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RESUMO

Zn(I)-porfirinas (ZnPs) hidrossoliveis derivadas das 2-N-alquilpiridinioporfirinas,
ZnTalquil-2-PyP**, tém sido amplamente exploradas como fotossensibilizadores (FSs)
em terapia fotodindmica para inativacdo de microorganismos. A eficiéncia in vivo das
Zn-porfirinas estd relacionada ndo apenas as atividades fotoredox (como
fotossensibilizador), mas também ao aumento da lipofilia da molécula e sua
biodisponibilidade. A sintese de uma nova classe de Zn(Il) porfirinas cationicas do
tipo [ZnAsB]** (A =2-N-metilpiridil, B = O-alquilvanilina) foi realizada anteriormente
no grupo da UFPB e ocorreu um aumento do fator de retencdo cromatogafico (R),
que tem tipicamente sido correlacionado com a lipofilia em porfiirnas catidnicas. No
presente estudo, a sintese da ZnP do tipo [ZnAsB]**, 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-
tris(N-piridinio-2-il)porfirinatozinco(ll) (ZnMVanTriM-2-PyP3*), foi revisitada. O
complexo obtido foi caracterizado por espectroscopias UV-vis, obtendo rendimentos
maiores que 90%, com espectros UV-Vis caracteristicos aos reportados na literatura
com comprimento de onda em 428 nm, e RMN de *H apontando o desaparecimento
dos hidrogenios internos. As analises por cromatografia em camada delgada (CCD-
SiO2) confirmaram um aumento de lipofilia, sendo semelhante aquela de porfirinas
mais volumosas do tipo [ZnA4]**, como a meso-tetraquis(N-n-butilpiridinio-2-
il)porfirinatozinco(ll), que ja sdo consideradas pela literatura como potentes agente

fotodindmicos de boa biodisponibilidade.

Palavras-Chave: Zn-Porfirinas. Terapia Fotodindmica. Fotossensibilizador. Lipofilia.

Porfirinas do tipo AsB.
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ABSTRACT

Water-soluble Zn(11)-porphyrins (ZnPs) derived from 2-N-alkylpyridinioporphyrins,
ZnTalkyl-2-PyP#*, have been widely explored as photosensitizers (PSs) in
photodynamic therapy for the inactivation of microorganisms. The in vivo efficiency
of Zn-porphyrins is related not only to photoredox activities (as a photosensitizer), but
also to the increased lipophilicity of the molecule and its bioavailability. The synthesis
of a new class of Zn(Il) cationic porphyrins of the [ZnAsB]** type (A = 2-N-
methylpyridyl, B = O-alkylvanillin) was previously performed in the UFPB group and
there was an increase in the retention factor (Rf), which has typically been correlated
with lipophilicity in cationic metalloporphyrins. In the present study, the synthesis of
ZnP of the type [ZnAsB]**, 5-(3,4-dimethoxyphenyl)-10,15,20-tris(N-pyridinium-2-
yl)porphyrinatozinc(ll) (ZnMVanTriM-2-PyP3*), was revisited. The complex
obtained was characterized by UV-vis spectroscopy, obtaining yields greater than
90%, with UV-Vis spectra characteristic of those reported in the literature with a
wavelength of 428 nm, and *H NMR pointing to the disappearance of internal
hydrogens. Analysis by thin layer chromatography (TLC-SiO2) confirmed an increase
in lipophilicity, being similar to that of larger porphyrins of the [ZnA4]** type, such as
meso-tetrakis(N-n-butylpyridinium-2-yl)porphyrinatezinc(ll), which are already

considered by the literature as potent photodynamic agents with good bioavailability.

Keywords: Zn-Porphyrins. Photodynamic Therapy. Photosensitizer. Lipophilia.
Porphyrins of the AsB type.
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1.  INTRODUCAO

Por muito tempo, doencas causadas por microorganismos vém sendo tratadas
com antimicrobianos ou antibidticos, facilitando a cura. Na década de 1940, a
Universidade de Oxford realizou estudos, pesquisas e o primeiro teste clinico duplo
cego com a penicilina, e, desde entdo, os antibidticos vém sendo desenvolvidos e
usados no tratamento de doengas com microorganismos (ALMEIDA et. al., 2006;
FREITAS, 2015).

O aumento populacional, a industrializacdo e o desenvolvimento dos meios de
transporte resultaram em trocas comerciais intensas, aumento no fluxo de viagens e,
paralelamente, provocaram uma incidéncia maior de doencas infecciosas. Neste
contexto, o uso abusivo e inapropriado de antimicrobianos deu origem uma grande
variedade de microorganismos patogénicos resistentes a estes medicamentos. Segundo
Jori et al. (2006), além do motivo da intensificacdo das viagens, outros motivos como
alta taxa de transmissdo de microrganismos, crescimento da pobreza nos paises do
terceiro mundo e ampla variedade de mecanismos de adaptagdo das celulas
microbianas, também resultam no aumento da resisténcia (NUNEZ; RIBEIRO;
GARCEZ, 2019).

Neste cenario, tornou-se urgente a necessidade de se desenvolver novos
procedimentos de intervencdo a fim de promover a inviabilizagdo do crescimento
microbiano. Em paises em desenvolvimento, estima-se que 45% das causas de morte
sdo por infec¢des microbianas (WANNMACHER, 2004; AZEVEDO, 2005; LERMA
ET AL., 2010; DNDI, 2022).

O avanco cientifico e tecnolégico no campo da saude, trouxe consigo a busca
por formas de tratamentos que nao sejam invasivas ao corpo humano, trazendo consigo
resultados satisfatorios, a exemplo da Terapia Fotodinamica — TFD (ou PDT, do inglés
Photodynamic Therapy).

Cada vez mais utilizada, a terapia fotodinamica é uma técnica que vem sendo
estudada e aplicada para tratar uma série de doencas. Relatos antigos mostram que ha
mais de 4.000 anos o0s antigos egipcios usaram o extrato de uma planta, Ammi majus,
combinada com a luz solar para tratamento de vitiligo. Gregos e Romanos tomavam
banho de sol como um tratamento de doencas especificas. Assim, a fototerapia (terapia
envolvendo a luz) é fundamentada na acdo da luz sobre componentes quimicos do
tecido bioldgico (COLUSSI, V.C. et.al; 1996; 1997; NUNEZ; RIBEIRO; GARCEZ,

13



2019).

A terapia fotodindmica envolve a administragdo de um fotossensibilizador (FS)
que, ao ser ativado em um determinado comprimento de onda, converte o oxigénio
molecular em espécies reativas de oxigénio, como oxigénio singleto e radicais
superdxido (entre outros), resultando na destruicdo de uma célula-alvo de forma
seletiva (SOUZA, 2021).

A luz laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) e LED
(Light Emitting Diode) sdo as mais utilizadas nesse tipo de tratamento, permitindo a
estimulacdo de modo eficiente do fotossensibilizador. A luz laser possui propriedades
importantes como alta concentracao de energia, pouca dispersao de energia (a medida
que a luz se propaga) e monocromaticidade (de Oliveira, K. T. et al. 2014; de
OLIVEIRA, R. F. etal., 2021).

O tratamento ideal deve inativar o0 maximo de microrganismos patogénicos
para eliminar ou limitar o crescimento dos patdgenos sobreviventes, buscando ndo
causar efeitos colaterais no tecido do hospedeiro. A inativacdo fotodinamica
antimicrobiana (PDI), um dos ramos da TFD, surge como uma alternativa promissora,
oferecendo inativacgdo rapida e localizada dos microrganismos patogénicos, sem afetar
os saudaveis adjacentes, ganhando espaco nos estudos realizados (Edelson,1988;
SCHAEFFER, B. et al., 2018).

A relativa simplicidade e eficiéncia da técnica atrai a comunidade cientifica,
promovendo um grande interesse por ser uma terapia multidisciplinar, envolvendo nao
somente equipes médicas, como quimicos e fisicos.

Os estudos se intensificaram quando enxergaram que o efeito fototoxico da
terapia fotodindmica sobre as células tumorais eram muito grandes, atraindo
novamente a atencdo da comunidade cientifica, se consolidando como uma valiosa
opcéo terapéutica para tratamentos combinados (AGOSTINIS et al., 2011; ZHOU et
al., 2021).

Suas principais vantagens consistem em um dano seletivo a tecidos alvo,
auséncia de intervencdo cirurgica, com possibilidade de repeticdo, caso seja
necessario, e com efeitos colaterais mais controlados e menos invasivos quando
comparadas a cirurgia, quimioterapia e radioterapia. Adicionalmente, pode também
prolongar a sobrevida em pacientes com cancer inoperaveis (ABRAHAMSE;
SOSTHENE MFOUO TYNGA, 2018; ZHOU et al., 2021).

Algumas desvantagens também sdo apresentadas (MELO, C.A.S.; et.al.; 2001)

14



(ABRAHAMSE; SOSTHENE MFOUO TYNGA, 2018), dentre elas:
i. Os estados excitados dos Fotossensibilizadores possuem curto tempo
de meia-vida, diminuindo a probabilidade da transferéncia de energia para o
oxigenio molecular.
ii. Depende da concentracdo de Oz nos tecidos.

iii. Normalmente, o tempo de meia-vida do Oxigénio singleto é curto.

Estes aspectos negativos da terapia, estimulam a busca por novos
fotossensibilizadores (FSs) que busquem minimizar essas desvantagens.

Em 1900, Rabb, fez a primeira observacéo de sensibilizacdo quimica do tecido
pela luz, na presenca de certos corantes, apresentando uma alternativa para o
tratamento de infecgdes locais contra microrganismos como fungos, bacteérias e virus.

O uso clinico das pofirinas como fotossensibilizadores nesse tipo de tratamento
em humanos ocorreu por volta de 1993, com uma formulacdo contendo um derivado
da hematoporfirina (Photofrin®) que teve aprovagao clinica em varios paises e vem
sendo, desde entéo, utilizada em TFD na oncologia e dermatologia (ALLISON, 2004;
GUTERRES et al., 2020).

A hematoporfirina (Photofrin®) pode ser considerada como a primeira geracao
de porfirinas a serem utilizadas nos tratamentos com a Terapia fotodindmica. No
entanto, sua prolongada fotossensibilidade cutanea, a baixa seletividade pelo tecido
tumoral e uma fraca banda de absorcdo onde a droga é fotoativada, se apresentaram
como desvantagens (BASTOS, M. M. 2012).

Sabe-se que o uso de porfirinas e derivados desempenham papeis vitais em
sistemas bioldgicos e bioquimicos, como na fotossintese, transporte e armazenamento
de oxigénio entre outros. Diante disso, novas porfirinas que apresentem maior
seletividade por um tecido alvo comegaram a ser sintetizadas e descobertas (Allison,
2004; GUTERRES et al., 2020).

As porfirinas possuem propriedades quimicas e fisicas especificas e se
apresentam como moléculas eficazes no tratamento de diversas doengas, de cancer a
leishmaniose, envolvendo a TFD. (Ethirajan, M.; et.al. 2011; GUTERRES et al.,

2020). Dentre essas propriedades, temos:
i. Baixa toxicidade no escuro in vitro ou in vivo;

ii. Alta eficiéncia para geracdo intracelular de ROS e especialmente altos

rendimentos quanticos () para geragéo de O;

15



iii. Versatilidade estrutural permitindo a modulacdo de sua carga, facilitando sua
interagdo com membranas celulares.

O oxigénio molecular é essencial para que ocorra a morte celular, via geracao
de espécies reativas de oxigénio durante a TFD. Considerando que ele esteja
disponivel, a quantidade de células destruidas esta relacionada com a concentracao de
porfirinas e a dose de luz aplicada, e, essa dose sofre um decaimento a medida que
ocorre a penetracdo do tecido (FINGAR, V.H.; et.al.; 1987).

As porfirinas tém a capacidade de se associar a ions metalicos, e estas sdo
chamadas de metaloporfirinas. O processo de formagdo de toda e qualquer
metaloporfirina ocorre através de uma reagdo acido-base de Lewis, onde o metal,
eletropositivo, age com um acido de Lewis e 0os atomos de nitrogénio do macrociclo,
mais eletronegativos e com pares de elétrons livres, agem como uma base de Lewis.
Assim, 0 metal, com seus orbitais d vazios, podem receber pares de elétrons dos
atomos de nitrogénio, que os tem disponiveis, resultando em uma ligacdo covalente
(GUTERRES et al., 2020).

As metaloporfirinas possuindo o Zn(ll) como metal complexado em seu
centro sdo denominadas Zn(ll) porfirinas (ZnPs). As ZnPs tém potencial para se
apresentarem como fotossensibilizadores com caracteristicas melhoradas, sendo mais
eficazes do que seus andlogos de base livre. Essa complexacdo com o metal
aumenta sua estabilidade quimica, melhora a interacdo com membranas celulares,
apresenta maiores rendimentos quanticos para geracdo de Oz singleto, e facilita sua
biodisponibilidade e seletividade (KASSAB, et.al. 2003; ROSSI et al., 2020).

O uso de Zn(ll) porfirinas catidnicas como FSs em processos fotodinamicos
inibiu o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, e resultou em uma
melhoria consideravel na lipofilia da molécula e na sua absor¢do nos tecidos,
comparadas as porfirinas base livre (SOUZA, 2021).

Os primeiros estudos relacionados as porfirinas catiénicas se baseavam em
estruturas da N-metilpiridilporfirina, HoTM-4-PyP%*, que ja se mostravam promissores
em aPDI. No entanto, estudos recentes apontaram que a reducdo dessa carga para +3
se mostraram mais eficazes. Em geral, porfirinas catidnicas tendem a ter maior
afinidade pela superficie altamente negativa das células microbianas (PAVANI, et.al.
2009; ROSSI et al., 2020).

Sistemas porfirinicos estruturais do tipo [AsB] e [AsB]** apresentam 1

substituinte do anel diferente dos 3 demais, permitindo o controle independente de
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propriedades associadas aos grupos arilas A e B. Até o momento, estes sistemas
permanecem pouco explorados como fotossensibilizadores (SARMENTO-NETO,
2021). Estruturas do tipo AsB, bem como as caracterizagbes das ZnPs do tipo
[ZnAsB]** (A = 2-N-metilpiridinio; B = O-alquilvanilina) foram previamente
estudadas e estabelecidas por Sarmento-Neto (2021) como um potencial
fotossensibilizador para uso em terapia fotodindmica, tendo melhorias na lipofilia
quando comparadas as porfirinas do tipo [ZnA4]*" meso-tetraquis(N-metilpiridinio-2-
il)porfirinatozinco(ll) correspondente, que ja sdo consideradas pela literatura como
potentes agente fotodindmicos na inativacdo fotodindmica com aplicacdo em
leishmanias, bactérias Gram-Positivas, Gram-Negativas e entre outros (BENOV et al.,
2002; EZZEDDINE et al., 2013).

1.1.  Objetivos Gerais

Diante desta conjuntura, este trabalho teve como objetivo revisitar a sintese e
caracterizacdao de um potencial fotossensibilizador a base de Zn(lIl)-porfirina para uso
em terapia fotodindmica. Em particular, explora-se o desenvolvimento de Zn(ll)-
porfirinas derivadas do sistema [AsB]** (A = 2-N-metilpiridinio; B = O-metilvanilina)

como candidatos a fotossensibilizadores para inativacdo fotodinamica antimicrobiana.

1.2.  Obijetivos Especificos

v Revisitar a sintese de porfirinas do tipo AsB neutras, catibnicas e metaladas
com Zn(l1), bem como suas purificagdes: H,VanTriM-2-PyP, H,MVanTriM-2-PyP3*
e ZnMVanTriM-2-PyPCl3, respectivamente.

v Caracterizar os sistemas obtidos por Espectroscopia Eletrénica de Absorc¢éo na

regido do UV-vis;

v Caracterizar 0s compostos de interesse por Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear de *H (RMN de 'H);

v Avaliar, qualitativamente, o carater lipofilico da ZnP por Cromatografia de

Camada Delgada (CCD-SiO2) em comparacéo aos sistemas [ZnA4]** da literatura.
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2.  FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. O cenério do reconhecimento de microorganismos como causadores de

doengas: uma breve retrospectiva

Doengas causadas por microrganismos sempre existiram desde o inicio da
humanidade, sejam elas letais e/ou crénicas. Devido ao baixo indice populacional e a
pouca mobilidade pelo planeta, o contagio com outras pessoas era menor e
consequentemente era baixa a taxa de transmissibilidade. Com o passar do tempo, no
arcabouco dos avancos tecnoldgicos, das intensas trocas econdmicas, do
desenvolvimento do comércio e da industria, surgiram novos meios de transporte e
locomog¢do nos meios aeroviarios, terrestres e aquaviarios. Esta conjuntura, permitiu
ao homem uma maior mobilidade sobre o planeta, seja através de barcos, animais,
navios, entre outros; e 0 homem uma vez espalhado pelo mundo, consequentemente,
concorria para que os microrganismos se espalhassem (UJVARI, 2008.; NUNEZ;
RIBEIRO; GARCEZ, 2019).

Observando os primeiros meios de sobrevivéncia do homem, podemos
destacar a agricultura e a criacdo de animais. O desenvolvimento da agricultura e dos
seus conhecimentos permitiu a existéncia de areas irrigadas e alagadas, facilitando
muito mais a proliferacdo de vetores transmissores de diversas doencgas, a exemplo do
mosquito transmissor da malaria e de caramujos transmissores da esquistossomose
(NUNEZ; RIBEIRO; GARCEZ, 2019).

No segmento da cria¢do deanimais, esta nosremete ao virus bovino, causador
da peste bovina, que foi uma doenca letal que era transportada por rebanhos europeus
durante os séculos XVII, XVIII e XIX, sendo valido ressaltar que o virus do boi, apds
suas mutagdes genéticas, se tornou resistente as técnicas da época e deu origem ao
sarampo (UJVARI, 2008).

A peste negra, também conhecida como Peste Bubdnica, se configurou como
uma pandemia, ocorrida no seculo XIV. A historia aponta que a bactéria da peste negra
foi trazida pelas embarcacbes genovesasdo Mar Negro para a Europa em 1348.
Bastaram dois anos para a doenca se alastrar por todo continente e matar um terco de
toda populagéo europeia (UJVARI, 2008).

Sobre a Lepra, ou ainda Doenga de Hansen, ou oficialmente Hanseniase, esta,
afetou a humanidade durante muitos anos. Monot et al., (2005) aponta que as grandes

investigacdes europeias nos litorais da Africa, permitiram que o virus se espalhassem
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mais ainda pelo mundo.

No inicio do século XX, medicos canadenses descobriram uma estranha forma
de doenca cutdnea em indios das Guianas, associada a bactéria causadora da
framboesia, parente da bactéria da sifilis. Em estudos de analise do DNA da bactéria,
chegaram a conclusdo que a bactéria teria sofrido mutacéo e transformado a doenca
framboesia em sifilis (DNDI, 2022).

E diante desse cenario, que estudos e descobertas de formas que pudessem
combater esses microrganismos, comecaram a serem desenvolvidos (HERRMANN &
GAUDET, 2009; HOIBY et al., 2010; DNDI, 2022). Os primeiros antimicrobianos
criados salvaram muitas vidas de doencas para as quais anteriormente sequer existiam
nocdes de tratamento, porém, alguns problemas surgiram com o tempo, como:

1) aumento da morbidade e mortalidade, quer dizer, ocorreu um elevado
indice de mortalidade da populacdo mundial relacionada as infec¢gdes causadas por
microrganismos multirresistentes;

2) elevada toxicidade da droga, pois para que um antimicrobiano seja
efetivo énecessario que possua toxicidade seletiva, ou seja, a droga deve exibir
inativacdo dos microrganismos, sem afetar as células do hospedeiro;

3) longos periodos de internacdo de pacientes com infecgcdes e 0 aumento
nos custos hospitalares e da satde publica.

E importante entender que a resisténcia microbiana ou sua mutagio frente a
ummedicamento é um processo bioldgico natural. Entende-se por resisténcia, o
crescimento de um microrganismo in vitro na presenca de altas concentracdes de
antimicrobianos e quando se mostram resistentes a duas ou mais classes de drogas, que
interferiam em suas fungdes de crescimento e as quais seriam habitualmente sensiveis
(CHANG et al., 2003; DOHMEN, 2008; ASLANI et al., 2011; NUNEZ; RIBEIRO;
GARCEZ, 2019).

Somete a partir de 1920 e 1930, com a descoberta da penicilina, houve um
aumento no desenvolvimento e no uso de novos antimicrobianos em todo o mundo,
uma vez que as primeiras descrigdes do aparecimento da resisténcia microbiana
ocorreram logo apos o uso difundido deste farmaco (FREITAS, 2015).

O inicio dos estudos de microrganismos acontece em 1674 quando o alemao
Antony Van Leeuwenhoek criou o primeiro microscopio. Ele usou este pequeno
equipamento para observar pequenos seres, em amostras de solo, rio, saliva e fezes.

Um pouco mais adiante, Louis Pasteur teve um papel importante no avango da
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microbiologia, ao estudar a fermentacdo, enxergando 0s microrganismos que eram
responsaveis por ela. Essas contribuicdes fizeram com que alguns cientistas
alertassem a sociedade da possibilidade de os micrébios terem relacdo com doencas
que ocorriam em animais e seres humanos, sendo esta teoria foi denominada Teoria
microbiana da doenga (ASLANI et al., 2011).

Varios sdo 0s mecanismos propostos com relagdo a resisténcia microbiana,
podendo-sedestacar entre eles: a inativacdo do antimicrobiano pela destruicdo ou
modificacdo do mesmo; a alteracdo do local de acdo do antimicrobiano; a diminui¢édo
da concentracéo intracelular do antimicrobiano por impermeabilizacdo da membrana
celular ou devido as bombas de efluxo presentes nos microrganismos (LEVY, 2005;
DOHMEN, 2008; CALVO & MARTINEZ, 2009; KOHANSKI et al., 2010; NUNEZ;
RIBEIRO; GARCEZ, 2019).

A presenca de patdgenos multirresistentes é responsavel pelo aumento da
mortalidade dos pacientes internados em hospitais e ocasionam um grande aumento
nos gastos com saude devido a prescricdo de medicamentos mais caros e ao longo
periodo de internacdo. Essas infeccOes hospitalares afetam os mais frageis em
unidades de terapia intensiva, oncologia e neonatologia, onde costumam causar alta
mortalidade (ASLANI et al., 2011; BRAGA, 2020).

Na busca de uma maneira de reduzir o indice de mortalidade, os estudos
relacionados a terapia fotodinamica comecaram na década de 60, porém
permaneceram inexplorados (MACHADO, 2000; SIMPLICIO et al., 2002; PRATES,
2005). Jori et al., (2006) afirma que TFD nao foi inicialmente tdo explorada, uma vez
que a descoberta dos antibiGticos, para 0 momento, supria bem as necessidades.
Acreditava-se que o uso dos antibiGticos iria reduzir gradativamente as doencas
microbianas, porém, o que se verificou de fato foi que houve um aumento na
resisténcia de microrganismos frente aos antimicrobianos (DNDI, 2022).

Diante disso, 0 uso da inativa¢do fotodindmica como uma op¢éo no tratamento
de infec¢es microbianas locais é retomada e com o tempo se apresenta de forma muito
efetiva. Tal fato possibilita a diminui¢do do uso de antimicrobianos para alguns tipos
de infec¢des e, além disso, resguarda a utilizacdo desses para infecgdes generalizadas,
atenuando o aparecimento de novos microrganismos resistentes (SOUZA, 2021;
SOUZA, 2022).
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2.2. Efeito fotodindmico e a terapia fotodindmica: O uso da luz para fins

medicinais

Ha mais de 4000 anos, a luz vem sendo utilizada para fins medicinais.
Inicialmente no Egito, Grécia e India, a luz era utilizada para cura de variados
distarbios. Tal fato tem por base a crenca de que somente a luz solar era responsavel
pela cura de doencas como vitiligo, psoriase, raquitismo e até psicose (COSTA, 2013).

Com o avanco cientifico, notou-se que o0s resultados obtidos e seus efeitos
terapéuticos estavam relacionados a combinacao da luz com os pigmentos das plantas
(corantes). Entre 1897-1898, Oscar Raab, na época aluno do professor von Tappeiner
no Instituto Farmacolégico do Ludwig Maximilian, na Universidade de Munique, teve
a ideia de usar corantes para fins terapéuticos (COSTA, 2013).

Neste sentido, foi em 1903 que ocorreu a primeira utilizacdo fotodindmica de
corantes no tratamento de tumores por von Tappeiner e Jesionek, inserindo na
comunidade cientifica a expressdo “acdo fotodindmica” para descrever o fendmeno
(ISSA; MANELA-AZULAY, 2010; COSTA, 2013). Um ano depois, 0 mesmo
pesquisador descobriu que a presenca de O» se caracterizava como uma condiGdo

essencial para ocorrer a fotossensibilizacéo.

Dois anos antes do experimento de von Tappeiner, em 1901, o médico Niels
Filsen usou luz vermelha e luz ultravioleta (UV) no tratamento de pacientes com
variola e tuberculose cutanea, o qual Ihe rendeu o Prémio Nobel de Medicina. No
entanto, por mais que houvesse descobertas que incentivassem ao estudo do fenémeno,
somente em 1972 lvan Diamond conseguiu destruir células de glioma de rato in vivo

e in vitro, por ativacao de porfirina pela luz (COSTA, 2013).

Em 1976, o urologista John F. Kelly eliminou células humanas de carcinoma
da bexiga, por acdo combinada da luz com derivados de hematoporfirina (HpD). A
experiéncia foi um sucesso e desencadeou, 0s primeiros estudos clinicos em humanos
(MACCORMACK, 2007).

Ate que entdo, em 1978, Dougherty coordenou o primeiro estudo clinico em
grande escala, observando grande efetividade para varios tumores, por meio da
purificacdo parcial da HpD por remocdo dos mondmeros, e a mistura resultante foi
denominada de Photofrin Il.Esse foi o primeiro fotossensibilizador aprovado pela
Food and Drug Administration (FDA), como Photofrin®, em 1993, e comercializado
para o tratamento de cancer (COSTA, 2013).
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A luz, de uma maneira simplificada, pode ser definida como um fenémeno
resultante da combinacdo de um campo elétrico (E) e um campo magnético (B) que
vibram em direcGes ortogonais e que se propagam num mesmo sentido (MANOEL,

2014; de OLIVEIRA, 2021) (Figura 1).

A
z

Figura 1. Representacdo da oscilacdo de uma onda eletromagnética (luz) (de Oliveira, K. T.
etal., 2014)

A luz interage com a matéria como resultado de sua natureza elétrica. A fisica
moderna reconhece a luz como onda eletromagnética. As frequéncias em que 0s
campos elétricos e magnéticos da luz oscilam determinam a cor que ela emite, gerando
0 espectro de cores visiveis aos olhos humanos, o espectro visivel (de OLIVEIRA,
2014; 2021) (Figura 2).

LINUVAVAVAVAVAVAVAVA VA VA VA VA VA WA WA WA A e

Infravermelho Micro-ondas Ondas de Radio

‘ Raios Gama ‘ Raios-X I uv

10%m 102m 10"m/» S 10*m 1m 10°m

- -~

/’ N
" Luz Visivel
- ~
- <
- uz visive -~
>

I | 1 I | 1 | [ I 1 [ | ! 1 1 | | 1 |
400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Figura 2. Espectro eletromagnético com destaque para a regido do visivel (de Oliveira, K. T.
etal. 2014)



O avanco da tecnologia no que se diz respeito a utilizacdo da luz em processos
fotodindmicos, designam duas boas opcdes: Laser e LED. A fonte de luz laser é um
dispositivo desenvolvido na década de 60, que apresenta propriedades significativas,
a exemplo de elevada concentracdo de energia, a medida que a luz se propaga; pouca
dispersdo de energia, coeréncia, monocromaticidade e colimacdo (GENOVESE,
2000). Em 1969, o laser a baixa poténcia foi considerado um bioestimulador, fato que
pode ser encontrado na literatura descrito por laser de bioestimulacdo (MESTER,
1985; de OLIVEIRA, 2021).

O Diodo Emissor de Luz (Light emitting diode- LED) é um diodo
semicondutor que absorve energia elétrica e a emite na forma de luz visivel. Ele é
considerado como uma fonte de luz continua e tem uma alta eficiéncia, sendo os efeitos
do LED e do Laser semelhantes (GENOVESE, 2000; SOUZA, 2021).

Ambos, laser e LED, permitem a estimulacao do fotossensibilizador de modo
eficiente (de OLIVEIRA, 2014; 2021), mas para potencializar tratamentos médicos
com o uso da luz sdo necessarios também estudos relacionados a dosimetria, sendo
intrinsecamente investigados parametros como (SOUZA, 2021):

i. poténcia média;

ii. faixa de comprimento de onda;
iii. irradiancia;
iv. irradiagdo continua ou pulsada;

v. tempo de irradiagdo/tratamento.

A Terapia Fotodindmica (TFD), é considerada uma pratica clinica ndo
convencional que se baseia na destruicdo seletiva de um tecido alvo. Para que isso
ocorra, é preciso haver uma interagao dindmica entre um composto fotossensibilizador
(FS) e um tecido alvo, onde esse FS atua, causando destruicdo celular a partir da
incidéncia uma luz em comprimento de onda especifico, sendo este comprimento de
onda especifico de acordo com o alvo desejado (EDUARDO et al, 2015; SOUZA,
2021; 2022). Basicamente, a luz monocromética juntamente com um farmaco
fotossensivel produzem uma serie de processos fotoquimicos e fotofisicos, decorrente

da radiacdo eletromagnética com a matéria, como segue abaixo (Figura 3):
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Figura 3: Mecanismo fotossensibilizador (FS) (FOOTE, 1991).

Os fotossensibilizadores sdo compostos que absorvem energia em
comprimentos de ondas especificos, de acordo com sua natureza, o que induz a
formacdo de estados excitados, seguido de reacGes fotoquimicas classicas (FOOTE,
1991), levando a formacéo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). Ressalta-se que,
para que haja eficacia, o fotossensibilizador precisa ter uma biocompatibilidade
adequada com o sitio de reacdo (SOUZA, 2021).

Como observado na figura 3 acima, existem dois tipos para 0 mecanismo
fotossensibilizador: Tipo | e Tipo Il.

No mecanismo do tipo I, o FS no estado excitado interage diretamente com o
substrato organico e o O, presente no mesmo, gerando EROs. Essas reacfes ocorrem
pela transferéncia de elétrons ou abstracdo de um atomo de hidrogénio, obtendo como
produto final, super6xido ou radical hidroxila. O mecanismo Tipo | é descrito pelos

seguintes processos redox:

IFS — LIFS* —»3FS
F+S—»F " +§"
S*+30, —»S+ 0, — HO + HO

Onde, FS = Fotossensibilizador e S= Substrato.

No mecanismo do tipo II, obtém-se o oxigénio singleto (*O2) (muito reativo)

atraves da transferéncia de energia do FS no estado tripleto excitado (3FS*) para o



estado triplet fundamental do Oz (*02). O Oz singleto (*O2) tem tempo de vida curto,
sendo assim, ao reagir com o FS, se ele estiver fora da célula alvo (sitio de formagao)
n3o sera fototoxico. E importante salientar, que a transferéncia de elétrons é mais lenta
que a transferéncia de energia, o que implica dizer que 0s mecanismos tipo Il sdo mais

favorecidos. Assim, 0 mecanismo Tipo Il € descrito pelas seguintes etapas redox:
'FS — 'FS* —»3FS
3FS + 30, —» IFS + 10,
10, + S —» S-OOH (EROs)

O O2singleto (*O,) reage diretamente com lipideos insaturados, aminoacidos
e acidos nucleicos, que sdo os principais constituintes das membranas celulares,
alterando a permeabilidade celular, provocando a morte da célula por apoptose ou
necrose.

A forma mais direta de deteccdo do O; singleto é através de sua luminescéncia,
em que sdo baseadas atravées da emissdo do decaimento radiativo do oxigénio singleto,
no comprimento de onda de 1270 nm, requerendo, portanto, sistemas altamente
sensiveis de deteccdo. Existem outros métodos, como: ressonancia paramagnética
eletronica, calorimetria, fotoionizacdo, espectroscopia de massa, uso de sondas
(scavengers) ou uso de metodos quimicos que investigam a acdo do oxigénio singleto
sobre outras substancias (TOFFOLI, 2008; SOUZA, 2021).

Ainda sobre a figura 3 acima, observa-se que quando o fotossensibilizador no

estado tripleto excitado (3FS*) reage com o O, ele retorna ao estado fundamental ndo

excitado (*FS), esse processo ocorre via processo de relaxagéo fisica, conhecido como
fluorescéncia. O cruzamento inter-sistemas que o fotossensibilizador pode passar é
quando ele em seu estado singleto excitado (*FS*), passa por um processo de relaxacio
vibracional e passa para o estado tripleo excitado (3FS*), podendo nessa forma
interagir com oxigénio presente no meio, voltando consecutivamente para o singleto
fundamental (*FS), a esse cruzamento a acdo fotodindmica depende. Os
fotossensibilizadores escolhidos precisam ter um alto rendimento quéntico nesse
cruzamento inter-sistemas, pois sO através desse alto rendimento quantico é que ele
pode gerar os produtos em cada tipo de mecanismo (FOOTE, 1991; SOUZA, 2021).
Lavoisier ao estudar o processo de combustdo, mostrou que a oxidacdo ocorre
com a adigdo de a&tomos de oxigénio a um determinado substrato. O oxigénio, de

acordo com a teoria do orbital molecular (TOM), possui 2 elétrons desemparelhados
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em seu estado fundamental, o que pode ser considerado como um radical livre.
Normalmente se associa um radical livre a uma espécie altamente reativa com um
curto tempo de meia-vida. No entanto, o fato de o O ter dois elétrons desemparelhados
com spins paralelos, isso afeta sua reatividade, desfavorecendo cineticamente 0s
processos redox. Com sorte, isso pode ser mudado com um processo de reducdo

sequencias, que geram outas espécies (Figura 4) (FOOTE, 1991).

Oxigénio tripleto 302 — 1O2 Oxigénio singuleto

Radical superéxido O

ion peréxido O 22- 2H H,0, Peréxido de hidrogénio
e
Y
3. 2 H*
0, H,0
I3
fon oxeno O~ H HO® Radical hidroxila
i3
fon é6xido O%* 2H H,O

Figura 4: Reducao sequencial da molécula do oxigénio e a formacao de algumas espécies
reativas do oxigénio (FOOTE, 1991).

As EROs desempenham muitos papeis considerados benéficos nos processos
bioldgicos e sdo essenciais para sobrevivéncia celular (em baixas ou moderadas
concentracdes), dentre eles, a regulacdo da expressdo de genes sensiveis aos sinais
redox, entre outros. Por outro lado, quando em altas concentracfes, sdo muito toxicas
e causam danos conhecidos como estresse oxidativo. J& no caso de auséncia ou baixa
quantidade de antioxidantes em relacdo as espécies reativas, esse estresse
oxidativo pode causar danos ao DNA, lipidios, proteinas, carboidratos, células,
tendo relages intrinsecas com algumas patologias. (FOOTE,1991; SOUZA, 2021).

No tratamento fotodindmico, o fotossensibilizador precisa ser uma escolha a
mais adequada possivel, de acordo com o substrato desejado. Para isso, algumas

caracteristicas sdo necessarias, dentre elas, ser seletivo com o substrato e poder ter um
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acumulo maior na regido desejada, possuir caracteristicas fotofisicas favoraveis, baixa
toxicidade na auséncia de luz, fotossensibilidade ndo prolongada, farmacocinética
favoravel (adequada eliminacdo do corpo), alta afinidade e penetracdo no tecido
doente em detrimento do tecido saudavel (seletividade) e principalmente, baixa
agregacao em solucdes, preferencialmente aquosas/biolégicas (SOUZA, 2021; 2022).

Compreender a eficiéncia de um fotossensibilizador é também importante,
tendo em vista que, como agente terapéutico, estd associado a solubilidade, pH,
seletividade, parametros fotofisicos, absorcdo de luz, toxicidade e estabilidade.
Geralmente, ele precisa ser sollvel e permanecer estavel em solucdo aquosa a pH
fisiologico para permitir circulacdo e acimulo seletivo nas células. Em termos de
seletividades, sua carga é regulada na interacdo com as células, podendo ele ser
cationico ou anidnico. Neste caso, ressalta-se que, normalmente, as membranas
possuem cargas negativas, favorecendo assim os FSs catiénicos (SOUZA, 2021).

E desejavel também que o FS seja cinética e termodinamicamente estavel e que
sua obtencdo sintetica seja rapida, conveniente e de alto rendimento (MUSSI, 2003;
SOUZA, 2021). Destaca-se neste caso as porfirinas, que se se encaixam bem em varios
desses requisitos.

A duracéo e a acgdo terapéutica do fotossensibilizador no organismo depende
diretamente da via de administracio e do padrdo de distribuicdo do mesmo. E certo
que a via de administragdo principal optada sera sempre a direta no local desejado para
sua acdo, visando uma maior eficacia farmacoldgica, como também diminui a dose
necessaria para a obtencdo do efeito desejado, além de atenuar a toxicidade do ativo
(CERIZE, 2012).

Essa estratégia para tecidos/células mais superficiais sdo as mais convenientes.
No entanto, quando se trata de algo mais interno, processos como penetracéo,
permeacéo, absorcao e distribuicdo pelo organismo ou em parte dele, precisam ser
levados em consideracdo (ANSEL; POPOVICH e ALLEN, 2000; SOUZA, 2021;
2022). Alguns estudos apresentam o0s cremes, g€is, pastas e pomadas ou ainda
emulsdes, lipossomas, suspensfes e sistemas transdérmicos, como possiveis
alternativas para esse fim, visto que possuem maior facilidade de penetracdo e permite
remocao completa pos-tratamento.

O uso da luz nesse tratamento é um ponto muito interessante, visto que, nao
atua apenas no processo de excitagcdo do fotossensibilizador, mas pode promover uma

série de beneficios para uma répida recuperacdo das regides lesionadas através da
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fotoestimulagdo, que consiste nas células vizinhas as lesionadas, células sadias, serem
estimuladas a se reproduzirem e recuperar a area lesionada mais rapidamente.
Atualmente, a TFD ¢é utilizada em diversas situacdes a exemplo da
dermatologia, oncologia, odontologia e oftalmologia. Pode ser usada para tratamentos
combinados tambeém, visto que ela € menos agressiva e traz menos danos colaterais
quando comparadas a cirurgia, quimioterapia e radioterapia, e nisso encontra-se seu
sucesso, que relaciona-se a diversos fatores como a afinidade dos FS ao alvo biolégico,
a baixa toxicidade para organismo no escuro, despreziveis efeitos sistémicos,
inexisténcia de mecanismos de resisténcia intrinsecos ou adquiridos, bem como a
preservacdo da fungdo organica das células,dentre outros s (AGOSTINIS et al., 2011).
Como dito anteriormente, o primeiro FS a ser aprovado pela FDA para o
tratamento de cancer através da TFD, foi um derivado de hematoporfirina (Photofrin”).
Devido as suas caracteristicas fotofisicas adequadas para o uso em TFD e por constituir
boa parte dos farmacos empregadas nesta terapia, o estudo das porfirinas se configura

como sendo relevante para a compreensdo do tema (SOUZA, 2021).

2.3. Porfirinas e Metaloporfirinas

As porfirinas fazem parte de uma classe de moléculas organicas que detém
uma estrutura geral de macrociclo tetrapirrolico (formado por quatro anéis pirrolicos),
ligados por ligacdes metinicas (=CH-), possuido um espaco central que pode acomodar
um fon metalico (Figura 5). Esse macrociclo pirrélico das porfirinas é muito comum
em diversos setores, como no petroleo (porfirinas de niquel ou vanadio), na
hemoglobina (contendo ferro no espago central), na clorofila (contendo magnésio) e
dentre muitos outros (COOK et al., 2017).

Figura 5: Macrociclo de uma porfirina (COOK et al., 2017).
Tais compostos também sdo considerados aromaticos por obedecerem a regra
de Hiickel (4n +2 = numero de elétrons m), possuindo assim 22 elétrons que participam
das ligagdes n (COOK et al., 2017), conferindo aromaticidade a estrutura. Esse sistema

conjugado permite a porfirina apresentar uma forte absor¢do na regido do visivel,
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absorvendo comprimentos de onda proximo dos 410 nm, e apresentando cor pdrpura
tipica (COOK et al., 2017).

As transi¢oOes eletronicas que ocorrem (n* «<— 1) na porfirina base livre ocorrem
na faixa do visivel e ultravioleta, podendo apresentar um conjunto de cinco bandas,
em que, a mais intensa é chamada de Soret ou B (absortividade molar de ~10°
L mol? cm™), possuido um maximo de absorgdo por volta de 400 nm, e as outras
quatro bandas Q, que possuem um maximo de absorcdo nas regifes entre 500 e 700
nm (COOK etal., 2017; SOUZA, 2021).

As porfirinas desempenham papeis importantes na biologia, como pigmento de
transporte de oxigénio, citocromos para oxidacdo seletiva de diversos substratos
facilitando sua excrecdo, e aplicacbes nas areas de medicina, nanotecnologia,
transferéncia de energia, catélise, meio ambiente e entre outras (COOK et al., 2017).

As porfirinas reagem, normalmente, com ions metéalicos e podem conter
substituintes tanto nas posi¢cbes B-pirrolicas (posicles 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17 e 18
do anel) ou posicdes meso (posi¢cbes 5, 10, 15 e 20 do anel) (COOK et al., 2017)
(Figura 6).
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Figura 6: Substituintes Meso e B-pirrdlicos (COOK et al., 2017).

As porfirinas tém a capacidade de se complexar a ions metalicos com varios
estados de oxidagdo, comportando-se como compostos de coordenagdo e dando
origem as metaloporfirinas. Nestas espécies o ion se liga diretamente ao quatro
nitrogénios da cavidade tetrapirrdlica. (COOK etal., 2017). Neste processo, 0s prétons
ligados aos dois nitrogénios no centro da porfirina sdo removidos, tornando o
nitrogénio suscetivel ao ataque do ion. Ao formar o composto de coordenacao, as
porfirinas atuam como um composto quelato macrociclico tetradentado. As porfirinas
que ndo possuem o ion metalico em seu centro, sdo chamados também de porfirinas
de base-livre (COOK et al., 2017).

A insercdo de um ion metélico influencia diretamente nas propriedades

29



espectroscopicas da porfirina, sendo observado, tipicamente, um deslocamento da
banda de Soret e 0 desaparecimento de duas bandas Q. A metalagdo também
promove uma mudanca de simetria local, sendo a base-livre D2y e a
metaloporfirina Dan, levando a uma diminui¢do do nimero de transigdes eletronicas
e, portanto, a uma reducdo no nimero de bandas Q. A presenca de um metal
também pode gerar uma perturbagido do sistema n conjugado, causando distorgdes
na planaridade da mesma em funcdo do grau de liberdade que esses substituintes
ficam na molécula, sendo essa perturbacdo maior, quando acontece com cations
volumosos e pesados, como o Pb(1l) (COOK etal., 2017).

A compatibilidade do tamanho da cavidade da porfirina (onde o ion metalico
se coordena) e o raio idnico do metal é o fator determinante que faz com que uma
metaloporfirina seja estavel, sendo que, essa estabilidade pode diminuir se o raio for
maior ou muito menor que a cavidade da porfirina. Esse metal pode ser encontrado ou
no plano da cavidade ou sobre ele, 0 que causa também distor¢Ges na planaridade da
molécula, pois, o tamanho do substituinte afeta diretamente na estrutura e nas
propriedades espectroscopicas, como ja dito (COOK et al., 2017). As metaloporfirinas
da primeira série de transicdo possuem um alto grau de estabilidade termodinamica,
devido a presenca de um ligante tetradentado e ao sistema aromatico ressonante.

As metaloporfirinas podem ser classificadas, do ponto de vista puramente
espectroscopico, como regular ou irregular. O tipo regular € caracterizado pela minima
perturbacdo dos elétrons do metal, sendo assim, as propriedades Oticas sdo
determinadas pelos elétrons = do anel. Para esse tipo, 0s metais caracteristicos séo
aquelas de valéncia Unica, ou seja, que ndo possui outros estados de oxidacgao. Ja o
tipo irregular € caracterizado pelos metais que possuem mais de uma valéncia,
principalmente aqueles que possuem subniveis d ou f semipreenchidos; nesse caso, as
propriedades da porfirinas sdo definidos pela interacdo do metal e dos elétrons © do
anel (COOK et al., 2017).

Existem alguns métodos classicos que permitem a formacdo de porfirinas
sintéticas de grande interesse para varias areas da ciéncia. O método mais comum para
preparar porfirinas meso-aril substituidas (como a meso-tetrafenilporfirina) consiste
em refluxar pirrol e um aldeido em meio aer6bio em acido acético ou propidnico
(Figura 7).
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Figura 7: Sintese da meso-tetrafenilporfirina pelo método de Adler-Longo. (ROTHEMUND,
1936).

Para sintese de metaloporfirinas, por sua vez, rege-se a porfirina e o sal do
metal divalente sob refluxo em um solvente adequado, a depender da solubilidade dos
reagentes envolvidos (COOK et al., 2017).

A caracterizacdo dessas porfirinas e metaloporfirinas ocorre inicialmente por
meio da espectroscopia eletronica de absorcdo na regido do UV-Vis, devido as
absorc0es tipicas do cromdforo (anel porfirinico). A figura 8 apresenta um espectro

tipico de uma porfirina base livre e de uma metaloporfirina.
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Figura 8: Espectro Caracteristico das Porfirinas e Metaloporfirinas (SOUZA, 2021).

Observa-se que na figura 8 que o espectro revela quatro bandas Q na regido do
visivel, enquanto na metaloporfirina (figura 8-B) ha apenas duas bandas nesta regiao.
Isso pode ser explicado através de alguns modelos tedricos e experimentais, que
mostram que, ap6s a metalacdo a metaloporfirina apresenta maior simetria quando
comparada a simetria de base livre, reduzindo assim o nimero de bandas no visivel
para duas bandas apenas. (COOK et al., 2017; SOUZA, 2021).

A caracterizagdo das porfirinas pode ocorrer tambem por meio da fluorescéncia

vermelho-alaranjada apresentada normalmente pelas porfirinas base livre ao serem
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observadas sob luz UV de comprimento de onda longo (aproximadamente 350 nm).
Quando metaladas com metais de camada aberta, observa-se a perda dessa
fluorescéncia caracteristica. Em 1935, J. Haurowitz, citado por Allison, apontou que
as porfirinas quando complexadas com ions diamagnéticos, como Zn(ll), mantém essa
fluorescéncia. Sendo assim, durante a reacdo de metalacdo com metais de camada
aberta, o monitoramento da fluorescéncia é imprescindivel, tendo a de base livre de

partida uma fluorescéncia bem viva, enquanto a metalada ndo (BENOV et al., 2002).

2.4. Zinco Porfirinas e a terapia fotodinamica.

As porfirinas e derivados s8o um dos principais fotossensibilizadores
existentes na Terapia Fotodinamica. A interacdo do FS com o Oz ndo tem alvos
biomoleculares especificos e, portanto, pouca seletividade, o que faz com que a célula
alvo tenha pouca probabilidade de desenvolver alguma mutacdo genética e se torne
multirresistente (SOUZA, 2021; 2022).

Historicamente, Casteel foi o primeiro a testar a eficacia das porfirinas nas
inativacdes de patdgenos humanos, exemplo da Hepatite A, obtendo 99,9% de
eficAcia mostrando que o método pode ser uma abordagem efetiva e segura de
remocao de virus ndo envelopados em meios aquosos (PERUSSI, 2007). Sobre isso,
Moura 2011 afirma que para que a inativagdo tenha boa eficacia, o conhecimento do
patdgeno (virus, batecia ou fungo) é necessario, pois, cada um reage de uma forma a

técnica.

As metaloporfirinas hidrossolUveis de Zn(ll) derivadas das meso-tetraquis(2-
N-alquilpiridinio)porfirinas, ZnTalquil-2-PyP**, com o grupo alquil variando
geralmente entre metil (ZnTM-2-PyP**) e n-hexil (ZnTnHex-2-PyP*"), sdo

importantes agentes terapéuticos (Figura 9).
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ZnTM-2-Pyp**

Figura 9: Zn(Il) meso-tetrakis (N-metilpiridinio-2-il) porfirina (ZnTM-2-PyP*")
(MENDES, 2015)

As Zn(Il)-porfirinas (ZnPs) tem ganhado destaques como FS na area da
inativagdo, pois,sua eficiéncia fotodinamica esta associada a fatores como lipofilia,
carater eletrostatico das porfirinas e presenca do zinco no macrociclo. As propriedades
fotoluminescentes e de biodisponibilidade de Zn-porfirinas tém resultado em
efeitos antimicrobianos de grande destaque, notavelmente nos compostos catiénicos
ou com grupos retiradores de elétrons, como halogénios (BAYONA et al., 2016;
DABROWSKI et al., 2007; SOUZA 2021; 2022).

Essa classe de porfirinas possui caracteristicas intrinsecas que a tornam
potenciaisterapéuticos para a inativacao fotodindmica, dentre elas:

»  Baixatoxicidade in vitro e/ou in vivo no escuro;
»  Altaeficiéncia para geracdo intracelular de espécies reativas de oxigénio;

»  Elevados rendimentos quanticos para geracgao de oxigénio singleto;

»  Versatilidade estrutural que permite o desenho de fotossensibilizadores
anfifilicos, permitindo boa solubilidade no meio bioldgico, biodisponibilidade e interacdo
com estruturas celulares.

A escolha do zinco se explica por ele aumentar a estabilidade quimica da

porfirina e potencializar sua interacdo com membranas celulares, além de possuir
maior rendimento quantico (facilitando assim o cruzamento intersistemas), apresentar
longo tempo de vida do estado tripleto, e se configurar como um componente natural
do corpo humano, facilitando sua interacdo (SOUZA, 2021).

Asreacdes dotipo | e Il da terapia fotodinamica néo séo diferente para as ZnPs.
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Esses mecanismos podem ocorrer simultaneamente, dependendo do tipo de FS (ZnP)
utilizado, suas concentrac@es, distribuicdo/localizacdo subcelular, as biomoléculas
proximas, os niveis de O dissolvido no meio, a constante dielétrica do tecido e o pH,
dentre outros fatores (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; HAMBLIN,
2016; KWIATKOWSKI et al., 2018). Em vias gerais, as contribuigdes relativas das
vias de Tipo | ou Tipo Il nos processos fotodindmicos mediados pelas ZnPs possui
poucos estudos (SOUZA, 2021).

A planejamento das estruturas das ZnPs consiste, de modo geral, em sistemas
contendo 4 substituintes idénticos no anel porfirinico, usualmente chamado de sistema
As. Sistemas AsB sdo poucos utilizados devido aos desafios de sua sintese e

purificagdo (Figura 10):

A B

A A A A
A A
A, A,B

Figura 10: Representacdo de porfirinas meso-substituidas do tipo [A4] e [AsB].

A insercdo de Zn(ll) nos isdmeros das N-metilpiridinioporfirinas resultou nas
ZnPs cationicas hidrossoliveis ZnTM-2-PyP**, ZnTM-3-PyP*e ZnTM-4-PyP*,
aumentando a vida util do estado tripleto em relagdo as bases livres correspondentes.
Sabe-se que a capacidade do FS de induzir a producdo de EROs esté relacionada ao
longo tempo de vida do estado tripleto, caracteristica de porfirinas com metais
diamagnéticos, como o Zn (Il) (ESPITIA-ALMEIDA et al., 2020). Kalyanasundaram
(1984) em seu estudo a respeito da presenga de Zn(1l) nas porfirinas catidnicas, relatou
que os tempos de vida do estado tripleto para as N-metilpiridinioporfirinas estdo na
faixa de 1,16, 0,39 e 0,17 ms para 0s isdbmeros 2-,3 e 4-N-metilpiridinioporfirinas,
ZnTM-X-PyP* (X = 2, 3, ou 4), respectivamente.

Os estudos realizados por Gyulkhandanyan et al (2009) enfatizam o fato de que
o aumento da cadeia lateral resulta em um aumento da lipofilia do composto. Um outro
estudo, realizado por Korchenova e colaboradores (2016), mostrou a eficiéncia das

ZnPs como fotossensibilizadores para inibir o crescimento das bactérias
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Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA), Staphylococcus aureus
resistente & meticilina (MRSA), Escherichia coli e Staphylococcus simulans.

Thomas e colaboradores (2015) realizaram um estudo sistematico de uma série
de ZnPs a base de ZnTalquil-2-PyP** , usando a bactéria E. coli como modelo
experimental, e observaram que o aumento da cadeia alquila lateral aumentou a
lipofilia do sistema, sendo a ZnTnHex-2-PyP** 0 FS biodisponivel mais eficiente,
enquanto o seu analogo, n-octil, ZnTnOct-2-PyP**, demonstrou ser toxico no escuro
(THOMAS et al., 2015), o que limita sua aplicagdo como FS.

Além da eficiéncia em bactérias, existem diversos estudos que comprovam o
uso das ZnPs como FS para inativacdo de virus de forma bem efetiva. No que diz
respeito a Inativacdo Fotodindmicas de Virus Envelopados, o direcionamento do
envelope causa 0 processo de fusdo entre o virus e a membrana da célula hospedeira.
Com isso, as ZnPs se apresentam como importante FS na inativacdo, devido a sua
carga e hidrofilia ajustavel, permitindo melhores interacbes como envelope viral,
acentuando o dano oxidativo e/ou levar danos a membrana até destruir a célula (JM
SONG, 2010; F. VIGANT, 2010; I. STOJILJKOVIC et. al. 2001; SOUZA, 2021;
2022).

Um estudo feito por Teles et al (2018) avaliou a inativagdo fotodindmica do
herpesvirus bovino tipo I, usando algumas porfirinas, na concentragdo de 5 umol/L,
em que, apos 120 minde radiacdo, o virus foi completamente inativado, sendo que a
ZnTM-4-PyP** resultou em maior inativacéo, e, por ela ser uma porfirina cationica, a
sua carga positiva possibilitou uma melhorinteracdo com o envelope viral. Concluiu-
se, portanto, que as porfirinas catidnicas, em especifico as ZnPs, sdo mais propensas
a induzir fotodano as glicoproteinas virais.

Ainda no mesmo estudo, os resultados obtidos mostraram a ZnP ZnTM-4-
PyP#* levou tanto a uma maior inativagdo, como também a uma diminuicdo no tempo
necessario para inativacdo. Adicionalmente, os pesquisadores notaram que as ZnPs
conseguiram degradar totalmente o DNA viral, mostrando que a presenca do Zn(ll) e
a carga cationica do FS facilitaram a interacdo eletrostatica com o DNA plasmidial,
impossibilitando a sua replicacao.

Normalmente, um virus de fita de RNA positiva (também conhecidos como
nidovirus, na qual, o coronavirus esta incluso), possui um RNA-dependente RNA-
polimerase (RdRp) que funciona como enzima central de sua sintese de RNA, o qual,

quando associado a uma membrana, comeca o processo de replicacdo. Velthuis et. al.
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(2010), reporta que o aumento da concentragdo de Zn?* é eficiente para inibir a
replicacdo viral, mostrando inclusive que 0 Zn?* inibiu a atividade SARS-CoV RdRp
também durante a fase de alongamento da sintesede RNA. Todos os resultados
obtidos foram in vitro.

Amit Kumar et. al. 2020, aponta que a deficiéncia de Zn?* esta relacionada na
literatura com o aumento da suscetibilidade de adquirir infecgdes virais. Seu estudo se
baseou numa suplementacdo a base de zinco, e mostrou que em doses terapéuticas
suficientes tem o potencial de restaurar a funcdo celular imune esgotada ou de
melhorar a funcdo celular imune normal. Também pode atuar de maneira sinérgica
quando co-administrado com terapia antiviral padrdo. Baseando-se nisso, 0 SARS-CoV
tem 95% de similaridade de sequéncia com as da SARS-CoV, permitindo a hipotese
que o Zn?* e as ZnPs sejam um potencial inibidor do COVID-19 (KUMAR et. al.
2020).

A sintese das ZnPs pode ser exemplificada com porfirinas meso substituidas
do tipo ZnA4 (neutras ou carregadas), em que 0s grupos meso sido idénticos; sdo as
ZnPs mais comuns. No caso das Zn(ll) 2-N-alquilpiridinioporfirinas (ZnTalquil-2-

PyP*"), existem duas rotas que viabilizam as suas sinteses (Figura 11):

() Rota classica, descrita na literatura (BATINIC-HABERLE et al.,
2002;BENOV et al., 2002; EZZEDDINE et al., 2013) e que consiste na N-alquilacao
da base livre neutra, seqguida da metalagdo com Zn(ll);

(if) Utilizando uma Rota alternativa (Figura 11), desenvolvida por Viana et
al. (2015) e expandida por Sarmento-Neto (2021), em que a base livre neutra €

primeiramente metalada com Zn(ll) e, em seguida, N-alquilada.
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Figura 11: Esquema geral de sintese das Zn-porfirinas pela Rota Alternativa (VIANA et
al.,2015).
O presente trabalho consiste em revisitar as sinteses, purificacdo e

caraterizacfes da porfirina catiénica do tipo [ZnAsB]**, ZnMVanTriM-2-PyP3*

36



(Figura 11), a partir de uma rota definida por Sarmento-Neto (2021), como um novo
candidato a FS para inibicdo fotodindmica antimicrobiana (aPDI) . Esta ZnP
[ZnAsB]** (onde A = 2-N-metilpiridinio, B = O-metilvanilina), é o protétipo N-
metilado nos grupos 2-piridila (2-Py) e O-metilado no grupo vanilina (MVan). Sua
escolha foi devido as propriedades fotoquimicas das Zn(ll) 2-N-
alquilpiridinioporfirinas, aliadas ao aumento da lipofilia resultante da troca de um
grupo catibnico 2-N-metilpiridinio (A) do sistema As por um grupo neutro

metilvanilina (B) no sistema AzB:

Zn(AcO),
O—CHy ———— >

NaOH

H,MVanTri-2-Pyp3* ZnMVanTriNi-2-PyP3*
Figura 12: Estrutura da ZnTM-2-PyP*, ZnP do tipo [ZnA4]** que foi modelo estrutural
para aZnP do tipo [ZnAsB]**, a ZnMVanTriM-2-PyP* (VIANA et al., 2015).

3. METODOLOGIA
Toda a metodologia desta dissertacdo foi baseados na tese de doutorado
“Desenvolvimento de mimicos das enzimas superoxido dismutases (SOD) e
fotossensibilizadores a base de metaloporfirinas hidrossollveis do tipo [A3B]** ou
[A4]** (A = 2-N-alquilpiridinio; B = vanilina ou O-alquilvanilina)” de autoria de José
Ferreira Sarmento Neto (2021), da qual se reproduziu experimentalmente na presente

dissertacdo as etapas experimentais inerente a sintese da ZnMVanTri-2-PyP3*,

3.1. Reagentes e solventes

Os seguintes reagentes, solventes e adsorventes que foram usados, sem purificacdo

adicional:

Reagente e solvente Marca

Alumina neutra para cromatografia em Merck
camada delgada (CCD) sem indicador de

fluorescéncia




Silica-gel para CCD sem indicador de Merck
fluorescéncia

Alumina neutra (Al,03) Sigma-Aldrich

2-piridinacarboxaldeido 99% (2-PyCHO) Sigma-Aldrich

Pirrol 98% Sigma-Aldrich

Veratraldeido 98% Sigma-Aldrich

Acetato de zinco(ll) diidratado >98% Sigma-Aldrich

(Zn(OAC)2:2H20)
Cloreto de tosila 98% (TsCl) Sigma-Aldrich
Cloreto de N-trioctilmetilamonio (Aliquat Sigma-Aldrich
336)
Hexafluorofosfato de amoénio >95% Sigma-Aldrich
(NH4PFes)
Acetona >99% Tedia
Cloroférmio >99% (CHCls) Tedia
Diclorometano <99% (CHCl,) Tedia
Metanol >99% (MeOH) Tedia
N,N-dimetilformamida >99% (DMF) Tedia
Eter etilico >99% (Et,0) Tedia
Diclorometano Tedia
Bicarbonato de sddio 99% (NaHCO3) Vetec
Cloreto de so6dio 99% (NaCl) Vetec
Hidroxido de sodio 99% (NaOH) Vetec
Iso-Propanol 98% (i-PrOH) Dinamica

Tabela 1: Reagentes, Solventes e Adsorventes utilizados.

3.2.  Andlises e Equipamentos
3.2.1 Cromatografia de camada delgada (CCD)

As analises realizadas em CCD foram realizadas em placas cromatograficas
comerciais de silica-gel prensadas em aluminio (Sigma-Aldrich ou Silicyele), sem
indicador de fluorescéncia (STAHL, 1969; TOUCHSTONE, 1978).

3.2.2  Espectroscopia eletronica de absorg¢éo na regido do UV-vis

As medidas realizadas no UV-vis, foi utilizado o espectrofotdmetro Shimadzu




(modelo UV- 1800) com resolucdo de 0,5 nm, utilizando cubetas de quartzo ou vidro
com 1 cm de caminho optico. Os solventes utilizados nas medidas foram acetona, agua
e tampéo borato.

3.2.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN)

As andlises de RMN de 'H da porfirina base-livre e zinco(ll)-porfirina foi
utilizado o solvente d®-DMSO. Os espectros foram adquiridos do aparelho da marca
VARIAN Mercury operando a 500 MHz. O local de aquisicdo foi o LMCA -

Laboratorio Multiusuario de caracterizagdo e Analises.

3.3  Sintese do MeOTs (Tosilato de Metila)

Neste trabalho foi utilizado Tosilato de Metila (MeOTs), sintetizado a partir de
adaptacdo da literatura (GUAN et al., 2010). A reagdo se deu com a adicdo de 60
mL de metanol & um baldo de fundo redondo contendo 100 mL de CH.Cl> em
banho de gelo. Em seguida, adicionou-se 9,5 mL de solu¢do aquosa concentrada de
NaOH (~10 mol.L-1). Aguardados 10 minutos para reestabelecimento da temperatura
baixa referente ao banho de gelo, adicionou-se lentamente 18g (0,095 mols) de cloreto

de tosila.

O MeOTs foi purificado por extracéo liquido-liquido com HCI 2 mol.L* (2 x
10 mL) para neutralizar o sistema basico, apds 3h de reacdo. As extracdes continuaram
com é&gua destilada(3 x 10 mL), NaHCO3 0,1 mol L* (3 x 10 mL) e uma solugéo
saturada de NaCl (2 x 10 mL). A fase organica final foi recolhida, tratada com Na;SO4

anidro, filtrada e o solvente eliminado em evaporador rotatério (GUAN et al., 2010).

3.4 Sintese de porfirinas

Em geral, a sintese de porfirinas do tipo AsB (onde A = 2-piridil e B = vanilina
ou Qalquilvanilina) sdo realizadas a partir da condensacdo de pirrol e os aldeidos 2-
piridinacarboxaldeido e R-vanilina, utilizando a relagdo estequiométrica de 3:1 entre
os aldeidos, reportado anteriormente (SARMENTO-NETO, 2016).
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3.4.1 Sintese da 5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina (H.VanTri-2-
PyP).

3/\/O

NH
Ac. Acético
4 \\ // +
100°C, 1h

(@]
1Ho %
H
(@]

Figura 13: Sintese da porfirina base-livre (H,VanTri-2-PyP)

H,VanTri-2-PyP

Os procedimentos para sintese da porfirina base-livre, HoVanTri-2-PyP, 5-(3-
metoxi- 4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina, consistiu na adaptacdo do
método de Adler e Longo (ALDER et al., 1964), por meio da condensac¢éo do pirrol
com 2-piridinacarboxaldeido e vanilina (O-alquilvanilina), sob refluxo em é&cido
acético, sendo este o catalisador da reacdo. Essa reacdo pode resultar em uma mistura
de até seis meso-tetraarilporfirinas do tipo A4, AsB, Cis-A;B2, trans-A;Bz, ABs e By,
onde A e B representam, respectivamente, 0s grupos 2-piridil e vanilina/O-
alquilvanilina.

Essa sintese foi realizada em um baldo de fundo redondo, que continha 40
mL deécido acético, previamente aquecido até estabelecer um equilibrio térmico
de 100°C, e ao estabelecer, foi adicionado a R-vanilina (2,5 mmol). Conseguinte,
foram adicionados 713 pL (7,5 mmol) de 2-piridinacarboxaldeido e, na sequéncia,
700 pL (10 mmol) de pirrol, lentamente.

Em seguida, esperou o sistema resfriar por 1h, até a temperatura ambiente, e,
dilui-se em agua. Foram feitos ajustes na acidez com uma solucao de NaOH (1 mol L-
1) até pH 3,2, utilizando cerca de 80 mL, e ao atingir o pH esperado, foi observado a
formacdo de um precipitado, denominado de “porfirina bruta”.

Apo0s a precipitacdo, o sistema foi resfriado por mais 2 horas, e, lavado com
agua (3 x100 mL), solugéo de NaHCO30,1 mol L-1 (3 x 25 mL) e, por Gltimo, agua
novamente (3 x 100 mL), consecutivamente, levado a estufa para ser secado a 60°C
por 12h.

Essa “’porfirina bruta’’ foi submetida a um processo de purificagdo, atraves da

40



extracdo solido-liquido com aliquotas de CHCI; (8 x 10 mL), sendo o sistema filtrado
apos cada uma dela. O solido resultante foi dissolvido em CHCIs; (20 mL) e a esta
solucéo foram adicionados, nesta ordem, 20 mL de acetato de etila e 15 mL de hexano,
resultando em uma mistura ternaria CHCIl3:AcOEt:Hex (4:4:3, v/v/v) e levando a
formacdo de um precipitado preto, o qual foi filtrado, lavado com a mesma mistura
ternaria, sendo 0s sobrenadantes violetas e as solucBes ternarias, retirados em
evaporador rotatorio. Ela foi caracterizada por cromatografia em camada delgada em
silica (CCD-SiO») e UV-vis (rendimento: 3%).

CCD-SiO; (CH:CI2:MeCN, 1:1 v/v): Rs = 0,40.

UV-vis (acetona): Anax/nm: 415 (Soret), 517, 545, 586, 644.

3.4.2. Sintese da cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-
il)porfirina(HMVanTriM-2-PyPCls)

K,CO,, MeOTs
DMF, 70°C

H,VanTri-2-PyP H,MVanTri-2-Pyp3*
Figura 14: Sintese da Porfirina Catidnica (H-MVanTriM-2-PyPCls) (FERREIRA, 2016).
A um baldo de fundo redondo foram adicionados 5 mg (0,0075 mmol) da
correspondente porfirina neutra HaVanTri-2-PyP e dissolvidos em 0,5 mL de DMF.
Ap0s 5 minutos, foram adicionados 171 pL de tosilato de metila (MeOTs; 1,125 mmol;
MM = 186,239 mol; d = 1,234 g mL1), de modo que relagdo molar tosilato:porfirina
fosse de 150:1. Ao baléo, foi conectado um condensador e mantendo o sistema sob
agitacdo constante A 70 °C. O progresso da reacdo foi monitorado por CCD-SiO>
(eluente KNOs3(aq, sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v; R¢=0,25) e espectroscopia de absorcao
UV-vis (em &gua destilada). Passados 8h de reacdo, o sistema foi resfriado e

adicionado Et20 (2 mL), levando a precipitagdo de um material pastoso. O solvente

DMEF foi retirado e esse material lavado mais duas vezes em por¢des de 2 mL de Et20.
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Apos eliminacdo do solvente, o material foi dissolvido em H2O e a porfirina foi
precipitada na forma de sal de PFs-, na forma de NH4PFs (3 mol L). O sélido obtido
foi dissolvido em um funil de placa sinterizada e secado na estufa a 50 °C. Ao ser
resfriada, a porfirina cationica foi imediatamente dissolvida em acetona, filtrada em
um funil de placa sinterizada e precipitada na forma de sal de ClI~, Aliquat 336 (cloreto
de N- trioctilmetilaménio) gota a gota. O sélido resultante foi lavado com acetona e
levado a estuda a 50 °C por 2 horas, sendo repetidos esse processo visando uma maior
pureza.

A alquilacdo do OH da vanilina foi investigada por CCD-SiO (eluente
KNOs(aq, sat):NaOH 1 mol L::MeCN, 1:1:2 v/v/v) e UV-vis (em tamp&o borato pH
~9,3).

CCD-SiO2 (KNO3(sat):H20:MeCN, 1:1:8 viviv): Rf = 0,25.

UV-vis (H20): Amax/nm (log /L mol* cm™?): H,0: 264 (4,28), 417 (Soret; 5,23),
517 (4,17),

583 (3,83), 635 (3,29).

RMN de H: (500 MHz; d®-DMSO; TMS): & 9,73 (d largo, 3H, H3-Piridil), 9,25-9,10
(m, 6H, Hp-pirrol), 9,10-9,01 (5H, HE-piridil + Hp-pirrol) 9,01-8,82 (m, 3H, H°-
piridil) 8,74 (t, 3H, H*-piridil), 7,90-7,65 (m, H256-fenil), 4,24-4,01 (m, 9H, Me-
piridil), 3,93 (s, 3H, M-OCHs), — 2,85 (s, 2H, N-H).

3.4.3. Sintese da Cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-
il)porfirinatozinco(ll) (ZnMVanTriM-2-PyPCl3)

A ZnMVanTriM-2-PyPCl; foi sintetizada utilizando um procedimento
adaptado da ZnTM-2-PyPCls (BENOV et al., 2002). A sintese consistiu na dissolucao
de 10 mg (0,023 mmol) de HoMVanTriM-2-PyPClz em 1 mL de solugdo aquosa de
NaOH (pH 12,5), ao que se adicionaram, a temperatura ambiente, 50 mg de
Zn(AcO2)-2H20 (0,23 mmol) (Fig. 15).

Zn(AcO),

—CH
0—FHs NaOH

H,MVanTri-2-Pyp?* ZnMVanTri-2-PyP3*
Figura 15: Esquema geral de sintese da Zn-porfirina cationica ZnMVanTriM-2-PyP3"
(FERREIRA,2016).
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O progresso da reagdo de metalagdo foi monitorado por CCD-SiO;
(KNO3(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v) e espectroscopia de absorcdo UV-vis. O sistema
foi mantido sob agitacdo por 30 min a temperatura ambiente.

Apos o consumo total da base-livre, o sistema foi filtrado em funil de placa

sinterizadae a ZnMVanTriM-2-PyP3* presente no filtrado foi precipitada na forma de

sal de PFs com adicdo gota a gota de uma solugdo aquosa de NH4PFs (3 mol L?). O
solido foi separado por filtracdo, lavado com Et,O e secado em estufa a 50 °C
overnight.

O solido foi, entéo, resfriado e dissolvido em acetona, sendo a ZnMVanTriM-
2-PyP3* precipitada na forma de CI- com adicdo gota a gota de Aliquat 336. O sélido
resultante foi lavado com acetona, secado em estufa a 60 °C por 4 horas e transferido
para um dessecador. A massa isolada da ZnMVanTriM-2-PyPCl; foi 12 mg
(rendimento: 91%).

CCD-SiO (KNOg3(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/viv): R¢ = 0,30.
UV-vis (H20): Amax/nm: 322, 428 (Soret), 558, 590

RMN de 'H: (500 MHz; d6-DMSO; TMS): § 9,59 (d largo, 3H, H3-Piridil), 9,05-8,93
(m, 6H, Hp-pirrol), 8,93-8,84 (6H, H-piridil + HB-pirrol), 8,79-8,76 (m, H>-piridil),
8,67 (t, 3H, H4-piridil), 7,86-7,20 (m, H255-fenil), 4,05-3,85 (m, 9H, Me-piridil), 4,06
(s, 3 H, p-OCH3) 3,92 (s, 3H, m-OCHy).

4, RESULTADOS E DISCUSSOES

Nas 2-N-alquilpiridilporfirinas, a quelagdo de um elemento diamagnético como
Zn(ll) pelo ndcleo de porfirina, para produzir ZnPs, vem comprovadamente
acompanhada de melhorias nas propriedades espectroscopicas e fotofisicas, bem como
na estabilidade dos derivados da porfirina.

A rota classica de preparacdo das Zn-Porfirinas, como aponta a literatura,
especificamente a ZnTalquil-2-PyP** (alquil = metil, etil, n-hexil etc.), segue um
modelo que envolve (i) a alquilacdo da porfirina de base-livre H2T-2-PyP, com o
correspondente tosilato de alquila para isolamento, das bases-livres cationicas
correspondentes, seguido (ii) da metalacdo (insercdo de Zn) na porfirina alquilada
tetracationica (BENOV et al., 2002).

4.1.  Porfirinas do tipo AsB x A4

Normalmente, os estudos envolvendo Zn(ll)-porfirina descritos na literatura

sdo com os sistemas ZnAs e [ZnA4]4", em que os substituintes meso sdo todos
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idénticos. Ainda, que escassos, 0s estudos envolvendo os sistemas ZnAsB e
[ZnAsB]®*, tém resultado em bons fotossensibilizadores para a inativagdo
fotodindmica, a exemplo da meso-tetraquis(N-metilpiridinio -4-il)porfirina (H2TM-4-
PyP*+) e meso-tetraquis(N,N,N-trimetilanilinio-4-il)porfirina  (H2TTriMAP*"),

inativando bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (SOUZA, 2021).

ZnTM-2-PyP** ZnMVanTriM-2-PyP¥

Figura 16: Modelo comparativo dos sistemas A, comparado ao AsB das ZnPs.

Sabe-se que toda e qualquer modificacdo em sistemas quimicos afetam, de
alguam forma, as propriedades fotofisicas, a absor¢do e distribuicdo celular,
solubilidade, e, podendo ampliar seu espectro de acdo. Alves e cols. em seus estudos
comparativos observando a influéncia da mudanca de carga, constataram que a
porfirina tricatiénica contendo um grupo mesopentafluorofenil e trés porgoes N-
metilpiridinio-4-il, H,PFPhTriM-4-PyP3*, quando comparada a tetracationica, HoTM-
4-PyP#*, apresentou melhorias na absorcéo e solubilidade.

A substituicdo de um grupo cationico 2-N-metil-piridinio da ZnTM-2-PyP**,
que apresenta um maior carater eletrorretirador, por um grupo neutro de maior carater
eletrodoador, O-metilvanilina (MVan), resulta em um sistema com menos carga total
(Figura 18) e, consequentemente, espera-se um complexo com maior lipofilia. Nestes
sistemas a base de porfirinas catidnicas, demonstrou-se anteriormente que o fator de
retencdo cromatografico (Rr) medido em condigdes padrdo de CCD-SiO; correlaciona-
se com a lipofilia determinada por meio do coeficiente de particdo n-octanol/agua (log
Pow) para esses compostos.

Esse coeficiente de particdo n-octanol/agua (log Pow), € uma medida
farmacéutica comum de lipofilicidade/ biodisponibilidade de medicamentos. Para os

membros hidrofilicos da série de porfirinas foi verificado ainda que, a partir da relagao
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log Pow vs NC apropriada, hd uma linearidade com o nimero de 4&tomos de carbono nas
cadeias laterais de alquil (nC) (KOS, 2009).

O sistema A4, tendo a ZnTM-2-PyP** como representante, apresenta espectro
UV-Vis com banda de Soret em 425 nm e um comportamento cromatografico em
CCD-SiO; consistente com um sistema altamente polar (R = 0,10). Ja no sistema AszB,
a ZnMVanTriM-2-PyP3* apresenta espectro UV-Vis com banda de Soret em 428 nm
e um comportamento cromatografico em CCD-SiO» (R=0,30) consistente com uma
amostra menos polar que o sistema [ZnA4]** (Tabela 4.1). O deslocamento da Soret
no espectro de UV-vis é consistente com uma ZnP mais rica em elétrons.

Tabela 2: Dados comparativos dos fatores de retencdo cromatograficos (Ry) da
ZnP do tipo [ZnAsB]**, ZnMVanTriM-2-PyP3*, deste trabalho com ZnPs [ZnA4]** da
literatura, usando silica, como fase estacionaria, e KNOs(sat)/H,O/MeCN 1:1:8

(v/vIv), como fase movel.

Zn-Porfirinas Rf
ZnMVanTriM-2-PyP3* 0,30
ZnTM-2-PyP* 0,102
ZNnTE-2-PyP** 0,202
ZnTnPr-2-PypP** 0,28°
ZnTnBu-2-PyP** 0,382

Tabela 2: (ODEH et al., 2014), b Valor estimado com base na equacéo da reta da correlacéo entre Rf vs nC das

ZnPs (y = 0,0671x + 0,0794) (THOMAS et al., 2015).

4.2.  Porfirina catiénica base-livre

No processo de metilacdo da porfirina neutra H,VanTri-2-PyP, a reacdo com
tosilato de metila em DMF ja é bem estabelecida para N-alquilacdo dos grupos piridila,
resultando nas porfirinas catidnicas N-metilpiridilporfirnas. A reacdo de O-alquilagao
do grupo vanilina da H,VanTri-2-PyP foi realizada no mesmo procedimento com a
adicdo de carbonato ao meio de reagdo. Assim, o grupo fenolico desprotonado e 0s
grupos piridilas foram concomitantemente metilados pelo MeOTs para gerar a
porfirina tricatidnica hidrossoltvel HoMVanTriM-2-PyP3*,

O espectro de UV-vis da HoMVanTriM-2-PyP3* é caracterizado por uma
menor absortividade molar e banda Soret mais largas que aquela da HoMVanTriM-2-
PyP (Figura 17). Esse comportamento na H,MVanTriM-2-PyP3* é consistente com
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uma porfirinas de menor simetria em comparagdo com a porfirina base livre cationica
simétrica contendo quatro grupos 2-N-metilpiridinio (H,TM-2-PyP#*), como também,
a baixa absortividade molar apresentada pelas porfirinas de menor simetria,
H.MVanTriM-2-PyP3*, a porfirina catidnica apresenta uma banda Soret mais larga em
comparacdo da base livre.

As analises realizadas por CCD-SiO; utilizando, inicialmente, o eluente
KNOs(sat):H20:MeCN na proporcéo 1:1:8 (v/v/v), apresentaram valor de R para a
HoMVanTriM-2-PyP3+ superior aquele da porfirina tetracationica de referéncia
H,TM-2-PyP*, 0 que é consistente com a menor carga total (polaridade) da porfirina
HoMVanTriM-2-PyP3*,

0,9 \ 0,1
0,8 I \ |
= 0,7 2l 005 -\ f-\
= 0,6 f* ¢ N\
<« .9 oo *e?,
Z 0,5 /: \ s
20,4 /: \ 450 550 650
<03 / .

027 o 3 \

L L X \ Ao\

0 Yy . Ly s R R SO O US O

350 450 550 650 750

Comprimento de Onda / nm

Figura 17: Espectros UV-vis normalizados da porfirina base-livre H-.MVanTriM-2-PyP
(pontilhado vermelho) registrados em CHCls:Acetona e H,MVanTriM-2-PyP* (linha azul)
registrados em H,O. A expansdo corresponde a regiéo das bandas de menor energia (Q).

O sucesso da O-metilagdo do grupo vanilina também é evidente por analises
por espectroscopia UV-Vis e CCD-SiO,, baseado em dados da literatura
(SARMENTO-NETO, 2016, 2020), comparando-se os resultados da HoMVanTriM-
2-PyP3* com os dados da literatura para a porfirina H2VanTriM-2-PyP3*, que foi
seletivamente metilada nos grupos piridilas sem afetar o grupo fenol da vanilina
(Tabela 3).
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Porfirinas Ry Amax /nm (log & /L mol™ cm™)

H,VanTriM-2-PyP¥* 0,25 417 (5,29), 517 (4,21), 583 (3,85), 636 (3,22)
0,60° 413" (borato)

H,MVanTriM-2-PyP3* 025 417 (5,23), 517 (4,17), 583 (3,83), 635 (3,29)
0,46"

Tabela 3: Dados de Rf do ambiente neutro e basico: 2Eluente KNOs(aq, sat):H20:MeCN (1:1:8,
viviv). P EluenteKNOs(ag, sat):NaOH (1 mol L):MeCN (1:1:2 v/viv).

A diferenciagdo da H,MVanTriM-2-PyP3* e da HoVanTriM-2-PyP3+,
cuja modificagdo estrutural ocorre apenas no grupo da vanilina, ndo é possivel
utilizando a analise por CCD-SiO2 em condi¢do padrdo de eluicdo por KNOs(ag,
sat):H,0:MeCN (1:1:8, v/v/v). No entanto, ao se basificar a fase movel, possibilita-se
a ionizagdo do grupo OH fenolico da vanilina. Assim, com a eluicdo usando a fase
moével  NaOH(ag) (1 mol.L?):H,O:MeCN na proporgdo de 1:1:2 vivlv, a
H.MVanTriM-2-PyP3* apresentou valor de Rf consideravelmente menor que aquele
da H2VanTriM-2-PyP3* (que deve estar na forma de uma porfirina com carga global
+2, visto que o grupo anidnico fenolato na porcdo vanilina contrabalanceia uma das 3
cargas positivas dos grupos N-metilpiridinios).

Nas analises por espectroscopia UV-vis em H;O, o0s espectros da
H.MVanTriM-2-PyP3* e da HpVanTriM-2-PyP3* foram  essencialmente
sobreponiveis, visto que sdo porfirinas semelhantes estruturalmente. (SARMENTO-
NETO,2016) (Figura 20). Compostos em ambientes basicos que possuam hidroxilas
fendlicas, normalmente sdo ionizados e forma-se um fenolato, que se estabiliza em
conjugacdo com o anel porfirinico. Assim, enquanto o espectro da H.VanTriM-2-
PyP3* é consideravelmente sensivel a mudanca de pH (tampao fosfato, pH 7,8, versus
tampé&o borato, pH 9,3), a presenca de um grupo O-metila na HoMVanTriM-2-PyP3*
elimina a possibilidade de formacgéo do fenolato em tamp&o e resulta que os espectros
da HMVanTriM-2-PyP3* em tampédo fosfato e borato sdo pouco afetados pela
mudanca de pH (de 7,8 para 9,3) (FERREIRA, 2016) (Figura 18).
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Figura 18: (a) Espectros UV-vis normalizados da H,VanTriM-2-PyP* (b) registrados em
tampdo fosfato pH 7,8 (linha cinza) e tampéo borato pH 9,3 (pontilhado vermelha).

O espectro de RMN de *H da porfirina tricationica HoMVanTriM-2-PyP3*,
apresenta atropoisomerismo, assim como todas as porfirinas catiénicas resultantes da
alquilacdo de 2-N-piridilporfirinas, visto que, o grupo 2-piridila alquilado ndo possui
livre rotacio (IAMAMOTO et al., 1994; SPASOJEVIC et al., 2002; 2007). Essa
mistura de atropoisomeros, a saber aao, offo € aaf, cuja distribuicdo estatistica é
1:1:2, respectivamente, apresentaram sinais que ficavam sobrepostos, ndo sendo

investidos esforgo nessa separacgao (Figura 19).

R R R R
\ Rt R \ "
oo afa R’ ‘1{15\
R1

Figura 19: Representacdo esquematica da mistura de atropoisdmeros das porfirinas. R* =
grupos 2-N-metilpiridinio; R? = grupos 3-metoxi-4-hidroxifenil ou 3,4-dimetoxifenil. O
grupo R?, por ndo conter substituinte orto, possui livre rotagio (FERREIRA, 2016).

4.3. Zinco Porfirina: ZnMVanTriM-2-PyP3*

A sintese da ZnMVanTriM-2-PyP3* foi realizada em meio aquoso basico,
favorecendo a desprotonacdo dos nitrogénios pirrdlicos do anel porfirinico e,
consequente incorporacdo do ion metélico, tal como descrito para os sistemas
correlatos de Zn(ll)-porfirinas do tipo [ZnAs]** (BENOV et al., 2002).
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A metalagdo da porfirina de base-livre HoMVanTriM-2-PyP3* com Zn(Il) foi
monitorada por espectroscopia de absor¢édo UV-visap0os 30 min e 2h de reacio (Figura

20).
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Figura 20: Espectros UV-vis da Metalagdo com Zn(l1) apds 30 minutos (Linha Preta) e 2h
(Linha Vermelha).

O processo de metalagdo com Zn(l1) promove um aumento da simetria local
das porfirinas e essa mudanca resulta em uma reducéo no nimero de bandas do visivel

de 4 (simetria D,n, porfirina base-livre) para 2 bandas Q (simetria D,n, metaloporfirina).

As analises dos espectros UV-vis demonstram a metalagdo com Zn(ll), sendo
este bem caracteristico com as reportadas pela literatura nos sistemas [ZnAs]*
(BENOV et al., 2002; EZZEDDINE et al., 2013) e por Sarmento-Neto (2021) para 0s
sistemas [ZnAsB]%*, apresentando uma banda Soret (428-429 nm), com uma alta
absortividade molar e uma banda de menor intensidade (acompanhada de um ombro)
na regido de 500 a 600 nm.
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4.4. RMN de 'H das porfirinas: base-livre neutra, catidnica e Zn(l1)-porfirina.

Os espectros de RMN de *H das porfirinas do tipo AsB foram registrados em
d®— DMSO. Foram observadas diferencas pequenas nos deslocamentos atribuidos aos
hidrogénios B-pirrolicos, grupos 2-piridila, vanilina. Em contrapartida, diferencas
marcantes foram observadas com relacdo ao desaparecimento dos sinais dos grupos
OH da vanilina e NH-pirrélicos apos a O-metilacdo da vanilina (H.VanTri-2-PyP —
HoMVanTriM-2-PyP3*) e incorporagio do Zn(ll) (H:MVanTriM-2-PyP3* —
ZnMVanTriM-2-PyP3*), respectivamente (Tabela 4) (Figura 20).

Tabela 4: Dados dos espectros de RMN de *H com os respectivos deslocamentos
quimicos & (ppm) das porfirinas de interesse nesse trabalho.

Porfirina/ Solvente

(> Me\eﬁg
Me/"é $ p-pirrols 2-Py Ph(Van) NH-pirrol m-MeO e p-RO
(Van)
& ®
MRVanTril-2-PyP**
HzVanTriM-2-PyP** 9,27-910 (8H, p*) 9.73 (3H) 3,93 (s, 3H)

(R=H) 9,10-8,70 (9H) 790-7,20 (3H) -2.83(s,a) 9,87 (s, 1H, OH)
(M =2H"

dé-DMSO (500 MHz)

HoMVanTriM-2-PyP3*  927.9.10 (8H, f*) 9.73 (3H) 795735 (3H) —2.85(s,a") 391 (s, 3H)
(R = Me) 9,10-8,70 (9H) 4,07 (s, 3H)
(M =2H"

ds-DMSO (200 MHz)

ZnMVanTriM-2-PyP3* 9058 95 (8H, #*) 9,59 (3H) 3,92 (s, 3H)

(R = Me) 8,84-8,62 (9H) 786-720  ausente 4,06 (t, 2H)

(M = Zn2%)

d6-DMSO (500 MHz)

Hidrogénios N-pirrolicos (H internos). Os hidrogénios NH-pirrolicos sdo um
singleto em -2,99 e 2,87 ppm, HoVanTriM-2-PyP3* e H,MVanTriM-2-PyP3*. Para
ZnMVanTriM-2-PyP3* ocorre um desaparecimento desses hidrogénios indicando a
coordenacdo do ion metéalico aos nitrogénios pirrolicos da porfirina base livre foi

realmente efetiva.

Alcoxila e 2-N-metilpjridinios: Os sinais dos hidrogénios Me dos grupos 2-N-

metilpiridinio aparecem na regido entre 3,91 e 4,08 ppm, esses hidrogénios metilas

dos grupos 2-N-metilpiridinio se apresentam também como um conjunto de sinais
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devido a ag&o dos atropoisdmeros (SPASOJEVIC et al., 2002; 2007). O singleto em
3,93 ppm correspondente ao grupo m-MeO. Para o sinal atribuido aos hidrogénios do
grupo p-OR, observa que se sobrepuseram com 0s sinais dos hidrogénios Me dos
grupos 2-N-metilpiridinio na regido de 3,91 e 4,08 ppm. Para a ZnMVanTriM-2-
PyP3*, o singleto em 3,91 e o tripleto em 4,06 correspondem a m-MeO e p-OR,

respectivamente.

B-pirrolicos: Para a HVanTriM-2-PyP3* e HoMVanTriM-2-PyP3* o deslocamento
dos sinais associados aos hidrogénios 2, B3 e B4 resultou em sobreposicdo parcial
com os hidrogénios B1, sendo eles idénticos em si. Sobreposi¢do essa, associada a
presenca de uma mistura de atropoisémeros. Esses atropoisomeros podem aparecer
desde a reacdo inicial na formacdo da base-livre, como apdés a alquilacdo da porfirina
neutra. No caso da ZnMVanTriM- 2-PyP3*, ocorre um deslocamento na faixa de 9,05-
8,95.

Aromaticos (2-piridila e vanilina): Para a H2VanTriM-2-PyP3* e H.MVanTriM-2-
PyP3* 0s sinais dos hidrogénios arométicos meso-arilas (grupos 2-N-metilpiridinio
metilvanilina), aparecem entre 7,20 e 9,73 ppm, sendo em sua grande maioria dificil
de aparecer devido ao efeito dos atropoisdmeros. No caso dos hidrogénios aromaticos
do grupo Vanilina, estdo presentes na regido entre 7,20 ppm e 7,90 ppm. No caso da
ZnMVanTriM-2-PyP3*, esses sinais aparecem por volta de 9,59 para os grupos 2-N-
metilpiridinio e 7,86 para os hidrogénios aromaticos presentes no grupo da vanilina
(Figura 4.8).
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regido dos sinais aromaticos.

RMN de 'H:(200 MHz, DMSO) § 9.09 (d, J = 4.3 Hz, 3H), 9.02 — 8.77 (m, 8H),
8.31 (dd, J = 19.1, 7.3 Hz, 6H), 7.79 (dt, J = 15.5, 6.6 Hz, 4H), 7.39 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 4.03 (s, 3H), 3.87(s, 3H), -2.99 (s, 1H).

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A obtencéo das 2-N-alquilpiridinioporfirinas de Zn(ll) do tipo [ZnA3B]®** (A
= 2-N-metilpiridil, B = O-alquilvanilina) descrita por Sarmento-Neto (2016, 2021) foi
revisitada com sucesso nesta dissertacdo. Assim, foi obtida a porfirina de base-livre,
H2VanTri-2-PyP, que foi alquilada por MeOTs em DMF na presenca de carbonato
para originar a porfirina O- e N-metilada H.MVanTriM-2-PyP3*, que foi entdo
metalada com Zn(1l), resultando no complexo de interesse ZnMVanTriM-2-PyP3*, em
rendimentos superiores a 90%. As caracterizaces por CCD-SiOz, UV-vis e RMN de
'H sugeriram os produtos isolados foram consistentes com as formulagdes propostas e
corroboraram os dados obtidos anteriormente (SARMENTO-NETO, 2016, 2020).

Com base em sistemas correlato na literatura, espera-se que a ZnMVanTriM-

2-PyP3* seja um fotossensibilizador em potencial para inativacdo fotodinamica
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antimicrobiana (aPDI). A literatura aponta a ZnTnBu-2-PyP** como um
fotossensibilizador de boa atividadein vivo, trazendo assim uma boa perspectiva no
uso da ZnMVanTriM-2-PyP3*, uma vez que as analises por CCD-SiO; sugeriram que
a lipofilia da ZnMVanTriM-2-PyP3* (Rf = 0,30) pode estar perto daquela da ZnTnBu-
2-PyP#* (Rf=0,38).

Como continuacdo dos estudos, ha claramente a necessidade de
complementacdo da caracterizacdo da Zn(Il) porfirina do tipo [ZnA3B]*,
ZnMVanTriM-2-PyP3*, por espectrometria de massas (ESI-MS), analise elementar
(CHN), Espectroscopia de Fluorescéncia e estudos de estabilidade (térmica e
quimica).

Finalmente, apds as devidas caracterizagdes, a ZnMVanTriM-2-PyP3* é uma
excelente candidata a FS para inativacédo fotodindmica antimicrobiana (aPDI) de virus,

bactérias, fungos e parasitos.
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