetra-catibnico tem maior polaridade (Rt = 0,22) que a H,T3PyP e os demais
compostos parcialmente alquilados.®’

O produto obtido apresenta os anions tosilato como contra-ions, porém, esses
compostos catidnicos sao usualmente caracterizados na literatura com o contra-ion cloreto.
62,63,64.6568.69.70 Dessa forma, a solugdo em DMF obtida na reacdo é lavada com éter etilico
para remover toda a DMF, pois na metatese de ions ndo pode haver resquicios desse
solvente, visto que ele solubilizaria o sélido com os contra-ions hexafluorofosfato (PFs").

A porfirina H,T3EPYP(PFe)4 solida, obtida a partir da reagéo de metatese com os ions
PFs em meio aquoso, foi lavada véarias vezes com éter etilico, no intuito de remover o excesso
utilizado de NH4PFs. Para eliminar resquicios de agua do sélido, a porfirina H.T3EPYP(PFe)a

foi solubilizada em acetona e o solvente foi eliminado sob pressado reduzida. Logo apos, a
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porfirina foi solubilizada nhovamente em acetona e foi feita a metatese com ions cloreto (CI),
sendo a porfirina H, T3EPYPCl, lavada repetidas vezes com acetona para remover 0 excesso
de TBAC utilizado.

A caracterizacdo da H,T3EPyYPCIl, por espectroscopia de absorcdo na regido do UV-
Vis em agua (Figura 12), indicou um deslocamento minimo da banda Soret (417 nm) e a
presenca de apenas duas bandas Q (514 e 581 nm), quando comparado ao espectro da
H.T3PyP em cloroférmio. Considerando apenas o macrociclo sem os substituintes, a porfirina
base livre tem simetria D2y e tende a ter quatro bandas Q,%%82 conforme é visto para a
H.T3PyP.8® Mas isso ndo ocorre para a H.T3EPyPCls, pois pode estar ocorrendo uma
sobreposicdo das bandas Q, devido a uma possivel alteragdo energética nos orbitais apds a
quaternizacdo do atomo de nitrogénio dos grupos piridil. O espectro obtido € semelhante ao
que ja foi relatado na literatura para esse composto.®’

——H,T3PyP
1,0-
417 ‘_ﬂ —418 —— H,T3EPYPCI,
0,81
<
2
S 061
Q
5
g8 /514
S 04- 515
2 581
o _ A9 %se1 ede
0,24
0,0 y T y T y T — T y
300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 12 - Espectro de absorcéo na regido do UV-Vis para H2T3PyP (4,55 x 10 mol L'1) em
cloroférmio e para H2T3EPyPCl4 (3,87 x 106 mol L1) em agua.

O espectro de RMN *H da H.T3EPYPCl, (Figura 13, pag. 30) indicou que houve uma
sobreposicdo de sinais dos atomos de hidrogénio Ha-piridil e He-piridil em & = 9,40 ppm e que
ocorreu a alquilacdo completa do composto pela presenca dos sinais em & = 4,98 ppm
referentes aos oito atomos de hidrogénio do CH; da etila e em & = 1,86 ppm referente aos
doze atomos de hidrogénio do CHs da etila. Em & = 4,75 ppm encontra-se o sinal referente a
agua em D0.84 Para a H.T3PyP é relatado um sinal em & = -2,81 ppm referente aos atomos

de hidrogénio N-pirrélicos,®® que néo é visto para a H,T3EPYPCls. Sugere-se que isso ocorra,
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pois 0 D,O atua como uma base e consegue estabelecer um equilibrio acido-base com os
atomos de hidrogénio N-pirrélicos, ou pode ocorrer a troca dos &tomos de deutério por &tomos
de hidrogénio. Esse mesmo comportamento foi verificado em RMN 'H em DO de outras

porfirinas.8586:87
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Figura 13- Espectro de RMN 'H da H>T3EPyYPCl4 obtido em D20 a 25 °C. & 9,89 (s, 4 H, H-piridil), 8
9,40 (s, 8 H, Ha-piridil e He-piridil), 8 9,19 e 8 9,00 (m, 8 H, B -pirrdlico), d 8,56 (s, 4 H, Hs-piridil), &
4,98 (s, 8 H, CH: etil), 5 1,86 (t, 12 H, J: 6,6 H, CHs etil).

A caracterizacdo do composto utilizando a técnica MALDI-TOF MS no modo positivo
(Figura 14, pag. 31) mostrou um pico em 876 referente a espécie [H.T3EPYPCl,] **, os picos
em 848; 820 e 790 sao referentes a substituicdo de um, dois e trés grupos etila por ions H*
respectivamente. Os picos em 731; 703; 675 e 647 sao referentes as espécies de porfirina
tetra-, tri-, di- e mono etiladas, respectivamente, sem a presenca do contra-ion cloreto e ha
sobreposicéo de picos entre fragmentos com massa semelhante, envolvendo espécies com e

sem os atomos de hidrogénio N-pirrélicos, conforme mostra a Figura 15 (pag. 31).
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Figura 14 - Espectro de massas da H.T3EPYPCls obtido por meio da técnica de MALDI-TOF MS.
Matriz de &cido alfa-ciano-4-hidroxicinAmico, preparada em MeCN/TFA (1%).
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Figura 15 - Fragmentos da H.T3EPyPCls com massas semelhantes e suas respectivas simulacdes
feitas no software ChemCalc (disponivel em http://www.chemcalc.org/).

A analise termogravimétrica da H.T3EPyYPCIls-15H,0 (Figura 16, pag. 32) mostrou 3
processos de perda de massa. O primeiro deles se trata da desidratagéo, sendo visto de 35,81
até 166,63 °C uma perda de 19,274% de massa, que equivale a doze moléculas de agua,
sendo 18,848% a perda tedrica desse processo. Ja é relatado que para as porfirinas
alquilpiridil € comum encontrar de dez a vinte moléculas de 4gua em sua composicéo.8889.90.91
O segundo processo tem uma perda de massa de 25,809% na faixa de 167,88 até 356,81 °C,
referente a desalquilacdo (saida de etilas e cloretos) e de duas moléculas de agua, sendo

25,624% a perda tedrica desse processo. O Ultimo processo que esta na faixa de 356,19 até
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594,22 °C é referente a decomposi¢cao do macrociclo porfirinico, resultando em 53,861% de

perda de massa experimental e 53,941% tedrico.
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——TGA
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Figura 16 - Andlise de decomposicao termogravimétrica da H2.TEPyPCls em cadinho de alumina, sob

atmosfera de ar sintético e razdo de aquecimento de 10 °C por minuto.

4.1.2 Metaloporfirina [Zn(T3EPyP)]Cl4

A metaloporfirina inédita [Zn(T3EPyP)]Cl, foi obtida a partir da metalacdo da
H,T3EPYPCIls com cloreto de zinco em meio aquoso (Figura 17), de acordo com adaptacdes
do método descrito por Alenezi e colaboradores (2017)%. Durante a reacdo de metalacéo, a

elevagdo do pH para 11,25 foi necessaria para facilitar a desprotonacéo da porfirina base livre.

1-2ZnCly, H,0, OH"
T e e .

2 - NH,4PFg, H,O

3 - TBAC, acetona

4Cl

Figura 17 - Esquema da reacédo de obtencéo da metaloporfirina [Zn(T3EPyYP)]Cls. TBAC: cloreto de
tetrabutilamonio.
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O término da reacdo de metalacédo foi verificado por meio da espectroscopia de
absorcéo na regido do UV-Vis, em que a Figura 18 refere-se ao espectro da metaloporfirina
apos a metatese de contra-ion. No espectro observa-se um deslocamento batocrédmico da
banda Soret (429 nm) e das bandas Q (558 e 598 nm), sendo que esse comportamento é
descrito para outras metaloporfirinas de zinco na literatura.®2°2 Além disso, a banda Q menos

energética sofreu uma diminuicao significativa de intensidade.

—— H,TE3PYPCI,
1,0 1
’ 41T -— n n —= 429 — [Zn(TE3PyP)ICI,
0,8
<
o
= 0.6 514 568
e
2 581
o 0.4 /
< 598
0,24
O!O ' T T T : T T T
300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 18 - Espectro de absorgao na regido do UV-Vis para a H2T3EPyPCls (3,87 x 10 mol L) e
[Zn(T3EPYP)]Cls (3,48 x 106 mol L1) em agua.

A caracterizacdo por RMN *H da [Zn(T3EPyP)]Cls (Figura 19, pag. 34), mostrou que
0s sinais vistos para a H,T3EPyPCl, (Figura 13, pag. 30) se mantiveram, porém, tendo um
menor deslocamento quimico nos atomos de hidrogénio piridinicos. Sugere-se que esse
menor deslocamento quimico seja pela inser¢do do centro metalico no macrociclo, pois o
zinco fornece densidade eletrénica para a molécula, tornando os atomos de hidrogénio mais
blindados, sendo que esse fenbmeno pode ser observado para outras metaloporfirinas de
zinco.%1%394%5 O (nico sinal que se desdobrou de maneira diferente no espectro da
[Zn(T3EPyYP)]Cl4, foi 0 dos atomos de hidrogénio B-pirrélicos em & = 9,03 ppm, sendo que no
espectro da H,T3EPyPCl, aparece em & = 9,00 e 9,19 ppm. Para justificar essa diferenca,
sugere-se que exista uma carga negativa em ressonéncia no macrociclo, devido a remocéao
de um dos atomos de hidrogénio N-pirrélicos pelo solvente, de forma a afetar o
desdobramento do sinal referente aos atomos de hidrogénio B-pirrélicos da H,T3EPYPCls. O

sinal referente a &gua em D,O em & = 4,75 ppm esta de acordo com a literatura.?
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Figura 19 - Espectro de RMN *H da [Zn(T3EPyP)]Cls obtido em D20 a 25 °C. © 9,82 (s, 4 H, Hz-piridil),
0 9,35 (s, 8 H, Ha-piridil e He-piridil), © 9,03 (s, 8 H, B-pirrdlico), d 8,51 (s, 4 H, Hs-piridil), & 4,97 (s, 8
H, CH: etil), 5 1,88 (s, 12 H, CHs etil).

A Figura 20 (pag. 35) mostra o espectro de massas da [Zn(T3EPyP)]Cls (M) utilizando
a técnica MALDI-TOF MS no modo positivo. O pico em 938 é referente a espécie [M]** e em
940 é a [M + 2H]**. Os picos em 910 e 882 séo referentes a espécies com substituicdo de um
e dois grupos etil por ions H*, respectivamente, além disso, também existem fragmentos com
massas semelhantes, igual demonstrado para o pico 938 e 940. Os picos em 795; 765; 737,
e 709 séo referentes aos compostos tetra-, tri-, di- € mono etilados, respectivamente, sem a
presenca dos contra-ion cloreto e também ha fragmentos com massa semelhante conforme
relatado para a H.TEPyPCI, (Figura 15, pag. 31).

A analise termogravimétrica da [Zn(T3EPyP)]Cls-18H,0 (Figura 21, pag. 35) mostrou
um comportamento parecido com o da H>.TEPyYPCls, porém com o surgimento de mais um
processo. No primeiro processo ocorreu uma perda de 14,767% de massa, que equivale a 10
moléculas de agua, sendo 14,248% a perda tedrica desse processo. O segundo processo
teve uma perda de massa de 28,387%, que equivale a desalquilacdo mais 6 moléculas de
agua, sendo 28,939% a perda tedrica desse processo. A porcentagem 33,620% vista no
terceiro processo, representa a perda parcial do macrociclo e no ultimo processo ocorre a
perda restante do macrociclo. Esses fenébmenos foram bem semelhantes ao que j& € relatado

na literatura para a metaloporfirina de manganés 2-etilpiridil.®
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Figura 20 - Espectro de massas da [Zn(T3EPyP)]Cls obtido por meio da técnica MALDI-TOF MS.
Matriz de &cido alfa-ciano-4-hidroxicinAmico, preparada em MeCN/TFA (1%).
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Figura 21 - Analise de decomposi¢éo termogravimétrica da [Zn(T3EPyP)]Cls em cadinho de alumina,

sob atmosfera de ar sintético e razéo de aquecimento de 10 °© C por minuto.

41.3 Dinitrila

A dinitrila foi sintetizada pela primeira vez por Niyomura e colaboradores (2008)%,
sendo obtida com baixo rendimento, pois era um subproduto da reacédo. A formacédo dessa

molécula, neste presente trabalho, ocorreu a partir da reacdo da 3-piridilacetonitrila, iodo e
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metoxido de sédio utilizando éter etilico como solvente, a partir de adaptacdes do método

descrito por Donzello e colaboradores (2014)" e Yeh colaboradores 2004 (Figura 22)%.

N
| ~
_N
-
~ > 1- 1, (CH,CH3),0 =
) | AN 2, (CH,CHg), . N ‘
e 2-CH,ONa
AN
| S
=
N
Composto E Composto Z
Majoritario Minoritario

Figura 22 - Esquema da reacgéo de obtencéo da dinitrila.

Jé é relatado na literatura que a adicdo de um excesso de 50% de metoxido de sédio
(3 mol de metdxido de sodio para 2 mol de dinitrila), leva a um produto de ciclizagdo
intramolecular, que é um intermediario da maleimida (Figura 48, pag. 79, Apéndice C),%’
assim, optou-se por adicionar um excesso de 10% e fazer uma adi¢éo lenta (gota a gota).
Nesse método, verificou-se experimentalmente, que o rendimento e a massa de produto
sélido sdo maiores, sendo desnecessario realizar uma extracdo com o sobrenadante da
reacdo. O solido é lavado com agua gelada para remover o iodeto de sédio formado na
reacao.

Para verificar a pureza do reagente de partida, a 3-piridilacetonitrila, e comprovar a
obtencdo da dinitrila por comparacéo de sinais de atomos de hidrogénio, foi feito o RMN *H
(Figura 23, pag. 37), em que os sinais obtidos se assemelham ao que ja é relatado na
literatura.”® Nesse espectro, visualmente temos um multipleto em maior deslocamento
guimico, que na verdade se trata de um singleto em & = 7,50 ppm, referente ao H.-piridil e um
dupleto em & = 7,48 ppm, referente ao Hs-piridil. O sinal em & = 3,03 ppm indica a presenca
do CHa, pois devido a hibridacéo sp® do atomo de carbono, os atomos de hidrogénio ligados
a ele tém menor deslocamento quimico. O sinal em & = 2,50 ppm referente ao DMSO no
DMSO-ds também foi identificado.®*

A Figura 24 (pag. 37) apresenta o espectro de RMN H da dinitrila, sendo que os
valores dos deslocamentos quimicos referentes aos atomos de hidrogénio da molécula, sao
préximos ao que ja foi relatado na literatura.®® Existem quatro sinais de menor intensidade que
se assemelham aos quatro sinais de maior intensidade, que indicam a existéncia de uma
mistura de isbmeros, a fumaronitrila (composto E) e a maleonitrila (composto Z). Sabe-se que
o produto em excesso € a fumaronitrila, pois os seus atomos de hidrogénio sdo mais
desblindados que os atomos de hidrogénio da maleonitrila.®”*® O sinal em & = 3,32 ppm

referente a 4gua e em & = 2,50 ppm referente ao DMSO foram identificados no DMSO-de.8*
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Ao se comparar o espectro da dinitrila com o da 3-piridilacetonitrila, nota-se que ha um maior

deslocamento quimico dos sinais, pois a dinitrila tem uma conjugacao ™ maior, tornando 0s

atomos de hidrogénio mais desblindados.
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Figura 23 - Espectro de RMN 1H da 3-piridilacetonitrila em (CD3).SO a 25 °C. § 7,50-7,47 (m, 2 H, Hz-
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Figura 24 - Espectro de RMN !H da dinitrila em (CD3)2SO a 25 °C. 6 9,05 (s, 2 H, Hz-piridil), & 8,82 (s,
2 H, He-piridil), 8 8,28 (d, 2 H, J: 7,0 Hz, Hs-piridil), & 7,70 (s, 2 H, Hs-piridil).
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4.1.4  Porfirazina Hz(3Py)sPz

A porfirazina Hz(3Py)sPz inédita foi obtida em duas etapas (Figura 25). Na primeira
etapa o magnésio metélico foi deixado em refluxo com o butanol para formar o butéxido de
magnésio, e na sequéncia foi adicionada a dinitrila, formando a [Mg(3Py)sPz)]. A ideia inicial
era isolar essa metaloporfirazina, mas devido a dificuldade na solubilizacdo do composto,
optou-se por realizar a segunda etapa por adaptacdo da metodologia descrita por Izquierdo e
colaboradores (2015).1%° Dessa forma, apés a primeira reacéo finalizar, o solvente da reacéo
foi eliminado por fluxo de argénio e foi adicionada uma pequena quantidade de agua e TFA

para que ocorresse a desmetalacao, formando assim, a porfirazina base livre (H2(3Py)sPz).

1 - Mg, butanol
2-TFA, H,O

Figura 25 - Esquema da reagéo de obtencéo da porfirazina Hz(3Py)sPz. TFA: &cido trifluoroacético.

Na sequéncia, foi realizada a extracdo com &gua destilada e cloroférmio, em que a
H2(3Py)sPz ficou dissolvida na fase aquosa devido a protonacdo dos grupos piridil e atomos
de nitrogénio pirrélicos em meio acido, e uma parte dos subprodutos permaneceu na fase
organica, sendo descartada. A extracdo com &gua destilada e cloroformio foi repetida,
acrescentando-se uma solugdo saturada de bicarbonato de soédio para desprotonar a
H2(3Py)sPz. Apés a neutralizacao total, a Hx(3Py)sPz precipitou, sendo a mistura filtrada a
vacuo. O sélido obtido foi lavado com cloroférmio e agua destilada. Foi verificado por CCD,
que ainda existiam impurezas no produto obtido, dessa forma, foi feita uma purificagcdo por
cromatografia em coluna.

O rendimento dessa reacao € consideravelmente baixo, pois o isémero E da dinitrila
nao forma o macrociclo, e a isomerizacao para a conformacédo Z durante a sintese ocorre
apenas parcialmente. Existem algumas estratégias que podem ser adotadas para a conversao
de isbmeros E/Z, como por exemplo, a exposi¢cdo do composto a luz ultravioleta e a elevacao
da temperatura.®® Ambas foram testadas, mas ndo se obteve uma alta taxa de conversdo em

nenhuma delas.
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A caracterizacdo por espectroscopia de absorcao na regido do UV-Vis (Figura 26),
mostrou que a Hz(3Py)sPz tem uma banda B (366 nm) e duas bandas Q (592 e 660 nm),

sendo muito semelhante ao que ja é relatado na literatura para a Hz(2Py)sPz.”®

1,0 1
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Figura 26 - Espectro de absor¢éo na regido do UV-Vis para a H2(3Py)sPz em 4:1 CHCIz:MeOH.

O espectro de RMN *H (Figura 27, pag. 40) da Hz(3Py)sPz foi feito em uma mistura de
solventes, 8:2 de CDCl;:MeOD, devido a baixa solubilidade nos solventes puros. Os sinais
referentes aos atomos de hidrogénio da molécula seguem a mesma ordem do espectro de
RMN *H da dinitrila (Figura 24, pag. 37), apenas tendo maior deslocamento quimico, devido
ao aumento da conjugacgao 1, que desblindou mais os atomos de hidrogénio. O sinal referente
a cloroférmio em CDCl; foi verificado em & = 7,27 ppm, ja o sinal de metanol e agua em CDCl;
ndo seguem os valores descritos na literatura,® pois como ha MeOD, o deslocamento foi
afetado. O sinal caracteristico de porfirazinas referente aos atomos de hidrogénio pirrélicos
em deslocamento quimico negativo,’® néo foi verificado, devido ao mesmo efeito ja relatado
para a H,TE3PyPCl, (topico 4.1.1, pag. 28).
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Figura 27- Espectro de RMN H da H2(3Py)sPz em 4:1 CDCl3:MeOD a 25 °C. & 9,43 (s, 8 H, Hz-piridil),
08,82 (d, 8 H, J: 4,8 Hz, He-piridil), 8,71 (d, 8 H, J: 7,7 Hz, Has-piridil), 6 7,83-7,80 (m, 8 H, Hs-piridil).

A Figura 28 mostra o espectro de massas utilizando a técnica MALDI-TOF MS, no
modo negativo e sem matriz, para a Hx(3Py)sPz (M), sendo que o pico em 930,3184 pode ser
atribuido a espécie [M]*. A simulacéo feita no software ChemCalc reforca que estrutura
proposta € condizente. Além disso, acredita-se que uma sobreposicdo de sinais, devido a

presenca da espécie [M - H] -, que tem um pico em 929 (forte), 930 (médio), 931 (fraco).
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Figura 28 - Espectro de massas da H2(3Py)sPz obtido por meio da técnica MALDI-TOF MS, sem o

uso matriz.
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4.1.5 Porfirazina H2(3EPY)sPzCls

A obtencéo da porfirazina H2(3EPY)sPzCls inédita ocorreu por adaptacbes do método
descrito por Alenezi e colaboradores (2017)%. Durante o processo de sintese, a Hz(3Py)sPz
foi deixada em refluxo com p-TSE e DMF por quatro horas (Figura 29). Na sequéncia, foi
borbulhado argbnio na solucdo para eliminar o excesso de DMF. Vale ressaltar que a
H2(3EPY)sPz8* s é obtida com alto rendimento se a etapa de borbulhamento de argonio for

efetuada, caso o contrario, os produtos com menos alquilacdes sdo majoritarios.

1 - p-TSE, H,0 aor
2 - NH4PFg, H,O

3 - TBAC, acetona

Figura 29 - Esquema da reacéo de obtencéo da porfirazina Hz2(3EPy)sPzCls. p-TSE: p-

toluenossulfonato de etila; TBAC: cloreto de tetrabutilamonio.

O espectro de absorcdo na regido do UV-Vis da Hz(3EPy)sPzCls em agua, quando
comparado ao espectro da Hz(3Py)sPz em CHCIl;:MeOH (Figura 30, pag. 42), mostrou que o
composto apoés a alquilagdo passa a ter apenas uma banda Q (649 nm) com um ombro (626
nm), ocorrendo um deslocamento hipsocrémico. A banda B (371nm) sofre um deslocamento
batocrdmico. Porfirazinas normalmente tem duas bandas Q, mas no caso da Hx(3EPY)sPzCls,
pode estar ocorrendo o mesmo fendmeno descrito para a H.T3EPYPCl, (topico 4.1.1, pag.
28).
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Figura 30 - Espectro de absor¢éo na regido do UV-Vis para Hz2(3Py)sPz em 4:1 CHCls:MeOH e
H2(3EPy)sPzCls (1,47 x 10-°> mol L) em agua.

A caracterizacdo por RMN H (Figura 31, pag. 43), mostrou que os sinais referentes
aos atomos de hidrogénio do anel piridinico sofreram um maior deslocamento quimico, devido
a presenca da carga positiva no &tomo de nitrogénio. O sinal do CH, da etila em & = 4,72 ficou
parcialmente suprimido pelo sinal da &gua em D20 (5 = 4,75),8 ndo sendo possivel determinar
0 humero exato de atomos de hidrogénio. Dessa forma, o sinal do CHs da etila em & = 1,55
ppm indicou que ocorreu a alquilacdo total do composto, pois resultou em 24 atomos de
hidrogénio. Seguindo 0 mesmo principio relatado para o espectro da Hz(3Py)sPz (Figura 27,

pag. 40), o sinal referente aos atomos de hidrogénio pirrélicos nao foi verificado.
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Figura 31 - Espectro de RMN 1H da H2(3EPy)sPzCls em D20 a 25 °C. 8 9,67 (s, 8 H, Hz-piridil), 3 9,40
(d, 8 H, J: 7,8 Hz, He-piridil), 8 9,24 (d, 8 H, J: 5,9 Hz, Hs-piridil), 8 8,45 (m, 8 H, Hs-piridil), 8 4,72 (CH2
etil), 8 1,55 (t, 24 H, J: 7,1 Hz, CHs etil).

4.1.6 Metaloporfirazina [Zn(3EPy)sPz]Cls

A metaloporfirazina [Zn(3EPy)sPz]Clginédita, foi obtida a partir da metodologia descrita
para a metaloporfirina [Zn(T3EPyP)]Cls (indice 4.1.2)%. A Hx(3EPyY)sPzClg reagiu com cloreto
de zinco em meio aquoso (Figura 32), sendo o término da reacdo acompanhado por
espectroscopia de absor¢éo na regido do UV-Vis (Figura 33, pag. 44).

1-2nCl,, H,0
8cr 8cr

2 - NH4PFg, H,0O
3 -TBAC, acetona

Figura 32 - Esquema da reagdo de obtencdo da metaloporfirazina [Zn(3EPy)sPz]Cls. TBAC: cloreto de

tetrabutilamonio.

O espectro de absorcdo na regido do UV-Vis da [Zn(3EPy)8Pz]Cls comparado ao da

H2(3EPyY)sPzCls (Figura 33, pag. 44) mostra que ocorre um leve deslocamento batocrédmico
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da banda B (373 nm), e hd um deslocamento hipsocrdmico da banda Q (632 nm) com o
surgimento de um ombro em 580 nm. A porfirazina base livre tem simetria D2, € tende a ter
duas bandas Q intensas, e a metaloporfirazina tem simetria Dan, resultando em apenas uma
banda Q intensa.®? Essas caracteristicas espectrais se assemelham a demais trabalhos de

metaloporfirazinas de zinco ja relatados na literatura.’s77:101

1,2

—— H,(3EPy),PzCI,
[Zn({3EPy),Pz)ICI,

1,0 S

0,8 1

0,6 1

0,4
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0,0 T T T T v T ' I
300 400 500 600 700 800
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Figura 33 - Espectro de absorcéo na regidao do UV-Vis para Hz2(3EPy)sPzCls (1,47 x 10° mol L) e
[Zn(3EPy)sPz]Cls (9,73 x 105 mol L) em agua.

A caracterizacdo por RMN !H (Figura 34, pag. 45) mostrou que a Unica diferenca
espectral da metaloporfirazina para a H2(3EPy)sPzCls (Figura 31, pag. 43) é o
desaparecimento total do sinal referente ao CH da etila, que est4 sendo suprimido pelo sinal
da 4gua em D20 (& = 4,75).%4
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Figura 34 - Espectro de RMN 'H da [Zn(3EPy)sPz]Cls em D20 a 25 °C. 5 9,69 (s, 8 H, H-piridil), &
9,40 (d, 8 H, J: 7,8 Hz, He-piridil), 8 9,24 (d, 8 H, J: 5,7 Hz, Ha-piridil), d 8,44 (t, 8 H, J: 6,9 Hz, Hs-
piridil), & 1,55 (t, 24 H, J: 7,1 Hz, CHs etil).

Apos verificar que todos os compostos de interesse sintetizados foram caracterizados

e estavam puros, pode-se iniciar a etapa de estudos fotofisicos que sera relatada a seguir.

4.2 ESTUDOS FOTOFISICOS

4.2.1 Rendimento quantico de fluorescéncia (®r) em agua

Os experimentos para determinagdo do ®r dos compostos em agua foram baseados
na metodologia de Williams e colaboradores (1983)'°> e Dhami e colaboradores (1995)°2,
utilizando o violeta cresil como referéncia. Na Equacao 1, CA refere-se ao coeficiente angular
da interpolacéo linear do grafico de absorbancia versus area do espectro de emissédo e n é o

indice de refracdo do solvente.

CA nZ .
Op composto — Dg referencia X ( Composw) X ( Composm) (Equacao 1)

2
CAreferencia Nreferéncia

A Tabela 2 (pag. 45 e 46) mostra os valores obtidos de ®r e CA para cada composto.

Tabela 2 - Valores de CA e ®F para os compostos em agua.
Composto CA 12rep CA 22rep CA 3rep O3
H,TE3PyPCl4 34824,5 35067,6 34918,9 0,0204 + 0,0002
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Continuacgdo da Tabela 2.

[Zn(T3EPYP)]Cl. 26250,9 24964,2 22657,1 0,0144 % 0,0009
H2(3EPy)sPzCls 8800,7 7398,2 9280,6 0,0048 + 0,0005
[Zn(3EPY)sPz]Cls  93117.,6 112322,1 113519,6 0,061 + 0,005
Violeta cresil 2691398,8 2687351,7 2678739,9 0,401%
b679092,8 b696474,2 b727353,4

a — Referéncia das porfirinas; ? — Referéncia das porfirazinas; rep = replicata.

Verificou-se que a porfirina base livre tem maior valor de ®r que a metaloporfirina,
sendo que isto ja foi relatado na literatura para porfirinas alquilpiridil,>® e para porfirinas apés
a insercdo do zinco.'®* Além disso, a propria H,TE3PyPCl, tem um menor ® quando
comparado com a H,T3PyP (®r = 0,066 em CHCl,).>® A porfirazina tem menor ®r que a
metaloporfirazina, mostrando que a insercdo do zinco ndo segue uma mesma tendéncia para
porfirinas e porfirazinas de mesmo substituinte.

A maioria dos resultados de ®r para porfirazinas sao vistos para metaloporfirazinas de
magnésio (MgPz), metaloporfirazinas de zinco (ZnPz) e porfirazinas base livre (H2Pz), sendo
que um levantamento feito por Pereira e Tasso (2021) demonstrou que ZnPzs tendem a ter
um @r similar as H,Pzs, e as MgPzs normalmente apresentam valores maiores de .5
Ghazal e colaboradores (2017) mostraram que uma H»Pz neutra em DMF apresenta ®f =
0,142, as suas respectivas ZnPz e MgPz apresentam @& = 0,162 e ®r = 0,349,
respectivamente. Em agua, esses compostos apresentam @ = 0,01 para a MgPz e H.Pz, e
®r = 0,055 para a ZnPz. ApoOs a alquilacdo desses compostos, em DMF ocorreu uma
diminuicao significativa do ®r, sendo de 0,07 para a MgPz e H,Pz, e 0,033 para a ZnPz. Em
agua, ocorreu um aumento do ®r quando comparado ao composto neutro, sendo ®r = 0,216
para MgPz, ®r = 0,124 para ZnPz e ®r = 0,028 para H,Pz.1% Isso indica que porfirazinas
catidnicas tendem a ter baixos valores de ®r e que ndo existe uma tendéncia apés a inser¢éo

do zinco para as porfirazinas.

4.2.2 Validacdo da metodologia de rendimento quantico de 'O, (®Pa)

Inicialmente, utilizou-se um sistema de irradiagéo de LED para a determinacéo do ®,,
porém, os resultados obtidos ndo foram satisfatérios e ndo sera dado énfase nesse tépico
para esses experimentos realizados. A metodologia desenvolvida e seus respectivos
resultados estdo descritos no Apéndice D (pag. 80).

Quando o composto de interesse é irradiado por uma fonte de luz, os seus elétrons
podem ser excitados e os fendbmenos que estdo descritos no Diagrama de Jablonski podem

ocorrer (Figura 2, pag. 4). No qual, a geracdo de oxigénio singleto é uma etapa importante
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guando se pensa na TFD.>2124 pgra quantificar essa espécie é possivel utilizar um método
indireto no espectrofotbmetro de absorcdo na regido do UV-Vis, por meio da cinética de
decaimento da absorbancia de uma sonda de 10,.303132333435 A gonda mais conhecida e
utilizada para experimentos em solventes organicos é o 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF),
gue quando estd na presenca de 'O, reage prontamente e gera como produto o 1,2-
dibenzoilbenzeno (DBB) (Figura 35),% se tratando de uma substancia que nido absorve na
regido do UV-Vis e, portanto, ndo interfere no decaimento da banda do DPBF. Como alguns
dos experimentos que serdo mostrados adiante foram feitos em metanol ou acetonitrila, optou-
se por utilizar o DPBF como sonda de O, devido ao seu baixo custo de aquisicdo e ampla

utilizagéo na literatura. %6107

s O
o) + 107 ——

S 0

DPBF DBB

Figura 35 - Reacdo do 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) com *O2 formando o 1,2-dibenzoilbenzeno
(DBB).

Experimentos utilizando um laser na determinacao do ®, sdo mais explorados na
literatura quando comparado aos com LED.?535108109.110 |55 ocorre, pois diferente do LED
gue emite luz em uma faixa larga de comprimentos de onda, o laser é uma fonte de luz
monocromatica, ocasionando menores erros experimentais. Para a realizacao dos célculos, é
possivel utilizar apenas um valor de absorbancia, sendo desnecessério realizar o experimento
com quatro absorbancias diferentes, conforme relatado para o método utilizando LED
(Apéndice D, pag. 80).

Para validar a metodologia, decidiu-se realizar o experimento com duas substancias
que possuem valores de @, tabelados na literatura. Para isso, o ®, do rosa bengala foi
determinado usando-se o azul de metileno como referéncia e metanol como solvente. Os

resultados obtidos foram comparados com o0 que j4 € relatado na literatura e serdo

demonstrados adiante.
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De modo geral, o experimento consistiu em irradiar com o laser verde (532 nm) a
solucdo na cubeta com intervalos de tempo pré-determinados, até o decaimento de
aproximadamente 30% da absorbéncia do DPBF em 410 nm, conforme é mostrado na Figura
36.
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Figura 36 - Espectro de absorcéo na regido do UV-Vis para o decaimento do DPBF sob irradiacéo do
laser verde. A: rosa bengala e B: azul de metileno.

O célculo para a determinagdo do ®, baseou-se na Equacéo 2, descrita por Thomas
e colaboradores (2012)%* e Adarsh e colaboradores (2011)%4, sendo F o fator de correcédo da
absorbancia, em que F = 1 — 10%8° (ABS = absorbancia no comprimento de onda de
irradiacdo) e k! o coeficiente angular da interpolacéo linear do grafico de absorbancia versus
tempo de irradiacao (Figura 52, pag. 83, Apéndice E).

-1
_ composto Freferéncia =
Dy composto — ®p referencia X (k'l ) X ( > (Equacao 2)

referéncia Fcomposto

Os resultados obtidos para as triplicatas realizadas estdo na Tabela 3 (pag. 48), sendo
obtido um valor de ®, para o rosa bengala de 0,74 + 0,05, mostrando que a metodologia é

eficaz, pois o valor de ®, do rosa bengala em metanol relatado na literatura é de 0,76.%7

Tabela 3 - Dados de k e @, referente aos experimentos de validagdo da metodologia

Composto k! 12replicata k! 22replicata k* 32 replicata O)
Azul de metileno 1,17 x 103 1,32 x 103 1,42 x 103 0,50106.107
Rosa bengala 1,94 x 103 1,93 x 103 1,92 x 103 0,74 + 0,05
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42.3 ®ados compostos em agua

O acido 9,10-antracenodiil-bismetilenodimalénico (ABDA) é uma sonda de O, para se
utilizar em meio aquoso, desde que esteja solubilizado inicialmente em DMSO. Além disso,
ele é seletivo apenas para o 'O, néo interagindo com demais radicais de oxigénio, tornando
o resultado obtido de ®» mais confiavel.*>'! Quando o ABDA interage com o O, forma-se
um endoperoxido (Figura 37) que nao absorve na regido UV-Vis. Os picos mais intensos da
banda do ABDA ficam em 378 e 399 nm, sendo que ambos podem ser escolhidos para a

plotagem dos graficos de absorbéancia versus tempo de irradiacao.

ABDA

Endoperéxido

Figura 37 - Reacdo entre o acido 9,10-antracenodiil-bismetilenodimalénico (ABDA) e 102 formando

um endoperoéxido.

Sabe-se que o ABDA é um composto que contém quatro grupos acido carboxilico
(Figura 37), assim, quando dissolvido em &gua, torna a solucdo acida. Dessa forma, foi
necessario verificar a eventual protonacao e/ou desmetalacdo dos fotossensibilizadores no
meio contendo essa sonda.

E relatado na literatura, que a protonacéo de porfirinas resulta em um deslocamento
batocrémico da banda Soret e comportamentos diversos das bandas Q, dependendo do acido
que for utilizado.*2113114 Comparando o espectro da H.TE3PyPCl, em 4gua com o espectro
em solucdo aquosa de ABDA (Figura 38, pag. 50), verifica-se que ocorreu um deslocamento
batocrémico de todas as suas bandas, 417 nm — 429 nm; 514 nm — 520 nm; 581 nm — 594
nm. Ao analisar o espectro da H,TE3PyPCls em solucdo aquosa de HCI 1 mol L (Figura 38,
pag. 50), temos um deslocamento batocrémico ainda maior da banda Soret (436 nm) e uma
mudanca na intensidade e deslocamento das bandas Q (586 e 635 nm). Uma sugestdo do

fendmeno visto no experimento de ®, em agua, é que estejam ocorrendo interacdes entre a
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H.TE3PyPCl, e o ABDA, pois 0 espectro do composto em agua e em agua na presenca de

ABDA sao semelhantes, descartando

assim, uma possivel protona¢do do composto.

—— Agua
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Figura 38 - Espectros de absorcao na regido do UV-Vis da H2T3EPyPCls em agua, ABDA e HCI 1 mol

Lt

Analisando os espectros da [Zn(T3EPyP)]Cl. somente em dgua com ou sem solucao

aguosa de ABDA (Figura 39, pag. 51), verifica-se que também ocorreu um deslocamento

batocrémico, 429 nm — 437 nm e 558 nm — 563 nm. J& no espectro em solugdo aquosa de

HCI 1 mol L (Figura 39, pag. 51), ocorreu a desmetalacéo e protonacdo da porfirina, pois o

espectro esta idéntico ao da H, TE3PyPCls nesse solvente (Figura 38). Dessa forma, pode-se

afirmar que ndo houve desmetalacdo no experimento de d®, em agua, pois 0 espectro da

[Zn(T3EPyYP)]Cl. mantém seu perfil espectral na presenga de ABDA. Acredita-se que ocorre

alguma interacdo entre a metaloporfirina e 0 ABDA, que resulta no deslocamento batocromico

das bandas espectrais.
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Figura 39 - Espectros de absorcao na regido do UV-Vis da [Zn(T3EPyP)]Cls em &gua, ABDA e HCI 1
mol L1,

As porfirinas obtidas apresentam alta absorbancia na regido do azul, baixa
absorbancia na regido do verde e é praticamente nula na regido do vermelho. Como as sondas
de 'O, também tem alta absorbancia na regido do azul, é inviavel irradiar nessa regido, pois
haveria competicdo pela absorcéo da irradiacdo eletromagnética, e também producéo de 'O,
por ambas as substancias (sonda e composto de interesse). Dessa forma, utilizou-se um laser
verde de emissdo em 532 nm para todos os experimentos de @, que envolveram porfirinas.
Além disso, utilizou-se o rosa bengala como referéncia, por ter uma banda intensa em
aproximadamente 550 nm,!*® regido de emissao do laser verde (532nm).

A Figura 40 (pag. 52) refere-se a uma das replicatas do experimento de ®, da
H,TE3PyPCls (A) e da [Zn(T3EPyP)]Cls (B) em &gua. Nota-se que houve os deslocamentos
espectrais descritos anteriormente (Figura 38, pag. 50; Figura 39) e ndo houve
fotodegradacao dos compostos em 532 nm, indicando que sao fotoestaveis nesse sistema de
reacdo. No entanto, o rosa de bengala apresentou uma degradacéo de 31,1% nas mesmas
condicBes experimentais, Figura 53 (pag. 84, Apéndice F), sendo uma caracteristica ja

relatada para esse composto.!®
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Figura 40 - Espectro de absorcéo na regido do UV-Vis de decaimento do ABDA com A: H2T3EPYPCls;

B: [Zn(T3EPyP)]Cls em agua, sob irradiacao do laser verde (seta verde).

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos de k* e ®, para os compostos em agua.
A Hz(3EPyY)sPzCls e [Zn(3EPY)sPz]Cls produzem uma quantidade minima de 'O, em agua, pois
em seus experimentos houve 5% de decaimento da banda do ABDA. J& é relatado na
literatura algumas porfirazinas catidnicas que tem ®, préoximo a zero,*®!'’ portanto, esse

fendmeno ndo é algo incomum para essa classe de compostos.

Tabela 4 - Dados de k! e @, referente a H,TE3PyPCls, [Zn(T3EPYP)]Cls e rosa bengala em

agua.
Composto k! 12replicata k! 22replicata k* 32 replicata O

H.TE3PYPCl, 1,64 x 104 2,14 x 10 2,34 x 104 0,162 = 0,003
[Zn(T3EPYP)ICls 2,90 x 10 3,6 x 104 2,87 x 10" 0,41 + 0,04

Rosa bengala 27,30 x 10* 21,03 x 10°® 21,17 x 10°® 0,757

b5,67 x 10 b7,67 x 10 5,17 x 10

H2(3EPy)8PZC|g --- == --- <0,01
[Zn(3EPY)sPz]Cls <0,01

2 - Valores para experimento da H2TE3PyPCls; b - Valores para experimento da [Zn(T3EPyP)]Cl4

Analisando os valores obtidos na Tabela 4, temos que a [Zn(T3EPyP)]Cls produz 2,5
vezes mais O, que a H,TE3PyPCl.. Esse aumento significativo era esperado, visto que na
literatura € relatado que a insercdo do zinco na porfirina geralmente resulta em um aumento
do $,.%81° O ®r da [Zn(T3EPYP)]Cls é um pouco menor que da H,TE3PyPCls (consultar
Tabela 2, pag. 45), sendo que isto pode ser um indicativo que na [Zn(T3EPyP)]Cls ha uma



71

probabilidade maior dos elétrons excitados estarem realizando um cruzamento intersistema,
quando comparado a H,TE3PyPCl,. Existem trabalhos na literatura que descrevem uma
diminuicéo do ®r resultando em um aumento do rendimento quantico do estado tripleto (Pr)**8
e q)A 25,76.

Alguns trabalhos envolvendo estudos fotofisicos de porfirinas catibnicas néao
apresentam os valores de ®, em Agua, apenas em solventes organicos.’*4!1° Para as
porfirinas com o substituinte 3-metilpiridil, é relatado que o ®» em 4gua € de 0,68 para a 4-
metilpiridil, 0,74 para a 2-metilpiridil, 0,77 para a 3-metilpiridil e 0,88 para a metaloporfirina de
zinco 4-metilpiridil.®® Verifica-se entdo, que a substituicdo do metil pelo etil na alquilacdo,
resulta em uma diminuicao significativa do ®,, tanto para a porfirina base livre quanto para a
metaloporfirina.

Fazendo uma comparagdo com porfirinas aprovadas/testadas para aplicacédo
terapéutica, temos que em meio aquoso, o derivado de hematoporfirina (DHP) tem um @, de
0,36,'?° a hematoporfirina tem valores préximos a 0,50,?° a porfirina com o substituinte 4-
sulfonatofenil tem ®, de 0,51'2° e o Photofrin® em PBS apresenta valores de @, inferiores a
0,30,*?1122 Dessa forma, verifica-se que, enquanto o resultado obtido para a H,.TE3PyPCl, ndo
€ tdo satisfatério, o da [Zn(T3EPyP)]Cls estd bem semelhante ao relatado para essas
porfirinas.

Na literatura h& poucos relatos do ®, em Agua de porfirazinas cationicas.’”1?3
Machacek e colaboradores (2016) sintetizaram cinco porfirazinas catiénicas, porém devido ao
forte fenbmeno de agregagédo desses compostos em agua, obtiveram o ®, em agua para
apenas um composto, sendo o valor de 0,56.12% Sciscione e colaboradores (2017) sintetizaram
duas metaloporfirazinas com o substituinte 2-metilpiridil, ndo quantificando o valor de @,
apenas relatando que seus valores de ®, sdo maiores que de uma ftalocianina aniénica
utilizada como referéncia.”” Pereira e Tasso (2021) mostraram que em agua/metanol, DMF/
DMSO, metaloporfirazinas de zinco tendem a ter valores de ®, superiores a sua respectiva
base livre. As Pzs apresentam um ®, em agua/metanol abaixo de 0,05 e em DMF/DMSO na
média de 0,02. As ZnPzs em agua/metanol tém uma média de 0,05 e em DMF/DMSO uma
média de 0,5.% Portanto, como o ®x de porfirazinas tende a ser baixo em agua, pode-se dizer
que os resultados da H2(3EPY)sPzCls e [Zn(3EPY)sPz]Cls ndo sdo adequados para um FS em
relacdo ao mecanismo tipo Il, porém, estdo préximos ao esperado para essa classe de

Ccompostos.

4.2.4 ®ados compostos em acetonitrila

Para compreender melhor as propriedades fotofisicas dos compostos e compara-los,

visto que as porfirazinas ndo apresentaram ®x em agua, optou-se por realizar experimentos
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em um solvente organico. Como os compostos de interesse sofrem agregacdo em metanol e
etanol, optou-se por utilizar a acetonitrila, dessa forma, utilizou-se o DPBF como sonda de
10,, pelas suas caracteristicas ja discutidas.®

A Figura 41 mostra uma das replicatas do experimento de ®, da H,TE3PyPCl, (A) e
[Zn(T3EPYP)]Cls (B) em acetonitrila sob irradiacdo do laser verde (532 nm). Como a banda
Soret da H,TE3PyPCls em acetonitrila fica em 417 nm, foi necessario fazer uma medida de
branco da solucao da porfirina, porém, como a absorbancia em 532 nm é muito baixa, precisa-
se utilizar uma concentracdo maior, assim, a banda Soret fica muito intensa e a medida do
branco ndo consegue ficar uniforme, resultando nessa distor¢éo da banda do DPBF entre 417
e 424 nm. A banda Soret da [Zn(T3EPyP)|Cls em acetonitrila fica em 443 nm, sendo
necessario seguir o mesmo procedimento feito para a H,TE3PyPCl,, resultando na distorcao
da banda do DPBF entre 437 e 445 nm. O espectro do experimento do rosa bengala
(referéncia das porfirinas) esta na Figura 54A (pag. 84, Apéndice F).
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Figura 41- Espectro de absor¢éo na regido do UV-Vis de decaimento do DPBF com A: H>2T3EPyPClj;

B: [Zn(T3EPyP)]Cls em acetonitrila, sob irradiag&o do laser verde (seta verde).

Como as porfirazinas tem bandas mais intensas na regido do vermelho, optou-se pelo
laser de irradiagdo com comprimento de onda em 648 nm, usando o azul de metileno como
referéncia, devido a sua maior absorcao de luz nessa regido.

Uma das replicatas da H.(3EPyY)sPzCls € mostrada na Figura 42A (pag. 55), em que
foi feito o branco apés a adicao da porfirazina, e ao analisar a regido em que a banda mais
intensa da porfirazina se localiza (649 nm), sugere-se que possa estar ocorrendo 0 mesmo
fenbmeno observado para a [Zn(3EPy)sPz]Cls, que serd relatado adiante. Um dos
experimentos de ®, da [Zn(3EPY)sPz]Cls é demonstrado na Figura 42B (pag. 55), em que a
absorbéncia em 648 nm decaiu 27% durante o experimento. O experimento da referéncia

(azul de metileno) se encontra na Figura 54B (pag 84. Apéndice F).
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Figura 42 - Espectro de absorcéo na regido do UV-Vis de decaimento do DPBF com a A:
H2(3EPyY)sPzCls; B: [Zn(3EPY)sPz]Cls em acetonitrila, sob irradiacdo do laser vermelho (seta

vermelha).

O decaimento da banda da [Zn(3EPy)sPz]Cls durante o experimento ndo esta
associado com a agregacéo do composto ou interacdo do mesmo com o DPBF, uma vez que,
em experimentos sem irradiagéo na auséncia e na presenca de DPBF, n&o foram observadas
mudancgas na absorbancia da metaloporfirazina com o tempo (Figura 55, pag. 85, Apéndice
F). Outros dois procedimentos foram realizados com irradiagéo (Figura 43, pag. 56), um deles
foi utilizando apenas uma solugéo de [Zn(3EPy)sPz]Cls, que resultou em um decaimento de
4,7% em 648 nm. Isso mostra que a irradiacdo do laser na metaloporfirazina causa uma
possivel degradacgédo, sugere-se que isso esteja ocorrendo, devido a formacao de um &nion
radical que ja é relatado para outras porfirazinas em acetonitrila.?®> Porém, isso néo justifica
ainda o decaimento de 27% que foi visto no experimento de ®,. O outro procedimento
realizado, consistiu em repetir as mesmas condi¢cdes do experimento de ®,, verificou-se que
0 decaimento em 648 nm foi de 22,4%. Portanto, sugere-se que o decaimento da
metaloporfirazina esté relacionado com a irradiagdo e com os produtos da reacdo do DPBF
com oxigénio singleto, como por exemplo, o DBB.*® Analisando a Figura 56 (pag. 85, Apéndice
F), pode-se afirmar que a degradacéo que ocorre nas porfirazinas durante o experimento, ndo
afeta a cinética do decaimento do DPBF, pois os valores do coeficiente de determinacéo (R?)

sao acima de 0,99, dessa forma, os valores obtidos de ® sdo confiaveis.
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Figura 43 - Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis reproduzindo o experimento de ®a da

[Zn(3EPy)sPz]Cls em acetonitrila A: sem DPBF e com irradia¢édo; B: com DPBF e irradiac&o.

ApoOs a realizagdo dos experimentos com todos 0s compostos, o ®, foi calculado e os
valores obtidos estdo descritos na Tabela 5, juntos dos valores de k™.

Tabela 5 - Valores de k* e ®, para os compostos em acetonitrila.

Composto k! 12replicata k' 22replicata k! 32 replicata O
H,TE3PYPCl, 2,28 x 103 2,33 x 103 2,05 x 103 0,85+ 0,04
[Zn(T3EPYP)ICls 3,56 x 1073 3,48 x 1073 3,8x 1073 0,89+ 0,10
Rosa bengala 21,36 x 10 21,29 x 10 21,16 x 10 0,450
1,80 x 10 1,86 x 10 1,97 x 10
H2(3EPY)sPzClg 1,90 x 103 2,12 x 103 2,32 x 103 0,16 £ 0,01
[Zn(3EPY)sPzZ]Cls 3,48 x 1073 3,24 x 107 2,96 x 103 0,20 + 0,01
Azul de metileno €5,91 x 103 €6,99 x 103 ¢6,67 x 103 0,52106
48,74 x 10 48,97 x 10 48,94 x 10

a — Referéncia H2.TE3PyPCls; ® — Referéncia [Zn(T3EPyP)]Cls; ¢ — Referéncia H2(3EPy)sPzCls; 9 —

Referéncia [Zn(3EPy)sPz]Cls.

O experimento da [Zn(T3EPyP)]Cls apresentou o maior valor de desvio padrao, porém,

ao desconsiderar a segunda replicata, o resultado ficaria 0,95 £ 0,01, assim, seria interessante
repetir esse experimento, para tentar obter um resultado com baixo desvio padrdo em uma

triplicata.
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Conforme ja discutido para o experimento de ®, em &agua, a insergdo do zinco nas
porfirinas e porfirazinas, geralmente resulta em um aumento do ®,,%1%%17 sendo que em
acetonitrila isso também foi verificado. Houve um aumento significativo do ®, em acetonitrila,
quando comparado ao ®, em agua (consultar a Tabela 4, pag. 52), sendo uma caracteristica
bastante observada para diversas porfirinas e porfirazinas.11¢12912 A discussao para explicar
esse aumento de ®, com a mudancga do solvente é bastante complexa, pois seria necessario
obter em cada solvente os rendimentos quéanticos de fosforescéncia (®r) e tripleto (Pr), a
alteracdo ocasionada pelo solvente nos niveis de energia do estado tripleto, na desativacao
do estado excitado, no potencial redox do estado excitado, entre outros.

Grande parte dos experimentos de ®, em solventes organicos sdo feitos em DMF,
metanol, etanol, cloroférmio e tolueno,?%:104106.107.109.119.124 dayido as porfirinas e porfirazinas
serem usualmente mais sollveis neles. Sciscione e colaboradores (2017) relatam que a
porfirazina de zinco com o substituinte 2-piridil tem um ®, de 0,64 em DMF,”® porém, neste
presente trabalho, o procedimento de alquilacdo antecedeu a metalacdo, ndo sendo possivel
fazer uma comparacao entre os substituintes 2- e 3-piridil.

Em acetonitrila é relatado para a tetrafenilporfirina um ®, de 0,50%?° e de 0,98 apds a
insercdo do galio'?®. Para a tetrabenzoporfirina de zinco e tetrabenzoporfirina de magnésio é
relatado um ®, de 0,75 e 0,60, respectivamente.?* Esse solvente é pouco utilizado para
experimentos de ®,, dessa forma, ndo foram encontrados ®, de moléculas semelhantes as
sintetizadas neste trabalho para realizar compara¢des. Também néo ha relatos de trabalhos
fazendo comparagbes de ®p nas mesmas condicbes experimentais para porfirinas e
porfirazinas com o mesmo substituinte, ndo havendo uma maneira de relacionar e verificar
uma tendéncia do ®, desses compostos. Mas neste presente trabalho, pode-se afirmar que
porfirinas com o substituinte 3-etilpiridil sdo mais eficientes na producédo de 'O, que as
porfirazinas com o mesmo substituinte.

Em relagéo aos critérios estabelecidos para um FS ideal (consultar topico 1.2, pag. 2)
pode-se dizer sobre os compostos deste trabalho, que as porfirinas tem uma baixa
absorbancia na regido de interesse (600 a 800 nm) e as porfirazinas tem uma alta absorbancia
nessa regido. Porém, as porfirinas sdo capazes de produzir o 1O, no meio aquoso, algo que
néo foi verificado para as porfirazinas. Além disso, as porfirazinas se mostraram ser menos
fotoestaveis que as porfirinas, mas como no sistema biolégico ha outros interferentes, ndo é
possivel afirmar que a fotoestabilidade segue a mesma tendéncia observada nos
experimentos de Pa.

Vale ressaltar que a producéo de 'O, é apenas um dos parametros que deve ser
levado em consideragdo para um FS, pois existem outros fatores que devem ser avaliados
para compreender o mecanismo de agdo do FS, como por exemplo, a sublocalizac&o

celular,®%2128 reacdo contato-dependente,?® producdo de ERO, toxicidade no escuro e na
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presenca de irradiacdo eletromagnética 5211 e a seletividade para células tumorais ao invés
das células saudaveis'®. Dessa forma, o tépico a seguir mostrara os resultados de
incorporacdo, toxicidade e fototoxicidade em células B16F1 para melhor compreender as

caracteristicas dos compostos de interesse.

4.3 ESTUDOS BIOLOGICOS

4.3.1 Incorporacao celular

Para verificar a toxicidade dos compostos de interesse na presenca de radiagdo
eletromagnética e no escuro, deve-se inicialmente analisar o comportamento dos compostos
perante as células B16F1. Dessa forma, o primeiro procedimento realizado foi um teste para
verificar a incorporacao celular dos compostos estudados ao longo do tempo. Compostos que
conseguem apresentar uma maior incorporacdo celular, geralmente induzem a uma maior
porcentagem de morte celular, sendo um fator importante para uma melhor eficiéncia na
TFD.62‘111’127’128

Algo que pode interferir nesse fendmeno de incorporagéo celular, sdo as substancias
presentes no meio de cultura, pois as mesmas podem interagir ou até mesmo degradar os
compostos de interesse, e a diminuigdo do pH ocasionado pelas células que pode resultar em
protonacdes dos compostos. A Tabela 6 mostra os valores de incorporacdo celular e de
diminuicdo da banda mais intensa de cada composto, que ocorre com 0 meio de cultura RPMI
1640 com indicador suplementados com diferentes concentrages de soro fetal bovino (SFB)

em 24 horas.

Tabela 6 - Percentuais de diminuicdo da absorbancia dos compostos nos meios com
diferentes concentragdes de SFB e incorporagéo nas células B16F1 no meio contendo 10%
de SFB em 24 horas de incubacéo.

Meio 0%  Meio 2,5%  Meio 5% Meio 10% Uptake em

Composto SFB (%) SFB (%) SFB (%) SFB (%) Meio 10%
SFB (%)
H,TE3PyPCl4 19,8 22,5 33,9 30,9
[Zn(T3EPYP)]Cl4 2,2 2,1 2,2 3,48 0
H2(3EPY)sPzClg 58,2 44,4 35,0 20,0 7
[Zn(3EPy)sPz]Cls 45,5 34,4 33,3 27,6 10,6

A variagcdo da concentragcdo do SFB no meio celular demonstrou comportamentos

opostos para as porfirinas e porfirazinas, sendo que as porfirinas tendem a ter uma diminuicao
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da absorbancia com o meio celular contendo maiores concentracdes de SFB e as porfirazinas
tendem a ter esse efeito com menores concentracbes de SFB. A Figura 44 mostra os
espectros de absorcao na regido do UV-Vis em meio celular suplementado com 10% de SFB
apos 24 horas de incubacao dos compostos. Verifica-se que a H.TE3PyPCl, esta sofrendo
um efeito semelhante ao que foi relatado para o ABDA (Figura 38, pag. 50), devido a
semelhanca espectral e também esta ocorrendo uma agregacédo, pois a banda Soret esta
alargada. A [Zn(T3EPyP)]Cl, praticamente ndao tem mudanca espectral e as porfirazinas tem

0 mesma caracteristica espectral, porém, sofrendo um efeito hipocrémico.
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Figura 44 - Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis dos compostos A: H2TE3PyPCls; B:
[Zn(E3PyP)]Cls; C: H2(3EPy)sPzCls; D: [Zn(3EPyY)sPz]Cls apds 24 horas solubilizados no meio celular

suplementado com 10% de SFB.

Como h& uma divergéncia entre os compostos em relacdo ao meio celular mais
adequado para utilizacdo e a ideia deste trabalho é relatar os resultados nas mesmas
condi¢des experimentais, optou-se em utilizar nos experimentos de incorporacao e viabilidade
celular, o meio celular contendo 10% de SFB, por ele ser amplamente utilizado em estudos
biol6gicos.62:68:69.70

A Figura 57 (pag. 86, Apéndice G) mostra um gréafico que demonstra a razao da
incorporacdo celular de acordo com o tempo para a Hx(3EPY)sPzCls e [Zn(3EPY)sPz]Cls,

verificou-se que ndo ocorreram mudancgas significativas na incorporacdo celular conforme o
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tempo aumenta. N&o foi possivel determinar a incorporagdo da H.TE3PyPCl., pois houve
agregacao da solucao controle, onde a banda Soret alargou e, consequentemente, teve uma
diminuicdo da absorbancia. Assim, baseou-se no trabalho de Ezzeddine e colaboradores
(2013) para definir o tempo de incubacéo dos fotossensibilizadores para os experimentos de
viabilidade celular, sendo que em seu trabalho, foi verificado para as metaloporfirinas de
zinco(ll) com os substituintes alquilpiridil, que a incubagdo dos compostos por 24 horas
resultou em melhores resultados de viabilidade celular.®? Portanto, neste presente trabalho,

também optou-se por deixar os FS por 24 horas de incubac¢éo antes da irradiagdo com LED.

4.3.2 Ensaios de citotoxicidade

A viabilidade celular dos compostos de interesse em células B16F1 pode ser visto na
Figura 45. Para controle, deixou-se 26 pocos nas extremidades das placas apenas com
células em meio celular, e as porcentagens de viabilidade celular dos compostos foram
calculadas considerando a média das absorbancias dos controles como 100%. Nas
concentracoes utilizadas neste experimento (0,01 a 10 pM), nenhum composto demonstrou
toxicidade no escuro, sendo um resultado desejado para o desenvolvimento de um FS. A
fototoxicidade foi vista apenas para a [Zn(T3EPyYP)]Cls (Figura 45B) nas concentragfes de 5

e 10 uM, resultando em um ICso de 7,8 uM.
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Figura 45 - Viabilidade celular em células B16F1 dos compostos A: H2.TE3PyPCls; B:
[Zn(TE3PyYP)]Cls; C: H2(3EPY)sPzCls; D: [Zn(3EPY)sPz]Cls em concentrac¢des na faixa de 0,01 a 10
UM, sob irradiacdo de LEDs 625 + 5 nm por uma hora (23 J cm-).
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Como foi verificado que as porfirazinas ndo produzem 0O, em 4gua, compreende-se a
inexisténcia de uma fototoxicidade no claro, mas como nédo estava descartada a hipdtese das
porfirazinas produzirem ERO pelo mecanismo tipo |, achou-se necessério realizar esses
experimentos de viabilidade celular para melhor compreendé-las. Portanto, apés o0s
resultados obtidos, pode-se afirmar que as porfirazinas ndo foram eficazes como FS para a
célula B16F1.

E plausivel obter o resultado que esta sendo observado para a H,TE3PyPCl,, pois a
porfirina tem uma absorgdo extremamente baixa na regido em que o LED utilizado emite.
Porém, a [Zn(T3EPyP)]Cls também tem essa caracteristica € mesmo assim apresentou
fototoxicidade, indicando que existem outros fatores que podem estar influenciando na
atividade dos FS. Assim, acredita-se que € necessario realizar mais experimentos para
compreender melhor o mecanismo desses compostos no meio biolégico, como por exemplo,
de sublocalizacéo celular, interacdo com a membrana plasmética, entre outros.

Ha diversos trabalhos de fototoxicidade celular utilizando porfirinas catibnicas com o
substituinte alquilpiridil. Ezzeddine e colaboradores (2013) demonstraram que as
metaloporfirinas de zinco(ll) hexilpiridil s&o mais eficientes que as metilpiridil em células de
adenocarcinoma de célon humano (LS174T) e células de cancer de mama (MCF7) sob
irradiagdo de luz branca, devido a maior incorporagédo celular provindo pelo tamanho da
cadeia lipofilica. Também foi verificado uma tendéncia dos compostos 4-alquilpiridil
apresentarem uma maior fototoxicidade que os compostos 2- e 3-alquilpiridil.®? Viana e
colaboradores (2015) verificaram que a metaloporfirina de zinco(ll) com o substituinte 2-
etilpiridil, apresenta viabilidade celular de aproximadamente 65% a 10 uM em células de
fibroblastos (ATCC® CRL-163™) sob irradiacdo em 460 + 20 nm.”* Andrade e colaboradores
(2018) mostraram que essa mesma metaloporfirina de zinco(ll) sob irradiagéo de LED 455 +
20 nm, apresenta baixa fototoxicidade em Macréfagos J774.A1 (ATCC® TIB-67™) e células
Vero (ATCC® CCL-81™), e alta fototoxicidade em macréfagos peritoneais.” Como esses
trabalhos utilizaram células diferentes, ndo é plausivel fazer comparacdes diretas com as
porfirinas desenvolvidas neste presente trabalho, mas pode-se dizer que alquilpiridilporfirinas
tem muito potencial como FS para diversos tipos de cancer.

Ainda séo vistos poucos relatos de fototoxicidade de porfirazinas semelhantes a deste
presente trabalho, sendo que isso € justificado pela sintese de novas porfirazinas ser algo
mais recente. Machacek e colaboradores (2016) mostraram que uma porfirazina catiénica da
classe tetra-3,4-pirido a 3,8 nM sob irradiacdo acima de 570 nm (22,3 J cm™), foi capaz de
diminuir a viabilidade celular para 17% em células HelLa.'?® Viola e colaboradores (2017)
mostraram que uma porfirazina octacatiénica 2,3-pirazino com o substituinte 2-metilpiridil tem
um ICsode 30 + 10 nM em células de melanoma maligno (C8161) e de 55 + 8 nM em carcinoma

espinocelular oral (CA-1) quando irradiada em 660 nm (45 J cm).1%! Dessa forma, pode-se
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dizer que porfirazinas tem um grande potencial como FS e que as porfirazinas sintetizadas
neste presente trabalho podem ser eficientes em outras linhagens de células, algo que pode

vir a ser explorado no futuro.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Foi possivel obter e caracterizar os compostos de interesse H;T3EPYPCl,,
[Zn(T3EPYP)]Cl4, H2(3EPY)sPzCls e [Zn(3EPY)sPz]Cls. Com excecdo da H,T3EPYPCl: que ja
€ relatada na literatura, os demais compostos sdo inéditos, inclusive o intermediario
H2(3Py)sPz.

Os rendimentos das reac6es foram satisfatorios e condizentes com o que se encontra
na literatura para trabalhos similares, a H2(3Py)sPz foi a Unica que apresentou um menor
rendimento, devido a baixa taxa de converséo do reagente fumaronitrila em maleonitrila.

As caracterizagcdes por espectroscopia de absor¢do na regido do UV-Vis e RMN 'H
foram essenciais para elucidar a estrutura e pureza dos intermediarios e compostos de
interesse. Sabe-se que as porfirinas alquilpiridil tendem a ter moléculas de agua em sua
estrutura, assim, a analise de CHN auxiliou na determinacdo das férmulas moleculares
H>T3EPYPCls-15H20 e [Zn(T3EPyP)]Cls-18H20, sendo que a andlise termogravimétrica
corroborou com valores proximos aos determinados. A caracterizagédo por MALDI-TOF MS do
intermediario H2(3Py)sPz e das porfirinas, sustentou a estrutura proposta anteriormente por
RMN *H.

Como as porfirazinas H2(3EPY)sPzCls e [Zn(3EPY)sPz]Cls foram obtidas em pequena
guantidade, optou-se por ndo realizar as demais caracterizagfes relatadas, para que se
tivesse composto suficiente para os estudos de citotoxicidade, visto que eles ndo sdo estaveis
em solugcdo aquosa por muito tempo, sendo necessario produzir uma nova solucdo a cada
experimento bioldgico.

Nos experimentos de @, verificou-se que todos 0os compostos de interesse tém um
baixo valor de ®= em agua, sendo uma caracteristica interessante para FS, pois € um possivel
indicativo que ha uma preferéncia pela geracdo da espécie no estado tripleto ao invés da
ocorréncia do fendmeno de fluorescéncia, mas para confirmar essa sSuposi¢do, seria
necessario a determinacao do ®r, algo que néo foi possivel realizar neste trabalho.

Para a quantificacao do ®, dos compostos de interesse, foi necessario desenvolver
um sistema de irradiacdo e a metodologia a ser aplicada. Inicialmente utilizou-se uma fita de
LED RGB multicolorida para o processo de irradiagdo, mas ndo se obteve resultados
satisfatorios. Assim, migrou-se para a utilizacéo de lasers monocromaticos, tornando possivel
validar a metodologia com a obtencao de um valor de ®, do rosa bengala em metanol
semelhante ao ja relatado na literatura.

As porfirinas mostraram ter uma producéo de O, razoavel em meio aquoso, enquanto
as porfirazinas sédo ineficazes nesse meio. Como o ABDA altera 0 meio aquoso, necessitou-

se estudar o efeito ocasionado por essa sonda de O, nos compostos de interesse. Foi visto
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que ocorrem interagdes entre o ABDA e 0s compostos de interesse, que ocasionam em
mudancas espectrais significativas.

Para fazer comparacdes entre as classes de compostos, foi necessario determinar o
®, em acetonitrila, sendo verificado que as porfirinas tem um ®, muito maior que as
porfirazinas e que os compostos contendo zinco apresentam valores maiores de ®a quando
comparado a sua respectiva base livre.

Nos testes bioldgicos com as células B16F1, ndo foi possivel verificar uma tendéncia
de incorporacéo celular dos compostos de interesse. Dessa forma, prosseguiu-se para 0s
ensaios de citotoxicidade utilizando um tempo de 24 horas de incubagédo. Apenas a
[Zn(T3EPYP)]Cls mostrou uma fototoxicidade, tendo um valor de ICso aceitavel para um FS.
De modo geral, pode-se dizer que esses estudos biolégicos ainda serao explorados no futuro,
com o intuito de compreender melhor os fendmenos que ocorrem.

Pretende-se fazer a caracterizagéo da H2(3EPY)sPzCls e [Zn(3EPy)sPz]Cls por MALDI-
TOF MS e analise termogravimétrica, determinar o ®, dos compostos em 4gua na presenca
de surfactante e na presenca de azida de sodio, determinar do ®r dos compostos em
acetonitrila, estudar a interacdo dos compostos com lipossomos e fazer experimentos de
citotoxicidade com células B16F1 e células HaCaT, utilizando o meio RPMI 1640 sem

indicador, comparando o resultado da irradiacdo em LED vermelho e verde.
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APENDICES

APENDICE A — Sistema de irradiag&o de fitas de LED RGB multicolorido.

Figura 46 - Sistema de irradiacdo de fitas de LED RGB multicolorido.
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APENDICE B — Sistema de LED vermelho para irradiagéo de placas celulares.

Figura 47 - Sistema de irradiagdo com 24 LEDs de 3 W de poténcia cada, com comprimento de onda
na faixa de 620-630 nm. Possui ajuste de altura e poténcia, possibilitando 6 configura¢cbes diferentes
de operagdo para a irradiagdo de placas celulares. A irradiancia do arranjo de LEDs, foi medida em

um potencidmetro FieldMate da marca Coherent, no comprimento de onda maximo de emisséo.
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APENDICE C — Reacdes complementares na sintese da Dinitrila

ZT

N N
NC CN H,CO a N Na o 0

Intermediario Maleimida

Figura 48 - Esquema da reac¢éo de obtencéo do produto de ciclizag&o intramolecular (intermediario) e

maleimida.
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APENDICE D - Validag&o da metodologia de ®, utilizando um sistema de LED

Os primeiros experimentos de @, realizados neste trabalho, foram feitos utilizando o
arranjo de LEDs (Figura 46, pag. 76, Apéndice A) no sistema mostrado na Figura 49 (pag.
79). O trabalho de Bonacin e colaboradores (2009) foi utilizado como referéncia para

desenvolver a metodologia e a realizacéo dos célculos de ®a.%°

Figura 49 - Sistema de irradiacdo de LED para experimento de ®a.

Avaliou-se o decaimento da absorbancia em 410 nm da banda do DPBF na presenca
da H.TE3PyPCl, utilizando as absorbéancias de 0,4; 0,6; 0,8 e 1 U.A., em que 0s espectros de
absorcao na regido do UV-Vis foram integrados de 455 a 610 nm (faixa de emissé&o do laser)
para obter um valor de area (Figura 50, p4g. 80). Repetiu-se o experimento nas mesmas

condi¢cdes para a referéncia Ho TPP.
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Figura 50 - Espectro de absorcéo na regidao do UV-Vis da H2T3EPyPCls (3,90 x 106 mol L1) em

acetonitrila com a area correspondente da emisséo do laser verde sendo integrada.

Apos plotar os graficos de absorbancia de DPBF em 410 nm versus tempo de

irradiacdo para cada experimento, pegou-se 0 coeficiente angular da equacgédo da reta,

também denominado de constante de decaimento (k), juntamente com os valores de area e

plotou-se outro gréafico (Figura 51, pag. 81), sendo feita uma interpolacgéo linear para se obter

a equacao da reta desse novo gréfico.
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Figura 51 - Correlacdo entre as constantes de decaimento e areas dos espectros de absor¢éo para o

experimento de ®a para a H2T3EPyPCls em acetonitrila.
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O valor do coeficiente angular (CA) obtido para o composto de interesse e para a

referéncia, foi utilizado para os calculos de ®,, conforme mostrado na Equagéo 3.

CA composto X D) referéncia

(DA composto —

(Equacéo 3)

CAreferéncia

A Tabela 7 mostra os valores de ®, obtidos para a H.TE3PyPCls em acetonitrila. Esses
valores indicam que a metodologia ndo foi reprodutivel, pois analisando a Figura 51 (pag. 81),
0s pontos obtidos ndo seguem uma linearidade, em que apenas algumas replicatas obtidas
tiveram um R? acima de 0,95. Com isso, verifica-se que o erro do CA e o desvio padrdo (DP)

do valor de @, sao relativamente altos, mostrando que a metodologia ndo é confiavel.

Tabela 7 - Valores de ®, para a H,TE3PyPCls em acetonitrila utilizando o sistema de LED.
Composto (O Média DP
H,TE3PyPCls 0,59 0,34 0,32 0,44 0,43 0,33 0,48 0,42 0,1
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APENDICE E — Gréaficos para obtencéo de k* no experimento de validacdo da metodologia
de CDA.
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Figura 52- Gréfico entre as absorbancias do DPBF em 410 nm em relacéo ao tempo de irradiagao

para o experimento A: rosa bengala; B: azul de metileno.



APENDICE F — Espectros e gréaficos referentes aos experimentos de ®a.
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Figura 53 - Espectro de absorcéo na regido do UV-Vis de decaimento do ABDA com o rosa bengala

em agua, sob irradiacéo do laser verde (seta verde).
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Figura 54 - Espectro de absor¢éo na regido do UV-Vis de decaimento do DPBF com A: rosa bengala

em acetonitrila, sob irradiacdo do laser verde (seta verde); B: azul de metileno em acetonitrila, sob

irradiacé@o do laser vermelho (seta vermelha).
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Figura 55 - Espectros de absorcéo na regido do UV-Vis da [Zn(3EPy)sPz]Cls reproduzindo o

experimento de ®a em acetonitrila, A: sem DPBF e irradiacéo; B: com DPBF e sem irradiagéo.
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Figura 56 - Gréfico entre absorbancia e tempo de irradiagéo de A: H2(3EPy)sPzCls; B:
[Zn(3EPY)sPz]Cls.
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APENDICE G — Gréfico referente ao experimento de incorporacéo celular.
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Figura 57 - Gréfico entre a penetracao celular de acordo com o tempo de incubacao para a
H2(3EPy)sPzCls e [Zn(3EPY)sPz]Cls.
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