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RESUMO

RESUMO

A terapia fotodindamica (PDT, do inglés, photodynamic therapy) constitui uma
modalidade terapéutica promissora no combate ao cancro, apresentando maior seletividade
e menos efeitos secundarios relativamente as terapias convencionais (cirurgia, quimioterapia
e radioterapia). O efeito terapéutico desta terapia resulta da associa¢do de trés componentes:
fotossensibilizador, luz e oxigénio.

Os derivados porfirinicos, clorinas e bacterioclorinas, apresentam uma forte absor¢ao
na “janela terapéutica” (650-850 nm) e quando excitados pela luz, produzem espécies reativas
de oxigénio (ROS, do inglés, reactive oxygen species), as quais podem destruir o tecido lesado.
Estas caracteristicas permitem que as clorinas e bacterioclorinas sejam utilizados como
fotossensibilizadores em PDT.

Recentemente, Pinho e Melo e seus investigadores desenvolveram um processo
sintético que permitiu a preparacdao de clorinas e bacterioclorinas fundidas com o anel
tetrahidropirazolo[1,5-a]piridina, as quais apresentaram uma elevada estabilidade. Os
estudos in vitro de algumas destas clorinas mostraram que elas poderao ser utilizadas como
fotossensibilizadores em PDT contra as células de cancro do melanoma. Estes resultados
positivos justiticam estudos adicionais para obter novos derivados de clorinas e
bacterioclorinas.

Este trabalho tinha como objetivo principal explorar a sintese de novos derivados de
meso-tetraarilclorinas e bacterioclorina fundidos com o anel 4,5,6,7-tetra-hidropirazolo[1,5-
a]piridina funcionalizados com grupos ésteres. Estes foram obtidos de forma seletiva, através
da cicloadicdo [8m+2m] entre diferentes porfirinas e anides metil diazafulvénio, gerados a
partir da extrusdo térmica de diéxido de enxofre de 2,2-dioxo-1H,3Hpirazolo[1,5-
c][1,3]tiazoles. Para aumentar a hidrofilicidade das clorinas e da bacterioclorina e assim, a sua
possivel aplicacdo em PDT, os grupos ésteres foram reduzidos a alcoois.

Estudos preliminares das caracteristicas fotofisicas mostraram que as clorinas
preparadas neste trabalho apresentam uma intensa banda de absor¢do a 650 nm,
apresentando uma das caracteristicas adequadas para a sua possivel utilizacdo na
terapéutica.






ABSTRACT

ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is a promising technique to combat cancer with high
selectivity and less side effects than traditional therapies (surgery, quimiotherapy and
radiotherapy). The therapeutic effect results from the combination of three components: a
photosensitizer, light and oxygen.

Porphyrin derivates, chlorins and bacteriochlorins, have a strong absorbance within
the phototherapeutic window (650-850 nm) and when excited by light, produce reactive
oxygen species (ROS) that can destroy the diseased tissue. These characteristics make them
ideal photosensitizers to be used in PDT.

Recently, Pinho e Melo and co-workers reported a synthetic methodology which
allowed the preparation of a new type of stable 4,5,6,7-tetrahydropyrazolo[1,5-a]pyridine-
fused chlorins and bacteriochlorins. The first results regarding the in vitro study of some of
these chlorins showed that they are promising photossensitizers to be used in PDT against
melanoma cancer cells. These positive results justify further studies in order to obtain new
chlorins and bacteriochlorins derivates.

The present work aimed at developing new meso-tetraarilchlorins and bacteriochlorin
derivates fused with 4,5,6,7-tetrahydropyrazolo[1,5-a]pyridine ring functionalized with ester
groups. These were obtained selectively by cycloaddition [8m+2m] between different
porphyrins and diazafulvenium methides, generated by thermal extrusion of sulfur dioxide
from 2,2-dioxo-1H,3Hpyrazol[1,5-c]thiazoles. To increase the hydrophilicity of chlorins and
bacteriochlorin and thus to potential application in PDT, the esters groups were reduced to
alcohols.

Preliminary studies of photophysical characteristics showed that the chlorins
prepared in this work exhibit an intense absorption band at 650 nm, thus they have one of
the appropriate features for their possible use in therapy.
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NOMENCLATURA

NOMENCLATURA"Y

Atualmente podem ser distinguidos dois sistemas de nomenclatura para os
macrociclos tetrapirrélicos. Um proposto por H. Fischer e outro, bem mais recente, proposto
pela IUPAC (do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry). No primeiro, as
unidades pirrdlicas sdo identificadas pelas letras A, B, C, D e cada unidade pirrdlica é
constituida na periferia por carbonos nas posi¢ées B-pirrdlicas, numerados de 1 a 8. Os
carbonos metinicos (que estabelecem a ligagdo entre as unidades pirrdlicas) sdo designados
pelas letras gregas a, B, v, 6, situando-se nas posicdes meso. Os carbonos adjacentes aos
azotos sdo denominados por a-pirrdlicos e sdo numerados de 1’ a 8 (Figura 1). O mesmo autor
adotou ainda nomes triviais para um vasto numero de compostos desta familia, geralmente
atribuidos tendo em atengdo a ocorréncia natural dos mesmos ou a (dis)fungdo metabdlica
associada (como por exemplo, uroporfirina isolada da urina de doentes com porfiria, uma
disfuncdo do metabolismo de porfirinas).

posicies meso

posicoes B

Figura I. Sistema de numerag¢do do macrociclo tetrapirrélico proposto por H. Fischer.

Devido ao grande desenvolvimento da quimica das porfirinas foi necessario criar, em
1979, um novo sistema de nomenclatura, surgindo assim, o sistema proposto pela IUPAC.
Neste os carbonos sdo numerados de 1 a 20 e os azotos pirrélicos de 21 a 24. As posicles 2,
3,7,8,12,13, 17 e 18 correspondem aos carbonos B, as posicdes 1, 4, 6,9, 11, 14, 16 e 19
aos carbonos a pirrdlicos e as posicdes 5, 10, 15 e 20 aos carbonos meso (Figura 11). Quando
0 macrociclo é substituido, os grupos substituintes sdo referenciados pelo nimero do atomo
de carbono ao qual se encontram ligados e ordenados alfabeticamente, sendo os nimeros
dos carbonos dos grupos substituintes representados em expoente (Figura Ill). No entanto, a
IUPAC admite a utilizacdo de uma nomenclatura semi-sistematica, onde é permitida a
utilizacdo dos nomes triviais propostos por Fischer. Os nomes IUPAC dos derivados
porfirinicos 2,3-di-hidroporfirinas e 7,8,17,18-tetra-hidroporfirinas podem também ser
substituidos pelos respetivos nomes triviais clorina e bacterioclorina (Figura IV).

16
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17 015144

3

Figura Il. Sistema de numerag¢do do macrociclico tetrapirrdlico proposto pela IUPAC.
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Figura lll. Sistema de numeracao do macrociclo base e substituintes proposto pela IUPAC.

clorina bacterioclorina

Figura IV. Derivados porfirinicos: clorina e bacterioclorina.

Nesta tese foi utilizada a nomenclatura da IUPAC recorrendo, em certos casos, aos
nomes triviais por simplificacdo. Na numeracdo das clorinas e bacterioclorinas com anéis
fundidos seguimos a nomenclatura adotada neste tipo de sistemas (Figura V).

Figura V. Numeragao das clorinas e bacterioclorinas com anéis fundidos.

A nomenclatura do anido metil azafulvénio foi adotada do inglés azafulvenium
methide considerando o catido azafulvénio como um substituinte do anidao metilo.

Na escrita da tese foi adotado o plural “les” para compostos heterociclos em que o
singular é “le”, de modo a ficar mais proximo do inglés (Exemplo: pirrole-pirroles, pirazole-
pirazoles).

' G.P. Moss. Pure Appl. Chem. 1987, 59, 779-836.

L. R. Milgrom. The colours of Life: an Introduction to the Chemistry of Porphyrins and Related
Compounds. Oxford University Press: Oxford, 1997.

"David Dolphin. The Porphyrins: Structure and Synthesis PartA. Academic Press Inc: Nova lorque, 1978.
V'Ana M. G. Silva; Augusto C. Tomé; Maria G. P. M. S. Neves; Artur M. S. Silva; José A. S. Cavaleiro. J.
Org. Chem. 2005, 70, 2306-2314.

V' Maria Isabel Lopes Soares, A quimica de dipolos conjugados na sintese de pirréis e pirazdis. Tese de
Doutoramento, Universidade de Coimbra, 2007.
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CAPITULO 1

1.1. Cancro e terapia fotodinamica

O termo cancro, também denominado de tumor maligno ou neoplasia maligna, diz
respeito a um conjunto de doencgas muito heterogéneo e multifatorial que tém em comum o
facto de apresentarem sempre o crescimento de um tecido neoformado.*?

O aparecimento do cancro esta normalmente associado a altera¢cdes dos mecanismos
gue regulam a divisado celular. Em cada momento, cada organismo pluricelular é o resultado
de um equilibrio que se gera entre a proliferacdo celular e a morte celular. Quando este
equilibrio se rompe, pode surgir um cancro - uma divisdao descontrolada, com as células a
dividirem-se e a multiplicarem-se rapidamente e aleatoriamente.’?

Com base nas caracteristicas das células tumorais podemos definir dois tipos de
tumores: os benignos e os malignos. Os tumores benignos ndo invadem os tecidos adjacentes
sendo, por isso, geralmente inofensivos. Contrariamente os tumores malignos proliferam
muito rapidamente, invadem os tecidos adjacentes e formam tumores secunddrios —
metastizacdo. A metastizacdo é favorecida pela angiogénese, um processo complexo que
envolve a formacdo de novos vasos sanguineos, responsaveis pela rapida proliferacdo das
células tumorais. A capacidade para distinguir entre tumores malignos e benignos é crucial na
determinacdo da escolha do tratamento mais adequado.3*®

Embora todos os cancros sejam genéticos, isto &, resultarem de alteracdes mais ou
menos complexas e sucessivas da informacdo genética numa determinada célula (como por
exemplo: erros durante a replicagao do DNA, instabilidade das bases azotadas que constituem
a dupla hélice do DNA ou a ac¢do de radicais livres formados durante o metabolismo celular),
os cancros hereditdrios sdo muito raros. Neste caso a alteracdo genética esta presente em
todas as células do individuo, manifestando-se muito cedo. A maioria dos cancros (cerca de
95%) é designada por cancro esporadico e surge como resultado de mutag¢Ges somaticas.
Estas mutacdes ocorrem devido as interacdes que se estabelecem entre o genoma do
individuo e o ambiente que o rodeia (dieta, fumo do tabaco, sol, poluicdo atmosférica, etc). A
componente genética e a componente ambiental estdo sempre presentes assumindo uma
importancia diferente consoante o cancro.>>¢

Em 2012 foram detetados cerca de 14,1 milhdes de novos casos de cancro e 8,2
milhdes de mortes em todo o mundo.” A taxa de incidéncia do cancro nos paises
desenvolvidos é aproximadamente o dobro da verificada nos paises em desenvolvimento. No
entanto, as taxas de mortalidade ndo seguem a mesma tendéncia, refletindo assim, as
diferencas existentes nas praticas de diagnodstico e tratamento aplicadas em ambas as classes
demogréficas.??®

Estima-se que em 2030 sejam diagnosticados 23,6 milhdes de doentes com cancro em
todo o mundo, o que corresponde a um aumento de 68% dos casos em relagdo a 2012. Prevé-
se que ocorra um aumento de 66% dos casos nos paises em desenvolvimento e nos paises
desenvolvidos este aumento serd de 56%.’

Para um tratamento bem-sucedido do cancro, para além de ser fundamental um
diagndstico precoce é essencial provocar a morte das células tumorais e assim, inibir a sua
proliferacdo. As terapias convencionais desta patologia, nomeadamente a cirurgia,
guimioterapia e radioterapia sdo eficazes em alguns estadios da doenga e, em alguns casos,



proporcionam um considerdvel aumento no tempo de vida do doente. Mas apesar deste
relativo sucesso, estes tratamentos invasivos apresentam efeitos secundarios uma vez que,
para além de destruirem as células cancerigenas, afetam os tecidos sauddveis circundantes.
Outro obstdculo inerente a estas terapéuticas é a possivel resisténcia das células cancerigenas
ao tratamento. Deste modo, é de enorme importancia o desenvolvimento de terapias ndo
invasivas, bastante localizadas, que permitam a destruicdo mais seletiva das células tumorais
(minimizando e/ou eliminando os efeitos secundarios) e que possibilitem o tratamento de
tumores resistentes as terapias convencionais. Surge assim a terapia fotodinamica (PDT, do
inglés, photodynamic therapy) como uma abordagem terapéutica bastante promissora.'°

Apesar da sua utilizacdo limitada, a PDT estd aprovada para aplicacio em
determinados tipos de doencas oncoldgicas e ndao-oncoldgicas. Relativamente as doencas
oncoldgicas, a PDT pode constituir uma alternativa as terapias convencionais, nomeadamente
a quimioterapia e radioterapia.'?

O uso da luz como terapia na medicina teve a sua origem nas antigas civilizacdes da
Grécia, Egipto e India. Estes povos combinavam a luz com o efeito dos extratos de plantas
(por exemplo, psoraleno) para o tratamento da psoriase e cancros da pele.’>!3Na Alemanha,
em 1900, Oscar Raab, estudante de doutoramento sob a orientacdo de Hermann von
Tappeiner, observou que a combinag¢do da luz solar com o corante acridina culminava na
morte de alguns microorganismos, nomeadamente paramécias. Sendo que na auséncia da luz
este corante n3o tinha qualquer efeito.'>*3

Na Dinamarca, Niels Finsen desenvolveu a fototerapia no tratamento de doencas da
pele e os seus trabalhos permitiram-lhe receber o prémio Nobel da Medicina, em 1903.213
Nesse mesmo ano, von Tappeiner e Jesionek realizaram a primeira aplicagdo clinica da terapia
fotodinamica, administrando topicamente a eosina e aplicando luz para o tratamento do
cancro da pele ndo-melanoma.'?*3

Em 1907, von Tappeiner definiu a “acdo fotodindmica” (terapia fotodinamica) como
sendo a interacdo entre a luz, uma substdncia fotossensibilizadora e moléculas de
oxigénio.'>13
Policar, em 1924, observou que as porfirinas (hematoporfirina) podiam ser
encontradas em elevadas concentragGes em tumores malignos. Ele observou também que as
porfirinas se tornavam citotdxicas para os tecidos humanos apenas na presenca de luz visivel
e oxigénio.'* Durante vérios anos utilizou-se a hematoporfirina (Hp) como agente
fotossensibilizador porém, em 1955, Samuel Schwartz demonstrou que esta porfirina era, na
verdade, uma mistura complexa de porfirinas.'>*°

No inicio de 1960, Richard Lipson e Edward Baldes utilizaram os derivados da
hematoporfirina (HpD) na detecdo de tumores, demonstrando que este derivado era
eficazmente captado pelos tecidos tumorais. Em 1976, John F. Kelly eliminou as células
humanas do carcinoma da bexiga, transplantadas em ratinhos imunossuprimidos, por acao
combinada da luz com HpD. Em 1978, Dougherty foi responsavel pelo primeiro ensaio clinico
em grande escala, descrevendo a resposta de varios tipos de cancros (mama, célon, préstata
e pele) ao tratamento com HpD.%'® Dougherty efetuou a purificacdo parcial do HpD por
remoc¢do de mondmeros e a mistura resultante foi denominada de Photofrin Il. O Photofrin®
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CAPITULO 1

foi o primeiro fotossensibilizador (PS, do inglés, photossensitizer) aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA) no Canadda, em 1993, sendo comercializado para o tratamento do
cancro.!?

A tabela 1.1 apresenta os principais eventos que demonstram a evolucdo da histéria
da terapia fotodinamica até a aprovacao do primeiro fotossensibilizador.

Tabela 1.1. Principais eventos que demonstram a evolugdo histdrica da terapia fotodindmica até a
aprovacdo do primeiro fotossensibilizador.

Oscar Raab mostra os efeitos citotdxicos da acridina e da luz nas paramécias 1900
Niels Finsen ganha o Prémio Nobel pelo seu trabalho em fototerapia

von Tappeiner e Jesionek usam a luz e a eosina para tratar o cancro da pele 1903
von Tappeiner introduz o tema “ a¢do fotodinamica” 1907
Schwartz descobre o derivado da Hp, o HpD 1955
Lipson e Baldes descrevem a acumulag¢do do HpD em tecidos tumorais 1960
Kelly usa HpD em células humanas do carcinoma da bexiga 1976
Dougherty coordena o 12 ensaio clinico em Humanos 1978
Primeiro fotossensibilizador aprovado no Canada - Photofrin® 1993

A aprovacao do Photofrin® impulsionou a investigacdo e o desenvolvimento de novos
fotossensibilizadores para aplicacdo em PDT. Nos ultimos anos, os investigadores tém-se
centrado na procura de fotossensibilizadores de segunda e terceira geragdo, com o objetivo
de colmatar algumas falhas do Photofrin®. Alguns destes compostos ja foram aprovados em
varios paises para serem aplicados em PDT.10

Tal como referido anteriormente, a terapia fotodinamica é uma modalidade
terapéutica clinicamente aprovada para o tratamento de diversas doengas oncoldgicas (ex:
cancro da pele ndo-melanoma) e ndo-oncoldgicas (ex: acne, psoriase, degeneragcdo macular
da retina, arteriosclerose, destruicdo de infecdes bacterianas resistentes ao tratamento com
antibidticos)."*8 E importante referir que a PDT tem apresentando um enorme potencial para
aplicacdo ambiental, através da desinfecdo da dgua (pela inativagcdo de microorganismos) em
estacdes de tratamento.?®

A PDT baseia-se na combinagdo simultanea de trés fatores: uma molécula
fotossensibilizadora (PS), a irradiagdo com um feixe de luz de comprimento de onda especifico
(A) e a presenca de oxigénio molecular.?°

O principio geral desta terapéutica baseia-se na administracdo de forma tdpica ou
intravenosa do fotossensibilizador, selecionado de acordo com o tipo de lesdao neoplasica a
tratar, o qual se acumula preferencialmente no tecido tumoral. Passado o tempo suficiente
para se atingir a concentracdo maxima do mesmo no interior das células tumorais é realizada
a irradiacdo com luz a um comprimento de onda adequado, o que conduz a ativacdo do



fotossensibilizador e consequente destruicio do tumor, devido a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS, do inglés, reactive oxygen species) (Esquema 1.1).12:21.22

Producado de
espécies reativas Morte celular
de oxigénio

PS na presenca
de luz visivel

Esquema 1.1. Representacdo do mecanismo geral de agdo da PDT.

Os fatores que determinam a acumulagdo seletiva do PS nas células tumorais ndo
estdo ainda completamente determinados. No entanto, sabe-se que os tecidos tumorais
apresentam uma fisiologia anormal: baixa drenagem linfatica, pH acidico, aumento do
nuimero de recetores para as lipoproteinas de baixa densidade (LDL, do inglés, low density
lipoproteins) e apresentam macréfagos associados ao tumor, o que podera contribuir para
esta seletividade. Por outro lado, as caracteristicas estruturais do PS, como por exemplo, peso
molecular, carater hidrofébico/hidrofilico, estado de agregacdo e a afinidade para os locais
de ligacdo bioldgicos, também contribuirdo para esta seletividade.?3-26

A citotoxicidade das células tumorais e, portanto, a eficacia da PDT depende do tipo
de tecido alvo, da natureza, concentracdo, localizagdo na célula e da dose administrada do PS,
do tipo de irradiacdo utilizada, do tempo entre a administracao do PS e a aplicacdo da luz, da
dosimetria (dose de luz irradiada sobre o tecido) e da disponibilidade de oxigénio no local
(quanto maior for a concentracdo de oxigénio no tumor, melhor serd o resultado).?’ Assim
percebe-se facilmente que a hipdxia tumoral (falta de oxigénio nas células tumorais) é
responsdavel pela menor eficécia da terapia fotodindmica.?®

Depois da entrada do PS nas células tumorais, a maioria deles acumula-se
preferencialmente em compartimentos lipofilicos: membranas plasmatica, mitocondrial,
lisossomal e no reticulo endoplasmatico. Quase nenhum dos fotossensibilizadores utilizados
em PDT se acumula no nucleo. Deste modo, este tipo de tratamento induz poucos danos no
DNA, apresentando assim um baixo potencial mutagénico ou carcinogénico.?>3!

A PDT é um procedimento clinico que apresenta numerosas vantagens quando
comparada com os métodos terapéuticos convencionais (quimioterapia, radioterapia e
cirurgia). Estes apresentam baixa seletividade, o que resulta no surgimento de efeitos
secunddrios, que no caso da quimioterapia e radioterapia podem ser graves devido a elevada
toxicidade para as células ndo tumorais.1%3%33

A acumulacdo do fotossensibilizador no tecido alvo e a aplicagdo da luz de forma
direcionada na regiao a tratar conferem a PDT uma dupla seletividade, permitindo minimizar
os danos nos tecidos saudaveis adjacentes. O tempo de semivida e o raio de a¢do das ROS
formadas para provocar a destruicao das células tumorais, ndo permite que estas se difundam
para os tecidos saudaveis, contribuindo também para a minimiza¢ao dos efeitos secundarios.

Trata-se de um tratamento pouco invasivo, geralmente indolor, um uUnico
procedimento pode resultar na destruicdo do tecido tumoral. Na PDT as fibras de colagénio e
elastina do tecido conjuntivo sao mantidas intactas, preservando a matriz que serve de
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suporte a regeneracdo do tecido, ocorrendo a recuperacdo do mesmo sem formacdo de
cicatriz.”?

Ao contrario dos métodos de tratamento convencionais, na PDT a repeticdo do
tratamento ndo resulta em toxicidade cumulativa e ndo ha desenvolvimento de resisténcia a
terapia. Esta modalidade terapéutica pode ser utilizada como tratamento adjuvante e no
tratamento de tumores resistentes as outras terapéuticas.3%3*

As principais desvantagens da PDT prendem-se com o facto de esta ainda nao
conseguir tratar tumores ndo sélidos (exemplo, Leucemia) e doencas dermatoldgicas que
apresentem uma grande disseminacdo corporal. Certos fotossensibilizadores sdo eliminados
muito lentamente do organismo (dias a semanas) o que conduz a fotossensibilidade cutdnea
(exemplo: Photofrin®), a qual tem sido contornada pelos fotossensibilizadores mais recentes.
Nestas situacOes os doentes tém de evitar a exposi¢do a luz com o objetivo de minimizar este
problema.®

Apesar de serem conhecidas as vantagens da utilizacdo da terapia fotodinamica
relativamente as terapias convencionais, os processos de aprovacao clinica desta terapéutica
inovadora sdo complicados porque é necessdrio ter em atencdo ndo sé a aplicacdo do
farmaco, mas todo o sistema de aplicacdo da luz. Apesar deste obstaculo, alguns
fotossensibilizadores foram aprovados para a utilizagdo em seres humanos nos Estados
Unidos da América, no Canada, no Jap3o e na Europa.®®

Apdés a administracdo do fotossensibilizador este acumula-se no tecido alvo e, de
seguida, irradia-se com um feixe de luz com comprimento de onda adequado, onde o
fotossensibilizador absorve extensamente comparativamente aos croméforos endégenos. A
absorcdo de luz pelos cromodforos bioldgicos (Figura 1.1), como por exemplo, a hemoglobina
(Hb) e a melanina, delimita o comprimento de onda adequado a PDT a uma gama
compreendida entre 650 a 850 nm (denominada de “janela terapéutica”).

A hemoglobina, proteina principal do sangue, apresenta no seu local ativo o grupo
heme, o qual é uma porfirina, cujo espetro de absor¢do UV-Vis (Ultravioleta-Visivel) apresenta
bandas de absorcdo com maximos em 425, 544 e 577 nm (Figura 1.1).

O limite superior deste intervalo é de 850 nm pois comprovou-se que a comprimentos
de onda superiores ndo ha a energia minima necessaria para desencadear a producdo de ROS
(uma vez que ndo ha energia suficiente para a formag¢do do oxigénio singuleto). Por outro
lado, é importante referir que a partir de 1000 nm a agua absorve intensamente (Figura
1.1).3637

O comprimento de onda a utilizar deve ser selecionado com base no espetro de
absorcdo do fotossensibilizador bem como nas propriedades do tecido lesado (localizagdo,
tamanho e profundidade). Uma vez que o comprimento de onda determina a profundidade
de penetracao da luz no tecido, torna-se essencial escolher um comprimento que permita a
ativacdo do PS, bem como a profundidade necessaria.3®3° A luz deve penetrar até ao local
onde se encontra o tumor para ter o efeito desejado.
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Figura 1.1. Espetro de absorcdo da agua, desoxihemoglobina e oxihemoglobina em func¢do do
comprimento de onda. A absorg¢do destas moléculas define o comprimento de onda a aplicar em PDT:
650 -850 nm, denominado de “janela terapéutica” [Adaptado da referéncia 36].

Quando o fotossensibilizador absorve luz hd a excitacdo do mesmo do estado
fundamental singuleto (So) para um estado excitado de maior energia (S1), o qual apresenta
um reduzido tempo de vida (10 a 10° segundos). Neste estado excitado, a molécula pode
voltar para o estado fundamental diretamente (via fluorescéncia) ou, por outro lado, através
de processos de relaxacdo ndo radiativos [cruzamento intersistemas (ISC, do inglés,
intersystem crossing)] transitar para o estado tripleto de menor energia (T1), o qual apresenta
um tempo de vida mais longo (103 segundos). Quando o PS se encontra neste novo estado
excitado pode reagir segundo duas vias: mecanismos tipo | e/ou Il e, posteriormente, pode
regressar ao estado fundamental via fosforescéncia (Figura 1.2).40-42

No mecanismo tipo |, o fotossensibilizador no estado T; reage diretamente com os
substratos, tais como, membranas celulares ou moléculas, havendo a transferéncia de um
eletrdao ou um protao entre ambos dando origem a um radical anido ou a um radical catido,
respetivamente. No caso em que o substrato é o oxigénio ocorre a formacdo da espécie 02*
(radical anido superdxido) que pode reagir com H,0; (perdxido de hidrogénio) convertendo-
se facilmente na espécie OH® (radical hidroxilo), a qual é bastante reativa. Estas espécies
citotéxicas podem posteriormente reagir com outros substratos organicos, levando assim, a
destruicdo das células.3943

O mecanismo tipo Il envolve a transferéncia de energia do fotossensibilizador no
estado tripleto para o estado fundamental tripleto do oxigénio molecular (302), convertendo-
o em oxigénio singuleto ('0,). Esta espécie citotdxica apesar de ser altamente reativa,
apresenta um raio de acdo e um tempo de vida limitados. Por este motivo, as primeiras
moléculas a sofrer os danos da formacgdo do oxigénio singuleto sdo as que estiverem mais
proximas do seu local de formacgao.

10, é capaz de oxidar biomoléculas, tais como: lipidos que poderdo estar presentes
nas membranas plasmaticas (como por exemplo, o colesterol), proteinas (em especial os
residuos de aminodacidos, como por exemplo, o triptofano) e acidos nucleicos (guanina e
outras bases nucleotidicas) (Figura 1.3).%* Estas interacbes podem provocar: a destrui¢do das
membranas celulares e desativacao de enzimas, recetores e transportadores que lhe estdo
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associados. A inativacdo das proteinas envolvidas na reparacdo do DNA também é um fator
importante na morte celular.39434
Os dois mecanismos podem ocorrer em simultaneo e podera haver a prevaléncia de

um face ao outro, no entanto, o mais importante é que ambos culminam na morte das células.

oxigénio ° xigé

Cruzamento singuleto

intersistemas . /
(1sC) Tipo 2

J energia
PS no estado tripleto &
(T1) Tipo 1

Fosforescéncia

PS no estado excitado (51)

Fluorescéncia

PS no estado fundamental (S0)

Figura 1.2. Diagrama de Jablonski que representa os dois mecanismos que ocorrem em PDT. A
absorc¢do de um fotdo de luz promove a excitacdo do PS do estado fundamental (So) para o estado
excitado singuleto (Si1). Neste estado, o PS pode regressar ao estado fundamental por emissdo de
fluorescéncia ou transitar para o estado excitado tripleto onde pode reagir de duas formas distintas:
mecanismos tipo | e/ou Il, sendo que ambos levam a formacao de ROS e, desta forma, a destruicdo das
células [Adaptado da referéncia 42].
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Figura 1.3. Mecanismo de oxidacdo (a) do colesterol, (b) do aminoacido triptofano e (c) da base
azotada guanina, por a¢do do oxigénio singuleto - mecanismo tipo II.

A morte das células tumorais pode ocorrer por destruicdo direta, destruicdo da
vasculariza¢do tumoral e ativagao do sistema imunitdrio. Por sua vez, a destruicdo direta das



células tumorais pode ocorrer por diferentes vias: apoptose, necrose e autofagia (Figura

1.4).2838

O tipo de morte celular que predomina depende de diversos fatores, tais como: da

concentracdo e localizagdo subcelular do fotossensibilizador, da intensidade da luz incidente

e da concentragdo de oxigénio intracelular.
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Figura 1.4. A PDT promove danos celulares que culminam na destruicdo das células cancerigenas.
Neste caso estd representada a destruicdo direta, a qual pode ocorrer por trés vias diferentes
[Adaptado da referéncia 38].

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, caracteriza-se por
uma série de alteragbes na morfologia da célula, nomeadamente pela contracdo celular,
condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA e formacdo de corpos apoptdticos. As
células em apoptose produzem sinais que proporcionam a sua fagocitose por células
fagociticas. Neste processo ha a perda da integridade membranar e os danos celulares sdo
mais suaves comparativamente com a necrose.?>38

A necrose é uma forma de morte rdpida e violenta que se caracteriza pela formacao
de um edema celular e rutura da membrana plasmatica, com consequente libertacdo de
moléculas pré-inflamatdrias, desencadeando-se assim um processo inflamatdrio.383°

A autofagia é um processo altamente regulado, no qual os componentes celulares e
os organelos sdo internalizados em vesiculas (autofagossomas) que se fundem com os
lisossomas, sendo degradados por acdo de enzimas. Este processo pode ser estimulado pelos
danos nos componentes celulares vitais provocados pelas ROS.38

Para além dos efeitos diretos, os efeitos sobre o sistema vascular e a ativacdo do
sistema imunitario (efeitos indiretos) sdo também essenciais para a destruicdo eficiente das
células tumorais.

A destruicdo do sistema vascular impede a forma¢ao de novos vasos sanguineos
promovendo a morte das células tumorais, devido a falta de nutrientes e oxigénio.?%:30:3°

A resposta inflamatdria local gerada pela acdo direta da PDT pode conduzir a ativagao
do sistema imunitdrio (macréfagos, mondcitos, linfécitos e células dendriticas), o que,
contribuird também para a destruic3do do tecido alvo. E importante referir que a ativagdo do
sistema imunitdrio para além de destruir as células tumorais permite o reconhecimento das

mesmas, prevenindo assim possiveis recorréncias da patologia ou metdstases.’4
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1.1.1. Caracteristicas de um fotossensibilizador

Tal como mencionado anteriormente, um dos componentes essenciais em PDT é a
molécula fotossensibilizadora. Os investigadores tém-se dedicado a investigacdo e ao
desenvolvimento de moléculas que possam culminar em fotossensibilizadores com
caracteristicas ideiais.

Idealmente um fotossensibilizador deve cumprir as seguintes caracteristicas: (1) ser
puro e estavel, possuir uma estrutura bem definida e apresentar uma sintese facil,
reprodutivel e economicamente vidvel; (2) absorver luz na gama dos 650-850 nm (“janela
terapéutica”); (3) ser seletivo e acumular-se no tecido alvo; (4) apresentar citotoxicidade na
presenca de luz no comprimento de onda adequado; (5) possuir um elevado rendimento
quantico de formacdo do estado tripleto (¢pr) e de oxigénio singuleto (da); (6) ser soldvel nos
fluidos corporais; (7) ndo deve provocar efeitos mutagénicos ou carcinogénicos e, (8) deve ser
eliminado do organismo de uma forma rapida para minimizar a fotossensibilidade prolongada
da pele. 414748

Varios investigadores defendem que o fotossensibilizador ideal deve apresentar um
carater anfifilico. A natureza do PS influencia a sua captacdo, distribuicdo nos tecidos tumorais
e capacidade de absorcdo de luz. Um PS hidrofilico tem dificuldade em difundir através da
membrana plasmatica mas é soltvel nos fluidos biolégicos. Por sua vez, um PS hidrobdbico
apresenta dificuldade em solubilizar-se nos fluidos corporais, o que pode conduzir a uma
possivel agregacdo do mesmo.*! Esta agregacdo reduz a capacidade de absorver luz,
diminuindo o tempo de semivida do estado tripleto e o rendimento quantico de formacao do
oxigénio singuleto.*

Os fotossensibilizadores sdo geralmente classificados como porfirinicos e nado
porfirinicos (Esquema 1.2).4”:>° A maioria dos fotossensibilizadores que existem no mercado e
gue se encontram em ensaios clinicos sdo compostos macrociclos tetrapirrdlicos, tal como
serd possivel verificar de seguida. Informacdo mais detalhada sobre porfirinas e os seus
derivados hidroporfirinicos (clorinas e bacterioclorinas) serd abordada no subcapitulo 1.2
desta tese.
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Esquema 1.2. Classificagao dos fotossensbilizadores como porfirinicos e ndo porfirinicos. Encontra-se
representada a estrutura geral dos compostos destacados a negrito.

Embora a PDT seja uma terapéutica reconhecida em muitos paises, possui um nimero
limitado de fotossensibilizadores comercializados para o tratamento de diferentes doencas.
No entanto, atualmente encontram-se varias moléculas em ensaios pré-clinicos ou clinicos,
com o intuito de serem aprovados para o tratamento oncoldgico e ndo oncoldgico (Tabela 1.2
e Figura 1.5).1247
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Um dos fotossensibilizadores mais usados atualmente em PDT é o Photofrin®,
derivado da hematoporfirina, que se caracteriza como sendo um fotossensibilizador de
primeira geracdo. (1.1, Figura 1.5).*” Apesar de ser amplamente utilizado no tratamento do
cancro esofdgico, é usado também no tratamento do cancro do pulmdo de células nao
pequenas em doentes em que as terapias convencionais ndo sdo adequadas. Este
fotossensibilizador apresenta algumas desvantagens, das quais se destacam: a prolongada
fotossensibilidade cutanea, pois o farmaco permanece um longo periodo de tempo no
organismo; a baixa seletividade para o tecido tumoral; e apresenta uma banda de absorc¢ao
em torno de 630 nm, a qual possui um baixo coeficiente de absortividade molar (g). A luz a
este comprimento de onda penetra os tecidos apenas a uma profundidade de
aproximadamente 1 mm (Figura 1.6). Além disso este fotossensibilizador é uma mistura
complexa de vdrios componentes, deixando algumas duvidas em relagdo a identidade dos
componentes ativos.*>>1-53

Fotossensibilizadores derivados de porfirinas- 1° geragao

— — Me Me
NaO,C CO,Na Me Me 0O
H
R Me CO,Na
Me Me
Me
Me Me R Me —~CO;Na
R Me
We Mg Q——CO O,Na
— —=n
1.1 Photofrin®

Fotossensibilizadores derivados de porfirinas- 2% geragcao
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Cop  CoOMe

1.2 Tookad
(bacterioclorina)

1.3 Foscan® 1.4 Purlytin
(clorina) (purpurina)

CO,H
(T:O
Oo0_o NH.CH(CO,H)CH,CO,H
1.5 Lutrin N0 0 ' (1 elel 6
(metaloporfirina) dloring
R (clorina)
HZNMrOR
(@)
1.7 Levulan® (R=H) R R
Metvix® (R=Me)
(protoporfirina) 1.8 Porficeno

1.9 Ftalocianina

Figura 1.5. Estrutura dos fotossensibilizadores derivados de porfirinas (12 e 22 geragdo) existentes no
mercado ou que se encontram em ensaios pré-clinicos ou clinicos.
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Figura 1.6. Profundidade de penetragdo relativa da luz em vérios comprimentos de onda (assumindo
gue a profundidade de penetragdo é 100% a 800 nm) [Adaptado da referéncia 53].

Com o objetivo de colmatar as falhas dos fotossensibilizadores de primeira geracao,
surgiram os fotossensibilizadores de segunda geracdo. Estes sdo mais seletivos, causam
menor fotossensibilidade, tém maior rendimento quantico de formacdo de oxigénio
singuleto, sdo quimicamente puros e absorvem a comprimentos de onda mais longos (650-
850 nm) aumentando assim a capacidade de penetrac¢3o nos tecidos (Figura 1.6).4%>3

Os fotossensibilizadores de segunda geracdo Levulan® (ALA- dcido aminolevulinato) e
o seu derivado lipofilico, Metvix® (MAL- aminolevulinato de metilo), sdo muito utilizados no
tratamento dermatoldgico (1.7, Figura 1.5). A hidrofilicidade do PS Levulan® limitava a sua
permeabilidade celular, sendo que, a sua esterificacido dando origem ao Metvix®
proporcionou um aumento da lipofilicidade e da eficacia de penetracdo na pele.*47>4

O Toodak (bacteriofeoforbideo de paldadio (Pd) derivado da bacterioclorofila) é
considerado um dos PS de segunda geracdo mais promissores (1.2, Figura 1.5). Este PS
hidrofébico penetra eficientemente os tecidos e demonstrou resultados bastante
promissores em ensaios clinicos (fase Il/111) para o tratamento de lesdes mais profundas, como
o cancro da prostata.*>#

Os excelentes resultados em PDT que as clorinas e bacterioclorinas tém apresentado
em vdrios tipos de patologias, motivam os investigadores para a investigacdo e
desenvolvimento de compostos deste tipo.

1.1.2. A procura do fotossensibilizador ideal

Os fotossensibilizadores de segunda geracdo apresentam bons resultados no
tratamento fotodindmico no entanto, é necessdrio melhora-los para alcangcarmos
fotossensibilizadores com caracteristicas ideias. Surgem assim, os PS de terceira gera¢do. Com
estes pretende-se aumentar a solubilidade nos fluidos corporais, a seletividade para o tecido
alvo, a captacdo nas células tumorais do PS, bem como, diminuir a fotossensibilidade.**>5

A terceira geracdo corresponde a conjugacdo dos PS de segunda geragdo com
nanoparticulas, lipossomas ou outras moléculas que apresentem atividade bioldgica e que
permitam direcionar o PS para o tecido tumoral.

A encapsulacdo em sistemas de transporte (como por exemplo, em lipossomas)
embora possa aumentar a seletividade para o tumor pode, no entanto, diminuir o rendimento
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guantico de formacao de oxigénio singuleto uma vez que, o oxigénio singuleto formado tem
gue se difundir para fora do sistema e, tal como ja referido anteriormente, o raio de acao do
oxigénio singuleto é curto (assim como o seu tempo de vida). Deste modo pode ndo conseguir
alcangar o alvo, ndo tendo o efeito pretendido. De forma a contornar este problema, uma
possivel alternativa consiste em ligar diretamente os fotossensibilizadores a moléculas
biologicamente ativas, tais como, ligandos especificos (glicoproteinas, vitaminas, fatores de
crescimento, lipoproteinas), anticorpos monoclonais (estratégia denominada de
fotoimunoterapia) e nanobodies.*>°¢>7

Esta classe de fotossensibilizadores que tem em atencdo as propriedades que
diferenciam as células tumorais das células saudaveis representa uma area de investigacao
em desenvolvimento. A encapsulacdo do Foscan® em lipossomas tem revelado ser uma
estratégia bastante promissora para aplicagdo em PDT.%®
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CAPITULO 1

1.2. Porfirinas, clorinas e bacterioclorinas

Os macrociclicos tetrapirrdlicos, porfirinas e seus derivados (clorinas,
bacterioclorinas) surgem em animais e plantas assumindo um papel fundamental em fung¢des
vitais, tais como, a respiracdo e fotossintese. Por este motivo estes compostos sdo
denominados de “pigmentos da vida”.

O grupo heme (1.10, Figura 1.7) e as clorofilas (1.11, Figura 1.7) sdo alguns dos
exemplos que demonstram a presenca das porfirinas e dos seus derivados na natureza. O
grupo heme, protoporfirina IX complexada com ferro, é o grupo prostético da hemoglobina,
responsavel pelo transporte do oxigénio nos tecidos celulares. As clorofilas sdo pigmentos
responsdveis pela fotossintese, possuindo uma forma estrutural semelhante a do grupo
heme, no entanto, o macrociclo encontra-se reduzido e coordenado com magnésio,
possuindo diferentes grupos substituintes, estando estes de acordo com a fungdo que
desempenham.®®
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Figura 1.7. Estruturas do grupo heme 1.10 e das clorofilasa e b 1.11.

Para além de surgirem como produtos naturais, as porfirinas e os seus derivados, ao
possuirem absorgao tipica na regido do vermelho e do NIR (infravermelho préximo, do inglés,
near infrared) apresentam caracteristicas fotofisicas ideias para serem utilizados em células
solares (como sensores), em catdlise e na area da medicina. Nesta Ultima sdo usados como
fotossensibilizadores para diagndstico, através de imagem, ou em tratamento, através da PDT
(tal como referido no subcapitulo 1.1).%°

As porfirinas designam-se como uma classe de compostos de cor vermelha ou
purpura, cujo nucleo base é constituido por quatro anéis pirrdlicos unidos entre si por pontes
metinicas (=CH-).>° O macrociclo porfirinico é um sistema altamente conjugado podendo ser
representado por duas estruturas de ressonancia. Apesar dos vinte e dois electrdes m que o
constituem seguirem a regra de Hiickel para a aromaticidade (4n + 2, n = 5), apenas dezoito
deles se encontram em condicdo para se deslocalizarem (Figura 1.8). Assim os quatro eletrdes
Tt restantes podem reagir formando clorinas 1.12, bacterioclorinas 1.13 e isobacterioclorinas
1.14 (Figura 1.8).%961

As clorinas e bacterioclorinas sao estruturalmente bastante semelhantes entre si e
muito proximas das porfirinas. Enquanto o macrociclo da porfirina é completamente
insaturado, a clorina ou di-hidroporfirina perde uma ligacao dupla numa unidade pirrélica e a
bacterioclorina ou tetra-hidroporfirina perde duas ligacdes duplas em duas unidades
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pirrélicas opostas. Estas hidroporfirinas continuam a respeitar a regra de Hiickel para a
aromaticidade, apresentado 18 electrdes m que apresentam capacidade para se
deslocalizarem. As isobacterioclorinas, formas isoméricas das bacterioclorinas, apresentam as
duas unidades pirrélicas adjacentes reduzidas ndao sendo assim macrociclos aromaticos
(Figura 1.9).%°

Figura 1.8. Exemplo de deslocalizagdo no macrocilo porfirinico.

1.12 1.13 1.14

Figura 1.9. Representagdo das estruturas basicas da clorina, bacterioclorina e isobacterioclorina.

A reducdo de uma dupla ligagdo numa unidade pirrdlica, ou de duas, em duas
unidades pirrélicas opostas do macrociclico porfirinico, originando clorinas e bacterioclorinas,
culmina numa maior absorcdao da luz na zona do vermelho e do infravermelho préximo,
respetivamente.®°

Tal como mencionado no subcapitulo 1.1, um bom fotossensibilizador terd que
absorver dentro da “janela terapéutica” (650-850 nm) para garantir um bom compromisso
entre a penetragdo da luz nos tecidos (que aumenta com o comprimento de onda) e a energia
suficiente nos fotdes, de modo a obter estados excitados com energia suficiente para
poderem dar origem as ROS.?® Este requisito de absorcdo de luz na zona do vermelho e do
NIR torna as clorinas e as bacterioclorinas como moléculas com um enorme potencial para
aplicagdao em PDT.

1.2.1. Porfirinas

As porfirinas em virtude da elevada conjugacdo que apresentam sdao compostos
altamente corados, possuindo um espectro de absorcdo extremamente tipico constituido por
uma banda de absorc¢do de forte intensidade, que se situa no intervalo dos 400-450 nm,
denominada banda Soret (caracteristica da deslocalizacdo dos 18 electrées m) e por um
conjunto de quatro bandas de menor intensidade localizadas entre os 500-700 nm,
designadas por bandas Q. Estes compostos absorvem fracamente no vermelho apresentando
um € de cerca de 3500 Mcm™ (620-640 nm).41>9,61

Relativamente a reatividade dos compostos porfirinicos, é importante referir que
estes poderdo sofrer reacdes no interior ou nas posicoes periféricas do anel, nomeadamente
nas posicdes meso e nas B-pirrdlicas.
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CAPITULO 1

As porfirinas no seu estado livre apresentam propriedades acido-base devido aos seus
azotos pirrélicos, em que dois dos quatro azotos podem ganhar e os outros dois poderao
perder protdes.®?

Os atomos de azoto do interior do macrociclo sdo excelentes na coordenacdo de
catides metdlicos formando metaloporfirinas. As metaloporfirinas desempenham um papel
importante em processos bioldgicos, tal como ja referido no caso do grupo heme da
hemoglobina ou das clorofilas. Os complexos metalicos de porfirinas podem sofrer uma
grande variedade de rea¢6es dependendo da eletronegatividade do metal que coordena com
a porfirina.®?

As reacbes que podem ocorrer na periferia do anel porfirinico sdo de oxidacao,
cicloadicdo, reducdo e de substituicdo nucleofilica ou eletrofilica. Estas ultimas ocorrem
geralmente em metaloporfirinas. As transformacdes que poderdo ocorrer nos grupos
substituintes periféricos sdo também um tipo de rea¢cdo muito importante.>®

1.2.1.1. Métodos de sintese

A sintese de porfirinas meso-substituidas teve a sua origem com Rothemund, que em
1941, descreveu a sintese da 5,10,15,20—tetrafenilporfirina (TPP, do inglés,
tetraphenilporphirin) 1.15 a partir da reacdo do benzaldeido e pirrole, usando como solvente
piridina, em atmosfera inerte, a uma temperatura de 220 °C e durante 48 horas, com
rendimentos entre os 7 e os 9% (Esquema 1.3 a).53-%¢

Ph Ph
0 e =2 m o )
+ /O
N
H
Ph Ph
c 1
passo 1.15 Clorina
— ph H - Ph
H Ph passo 2
Ph H - Ph i
L H Ph .
Porfirinogénio o
1.15

a) Condicdes de Rothemun: piridina, 220 °C, 48 h., auséncia de O,
b) Condicées de Adler e Longo:CH3;CH,CO,H, refluxo, 30 min., presenga de O,
c) Condigdes de Lindsey: 1. TFA ou BF3, CH,Cl,, temp. amb.,30-60 min.; 2. DDQ, 45 °C, 1h.

Esquema 1.3. Sintese da TPP 1.15 seguindo os trés métodos descritos: a) método de Rothemund; b)
método de Adler e Longo; c) método de Lindsey.
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Com o objetivo de melhorar os resultados obtidos por Rothemund, Adler e Longo, nos
anos 60, realizaram a reacdo de condensacdo do pirrole e do benzaldeido em meio acido
(acido propionico ou acido acético) e em condigOes aerdbias. A reacdo foi realizada sob
refluxo, a 140 °C, por um periodo de 30 minutos, obtendo-se a TPP 1.15 com rendimentos na
ordem dos 20%. No entanto, havia o aparecimento da clorina 1.16, tal como acontecia no
método anterior. Contudo esta era facilmente convertida na porfirina correspondente por
acado de agentes oxidantes, como por exemplo, 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-p-benzoquinona
(DDQ) (Esquema 1.3 b).5”%° Apesar do isolamento das porfirinas ser facilitado, devido a
precipitacdo por arrefecimento lento no meio reacional, a contaminag¢do do produto com
outros subprodutos de dificil separacdo constitui um inconveniente deste método. Este é
ainda limitado pelo facto de a sintese de porfirinas a partir de aldeidos alquilicos e aromaticos
contendo grupos funcionais sensiveis acidos ou substituintes volumosos nas posicées orto,
n3o ser bem sucedida.®

Com o de intuito contornar os problemas mencionados anteriormente, entre 1979 e
1987, Lindsey desenvolveu uma nova metodologia de sintese baseada no facto de que o
porfirinogénio é o intermedidrio mais estavel da reacdo de condensacdo, o que culminou na
preparacdo de uma gama variada de meso-tetra-arilporfirinas simétricas. Este tipo de sintese
foi executado em duas etapas. Para a sintese da TPP 1.15, o primeiro passo consistiu na reacdo
do pirrole com o benzaldeido em diclorometano, a temperatura ambiente, durante 30 a 60
minutos, usando como catalisador acido trifluoroacético (TFA) ou trifluoreto de boro (BFs).
Numa segunda fase, o porfirinogénio formado foi oxidado a correspondente porfirina através
da utilizagdo de um agente oxidante (DDQ ou cloranil). A oxidagdo demorou
aproximadamente 1 hora, a 45 °C (Esquema 1.3 c¢). Com este método foi possivel obter a TPP
1.15 com um rendimento de 35%, superior ao do método anterior.” Outra vantagem deste
método é a possibilidade de utilizar os aldeidos que eram sensiveis as condicdes do método
de Adler-Longo. As desvantagens do método de Lindsey prendem-se com o facto de ser
necessaria a utilizacdo de grandes quantidades de agentes oxidantes e o recurso a técnicas
cromatograficas para isolar a porfirina, tornando-o num processo sintético com um grande
impacto ambiental e caro.

Na mesma altura de Lindsey, Rocha Gonsalves desenvolveu um método que permitiu
a sintese de meso-tetra-alquilprofirinas basendo-se na condensac¢do do pirrole com acetais
alquilicos, catalisada por TFA, seguindo-se a oxidac¢do do porfirinogénio com quinonas de alto
potencial ou através de radiacdo.”®

Posteriormente, em 1991, Rocha Gonsalves demonstrou que se podiam preparar
meso-tetra-arilporfirinas, como por exemplo, a TPP 1.15, num so passo, através da utilizagdo
de uma mistura de acido acético ou acido propidnico e nitrobenzeno, em refluxo (Esquema
1.4). O nitrobenzeno para além de funcionar como solvente vai oxidar o porfirinogénio a
respetiva porfirina, evitando a formacao de clorina. Uma vantagem adicional destas condigdes
reacionais esta na facilidade de cristalizagdo da porfirina no meio reacional, obtendo-se esta
com uma pureza bastante significativa.’>”?

Nos ultimos anos, a sintese de algumas porfirinas tem ocorrido através da utilizacao
da tecnologia de micro-ondas. Esta metedologia sintética para além de diminuir o tempo de
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CAPITULO 1

reacao, diminui os custos do processo e o impacto ambiental uma vez que, utiliza um volume

minimo de solvente.”®
Recentemente, Pereira e seus investigadores desenvolveram um método que permite

a sintese de porfirinas utilizando a tecnologia de micro-ondas e agua como solvente.”

Ph
a) ACOH/Ph-NO,
1 o
¢\ + o 20{0 ~ Ph Ph
N b) PrOH/Ph-NO,
H 140°C
Ph

1.15
Esquema 1.4. Representa¢do do esquema sintético para a obtengdo da TPP 1.15 usando o método de
um so passo de Rocha Gonsalves.

1.2.2. Clorinas e bacterioclorinas

As clorinas e bacterioclorinas, formas reduzidas do macrociclo porfirinico, apresentam
uma pequena alteracao estrutural relativamente a porfirina, tal como descrito anteriormente.
No entanto esta pequena diferenca influencia bastante as propriedades fotofisicas destes
compostos. A progressiva saturagcdo do macrociclo leva a um aumento do comprimento de
onda e da intensidade da ultima banda de energia. Deste modo, as hidroporfirinas
apresentam uma maior absorcdo na regido do vermelho e do NIR, em comparag¢do com as
porfirinas. As clorinas possuem uma absorc¢do forte no vermelho, absorvendo por volta dos
650 nm (o € desta banda das clorinas é em média uma ordem de grandeza maior ao da
respetiva porfirina). As bacterioclorinas absorvem muito fortemente no NIR, apresentando
uma forte absorcdo por volta dos 730 nm (o € desta banda de absorcdo das bacterioclorinas
em média uma ordem de grandeza maior que o da respetiva clorina) (Figura 1.10).4%447576
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Figura 1.10. Espetro de UV-Visivel da porfirina e dos seus derivados: clorina e bacterioclorina
[Adaptado da referéncia: 44].
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Varios sdo os métodos que existem para a obtencdo de clorinas e bacterioclorinas. Os
principais métodos baseiam-se na sintese total, na derivatizacdo de porfirinas e na
modificacdo de clorinas ou bacterioclorinas naturais.”” Alguns exemplos para a obtencdo de
compostos hidroporfirinicos através da derivatizagdo de porfirinas serdo apresentados.

1.2.2.1. Reducgao de porfirinas

A transformacdo de porfirinas nas respetivas clorinas pode ser realizada com p-
toluenossulfonil-hidrazida na presenca de uma base, tal como descreveu Whitlock.

A reacdo de 5,10,15,20-tetrafenilporfirina com p-toluenosulfonil-hidrazida utiliza
como solvente piridina, em refluxo, e carbonato de potassio como base, formando-se uma
mistura de clorina 1.16 e bacterioclorina 1.17. De modo a oxidar a bacterioclorina 1.17 a
respetiva clorina 1.16 utiliza-se o o-cloranil, sendo o rendimento desta reacdo de 72%.
Quando se pretende obter apenas a bacterioclorina 1.17 utiliza-se um excesso do precursor
da diimida, obtendo-se esta com um rendimento de 50% (Esquema 1.5).78

Ph Ph Ph
o-Cloranil
Ph Ph + Ph Ph —— Ph Ph

Ph

p-Ts-hidrazida Fh Ph
(6 equiv.} 1.16 62% 147 38% 1.16 72%
K;CO5, piridina, 6.5 h

Ph Ph

p-Ts-hidrazida

Ph ph _— (14equiv.) _  pp Ph
KoCOg, piridina, 12 h

Ph Fh
1.15 117 50%

Esquema 1.5. Representacdo da via sintética para a obtencdo da clorina 1.16 e da bacterioclorina
1.17.

Utilizando o mesmo método, Bonnet e seus colaboradores descreveram a sintese do
principio ativo do fotossensibilizador Foscan®, uma meso-tetra-hidroxifenilclorina (1.3), com
um rendimento de 37%. Juntamente com esta obtinham a bacterioclorina correspondente
1.18, com um rendimento de 26% (Figura 1.11).”°

Esta estratégia sintética apresenta como desvantagem a utilizacdo de grande
guantidade de solvente e de base, conduzindo a inconvenientes a nivel ambiental.

De modo a contornar estas desvantagens, Pereira e seus investigadores, em 2010,
adaptando o método descrito anteriormente, descreveram a sintese de bacterioclorinas,
através da reducdo de porfirinas com diimida, na auséncia de solvente e de base.?® Outro
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CAPITULO 1

grupo de investigacdo, no mesmo ano, descreveu a sintese de hidroporfirinas sob irradiacao
de micro-ondas, baseando-se no método de Whitlock.?!

Ar Ar
Ar Ar Ar Ar
Ar Ar
1.3 Ar = 3-HOCgH,; 37% 1.18 Ar = 3-HOCgH, 26%

Figura 1.11. Foscan® 1.3 e a bacterioclorina correspondente 1.18.

1.2.2.2. Oxidagao de porfirinas

Em 1995 foi descrita a oxidacdo de porfirinas meso-susbtituidas com tetréxido de
6smio (0s04) para a formacdo de hidroporfirinas.

Uma quantidade estequiométria de OsO4 foi adicionada a TPP 1.15 formando-se didis
nas posicoes B-pirrdlicas. A formacdo da 2,3-cis-dihidroxi-meso-tetrafenilclorina (1.20)
ocorreu com um rendimento de 50%. Partindo da clorina di-hidroxilada 1.20 foi possivel obter
dois isdmeros de tetra-hidroxibacterioclorina 1.21 e 1.22, na raz3o de 1:1 (Esquema 1.6).8283

O longo tempo de reacdo (7 dias) e a necessidade de utilizacdo de reagentes caros e
perigosos, como o 0OsO4, tem contribuido para que este método de preparacdo de
hidroporfirinas seja substituido por outros.®
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115 1.19 0S80,
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Esquema 1.6. Oxidacdo da TPP 1.15 resultando na formagdo da respetiva clorina 1.20 e
bacterioclorinas 1.21 e 1.22.
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1.2.2.3. Reagoes de cicloadi¢ao

O interesse na sintese de clorinas e bacterioclorinas estaveis que ndao envolvesse
varios passos permitiu o desenvolvimento de métodos alternativos a reducdo e a oxidagao.
Surgiram assim as reacdes de cicloadi¢cdo envolvendo as unidades pirrélicas das porfirinas,
como uma alternativa bastante promissora para a obtengao de hidroporfirinas.

1.2.2.3.1. Reagao de Diels-Alder

Porfirinas substituidas com grupos vinilo nas posi¢des B-pirrdlicas podem atuar como
dienos em reacgGes de Diels-Alder.

Os primeiros trabalhos foram publicados em 1996, onde a meso-porfirina substituida
complexada com niquel 1.23 reagiu com os diendfilos tetracianoetileno (TCNE) e
acetilenodicarboxilato de dimetilo (DMAD). Para além de se obterem os produros desejados,
as clorinas 1.24 e 1.26, havia a formacdao em ambas as reacdes dos produtos secundarios
indesejados 1.25 e 1.27. A reacdo com o TCNE culminou no aparecimento do produto 1.24, o
qual resultou de uma cicloadigdo [4+2] e do composto 1.25, através de uma cicloadicdo [2+2].
A reacdo com o segundo diendéfilo (DMAD) foi mais seletiva, formando-se a clorina 1.26 e o
produto secundério 1.27, resultante da sua oxidacdo. (Esquema 1.7).%°

CN
CN CO.M
o 'C CN MeO,C e
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Ph Ph Ph Ph
Ph \
Ph
1.24
+

Ph
TCNE DMAD
Ph Ph 1.26
+
MeO,C CO,Me
Ph =1 Ph
1.23
Ph Fh
Ph Ph
1.25 1.27

Esquema 1.7. Cicloadi¢des de meso-porfirina substituida com grupo vinilo e complexadas com niquel.
A reagdo de Diels-Alder culmina na formagao das clorinas 1.24 e 1.26.

A partir de 1997, Cavaleiro e seus investigadores descreveram a participacdao de
porfirinas como diendfilos em reagées de Diels-Alder.

As meso-tetra-arilporfirinas 1.15-1.28c ao reagirem com o dieno reativo, o-
benzoquinodimetano, em refluxo, de 1,2,4-triclorobenzeno, formaram as clorinas 1.29a-
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CAPITULO 1

1.29d, via cicloadi¢do [4+2]. Juntamente com as clorinas obtiveram as porfirinas 1.30 e 1.31,
resultantes da sua oxidagdo. A clorina 1.29a foi obtida com um rendimento de 26% (Esquema
1.8).56

Quando usaram a 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina (1.28c) observaram
a formacdo de trés produtos, a clorina 1.29d e uma mistura de diasterioisémeros da
bacterioclorina 1.32 (Esquema 1.8).8¢

Utilizando este método, Cavaleiro e seus investigadores procederam a sintese de
diversas clorinas, no entanto, obtinham em certos casos bacterioclorinas e/ou porfirinas
(resultantes da oxidacdo das clorinas) como produtos secundarios. Deste modo adquiriam
uma mistura de compostos que eram muito dificeis de separar por cromatografia.®%’

o 1)

1,2,4-TCBi214 °C,7h

pel

Ar

Ar Ar
Ar

1.15 Ar=FPh

1.2Ba Ar=3-MeOCgH,
1.28b Ar = 4-MeOCgH,
1.28¢c Ar= CBFS

(mistura de diasterioisomeros)

Esquema 1.8. Reagdo de Diels-Alder para a formagao das clorinas 1.29a-d.

1.2.2.3.2. Reagao de cicloadi¢ao 1,3-dipolar

As porfirinas podem participar também em reacdes de cicloadicdo 1,3-dipolar como
dipolardéfilos, podendo reagir com varios 1,3-dipolos, como iletos azometino, nitronas,
diazoalcanos e iletos carbonilicos originando clorinas.

Em 1999, Cavaleiro e os seus investigadores publicaram o primeiro estudo da
reatividade de porfirinas meso-substituidas 1.15-1.33 com iletos de azometino, gerados in
situ, através da reacdo de paraformaldeido e sarcosina. Neste estudo mostrou-se que as
porfirinas contendo grupos arilo com substituintes atratores de eletrdes, como as porfirinas
1.28c e 1.33, demonstraram maior reatividade com o dipolo 1.34, obtendo-se as respetivas
clorinas 1.35c¢ e 1.35d com melhores rendimentos. No entanto, nestes casos houve a
formacao de isobacterioclorinas 1.36¢ e 1.36d como produtos secundérios (Esquema 1.9).88
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E importante referir que apds a formagdo da clorina 1.35a e fazendo-a reagir com um
excesso do dipolo 1.34, obtem-se uma mistura de diasterioisémeros de bacterioclorina e de
isobacterioclorina.%®

H
_N__COzH
CH,0)n
Ar l( 20) Ar N,Me Me\N Ar N,Me
L R R
PANEY
Ar At J . A Ar+ A Ar
Toluene ou
1,2-Diclorobenzeno,
refluxo
Ar Ar Ar
1.15 Ar=Ph 1.35a 21% nao observado
1.28b Ar = 4-MeOCgH, 1.35b 7% nao observado
1.33 Ar=2,6-Cl,CgH; 1.35¢c 45% 1.36¢c 7%
1.28¢c Ar = CgFs5 1.35d 61% 1.36d 11%

Esquema 1.9. Reagdo de cicloadi¢do 1,3- dipolar de porfirinas com iletos de azometino.

As reacdes de cicloadicdo 1,3-dipolar sdo efetivamente um método de sintese de anéis
heterociclicos de cinco membros, razdo pela qual tém sido aplicadas com sucesso para a
formacao de hidroporfirinas.

A reagdo da porfirina 1.37 com diazometano e, subsequente extrusdo de azoto,
originou a clorina fundida com um anel de ciclopropano 1.39 (Esquema 1.10).8%°° A presenca
de um grupo nitro na posicao B possibilitou a preparacdo da hidroporifina 1.39, prevenindo
reagOes subsequentes.

Ph  NO;
CHzMN, Tolueno o
Ph Ph—=Ph —
Temp. amb. Refluxo ou hv
Ph
1.37

Esquema 1.10. Reagdo da porfirina 1.37 com diazometano para obtengao da clorina 1.39.

Gryko Gazowski, em 2005, encontrou uma solugdo para os problemas mencionados
anteriormente, sobre regiosseletivididade e estabilidade. Este investigador propos a
utilizacdo de dois grupos atratores de eletrdes em posicdes vicinais no perimetro das
porfirinas 1.40, permitindo a formacao seletiva das clorinas 1.41, via cicloadiagao 1,3-dipolar.
Este procedimento apesar de apresentar um rendimento global baixo, de aproximadamente
3%, permitiu a formacdo de clorinas que apresentaram uma elevada estabilidade devido a
presenca de dois &tomos de carbono quaterndrios (Esquema 1.11).%*

E importante salientar que a porfirina 1.40 foi formada a partir de dois fragmentos,
através de uma cicloadigdo [3+1].
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CAPITULO 1

CO,R
OHC 2 CO,R RO,C N

—

HN_/—COR CO,R

CHO (CHZO)n, COzR
Ar 1. TFA, CHCl3 Ar CHsNHCH,COMH
_—
2.DDQ
Ar Ar Ar

Esquema 1.11. Cicloadig¢do 1,3 dipolar para a formagdo das clorinas 1.41.

1.2.2.3.3. Reagao de cicloadi¢ao 1,7-dipolar

Pinho e Melo e seus colaboradores desenvolveram um processo sintético que
minimiza alguns dos problemas mencionados anteriormente, preparando hidroporfirinas
bastante estdveis, através da cicloadicdo 1,7-dipolar ou [8n+2m] do anido metil diazafulvénio
1.43 com porfirinas. A reacdo de meso-tetraarilporfirinas 1.44 com o dipolo 1.43, gerado por
extrusdo térmica de SO, a partir de 2,2-dioxo-6,7-dimetil-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole-
6,7-dicarboxilato (1.42), originou as clorinas fundidas com o sistema 4,5,6,7-tetra-
hidropirazolo[1,5-a]piridina 1.45a-1.45g, de forma seletiva. Apds a obtencdo das clorinas foi
possivel formar as bacterioclorinas correspondentes 1.46a-1.46d, de forma regio- e
estereosseletiva, utilizando para tal um excesso da sulfona 1.42 (Esquema 1.12). A sintese das
bacterioclorinas foi realizada em refluxo, de triclorobenzeno, e durante 4-5 horas. Depois da
formacao das bacterioclorinas 1.46, houve a recuperag¢ao de uma parte da clorina de partida,
o que indica a estabilidade deste macrociclo.%%%

Com esta estratégia formaram-se clorinas e bacterioclorinas estaveis e de uma forma
seletiva, com anéis heterociclicos possuindo grupos atratores de eletrdes junto aos anéis
reduzidos. Nesta metodologia sintética ndo morosa, as hidroporfirinas foram obtidas com
rendimentos razodveis. Além disso, neste processo sintético a formacdo das clorinas
apresentou melhores rendimentos quando a reacdo foi realizada utilizando-se a tecnologia
de micro-ondas (250 °C e durante 20 minutos). Por exemplo, a clorina 1.45a foi obtida com
um rendimento de 30%, no entanto, quando a reacdo foi realizada através de aquecimento
convencional (6 horas, refluxo de 1,2,4-triclorobenzeno) esta apresentou um redimento
menor (22%).%
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Ar Ar
MeO,C.  CO,Me (0Me
{ A WCOZMe (2 equiv.) Ar 1.44
[ N N=N
o5 =80, | __F 1,2,4-Triclorobenzeno
2 MW
1.42 1.43 anido metil

diazafulvénio

Ar MeO,C CO,Me
]\
1,2,4-triclorobenzen N’N
0 -
Ar 225 °C, 4-5h. OZSJ 1.42
1.45 (4.4 - 6.1 equiv.)
1.45a Ar = 4-CICgH,4 (30%)
1.45b Ar = Ph (31%)
1.45¢c Ar = 4-MeCgH, (26
C Ar eCgHy (26%) MeO,C

1.45d Ar = 4-MeOCgH, (20%)
1.45e Ar = 4-FCgH, (10%)

1.45f Ar = 3-MeOCgH, (13%)
1.45g Ar= 2,6-Cl,CgHs (13%)

CO,Me

1.46a Ar = 4-CICgH, (36%)
1.46b Ar = Ph (29%)

1.46¢ Ar = 4-MeCgH, (27%)
1.46d Ar = 4-MeOCgH, (16%)

Esquema 1.12. Cicloadi¢ao 1,7-dipolar para a obten¢ao das clorinas 1.45a-1.45g e bacterioclorinas

1.46a-1.46d.
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CAPITULO 2

2.1. Objetivos

Nos dias de hoje os investigadores tém-se dedicado a investigacdo e desenvolvimento
de terapias que permitam a eliminacdo das células cancerigenas de uma forma mais seletiva,
havendo a minimizacdo ou mesmo eliminacdo dos efeitos secundarios, inerentes as terapias
convencionais. A PDT, tal como ja mencionado no subcapitulo 1.1 desta tese, surge como uma
modalidade terapéutica bastante promissora para o tratamento de doencgas oncoldgicas. Um
dos componentes mais importantes desta terapia é o PS, o qual podera ser uma porfirina ou
um derivado da mesma. As clorinas e bacterioclorinas sao muito utilizados em PDT devido as
razdes citadas no subcapitulo 1.2. Contudo a sintese destes compostos apresenta algumas
limitacGes, devido a formacdo de produtos secunddrios indesejados.

Pinho e Melo e seus investigadores desenvolveram uma metodologia sintética que
permitiu a obtencdo de clorinas e bacterioclorinas estdveis e de forma seletiva, minimizando
a formacdo de produtos indesejados, tal como referido no subcapitulo 1.2 (Esquema 1.12).
Estes investigadores dedicaram-se a sintese de diversas tetraarilclorinas e bacterioclorinas
com diferentes grupos nas posi¢cdes meso.>*3 A clorina 1.45b e o seu derivado hidréfilico 2.1
(Esquema 2.1), preparado através da reducdo dos dois grupos ésteres aos respetivos alcoois,
foram avaliados in vitro.%*

Ph
MeOQC COzMe
7\
Ph Ph Ph N
MeO,C CO,Me
- CO,Me
) _ > Ph Ph
0,8 - S0, _ NN 250 °C, 20 min,
1.42 1,2,4-triclorobenzeno
) 1.43 aniao metil MW
diazafulvénio Ph
1.45b 31%
HOHC  cH,0H
Ph 4 ,\N 1. Zn(OAc),, CH,Cly,
N 12h
2. LiAlH,, CH,Cl,-Et,0,
50°C,4h
3. TFA, 30 min
Ph Ph

Ph
2.1 84%

Esquema 2.1 Sintese das meso-tetraarilclorinas 1.45b e 2.1.

A atividade in vitro das meso-tetraarilclorinas diéster 1.45b e di-hidroxilada 2.1, foi
avaliada em duas linhas celulares do melanoma humano, na A375 (melandcito) e na C32
(amelandcito). Verificou-se que existe uma grande diferenga na atividade citotdxica entre as
clorinas diéster 1.45b e di-hidroxilada 2.1 nas duas linhas celulares, sendo a citotoxidade
apresentada pela clorina 2.1 bastante superior a da clorina 1.45b (Tabela 2.1). Esta ultima
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apresentou valores de ICsp (concentracdo necessdria para reduzir a atividade das células
tumorais em 50%) de 1.85 uM e 0.78 uM nas células A375 e C32, respetivamente. O derivado
di-hidroxilado 2.1 apresentou valores de ICsp menores em ambas as linhas celulares. Na linha
celular C32, o valor de ICso foi de 231 nM e o valor de ICso para a linha A375 foi de 31 nM.
Deste modo, percebe-se facilmente que a clorina 2.1 é mais eficiente que a clorina 1.45b e
apresenta uma maior citotoxicidade para as células tumorais A375.%*

Tabela 2.1 Valores de ICso das clorinas 1.45b e 2.1 nas linhas celulares humanas do melanoma.

1Cso
Clorina A375 Cc32
1.45b 1.85 uM 0.78 uM
2.1 31 nM 231 nM

Estes estudos revelaram que as pequenas diferencas estruturais entre as clorinas
1.45b e 2.1, culminaram numa diferenca consideravel na citotoxicidade. Este aumento da
citotoxicidade do derivado hidrofilico estara relacionado com sua maior captac¢do nas linhas
celulares (a clorina 2.1 é cerca de dez vezes mais captada que a clorina 1.45b). No subcapitulo
1.1 da presente tese vimos que um dos fatores que contribui para a maior eficiéncia da PDT é
a acumulacdo do PS nas células tumorais.

Em melanomas fortemente pigmentados com melanina (melandticos) o tratamento
com PDT apresenta algumas limitacbes, devido a competicdo entre a melanina e o
fotossensibilizador na absor¢do da radiacdo na “janela terapéutica” (650-850 nm).3® No
entanto, a eficiéncia da clorina 2.1, que absorve a um A= 651 nm, foi superior na linha celular
de cancro do melanoma melanécito (A375).°* Deste modo a clorina 2.1 surge como um bom
candidato para utilizacdo em PDT para o tratamento do cancro do melanoma com forte
pigmentacao.

Perante estes resultados bastantes promissores ha a necessidade de desenvolver
novos derivados de meso-tetraarilclorinas e bacterioclorinas, através do método de Pinho e
Melo®*%3, os quais serdo abordados neste trabalho. Assim iremos explorar a sintese das
clorinas fundidas com o anel 4,5,6,7-tetra-hidropirazolo[1,5-a]piridina funcionalizadas com
grupos ésteres 2.5, a partir da reacdo de diferentes anides metil diazafulvénio 2.3 com as
meso-tetraarilporfirinas 1.15, 1.33 e 2.4 (Esquema 2.2). As porfirinas 1.33 e 2.4 serdo
utilizadas para a obtencdo de clorinas uma vez que, alguns estudos demonstram que di-
hidroporfirinas contendo halogénios nas posi¢Ges orto dos anéis fenilicos apresentam um
aumento significativo do rendimento quéantico de oxigénio singuleto, consequéncia do
aumento do cruzamento intersistemas (devido ao efeito do dtomo pesado).’® Deste modo
podera haver um aumento da eficiéncia dos fotossensibilizadores em PDT. Adicionalmente
utilizaremos a porfirina 2.4 porque derivados porfirinicos contendo grupos hidroxilos nas
posicdes meta dos anéis fenilicos sdo bons fotossensibilizadores, como é o caso do Foscan®.%
Por outro lado, é importante referir que a porfirina 2.4 apresentou resultados bastante
positivos in vitro e in vivo, para ser utilizada como fotossensibilizador em PDT para o
tratamento do cancro do melanoma e do adenocarcinoma colorretal.’
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CAPITULO 2

Ar
1.15 Ar = Ph
1.33 Ar= 2,6-C|ZC6H3 1
2.4 Ar = 2-Br,5-OHCgHj R R2
Ar Ar
Ar
R! R? )
R
/ \
N’N A AN R? Ar (2 equiv.)
_ Ar
OZSJ -SO N=N 1,2,4-triclorobenzeno
: - MW ou refl
ou refluxo
1.42R'=R? = CO,Me 23 "
1 3 o2 anido meti
22R'=COR% R"=nd. diazafulvénio Ar
2.5
LiAIH
R! R2 4
Rl gRe
7\
A
r N,N
Ar Ar

;
R k2 1.46b Ar = Ph; R'= R2= CO,Me Ar
2.6a R"=R?= CH,0H
2.6b R' = CH,OH; R? = n.d.
LiAIH,

HO 2.7 Ar=Ph

Esquema 2.2. Estratégia sintética para a preparacdo das clorinas 2.5 e 2.6 e das bacterioclorinas 1.46b
e 2.7.

Ap0ds a formacdo das clorinas 2.5, os seus grupos ésteres serdo reduzidos a alcoois,
dando origem as clorinas hidroxiladas 2.6. Assim haverd um aumento da hidrofilicidade e,
deste modo, uma possivel melhor captagdo destas nas células tumorais (tal como aconteceu
com aclorina 2.1).

Vimos no subcapitulo 1.2 que as bacterioclorinas absorvem a um comprimento de
onda maior que os das clorinas (Figura 1.10, subcapitulo 1.2). Absorvem no infravermelho
préoximo (~730 nm), havendo por isso, a redugao do efeito competitivo de absorgao de luz por
parte da melanina (Figura 1.1, subcapitulo 1.1). A sintese da bacterioclorina 1.46b e a reducdo
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dos seus quatro grupos éster a alcoois, originando o derivado hidrofilico 2.7 sera também
explorada neste trabalho.

Apds a sintese destas novas clorinas e bacterioclorina sera necessario proceder a
estudos preliminares das caracteristicas fotofisica das mesmas, com o objetivo de
percebermos se estas cumprem alguns dos requisitos basicos para poderem ser utilizadas
como fotossensibilizadores em PDT.
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CAPITULO 2

2.2. Reagao de anidoes metil diazafulvénio com porfirinas para obtencdo de
clorinas e bacterioclorina

Com o objetivo de obter novos derivados de meso-tetraarilclorinas e de um novo
derivado de bacterioclorina, através da reacdo de anides metil diazafulvénio com porfirinas,
iniciamos o trabalho experimental com a sintese destas ultimas. Duas das 5,10,15,20-
tetraarilporfirinas foram preparadas a partir do método de Rocha Gonsalves (Esquema 2.3).”!
Adicionou-se o pirrole a uma mistura que contém o aldeido pretendido, acido acético e
nitrobenzeno, em refluxo, a 120 °C. As porfirinas 1.15 e 1.33 foram obtidas com rendimentos
proximos dos mencionados na literatura.”’2 No caso da porfirina 1.15 foi também utilizada a
tecnologia de micro-ondas para a obtencdo da mesma, com um rendimento igual ao do
método convencional (20%).”® Para a porfirina 1.33 n3o se utilizou este método alternativo,
uma vez que, o rendimento descrito na literatura (4%) era inferior ao obtido pelo método

convencional.
Ar

N j AcOH, Ph-NO, Ar Ar
4N,

—_—
N Ar 1h,120°C
PrOH, Ph-NO, | 200 °C, 5 min. Ar
MW 1.15 Ar=Ph 20%
1.33 Ar = 2,6-C|206H3 7%
Ar
Ar Ar
Ar

1.15 Ar=Ph 20%
Esquema 2.3. Sintese das 5,10,15,20-tetraarilporfirinas 1.15 e 1.33.

Para a obtencdo da porfirina 2.4 foi necessdrio sintetizar previamente o aldeido
correspondente 2.8, de acordo com um procedimento da literatura (Esquema 2.4).8 O
aldeido 2.8 foi preparado através da reacdo do bromo com uma mistura de 3-
hidroxibenzaldeido em 4acido acético glacial, a temperatura ambiente e com duracdo de 3
horas. Este foi obtido com um rendimento de 26%, valor inferior ao mencionado na literatura
(68%).

A mistura do aldeido 2.8 e pirrole em diclorometano adicionou-se
trifluoroboroeterato e uma pequena quantidade de etanol. Deixou-se reagir durante 12
horas, na auséncia de luz, obtendo-se o porfirinogénio o qual foi posteriormente convertido
na porfirina 2.4. Para oxidar o porfirinogénio e obter a porfirina pretendida, utilizou-se o
agente oxidante p-cloranil (2,3,5,6-tetracloro-1,4-benzoquinona) em excesso (20
equivalentes) e controlou-se a oxidagdo por UV-Vis. A porfirina 2.4, apds purificagcao por
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cromatografia em coluna, foi obtida com um rendimento de 8%, proximo do descrito na
literatura.®®

No procedimento da literatura a oxidacao do porfirinogénio é realizada com peréxido
de hidrogénio (30%) no entanto, e apds diversas tentativas ndo conseguimos concretizar esta.
Por este motivo utilizamos o p-cloranil que apresenta um maior poder oxidante.

CHO OH
AcOH O 1.CH,Cl,, BF3Et,0
BI’2 + 2 A H
OH Tahta cO
H p-cloranil (20 equiv.) HO
2.8 26% Br

24 8%

Esquema 2.4. Bromacdo do aldeido e posterior condensacdo com pirrole para obtencdo da porfirina
2.4,

Apbs a preparacdo das porfirinas pretendidas procedemos a sintese dos 2,2-dioxo-
1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles 1.42, 2.13a e 2.13b, precursores dos anides metil
diazafulvénio. A estratégia sintética utilizada para a obtencdo destes encontra-se
representada no esquema 2.5. Come¢dmos por preparar o acido 1,3-tizolidina-4-carboxilico
(2.9), por reagdo de L-cisteina com formaldeido, a temperatura ambiente e durante 12 horas,
obtendo-se este com um rendimento de 97%.%°

TEAA, Q
HCI, NaNO /( Et0,12h,  _/~0
HS/\)J\OH )J\ HO0/BLO o, C/() HOLNaNG: 6,0 o | A
NH N 12h,ta. N~
2 12h ta. 24hta S~/
29 97% 2.10 48% 211 67%
COzMe
MevicPeA _
C|-|2(;|2 MeO,C——CO,Me xileno, refluxo
s/ 4h ta. N,
1.42 67% 1.41 90%
EtO,C - EtO,C |
/) MCPBA,
N CH,Cl, 4 N
0,5/ . s N
25~/ 12h,ta. S~/ Ph—=——-CO,Et
2.13a 78% 2.12a 45% -
Ph
Ph
COEt McPBA, /™ COE
a2 CH,Cl, N
N N~
0,5/ 12h, ta. S~/
2.13b 48% 242b 1%

Esquema 2.5. Sintese dos 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles 1.42, 2.13a e 2.13b.
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CAPITULO 2

O composto 2.9 foi nitrosado com nitrito de sddio na presenca de HCl, a temperatura
ambiente, o que culminou na obtencdo do acido N-nitroso-tiazolidina-4-carboxilico (2.10)
com um rendimento de 48%. Posteriormente fez-se reagir a tiazolidina nitrosada 2.10 com o
anidrido trifluoroacético (TFAA), durante 6 horas a temperatura de 0 °C, seguidas de mais 24
horas a temperatura ambiente. O dipolo 2.11 foi obtido com um rendimento de 67%, préximo
do descrito na literatura (65%).1%°

A espécie dipolar 2.11 reagiu com o acetilenodicarboxilato de dimetilo (DMAD) em
refluxo, a 140 °C e em atmosfera inerte de N; durante 3 horas, originando o produto 1.41,
com um rendimento de 90%, mais elevado do que o mencionado na literatura (77%).1® Esta
reacao consistiu numa cicloadicao [4n+2m] ou 1,3-dipolar, formando-se um cicloaducto que
posteriormente perde CO,; dando origem ao 1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles-6,7-
dicarboxilato de dimetilo (1.41) (Esquema 2.6).

o _
|| R!

s\ O\ R R?

L 20 O - CO a

X | — — A
S . N
N:\_/RZ s R S/

\/N—N \ 1.41 R'=R2=CO,Me

2.11 L R?| 2.12a R'=CO,Et; R? = Ph

2.12b R'=Ph; R? = CO,Et
Esquema 2.6. Cicloadigdo [4n+2m] ou 1,3-dipolar, formando-se os pirazolo-tiazoles 1.41, 2.12a e 2.12b.

Seguindo-se a mesma estratégia foram preparados os 1H,3H-pirazolo[1,5-c]
[1,3]tiazoles 2.12a e 2.12b, nunca descritos anteriormente literatura.?! Neste caso o dipolo
2.11 reagiu com o fenilpropiolato de etilo (EPP), durante 12 horas, sendo que se obtém dois
regioisdmeros 2.12a e 2.12b. Tal como tinha acontecido no caso do pirazolo-tiazole 1.41, a
reacao da espécie dipolar 2.11 com o EPP consistiu numa cicloadicao 1,3 dipolar que culminou
no aparecimento dos pirazolo-tiazoles 2.12a e 2.12b, de forma regiosseletiva. (Esquema 2.6).
Depois de serem purificados por cromatografia em coluna, os regioisémeros 2.12a e 2.12b
foram obtidos com um rendimento de 45% e 11%, respetivamente.

Os compostos 1.41, 2.12a e 2.12b foram oxidados, a temperatura ambiente,
utilizando-se acido 3-cloroperoxibenzdico (MCPBA), originando as sulfonas 1.42, 2.13a e
2.13b, respetivamente. Estas foram obtidas com rendimentos que variam entre os 48% e os
78%.

A estrutura molecular do composto 2,2-dioxo-6-fenil-1H,3H-pirazolo|[1,5-
c][1,3]tiazole-7-carboxilato de etilo (2.13a) foi estabelecida por cristalografia de raios-X
(Figura 2.1). A sulfona 2.13a é constituida por um 1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole com um
derivado carboxilato de etilo na posicao C7 e um substituinte fenilo na posicao C6 do anel
fundido, comprovando a regiosseletividade da cicloadi¢ao dipolar anterior.
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Figura 2.1. Estrutura determinada por cristalografia de raios-X do 2,2-dioxo-6-fenil-1H,3H-pirazolo[1,5-
c][1,3]tiazole-7-carboxilato de etilo (2.13a).

Pinho e Melo e seus investigadores demonstraram que o 2,2-dioxo-1H,3H-
pirazolo[1,5-c]tiazole 1.41 reagiu com diferentes porfirinas permitindo a formacao seletiva de
clorinas bastante estaveis, ndo havendo a formag&o de produtos indesejados (Esquema 1.12,
subcapitulo 1.2).°2°3 Estes investigadores provaram que apds a formac3o da clorina com
grupos ésteres é possivel a reducdo destes aos respetivos grupos hidroxilos (Esquema 2.1).%

Com o objetivo de sintetizarmos novos derivados de meso-tetraarilclorinas,
exploramos a reatividade das sulfonas 2.13a e 2.13b com a TPP 1.15, em diferentes condicdes
reacionais (Tabela 2.2). Inicidmos este estudo pela realizagdo da reacdo entre a sulfona 2.13a
e a porfirina 1.15, a 200 °C, durante 10 minutos, utilizando a tecnologia de micro-ondas e
1,2,4-triclorobenzeno como solvente. Obteve-se a clorina 2.16 com um rendimento de 13% e
recuperou-se 82% da porfirina de partida 1.15 (Entrada 1). Modificando o tempo reacional
para 20 minutos, a hidroporfirina 2.16 foi obtida com um rendimento maior (20%) e
recuperou-se menos porfirina de partida (49%) (Entrada 2). A uma temperatura de 250 °C e
durante 10 minutos, a clorina 2.16 apresentou um rendimento de 35% e recuperou-se 59%
da TPP 1.15 (Entrada 3). O melhor rendimento para a preparacdo da hidroporfirina 2.16 foi
de 39% e ocorreu quando a reacdo foi realizada a uma temperatura de 250 °C e durante 20
minutos, tendo-se recuperado 53% da porfirina de partida (Entrada 4). Nestas condicGes, a
sintese da hidroporfirina 2.16 apresentou um rendimento superior ao descrito na literatura
para a clorina 1.45b (31%) (Esquema 1.12, subcapitulo 1.2).9%%3

Verificdmos que o aumento da temperatura levou a um aumento do rendimento do
produto e que recuperamos sempre porfirina de partida a qual pode ser reutilizada.
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CAPITULO 2

Tabela 2.2. Reacdo das sulfonas 2.13a e 2.13b com a TPP 1.15 para a obtencgdo das clorinas 2.16 e
2.17.

Ph
R! R2
Ph Ph
R! R? R
R2
] \N A N (2 equiv.) Ph 1.15
- i N=N
_/N SO, -7+ 1,2,4-triclorobenzeno
028 2.14 MW
2.13a R’ = CO,Et; R2 = Ph 215 2.16 R' = CO,Et; R? = Ph
aniao metil P

2.13b R' = Ph; R = CO,Et 2.17 R' = Ph; R? = CO,Et

diazafulvénio

Entrada Sulfona Condigdes reacionais Rendimento (%) Porfirina
recuperada (%)

1 2.13a 200 °C, 10 minutos 2.16,13 82
2 2.13a 200 °C, 20 minutos 2.16, 20 49
3 2.13a 250 °C, 10 minutos 2.16, 35 59
4 2.13a 250 °C, 20 minutos 2.16, 39 53
5 2.13b 250 °C, 20 minutos 2.17,0.8[a] 73

[a] isolada com um derivado oxidado

Depois de otimizadas as condi¢des reacionais para a formacao da clorina fundida com
o anel 4,5,6,7-tetra-hidropirazolo[1,5-a]piridina 2.16, realizdmos a reacdo entre a sulfona
2.13b e a TPP 1.15, nas condi¢des em que a clorina 2.16 apresentou melhor rendimento (250
°C, 20 minutos). Nestas condi¢Bes a hidroporfirina 2.17 foi obtida com um rendimento de
0.8% e recuperou-se 73% da porfirina de partida 1.15. No entanto, a sulfona 2.13b levou a
formacdo de uma clorina a qual se encontrava contaminada com um derivado oxidado, o qual
nao conseguimos identificar.
As clorinas 2.16 e 2.17 foram obtidas de forma seletiva. As sulfonas 2.13a e 2.13b apds
a extrusdo térmica do grupo SO», dando origem aos respetivos anides metil diazafulvénio 2.14
e 2.15, reagiram com a TPP 1.15, via cicloadi¢do 1,7-dipolar ou cicloadi¢do [8m+2m],%%°3
formando-se as respetivas clorinas (Esquema 2.7). A seletividade obtida esta de acordo com
o que foi observado por Pinho e Melo e seus investigadores.9%%3
R! R2

/A
Ph NN

Ph Ph

N._ e
sz/ N\ - o
\—/Ph

Ph
2.14 R'= CO,Et; R? = Ph 1.15 Ph

2.15R" = Ph; R? = CO,Et 2.16 R' = CO,Et; R? = Ph
2.17 R" = Ph; R? = CO,Et

Esquema 2.7. Cicloadiagao [8m+2m] ou 1,7-dipolar do anides metil diazafulvénio 2.14 e 2.15 com meso-
tetrafenilporfirina (1.15), originando as clorina 2.16 e 2.17.
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Um dos nossos objetivos era a sintese de uma clorina que possuisse apenas um grupo
hidroxilo para depois procedermos a comparacado desta com a clorina di-hidroxilada 2.1, em
termos de rendimento, caracteristicas fotofisicas e atividade in vitro.

Ap0s a sintese das clorinas 2.16 e 2.17 decidimos apenas reduzir a clorina 2.16 uma
vez que, esta foi obtida com um rendimento e com um grau de pureza superiores. Por outro
lado, acreditamos que a pequena diferenca estrutural entre ambas nao resultara em grandes
alteragdes na atividade in vitro.

A preparacdo da clorina mono-hidroxilada 2.18 foi realizada seguindo-se o
procedimento presente na literatura para formacdo da clorina di-hidroxilada 2.1 (Esquema
2.8).°*Para a reducdo da hidroporfirina 2.16 utilizamos um excesso de LiAlH4 (6 equivalentes),
no entanto, a clorina foi previamente metalada com zinco para evitar a possibilidade de
metalacdo com o aluminio, proveniente de LiAlHa4. Apds a metalacdo, a qual foi controlada por
UV-Vis (a banda do 650 nm deslocou-se para 620 nm), a redugao do grupo éster foi realizada
em refluxo, a 50 °C e durante 6 horas. A reacao foi controlada por cromatografia em camada
fina (TLC, do inglés Thin Layer Cromatography). De seguida ocorreu a destruicdo do hidreto
em excesso, com agua e acetato de etilo, durante 16 horas. Por fim, a metaloclorina foi
desmetalada com TFA obtendo-se a clorina 2.18 com um rendimento global de 18%, apds
purificacdo por cromatografia em coluna.

Desta forma verificdmos que a clorina mono-hidroxilada 2.18 foi obtida com um
rendimento inferior ao da clorina di-hidroxilada 2.1 (84%) (Esquema 2.1),°* apesar de o tempo
reacional ter sido maior (6 horas).

7 \
Ph N
1. Zn(OAC),,
o, CH2Cl 12
Ph —— |Ph Ph 2.LiAIH, (6 equiv.),
CH,Cl,-Et,0, 50 °C,
6h
3. TFA, 30 min
Ph Ph
2.16 - - HO Ph
7
Ph NE
Ph Ph
Ph
2.18 18%

Esquema 2.8. Formacdo da hidroporfirina 2.18 proveniente da clorina 2.16.
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CAPITULO 2

De modo a obtermos mais informacgdes sobre a relagdo estrutura-atividade, decidimos
preparar uma nova clorina mono-dlcool, que ndo apresentasse outros substituintes no anel
fundido para além do grupo hidroxilo, para compreendermos se o substituinte fenilo presente
na clorina 2.18, tera alguma influéncia na atividade in vitro.

Decidimos sintetizar a clorina mono-éster 2.21 partindo de uma sulfona diferente.0!
Posteriormente fizemos a sua reducdo para a obtencao da clorina mono-alcool 2.22.

Inicialmente fizemos reagir a porfirina 1.15 com a sulfona 2.19, em diferentes
condicdes reacionais, para a formacao da clorina mono-éster 2.21 (Tabela 2.3). A clorina 2.21
foi obtida com o rendimento mais baixo (10%) quando se realizou a rea¢do a 200 °C e durante
10 minutos (Entrada 1), tendo-se recuperado uma grande parte da porfirina 1.15 (89%). O
rendimento mais elevado (41%) verificou-se quando aumentamos a temperatura para 250 °C
e o tempo para 20 minutos. Nestas condi¢des recuperou-se 54% da porfirina de partida.

Tabela 2.3. Formagao da clorina 2.21 e redu¢do do grupo éster para a obtengdao do derivado
hidroxilado 2.22.

Ph
CO,Me
Ph Ph Ph /N/\N
CO,Me
Y CO,M
. A 2olvle .
JN s(}/ 115 ph oh Bh
0,5 - S0, _ NN 1,2,4-triclorobenzeno
MW
219 2.20 aniao metil
diazafulvénio Ph
2.21
OH
Ph a 1. Zn(OAG),, CH,Cly,
N~ 12h
2. LIA|H4 (8 equiv.), CH2C|2-Et20,
50°C,6h
oh Ph 3. TFA, 30 min
Ph
222 11%
Entrada Condigdes reacionais Rendimento da Porfirina
clorina(%)[a] recuperada (%)
1 200 °C, 10 minutos 10 89
2 200 °C, 20 minutos 16 61
3 250 °C, 10 minutos 34 65
4 250 °C, 20 minutos 41 54

[a] isolada com um derivado oxidado
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Tal como tinha acontecido no caso da clorina 2.16, verificou-se que o aumento da
temperatura levou a um aumento do rendimento do produto e que recuperamos sempre
porfirina de partida a qual pode ser reutilizada.

Nas melhores condig¢des reacionais, a clorina 2.21 apresentou um maior rendimento,
em comparacdo com as clorinas 1.45b (31%)°%%3 e 2.16 (39%). No entanto esta foi obtida com
um grau de pureza inferior, pois encontrava-se contamidada com um derivado oxidado nao
identificado.

A clorina fundida com o anel 4,5,6,7-tetra-hidropirazolo[1,5-a]piridina 2.21 foi obtida
de forma seletiva, através de uma cicloadicdo 1,7-dipolar, estando de acordo com a
seletividade observada na formacdo das clorinas 2.16 e 2.17 (Esquema 2.7). A sulfona 2.19,
apos a extrusao de SO,, formou o anido metil diazafulvénio correspondente 2.20, o qual atuou
como 1,7-dipolo em reagdo com a TPP 1.15, originando a clorina 2.21.

Apesar da clorina 2.21 n3o se encontrar totalmente pura, mesmo apods a realizagdo de
cromatografia em coluna, decidimos prosseguir para a reducdo do grupo éster da mesma,
formando-se a clorina mono-hidroxilada 2.22 (Tabela 2.3). O procedimento utilizado para a
reduc3o foi o descrito anteriormente,® mas neste caso foi necessarios utilizar 8 equivalentes
de LiAlHa. A evolucdo da reacdo foi controlada por TLC, sendo a clorina 2.22 obtida com um
rendimento global, apds purificagdo por cromatografia em coluna, de 11%. Este rendimento
foi ligeiramente menor que o obtido na formagdo da clorina mono-hidroxilada 2.18 (18%).

Observamos que ambas as clorinas mono-hidroxiladas 2.18 e 2.22 foram obtidas com
rendimentos inferiores ao da clorina dihidroxilada 2.1 (84%) (Esquema 2.1)°*, apesar de o
tempo reacional ter sido maior. Esta constatacdo sugere que a reducdo é mais eficiente em
derivados contendo dois grupos ésteres.

Tal como referido no subcapitulo 2.1, as clorinas contendo halogénios nas posicdes
orto dos anéis fenilicos tém despertado bastante interesse para a sua aplicacdo em PDT.
Fizemos reagir a porfirina 1.33 com a sulfona 1.42 (Esquema 2.9) de acordo com
procedimento presente literatura.’>®3 A clorina 1.45g (Esquema 1.12, subcapitulo 1.2) foi
obtida com um rendimento de 15%, proximo do descrito na literatura (13%) e recuperou-se
45% da porfirina de partida 1.33.

Posteriormente procedemos a reducdo dos grupos ésteres da mesma, o que culminou
na formacdo da clorina 2.23 (Esquema 2.9). Para a preparacgao da clorina 2.23 baseamo-nos
no procedimento que temos vindo a aplicar para a reducdo dos grupos ésteres a alcoois.*
Comegamos por metalar a clorina 1.45g a temperatura ambiente mas, ao fim de 12 horas
percebemos que esta apresentava apenas uma pequena fragdo metalada (controlo por UV-
Vis). Perante isto foi necessario realizar a metalacdo a uma temperatura de 50 °C e durante
48 horas. No entanto havia sempre uma pequena percentagem de clorina 1.45g que nao
metalava, o que podera ser devido ao facto dos cloros serem grupos bastante volumosos.
Apds a metalacado, os grupos ésteres da clorina 1.45g foram reduzidos aos respetivos alcoois,
utilizando-se 12 equivalentes de LiAlH4, tendo a reagdo uma durac¢ado de 4 horas (controlo por
TLC). O produto 2.23 foi obtido com um rendimento global de 38%, apds purificacdo por
cromatografia em coluna.
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CAPITULO 2

MeO,C.  CO,Me

I\

. (2 equiv.)
0,5—/ 250 °C, 20 min
1.42 1,2,4-Triclorobenzeno

MW

1.45g 15%

50°C, 48 h
2. LiAlH,4 (12 equiv.),
CH,Cl,-Et,0, 50 °C, 4 h

1. Zn(OAC),, CH,Cl,,
3. TFA, 30 min

2.23 38%

Esquema 2.9. Sintese da clorina 1.45g e posterior reducdo dos dois grupos ésteres, formando-se o
derivado di-hidroxilado 2.23.

Observamos que a clorina 2.23 apresentou um rendimento superior ao das clorinas
mono-hidroxiladas 2.18 e 2.22, sugerindo que a reducdo é mais eficiente nos compostos que
contém dois grupos ésteres, tal como constatado anteriormente. No entanto, o seu
rendimento é inferior ao da clorina 2.1 (84%)°* (Esquema 2.1), o que, serd devido ao facto da
metalacdo ndo ter sido totalmente completa.

Tinhamos como objetivo explorar a sintese de uma nova clorina, a partir da porfirina
2.4. As razbes para a utilizacdo desta porfirina foram citadas no subcapitulo 2.1 e prendem-se
com o facto de ela conter grupos hidroxilos nas posicdes meta e halogénios nas posicdes orto
dos anéis fenilicos.

Numa primeira abordagem fizemos reagir a porfirina 2.4 com a sulfona 1.42, de
acordo com as condi¢des otimizadas presentes na literatura para esta sulfona °>°3 (Esquema
2.10). Apods o término da reagdo vimos que a porfirina 2.4 ndo era soltuvel em triclorobenzeno,
nao havendo evidéncias da formacgao da clorina pretendida. Com o intuito de contornar este
problema decidimos acetilar os grupos hidroxilos da porfirina 2.4, com anidrido acético. Para
tal, dissolvemos a porfirina 2.4 em diclorometano, adiciondmos uma quantidade catalitica de
DMAP (4-dimetilaminopiridina), um excesso de trietilamina (19.6 equivalentes) e de anidrido
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acético (10 equivalentes). Controldmos a reacdo por TLC ao fim de 3 horas e esta apresentava-
se completa. De seguida fizemos reagir a porfirina com os grupos hidroxilos acetilados e a
sulfona 1.42, no entanto esta continuava a ndo ser solUvel em triclorobenzeno, ndo havendo
a formacdo do produto pretendido.

250°C, 20 min  Ho

1.42 1,2,4-triclorobenzeno
MW
OH

E 2.1.42
1. Net3, AC,0 X 250 °C, 20 min
DMAD, CH,Cl, . 1,2,4-triclorobenzeno/

ta. ' sulfolano
; MW

HsCOCO

OCOCH,
Esquema 2.10. Diferentes tentativas para a re¢ao da porfirina 2.4 com a sulfona 1.42.

Para tentar contornar este problema de solubilidade decidimos utilizar um solvente
mais polar, o sulfolano. A porfirina contendo os grupos hidroxilos acetilados foi soltvel neste
solvente no entanto continuou a ndo ser observada a formacdo do produto desejado. O que
podera ter acontecido devido a acetilacdo ter sido incompleta uma vez que, esta reacgdo foi
controlada apenas por TLC.

Apesar de os bromos serem grupos bastante volumosos, os substituintes arilos ndo
seriam coplanares com o anel porfirinico, ndo havendo assim, evidéncias de impedimento
estéreo. Deste modo esta ndo sera a causa para a ndo ocorréncia da reacado. Ao analisarmos
as figuras 2.219%2 e 2.3103 podemos comprovar o que foi referido anteriormente. Os
substituintes arilos que contém fllores ndo ficam no mesmo plano do anel porfirinico (figura
2.2), ndo afetando a formacdo do cicloaduto pretendido - o anel 4,5,6,7tetra-
hidropirazolo[1,5-a]piridina (figura 2.3).
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CAPITULO 2

Figura 2.2. Estrutura da metaloporfirina [FeCI(TPFPP)] determinada por cristalografia de raios-X
[Adaptado da referéncia: 102].
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Figura 2.3. Estrutura da bacterioclorina 1.47a determinada por cristalografia de raios-X [Adaptado da
referéncia: 103].

No futuro serd necessario investir mais tempo de modo a explorarmos a melhor
estratégia para a obtencdo da clorina pretendida.

Serd necessario testar a reacdo da porfirina 2.4 com a sulfona 1.42 utilizando o
sulfolano como solvente. Posteriormente se esta estratégia ndo resultar, a otimizacdo da
acetilacdo dos grupos hidroxilos da porfirina sera crucial. A porfirina com os grupos hidroxilos
acetilados ird posteriormente reagir com a sulfona 1.42, utilizando-se como solvente o
sulfolano. Caso esta alternativa falhe, uma possivel alternativa serd a complexacdo da
porfirina 2.4 com niquel, de modo a direcionar a reagdo posterior com a sulfona 1.42 para as
posicbes B-pirrdlicas do macrocilo porfirinico.'% Esta estratégia foi utilizada por Cavaleiro e
seus investigadores que antes de procederem a formilacdao via reagao de Vilsmeier das
posicdes B-pirrdlicas das porfirinas, complexaram o macrociclo com niquel. Isto conduziu a
ativacao da posicao em que os investigadores pretendiam que ocorresse a formilagcdo e, deste
modo a um aumento da seletividade e minimizacdo da formac3o de produtos secundarios.%*
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Devido as caracteristicas das bacterioclorinas, referidas no subcapitulo 1.2, estas
tornam-se compostos bastante atrativos para aplicacdo em PDT. Decidimos explorar a sintese
da bacterioclorina tetra-hidroxilada 2.7.

Comecdmos por sintetizar a clorina 1.45b (Esquema 1.12, subcapitulo 1.2)°%°3
explorando dois métodos de sintese (Esquema 2.11). Esta foi obtida através da reacdo da
sulfona 1.42 com a TPP 1.15, em tecnologia de micro-ondas, a uma temperatura de 250 °C e
durante 20 minutos, com um rendimento de 30%, bastante préximo do descrito na literatura
(31%).°>%3 O outro método utilizado para a obtencdo desta clorina baseou-se na reacdo da
sulfona 1.42 com a porfirina 1.15 em refluxo, a 250 °C, durante 4 horas e em atmosfera inerte
de N, Através do método convencional a clorina 1.45b foi preparada com um rendimento um
pouco inferior, de 22%. Em ambos os métodos recuperou-se porfirina de partida (55% e 61%,
respetivamente).

Ph
MeOC  co,Me
Ph Ph Ph / N’\N
MeO,C CO,Me
[N (2 equiv.) Ph 1.15
N ' : Ph
Osz 1,2,4-triclorobenzeno
1.42 250 °C, 20 min

MW

Ph 1.45b 38%
. 1,2,4-triclorobenzeno
(2 equiv. 1.15) refluxo, 4 h.

M902C COzMe

Ph _N

Ph 1.45b 22%
Esquema 2.11. Duas estratégias para a sintese da clorina 1.45b.

Apbs a formacdo da clorina 1.45b esta foi colocada em solucdo de 1,2,4-
triclorobenzeno com um excesso de sulfona 1.42 (6.1 equivalentes), em refluxo, a 230 °C,
durante 4 horas sob atmosfera inerte de N,°>% A formacdo da bacterioclorina 1.46b
(Esquema 2.12) foi controlada por UV-Vis (desaparecimento da banda de 650 nm,
caracteristica da clorina de partida), tendo-se obtido esta com um rendimento de 27%,
ligeiramente inferior ao descrito na literatura (29%)°>%3. Recuperou-se 14% da clorina de
partida o que é uma indicacdo da estabilidade deste macrociclo.
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MeO,C
MeO:C  coMe MeO,C  COMe 2 CO,Me

7\
Ph N N
N N
1.42 0,5—/
(6.1 equiv.)
Ph Ph
1,2,4-triclorobenzeno
refluxo, 4 h.
Ph Ph
1.45b MeO,C 1.46b 27%

LiAIH,, CH,Cl,-Et,0,
50 °C, 24 h.

OH

2.7 19%
Esquema 2.12. Formagdao da bacterioclorina 1.46b seguida da redugdo para obtengdo da
bacterioclorina tetra-hidroxilada 2.7.

Depois de formada a bacterioclorina 1.46b procedemos a reducdo dos quatro grupos
ésteres de modo a aumentar a sua hidrofilicidade e a sua possivel captacdo nas células. A
reducdo foi realizada adaptando-se o procedimento que utilizamos para a formacdo das
clorinas 2.1, 2.18 e 2.22.°* Como n3o se verificou a complexac3o da bacterioclorina com o
zinco, prosseguimos para a reducdo da mesma utilizando 24 equivalentes LiAlH4, em refluxo,
a 50 °C e durante 24 horas (controlo por TLC). Apds o término da reacdo obtivemos uma
mistura de bacterioclorina mono, di, tri e tetra-hidroxilada, sendo que, apds purificacdo por
cromatografia em coluna, a bacterioclorina 2.7 foi obtida com um rendimento global de 19%.
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CAPITULO 2

2.3. Estudos preliminares das caracteristicas fotofisicas
2.3.1. Espetroscopia de absor¢ao Ultravioleta-Visivel

Tal como mencionado no subcapitulo 1.2, o espetro de absor¢ao UV-Vis caracteristico
de uma porfirina de base livre (ndo metalada), destaca-se pela existéncia de uma banda com
um coeficiente de absortividade molar muito elevado, que se situa no intervalo dos 400-450
nm, designada de Soret (ou banda B), seguida de quatro bandas de baixa intensidade na
regido compreendida entre os 500 e os 700 nm, designadas de bandas Q. A principal
modificacdo no espetro de UV-Vis das clorinas e bacterioclorinas, em compara¢cdao com as
porifirnas, é a presenca uma banda de absor¢do mais intensa, a aproximadamente 650 e 730
nm, respetivamente (Figura 1.10, subcapitulo 1.2).

Os espetros de absorcao das porfirinas e hidroporfirinas foram interpretados por
varios autores'®1% mas o modelo tedrico proposto por Gouterman, denominado de modelo
das quatro orbitais,'’1% tem prevalecido até hoje. Este modelo interpreta os espetros de
absorcdo de porfirinas tendo em atencdo as transicdes eletrdnicas entre duas orbitais
ocupadas de maior energia (HOMO) e duas orbitais desocupadas de menor energia (LUMO).
As duas orbitais HOMO sdo designadas de b; e by e apresentam simetria a, € a1y. Por sua vez,
as orbitais LUMO s3ao denominadas por de c; e ¢, apresentando simetria eg.

As cinco bandas observadas no espetro de absor¢cdo das porfirinas podem ser
explicadas, segundo Gouterman, arbitrando-se um sistema de eixos cartesianos x e y sobre a
estrutura do macrociclo tetrapirrélico, podendo ocorrer as transi¢ées By, By, Qx e Qy (Figura
2.4).

\y . .4 big[=1}‘_ —
ﬁ Bag () B, i B,
¥ i
rd Q, A Q,

Dy,

ay {bs)

Figura 2.4. Sistema de eixos cartesianos para o estudo de porfirinas de base livre (D2n) e representagao
das orbitais e transi¢cdes eletrdnicas entre o estado fundamental e o estado excitado, segundo o
modelo de Gouterman [Adaptado da referéncia 109].

Como demonstra a figura 2.4, as transicdes entre as orbitais by > C1 e b1 =2 G,
originam respetivamente as bandas Qy e Qy, as quais se caracterizam por uma baixa energia e
intensidade. Por outro lado, as bandas By e By, de maior energia e intensidade, correspondem
as transicbes b, = c1 e b, = cu. As transi¢des entre o nivel vibracional zero do estado
fundamental para o nivel vibracional zero do estado excitado, originam bandas que podem
ser representadas por By(0,0), B,(0,0), Q«(0,0) e Q,(0,0). As bandas Q«(1,0) e Qy(1,0), associadas
as transigdes Q«(0,0) e Qy(0,0), estdo relacionadas com transi¢Ges eletronicas para um nivel
vibracional superior.

Num espetro de absorcao de um composto porfirinico de base livre observa-se um par
de bandas Qx em comprimentos de onda maiores, um par de bandas Q, em comprimentos de
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onda menores e uma banda bastante intensa (banda Soret), a qual se encontra relacionada
com o par de transi¢es By e By.

A reducdo das porfirinas originando clorinas e bacterioclorinas, conduz a uma
distorcdo do macrociclo e, consequente diminuicdo da simetria. As orbitais HOMO e LUMO
sdo afetadas, nomeadamente b, e ci, provocando uma variacdo das suas energias. A
diminuicdo da diferenca energética entre estas orbitais, nas hidroporfirinas, é responsavel
pelo desvio da banda de maior comprimento de onda (Qx).**°

2.3.2. Espetroscopia de fluorescéncia

Vimos no subcapitulo 1.1, que apds a absorcdo de luz por parte de um
fotossensibilizador podem ocorrer processos radiativos e ndo radiativos (Figura 1.2). As
porfirinas apds a excitacdo do estado singuleto fundamental (So) para o estado excitado
singuleto (S1), podem regressar ao estado fundamental, através da dissipacdo de energia na
forma de luz (fluorescéncia) ou através de cruzamento intersistemas passar para o estado
tripleto (T1). Esta transicdo caso ocorra por emissao de fluorescéncia é realizada entre o nivel
vibracional mais baixo do estado excitado S; para o nivel vibracional mais baixo do estado
fundamental So, originando uma banda Q(0,0). Esta banda no espetro de fluorescéncia é
identificada como a banda de maior energia e apresenta-se como imagem no espelho da
banda de menor energia no espectro de absor¢do.!!! As transi¢ces que se verificam para niveis
vibracionais superiores do estado eletrénico fundamental ddo origem a bandas designadas
por Q(0,n), onde n representa o estado vibracional do estado fundamental para o qual se da
a transicdo (n=0,1,2,..).

Inicidmos os estudos fotofisicos pela preparag¢do das solugdes dos novos derivados de
clorinas em tolueno ou em metanol (dependendo da solubilidade dos compostos), com
concentracdes entre 1x10° e 1x107 M.

Um aspeto fotofisico importante para caracterizar estes compostos é o célculo do
valor do coeficiente de absortividade molar para cada banda do espetro de absorcdo, através
da lei de Beer-Lambert (A=¢elc, onde A é a absorvancia, € é o coeficiente de absortividade
molar, | € o caminho 6tico percorrido pela luz e c é a concentracdo da solugdo). Através da
aplicacdo desta lei representou-se num grafico a absor¢cdo em funcgdo da concentracdo e, a
partir do declive da reta ajustada determinou-se o valor do € para cada uma das quatro
bandas (trés bandas Q e uma Soret). Na figura 2.5, apresenta-se um exemplo da reta utilizada
na determinacdo do € para a banda B(0,0) da clorina 2.22 e o espetro de absor¢do da mesma.
Todos os valores de € foram determinados de igual modo e apresentam-se na tabela 2.4. Os
espetros de absorcdo das restantes clorinas preparadas neste trabalho encontram-se na
figura 2.6.

No intervalo de concentrac¢des utilizado (1x10° e 1x107 M) n3o verificdmos qualquer
desvio a lei de Beer-Lambert, o que nos indica que os compostos ndo tém tendéncia para
formar agregados.

Apesar das clorinas 2.17 e 2.21 terem sido isoladas com uma impureza dedicimos
estimar os seus valores de .
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Figura 2.5. Gréfico da absorvancia em fun¢do da concentragao para a banda B(0,0) (A =419 nm) da
clorina 2.22 e o seu espetro de absor¢dao UV-Vis.
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Tabela 2.4. Comprimento de onda do maximo de absor¢cdo de cada banda e coeficiente de

absortividade molar correspondente, das clorinas sintetizadas, bem como da clorinas 1.45g presente

na literatura.

Absor¢do Amax[nm] (e[M cm?])

Clorina B(0,0) Q,(1,0) Q,(0,0) Q,(1,0) Q,(0,0)
419 518 547 599 650

2.16° (1.0x10°) (1.5x10%) (1.2x10%) (6.0x10%) (2.7x10%
421 516 546 595 650

2.17° (4.2X10% (5.6x10%) (4.1x10%) (2.2x10%) (7.8x10%)
419 516 546 597 650

2.18° (2.2x10°) (2.5x10%) (1.9x10%) (1.0x103) (3.6x10%)
420 517 547 596 650

2.21° (7.3x10%) (8.5x10%) (6.0x10°) (3.3x10°) (1.3x10%)
420 517 544 598 651

2.22° (6.6x10%) (6.4x10°) (5.6x10°) (2.7x10°) (1.3x10%)
1.45g% 417 513 538 601 655

(1.9x10°) (2.7x10%) (1.7x10%) (1.6x10%) (4.1x10%
2.23° 409 512 537 597 656

(1.8x10°) (2.2x10%) (1.1x10%) (1.1x10%) (3.1x10%

0 solvente utilizado para o calculo dos coeficientes de absortividade molar foi: tolueno ou °Pmetanol
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Figura 2.6. Espetros de absorcdo UV-Vis das clorinas preparadas neste trabalho.

ser significativo em relagcdo a penetracdo da luz nos tecidos (Figura 1.6, subcépitulo 1.2).
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As clorinas sintetizadas neste trabalho apresentam espetros de absor¢cdo UV-Vis
semelhantes e caracteristicos deste tipo de compostos, onde ha a presenca de uma banda
Soret e de quatro bandas Q (Figura 2.6). A ultima banda Q surge a 650 nm, exceto na clorina
2.23 onde esta banda apresenta um ligeiro desvio de 6 nm, para o vermelho, o qual podera
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No entanto, nos espetros das clorinas 2.17 e 2.21 h4 a presenca de uma banda a 450 nm, a
qual ndo é caracteristica deste tipo de compostos. Esta banda podera estar relacionada com
o facto de estas hidroporfirinas terem sido isolados com um derivado oxidado, nao
identificado.

Tanto os coefieicientes de absortividade molar calculados como estimados para a
ultima banda Q variam entre 7800-36000 M*cm™, sendo maiores que os apresentados pelas
outras bandas Q, o que é caracteristico deste tipo de compostos. Estes valores sdo superiores
ao apresentado pela porfirina 1.15, onde o € a 650 nm é de 5000 M'cm™ (diclorometano)!®,
0 que seria de esperar uma vez que, 0s nossos compostos sdo do tipo clorina. O valor do € a
650 nm para o fotossensibilizador Foscan®, que se trata de uma clorina, é de 29600 M-*cm
(metanol).% A clorina fenil-éster 2.16 apresenta um valor de € muito préximo do mencionado
anteriormente para o fotossensibilizador que se encontra no mercado e as clorinas mono-
alcool 2.18 e di-alcool 2.23 apresentam um valor superior. As outras clorinas sintetizadas
apresentam valores inferiores (Tabela 2.4).

Nao existem diferencas evidentes na absorcdo por parte das clorinas contendo grupos
ésteres e das clorinas hidroxiladas, tal como se tinha verificado para o caso da clorina di-éster
1.45b e da hidriporfirina di-alcool 2.1.9

Os espetros de fluorescéncia dos derivados hidroxilados 2.18, 2.22 e 2.23 foram
determinados uma vez que, e tal como referido anteriormente nesta tese, clorinas contendo
grupos hidroxilos demonstram maior potencial para serem utilizadas como
fotossensibilizadores, relativamente as clorinas contendo grupos ésteres.’*

Os espetros de fluorescéncia foram obtidos utilizando solu¢des de concentracdo 1x10°
7'M, em tolueno (clorinas 2.18 e 2.22) ou metanol (composto 2.23).

Os espetros de emissdo de fluorescéncia das hidroporfirinas 2.18 e 2.22 apresentam
trés bandas com mdaximos em 652, 696 e 715, sendo que, o espetro da hidroporfirina 2.1 exibe
duas bandas em 604 e 660 nm (Tabela 2.5 e Figura 2.7).

Os espetros de fluorescéncia tipicos de clorinas apresentam geralmente duas bandas
atribuidas as emissdes Q(0,0) e Q(0,1).

A clorina 2.22 é a Unica que apresenta um espetro deste tipo, exibindo uma banda a
menores comprimentos de onda e de elevada intensidade, atribuida a transi¢cdo Q(0,0), sendo
a banda adjacente de menor intensidade atribuida a transicdo Q(0,1). E importante referir
gue este espetro de fluorescéncia foi obtido apds purificacdo adicional através da realizacao
de cromatografia em placas preparativas.
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Figura 2.7. Espetros de emissao de fluorescéncias das clorinas hidroxiladas 2.18, 2.22 e 2.23.

Inicialmente quando fomos determinar o espetro de emissdo de fluorescéncia da
clorina mono-alcool 2.22 esta apresentava trés bandas. A banda dos 696 nm ndo é
caracteristica deste tipo de compostos e, para confirmarmos se se tratava de uma impureza
determindmos o espetro de excitacdo de fluorescéncia utilizando como comprimento de
emissdo 696 nm. Este espetro ndo mostrou correspondéncia com o espetro de absorcdo, na
zona dos 450 nm, o que corrobora a impureza do composto. Esta poderia ser devida ha
presenca de um derivado oxidado da clorina 2.22, o qual absorvia a 450 nm e emitia a 696
nm. Esta contaminacdo também era visivel no espetro de excitacdo de fluorescéncia
utilizando como comprimento de onda de emissao 652 nm.

Apdbs a purificacdo do composto através da realizacdo de placas preparativas,
voltamos a repetir o espetro de emissdo de fluorescéncia o qual, apresenta duas bandas em
652 e 715 nm (Figura 2.8). O espetro de excitacdo de fluorescéncia referente a banda de
emissdo maxima apresenta correspondéncia com o espetro de absorcdo, o que confirma a
origem dos fotdes de emissao e a pureza da hidroporfirina 2.22.
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Figura 2.8. Espetros de absor¢do de UV-Vis, de emissao e de excitacdo de fluorescéncia da clorina 2.22.
Os espetros foram normalizados utilizando o Software Origin 8.

Verificamos que a clorina mono-hidrxoilada 2.22 apresenta algumas das carateristicas
apropriadas para a utilizacio como fotossensibilizador em PDT, absorve na “janela
terapéutica”, é estavel, tem estrutura quimica definida. No futuro sera necessario concluir os
estudos fotofisicos (calcular os rendimentos quéanticos de fluorescéncia, de formacdo do
estado tripleto e de oxigénio singuleto) bem como determinar outras caracteristicas
relevantes para a sua possivel utilizacdo como fotossensibilizador.

Os espetros de emissdo de fluorescéncia das clorinas fenil-adlcool 2.18 e di-hidroxilada
2.23 apresentam bandas a 696 e a 604 nm, respetivamente, que ndo sao caracteristicas deste
tipo de compostos.

No caso da hidroporfirina 2.18, mesmo apds a realizacdo de uma purificacdo adicional
por cromatografia em placas preparativas, a banda dos 696 nm estava presente no espetro
de emissdo (Anexos, figura VI). Esta banda corresponde a uma impureza, com caracteristicas
de absorcdo similares a impureza detetada no composto 2.22, antes da sua purificacao.

No espetro de emissdo da clorina 2.23 ha a presenca de uma banda a 604 nm (Anexos,
figura VII), a qual corresponde a uma impureza ndo identificada que absorve numa zona em
comum com o nosso composto (400-600 nm).

Deste modo os coeficientes de absortividade molar apresentados anteriormente, na
tabela 2.4, para as clorinas 2.18 e 2.23 correspondem a valores estimados.

Perante esta situagdo, no futuro, serd necessario investir na purificagdo destas
clorinas, sobretudo da hidroporfirina 2.23, a qual apresenta caracteristicas bastante atrativas,
devido as razdes ja referidas anteriormente para compostos porfirinicos contendo halogénios
nas posi¢oes orto dos anéis fenilicos (Subcapitulo 2.1). Por outro lado, verificamos que esta
clorina absorve a um comprimento de onda superior relativamente as outras clorinas
analisadas neste trabalho.
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Tinhamos como objetivo caracterizar do ponto de vista fotofisico a bacterioclorina
tetra-hidroxilada 2.7, a qual apresenta no seu espetro de absorcdo bandas com maximos em
383,526 e 727 nm.

O espetro de absor¢do do protudo 2.7 apds purificagdo por cromatografia em coluna
encontra-se na figura 2.10 a. Apds um més determinamos o espetro de absor¢do de uma
solucdo deste em metanol, o qual esta representado na figura 2.10 b.

Percebemos facilmente que no espetro b, a banda a 727 nm diminuiu drasticamente
de intensidade e que ndo se encontravam presentes as bandas a 383 e a 526 nm,
caracteristicas das bacterioclorinas. Havendo a presencga de bandas a 396, 420, 503 e 627 nm.
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Figura 2.10. Espetros de absorg¢do UV-Vis da bacterioclorina 2.7 a) apds purificagdo b) apds um més da
purificacdo. Os espetros a e b foram determinados através dos espetrofotémetros Hitachi U-2001 e
Shimadzu UV-2100, respetivamente.

Passado uma semana voltamos a repetir a determinagao do espetro de absor¢ao UV-
Vis utilizando a solucdo de bacterioclorina preparada anteriormente, ndo havendo evidéncia
da banda a 727 nm. Verificamos que a bacterioclorina hidroxilada 2.7 ndo é estavel em
solucdo, a temperatura ambiente e protegida da luz.

Com o intuito de percebermos se esta degradacao acontecia apenas em solucao,
determindmos o espetro de absorc¢do da bacterioclorina que se encontrava armazenada na
forma sélida, a temperatura ambiente e protegida da luz. No entanto deparamo-nos com a
inexisténcia da banda a 727 nm.

Constatamos assim que a bacterioclorina ndo é estavel o que nos surpreendeu visto
que, a bacterioclorina contendo quatro grupos ésteres, precursora desta, apresentou uma
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estabilidade elevada, o que foi comprovado por Pinho e Melo e seus investigadores.?® Perante
este resultado inesperado, no futuro, sera crucial repetir a sintese da bacterioclorina 2.7 e
armazena-la em diferentes condi¢des (temperatura, luz, oxigénio, azoto), para percebermos
a origem da instabilidade.
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Pinho e Melo e os seus investigadores desenvolveram uma metedologia sintética que
permitiu a preparacio seletiva de clorinas e bacterioclorinas estaveis.”>°3 Estas foram obtidas
através da reacdo de anides metil diazafulvénio com porfirinas.

Os estudos in vitro de algumas destas clorinas mostraram que elas poderdo ser
utilizadas como fotossensibilizadores em PDT, contra as células de cancro do melanoma. Estes
resultados positivos justiticam estudos adicionais para obter novos derivados de clorinas e
bacterioclorinas, tendo sido este o objetivo principal deste projeto de Mestrado.

Para a preparacao dos compostos pretendidos, fizemos reagir diferentes anides metil
diazafulvénio com diferentes porfirinas, havendo a formacdo das hidroporfirinas de uma
forma seletiva, através de uma cicloadicdo 1,7-dipolar ou cicloadicao [8n+2m]. Dois dos anides
metil diazafulvénio preparados neste trabalho, nunca tinham sido descritos anteriormente na
literatura.

Foram preparadas diferentes clorinas fundidas com o anel 4,5,6,7-tetra-
hidropirazolo[1,5-a]piridina funcionalizadas com um ou dois grups ésteres (Esquema 2.13).
Estas foram obtidas com rendimentos que variam entre 1-41%, nas condi¢des reacionais
otimizadas (250 °C, 20 min). De modo a aumentar a hidrofilidade das clorinas e a sua possivel
aplicacdo em PDT, os grupos ésteres foram reduzidos a alcoois. As clorinas contendo grupos
hidroxilados apresentaram rendimentos que variam entre 11-38% (Esquema 2.13), sendo
que, a hidroporfirina di-hidroxilada contendo cloros nos seus grupos arilos apresentou o
melhor rendimento. Esta constatacdo sugere que a reducdo é mais eficiente em derivados
contendo dois grupos ésteres.

Apds a preparacdo das clorinas procedemos a realizacdo de estudos preliminares das
caracteristicas fotofisicas das mesmas. Os espetros de absor¢do UV-Vis demonstraram que as
hidroporfirinas sintetizadas apresentam uma banda intensa por volta dos 650 nm, na
designada “janela terapéutica”. A clorina di-alcool contendo os seus grupos arilos substituidos
com cloros é caracterizada por absorver a um comprimento de onda maior, o que podera ser
vantajoso, visto que o comprimento de onda determina a profundidade de penetracdo da luz
nos tecidos.

Nao existem diferencas evidentes na absorcdo por parte das clorinas contendo grupos
ésteres e das clorinas hidroxiladas.

Estudos de fluorescéncia foram efetuados apenas para os derivados hidroxilados uma
vez que, as clorinas contendo grupos hidroxilos demonstraram maior potencial para serem
utilizadas como fotossensibilizadores, relativamente as clorinas funcionalizadas com grupos
ésteres.%

A clorina que apresenta apenas como substituinte um grupo hidroxilo cumpre alguns
dos requesitos de um bom fotossensbilizador: é estavel; é pura, o que foi comprovado pela
determinacao dos espetros de fluorescéncia; absorve na “janela terapéutica”. No futuro sera
necessario concluir os estudos fotofisicos (calcular os rendimentos quanticos de
fluorescéncia, de formacgdo do estado tripleto e de oxigénio singuleto) bem como determinar
outras caracteristicas relevantes para a sua possivel utilizacdo como fotossensibilizador em
PDT.

Relativamente as outras clorinas hidroxiladas sera crucial investir na otimizacdo da sua
purificagao.
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Exploramos a sintese de uma bacterioclorina contendo quatro grupos hidroxilos,
sendo esta obtida com um rendimento global de 19% (Esquema 2.13). No entanto, quando
fomos estudar algumas das suas caracteristicas fotofisicas fomos surpreendidos com a
instabilidade da mesma. Para tentar perceber a origem desta instabilidade, no futuro iremos
alterar as suas condi¢Ges de armazenamento.

Ar
Rl Re Rl Rre
Ar Ar 7\ /
Ar N,N Ar N,N
Rl R?
/R . LiAIH
N Ar (2 equiv. 4
N’ r_(2equiv) Ar Ar ———— ¢ Ar
0,5—/ 1,2,4-triclorobenzeno
250 °C, 20 min
R'=R2=CO,Me MW
R'=CO,R? Ar

R'=R?=CH,0 A"
1-41% R'=CH,OH  11.38%
MeO,C_  CO,Me

refluxo, /R
1,2,4-triclorobenzeno N,N
0,5—/
2> (6.1 equiv.)

M602C COZMe

LiAIH,

MeOZC

CO,Me
Esquema 2.13. Compostos preparados neste trabalho.
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4.1. Aparelhagem utilizada

Pontos de Fusdo

Os pontos de fusdo foram determinados num microscépio de placa aquecida Leitz Wetzlar
modelo 799 e os seus valores ndo sao corrigidos.

Espetroscopia de infravermelho
Os espetros de infravermelho foram obtidos num espetrometro Nicolet 6700 FTIR. Foram

utilizadas pastilhas de KBr.

Espetroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espetros de ressondncia magnética nuclear (RMN H e RMN *3C) foram obtidos nos
espetrémetros Brucker Avance lll, operando a 400 MHz (*H) e a 100 MHz (*3C). O solvente
utilizado foi cloroféormio deuterado (CDCls), exceto nos casos indicados. Os valores dos desvios
guimicos sdo apresentados em ppm relativamente ao padrdo interno tetrametilsilano (TMS)
e os valores das constantes de acoplamento (J) sdo expressos em Hz.

Espetrometria de massa

Os espetros de massa foram obtidos num espetrémetro de massa Bruker FTMS APEXIII, com
ionizacgdo por electrospray (ESI) ou HP 6890 Plus, com ionizagdo por impacto eletrdnico (El).

Micro-ondas
As reacoes realizadas com irradiacdo por micro-ondas foram efetuadas num aparelho da
marca Discover S-Class da CEM Focused Synthesis System.

Difracdo de Raios-X
A andlise estrutural por difracdo de raios-X foi efetuada num difratdmetro Enraf-Nonius CAD-
4.

Cromatografia
Nas reacdes cuja evolucdo foi acompanhada por cromatografia em camada fina, utilizaram-

se placas de silica 60 F2s4 em suporte de aluminio fornecidas pela Merck. A maior parte dos
compostos foi purificada por cromatografia em coluna de silica, usando gel de silica 60 (0.040-
0.063 mm) fornecida pela Merck, Macherey-Nagel ou Fluka.

Espetroscopia de absorcdo no Ultravioleta-Visivel

Algumas reac¢des foram controladas por espetroscopia de absor¢do na regido do UV-Vis,
utilizando o espetrofotémetro Hitachi U-2001.
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4.2. Solventes e Reagentes

Acetato de Etilo
Foi refluxado durante 3 horas na presenca de carbonato de potdssio e de seguida destilado.

Diclorometano
Foi refluxado na presenca de cloreto de calcio durante 3 horas, destilado e guardado sobre
peneiros moleculares 4 A.

Etanol e metanol

Foram aquecidos a refluxo durante 2 horas com magnésio (5 g/l) na presenca de palhetas de
iodo (0.5 g/l), seguindo-se a destilacdo a partir do alcéxido de sddio e guardados sobre
peneiros moleculares 3 A.

Eter etilico e hexano

Foram refluxados na presenca de fios de sddio, utilizando benzofenona como indicador,
destilados e guardados sobre peneiros moleculares 4 A.

Todos os outros solventes e reagentes foram fornecidos pela Aldrich, Merck ou Fluka e
utilizados diretamente, sem qualquer tipo de purificacdo adicional.
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CAPITULO 4

4.3. Sintese dos compostos
4.3.1. Sintese dos precursores dos anioes metil diazafulvénio

{“5\, Acido 1,3-tiazolidina-4-carboxilico 2.9

HO,C— N~
H
O composto 2.9 foi preparado de acordo com um procedimento presente na

literatura, com ligeiras alteracdes.®?

A uma solucdo de L-cisteina (124 mmol) em d4gua (125 mL) adiciona-se uma solugdo de
formaldeido (124 mmol) em etanol (94 mL). Deixa-se a mistura reacional em agitacdo
magnética, durante a noite, a temperatura ambiente. Filtra-se o precipitado obtido e lava-se
com éter etilico. Deixa-se secar sob vacuo, sendo o composto 2.9 obtido como um sélido de
cor branca, com rendimento de 97%. RMN 'H 6 (CD30D) = 4.38 (d, /= 9.6, 1H), 4.22 (d, J = 9.6,
1H), 3.72-3.75 (m, 1H), 2.99-3.02 (m, 2H) ppm.

,.'"5\ Acido 3-nitroso-1,3-tiazolidina-4-carboxilico 2.10

A, )
HOL.C— N7

O composto 2.10 foi preparado com base num procedimento presente na
literatura, com algumas alteracdes.'®
Adiciona-se lentamente HCl concentrado (37%) a uma suspensdo de acido 1,3-tiazolidina-4-
carboxilico (120 mmol) em H,0 (83 mL) até a completa dissolucdo da suspensdo. De seguida,
adiciona-se gota a gota uma solugdo de nitrito de sédio (180 mmolL) em H,0 (83 mL). Depois
da adicdo estar completa observa-se a libertagdo de um gas (N2O4), de cor avermelhada, e a
mistura passa de uma cor avermelhada para amarelada. Deixa-se em agitacdo magnética,
durante 12 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente a mistura é extraida com acetato
de etilo (3 x 100mL). A fase organica recuperada é seca com NaSO4, sendo o solvente
evaporado e forma-se um dleo que precipita com éter de petrdleo. Por fim filtra-se e deixa-
se secar sob vacuo. Obtém-se o composto 2.10 como um sélio de cor amarela, com
rendimento de 48%. A amostra apresenta dois isdmeros rotacionais na razdo (60:40). Isémero
maioritdrio: RMN *H 6 = 4.95 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 4.88 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 4.49 (d, J = 11.7 Hz,
1H), 3.48-3.30 (m, 2H) ppm. Isémero minoritdrio: RMN *H & = 5.85 (t, J = 4.4 Hz, 1H), 5.67 (d,
J=10.4 Hz, 1H), 5.28 (d, /= 10.4 Hz, 1H), 3.30-3.48 (m, 2H) ppm.
L | 4H,BH-tiazolo[3,4-c][1,2,3]oxadiazol-7-i0-3-olato 2.11
=N

-3

'~/ O composto 2.11 foi preparado de acordo com um procedimento presente na
100

literatura.
Anidrido trifluoroacético (40 mmol) é lentamente adicionado a uma suspensdo de acido 3-
nitroso-1,3-tiazolidina-4-carboxilico (40 mmol) em éter etilico seco (410 mL). A reagdo é
mantida a 0 °C durante 6 horas e depois é deixada reagir, durante 24 horas, a temperatura
ambiente. Apds este tempo, filtra-se o sélido que se encontra em suspensdo. Evapora-se o
filtrado e neutraliza-se o acido com uma solugdo saturada de NaHCOs. De seguida extrai-se
com acetato de etilo (3 x 100 mL), sendo a fase organica recuperada e seca com Na;SOa.
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Evapora-se o solvente e forma-se um dleo que precipita com éter etilico. O precipitado é
filtrado e é seco sob vacuo. Os dois solidos de cor amarela (obtidos por filtracdo e por
extracdo) sdo o composto 2.11, que apresenta um rendimento de 67%. RMN *H 6 = 5.42 (t, J
=1.8, 2H), 4.04 (t, J =1.7, 2H) ppm.

Procedimento geral para a sintese dos 1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles

Assintese dos 1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles foi realizada de acordo com um procedimento
presente na literatura, fazendo algumas alteracbes.'® Uma solucdo de 4H,6H-tiazolo[3,4-
c][1,2,3]oxadiazol-7-i0-3-olato (40 mmol) e dipolarofilo (1.6 equiv., 64 mmol) em xileno (34
mL) é colocada em refluxo, a 140 °C, sob atmosfera inerte de N, durante o tempo necessario
para que a reacdo esteja completa (controlar por TLC). Posteriormente evapora-se o solvente
e os produtos sdo isolados por cromatografia em coluna.

MeO,C 1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole-6,7-dicarboxilato 1.41°°

__CO:Me

I
swz“'N O dipolaréfilo utilizado é o acetilenodicarboxilato de dimetilo e a reacao

Ny

demora 3 horas. O composto 1.41 é purificado por cromatografia em coluna
[hexano/acetato de etilo (2:1) e acetato de etilo], sendo obtido como um sdlido branco, com
um rendimento de 90%. RMN *H § = 5.25 (t, /= 2.0, 2H), 4.31 (t, J =2.0, 2H), 3.96 (s, 3H), 3.86
(s, 3H) ppm.

EtO C‘; - 6-fenil-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole-7-carboxilato de etilo 2.12a e 7-

e ;\T; fenil-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole-6-carboxilato de etilo 2.12b

(N

F’“..‘_% _cott O dipolaréfilo utilizado é o fenilpropiolato de etilo e a reacdo demora 12
[,_,{f T{L horas. Os compostos 2.12a e 2.12b sdo purificado por cromatografia em
s coluna [hexano/acetato de etilo (3:1)]. Obtém-se por ordem de eluigdo: i) 6-

fenil-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole-7-carboxilato de etilo 2.12a, como um sdlido branco,
com um rendimento de 45%. p.f.: 80.8-81.4 °C (recristalizagdo em metanol); IR (KBr): 1712,
1508, 1442, 1294, 1140 cm™}; RMN H 6 = 7.74-7.72 (m, 2H), 7.41-7.39 (m, 3H, Ph), 5.26 (s,
2H), 4.36 (s, 2H, CH;), 4.24 (q, / = 7.2 Hz, 2H, CO,CH,CH3s), 1.27 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CO,CH,CH3)
ppm; RMN 3C 6§ = 162.7, 158.6, 149.4, 132.6, 129.2, 128.7, 127.8, 105.9, 60.2, 50.4, 29.3,
14.2 ppm. EMAR (ESI): 275.08434 (Ci4H1sN20,S [M+H]*, 275.08487); ii) 7-fenil-1H,3H-
pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole-6-carboxilato de etilo 2.12b, como um sélido amarelo, com um
rendimento de 11%. P.f.: 73.7-74.4 °C (recristalizacdo em metanol); IR (KBr): 1724, 1458,
1365, 1300, 1178 cm':; RMN H & = 7.40-7.33 (m, 5H, Ph), 5.30 (s, 2H, CH,), 4.33 (g, / = 7.2
Hz, 2H, CO,CH2CH3), 4.11 (s, 2H, CH2) 1.31 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CO,CH,CHs) ppm; RMN 13C & =
162.2,144.7,143.2,131.4,129.3,128.1, 127.5,119.5, 61.0, 50.3, 26.9, 14.2 ppm; EMAR (El):
274.0777 (C1aH1sN20,S [M]*, 274.0776).
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Procedimento geral para a sintese dos 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles

A sintese dos 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazoles foi realizada adaptando-se um
procedimento presente na literatura.®

Dissolve-se o 1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole (7.3 mmol) em diclorometano seco (104 mL) e
adiciona-se aos poucos o acido-3-cloroperoxibenzdico (77%) (4 equiv., 29.2 mmol), a 0 °C.
Deixa-se em agitacdo magnética, a temperatura ambiente, durante o tempo necessario para
gue a oxidacdo seja completa (controlar por TLC). Em seguida, a mistura é lavada duas vezes
com uma solucdo aquosa de bissulfito de sédio a 10% (m/v) (2 x 100 mL) e com uma solucdo
aquosa de NaHCOs3 a 10% (m/v) (2 x 100 mL). A fase organica recuperada é seca com Na;SOg,
evapora-se o solvente e deixa-se secar sob vacuo.

MeOQ come 2:2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo
r""f T e
0,8/

A oxidacdo demora 4 horas e obtém-se o composto 1.42 como um soélido branco, apds
recristalizacdo com éter etilico, sendo obtido com um rendimento de 67%. RMN H & = 5.25
(s, 2H), 4.70 (s, 2H), 3.99 (s, 3H), 3.89 (s, 3H).

B0 o 2,2-dioxo-6-fenil-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole-7-carboxilato de etilo
/T 213a
ozs( N "

A oxida¢do demora 12 horas e obtém-se o composto 2.13a como um soélido branco, com um
rendimento de 78%. p.f.: 139.7-140.1 °C (recristalizagdo em éter étilico) IR (KBr): 1704,
1475,1346, 1169, 1133, 1109 cm™®; RMN 'H § = 7.73-7.71 (m, 2H, Ph), 7.44-7.43 (m, 3H, Ph),
5.25 (s, 2H, CH3), 4.72 (s, 2H, CH3), 4.26 (q, J = 7.2 Hz, 2H, CO,CH,CH3s), 1.28 (t, J = 7.2 Hz, 3H,
CO,CH,CH3) ppm; RMN 13C 6 = 161.7, 156.3, 139.6, 131.2, 129.4, 129.3 128.0, 109.3, 67.4,
60.8, 54.2, 14.2 ppm; EMAR (ESI): 305.0599 (C14H13N204S [M-H]*, 305.0596).

Ph 2,2-dioxo-7-fenil-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazole-6-carboxilato de etilo
\_ _CO,Et
Vg 7 2.13b
[ n-N
0,5/

A oxidagdo demora 12 horas e obtém-se o composto 2.13b como um sélido
branco, com um rendimento de 48%. p.f.: 174.3-175.1 °C (recristalizacdo em éter etilico); IR
(KBr): 1733, 1338, 1180, 1157, 1128 cm™; RMN 'H & = 7.43-7.35 (m, 5H, Ph), 5.31 (s, 2H, CH>),
4.48 (s, 2H, CH,), 4.35 (q, J = 7.2 Hz, 2H, CO2CH,CH3), 1.31 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CO,CH,CHs) ppm;
RMN 3C 6 =161.3,143.3,133.7,129.9, 129.3, 128.4, 128.3, 122.9, 67.7,61.5,52.2, 14.1 ppm;
EMAR (ESI): 329.05654 (C14H14N2Na0,S [M+Nal*, 329.05665).
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CHO 2-Bromo-5-hidroxibenzaldeido 2.8

R

HO” ~F A sintese do aldeido foi realizada tendo em conta um procedimento
presente na literatura, com algumas alterac®es na recristalizacdo do composto.®® Adiciona-se
lentamente a uma solugdo de 3-hidroxibenzaldeido (32 mmol) em acido acético glacial (100
mL), bromo (0.87 mL), deixando-se reagir, a temperatura ambiente, durante 3 horas.
Posteriormente é adicionada dgua e coloca-se a mistura no congelador durante 12 horas de
modo a formar-se um precipitado, o qual, é posteriormente filtrado. Para recristalizar o
produto, adiciona-se uma solugdo aquosa de NaOH a 10 % (m/v) de modo a correr a
dissolucio do mesmo e de seguida adiciona-se HCl a 10% (m/v) para se formar um
precipitado, o qual é posteriormente filtrado. Deixa-se secar sob vacuo, sendo o composto
2.8 obtido como um sdlido de cor amarela, com um rendimento de 26%. RMN *H & = 10.3 (s,
1H), 7.5 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.4 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 7.0 (dd, J = 8.7 e 3.0 Hz, 1H).

4.3.2 Sintese das porfirinas

Ph 5,10,15,20-tetrafenilporfirina 1.15
?.-,—_:r-"' ':“Q:T’ )
p-NH - N=( . . . . .

Ph—( _}}-—Pn A sintese da porfirina foi realizada com base no método do
PN m{uf-i"\ nitrobenzeno descrito na literatura, com algumas alteragdes na
LN A N L. .

‘?c/"-m\r:f'*'-wf' precipitacdo do produto.”*7?2
Fh A uma solugdo de benzaldeido (40 mmol) em acido acético (140 mL) e

nitrobenzeno (70 mL) em refluxo, a 120 °C, é adicionado o pirrole (40 mmol) e deixa-se em
agitacdo magnética durante 1 hora. Posteriormente deixa-se a mistura arrefecer e adiciona-
se metanol (20 mL). A porfirina obtida precipita no meio reacional e é filtrada e lavada com
metanol. Seca-se o composto 1.15 sob vacuo, obtendo-se como um sélido de cor purpura,
com um rendimento 20%.

Método alternativo

A sintese da porfirina foi também realizada com base noutro método descrito na literatura.”?
A uma solugdo de benzaldeido (20 mmol) em acido propidnico (2 mL) e nitrobenzeno (3 mL)
é adicionado o pirrole (20 mmol). A reacdo realiza-se sob irradiacdo microondas, a 200 °C e
durante 5 minutos. A mistura é deixada a arrefecer, forma-se um precipitado, o qual é filtrado
e lavado com metanol. Seca-se o composto 1.15 sob vacuo e obtém-se como um sélido de cor
purpura, com um rendimento de 20%.

RMN H & = 8.87 (s, 8H, 8-H pirrdlico), 8.25-8.23 (m, 8H, Ar), 7.79-7.77 (m, 12H, Ar), -2.77 (s,
2H, NH) ppm.
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| "*:1 5,10,15,20-tetraquis(2,6-diclorofenil)porfirina 1.33
C N e

o 'i;.b_r.,Lﬁ_:-—":;}l a A sintese da porfirina foi realizada com base no método do
rf;-—g_; f}"*‘”” ”:"'{.\ x}—\\} nitrobenzeno descrito na literatura, com ligeiras alteracdes

M:}_ Yon Hh,:\”ﬂ:\ /" na precipitacdo do produto.’%72
c QA ALY A uma solucdo de 2,6-diclorobenzaldeido (40 mmol) em
Cl_A__Cl acido acético (140 mL) e nitrobenzeno (70 mL) em refluxo, a
\[;/J 120 °C, é adicionado o pirrole (40 mmol) e deixa-se em

agitacdo magnética durante 1 hora. Posteriormente deixa-
se a mistura arrefecer e adiciona-se metanol (20 mL). A porfirina obtida precipita no meio
reacional e é filtrada e lavada com metanol. Seca-se o composto 1.33 sob vacuo e obtém-se
como um sdlido de cor purpura, com um rendimento 7%. RMN *H & = 8.56 (s, 8H, 6-H
pirrélico),7.71-7.62 (m, 12H, Ar), -2.68 (s, 2H, NH) ppm.

"*0--.\[,--—:;:_ 5,10,15,20-tetraquis((2-bromo-5-hidroxifenil)porfirina 2.4
|
I.\‘v‘é:J\Bf
~ T/%'T/i' A porfirina 2.4 foi preparada com base num método
Br Ty OH . . ~ N
—{ ! <‘}:\__ H  N={ /_\ descrito na literatura, com algumas alteragdes na oxidagao
g/ N ¢ e
S an )~ /)  epurificagio do composto.%
;7 JNOHNT . , . . ,
HO &N L pbr Adiciona-se o aldeido 2-bromo-5-hidroxibenzaldeido (2.9)

Bro (5.0 mmol) e o pirrole (5.9 mmol) a diclorometano (500 mL),

[i' H|l sendo a solucdo borbulhada com 4argon, durante 30

7 OH minutos. Posteriormente é adicionada uma pequena

guantidade de etanol e 10 pL de trifluoroboroeterato deixando-se reagir durante a noite, na

auséncia de luz. A reacgdo é parada com a adi¢do de trietilamina (0.025 mL). De modo a ocorrer

a oxidacdo do porfirinogénio, adicona-se acido acético (60 mL) e 2,3,5,6-tetracloro-1,4-

benzoquinona (20 equiv., 100 mmol) (controlar por UV-Vis o término da reagdo). Evapora-se

os solventes e purifica-se 0 composto por cromatografia em coluna [acetato de etilo/hexano

(2:3) e acetato de etilo]. A porfirina apds recristalizacdo com acetato de etilo/heptano é obtida

como um sélido de cor pdrpura, com um rendimento de 8%. RMN H & (CDsOD) = 8.8 (8H, s,
B-H pirrdlico), 7.86-7.82 (m, 4H, Ar), 7.55-7.73 (m, 4H, Ar), 7.20-7.30 (m, 4H, Ar) ppm.

4.3.3. Sintese das clorinas e bacterioclorina

Procedimento geral para a sintese das clorinas fundidas com o anel 4,5,6,7-tetra-
hidropirazolo[1,5-a]piridina

A sintese das clorinas foi realizada com base num método descrito na literatura.®%3

Uma solucdo de sulfona (0.07 mmol) e porfirina (2 equiv.,, 0.14 mmol), em 1,2,4-
triclorobenzeno (1 mL), é borbulhada com argon, durante aproximadamente 10 minutos. A
reacao realiza-se sob irradiacdo microondas, a 250 °C e durante 20 minutos. Apds o
arrefecimento da mistura sdo adicionadas umas gotas de trietilamina a mesma. A clorina e a
porfirina que nao reagiu foram isoladas por cromatografia em coluna.
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MeO,C Clorina diéster fundida - 4,5,6,7-tetra-hidropirazolo[1,5-

24 COyMe
7 alpiridina 1.45b%%%3
Ph f"’\N,N
“‘*‘«\)\“W/J — . . .
\NH r'-q____(’ Preparada a partir do 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-
Ph—, / -Ph c][1,3]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo (1.42) e da
{f""ﬁ HN=\ 5,10,15,20-tetrafenilporfirina (1.15). O composto 1.45b é
NS
N purificado por cromatografia em coluna [diclorometano e
Ph

diclorometano/acetato de etilo (95:5)]. A clorina é obtida
como um sélido de cor purpura, com um rendimento de 30% e recupera-se 55% da porfirina
de partida.

Método alternativo

A sintese da clorina também pode ser realizada através de um método convencional.®> Uma
solucdo de sulfona (0.07 mmol) e porfirina (2 equiv., 0.14 mmol), em 1,2,4-triclorobenzeno (1
mL), é borbulhada com éargon, durante aproximadamente 10 minutos. A reacdo é realizada
em refluxo, a 250 °C, e durante 4 horas, sob atomosfera inerte de N2, Apds o arrefecimento
da mistura sdo adicionadas umas gotas de trietilamina a mesma. A clorina e a porfirina que
nao reagiu foram isoladas por cromatografia em coluna. A clorina é obtida com um
rendimento de 22% e recupera-se 61% da porfirina de partida.

RMN *H & = 8.60 (2 d, sobreposicdo de 2 dubletos, J = 5.5 Hz, 2H, 8-H pirrdlico), 8.43 (s, 2H, 6-
H pirrdlico), 8.29 (d, J = 4.8 Hz, 1H, 8-H pirrdlico), 8.26 (d, J = 4.8 Hz, 1H, B-H pirrdlico), 8.24-
8.21 (m, 3H, Ar), 8.10-8.02 (m, 4H, Ar), 7.94-7.92 (m, 1H, Ar), 7.84-7.82 (m, 2H, Ar), 7.74-7.68
(m, 10H, Ar), 5.76-5.69 (m, 1H, 8-H pirrdlico reduzido), 5.43-5.36 (m, 1H, B-H pirrdlico
reduzido), 4.37 (dd, J = 13.6, 7.6 Hz, 1H, CH; do anel), 3.96 (dd, J = 13.6, 9.4 Hz, 1H, CH, do
anel), 3.84 (s, 3H, CO,CHs), 3.75 (s, 3H, CO,CHs), 3.57 (dd, J = 15.9, 6.7 Hz, 1H, CH, do anel),
2.63 (dd, J=15.9, 9.9 Hz, 1H, CH> do anel), -1.64 (s, 2H, NH) ppm;

B1O:C  pn Clorina éster fundida - 4,5,6,7-tetra-hidropirazolo[1,5-
o - /NN alpiridina 2.16
\ ~y Qo:‘./) /'__J.-
>\._.r\'|H N=/ Preparada a partir do 2,2-dioxo-6-fenil-1H,3H-pirazolo[1,5-
Ph- 4>\ } Ph c][1,3]tiazole-7-carboxilato de etilo (2.13a) e da 5,10,15,20-
\/E\J\jr,q /_,\ tetrafenilporfirina (1.15). O composto 2.16 é purificado por
T/\“ cromatografia em coluna usando como eluente

diclorometano. A clorina é obtida como um sélido de cor
purpura, com um rendimento de 39% e recupera-se 53% da porfirina de partida. p.f. >300 °C
(recristalizacdo com diclorometano/metanol); IR (KBr): 3355, 3054, 2925, 1714, 1550, 1540,
1398, 1290, 1176, 1135, 1049, 958, 794, 750, 703 cm™; RMN 'H & = 8.59 (2 d, sobreposi¢io
de 2 dubletos, J = 4.8 Hz, 2H, 8-H pirrélico), 8.43 (s, 2H, B8-H pirrdlico), 8.29-8.25 (m, 4H, 8-H
pirrélico e Ar), 8.17-8.02 (m, 5H, Ar), 7.96-7.94 (m, 1H, Ar), 7.86-7.81 (m, 2H, Ar), 7.75-7.65
(m, 10H, Ar), 7.47-7.43 (m, 2H, Ar), 7.30-7.26 (m, 3H, Ar), 5.79-5.72 (m, 1H, 6-H pirrdlico
reduzido), 5.46-5.40 (m, 1H, B8-H pirrélico reduzido), 4.34 (dd, J= 13.4, 7.6 Hz, 1H, CH, do anel),
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4.19-4.03 (m, 2H, CH,, CO2CH,CHs), 3.98 (dd, J = 13.4, 9.1 Hz, 1H, CH, do anel), 3.72 (dd, J =
16.0, 6.9 Hz, 1H, CH; do anel), 2.75 (dd, J = 16.0, 9.5 Hz, 1H, CH, do anel), 1.15 (t, /= 7.0 Hz,
1H, CHs, CO2CH,CHs), -1.59 (s, 2H, NH) ppm; RMN *3C &6 = 165.3, 163.3, 162.6, 153.1, 152.9,
152.5,144.1,141.7,141.6,141.3,141.1, 140.9, 135.6, 135.4, 135.0, 134.7, 134.3, 133.9, 133.0,
132.4,132.4,132.3,132.0,129.3,128.7,128.4,128.2,128.1,128.0,127.8,127.7,127.6, 127.5,
126.8,124.4, 124.2,123.4,123.1, 112.6, 112.5, 107.9, 59.5, 48.7, 48.3, 45.5, 26.6, 14.4 ppm;
EMAR (ESI): 857.3568 (CssHasNeO2 [M+H]*, 857.3598); UV/Vis (tolueno): Amex (loge) = 419
(5.01),518 (4.17), 547 (4.08), 599 (3.78), 650 (4.44) nm.

Ph cogt Clorina  éster fundida - 4,5,6,7-tetra-hidropirazolo[1,5-

Ph fﬂ{{l\l}h alpiridina 2.17

T e N _,.'l'
‘%J?H hb{*’f Preparada a partir do 2,2-dioxo-7-fenil-1H,3H-pirazolo[1,5-
Ph—{\_ :,’; Ph c][1,3]tiazole-6-carboxilato de etilo (2.13b) e da 5,10,15,20-
;’"’;\ I”j’rﬂ tetrafenilporfirina (1.15). O composto 2.17 é purificado por
M cromatografia em coluna usando como eluente
Ph

diclorometano. Obtém-se uma mistura de clorina com um
derivado oxidado, como um sélido de cor purpura. A mistura é obtida com um rendimento de
0.8% e recupera-se 73% da porfirina de partida. p.f.> 300 °C (recristalizacdo com
diclorometano/metanol); IR (KBr): 3471, 3392, 1718, 1469, 1455, 1442, 1178, 1115, 796, 701
cm; EMAR (ESI): 857.3562 (CsgHasNsO2 [M+H]*, 857.3598); UV/Vis (tolueno): Amax (loge) = 421
(4.62), 516 (3.74), 546 (3.61), 595 (3.34), 650 (3.89) nm.

_ COMe  Clorina éster fundida - 4,5,6,7-tetra-hidropirazolo[1,5-
o I.JE_’:E alpiridina 2.21
~ A, !
e . . .
b = Preparada a partir do 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-
P"_*'\‘;\.._%N HN___;E}_ph c][1,3]tiazole-6-carboxilato de metilo (2.19) e da 5,10,15,20-
A \..a.:-’l--a:)‘ tetrafenilporfirina (1.15). O composto 2.21 é purificado por
.L,\_ cromatografia em coluna usando como eluente

diclorometano. Obtém-se uma mistura de clorina com um
derivado oxidado, como um sélido de cor purpura. A mistura é obtida com um rendimento de
41% e recupera-se 54% da porfirina de partida. p.f.> 300 °C (recristalizagdo com
diclorometano/metanol); IR (KBr): 1727, 1714, 1220, 703 cm; EMAR (ESI): 765.29725
(Cs1H37N6O2 [M-H]*, 765.29720; UV/Vis (tolueno): Amax (loge) = 420 (4.86), 517 (3.93), 547
(3.78), 596 (3.52), 650 (4.11) nm.

A MO come Clorina diéster fundida - 4,5,6,7-tetra-hidropirazolo[1,5-

c[r-ﬂ.\,:::-l ol ,jf— N a]piridina 1.45g%%%3
[ N

,,T:QY/'%./’A\HJ
__CI L _ /ol do

—{ )&,J\H N={ “N_ Preparada a partir 2,2-dioxo-1H,3H-pirazolo[1,5-
(3’;_"_'}—%__\ A__,};.f—{}_;;} c][1,3]tiazole-6,7-dicarboxilato de dimetilo (1.42) e da
ci ;_-'fh_li Hf \ o 5,10,15,20-tetraquis(2,6-diclorofenil)porfirina (1.33).
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O composto 1.45g é purificado por cromatografia em coluna [diclorometano e
diclorometano/acetato de etilo (95:5)]. A clorina é obtida como um sdlido de cor purpura,
com um rendimento de 15% e recupera-se 45% da porfirina de partida; RMN 'H 6 =8.48 (2 d,
sobreposicdo de 2 dubletos, J = 5.6 Hz, 2H, 8-H pirrdlico), 8.29 (s, 2H, 8-H pirrdlico), 8.15 (d, J
= 4.8 Hz, 1H, 8-H pirrdlico), 8.10 (d, J = 4.8 Hz, 1H, 8-H pirrdlico), 7.88-7.84 (m, 2H, Ar), 7.76-
7.63 (m, 10H, Ar), 5.56-5.49 (m, 1H, 8-H pirrdlico reduzido), 5.1-4.97 (m, 1H, 8-H pirrdlico
reduzido), 4.54 (dd, J = 13.4, 8.2 Hz, 1H, CH, do anel), 4.32 (dd, J = 13.4, 10.8 Hz, 1H, CH, do
anel), 3.95 (s, 3H, CO;Me), 3.90 (dd, /= 15.6, 9.4Hz, 1H, CH, do anel), 3.84 (s, 3H, CO,Me), 2.91
(dd, J=15.6,11.4 Hz, 1H, CH; do anel), -1.44 (s, 2H, NH) ppm.

'-"eO.C\ CO,Me Bacterioclorina fundida- 4,5,6,7-tetrahidropirazolo[1,5-

on f'"//N N\ alpiridina 1.46b°>%3
W \ _,J‘
N+ N A sintese da bacterioclorina é realizada com base num
Ph— Ph . . ~

’ procedimento presente na literatura.’>® Uma solugdo
A AN AL de clorina (0.070 mmol), em triclorobenzeno (3 mL), é

N-N / ’ .
| - Ph borbulhada com &argon, durante aproximadamente 10
MeO,C” minutos. Realiza-se a reagdo em refluxo, a 225 °C, em

CO,Me
atmosfera inerte de N,. A solugdo anterior, adiciona-se

pequenas porgdes e com intervalos de tempo de aproximadamente 1 hora, o 2,2-dioxo-6-etil-
7-fenil-1H,3H-pirazolo[1,5-c][1,3]tiazol-6,7-dicarboxilato de dimetilo (1.42) (6.1 equiv., (0.42
mmol). Controla-se a evolugdo da reacdo por espectroscopia de UV-Vis (desaparecimento da
banda de 650 nm, banda carateristica da clorina). Apds o arrefecimento da mistura
adicionam-se umas gostas de trietilamina e a bacterioclorina é purificada por cromatografia
em coluna [diclorometano/acetato de etilo (9:1)]. A bacterioclorina é obtida como um sélido
de cor purpura, com um rendimento de 27% e recupera-se 14% da clorina de partida RMN
1H & =8.17 (2 d, sobreposicdo de dois dubletos, J = 6.2 Hz, 2H, B-H pirrdlico), 8.13 (2 d,
sobreposicdo de dois dubletos, J = 6.2 Hz, 2H, B-H pirrdlico), 8.1-7.90 (m, 8H), 7.84-7.77 (m,
4H), 7.72-7.62 (m, 8 H), 5.65-5.56 (m, 2H, B-H pirrdlico reduzido), 5.38-5.30 (m, 2H, B8-H
pirrélico reduzido), 4.26 (dd, J = 13.7, 7.3 Hz, 1H, CH; do anel), 4.24 (dd, J = 13.7, 7.3 Hz, 1H,
CH.do anel), 3.94 (dd, /= 13.7, 8.5 Hz, 1H, CH, do anel), 3.89 (dd, J = 13.7, 8.5 Hz, 1H, CH; do
anel), 3.80 (s, 6H, CO;Me), 3.73 (s, 3H, CO,Me), 3.72 (s, 3H, CO,Me), 3.37 (dd, J = 15.9, 6.8 Hz,
1H, CH; do anel), 3.35 (dd, J=15.9, 6.8 Hz, 1 H, CH, do anel), 2.71 (dd, J = 15.9, 8.9 Hz, 1H, CH;
do anel), 2.68 (dd, J=15.9, 8.9 Hz, 1H, CH2 do anel), —1.66 e —1.71 (2 s, 2H, NH) ppm.

4.3.4. Sintese dos derivados hidroxilados das clorinas e bacterioclorina

Procedimento geral para a reduc¢do dos grupos ésteres das clorinas fundidas com o anel
4,5,6,7-tetra-hidropirazolo[1,5-a]piridina a alcoois

A sintese dos derivados hidroxilados foi realizada com base num procedimento descrito na
literatura.®*
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CAPITULO 4

a) Metalagdo: A uma solugdo de clorina (0.056 mmol) em diclorometano (10 mL) adicionam-
se umas gotas de trietilamina. A mistura anterior é adicionada uma solu¢do de Zn(OAc).2H,0
(10 equiv., 0.560 mmol) em metanol (1 mL) e, deixa-se a reagir durante 12 horas, a
temperatura ambiente, sob atmosfera inerte de N,. A metalacdo é controlada por
espetroscopia de UV-Vis (a banda de 650 nm desloca-se para 620 nm). Evapora-se os
solventes e deixa-se secar o composto sob vacuo. No dia seguinte, adiciona-se diclorometano
e coloca-se a mistura no congelador, para que os sais de zinco em excesso precipitem.
Posteriormente procede-se a uma filtracdo sobre celite, evapora-se o solvente e deixa-se
secar a clorina metalada sob vacuo.

b) Redugdo: A uma suspensdo de LiAlH4 (6 equiv., 0.336 mmol) em éter etilico seco (10 mL), a
0 °C, é adicionada através de um funil de adicdo, uma solucdo de clorina metalada em
diclorometano (10 mL). Apds a adicdo estar completa, a mistura é colocada a 50 °C, sob
atmosfera inerte de N;, deixando-se reagir durante o tempo necessdrio para que a reac¢ao
esteja completa (controlar por TLC). A mistura é arrefecida num banho de gelo e é adicionado
acetato de etilo (1 mL), dgua (0.5 mL) e uma solugdo aquosa NaOH a 10% (m/v) (0.5 mL).
Deixa-se em agita¢ao vigorosa durante 30 minutos e depois evaporam-se os solventes.
Adiciona-se acetato de etilo (20 mL) e agua (20 mL), deixando-se em agitacdo magnética,
durante 16 horas, a temperatura ambiente, de modo a ocorrer a destruicdo completa do
hidreto em excesso. De seguida procede-se a uma filtragdo sobre celite para que os sais de
aluminio sejam removidos. As duas fases sdo separadas num funil de separacdo e a fase
aquosa é extraida com acetato de etilo (3 x 100 mL). A fase organica recuperada é seca com
Na;S0a4 e, posteriormente o solvente é evaporado e deixa-se secar sob vacuo. No dia seguinte,
procede-se a desmetalacdo da clorina e, para tal, adiciona-se TFA (1 mL) e deixa-se em
agitacdo magnética, durante 30 minutos, a 0 °C . A mistura é neutralizada com uma solugdo
saturada de NaHCOs e extraida com acetato de etilo (3 x 100 mL). A fase organica recuperada
é seca com NaySO. e, posteriormente o solvente é evaporado e purifica-se o produto por
cromatografia em coluna.

Clorina hidroxi fundida-4,5,6,7-tetra-hidropirazolo[1,5-a]piridina 2.18
HO pn Preparada a partir da clorina 2.16 e a reducdo tem uma duracao
o /N'\N de 6 horas. O composto 2.18 é purificado por cromatografia em
coluna [diclorometano/acetato de etilo (95:5)]. A clorina mono-
alcool é obtida como um sdlido de cor purpura, com um
Ph Ph rendimento global de 18%. p.f. > 300° C (recristalizacdo com
diclorometano/ hexano); IR (KBr): 3445, 2961, 2924, 2853, 1553,
1442, 1398, 1261, 1095, 1029, 798, 703 cm™}; RMN H 6 = 8.61 (d,
J=4.8 Hz, 1H, B-H pirrdlico), 8.58 (d, J= 4.8 Hz, 1H, B-H pirrélico),
8.43 (s, 2H, 8-H pirrdlico), 8.34 (d, J= 4.8 Hz, 1H, 8-H pirrdlico), 8.29-8.25 (m, 2H, 1H do 8-H
pirrdlico e 1H Ar), 8.20-8.18 (m, 2H, Ar), 8.10-8.05 (m, 4H, Ar), 7.92-7.90 (m, 1H, Ar), 7.85-7.81
(m, 2H, Ar), 7.74-7.66 (m, 10H, Ar), 7.58-7.56 (m, 2H, Ar), 7.31-7.28 (m, 2H, Ar), 7.24-7.22 (m,
1H, Ar), 5.77-5.71 (m, 1H, 8-H pirrdlico reduzido), 5.38-5.32 (m, 1H, B-H pirrélico reduzido),
4.29-4.19 (m, 3H), 4.05 (dd, J= 13.4, 9.0 Hz, 1H), 3.03 (dd, J= 15.3, 6.3 Hz, 1H, CH; do anel),
2.75 (dd, J= 15.3, 9.8 Hz, 1H, CH; do anel), -1.61 (s, 2H, NH) ppm; EMAR (ESI): 815.3463

Ph
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(CssHasN6O [M+H]*, 815.3493); UV/Vis (tolueno): Amax(l0ge) = 419 (5.34), 516 (4.40), 546 (4.28),
597 (3.00), 650 (4.56) nm.

Clorina hidroxi fundida-4,5,6,7-tetra-hidropirazolo[1,5-a]piridina 2.22

7
Fl'h Jr“"{"N..}\ Preparada a partir da clorina 2.21 e a redug¢do tem uma
/R SN ) duracdo de 6 horas, utilizando-se 8 equivalentes de LiAlHa.
\.\-\ i \ ,.f'r
o )= NH N o O composto 2.22 é purificado por cromatografia em coluna
h—{\ i . : . .
*\-;-_%N H,\_,-ij\ [acetato de etilo/hexano (2:1)]. A clorina mono-alcool é
'Ir 'I' . Ja g a .
‘t':\u,.'-'k-\,f.c'-i--x.:i‘ obtida como um sélido de cor purpura, com um rendimento
Ph global de 11%. p.f. > 300° C (recristalizagdo com

diclorometano/ hexano); IR (KBr): 3467, 3390, 1550, 1469, 1454, 1442, 1384, 1357, 794, 701
cm™; RMN 'H & = 8.60 (d, J = 4.8 Hz, 1H, 8-H pirrdlico), 8.58 (d, J = 4.8 Hz, 1H, B-H pirrdlico),
8.43 (s, 2H, B6-H pirrdlico), 8.29 (d, J = 4.8 Hz, 1H, 8-H pirrdlico), 8.27-8.24 (m, 2H, 1H, 8-H
pirrélico e 1H Ar), 8.19-8.17 (m, 2H, Ar), 8.10-8.01 (m, 4H, Ar), 7.96-7.91 (m, 1H, Ar), 7.86-7.79
(m, 3H, 2H Ar), 7.76-7.64 (m, 10H, Ar), 5.73-5.66 (m, 1H, 6-H pirrdlico reduzido), 5.39-5.33 (m,
1H, B-H pirrdlico reduzido), 4.45 (s, 2H), 4.22 (dd, J= 13.6, 7.6 Hz, 1H), 3.95 (dd, J = 13.2, 8.8
Hz, 1H), 3.76-3.71 (m, 1H, OH), 2.98 (dd, J= 15.2, 6.8 Hz, 1H, CH do anel), 2.56 (dd, J = 15.2,
9.6 Hz, 1H, CH; do anel), -1.63 (s, 2H, NH) ppm; EMAR (ESI): 739.31799 (CsoH39NsO [M+H]*,
739.31754); UV/Vis (tolueno): Amax (loge) = 420 (4.82), 517 (3.81), 544 (3.75), 598 (3.43), 651
(4.11) nm.

Clorina dihidroxi fundida - 4,5,6,7-tetra-hidropirazolo[1,5-a]piridina 2.23

Ay, HO— A~
| »— ©OH  Preparada a partir da clorina 1.45g, a metalacdo tem uma
- _;,.l’ N
cir >~ A\ . . .
[N duracdo de 48 horas em refluxo, a 50 °C, e a reducdo
L J
ca :J: w"‘l,;w}”d_ demora 4 horas sendo utilizados 12 equivalentes de LiAlHa.
(;ﬂf;}_ﬁ,-:f _*‘}._,__4{'?:':;\. O composto 2.23 é purificado por cromatografia em coluna
\N_/ W\ g N/ . .
‘:’\_Cl }LI;J HN— cr';_ [diclorometano/acetato de etilo (95:5) e acetato de
{ ry . . . ) .
T"L“'«:" etilo/metanol (90:10)]. A clorina di-alcool é obtido como um
SN NP sélido de cor purpura, com um rendimento global de 38%.
J
L p.f. > 300° C (recristalizacdo com acetato de etilo/hexano);

IR (KBr):3355, 2923, 1556, 1427, 1384, 1022, 798, 715 cm™; RMN 'H &6 = 8.48 (2 d,
sobreposicdo de 2 dubletos, J = 5.6 Hz, 2H, 8-H pirrdlico), 8.28 (s, 2H, 8-H pirrdlico), 8.18 (d, J
= 4.8 Hz, 1H, B-H pirrdlico), 8.12 (d, J = 4.8 Hz, 1H, B-H pirrdlico), 7.88-7.85 (m, 2H, Ar), 7.77-
7.64 (m, 10H, Ar), 5.49-5.40 (m, 1H, 8-H pirrdlico reduzido), 5.07-5.00 (m, 1H, 8-H pirrdlico
reduzido), 4.39 (m, 2H), 4.30 (m, 2H), 3.99 (sl, 1H, CH, d20 anel), 3.89 (sl, 1H, CH, do anel),
2.95 (sl, 1H, CH; do anel), 2.86 (sl, 1H, CH;, do anel), -1.44 (s, 2H, NH) ppm; EMAR (ESI):
1041.01677 (Cs1H33ClsNgO2 [M+H]*, 1041,01652); UV/Vis (metanol): Amax (loge) = 409 (5.26),
512 (4.34), 537 (4.04), 597 (3.04), 656 (4.49).
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CAPITULO 4

Bacterioclorina tetrahidroxi fundida — 4,5,6,7-tetra-hidropirazolo[1,5-a]piridina 2.7

Preparada a partir da bacterioclorina 1.46b e nao é
necessario metalacdo. A redugdo tem uma duragao de
24 horas sendo utilizados 24 equivalentes de LiAlHa4. O
composto 2.7 é purificado por cromatografia em coluna
[acetato de etilo/metanol (9:1) e diclorometano/etanol
(2:1)]. A bacterioclorina tetra-hidroxi é obtido como um
sélido de cor purpura, com um rendimento global de
19%. p.f. > 300° C (recristalizagdo com acetato de
etilo/hexano); IR (KBr): 3326, 1695, 1687, 1384, 1261,
1020, 701 cm™}; RMN 'H & = 7.94-7.83 (m, 8H), 7.75-7.68 (m, 4H), 7.65-7.57 (m, 12H), 5.49-
5.40 (m, 2H, 8-H pirrdlico reduzido), 5.30-5.23 (m, 2H, 8-H pirrélico reduzido), 4.37-4.25 (m,
4H), 4.16-4.10 (m, 4H), 4.03-3.96 (m, 4H), 2.78-2.69 (m, 2H, CH, do anel), 2.50-2.41 (m, 2H,
CH,do anel ), -1.78 (s, 2H, NH) ppm; EMAR (ESI): 923.4007 (CssHs1NsO4 [M+H]*, 923.4028).
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4.4. Estudos preliminares das properiedades fotofisicas

As clorinas 2.18 e 2.22 foram sujeitos a uma purificacdo adicional antes da realizacado
dos estudos fotofisicos, através de placas preparativa, utilizando gel de silica 60 (2-25um)
fornecida pela Sigma-Aldrich. Os eluentes aplicados foram iguais aos utilizados na
cromatografia em coluna de cada um dos compostos.

A absorcdo de UV-Vis e a emissdo de fluorescéncia foram obtidas, a temperatura
ambiente, recorrendo aos espetrofotometros Shimadzu UV-2100 e Horiba-Jobin Ivon-SPEX
Fluorolog 3-22, respetivamente. As clorinas e a bacterioclorina foram dissolvidas em tolueno
ou em metanol para a aquisicdo dos espectros de absorcdo e de fluorescéncia. Utilizaram-se
células de quartzo de duas faces com 1 cm de percurso 6tico e utilizou-se sempre como
referéncia o solvente utilizado.

Os coeficientes de absortividade molar foram calculados através da lei de Beer-
Lambert, com soluc¢des de concentra¢do 1x10° a 1x10~7 M.

Os espetros de fluorescéncia foram obtidos utilizando solu¢des de concentracdo 1x10°
M.

Utilizou-se o Software Origin 8 para a analise dos resultados.
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ANEXOS

Espetros de absor¢ao UV-Vis e de emissao de fluorescéncia

A figura Vl representa o espetro de emissao de fluorescéncia do composto 2.18, o qual
apresenta trés bandas com mdaximos em 652, 696 e 715 nm. A banda dos 696 nm nao é
caracteristica deste tipo de compostos e, de modo a confirmarmos se se tratava de uma
impureza determinamos o espetro de excitacdo de fluorescéncia utilizando como
comprimento de emissdao 696 nm. Este espetro ndo mostrou correspondéncia com o espetro
de absorc¢ado, na zona dos 450 nm, o que corrobora a impureza do composto. Esta podera ser
devida ha presenca de um derivado oxidado da clorina 2.18, o qual absorve a 450 nm e emite
a 696 nm.

Esta contaminacdo também é visivel no espetro de excitacdo de fluorescéncia com o
comprimento de onda de emissdo de 652 nm.

— Absorgao

1.0 —— Emissao de Fluorescéncia

|\ Excitagao de Fluorescéncia (igyy = 652 nm)
—— Excitagao de Fluorescéncia (1.gpy = 696 nm)

0.8 4

0.6 4

0.4

Intensidade Normalizada

0.24

0.0+

T T T T
400 500 600 700 800
A(nm)

Figura VI. Espetros de absor¢do de UV-Vis, de emissao e de excitagao de fluorescéncia da clorina 2.18.
Os espetros foram normalizados utilizando o Software Origin 8.
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A figura VIl representa o espetro de emissdo de fluorescéncia da clorina 2.23, o qual
apresenta duas bandas com maximos em 604 nm e 660 nm. A primeira banda ndo é
caracteristica deste tipo de compostos e com o intuito de percebermos se correspondia a uma
impureza determinamos o espetro de excitacdo de fluorescéncia utilizando como
comprimento de emissdo 660 nm. Este espetro ndo mostrou elevada correspondéncia com o
espetro de absor¢do no intervalo de 400 a 600 nm, o que nos indica que o composto nao se
encontra puro e a impureza nao identificada, absorve numa zona em comum com o nosso
produto.

Esta contaminagao também é visivel no espetro de excitacdo de fluorescéncia com o
comprimento de onda de emissdo de 652 nm.

Absorgao

Emissao de Fluorescencia
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Figura VII. Espetros de absorgao de UV-Vis, de emissao e de excitagdo de fluorescéncia da clorina 2.23.
Os espetros foram normalizados utilizando o Software Origin 8.
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