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Resumo

As porfirinas e seus derivados desempenham, na natureza, multiplas fungoes, de
entre as quais se salienta o seu papel como centros de absorcdo e transferéncia de
energia. Neste contexto, a modelacdo estrutural e sintese de novas porfirinas tem
crescido exponencialmente com o intuito de optimizar as suas propriedades
electronicas, térmicas, estereoquimicas e também de “self-assembly” em solugao.

A conjugacdo de substituintes alquilicos com substituintes N-heterociclicos numa
sO porfirina permite, por uma lado, obter compostos com baixos pontos de fusdo e com
capacidade de permear membranas e, por outro, gerar facilmente atomos de azoto
quaternérios e, consequentemente, porfirinas com carga positiva.

Nesta dissertacdo descreve-se a sintese de um conjunto de porfirinas mistas,
estruturalmente constituidas pela combinacao de grupos piridina com grupos alquilicos
nas posi¢cdes meso, originando compostos do tipo A4, AsB1, A2B,, A1B3, By, onde A
representa as cadeias alquilicas e B 0s grupos piridina. A sintese baseada no método do
nitrobenzeno, recorreu a condensacdo de pirrol com aldeidos alquilicos (dodecanal ou
tetradecanal) e 4-formil-piridina nas proporc6es de 3:1 e 4:1.

Com a utilizacdo de dois aldeidos alquilicos contendo cadeias de diferente tamanho
e 0 mesmo numero de residuos de piridina pretendeu-se avaliar o efeito nos valores do
ponto de fusdo dos compostos. Por outro lado, com o aumento da proporcao relativa de
aldeidos alquilicos quis-se averiguar alteracdes nos rendimentos de cada porfirina.
Assim, através destes estudos, foi possivel obter a 5,10,15,20-tetra(undecil)porfirina, 5-
(4-piridil)-10,15,20-tri(undecil)porfirina,  5,15-di(4-piridil)-10,20-di(undecil)porfirina,
5,10-di(4-piridil)-15,20-di(undecil)porfirina, 5,10,15-tri(4-piridil)-20-(undecil)porfirina,
5,10,15,20-tetra(4-piridil)porfirina,  5,10,15,20-tetra(tridecil)porfirina,  5-(4-piridil)-
10,15,20-tri(tridecil)porfirina, 5,15-di(4-piridil)-10,20-di(tridecil)porfirina, 5,10-di(4-
piridil)-15,20-di(tridecil)porfirina e 5,10,15-tri(4-piridil)-20-(tridecil)porfirina com
rendimento global de 4-10 %. A utilizacdo das proporgdes de 4:1 de alquilaldeido/4-
formil-piridina permitiu melhorar o rendimento das porfirinas do tipo AzB; 5-(4-
piridil)-10,15,20-tri(undecil)porfirina e 5-(4-piridil)-10,15,20-tri(tridecil)porfirina) de
1.18 e 1.27 para 3.93 e 5.83 respectivamente, e A,B, 5,15-di(4-piridil)-10,20-
di(undecil)porfirina, 5,10-di(4-piridil)-15,20-di(undecil)porfirina, 5,15-di(4-piridil)-
10,20-di(tridecil)porfirina e 5,10-di(4-piridil)-15,20-di(tridecil)porfirina) de <0.01, 0.54,
0.42 e 1.12 para 3.52, 2.02, 3.05 e 1.36, respectivamente.



Todas as porfirinas foram isoladas e caracterizadas por RMN H, espectrometria de
massa, espectroscopia de absorcdo UV-visivel e espectroscopia de emissdo de
fluorescéncia. Foram tambem determinados os coeficientes de particdo octanol/agua,
cujos valores se encontraram compreendidos entre 0.83 e 2.15 e para 0s quais se
verificou uma diminuicdo do valor de log CP com o aumento do namero de grupos
piridina nas posi¢des meso das porfirinas.

Os estudos térmicos preliminares efectuados por microscopia de capilar, realizados
para todas as porfirinas, mostraram que o aumento do nimero de atomos de carbono na
cadeia alquilica conduz a uma diminuicdo do ponto de fusdo. Recorreu-se ainda as
técnicas de DSC de poténcia compensada e de termomicroscopia para avaliar as
caracteristicas térmicas da 5-(4-piridil)-10,15,20-tri(undecil)porfirina e 5-(4-piridil)-
10,15,20-tri(tridecil)porfirina.

Sendo que era ainda objectivo deste trabalho, a sintese de porfirinas cationicas que
pudessem apresentar baixos pontos de fusdo e ser utilizadas como potenciais
sensibilizadores em PDT anti-bacteriano fez-se reagir a 5-(4-piridil)-10,15,20-
tri(undecil)porfirina e a 5-(4-piridil)-10,15,20-tri(tridecil)porfirina com iodeto de metilo
obtendo-se as porfirinas cationicas, iodeto de 5-(4-(metil)piridil)-10,15,20-
(undecil)porfirina e iodeto de 5-(4-(metil)piridil)-10,15,20-tri(tridecil)porfirina com
rendimentos de 95 e 98%, respectivamente. Estas porfirinas foram isoladas e
caracterizadas por *H RMN, espectrometria de massa, espectroscopia de absorgdo UV-
visivel e espectroscopia de emissdo de fluorescéncia. Para estas duas porfirinas foram
também determinados os coeficientes de particdo octanol/agua, contudo apenas para a
segunda foi observado um aumento significativo deste valor em relacdo a porfirina de

partida.



Abstract

Porphyrins and their derivatives play multiple functions in nature. Their roles as
absorption centers and energy transfer stand out among them. In this context, the
structural modeling and synthesis of new porphyrins has grown exponentially in order
to control their electronic, thermal, stereochemical and also solution self-assembly
properties.

The combination of alkyl and N-heterocyclic substituents in the same porphyrin
molecule allows to achieve low melting points compounds, with the ability to permeate
membranes and moreover to generate quaternary nitrogen atoms and subsequently
positively charged porphyrins.

In this dissertation, the synthesis of a set of mixed porphyrins, structurally
composed by the combination of pyridine with alkyl groups in meso positions, giving
rise to compounds of type A4, A3B1, A2B,, A;Bs and B4, where A represents the alkyl
chains and B the pyridine groups. The synthesis, based on nitrobenzene method,
consisted in the condensation of pyrrole with alkylaldehydes (dodecanal or tetradecanal)
and 4-formyl-pyridine in 3:1 and 4:1 molar ratios. The use of alkylaldehydes with
different alkyl chain length intended to evaluate, for phorphyrins with the same number
of pyridine substituents, the effect on the compound melting points while, the increasing
alkylaldehyde relative proportion intended to assess the effect in each phorphyrin
synthesis yield. Thus, through this study, it was possible to obtain the 5,10,15,20-
tetra(undecyl) porphyrin, 5-(4-pyridyl)-10,15,20-tri(undecyl)porphyrin, 5,15-di(4-
pyridyl)-10,20-di(undecyl)porphyrin,  5,10-di(4-pyridyl)-15,20-di(undecyl)porphyrin,
5,10,15-tri(4-pyridyl)-20-(undecyl)porphyrin, 5,10,15,20-tetra(4-pyridyl)porphyrin,
5,10,15,20-tetra(tridecyl)porphyrin, 5-(4-pyridyl)-10,15,20-tri(tridecyl)porphyrin, 5,15-
di(4-pyridyl)-10,20-di(tridecyl)porphyrin, 5,10-di(4-pyridyl)-15,20-
di(tridecyl)porphyrin and 5,10,15-tri(4-pyridyl)-20-(tridecyl)porphyrin with an averall
yield of 4-10 %. The use of 4:1 ratio of alkylaldehyde/4-formyl-aldehyde improved the
yield of A3B; porphyrin-type (5-(4-pyridyl)-10,15,20-tri(undecyl)porphyrin and 5-(4-
pyridyl)-10,15,20-tri(tridecyl)porphyrin) from 1.18 and 1.27 to 3.93 and 5.83
respectively and A;B; porphyrin-type (5,15-di(4-pyridyl)-10,20-di(undecyl)porphyrin,
5,10-di(4-pyridyl)-15,20-di(undecyl)porphyrin, 5,15-di(4-pyridyl)-10,20-
di(tridecyl)porphyrin and 5,10-di(4-pyridyl)-15,20-di(tridecyl)porphyrin) from <0.01,
0.54,0.42 and 1.12 to 3.52, 2.02, 3.05 and 1.36, respectively.



All porphyrins were isolated and characterized by *H NMR, mass spectrometry,
UV-visible absorption and fluorescence emission spectroscopy. The octanol/water
partition coefficients were also determined, with values comprised between 0.83 and
2.15, for which decrease in log CP value was observed with increased number of
pyridine groups in the porphyrins meso positions.

The thermal studies of capillary microscopy performed for all porphyrins shown
that the increase of the alkyl side chain length leads to a decrease in the melting points.
Power compensation DSC and thermomicroscopy techniques were also used for 5-(4-
pyridyl)-10,15,20-tri(undecyl)porphyrin and 5-(4-pyridyl)-10,15,20-
tri(tridecyl)porphyrin to evaluate their thermal properties.

Since, in this work, we also expected to synthesize cationic porphyrins that might
have low melting points and, could be used as potential anti-bacterial PDT sensitizers,
we synthesized the 5-(4-pyridyl)-10,15,20-tri(undecyl)porphyrin iodide and, 5-(4-
pyridyl)-10,15,20-tri(tridecyl)porphyrin iodide with 95 and 98% yields, respectively,
from the reaction of 5-(4-pyridyl)-10,15,20-tri(undecyl)porphyrin and 5-(4-pyridyl)-
10,15,20-tri(tridecyl)porphyrin with methyl iodide. These porphyrins were isolated and
characterized by 'H NMR, mass spectrometry and UV-visible absorption and
fluorescence emission spectroscopy. We also determined the octanol/water partition
coefficients however only the second showed a significant increase in the log CP value

when compared with the starting compound.



Abreviaturas

O

Oy
c.d.o.
Cl

Co

CP
Cw
COoSsYy

dd
DDQ
DSC

ESI
HPLC

HOMO

IUPAC

LUMO

LNP

(M+H)"
m/z
PBS

Coeficiente de absortividade molar

Comprimento de onda

Desvio quimico

Rendimento quantico de fluorescéncia

Rendimento quantico de formacao do estado tripleto
Comprimento de onda

Interface do computador (do inglés “computer interface”)
Concentracdo na fase organica

Coeficiente de particdo

Concentracédo na fase aquosa

Correlacdo espectroscopica homonuclear bidimensional em RMN
Dupleto

Duplo dupleto

2,3-Dicloro-5,6-dicianobenzoquinona

Calorimetria diferencial de varrimento (do inglés “differential
scanning calorimetry”

Ionizagao por “electrospay” (do inglés “electrospray ionization”)

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

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

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

Constante de acoplamento

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

do inglés “liquid nitrogen pump”
Multipleto

a0 molecular protonado

Raz&o massa/carga

Tampao fosfato (pH=7.4) ( do inglés “phosphate buffer saline™)



PDI Inactivacéo fotodinamica

PDT Terapia fotodinamica (do inglé€s “photodynamic therapy”

PS Fotossensibilizador

RMN Ressonancia magnética nuclear

RMN *H Ressonancia magnética nuclear de protdo

S Estado electronico singuleto

S Singuleto

Sn2 Substituicdo nucleofilica bimolecular

t Tripleto

T Estado electronico tripleto

TDCPP meso-tetra(2,6-diclorofenil)porfirina

TFA Acido trifluoroacético

TLC Cromatografia em camada fina

TMS Tetrametilsilano

TPP meso-tetrafenilporfirina

TOF Espectrometro de massa de tempo de voo (do inglés “time-of-
flight”)

UV-visivel  Ultravioleta-visivel

RTVMS do inglés “real time video measurement system”

VTO do inglés “video tect overlay”

Vi



Nomenclatura

Nesta dissertacdo, com excepcdo de alguns macrociclos tetrapirrolicos, foram
seguidas as recomendacdes da IUPAC para humerar e homear 0s compostos.'

Nos macrociclos tetrapirrolicos foi usada também a nomenclatura proposta por
Fischer, uma vez que a designacdo destes compostos por essa via se torna mais
simples.” De acordo com a nomenclatura de Fischer o composto mais simples (figura
1), tem as posi¢Oes meso (pontes metilénicas) designadas por a, B, y € 6 e as posigdes 3

pirrolicas (posicdes periféricas) numeradas de 1 a 8.

2 o 3
1 4
3 B
8 5
7 Y 6

Figura I- Numeracdo e denominacdo de porfirinas
segundo a nomenclatura de Fischer"

A nomenclatura de Fischer é também utilizada para denominar hidroporfirinas.
Desta forma, uma porfirina reduzida nas posicdes 7 e 8 é designada por clorina (figura
Il — A) e uma porfirina com as posi¢des a, B, ¥ € 0 reduzidas ¢ denominada por

porfirinogénio (figura 11 — B).

A B

Figura I1- Nomenclatura de hidroporfirinas:
A) Clorina; B) Porfirinogénio

vii



Na parte experimental, por questdes de rigor, os macroclicos tetrapirrolicos serdo
numerados e denominados de acordo com as recomendagées da IUPAC.' Segundo a
nomenclatura da IUPAC os carbonos dos macrociclos tetrapirrélicos sdo numerados
sequencialmente de 1 a 20 e os &tomos de carbono externos séo designados com indices

de acordo com a figura I11.

17 16 15 14 13

Figura I11- Numeracdo e denominacdo de porfirinas
segundo a nomenclatura da IUPAC'

f'W. E. Powell, Pure & Appl. Chem., 65 (1993) 1357.
"' H. Fischer, H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, Akad. Verlagsges, Leipzig, 1934, vol I.

viii



Capitulo 1

CAPITULO 1

1. Introducéo

Os macrociclos tetrapirrolicos, em particular as porfirinas, sdo uma das classes de
compostos organicos mais estudadas em todo o mundo, ndo sé por serem moléculas
com funcgbes bioldgicas fundamentais para a continuacdo da vida no Planeta Terra mas
também, por poderem ser parte da solucdo de alguns dos problemas que enfrentamos
nos dias de hoje. Por este motivo, a investigacdo centrada neste tipo de compostos tem
sido um constante desafio para os Quimicos Organicos na procura de novas rotas de
sintese de compostos tetrapirrélicos. A enorme diversidade de compostos tetrapirrolicos
e, dos respectivos complexos metalicos, tem contribuido significativamente para o
desenvolvimento de outros dominios cientificos, nomeadamente na area da medicina,™?
biologia,® nanotecnologia® e catéalise.>® De entre os vérios tipos de porfirinas, obtidos
por métodos sintéticos, salientam-se as porfirinas meso-substituidas pois estas
apresentam grandes potencialidades para utilizagdo nas mais diversas aplicagoes.
Assim, e tendo em conta que um dos objectivos deste trabalho é a sintese de porfirinas
mistas com meso-substituintes alquilicos, na seccdo seguinte apresenta-se de forma
detalhada uma revisdo da literatura da evolucdo dos métodos de sintese deste tipo de

porfirinas.

1.1. Sintese de porfirinas meso-substituidas

As porfirinas de origem natural sdo normalmente substituidas nas posigcdes f-
pirr6licas contudo, devido a enorme dificuldade de sintese destes compostos, as
porfirinas obtidas por via sintética apresentam, em geral, substituintes nas posicoes
meso, uma Vez que a sua obtencdo é bastante mais simples. E possivel encontrar na
literatura duas diferentes aproximacdes a sintese de porfirinas meso-substituidas: i) a
sintese total dos compostos — condensacgdo, ciclizacdo e oxidagdo — ocorre num so
processo reaccional; ii) a sintese ocorre em dois processos reaccionais separados — 0s
passos de condensacao e ciclizacdo ocorrem no primeiro processo e 0 passo de oxidacao

da-se no segundo processo.
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Em 1935, Rothemund’ descreveu, pela primeira vez, a sintese de porfirinas
simétricas, num unico processo, através da reaccdo de condensacdo de pirrol com o
aldeido apropriado, realizada em atmosfera inerte, usando como solvente piridina. Com
este método o autor obteve 25 novos compostos porfirinicos, com diferentes
substituintes nas posicdes meso, todos com rendimentos bastante baixos, excepto
quando foi usado o benzaldeido onde alcangou um rendimento de 10% para a meso-
tetrafenilporfirina (TPP).® Apesar destes resultados, neste trabalho e em trabalhos
subsequentes desenvolvidos por Calvin e outros autores,®® foi sempre detectada a
contaminagdo com cerca de 10-20 % da correspondente clorina, figura 1.1. Os estudos
desenvolvidos por Calvin revelaram que o aparecimento de clorina como subproduto,
dependia ndo s6 da temperatura, mas também da presenca de sais de metais de
transicdo. Assim, quando a reaccdo era efectuada na presenca de acetato de zinco e, tal
como Rothemund, usando piridina como solvente, Calvin conseguiu melhorar
significativamente o rendimento para a preparagao de TPP.

Mais tarde, em 1964, Adler'*™ introduziu melhorias no processo de sintese das
meso-arilporfirinas, quando efectuou a condensacdo/oxidacdo do pirrol com o aldeido
em &cido acético ou propionico, em vez da piridina, usando o vaso reaccional aberto
para o ar. Esta estratégia permitiu a obtencdo da TPP, cuja cristalizacdo ocorria
directamente no meio reaccional, com rendimentos de cerca de 20 %. No entanto, este
método era muito irreprodutivel quando se utilizavam benzaldeidos substituidos nas
posi¢des orto, para além de conduzir sempre a formacdo de uma elevada quantidade de
clorina (~ 10%), figura 1.1.

\c/
0 —
R// B

Porfirina Clorina

Figura 1.1- Condensacdo/oxidagdo, num unico processo, de pirrol com aldeido atraves
das condigdes de reaccdo de: A) Rothemund7: piridina/metanol,115 °C,
tubo selado; B) Adler': 4cido propiénico, 130°C, ar.
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O trabalho de Adler foi um dos maiores contributos para o desenvolvimento de um
método fidvel de obtencdo da TPP, porém ndo conseguiu solucionar todos os problemas
associados a sintese de porfirinas meso-tetrasubstituidas. Algumas das limitagdes
relativas a este método centram-se no facto de ndo permitirem preparar, com
rendimentos aceitaveis, meso-arilporfirinas com substituintes volumosos nas posi¢des
orto dos grupos fenilo, nem meso-alquilporfirinas de forma reprodutivel. Aléem destes
problemas as porfirinas obtidas continham sempre contaminagdo, com pelo menos 10
%, das respectivas clorinas. Por esta razdo, para se obterem porfirinas puras por este
método, era indispensavel proceder a oxidacdo das clorinas recorrendo a quinonas de
alto potencial oxidativo (DDQ ou cloranil).***®.

Apesar das desvantagens referidas, a metodologia de Adler permitiu a sintese de
um elevado nimero de porfirinas mistas, como estd bem patente nos artigos de revisdo
de Lindsey*’ e Pereira.’® Na tabela 1.1 apresentam-se as misturas de aldeidos que tém
vindo a ser condensadas com pirrol, bem como os rendimentos das correspondentes
porfirinas mistas. E possivel observar que este método foi muito utilizado no processo
de condensacdo de misturas de aldeidos, contudo a sua aplicacdo na sintese de meso-

tetra-alquilporfirinas é praticamente inexistente.
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Tabela 1.1- Exemplos seleccionados de porfirinas meso-substituidas sintetizadas pela
metodologia de Adler.*

. Rendimento .
Aldeidos? o Referéncias
(%)
CHO CHO
52 20
Me COOH
CHO CHO
m 4-8" 21,22
N NO,
CHO
N CHO
/@(i @ 0) 23
(H3CH,C),N o~ o
CHO CHO
m © 25% 24
N CO,Me
CHO
o CHO
ANO @ 3 25
" Me
CHO e Ry=OH
fj @ Re=005CH,CH ) 25, 26
N/ L R4=CO,H
N
/
ND
© © 31" 27
CHO
CHO
CHO CHO
@ [>L RI=OME: Roet c) 28
OH R, Ry
cHO CHO
® © ) 29
N/ Br
CHO CHO
& 'S 6% 29
Pz =

Br

a) Condensacao de pirrol com a mistura apropriada de aldeidos
b) Rendimento correspondente a porfirina que incorpora 3 unidades do primeiro aldeido

e uma do segundo

¢) Rendimento néo avaliado

d) Rendimento das 6 porfirinas possiveis da mistura dos dois aldeidos

No sentido de colmatar as limitacdes que este método apresentava, foi desenvolvido

em Coimbra uma metodologia de sintese de porfirinas, num dnico processo reaccional,
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na qual o &cido acético ou propiodnico foi substituido por uma mistura de &cido acetico e
nitrobenzeno. **%

Este novo método de sintese de meso-porfirinas € actualmente conhecido, na
literatura, como método do nitrobenzeno e consiste na reac¢do aerdbia do pirrol com os
diferentes aldeidos, a uma temperatura de 130°C durante aproximadamente 1 hora,

utilizando como solvente uma mistura de acido acético/nitrobenzeno (7:3), figura 1.2.

CHO
f/ \5 Xy CH;COOH
——
ot /- PhNO,

Figura 1.2- Método de nitrobenzeno para a sintese de meso-porfirinas.

Na maioria dos casos em que este método é utilizado, a porfirina cristaliza
directamente no meio reaccional, apés adicdo de metanol, com um elevado grau de
pureza e com pequenas ou nenhuma contaminacdo com a respectiva clorina.
Actualmente sabe-se que a mistura nitrobenzeno/ar, a temperaturas superiores a 120°C,
é capaz de promover, ndo s, a oxidacdo do porfirinogénio na correspondente porfirina,
mas também oxidar outros intermediarios as respectivas porfirinas, evitando
contaminagdes do produto final.

Tal como o método de Adler, o método do nitrobenzeno tem sido utilizado para
sintetizar inGmeras porfirinas meso-substituidas.'”'® Na tabela 1.2 apresenta-se uma
selec¢do de porfirinas mistas, algumas contendo substituintes alquilicos, sintetizadas por
este método. E de notar que o método do nitrobenzeno, para além de ter solucionado os
problemas de contaminac¢do com clorina, permitiu também, como é possivel constatar
pela tabela 1.2, a obtengdo de meso-tetraalquilporfirinas e outras com substituintes
volumosos nas posicOes orto dos grupos fenilo das posicbes meso, de forma
reprodutivel e com rendimentos razoaveis. Assim, 0 método nitrobenzeno permite a
sintese de porfirinas mistas com meso-substituintes alquilicos, o que ndo era possivel

sob as condicbes de Adler. Por esse motivo o método do nitrobenzeno foi o
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seleccionado para efectuar a sintese das porfirinas mistas alquilicas que é também o

tema central dos estudos apresentados nesta dissertagéo.

Tabela 1.2- Exemplos seleccionados de porfirinas assimétricas e/ou alquilicas
sintetizadas pelo método sintético do nitrobenzeno.™

. Rendimen .
Aldeidos? e((;j) ento Referéncias
oo 13 33
_~_CHO 12 34

CHO
Q0 G .
CHO
@ © 7v 36
CHO
@ @ 13Y 36

COOH

o~~~ —~_—~_-CHO 6

38

a) Condensacao do pirrol com a mistura apropriada de aldeidos

b) Rendimento correspondente a porfirina que incorpora 3 unidades do primeiro
aldeido e uma do segundo

c¢) Rendimento ndo avaliado

Como referimos no inicio do capitulo, existe uma outra abordagem sintética, que
consiste na separacdo dos processos reaccionais de condensacéo/ciclizacao, da oxidagéo
do porfirinogénio. Esta estratégia foi, inicialmente, desenvolvida por Gonsalves e
Pereira,®® para a sintese de meso-tetraalquilporfirinas e resultou na obtencdo do

porfirinogénio com elevados rendimentos. As melhorias introduzidas consistiam na

6
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utilizacdo de acetais, em detrimento dos respectivos aldeidos alquilicos, de tetracloreto
de carbono como solvente e quantidades cataliticas de acido trifluoroacético (TFA),
figura 1.3.

Neste trabalho, através de ressonancia magnética nuclear de protdo (RMN *H)
realizada in situ, observou-se a condensacao entre o acetal e as duas unidades de pirrol
formando dipirrilmetano. Posteriormente, as duas unidades de dipirrilmetano recém-
formadas davam origem ao correspondente porfirinogénio, através de uma ciclizacéo do
tipo MacDonald 2+2.“° Deve salientar-se que em termos mecanisticos, esta foi uma
observacdo importante, pois demonstrou que a reac¢do de formacdo do porfirinogénio
ocorria atraves da condensacdo de duas unidades de dipirrilmetano, figura 1.3, nunca

tendo sido observada a formagéo do tetramero.**

R_H R_H
-~ G0
] \
Aldeido CCl NH HN
/N\ 4 ou 4 . . H R
acetal
H TFA J~NH HN— R H
¥ .
H R H R

0,
¥

DDQ
Zn(OAc), hv +0,

R
R
Figura 1.3- Sintese de meso-tetra-alquilporfirinas via acetal.

No sentido de promover a transformacéo do porfirinogénio na respectiva porfirina
foram desenvolvidos trés diferentes estratégias de oxidagdo: a primeira utiliza quinonas
de alto potencial como agente oxidante, a segunda consiste na foto-oxidacdo na
presenca de &cido acético e a terceira recorre ao ar como oxidante na presenga de
acetato de zinco (I1), figura 1.3. Dos trés métodos utilizados, a primeira aproximacao,
na qual é utilizada 2,6-dicloro-3,5-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) como agente
oxidante, foi a que conduziu a melhores rendimentos. Esta aproximacao, em que os dois

processos reaccionais sdo realizados separadamente, foi posteriormente utilizada e
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melhorada por Drenth® e Lindsey.*** As melhorias introduzidas consistiam na
realizacdo da condensacdo do pirrol com o aldeido em solventes clorados, na presencga
de trifluoreto de boro como catalisador, usando elevadas dilui¢ces e atmosfera inerte. A
utilizacdo do acido de Lewis como catalisador conduziu a uma melhoria significativa na
sintese de porfirinas com substituintes volumosos nas posi¢des orto, permitindo
alcancar rendimentos de 30% para a TDCPP.

Esta abordagem, cujos processos reaccionais sao efectuados separadamente, exigiu
a optimizacdo de dois aspectos fulcrais: i) condensacdo e ciclizacdo preferencial do
pirrol com os aldeidos de forma a originar o porfirinogénio; ii) oxidacdo do
porfirinogénio a correspondente porfirina. Na condensacdo do pirrol com o benzaldeido

foi demonstrado por varios autores®®4¢%®

L| ndsey43-45,59,60

e, em especial, pelo extenso trabalho de

que o processo de condensacdo € muito sensivel a concentracdo dos

reagentes, & natureza do 4cido usado em quantidades cataliticas® "2

|47,63

e aos co-
catalisadores utilizados, como etanol*"®® ou sais.**®> Modulando estes pardmetros foi
possivel produzir TPP com rendimentos entre 5% e 58 %, sendo os melhores resultados
obtidos com BF3;-Et;0 (1 mM), NaCl (25 mM), numa solucdo de pirrol (10 mM) e
benzaldeido (10 mM), utilizando CH,Cl, como solvente.® No entanto, convém
sublinhar que estas condicGes ndo podem ser generalizadas, pois existe uma forte
dependéncia dos aldeidos e catalisadores usados.®

Até aos dias de hoje ainda ndo foi possivel mostrar de forma inequivoca se a
primeira etapa da sintese de porfirinas envolve a condensacdo do pirrol com
benzaldeido dando origem ao pirrilcarbinol (1) e fenildipirrometano (2), seguida pela
ciclizacdo ao correspondente porfirinogénio (3) ou se, preferencialmente, envolve a
autocondensacdo de pirrilcarbinol (1) para formar espécies tetrapirrdlicas lineares (4),
seguida pela ciclizacdo ao porfirinogénio desejado (3), figura 1.4. Porém como ja foi
referido anteriormente, os estudos de RMN in situ da condensacéo de pirrol com
alquilaldeidos realizados por Gonsalves e Pereira,*® mostraram a formacdo exclusiva de

dipirrilmetano e porfirinogénio.
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7\ + Acido catalitico / ﬂ_ )
Q PhCHO Q? oH . @

N

H Ph H
- 1)
(i) acido
. catalitico
Via C ht
(iiy bDQ Via A l Via B
HO H
H — Ph \Ph H/
= H O IPAlL, = 2 /
NH NH HN
Ph n ~
2
M ., @
Ph
J\ - = NH 2 PhCHO
N T MW TH  [PALP =~
H Ph n H
Ph Condensagéao/
- ciclizagao

P

H D Ph
M\/ A[PA]n Ph — h H
Ph n < NH
(4) Ph Ph
N T H
- — — Ciclizagao
X N P[PA],P
’ \ @ PIPAL -
Ph n h™ H

P

DDQ | Oxidagao

Ph
Ph‘Ph
Ph
Figura 1.4- Possiveis mecanismos para a sintese de
porfirinas em dois passos.*®

O método de Lindsey é actualmente considerado um marco histérico na sintese de
porfirinas meso-substituidas ndo sé devido a melhoria nos rendimentos alcancados, mas
também devido ao facto de os produtos finais ndo apresentarem qualquer contaminacgéo
com a correspondente clorina. Por esta razdo este método tem sido utilizado na sintese
de uma vasta gama de porfirinas meso-substituidas simétricas e assimétricas, algumas
delas meso-alquilporfirinas, que foram apresentadas numa extensa revisao realizada por
Lindsey'’ e Pereira'®, em 2000 e 2008, respectivamente. Na tabela 1.3 apresentam-se
alguns exemplos seleccionados de porfirinas mistas e/ou com substituintes alquilicos,

sintetizadas ate aos dias de hoje, pelo método de Lindsey.
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Tabela 1.3- Exemplos seleccionados de porfirinas meso-substituidas sintetizadas

pelo método de Lindsey.*®

Aldeidos® Rendimento (%) Referéncias
CHO
CHO b)
@ (?\ 10.5 67
NO,
Br
CHO
CHO ©
(P 107 68
0~ "OMe I:I
_d
|
CHO
cHo ©
b)
I;( I 11 69
CHO
CHO
OMe
@ % ) 299 70
O OMe
CHO CHO
AcO (> (? 31" 71
(o]
ACO/%O
AcO OAc Br
CHO CHO
© 117 72
NO,
CHO CHO
F. F C3H7 O._CsHy b)
T I 8.1 73
F F
F
~~~"cHo 6.2
P 6.2
e 5.1 74
o 15
5.3

CHO

a) Condensacao do pirrol com a mistura apropriada de aldeidos
b) Rendimento correspondente a porfirina que incorpora 3 unidades do primeiro
aldeido e uma do segundo
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Apesar dos bons resultados que este método permitiu alcangar, este possui ainda
algumas desvantagens para a aplicagdo em larga escala, nomeadamente, a utilizacdo de
quinonas como agentes oxidantes, a necessidade de grandes diluigdes no primeiro passo
e 0 emprego de processos de purificacdo laboriosos e dispendiosos. Na tentativa de
colmatar o emprego de quinonas no processo de oxidagdo surgiram alternativas
centradas na utilizacdo de perdxido de hidrogénio como agente oxidante do
porfirinogénio.®***Com esta aproximaco foi possivel alcancar bons rendimentos para
porfirinas mesmo quando sao utilizados arilaldeidos com grupos volumosos nas
posicBes orto. Recentemente, Serra™ alargou este método & sintese de derivados
bromados e iodados de meso-tetraarilporfirinas contendo grupos hidroxilo. Na tabela
1.4 apresentam-se alguns exemplos seleccionados de meso-tetraarilporfirinas
sintetizadas, através do método cujos processos reaccionais sdo separados, usando o
perdxido de hidrogénio como oxidante.

Este método de oxidacdo mostrou ser uma boa alternativa ao uso de DDQ, porém
ndo tem sido ainda muito utilizado na sintese de porfirinas meso-substituidas.

Apesar do grande nimero de trabalhos publicados neste dominio é importante notar
que a optimizacdo da sintese de meso-tetraarilporfirinas é ainda um desafio e uma
questdo de grande interesse para 0s Quimicos uma vez que as porfirinas sintéticas tém
inimeras aplicacdes. Na sec¢do seguinte desta dissertacdo destaca-se a sua aplicacdo na
inactivacdo de bactérias uma vez que as caracteristicas estruturais dos compostos

sintetizados neste trabalho serdo modeladas para esta finalidade.
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Tabela 1.4- Sintese de meso-tetraarilporfirinas usando peroxido de hidrogénio
como oxidante.*®

Rendimento®

Grupo meso (%) Referéncias

Fenil 14
4-bifenil 12
4-metoxifenil 21
3,4-dimetoxifenil 23
3,4,5-trimetoxifenil 30

33
3,4-metilenodioxifenil 20
3-clorofenil 19
4-clorofenil 27
2,6-diclorofenil 23
4-metilsulfoxifenil 40
2,4,6-tribromo-3-metoxifenil 10
3-hidroxifenil 12

2-bromo-5-hidroxifenil 10 75
2,4,6-tribromo-3-hidroxifenil 7
4-iodo-3-hidroxifenil 13

a) Rendimentos de produto isolado sem contaminagdo com clorina.
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1.2. Porfirinas catidnicas na inactivacdo de bactérias

A enorme diversidade estrutural das porfirinas e dos seus complexos metalicos,
obtidos pelos métodos de sintese apresentados na seccao anterior, justificam a pletora de
aplicacGes destas moléculas em multiplos dominios tais como: medicina, biologia,
engenharia, catalise, entre outras.

O desenvolvimento de compostos e métodos capazes de inactivar bactérias € um
tema de elevado interesse para a salde publica mundial, uma vez que as rapidas
mutacdes observadas nas bactérias tém aumentado consideravelmente a sua resisténcia
aos antibioticos existentes no mercado. Para este facto tem contribuido muito o uso
excessivo de antibiéticos e ja existem profecias sobre o fim da “era antibiotica”,’*’" o
que torna premente a procura de substancias/métodos alternativos. E neste
enquadramento que a terapia fotodindmica (PDT) utilizando porfirinas como
sensibilizadores tem tambem assumido um papel importante no combate a agentes
patogénicos microbianos.’® Recentemente foi publicado um artigo no qual ¢ descrita a
utilizacdo, de forma promissora, de porfirinas catidnicas simétricas e assimétricas na
foto-destruicao de bactérias.”

A PDT € uma técnica terapéutica que envolve o0 uso de corantes ou
fotossensibilizadores (PS) combinados com luz visivel ou infravermelho préximo, de
comprimento de onda apropriado para excitar 0 PS.2° A luz irradiada é absorvida pelo
fotossensibilizador, convertendo-o a um estado tripleto de longa duragdo que, por sua
vez, interage com o oxigénio molecular. Este leva a geracdo de espécies citotdxicas
nomeadamente, radicais livres e oxigénio singuleto (ROS), que sdo capazes de destruir
as estruturas bioldgicas que se encontram dentro do seu raio de accdo, figura 1.5.2* Um
fotossensibilizador para ser aplicado em PDT deve possuir algumas caracteristicas
desejaveis®®, tais como: ndo apresentar toxicidade no escuro, ter elevada selectividade e
afinidade com as células microbianas, ter rendimento quantico e energia do estado

tripleto (®) elevado e ndo formar agregados com facilidade.
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Esterilizacdo de sangue Pele

BLOOD Type

>

/¥
ROS \6 <)
Estémago

Dentes

Figura 1.5- Representacdo esquematica da utilizacdo de tecidos biol6gicos ex vivo e
materiais para simular in vitro, o uso de PDT na
morte de células microbianas em infeccoes.

O primeiro exemplo descrito na literatura no qual é utilizada a PDT na inactivacao
de células microbianas foi publicado em 1900.% Contudo, devido ao facto destas
descobertas terem ocorrido durante a chamada “idade de ouro dos antibidticos” a sua
possivel utilizacdo clinica ndo foi devidamente explorada.?* S6 mais recentemente, tém
surgido publicacdes onde sdo descritas combinacdes de PS e luz de forma a provocar a
morte ou inactivacdo de bactérias.®

Esta descrito que existe uma diferenca significativa na eficiéncia com que os PS
conseguem permear as bactérias do tipo gram positivo e gram negativo, figura 1.6,
devido as diferencas estruturais que estas apresentam.®® Em geral, PS neutros, aniénicos
e catiénicos podem destruir as bactérias de gram positivo, uma vez que a permeacao
através das suas membranas é mais fécil. Por outro lado, para as bactérias tipo gram
negativo sdo eficientes apenas PS catidnicos pois as suas caracteristicas anfifilicas sdo

mais apropriadas para a permeacao das membranas celulares deste tipo de bactérias.
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Gram positivo Gram negativo

Acido lipotecsico

Lipopolissacandaos Forina
Acido tecdico Fesfolipidas

Peptideglicanc

Membrana () » T Froteina
: memmbranar

membranar

Figura 1.6- Estruturas das paredes celulares dos dois tipos
de classes de bactérias microbianas.

Com intuito de possibilitar a inactivacdo fotodinamica (PDI) de bactérias de gram
negativo e gram positivo tém sido desenvolvidas varias moléculas, cujas caracteristicas
sdo modeladas de forma a promover uma rapida e preferencial acumulacdo destas em
ceélulas microbianas. A estratégia, adoptada por varios grupos de investigacdo, centra-se
na utilizacdo de uma molécula fotossensibilizadora com uma ou mais cargas positivas
intrinsecas, habitualmente geradas por atomos de nitrogénio quaternarios cujas

estruturas mais relevantes estdo apresentadas na figura 1.7.%"
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H,C N N
I ;[ I j\\ *_CH . ~r.
H,N s N HiCoy s n-CHs

| CI -
CH, CH, cH, ©

Azul toluidina (TBO) Azul metileno (MB)

o) e
Ccr

¥
H;C—N—CH3 /CH3
\CH3 cr *N—CH,
H;C
Porfirina cationica (XF73)

Ftalocianina cationica Fulerenos catiénicos (BF6)

Figura 1.7- Estruturas moleculares de PS antimicrobianos
utilizados na inactivacédo fotodinamica.

1.3. Modelacéo estrutural de porfirinas para diminui¢do do ponto

de fusao

As porfirinas sdo macrociclos aromaticos, que apresentam uma grande tendéncia
para formar agregados, devido a interaccdo dos sistemas m, que conduz a uma baixa
solubilidade, alta cristalinidade e alto ponto de fus&o.®® Porém, uma vez que se tratam
de compostos cuja sintese € relativamente simples, é possivel delinear estratégias
sintéticas capazes de modelar as suas propriedades estruturais, eléctricas e fisico-
quimicas.

Como foi possivel observar pela revisao da literatura apresentada anteriormente, 0s
diversos métodos sintéticos desenvolvidos ao longo dos anos permitiram a sintese de
um grande nimero de compostos com os mais variados substituintes. Com o intuito de

racionalizar o efeito dos substituintes no ponto de fusdo, decidimos compilar alguns
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exemplos elucidativos de porfirinas com substituintes nas posi¢cdes meso (tabela 1.5) e
nas posicdes £ (tabela 1.6) das porfirinas.

A tabela 1.5 mostra que a introducdo de cadeias alquilicas quer estas estejam
ligadas aos grupos fenilo das posicdes meso (entradas 1-2, tabela 1.5) quer estejam
directamente ligadas & posicdo meso das porfirinas (entrada 9, tabela 1.5) permite
baixar, consideravelmente, o ponto de fusdo. Este efeito é também observado com
substituintes alcoxi (entradas 3-8, tabela 1.5), para os quais se verifica uma diminuigdo
do ponto de fusdo a medida que numero de atomos de carbono aumenta, até cadeias
alquilicas com 10 carbonos no grupo alcoxi (entrada 5, tabela 1.5). A introducdo de
atomos de fluor nas posigdes orto dos grupos fenilo (entrada 10-11, tabela 1.5) ndo
conduziu a uma diminuicdo do valor do ponto de fusdo destas porfirinas, quando
comparado com o valor do ponto de fusdo da TPP (entrada 1, tabela 1.5). No entanto,
quando introduzido nas cadeias alquilicas dos grupos sulfonamida, este substituinte
diminui significativamente os valores dos pontos de fusdo. Desta forma, a colocacéo de
pequenas cadeias alquilicas fluoradas nos grupos fenilo das posi¢cées meso (entrada 12,
tabela 1.5) permitiu baixar o ponto de fusdo para valores que, com cadeias alquilicas
normais, sé seriam alcancados com um numero de atomos de carbono muito superior
(entrada 16, tabela 1.5). A diminui¢do dos valores dos pontos de fusdo com o aumento
do tamanho das cadeias alquilicas foi também observada para a restante familia de

porfirinas com substituintes do tipo sulfonamida (entradas 13-16, tabela 1.5).
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Tabela 1.5- Influéncia dos meso-substituintes no ponto de fusdo

Entrada Porfirina Ponto(odé)fusao Ref.

1 R=H > 300 32
2 R2018H37 33.5 99
3 R=CgH,7 55.1

4 R=CgHy, 26.2

5 R=CyoH2 -54.6 98
6 R=Cy1Hys -23.8

7 R=Cy,Hys 32.0

8 R=C,sHs7 44.0

9 R:C11H23 80-81 34
10 X=X=F >300

11 X=F; X'=H >300 100
12 R=SO;CH,CF,CHFCF; 130-133 a)
13 R=SO,NHCHj3 298-299

15 R:SOZN H(CH2)2CH3 210-211

16 R:SOZN H(CH2)5CH3 134-135

a) Resultado ainda ndo publicado, gentilmente cedido por A.V.C. Sim&es
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Relativamente as porfirinas S-substituidas as estratégias para obter compostos com
baixos pontos de fusdo sdo anélogas as utilizadas para as porfirinas meso-substituidas.
Para este tipo de porfirinas observa-se, em geral, uma diminui¢do do ponto de fusdo
com o aumento do tamanho da cadeia alquilica, quer para substituintes alquilicos
simples (entradas 1-4, tabela 1.6) quer para cadeias alquilicas ligadas a grupos alcoxi-
(entradas 1-4, tabela 1.6).

Comparando as porfirinas com substituintes idénticos nas posi¢oes meso (entrada 9,
tabela 1.5) e nas posicbes £ (entrada 1-3, tabela 1.6) verifica-se que as substituicoes

nas posi¢cdes meso permitem atingir pontos de fuséo relativamente inferiores.

Tabela 1.6- Influéncia dos f-substituintes no ponto de fusao

Ponto de fuséo

Entrada Porfirina ; Ref.
(°C)
R R
1 ) " R=CgH,; 137
2 R=CyoHxn 115,4 101
3 R R R=CyoHys 106,6
R R
R R
P
R R
4 R=C¢H13 60,6 102
R R
)
ROH,C CH,OR
ROH,C
> CH,0R R=C4H, 154
6 ’ R=C¢H13 111 103
! R=CgH,; 84
8 ROH,C CH,0R R:ClOH21 69
CH,0rR  CHOR
RO
@7000 OR
RO = | Ccoo
9 OR R=C4Hy 13
10 R=CgH17 -10
11 R=C1,Has -31 104
12 R=CysHa3 22

A
o
[)
e

[ee]e]

[}
o
o

A

O.
o)
A
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A modelagdo estrutural das propriedades das porfirinas com baixo ponto de fusdo é
de extrema importancia devido as caracteristicas Unicas que estas moléculas apresentam
nomeadamente para aplicacdo no dominio dos nanomateriais.'®*" Por esse motivo,
nos Ultimos anos, tém surgido na literatura multiplos exemplos de sintese e
caracterizagdo de porfirinas nano-estruturadas de para potencial aplicagdo em

dispositivos fotovoltaicos,™® catalisadores* e sensores quimicos.'%®
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CAPITULO 2

2. Sintese e caracterizacdo de porfirinas mistas meso-
substituidas

A sintese de porfirinas com diferentes substituintes nas posicdes meso pode ser
efectuada pela metodologia descrita no Capitulo 1, que envolve a condensacao de pirrol

com uma mistura de diferentes aldeidos no vaso reaccional™

ou através da derivatizacdo
de alguns dos substituintes do anel porfirinico.*> Ambas as estratégias permitem a
obtencdo de porfirinas que conjugam as vérias funcbGes dos diferentes substituintes
numa s6 molécula, o que potencia a sintese de compostos com caracteristicas
apropriadas as aplicacdes pretendidas.

Tendo em conta 0 nosso interesse na sintese de porfirinas mistas e com base nos
pressupostos referidos anteriormente, decidimos iniciar os estudos adoptando a primeira
estratégia, isto é, promovendo a condensacdo de pirrol com uma mistura de aldeidos,
alquilicos e arilicos. A utilizacdo da mistura destes dois aldeidos, permite conjugar na
mesma porfirina as fun¢Bes dos substituintes alquilicos, importantes para a obtencéo de
baixos pontos de fusdo e para a permeacdo destes compostos em membranas,® com as
funcBes dos substituintes N-heterociclicos, que facilmente geram azotos quaternarios e,
consequentemente, cargas positivas. De entre os varios métodos de sintese descritos no
capitulo 1, ndo existe nenhum que possa considerar-se como o método perfeitamente
adequado para a sintese de porfirinas mistas. Como ja vimos anteriormente, Gonsalves e
Pereira,’ observaram que para sintese meso-tetraalquilporfirinas o método em dois
passos era bastante vantajoso contudo o uso de quinonas de alto potencial representa um
grande inconveniente. Fazendo uma analise dos métodos que englobam a condensagéo e
a oxidacao num so passo, consideramos que o método do nitrobenzeno, desenvolvido na
Universidade de Coimbra, € o Unico que permite a sintese de porfirinas com
substituintes alquilicos nas posi¢des meso de forma reprodutivel e com rendimentos

aceitaveis.
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Assim, neste capitulo serdo apresentados os resultados da sintese de diversas
porfirinas mistas obtidas pelo referido método do nitrobenzeno, bem como a sua

caracterizacdo estrutural, fotofisica e térmica.

2.1. Sintese de porfirinas mistas neutras

A sintese de porfirinas mistas, via método do nitrobenzeno, foi efectuada utilizando
como aldeidos alquilicos, o dodecanal e o tetradecanal, e como arilaldeidos, o 4-formil-
piridina. A utilizacdo de aldeidos alquilicos com diferentes tamanhos de cadeia alquilica
tem como objectivo avaliar as alteracdes que o aumento da cadeia alquilica pode induzir
nos pontos de fusdo das respectivas porfirinas e também na permeacdo de membranas.

As porfirinas meso-substituidas obtidas da mistura reaccional do dodecanal com o
4-formil-piridina e pirrol foram sintetizadas recorrendo a dois métodos (A e B). O
método A consistiu na adicdo de quatro equivalentes de pirrol (29.4 mmol), trés
equivalentes de dodecanal (22.0 mmol) e um equivalente de 4-formil-piridina (7.35
mmol) a uma mistura de acido acético/nitrobenzeno (3:1), a uma temperatura de 130°C.
Apos 3 horas de refluxo, o acido acético e o nitrobenzeno foram evaporados a pressdo
reduzida. As diversas porfirinas obtidas 2.1-2.6, que se encontram representadas na
figura 2.1, foram isoladas, ap6s um moroso e minucioso trabalho de separagdo
cromatografico. Este trabalho cromatografico consistiu numa pré-coluna de silica,
utilizando como eluente um gradiente de éter petréleo/diclorometano (2:1) até acetato
de etilo/metanol (9:1), donde foram recolhidas 6 fraccdes. Subsequentemente estas
fraccdes foram isoladas por cromatografia em placa preparativa de silica, uma vez que a
sua separacao é bastante dificil devido ao facto das moléculas apresentarem polaridade
muito similar. Os rendimentos dos produtos puros obtidos apresentam-se na tabela 2.1.

Esta bem estabelecido na literatura que a reactividade dos aldeidos alquilicos €
inferior & dos aldeidos N-heterociclicos,” pelo que decidimos proceder a sintese das
porfirinas meso-substituidas mistas, anteriormente apresentadas, modificando as
condicdes de reaccdo. Estas mudancas centraram-se principalmente na alteracdo da

proporcao estequeomeétrica de cada aldeido.
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Figura 2.1- Esquema da sintese de porfirinas meso-substituidas obtidas da mistura
reaccional do dodecanal com o 4-formil-piridina pelos métodos A e B.

Assim, o método B resume-se a adi¢do de quantidades equimolares (29.4 mmol; 4
equivalentes) de pirrol e dodecanal e de um equivalente de o 4-formil-piridina (7.35
mmol) a mistura de acido acético:nitrobezeno (3:1) a 130°C de temperatura. Apos 3
horas de reacgdo e utilizando-se 0 mesmo método de purificacdo, obtiveram-se as

porfirinas 2.1-2.6 (figura 2.1), com os rendimentos apresentados na tabela 2.1.
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Tabela 2.1- Rendimentos dos produtos isolados obtidos pelo método A e B para a
sintese das porfirinas meso-substituidas obtidas da mistura reaccional de
dodecanal com a 4-formil-piridina e pirrol.

Rendimentos (%)

Porfirina
Método A Método B
2.1 0.46 0.45
2.2 1.18 3.93
2.3 <0.01 3.52
2.4 0.54 2.02
2.5 1.14 0.52
2.6 0.18 <0.01

Da andlise da tabela 2.1, pode concluir-se que a utilizacdo de um excesso de
aldeido alquilico, quando comparado com o método A, conduziu a uma melhoria nos
rendimentos das porfirinas 2.2-2.4. A porfirina 2.1 é obtida praticamente com 0 mesmo
rendimento em qualquer um dos métodos, o que evidencia a baixa reactividade do
dodecanal. Por outro lado, como seria de esperar, para as porfirinas 2.5 e 2.6 0s
rendimentos baixaram pelo segundo método devido a relacao de aldeidos utilizada.

Dado que o objectivo global do trabalho pretendia avaliar o efeito do tamanho da
cadeia alquilica nas posi¢cdes meso das porfirinas mistas, procedeu-se também a sintese
do mesmo tipo de moléculas pelos métodos A e B, mas substituindo o dodecanal pelo
tetradecanal.

Assim, no método A adicionaram-se quatro equivalentes de pirrol (29.4 mmol), trés
equivalentes de tetradecanal (22.0 mmol) e um equivalente de o 4-formil-piridina (7.35
mmol), a uma mistura de &cido acético:nitrobezeno nas proporgdes de 3:1. Apos 3 horas
sob refluxo a uma temperatura de 130°C, procedeu-se a purificacdo das porfirinas
obtidas (2.7-2.11 e 2.6), representadas na figura 2.2, seguindo o método de purificacéo
descrito aquando a utilizacdo do dodecanal, visto que a Unica diferenca reside na
diferenga do nimero de carbonos da cadeia alquilica.
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Figura 2.2- Esquema da sintese de porfirinas meso-substituidas obtidas da mistura
reaccional de tetradecanal com o 4-formil-piridina e pirrol pelos métodos A e B.

Devido a reactividade dos aldeidos alquilicos, procedeu-se também a sintese destas
porfirinas pelo método B. Numa reacc¢éo tipo adicionaram-se, a uma mistura de acido
acetico:nitrobenzeno (3:1), quatro equivalentes de pirrol (29.4 mmol), quatro
equivalentes de tetradecanal (29.4 mmol) e um equivalente de o 4-formil-piridina (7.35
mmol). Apds 3 horas sob refluxo, adoptou-se 0 método de purificagdo acima referido.

Os rendimentos obtidos pelos dois métodos apresentam-se na tabela 2.2.
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Tabela 2.2- Rendimentos dos produtos isoldados obtidos pelo método A e B para a
sintese das porfirinas obtidas da mistura reaccional de tetradecanal com a
4-formil-piridina e pirrol.

Rendimentos (%)

Porfirina
Método A Método B
2.7 0.41 0.33
2.8 1.27 5.83
2.9 0.42 3.05
2.10 1.12 1.36
2.11 1.17 0.82
2.6 0.05 <0.01

Analisando a tabela 2.2, verifica-se que os rendimentos sao ligeiramente mais altos
do que os obtidos, sob as mesmas condi¢bes, para as porfirinas andlogas com 11
carbonos nas posicdes meso. Tal como no caso anterior, houve também aqui um
aumento significativo do rendimento para as porfirinas 2.8 € 2.9 e um ligeiro aumento
do rendimento para a porfirina 2.10, quando utilizado o método B. Por outro lado, para
as porfirinas 2.11 e 2.6 o rendimento diminui, devido as proporcGes entre os dois
aldeidos utilizadas com este método. Esta pequena alteracdo nos rendimentos ndo se
deveré a diferente reactividade dos aldeidos alquilicos, mas sim a uma optimizacao nos
processos de isolamento que certamente ocorreram ao longo deste trabalho.

Os baixos rendimentos globais obtidos em ambos os casos (4-10%) podem ser
atribuidos a facil formacéo de materiais poliméricos em detrimento da ciclizacéo.

Todos o0s compostos apresentados anteriormente foram caracterizados por
espectroscopia de RMN *H e as propostas de atribuic&o dos valores de desvios quimicos
dos protdes e também, sempre que possivel, a multiplicidade do sinal e as constantes de
acoplamento sdo apresentadas na tabela 2.3 e no capitulo 4. A maioria dos compostos
isolados ndo apresenta 0 mesmo substituinte simultaneamente nas quatro posi¢des meso,
originando alteracBes no desvio quimico dos protes p-pirrolicos da macromolécula
tetrapirrolica. A titulo de exemplo e para demonstrar a estratégia seguida na atribuigéo
do efeito dos diferentes substituintes apresenta-se, na figura 2.3, a porfirina 2.4 que

contém duas piridinas em posi¢Oes adjacentes, uma vez que esta mostra todos 0s
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ambientes quimicos possiveis aos quais 0s protdes S-pirrolicos podem estar sujeitos, no
dominio da familia de compostos estudados. O conjunto de porfirinas sintetizadas neste
trabalho apresenta espectros de RMN *H similares ao apresentado pela porfirina 2.4,
diferindo desta apenas no nimero de cada substituinte e/ou na posicéo relativa destes no

anel porfirinico.

Figura 2.3- Numeracao proposta para efectuar as atribuices dos valores
de desvio quimico dos protdes da porfirina 2.4.

Para facilitar a atribuicdo dos protdes, os das posicdes beta pirrélicas e do anel de
piridina sdo referenciados por letras e os das cadeias alquilicas, das posi¢des meso, sdo
referenciados por nimeros seguidos de apéstrofo, figura 2.3.

Na porfirina 2.4 € possivel observar quatro tipos de hidrogénios nas posicGes f-
pirrolicas: H,, Hp, Hc € Hy figura 2.3. Estes representam os diferentes tipos de protdes
das posicOes £ que se podem observar nas porfirinas resultantes da reac¢do da mistura
de alquilaldeidos com 4-formil-piridina e as suas atribuicdes no espectro RMN 'H

apresentam-se na figura 2.4.
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Figura 2.4-Espectro de RMN *H (zona aromatica) da porfirina 2.4 em CDCls.

Os protdes Hg, posicionados entre duas cadeias alquilicas, apresentam o maior
desvio quimico (6=9.60 ppm), semelhante ao desvio apresentado no espectro de RMN
'H dos protdes das posicdes -pirrélicas das meso-tetraalquilporfirinas simétricas.® Por
outro lado, os protbes H, que se encontram entre dois fragmentos piridinicos tém
ressonancia a uma frequéncia idéntica a dos protdes analogos da meso-tetra(4-
piridil)porfirina e, portanto, aparecem para desvios relativamente menores (6=8.71
ppm).? O desvio quimico dos protdes Hc, dado que se encontram préximos de uma
cadeia alquilica, vo por sua vez surgir com desvios quimicos maiores (6=9.50 ppm) do
que os protdes Hy (6=8.79 ppm), que se encontram adjacentes ao grupo piridina. Os
sinais destes dois protes apresentam-se sob a forma de dupletos, 0 que se deve ao
acoplamento existente entre protdes Hy e Hc, cujas constantes de acoplamento sdo muito
préximas, 4.4 e 4.7 Hz respectivamente. Por sua vez, os protGes H, e Hy da porfirina
2.4, aparecem sob a forma de singuletos, devido a simetria apresentada pela molécula,
que leva a que os dois protdes nas posicOes £ sejam equivalentes e ndo acoplem entre si.
Relativamente aos protdes da piridina, os protées Hp, encontram-se mais blindados, pelo
que apresentam desvios quimicos com valores inferiores (6=8.12 ppm), enquanto que os
protdes H, se encontram menos blindados e, portanto, aparecem para desvios quimicos

superiores (0=8.99 ppm), o que estd de acordo com o descrito na literatura.” Esta
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observacgdo pode ser explicada com base nas formas de ressonancia da piridina ligada as
posicbes meso da porfirina, representadas na figura 2.5, onde se evidencia que a
densidade electronica nas posicdo meta da piridina é mais elevada provocando

consequentemente uma maior blindagem dos prot6es associados.

. + + ..
(L N Ch N

2
|/(> H\\f\_H_)/ <_>|/

kg R kK R

Figura 2.5 - Formas de ressonancia da piridina.

Para além dos protées aromaticos, os espectros de RMN *H apresentam também os
protdes referentes as cadeias alquilicas. Uma expanséo do espectro de RMN 'H da
porfirina 2.4, para os desvios quimicos compreendidos entre -3 e 5 ppm, encontram-se

na figura 2.6 e as atribui¢des foram feitas segundo a numeragédo proposta na figura 2.3.
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Figura 2.6- Espectro de RMN *H representativo da zona das
cadeias alquilicas da porfirina 2.4 em CDCls.
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O pico a 6=5.02 ppm pode atribuir-se aos protdes do carbono 1" da cadeia alquilica
(C*H,) e a medida que os protdes vao ficando progressivamente mais afastados do anel
porfirinico, vdo aparecendo para desvios quimicos inferiores. Os protdes a partir do
quinto carbono (C"H,) aparecem como multipletos compreendidos entre $=1.18-1.40
ppm, visto que o efeito electronico do anel porfirinico deixa de ser sentido pelos protdes
mais afastados. Todos estes sinais surgem como multipletos, uma vez que existem
sempre acoplamento com outros protdes adjacentes. Os protdes do grupo CHj3 da cadeia
alquilica apresentam-se sobre a forma de tripleto a =0.87 ppm, com uma constante de
acoplamento 8 Hz, visto que acoplam com os dois protdes C"H-: adjacentes. No que diz
respeito aos protdes pirrolicos, situados no interior do anel, estes apresentam-se como
um singuleto facilmente identificavel, uma vez que aparecem para desvios gquimicos
com valores negativos, no caso especifico da porfirina 2.4 a =-2.74 ppm, 0 que se deve
ao facto do campo magnético, resultante das correntes de anel do sistema [ do
macrociclo tetrapirrolico, ter no interior do anel um sentido contrério ao do campo
externo aplicado.

Foi com base nesta metodologia que foi proposta a identificacdo dos sinais de

RMN 'H dos outros compostos e que Se apresentam na tabela 2.3.
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Tabela 2.3- Desvios quimicos (ppm a partir de TMS), constante de acoplamento e multiplicidade de RMN de H das porfirinas sintetizadas

em CDCls.

Porf. Hq H, Ho Hp Ha Hum C'H, C?H, CH, C*'H, C"H, CHj NH

9.44 4.90 2.55-2.45 1.86-1.76 1.56-1.45 1.38-1.22 0.87 -2.65
2.1 - - - - - - 8.0 - - - - 7.0 -
S t m m m m t S

9.51 9.40 8.93 8.72 8.09 4.98 2.60-2.45 1.88-1.74 1.60-1.47 1.40-1.18 0.88 -2.69
2.2 13.8;4.7 438 - 46 - 47 8.0 - - - - 8.0 -
dd d S d d t m m m m t S

9.47 9.05 8.80 8.18 4.95 2.55-2.46 1.82-1.73 1.54-1.46 1.39-1.18 0.88 2.75
2.3 - 49 5.8 49 - 43;1.6 8.0 - - - - 8.0 -
d d d dd t m m m m t S

9.60 9.50 8.98 8.80 8.71 8.12 5.02 2.62-2.52 1.85-1.80 1.60-1.48 1.40-1.18 0.85 2.74
24 - 47 - 4.4 - 5.20 8.0 - - - - 8.0 -
S d S d S d t m m m m t S

9.56 9.01 8.88 8.79 8.13 5.04 2.60-2.55 1.91-1.77 1.57-1.47 1.49-1.19 0.87 -2.83
2.5 - 47 - 46 - 10.7;5.1 8.0 - - - - 8.0 -
d S d S dd t m m m m t S

9.07 8.87 8.17 -2.92
2.6 - - 3.8 - - 4.8 - - - - - - -
d S d S

9.46 497 2.59-2.41 1.89-1.74 1.58-1.48 1.40-1.20 0.88 -2.63
2.7 - - - - - - 8.0 - - - - 133 -
S t m m m m t S

9.52 9.41 9.01 8.74 8.12 4.96 2.62-2.42 1.88-1.74 1.60-1.46 1.43-1.19 0.87 -2.67
2.8 13.8:4.5 47 47 46 - 49 8.0 - - - - 58 -
dd d d d d t m m m m t S

9.48 9.05 8.81 8.18 497 2.59-2.45 1.83-1.73 1.54-1.45 1.40-1.18 0.87 2.75
2.9 - 48 47 47 - 53 .08 - - - - 8.0 -
d d d d t m m m m t S

9.57 9.48 9.01 8.80 8.71 8.12 4.98 2.60-2.49 1.87-1.75 1.58-1.48 1.43-1.18 0.87 2,75
2.10 - 47 5 45 - 5.4 8.0 - - - - 6.5 -
S d d d S d t m m m m t S

9.56 9.05 8.88 8.80 8.15 5.05 2.60-2.48 1.88-1.70 1.59-1.45 1.32-1.18 0.86 -2.82
2.11 - 48 6.5 47 - 10.4;5.5 14.8;7.0 - - - - 6.7 -
d t d S dd dd m m m m t S

Para cada porfirina: 12 linha: desvios quimicos; 22 linha: constantes de acoplamento (em Hz); 32 linha: multiplicidade do sinal.
n=6:2.1,22,23,24e25;n=8:2.7,2.8,2.9,2.10e2.11.
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Com base nos conhecimentos prévios da literatura e nos conceitos basicos de RMN
a atribuicdo dos sinais de RMN *H no ofereceu dividas n&o sendo necessério recorrer a
técnicas bidimensionais para obter uma completa informacdo estrutural destes
compostos. Para complementar a caracterizacdo das porfirinas acima apresentadas,
recorreu-se a espectrometria de massa, efectuada pela Unidade de Espectrometria de
Massa da Universidade de Santiago de Compostela. Nos espectros de ESI-TOF obtidos
para as porfirinas mistas (2.1-2.11), observou-se sempre a presenca do ido molecular
(M+H)", assim como uma excelente concordancia entre o padrio isotopico calculado e
0 observado, como se pode verificar na sec¢do experimental. Na figura 2.7 apresenta-
se, como exemplo, a comparagédo entre o espectro de massa calculado e observado para

0 ido molecular (M+H)" da porfirina 2.2.

Intensd , +MS, 2.2-2.3min #(147-155), Background Subtracted
x10 *
850.6721

41 (M+H)" experimental

1+
851.6754

1+
14 852.6793

/\j A Bo3.bu4Y

xlOg C58HB4 NS5 85067
850.6721

(M+H)" calculado

851.6753

1 852.6786

853.6818
AN

850.0 850.5 851.0 8515 852.0 852.5 853.0 853.5 854.0 854.5 " miz

Figura 2.7- Comparacdo do padrdo isotopico calculado
e observado para a porfirina 2.2.

Nos espectros apresentados na figura 2.7, constata-se uma excelente concordancia
entre o espectro de massa calculado e observado experimentalmente para o ido
molecular (M+H)", com uma distribuicdo isotopica compreendida entre 850.0-854.5

m/z, cujo pico de maior intensidade com o valor de 850.7 m/z corresponde a massa do
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ido molecular (M+H)" da porfirina 2.2 e 0s restantes picos dizem respeito aos diferentes

isétopos.

2.2. Sintese de porfirinas mistas cationicas

Um outro objectivo desta dissertacdo consiste na sintese de porfirinas cationicas
para poder modelar os respectivos pontos de fusdo e potenciar a sua aplicagdo tanto
como sensibilizadores na inactivacdo de bactérias como na preparacdo de
nanomateriais.

A carga positiva é facilmente gerada através da formacdo de azotos quaternarios,
por reaccdo do substituinte piridina, existente nos compostos sintetizados na seccao
anterior, com halogenetos de alquilo de cadeias variaveis.

Por questdes temporais, nos estudos que conduziram a escrita desta dissertacdo foi
utilizado exclusivamente o iodometano, muito reactivo em reaccfes Sy2, e as porfirinas

gue contém na sua estrutura apenas uma unidade piridina (2.2 e 2.8), figura 2.8.

CH3l

n=10 (2.2)

) n=10 (2.12)
n n=12 (2.8)

n n=12 (2.13)

Figura 2.8-Esquema da reaccdo de metilacdo das porfirinas 2.2 e 2.8.

O método de metilagéo utilizado resultou de optimizacGes de processos descritos na

1011 onde o iodometano funcionou ndo s6 como reagente mas também como

literatura,
solvente da reacgdo. As reaccdes foram realizadas, a temperatura ambiente, com um
excesso de iodometano (cerca de 40 equivalentes) durante aproximadamente 24 horas.
A monitorizagdo do evoluir da reaccdo foi efectuada por TLC. Apds o terminus da
reaccao efectuaram-se lavagens sucessivas (3 vezes) com diclorometano/agua, obtendo-
se as porfirinas 2.12 e 2.13 com rendimentos quase quantitativos (95 e 98 %,

respectivamente).
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As porfirinas cationicas sintetizadas 2.12 e 2.13 foram também caracterizadas por
espectroscopia de RMN H. As propostas de atribuicdo dos valores de desvios quimicos
dos protdes tiveram como base de comparacdo as porfirinas de partida (2.2 e 2.8),
tabela 2.4. Comparando 0s espectros obtidos da regido aromatica, verificou-se que
atribuicdo completa dos sinais referentes aos protdes das posicdes S e 0os do anel de
piridina ndo era inequivoca e para esclarecimento complementar recorreu-se a técnica
de RMN bidimensional homonuclear COSY.

Na figura 2.9 apresenta-se o espectro COSY da porfirina cationica 2.12 estando
representado a vermelho o acoplamento entre os protées Hp,, e H, da piridina, a verde o
acoplamento entre os protdes beta Hy e Hc e a azul o acoplamento entre os protdes beta-

Hq, que nas porfirinas cationicas se desdobram em dois sinais.

H,
N Hy
|| | |"‘\
I \Re H,H
H, | [ U} b m
0| | | AN
| \ /
o N N4 \____h N . _ / AN — -
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E ( L
T i fos
.n?_E_ : ‘s _.* 8.6
I ‘\ Fe.7
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{ _—8‘9
0 oo —
| Fo.1 E
e ) - 2 =
= * o3
s Lo
:;—_i::i___ .9‘5
(=] .
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Figura 2.9- Espectro de RMN bidimensional homonuclear COSY
da porfirina 2.12 em CDCls.

Com bas nas correlagGes observadas entre os diferentes protdes da molécula, na
figura 2.10 apresenta-se a atribuigcdo dos prot6es da porfirina 2.12, excluindo a zona da
cadeia alquilica, uma vez que o desvio quimico dos protBes entre 1 e 5 ppm mantém-se

praticamente inalterado apds metilagéo e geracdo da carga positiva.
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Figura 2.10- Espectro de RMN *H da porfirina 2.12 em CDCls.

As alteracGes observadas nos espectros das porfirinas catidnicas 2.12 e 2.13,
qguando comparados com os espectros das porfirinas de partida, devem-se ao efeito da
carga positiva gerada pelo azoto quaternario. O efeito mais acentuado é observado para
os protbes H, que, anteriormente, apresentavam desvios quimicos com valores
inferiores (6=8.93 ppm) e nesta molécula, devido a carga positiva no anel da piridina, o
sinal correspondente desvia-se para valores de desvio quimico superiores (6=9.54 ppm),
tabela 2.4. Este facto pode ser interpretar-se tanto por efeito de ressonancia como por
efeito indutivo uma vez que os dois efeitos contribuem para que os protées H, fiqguem
menos blindados, desviando por isso o sinal para maiores desvios quimicos. Para além
desta observacdo, verifica-se também o desdobramento do sinal dos protbes B-pirrolicos
Hq (6=9.44 e 9.29 ppm), possivelmente devido a uma alteracdo de simetria da molécula.
Por outro lado o sinal dos protdes B-pirrélicos Hy, aparece a 6=8.62 muito préximo do
dos protbes Hpy, a 6=8.56 ppm e para valores apenas ligeiramente desviados para
maiores desvios quimicos do que os da molécula inicial 2.2. Esta observacao pode ser
interpretada com base no efeito indutivo resultante da carga positiva. Esta porfirina
cationica apresenta também um sinal com um desvio a 6=5.01 ppm correspondente a0s

3 protdes do grupo metilo ligado ao azoto quaternario.
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Tabela 2.4- Comparagdo dos desvios quimicos (ppm a partir de TMS), constante de
acoplamento e multiplicidade de RMN de 'H das porfirinas catidnicas
2.12 e 2.13 e suas precursoras 2.2 e 2.8, respectivamente.

Porf. Hqg He Ho Hyp Ha Hm

9.51 9.40 8.93 8.72 8.09

2.2 13.8;4.7 4.8 - 4.6 - 4.7
dd d S d d

9.44;9.29 9.24 9.54 8.62 8.56
2.12 - - - - -
S;S S S S ) S

9.52 941 9.01 8.74 8.12

2.8 13.8;4.5 4.7 4.7 4.6 - 4.9
dd d d d d

9.29;9.02 8.97 9.39 8.56 8.45
2.13 - - - - -
S;S S S S ) S

Para cada porfirina: 12 linha: desvios quimicos; 22 linha: constantes de acoplamento (em Hz); 32 linha:
multiplicidade do sinal

As porfirinas sintetizadas neste subcapitulo foram também caracterizadas por
espectrometria de massa. A titulo de exemplo apresenta-se na figura 2.11 a comparacgéo
entre o espectro de massa calculado e observado para a porfirina 2.12.

Nos espectros apresentados na figura 2.11 verificou-se, mais uma vez, uma
excelente concordancia entre o valor da massa calculado e observado com uma
distribuicdo isotdpica compreendida entre 864.0-868.0 m/z, cujo pico de maior

intensidade a 864.7 m/z corresponde a massa da porfirina 2.12.
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Intens. +MS, 2.2min #149, Background Subtracted
x104 1+
864.6861
+ -
151 M™ experimental
1.0
1+
865.6898
0.5
1+
866.6951
14+
867.7042
0.1
%10 C59HB86 N5 864.60
864.6878
+
151 M™ calculado
865.6910
1.0
0.5
866.6942
OG T T T T A T T
864 865 866 867 868 m/z

Figura 2.11- Comparacdo do padrdo isot6pico calculado
e observado experimentalmente para a porfirina 2.12.
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2.3. Coeficientes de particéo

Os processos de transporte de analitos pela membrana celular sdo essenciais em
todas as formas de vida, ja que o correcto funcionamento das células depende das trocas
que estabelece com o exterior (obter metabolitos indispensaveis e excretar substancias
indesejadas). Esta estabelecido que a actividade bioldgica de um composto é o resultado
do contacto deste com as membranas e da fungdo barreira da membrana celular,
particularmente na difusdo passiva de solutos hidrofdbicos.

O sucesso da PDT depende de varios factores, dos quais salientamos a selectividade
e acumulacdo do fotossenbilizador nas células alvo. Como referimos anteriormente,
espera-se que a presenga de cadeias alquilicas longas na molécula do fotossensibilizador
facilitem a permeacdo das membranas celulares e a carga positiva crie afinidade para as
células alvo.

O coeficiente de particdo octanol-agua (CP) € um modelo experimental quimico-
fisico frequentemente utilizado pela industria farmacéutica para previsdo do
comportamento in vivo de permeacdo de farmacos nas membranas celulares. As
moléculas para atingirem o meio intracelular da célula alvo, passam dum meio
extracelular aquoso para um meio hidrofébico (lipidos membranares) e de seguida para
um meio aquoso intracelular.*** A partico de solventes mais utilizados neste modelo
centra-se no equilibrio entre 1-octanol e &gua, visto que o alcool possui uma cadeia
alquilica longa e um grupo funcional com caracteristicas de aceitador e dador de
ligacGes de hidrogénio, simulando os fosfolipidos das membranas celulares. Além disso,
dissolve uma vasta gama de compostos organicos, é transparente no ultravioleta, o que
permite determinacBes espectroscopicas sem interferéncias e a baixa pressdo de vapor
origina medidas reprodutiveis. Existem na literatura dois métodos para a determinacéao
de coeficientes de particdo. O primeiro € essencialmente aplicado na determinagédo dos
coeficientes de particdo de analitos neutros e recorre a utilizagdo de HPLC munido de
uma coluna de fase inversa (saturada de 1-octanol) e como fase mével a agua.’* O
segundo, denominado por “shake-flash method” ™' consiste na agitacdo do soluto
numa mistura de &gua e 1-octanol, seguindo-se a quantificacdo da concentracdo do
composto nas duas fases por técnicas espectroscopicas de fluorescéncia ou UV-visivel,

apos construidas as curvas de calibracdo com os padrdes apropriados.
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O coeficiente de particdo (CP) é definido pela razdo entre a concentracdo de soluto

(porfirina) na fase organica (C,) e na fase aquosa (Cy):

Co

CP =—
Cw

A determinacdo do coeficiente de particdo de algumas das porfirinas sintetizadas
neste trabalho foi realizada utilizando o “shake-flash method”. A fase organica utilizada
foi o 1l-octanol e como fase aquosa utilizou-se o tampdo fosfato, PBS (do inglés
“Phosphate Saline Buffer”). A agua € substituida pelo tampédo de fosfato porque o
nucleo tetrapirrdlico das porfirinas apresenta um caracter anfotérico com dois atomos de
nitrogeénio, -N=, capazes de aceitar protdes e outros dois, -NH-, capazes de doar protdes.
Assim, temos varios equilibrios &cido-base possiveis que englobam vérias espécies
desde dianibes a dicatiGes. Estes possiveis equilibrios em solugdo aquosa s&o

representados na figura 2.12.

pK4 pK; pK, pK,
PH," PH,
H+ H+ H+ H+

PH42+

Figura 2.12- Esquema representativo do equilibrio &cido-base do nucleo
tetrapirrdlico de uma porfirinas, PH; e das porfirinas de base livre.

Pelos equilibrios apresentados na figura 2.12, percebe-se a influéncia do pH nos

1718 pelo que se utiliza uma solugdo

coeficientes de particdo neste tipo de moléculas,
tampédo, pH=7,4 para controlar a protonacao do macrociclo.

Assim, prosseguimos os estudos no sentido de obter os valores dos coeficientes de
particdo octanol/agua das meso-porfirinas sintetizadas, segundo pequenas modificacGes
a0 método de Pandey'®?°

O primeiro passo consiste em tragar as curvas de calibracdo que permitirdo calcular
a concentracdo de composto em cada fase da mistura biféasica. Para isso tragcam-se rectas
de concentracdo em fungdo da fluorescéncia de seis solugbes do composto, com
concentracdes compreendidas entre 10 e 10° M, em 70% etanol/30% octanol e 70%
etanol/ 30% PBS. O composto é dissolvido na fase do octanol (onde as interacgdes
soluto-solvente sdo privilegiadas) e procede-se a uma agitagdo vigorosa durante 2
minutos, e apés este periodo é-lhe adicionado igual volume de PBS e é agitado de novo
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durante 3 minutos, seguido da introdu¢do num banho de ultra-sons (2 minutos).
Finalmente, a mistura bifasica € colocada numa centrifugadora para melhorar a
separacdo de fases. ApoOs o registo do espectro de emissdo de fluorescéncia e com
recurso a recta de calibracdo e possivel obter as concentracdes das porfirinas em cada
uma das fases e utilizando a expressdo de CP anteriormente apresentada foram
determinados os coeficientes de particdo. Na tabela 2.5 apresentam-se os valores do
logaritmo da razao entre a concentra¢do de composto na fase organica e na fase aquosa
(log CP) apenas das porfirinas com uma ou mais piridinas nas posicdes meso e das

correspondentes porfirinas cationicas sintetizadas.

Tabela 2.5- Valores de log CP das porfirinas sintetizados

Entrada Porfirina log CP
1 2.2 1.95
2 2.3 1.72
3 2.4 1.65
4 2.5 1.42
5 2.8 2.15
6 2.9 1.94
7 2.10 1.92
8 2.11 1.73
9 2.12 1.88+0.28
10 2.13 2.85+0.29

Pela analise dos valores obtidos para os coeficientes de particdo, e admitindo que 0s
erros serdo inferiores aos das porfirinas catidnicas, observa-se que o aumento do
numero de piridinas nas posi¢cbes meso das porfirinas conduz a um aumento da sua
hidrofilicidade, o que se traduz numa diminuicdo do valor de log CP,
independentemente do tamanho da cadeia alquilica (entradas 1-4 e 5-8, tabela 2.5).
Comparando os dois grupos de porfirinas verifica-se que as que apresentam 13 carbonos
na cadeia alquilica (entrada 5-8, tabela 2.5) apresentam valores de log CP ligeiramente
superiores as suas analogas de 11 carbonos na cadeia alquilica, resultante do aumento da

hidrofobicidade com o aumento do comprimento da cadeia alquilica.
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A porifirina 2.12 resultante da metilagdo da porfirina 2.2, que contém apenas um
anel de piridina, apesar de cationica, ndo induziu a alteracdo significativa nos valores
dos coeficientes de particdo, passando de 1.95 (entrada 1, tabela 2.5) para 1.88+0.28
(entrada 9, tabela 2.5). Pelo contrério, a porfirina 2.13, cujas cadeias alquilicas contém
mais dois atomos de carbono, os valores dos coeficientes de parti¢cdo variaram de 2.15
(entrada 5, tabela 2.5) para 2.85+0.29 (entrada 10, tabela 2.5).

Ndo € do nosso conhecimento que existam trabalhos na literatura que
correlacionem os valores dptimos de log CP com a actividade anti-bacteriana. Devemos
salientar ainda que estudos preliminares, efectuados em colaboragdo com a
Universidade de Cracdvia-Polonia, revelaram que a porfirina 2.12 provocou
aproximadamente 50% de morte celular das bactérias E. Coli e Staph. Aureus apos 5
minutos de irradiacdo com luz vermelha (A=655 nm), enquanto a porfirina 2.13 nao
revelou nenhuma eficiéncia.

Para além disso, de acordo com a literatura, as porfirinas cationicas sintetizadas
2.12 e 2.13 apresentam valores de log CP adequados para uma possivel administracdo

oral e com valores que permitem a permeacdo de membranas de tecidos cerebrais.???

2.4. Caracterizacao fotofisica

Os compostos apresentados nesta dissertacdo foram também caracterizados por
espectroscopia de absorcdo e emissdo. Estas duas técnicas fornecem informacéo
importante para a possivel aplicacdo dos compostos em PDT, uma vez que as moléculas
tém que apresentar algumas caracteristicas especificas.

Uma das caracteristicas que distingue as porfirinas dos restantes compostos
aromaticos é a cor que apresentam, devido a sua forte absor¢do na zona do visivel e
ultravioleta proximo. Esta caracteristica deve-se as diferentes transigcdes electronicas
resultantes da elevada conjugacgdo do anel porfirinico, que podem ocorrer quando estas
moléculas sdo sujeitas a irradiacdo com a luz visivel. O espectro de absorcdo UV-visivel
da porfirina € caracterizado pela existéncia de quatro bandas de baixa intensidade, entre
0s 500 e os 700 nm, correspondentes a transi¢des proibidas, denominadas por bandas Q.
Observa-se ainda uma outra banda proxima dos 400 nm, com um coeficiente de

absortividade molar mais elevado que as anteriores, designada por banda B ou Soret.

47



Capitulo 2

Os espectros de absorcdo de porfirinas foram interpretados por vérios autores,*%

mas o modelo tedrico proposto por Gouterman (“modelo das quatro orbitais”)?"% t

em
prevalecido até hoje, uma vez que explica e interpreta, de forma simples, as mudancas
observadas nos espectros dos macrociclos tetrapirrolicos, por pequenas alteracGes
estruturais. De acordo com este modelo as transigdes electronicas originarias das bandas
B e Q encontram-se associadas a quatro orbitais: duas orbitais HOMO, designadas por
b; e b, com simetria ay, € ayy (orbital ©) e duas LUMO, designadas por c; € C; com

simetria eq (orbital n*), figura 2.13.

C2 (eg)
C1 (eg)
Energia
das Q Q B B
Orbitais i X y
by (azy)
by (a4y)

Figura 2.13- Representacédo das orbitais e transi¢des electronicas entre o estado
fundamental e o estado excitado de porfirinas de base livre
segundo o modelo proposto por Gouterman.”®

As cinco bandas observadas no espectro de absorcdo podem ser explicadas,
segundo Gouterman, arbitrando-se um sistema de eixos cartesianos X e y sobre a
estrutura do macrociclo tetrapirrélico (figura 2.14), podendo neste caso ocorrer
transicdes By, By, Qx € Qy, figura 2.13.

Figura 2.14- Sistema de eixos coordenados escolhidos para o estudo
de porfirinas de base livre.
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Como demonstra a figura 2.13, a banda Qy tem origem na transicdo entre as
orbitais b; — ¢; e a banda Q na transicdo entre b; — c,. Por outro lado, as bandas By e
By correspondem as transi¢oes b, — c1 € b, — ¢y, respectivamente. Estas bandas podem
ainda ser representadas por Bx(0,0), By(0,0), Qx(0,0) e Qy(0,0), no caso de ocorrerem
transi¢des entre o nivel vibracional zero do estado fundamental para o nivel vibracional
zero do estado excitado. Associadas as transicdes Qx(0,0) e Qy(0,0), temos as transicdes
Qx(1,0) e Qy(1,0) que séo atribuidas a um movimento electronico para um nivel
vibracional superior em relacéo as anteriores. Contudo, se observarmos um espectro de
absorcéo de uma porfirina de base livre, apenas se observam cinco transi¢des, uma vez
que as transicdes By(0,0) e By(0,0) tém uma diferenca energetica minima, aparecendo
sob a forma de uma Unica banda a 400 nm.

A intensidade das quatro bandas Q é variavel e esta inteiramente relacionada com
0s grupos substituintes presentes no macrociclo, uma vez que estes podem estabilizar ou
destabilizar as orbitais HOMO e LUMO do anel porfirinico. De acordo com as
intensidades relativas das bandas Q, os espectros de absorcdo podem ser classificados

em quatro tipos: etio, rhodo, oxorhodo e filo,*® figura 2.15.

c.d. c.d. c.d. c.d.

etio rhodo oxorhodo filo

Abs
Abs
Abs
Abs

o (¢} o o

Figura 2.15- Tipos de espectros e respectivas intensidades relativas
atribuidas as bandas Q.

Segundo Gouterman, a substituicdo de um grupo nas posi¢cdes meso da porfirina
altera a energia e simetria do estado fundamental b; sem afectar b,, tal como previsto
pelas orbitais moleculares calculadas por Longuett-Higgins.> Como o estado b; esta
directamente relacionado com a intensidade das bandas Q, uma perturbagéo das orbitais
moleculares deste estado electronico ira contribuir para uma significativa alteracdo da

intensidade relativa destas bandas.
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Um aspecto fotofisico importante para caracterizar as diferentes familias de
compostos sintetizados é o calculo do valor da absortividade molar para cada banda do
espectro de absorcdo. Neste sentido, foram preparadas solu¢bes em ciclohexano ou
etanol (dependendo da solubilidade dos compostos) com concentracdes entre 10° e 10”7
M, tendo-se determinado os espectros de absor¢do UV-visivel com as respectivas
absorvancias de cada banda. Através da aplicacdo da lei de Beer-Lambert (A=¢bc, onde
A ¢ a absorvancia, € ¢ o coeficiente de absortividade molar, b ¢ o caminho Optico
percorrido pela luz e ¢ é a concentracdo da solucdo), representa-se num grafico a
absorcdo em funcgdo da concentracdo, figura 2.16, e atraves do declive da recta ajustada
determina-se o valor do coeficiente de absortividade molar (€) para as bandas Q e Soret.
Os coeficientes de correlacdo obtidos para as rectas foram bastante bons e no intervalo
de concentracdes utilizado ndo verificamos qualquer desvio a lei de Beer-Lambert, o
que nos indica a auséncia de agregacdo dos compostos na gama de concentragoes
estudadas.™

Na figura 2.16 apresenta-se um exemplo seleccionado das rectas utilizadas na
determinag@o do € para a banda Q4(0,0) da porfirina 2.2. Todos os outros valores de ¢

foram determinados de igual modo e apresentam-se na tabela 2.6.

0,045 4
0,04 A
0,035 ~
0,03 -
0,025 -
0,02 -
0,015 -
0,01 A
0,005 -+

y =2828,5x
R2=0,9927

Absorvancia

0,0E+00 2,0E-06 4,0E-06 6,0E-06 8,0E-06 1,0E-05 1,2E-05 1,4E-05 1,6E-05

Concentragéo (M)

Figura 2.16- Grafico de absorvancia em funcéo da concentracao para a banda
Qx(0,0) (A=657 nm) da porifirina 2.2.

Os espectros de absorgéo e respectivas ampliagOes das bandas Q das porfirinas 2.1-

2.5 e 2.12 encontram-se na figura 2.17.
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Figura 2.17- Espectros de absorcéo e respectivas ampliagdes
das bandas Q das porfirinas 2.1-2.5 e 2.12.

Analisando os espectros apresentados na figura 2.17 verifica-se que o aumento do
nimero de anéis de piridina nas posicdes meso do macrociclo produz mudancas
significativas na intensidade banda Q«(0,0). Na porfirina com quatro cadeias alquilicas
2.1 temos a banda de maior comprimento de onda [Qx(0,0)] com maior absortividade
gue a Qx(1,0). © mesmo pode observar-se para a porfirina 2.2, porém com duas ou mais
piridinas os espectros de absor¢do assumem uma forma de espectro do tipo etio. Estas
mudangas devem-se, principalmente, as mudangas de simetria que alteram o

acoplamento vibronico e, assim, a intensidade da banda Qx (0,0). No espectro da
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porfirina catidnica 2.12 verifica-se que a intensidade da banda Qx(1,0) diminui

relativamente as restantes bandas, quando comparada com o espectro da porfirina com a

piridina sem carga 2.2. Para a familia de porfirinas sintetizadas a partir da mistura do

tetradecanal e da 4-formil-piridina 2.6-2.11 e para a respectiva porfirina cationica 2.13,

a forma e intensidade das bandas dos espectros de absor¢do sdo analogos aos

apresentados e discutidos para a familia de porfirinas apresentadas na figura 2.17.

Tabela 2.6 - Comprimento de onda do maximo de absor¢do e coeficientes de
absortividade molar de algumas porfirinas sintetizadas.

Absorcao Ama[nm] (e [M* cm™])

Porfirina
B(0,0) Qy(1,0) Qy(0,0) Qx(1,0) Qx(0,0)
) 1o 416 520 552 602 662
1
(2.1x10°) (8.6x10°%) (6.7x10%) (2.3x10%) (3.6x10%)
. 416 517 550 597 657
2.2
(2.1x10°) (9.1x10%) (5.7x10%) (2.5x10°%) (2.8x10°%)
- 415 514 547 594 653
' (2.0 x10°) (1.0x10% (5.2x10%) (2.7x10% (2.9x10%
) g 415 515 548 595 652
' (1.7x10°) (8.6x10% (4.7x10%) (2.7x10% (2.2x10%)
. 414 512 544 590 648
2.5
(1.1x10°) (5.9x10°) (2.5x10°) (1.8x10°) (1.0x10°)
) (5 418 514 547 588 644
' (4.0x10°) (1.9x10%) (5.1x10°) (5.0x10°%) (3.6x10°%)
. 416 520 552 602 662
2.7
(2.9x10°) (1.1x10%) (9.2x10%) (3.2x10°%) (4.9x10°%)
g 416 517 550 601 657
' (3.0x10°) (1.2x10% (7.0x10°) (2.4x10°) (3.5x10°)
) g 415 514 547 594 653
' (1.2x10°) (5.8x10°%) (2.8x10°) (1.4x10°%) (1.3x10°%)
) 107 415 515 548 594 652
' (2.1x10°) (9.8x10%) (5.1x10°) (2.9x10°) (2.1x10%)
) 110 414 512 544 590 648
' (1.1x10°) (6.3x10°%) (2.6x10°) (1.9x10°%) (1.1x10°%)
. 416 521 561 596 656
2.12
(1.2x10°) (8.1x10°) (6.4x10°) (3.3x10°) (4.4x10°)
) 13 415 520 562 596 656
' (1.3x10°) (7.4x10%) (5.7x10°) (2.5x10%) (3.7x10%)

Solventes utilizados na determinacdo dos coeficientes de absortividade: “ciclohexano; “cloroférmio;

‘etanol
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Observando os valores dos comprimentos de onda dos méximos de absorcao,
apresentados na tabela 2.6, verifica-se um efeito bastante significativo relativamente ao
numero de grupos piridina presentes. Com o aumento do namero de piridinas observa-
se um desvio para a zona de absorcao do azul (menores c.d.0.) e uma diminui¢do dos
respectivos coeficientes de absortividade molar. Esta diminuigdo encontra-se
relacionada com diferencas entre 0s niveis energéticos (diferentes posicdes energéticas,
possivel reducdo da energia e, por conseguinte, possivel reducdo do oscilador).*

Relativamente as porfirinas cationicas 2.12 e 2.13 ndo é possivel estabelecer uma
comparagdo com as porfirinas de partida, visto que os estudos de espectroscopia UV-
visivel foram realizados em solventes diferentes e, tal como é referido na literatura, o
solvente pode ter uma forte influéncia tanto no comprimento de onda de absor¢do como
na sua absortividade molar.* Porém, comparando as duas porfirinas catiénicas 2.12 e
2.13 pode observar-se que os coeficientes de absortividade molar e comprimento de
onda do m&ximo de absor¢do sdo praticamente iguais.

Uma outra técnica espectroscépica utilizada na caracterizacdo dos compostos foi a
fluorescéncia, pois os compostos porfirinicos podem também ter aplicacdo biomédica,
nomeadamente como agentes de contraste.*® Tal como referimos anteriormente, um dos
objectivos centrais desta dissertacdo é a sintese de fotossenbilizadores para potencial
utilizacdo de PDT na destruicdo de bactérias. Neste contexto, interessam-nos compostos
com baixo rendimento quéantico de fluorescéncia, elevada conversdo intersistemas e
elevado tempo de vida do estado tripleto para promover com eficiéncia a formacéo do
oxigénio singuleto.*” O rendimento quantico de fluorescéncia da-nos, indirectamente,
alguma informacdo sobre o estado tripleto, uma vez que quanto menor for a
desactivacdo do estado excitado por fluorescéncia, maior sera a eficiéncia de formacéo
do estado tripleto.

O fotossenbilizador ao absorver luz pode sofrer uma série de processos radiativos e

ndo radiativos, como é mostrado o diagrama de Jablonsky,*® figura 2.18.
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Figura 2.18- Diagrama de Jablonski indicando os processos fotofisicos: fluorescéncia,
fosforescéncia, conversao interna (ci), conversdo intersistemas (cis) e relaxacao
vibracional (rv). As setas a cheio indicam o0s processos radiativos e as setas a tracejado
indicam 0s processos néo radiativos.

Neste diagrama estdo representados 0s possiveis processos de transicdo electrénica
que ocorrem quando uma molécula, inicialmente no seu estado fundamental Sy, absorve
um fotdo de radiacdo e é excitado a um estado de mais alta energia; Si, S;, Sp. A
absorcéo pode levar o electrdo para estados de excitacdo elevados, mas este vai decair
até ao estado de menor energia (S;) através de colisdes com outras moléculas vizinhas,
sem a emissdo de luz. Apos a passagem do electrdo para o estado excitado S;, este pode
ser desactivado para o estado fundamental Sy, sob a forma de luz — fluorescéncia, ou
sofrer conversao intersistemas e passar ao estado tripleto. A transicdo realizada entre o
nivel vibracional mais baixo do estado excitado c; (eg) € 0 nivel vibracional mais baixo
do estado fundamental b;(az,) origina uma banda Q (0,0), que no respectivo espectro é
identificada como a banda de maior energia e apresenta-se como imagem no espelho da
banda de menor energia do espectro de absorc&o.”® Os espectros podem apresentar
outras bandas, designadas por Q(0,n), onde n representa o estado vibracional do qual se
da a transi¢do para o estado fundamental (n=0,1,2,...).39 Estes compostos cumprem a

regra de Kasha,° razdo pela qual, as bandas correspondentes & emissdo da banda Soret
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ndo é observavel, uma vez que ndo existe emissdo a partir de estados electronicos
superiores ao estado S;.

Assim, pretendia-se determinar os espectros de emissdo dos compostos sintetizados
bem como os seus rendimentos quanticos de fluorescéncia. Para calcular os rendimentos
quanticos de fluorescéncia é necesséario escolher uma referéncia adequada e, nestes
estudos, a TPP foi a referéncia utilizada, uma vez que é obtida com elevado grau de
pureza e existem diversas referéncias bibliograficas acerca das suas propriedades
fotofisicas. Assim, preparamos solucbes de TPP e das porfirinas em estudo (2.1 a 2.13)
em tolueno, de forma a apresentarem no espectro de absor¢do uma absorvancia de 0.2 a
419 nm (comprimento de onda de excitagdo). Estas solu¢des foram diluidas num factor
de 1/10, de modo a obter absorvancias 0.02 no mesmo comprimento de onda. Apds
cerca de 10 minutos de desarejamento obtiveram-se 0s espectros de emissdo das
respectivas porfirinas e referéncia. Na figura 2.19 apresentam-se 0s espectros de
emisséo de fluorescéncia das porfirinas 2.2 a 2.5 e 2.12.

Como é tipico para estes tipo de compostos, 0s espectros registados apresentam
uma banda para menores comprimentos de onda atribuida a transicdo Q(0,0), sendo a
banda adjacente atribuida a transicdo Q(0,1). Atendendo a intensidade relativa das
bandas de cada um dos espectros apresentados, verificamos que em todos 0s casos a
intensidade da primeira banda é superior a segunda. A primeira banda de emissdao
refere-se a emissdo de estados vibronicos superiores a S; e a segunda banda a emissao

de energia do estado electronico S;.
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Figura 2.19- Espectros de emisséo de fluorescéncia e atribuigdo das bandas de emisséo
de fluorescéncia: a) 2.2, b) 2.3, ¢) 2.12, d) TPP, e) 2.4 e f) 2.5.

Verifica-se também que a intensidade da primeira banda diminui a medida que o

namero de piridinas nas posicdes meso aumenta, 0 que se deve ao facto da constante

radiativa de emissdo, que é directamente proporcional com a forca do oscilador,

diminuir.

Uma vez determinados os espectros de emissdo é possivel calcular os rendimentos

quanticos de fluorescéncia dos compostos sintetizados. O rendimento quantico de

fluorescéncia é definido como a razdo entre o numero de fotdes emitidos por

fluorescéncia e o numero total de fotdes absorvidos, ou seja, de moléculas excitadas.
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Este pode obter-se indirectamente por comparacdo, com o rendimento quantico de
fluorescéncia do padrao escolhido (equacdo 2.1).%

Equacgéo 2.1:

® F(composto) Area (composto) Abs (TPP) n’ (composto)
® F(TPP) Area (TPP) X Abs (composto) x n° (TPP)

Onde n simboliza o indice de refraccdo do solvente no qual o composto ou referéncia
foram dissolvidos, Abs é a absorvancia medida no comprimento de onda de excitacdo e
a area obtém-se através dos espectros de emissdo de fluorescéncia.

Na tabela 2.7, apresentam-se os comprimentos de onda méaximos de cada uma das
bandas de emissdo de fluorescéncia e o rendimento quéantico de fluorescéncia das

porfirinas sintetizadas.

Tabela 2.7- Comprimento de onda da banda de emisséo e respectivos rendimentos
quanticos de fluorescéncia das porfirinas sintetizadas

Fluorescéncia

Porfirina Amax(NM) OF
Q(0,0) Q(0,1)

2.1 662 737 0,12

2.2 660 731 0,091
2.3 658 727 0,088
2.4 655 727 0,082
2.5 653 722 0,073
2.6 653 712 0,069*
2.7 664 740 0,11

2.8 660 732 0,090
2.9 656 725 0,087
2.10 655 727 0,079
2.11 652 722 0,074
2.12 669 736 0,012
2.13 667 733 0,018
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Pela analise dos valores apresentados na tabela 2.7, verifica-se que o aumento do
namero de anéis de piridina nas posi¢des meso faz desviar as duas bandas de emisséo de
fluorescéncia para valores de c.d.o. menores. Por outro lado, a metilacdo das piridinas
dando origem as porfirinas catidnicas (2.12 e 2.13) tem como consequéncia o desvio das
bandas Q(0,0) e Q(0,1) para maiores comprimentos de onda. Comparando 0s
rendimentos quanticos de fluorescéncia dos diversos macrociclos tetrapirrélicos, nota-se
que o aumento do numero de meso-substituintes N-heterociciclos faz baixar o O
favorecendo a conversdo intersistemas S;-T;. Os factores que favorecem a conversdo
intersistemas encontram-se relacionados, por exemplo, com a rigidez da estrutura
quimica das moléculas e com o acoplamento spin-orbital. Os macrociclos porfirinicos
sdo estruturas muito rigidas e com elevado acoplamento spin-orbital entre o estado
singuleto e tripleto, pelo que o aumento do ndmero de piridinas resulta no aumento do
acoplamento spin-orbital e na diminui¢cdo do rendimento quantico de fluorescéncia. A
maior reducdo do rendimento quéantico de fluorescéncia é observada aquando a geragdo
de azotos quaternarios nas piridinas. Esta diminui¢ao do valor ®f € resultado da
metilacdo dos nitrogénios das piridinas, pois este passa a tratar-se de um substituinte
atractor de electrbes, o que diminui a disponibilidade electronica do macrociclo. A
metilacdo dos &tomos de azoto conduz a deterioracdo do estado singuleto excitado
através de processos ndo radiativos (cruzamento intersistemas e conversio interna).**

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia obtidos para os compostos sintetizados
apresentam valores relativamente baixos, principalmente para as porfirinas cationicas, o
que se apresenta como uma propriedade favoravel para a aplicacdo em PDT. Para
avaliar a potencialidade destes compostos na morte de células através de PDT ¢é
importante avaliar a sua eficiéncia na formacao de oxigénio singuleto e, por esta razao,

0s estudos ja se encontram em fase experimental.
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2.5. Caracterizacao térmica

No capitulo 1 apresentou-se uma revisdo da literatura de algumas das estratégias de
modulag&o estrutural utilizadas para baixar o ponto de fuséo de porfirinas. De entre elas,
seleccionamos a que se baseava na preparacdo de porfirinas mistas com cadeias
alquilicas e piridina nas posi¢cdes meso por considerarmos que a sua sintese permite a
obtengdo de maiores quantidades de compostos e consequentemente pode abrir
perspectivas de aplicagdo destes em maior escala.

Para todos os compostos sintetizados, cuja sintese foi discutida nas secgbes
anteriores, foram realizados estudos preliminares qualitativos de determinacdo de
intervalos de ponto de fusdo num microscopio de capilar Electrothermal-Melting Point
Apparatus ndo calibrado. Dos compostos sintetizados a partir da mistura do dodecanal
com 4-formil-piridina (2.1 a 2.5), verificou-se que o0 composto que possui quatro
cadeias alquilicas nas posi¢es meso (2.1) apresenta um ponto de fuséo de 80-81°C, que
estd de acordo com o valor descrito na literatura.® Por outro lado, quando uma das
cadeias alquilicas, das posi¢cGes meso da porfirina, € substituida por um anel de piridina
(tipo AB; - 2.2) observa-se um ligeiro aumento do ponto de fusdo para 83-85°C, tabela
2.8. Os compostos com dois anéis de piridina na estrutura da porfirina ddo origem a dois
isdbmeros estruturais do tipo A;B;, 2.3 e a 2.4 porque as moléculas de piridina podem
encontrar-se em posi¢des meso adjacentes e opostas, respectivamente. Tal como seria de
esperar, estes dois isdmeros estruturais apresentam propriedades fisico-quimicas
distintas, que se reflectem de forma muito significativa no ponto de fusdo. A porfirina
2.3 funde a uma temperatura de 73-74 °C enquanto a 2.4 funde a uma temperatura muito
superior, 153-155°C (tabela 2.8).

Finalmente, o ponto de fusdo de 2.5 do tipo A3B1 em que A representa 0s 3 grupos
piridina e 0 B uma cadeia alquilica, aumenta substancialmente o valor do ponto de fusao
para 227-228°C.
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Tabela 2.8- Pontos de fusdo dos compostos sintetizados

Porfirina P.F. (°C)
2.1 80-81
2.2 83-85
2.3 73-74
24 153-155
2.5 227-228
2.6 > 300
2.7 72-74
2.8 75-77
2.9 72-73

2.10 141-143
211 249-251

No sentido de procurar evidéncias para o efeito do tamanho da cadeia alquilica no
ponto de fusdo deste tipo de moléculas, foi efectuado um estudo similar para a familia
de porfirinas sintetizadas a partir da mistura de tetradecanal com 4-formil-piridina (2.6-
2.11) e os resultados encontram-se na tabela 2.8. Da analise global dos pontos de fuséo
apresentados na tabela 2.8 pode concluir-se que ha um variacdo analoga a observada
para as porfirinas com 11 carbonos na(s) cadeia(s) alquilica(s) (2.1-2.5). Os pontos de
fusdo de porfirinas estruturalmente analogas (2.1 e 2.7; 2.2 e 2.8; 2.4 e 2.10), que
diferem entre si apenas pelo nimero de &tomos de carbono da cadeia alquilica,
diminuem de uma forma sistematica. Contudo, ha que salientar que, este efeito ndo se
observa para as duas porfirinas que apenas contém uma cadeia alquilica nas posigdes
meso, 2.5 e 2.11, uma vez que, com 0 aumento do nimero de carbonos da cadeia
conduziu a uma variacdo do ponto de fusdo de 227-228 para 249-251 °C,
respectivamente. Tal como descrito na literatura* a meso-tetra(4-piridil)porfirina (2.6),
gue ndo contém na sua estrutura nenhuma cadeia alquilica, ndo funde para temperaturas

inferiores a 300°C.
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Sendo também nosso objectivo inicial obter porfirinas cationicas com baixos
pontos de fusdo, efectudmos um estudo similar para as porfirinas 2.12 e 2.13 que
contétm 3 cadeias alquilicas e um grupo metil-piridina cationico e os resultados

apresentam-se na tabela 2.9.

Tabela 2.9- Pontos de fusdo das porfirinas cationicas 2.12 e 2.13

Porfirina P.F. (°C)
2.12 156-158
2.13 152-154

Com as duas porfirinas catidnicas observou-se um aumento do ponto de fusdo
praticamente para o dobro, em relacdo ao das porfirinas neutras, estruturalmente
idénticas, possivelmente devido a existéncia de forcas intermoleculares tipo iénico.

Atendendo as multiplas aplica¢cdes de compostos porfirinicos com baixos pontos de

fusdo descritos na literatura®**°

e a possivel formacdo de mesofases quando
submetidas a energia sob a forma de calor, decidiu-se seleccionar algumas das
porfirinas sintetizadas e realizar estudos de caracterizacdo térmica por calorimetria
diferencial de varrimento de poténcia compensada, e termomicroscopia com luz
polarizada. A técnica de calorimetria diferencial de varrimento permite obter
propriedades termodinamicas com elevado grau de precisdo e a termomicroscopia foi
utilizada como técnica complementar para observar visualmente as transformactes da
amostra na gama de temperatura de interesse.*’

Os compostos seleccionados, por questdes de pureza, para caracterizagcdo por estas

duas técnicas foram as porfirinas 2.2 e 2.8.
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Figura 2.20- Curvas de DSC ilustrativas do primeiro aquecimento:
a) 2.2 (B=3°C/min; capsula fechada 30 uL; m=2.43 mg);
b) 2.8 (B =3°C/min; capsula fechada 30 uL; m=3.12 mg).

Na figura 2.20-a) apresenta-se a curva de DSC ilustrativa do primeiro aquecimento
do solido da porfirina 2.2, obtido nas condi¢des descritas na seccdo experimental,
realizado com uma velocidade de 3°C/min. O comportamento térmico é complexo,

COMO Se esperaria para compostos com esta estrutura molecular, ##

registando-se antes
da fusdo a Tonser~65°C (2 ensaios), processos de transicdo solido-solido, confirmados

com as observagdes de termomicroscopia apresentadas na figura 2.21. A fuséo do
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composto regista-se a tempertura Tonset~83 °C (2 ensaios) em concordancia com 0s
valores obtidos por microscopia de capilar apresentados na tabela 2.8.

25°C 50°C 68 °C 70°C
72°C 74°C 80°C 84 °C

Figura 2.21- Imagens obtidas por termomicroscopia com luz polarizada no
aquecimento da porfirina 2.2, f=3°C/min, ampliagao 200x.

Os resultados de DSC apresentados na figura 2.20-b) para o sélido 2.8, obtido nas
condicBes descritas na seccdo experimental, e realizado também a uma velocidade de
3°C/min, apontam para que a passagem para liquido isotrépico ocorra em etapas
sucessivas, com uma primeira transicio de energia elevada (AH=51.7+1.3 kJ mol™) &
temperatura de 77.2+1.3 °C (média de 3 ensaios), seguida de uma transicdo de baixa
energia (AH=3.1%1.7 kJ mol™) a T= 83.2+0.6 °C (média de 3 ensaios). O As imagens de
termomicroscopia, figura 2.22, tipicas de um material policristalino, confirmam que a

fusdo s6 ocorre no segundo processo.
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25°C 50°C 64 °C 74°C
78°C 79°C 80°C 85°C

Figura 2.22- Imagens obtidas por termomicroscopia com luz polarizada no
aquecimento da porfirina 2.8, p=3°C, ampliagao 200x.

Destes estudos preliminares é possivel concluir que o comportamento térmico de
porfirinas mistas tipo AB3; onde A € uma molécula de piridina e B3 sdo cadeias
alquilicas é dependente com o nimero de atomos de carbono da cadeia alquilica.

Para avaliar o efeito da carga nas propriedades térmicas destes sistemas estdo a
decorrer no laboratorio estudos similares envolvendo as porfirinas cationicas 2.12 e
2.13.
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Capitulo 3

3. Conclusao

Existem na literatura diversas estratégias para sintetizar porfirinas com baixos
pontos de fusdo e/ou catidnicas. As condi¢des de reaccaoestabelecidas envolviam, em
geral, a sintese de porfirinas mistas contendo nas posi¢cfes meso grupos arilo
substituidos com longas cadeias alquilicas combinados com grupos heteroaromaticos
(piridina ou imidazol) que podiam ser posteriormente cationizadas.

Contudo, deve salientar-se que no inicio dos estudos que conduziram a escrita do
trabalho apresentado nesta dissertacdo, ndo era do nosso conhecimento a existéncia de
porfirinas mistas do tipo AnBy (n=1-3; x=1-3) que combinassem na mesma molécula um ou
mais residuos de piridina com grupos alquilo de cadeias variaveis, directamente ligados
as posicdes meso das porfiirnas.

O plano de trabalho que deu origem a esta dissertagdo centrou-se pois na
optimizacdo das condicBes de reaccdo e de purificacdo de porfirinas mistas e a sua
derivatizacdo as respectivas porfirinas cationicas. Assim, 0s estudos iniciaram-se com a
avaliacdo do efeito das diferentes proporc¢des dos dois aldeidos no rendimento da sintese
das porfirinas mistas meso-substituidas, recorrendo ao método do nitrobenzeno,
utilizando a mistura reaccional de alquilaldeido (dodecanal ou tetradecanal) e 4-formil-
piridina nas proporcdes de 3:1 e 4:1 e quantidades equimolares (4 equivalentes) de
pirrol. O método do nitrobenzeno, que utiliza &cido acético-nitrobenzeno (3:1) como
solvente e oxidante respectivamente, permitiu obter os compostos pretendidos, 2.1-2.11,
com rendimentos moderados, mas aceitaveis para este tipo de sintese (< 6%).

Deve salientar-se também o efeito benéfico, no rendimento global da reacgéo,
resultante da variacdo da razdo de alquilaldeido/4-formil-piridina de 3:1 para 4:1. Ap0os
isolamento e caracterizagcdo pode concluir-se que nestas condicbes de reacgcdo se
observou essencialmente uma melhoria nos rendimentos das porfirinas meso-
substituidas que possuem como substituintes duas ou trés cadeias alquilicas.

As porfirinas que continham na sua estrutura um residuo de piridina e trés cadeias

alquilicas como substituintes das posi¢cdes meso (2.2 e 2.8) foram selecionadas como
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modelos para optimizar as reacgbes de metilagdo utilizando o iodometano
siumultdnemaente como reagente e solvente do processo. A porfirina cationica 2.12,
cuja cadeia alquilica contém 11 atomos de carbono, foi obtida com um rendimento de
95 % enquanto que a porfirina catidnica 2.13, cuja cadeia alquilica contém de 13 atomos
de carbono, foi obtida com um rendimento de 98%.

Todas as porfirinas neutras e cationicas foram caracterizadas por ressonancia
magnética nuclear de *H e espectrometria de massa. Foram também efectuados estudos
que permitiram determinar os coeficientes de particdo octanol/agua das porfirinas
neutras 2.2-2.5 e 2.8-2.11 e cujos valores se encontram compreendidos entre 0.83 e
2.15. Estes valores permitem-nos concluir que o aumento do nimero de moléculas de
piridina nas posi¢des meso das porfirinas provoca um aumento da hidrofilicidade dos
compostos e consequentemente uma diminuicdo do valor de log CP. Observou-se
também que um aumento de dois carbonos na cadeia alquilica para porfirinas
estruturalmente semelhantes conduziu a um aumento da sua hidrofobicidade.

Apdbs metilacdo dos substituintes piridina das porfirinas neutras 2.2 e 2.8, gerando
porfirinas com azotos quaternarios 2.12 e 2.13, respectivamente, verificou-se apenas um
aumento significativo no valor do coeficiente de particdo octanol/agua da porfirina 2.13,
que possui trés substituintes alquilicos de 13 atomos de carbono nas posi¢des meso. As
diferencas observadas nos valores dos coeficientes de particdo octanol/agua para estes
dois compostos cationicos, que apenas diferem em dois atomos de carbono nas cadeias
alquilicas das posi¢fes meso, estdo em concordancia com as grandes diferencas ja
observadas em estudos preliminares in vitro de actividade antibacteriana apés irradiacao
com luz visivel, onde o composto 2.12 revelou actividade e o 2.13 foi praticamente
inactivo.

Relativamente as propriedades fotofisicas das porfirinas mistas sintetizadas pode
concluir-se que o aumento do ndmero de anéis de piridina das posicdes meso da
porfirina provoca um diminuicdo tanto no coeficiente de absortividade molar das
respectivas bandas do espectro de absor¢do UV-visivel, como no valor do rendimento
quantico de fluorescéncia, com valores, deste ultimo, compreendidos entre 0.12 e 0.073.
Salienta-se ainda que os rendimento quanticos de fluorescéncia das porfirinas cationicas
2.12 e 2.13 (0.012 e 0.018, respectivamente) estudadas foram da mesma ordem de

grandeza dos obtidos para as correspondentes porfirinas neutras e que para a variagéo
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do nimero de &tomos de carbono das cadeias alquilicas (11 e 13 atomos de carbono)
ndo conduziu a alteragGes significativas.

Uma vez que também era objectivo deste trabalho obter porfirinas com baixo ponto
de fuséo realizaram-se estudos térmicos para avaliar as caracteristicas destes compostos.
Os estudos térmicos das moléculas sintetizadas mostraram que as porfirinas neutras
cujos substituintes nas posicdes meso sdo sé cadeias alquilicas (2.1 e 2.7) ou trés
cadeias alquilicas e uma piridina (2.2 e 2.8) ou ainda duas cadeias alquilicas e duas
piridinas em posi¢cdes opostas (2.3 e 2.9) apresentavam pontos de fusdo, nao corrigidos,
abaixo dos 100°C.

Comparando os valores dos pontos de fusdo das porfirinas cujas cadeias alquilicas
contém 13 atomos de carbono (2.7-2.11) com os valores das moléculas analogas cujos
substituintes alquilicos possuem apenas 11 atomos de carbono (2.1-2.5), podemos
concluir que tanto nas porfiina neutras como nas cationicas, um pequeno aumento do
tamanho da cadeia alquilica (2 atomos de carbono) provoca uma diminuicdo da
temperatura de fusdo para compostos estruturalmente semelhanets.

De entre as porfirinas neutras sintetizas, seleccionaram-se as que continham
somente um anel piridinico (2.2 e 2.8), e estas foram estudadas por DSC de poténcia
compensada e termomicroscopia. Estes estudos permitiram constatar que a temperatura
de fusdo obtida € similar a obtida por microscopia de capilar e que antes de ser atingida
a temperatura de fusdo ocorrem outras transi¢oes solido-solido.

Em conclusdo, os estudos efectudados no decorrer do trabalho que conduziu a
escrita desta dissetacdo, permitiram optimizar um método de sintese e purificagdo de
porfirinas mistas neutras e cationicas com pontos de fusdo e coeficientes de particdo
octanol/agua facilmente modelaveis por alteracdo do tamanho das cadeias alquilicas das
posicdes meso ou, em trabalhos futuros, por variagdo do grupo alquilo ligado a piridina
e/ou alteragdo do contra-ido das porfirinas cationicas. Salienta-se ainda que as
propriedades quimicas e fotofisicas apresentadas pelos compostos sintetizados sdo um
bom ponto de partida para o design de um sensibilizador com propriedades optimizadas

para estudos complementares de aplicacdo em PDT na destruicdo de bactérias.
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CAPITULO 4

4. Experimental

4.1. Solventes e reagentes

Os reagentes foram adquiridos a Sigma-Aldrich e utilizados com a pureza descrita
pelo fornecedor, enquanto os solventes foram fornecidos pelo José M. G. da Silva.
Todos os solventes usados no decorrer deste trabalho foram purificados segundo

descrito na literatura.’
4.2. Instrumentacao e metodologia

I- Cromatografia de camada fina

O controlo das reac¢des, quando necessario, foi feito por cromatografia de camada
fina (TLC) usando placas de silica 60 (Merck), com indicador de fluorescéncia UV3s4. O

eluente usado varia com a reac¢ao em causa.
II- Cromatografia em placa

As fraccOes recolhidas da pré-coluna foram purificadas por cromatografia em gel
de silica G (MN-Kieselgel G) deposta em placas de vidro (20 cm x 20 ¢cm), contendo
indicador de fluorescéncia UVys4. O eluente usado depende do composto em estudo e

encontra-se descrito pormenorizado nas sec¢des seguintes.
I11- Cromatografia em coluna

Algumas das porfirinas sintetizadas foram purificadas por cromatografia de
adsorcdo em coluna, usando gel de silica 60 (Merck) como fase estacionéria e o eluente
apropriado, tal como apresentado posteriormente.
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IVV- Ultra-sons

Com o objectivo de facilitar a dissolu¢cdo dos compostos estudados usou-se como

sistema de ultra-sons um aparelho Bandelin Sonorex TK52.
V-  Centrifuga

Na determinacdo dos coeficientes de particdo para a separacdo das duas fases

recorreu-se a IEC Centra-3C centrifuge.
VI- Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear protdo (RMN 'H) e de RMN
bidimensional homonuclear COSY foram obtidos num espectrometro Buker Avance 400
MHz do Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade de
Coimbra, usando o tetrametilsilano como padrido interno (6=0.00 ppm). O solvente

utilizado para os compostos estudados por esta técnica foi o cloroférmio deuterado.
VII- Espectroscopia de massa

Os espectros de massa ESI-TOF foram realizados na Unidade de Espectrometria de
Massa da Universidade de Santiago de Compostela num espectrometro Brucker

Microtof.
VI11- Coeficientes de particao
1) Rectas de calibragéo

Os coeficientes de particdo foram determinados segundo pequenas alteracGes ao
método previamente descrito por Pandey.?

A partir de uma solucdo-mée da porfirina em estudo, utilizando como solvente
etanol, realizaram-se 6 diluigdes para concentracées compreendidas entre 10 e 10 M,

respeitando a percentagem final de solvente de 70% etanol/30% de solugdo tampéo
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fosfato, pH=7.4 (PBS, do inglés Posphate Buffer Saline). Também foram realizadas 6
diluicbes na mesma gama de concentragdes mas, neste caso, perfazendo o solvente até
no final obter 70% de etanol/30% de 1-octanol. Os espectros de fluorescéncia de cada
amostra foram registados no SPEX Fluoromax 3.22 com uma célula de quartzo de
quatro faces e com 1 cm de percurso Optico. Em seguida tracaram-se as rectas de
calibracdo da fluorescéncia em funcdo da concentragcdo. Os coeficientes de particéo
serdo determinados a partir de rectas de calibragdo como a apresentada em abaixo para

porfirina 2.12 e utilizada na determinacao da quantidade desta em PBS.

8,00E+08 -
7,00E+08 -
6,00E+08 -

5,00E+08 -

4,00E+08

y = 4E+14x

2 =
3,00E+08 R2 =0.9985

areada
fluorescéncia

2,00E+08

1,00E+08

0,00E+00 T T T )
0,00E+00 5,00E-07 1,00E-06 1,50E-06 2,00E-06

Concentracédo da porfirina 2.12 em 70% etanol/30% PBS (M)

i) Coeficiente de particao

O composto (5x102 pmol) é solubilizado em 5 mL de octanol num tubo de
centrifuga e ap6s 2 minutos de agitacdo vigorosa adiciona-se 5 mL de PBS. Agita-se a
mistura bifasica vigorosamente durante 3 minutos, seguido da introdugdo num banho de
ultra-sons (2 minutos). As fases sdo em seguida separadas por centrifugagéo (3000 rpm;
2 min). Retiram-se duas aliquotas de 1.5 mL de cada uma das fases e transferem-se para
baldes de diluicdo de 10 mL (fase octanol) e de 50 mL (fase PBS). Os bal6es foram
aferidos, respeitando as percentagens de 70% etanol/30% de PBS ou 70%etanol/30%
octanol. A concentracdo de composto em cada fase é medida através de espectroscopia
de fluorescéncia (SPEX Flouromax 3.22; células de quartzo de quatro faces com 1cm de

percurso Optico). Através da fluorescéncia obtida e das rectas de calibragdo sabe-se a
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concentracdo de composto em cada fase, calculando-se os coeficientes de particdo a
partir da seguinte expressao:
Co

p=—0
C

w
Onde C, e C,, representam a concentracdo absoluta de composto nas fases organica
(octanol) e aquosa (PBS), respectivamente. Todas as experiéncias foram efectuadas a

temperatura ambiente (~25°C).

IX- Espectroscopia de absor¢cdo UV-Visivel

Os espectros de absorcdo UV-vivivel foram obtidos no espectrofotometro Hitachi
U-2010 com ceélulas de quartzo de duas faces com 1 cm de percurso Optico e utilizando
sempre como referéncia o solvente utilizado. Os coeficientes de absor¢do molar foram
determinados apés a preparacdo de solugBes entre 10> e 107 M nos solventes
apresentados no capitulo 2. Representou-se graficamente a absorcdo para 0 maximo da
banda considerada em funcdo da concentracdo das diferentes solugfes, obtendo-se uma
recta cujo valor do declive corresponde ao valor do coeficiente de absortividade molar.
Esta analogia € transmitida pela lei de Beer-Lambert, A=¢bc, onde A € a absorvancia, €
é o coeficiente de absortividade molar, b € o caminho 6ptico percorrido pelaluze c éa

concentragéo da solugéo.

X-  Espectroscopia de fluorescéncia

. Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram realizados a temperatura ambiente
utilizando um espectrofluorimetro SPEX Fluoromax 3.22 equipado com uma lampada
de Xenon de 450 W e um sistema de deteccdo de contagem monofotdnica, usando
células com um percurso 6ptico de 1 cm.

O calculo do rendimento quantico de fluorescéncia foi efectuado segundo um
método publicado na literatura.® A referéncia utilizada foi a TPP em tolueno, sendo o
seu rendimento quantico de fluorescéncia de 0.11. Foram preparadas solucdes de TPP e
das porfirinas cujo rendimento se quer determinar em tolueno de forma a apresentarem
no espectro de absorcdo UV-visivel uma absorvancia de 0.2 a 419 nm (c.d.o. de
excitacdo). Estas solucdes foram diluidas num factor de 1/10, de modo a obter uma
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absorvéncia de 0.02 no mesmo c.d.o.. Na determinacdo do rendimento quantico de
fluorescéncia foram utilizadas células de quartzo de quatro faces de 1 cm de percurso
optico. As solugcbes foram desarejadas durante 20 minutos com N, registando-se de
seguida os espectros de emissdo de fluorescéncia. Comparou-se a integracdo da area do
espectro de emissdo da referéncia (TPP), com a area do espectro de emissdo de cada
porfirina sintetizada. Este célculo foi obtido através da seguinte equagéo:®

®F(composto) area (composto) Abs (TPP) N2 (composto)
® F(TPP) arca (TPP) ~ Abs (composto) . 2 (TPP)

onde n ¢ o indice de refraccdo do solvente no qual se encontra dissolvido o composto e
a referéncia, Abs é absorvancia medida no c.d.o. de excitacdo e a area corresponde a
integracdo das bandas de emissao no espectro obtido.

Os quocientes referentes ao indice de refraccdo e a absorvancia tomam um valor
unitério para todos os compostos estudados, uma vez que ambas as absorvancias foram

acertadas para 0 mesmo valor e o0s solventes usados foram os mesmos.
XI-  Pontos de fusédo e DSC de poténcia compensada

Os pontos de fusdo, ndo corrigidos, foram determinados num microscopio de
capilar Electrothermal-Melting Point Apparatus. J& os estudos de DSC de poténcia
compensada foram realizados utilizando um calorimetro do Departamento de Quimica,
Perkin-Elmer Pyris 1, equipado com banho de refrigeracdo ajustado a -10 °C. Como gas
de purga foi utilizado azoto, N50, com fluxo 20 mL/min. Para a realiza¢do dos estudos
de DSC prepararam-se amostras em capsulas de aluminio de 30 pl hermeticamente
fechadas, utilizando-se sempre como célula de referéncia uma cépsula vazia idéntica a
usada para as amostras.

A calibragdo da temperatura e aparelho foi realizada utilizando como padrées o
bifenilo (CRMLGC 2610), Tgs= 68.93 °C e indio fornecido pela Perkin-Elmer, com
pureza certificada 99.99%, Trs = 156.6 °C.%" O indio foi também utilizado como padréo
para calibracdo de entalpia, AssH = (3286 +13) J.mol™.7
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XI1- Termomicroscopia

Os estudos de Termomicroscopia foram realizados num equipamento constituido
por uma placa de aquecimento DSC600 da Linkam systems, um bloco central
constituido por uma unidade C194 cuja fungdo € controlar a temperatura nas etapas de
aquecimento, uma unidade LNP94/2 que controla a refrigeracéo através de uma corrente
de azoto liquido que se encontra num Dewar ou corrente de ar, unidade VTO232 de
interface grafica e um computador que controla todo o sistema. A célula é aquecida com
um microforno sendo a temperatura controlada por sensores de Pt100.

Para observacéo oOptica, foi utilizado um microscépio Leica DMRB, uma camara de
video Sony CCD-IRIS/RB modelo DXC-151 AP, um monitor Sony HR Trinitron
modelo PVM-2053MD um DVDR 520H/00. A imagem foi analisada posteriormente,
utilizando-se o software da Linkam systems com RTVMS. As amostras foram
preparadas através de dispersdo e colocadas numa célula, sendo esta coberta por uma
tampa. A dispersao é realizada com o objectivo de poder estudar o comportamento de
particulas isoladas, o que podera ser util no caso da amostra ter um comportamento
heterogéneo. As imagens foram obtidas por utilizagdo combinada de luz polarizada e de

compensadores de onda.

4.3. Sintese de porfirinas mistas meso-substituidas

Meétodo geral A: Na sintese das porfirinas utilizou-se 0 método do nitrobenzeno,

com pequenas alteragdes.®> Num baldo de 500 mL colocou-se 105 mL &cido acético
glacial, 53 mL de nitrobenzeno, 0.7 mL o 4-formil-piridina (7.35 mmol) e 22 mmol do
aldeido linear pretendido. Aqueceu-se a mistura até 130°C e adicionou-se, lentamente,
29.4 mmol (2mL) de pirrol. A temperatura foi mantida durante trés horas e ap06s
arrefecimento até temperatura ambiente, evaporou-se todo o solvente a pressdo
reduzida. O precipitado foi entdo redissolvido em diclorometano, realizando-se uma
cromatografia em coluna de gel de silica. Utilizou-se um gradiente de éter
petréleo/diclorometano (2:1) até acetato de etilo/metanol (9:1). Durante 0 aumento
gradual da polaridade do eluente recolheram-se 6 fracches semelhantes. Cada uma
destas fraccOes foi posteriormente purificada por cromatografia de adsor¢do com placas

preparativas recobertas de gel de silica.
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) Derivadas do Dodecanal

Quando aldeido linear utilizado foi o dodecanal, a fraccdo mais apolar foi
purificada por cromatografia em placas preparativas (diclorometano/n-hexano 2:1). O
composto foi dissolvido em diclorometano, filtrado e apds evaporagdo a pressao

reduzida obteve-se:
5,10,15,20-tetra(undecil)porfirina (2.1):
Rendimentos: 0.46 % (30.4 mg)
Ponto de fusdo: 80-81°C (n&o corrigido)

RMN *H (400 MHz, CDCls), 8,ppm: 9.44 (s, 8H, Hy); 4.90 (t,
J=8.0 Hz, 8H, C'H,); 2.55-2.45 (m, 8H, C?H,); 1.86-1.76 (m,
8H, C*H,); 1.56-1.45 (m, 8H, C*H,); 1.38-1.22 (m, 48H,
C"H,); 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 12H, CHs); -2.65 (s, 2H, NH). Os dados espectroscopicos de

RMN *H e o ponto de fusdo estdo de acordo com os descritos na literatura.’
MS (ESI-TOF): m/z= 927.8115 (M+H)" calc. para CsgHgsNs 927.8177
UV-Visivel (ciclo-hexano), Amg/nm (e/mol™ cm™): 416 (2.1x10°); 520 (8.6x10°%); 552

(6.7x10%); 602 (2.3x10%): 662 (3.6x10%)

A segunda fraccdo a ser recolhida foi purificada por cromatografia em placa
preparativa, utilizando-se como eluente diclorometano. O composto foi dissolvido em

diclorometano e filtrado, obtendo-se apds evaporacéo a pressao reduzida:

5-(4-piridil)-10,15,20-tri(undecil)porfirina (2.2):
N Rendimentos: 1.18 % (71.9 mg)
Ponto de fusdo: 83-86 °C (néo corrigido)

v RMN 'H (400 MHz, CDCls), 8,ppm: 9.51 (dd, J = 13.8, 4.7 Hz,
4H, Hy), 9.40 (d, J = 4.8 Hz, 2H, H,), 8.93 (s, 2H, H,), 8.72 (d, J
22 = 4.6 Hz, 2H, Hp), 8.09 (d, J = 4.7 Hz, 2H, Hy,), 4.98 (t, J=8.0
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Hz, 6H, C' H,), 2.60-2.45 (m, 6H, C? H,), 1.88-1.74 (m, 6H, C*H,), 1.60-1.47 (m, 6H,
C*H,), 1.40 — 1.18 (m, 36H, C" H,), 0.88 (t, J=8Hz, 9H, CHa), -2.69 (s, 2H, NH).

MS (ESI-TOF): m/z= 850.6721 (M+H)" calc. para CsgHgsNs 850.6721

UV-Visivel (ciclo-hexano), Ams/nm (e/mol™ cm™): 416 (2.1x10°); 517 (9.1x10%); 550
(5.7x10%); 597 (2.5x10%); 657 (2.8x10°%)

A terceira fraccdo mais apolar foi purificada por cromatografia em placa
preparativa utilizando-se como eluente diclorometano:acetato de etilo (5:1). A mistura
de silica e composto obtido foi dissolvido em acetato de etilo, filtrado e apds

evaporacdo do solvente a pressdo reduzida, obteve-se:

5,15-di(4-piridil)-10,20-di(undecil)porfirina (2.3):
N Rendimentos: <0.01 % (0.1 mg)
Ponto de fusdo: 73-74°C (n&o corrigido)

RMN *H (400 MHz, CDCls), 8, ppm:. 9.47 (d, J = 4.9 Hz, 2H,
Hc), 9.05 (d, J = 5.8 Hz, 2H, H,), 8.80 (d, J = 4.9 Hz, 2H, Hy),
8.18 (dd, J = 4.3, 1.6 Hz, 2H, Hy), 4.95 (t, J=8.0 Hz, 4H,
N ClH,), 2.55 — 2.46 (m, 4H, C*H,), 1.82 — 1.73 (m, 4H,C%H,),
1.54 — 1.46 (m, 4H, C*H,), 1.39 — 1.18 (m, 24H, C"H,), 0.88 (t, J=8.0 Hz, 6H, CHs), -
2,75 (s, 2H, NH)

MS (ESI-TOF): 773.5232 (M+H)" calc. para Cs;HgsNg 773.5265.
UV-Visivel (ciclo-hexano), Ama/nm (e/mol™ cm™): 415 (2.0x10°); 514 (1.0x10%); 547

(5.2x10%); 594 (2.7x10%); 653 (2.9x10%)

A quarta fraccdo mais apolar foi purificada por cromatografia em placa preparativa
usando como eluente acetato de etilo. Apds a elui¢do, o composto foi dissolvido em
acetato de etilo e filtrado, seguindo-se a evaporacdo do solvente a pressao reduzida e

obtendo-se assim:
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5,10-di(4-piridil)-15,20-di(undecil)porfirina (2.4):
N Rendimentos: 0.54 % (29.4 mg)

Ponto de fusdo: 153-156 °C (n&o corrigido)

N RMN 'H (400 MHz), 8,ppm: 9.60 (s, 2H, Hg), 9.50 (d, J =

4.7 Hz, 2H, H.), 8.98 (s, 4H, H,), 8.80 (d, J = 4.4 Hz, 2H,

)1o ' Hu), 871 (5, 2H, Hy), 8.12 (d, J = 5.2 Hz, 4H, Hy), 5.02 (t,

J=8 Hz, 4H, C' H,), 2.62 — 2.52 (m, 4H, C* H,), 1.85 — 1.80 (m, 4H, C*H,), 1.60 — 1.48

(m, 4H, C*H,), 1.40 — 1.18 (m, 24H, C"H,), 0.85 (t, J = 8 Hz, 6H, CH3), -2.74 (s, 2H,
NH).

MS (ESI-TOF): m/z= 773.5291 (M+H)" calc. para Cs;HgsNg 773.5265.

UV-Visivel (ciclo-hexano), Ama/nm (¢/mol™ cm™): 415 (1.7x10%); 515 (8.6x10%); 548
(4.7x10%); 595 (2.7x10%); 652 (2.2x10%)

A segunda frac¢do mais polar foi purificada em placa preparativa por acetato de
etilo:metanol (18:1). O composto foi recolhido e dissolvido em acetato de etilo,
filtrando-se a silica existente na solucdo. Apds evaporacdo do solvente a pressao
reduzida, obteve-se:

5,10,15-tri(4-piridil)-20-(undecil)porfirina (2.5):
Rendimentos: 1.14 % (56.6 mg)
Ponto de fusdo: 153-156 °C (ndo corrigido)

RMN 'H (400 MHz, CDCls), 8, ppm: 9.56 (d, J = 4.7 Hz,
2H, Ho), 9.01 (s, 6H, Ho), 8.88 (d, J = 4.6 Hz, 2H,H), 8.79 (s,
4H, Hy), 8.13 (dd, J = 10.7, 5.1 Hz, 4H, Hy,), 5.04 (t, J=8Hz,
2H, C'H,), 2.60-2.55 (m, 2H, C*H,), 1.91-1.77 (m, 2H,
C*H,), 1.57-1.47 (m, 2H, C*H,), 1.49 — 1.19 (m, 12H,
C"H,), 0.87 (t, J =8Hz, 3H, CHs), -2.83 (s, 2H, NH).

MS (ESI-TOF): m/z= 696.3806 (M+H)" calc. para C4sHssN7 696.3809
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UV-Visivel (ciclo-hexano), Ama/nm (e/mol™ cm™): 414 (1.1x10°); 512 (5.9x10%); 544
(2.5x10%); 590 (1.8x10%): 648 (1.0x10%)

A fraccdo mais polar foi purificada por cromatografia em placa preparativa
utilizando-se como eluente acetato de etilo/metanol (9:1). O composto 2.6 foi obtido
apos dissolucdo em acetato de etilo, filtracdo e evaporacdo do solvente a pressdo

reduzida.

5,10,15,20-tetra(4-piridil)porfirina (2.6):

Rendimentos: 0.18% (8.1 mg)

Ponto de fuséo: superior a 300°C (n&o corrigido)

RMN 'H (400 MHz, CDCly), 3, ppm: 9.07 (d, J = 3.8 Hz,
8H, H,), 8.87 (s, 8H, H,), 8.17 (d, J = 4.8 Hz, 8H, Hp,), -
2.92 (s, 2H, NH).

Estes dados estdo de acordo com os da literatura.™

i) Derivadas do tetradecanal

Quando a reacgédo de condensacéo de pirrol com a o 4-formil-piridina e utilizando
como alquilaldeido o tetradecanal, apds coluna cromatografica, obtiveram-se 6 fraccdes
que também foram purificadas por cromatografia de placa preparativa. A fraccdo mais
apolar foi purificada utilizando-se cloroférmio:n-hexano (2:1) como eluente e dissolvida
em seguida em diclorometano. Apds filtracdo e evaporacdo do solvente a pressdo

reduzida, obteve-se:
5,10,15,20-tetra(tridecil)porfirina (2.7):

) Rendimento: 0.41% (4.1 mg)

12

Ponto de fusdo: 72-74°C (nédo corrigido)

RMN 'H (400 MHz, CDCls), 8, ppm: 9.46 (s, 8H, Hy), 4.97 (t,
27 J=8.0 Hz, 8H, C*H,), 2.59 — 2.41 (m, 8H, C*H,), 1.89 — 1.74

)12
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(m, 8H, C¥H,), 1.58-1.48 (m, 8H, C*H,), 1.40-1.20 (m, 64H, C"H,), 0.88 (t, J = 13.3
Hz, 12H), -2.63 (s, 2H, NH).

MS (ESI-TOF): m/z= 1039.9407 (M+H)" calc. para CssHssN7 1039.9429

UV-Visivel: (ciclo-hexano), Ams/nm (e/mol™ cm™): 416 (2.9x10°); 520 (1.1x10%); 552
(9.2x10%); 602 (3.2x10%); 662 (4.9x10°).

A segunda fraccdo mais apolar foi purificada por placa preparativa utilizando-se
como eluente cloroférmio. O sélido obtido foi dissolvido em diclorometano, filtrando-

se de seguida a silica. Apos evaporacdo do solvente a pressao reduzida obteve-se:
5-(4-piridil)-10,15,20-tri(tridecil)porfirina (2.8):
N Rendimento: 1.27% (85 mg)

Ponto de fuséo: 75-77 °C (ndo corrigido)

RMN *H (400 MHz, CDCls), 8,ppm: 9.52 (dd, J = 13.8, 4.5 Hz,
4H, Hy), 9.41 (d, J = 4.7 Hz, 2H, H.), 9.01 (d, J = 4.7 Hz, 2H,

).y 28 H,), 8.74 (d, J = 4.6 Hz, 2H, Hp), 8.12 (d, J = 4.9 Hz, 2H, Hy),
4.96 (t, J=8 Hz, 6H, C* H,), 2.62-2.42 (m, 6H, C* H,), 1.88 — 1.74 (m, 6H, C*H,), 1.60-
1.46 (m, 6H, C* H,), 1.43-1.19 (m, 48H, C"H,), 0.87 (t, J = 5.8 Hz, 9H), -2.67 (s, 2H,
NH).

12

MS (ESI-TOF): m/z= 934.7676 (M+H)" calc. para CgsHgsNs 934.7660
UV-Visivel (ciclo-hexano), Amg/nm (e/mol™ cm™): 416 (3.9x10%); 517 (1.2x10%); 550

(7.0x10%); 601 (2.4x10%); 657 (3.5x10°).

A terceira fraccdo mais apolar foi purificada por placa preparativa
(cloroformio/acetato de etilo 5:1) e dissolvida em acetato de etilo de seguida. Apos
filtracdo e evaporagédo do solvente a pressdo reduzida obteve-se:
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5,15-di(4-piridil)-10,20-di(tridecil)porfirina (2.9):

| N Rendimento: 0.42% (25 mg)

=

Ponto de fusdo: 72-73 °C (n&o corrigido)

", RMN ‘H (400 MHz, CDCl3), §, ppm: 9.48 (d, J = 4.8 Hz, 4H,
He), 9.05 (d, J = 4.7 Hz, 4H, Ho), 8.81 (d, J = 4.7 Hz, 4H, Hy),

A ,o 8.18(d, J=5.3Hz, 4H, Hy), 4.97 (t, J=8.0 Hz, 4H, C* H,), 2.59

—

N —2.45 (m, 4H, C*H,), 1.83-1.73 (m, 4H, C>H,), 1.54-1.45 (m,
4H, C*Hj,), 1.40-1.18 (m, 32H, C" H,), 0.87 (t, J=8Hz, 6H, CH3), -2.75 (s, 6H).

MS (ESI-TOF): m/z= 829.5915 (M+H)" calc. para CsgH7sNg 829.5891.
UV-Visivel (ciclo-hexano), Ama/nm (¢/mol™ cm™): 415 (1.2x10%); 514 (5.8x10%); 547

(2.8x10%); 594 (1.4x10%); 653 (1.3x10°).

A quarta fraccdo mais apolar foi purificada por placa preparativa utilizando como
eluente cloroférmio:acetato de etilo (5:1). De seguida, dissolveu-se o solido em acetato

de etilo, filtrou-se a silica e evaporou-se o solvente a pressao reduzida, obtendo-se:
5,10-di(4-piridil)-15,20-di(tridecil)porfirina (2.10):
N Rendimento: 1.12% (66.4 mg)

Ponto de fusdo: 141-143°C (ndo corrigido)

v RMN *H (400 MHz, CDCls), 8, ppm: 9.57 (s, 2H, Hg), 9.48
(d, J = 4.7 Hz, 2H, Ho), 9.01 (d, J = 5.0 Hz, 4H, H,), 8.80 (d,
210 J=4.5Hz, 2H, Hp), 8.71 (s, 2H, H,), 8.12 (d, J = 5.4 Hz, 4H,
Hm), 4.98 (t, J=8.0 Hz, 4H, C'H,), 2.60 — 2.49 (m, 4H,
C?H,), 1.87-1.75 (m, 4H, C*H,), 1.58-1.48 (m, 4H, C*H,), 1.43-1.18 (m, 32H, C" H,),
0.87 (t, J = 6.5 Hz, 6H, CH3), -2.75 (s, 2H, NH).

MS (ESI-TOF): m/z= 829.5858 (M+H)" calc. para CsgH73Ng 829.5892.
UV-Visivel (ciclo-hexano), Ams/nm (e/mol™ cm™): 415 (2.1x10°); 515 (9.8x10°%); 548

(5.1x10%); 594 (2.9x10%); 652 (2.1x10%)
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A segunda fraccdo mais polar foi purificada por placa preparativa (acetato de
etilo/metanol 18:1) e dissolvida em diclorometano. Apos filtracdo da silica, evaporou-se

0 solvente a pressdo reduzida e obteve-se:
5,10,15-tri(4-piridil)-20-(tridecil)porfirina (2.11):

Rendimento: 1.17% (60.6 mg)

Ponto de fusdo: 249-251 °C (n&o corrigido)

RMN 'H (400 MHz, CDCly), 8, ppm: 9.56 (d, J = 4.8 Hz,
2H, Hy), 9.05 (t, J=6.5 Hz, 6H, H,), 8.88 (d, J = 4.7 Hz, 2H,
Hy), 8.80 (s, 4H, Ha), 8.15 (dd, J = 10.4, 5.5 Hz, 6H, Hy),
5.05 (dd, J = 14.8, 7.0 Hz, 2H, C' H,), 2.60 — 2.48 (m, 2H,
C?H,), 1.88-1.70 (m, 2H, C*H,), 1.59 — 1.45 (m, 2H,C* H,),
1.32-1.18 (m, 16H, C" Hy), 0.86 (t, J = 6.7 Hz, 3H), -2.82 (s, 2H, NH).

MS (ESI-TOF): m/z= 724.4088 (M+H)" calc. para CgHsoN7 724.4122.
UV-Visivel (ciclo-hexano), Ams/nm (g/mol™ cm™): 414 (1.1x10°%); 512 (6.3x10%); 544

(2.6x10°%); 590 (1.9x10%); 648 (1.1x10%)

A fraccdo mais polar foi purificada por placa preparativa utilizando como eluente
acetato de etilo:metanol (9:1). Apos dissolucdo em acetato de etilo, filtrou-se a silica e

evaporou o solvente a pressao reduzida, obtendo-se:
5,10,15,20-(4-piridil)porfirina (2.6):

Rendimento: 0.05% (2.2 mg)

Os dados do ponto de fusdo e RMN 'H séo
apresentados anteriormente e estdo de acordo com 0s

da literatura.®
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Método geral B: Utilizou-se 0 método do nitrobenzeno previamente descrito, com

pequenas alteracdes.8

A estratégia seguida para este método foi igual a do método A, modificando-se
apenas o numero de equivalentes dos reagentes. Para este caso utilizou-se 7.35 mmol de
0 4-formil-piridina, 29.4 mmol de aldeido linear e 29.4 mmol de pirrol. Para os restantes

reagentes ndo houve nenhuma modificacdo, bem como no método de purificacao.

) Derivadas do Dodecanal

Quando o aldeido linear utilizado foi o dodecanal, seguiu-se 0 mesmo método de
purificacdo anteriormente apresentado, obtendo-se 2.1, 0.45% (30.9 mg), 2.2, 3.93%
(245.3 mg), 2.3, 3.52% (199.5 mg), 2.4, 2.02% (114.8 mg), 2.5, 0.52% (26.5 mg) e 2.6,
com rendimento inferior a 0,01%. Os dados espectroscopicos estdo de acordo com 0s

previamente descritos.

i) Derivadas do Tetradecanal

Quando se utilizou o tetradecanal como aldeido linear, seguiu-se 0 mesmo método
de purificacdo que no método A, obtendo-se 2.7, 0.33% (24.9 mg), 2.8, 5.83 % (401
mg), 2.9, 3.05% (185.7 mg), 2.10, 1.36% (83 mg), 2.11, 0.82% (43 mg) e 2.6, com
rendimento inferior a 0.01%. Os dados espectroscépicos estdo de acordo com 0s

apresentados anteriormente.

4.4. Sintese de porfirinas cationicas

lodeto de 5-(4-(metil)piridil)-10,15,20-(undecil)porfirina (2.12):

Num baldo de fundo redondo, adicionou-se 100 mg (1.18x10™ mol) de 5-(4-piridil)-
10,15,20-tri(undecil)porfirina e 0.8 mL de iodometano. A mistura permaneceu a
temperatura ambiente, sob agitacdo, durante 24 horas. Apds este tempo adicionou-se
diclorometano a mistura reaccional e lavou-se 3 vezes com agua destilada. Secou-se a
fase organica com sulfato de sédio anidro e evaporou-se o solvente, obtendo-se 111 mg
de iodeto de 5-(4-(metil)piridil-10,15,20-tri(undecil)porfirina com rendimento de 95 %.
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| T Ponto de fusdo: 156-158 °C (ndo corrigido)

-~ RMN *H (400 MHz, CDCls), §,ppm: 9.54 (s, 2H, Hy), 9.44 (s,

2H, Hq), 9.29 (s, 2H, Hg), 9.24 (s, 2H, Hc), 8.62 (s, 2H, Hp),

8.56 (s, 2H, Hm), 5.01 (s, 3H, N-CHs), 4.03 (s, 6H, C' H,),

2.52-2.42 (m, 6H, C?H,), 1.75-1.64 (m, 6H, C*H,), 1.62 —

) 212 152 (m, 6H, C*Hj,), 1.38-1.20 (m, 36H, C" H,), 0.87 (dt, J =
6.9, 4.1 Hz, 9H, CHs), -3.70 (s, 2H, NH).

MS (ESI-TOF): m/z= 864.6861 calc. para CsgHgsNs 864.6878.

UV-Visivel (etanol), Ama/nm (e/mol™ cm™): 416 (1.2x10°); 521 (8.1x10%; 561
(6.4x10%); 596 (3.3x10%); 656 (4.4x10°).

lodeto de 5-(4-(metil)piridil)-10,15,20-tri(tridecil)porfirina (2.13):

Num bal4o de fundo redondo colocou-se 50 mg (4.65x10™ mol) de 5-(4-piridina)-
10,15,20-tri(tridecil)porfirina e 0.5mL de iodometano. A reaccdo esteve sob agitacao
durante 23 horas a temperatura ambiente. Apds o terminus da reaccdo, adicionou-se
dclorometano, lavou-se 3 vezes com agua e adicionou-se sulfato de sédio anidro. O
solvente foi evaporado e obtiveram-se 56 mg de iodeto de 5-(4-(metil)piridil)-10,15,20-

tri(tridecil)porfirina com um rendimento de 98%.

| v Ponto de fusdo: 152-154 °C (néo corrigido)

- RMN *H (400 MHz, CDCls), 8,ppm: 9.39 (s, 2H, Ho), 9.26 (s,

2H, Hg), 9.02 (s, 2H, Hy), 8.97 (s, 2H, H.), 8.56 (s, 2H, Hy),

8.45 (s, 2H, Hm), 4.93 (s, 3H, N-CHs), 4.22 (s, 6H, C' H,),

2.56-2.40 (m, 6H, C*H,), 1.86-1.79 (m, 6H, C>H,), 1.62 — 1.50

213 (m, 6H, C*H,), 1.32-1.20 (m, 48H, C" H,), 0.88 (dt, J = 6.9, 4.1
Hz, 9H, CHa), -3.50 (s, 2H, NH).

)12

MS (ESI-TOF): m/z=948.7791 calc. para CgsHggNs 948.7817.

UV-Visivel (etanol), Ams/nm (¢/mol™ cm™): 415 (1.3x10°); 520 (7.4x10%); 562
(5,7x10°%); 596 (2.5x10%): 656 (3.7x10%)
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