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RESUMO

As porfirinas hidrossoluveis de Zn(Il) derivadas das 2-N-alquilpiridinioporfirinas,
conhecidas como ZnTalquil-2-PyP*", tém sido extensivamente investigadas como agentes
fotossensibilizadores na inativacao fotodinamica de microrganismos. As Zn(II)-porfirinas
demonstram eficacia in vivo devido a combinacdo de propriedades fotofisicas e
biodistribui¢do. O nosso grupo inaugurou recentemente uma nova classe de porfirinas
catidnicas de Zn(II) meso-substituidas do tipo [ZnA3;B]**, com A representando o grupo
2-N-metilpiridil e B representando o grupo O-alquilvanilina. No presente estudo, foi
sintetizada a cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-
il)porfirinatozinco(Il) (ZnM VanTriM-2-PyPCl3), por meio da alquilagdo simultanea dos
piridilas e da vanilina da 5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina
(H2VanTri-2-PyP), resultando na formacao da cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-
tris(N-metilpiridinio-2-il)porfirina (H2MVanTriM-2-PyPCl3), seguida pela posterior
metalagio com Zn(II). A ZnMVanTriM-2-PyP** foi caracterizada por CCD-SiO,
espectroscopias de absor¢io UV-vis, de fluorescéncia e de RMN de 'H, e, finalmente, por
espectrometria de massas de alta resolucdo (ESI-HRMS). Conforme esperado, a
determinagdo do coeficiente de parti¢ao n-octanol-agua (logPow) para a ZnMVanTriM-2-
PyP*" indicou que esta ZnP do tipo [ZnA3;B]** é mais lipofilica do que seu protdtipo
estrutural do tipo [ZnA4]*", meso-tetraquis(N-metilpiridinio-2-il)porfirinatozinco(II)
(ZnTM-2-PyP*"). A ZnMVanTriM-2-PyP*" ¢ a ZnTM-2-PyP*" foram avaliadas como
fotossensibilizadores na inativacao fotodinamica de Candida albicans. A maior atividade
da ZnMVanTriM-2-PyP>" foi atribuida a sua maior lipofilia. Este estudo demonstrou pela
primeira vez, como prova de conceito em um modelo bioldgico patogénico, que as Zn(I1)-
porfirinas do tipo [ZnA3;B]*" desenhadas pelo nosso grupo sio boas candidatas para
desenvolvimento de uma nova classe de fotossensibilizadores e sugeriu que as Mn(III)-
porfirinas andlogas, de interesse como agentes terap€uticos redox-ativos, poderiam ser

biologicamente acessiveis também.

Palavras-chave: Zn(II)-porfirinas, fotossensibilizadores, inativagao fotodinamica.



ABSTRACT

Water-soluble Zn(II) porphyrins derived from 2-N-alkylpyridylporphyrins (ZnTalkyl-2-
PyP*") have been extensively investigated as photosensitizers in the photodynamic
inactivation of microorganisms. Zn(Il) porphyrins show in vivo efficacy due to a
combination of photophysical and biodistribution properties. Our group recently
introduced a new class of [ZnA3B]**-type, cationic meso-substituted Zn(II) porphyrins,
with A representing the 2-N-methylpyridyl group and B representing the O-alkylvanillin
group. In this study, 5-(3,4-dimethoxyphenyl)-10,15,20-tris(N-methylpyridinium-2-
yl)porphyrinatezinc(Il) chloride (ZnMVanTriM-2-PyPCls) was synthesized through
simultaneous alkylation of the pyridyl and vanillin moieties of 5-(3-methoxy-4-
hydroxyphenyl)-10,15,20-tris(2-pyridyl)porphyrin (H2VanTri-2-PyP), resulting in the

formation of 5-(3,4-dimethoxyphenyl)-10,15,20-tris(N-methylpyridinium-2-
yl)porphyrin chloride (H2MVanTriM-2-PyPCls), followed by subsequent metallation
with Zn(II). ZnMVanTriM-2-PyP*" was characterized by CCD-SiO2, UV-vis absorption
spectroscopy, fluorescence spectroscopy, 'H NMR spectroscopy, and finally by high-
resolution mass spectrometry (ESI-HRMS). As expected, determination of the n-octanol-
water partition coefficient (log Pow) for ZnMVanTriM-2-PyP** indicated that this
[ZnA3B]**-type ZnP is more lipophilic than its structural [ZnA4]*'-type prototype, meso-
tetrakis(N-methylpyridinium-2-yl)porphyrinatezinc(Il) (ZnTM-2-PyP*"). ZnMVanTriM-
2-PyP3* and ZnTM-2-PyP*" were evaluated as photosensitizers in the photodynamic
inactivation of Candida albicans. The greater activity of ZnMVanTriM-2-PyP*" was
attributed to its higher lipophilicity. This study demonstrated for the first time, as proof
of concept in a pathogenic biological model, that [ZnAsB]**-type Zn(Il) porphyrins
designed by our group are good candidates for the development of a new class of

photosensitizers and suggested that the analogous Mn(IIl) porphyrins, of interest as

redox-active therapeutic agents, may also be biologically accessible.

Keywords: Zinc(II)-porphyrins, photosensitizers, photodynamic inactivation.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de agentes antimicrobianos foi um marco na melhoria da
qualidade de vida humana, permitindo o tratamento eficaz de uma ampla variedade de
doengas infecciosas. No entanto, a resisténcia antimicrobiana ¢ uma ameaca crescente
que deve ser abordada. Questdes como o uso inadequado de antimicrobianos, rapida
mutagdo e as mudangas climaticas contribuiram para o surgimento de populagdes
microbianas resistentes, que antes eram sensiveis a essas terapias (MAGNANO SAN LIO
etal.,2023; MICHAEL; DOMINEY-HOWES; LABBATE, 2014; SALAM et al., 2023).

Em 2019, cerca de 5 milhoes de oObitos foram relacionados a resisténcia
antimicrobiana (BERNATCHEZ, 2023). Em resposta a essa ameaga, a Organizagdo
Mundial da Satde (OMS) elaborou uma lista de patdgenos considerados prioritarios em
escala global. Dentre esses, merecem destaque os patogenos fungicos emergentes que
ganharam relevancia durante a pandemia de COVID-19. A OMS identificou 19 espécies
de fungos com diferentes niveis de resisténcia aos antimicrobianos, incluindo resisténcia
critica, alta e média (PARUMS, 2022). Dentre esses fungos, destaca-se a Candida
albicans, classificada como um patdgeno fliingico de prioridade critica (PARUMS, 2022).

Além disso, o uso indiscriminado de antiparasitarios, antivirais, antibacterianos e
anti-inflamatorios para prevenir infec¢des secundérias em pacientes, durante a pandemia
de COVID- 19, amplia o risco de desenvolvimento de resisténcia esses medicamentos
(AFSHINNEKOO et al., 2021).

No Brasil, o Plano de A¢ao Nacional de Prevencao e Controle da Resisténcia aos
Antimicrobianos (PAN-BR), lancado em 2019, enfatiza a relevancia da pesquisa
cientifica para a expansdo do entendimento sobre a resisténcia antimicrobiana e a busca
por solugdes viaveis (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Neste cenario desafiador, é
importante conceber novas estratégias capazes de contornar os mecanismos de
resisténcia, com o proposito de aprimorar a qualidade de vida e mitigar a letalidade
causada pelos microrganismos.

A inativacdo fotodindmica de microrganismos (PDI, do inglés “photodynamic
inactivation of microorganisms”) ¢ uma abordagem promissora, capaz de desativar um
grande nimero de microrganismos patogénicos, prevenindo ou limitando o crescimento
subsequente daqueles que possam sobreviver ao tratamento. Além disso, a PDI ¢ uma

abordagem altamente seletiva, que direciona sua agdo principalmente aos patogenos, a



fim de minimizar qualquer dano aos tecidos na area afetada pela infeccdo (THOMAS et
al., 2015).

As porfirinas cationicas de Zn(Il) (ZnPs) derivadas das meso-2-N-
alquilpiridinioporfirinas, emergem como promissores fotossensibilizadores para
aplicagdes em terapia fotodinamica (PDT, do inglés “photodynamic therapy”) e PDI.
Possuem caracteristicas notaveis, tais como baixa toxicidade, alta eficiéncia na gerag¢ao
de espécies reativas de oxigénio, induzindo citotoxicidade nas células-alvo. Sua estrutura
versatil permite realizar modificacdes estruturais, a fim de moldar o carater hidrofilico ou
lipofilico do sistema e variar o nimero de cargas. Além disso, tem o potencial de exibir
caracteristicas aprimoradas, tornando-se agentes fotossensibilizadores ainda mais
eficazes do que seus analogos de base-livre (SOUZA et al., 2021b). Ademais, vale
destacar que outra vantagem significativa de utilizar porfirinas de Zn(II) ¢ a abundancia
desse elemento no corpo humano (TAPIERO; TEW, 2003).

No entanto, a maioria das pesquisas recentes tem se concentrado em sistemas do
tipo Zn[A4], nas quais quatro substituintes idénticos estdo presentes no anel porfirinico
(Fig. 1) (LEDWABA et al., 2022; SEEGER et al., 2023; SHATILA et al., 2022; SOUZA
etal.,2021a; WARSZYNSKA; REPETOWSKI; DABROWSKI, 2023). Sistemas do tipo
Zn[A3B], nos quais um substituinte ¢ diferente dos outros trés (Fig. 1), foram pouco
explorados (ALVARADO et al., 2019; BOSCENCU et al., 2019; SENGUPTA et al.,
2022) devido, em parte, as complexidades associadas a sintese e purificacdo desses

sistemas.

Zn[A,] Zn[A;B]

Figura 1- Representagfo estrutural das porfirinas meso-substituidas do tipo [A4] e [A3B].

Sarmento-Neto (2021) relatou a sintese de uma ZnP do tipo [ZnA3B]** (A = 2-N-
metilpiridinio; B = O-metilvanilina) como potencial fotossensibilizador para PDI
(SARMENTO-NETO, 2021). Um protétipo dessa classe, a ZnMVanTriM-2-PyP*" (Fig.
2), foi concebido como uma variagio da estrutura ZnTM-2-PyP** (Fig. 2), representante
da classe [ZnA4]*". Essa escolha de desenho estrutural se baseou nas propriedades

fotoquimicas  conhecidas  das [ZnA4]**  meso-tetraquis(N-metilpiridinio-2-
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il)porfirinatozinco(Il) e resultou em um aumento da lipofilia proveniente da substitui¢ao
de um grupo 2-N-metilpiridinio por um grupo metilvanilina de carga neutra
(SARMENTO-NETO, 2021).

Neste contexto, esta pesquisa tem como objetivo comparar, in vitro, os efeitos
da ZnTM-2-PyP* e da ZnMVanTriM-2-PyP** como fotossensibilizadores, utilizando o
modelo biolégico da Candida albicans como prova de conceito. A escolha desse modelo
se baseia na sua relevancia como um sistema simples e representativo para o estudo da

PDI, contribuindo assim para o avango da aplicagao desses fotossensibilizadores.

Zn-TM-2-PyP%* ZnMVanTriM-2PyP3*
Figura 2- Estrutura da ZnTM-2-PyP*", um modelo estrutural para ZnP do tipo [ZnA3;B]*".

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Porfirinas e metaloporfirinas: propriedades estruturais, espectroscopia

eletronica e aplicacoes

As porfirinas sdo moléculas macrociclicas planas contendo quatro pirrdis
conectados em forma de anel por meio de quatro carbonos sp? em suas posi¢des a. Este
sistema ¢ composto por 22 elétrons m, onde 18 elétrons m estdo em ressonancia,
conferindo-lhe a propriedade de aromaticidade, de acordo com a regra de Hiickel (4n +2)
(Fig. 3a). Além disso, o anel de porfirina oferece um sitio vacante em seu centro, que ¢
adequado para a incorporacdo de um metal, resultando na formag¢do de uma
metaloporfirina (Fig. 3b) (JIANG et al., 2019).

Devido ao processo de sintese complexo envolvido na producdo da maioria das
porfirinas naturais, os compostos mais Uteis para aplicagdes em larga escala sdo aqueles
com substituintes nas posicoes meso (Fig.3) e, na maioria dos casos, com as posigdes [3

livres (Fig.3) (PEREIRA; MONTEIRO; PEIXOTO, 2008).
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Figura 3- Estrutura molecular de (a) porfirina e (b) metaloporfirina, sendo indicadas as posi¢des meso e p-
pirrolica do anel porfirinico.

As porfirinas sdo reconhecidas por suas propriedades eletronicas singulares, que
desempenham um papel fundamental em suas diversas aplicagdes. As posi¢des das
bandas de absor¢ao dessas moléculas podem ser utilizadas para diferenciar propriedades
especificas, como o estado de spin, a natureza dos ligantes axiais e a natureza de certos
substituintes no anel de porfirina (OWENS; O’CONNOR, 1988).

A notavel intensidade de cor roxa desses compostos, assim como suas
caracteristicas eletronicas e propriedades redox caracteristicas, t€m origem no sistema ©
altamente conjugado. Esta conjugagdo eletronica € responsavel pelas transicoes
eletronicas de natureza 1 — n* (COOK; BREWER; WONG-NG, 2017; OWENS;
O’CONNOR, 1988).

Um anel de uma porfirina base-livre possui geralmente cinco bandas na regiao
visivel. A banda de maior intensidade é comumente referida como banda Soret (¢=10° L
mol! cm™), localizada em torno de 420 nm. Além da banda Soret, observam-se quatro
outras bandas na regido visivel, denominadas bandas Q, cujas intensidades sao menores
(e=10° L mol! cm™) (Fig. 4a). Essas bandas Q s3o numeradas em algarismos romanos,
seguindo uma ordem crescente de energia, normalmente ocorrendo na faixa de
comprimentos de onda entre 500 e 700 nm (JIANG et al., 2019).

A presenga das quatro bandas na regido visivel ¢ uma consequéncia da simetria
local D2n das porfirinas bases-livres (DAVID DOLPHIN, 1978). No entanto, quando um
metal ¢ introduzido no anel da porfirina, ocorre a substituicao de dois hidrogénios internos
pirrolicos, alterando a simetria local do anel porfirinico de Dan (bases-livres) para Dan
(metaloporfirinas) e, como resultado, ocorre o deslocamento para o vermelho da banda

Soret, reduzindo o numero de bandas de menor intensidade de quatro para duas,
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denominadas a e B (Fig. 4b) (DAVID DOLPHIN, 1978). As posi¢des dessas duas bandas
dependem da basicidade do ligante e do estado de oxidacdo do metal (DAVID DOLPHIN,
1978; P: HEMMERICH, 1970).

A B 1 Soret
1 0,9
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Figura 4 - (a) A banda Soret (proxima a 420 nm) e as bandas Q menos intensas (I a IV), que ocorrem na
regido visivel, para porfirinas ndo metaladas. (b) Espectro tipico de uma metaloporfirina, exibindo a banda
Soret e as bandas a e .

As porfirinas e metaloporfirinas s3o compostos versateis com potencial para uma
variedade de aplicagdes, destacando-se por seus coeficientes de absor¢dao molar elevados
e pela répida transferéncia de energia e/ou elétrons, caracteristicas que as distinguem de
outros compostos eletro e fotoativos. (PODDUTOORI, 2023; TEBO; HERRERO;
AUKAULOQO, 2014).

As porfirinas e seus complexos metélicos sdo croméforos fluorescentes, os quais
exibem propriedades de emissdo aprimoradas. Esses cromoforos podem ser utilizados
para detectar uma ampla gama de substancias, abrangendo anions, pares de ions,
compostos organicos volateis, compostos nitroaromaticos, gases, espécies reativas de
oxigénio e moléculas quirais (FARINHA; TOME; CAVALEIRO, 2010; JUROW et al.,
2010; WU et al., 2012).

As porfirinas base-livres e metaloporfirinas se destacam também na Quimica
Medicinal, com foco consideravel na pesquisa direcionado ao desenvolvimento de novas
macromoléculas para a PDT (JANAS et al., 2021; LOURENCO et al., 2023; TIAN et al.,
2020; YANG et al., 2023, 2019), bem como para aplicagdes de diagnodstico por imagem
e agentes de contraste em ressonancia magnética (GERALDES; CASTRO; PETERS,
2021; WAN et al., 2023). Além disso, as porfirinas sdo candidatas promissoras como
sondas fluorescentes no contexto do tratamento terandstico de tumores (SILVEIRA-

ALVES JR et al., 2023; ZHOU; LIANG; DAL, 2016).



Os sistemas porfirinicos nao estdo limitados apenas ao campo médico; suas
propriedades cataliticas também foram exploradas em uma variedade de transformacdes
organicas (NAKAGAKI et al., 2013). Nesse contexto, destaca-se a investigacdo do
potencial das metaloporfirinas como catalisadores acidos de Lewis na acetalizagdao de
aldeidos, especialmente na formagdo de grupos protetores (FERREIRA; CARVALHO;
NAKAGAKI, 2019). Além disso, os complexos de metaloporfirinas representam
atualmente uma das classes mais ativas de catalisadores para a reagdo de cicloadig¢do de
CO; com epoxidos (CABRAL et al., 2021).

As porfirinas também podem ser imobilizadas em superficies ou incorporadas em
diversos materiais, tornando-as mais acessiveis para uso ¢ reutilizagdo (PINTO et al.,
2016; UCOSKI et al., 2017). Além disso, as porfirinas fotoativas t€ém a capacidade de
catalisar reagdes quimicas induzidas pela luz, as quais sdo mais ecologicamente
sustentaveis quando comparadas as reacdes tradicionais (CHEN et al., 2022;
LADOMENOU et al., 2015; YU et al., 2023; ZHANG et al., 2022). A Figura 5 fornece
evidéncias do amplo espectro de aplicagdes das metaloporfirinas.
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Figura 5 - Versatilidade de aplicagdes dos complexos metalicos de porfirinas.
2.2 Porfirinas meso-substituidas: uma abordagem sintética

As porfirinas p-substituidas exibem notdvel semelhanca com as porfirinas
encontradas na natureza, como a Protoporfirina IX (Fig. 6), enquanto as porfirinas meso-
substituidas ndo possuem ocorréncia natural (KARL KADISH; KEVIN M. SMITH;
ROGER GUILARD, 1999).
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Figura 6 - Estrutura da Protoporfirina IX.

Estas duas categorias, meso e [-substituidas, apresentam abordagens sintéticas
distintas. No processo de sintese, as porfirinas meso-substituidas podem ser produzidas
em uma ou duas etapas, por meio da condensacdo de pirrdis com aldeidos. Em
contrapartida, as porfirinas B-substituidas exigem um processo de sintese mais elaborado,
devido a sua complexidade estrutural (SINGH; CHANDRA, 2023). No contexto das
porfirinas sintéticas, as meso-substituidas t€ém sido mais amplamente exploradas, nao
apenas devido as suas sinteses mais diretas, mas também devido a sua versatilidade, pois
podem ser facilmente convertidas em uma variedade de derivados (TANAKA; OSUKA,
2017).

A sintese de meso-arilporfirinas € um processo que vem sendo desenvolvido ha
quase um século. Nesse periodo, foram alcancados importantes avangos, que culminaram
no surgimento de abordagens estratégicas para a formacdo de um macrociclo

tetrapirrolico (Fig. 7).
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Figura 7 - Avancos complementares na evolucgdo histérica dos métodos de sintese de meso-arilporfirinas.
Fonte: Adaptado de Koifman & Ageeva, 2022.



Atualmente, a maioria das porfirinas meso-substituidas sao sintetizadas de acordo
com uma das duas metodologias: 1) sintese via reacdo de condensagdo entre pirrol e
aldeido, seguida pela ciclizacdo para a formagao do porfirinogénio e, por fim, a oxidagado
subsequente para gerar a porfirina desejada, ocorrendo em uma Unica etapa reacional; e
11) sintese via reacao de condensagdo e ciclizagdao do pirrol com o aldeido em uma tnica
etapa e, em seguida, a oxidagdo do porfirinogénio resultante para obter a porfirina
desejada, utilizando diferentes agentes oxidantes, em uma segunda etapa.

Dentre os métodos de sintese de meso-arilporfirinas, destaca-se o Método de
Rothemund. Este método, pioneiramente desenvolvido por Rothemund em 1935, envolve
uma reacdo de condensagdo entre aldeido e pirrol realizada em piridina, resultando na
formagao de tetraarilporfirinas (ROTHEMUND, 1935, 1939). Posteriormente, o método
de Rothemund foi aprimorado por Adler e Longo, Lindsey e outros pesquisadores,
tornando-se a base para muitos outros métodos empregados na sintese de macrociclos
heterociclicos de porfirinas.

Adler, Longo e colaboradores revisitaram a metodologia de sintese das porfirinas
meso-substituidas proposta por Rothemund, culminando no desenvolvimento de uma
abordagem alternativa (ADLER et al., 1967, 1968; ADLER; LONGO; SHERGALIS,
1964). Essa abordagem consistia em reagir pirrol e benzaldeido em &cido propidnico ou
acético, em refluxo por 30 minutos, em meio aerdbio. Assim, a partir dessas condices,
uma variedade de benzaldeidos substituidos foi convertida na 5,10,15,20-

tetrafenilporfirinas (Fig. 8).

NH

CH;CH,COOH/ ar
refluxo, 30min R R

4 + 40HC—R

R
meso-arilporfirina

Figura 8 - Uma metodologia geral de Adler-Longo para a preparacao de porfirinas.

Além disso, as reacOes também puderam ser ampliadas para obtencdo de
quantidades de porfirinas em gramas, e em alguns casos, rendimentos de até 20% foram
alcangados, apesar da contaminagdo com cerca de 10% da clorina correspondente. Este

método, devido a sua capacidade de produzir porfirinas em quantidades significativas,



ainda é amplamente empregado quando grandes quantidades de porfirina sdo necessarias
e quando os aldeidos sdo capazes de resistir as condi¢Bes &cidas (ADLER et al., 1967,
1968; ADLER; LONGO; SHERGALIS, 1964).

O método Adler-Longo é frequentemente utilizado para a sintese de meso-
tetraarilporfirinas assimétricas, que sdo preparadas por meio da reacdo de dois aldeidos
aromaticos diferentes. O desafio consiste na separa¢do da mistura de produtos, a qual
pode conter até seis compostos distintos, nomeadamente As, AsB, cis-A2B>, trans-A2B2,
ABs e B4 (Fig. 9).

cis-A,B,

tranS'Asz AB3 B4

Figura 9 - Representagdo dos produtos obtidos por meio da condensagdo de pirrol com uma mistura
equimolar dos aldeidos A ¢ B.

No entanto, a manipulacdo da estequiometria dos reagentes, apresenta-se como
uma estratégia viavel para aumentar os rendimentos do produto desejado. Nesse contexto,
destaca-se a recente sintese da  5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(2-
piridil)porfirina (H2VanTri-2-PyP) relatada por Sarmento-Neto (2021) (Fig. 10)
(SARMENTO-NETO, 2021). Essa sintese surgiu como resultado de uma adaptacéo do
método Adler-Longo, envolvendo a condensacdo do pirrol com os aldeidos 2-
piridinacarboxaldeido e vanilina, conduzida em &cido acético. Sarmento-Neto (2021)
empregou proporc¢des relativas dos aldeidos de 3:1, mantendo-se constante a proporgao
entre aldeidos:pirrol em 1:1. A mistura resultante de produtos incluiu trés porfirinas

bases-livres, sendo uma delas a HoVVanTri-2-PyP.
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Figura 10 - Esquema de sintese da porfirina H,VanTri-2-PyP e subprodutos, considerando diferentes
proporg¢odes dos aldeidos 2-piridinacarboxaldeido e vanilina.

O método Adler-Longo foi modificado por Gonsalves e colaboradores (1991). As
alteracdes envolveram a reacdo de pirrol com aldeidos a 120 °C por 1 hora, utilizando

uma mistura de acido acético e nitrobenzeno na proporcao de 7:3 (v/v) (Fig. 11).
R
NH

+ CH3CH,COOH/CgHsNO,

4 40HC—R 120 °C, 1h R R

R

meso-arilporfirina

Figura 11 - Representagdo esquematica da sintese de porfirinas pelo Método de Gonsalves.

Uma caracteristica vantajosa desse método é a capacidade de isolamento direto da
porfirina cristalizada no meio reacional, apés a adicdo de metanol, particularmente
qguando aplicado a porfirinas que ndo continham grupos polares ou suscetiveis a
protonacdo em meio &cido. Isso resultou em rendimentos substancialmente superiores
para a meso-tetra(p-nitrofenil)porfirina e a meso-(p-metoxifenil)porfirina, em
comparagdo com os rendimentos previamente relatados pelo método original de Adler-
Longo.

Adicionalmente, 0 método Gonsalves representou um avango ao demonstrar que
os porfirinogénios podem ser oxidados de maneira altamente eficiente pelo nitrobenzeno
para formar porfirinas quando submetidos a acéo do nitrobenzeno em meio &cido acético
ou propidnico. Isso teve como resultado a possibilidade de evitar a utilizagdo de quinonas
de alto custo. Além disso, a combinacéo de nitrobenzeno e &cido acético permitiu a sintese

de muitas porfirinas em uma Unica etapa reacional, eliminando a necessidade da
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abordagem de ciclizagdo-oxidacdo em duas etapas (GONSALVES; VAREJAO;
PEREIRA, 1991).

A partir da década de 1980, Lindsey e colaboradores buscaram desenvolver um
método alternativo de sintese de tetraarillporfirinas, complementar ao método de Adler,
Longo e colaboradores (LINDSEY et al., 1987, 1994; LINDSEY; HSU; SCHREIMAN,
1986). Embora o método Lindsey tenha contribuido significativamente para o avango na
sintese de porfirinas meso-substituidas, uma desvantagem esta associada ao uso de
aldeidos que contém grupos basicos, como 2-, 3- ou 4-piridinacarboxaldeido, os quais
podem desativar o catalisador acido (LINDSEY, 1994). Consequentemente, a sintese de
N-piridilporfirinas pelo método de Lindsey ndo é vidvel. No entanto, é possivel obter a
H>TPP por esse método, alcangando rendimentos de 40-50%.

2.2.1 Sintese de metaloporfirinas de Zn(Il) meso-substituidas

A etapa de metalagdo na sintese de Zn(II)-porfirinas ¢ realizada através da reagao
entre a porfirina base livre (H2P) e um excesso de sal (ZnX>). Este processo ndo apenas
resulta na formacdo da Zn''P, mas também gera o 4cido correspondente (HX) (Fig. 12)
(LAVALLEE, 1985). A reacdo oposta, denominada desmetalagdo, ¢ favorecida pela
presenca de acido forte (WIJESEKERA; DOLPHIN, 1995).

H,P + ZnX, == Zn''P + 2HX

R
+Zn2+
R R R
+ 2H*
R
H,P ZnP

Figura 12 - Esquema geral de obteng@o das Zn(Il)-porfirinas.

Dentre os métodos empregados para a obten¢ao de ZnPs, destaca-se o conhecido
"método de cloroformio/metanol”, no qual uma solugdo concentrada do sal de Zn*" em
metanol ¢ introduzida em uma solu¢do também concentrada de H>P em cloroférmio,

mediante refluxo. Destaca-se a recomendagdo de adicdo de uma pequena quantidade de
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acetato de sddio para tamponar o meio, especialmente relevante para sistemas sensiveis
a acidos, como o zinco (WIJESEKERA; DOLPHIN, 1995).

Adler et al., (1970) também demonstraram o método da N,N-dimetilformida
(DMF), no qual a metalagao ¢ realizada por meio do refluxo de sal de cloreto de Zn(II)
em DME. Entretanto, uma grande desvantagem deste solvente é sua decomposi¢do em
dimetilamina, resultando em rea¢des secundarias complexas, especialmente quando séo
exigidos tempos de reagédo prolongados (KADISH et al., 1990).

A metodologia de obtencao das N-alquilpiridinioporfirinas de Zn(II) ocorre em
duas etapas (BATINIC-HABERLE et al., 1998; BATINIC-HABERLE ez al., 1999, 2002).
A primeira etapa é caracterizada pela alquilagdo da meso-tetraquis(X-piridil)porfirina
(H2T-X-PyP) (X = 2, 3 ou 4) com tosilato de alquila, gerando a base-livre catidnica
correspondente, H,Talquil-X-PyP*, enquanto, na segunda etapa, realiza-se a

complexacdo metalica (Fig.13).

N Complexacio
Alquilacao Metalica
ROTs, DMF
105°C _ Zn(AcO); |
OTs/PF/CI NaOH(@q)
PF¢/CI
H,T-2-PyP H,TR-2-PyP** ZnTR-2-PyP**

Figura 13 - Esquema da obten¢io das 2-N-alquilpiridinioporfirina de Zn(II) (ZnTR-2-PyP*). R: grupos
alquila.

A metalagdo da base-livre catidnica pode acontecer em solu¢do aquosa, ajustando-
se 0 meio para pH 12 (BATINIC-HABERLE et al., 1997). Esse procedimento resulta na
desprotonacao interna dos nitrogénios pirrolicos, sendo facilitado pela acidez apropriada
das N-alquilpiridinioporfirinas, cujos valores de pKa estdo na faixa de 10 a 13, resultando
na ZnTalquil-2-PyP*" (BATINIC-HABERLE et al., 1998; BATINIC-HABERLE et al.,
2002).

Nesse método, tanto a HoTalquil-2-PyP*" quanto a ZnTalquil-2-PyP*" apresentam
solubilidade em agua, o que implica limitagdes na purificacdo a meios de alta polaridade
e ha necessidade de sucessivas precipitagdes via metatese para isolar essas porfirinas
(JESUS, 2020). Dessa forma, os compostos cationicos sdo purificados por meio de
reacoes de metatese com NH4PF¢ em agua. A porfirina € precipitada do meio aquoso na

forma deste sal. Em seguida, realiza-se a metatese do sal de PFs~ com cloreto de N-tetra-
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n-butilamonio em acetona para isolar o derivado porfirinico na forma de sal de cloreto

(BATINIC-HABERLE et al., 1998; BATINIC-HABERLE et al., 2002).

2.3 Inativacao fotodinamica de microrganismos (PDI, do inglés “photodynamic

inactivation of microorganisms”)

O aumento da resisténcia antimicrobiana (AMR, do inglés “antimicrobial
resistance’) e a disseminagao crescente de patogenos multirresistentes (MDR, do inglés
“multidrug resistant”) permanecem como uma ameaga substancial a satde global.
Acarretando considerdvel morbidade, mortalidade e implicagdes econdmicas
significativas (OMS, 2001).

A pandemia de COVID-19, iniciada em 2020, agravou ainda mais essa
problematica, pois induziu um aumento no uso indiscriminado de antibidticos para o
tratamento de infec¢des bacterianas secundarias ou coinfecgdes, intensificando, assim, o
prognostico desfavoravel de pacientes gravemente enfermos (REHMAN, 2023).

Durante a pandemia, houve um aumento significativo de cepas multirresistentes,
abrangendo uma ampla variedade de microrganismos. Essas cepas incluem
Enterobacterales, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Stenotrophomonas
maltophilia, Burkholderia cepacian, Pseudomonas aeruginosa e Stenotrophomonas
maltophilia, Enterobacter cloacae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae e Candida auris (KACMAZ et al., 2023; REHMAN, 2023;
SHARMA et al., 2022).

Além disso, em pacientes acometidos com COVID-19, foram identificadas
infecgdes orais oportunistas, destacando-se as fungicas, seguidas por infec¢des virais,
bacterianas, protozoarias e helminticas. No contexto das infec¢des oportunistas
associadas a COVID-19, a candidiase e a infecg¢@o por herpes simples emergem como as
mais frequentemente mencionadas (BERLINGIERI ez al., 2022).

O desenvolvimento de novos antimicrobianos convencionais encontra limitagoes
em solucionar os problemas da resisténcia antimicrobiana, pois esses agentes atuam sobre
alvos especificos, como enzimas, DNA e parede celular. Essa acdo direcionada a um tinico
alvo torna mais fécil para os microrganismos desenvolverem resisténcia aos novos
farmacos (BLAIR et al., 2015). Nesse sentido, a PDI parece ser uma alternativa muito

promissora aos antimicrobianos convencionais, pois pode proporcionar uma inativacao
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rapida e localizada dos microrganismos patogénicos, sem afetar os tecidos saudaveis
adjacentes (SOUZA et al., 2021D).

O mecanismo de a¢do da PDI envolve a geracao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), as quais podem provocar danos oxidativos ndo especificos e irreversiveis nas
células microbianas (FU et al., 2024; HO et al., 2021) A combinagao essencial para o
mecanismo de acdo da inativagdo fotodinamica envolve trés componentes: um
fotossensibilizador (FS), luz de comprimento de onda adequado para excitar o FS e
oxigénio molecular (O2) (MUEHLER et al., 2022).

O FS no estado eletronico excitado pode promover dois mecanismos distintos: 1)
o mecanismo do tipo I, onde a transferéncia de elétrons para o O, resultando na formagao
de superdxido (O27), eventualmente produzindo radicais hidroxila citotdoxicos (HO®); ii)
e o mecanismo do tipo II, que consiste na transferéncia de energia para o oxigénio tripleto
(*02), levando a producio de oxigénio singleto (102) (PUCELIK; DABROWSKI, 2022).
As EROs geradas em ambos mecanismos resultam em danos as moléculas biolodgicas,
incluindo lipidios, proteinas, enzimas, DNA e RNA (WAINWRIGHT et al., 2017).

Em diversos contextos, a PDI se destaca como uma alternativa promissora ou
complementar as abordagens terap€uticas convencionais para combater infecc¢des
bacterianas, fungicas, virais e parasitarias. Na Figura 14, é apresentada uma ilustragdo
descritiva com os locais de infec¢@o atualmente sob tratamento pela PDI, englobando uma

variedade de microrganismos caracteristicos associados a essas condigdes.
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Figura 14 - Representagdo ilustrativa que esquematiza os locais de infeccdo atualmente tratados pela PDI,
incluindo os diferentes tipos caracteristicos de microrganismos associados (Adaptado de Pucelik &
Dabrowski, 2022).

No ambito clinico, observam-se aplicagdes de grande relevancia, como o
tratamento de infecgdes cutineas faciais, incluindo casos de acne vulgar e rosacea (LI et
al., 2022a; YANG et al., 2018). Essa abordagem também demonstra eficicia em
condi¢des no sistema respiratério, como Papilomatose, tuberculose ¢ COVID-19
(CHANG et al., 2015; LIEDER; KHAN; LIPPERT, 2014; ZIGANSHYNA et al., 2022).

No campo das infec¢des no sistema digestivo, alguns avancos foram alcangados
no tratamento de patdgenos como H. pylori e C. difficile (DE SORDI et al., 2015; WANG
et al., 2021b). Além disso, a PDI apresenta potencial em infecgdes cutaneas diversas,
como pitiriase versicolor, molusco contagioso, M. marinum, verrugas comuns e
epidermodisplasia verruciforme (GOLD; MOIIN, 2007; KARRER et al., 1999; LV et al.,
2024; WENLONG et al., 2021; WU; HU, 2022).

No ambito cerebral e oftalmologico, sua aplicacdo em infec¢des no cérebro e nos
olhos é documentada (KHARKWAL et al., 2011; SZENTMARY et al., 2012). A PDI
também ¢ empregada em tratamentos odontoldgicos, como endodontia e periodontia,

incluindo infecgoes dentarias (HIGUCHI et al., 2021; WANG et al., 2021a).
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Outras aplicagdes abrangem o tratamento de herpes genital (CHANG;
FIUMARA; WEINSTEIN, 1975), infecgdes por queimaduras e feridas (DE SOUZA DA
FONSECA; DE PAOLI; MENCALHA, 2022; SUN et al., 2020), leishmaniose (SOUZA
etal.,2021a; VITAL-FUJII; BAPTISTA, 2021) e infec¢des nos pés e unhas (BRANDAO
etal.,2023; QIAO et al., 2010; ROBRES et al., 2015).

2.3.1 Processos e reagoes essenciais na fotoinativagdo de microrganismos

A Figura 15 apresenta o diagrama de Jabtonski, destacando os mecanismos
fundamentais de geracgdo de espécies reativas de oxigénio, cruciais nos processos de PDI.
A origem dessas espécies reativas estd intrinsecamente ligada a reagdes fotoquimicas
induzidas pela iluminacdo de fotossensibilizadores em um comprimento de onda
especifico. Este processo resulta na excitagdo do fotossensibilizador para um estado de
curta duragdo denominado estado singleto excitado, representado como FS” (Fig. 15)
(MACDONALD; DOUGHERTY, 2001)

Figura 15 - Diagrama de Jabtonski ilustrando os processos fotofisicos que ocorrem durante a PDI. FS:
fotossensbilizador no estado fundamental; 'FS*: fotossensibilizador no estado singleto excitado; *FS*:
fotossensbilizador no estado tripleto; (Adaptado de Pucelik & Dabrowski, 2022)

Ao alcancar o estado singleto excitado de curta duragdo ('FS”), na ordem de
nanossegundos, o fotossensibilizador pode perder sua energia e retornar ao estado
fundamental emitindo luz (fluorescéncia) ou calor (Fig. 15) (BENOV, 2015).

Alternativamente, o fotossensibilizador pode passar por um processo denominado
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cruzamento intersistema (Fig. 15) (ISC, do inglés “intersystem crossing”), cuja
importancia ¢ destacada na PDI (LI et al., 2022b). Esse fendmeno envolve uma alteracdo
na multiplicidade de spin, conduzindo o 'FS” a um estado de energia ligeiramente inferior,
denominado estado tripleto (°FS") (Fig. 15), que apresenta uma vida relativamente longa,
na escala de microssegundos (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016; DE MELO et al.,
2013).

Quando se atinge o estado tripleto, a energia pode ser dissipada por emissdo de
foton fosforescente ou por interagdo com moléculas abundantes no meio, como, por
exemplo, o oxigénio molecular, resultando na formagao de espécies altamente reativas
(Fig. 15) (BENOV, 2015).

No estado tripleto excitado, o fotossensibilizador pode transferir um
elétron/atomo de hidrogénio (mecanismo do tipo I) ou energia (mecanismo do tipo II)
para o oxigénio molecular em seu estado fundamental. Apds essa interacdo, o
fotossensibilizador retorna ao estado fundamental singleto, enquanto a molécula de
oxigénio passa por excitagcdes e transformagdes que culminam na geragdo de diversas
espécies reativas de oxigénio (Fig. 15) (EROs) (PUCELIK; DABROWSKI, 2022).

O mecanismo do tipo I envolve a transferéncia de um elétron (ou atomo de
hidrogénio) para o orbital ©'2p de uma molécula de oxigénio, resultando na geracio do
ion superoxido (O2"). Isso pode ocorrer na presenca de um agente redutor (por exemplo,

NADH, Egs. 1 e 2) ou diretamente a partir de um fotossensibilizador excitado (Eq. 3).

FS*+ 0, — FS*+ 0y~ 1)
2FS*+ NAD(P)H — 2FS*+ NAD(P)* + H* 2)
FS“+ 0, — FS + Oy~ (3)

O ion superdxido (O2") pode ser posteriormente transformado em um radical
peridroxila (HO?"), conforme indicado na Equacdo 4. Ambas as espécies reativas de
oxigénio passam por uma reacdo de desproporcionamento, levando a formacdo de
peroxido de hidrogénio (H202), conforme descrito nas Equacdes 5 e 6. A reacdo de
desproporcionamento do ion superdxido é facilitada pela acdo da enzima superoxido
dismutase (SOD). (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; DABROWSKI, 2017).

FS™+ 0, — FS'+ HO, (4)
202"+ 2HY — 02+ H202 5)
2HO2* — O2 + H202 (6)
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O peroxido de hidrogénio apresenta uma meia-vida maior em comparagao com
outras EROs e, em contraste com estas, possui a capacidade de transpor membranas
biologicas, resultando em danos a diferentes compartimentos celulares (OSZAJCA et al.,
2016). O H2O2 pode participar em diversas reagdes (Equagdes 7-9) que levam a formagao
de radicais hidroxila altamente reativos (NI ef al., 2021). Dentre essas reacoes, destaca-
se a reagdo Fenton, que ocorre na presenca de ions Fe?*, gerando radicais hidroxila por
meio da reducdo de um elétron (Equagio 9). No ambiente celular, o ion Fe** pode ser
reduzido a Fe?" pelo radical anion superoxido (O2™) (Equagdo 10), em um processo
conhecido como reacdo de Haber-Weiss (KEHRER, 2000). Além disso, o radical
hidroxila (HO") penetra facilmente nas membranas e nao pode ser impedido ao entrar nas
células, causando danos as estruturas celulares, tais como proteinas, lipidios ¢ DNA

(CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; PRZYGODA et al., 2023).

H20; + 02" — HO" + O2+ OH- 7)
H20; + HO2 — HO" + O+ H,0 (8)
H20; + Fe?* — HO® + OH" + Fe?* 9)

Fed* + O, — Fe2* + O, (10)

O mecanismo do tipo 1l (Egs. 11-13) envolve a transferéncia de energia do 3FS”
no estado tripleto excitado para o 20, resultando na geragdo de oxigénio singleto (*O,
1Ag), que € uma molécula com carater fortemente oxidante, capaz de causar danos aos
componentes celulares, tais como lipidios, proteinas e DNA, culminando no
desencadeamento da morte celular (PRZYGODA et al., 2023). A reatividade do Oz em
relacdo a compostos ricos em elétrons é atribuida a presenca de um orbital molecular
antiligante «* (provindo da combinacdo linear de orbitais 2p), o qual ndo esta preenchido
na molécula (NI et al., 2021).

FS+hv —FS” (11)
IFS"—3FS” (12)
3FS™+302— FS + 102 (13)

Ambos 0s mecanismos podem ocorrer de maneira simultdnea, sendo sua
ocorréncia dependente da concentracdo de oxigénio, constante dielétrica do tecido, pH e
estrutura do fotossensibilizador (KWIATKOWSKI et al., 2018a). As reacgdes do tipo 1l
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sdo particularmente relevantes para a PDI, sendo consideradas a via mais comum em

reacOes fotodindmicas (SAIl et al., 2021).

2.3.2 Porfirinas como fotossensibilizadores

A eficacia da PDI depende, entre outros fatores, da selegdo de um
fotossensibilizador adequado. Um fotossensibilizador promissor ¢ caracterizado por alta
pureza, estabilidade, baixa toxicidade no escuro, alto coeficiente de absor¢cdo molar na
faixa de luz visivel ou infravermelho préximo e facilidade de excrecao do corpo para
evitar fototoxicidade pos-tratamento (KUBRAK et al., 2022). O fotossensibilizador pode
realizar isso por meio de (i) ligagdo/interagdo com a membrana celular do microrganismo,
(ii) penetragdo na célula microbiana (iii) afetar a célula sem contato direto, caso o 'O
seja gerado com eficiéncia elevada (NAGATA et al., 2012).

Na década de 1990, foi aprovado para uso clinico o primeiro fotossensibilizador
baseado em porfirina, conhecido como Photofrin® (Fig. 16) (de origem norte-
americana/canadense). Derivado da hematoporfirina (Fig. 16), um composto de origem
natural, este fotossensibilizador ¢ um polimero semissintético que serviu como precursor

para os fotossensibilizadores de primeira geragdo (KOU; DOU; YANG, 2017).

HO
OH
e S
L A o HO OH
—~ 7Y
“NH N-/
I W
..'r
J=N - HN—
.——-'\r')%.& e
| \
‘*«é HO O OH
NaQ,C O,Na 0 0
Foscan® CH HO

Photofrin (n=1 a 9)

Hematoporfirina

Figura 16 — Algumas porfirinas notaveis, incluindo Photofrin, Foscan e Hematoporfirina.

O Photofrin® ¢ utilizado no tratamento de carcinomas cerebrais, laringeos,
pulmonares, cutaneos, gastricos e esofagicos (CHISSOV et al., 1995; STYLLI et al.,
2004; YOSHIDA et al., 1995). Entretanto, esse fotossensibilizador apresenta algumas
limitagdes, como alto peso molecular, carater anionico elevado e baixa fotoestabilidade
(SOUZA et al., 2021b). Além disso, apresenta fototoxicidade cutanea prolongada por um
periodo de seis a dez semanas, requerendo cautela para evitar a exposi¢do a luz solar

intensa e luz artificial durante esse intervalo (ORMOND; FREEMAN, 2013).
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Tais limitagdes foram alvo de aprimoramento com fotossensibilizadores de
segunda geragdo, especialmente por meio das porfirinas sintéticas derivadas de meso-
tetrafenilporfirinas (Fig. 16) (ORMOND; FREEMAN, 2013). O Foscan® (Fig. 16)
(originario do Reino Unido) ¢ uma droga completamente sintética, andloga a meso-
tetrafenilporfirina, ¢ demonstrou ser aproximadamente 100 vezes mais fotoativa do que
o0 Photofrin®, devido ao seu maior tempo de vida no estado tripleto, maior
hidrofobicidade, maior seletividade e excitagdo em um comprimento de onda maior.
Contudo, apresentou fotossensibilidade na pele ligeiramente inferior aquela provocada
pelo Photofrin® (SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002). Tem sido utilizado no
tratamento de canceres de cabeca e pescogo, canceres gastricos e pancreaticos,
hiperplasia, esterilizagdo de campo apds cirurgia de cancer, e para o controle de bactérias
resistentes a antibioticos (JOSEFSEN; BOYLE, 2012).

As propriedades dos fotossensibilizadores de segunda geracdo sdo otimizadas pela
introducdo de grupos retiradores de elétrons préoximos ao macrociclo da porfirina,
facilitando o cruzamento intersistema e aumentando o tempo de vida do estado tripleto e
a producdo de EROs (SOUZA et al., 2021b). Além disso, fatores como carga, tamanho,
forma, acessibilidade e orientagdo espacial do FS afetam propriedades fotofisicas, bem
como absor¢do e distribuicdo celular (COOK; BREWER; WONG-NG, 2017
HAMBLIN, 2016; REGIEL-FUTYRA et al., 2017).

Merchat et al. (1996a) observaram em um estudo comparativo que as porfirinas
catidnicas meso-tetraquis(N-metilpiridinio-4-il)porfirina (H.TM-4-PyP*) (Fig. 17) e
meso-tetraquis(N, N, N-trimetilanilinio-4-il)porfirina (H,TTriMAPP*") (Fig. 17) inibiram
o crescimento tanto de bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas. Por outro lado,
a porfirina anidnica meso-tetraquis(4-sulfonatofenil)porfirina (H,TPPSs*) (Fig. 17)
inibiu apenas bactérias Gram-positivas (MERCHAT ef al., 1996a). Isso esta associado ao
fato de bactérias gram-positivas apresentarem parede celular composta por camadas
espessas de peptidoglicano com a presenga de acidos lipoteicodico e teicoico dispostos ao
longo dessas camadas, conferindo porosidade que facilita a internaliza¢do do FS na célula
(GOMPERTS; KRAMER; TATHAM, 2009). Por outro lado, a membrana externa das
células Gram-negativas contém lipopolissacarideos e acido sidlico (STEEGHS, 2001),
resultando em uma superficie de carater mais anidénico do que a parede celular de
bactérias Gram-positivas e, consequentemente, uma repulsdo eletrostatica significativa a

FSs anionicos.
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Figura 17 - Porfirinas que se destacaram como fotossensibilizadores.

Engelmann et al., (2007) utilizando a H,TM-4-PyP*" e seu isdomero meta H,TM-
3-PyP*" (Fig. 22), investigaram como a modulagio da lipofilia por meio da substitui¢io
de grupos metil-piridinio por grupos fenil afeta a interagdo com lipossomos, mitocondrias
e eficiéncia fotodindmica em eritrocitos. As porfirinas cis-dicationicas HoDiPhDiM-X-
PyP>" (X = 3, 4) (Fig. 17), apresentaram a melhor interacio com a membrana
mitocondrial simulada, atribuida a uma combinagao de interagdes hidrofilicas pelos dois
grupos N-metilpiridinio-X-il e interagdes hidrofobicas pelos dois grupos fenil
(ENGELMANN et al., 2007a)

Ricchelli et al., (2005) observaram, em células de fibrossarcoma (células HT-
1080), que a captacao celular aumenta com o tamanho da cadeia alquilica em H>TR-4-
PyP* (R = CH3, n-CsH13, n-C14Ha9) (Fig. 17). No entanto, a porfirina com R = n-Ca,Has
apresentou uma diminui¢do na captacao celular em relacdo aquela com R = n-Ci4Hzo; a

agregacdao em solucdo e o tamanho das cadeias alquililicas (ou volume do composto
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resultante) podem ser fatores importantes para esses resultados (RICCHELLI et al.,
2005).

Merchat ef al., (1996b) avaliaram o efeito do aumento da lipofilia da porfirina de
base livre na PDI de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Grupos cationicos N-
metilpiridinio-4-il da HyTM-4-PyP*" (Fig. 17) foram substituidos por um ou dois grupos
fenil, reduzindo a carga total dos compostos resultantes para +3 ou +2. Esses FSs foram
mais eficazes do que o H,TM-4-PyP*" tanto em bactérias Gram-positivas quanto Gram-
negativas (MERCHAT et al., 1996b). Alves et al. (2015) também observaram uma
melhor atividade de uma porfirina tricatiénica contendo um grupo meso-pentafluorofenil
e trés grupos N-metilpiridinio-4-il (H.PFPhTriM-4-PyP**, Fig. 17) em comparagio com
a Ho,TM-4-PyP* (ALVES et al., 2015).

Os fungos geralmente possuem a parede celular carregada negativamente
(GARCIA-RUBIO et al., 2020), constituida principalmente por quitina, f-glucanos e
manoproteinas na regido mais externa, apresentando resisténcia a agentes exdgenos
devido a sua baixa permeabilidade/porosidade (GOW; HUBE, 2012). Assim,
fotossensibilizadores positivamente carregados se ligam rapidamente a célula microbiana
por atracdo eletrostatica, produzindo espécies reativas de oxigénio quando irradiados, o
que levara a danos fotossensiveis na parede celular e, posteriormente, em outros alvos
celulares dentro da célula (AL-ASMARI; MEREDDY; SULTANBAWA, 2017).

Amorim et al. (2023) investigaram os efeitos das porfirinas HyTM-4-PyP*" e
H,TM-3-PyP*", bem como da porfirina H,TPPS4* (Fig. 17), na inativagio fotodindmica
de espécies do género Candida: Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C.
parapsilosis. Todas as espécies demonstraram sensibilidade a acdo de inativagdo
fotodindmica das porfirinas cationicas em todos os tratamentos de luz testados (15, 45 e
90 minutos), resultando em uma inibi¢ao de crescimento de 100%. No entanto, o analogo
anidnico ndo conseguiu inibir 100% do crescimento no menor tempo de fotoinativagdo
(15 minutos) em nenhuma das espécies de Candida (AMORIM et al., 2023). Isso esta
associado ao fato de que fotosensibilizadores anionicos exibem menor afinidade a parede

celular destes fungos (NOVAIRA; CORMICK; DURANTINI, 2012).

2.3.3  Zn(ID)porfirinas como fotossensibilizadores

A complexacdo de um elemento diamagnético, como o Zn(Il), pelo centro

porfirinico para originar ZnPs, frequentemente conduz ao aprimoramento das
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caracteristicas espectroscopicas e fotofisicas, bem como na estabilidade de compostos
derivados de porfirina (SOUZA et al., 2021b). Adicionalmente, as porfirinas de Zn(II)
comumente demonstram eficdcia como geradoras de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e exibem uma atividade fotodinamica superior contra bactérias quando
comparadas as porfirinas de base livre (SANTAMARINA ef al., 2022).

Benov et al. (2002) conduziram um estudo sobre a inativa¢ao fotodinamica da
bactéria Gram-negativa E. coli, explorando os isdmeros 2, 3 e 4-N-metilpiridilporfirinas
(H.TM-X-PyP*", X =2, 3 ou 4, Fig. 18) e seus complexos de Zn(Il) (ZnTM-X-PyP*", X
=2, 3 ou 4, Fig. 18), juntamente com o analogo 2-N-piridinio etilado ZnTE-2-PyP*" (Fig.
18). A andlise inicial focou na capacidade dessas porfirinas e seus complexos de Zn(II)
em foto-oxidar o NADH em ensaios in vitro, servindo como indicador indireto da geragdo
de EROs. O Photofrin® e azul de metileno foram incluidos como controles positivos

(BENOV et al., 2002).
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Figura 18 - Compostos com potencial fotossensibilizador, incluindo Zn(II) porfirinas e azul de metileno.

Os resultados revelaram que H,TM-2-PyP*" e seu complexo de Zn(II), bem como
o andlogo etilado ZnTE-2-PyP*" e o azul de metileno, foram mais eficazes na oxidagio

do NADH, seguidos pelas demais porfirinas, sendo o Photofrin® menos ativo in vitro.
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Esses achados indicam uma maior eficiéncia fotodindmica dos isOmeros 2-N-
alquilpiridinioporfirinas na geragcdo de EROs in vitro (BENOV et al., 2002).

Nos testes de inativagio fotodindmica, a ordem de atividade foi HoTM-2-PyP*",
ZnTR-2-PyP*" (R = metil ou etil) < H,TM-3-PyP*", ZnTM-3-PyP*" = H,TM-4-PyP*",
ZnTM-4-PyP*". Os isomeros 3- e 4-N-metilpiridinioporfirinas e seus complexos de Zn(1I)
erradicaram a E. coli em meio liquido em aproximadamente 3 minutos, enquanto os
isomeros 2-N-alquilpiridinioporfirinas (alquil = metil ou etil) levaram cerca de 15
minutos. Tanto o Photofrin® quanto o azul de metileno (Fig. 18) ndo foram eficazes na
erradicagdo da E. coli nos periodos testados, sendo o Photofrin® o menos ativo (BENOV
et al.,2002).

Ezzeddine et al. (2013) conduziram um estudo sistematico com Zn(Il) meso-
tetraquis(N-alquilpiridinio-X-il)porfirinas nas posi¢des orto, meta € para (X =2, 3 ou 4,
respectivamente Fig. 18) contra células de adenocarcinoma de cdlon humano. As cadeias
alquilicas alifaticas variaram de 1 a 6 carbonos e mostraram aumento na captagdo com o
aumento do comprimento da cadeia alquilica lateral (EZZEDDINE et al., 2013).

O analogo 2-metilpiridinio ZnTM-2-PyP*" apresentou distribui¢io citoplasmatica
e forte captacdo no lisossomo. O isdbmero meta, ZnTM-3-PyP**, foi identificado no niicleo
e citoplasma. J4 a acumulacdo do andlogo para, ZnTM-4-PyP**, ¢ predominantemente
nuclear (EZZEDDINE et al., 2013). Os analogos etilicos, ZnTE-X-PyP* (X =2, 3 ou 4),
foram preferencialmente encontrados no lisossomo/citosol, enquanto os analogos
hexilicos mais lipofilicos, ZnTnHex-X-PyP*" (X = 2, 3 ou 4), se localizaram
principalmente nas mitocondrias, seguindo a ordem de acumulagado orfo < meta < para
(EZZEDDINE et al., 2013).

Thomas et al. (2015) conduziram estudos para avaliar porfirinas de Zn(Il) 2-N-
alquilpiridinioporfirinas com modifica¢des sistematicas nas cadeias alquilicas laterais,
quanto a toxicidade e a atividade fotodinamica, utilizando cepas de E. coli, sensiveis e
resistentes a antibioticos, como alvos modelo de bactérias Gram-negativas. Nesse estudo,
as cadeias alquilicas foram variadas entre metil, etil, n-butil, n-hexil e n-octil. Além disso,
foram investigados o isdmero 2-N-metilpiridinioporfirina (H,TM-2-PyP*") e a ZnP tetra-
anidnica ZnTBAP*" (Fi. 18) (THOMAS et al., 2015). Os resultados apontaram que todas
as porfirinas catidnicas testadas reduziram a respiracdo celular e causaram danos a
membrana plasmatica da E. coli. Especificamente, a ZnTnHex-2-PyP*" destacou-se como

a mais eficaz nesse contexto. Entretanto, o analogo com cadeia n-octil, ZnTnOct-2-PyP*",
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revelou-se toxico no escuro, o que impde restricdes a sua aplicacdo como
fotossensibilizador (THOMAS et al., 2015).

Awad et al., (2016) investigaram a atividade da ZnTM-2-PyP*" e da ZnTnHex-2-
PyP* para PDI de E. coli. As ZnPs foram adicionadas a uma suspensio de células
bacterianas para uma concentragio final de 5 umol L! e, em seguida, irradiadas por 2
horas. Os resultados revelaram que nao foi detectada fragmentacdo de DNA ap6s a PDI
com porfirinas (AWAD et al., 2016).

Durante a PDI com ZnTnHex-2-PyP*', ocorreu oxida¢io da membrana plasmatica
e proteinas, levando ao vazamento de metabolitos e adenosina trifosfato (ATP). Além
disso, enzimas citosdlicas, como glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e isocitrato desidrogenase (IDH), tiveram atividade
significativamente reduzida. Esses eventos impediram a recuperagdo das células
bacterianas do estresse oxidativo induzido pela PDI (AWAD et al., 2016).

Os processos de PDI mediados por essas ZnPs também danificaram a membrana
plasmatica. O grau de dano aos componentes celulares seguiu a tendéncia ZnTnHex-2-
PyP*" > ZnTM-2-PyP*". Enquanto ZnTM-2-PyP*" nio foi capaz de promover uma
diminui¢do significativa no niimero de colénias, ZnTnHex-2-PyP*" reduziu o nimero de
células em 3 logio (AWAD et al., 2016).

Alenezi et al, (2017) realizaram uma comparacdo entre 3-N-
alquilpiridinioporfirinas ZnTR-3-PyP*" (R = n-hexil, n-octil, Fig. 18), € o isdbmero 2-N-
alquilpiridinioporfirina, ZnTR-2-PyP*" (R = n-hexil, n-octil, Fig. 18) na inativagdo
fotodinamica de E. coli. Ensaios de captagdo revelaram a maior internalizacao celular ou
ligacdo a superficie para os isomeros 3-N-alquilpiridinioporfirinas (ALENEZI et al.,
2017).

Nos testes de PDI todos os compostos mostraram eficiéncia expressiva, com 0s
isomeros 3-N-alquilpiridinioporfirinas sendo os mais ativos. Entretanto, apesar de a
ZnTnOct-2-PyP*" ser mais lipofilica e acumular-se em niveis mais elevados, ndo
demonstrou uma eficiéncia fotossensibilizadora superior ao seu analogo n-hexil, que ¢
menos lipofilico (ALENEZI et al., 2017). Isso ressalta que a eficacia da PDI ndo ¢
exclusivamente determinada pela quantidade de porfirina acumulada, mas também ¢
influenciada pela distribuicdo do fotossensibilizador dentro da célula. Novamente, foi
constatada a toxicidade no escuro das porfirinas N-n-octiladas de ambos os isdmeros

(ALENEZI et al., 2017).
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Souza et al., (2021a) investigaram os efeitos fotodindmicos mediados por
ZnTnHex-2-PyP*" em concentracdes de 0,62 e 1,25 pmol L' em formas promastigotas
de Leshmania braziliensis ¢ Leshmania amazonenses (SOUZA et al., 2021a). A
porcentagem de sobrevivéncia de promastigotas foi avaliada pela exclusao de azul de
tripano, e ambas as concentracdes do FS induziram a morte celular em mais de 99% para
ambas as espécies de Leishmania, em comparacao com o controle sem tratamento. A PDI
também resultou em reducdes de aproximadamente 64% no nimero de amastigotas por
macréfago e 70% no indice de infec¢do a 1,25 pmol L' (SOUZA et al., 2021a).

Para os fotossensibilizadores baseados em Zn(Il) porfirinas aplicados na
inativagdo fotodinamica, mecanismos do Tipo I e II (mencionados na se¢do 2.3.1) podem
ocorrer simultaneamente. Entretanto, a propor¢ao entre ambos os processos depende do
fotossensibilizador, substrato, concentracdo de oxigénio e afinidade de ligacdo do
fotossensibilizador ao substrato (CORREIA et al., 2021).

Uma forma de avaliar a competi¢do entre esses mecanismos ¢ medir o rendimento
quantico da formagdo de oxigénio singleto (®'02), que é uma das caracteristicas mais
importantes de um FS e ¢ determinado pelo rendimento quantico e tempo de vida do seu
estado tripleto excitado (CORREIA et al., 2021). Além disso, a capacidade de induzir
produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) estd associada aos tempos de vida
médios prolongados do estado tripleto excitado, uma caracteristica tipica de complexos
de porfirinas com metais diamagnéticos, como o Zn(Il) (ESPITIA-ALMEIDA et al.,
2020).

Os fotossensibilizadores baseados em porfirinas de Zn(Il) sdo frequentemente
classificados de acordo com a formacido de ®'O; e/ou experimentos de captura de spin de
oxigénio superdxido por ressonancia paramagnética eletronica (SOUZA et al., 2021b).
Zoltan et al. (2015) afirmaram que as porfirinas ZnTPPS* e ZnTEtOAc-4-
PyP* apresentaram baixos valores de ®'O e foram categorizadas como FSs Tipo I,
demonstrando maior eficiéncia na geragao de radicais livres (ZOLTAN et al., 2015). Por
outro lado, Pavani et al. (2012) indicaram que a ZnTM-4-PyP*" ¢ classificada como um
FS Tipo II devido aos valores elevados de ®'0, (PAVANI; IAMAMOTO; BAPTISTA,
2012).

Kalyanasundaram (1984) observou que os tempos de vida do estado tripleto
excitado para as N-metilpiridilporfirinas variam entre 1,16, 0,39 e 0,17 ms para os
isomeros orto, meta € para, respectivamente. A introduc¢ao de Zn(II) no anel tetrapirrdlico

aumenta significativamente os tempos de vida do estado tripleto excitado do isomero orto

26



(ZnTM-2-PyP*") para 1,4 ms, e para 2,0 ms nos isdmeros meta e para (ZnTM-3-PyP*" ¢
ZnTM-4-PyP*", respectivamente) (KALYANASUNDARAM, 1984).

E importante destacar que a eficacia biologica dos fotossensibilizadores (FSs) nao
¢ exclusivamente determinada pela capacidade das Zn(Il) porfirinas em gerar ®'Oz ou
outras EROs. Além disso, essa eficiéncia também estd intrinsecamente ligada a captagao
efetiva pelas células, a distribuicdo subcelular e a interacdo geral com os sistemas
bioldgicos. Esses aspectos podem ser otimizados por meio da modulagdo da lipofilia e da
carga i0nica da porfirina (KWIATKOWSKI et al., 2018b; SHARMAN; ALLEN; VAN
LIER, 2000; ZOLTAN et al., 2015).

2.3.3.1  Zn(1l) N-alquilpiridinioporfirinas em inativacdo fotodinamica de fungos

Devido a sua heranga eucaridtica, as diferengas na composi¢ao molecular entre
um patodgeno fungico e seu hospedeiro humano sao pequenas. Portanto, a descoberta e o
subsequente desenvolvimento de novos medicamentos antifingicos sdo extremamente
desafiadores (VANREPPELEN et al., 2023). Além disso, uma preocupagdo emergente
em escala global ¢ resisténcia aos medicamentos antifungicos, incluindo variantes
resistentes inéditas de patdgenos anteriormente suscetiveis e espécies que sao resistentes
a multiplos medicamentos antifungicos (FISHER et al., 2022).

Observou-se resisténcia aos medicamentos nistatina, clotrimazol, fluconazol,
itraconazol e cetoconazol em cepas de C. albicans (DHASARATHAN et al., 2021). Isso
ressalta a importancia do desenvolvimento de terapias alternativas que evite a
probabilidade de resisténcia (DHASARATHAN et al., 2021). Nesse contexto, a PDI tem
surgido como uma abordagem promissora (PUCELIK; DABROWSKI, 2022).

Foram encontrados poucos estudos utilizando ZnP como FS para PDI de fungos.
Viana et al. (2015) avaliou a atividade da ZnTE-2-PyP* para mediar a PDI de C. albicans
(ATCC 10231). A aplicagdo de ZnTE-2-PyP*" a uma concentragdo de 10 pmol L', com
uma pré-incubacdo de 10 minutos seguida por irradiagdo (LED, A = 460 nm + 20 nm, e
150 mW/cm?) por 9 minutos, resultou em uma redug¢do de 3 logio UFC na viabilidade
celular, destacando o potencial da ZnTE-2-PyP*" como fotossensibilizador para
inativacdo fotodiniAmica fungica. A ZnTE-2-PyP*" nio apresentou toxicidade na auséncia
de luz (VIANA et al., 2015).

Moghnie et al. (2017) investigaram o efeito de Zn(Il) 2-N-

alquilpiridinioporfirinas na PDI de leveduras S. cerevisiae, conforme avaliado
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previamente por Awad et al. (2016) em bactérias E. coli (mencionado na Se¢ao 2.3.3). O
estudo avaliou a eficacia de Zn(II) 2-N-alquilpiridilporfirinas catidnicas, onde a lipofilia
de ZnP foi modulada pela escolha das cadeias alquilicas laterais: metil (ZnTM-2-PyP*"),
n-butil (ZnTnBu-2-PyP*"), n-hexil (ZnTnHex-2-PyP*") e n-octil (ZnTnOct-2-PyP*"); a
clorina e6 foi avaliada como controle positivo. As células de S. cerevisiae foram
incubadas por 90 minutos com o FS e depois irradiadas (300 W de luz branca, 78
mW/cm?) por 60 minutos (MOGHNIE et al., 2017).

Os resultados indicaram que ZnTM-2-PyP*', seguido por ZnTnBu-2-PyP*
apresentaram a menor fotoeficiéncia, provavelmente devido as cadeias laterais mais
curtas e por serem mais hidrofilicas em compara¢do com outros compostos da série. O
composto mais lipofilico, ZnTnOct-2-PyP**, exibiu forte atividade na fotoinativagio de
leveduras, mas também demonstrou alta toxicidade no escuro.

A ZnP com cadeia lateral alquil de seis carbonos (ZnTnHex-2-PyP*") produziu
um FS anfifilico, que suprimiu completamente o metabolismo da levedura. A PDI
mediada por ZnTnHex-2-PyP*" causou a inativa¢io enzimatica da lactato desidrogenase
(LDH) e isocitrato desidrogenase (IDH), juntamente com danos significativos a
membrana plasmatica. Além disso, este estudo demonstrou que as leveduras
internalizaram ZnTnHex-2-PyP*" de forma mais eficiente do que o analogo hidrofilico,
ZnTM-2-PyP*", o que contribuiu para o efeito fotodinAmico eficaz de ZnTnHex-2-PyP*".
Por fim, ZnTnHex-2-PyP*" em concentragdes baixas de 0,5 a 5 umol L™! mostrou-se um
FS mais eficaz para a inativacdo de leveduras do que a clorina e6 comercial (MOGHNIE
etal.,2017).

Souza et al. (2022) utilizaram a ZnTnHex-2-PyP*" para investigar a fotoinativagio
cepas de C. albicans, empregando um tempo de pré-incubagdo de 10 minutos e uma
duragdo de irradiacao de 3 minutos com uma fonte de luz (LEDbox, Biolambda) em 410
+ 10 nm, e uma irradiancia ajustada para 24,1 mW/cm? (dose de luz=4,3 J/cm?) (SOUZA
et al., 2022). Na cepa ATCC 10231, observou-se uma reducdo de aproximadamente 2
logio na concentragdo mais baixa testada, 0,15 pumol L', e a erradicagio completa foi
alcangada em 0,8 pmol L™!. Para a cepa ATCC 90028, obteve-se uma reducio de 3,3 logio
em 0,8 umol L', com erradica¢do completa observada em 1,5 pmol L. Adicionalmente,
sob as mesmas condi¢des de irradiagdo, a ZnTnHex-2-PyP*" (0,8 umol L") demonstrou
eficacia em reduzir ndo apenas o numero de hifas nos biofilmes de ATCC 90028, mas
também a viabilidade celular em 89%. Vale ressaltar que esse tratamento ndo apresentou

toxicidade em células epiteliais mamiferas (SOUZA et al., 2022).
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Raposo et al. (2023) investigaram a fotoinativagao de leveduras de C. albicans
(ATCC 90028) utilizando ZnTnHex-2-PyP*" e ZnTE-2-PyP*" em condi¢des semelhantes
as de Souza et al. (2022) (RAPOSO et al., 2023a; SOUZA et al., 2022). Foi observado
uma redu¢do de aproximadamente 3 logio quando as células foram irradiadas na presenca
de ZnTnHex-2-PyP*" (0,8 umol L), resultado semelhante ao relatado por Souza et al.
(2022) (RAPOSO et al., 2023b; SOUZA et al., 2022). Em contraste, a ZnTE-2-PyP*" (5
umol L!) proporcionou uma redugdo mais discreta (2 logio). Assim, embora ambos
compostos tenham mostrado efeito fotodindmico antimicrobiano em C. albicans, a
ZnTnHex-2-PyP*" demonstrou uma eficacia superior (RAPOSO et al., 2023b). Essa
tendéncia de maior eficacia da ZnTnHex-2-PyP*" também estd em conformidade com os

resultados anteriormente relatados por Viana et al. (2015) (VIANA et al., 2015).

2.4 Desenvolvimento de porfirinas e Zn(II) porfirina do tipo A3B

O desenvolvimento de rotas para a sintese de porfirinas do tipo A3B (A = 2-N-
metilpiridinio; B = O-alquilvanilina) em nosso grupo de pesquisa teve inicio durante o
Mestrado e Doutorado de Sarmento Neto (SARMENTO-NETO, 2016, 2021). Sarmento
Neto explorou a condensacao do pirrol com uma mistura de 2-piridinacarboxaldeido e 4-
hidroxi-3-metoxibenzaldeido (vanilina), resultando no composto H>VanTri-2-PyP
(previamente mencionado na secdo 2.2). A caracterizagdo incluiu técnicas como
cromatografia em camada delgada em silica (CCD-Si03), espectroscopia eletronica de
absorg¢io na regido do UV-vis e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H
(SARMENTO-NETO, 2016).

A escolha desse aldeido foi fundamentada na presen¢a do grupo m-OCHj3 na
vanilina, o que resulta em um substituinte meso-arila estruturalmente mais distinto dos
grupos meso-2-piridila em termos estéricos, ocupando as faces a e  do anel porfirinico.
Essa diferenga facilita a separagdo cromatografica das porfirinas resultantes da mistura
desses aldeidos. Além disso, a presenca de um grupo OH (na posi¢do para) torna possivel
funcionalizagdes subsequentes, como alquilacao, acilag¢do, entre outras (SARMENTO-
NETO, 2021).

E crucial destacar que estudos prévios reportaram os isdmeros 2-N-
alquilpiridinioporfirinas como mais eficientes na geragdo de EROs (BENOV et al., 2002).
Pesquisas sobre a intercalagdo do DNA revelaram que o isomero 4-metilpiridilporfirina

(H,TM-4-PyP*") exerce a fung¢do de intercalador de DNA (FIEL et al., 1979; SARI et al.,
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1990; TITA; PERUSSI, 2001). O isdbmero 2-metilpiridilporfirina (H,TM-2-PyP*"), por
outro lado, ndo apresenta essa capacidade (SARI et al., 1990). O isdmero 3-metilpiridil
(H,TM-3-PyP*") também exibiram afinidade pelo DNA, embora em menor grau
(LEBEDEVA et al., 2021; SARI et al., 1990). Essa maior afinidade pelo DNA decorre do
fato de que os grupos N'-CHj3 na posi¢do para possuirem uma maior liberdade de rotagdo
ao longo do eixo, permitindo que a molécula adote uma conformagao mais planar durante
a intercalagdo no DNA. Por outro lado, quando o grupo N'-CHj3 estd na posi¢do meta, sua
rotacao ¢ mais limitada, ocupando um volume maior (LEBEDEVA et al., 2021).
Sarmento-Neto (2016) explorou a obtencao da porfirina cationica H-MVanTriM-
2-PyP*" através da alquilagdo simultdnea dos grupos 2-piridila e vanilina da porfirina
H>VanTri-2-PyP, empregando MeOTs (Fig. 19) (SARMENTO-NETO, 2016).
Posteriormente, em sua tese de doutorado, Sarmento Neto (2021) investigou a metalagdo
da H,MVanTriM-2-PyP** com Zn(II), resultando no complexo ZnMVanTriM-2-PyP3*
como produto final (Fig. 19) (SARMENTO-NETO, 2021). A caracterizagdo incluiu
técnicas como cromatografia em camada delgada em silica (CCD-Si0.), UV-vis e RMN

de '"H (SARMENTO-NETO, 2021; SOARES NETO, 2023).

Alquilacio Complexacio
MeOTs. DMF Metalica
105°C _ Zn(AcO), _
OTs/PF¢/CI” NaOH(aq)
PF/CI
MeO MeO
H,VanTri-2-PyP H,MVan TriM-2-PyP3* ZnMVan TriM-2-Py P3*

Figura 19 - Esquema da obtengdo da ZnMVanTriM-2-PyP3",

O sistema ZnMVanTriM-2-PyP*" exibe vantagens significativas em comparagio
a0 seu prototipo estrutural simétrico, do tipo A4, ZnTM-2-PyP*". O desenho do sistema
[ZnA3B]** proporciona a capacidade independente de controlar a lipofilia por meio da
modificacdo da vanilina, além das cargas por meio da alquilagdo dos grupos 2-N-piridilas
(Fig. 20) (SARMENTO-NETO, 2021).

A alquilacao dos grupos 2-piridila confere solubilidade em 4gua ao composto,
tornando-o anfifilico. Essa caracteristica ¢ fundamental para a eficacia do FS, pois facilita
sua penetracdo através das membranas lipidicas das células, garantindo sua
disponibilidade e distribui¢ao nos tecidos, otimizando sua acao terapéutica (LIMA; REIS,

2023). Além disso, a questdao das cargas ¢ crucial, uma vez que a superficie das células
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geralmente ¢ carregada negativamente, o que pode resultar em uma maior captagao
celular de FSs catidnicos (SOUZA et al., 2021b).

J4

A incorporagdo do Zn(II) no centro porfirinico ¢ mantida devido a todas as
vantagens discutidas na se¢dio 2.3.3. Por outro lado, as porfirinas simétricas [ZnA4]*",
apesar de terem se mostrado bons fotossensibilizadores, ndo apresentam a mesma
flexibilidade para o controle independente de cargas e lipofilia/volume em sua estrutura.
A notéavel flexibilidade da ZnMVanTriM-2-PyP*" resulta da substituicdo de um grupo
cationico, o 2-N-metilpiridinio, por um grupo neutro, a metilvanilina (SARMENTO-

NETO, 2021).

ﬂ
Me\/ \

MeO o0_
ﬁ\ ZnMVanTriM-2PyP3%*

ontrole de lipofi

Figura 20 - Comparativo entre a Zn(Il) 2-N-alquilpiridinioporfirina do tipo [ZnA4]*" ZnTM-2-PyP*" e a Zn
(ID-porfirinas tetracationica do tipo [ZnA3;B]*" ZnMVanTriM-2-PyP3",

7

ZnTM-2-PyP4*
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi sintetizar a ZnMVanTriM-2-PyP**, pertencente a
classe das porfirinas de Zn(Il) do tipo A3B, em que A representa o grupo 2-N-
metilpiridinio e B indica o grupo O-metilvanilina. Além disso, realizar suas
caracterizagcdes e estudar, pela primeira vez, seu efeito como fotossensibilizador na

inativacao fotodinadmica direcionada a fungos da espécie Candida albicans.

3.1.1 Objetivos especificos

a. Investigar a sintese da H,MVanTriM-2-PyP** via alquilacio simultanea dos grupos 2-
piridila (A) e da vanilina (B) da H>VanTri-2-PyP buscando, em particular, reduzir o
tempo de sintese.

b. Realizar a metalagio da H,MVanTriM-2-PyP** com Zn(II) por rotas distintas,
minimizando os tempos de reagdo necessarios para obter a ZnMVanTriM-2-PyP3*,
Realizar as caracteriza¢des da ZnMVanTriM-2-PyP>".

d. Avaliar a lipofilia da ZnMVanTriM-2-PyP** via medidas de logPow € fator de retengio
cromatografico em comparagio aos sistemas [ZnA4]*" da literatura.

e. Avaliar comparativamente o efeito da ZnMVanTriM-2-PyP** e da ZnTM-2-PyP*

como fotossensibilizadores na inativacao de Candida albicans (ATCC 90028).
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4 METODOLOGIA

4.1 Reagentes e solventes

Os seguintes reagentes, solventes e adsorventes foram utilizados (Tabela 1), sem

purificagdo prévia:

Tabela 1 - Reagentes e solventes utilizados.

Reagente e Solvente Marca
Silica-gel para CCD com e sem indicador de fluorescéncia
Silica-gel de grau cromatografico (60 A, 70-230 mesh)
2-piridinacarboxaldeido, 99%
Pirrol, 98%
Cloreto de tosila, 98%
Acido heptafluorobutirico, 98%
Acetato de zinco(Il) diidratado, >98%
Aliquat 336 (predominantemente cloreto de NV

trioctilmetilamonio)

Hexafluorofosfato de amonio, >95%
Vanilina, 98%
Acetona, >99%
Cloroformio, >99%
Diclorometano, >99%
Eter etilico, >99%
Metanol, >99%
N, N-dimetilformamida, >99%
Hexano, >99%
Acetonitrila, >99% Tedia
Acido acético, >99%
Bicarbonato de s6dio, 99%
Carbonato de potassio, 99%
Cloreto de sodio, 99%
Hidréxido de so6dio, 99%
Nitrato de potassio, 99%
iso-Propanol, 98%

Sigma-Aldrich

Biograde

Quimica moderna

Dinamica

4.1.1 Tosilato de Metila (MeOTs)

A sintese do tosilato de metila (MeOTs) foi realizada seguindo uma adaptagao
descrita na literatura (GUAN et al., 2010). Para a obten¢ao do MeOTs, 60 mL de metanol
foram adicionados a um baldo de fundo redondo contendo 100 mL de CH>Cl> em um
banho de gelo. Em seguida, 9,5 mL de uma solucao aquosa concentrada de NaOH (~10

mol L) foram adicionados. Apos aguardar 10 min para restabelecer o equilibrio térmico,
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18 g de cloreto de tosila (0,095 mols) foram adicionados lentamente. Apds 3 horas de
reacdo, 0 MeOTs foi purificado por meio de extracio liquido-liquido com HC1 2 mol L™!
(2x 10 mL) para neutralizar o sistema bésico. As etapas de extragdo foram continuadas
com agua destilada (3 x 10 mL), NaHCO; 0,1 mol L' (3 x 10 mL) e solugio saturada de
NaCl (2 x 10 mL). A fase organica resultante foi coletada, tratada com Na>SOg4 anidro,
filtrada, e o solvente foi removido em um evaporador rotatério (GUAN et al., 2010).
Tipicamente, este procedimento resultou no isolamento de 10 mL de MeOTs na forma de
um oOleo incolor com caracteristicas cromatograficas comparaveis com uma amostra

comercial (Sigma-Aldrich) e rendimento isolado de 65%.

4.2 Analise e Equipamentos

4.2.1 Cromatografia em Camada Delgada em silica gel (CCD-SiO:>)

As andlises realizadas em CCD-SiO; foram realizadas em placas cromatograficas
comerciais de silica-gel suportadas em aluminio (Sigma-Aldrich), com ou sem indicador

de fluorescéncia.

4.2.2 Espectroscopia eletronica de absor¢do na regido do UV-vis

Os espectros eletronicos de absor¢do na regido do UV-visivel foram registrados
em um espectrofotometro Shimadzu (modelo UV-1800) com resolugdo de 0,5 nm,
utilizando-se cubetas de quartzo ou vidro com 1 cm de caminho 6ptico. Foram utilizados
solventes como acetona para porfirina neutra, 4gua ou tampao borato pH 9,3 (0,1 mol L~

1) para porfirinas catidnicas.

4.2.3 Espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de emissdo e excitagdo das Zn(II)porfirinas (1,0 umol L) foram
registrados em solugdio aquosa de tampdo fosfato (0,01 mol L™, pH 7,2), a temperatura
ambiente, em um angulo de 90° (4ngulo reto) utilizando cubeta de quartzo. O
equipamento utilizado foi o espectrofluorimetro Agilent Cary Eclipse, com lampada
pulsada de Xendnio de 450 W como fonte de excitacdo. Os espectros de emissao foram
coletados no intervalo espectral de 550 a 750 nm, excitado em 425 nm para a ZnTM-2-

PyP*" e em 428 nm para a ZnMVanTriM-2-PyP*". Os espectros de excitacio foram
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registrados de 350 a 500 nm, com emissdo em 660 nm para a ZnMVanTriM-2-PyP>" e
655 nm para a ZnTM-2-PyP*". Os espectros de emissdo e excitagdo foram obtidos com

auxilio do doutorando Cristiano Tendrio dos Santos (PPGQ/UFPB).

4.2.4 Analise Termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TGA) e andlise térmica diferencial (DTA) foram
obtidas simultaneamente em um equipamento da marca Shimadzu DTG-60. A andlise foi
realizada no intervalo de temperatura de 30 a 130 °C, em cadinhos de alumina, sob

atmosfera dindmica de N, com fluxo de 50 cm?*/min e razao de aquecimento de10 °C/min.

4.2.5 Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear de 'H (RMN de 'H)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) da
porfirina base-livre e da Zn(II)porfirina foram registrados com frequéncia de operacao
200 MHz ou de 500 MHz. Para as analises de RMN de 'H foi utilizado o solvente d°-
DMSO. O tetrametilsilano (TMS) foi empregado como padrdo interno na maioria dos
espectros. Os espectros registrados em d-DMSO sem TMS foram calibrados a partir do
sinal de DMSO residual em 6 2,50 (GOTTLIEB; KOTLYAR; NUDELMAN, 1997). As
analises foram realizadas no Laboratorio Multiusuario de Caracterizagao e Analises da

UFPB (LMCA-UFPB).

4.2.6 Espectrometria de massas (ESI-MS)

A analise por espectrometria de massas por ionizagao por eletrospray (ESI-MS)
da Zn(Il)porfirina foi realizada no Laboratorio de Cromatografia e Espectrometria de
Massas no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (DQ-
UFMQG). Utilizou-se um espectrometro de massas IT-TOF da Shimadzu para a aquisi¢@o
dos dados. A amostra foi preparada em uma mistura de HO-MeCN (1:1, v/v; contendo
0,1%, v/v de acido heptafluorobutirico, HFBA) e introduzida no instrumento por infusao

direta.
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4.3 Sintese da 5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina
(Hz2VanTri-2-PyP)

A sintese da porfirina A3B, onde A= 2-piridila ¢ B= vanilina, foi realizada
envolvendo a condensagdo de pirrol com dois aldeidos distintos: o 2-
piridinacarboxaldeido e a vanilina. A propor¢ao entre os aldeidos utilizada nessa reagdo
seguiu a estequiometria de 3:1 (Fig. 21), com base em resultados anteriormente

reportados (SARMENTO-NETO, 2021).

2-piridinacarboxialdeido

—N H
H 3
R W
A o HOAc
\ /T o 100°C,1h
Pirrol HO
1 H

—O0
Vanilina HO

7 H,VanTri-2-PyP

Figura 21 - Esquema geral de sintese da porfirina H,VanTri-2-PyP a partir de pirrol, 2-
piridinacarboxaldeido e a vanilina.

Uma representacdo esquematica das etapas de sintese e purificagdo da H,VanTri-
2-PyP esta ilustrada na Figura 22.

Em um baldo de fundo redondo, contendo 40 mL de acido acético, procedeu-se ao
aquecimento em banho de 6leo até que a temperatura do 4cido se estabilizasse em 100
°C. Posteriormente, 380 mg de vanilina (2,5 mmol) foi dissolvida em ~2 mL de 4cido
acético e transferida quantitativamente para o baldo de rea¢do com o auxilio de uma
porc¢do de ~8 mL de solvente, totalizando 50 mL de acido acético no baldo. Um intervalo
de 10 minutos foi necessdrio para que o sistema alcancasse novamente o equilibrio
térmico a 100 °C. Em seguida, adicionou-se 713 pL (7,5 mmol) de 2-
piridinacarboxaldeido, seguido de uma adicdo gradual de 700 pL (10 mmol) de pirrol
(Fig. 22). O progresso da reagdo foi monitorado através de CCD-Si0; e espectroscopia

UV-vis.
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2-piridinacarboxaldeido (7,5 mmol)
pirrol (10mmol)
380 mg (2,5 mmol) l 50 mL
Vanilina CH,COOH

H,0 (3 x100 mL)
0,1 mol L' NaHCOj; (3x25 mL)
H,0 (3 x100 mL)

seco
overnight
- -~
60 °C =
Porfirina
impura

=

1o

Figura 22 - Esquema geral das etapas da sintese e purificacdo inicial da porfirina H>VanTri-2-PyP.

Decorrido o periodo de 1 h de reacdo, o sistema foi resfriado a temperatura
ambiente e em seguida diluido com 100 mL de agua. Apds isso, efetuou-se o ajuste da
acidez do meio com aproximadamente 80 mL de uma solu¢do aquosa de NaOH (1 mol
L), até que o pH atingisse 3,2. Neste estagio, foi evidenciada a formacio de um
precipitado escuro, identificado como a porfirina em sua forma impura. O sistema
permaneceu em repouso por um intervalo de 2 horas, ao término do qual o precipitado foi
coletado por meio de filtragdo a vacuo. Posteriormente, realizou-se a lavagem do
precipitado utilizando adgua (3 x 100 mL), seguida de uma solugdo de NaHCO3 0,1 mol
L' (3 x 25 mL), e, por fim, 4gua (3 x 100 mL). A porfirina impura obtida foi entdo
submetida a um processo de secagem overnight em uma estufa ajustada a 60 °C (Fig. 22).

Uma representacdo para as etapas seguintes de purificagdo da HoVanTri-2-PyP

esta ilustrada na Figura 23.
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(4 x 20 mL) CHCI,

y— ) 2 horas
= 60 °C
-m -y
: i L
. » --.;‘
P.orfirma macerar a porfirina - P
impura impura o (20 mL)CHCl,
(20 mL) AcOEt
— . F (15 mL) Hex

CHCl3:MeOH 10:1 I
Gy - 2 - A
>

23cm x3 cm
A

& . D

‘ overnight
- / 60 °C -

= i CHCl3:MeCN 1:1 (v/v) &

overnight 8 cm x 3 em overnight
60 °C 60 °C

Figura 23 - Esquema geral das etapas finais de purificacdo da porfirina H,VanTri-2-PyP.

A porfirina impura obtida na sintese da H>VanTri-2-PyP foi submetida a um
processo de extracdo solido-liquido utilizando aliquotas de CHCI3 (4 x 20 mL). Cada
aliquota foi filtrada, analisada via CCD-SiO2 (CHCl3:MeCN 1:1 v/v) e coletada em
frascos Erlenmeyer individuais (Fig. 23). Os sobrenadantes resultantes foram
combinados e, em seguida, levados a secura em evaporador rotatorio.

O solido obtido foi solubilizado em 20 mL de CHCI;. Em seguida, foram
adicionados a esta solucdo, sequencialmente e nesta ordem, 20 mL de AcOEt e 15 mL de
hexano. Isso resultou em uma mistura ternaria composta por CHCl3:AcOEt:Hex na
proporcao de 4:4:3 (v/v/v) (Fig. 23). Esta combinagdo levou a formacdo de um
precipitado de cor escura com sobrenadante violeta. Esse precipitado foi posteriormente
separado por filtragdo, lavado com a mesma mistura ternaria CHCl3:AcOEt:Hex 4:4:3
(v/v/v) e, por fim, o precipitado escuro foi descartado. O sobrenadante desta etapa (um
liquido violeta) e as solucdes resultantes da lavagem com a mistura terndria foram
coletados e combinados.

Em seguida, os solventes foram removidos via evaporagdo rotatoria sob pressao
reduzida. O soélido resultante de coloragdo roxa foi submetido a um processo de
purificagdo em duas etapas utilizando cromatografia em coluna de SiO> (Fig. 23). Na

primeira coluna de SiO2 (dimensdes: 23 cm de altura x 3 cm de diametro) foi utilizada
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uma eluicdo isocratica com o eluente CHCIl3:MeOH 10:1 (v/v). Durante esse
procedimento, a elui¢do foi monitorada através de CCD-SiO; (CHCl3:MeCN 1:1 v/v) e
também por meio de espectroscopia UV-visivel.

O processo foi interrompido assim que as porfirinas foram completamente eluidas;
as impurezas de cor escura (polipirrdis) permaneceram retidas na silica e foram
subsequentemente descartadas. As fracdes que continham a mistura de porfirinas foram
combinadas e submetidas a um processo de evaporacdo rotatéria. Em seguida, foram
secas overnight em uma estufa a 60 °C.

O solido de coloragao violeta foi entdo submetido a uma segunda coluna de SiO»
(dimensdes: 8 cm de altura x 3 cm de didmetro). Nesta etapa, a eluicdo isocratica foi
conduzida utilizando uma mistura de CHCI3:MeCN 1:1 (v/v). A porfirina H>VanTri-2-
PyP foi o segundo composto porfirinico a ser eluido nesta segunda coluna cromatogréfica.
As propriedades cromatogréficas e espectroscopicas foram consistentes com as descritas
anteriormente  (SARMENTO-NETO, 2021). A massa isolada foi de 20-25 mg,
representando um rendimento de 2%.

CCD-SiO; (CHCI3:MeCN, 1:1 v/v): R¢=0,53.

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

RMN de 'H (500 MHz; d°-DMSO; TMS): §9,54 (s, 1H, OH), 9,10 (d, 3H, Juzrs~= 4,1 Hz,
H-piridil), 9,01 (s, 2H, Hp-pirrol), 8,84 (s, 6H, Hp-pirrol), 8,36 (d, 3H, Jusus= 7,4 Hz,
Hb-piridil), 8,28 (t, 3H, Jusus= 7,2 Hz, H’-piridil), 7,88 (m, 3H, H*-piridil), 7,82 (s, H*-
fenil), 7,63 (d, 1H, Jusus= 8,0 Hz, H’-fenil), 7,24 (d, 1H, Jusus= 8,0 Hz, H’-fenil), 3.93
(s, 3H, m-OCH3), -2.94 (s, 2H, N-H).

4.4 Sintese da cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(/V-metilpiridinio 2-
iporfirina (H2MVanTriM-2-PyPCls)

De um modo geral, a cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-
metilpiridinio-2-il)porfirina (HMVanTriM-2-PyPCl3) foi obtida através da alquilacdo
simultanea dos grupos vanilina e piridilas da H>VanTri-2-PyP (Fig. 24) (SARMENTO-
NETO, 2016).
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K;CO; MeOTs

Y

DMF, 70°C

H,VanTri-2-PyP H,MVanTriM-2-Py P3*

Figura 24 - Esquema geral de sintese da porfirina catiénica HoMVanTriM-2-PyP3*,

Uma representagcdo esquematica para as etapas de sintese da porfirina catidnica

H>MVanTriM-2-PyP3" estd ilustrada na Figura 25.

Analise CCD-SiO,

5 mg (0,0075 mmol)
H,VanTri-2-PyP

*

0,5 mL

DMF 10,5 mg g
”\,l,/ (0,075mmol) : -
1,125 mmol K,CO; i

MeOTs
8 horas
—_—

70 °C

Anilise UV-Vis H,MVanTriM-2-PyP 3*

Figura 25 - Esquema geral de sintese da porfirina catidnica H,MVanTriM-2-PyP3",

A sintese envolveu a dissolugdo de 5 mg (7,5 umol) de HoVanTri-2-PyP em 0,5
mL de DMF. Em seguida, adicionaram-se 10,5 mg de K>COj3 (75 pmol). O sistema foi
aquecido em banho de 6leo sob a temperatura de 70 °C, e apds 5 minutos foram
adicionados 171 pL de tosilato de metila (1,125 umol), de modo que relagdo molar
tosilato:porfirina fosse de 150:1. A reagdo foi mantida sob agitacdo constante a 70 °C por
um periodo de 8 horas (Fig. 25). Durante a reagdo, o progresso da alquilacdo foi
monitorado via CCD-SiO2 (KNOs(sat):H2O:MeCN, 1:1:8 v/v) e espectroscopia de
absor¢ao UV-vis, utilizando H,O como solvente.
Uma representagao para as etapas de purificacdo da H2M VanTriM-2-PyPCl; esta

ilustrada na Figura 26.
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(3 x800 pL
g 9:1 v/v)
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- overnight
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60 °C
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B ——

Figura 26 - Esquema geral das etapas de purificacdo da porfirina HoMVanTriM-2-PyPCls.

Apds as 8 horas de reagdo a 70°C, a mistura reacional foi resfriada e transferida
para um Erlenmeyer. Em seguida, adicionou-se 800 puL de Et;O, resultando na
precipitacdo de um material com aspecto pastoso, que aderiu as paredes do Erlenmeyer
(Fig. 26). O solvente foi eliminado e o material viscoso foi lavado mais duas vezes
utilizando porg¢des de 800 pL de Et,0.

Apo6s a remocao do solvente, o material resultante foi dissolvido em agua e a
porfirina foi precipitada como um sal de PFs com a adi¢do de uma solucdo aquosa de
NH4PFs (3 mol L), O sélido foi separado por filtracio usando um funil de placa
sinterizada, seguido de lavagem com uma mistura de Et;O:/PrOH (9:1 v/v) e secagem
overnight em estufa a 60 °C (Fig. 26). Em seguida, a porfirina foi resfriada e dissolvida
em acetona.

A solugdo obtida foi posteriormente filtrada utilizando um funil de placa
sinterizada, e a HaMVanTriM-2-PyP3* foi precipitada na forma de sal de C1~ por meio da
adicao gradual de Aliquat 336 (predominantemente cloreto de N-trioctilmetilamonio). O
solido obtido passou por lavagem com acetona e, finalmente, secagem em estufa a 60°C
por 2 horas (Fig. 26). O procedimento de metatese (ClI/PFs/CI") foi repetido para
assegurar a pureza da porfirina catidnica. Apos a conclusdo das etapas de metatese, a
H>MVanTriM-2-PyPCl3 foi transferida para um dessecador. A massa isolada foi de 5,2
mg, representando um rendimento de 83%.

CCD-SiO2 (KNOs(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v): Rr=0,25.
UV-vis (H20): Amax/nm: 417 (Soret), 517, 583, 635.

41



RMN de H (200 MHz; d®-DMSO; TMS): § 9,73 (d largo, 3H, H3-Piridil), 9,25-9,10 (m,
6H, Hp-pirrol), 9,10-9,01 (5H, H®-piridil + HB-pirrol) 9,01-8,82 (m, 3H, H>-piridil) 8,74
(t, 3H, H*-piridil), 7,90-7,65 (m, H*>®-fenil), 4,24-4,01 (m, 9H, Me-piridil), 3,93 (s, 3H,
m-HsCO), 2,85 (s, 2H, N-H).

4.5 Sintese da cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(/V-metilpiridinio 2-
iDporfirinatozinco(Il) (ZnMVanTriM-2-PyPCl3)

4.5.1 Reagoes exploratorias em microescala
A sintese da ZnMVanTriM-2-PyP** foi realizada em microescala por meio de duas

rotas distintas, ambas partindo da HoMVanTriM-2-PyPCl;, conforme representado na

Figura 27.

H,MVanTriM-2-PyP3*

Figura 27 - Obten¢do da ZnMVanTriM-2-PyP?" por duas rotas: 1) utilizando 4gua como solvente e
aquecimento a 80 °C; 2) empregando hidréxido de sddio aquoso como solvente em temperatura ambiente.

4.5.1.1  Obtencio da ZnMVanTriM-2-PyP** pela Rota 1

A sintese consistiu na dissolu¢do de 2 mg (2,4 pmol) de HoMVanTriM-2-PyPCl3
em 2 mL dgua, seguidos pela adicdo de 5 mg de Zn(AcO),:2H>0 (24 umol). O sistema
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foi entao submetido a agitacao constante a uma temperatura de 80°C, mantendo-se nessas
condi¢des por 25 minutos. O progresso da rea¢do foi monitorado através de CCD-SiO; e
espectroscopia UV-vis (Fig. 28).

CCD-Si02 (KNOs(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v): Rr=0,30.

UV-vis (H20): Amax/nm: 322, 428 (Soret), 558, 590.

2 mg (0,0024 mmol)
H,MVanTriM-2-PyPCl ;

*x
o
2 mL l 5 mg (0,024mmol)
H,0 Yy Zn(Ac0),2H,0
r

Analise UV-Vis

M

25 minutos Anilise CCD-SiO,
80°C

Figura 28 - Esquema geral de teste de obtencdo em microescala da Zn(II)-porfirina catidnica
ZnMVanTriM-2-PyP3* pela Rota 1.

4.5.1.2  Obtencdo da ZnMVanTriM-2-PyP** pela Rota 2

A sintese envolveu a dissolucdo de 2 mg (2,4 pmol) de H:MVanTriM-2-PyPCl3
em uma solucdo aquosa de NaOH (pH~12), seguida pela adicdo de 5 mg de
Zn(AcO)22H,0 (24 pmol). O sistema foi mantido sob agitagdo magnética em
temperatura ambiente por 25 minutos. O progresso da reagcdo foi acompanhado por meio
de CCD-Si0; e espectroscopia UV-vis (Fig. 29).

CCD-SiO2 (KNO3s(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v): Rr=0,30.
UV-vis (H20): Amax/nm: 322, 428 (Soret), 558, 590.

2 mg (0,0024 mmol)
H,MVanTriM-2-PyPCl 5
*x
Xx

2 mL l 5 mg (0,024mmol)

NaOH ~ \vy  Zn(Ac0),.2H,0
""""" Analise UV-Vis
S
25 minutos Analise CCD-SiO,

Figura 29 - Esquema geral de teste de obtencdo em microescala da Zn(Il)-porfirina catidnica
ZnMVanTriM-2-PyP3* pela rota 2.
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4.5.2 Reagao de obten¢do da ZnMVanTriM-2-PyPClz em escala preparativa pela Rota
2

A obtencdo da ZnMVanTriM-2-PyPCl; foi realizada por meio de uma adaptagao
do método descrito por BENOV ef al. em 2002, utilizado para sintetizar a ZnTM-2-
PyPCls (BENOV et al., 2002) (Fig. 30).

20 mg (0,024 mmol)
H,MVanTriM-2-PyP 3*
12 mL 53 mg (0,24 mmol)
NaOH ’\l/‘ Zn(Ac0,).2H,0

en1z T [ ] Anilise UV-Vis

=

Anilise CCD-SiO, ZnMVanTriM-2-PyP >

Figura 30 - Esquema geral de sintese da Zn(1l)-porfirina catibnica ZnMVanTriM-2-PyP3",

A sintese envolveu a dissolu¢do de 20 mg (0,024mmol) de HoMVanTriM-2-
PyPCl; em 12 mL de uma solugdo aquosa de NaOH (pH 12). Posteriormente,
adicionaram-se 53 mg de Zn(AcO)2-2H,0 (0,24 mmol) a temperatura ambiente. A
solucdo resultante adquiriu uma coloracao avermelhada e foi agitada sem a necessidade
de aquecimento. O progresso da reacdo de metalacdo foi monitorado por CCD-SiO»
(KNOs(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v) e espectroscopia de absor¢cao UV-vis. O sistema foi
mantido sob agitacdo por 25 minutos.

Uma representacao para as etapas de purificagdo da ZnMVanTriM-2-PyPCl; esté
ilustrada na Figura 31. Apos o consumo total da base-livre, o sistema foi filtrado em funil
de placa sinterizada, e o hidroxido de Zn(II) formado foi lavado com agua. Posterior a
filtracdo, o sobrenadante avermelhado foi recolhido, submetido a agitacdo e a ele
adicionaram-se 700 uL de uma solugio aquosa de NH4PF¢ (3 mol. L), até a precipitagio
do composto na forma de sal de PF¢ . O solido resultante foi filtrado sob vacuo, lavado

com 20 mL de éter etilico e seco overnight em estufa, a temperatura de 60°C.
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Figura 31 - Esquema geral das etapas de purificacdo da ZnMVanTriM-2-PyPCls.

Ap0s resfriamento, o solido foi dissolvido em 2 mL de acetona e filtrado através
de um funil de placa sinterizada por gravidade, sendo lavado posteriormente com mais 8
mL de acetona (Fig. 31). Em seguida, adicionou-se gota a gota 700 puL de Aliquat 336,
até o sobrenadante ficar com cor amarelo claro, resultando na precipitagio da
ZnMVanTriM-2-PyP>" na forma de cloreto (CI"). O sélido foi entdo filtrado utilizando um
funil de placa sinterizada sob vacuo e lavado com duas por¢des de 10 mL de acetona. Em
seguida, o solido foi seco em uma estufa a 60°C por 6 horas. Este procedimento de
metatese ClI/PF¢ /Cl™ foi repetido por mais uma vez. Por fim, o sélido obtido foi
submetido a uma secagem em estufa a 60°C por um periodo de duas horas. Apos a
conclusdo das etapas de metatese, a ZnMVanTriM-2-PyPCls3 foi transferida para um
dessecador.
CCD-SiO2 (KNO3(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v): Rr= 0,30.
UV-vis (H20): Amax/nm: 322, 428 (Soret), 558, 590.
RMN de 'H: (500 MHz; d>-DMSO; TMS): § 9,59 (d largo, 3H, H*-Piridil), 9,05-8,93 (m,
6H, Hp-pirrol), 8,93-8,84 (6H, Hb-piridil + Hp-pirrol), 8,79-8,76 (m, H’-piridil), 8,67 (t,
3H, H*-piridil), 7,86-7,20 (m, H*”%-fenil), 4,05-3,85 (m, 9H, Me-piridil), 4,06 (s, 3 H, p-
OCH3) 3,92 (s, 3H, m-OCH3).
ESI-MS: (HO-MeCN 1:1, 0,1% v/v HFBA, modo positivo): m/z 261,39 [ZnP>" —3H]*"3,
m/z 498,51 [ZnP** — 2H + HFBA ]*".
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4.6 Determinag¢io da absortividade molar (¢) da ZnMVanTriM-2-PyP3*

Para determinar a absortividade molar (¢) da ZnMVanTriM-2-PyPCls, adotou-se
um protocolo espectrofotométrico assistido por andlise termogravimétrica (TGA),
conforme descrito por Maia, (2023).

A desidratacao da ZnMVanTriM-2-PyPCls por TGA ocorreu na faixa de 30 a 130
°C, sob atmosfera dinamica de N>, fluxo de gas de 50 cm?*/min e razdo de aquecimento
de 10 °C/min. A ZnP desidratada presente no cadinho foi transferida quantitativamente
para um baldao volumétrico de 3,0 mL, onde foi preparada uma solugao estoque em agua.
A determinagdo do ¢ foi enfim realizada por meio da adicdo de aliquotas (de volume
conhecido) da solugdo estoque de ZnP em uma cubeta de quartzo contendo 3 mL de H>O.
As medidas foram realizadas em triplicata para cada concentragdo de ZnP testada. O valor
do ¢ foi expresso como o coeficiente angular da relacdo linear entre absorbancia e a

concentracdo de ZnP na cubeta.

4.7 Determinacio do coeficiente de particio em n-octanol/agua.

O coeficiente de particdo n-octanol/agua (log Pow) foi medido indiretamente, a
partir da conversdo da medida do coeficiente de particdo n-butanol/agua, conforme
metodologia descrita na literatura para sistema a base de Mn(IIl)-porfirinas (KOS et al.,
2009). A medida experimental utilizou a ZnMVanTriM-2-PyP**, empregando uma
variacao do método de frascos agitados (ENGELMANN et al., 2007¢; KOS et al., 2009).

Para saturar ambos os solventes em ambas as fases, d4gua deionizada e n-butanol
foram vigorosamente misturados por 24 h a temperatura ambiente, sendo as fases, entdo,
separadas. Em seguida, em um tubo de 2 mL, 0,1 mL de uma solu¢do de ZnMVanTriM-
2-PyP*" em 4gua (saturada com n-butanol) foi adicionada a 1 mL de n-butanol (saturado
com agua). A mistura foi agitada em Vortex por 3 min e centrifugada a 4000 rpm por 5
min para separar as fases. As concentragdes de ZnMVanTriM-2-PyP** em cada fase foram
medidas por UV-vis. Se alguma diluicdo fosse necessaria para as medidas UV-vis, a fase
aquosa seria diluida com dgua saturada com n-butanol, enquanto para a fase organica, n-
butanol saturado com agua seria utilizado. As linhas de base dos espectros (brancos)
foram registradas de acordo com a fase em analise.

Assim, os coeficientes de particdo foram obtidos em n-butanol/agua (log Pgw),

com base na equacao 14 (KOS et al., 2009). Essa andlise considera a mesma absortividade
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molar nos dois solventes (dgua e n-butanol), sendo a parti¢ao a Unica responsavel por
quaisquer variagdes na absorbancia (ENGELMANN et al., 2007c¢).
CnBuOH
lOgPBW = lOg <T20 (14)
Os coeficientes foram inicialmente obtidos em n-butanol/agua (log Prw) e
posteriormente convertidos para log Pow usando a equagdo 15 (ENGELMANN et al.,
2007¢). Essa correlagdo entre os coeficientes de particdo em n-butanol/agua (log Pew) e
n-octanol/agua (log Pow) ¢ bem estabelecida na literatura (COLLANDER et al., 1951;
SEILER, 1974; TAYAR et al., 1991).
logPyy = —0,54 + 1,55 log Pgy, (15)

4.8 Inativaciao fotodinamica de leveduras de Candida albicans utilizando ZnTM-2-

PyP*" e ZnMVanTriM-2-PyP3*

A ZnTM-2-PyP* utilizada para os ensaios fotoinativagio de leveduras de
Candida albicans foi preparada pelo grupo na ocasido dos estudos iniciais de sintese de
metaloporfirinas do tipo [ZnA4]*" e [ZnA3;B]** (SARMENTO-NETO, 2021). As solucdes
estoque de ZnTM-2-PyP*" ¢ ZnMVanTriM-2-PyP*" foram preparadas em tampio fosfato
0,01 mol L' de pH=7,2 e as concentra¢des da ordem de 1 mmol L' foram determinadas
espectrofotometricamente utilizando os seguintes valores de absortividade molar para a
ZnTM-2-PyP* (e425 nm= 324.000 cm™ L mol') (SOUZA et al., 2021b) e para a
ZnMVanTriM-2-PyP** (e428 nm= 198.534 cm™ L mol ™).

Os ensaios de PDI de Candida albicans (ATCC 90028) foram realizados durante
uma missao de estudo no grupo da Profa. Dra. Adriana Fontes (UFPE), participando dos
experimentos conduzidos pela mestranda Geyse Santos de Lima (PPG Engenharia
Biomédica, UFPE).

Foram conduzidos ensaios de fotoinativacao em leveduras de C. albicans por meio
de trés ensaios independentes, cada um executado em triplicata utilizando placas de 96
pogos, explorando trés grupos experimentais: i) controle negativo — sem ZnP, no escuro;
ii) grupos escuro — ZnMVanTriM-2-PyP*" ou ZnTM-2-PyP*" sem irradiagio; e iii) grupos
tratados — células submetidas a incubagdo com ZnMVanTriM-2-PyP*" ou ZnTM-2-PyP*",

seguida de exposi¢do subsequente a luz.
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As solucdes de ZnPs foram diluidas em tampao fosfato salino (PBS, do inglés
“phosphate buffered saline”) para atingir as concentragdes de ZnP 3 pmol L™!, 5 pmol
L', 10 umol L' € 20 umol L™!. Em cada pogo dos experimentos na microplaca foram
adicionados 100 pL de uma das solugdes diluidas de ZnPs, ¢ 100 pL. de uma suspensao
de C. albicans a 1x10” UFC/mL em PBS, resultando em um volume final de 200 pL.
Assim, considerando a dilui¢do com a suspensdo de microrganismo, as concentragdes
finais de ZnPs nos experimentos foram de 1,5 pmol L', 2,5 pmol L', 5,0 umol L1 e 10
pumol L1, respectivamente. Para o grupo controle sem ZnP, a solucdo de ZnP foi
substituida por 100 uL de PBS.

As suspensdes de leveduras foram submetidas a pré-incubagdo com
ZnMVanTriM-2-PyP** ¢ ZnTM-2-PyP*" por 10 min no escuro, seguido por irradiagio
durante 3 min com LED azul (comprimento de onda 410 + 20 nm LEDbox, Biolambda),
irradiancia de 24,1 mW/cm? e dose de luz de 4,3 J/cm? (Fig. 32). Para o grupo controle
negativo (sem ZnP e sem irradiag@o) e para os grupos escuro (com ZnP e sem irradiagdo),
o tempo de pré-incubagdo de 10 min no escuro foi seguido por mais 3 min no escuro,

totalizando 13 min de experimento no escuro.

Figura 32 - Fonte de luz LED azul (410 + 20 nm, LEDbox, Biolambda) empregada para a realizagdo da
inativagdo fotodinamica.

Apoés a realizagdo da PDI, dilui¢des seriadas foram realizadas em placa de
microtitulagdo de 96 pocos. Os grupos controle (sem ZnP e sem irradiagdo) e os grupos
escuro (com ZnP e sem irradiagcdo) foram diluidos até um fator final de 320, enquanto os
grupos tratados (com ZnP e com irradiacdo) alcangaram um fator final de 80. A primeira
dilui¢do consistiu na transferéncia de 20 pL dos pocos tratados para um novo pogo com

180 puL de PBS, resultando em 200 pL e um fator de diluicdo de 10. Nas dilui¢des
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subsequentes, 100 uL da dilui¢ao anterior eram transferidos para um novo pogo com 100
L de PBS, resultando em um fator de dilui¢ao de 20. Este processo foi repetido até
alcangar a dilui¢ao final (320 para os grupos controle e escuro ¢ 80 para os grupos

tratados) relativo a suspensao inicial, conforme ilustrado na Figura 33.

GRUPOS
EXPERIMENTAIS
20 pL
180 i X 180 ut X 180 . { 180 e | Fator de diluicéo = 10 |
-100 pL
100 L § 100 uL A 100 pL § 100 pL Fator de diluicao =20
-100 pL
100 pL } 100 L A 100 puL X 100 pL Fator de diluigao =40
g
-100 pL
100 LY 100 uL X 100 uL X 100 uL Fator de diluigéo =80
-100 pL
100uLY 100 uL Y 100 uL ¥ 100 uL Fator de diluicio = 160
-100 pL
100t X 100 ut X 100 uL ¥ 100 L Fator de diluigio =320
gy’ g’ g’

Figura 33 - Esquema representativo da diluicéo seriada.

A avalia¢do do impacto da PDI nas leveduras de C. albicans seguiu o protocolo
de contagem de UFC/mL descrito por JETT et al., 1997. Apds a realizagdo das diluigdes
seriadas, os grupos controle e escuro alcancaram um fator de diluicdo final de 320,
enquanto os grupos tratados alcangaram um fator de dilui¢do final de 80. Em seguida, 10
nL das dilui¢des foram inoculados em placas de Petri contendo meio agar Sabouraud
Dextrose, assegurando que as gotas nao se misturassem durante o processo de inoculagao

(Fig. 34). As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. A quantificacdo das unidades

49



formadoras de colonias foi realizada, levando em consideragao o fator de dilui¢ao da
amostra. Os resultados foram expressos em UFC/mL(logio). Para atender aos critérios de
precisdo estatistica, cada dilui¢do foi semeada em triplicata e as UFCs foram contadas

apenas em placas que apresentaram até 30 coldnias visiveis.

Figura 34 - Representacdo esquematica da contagem de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro
(UFC/mL) para os diferentes fatores de dilui¢do (10, 20, 40 e 80) utilizados na dilui¢ao seriada dos grupos
experimentais.

4.8.1 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad 7. O nimero de
unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL) por tipo de fotossensibilizador
foi analisado estatisticamente usando a andlise de variancia de um fator (ANOVA). Além
disso, foi realizada uma anélise post-hoc de Tukeyv para identificar diferencas estatisticas
entre os grupos experimentais. Resultados com valores de p<0,05 foram considerados

significativos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A proposta desse trabalho envolveu a sintese da ZnMVanTriM-2-PyP** (onde, A
= 2-piridila e B = O-metilvanilina), bem como sua aplicacdo na PDI de C. albicans. O
desenho estrutural do tipo [ZnA3;B]*" se baseou nas propriedades fotoquimicas
conhecidas das ZnPs do tipo [ZnA4]*" a base de meso-tetraquis(N-metilpiridinio-2-
il)porfirinatozinco(Il), que apesar de serem bons candidatos a fotossensibilizadores, ndo

possibilitam o controle independente de cargas e lipofilia/volume em sua estrutura.
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5.1 Sintese e caracterizacio da 5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(2-

piridil)porfirina (H2VanTri-2-PyP)

Em um procedimento geral, a vanilina foi condensada com pirrol e 2-
piridinacarboxaldeido em acido acético, sob aquecimento a 100°C por um periodo de 1
hora. Esse método foi uma modificagdo da técnica convencional usada para sintetizar
meso-tetraarilporfirinas. (ADLER; LONGO; SHERGALIS, 1964). O isolamento inicial
da porfirina desejada, na sua forma impura, foi realizada por meio de uma combinagdo
de técnicas de precipitacdo de N-piridilporfirinas em meio aquoso (HAMBRIGHT et al.,
1985). Este procedimento foi seguido por etapas de extragdo sélido-liquido, precipitagdo
seletiva de impurezas e cromatografia em coluna.

A condensag¢do do pirrol com a mistura dos dois aldeidos tem o potencial de gerar
uma variedade de até seis meso-tetraarilporfirinas distintas, incluindo as porfirinas do tipo
A4, A3B, cis-A2B2, trans-A>B>, AB3 e Bs (Fig. 35). Nesse contexto, os termos A e B

designam, respectivamente, os grupos 2-piridil e vanilina.

HO

HO

o

H,T-2-PyP

cis-H,DiVanDi-2-PyP
(Ag)

(A;B) (cis-A,B5)

HO" wo  ©

trans-H,DiVanDi-2-PyP H,TriVan-2-PyP H,T-VanP
(trans-A,B,) (AB3) (By)

Figura 35 - TIlustragdo dos possiveis produtos obtidos a partir da condensacdo de pirrol, 2-

piridinacarboxaldeido e vanilina, com destaque para a porfirina A3;B de interesse, representada pela formula
H,VanTri-2-PyP.
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A escolha da propor¢ao estequiométrica 3:1 entre os aldeidos foi feita com base
em resultados reportados anteriormente (SARMENTO-NETO, 2016). Esta proporgao ¢
ideal para se obter o produto de interesse H> VanTri-2-PyP com maior rendimento.

ApoOs a reacgdo ter sido concluida e o sistema ter sido resfriado até atingir a
temperatura ambiente, os procedimentos de purificacao foram iniciados. Diferentemente
das meso-tetrafenilporfirinas (TPPs), as N-piridilporfirinas ndo precipitam diretamente do
meio reacional acido. Isso ocorre devido a protonagao dos grupos piridilas, o que as torna
soluveis em meio acido (HAMBRIGHT et al., 1985). Essa caracteristica dificulta o
isolamento das N-piridilporfirinas e exige uma estratégia de purificagdo diferente daquela
utilizada para as TPPs (SARMENTO-NETO, 2021).

A purificagdo da porfirina iniciou-se com a dilui¢do do meio reacional (em acido
acético) com agua, resultando em uma solu¢do com pH ~2. Em seguida, o pH da solu¢do
foi ajustada para 3,2 com adigio de solu¢io de NaOH (1 mol. L'!). O ajuste do pH, levou
a formagao de um precipitado escuro, denominado “porfirina impura” — contendo, como
revelado por analise por CCD-SiO2, mistura de porfirinas do tipo As, A3B e A2Bo,
juntamente com “polipirrdis” (misturas de polimeros indefinidos de pirrol e aldeidos
condensados). A filtracdo e lavagem da “porfirina impura” com solucao de NaHCOs3 (0,1
mol L) removeu resquicios de 4cido acético, que poderiam atrapalhar as etapas
posteriores de purificacdo. A seguir, a secagem do filtrado ¢ crucial garantir que o solido
esteja completamente seco para as etapas posteriores de purificacdo.

A purificagdo da H>VanTri-2-PyP foi continuada por meio de extracdo solido-
liquido utilizando aliquotas de cloroféormio, que solubilizam as porfirinas com maior
seletividade em relagdo aos polipirrois. As fases cloroformio foram filtradas e submetidas
a andlise por CCD-Si10; (CHCl3:MeCN 1:1 v/v) para verificar a presenga de porfirina em
cada uma delas, com o intuito de evitar a coleta de aliquotas que apresentassem uma
quantidade significativa de polipirrol. Esse procedimento resultou em uma diminui¢ao
consideravel das impurezas nas fragdes de porfirinas extraidas pelo cloroférmio. Em
seguida, o cloroférmio foi evaporado e o s6lido obtido foi seco em estufa.

Este extrato, rico em porfirinas, foi entdo submetido a precipitagcdo seletiva de
impurezas (polipirrois) ajustando-se a polaridade do meio com a adi¢@o de acetato de etila
e n-hexano, resultando em uma mistura ternaria CHCl3:AcOEt:n-hexano (4:4:3 v/v/v).
Neste procedimento ¢ importante destacar que os solventes CHCl3;, AcOEt e n-hexano

devem ser adicionados nesta ordem; a adi¢do de n-hexano ¢ acompanhada pela formagao
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de um precipitado escuro de impurezas, enriquecendo o sobrenadante em porfirinas
(SARMENTO-NETO, 2021).

Essa etapa de purificacdo parcial da mistura de porfirinas revelou-se eficaz,
resultando em um material com pouco teor de polipirrol. Esse processo facilita
significativamente as purificacdes finais por cromatografia em coluna (SARMENTO-
NETO, 2016, 2021).

Os materiais resultantes das etapas prévias constituem uma combinagdo de
porfirinas e impurezas persistentes. Durante a cromatografia em eluente CHCIl3:MeCN
1:1 v/v, os componentes seguem uma ordem crescente de Ry (i) polipirrol (Rf ~ 0), (ii)
porfirina HoT-2-PyP (R¢= 0,33), (iii) porfirina HoVanTri-2-PyP (R¢= 0,53), (iv) impurezas
de cor marrom nao identificadas e (v) porfirinas A>B> (Rf= 0,67 ¢ 0,73) (Fig. 36).

;-
K

Figura 36 - Placa de CCD-SiO; (eluente: CHCl3:MeCN 1:1 v/v) obtida apds as etapas de purificagdo
prévias através de extracao solido-liquido e precipitagdo seletiva de impurezas. Marcagdes com * indicam
as manchas fluorescentes quando observadas sob luz UV de comprimento de onda longo (~365 nm).

A purificagdo final e isolamento da porfirina de interesse H>VanTri-2-PyP ocorreu
em duas etapas de cromatografia em coluna. Na primeira etapa cromatografica em coluna
de SiO; utilizou-se o eluente CHCl3:MeOH (10:1 v/v) de modo isocratico. O processo de
eluicdo e separagdo das porfirinas ao longo da coluna/fragdes foi monitorado pela forte
fluorescéncia vermelha, caracteristica das porfirinas, emitida apds excitacdo com caneta
laser de comprimento de onda 405 + 10 nm. A confirmag¢ao da presenga de porfirinas nas
fracdes foi feita por andlises adicionais utilizando CCD-SiO2 e UV-vis. Assim, esta
primeira coluna eliminou em quase a totalidade o polipirrol, levando a coleta de fragcdes

de interesse contendo praticamente apenas porfirinas (Fig. 37).
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Figura 37 - Placa de CCD-SiO2 (CHCl3:MeCN 1:1 v/v) das fragcdes combinadas ricas em porfirinas,
obtidas apds a coluna de SiO; eluida com CHCI3;:MeOH (10:1 v/v). Observar que praticamente nao ha
material no ponto de aplicacdo (Rf ~0) correspondendo a polipirrdis. Marcagdes com * indicam as manchas
fluorescentes quando observadas sob luz UV de comprimento de onda longo (~365 nm).

Na segunda etapa da cromatografia em coluna de SiOz, adotou-se o eluente
CHCI3:MeCN (1:1, v/v) conforme BUENO-JANICE et al., 2015. Esta segunda coluna
cromatografica permitiu a eluicdo inicial de duas possiveis porfirinas A2B> (Rr= 0,67 e
0,73), seguida pela H>VanTri-2-PyP (Rr = 0,53). Apos a coleta da HoVanTri-2-PyP, o
eluente CHCl3/MeOH (2:1, v/v) foi empregado para coletar a H,T-2-PyP da coluna mais
rapidamente (porfirina no tipo A4). O rendimento isolado da H>VanTri-2-PyP foi 2% (~25
mg por batelada). A Tabela 2 apresenta os valores de Ry para as porfirinas neutras

relevantes neste trabalho.

Tabela 2 - Dados comparativos dos fatores de retengdo (Ry) em CCD-SiO, (CHCI3:MeCN, 1:1, v/v) das
porfirinas neutras relevantes nesse trabalho.

Porfirinas Rt
H>VanTri-2-PyP 0,53
H,T-2-PyP 0,33

5.1.1 Caracterizagoes da porfirina neutra H>VanTri-2-PyP

As caracterizagdes do composto isolado foram conduzidas utilizando
cromatografia em camada delgada (CCD-Si0>), espectroscopia eletronica de absor¢do na
regido do UV-Vis e RMN de 'H. Os espectros de UV-vis da H,VanTri-2-PyP, registrados
em acetona, revelaram uma banda Soret, em 415 nm, e quatro bandas Q de menor
intensidade (Tabela 3) (Fig. 38) (SARMENTO-NETO, 2021). Esses resultados sdo
tipicos da maioria das porfirinas base-livres, como na porfirina de referéncia H,T-2-PyP

(Tabela 3) (Fig. 38) (SARI et al., 1990).
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Figura 38 - Espectro de absor¢do UV-vis normalizado da H,VanTri-2PyP e H,T-2-PyP, registrados em
acetona. No destaque, a regido das bandas Q.

Tabela 3 — Porfirinas neutras e maximos de absor¢do UV-vis (Amax) obtidos em acetona.

Porfirinas Amax /NM
H>VanTri-2-PyP 415 (Soret) 511, 545, 588, 644
H,T-2-PyP 413 (Soret), 509, 540, 586, 650

5.2 Sintese da cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio 2-
iDporfirina (H2MVanTriM-2-PyPCls)

A HoMVanTriM-2-PyP** foi obtida via alquilagio simultinea dos grupos N-
piridilas e O-vanilina da H>VanTri-2-PyP com MeOTs em DMF a 70°C, sendo necessario
o emprego de KoCOj para ionizagao do grupo OH fendlico da vanilina. A temperatura de
70 °C foi escolhida para minimizar a formac¢ao de produtos indesejados. A formagao
destes produtos na presenca de KoCO3; em DMF e temperaturas elevadas pode estar
associada a auséncia de uma atmosfera inerte no meio reacional e a possivel oxidagdo do
fenol (vanilina) (MILGRON et al., 1996; CHALEIX et al., 2009).

O tempo de sintese da HoMVanTriM-2-PyP*" foi diminuido neste trabalho em
relagdo a rota originalmente desenvolvida no nosso grupo (SARMENTO-NETO, 2016).
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Foram realizadas adaptacdes na propor¢cdo molar dos reagentes, ajustando a relagdo de
MeOTs:porfirina para 150:1 e de KoCOs:porfirina para 10:1. Em contraste, Sarmento
Neto (2016) empregou uma propor¢ao de 100:1 para MeOTs:porfirina e 2,5:1 para
K>COs:porfirina em sua sintese original. Esses ajustes resultaram em uma otimizagao
significativa no tempo de sintese, reduzindo-o de 17 horas para 8 horas.

Na auséncia de KoCO3, a metilagao do grupo fenol ndo ocorre, levando a formagao
da porfirina catiénica analoga H>VanTriM-2-PyP** (SARMENTO-NETO, 2016),
diferindo da H;MVanTriM-2-PyP>" apenas no grupo vanilina/O-metilvanilina (Fig. 39).

H,VanTriM-2-Py P3* H,MVanTriM-2-PyP3*

Figura 39 - Porfirinas do tipo [A3;B]*" que diferem apenas no grupo vanilina/O-metilvanilina: H,VanTriM-
2-PyP3" (a esquerda) e H;MVanTriM-2-PyP3" (a direita).

Para confirmar a metilacdo simultdnea dos grupos vanilina e piridilas da
H>VanTri-2-PyP em meio basico, foram conduzidas analises via CCD-SiO; e
espectroscopia  UV-Vis. A andlise por CCD-SiO; utilizando o eluente
KNOs(sat.)/H,O/MeCN 1:1:8 (v/v/v) ndo foi capaz de diferenciar as porfirinas
H,MVanTriM-2-PyP** e H,VanTriM-2-PyP*’, ambas com Ry = 0,25. Diante da
similaridade estrutural entre as moléculas, foi utilizado o eluente NaOH(aq) (1 mol L-
):KNOs(sat):MeCN (1:1:2, v/v/v), como estratégia para gerar diferenciagio de cargas
entre as porfirinas. A ionizagio do grupo OH na vanilina da H>VanTriM-2-PyP*" com o
eluente basico pode diminuir a carga global da porfirina de +3 para +2 (Fig. 40), enquanto

a HaMVanTriM-2-PyP3* permanece com carga global +3 (SARMENTO-NETO, 2016).
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H,VanTriM-2-PyP3*
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H,VanTriM-2-PyP?*

Figura 40 - Desprotonagdo da hidroxila fenélica da vanilina da H,VanTriM-2-PyP3*.

2+

Analogamente, observa-se que a substituicdo de um grupo 2-N-piridila da

porfirina cationica H;TM-2-PyP*" do tipo [A4]*" por O-metilvanilina na porfirina

H>MVanTriM-2-PyP3" do tipo [A3B]*" diminui a carga total de +4 para +3, elevando a

lipofilia da porfirina [A3B]** em compara¢do a H,TM-2-PyP*" (Fig. 41). Este impacto da

redu¢do da carga total do complexo sobre o aumento de Rr cromatografico (CCD-Si0,)

também foi reportado para complexos de Mn(Il)-porfirinas do tipo [Mn""A4]*" versus
Mn(III)-porfirinas do tipo [Mn™A4]>" (SPASOJEVIC et al., 2011). Essa diferenga de
carga nos sistemas H,VanTriM-2-PyP**, HoMVanTriM-2-PyP3* e H,TM-2-PyP*" em

meio basico possibilitou a eficiente diferenciacdo dessas porfirinas por CCD-SiOa,

proporcionando valores de Ry distintos (Tabela 4).

H,TM-2-PyP**

4+

H,MVanTriM-2-PyP3*

— 3+

Figura 41 - Substituicdo de um grupo 2-N-piridila por O-metilvanilina reduz a carga total de +4 para +3,
aumentando a lipofilia da porfirina H,MVanTriM-2-PyP**em comparagdo com H,TM-2-PyP*",
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Tabela 4 - Dados comparativos de CCD-SiO; das porfirinas catiénicas [A3;B]*" e [A4]*" relevantes neste
trabalho.

Rt
Porfirinas KNOs(sat.)/H2O/MeCN 1:1:8 (v/v/v) L-l);Kgg(l)O}gg?;%\/};(?;\?l(l;];z,
v/v/Iv)
H,VanTriM-2-PyP>* 0,25 0,60
H>MVanTriM-2-PyP** 0,25 0,46
H,TM-2-PyP* 0,11 0,13

O valor de R¢ para a base-livie HoMVanTriM-2-PyP** no eluente
KNOs(sat.)/H2O/MeCN 1:1:8 (v/v/v) determinado no presente estudo foi Rr = 0,25, sendo
consideravelmente diferente daquele relatado por Sarmento Neto (2021) como sendo
Rr=0,47. Essa diferenga pode estar associada ao fato de que Sarmento Neto ndo utilizava
placas de silica comerciais, o que pode ter influenciado nas condigdes de separagao
cromatogréafica. E importante destacar que o resultado reportado no presente estudo foi
reprodutivel em diversas analises, confirmando a discrepancia com o valor anteriormente
apresentado por Sarmento Neto (2021).

O acompanhamento do progresso da reagdo também foi realizado por
espectroscopia UV-vis. O espectro registrado em agua ndo permitiu a confirmagdo da
alquilagio do grupo vanilina e obtengdo da HoMVanTriM-2-PyP**. Similarmente a
andlise CCD-SiO,, os espectros de ambas as porfirinas H,VanTriM-2-PyP*" e
HoMVanTriM-2-PyP** foram idénticos em H,O (Fig.42), sendo necessirio, para
diferenciagcdo entre reagente e produto, o ajuste do pH do solvente do espectro para

valores mais basicos.

Absorbancia

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de Onda (nm)

= H2MVanTriM-2-PyP3+  cc--- H2VanTriM-2-PyP3+

Figura 42 - Espectros UV-vis normalizados da H,VanTriM-2-PyP3" e H,MVanTriM-2-PyP3* registrados
em H>O. A expansdo compreende a regido das bandas Q.
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A necessidade de ajuste do pH se justifica pelo fato de que, em meio basico,
compostos com hidroxila fenolica (Van-OH), como a H>VanTriM-2-PyP**, sofrem
ionizagdo e se convertem em fenolatos (Van-O"). Essa conversdo pode levar a formagao
de uma espécie com carga negativa (Van-O") e deslocalizagdo eletronica pelo efeito de
ressonancia, resultando em alteracdes nas bandas do espectro UV-vis (SARMENTO-
NETO, 2021). Assim, as analises UV-vis foram realizadas ao longo da reagdo em tampao
borato pH 9,3 (solucdo de B4O7 0,1 mol L) (Fig. 43) confirmando os resultados obtidos
por Sarmento Neto (2021).
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Figura 43 — Espectros UV-vis normalizados em tampao borato pH 9,3 da H,VanTriM-2-PyP3" (pontilhado
vermelho) e H;MVanTriM-2-PyP*" (linha azul).

A H>VanTriM-2-PyP** em meio basico apresentou uma mudanga significativa em
seu espectro, associada a ionizagdo do grupo vanilina ao respectivo fenolato (Fig. 43,
Tabela 5). Em contraste, a HoMVanTriM-2-PyP*" nio apresentou alteragdes espectrais
significativas em qualquer dos meios, o que corrobora a auséncia da hidroxila livre no

grupo vanilina nesta porfirina (Fig. 43, Tabela 5).

Tabela 5 -Porfirinas catidnicas e maximos de absor¢do UV-vis (Amax) obtidos em dgua e em tampao borato
pH 9,3 (solucdo de B4O;~ 0,1 mol L)

Porfirinas Solvente Amax /nm
H,VanTriM-2-PyP3* H>O 417 (Soret), 517, 583, 636
Tampao borato 414 (Soret), 516, 584
H,MVanTriM-2-PyP** H,O 417 (Soret), 517, 583, 635

Tampao borato 417 (Soret), 517, 583, 636
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A alquilagdo dos grupos 2-piridilas da porfirina de interesse leva a formagao de
compostos que exibem o fendmeno de atropoisomerismo, onde o impedimento estérico
entre as metilas dos 3 grupos 2-N-metilpiridinio e os hidrogénios f-pirrdlicos restringe a
rotacdo livre do grupo 2-N-metilpiridinio. Isso resulta na ado¢do de uma geometria
aproximadamente perpendicular ao plano do anel porfirinico (IAMAMOTO;
ANTONION SERRA; MARINA IDEMORI, 1994; SARMENTO NETO, 2021).
Consequentemente, a porfirina catidnica sintetizada neste estudo foi obtida como uma
mistura dos atropoisdomeros aoa, afa ¢ aof (Fig. 44). Esses atropoisomeros diferem na
posicao relativa das metilas dos grupos 2-N-metilpiridinio em relagdao ao plano do anel
porfirinico, com uma distribuicdo estatistica prevista de 1:1:2 para oaao:apo:oof
(SARMENTO NETO, 2021).

Me Me Me
\ Me Me \ Ve \ /Me
— o D <0
o opo e aaf \
Me

Figura 44 - Ilustracdo esquemética da mistura de atropoisdmeros de H,MVanTriM-2-PyP**. Os grupos 2-
N-metilpiridinio, indicados como "Me", estdo restritos em sua rotagdo, adotando posi¢cdes acima (o) ou
abaixo (B) do plano do anel porfirinico. Por outro lado, o grupo O-metilvanilina, sem substituinte orto, é
representado por um trago devido a sua rotacdo livre. Fonte: Adaptado de Sarmento-Neto, 2021.

Nenhuma tentativa foi feita neste estudo para separar os diferentes atropoisdmeros
da H,MVanTriM-2-PyP**. Nas 2-N-alquilpiridinioporfirinas [A4]*" mencionadas na
literatura, a situacdo ¢ similar, sendo isoladas e utilizadas como misturas de
atropoisomeros (BATINIC-HABERLE et al., 2002).

Para isolar a H,MVanTriM-2-PyP**, a mistura reacional foi inicialmente tratada
com Et;0 para remover o solvente DMF e o excesso de MeOTs. Em seguida, a porfirina
catidnica HoMVanTriM-2-PyP** foi purificada por metatese OTs /PF¢ /CI", um método
bem estabelecido para a obtengao de N-alquilpiridilporfirinas na forma de CI" (BATINIC-
HABERLE et al., 1998).

A sintese da HoMVanTriM-2-PyPCls foi bem-sucedida em escala de 5 mg, com
rendimento de 83%. A caracterizagdo por CCD-SiO,, UV-vis e RMN de 'H confirmou a
identidade da porfirina cationica. Entretanto, ao ampliar a escala para 10 mg, mantendo a
relagdo de MeOTs:porfirina em 150:1 e de K,COs:porfirina em 10:1, ndo se obteve

sucesso na sintese da HoMVanTriM-2-PyP**. Observou-se a metilagio dos grupos
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piridilas da H>VanTri-2-PyP, enquanto a metilacao do grupo fenol nao ocorreu, levando a

formagcdo da porfirina catiénica analoga HoVanTriM-2-PyP3",
5.2.1 Caracterizacdes da porfirina catiénica HxMVanTriM-2-PyP3*

Os espectros de UV-vis da HaMVanTriM-2-PyP*" isolada foram medidos em 4gua, e
sdo caracterizados por uma banda Soret em 417 nm e trés bandas Q (517, 583 ¢ 635 nm)
(Tabela 6) (Fig. 45). Em compostos do tipo [A3;B]**, contrastando com compostos
simétricos do tipo [A4]*", observa-se o alargamento da banda Soret e uma diminui¢io no
numero de bandas Q, com a banda em torno de 545 nm desaparecendo ou apresentando
uma intensidade reduzida relativo aos dados da HoTM-2-PyP*" tipo [A4]*" (BATINIC-
HABERLE et al., 2002). Os dados espectroscopicos de UV-vis obtidos estdo em

consondncia com os reportados por Sarmento-Neto (2021).
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Figura 45 - Espectros de absor¢io UV-vis normalizados da HyMVanTriM-2-PyP3* e da H,TM-2-PyP* em

solucdo aquosa, com destaque para a regido das bandas Q.

5.3 Sintese da cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio 2-
iDporfirinatozinco(Il) (ZnMVanTriM-2-PyPCl3)
5.3.1 Reacgdes em microescala para a sintese da ZnMVanTriM-2-PyP*>* pela Rota 1 e pela
Rota 2

Na metodologia apresentada, foram descritas duas rotas (Rota 1 e Rota 2) para

sintese da ZnMVanTriM-2-PyP** em microescala (2 mg de porfirina). A reagdo consistiu
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na metalagio da HoMVanTriM-2-PyP** com acetato de zinco (II) diidratado. Para ambas
as Rotas 1 e 2, foi empregada uma relagao molar de acetato de zinco(Il):porfirina de 10:1.
Na Rota 1, a reagdo foi realizada a uma temperatura de 80°C, utilizando 4gua deionizada
como solvente, enquanto na Rota 2, a reagdo foi realizada a temperatura ambiente em
uma solu¢do aquosa de NaOH (pH~12) (esquematizado anteriormente na Fig. 27).

Os resultados obtidos em microescala para ambas as rotas foram semelhantes, com
um tempo de reagdo de 25min. Os espectros UV-vis obtidos para as duas rotas (Fig. 46)
revelou que o produto da reagdo apresentou bandas de absor¢ao caracteristicas de Zn(Il)-
porfirina (ZnMVanTriM-2-PyP>"), com uma banda Soret em 428 nm e duas bandas B ¢ a,

em 558 e 590 nm, respectivamente.
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Figura 46 - Representagio dos espectros UV-vis normalizados da ZnMVanTriM-2-PyP>" via rota 1 (linha

verde) e via rota 2 (linha pontilhada vermelha), em solugdo aquosa. A ampliagdo enfatiza a regido das
bandas de menor energia.

A analise por CCD-SiO; utilizando o eluente KNOs(sat.)/H2O/MeCN na
proporc¢ao 1:1:8 (v/v/v) revelou que o produto da reacao foi um composto com R¢= 0,30,

0 que estd em concordancia com o valor reportado por Samento Neto (2021).

5.3.2  Reacgdo de obtengdo da ZnMVanTriM-2-PyPCl3 em escala preparativa pela Rota
2

O processo de obten¢io da ZnMVanTriM-2-PyP3" levou cerca de 25 min,

representando uma redugdo no tempo de reacdo em comparagdo com a sintese descrita
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por Sarmento Neto (2021), que demandava 3 h (SARMENTO-NETO, 2021). Essa
reducdo no tempo de reacdo foi alcancada através da utilizacdo de um sistema mais
diluido, com uma concentra¢io inicial de HoMVanTriM-2-PyP*" de 2 mmol L, em
contraste com os 12 mmol. L' empregados na sintese original (SARMENTO-NETO,
2021). Este efeito pode, provavelmente, estar relacionado ao fato de que o uso de sistemas
mais concentrados aumenta a competi¢io entre H" e Zn*" pelos nitrogénios basicos
porfirinicos, e prejudicando, consequentemente, o avango e completude da reacdo (eq.
16).
H2P + Zn(OAc), — ZnP + 2 HOAc (16)

Durante o curso da reacdo, as analises por CCD-SiO; (KNOs(sat.)/H2O/MeCN
1:1:8 v/v/v) indicaram o desaparecimento da mancha fluorescente correspondente a base-
livie HaMVanTriM-2-PyP*" (R¢=0,25) e a formag¢do de uma outra mancha fluorescente

correspondente 3 ZnMVanTriM-2-PyP*" (Rf=0,30) (Fig. 47).

H,P ZnP

Figura 47 - Placa de CCD-SiO, KNO3(sat.)/H,O/MeCN (1:1:8 v/v/v), onde H,P refere-se a HyMVanTriM-
2-PyP3* (Rf = 0,25), enquanto ZnP representa a ZnMVanTriM-2-PyP3* (Rf = 0,30).

A purificagio e isolamento da ZnMVanTriM-2-PyP*" envolveu duas etapas de
metatese (OAc/PFs e PF6 /Cl). No inicio do processo, o produto ZnMVanTriM-2-PyP**
passou por uma filtragdo utilizando um funil de placa sinterizada para remover o excesso
de o6xidos e hidroxidos de Zn(II). O sobrenadante resultante foi submetido a adi¢ao de
NH4PFg, o que resultou na precipitagio da ZnMVanTriM-2-PyP** na forma do sal de PFs
em meio aquoso. Posteriormente, para realizar a metatese PFq /Cl, utilizando Aliquat
336, a ZnMVanTriM-2-PyP3* precisou ser seca overnight em estufa a 60°C, a fim de

evitar a presenca excessiva de dgua/umidade que poderiam prejudicar a precipitacdo da
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ZnMVanTriM-2-PyP** na forma do sal de cloreto em acetona. O soélido final foi

armazenado em dessecador.

5.3.3 Caracterizacdes da porfirina catiénica ZnMVanTriM-2-PyP3*

A reagdo de metalagdo com zinco(Il) resultou em uma pronunciada alteragao nos
espectros UV-Vis em solugdo aquosa. A metalacio da HoMVanTriM-2-PyPCl; para
formar o complexo ZnM VanTriM-2-PyPCls foi acompanhada por um deslocamento de
11 nm da banda Soret de 417 nm para 428 nm, respectivamente (Fig. 48). Além disso, a
formacao de metaloporfirinas resulta em uma diminui¢ao do nimero de bandas do visivel.
Esse efeito de alteragdo no nimero de bandas ¢ atribuido ao aumento da simetria local do
macrociclo, passando de D2, na base-livre para Dy, na metaloporfirina (WIJESEKERA;
DOLPHIN, 1995). Essa alteracdo na simetria tem como consequéncia a reducdo dos
niveis de transicdo eletronica, resultando em uma diminui¢do no numero de bandas
observadas no espectro visivel, conforme demonstrado na Tabela 6.
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Figura 48 - Representacéo dos espectros UV-vis normalizados da porfirina ndo metalada HoMVanTriM-2-
PyP** (linha azul) e da ZnMVanTriM-2-PyP3" (linha vermelha) em solugdo aquosa. A ampliagdo enfatiza a
regido das bandas de menor energia.

Tabela 6 - Dados de espectroscopia de absor¢do UV-vis e fatores de retencdo cromatografico (Rf) em CCD-
SiO2 para a HoMVanTriM-2-PyP** e a ZnMVanTriM-2-PyP>".

Porfirinas Amax /nm Rt
H:MVanTri-2-PyP3* 417 (Soret), 517, 583, 635 ? 0,25°
ZnMVanTri-2-PyP3* 428 (Soret), 558, 590 2 0,30°

2 Solvente H,0." Eluente KNOs(sat.) /H2O/MeCN 1:1:8 (v/v/v).
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A ZnMVanTriM-2-PyP3" apresenta um ligeiro deslocamento para o vermelho na

banda Soret (428 nm) em comparacdo com a Zn-porfirina ZnTM-2-PyP*" (Soret = 425

nm) (Fig. 49). Esse deslocamento ocorre devido ao aumento do carater eletrodoador da

ZnMVanTriM-2-PyP%, resultante da substituicio de um grupo eletrorretirador 2-N-

metilpiridinio por um grupo O-metilvanilina (SARMENTO-NETO, 2021).
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Figura 49 - Espectros UV-vis normalizados da ZnTM-2-PyP* (linha vermelha) ¢ da ZnMVanTriM-2-
PyP3+ (linha preta) registrados em H>O. A expansio corresponde a regido das bandas de menor energia.

Os espectros de RMN de 'H das porfirinas HoMVanTriM-2-PyP*" e
ZnMVanTriM-2-PyP** foram registrados em d° — DMSO (Tabela 7).

Tabela 7 - Dados dos espectros de RMN de 'H com os respectivos deslocamentos quimicos 8 (ppm) das
porfirinas HoMVanTriM-2-PyP? ¢ ZnMVanTri-2-PyP**,

Porfirina / Solvente

m-MeO e p-
f-pirrols 2-Py Ph(Van) NH-pirrol MeO
(Van)
H:MVanTriM-2-PyP3* 9,73 (3H, 795.735
(M =20 9,27-9,10 (8H, b/b’) ’ (3;15 —285(s,  3,91(s,3H, 2)
d5-DMSO (200 MHz) £*) 9,10-8,70 a’) 4,07 (s, 3H, i)
(9H)
ZnMVanTri-2-PyP3*
(M =Zn?H 959 GH) 3,92 (s, 3H)
9,05-8,95 (8H) 7,86-7,20 ausente
8,84-8,62
d’- DMSO (500 MHz) (9H) 4,06 (t, 2H)

65



Devido a mistura de atropoisdmeros, os espectros de RMN de 'H das porfirinas
HMVanTriM-2-PyP*" e ZnMVanTriM-2-PyP*" sdo complexos, com sinais sobrepostos
em algumas regides, dificultando as atribui¢des inequivocas para todos os sinais. Foram
observadas diferengas pequenas nos deslocamentos atribuidos aos hidrogénios /-
pirrélicos, grupos 2-N-metilpiridinio e vanilina. Em contrapartida, diferencas
significativas foram observadas em relagdo a incorporagdo do Zn(Il) (Ho-MVanTriM-2-
PyP** — ZnMVanTriM-2-PyP*") (Fig. 50). Os espectros de RMN de 'H da
HoMVanTriM-2-PyP** e da ZnMVanTriM-2-PyP**| com as regides ampliadas, estdo
disponiveis no Apéndice (Pag. 97).
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Figura 50 - Espectros de RMN de 'H da Ho-MVanTriM-2-PyP3* (200 MHz; d5-DMSO) ¢ da ZnM VanTriM-
2-PyP3* (500 MHz; d°-DMSO). B* = S-pirrdlicos; 2-Py**/Me = sinais misturados dos 4tomos de hidrogénio
dos grupos 2-metilpiridinio; b/b’ = posi¢des 6 do 2-Py** das porfirinas; Van = sinais arila do grupo vanilina.

Os hidrogénios NH-pirrdlicos correspondem a um singleto em —2,85 ppm para a
H>MVanTriM-2-PyP*" (a, Fig. 50), bastante blindado pela corrente n do anel porfirinico.
Para a ZnMVanTriM-2-PyP>" ocorre um desaparecimento desse sinal, o que é uma
evidéncia da perda dos hidrogénios N-H pirrdlicos e da coordenagdo do ion metalico
Zn(II) ao ligante porfirinato (Fig. 50).

Para a ZnMVanTriM-2-PyP**, o singleto em 3,92 ppm atribuido ao m-MeO do
grupo vanilina (z; Fig. 50) e o singleto em 4,06 ppm atribuido ao p-MeO do grupo
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vanilina (i; Fig. 50), respectivamente. Para a H-MVanTriM-2-PyP>*, os sinais associados
aos hidrogénios f-pirrélicos se sobrepuseram, devido a uma mistura de atropoisdomeros,
originando um conjunto complexo de sinais na regido entre 9,27-9,10 ppm (p*; Fig. 50).
No caso da ZnMVanTriM-2-PyP>", ocorre um deslocamento dos sinais na faixa de 9,05-
8,95 ppm (B*; Fig. 50). Os sinais dos hidrogénios aromaticos meso-arilas (2-N-
metilpiridinio e metilvanilina) da HoMVanTriM-2-PyP3" aparecem na regidio entre 7,20 e
9,73 ppm (Fig. 50). No entanto, a maioria desses sinais ¢ dificil de observar devido a
presenca de atropoisomeros. Os hidrogénios aromaticos do grupo vanilina da
H,MVanTriM-2-PyP3* estdo presentes na regido entre 7,35 e 7,95 ppm (Fig. 50). Na
ZnMVanTriM-2-PyP?*, os sinais dos hidrogénios aromaéticos meso-arilas e do grupo
vanilina aparecem em 9,59 (b/b) e 7,86 ppm, respectivamente (Fig 50).

O espectro de massa por ionizagdo por electrospray (ESI-MS) para a
ZnMVanTriM-2-PyP*" foi obtido (Fig. 51). A adi¢do de 4cido heptafluorobutirico
(HFBA) no preparo da amostra para analise por ESI-MS produziu pares i6nicos entre o0s
cations porfirinicos ZnP** e o anion HFBA™ estaveis sob condi¢des de ESI-MS e reduziu
a sobreposi¢do de picos (REBOUCAS; SPASOJEVIC; BATINIC-HABERLE, 2008). A
Tabela 8 apresenta as atribuicdes de picos para os espectros de ESI-MS. O pico ESI-MS
em m/z 498,49 corresponde ao par idnico [ZnP>" + HFBA ]**/2, enquanto o pico em m/z
262,07 corresponde ao ion molecular [ZnMVanTriM-2-PyP]**/3 (Tabela 8). A auséncia
de picos associados a espécies parcialmente alquiladas e ndo metaladas indica
inequivocamente a pureza da amostra.

Tabela 8 - Atribui¢des do espectro de ESI-MS da ZnM VanTriM-2-PyP**em H,O-MeCN (1:1, v/v; contendo
0,1%, v/v de HFBA)

Atribuicao m/z, Experimental (Calculado)
[ZnP3* —2H + HFBA]*'/2 498,49 (499,63)
[ZnP3* _3H]*"3 261,39 (261,41)
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Figura 51 - Espectro de ESI-MS da ZnMVanTriM-2-PyP?*" em HO-MeCN (1:1, v/v; contendo 0,1%, v/v
de acido heptafluorobutirico) (superior) e simulagdo da distribui¢ao isotopica dos clusters de picos em torno
de m/z 261,39 (meio, espécie [ZnP** —3H]**/3) e 498,51 (inferior, espécie [ZnP** — 2H + HFBA]*'/2), com
sobreposicao dos dados experimentais, em azul, e das simulagdes isotdpicas, em vermelho. As simulagdes
isotopicas foram realizadas no programa Molecular Weight Calculator.
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Os espectros de emissdo e excitagio da ZnTM-2-PyP*" e ZnMVanTriM-2-PyP>* sdo
apresentados na Figura 52. Os perfis de emissdo da ZnTM-2-PyP*" ¢ ZnMVanTriM-2-
PyP** foram registrados no intervalo espectral de 550 a 750 nm. Para a ZnMVanTriM-2-
PyP**, a excitagdo ocorreu a 428 nm, enquanto para a ZnTM-2-PyP** foi a 425 nm, ambos
correspondendo aos maximos da banda Soret em seus respectivos espectros de absor¢ao.
O espectro de emissdo da ZnMVanTriM-2-PyP3" revelou duas bandas intensas na regido
do vermelho, em 620 e 660 nm. Este padrao ¢ semelhante ao observado para a ZnTM-2-

PyP*", que apresentou duas bandas intensas na mesma regido, em 600 e 655 nm (Fig. 52-

A).
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Figura 52 - Espectros normalizados de fluorescéncia da ZnMVanTriM-2-PyP3* em 4gua. (A) Espectros de
emissio da ZnMVanTriM-2-PyP*" (Acxcitagio = 428 nm) e da ZnTM-2-PyP* (hexcitagio = 425 nm); (B)
espectros de excitagdo da ZnMVanTriM-2-PyP*" (Aemissio = 660 nm) € da ZnTM-2-PyP*" (Aemissao = 655 nm).

Para os perfis de excitagdo, registrados entre 350 e 500 nm com emissao a 660 nm
para a ZnMVanTriM-2-PyP**| foi identificado um pico em 428 nm, enquanto para a
ZnTM-2-PyP*", com emissdo em 655 nm, observou-se um pico em 425 nm. Ambos os
picos correspondem a banda Soret das Zn(II)-porfirinas. O pico em 428 nm ¢é equivalente
a banda Soret da ZnMVanTriM-2-PyP**, enquanto o pico em 425 nm ¢ equivalente a

banda Soret da ZnTM-2-PyP*" (Fig. 52-B).
5.3.4 Determinagdo da absortividade molar (g) da ZnMVanTriM-2-PyP**

Conforme discutido na secao 2.3.3, as Zn(II)-porfirinas t€ém sido amplamente
utilizadas como fotossensibilizadores na inativa¢do fotodinamica microbiana (SOUZA et
al.,2021b). Para que um fotossensibilizador seja considerado adequado para um processo
do Tipo I ou Tipo II, € necessario que ele atenda a diversos critérios, conforme detalhado
na se¢do 2.3.2, tais como alta pureza, estabilidade, baixa toxicidade no escuro e facilidade

de excrecdo do corpo para evitar fototoxicidade pos-tratamento. Além desses critérios,
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destaca-se a importancia da solubilidade em solu¢des aquosas (OMEROGLU;
DURMUS, 2023), um aspecto crucial, pois as concentragdes desses fotossensibilizadores
geralmente sdo determinadas por meio da absor¢do eletronica na regido do UV-vis.
Portanto, foi essencial determinar a absortividade molar (¢) da ZnP em meio aquoso para
possibilitar a rapida determinagdo espectrofotométrica da concentragdo deste composto
nas solugdes estoque e de trabalho dos ensaios de fotoinativagao.

Embora todas as analises descritas neste trabalho indiquem um alto grau de pureza
da ZnMVanTriM-2-PyPCl; isolada, os sais de metaloporfirinas cationicas sao tipicamente
isolados no estado sélido na forma de hidratos, cuja composi¢ao em agua pode variar de
batelada em batelada e segundo as condi¢des de secagem e armazenamento (PINTO et
al.,2013). Assim, a analise espectrofotométrica para determinagdo da absortividade molar
(¢) da ZnMVanTriM-2-PyPCl; precisou ser precedida por uma andlise termogravimétrica,
para se estabelecer a formulacao do so6lido isolado, em particular a quantidade de aguas
de hidratacao.

A determinacdo da absortividade molar assistida por termogravimetria foi
realizada usando uma amostra anidra de ZnP obtida por tratamento térmico durante uma
analise térmica TG/DTA na faixa de 30 — 130 °C, conforme método descrito por Maia
(2023). A perda de dgua de hidratacdo que a metaloporfirina sofreu nesse processo foi
associada a um evento endotérmico no intervalo de 30-130 °C. A perda de massa de 12%

¢ consistente com a formulagdo ZnMVanTriM-2-PyPCl3-7H-0 (Fig. 53).
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Figura 53 - Curvas TG, DTG e DTA para ZnMVanTriM-2-PyPCl;-7H,0 sob atmosfera dindmica de N> a
uma razao de aquecimento de 10 °C/min.
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ApoOs remogao termogravimétrica da agua, a formulagao global da amostra sélida
passa de ZnMVanTriM-2-PyPCl3.7H2O para a forma anidra ZnMVanTriM-2-PyPCls,
cuja massa ¢ registrada na termobalanca, permitindo a determinagdo precisa da
quantidade de matéria no solido. A transferéncia quantitativa deste material para um balao
volumétrico possibilitou a preparacdo de uma solugdo estoque com uma concentragao
analitica de 1,33 mmol L. A absortividade molar (¢) foi medida espectrofotométrica em
agua a partir de dilui¢des desta solugdo estoque.

A Figura 54 apresenta a determinagdo do € para a banda Soret da ZnM VanTriM-
2-PyP** em 428 nm, a partir de um grafico tipico de absorvancia vs. concentragio de ZnP,
onde o coeficiente angular representa do valor de €. Assim, a absortividade molar da Soret
da ZnMVanTriM-2-PyP** (Amax = 428 nm) é 198.534 L mol ™! cm™' (log €4280m = 5,30)
(Fig. 54). Para efeito de comparacao, a absortividade molar da banda Soret da ZnTM-2-
PyP*" em 4gua é de ordem de grandeza semelhante, €4250m = 324.000 L mol™! cm™! (log
€428nm = 5,51) (BENOV et al., 2002) . O menor valor de absortividade molar para a
ZnMVanTriM-2-PyP** relativo 8 ZnTM-2-PyP*" é comparavel com dados para derivados
a base do isdmero ZnTM-4-PyP*" (SOUZA et al., 2021b) e consistente com o
alargamento da banda Soret registrado para porfirinas do tipo AzB comparado com as

correspondentes A4 (Fig. 49).
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Figura 54 - Grafico tipico de Abs vs [ZnP] de uma amostra anidra para a determinagdo da absortividade
molar.
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5.4 Lipofilia da ZnMVanTriM-2-PyP3*: avalia¢io cromatografica por CCD-SiO: e

determinacio do coeficiente de particio em n-octanol/agua (log Pow)

O coeficiente de particdo n-octanol/agua (logPow) ¢ uma medida fundamental da
afinidade de um composto por ambientes lipofilicos (JOHN et al., 2015). A lipofilia, por
sua vez, reflete a tendéncia de um composto em interagir com ambientes lipofilicos e ¢
crucial para prever uma variedade de pardmetros in vitro e in vivo, incluindo
permeabilidade, solubilidade, distribuicao tecidual, absor¢ao e metabolismo (REICHEL;
LIENAU, 2015). Além disso, o log Pow € frequentemente utilizado como uma estimativa
para a tendéncia de bioacumulagdo de agentes toxicos em organismos (JOHN et al.,
2015).

Thomas e colaboradores (2015) observaram uma relagao linear entre o valor de R¢
e o log Pow, assim como uma correlacdo entre Ry e o nimero de carbonos na cadeia
alquilica das Zn-porfirinas do tipo [ZnA4]*" (THOMAS et al., 2015). A Tabela 9 apresenta
os valores comparativos de Rr e log Pow entre as Zn(Il) porfirinas relevantes para este
trabalho.

Tabela 9 - Dados comparativos de logPo.w ¢ dos fatores de retengdo cromatograficos (Ry) em
KNOs(sat)/H,O/MeCN 1:1:8 (v/v/v) da ZnPs relevantes para este trabalho.

Zn(II)-porfirinas R logPow
ZnMVanTriM-2-PyP3* 0,30 -3,63

ZnTM-2-PyP** 0,132 —9,3¢

ZnTE-2-PyP* 0,21*  -8,71°
ZnTnBu-2-PyP* 0,38  —6,38¢
ZnTnHex-2-PyP*" 0,48°  -3,59°
ZnTnOct-2-PyP* 0,59  —1,90¢

3(ODEH et al., 2014), *(THOMAS et al., 2015), © Valor estimado com base na equagéo da reta da
correlagdo entre logPow Vs NC das ZnPs (y = 1,2145x — 11,14) (THOMAS et al., 2015), ¢ Valor
estimado com base na equacao da reta da correlagdo entre logPow vs Rf (y = 0.0552x + 0.6948)
(THOMAS et al., 2015). ¢ Valor medido experimentalmente.

A ZnMVanTriM-2-PyP3* apresentou um valor de Rs significativamente maior do
que 0 seu protdtipo estrutural ZnTM-2-PyP* em KNOs(sat)/H20/MeCN 1:1:8 (V/v/v)
(Tabela 9). Essa diferenga demonstra o impacto consideravel da substituicdo de um grupo
catidnico 2-N-metilpiridinio por um grupo neutro metilvanilina na lipofilia da ZnP. Além
disso, no sistema [ZnA4]**, foram necessarios quatro grupos N-n-butila no complexo
ZnTnBu-2-PyP** para alcancar um valor de Ry superior ao da ZnMVanTriM-2-PyP3%*

(Tabela 9). Esses resultados sugerem que na auséncia dos valores de log Pow, 0 valores
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de Rf podem servir como indicadores razoaveis de lipofilia nesses sistemas, corroborando
com estudos anteriores (ODEH et al., 2014; THOMAS et al., 2015).

No presente estudo, os coeficientes foram inicialmente obtidos em n-butanol/agua
(log Pew), onde as porfirinas cationicas sao mais solaveis (ENGELMANN et al., 2007c;
KOS et al., 2009) e posteriormente convertidos para log Pow. A ZnMVanTriM-2-PyP*
apresentou valor de log Pow —3,63, indicando uma lipofilia consideravelmente maior que
aquela da ZnTM-2-PyP*", cujo valor de log Pow foi estimado em -9,3 (ODEH et al., 2014;
THOMAS et al., 2015) (Tabela 9). E importante destacar que, ao contrario da
ZnMVanTriM-2-PyP** que possui lipofilia adequada para medida direta, a lipofilia da
ZnTM-2-PyP*" ¢ tio baixo que o valor de log Pow reportado para esta Zn-porfirina do tipo
[ZnA4]*" ¢é estimado indiretamente, a partir de uma correlagio entre o valor de log Pow €
o fator de retencdo cromatografico Ry. Essa diferenca de lipofilia revelado pelos valores
de log Pow sugere um impacto substancial associado a da substituicdo do grupo 2-N-
metilpiridinio da ZnTM-2-PyP*" por um grupo O-metilvanilina neutro resultando na
ZnMVanTriM-2-PyP**. Esta modulacdo na lipofilia a partir da modifica¢io estrutural
proposta pode ter implicagdes relevantes em aplicacdes bioldgicas.

Em termos de log Pow, a lipofilia da ZnMVanTriM-2-PyP**, com um valor de —
3,63, estd posicionada entre a lipofilia da ZnTnHex-2-PyP*" (logPow —3,59) e da
ZnTnOct-2-PyP*" (log Pow —1,90) (Tabela 9) (THOMAS et al., 2015). O valor de -3,59
para a ZnTnHex-2-PyP*" foi obtido experimentalmente e é consistente com o valor
reportado na literatura para esta ZnP (THOMAS et al., 2015). Nesse sentido, o uso de
compostos menos volumosos, como a ZnMVanTriM-2-PyP** em sistemas bioldgicos
surge como uma alternativa promissora para substituir complexos mais volumosos de
lipofilia similar, como a ZnTnHex-2-PyP*". Essa substitui¢do pode levar a redu¢do do
impedimento estéreo nos processos de internalizagdo celular das ZnPs, o que, por sua vez,
pode resultar em melhor acumulo e biodistribui¢do (SARMENTO-NETO, 2021).

Neste estudo, explorou-se a aplicabilidade biologica das porfirinas ZnM VanTriM-
2-PyP3* ¢ ZnTM-2-PyP*" na fotoinativagdo de C. albicans. Os resultados obtidos serdo

discutidos na proxima segao.
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5.5 Inativacio fotodinamica de leveduras de Candida albicans utilizando Zn'TM-2-

PyP*" e ZnMVanTriM-2-PyP3*

Os resultados indicam que a incubagdo das leveduras de C. albicans com
ZnMVanTriM-2-PyP** e ZnTM-2-PyP*', ambas a uma concentragdo de 10 umol L', nfio
resultou em citotoxicidade para C. albicans (ATCC 90028) no escuro (Fig. 55). De
maneira semelhante, Viana et al. (2015) ndo observaram efeito antimicrobiano em C.
albicans (ATCC 10231) quando uma concentragdo de 10 pmol L' do composto andlogo

ZnTE-2-PyP*" foi aplicado na auséncia de irradiacio (VIANA et al., 2015).
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Figura 55 - Box plots representando a resposta das leveduras de C. albicans (ATCC 90028) apos incubagio
com ZnMVanTriM-2-PyP*" ([ZnP-A3;B]*") e ZnTM-2-PyP*" ([ZnP-A4]*"), por 13 min no escuro (controle
de toxicidade no escuro). Dados correspondem a dois experimentos em triplicata.

Conforme apresentado na Figura 55, foi observado que a ZnMVanTriM-2-PyP**
(2,5 pmol L), demonstrou eficacia na erradicacdo das leveduras (p<0,05). Enquanto a
ZnTM-2-PyP*", sob as mesmas condi¢des de concentracdo e irradiagio, ndo apresentou
efeito sobre as leveduras de C. albicans (p>0,05). Além disso, conforme observado por
Raposo et al., 2023, a exposi¢do a luz isoladamente (4,3 J/cm?) ndo exerce efeito
significativo sobre as leveduras de C. albicans.

A andlise de variancia (ANOVA) de um fator indicou inibigdo significativa para
os tratamentos com ZnMVanTriM-2-PyP** (2,5 e 5,0 umol L'!) e ZnTM-2-PyP*" (5,0
umol L") na PDI (p < 0,05) (Fig. 56). A analise post-hoc revelou que ndo foram
observadas diferengas significativas entre os resultados dos grupos ZnMVanTriM-2-
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PyP*" e ZnTM-2-PyP*", quando testados a 1,5 pumol L! (Fig. 56), sugerindo que, nesta
concentragdo especifica, ambas ZnPs ndo apresentam efeito inibitorio nas células de C.
albicans (p > 0,05). Por outro lado, ao se analisar a ZnMVanTriM-2-PyP*" em
concentragdes de 2,5 umol L' e 5,0 umol L}, observou-se que ambas apresentaram

eficacia similar na letalidade das leveduras (Fig. 56), indicando auséncia de diferenca

significativa (p > 0,05).
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Figura 56 - Box plots representando a resposta das leveduras de C. albicans (ATCC 90028) apo6s inativagdo
fotodindmica com ZnMVanTriM-2-PyP3* ([ZnP-A;B]*") € ZnTM-2-PyP*" ([ZnP-A4]*") ambas a 1,5 umol
L1, 2,5 umol L' e 5 pmolL"! com PIT de 10 min e dose de luz de 4,3 J/cm?. O grafico também ilustra a
proliferacdo das leveduras sem exposicdo a irradiagdo e sem tratamento com ZnP (Controle). Dados
relativos a trés experimentos em triplicata, *p < 0,05 em relagdo ao controle.

A diferenca observada na inativacao fotodindmica mediada por ZnMVanTriM-2-
PyP*" ¢ ZnTM-2-PyP*" pode ser atribuida as suas caracteristicas estruturais distintas. A
ZnP do tipo [ZnA3;B]** (ZnMVanTriM-2-PyP>"), com sua estrutura quimica especifica e
maior lipofilia (log Pow = —3,63), demonstra uma eficiéncia superior na fotoinativagdo de
C. albicans em comparacdo com a [ZnP-A4]*" (ZnTM-2-PyP*") (logPow = —9,3, conforme
Thomas et al., 2015). A notavel diferenga nos valores de log Pow entre ambas ZnPs pode
ser atribuida a substitui¢ao de um grupo cationico 2-N-metilpiridinio por um grupo neutro
O-metilvanilina.

No ponto de vista in vivo, as propriedades mais anfifilicas da ZnMVanTriM-2-
PyP*" em comparac¢io com a ZnTM-2-PyP*" podem proporcionar, muito provavelmente,

uma maior interagio da ZnMVanTriM-2-PyP** com a parede celular e membrana
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plasmatica da C. albicans, que sdo carregadas negativamente, mas também possuem
por¢des de baixa polaridade (RUIZ-HERRERA et al, 2006). Essas caracteristicas
contribuem possivelmente para uma maior capacidade de captacdo celular da
ZnMVanTriM-2-PyP** em comparagio com a ZnTM-2-PyP*", que é mais hidrofilica.

Com a provéavel maior captagio da ZnMVanTriM-2-PyP>" pelas células, supde-se
que haja uma maior formagao das espécies excitadas apds a excitagdo pela luz, que ao
entrarem em contato com o oxigénio, podem gerar mais espécies reativas de oxigénio
e/ou oxigénio singleto via as reacdes do Tipo I e/ou Tipo II. Por outro lado, a menor
captacdo da ZnTM-2-PyP*" pelas células resulta em uma menor interagio com o oxigénio
e, consequentemente, pode haver uma menor oxidacdo de componentes celulares
(ENGELMANN et al., 2007b). Assim, a eficiéncia superior da ZnMVanTriM-2-PyP*" no
efeito fotodinamico antimicrobiano pode estar associada a sua maior capacidade de
captagdo nas células de C. albicans em comparagio com a ZnTM-2-PyP*', devido a sua
estrutura molecular mais favoravel.

Por outro lado, Souza et al. (2022) utilizaram a ZnTnHex-2-PyP*" para investigar
a fotoinativacdo de C. albicans (ATCC 90028), empregando os mesmos parametros de
tempo de pré-incubagdo e irradiacdo descritos neste estudo. Foi observado que houve
erradicacdo completa em uma concentracdo de 1,5 pmol L' (Fig. 57) (SOUZA et al.,
2022). No entanto, ao testar a ZnMVanTri-2-PyP** sob as mesmas condi¢des de

concentragdo e irradiacdo, ndo foi observado efeito sobre as leveduras de C. albicans (Fig.

57).
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Figura 57 - Grafico de barras representando a resposta das leveduras de C. albicans (ATCC 90028) apds
inativagdo fotodindmica com ZnMVanTriM-2-PyP*" ([ZnP-A3;B]*") e ZnTnHex-2-PyP*" ([ZnP-Hexil]*")
com PIT de 10 min e dose de luz de 4,3 J/cm?. O dado reportado para ZnTnHex-2-PyP*" foi extraido de
Souza et al. (2022). O grafico também ilustra a proliferagcdo das leveduras sem exposi¢do a irradiagdo e
sem tratamento com ZnP (Controle). *p < 0,05 em relagdo ao controle.
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Assim, torna-se necessario investigar outros possiveis efeitos, pois, embora a
lipofilia da ZnMVanTriM-2-PyP*" seja muito similar a da ZnTnHex-2-PyP*" (com
valores de log Pow -3,63 e -3,59, respectivamente), € relevante destacar que a ZnTrnHex-
2-PyP* possui uma carga global de +4, enquanto a ZnMVanTri-2-PyP?" possui carga de
+3. Essa diferenga de carga pode estar influenciando em uma maior interacao eletrostatica
com a parede celular e membrana plasmatica da C. albicans.

Entretanto, a quantificagdo destas ZnPs no sistema em questdo ndo foi ainda
realizada, pois depende do desenvolvimento de um método analitico de quantificagdo de
ZnPs neste tipo de matriz biologica. Estudos neste sentido estio em andamento no nosso

grupo da UFPB (DOS SANTOS, BUENO-JANICE, REBOUCAS, nao publicado).

6 CONSIDERACOES FINAIS
6.1 CONCLUSOES

A obteng¢do da porfirina H>VanTri-2-PyP envolveu um processo de purificagdo e
isolamento a partir de uma mistura de produtos porfirinicos. Esse processo incluiu etapas
como extra¢do liquido-liquido, precipitagdo para remover impurezas e cromatografia. A
alquilagdo dos grupos 2-piridila e vanilina para formar a HoMVanTriM-2-PyP** foi
realizada por meio de alquilacao da H>VanTri-2-PyP com MeOTs em DMF a 70°C por 8
horas, utilizando K2CO3 para ionizar o grupo OH fendlico. A metalagdo da Ho-MVanTriM-
2-PyPCl; para formar o complexo ZnMVanTriM-2-PyPCl; foi realizada através de duas
rotas distintas. Uma delas envolveu o uso de dgua a 80°C, enquanto a outra empregou
hidréxido de sddio em temperatura ambiente. Notavelmente, ambas as abordagens foram
concluidas em um curto periodo de tempo, apenas 25 minutos. A ZnMVanTriM-2-PyP>*
foi caracterizada utilizando técnicas como cromatografia em camada delgada em silica
(CCD-Si0z), UV-vis, RMN de 'H, espectrometria de massas (ESI-MS) e espectroscopia
de fluorescéncia.

A metaloporfirina  ZnMVanTriM-2-PyP**, contendo apenas metilas como
substituintes alquilantes, apresentou lipofilia significativamente maior que as Zn-
porfirinas simétricas do tipo [ZnA4]*" com cadeias alquilicas vairando de Me a nBu. O
valor de log Pow da ZnMVanTriM-2-PyP>" foi comparavel aquele da ZnTnHex-2-PyP**.

A comparagido entre a ZnMVanTriM-2-PyP** e seu correspondente estrutural
ZnTM-2-PyP*" na inativacio fotodinamica de C. albicans revelou que a maior lipofilia

da ZnMVanTriM-2-PyP*" foi crucial para sua maior eficacia na PDI. A lipofilia pode ter
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facilitado a interacdo da ZnMVanTriM-2-PyP>" com a superficie celular da levedura, e

provavelmente aumentando a captacdo celular e a producao de espécies reativas de

oxigénio. Estes resultados indicam que a ZnMVanTriM-2-PyP** ¢ um candidato

promissor para aplicagdes futuras na inativacdo fotodinamica de microrganismos

patogénicos € como prototipo para o desenvolvimento de uma nova classe de

fotossensibilizadores a base de Zn(II)-porfirinas do tipo [ZnA3B]*".

6.2 PERSPECTIVAS

As perspectivas para continuacdo dos estudos envolvendo porfirinas do tipo

[ZnA3B]** como fotossensibilizadores promissores incluem:

Caracterizar a porfirina ZnMVanTriM-2-PyP** por andlise elementar (CHN) e avaliar
sua estabilidade térmica e a hidrolise.

Complementar os estudos das propriedades fotofisicas da ZnMVanTriM-2-PyP>",
incluindo: determinagdo de rendimento quantico de fluorescéncia, rendimento
quantico de geragdo de oxigénio singleto e geracao de espécies reativas de oxigénio.
Realizar medida de uptake da ZnMVanTriM-2-PyP** em modelos experimentais
celulares incluindo microrganismos e células de mamiferos.

Avaliar a atividade da ZnMVanTriM-2-PyP** como fotossensibilizador na inativagio
de outros microrganismos patogénicos e verificar o efeito PDT em células de
mamiferos (como modelos de células de hospedeiros) para avaliacdo de seletividade.
Ampliar a investiga¢do para incluir outras [ZnA3B]*" que contenham grupos O-

]4+

alquilvanilina mais lipofilicos, comparando-as entre si € com as [ZnA4]™ que

possuem cadeias alquilicas semelhantes ja descritas na literatura.
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APENDICE
Espectros de RMN de 'H da H,MVanTriM-2-PyP** (200 MHz; d°-DMSO) e da
ZnMVanTriM-2-PyP** (500 MHz; d*-DMSO).
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Figura A.1 - Espectro de RMN de 'H 200 MHz da H,MVanTriM-2-PyP** registrado em d®-DMSO. As
regides expandidas compreendem a B* = B-pirrolicos; 2-Py**/Me = sinais misturados dos atomos de
hidrogénio dos grupos 2-metilpiridinio; b/b’ = posi¢des 6 do 2-Py>* das porfirinas; Van = sinais arila do
grupo vanilina.
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Figura A.2 - Espectros de RMN de 'H 500 MHz da ZnMVanTriM-2-PyP3" registrado em d°-DMSO. As
regides expandidas compreendem a B* = p-pirrolicos; 2-Py**/Me = sinais misturados dos atomos de
hidrogénio dos grupos 2-metilpiridinio; b/b> = posi¢des 6 do 2-Py>* das porfirinas; Van = sinais arila do
grupo vanilina.
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