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Resumo

O crescente aparecimento de casos de bactérias multi-resistentes, para os quais a industria
farmacéutica oferece poucas solucGes, tem levado a necessidade de sintese de novas entidades
quimicas com mecanismos de a¢do preferencialmente diferentes aos actualmente disponiveis no
mercado. A inativagdo fotodinamica (PDI) combina o uso de um fotossensibilizador com uma
fonte de luz apropriada, tendo-se revelado uma alternativa terapéutica promissora. As ftalocianinas,
pelas suas boas propriedades fotofisicas e fotoquimicas, nomeadamente no que diz respeito a sua
elevada absorcio na janela fototerapéutica (650-900 nm) e elevado rendimento quantico de
formagio de oxigénio singuleto tém sido estudadas em processos de inativagio de
microorganismos, nos quais os seus derivados catibnicos demonstram maior atividade e
seletividade. O trabalho apresentado nesta dissertacdo diz respeito a sintese, caracteriza¢io
estrutural e estudos fotofisicos, fotoquimicos e biolégicos de novas ftalocianinas com potencial

para PDI.

No capitulo 1 sio abordados a origem e os mecanismos envolvidos na resisténcia
antimicrobiana. De seguida, sdo apresentadas as propriedades dos macrociclos tetrapirrélicos, em
particular das ftalocianinas, e os mecanismos associado a PDI. Sao ainda discutidas as propriedades
ideais para um fotossensibilizador mediante uma andlise das estruturas dos alvos terapéuticos e de

resultados previamente reportados na literatura.

No capitulo 2 sdao discutidos os métodos de sintese e caracterizagdo estrutural de dois
ftalonitrilos e oito ftalocianinas, das quais cinco sdo catiénicas. Esta familia de metaloftalocianinas
catiénicas foi idealizada com o propédsito de efectuar um estudo de estrutura/propriedades e
estrutura/actividade ao nivel de influéncia de trés caracteristicas: tamanho da cadeia cationizante,
grau de cationizacdo e modelacdo do metal central. Em primeiro lugar, sdo explorados os métodos
de modelac¢io de ftalonitrilos a partir do 4-nitroftalonitrilo e respectiva caracterizagdo estrutural dos
produtos. Foram obtidos o 4-(1’H-imidazol-1’-il)ftalonitrilo (N = 56%) e o 4-(2’-metil-5’-nitro-1"H-
imidazol-1-il)ftalonitrilo (n = 54%) utilizando o imidazol e o 2-metil-4(5)nitroimidazol como
nucledfilos, respetivamente. Partindo do ftalonitrilo substituido com o grupo imidazol, foram
sintetizadas trés metaloftalocianinas com Zn(1l), In(IIT) e AI(III) mediante a sua ciclotetramerizagio
com Zn(OAc)z (71%), InCls (67%), e AlCl3 (60%), respectivamente. Neste trabalho sdo ainda
descritos os métodos utilizados para a cationizacio das trés metaloftalocianinas com iodoetano e da

metaloftalocianina com Zn(II) com iodooctano e cloreto de (2-cloroetil)trimetilaménio

No capitulo 3 sio exploradas as bases para a compreensido dos fenémenos fotofisicos e
fotoquimicos mais relevantes em macrociclos tetrapirrélicos. Numa primeira fase sdo apresentados
os espectros de UV-Vis de todas as metaloftalocianinas sintetizadas no capitulo 2 e discutida a

influéncia do metal central, tamanho da cadeia cationizante e grau de cationizacio no maximo de
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absorcdo e nos valores de absortividade molar. Na sua generalidade, as metaloftalocianinas
apresentaram valores de € relativos a sua banda Q superiores a 10> M cm!, com maximos de

absorcao a se situarem nos 677-698 nm.

Foram efetuados estudos de fluorescéncia através da recolha de espectros de excitacdo e
emissdo e calculo dos rendimentos quanticos de fluorescéncia de todas as metaloftalocianinas
sintetizadas. Os valores de @ obtidos para os complexos de Al(III) foram os mais altos (0,23-0,30)
e para os de In(lll) os mais baixos (0,01-0,02). De seguida, foram efetuados os estudos dos valores
de ®@a recorrendo a um método comparativo. Os complexos de Zn(Il) demonstraram maiores

valores de producio de 'O; (0,56-0,72) e os complexos de Al(III) os piores resultados (0,32-0,33).

As metaloftalocianinas de Zn(II) cationizadas com iodoetano e iodooctano foram alvo de
estudos 7z witro, o que permitiu avaliar o efeito do aumento da cadeia alquilica na
atividade/ citotoxicidade. A metaloftalocianina de Zn(II) cationizada com a cadeia mais curta
demonstrou menor citotoxicidade no escuro (viabilidade celular préxima de 100% até 10 pM) para
células HelLa e HaCaT, bem como uma maior taxa de inativacdo de bactérias gram-negativas (E. co/i
e P. aeruginosa), tendo sido possivel uma inativacio completa de colonias destas bactérias com

concentragoes a partir de 0,1 pM.

No capitulo 4 sdo efetuadas as principais conclusdes dos resultados apresentados nesta

dissertacio.

No capitulo 5 sio reportados os procedimentos experimentais envolvidos na sintese e
caracterizacdo estrutural dos compostos descritos nesta dissertacio, bem como os respetivos

estudos fotofisicos, fotoquimicos e biolégicos efetuados.
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Abstract

The increasing emergence of drug multi-resistant bacteria, for which the pharmaceutical
industry offers few solutions, has led to the need of the development of new chemical entities with
action mechanisms preferably different to commercially available drugs. Photodynamic inactivation
(PDI), which combines the use of a photosensitizer with an appropriate light source, has shown to
be a promising alternative therapy. Phthalocyanines, due to their good photophysical and
photochemical properties, namely regarding their high absorption in the phototherapeutic window
(650-900 nm) and high singlet oxygen quantum yield, have been studied for the inactivation of
microorganisms, where their cationic derivatives have shown higher activity and selectivity. The
work presented in this dissertation concerns the synthesis, structural characterization and
photophysical, photochemical and biological studies of new phthalocyanines with potential for use

in PDIL.

In chapter 1 the origin and the mechanisms involved in the antimicrobial resistance are
explored. Then, some properties of tetrapyrrolic macrocycles are presented, particularly regarding
phthalocyanines and their potential application in PDI. Finally, some of the ideal properties of
photosensitizers are discussed by means of a structural analysis of the therapeutic targets and results

previously reported in literature.

In chapter 2, we describe the synthesis and structural characterization of two
phthalonitriles and eight phthalocyanines, from which five are cationic. This family of cationic
metallophthalocyanines allowed to petform studies of structure/properties and structure/activity,
regarding the influence of three structural features: size of cationizing chain, degree of cationization
and central metal modulation. Firstly, the methods of phthalonitrile modulation starting from 4-
nitrophthalonitrile are explored and the structural characterization of the respective products is
discussed. Using imidazole and 2-methyl-4(5)nitroimidazole as nucleophiles, we obtained 4-(1’H-
imidazol-1’-yl)phthalonitrile (n = 56%) and 4-(2’-methyl-5"-nitro-1’H-imidazol-1’-yl)phthalonitrile
m = 54%), respectively. Starting with the imidazole-containing phthalonitrile, three
metallophthalocyanines were synthesized with Zn(Il), In(II) and AI(II) through its
cyclotetramerization with Zn(OAc)2 (71%), InCls (67%), e AlCls (60%), respectively. In this work
the methods used for the cationization of the three metallophthalocyanines with iodoethane and
the Zn(1I) metallophthalocyanine with iodooctane and (2-chloroethyl)trimethylammonium chloride

are described.

In chapter 3, we explore the fundamentals for understanding the most relevant
photophysical and photochemical phenomena of tetrapyrrolic macrocycles. Initially, the UV-Vis
spectra of all metallophthalocyanines, whose synthesis is described in chapter 2, are presented as

well as studies of the influence of the central metal, the size of the cationizing chain and the degree
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of cationization in the absorption maximum and molar absorption coefficients are discussed. In
general, the metallophthalocyanines displayed values of € relating to their Q band higher than 10-

M1 cml, with the absorption maxima in the range of 677-698 nm.

Next, fluorescence studies of all synthesized metallophthalocyanines were performed by
means of excitation and emission spectra collection and fluorescence quantum yield calculation.
The values of @r obtained for the complexes with AIIII) were the highest (0.23-0.30) and with
In(IIl) the lowest (0.01-0.02). Then, calculations of ®a were performed using a comparative
method. The Zn(Il) complexes showed generally higher production of 'O (0.56-0.72) and the
Al(III) complexes the worst results (0.32-0.33).

The Zn(lI) metallophthalocyanines cationized with iodoethane and iodooctane were
subjected to 7z vitro studies, to evaluate the effect of the alkylic chain in the activity/cytotoxicity.
The Zn(Il) metallophthalocyanine cationized with iodoethane showed less dark cytotoxicity
(cellular viability close to 100% for concentrations until 10 pM) to HeLa and HaCaT cell lines, as
well as a higher rate of inactivation of gram-negative cells (E. cw/i and P. aeruginosa), having displayed

full inactivation of colonies in concentrations as low as 0.1 uM.
In chapter 4 the main conclusions of the results presented in this thesis are drawn.

In chapter 5 the experimental procedures involved in the synthesis and structural
characterization of all the compounds described in this dissertation, as well as their respective

photophysical, photochemical and biological studies are presented.



Nomenclatura

Nesta dissertacdo, salvo algumas exce¢oes, foram seguidas as recomendag¢des da IUPAC
para a numeragio e nomeac¢io dos compostos.

Para os precursores de ftalocianinas sintetizados nesta tese, ¢ utilizado o nome trivial
“ftalonitrilo”! em oposi¢do a0 nome proposto pela IUPAC “1,2-dicianobenzeno”. O sistema de
numeracao utilizado nesta dissertagao para ftalonitrilos encontra-se de acordo com a nomenclatura

IUPAC para anéis aromaticos (Figura I).2

Figura I — Sistema de numeracio utilizado para derivados de ftalonitrilos e imidazol.

A numeracio utilizada para as ftalocianinas é efetuada de acordo com as regras da IUPAC (Figura

Im) 3

g
Fessl

Figura II — Sistema de numera¢ao IUPAC utilizado para ftalocianinas.

Todos os atomos sao numerados com exce¢ao dos carbonos de fusdo entre o anel pirrélico e o anel
benzénico. A numeracdo ¢ iniciada num carbono do anel benzénico vicinal a um carbono de fusao
entre o anel pirrolico e o anel benzénico. Apds a numeragio dos dtomos que constituem o exterior
do macrociclo (1-28), é efetuada a numeracdo dos quatro azotos pirrolicos intetiores (29-32). Por
simplicidade, as posi¢Oes internas e externas do anel benzénico sao muitas vezes denominadas de

posicoes o ¢ B, respetivamente.
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Como todas as ftalocianinas sintetizadas neste trabalho constituem uma mistura de quatro
isémeros posicionais, as posi¢oes alternativas dos grupos substituintes ocupadas em cada isémero
sdo indicadas entre paréntesis. A titulo de exemplo, a molécula apresentada na Figura III sera

nomeada de 2(3),9(10),16(17),23(24)-tetrametilftalocianato de zinco(Il).

Figura III — Estrutura da 2(3),9(10),16(17),23(24)-tetrametilftalocianato de zinco(Il).

1] Sharman, W. M.; Van Lier, J. E., 97 - Synthesis of Phthalocyanine Precursors A2 - Kadish,
Karl M. In The Porphyrin Handbook, Smith, K. M.; Guilard, R., Eds. Academic Press:
Amsterdam, 2003; pp 1-60.

[2] Tomé, A., Introducio a Nomenclatura dos Compostos Organicos, Escolar Editora: Lisboa, 2010

[3] Merritt, J. E.; Loening, K. L. Pure & Appl. Chem., 1979, 51, 2251-2304.
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Capitulo 1

Introdugao

Nas ultimas décadas, conheceram-se importantes desenvolvimentos ao nivel do tratamento
de determinadas patologias, particularmente de tumores! e infe¢es virais.? A contrastar com estes
avancos estd o tratamento de infecGes bacterianas, que tem sofrido um retrocesso preocupante.’> O
surgimento de novas estirpes bacterianas multirresistentes constitui um grave problema mundial de
saude publica e anuncia o aproximar do fim da “era de ouro” dos antibiéticos.* Segundo um
relatério recente da OMS, existem 12 familias de bactérias resistentes para as quais é urgente a
investigacdo e desenvolvimento de novos antibidticos.> Estas bactérias ja sdo atualmente
responsaveis por um consideravel encargo clinico e financeiro para os sistemas nacionais de saude.®
Portugal ocupa um dos lugares de topo em termos de resisténcia a antibidticos a nivel europeu,
particularmente no que diz respeito a taxa de resisténcia a meticilina da espécie Staphylococus anrens
que, segundo dados da Direcdo Geral de Saude, tem subido gradualmente em quase todos os anos
desde 2000, situando-se atualmente em valores proximos dos 50%.7 Algumas proje¢oes indicam
que, se nao forem tomadas quaisquer medidas, em 2050 ocorrera uma mortalidade mundial anual

de 10 milhées de pessoas devido a infe¢des multirresistentes.

O uso intensivo e negligente de antibidticos aliado a falta de interesse da industria
farmacéutica em desenvolver novos farmacos tem levado ao esgotamento das solugdes terapéuticas
para infe¢Oes.” A penicilina, outrora um antibidtico revolucionario, perdeu eficacia ao longo dos
anos, fruto do aparecimento de inumeras estirpes bacterianas com mecanismos de resisténcia a sua
a¢20.! A mesma tendéncia verifica-se para a maioria dos antibidticos descobertos posteriormente.
Existe, assim, a necessidade de alterar o paradigma do tratamento de doencas infeciosas
desenvolvendo farmacos com novos mecanismos de a¢do e, idealmente, menos passiveis de gerar
resisténcia. Nas dltimas décadas, a inativagao fotodinamica (PDI) tem-se revelado uma modalidade
de tratamento promissora para infecdes localizadas.!! Esta terapia demonstrou boa capacidade de
inativagao de algumas estirpes de bactérias resistentes a antibiéticos comercialmente disponiveis e o

seu mecanismo de acio dificulta o desenvolvimento de resisténcia.!2

Com o propésito de contribuir para esta necessidade de novos agentes antimicrobianos, o
trabalho apresentado nesta dissertacdo visa a sintese e estudo de novas ftalocianinas utilizando
heterociclos cationizaveis, mais concretamente o grupo imidazol. Este tipo de estruturas cationicas
ja demonstrou bons resultados na inativacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

multirresistentes.!3



1.1 Resisténcia antimicrobiana

1.1.1  Perspetiva historica

A era moderna dos antibidticos iniciou-se em 1928 com a descoberta da penicilina (Figura

1.1) por Alexander Fleming.
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Figura 1.1 - Estrutura genérica da familia das penicilinas.

Este farmaco contribuiu em grande medida para o controlo das infe¢des bacterianas
durante a II Guerra Mundial, no entanto, a sua eficacia foi diminuindo ao longo das décadas
subsequentes devido ao aparecimento de estirpes bacterianas resistentes.” A necessidade de novos
antibiéticos levou a investigacdo e desenvolvimento de novas classes, particularmente através do
estudo de micro-organismos do solo.* A partir destes compostos pioneiros, foi possivel
desenvolver derivados com propriedades melhoradas no que diz respeito ao seu espectro de agido e
atividade antimicrobiana. Apesar de todos estes esforcos, verifica-se o aparecimento de resisténcia
antimicrobiana transversal a quase totalidade dos antibiéticos alguns anos ap6s a sua descoberta ou

introducdo no mercado,!®> como ¢ ilustrado na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 — Cronograma da descoberta, comercializacio e identificacdo dos primeiros casos de resisténcia de

um grupo exemplificativo de antibidticos pertencentes a diferentes classes.
grup p p

Exemplo de Introdugio no Identificagdo de
antibidtico (classe) Descoberta mercado resisténcia

Penicilina (-lactamicos) 1928 1938 1945
Estreptomicina (Aminoglicosideos) 1943 1946 1946
Eritromicina (Macrélidos) 1948 1951 1955
Clortetraciclina (Tetraciclinas) 1944 1952 1950
Vancomicina (Glicopeptideos) 1953 1958 1960
Ciprofloxacina (Quinolonas) 1961 1968 1968
Linezolida (Oxazolidinonas) 1955 2000 2001



https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Oxazolidinona&action=edit&redlink=1

A sua utilizagdo clinica generalizada levou inclusive ao desencadeamento de resisténcia a fairmacos
cuja indugdo em laboratério era dificil, como é o caso da vancomicina.? No caso dos antibi6ticos 3-
lactamicos, foram desenvolvidas combinacoes B-lactamico/inibidor de $-lactamase, que permitem a
administracdo destes firmacos mesmo em casos de infe¢oes resistentes a sua agdo por produgio de
B-lactamase.'® Apesar disso, esta estratégia podera revelar-se ineficaz a médio prazo por

desenvolvimento de mecanismos de resisténcia adicionais.!”

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de novos antibiéticos e, particularmente, de novas
classes farmacoldgicas tem sido escasso. Desde 2000, trinta novos antibiéticos foram introduzidos
no mercado, dos quais cinco sdo os primeiros na sua respetiva classe.!® No entanto, qualquer uma
das novas classes descobertas apenas tem eficacia contra bactérias Gram-positivas. Este reduzido
espectro de acdo também se verifica num novo farmaco em estudo denominado feixocobactin, que
aparenta ter baixa propensdo para gerar resisténcia.l” Para o tratamento de bactérias Gram-
negativas, apenas foram introduzidos no mercado farmacos pertentes a classes ja conhecidas e
novas combina¢des B-lactimico/inibidor de B-lactamase. Tendo em conta que as Unicas
contribuicbes no século XXI siao baseadas em derivados de farmacos para os quais casos de
resisténcia sio amplamente conhecidos, existe uma urgéncia acrescida no desenvolvimento de

moléculas eficazes contra este tipo de bactérias.

Atualmente, a aprovacio de novos medicamentos necessita de um conjunto de estudos
rigorosos € morosos, no entanto existem algumas caracteristicas particulares dos antibiéticos que
estabelecem barreiras adicionais a sua investigacio e desenvolvimento.? O primeiro fator deve-se ao
elevado desafio em desenvolver moléculas eficazes contra bactérias Gram-negativas que, pelas suas
caracteristicas morfologicas e fisioldgicas, apresentam mecanismos intrinsecos de resisténcia
adicional a antibiéticos. Adicionalmente, existem fatores financeiros relacionados com o facto de os
antibiéticos setem tipicamente administrados durante curtos periodos de tempo, ao contrario dos
farmacos para doencas cronicas. Além disso, a existéncia de novos antibidticos para os quais ainda
exista uma baixa taxa de resisténcia faz com que a sua utilizagdo seja excecional e altamente
controlada. Todos os pontos enumerados fazem com que o retorno financeiro do desenvolvimento
de antibiéticos seja baixo quando comparado com farmacos para outras categorias terapéuticas.?!
Dado que o investimento em novos medicamentos depende essencialmente do potencial retorno
financeiro para a industria farmacéutica, ndo é de estranhar o fraco interesse no desenvolvimento de

novos antibiéticos, mesmo considerando o beneficio social a ele associado.

1.1.2 Mecanismos de resisténcia

A resisténcia antimicrobiana resulta da criacio de mecanismos de tolerancia?? a a¢io téxica de

um agente e, como tal, é favorecida pela utilizacdo excessiva e indevida de antibidticos para o



tratamento de doencas infeciosas tanto em humanos como em animais.* % 23 As bactérias sdo
dotadas de uma consideravel plasticidade genética, que lhes confere capacidade de resposta a uma
clevada gama de ameagas do meio, nas quais estido incluidos os antibiéticos.?* A resisténcia
antimicrobiana pode ser explicada com base em trés tipos de estratégias.?>* Por um lado, estes
microrganismos podem ter uma resisténcia intrinseca a um determinado firmaco, como
consequéncia de caracterfsticas estruturais e funcionais inerentes a prépria espécie. Tal acontece,
por exemplo, quando o microrganismo nao possui o alvo do fairmaco. As outras duas estratégias
devem-se a fenémenos evolutivos que podem ser: i) mutagdes em genes que comprometem a
intera¢do do farmaco com o seu alvo; i) aquisicdo de genes que conferem resisténcia por via da
transferéncia horizontal de genes.

Numa popula¢io de individuos suscetiveis a um determinado agente toxico, a aquisi¢do de
uma mutac¢do que confere a um subgrupo um maior grau de tolerancia levard a que, na presenca
desse agente, a populagio suscetivel seja eliminada, deixando esse subgrupo resistente que
posteriormente se ird multiplicar e formar uma populacido resistente.?2d Assim, a elevada taxa de
mutacido das bactérias combinada com o seu rapido crescimento resulta numa rapida selecdo das
estirpes e espécies mais bem adaptadas, ou seja, aquelas que possuem mecanismos capazes de
resistir a um determinado antibiético. A nivel molecular, estas mutacSes podem alterar a atividade

de antibidticos através de trés mecanismos:22

i) Diminuicido da acessibilidade ao alvo, que pode ocorrer por diminui¢io do influxo ou
por aumento do efluxo;

ii) Modificagbes ao nivel do alvo do antibiético via mutacSes ou protecio por parte de
outras estruturas;

1i) Modificacio direta dos antibiéticos, nomeadamente através de reacdes de hidrélise e

de transferéncia de grupos quimicos.

Estas muta¢Ges podem posteriormente ser transferidas entre bactérias por um mecanismo
denominado de transferéncia horizontal de genes.”> Dado que vérios antibidticos sdo obtidos de
fontes naturais, bactérias que vivam no mesmo meio terdo genes de resisténcia que posteriormente
podem transferir a outras bactérias clinicamente relevantes. O mesmo acontece com as bactérias
benignas da flora intestinal que, ao estarem expostas a a¢do de antibidticos, desenvolvem
mecanismos de resisténcia que podem transferir em contacto com bactérias patoldgicas, algo

passivel de acontecer em ambiente hospitalar.?

No ambito da resisténcia antimicrobiana, é necessario dar uma particular atencdo as
infecGes nas quais as bactérias se encontram organizadas em biofilmes.? Estas estruturas sio
constituidas por aglomerados de bactérias embebidas numa matriz de polissacarideos, proteinas e
DNA. Sio muitas vezes responsaveis por infe¢des cronicas, ja que apresentam mecanismos

adicionais de resisténcia a antibioticos e desinfetantes, bem como células do sistema imunitario do



hospedeiro.?” Alguns autores demonstraram um grau de inativagio promissor de determinadas

culturas de biofilmes utilizando fotossensibilizadores,? nos quais se incluem as ftalocianinas.?’

De modo a evitar o surgimento de resisténcia antimicrobiana, é necessario alterar o
paradigma do desenvolvimento de antibiticos, ja que firmacos que interajam seletivamente com
um determinado alvo terapéutico, algo que acontece com a maioria dos antibiéticos, irdo mais
facilmente desencadear mecanismos de resisténcia. Um antibidtico ideal, para além de uma baixa
toxicidade, teria de ser capaz de atuar em multiplos alvos, de modo a que mutacGes pontuais nio
fossem capazes de resultar numa total ineficacia do farmaco.’> Na tentativa de encontrar farmacos
que preencham estes requisitos, tem sido estudada a aplicabilidade de macrociclos tetrapirrélicos

para o tratamento de infe¢Ses localizadas. >

1.2 Macrociclos tetrapirrolicos

Os macrociclos tetrapirrolicos sao uma classe de compostos que desempenha papéis vitais
e diferenciados em organismos vivos, desde os mais simples aos mais complexos.’! As porfirinas
estdo presentes no grupo heme dos globulos vermelhos, sendo responsaveis pelo transporte de
oxigénio;* as clorinas sio o componente principal fotossensitivo dos cloroplastos e estdo
envolvidos na transformacdo da luz em energia; as bacterioclorinas podem ser observadas em
algumas bactérias fototropicas, o que lhes permite absorver luz na zona do infravermelho

proximo.3*

A investigacdo da interacdo de macrociclos tetrapirrélicos com a luz deu os primeiros
passos quando Hausmann descobriu que a adi¢io de hematoporfirina a uma cultura de paramécias
as tornava sensiveis a luz e, apesar de apresentarem uma proliferacdo normal no escuro, eram
mortas por exposi¢do a luz solar.> Desde essa serendipidade até a atualidade, novas utilidades
médicas foram descobertas’® e muito conhecimento foi adquirido sobre a sua quimica e as suas
propriedades fotofisicas, fotoquimicas e biolégicas.’” Este conhecimento levou ao surgimento de
outros tipos de macrociclos tetrapirrélicos (Figura 1.2) obtidos unicamente por sintese,
nomeadamente potfirinas substituidas nas posi¢cdes 50, sub-porfirinas,® porfirazinas,*
ftalocianinas,*' naftalocianinas*? e sub-ftalocianinas.*» Um grande marco no desenvolvimento das
suas aplicacdes médicas foi a aprovaciao do Photofrin pela FDA em 1995, que constituiu o primeiro
fotossensibilizador tetrapirrélico com utilizacio em clinica.# A Tabela 1.2 apresenta alguns
exemplos de fotossensibilizadores clinicamente relevantes.* Nas secOes seguintes ir-se-a dar

particular énfase as ftalocianinas.
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Figura 1.2 - Alguns exemplos de macrociclos tetrapirrolicos.

Tabela 1.2 - Alguns exemplos de fotossensibilizadores com utiliza¢do em clinica.

Fotossensibilizador Indicagao terapéutica

Cancro do pulmio (FDA, 1998),
esofago (FDA, 1995) e bexiga (Canada,
1993)4

COONa COONa
Porfimer sodinm (Photofrin)

OH

Cancro da cabeca e pescogo (EMA,
2001)#

Temoporfin (Foscan)




Tabela 1.2 - Alguns exemplos de fotossensibilizadotres com utilizacio em clinica. (cont.)
0]

Cancro da préstata (México, 2016)4

COOH OCH;,4
TOOKAD® Soluble
|
G NS

AN

Neoplasias cutineas (Ensaios clinicos de
fase I)*

Cancro da cabega e pescoco (Ensaios
clinicos de fase I/1T)30

Redaporfin

1.2.1 Ftalocianinas

As ftalocianinas sio uma classe de macrociclos tetrapirrdlicos sintéticos semelhantes as
portfirinas. Estruturalmente distinguem-se destas pela presenca de quatro anéis benzeno fundidos
com os anéis pirrolicos e quatro atomos de nitrogénio nas posi¢oes 7zeso em vez de quatro atomos
de carbono. Isto leva a propriedades distintas, por exemplo, uma maior capacidade de coordenagio
com metais®® e caracteristicas espectroscopicas melhoradas, ji que apresentam absor¢do a
comprimentos de onda maiores (650-750 nm), situados na janela fototerapéutica.”? Hstas
propriedades tornam a sintese e estudo destes compostos atrativa, tendo-se ja desenvolvido varias

estratégias sintéticas para a sua obten¢ao.>



Desde a sua descoberta em inicios do século XX,>* tém sido utilizadas como pigmentos
industriais devido a sua intensa cor azul-verde.’> Mais recentemente, tém-se descoberto novas
aplicacGes,> nomeadamente como sensores quimicos,” semicondutores,>® polimeros funcionais,>
catalisadores,® diagnodsticod! e terapia. Neste ultimo campo, a sua capacidade de gerar espécies de
oxigénio singuleto citotoxicas permite a sua utilizacdo em terapia fotodindmica (PDT),%? que pode
ser direcionada para inativacdo de células tumorais®® ou de agentes microbianos.®* Neste ultimo

caso, o processo pode designar-se por inativa¢ao fotodinamica (PDI).6

Tipicamente, estes compostos, quando na forma de um complexo metalico, apresentam
um espectro de absor¢do de UV-Visivel (Figura 1.3) constituido por uma banda Q com absor¢io
entre os 650-750 nm, correspondente a transicio HOMO-LUMO, possuindo bandas satélite entre
os 000-650 nm. Adicionalmente, apresentam uma banda mais larga mas menos intensa a
aproximadamente 350 nm, que se denomina de Soret ou banda B.% As ftalocianinas na sua forma
de base livre apresentam um desdobramento da banda Q, resultado da diminui¢do da simetria

(passam de uma simetria Dy, para uma simetria Day).07

—— Metaloftalocianina
—— Base livre

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 1.3 — Exemplo de espectro de UV-Vis de uma metaloftalocianina e de uma ftalocianina base livre.

Uma das propriedades caracteristicas destes compostos é a sua baixa solubilidade.%® Isto
deve-se a hidrofobicidade do ntcleo aromadtico e a sua planaridade, e tem a tendéncia de se
empilhar (77 stacking), resultando em estruturas sélidas altamente estaveis e de dificil solubilizacio.
Esta solubilidade pode, no entanto, ser melhorada com adicdo de grupos funcionais simples como
cadeias alquilicas, em particular cadeias volumosas,”” ou grupos mais polares como aminas,”

hidroxilos’ ou sulfidrilos.”

A funcionalizagio destes compostos pode ser feita por duas vias:



i) a primeira consiste na funcionalizagio direta das ftalocianinas, tendo em conta a
reatividade caracteristica dos compostos aromaticos. No entanto, existem 16 posi¢des que podem
reagir, o que pode levar a formacio de uma mistura de macrociclos com diferente numero de
substituintes ou com diferentes posi¢des relativas.”? Isto leva a rendimentos baixos e dificulta a

separacdo do produto desejado, o que limita as 4reas de utilizagdo deste tipo de técnicas.

i) o segundo método consiste na condensa¢do de precursores ja substituidos com os
grupos desejados. Esta técnica leva a uma sintese mais seletiva em termos de grau/posicio do
grupo substituinte. No caso de precursores mono-substituidos, formar-se-do ftalocianinas tetra-
substituidas. No entanto, isto nio exclui a formacio de isémeros constitucionais (Figura 1.4), ja que
se parte de um precursor ndo simétrico. Apesar de ser teoricamente possivel separar estes isémeros
devido a sua diferente geometria, para a maioria das aplicagbes sdo utilizadas as misturas de
isémeros. Mesmo com esta desvantagem, esta via continua a ser a preferida para a sintese de
ftalocianinas funcionalizadas e, como tal, é crucial desenvolver o estudo das vias sintéticas para a

obtencao destes precursores,”» 74 algo que sera discutido em mais detalhe no Capitulo 2.
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Figura 1.4 - Isémeros posicionais obtidos na cicliza¢do de um ftalonitrilo (precursor de ftalocianina)
mono-substituido.

1.3 Uso de fotossensibilizadores em PDI

A descoberta das propriedades antimicrobianas de alguns corantes fotossensiveis remonta
ao inicio do século XX, no entanto este potencial permaneceu muitas décadas sem ser explorado

dada a ineficicia dos fotossensibilizadores existentes em combater bactérias Gram-negativas e a
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crenga de que todas as doengas de origem microbioldgica seriam trataveis com os antibibticos

classicos.65 75

Um passo significativo na inativacdo de microrganismos por terapia fotodinamica foi dado
na década de 90 com a descoberta de que fotossensibilizadores catiénicos da classe das
fenotiazinas,”® porfirinas” e ftalocianinas’ eram capazes de matar as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas mais comuns,®® 7 bem como fungos®® e alguns virus.8! Existem algumas
caracteristicas da PDI que lhe conferem vantagem relativamente aos antibidticos classicos,
nomeadamente o seu elevado espectro de agdo microbicida,” 82 menores casos de bactérias
fotorresistentes ap6s multiplos tratamentos!? e a possibilidade de ativagdo local do
fotossensibilizador, evitando efeitos secundarios sistémicos. Dado que a irradiagdo com luz é um
processo localizado, o uso de PDI apenas parece ter potencial para infe¢des localizadas®> em vez de
infecOes sistematicas como as bacteremias. Em contraste com a PDT para cancro, onde o
fotossensibilizador ¢ usualmente injetado na corrente sanguinea e se acumula no tumor, oOs
fotossensibilizadores para infe¢oes localizadas deverdo ser entregues localmente ao local da infegdo

por aplicagdo tépica, inje¢do intersticial ou por aerossol.3*
1.3.1 Mecanismo de agdo da terapia fotodinamica

Em terapia fotodinimica, os fotossensibilizadores podem induzir efeitos citotoxicos por
duas vias (Figura 1.5): producao de radicais (reagdo tipo I) ou conversio do estavel oxigénio tripleto

(*0O2) a0 altamente reativo oxigénio singuleto (102) (reacio tipo II).8>

O,  Tipol :"'_'""_ """" .
i O,"+ HO" + HO, !
1pg* €
PS pa™w ROS \‘ Oxidacso de
\ —— 1o, '~ biomoléculas

'PS 0,
Fotossensibilizador Oxigénio

Figura 1.5 — Esquema simplificado das duas vias (Tipo I e 1I) envolvidas na oxidagdo de biomoléculas por
parte de um fotossensibilizador.

Em qualquer um dos processos, ocorte primeiramente uma excitacio radiativa do
fotossensibilizador para o seu estado singuleto excitado (*PS*), que, por cruzamento intersistemas,

origina o estado tripleto excitado (*PS*). Na via I, ird ocorrer uma transferéncia de eletrdes entre
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esta espécie e um substrato biolégico gerando espécies radicalares do substrato (Sub) e do
fotossensibilizador. Em meios oxigenados, a maioria destes radicais reage rapidamente com Op,
gerando o anido superdxido (Oz™), perdxido de hidrogénio (H20») e radicais hidroxilo (HO") que
irdo subsequentemente oxidar biomoléculas na sua proximidade. Este tipo de reacdo pode ser

exemplificado por:
3PS* + Sub ——»  PSt 4 Sub- (1.1
Sub* + O, B Sub + Oy (1.2)

Nos processos do tipo 1I, a espécie 3PS* transfere energia para o oxigénio tripleto,
originando oxigénio singuleto excitado, que é capaz de oxidar biomoléculas, podendo afetar um
conjunto de organelos celulares, nomeadamente membranas celulares, DNA e mitocondrias.8
Apesar de existitem alguns estudos que demonstram uma sinergia de ambos os mecanismos em
processos de terapia fotodindmica,?” é geralmente assumido que o mecanismo tipo Il é o mais
relevante no caso de porfirinas e ftalocianinas e, portanto, o oxigénio singuleto é, em geral,

considerado como o agente citotoxico responsavel pela inativacdo de células microbianas.6> 88

1.3.2  Obstaculos e alvos biolégicos em PDI

Para a sintese de fotossensibilizadores com boas propriedades antimicrobianas, é necessatio
ter em conta o tipo de alvos e obsticulos envolvidos na inativagdo fotodinimica de bactérias. A
Figura 1.6 apresenta de forma comparativa a morfologia das paredes celulares de bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas.

As bactérias Gram-positivas possuem uma parede celular constituida por uma bicamada
fosfolipidica interna, um polimero (peptidoglicano) que confere rigidez e polimeros aniénicos
localizados a superficie (acidos teicoicos). Esta constituicdo permite uma permeabilidade a
macromoléculas e fotossensibilizadores, que geralmente ndo tém um peso molecular supetior a

1000-1500 Da.o

As bactérias Gram-negativas sdo caracterizadas por uma membrana externa adicional que é
constituida no seu folheto interno por fosfolipidos e no seu folheto externo por glicolipidos,
principalmente lipopolissacarideos (LPS). A maioria das proteinas transmembranares (OMP)
presentes nesta membrana apenas transportam pequenas moléculas como mono e dissacarideos e
aminoacidos. Adicionalmente, as cadeias acilo dos lipidos da membrana sio maioritariamente

saturadas, levando a um elevado empacotamento que dificulta a permeacio passiva de moléculas.®
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Figura 1.6- Esquema da estrutura tipica das paredes celulares de bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas.
CAP — Proteina covalentemente ligada (covalently attached protein); IMP - Proteinas integrais da membrana
(integral membrane proteins); 1P — lipoproteina; LPS — lipopolissacarideos; LTA — Acido lipoteicoico (Zpoteichoic
acid); OMP - Proteinas da membrana externa (outer membrane proteins); WTA — Acido teicoico de parede (wall
teichoic acid). Adaptado de Silhavy, T. J. ez a/. (2010).%°

Estes atributos provocam uma diminui¢do acentuada da penetracdo de moléculas com peso
molecular supetior a 600-700 Da,* conferindo uma resisténcia adicional a muitos antibidticos e
agentes fotossensibilizadores.”! Apesar disso, existem fotossensibilizadores de tamanhos
moleculares supetriores com boas propriedades microbicidas.”? Isto podera dever-se a um

mecanismo de internalizacdo autopromovido, fruto de interacSes estabelecidas com a membrana

que viao perturbar a sua organizag¢do e levar a formacio de poros.??

A presenca de estruturas globalmente carregadas negativamente a supetficie tais como os
acidos teicoicos (bactérias Gram-positivas, Figura 1.7a) e lipopolissacarideos (bactérias Gram-
negativas, Figura 1.7b), fruto da existéncia de grupos fosfato e carboxilato, abre a oportunidade
para o desenvolvimento de farmacos mais eficazes e seletivos. Assim, a utilizagio de
fotossensibilizadores catiénicos permite interagdes eletrostiticas favoraveis com estes grupos,
aproximando os fotossensibilizares de tal forma as membranas que o oxigénio singuleto é capaz de
difundir e interagir com as estruturas do micro-organismo.®> Este tipo de interacdo faz com que a
maioria dos fotossensiblizadores com a¢ido antimicrobiana tenha uma localizacdo preferencial ao
nfvel da membrana plasmatica e, como consequéncia, a sua ativagio ird desencadear alteraces
morfolégicas e funcionais por destruicio de constituintes das membranas. Observacoes
experimentais demonstram que a PDI provoca a inativagdo de varias enzimas que se encontram
associadas as membranas celulares, diminui¢io da integridade membranar com consequente perda

de gradientes i6nicos e uma redugio da capacidade transportadora de varios solutos essenciais para
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as vias anabdlicas e catabdlicas.!3b. 6594 A variedade de alvos e vias metabdlicas afetadas torna mais

diffcil que células microbianas desenvolvam mecanismos que as tornem imunes a esta terapia.l 63

2)

OH o o
0 \ o } I
O N IO
: © H OH
| n AcHN
a-Glucose - -n
b)
I O CHon
Nicleo
sacarideo
HOH,C
(0]
HO
HO o o
O O NH Hog 0
o HN OO_'FII,_O_
Q o O OH
OH
o OH

Lipido A

Figura 1.7 — Estruturas quimicas de determinados constituintes membranares das bactérias. A vermelho
estdo assinalados grupos que, a pH fisiol6gico, se encontram na sua forma aniénica. a) Alguns exemplos de
estruturas recorrentes nos polimeros de dcido teicoico (bactérias Gram-positivas);’®> b) Estrutura geral de
patte do folheto externo da membrana externa das bactérias Gram-negativas.”® Aqui estd incluido o Lipido A
e um nucleo sacarideo interno ligado a cadeias de polissacarideos (representadas genericamente por R), que
constituirdo o nucleo sacarideo remanescente e o antigénio-O.

E de notar ainda que a presenca de cargas positivas, para além de aumentar a atividade
antimicrobiana, confere ao fotossensibilizador seletividade relativamente aos tecidos humanos. Isto

deve-se ao facto de as interacOes eletrostiticas entre o composto e as paredes carregadas

negativamente das bactérias serem muito mais fortes do que com as células humanas. Este
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favorecimento cinético faz com que, em aplicacGes tépicas, a irradiagdo da zona infetada poucos
minutos ap0s a aplicacdo do fotossensibilizador seja capaz de causar diminui¢do acentuada da flora

microbiana com poucos danos no tecido do hospedeiro. 13> 65

1.3.3 Caracteristicas importantes para um fotossensibilizador

Existe um conjunto de caracteristicas ideias para um fotossensibilizador. Relativamente as
suas caracteristicas fotofisicas, deve possuir elevada absor¢do na janela fototerapéutica, (600-900
nm) e um elevado rendimento quantico de formacdao de espécies reativas de oxigénio quando
exposto a luz3% Idealmente devem possuir um elevado espectro de agdo antibacteriana,
aproveitando a elevada permeabilidade de algumas paredes celulares (bactérias Gram-positivas) ou
da presen¢a de propriedades bioquimicas deste elemento estrutural (i.e. presenca de paredes
celulares densamente carregadas negativamente nas bactérias Gram-negativas).”> Para serem
eficazes nestas duas classes de micro-organismos, os fotossensibilizadores devem possuir grupos
carregados positivamente.”” Estes grupos podem ser ligandos axiais coordenados com o metal
central®® ou ser substituintes nas posi¢oes meso (apenas no caso das potfirinas) ou nos anéis
pirtélicos do macrociclo.®® Uma das estratégias comummente adotadas é a utilizagdo de grupos com
nitrogénios que podem ser posteriormente quaternizados por alquilagdo” (i.e. aminas alquilicas,

aromaticas ou N-heterociclos).

Tém sido reportadas atividades antimicrobianas significativas para fotossensibilizadores
tetra e/ou octa-substituidos com o grupo piridil,'” aminofenil "2 aminas alquilicas?? e conjugados
com cadeias peptidicas constituidas por poli-lisinas.!®" As Tabela 1.3 e 1.4 apresentam alguns
exemplos de ftalocianinas cationicas testadas como agentes antimicrobianos. O niimero e a posi¢ao
das cargas positivas também parecem influenciar a sua atividade. Verifica-se que potfirinas ou
ftalocianinas anfifilicas com as cargas positivas restritas a uma determinada zona tém mais eficacia
para bactérias Gram-positivas,” 102 enquanto que os mais hidrofilicos derivados octa-catiénicos sio
mais eficientes para bactérias Gram-negativas.??>
Tabela 1.3 — Exemplos de ftalocianinas catiénicas simétricas do tipo A4 sintetizadas e testadas em PDI. Para

simplificacdo das estruturas, apenas é representado um dos quatro isdmeros constitucionais nas ftalocianinas
bl

que partem de precursores nao simétricos.

Ftalocianina Ftalocianina

Ref. Ref.
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Tabela 1.3 — Exemplos de ftalocianinas catiénicas simétricas do tipo A4 testadas em PDI (cont.)
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Tabela 1.4 - Exemplos de ftalocianinas catiénicas ndo simétricas do tipo AsB sintetizadas e testadas em PDI.

Para simplificacio das estruturas, apenas € representado um dos quatro isdbmeros constitucionais.

Ftalocianina Ftalocianina
R Ry
Ry
S N\ N N\
\ n b \ L
N[N Ref. NN Ref.
N M N N M N
Y| N4 | 4
\ L2 \ L2
N N
Ry R4
Rs R3
M=2Zn
Ry, Ry, Ry = H ~
M=2Zn ® ®/
R1, Rz, R3=H N\_ R4: (] T\
_ S)
Re= %O 31 81a M=27 © 13b
\ =4an I @ \ Ve
—N R, R2, Rz =H N
/ [©) @ N
/N\\ R4 = ‘% o)
M(L+) = In(Cl) | ©
®/
R1, Rz, R3 = S T\
109 101
Ry ;'?O/@—NH—X
n
X = H ou Nanoparticula magnética

Existem ainda outras caracterfsticas estruturais relevantes reportadas na literatura. Partindo
de uma meso-tetra-piridil-porfirina metilada em trés azotos dos grupos piridil, os autores do
trabalho!'” puderam avaliar a influéncia do aumento da cadeia carbonada do grupo ligado ao quarto
azoto dos grupos piridil na atividade bactericida. Os resultados obtidos estdo reportados na Tabela
1.5. Os melhores resultados foram obtidos para cadeias com 10 e 14 carbonos, apresentado uma
atividade varias ordens de grandeza superiores ao do grupo metilo. Outros autores!!! demonstraram
maior eficicia na inativagdo de E. /i por parte de porfirinas de zinco tetra-piridil tetra-cationizadas
com cadeias longas (seis e oito carbonos) do que com cadeias de tamanho inferior. A presenca de
uma cadeia hidrofébica parece levar a dois efeitos. Por um lado, interfere com as forgas que
estabilizam a estrutura tridimensional da parede externa das bactérias, aumentando a sua
permeabilidade. Adicionalmente, permite ancorar o fotossensibilizador aos dominios lipidicos da

membrana citoplasmatica, aumentando a for¢a da sua interacdo com a célula microbiana.¢5 110
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Tabela 1.5 — Resultados obtidos por Reddj, et al. 1% para a atividade antimicrobiana contra células de E. co/i
irradiadas durante 15 min por luz branca (150 mW/cm?) ap6s incubagio de 5 min no escuro com 0,8 uM de

fotossensibilizador.

Porfirina

Diminuigdo de sobrevivéncia (log)

&
R = CH; + 0,28
R = C¢His + 0,05
R = CyoHa1 -432 + 0,34
R = Ci4sHo - 4,35 + 0,45
R = Ci3Hyy -2,78 £ 0,62
R = CxHys + 0,22 = 0,07

1.4  Proposta de trabalho

O objetivo deste trabalho (Figura 1.8) ¢ sintetizar novas ftalocianinas eficazes contra
bactérias Gram-positivas e, particularmente, Gram-negativas, utilizando o grupo imidazol como
modelador estrutural. Os grupos imidazol ligados as ftalocianinas permitem posterior cationizagao,
o que resultard na obtencdo de varios derivados com potencial para a inativagio de micro-
organismos. Nesta etapa, pretende-se obter uma familia de compostos que apresente diferengas ao
nivel do tamanho da cadeia alquilica cationizante, metal central e grau de cationizacdo da molécula.
Como foi discutido anteriormente, a variagdo destes elementos podera resultar em alteraces ao
nivel da producio de espécies reativas de oxigénio, internalizacdo celular, seletividade para micro-

organismos ¢ atividade antimicrobiana.

O passo seguinte consiste em estudar alguns parametros fotofisicos e fotoquimicos,
incluindo a absortividade molar e rendimentos quanticos de fluorescéncia e formagio de oxigénio
singuleto. Adicionalmente, alguns compostos serdo submetidos a ensaios 7 vitro para testar a sua
eficacia contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como a toxicidade para células

humanas.
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O objetivo final deste trabalho é fazer um estudo de estrutura/atividade, ou seja, relacionar
as alteragbes estruturais promovidas em cada membro da familia com as suas propriedades

fotofisicas e fotoquimicas e os resultados dos ensaios 7 vitro.

A L

L A N ~ €] / P
/ Modelagao \ N Modelagao M D
m M W Tamanho Grau @ D
cadeia % ) ! f cationizagio @ D

Modelagio
Metal central
: Estudos 7n vitro i Estudos fotofisicos
; L e fotoquimicos
| i D §
| Atividade . | @®/Zn s
: ici : Al :
, @
: ; In :

Figura 1.8 — Esquema da proposta de trabalho apresentada nesta dissertago.
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Capitulo 2

Sintese e caracterizagao estrutural de
metaloftalocianinas

2.1 Sintese e modelagdo dos precursores das ftalocianinas

As ftalocianinas podem ser sintetizadas a partir de varios precursores aromaticos com dois
grupos carboxilicos ou seus derivados em posi¢oes oro. Alguns exemplos sdo os acidos ftalicos, os
anidridos ftalicos, os ftalonitrilos, as ftalimidas e as 1,3-diiminoisoindolinas (Figura 2.1).! Apesar
destes pré-requisitos restritos envolvidos na sintese de ftalocianinas, existe uma quimica rica e
variada para a preparacdo destes precursores envolvendo a adi¢do de grupos funcionais que

conferem aos macrociclos propriedades quimicas, fotofisicas e bioldgicas relevantes.?

0O
COOH CN
oo X °
COOH CN
O

acido ftalico ftalonitrilo anidrido ftalico
NH (o]
NH NH
NH (o]
1,3-diiminoisoindolina ftalimida

Figura 2.1 — Exemplos de alguns precursores utilizados para a sintese de ftalocianinas.

De todos os precursores mencionados, destacam-se os ftalonitrilos, que serdo os unicos
utilizados no decurso deste trabalho. A escolha destes compostos prende-se pela sua capacidade em
formar complexos de ftalocianinas com a maioria dos metais com bons rendimentos.> A nivel
sintético, os ftalonitrilos, para além de requererem temperaturas mais baixas, tém azotos capazes de
participar na formacio dos anéis pirrdlicos e das pontes meso, a0 contrario de outros reagentes
como o acido ftilico, os anidridos ftalicos e as ftalimidas, que requerem a presenca de um reagente
adicional dador de azoto.!» 4 Finalmente, existe uma consideravel facilidade em modelar
estruturalmente estes compostos, abrindo a possibilidade para a introdugdo de grupos
biocompativeis e biologicamente ativos.> De seguida serdo discutidos os métodos de sintese e

modelac¢io de ftalonitrilos que permitirdo obter metaloftalocianinas com grupos imidazol.
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2.1.1 Sintese do 4-(’H-imidazol-1’-il)ftalonitrilo

Dado que todo o trabalho presente nesta dissertagio tem como base ftalocianinas obtidas a
partir do ftalonitrilo substituido na posi¢ao 4 com o grupo imidazol, sera dada uma atencéo especial
a sintese e caracterizagdo estrutural deste precursor. A reacdo efetuada encontra-se descrita no

Esquema 2.1.

A CN
N NH
/CECN = ’chO?’ /©:
> /N CN
O,N

DMF, t.a. 48h 4
CN N\%

Esquema 2.1 — Reagio de sintese do 4-(1’H-imidazol-1’-il)ftalonitrilo.

Escolhemos partit do 4-nitroftalonitrilo devido a sua disponibilidade comercial e
reatividade para o tipo de reagio em causa (substituicdo nucleofilica aromatica). Este substrato
pode, no entanto, ser obtido sinteticamente partindo da 4-nitroftalimida.® Apesar de a elevada
densidade eletrénica dos sistemas aromaticos favorecer substitui¢oes eletrofilicas, a presenca de
dois grupos nitrilo retira densidade do anel suficiente para a ocorréncia deste tipo de reagdes
nucleofilicas. O mecanismo da reacdo (Esquema 2.2) consiste num ataque nucleofilico ao carbono
diretamente ligado ao grupo abandonante (7ps0), formando-se um intermediario tetraédrico,
estabilizado tanto pela capacidade atractora de eletrdes dos grupos nitrilo, como do grupo
abandonante. De seguida, a reag¢do prossegue com a regeneragio da aromaticidade do sistema e

saida do grupo abandonante.

,4\__ CN  |ent CN CN B
B N NG (S L
O,N CN N%ZN CN /N CN

—

Esquema 2.2 — Mecanismo da sintese de 1.1.

A reacdo foi feita a temperatura ambiente para evitar formacio de ftalocianina ou de
produtos secundarios resultantes, nomeadamente, da presenca de quantidades residuais de agua no
meio ou da degradacido do solvente.

A reacdo foi controlada por TLC e, ao fim de 48h, foi possivel identificar um
desaparecimento quase completo do composto de partida. Na primeira tentativa, foi feita uma

adi¢ao de mais imidazol e base e a reagao foi deixada por mais 72h. Como apés este tempo nao foi
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possivel detetar diferencas ao nivel da evolucdo da reago, esta foi dada como terminada. Dado que
o DMF ¢é miscivel com 4gua, a purificagdo do composto passou por uma precipitacao por adi¢ao de
uma mistura de agua e gelo a mistura reacional. Este procedimento constitui uma forma rapida para
a remog¢dao do DMF da reacdo, bem como de K2COs e imidazol em excesso. O DMF, por ter um
elevado ponto de ebuli¢do, constitui por vezes uma dificuldade acrescida a purificagdo de produtos
de reagdo em que este é utilizado como solvente. Foi assim possivel evitar procedimentos mais
complexos e morosos como extragoes ou lavagens, dado que o DMF particiona tanto para a fase
aquosa como para a fase organica, ou destilagdo a pressdo reduzida, que poderia levar a formacio

de pequenas quantidades de ftalocianina.

A anidlise por TLC do precipitado (usando acetato de etilo como eluente) demonstrou a
existéncia de uma mancha maioritaria correspondente ao produto (Rf = 0,94) e uma segunda
mancha ténue mais apolar (Rr = 0,34). Foi possivel constatar que o composto apresentava uma
solubilidade relativamente baixa em certos solventes de polaridade intermédia como diclorometano
e cloroférmio e de polaridade mais elevada como etanol e metanol. Esta falta de solubilidade
poderia dificultar a sua separagdo por coluna cromatografica, pelo que se tenha procurado um
método alternativo para a remogao desta impureza. Assim, o precipitado foi aquecido em metanol,
o que permitiu a dissolu¢io e consequente remogio da impureza do precipitado. A analise por TLC
do metanol utilizado na lavagem demonstrou a presenca da impureza, bem como uma pequena

quantidade de produto, que foi desprezada. O rendimento da reagio foi de 56%.

A estrutura do composto foi confirmada por RMN 'H (Figura 2.2). Devido a dificuldade
de dissolugdo deste composto em varios solventes, como ja foi referido, apenas foi possivel obter

um bom espectro de RMN utilizando DMSO como solvente.
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Figura 2.2 — Espectro de RMN 'H em DMSO-ds de 1.1.

O espectro de RMN 'H apresenta cinco picos, dos quais quatro apresentam integracdo

unitaria e um aparenta resultar da sobreposi¢ao dos sinais de dois protdes niao equivalentes. Além
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deste multipleto, apenas é possivel identificar acoplamento proténico (dupleto, | = 1,7 Hz) para o
sinal de maior desvio (8,58 ppm). Para os outros sinais, ndo ¢ possivel identificar acoplamento
proténico, porventura devido a baixos valores de J. Para facilitar uma atribui¢do dos sinais, foram
analisados os desvios dos espectros de RMN 'H do imidazol, ftalonitrilo ndo substituido e 1,4-di(1-

imidazolil)benzeno (Figura 2.3).

773ppm 814 ppm 7,89 ppm
96 ppm’ "y A )&
N”"NH ‘@CN N
A CN A A ' ,25 ppm
7,13 ppm 7,54 ppm 7,32 ppm

Figura 2.3 — Algumas moléculas com desvios quimicos relevantes para a atribuigio dos sinais de RMN 'H de
1.1: imidazol (CDCl);’ ftalonitrilo ndo substituido (DMSO-des)” e 1,4-di(1-imidazolil)benzeno (CDCls).8

A partir destes valores é possivel afirmar que: i) o pico do composto a 7,18 ppm devera
corresponder ao protio do imidazol situado em posicao meta relativamente ao anel benzénico (H4);
ii) no ftalonitrilo nio substituido, as posi¢des orfo relativamente a um dos grupos ciano tém um
desvio quimico superior; iii) o grupo imidazol, quando esta ligado a um benzeno através da sua
posicdo 1 apatrenta ter um ligeiro efeito atractor de eletrdes; iv) a combinacdo dos efeitos descritos
nos dois pontos anteriores faz com que o protdo simultaneamente em posicdo orfo relativamente a
um dos grupos ciano e ao grupo imidazol (H3) tenha o maior desvio de entre os trés pertencentes

20 anel benzénico.

Para identificar quais dos restantes sinais pertenciam ao imidazol e ao anel benzénico, foi
feito um RMN 2D 'H-'H do tipo COSY (Correlation spectroscopy) (Figura 2.4). Partindo de H4’, que ja
foi atribuido, é possivel identificar uma correlacdo com os sinais a 7,98 ppm e a 8,53 ppm, devendo
estes dois sinais pertencer igualmente ao grupo imidazol. Por comparagdo com os desvios
observados na molécula de imidazol, o maior desvio devera corresponder ao protio entre os dois
azotos (H2%). Os sinais pertences ao anel benzénico (8,27 e 8,53 ppm) apresentam correlagio entre
si e, pelas consideracoes efetuadas previamente, o pico a 8,53 correspondera ao H3 e o sinal de

integracio dupla (8,27 ppm) aos outros dois protdes do anel benzénico.
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Figura 2.4 — Espectro de RMN 'H-'H COSY de 1.1 em DMSO-de.
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Com a atribuigdo dos sinais provenientes dos protoes efetuada, serd feita uma analise
semelhante para o espectro de RMN de 3C. Numa primeira fase, foram estudados dois espectros

unidimensionais: um de 13C normal e outro DEPT-135 (Figura 2.5).
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Figura 2.5 — Comparagio entre o espectro de RMN 3C (cima) com o espectro de DEPT-135 (baixo) em
DMSO-ds.

O DEPT (Distortionless enbancement by polarigation transfer) é uma técnica de RMN muito util para
diferenciar entre carbonos do tipo metilo (CH3), metileno (CHz), metino (CH) ou sem hidrogénios

diretamente ligados. Através de uma sequéncia especifica de pulsos, é possivel promover a
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transferéncia de polarizagdo entre hidrogénios e carbonos e, como consequéncia, os sinais
recolhidos terdo diferentes propriedades consoante o nimero de hidrogénios ligados a um
determinado carbono. Existem trés tipos de DEPT que permitem dar informagdes diferentes mas
complementares: 0 DEPT-45 mostra sinais positivos para todos os carbonos ligados a hidrogénios;
o DEPT-90 apenas mostra os carbonos do tipo CH e o DEPT-135 mostra sinais positivos para os
CHs e CH e negativos para os CH2? A comparacdo entre o espectto de RMN 3C normal e o
DEPT-135 permite assim identificar inequivocamente os carbonos sem ligacdo direta a hidrogénios
(C1, C2, C4, C1-CN e C2-CN). Como todos os restantes carbonos sdo do tipo CH, nio é possivel

extrair mais nenhuma informacdo dos espectros DEPT.

Dado que foi possivel fazer uma atribuicio inequivoca dos sinais proténicos, esta
informacdo pode agora ser utilizada para a atribuicdo dos sinais de »C mediante espectros
bidimensionais. Para isso, foram efetuados espectros de acoplamento 'H-13C do tipo HSQC e

HMBC (Figura 2.6).
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Figura 2.6 — Sobreposicio do espectro 'H-13C HSQC (vermelho) com o espectro 'H-3C HMBC (verde) de
1.1 em DMSO-ds e respetivas atribuicdes dos picos correspondentes aos hidrogénios e carbonos. * -

carbonos com alguma incerteza na atribuicio.

O HSQC (Heteronuclear single quantum coberence) permite analisar correlagdes entre nucleos 13C e 'H
separados por uma ligacdo. Por outras palavras, permite efetuar uma correspondéncia imediata
entre os sinais de 1¥C com os sinais dos 'H que lhes estao diretamente ligados. O HMBC

(Heteronuclear multiple bond coberence) permite analisar correlagdes entre nucleos 3C e 'H separados por
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varias ligacoes, o que na pratica possibilita identificar CH’s préximos entre si e/ou proximos de

carbonos sem hidrogénios diretamente ligados.

Dos carbonos sem hidrogénios diretamente ligados, o que apresenta maior desvio (140,23
ppm) podera atribuir-se ao carbono do anel benzénico 7pso relativamente ao grupo imidazol, dado
que é o unico carbono sp? ligado a um atomo eletronegativo. Os restantes carbonos, ao
pertencerem a grupos nitrilos ou estarem diretamente ligados a estes, sofrem um efeito de
escudamento tipico de carbonos com ligacoes triplas. A atribuicao destes carbonos foi efetuada
com base nos acoplamentos observados por HMBC. Assim, ¢ possivel observar acoplamento
(Figura 2.7) entre o H3 e os carbonos C2, C2-CN, C4 e C5 e entre os H5/H6 e C1, C1-CN, C3
(ndo percetivel no espectro) e C4. Nao foi possivel efetuar uma atribuicao inequivoca aos sinais de
C1 e C1-CN. A atribuicdo proposta na Figura 2.6 baseia-se no facto de o sinal atribuido a C1-CN

possuir um desvio e intensidade semelhantes ao carbono pertencente ao outro grupo nitrilo.

Figura 2.7 — Acoplamentos obsetvados em HMBC para o H3 ¢ H5/HG.

2.1.2 Sintese do 4-(2’-metil-5’-nitro-1’H-imidazol-1’-

il)ftalonitrilo

Para além do ftalonitrilo substituido com o grupo imidazol, também foi tentada a
modelacdo de ftalonitrilos com o 2-metil-4(5)-nitroimidazol. Este motivo estrutural estd presente

em varios firmacos com atividade antibacteriana, que constituem a classe dos nitroimidazoéis.!!

A semelhanga do que aconteceu com 1.1, foi utilizado o 4-nitroftalonitrilo como precursor.
Hsta reacdo apresenta, no entanto, um obsticulo adicional na medida em que o 2-metil-4(5)-
nitroimidazol, pela presen¢a de um grupo fortemente atractor de eletrdes, é um pior nucleéfilo que
o imidazol. A repeticio das condi¢des de reacdo utilizadas para 1.1 nio levou a uma conversio
apreciavel do substrato, mesmo com o aumento do tempo de reagdo (100 h) ou da temperatura
(50°C). Observou-se que a 95°C ocorria total conversio do substrato em 24 h. A analise de RMN

'H (Figura 2.8) do crude revelou a presenca de pelo menos dois ftalonitrilos substituidos na posi¢ao

4.
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Figura 2.8 — Espectro de RMN 'H em CD30D do crude da reagdo da tentativa de sintese de 1.2 efetuada a
95°C, utilizando K2CO3 e DMF. Sio identificados os picos correspondentes ao solvente, dgua e 2-metil-4(5)-

nitroimidazol (Nu).

Tal pode ser verificado pela presenca de um padrio tipico de acoplamento entre os seus 3 sinais
protonicos: 1 dupleto (3]) de maior constante de acoplamento (J = 8,6-8,8 Hz) um dupleto (*]) de
menor constante de acoplamento (] = 2,3-2,6 Hz) e um duplo dupleto (] = 2,3-2,6 Hz, | = 8,6-8,8
Hz).

Nio foi tentada a purificagdo do crude, no entanto o aparecimento de alguns dos picos
aromaticos abaixo dos 7,33 ppm patece indicar a presenca de grupos fortemente doadores de
eletrbes. Para além dos picos aromaticos, apés exclusao dos picos provenientes dos solventes, é
possivel identificar um singuleto que integra na propor¢iao de 6 para 3 relativamente a um dos
conjuntos de trés picos aromaticos. Este tipo de integracio sugere que um dos produtos
secundatios podera ser o 4-(dimetilamino)ftalonitrilo. Este produto pode ser atribuido a utilizagdo
de DMF como solvente, uma vez que a temperaturas préoximas ou superiores a 100°C o DMF ¢
instavel, numa reacdo que ¢ catalisada por presenca de bases!? e que leva a formac¢io de mondxido
de carbono e dimetilamina.’®> Esta amina, ao ser um melhor nucleéfilo que o 2-metil-4(5)-
nitroimidazol, podera reagir com o 4-nitroftalonitrilo com uma cinética de rea¢do superior a
observada com o nucledfilo pretendido. O outro conjunto de picos observado poderd dizer
respeito a0 4-(hidroxi)ftalonitrilo, 4,4’-oxidi(ftalonitrilo) ou a produtos resultante da hidrdlise de um

dos grupos ciano (Figura 2.9).
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Figura 2.9 — Exemplos de possiveis produtos secundarios obtidos na tentativa de sintese de 1.2 a 95°C

usando K>CO3 como base e DMF como solvente.

Estes produtos secundéarios foram previamente reportados!* para reagles entre o 4-
nitroftalonitrilo e diferentes sais/solventes, nos quais se inclui 0 KoCO3; em DMF. Dado que este
solvente ¢ relativamente higroscopico e os seus métodos de secagem comummente utilizados nao
permitem uma confirmagao do seu estado anidro, é dificil garantir a total auséncia de dgua no meio
reacional. A presenca de base em meios com 4dgua, aumenta a concentracdo de ides hidréxido, o
que poderd levar a substituicio do grupo nitro, formando o 4-(hidroxi)ftalonitrilo, e/ou a hidrélise
de um dos grupos ciano. O 4-(hidroxi)ftalonitrilo, por sua vez, podera formar um alcéxido e reagir

com o 4-nitroftalonitrilo, levando a formagao do respetivo éter.

Tipicamente, os métodos de alquilagio de nitroimidazéis envolvem elevadas
temperaturas,'> na presenca ou auséncia de bases.!® Na tentativa de suavizar as condi¢Ges de reagio
e, assim, evitar a formacdo destes produtos secundarios, foram investigadas técnicas para aumentar
a nucleofilicidade do 2-metil-4(5)-nitroimidazol. A estratégia mais promissora foi proposta por
Long e al. 17 para a 1-alquila¢do do 2-nitroimidazol utilizando o respetivo sal de Na* ou K*. O sal
de Na* do 2-metil-4(5)-nitroimidazol foi preparado por adicdo de uma quantidade equivalente de
NaOH em solugido aquosa. A agua foi evaporada através de ciclos de misturas azeotrépicas com
tolueno e o sal foi posteriormente seco sob vacuo varias horas antes da sua utilizagdo. Numa
primeira abordagem, a reacdo foi efetuada em DMF a temperatura ambiente, no entanto nio
ocorreu qualquer transforma¢do do substrato. Numa segunda tentativa (Esquema 2.3), a
temperatura da reacdo foi aumentada para 70°C, o que levou a um consumo gradual do substrato,
tendo-se observado por TLC o aparecimento de uma nova mancha maiotitaria mais polat. A reacdo
encontrava-se concluida apés 72 h. A semelhanca do que ocorreu para 1.1, 0o DMF e o excesso de
nucleéfilo foram removidos por precipitagdio com agua. Apds a precipitagdo, ainda era possivel
identificar uma mancha mais apolar, pelo que o produto foi purificado por cromatografia e
recristalizado em acetona. A estrutura do composto foi confirmada por RMN unidimensional ('H,

13C) e bidimensional (HSQC e HMBC) e massa (EI).
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Esquema 2.3 — Condi¢oes de reacdo otimizadas para a obtencdo de 1.2.

Dado que os imidazéis com NH livre tautomerizam, a presenca do grupo nitro nas
posicoes 4 ou 5 leva a que este ndo tenha uma posi¢io definida. A alquilagio do 2-metil-4(5)-
nitroimidazol na sua posi¢ao 1 impede postetior tautomeriza¢ao, pelo que o grupo nitro passara a
ter uma posi¢ao definida, ou seja, é possivel obter derivados 4-nitro ou 5-nitro.1® Dado que também
esta reagdo ocorre via ligagdo azoto da posicao 1, é de esperar a obtencdo de um ou dois isémeros
posicionais. No entanto, dado que no RMN s6 é possivel identificar um conjunto de picos,

podemos concluir que apenas foi obtido um dos isémeros.

Com o propésito de identificar qual o isémero obtido, foram efetuados os espectros de
RMN NOESY 'H-'H de 1.1 e 1.2 e analisados quais as intera¢des espaciais observadas em cada
caso (Figura 2.10).
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Figura 2.10 — Comparacio entre espectros de RMN NOESY 'H-'H de: a) 1.1 (DMSO-dg); b) 1.2 (acetona-
do).

O NOESY (Nuclear Overhaunser effect spectroscopy) permite identificar interagdes entre protoes
proximos espacialmente, sem estarem necessariamente proximos numa perspetiva de ligacoes
quimicas. Esta técnica é por isso util para a identificacdo de isémeros quando estes diferem entre si
pelo apatecimento/desapatecimento de interaches espaciais entre protdes com distincias

tipicamente inferiores a 5 Ao

Na Figura 2.10a, que diz respeito a 1.1, é possivel observar interacdes espaciais entre
protoes do imidazol e do anel benzénico. De especial importincia é o facto de se observar interacao
entre H5” e H3. Por outro lado, ndo existe interacdo entre H4’ e qualquer outro hidrogénio do anel
benzénico. Ao analisar o espectro obtido para 1.2 (Figura 2.10b), ndo é possivel observar qualquer
interagdo espacial entre os protdes aromaticos do imidazol e do anel benzénico, logo podemos
inferir por comparacio com os sinais de 1.1 que o grupo nitro se encontra em posi¢io orzo

relativamente ao anel benzénico, o que nos permite concluir que foi obtido o isémero 5-nitro.

Salienta-se que ndo é do nosso conhecimento a existéncia de reacSes de substituicio
nucleofilica aromatica descritas na literatura para este nucledfilo, pelo que a posi¢ao do grupo nitro
na posicdo orfo relativamente ao anel benzénico (isémero 5-nitro) poderd dever-se a um efeito de
estabilizacdo do intermediario da reacido (complexo de Meisenheimer). Os exemplos conhecidos da

literatural® referem-se apenas a rea¢oes de N-alquilagdo #iz Sn2 em halogenetos de alquilo onde a
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nucleofilicidade do azoto aumenta quando o grupo nitro se encontra em posicao meta, pelo que é

obtido preferencialmente o isémero 4-nitro.

Por questdes temporais, ndo foi possivel efetuar a ciclotetramerizacao deste ftalonitrilo para

a obtencdo da respetiva metaloftalocianina para postetior cationizagao.

2.2 Sintese de metaloftalocianinas tetrassubstituidas com o

grupo imidazol

Dependendo do método utilizado, ¢ possivel sintetizar ftalocianinas na forma de base livre
(PcH2)¥ ou complexo metalico (PcM). As ftalocianinas do tipo PcHoy, para além de apresentarem
maiores dificuldades a nivel sintético, tipicamente sao menos indicadas para terapia fotodinamica.
Isto deve-se ao facto de possuirem bons rendimentos quanticos de fluorescéncia®® em detrimento
do rendimento quantico de formacgdo de oxigénio singleto. Por oposicdo, existem complexos
metalicos com alguns metais em que os valor de @a sdo marcadamente superiores aos das PcHz.2!
Dado que a capacidade de formagdo de espécies reativas de oxigénio é fundamental para a
aplicabilidade destas ftalocianinas em PDI, optou-se unicamente pela sintese de ftalocianinas na
forma de complexos metalicos. Neste ponto vao ser discutidos os métodos que foram utilizados
para a obten¢do de metaloftalocianinas a partir de 1.1, utilizando como metais o Zn(Il), In(IIl) e
AI(II). Para a sintese de complexos metdlicos de ftalocianinas existem dois métodos possiveis. O
primeiro método consiste na insercio do metal na ftalocianina de base livre utilizando um sal
metalico apropriado.?? Dado que tipicamente é mais dificil a obtengdo da ftalocianina na forma de
base livre, este método apenas ¢ util para a insercdo de alguns metais ou semi-metais.” O segundo
método, o mais utilizado e aquele que foi seguido neste trabalho, consiste na condensacio de

ftalonitrilos ou outros precursores na presenca de um sal metalico.!s

2.2.1 Sintese da metaloftalocianina de Zn(II)

O primeiro metal escolhido para a sintese de metaloftalocianinas utilizando 1.1 foi o Zn(II).
Do ponto de vista sintético, o Zn(ll) é capaz de formar metaloftalocianinas em bons rendimentos,
no entanto a escolha deste metal é uma consequéncia da necessidade em obter complexos metalicos
com elevados rendimentos quanticos de formagdo de oxigénio singleto.?! E, por isso, um dos metais
mais escolhidos por outros autores para estudos na area da terapia fotodindmica.?*

A respetiva reagio de sintese encontra-se descrita no Esquema 2.4. As condigdes utilizadas
para a sintese de metaloftalocianinas dependem extensivamente do metal que se pretende que fique

inserido na cavidade do macrociclo apds a condensac¢io do ftalonitrilo na presenca do respetivo sal.
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Como sera discutido posteriormente, o metal tem um papel importante no auxilio a condensagio
dos ftalonitrilos. Os complexos metdlicos com Zn(ll) usualmente necessitam de condi¢des de
reacio mais suaves quando comparados com outros metais, como serd possivel constatar
posteriormente para o In(IIl) e AI(III). Tipicamente sio utilizados solventes a temperatura de
refluxo capazes de formar iGes alcéxido na presenga de uma base (DBU ou DBN), como acontece
com o #-pentanol ou o nhexanol. Para este trabalho, foi utilizado como solvente o
dimetilaminoetanol (DMAE), que é um élcool com um grupo basico (amina) que permite que a

reacdo prossiga facilmente sem adi¢do de base.!b 2>

@CN Zn(OAc),
N cn  DMAE, 140°C 48h

21
n=71%

Esquema 2.4 — Esquema da reacdo para a obtenc¢io da metaloftalocianina tetra-imidazol de Zn(II) 2.1.

E dificil efetuar uma andlise detalhada do mecanismo da reacio de sintese de ftalocianinas
devido as elevadas temperaturas necessarias para a sua formacio e a multiplicidade de precursores e
condi¢bes de reacio que ja foram descritos.? Por estes motivos, o mecanismo da reagdo ainda nio
foi completamente elucidado, no entanto existem algumas propostas mecanisticas. Aqui sera
discutida uma dessas propostas (Esquema 2.5),1* que ¢é particularmente relevante para a sintese de
ftalocianinas utilizando um dlcool na presenca de uma base (DBU ou DBN) ou DMAE, como
acontece neste caso em particular. Partindo do estudo de compostos intermediarios que foram
isolados,? é possivel que esta reacdo envolva uma polimerizagdo passo-a-passo dos precursores ou
de intermediarios reativos ajudada pela coordenacdo com o metal e finalizando com o fecho do
anel.’* O primeiro passo desta proposta consiste no ataque nucleofilico do alcéxido formado pelo
alcool em meio basico ao carbono de um dos nitrilos, seguido do ataque do azoto diretamente
ligado ao outro grupo nitrilo formando, assim, o primeiro anel pirrélico. Segue-se uma nova reacao
de condensacdo com outro ftalonitrilo e formacdo do segundo anel pirrdlico. A coordenacdo com o
Zn?* facilita a combinagdo de dois deste dimeros pirrdlicos (duas metades da ftalocianina) e,

consequentemente, a cicliza¢iao.?’
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Esquema 2.5 — Proposta de mecanismo para a formac¢io da metaloftalocianina 2.1 na presenga de um dlcool

(DMAE) em meio bésico.!

De modo a garantir a aromaticidade do sistema, ocorre a saida dos dois grupos alcoxido,
juntamente com a transferéncia de 2 eletrdes para o sistema. O facto de ja ter sido encontrado o
aldeido correspondente do alcool utilizado sugere que o alcool é uma das fontes de eletrGes para a

reducio do macrociclo.!2

O Zn(II) apresenta um raio idénico comparavel aos de outros metais como o Co(1l), Fe(Il),
Cu(I) e Mn(II). Estes raios i6nicos encontram-se préximos do raio da cavidade da ftalocianina,
pelo que o Zn(Il) fica situado apenas marginalmente acima do plano do macrociclo.?s Dada a
importancia do metal enquanto femplate para a formacao da ftalocianina, o facto de o Zn(ll) e os
outros metais referidos terem tamanhos préximos dos ideais para a interagio com os azotos

interiores podera explicar a maior facilidade na obtencdo de complexos com estes metais.

A reacio foi considerada como terminada apds 48h, apesar de ainda restar algum composto
de partida (ou algum produto secundério com semelhante fator de retencio), para impedir postetior
degradacdo térmica do produto. Uma das caracteristicas observadas neste composto é a sua falta de
solubilidade na maioria dos solventes organicos (i.e. cloroférmio, metanol, tolueno, THF, acetona),
algo que acontece frequentemente com ftalocianinas nao substituidas, como foi referido no capitulo
introdutério. Apenas foi possivel observar uma solubilidade apreciavel em DMF, DMSO e piridina.
Pela basicidade dos grupos imidazol, a ftalocianina era solivel em solventes préticos como etanol,
metanol e H2O a valores de pH acidos. Esta propriedade faz com que nio seja possivel purificar
este composto por cromatografias convencionais, dadas as suas dificuldades de elui¢do. Nao
obstante, abre a possibilidade de utilizacio de técnicas mais simples e econdémicas. Assim, o

produto contido na mistura reacional em DMAE foi precipitado por adigdio de metanol. Para
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garantir a remoc¢do de todas as impurezas, nomeadamente ftalonitrilo de partida, produtos de
degradacdo e Zn(OAc), o precipitado foi filtrado e lavado com solventes de diferentes polaridades
entre os quais H»O, acetona e diclorometano. O produto 2.1 foi obtido com um rendimento de

71%.

Numa primeira abordagem, foi tentada uma caracterizac¢do da ftalocianina na sua forma
neutra por RMN 'H em DMSO, no entanto ndo foi possivel obter sinal devido ao grau de
agregacdo demonstrado as concentragdes necessarias para este tipo de caracterizagdao. Foi possivel,
no entanto, obter um espectro de RMN 'H em piridina-ds a 80°C. A surpreendente solubilidade
deste composto em piridina é uma consequéncia da capacidade de o azoto aromatico deste solvente
coordenar axialmente com o metal, o que impede as intera¢des de 7- 7 stacking e, consequentemente,

reduz a sua tendéncia em agregar.?’

2.2.2 Sintese da metaloftalocianina de In(III)

A decisdo para a utilizacdo do In(Ill) resultou de uma analise sistematica dos valores de ®a
reportados na literatura para o respetivo complexo metalico.? 3 Estes valores eram
tendencialmente acima dos 0,50, o que torna relevante o estudo destes complexos metalicos para
aplicacdo em PDI. Além disso, como o ligando macrociclico tem um estado de oxidagao -2, os
complexos metalicos com In(IIl) terdao um ligando axial de modo a manter a neutralidade do
complexo. Esta propriedade permite estender a quimica destas ftalocianinas a reagdes de troca de
ligando axial, abrindo a possibilidade a introdugio de grupos com propriedades bioldgicas
relevantes. No caso especifico das metaloftalocianinas de In(IIl), ja foram descritas vias sintéticas
para a troca do seu ligando axial utilizando reagentes de Grignard.3!

A contrastar com a metaloftalocianina de Zn(ll), as condi¢Oes reacionais para a obtengio
de metaloftalocianinas de In(IIl) sdo mais severas. Possivelmente esta menor reatividade estara
relacionada com o maior raio idénico do In(Ill), fazendo-o sair da cavidade do macrociclo, o que
podera diminuir a sua capacidade de atuar como zemplate para a condensagao dos ftalonitrilos. Deste
modo, a utilizacgdo de DMAE em refluxo a 140°C ndo resulta na formacdo de uma quantidade
apreciavel da metaloftalocianina pretendida. F assim necessario trocar este dlcool por um solvente
de maior ponto de ebuli¢do, como ¢é o caso da quinolina.> A reacio efetuada encontra-se descrita

no Esquema 2.6.
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Esquema 2.6 — Esquema da reacio para a obtenc¢do da metaloftalocianina tetra-imidazol de InCI(III) 3.1.

Apesar de serem utilizadas condi¢oes de reacdo mais severas (180°C), foi possivel obter a
metaloftalocianina de In(IIl) com rendimentos muito semelhantes aos observados para a de Zn(Il).
A reagdo foi terminada ao fim de 8 h, independentemente da existéncia de substrato. As
temperaturas elevadas promovem igualmente um aumento da cinética de termodegradacio do
produto, pelo que nio ¢é recomendavel tempos de reagdo superiores. A degradacdo desta
ftalocianina é especialmente notéria na auséncia de atmosfera inerte, visto que a repeticdo desta
reacdo em condi¢Oes apenas de atmosfera fechada resultou num rendimento de apenas 20%. Esta
ftalocianina apresenta as mesmas caracteristicas de solubilidade de 2.1, pelo que foi seguido um
processo de purificacio semelhante. Foi possivel observar a influéncia da presenca de um ligando
axial na medida em que, ao contrario de 2.1, foi possivel efetuar o espectro de RMN 'H em
DMSO-ds (Figura 2.11), o que é preferivel dado que este solvente nio apresenta picos na zona
tipica dos sinais aromaticos que se possam sobrepor aos da amostra. Neste espectro sdo observados
seis picos bem definidos o que permite uma atribuicdo mais facil dos sinais, tendo por base as

atribui¢des feitas para 1.1.
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Figura 2.11 — RMN 'H de 3.1 feito em DMSO-de. Por simplicidade de interpretacio, as integracoes
apresentadas dizem respeito apenas a /4 dos protdes totais do macrociclo.
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E possivel identificar trés picos com aparéncia de singuleto, que deverio corresponder ao imidazol.
E expectavel que a perda dos grupos ciano tenha um maior reflexo nos sinais dos protées dos anéis
benzénicos do que do imidazol. A semelhanga do que foi observado para 1.1, o protio do imidazol
com maior desvio serd aquele que se encontra entre os dois azotos (H2’) e o com menor desvio
aquele que se encontra em posi¢ao mefa relativamente ao anel benzénico (H4’). Os restantes picos
apresentam padroes de acoplamento iguais aos observados nos anéis benzénicos de ftalonitrilos.
Como tal, é possivel atribuir o sinal dupleto | = 2,0 Hz (8,17 ppm) ao hidrogénio entre o imidazol e
o anel pirrélico (H1), visto que correspondera a um acoplamento do tipo 4J. O dupleto | = 8,1 Hz

pertence ao outro hidrogénio vicinal ao anel pirrélico (H4) e o duplo dupleto a H3.
2.2.3 Sintese da metaloftalocianina de AI(III)

Os complexos metalicos formados com Al(IIl) tipicamente nao apresentam valores de ®a
tio bons quantos os de Zn(Il) ou In(IIl).2": 32 Embora, como foi discutido previamente, as
metaloftalocianias de In(Ill) tenham capacidade de ser utilizadas em reagbes de troca de ligando
axial, apenas foram descritas metologias utilizando reagentes de Grignard. Por oposi¢io, as
metaloftalocianinas de Al(IIl) apresentam uma quimica mais rica em termos da modelacio dos
ligandos axiais. Ja foram descritas reagoes de hidrélise,® troca por fenéis* ou alcodis alifaticos.??
Esta flexibilidade podera ser relevante, numa perspetiva futura, para a ligacdo de moléculas
biologicamente ativas e assim obter fotossensibilizadores com uma atividade dual, ou seja, capaz de
exercer uma atividade antimicrobiana através da combinaciao dos mecanismos de PDI ja descritos e
do farmaco escolhido para ligacéo axial.

As condi¢Oes reacionais necessarias para a obtencdo de metaloftalocianinas de Al(III) sdo
mais severas do que as descritas para as duas ftalocianinas anteriores. Sendo assim, foi utilizado 1-
cloronaftaleno, um solvente de maior ponto de ebuli¢io que a quinolina, e a reacdo foi efetuada a

240°C durante 7h (Esquema 2.7).

/@[CN AICI,
/N cN 1-cloronaftaleno, Ny, 240°C 7h

A

n =60 %

Esquema 2.7 — Esquema da reacio para a obtenc¢ao da metaloftalocianina tetra-imidazol de AIOH(II) 3.1.
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Dos trés metais mencionados, o Al(Ill) é o que possui o raio i6nico mais pequeno, ficando
dentro da cavidade do macrociclo. Novamente, é possivel observar-se a importancia do metal para a
condensagio dos ftalonitrilos, na medida em que o raio idénico baixo do Al(III) podera estar a
diminuir o seu efeito femplate na aproximac¢io e estabilizacdo dos intermediarios de reagdo. Esta
tendéncia também se verifica para outros metais de raio iénico semelhantes como o Ga(Il)* ou
semi-metais como o Si(IV) ou Ge(IV), que precisam de temperaturas igualmente elevadas e/ou
precursores mais reativos.’

Esta metaloftalocianina, ao contrario das duas anteriores, relevou uma solubilidade
apreciavel em metanol, provavelmente fruto de possuir um grupo hidroxilo como ligando axial.
Deste modo, o composto foi precipitado com diclorometano em vez de metanol e foram feitas
lavagens do sélido com todos os solventes mencionados previamente com excepg¢ao de metanol.

O composto foi caracterizado por RMN 'H e ESI-TOF. Surpreendentemente, a andlise do
espectro de ESI-TOF (Figura 2.12) revelou como pico maioritario o ido molecular [M+H]|* =
821,2285 correspondente ao complexo metalico com um grupo hidroxilo como ligando axial em
vez de um Cl. Adicionalmente, ndo foi possivel identificar qualquer pico relativo ao complexo com

um Cl axialmente coordenado.
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Figura 2.12 — Espectro de massa ESI-TOF de 4.1.

A hidrélise do ligando axial das metaloftalocianinas de AI(IIl) ocorre tipicamente com
aquecimento em meio basico (piridina-NH4OH 1:1).33 Sendo o AICl; um acido de Lewis, ndo seria

expectavel a ocorréncia desta reagdo durante a sintese da ftalocianina. No entanto, este sal é
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adicionado na propor¢ao de 1:2 relativamente ao ftalonitrilo, ou seja, existe o dobro de equivalentes
de grupos imidazol do que de acido. O imidazol, pelo seu caracter basico, podera coordenar com o
AlCl; formando aductos de Lewis, o que diminui a acidez do meio. A presen¢a de quantidades
vestigiais de dgua no solvente ou no proprio sal, que é bastante higroscépico, combinada com as
condi¢des de temperatura alta necessarias devera ter um efeito sinérgico na hidrélise do Cl. A perda
do Cl como ligando axial dificulta modificagbes postetiores ao nivel da coordenacio axial visto que

a maioria das vias sintéticas descritas partem da metaloftalocianina de AICI(III).

Dado que um dos objetivos da sintese desta metaloftalocianina era a modificacdo posterior
do ligando axial para conjugacao com moléculas biologicamente ativas, teria de ser seguida uma via
sintética alternativa para a obten¢do do complexo metdlico pretendido. Uma das possiveis vias
envolveria uma reagio de desmetalacio de 2.1, seguida de uma complexagido com Al(III) por adi¢do
de AICI5. Este tipo de reagdo, por acontecer a temperaturas substancialmente mais baixas do que as
da sintese da metaloftalocianina utilizando o sal de AICI(III) como #emplate, poderia nido levar a

hidrélise do ligando axial.

2.3 Cationizag¢ao das metaloftalocianinas

Tendo em conta que o objetivo deste trabalho consiste em sintetizar moléculas catidnicas
que estabelecam interacOes eletrostaticas com as membranas da bactérias, particularmente as gram-
negativas, 0 passo seguinte consistird na alquilagdo dos grupos imidazol das trés metaloftalocianinas
(2.1, 3.1 e 4.1), utilizando diferentes agentes alquilantes: iodoetano (tetracatiénicas de cadeia curta);
iodooctano  (tetracatiénicas de cadeia longa) e cloreto de (2-cloroetil)trimetilamoénio
(octacationicas).

Numa primeira fase, serdo discutidas as reagdes para a obtencdo de macrociclos
tetracatibnicos e numa segunda fase, a reacdo de sintese da metaloftalocianina de Zn(Il)
octacatiénica. Os primeiros estudos de estrutura/atividade efetuados, que serdo discutido em maior
detalhe no Capitulo 3, revelaram melhores resultados para a metaloftalocianina de Zn(Il)
cationizada com iodoetano (cadeia curta) quando comparada com a cationizada com o iodooctano
(cadeia longa). Por este motivo, foram sintetizadas as metaloftalocianinas tetracationicas de In(I1l) e
AI(II) apenas utilizando o iodoetano. Em todas as reagdes efetuadas foi utilizado DMF como

solvente, visto ser o melhor solvente para a dissolugdo das ftalocianinas neutras.

2.3.1 Metaloftalocianinas tetracationicas

Para a sintese de ftalocianinas cationizadas com uma cadeia curta, foi escolhido o iodoetano

como agente alquilante. Este reagente confere uma maior facilidade na execucdo da reagio, visto
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que apresenta um ponto de ebuli¢do (72°C) superior ao do iodometano (42°C), o que permite
forcar as condi¢Oes de reacdo para garantir a obtencdo do composto tetracationico. No entanto, a
razdo mais importante para a sua escolha estd relacionada com o propésito deste trabalho, que é
estabelecer uma relagdo entre a estrutura dos compostos, as suas caracteristicas fotofisicas e
fotoquimicas e a sua atividade biol6gica. Como sera possivel observar posteriormente, a sintese da
metaloftalocianina de Zn(ll) octacationica utiliza como agente alquilante o cloreto de (2-
cloroetil)trimetilaménio que resultard numa metaloftalocianina com uma cadeia de 2 carbonos
ligados ao imidazol. Assim, a escolha do iodoetano, um reagente também com uma cadeia de dois
carbonos, permitiri uma melhor comparagio da relacio estrutura/atividade entre as
metaloftalocianinas tetracatidnica e octacationica de Zn(II).

Para a cationizacido de cada uma das trés metaloftalocianinas, foram utilizadas as mesmas
condicbes de reacdo, que se encontram descritas no Esquema 2.8.

Apbs conclusio da reagdo, os produto foram obtido por precipitacdo a partir da mistura
reaccional em DMF utilizando diclorometano ou éter etilico. Tendo em conta o tipo de reagdo em
causa, os rendimentos obtidos sdo baixos, particularmente para as metaloftalocianinas de Zn(II) e
InCI(1II), o que se poderd dever a uma degradacdo parcial dos compostos. Para o complexo de
InCI(1I), observou-se uma desmetelacdo parcial durante a reacdo, que apenas foi detectada durante
os seus estudos fotofisicos, pelo que este fenémeno sera discutido em maior detalhe no Capitulo 3.
De qualquer modo, a adi¢ao de InCls ao crude da reacio seguido de algumas horas em agitacio a

70°C permitiu a total reintrodu¢ao do metal na cavidade do macrociclo.

N
+-N
|-
400 eq. ~!
DMF, N,, 70°C 48h

M = Zn 21 M = Zn 22 n=49%
InCl 3.1 InCl 32 n=56%
AIOH 441 AIOH 42 n=79%

Esquema 2.8 — Esquema das reagoes para a obtengdo da ftalocianina tetracatiénicas com o grupo etilo 2.2,

3.2c4.2
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Foi possivel observar que a cationizagio levou a uma alteragdo significativa as suas
propriedades no que diz respeito a sua solubilidade e agregacdo. Assim, passaram a ser soldveis em
solventes polares préticos como etanol, metanol e agua. Ao contrarios das ftalocianinas neutras, foi
possivel efetuar a caracterizagdo dos compostos por RMN 'H em DMSO-ds sem serem detetados

problemas relacionados com a agregacido dos compostos. A titulo de exemplo, ¢é apresentado o

espectro de RMN 'H de 3.2 (Figura 2.13) em DMSO-de.
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Figura 2.13 — Espectro de RMN 'H em DMSO-ds de InCI(I1I).

Comparando com o espectro de RMN 'H de 3.1, é possivel observar um desvio de todos os sinais
para frequéncia de ressonincia mais altas, uma consequéncia natural da introducio de grupos
catibnicos e, por isso, fortemente atratores de eletrdes. Deste espectro de RMN destacam-se duas
informagdes particularmente relevantes que permitem comprovar que ocorfeu uma cationizagao
completa: i) existem apenas 6 sinais aromaticos e é possivel identificar um deslocamento pico do
H4’, previamente a 7,17 ppm, para a zona de picos aromaticos nio atribuidos localizada entre 8,33 ¢
10,42 ppm; ii) comparando a integracdo dos sinais aromaticos com a dos dois sinais alquilicos
provenientes da cationizacdo, observa-se uma propor¢io de 24 para 20 hidrogénios,

respetivamente, indicando que a reagdo de tetracationizagdo foi completa.

Como foi discutido na introdugdo, alguns estudos da literatura’® demonstraram que o
aumento das cadeias alquilicas resulta numa maior internalizacio e efeito bactericida. Os resultados
apresentados por Thomas, ¢ a/. permitem concluir que ocorre um efeito maximo em porfitinas
tetracatiénicas com cadeias alquilicas de 6 e 8 carbonos. Tendo em conta estas evidéncias
experimentais, fol efetuada a cationizacao de 2.1 utilizando como agente alquilante o iodooctano. O

HEsquema 2.9 apresenta as condi¢cGes empregues nesta reagao.
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40 eq. /‘)s\/l
DMF, N, 100°C 48h

21 23
n =40 %

Esquema 2.9 — Reacio de cationizagdo de 2.1 utilizando iodooctano como agente alquilante.

O processo de purificagdo consistiu, a semelhanca do que aconteceu com as outras
ftalocianinas catiénicas, numa precipitagio do produto com diclorometano. Observou-se que o
aumento das cadeias alquilicas fez com que o composto deixasse de ter uma solubilidade apreciavel
em HyO, necessitando da adigdao de 1% de DMSO. A analise do respetivo espectro de RMN 'H e

ESI-TOF permitiu confirmar que ocotreu a total cationizacdo da metaloftalocianina.

2.3.2 Metaloftalocianina octacationica de Zn(II)

A ultima modelacdo estrutural proposta na introdugido desta dissertagio consiste em
octacationizar uma ftalocianina e estudar o efeito do aumento do grau de cationizagido. Como ja foi
referido, o aumento do numero de cargas positivas tem demonstrado maior grau de inativagio de
bactérias gram-negativas.?* 37 O aumento do grau de cationiza¢io podetia ser feito por duas vias: i)
modela¢ao de um ftalonitrilo de modo a obter um derivado 4,5-diimidazolil, ou seja, um precursor
que resultaria numa ftalocianina octasubstituida com o grupo imidazol, que seria cationizada
utilizando um procedimento semelhante ao ja descrito neste trabalho; ii) alteracio do agente
cationizante utilizado nas ftalocianinas tetra-substituidas ja sintetizadas, de modo a este ja incluir um
sal de amonio quaternario. Optou-se por esta tltima estratégia dado que permitiria obter derivados
octacatiénicos de forma mais rapida, dado que evita os vatios passos sintéticos de modelacio de
ftalonitrilos e sintese de uma nova ftalocianina. Além disso, é preciso ter em conta as propriedades
ideais de um fotossensibilizador que ja foram referidas no capitulo introdutério. Comparando o
peso molecular final dos fotossensibilizador obtidos por ambas as estratégias, podemos concluir
que esta ultima também resultara numa molécula de menor peso molecular. O Esquema 2.10 traduz

a reacdo efetuada para a metaloftalocianina de Zn(1l).
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Esquema 2.10 — Reacio de sintese da metaloftalocianina octacatiénica de Zn(II) 2.4.

A escolha do cloreto de (2-cloroetil)trimetilaménio (CCC) como agente cationizante foi
feita com base na sua disponibilidade comercial e reduzido tamanho molecular. A falta de
disponibilidade comercial do correspondente agente cationizante com uma cadeia alquilica de
apenas um carbono ditou a escolha do iodoetano como agente cationizante para as ftalocianinas
tetracatibnicas, como ja foi referido anteriormente.

A utilizacgdo do CCC como agente cationizante traz, no entanto, um descréscimo de
reatividade quando comparado com os agentes iodados, na medida em que o cloro é um pior grupo
abandonante. Na tentativa de forcar a reagdo, a temperatura foi aumentada para 120°C e deixada
durante 72h. Além disso, foi adicionado um elevado excesso de KI com o objetivo de catalisar a
reacdo por troca iz sitn do cloro por iodo, tornando o agente cationizante mais reativo. Apds o
término da reacdo, o composto foi obtido por precipitacio com diclorometano. O tipo de reagentes
utilizados faz com que o solido precipitado contenha contaminagio com o agente cationizante e
KI. Numa primeira abordagem, o precipitado foi lavado varias vezes com etanol. Observou-se que
a elevada polaridade do composto fez com que este nido apresentasse solubilidade apreciavel em
etanol ¢ DMF a temperatura ambiente. O composto aptresentava uma solubilidade reduzida em
metanol, no entanto, era bastante soluvel em DMSO e H>O. De modo a garantir que todo o sal
teria sido removido, foi feita uma purificacdo baseada em exclusdao por peso molecular. Dado que o
ido molecular de 2.4 possufa um peso molecular de 1191 Da e as impurezas 158-166 Da, foi
utilizada a resina Sephadex® G-10. Este tipo de resinas sdo constituidas por redes tridimensionais
de dextrano interligado e podem apresentar poros de diferentes tamanhos. No caso particular da
resina utilizada, moléculas com tamanhos superiores a 700 Da sdo excluidas dos poros, eluindo em
primeiro lugar. A entrada das impurezas de menor peso molecular nos poros ird retardar a sua

eluicio.
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2.4 Conclusao

Ao longo deste capitulo, foram explorados os métodos sintéticos envolvidos na modelagiao
de ftalonitrilos, sintese de metaloftalocianinas com trés metais diferentes e cationiza¢io utilizando
agentes alquilantes distintos. Foi possivel obter dois novos ftalonitrilos mono-substituidos com os
grupos imidazol e 2-metil-5-nitroimidazol, tendo este primeiro ja sido utilizado para a sintese de
metaloftalocianinas. Ambos os compostos foram obtidos com rendimentos na ordem dos 50% e
caracterizados com recurso 2 RMN H, 13C, 1H-1H e 'H-13C.

As metaloftalocianinas de Zn(lI), InCIIII) e AIOH(II) foram obtidas com bons
rendimentos (60-71%), tendo sido utilizados métodos de purificacao simples e rapidos por via de
precipitagbes e lavagens, o que é uma consequéncia da falta de solubilidade destes macrociclos na
maioria dos solventes convencionais. Os espectros de RMN 'H, alguns dois quais discutidos nesta
dissertagdo, permitiram, juntamente com os espectros de ESI-TOF, confirmar a identidade dos
compostos e verificar a auséncia de impurezas de natureza organica. Ao contrario do pretendido,
foi obtido o complexo metalico de AIOH(III) em vez do de AICI(III), o que dificulta posteriores
modifica¢des ao nivel da troca de ligandos axiais. Assim, é proposto uma via sintética alternativa
que podera permitir obter o complexo metélico pretendido.

Partindo das trés metaloftalocianinas tetra-substituidas com o grupo imidazol, foi possivel
proceder a sua cationizacio utilizando diferentes agentes. De modo a poder comparar o efeito do
metal nas propriedades fotofisicas, fotoquimicas e bioldgicas, os trés complexos metalicos foram
cationizados com iodoetano. Partindo de resultados experimentais promissores publicados por
outros autores, fol estudado o efeito do aumento da cadeia alquilica cationizante e do numero de
grupos catiénicos inseridos no macrociclo. Partindo da metaloftalocianina de Zn(II), foi feita uma
cationizagio utilizando o iodooctano e um sal quaternirio de amoénio, o cloreto de (2-
cloroetil)trimetilaménio. Foi possivel obter cationizagio total para todos os complexos metalicos e
agentes cationizantes utilizados. Os produtos foram todos purificados através de métodos de
precipitacdo com excepe¢io de 2.4 que, pela natureza idnica dos reagentes utilizados, necessitou de
uma técnica de separagio de exclusao molecular por tamanho.

Em conclusio, foi possivel efetuar a sintese e caracterizacdo estrutural de uma familia de
compostos que permite fazer estudos de estrutura/atividadade ao nivel de trés pardmetros:

tamanho da cadeia alquilica, natureza do metal central e grau de cationizagido da molécula.
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Capitulo 3

Estudos  fotofisicos, @ fotoquimicos e
biolégicos das metaloftalocianinas
sintetizadas

No capitulo antetior, foi discutida a sintese de um conjunto de metaloftalocianinas com
diferentes caracteristicas estruturais, as quais deverdo corresponder propriedades fotofisicas,
fotoquimicas e bioldgicas distintas. Como ja foi discutido no capitulo introdutério, existem algumas
caracteristicas importantes para os fotossensibilizadores destinados a terapia antimicrobiana,
nomeadamente elevados coeficientes de absor¢ao molar e rendimentos quanticos de formacio de
oxigénio singuleto. Ao longo deste capitulo serdo discutidos os estudos que foram efetuados e que
permitiram determinar quais as moléculas com as melhores propriedades para PDI. Para tal, é
necessario uma maior compreensdo dos fenémenos envolvidos no mecanismo de a¢do da terapia
fotodindmica, que foi descrito na Figura 1.5. O diagrama de Jablonski (Figura 3.1)! permite efetuar
uma analise mais profunda dos fendémenos resultantes das interagbes dos macrociclos

tetrapirrolicos com a luz.
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Figura 3.1 — Diagrama de Jablonski onde se encontram representados os principais fenémenos radiativos
e nao-radiativos de um fotossensibilizador: absor¢ao, fluorescéncia, relaxacio vibracional (1v), conversio
interna (ci), cruzamento intersistemas (cis), fosforescéncia e transferéncia de energia para o oxigénio

molecular (estado tripleto).
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Os processos fotofisicos consistem em alteragées nos estados eletronicos da molécula
mediante a transferéncia de energia por absor¢io de luz, o que pode afetar a sua reatividade
quimica. Tipicamente, as moléculas organicas encontram-se num estado singuleto, que corresponde
ao seu estado fundamental S,. A incidéncia de luz permite a excitagdo de um eletrdo para um estado
vibracional excitado do primeiro estado singuleto (S1) ou mesmo para estados excitados singuleto
de maior ordem (S,). Através de colisdbes com moléculas de solvente, ocorre uma relaxacio
vibracional, levando geralmente a um estado eletrénico correspondente ao primeiro nivel
vibracional de Si, que apresenta um tempo de vida na ordem dos nanossegundos. A partir deste
nfvel, a molécula pode seguir por varias vias: fluorescéncia, cruzamento intersistemas ou conversao
interna. De todos estes processos, a fluorescéncia é o tnico processo radiativo que ocorre quando
moléculas no estado S; perdem a energia sob a forma de emissio de um fotdo, retornando
diretamente a0 estado fundamental. A conversdo interna corresponde a transferéncia de energia
para o meio sob a forma de colisdes. Por outro lado, o cruzamento intersistemas implica a alteracio
do spin do eletrdo, o que se traduz na passagem do estado Si para o estado tripleto T1. Este estado
pode decair radiativamente mediante emissiao de fosforescéncia ou reagir com o oxigénio do meio,
ocorrendo uma transferéncia de energia que leva a passagem do oxigénio do estado fundamental
(tripleto) para o estado excitado singuleto.? Esta espécie reativa de oxigénio, quando formada em
meios bioldgicos, tem uma grande capacidade oxidativa, permitindo reagdes irreversiveis com

biomoléculas que posteriormente levam a morte celular.?

Antes da analise dos resultados obtidos ao nivel da espetroscopia de UV-Vis, sera feita uma
breve abordagem da teoria subjacente as transi¢des tipicas que se observam num espetro de UV-Vis

de uma metaloftalocianina.

Dada a complexidade das propriedades eletrénicas de macrociclos como as porfirinas e
ftalocianinas, ndo existe ainda um modelo teérico capaz de as descrever na sua totalidade.* Apesar
disso, varias tentativas baseadas no trabalho de Gouterman® tém sido feitas no sentido da atribuicao
das bandas observadas nos espetros de absor¢ao de UV-Vis as respetivas transi¢oes eletronicas. No
caso das metaloftalocianinas, o ligando constitui um sistema de 18 eletrées n. O diagrama das
orbitais moleculares deste sistema proposto por Mack e Stillman® encontra-se representado na
Figura 3.2. A transicdo de menor energia (eg<—a1,) entre a HOMO e LUMO cortresponde a banda
Q localizada na maioria dos casos entre os 650 e 700 nm. A banda Q encontra-se tipicamente
acompanhada por bandas satélite de maior energia, resultantes de transicdes para niveis vibracionais
superiores da LUMO.? A explicacio do aparecimento da banda Soret a 300-400 nm ¢é mais dificil ja
que parece resultar da combinacio de vérias transicdes, das quais se destacam duas: By (eg¢—az) e
B> (eg«—b1u).% Existem outras transi¢Oes eletronicas do tipo n—n*, n—n* ou de transferéncia de
catga, cujo estudo nio ¢ relevante para a compreensio do comportamento dos espetros de UV-Vis

dos compostos sintetizados neste trabalho.*7
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Figura 3.2 — Diagrama das orbitais moleculares © de complexos metalicos de ftalocianinas adaptado de Mack
e Stillman,® onde consta uma cotrespondéncia entre as transi¢des possiveis e as bandas observadas num

espetro de UV-Vis tipico destes compostos.

A falta de solubilidade das ftalocianinas neutras na maioria dos solventes comuns
condicionou, a partida, a escolha do solvente utilizado para as suas caracterizacOes fotofisicas e
fotoquimicas, ja que apenas poderiam ser utilizados DMSO e piridina. A piridina, por seu lado, nao
apresenta boa capacidade de dissolu¢io das ftalocianinas catidnicas correspondentes. Por estas
razoes, foi escolhido o DMSO para todos as caracterizagdes, ja que é o tnico capaz de dissolver
todos os compostos, resultando espetros caracteristicos de espécies ndo agregadas, o que é essencial
para uma comparagio entre todos os resultados obtidos. Este solvente é também o escolhido por

muitos autores para a caracterizacdo de ftalocianinas.?®

3.1. Espetroscopia de UV-Vis

3.1.1 Analise dos espetros de UV-Vis

Os espetros de absor¢ao de 2.1, 3.1 ¢ 4.1 em DMSO estio representados na Figura 3.3.
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Figura 3.3 — Espetros de absor¢ao de UV-Vis normalizados das trés metaloftalocianinas neutras em DMSO.
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Todos os espetros tém aspetos tipicos de metaloftalocianinas. E possivel identificar
diferencgas relativamente ao comprimento de onda de absor¢do maxima das metaloftalocianinas de
Zn(11), InCI(I1I) e AIOH(III) (682 nm, 698 nm e 693 nm, respetivamente), que ¢ uma consequéncia
de diferentes interagdes das orbitais do ligando com os diferentes metais centrais. Comparando
com os valores das respetivas metaloftalocianinas nido substituidas (672 nm, 686 nm e 680 nm),’
observa-se em todas um desvio batocréomico na ordem dos 10-13 nm, o que indica que grupo
imidazol tem um ligeiro efeito na diminui¢do do intervalo de energia entre a HOMO e LUMO.
Este efeito é, no entanto, pouco significativo quando comparado com dadores mesoméricos. A
Tabela 3.1 compila alguns resultados recolhidos da literatura e mostra que a introdugido deste grupo
provoca um efeito marcadamente inferior ao da introdu¢io de um grupo aromatico (fenilo) ou de
uma amina tercidria. Tal fenémeno pode ser explicado pelo facto de os eletrdes do azoto
diretamente ligado, ao estarem envolvidos na aromaticidade do imidazol, estio pouco disponiveis

para uma doacio eletrénica eficaz a0 macrociclo.

Tabela 3.1 — Exemplos de relagdo entre modelacdo de substituintes nas posicdes 3 de metaloftalocianinas e

os valores de comprimento de onda correspondentes a0 maximo de absorgao.

Entrada Metal Substituinte (posi¢io ) Solvente A Max (nm)
1 Zn(Il) H DMSO 672
2 Zn(Il) Imidazol DMSO 682
3 Zn(II) H 1-cloronaftaleno 6727
4 Zn(1T) Ph 1-cloronaftaleno 6987
5 Cu(Il) H DMF 6687
6 Cu(IT) (CH3),N DMF 7307

Dado que a banda Soret é uma mistura de varias transi¢oes eletrénicas do tipo n—n*, o estudo da
influéncia dos substituintes é mais complexo e tipicamente resulta em alteracdes menos
significativas do que acontece na banda Q. Nio obstante, neste caso em particular foi possivel
observar também desvios batocrémicos semelhantes aos da banda Q com a introducio do grupo
imidazol. Os espetros da familia das metaloftalocianinas de Zn(Il) (2.1, 2.2, 2.3 e 2.4) em DMSO
sao apresentados na Figura 3.4a. A cationizacdo resultou num desvio ipsocrémico de 4 nm,
passando o maximo de absor¢do a se situar nos 677 nm. A existéncia de um azoto carregado
positivamente provoca uma diminui¢io da disponibilidade da participagido dos eletrées do azoto
diretamente ligado ao macrociclo na doagio eletrénica por efeito mesomérico. Observa-se que,
como era expectavel, o aumento do tamanho da cadeia alquilica, nio se refletiu numa alteracdo do
espetro de UV-Vis, pelo que apenas é representado um espetro representativo dos dois compostos
tetracationicos. Esta conclusdo é suportada também pelo facto de o espetro de 2.1 numa solugao de
TFA ~ImM em DMSO ser idéntico ao das metaloftalocianinas de Zn(Il) tetracatiénicas (Figura

3.4b).
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Figura 3.4 — Espetros de absor¢io no UV-Vis em DMSO: a) Familia das metaloftalocianinas de Zn(II); b)
Comparagio de 2.1 em meio acidico (~1mM de TFA) com 2.2.

A banda Soret, no caso de 2.2 e 2.3 sofre um desvio ipsocrémico a semelhanca da banda QQ dos 357
nm para os 350 nm. A 2.4, apesar de manter o mesmo maximo de absor¢do, distingue-se das
restantes ftalocianinas catiénicas pelo ligeiro desdobramento da banda Soret. Este fenémeno pode
ser encontrado em varios espetros de UV-Vis na literatura em metaloftalocianinas de Zn(Il)
contendo substituintes aromaticos,® 8¢ inclusive numa ftalocianina octacatiénica.l® Em nenhum dos
casos foi apresentada uma justificagdo para este acontecimento e ndo foi possivel identificar
qualquer particularidade estrutural comum a todos estes compostos que permita formular uma
explicacio. De qualquer modo, pode inferir-se que a introduc¢io deste grupo cationizante tem uma
influéncia no sentido de aumentar a diferenca de energia entre as orbitais a partir das quais originam
as transicoes By e Bz (a2 e b1y, respetivamente). Assim, a transi¢io B patece ter sofrido um desvio
batocréomico e a transicdo B> um desvio ipsocrémico. A Figura 3.5 permite a comparacio dos
espetros das metaloftalocianinas de In(I1I) e AI(III) neutras com a sua respetiva metaloftalocianina
catibnica. Observam-se desvios batocréomicos na banda Q de igual magnitude aos observados na

metaloftalocianina de Zn(Il) apés cationizacio.
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Figura 3.5 — Espetros de UV-Vis em DMSO de: a) Metaloftalocianinas de In(I1I); b) Metaloftalocianinas de
AI(TID).
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Todas as metaloftalocianinas tetracationicas em MeOH (Figura 3.6a) apresentam espetros
caracteristicos de espécies desagregadas (monoméricas). A metaloftalocianina 2.4 nio é apresentada
por falta de solubilidade. Os espetros das metaloftalocianinas catiénicas soliveis em H>O estio

representados na Figura 3.6b.
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Figura 3.6 — Espetros de UV-Vis: a) Metaloftalocianinas tetracatiénicas em MeOH; b) Metaloftalocianinas

catidonicas em H2O.

O espetro de 2.2 em H>O reflete o comportamento caracteristico de metaloftalocianinas de Zn(Il)
tetra-catiénicas neste meio,% 11 apresentando um consideravel grau de agregagdo, como se pode
observar pelo aparecimento de uma nova banda situada nos 630-640nm. Dada a planaridade das
ftalocianinas, particularmente aquelas que ndo apresentam ligandos axiais, existe ume elevada
tendéncia para ocorrerem interagdes entre as suas orbitais m e consequente formagio de novas
espécies em solugdo cujas propriedades dependem do nimero de monémeros envolvidos e da sua
otientacio espacial relativa.!? Para o caso em estudo, estamos perante agregados do tipo H, ou seja,
ocorre a formacdo de um dimero em forma de sandwich (cofacial).’®> No caso particular de 2.2, a
banda de menor energia (668 nm) correspondera a espécie monomérica, enquanto que a banda de
632 nm a transicdo relativa a espécie agregada (dimero). A octacationizacio da metaloftalocianina
de Zn(II) diminuiu significativamente a agregacio em H»O, passando a espécie monomérica a ser o
cromo6foro maioritario. Por outro lado, as bandas correspondestes a agregacdo-H das
metaloftalocianinas  tetracatiénicas de In(lll) e, particularmente, de AlJIl) diminuem
comparativamente a banda Q do monémero. Este efeito pode ser explicado pela existéncia de um
Cl e um OH coordenado axialmente, que dificultam as interagdes do tipo m-n stacking através de um

efeito de impedimento estéreo.” 14
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3.1.2 Determinacao dos coeficientes de absor¢iao molar

Para a determinacio dos coeficientes de absorcao molar (g), foi utilizada a Lei de Beer-
Lambert. Esta lei estabelece uma relacido logaritimica entre a absorvancia (A) e a transmitincia (T),
sendo que esta ultima ¢ calculada a partir da razio entre a intensidade da luz antes (Ip) e ap6s (I)
incidir na amostra. A absorvancia, por sua vez, esta relacionada linearmente com a concentracao da
amostra (c), o comprimento 6tico (I) e a absortividade molar (g), que é constante para cada

composto.!3

A= —log(T) = —logll =ecl (3.1
0

Existem alguns cuidados a ter na aplicagio desta lei. Para garantir uma relacio linear entre todos os
pontos, as solu¢oes foram preparadas de modo a ter picos com uma absorgao entre 0,1 e 1,5. Este
intervalo permite, por um lado, distinguir facilmente os picos da linha de base e por outro impedir
que pequenas quantidades de luz cheguem ao detetor, fruto de uma absorvincia demasiado
elevada.' Dado que eram expectaveis valores de e elevados, foram preparadas solucdes pouco
concentradas (107 — 109 M), de modo a garantir linearidade no ajuste da reta. Para tal, foi
necessatio encontrar um compromisso entre as quantidades de composto a pesar e as diluicGes da
solucdo-mae, de forma a reduzir o erro associado a cada processo. Assim, foram preparadas 6 a 8
solucoes diluidas a partit de duas solugdes-mie resultantes de pesagens independentes. A
determinacio do e foi repetida sempre que os conjuntos de pontos provenientes de cada solucio-
mie indicavam retas correspondentes a declives com uma diferenga superior a 10%. A Figura 3.7
exemplifica esta metodologia mostrando os espetros obtidos pelas varias diluicdes no caso da
metaloftalocianina 2.2 e o respetivo ajuste linear a relacdo entre a concentragdo e a absorvancia no

seu respetivo maximo de absor¢ao (677 nm).
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Figura 3.7 — Determinacio do coeficiente de absor¢do molar de 2.2: a) Espetro de UV-Vis de todas as

solucdes em DMSO b) Relagio obtida entre concentragio e absorvancia a 677 nm e respetivo ajuste linear.
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Os valores de e obtidos para cada pico das metaloftalocianinas em estudo sio indicados na Tabela
3.2. Em todos os compostos, foi possivel obter uma relacdo linear entre a concentracio e a

absorvancia quando foi utilizado DMSO como solvente.

Tabela 3.2 — Valores de e em DMSO obtidos para cada metaloftalocianina.

Amostra Banda Soret/M”  Banda Q.»,/M”'cm? Banda Q(0,0)/M"

cm™ (A/nm) (M/nm) cm™ (A/nm)

2.1 2,5x10% (358) 1,3x10% (616) 7,1x10* (682)

2.2 7 4x104 (354) 4,4x10¢ (611) 2,8x105 (677)

2.3 6,2x104 (354) 3,7x104 (611) 2,4x105 (677)

2.4 5,5x10% (343) 3,6x10¢ (612) 2,6x105 (677)

3.1 7,6x10% (358) 3,0x105 (628) 1,7x105 (698)

3.2 8 5x10% (364) 3,5x104 (624) 1,9x105 (690)

41 7,0x10* (364) 3,5x10% (624) 1,8x105 (693)

4.2 7,0x104 (357) 3,0x104 (616) 1,7x105 (680)

Todos os compostos com excepcio de 2.1 apresentam um valor de ¢ na ordem dos 105 M cm™
para a banda Q, o que se encontra em concordancia com os valores obtidos por outros autores
para ftalocianinas catidnicas e neutras.!'» 17 Os valores baixos obtidos para 2.1 deverdo estar
relacionados com a agregacdo desta metaloftalocianina em DMSO, como foi referido no capitulo
anterior. B possivel concluir que os complexos de Zn(Il) catiénicos demonstraram melhores

valores ao nivel do coeficiente de absor¢do molar quando comparados com as metaloftalocianinas

com In(III) e Al(III).

3.2 Espetroscopia de fluorescéncia

Tal como foi referido previamente, o fotossensibilizador, apés ser excitado para um nivel
energético superior, poderd retornar ao estado fundamental através de emissdo de fluorescéncia,
entre outros. Num fluorimetro ird ocorrer a excitacdo de uma amostra com luz monocromatica,
seguida da detecdo da radiagdo emitida pela molécula. Desta forma, é possivel obter dois tipos de
espetros. Nos espetros de emissdo, ¢ estabelecido um comprimento de onda de excitagdo e a
emissdo de fluorescéncia é recolhida uma unidade de comprimento de onda de cada vez. Nos
espetros de excitagdo, o comprimento de onda de emissdo ¢ fixado e é variado o comprimento de
onda de excitagdo. Os espetros de excitagdo sdo particularmente relevantes para o controlo de
outras impurezas fluorescentes. Assim, se apenas existir um fluoréforo em solucio, o espetro de

excitagao tera uma forma semelhante ao seu espetro de absor¢ao no UV-Visivel.18
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3.2.1 Espetros de excitagdo de fluorescéncia

No geral, os espetros de excitagdo de fluorescéncia das metaftalocianinas demonstraram
uma boa correlagio com o respectivo espetro de UV-Vis (Figura 3.8a). A tnica excecdo observada
diz respeito a 3.2. O primeiro lote sintetizado deste composto apresentava um espetro de UV-Vis
semelhante a0 de um complexo metalico de ftalocianina, embora se tenha verificado que o ombro

caractetistico da banda Q nio se encontrava bem definido (Figura 3.8b).
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Figura 3.8 — a) Sobreposicio dos espetros de UV-Vis e de excitagio de fluorescéncia para 2.2 em DMSO; b)
Comparagio dos espetro de UV-Vis normalizados de 3.1 e 3.2 contaminada com a respetiva ftalocianina de

base livte em DMSO.

Uma pesquisa bibliografica revelou um espetro de uma metaloftalocianina de In(III)
catibnica com as mesmas caractetisticas,'” tendo os autores atribuido esta diferenca a uma questido
de agregacio. Dado que a ftalocianina precursora, 3.1 apresentava em DMSO um espetro
caracteristico de uma ftalocianina ndo agregada, ndo seria expectivel que a introduciao de cargas
positivas no macrociclo aumentasse as interacées do tipo n-n sfacking, devendo ter o efeito
precisamente oposto.

Os estudos de fluorescéncia demonstraram um ®r = 0,01 para a 3.1, algo que ¢ coincidente
com os valores obtidos por outros autores em para este tipo de complexos de indio em DMSO.?
No entanto, o primeiro lote de 3.2 apresentava um @ = 0,10, sendo apenas possivel identificar um
valor semelhante na publicacdo supracitada.!” De modo a averiguar se ambas metaloftalocianinas de
indio possufam contaminacio com outro fluoréforo, foram feitos os respetivos espetros de
excitagdo (Figura 3.9). Da analise desta figura, é possivel observar que 3.1 apresentava
correspondéncia entre os espetros de absor¢io e excitacdo, no entanto 3.2 apresentava um espetro

de excitacdo tipico de uma ftalocianina de base livre, o que se caracteriza pelo desdobramento da

banda Q.
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Figura 3.9 — Sobreposicio dos espetros de excitacio e de absor¢ao de solu¢des em DMSO de: a) 3.1; b) 3.2

impura.

Estas observagoes permitiram retirar as seguintes conclusdes: i) a sintese da metaloftalocianina de
In(IIl) a partit da ciclotetramerizacio do ftalonitrilo ndo levou a formagio concomitante de
ftalocianina de base livre e ii) a reacdo de cationizagdo provocou uma desmetalacdo parcial do
composto. O facto de o espetro de UV-Vis se assemelhar ao de uma metaloftalocianina indica que
a contaminacdo era minoritiria, no entanto, dado que o ®r de ftalocianinas de base livre é
tipicamente maior quando comparado com a maioria dos respetivos complexos metalicos?! e, em
particular os de indio,?? pequenas contaminacOes serdo suficientes para alterar os rendimentos
quanticos obtidos.

Na tentativa de investigar a causa desta contaminacio, foi identificado um método
reportado por Ivanova e Stuzhin? para a desmetalacio de metaloftalocianinas de In(IllI) que

envolvia a adi¢do de um halogeneto e 4cido trifluoroacético (TFA) (Esquema 3.1).
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Esquema 3.1 — Mecanismo de desmetalagdo de uma metaloftalocianina de In(III) na presenca de um

halogeneto e acido. Adaptado de Ivanova e Stuzhin.?

O elevado raio i6nico do In(Ill) faz com que seja possivel a coordenagao «s de ligandos
adicionais, nomeadamente halogenetos (F-, Cl, Br, I). O complexo hexacoordenado formado pode

ser solvatado por uma ou duas moléculas de TFA (no caso estudado no artigo) ou, no nosso caso,
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possivelmente por DMF, embora nio tenham sido feitos estudos para averiguar esta hipétese. O
aumento do nimero de coordenacio do In(Ill) provoca o seu afastamento do plano do macrociclo,
o que leva ao alongamento e, consequentemente, ao enfraquecimento e rotura das interagdes In-N.
O meio acidico provoca a protonacdo dos azotos do macrociclo, levando a formacio da
ftalocianina de base livre. Os autores referem que este fenémeno apenas ¢ observado em
metaloftalocianinas de In(Ill) e nio, por exemplo, em metaloftalocianinas de Al(II). Devido ao
reduzido raio i6énico deste metal, a presenca de halogenetos no meio levaria a que tivessem uma
coordenacio #rans, o que aumentaria a estabilidade do complexo relativamente a desmetalagio.

Verificimos que a adigao de iodeto de potassio e de TFA nas condigdes descritas no artigo
permitiu uma desmetalacio total da ftalocianina catiénica. Posteriormente, foi feito um branco da
reacdo de cationizacdo, ou seja, foi dissolvido iodeto de etilo em DMF e a mistura reacional
aquecida a 80°C durante 4 horas. O pH da solucio no inicio encontrava-se a 8,0 tendo diminuido
para cerca de 1,0 apds o término da reacdo. A repeticdo da rea¢io utilizando solvente e reagente
secos ndo surtiu qualquer diferenca. Estas observagoes indicam a ocorréncia de uma degradacio do
reagente, levando a libertagdo de HI, que tera um efeito sinérgico na medida em que proporciona os
dois requisitos para ocorrer a desmetalagdo: meio acidico e presenca de um halogeneto.

Foi feita uma tentativa de remetalacdo da ftalocianina de base livre presente na mistura.
Para isso, a mistura foi dissolvida em DMF com um excesso de 10 eq. de InCl; a uma temperatura
de 80°C durante 8h. A reacio foi acompanhada por UV-Vis, tendo-se verificado o reaparecimento
do ombro da banda Q (Figura 3.10a). A repeti¢do dos estudos de fluorescéncia permitiu obter, por
um lado, um espetro de excitagdo coincidente com o espetro de absorcio (Figura 3.10b) e, por

outro, uma diminui¢do do @ para 0,02, préximo do valor obtido para 3.1.
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Figura 3.10 — a) Comparagio entre os espetros em DMSO de 3.2 antes e apds a reagdo de metalagio; b)

Sobreposicio dos espetros de absor¢io e excitagio de 3.2 em DMSO ap6s a reagdo de metalagio.

Ficou deste modo confirmado que o “ombro” observado no espetro de UV-Vis nio se
devia a fenémenos de agregacio como referido na literatura, mas sim a presenca de uma pequena

contaminacido com ftalocianina de base livre resultantes da desmetalacio no meio acido resultante
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do HI formado aquando da reagdo de cationizagdo. E necessario salientar que os resultados de
espetroscopia de UV-Vis ja apresentados e discutidos, incluindo o calculo dos valores de &, ja estdo

corrigidos de modo a dizerem respeito a0 composto puro.

3.2.2 Espetros de emissdo de fluorescéncia e determinagio dos

respetivos rendimentos quanticos

Para a determinacdo dos rendimentos quénticos de fluorescéncia, é tipicamente utilizado
um método de comparagio, que compreende a utilizacio de uma referéncia com um rendimento
quantico previamente calculado e validado. Sendo assim, o rendimento quantico de fluorescéncia de
uma amostra pode ser obtido a partir da seguinte expressio:

_ Ref _F Agern?
Pp =yl onel 32)
Ref ATRef

Em que F e Frer cotrespondem ao integral da emissdo de fluorescéncia da amostra e da referéncia
respetivamente; A e Agef 4 absor¢ao no comprimento de onda utilizado na excitagdo da amostra e
referéncia, respetivamente; 7 e 7ref correspondem ao indice de refragio do solvente da amostra e
referéncia, respetivamente.?? De modo a evitar a formagdo de espécies agregadas, foram usadas
solucdes de amostra e referéncia com A~0,05, tendo em cada caso sido escolhido o comprimento
de excitagdo que conferia maior proximidade de absorvancias entre cada amostra e a referéncia. A
excitacdo foi efetuada proxima da banda Qub, ou seja, numa gama de comptrimento de onda
compreendida entre 605 e 620 nm. Como seria expectivel um desvio de Stokes baixo, a excitacdo

na banda Q (0,0) iria provocar contaminagao do sinal de fluorescéncia com luz de excitagao.

Foi utilizado como referéncia a metaloftalocianina de Zn(Il) ndo substituida (ZnPc:.), ja
que apresenta picos de absorc¢do proximos dos das ftalocianinas em teste, além de ser amplamente
utilizada por outros autores (@Ref (DMSO) = 0,18).24 E sabido que as ftalocianinas néo substituidas
tém uma elevada tendéncia em agregar na maioria dos solventes, para além de possuirem baixas
solubilidades.? Assim, antes da utilizagdo da ZnPc.f como referéncia, procedeu-se a sua validagao
mediante um estudo de absorcio e fluorescéncia (Figura 3.11), com o objetivo de averiguar se existe
uma dependéncia linear entre a intensidade de sinal e a concentracio dentro da gama de
concentracOes que serdo utilizadas. Os resultados obtidos indicam que a referéncia apresenta uma
resposta linear relativamente a sua absor¢ao no UV-Vis, no entanto o mesmo nao acontece com a
sua emissdo de fluorescéncia, cujos resultados apresentam um comportamento exponencial. Os
espetros de emissdo de fluorescéncia apresentam um desvio batocrémico sucessivo do pico
maximo com o aumento da concentracio. Dado que estas ftalocianinas apresentam desvios de
Stokes pequenos, estio sujeitas a um efeito de filtro interno na medida em que ocorre absorgio de

parte da fluorescéncia emitida.
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Figura 3.11 — Estudo da relagdo entre absor¢do/fluorescéncia de solugdes de ZnPcrwr em DMSO e a sua
respetiva concentracdo: a) Dados obtidos por espetroscopia de UV-Vis e respetivo ajuste linear aos pontos
experimentais; b) Dados obtidos por espetroscopia de fluorescéncia e respetivo ajuste exponencial (1* ordem)
aos pontos experimentais; ¢) Espetros de emissio de fluorescéncia mostrando um desvio batocrémico do

pico maximo com o aumento da concentragio.

No entanto, mantivemos a escolha desta referéncia dado que as concentracdes que seriam utilizadas
(~2,0x100-3,0x10-%) corresponderiam a uma zona com um erro associado de apenas 5%. Estes
dados demonstram, no entanto, que esta referéncia nio ¢ ideal para o estudo de fenémenos de
fluorescéncia devendo idealmente ser utilizado um padrio primdrio que esteja menos sujeito a

fenémenos de self-quenching.

A Figura 3.12a apresenta um exemplo da sobreposicio do espetro de absor¢do de UV-Vis e
de emissdo de fluorescéncia para o caso de 2.2. O espetro de emissao corresponde a uma imagem
do espelho do espetro de absorcio, algo que é caracteristico deste tipo de macrociclos.®> Sio
observados desvios de Stokes na ordem dos 9-15 nm, o que é tipico de metaloftalocianinas com
substituintes nas posicdes [.2° Isto indica que ocotre um rearranjo pouco significativo das
coordenadas atémicas apds excitagdo, sendo esta uma consequéncia da rigidez do ligando

macrociclico.?0 A Figura 3.12b demonstra o efeito do metal no espetro de emissdo, comparando as
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trés metaloftalocianinas neutras. Verificaram-se desvios dos picos de magnitude comparivel aos

observados nos espetros de absor¢do, que ¢ uma consequéncia de desvios de Stokes semelhantes.
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Figura 3.12 — a) Sobreposicdo dos espetros de absorcio, excitagio e emissdo de uma solugdo de 2.2 em

DMSO; b) Espetros de emissido de fluorescéncia em DMSO das trés ftalocianinas neutras: 2.1, 3.1 ¢ 4.1.

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia obtidos (Tabela 3.3) refletem a influéncia do

metal, particularmente no que diz respeito a sua capacidade de diminuir a fluorescéncia por

aumento do cruzamento intersistemas. Assim, é expectivel que os complexos com In(III), o metal

de maior peso molecular, facilmente passem do estado Si a Ti, diminuindo a fluorescéncia. Por

outro lado, o Al(Ill), o metal de peso molecular infetior, tem um rendimento quantico de

cruzamento intersistemas inferior, o que se traduz num aumento da sua fluorescéncia.?’

Tabela 3.3 — Dados de fluorescéncia obtidos para cada uma das metaloftalocianinas em DMSO.

Amostra Amix de emissdao (nm) Desvio de Stokes (nm) D
21 691 9 0,14
2.2 687 10 0,17
2.3 687 10 0,19
2.4 687 10 0,09
341 713 15 0,01
3.2 705 15 0,02
4.1 702 9 0,30
4.2 691 11 0,23

* — Ref. ®F (ZnPc,) = 0,18 (DMSO)2
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3.3 Determinagio do rendimento quéintico de oxigénio singuleto

Como ja foi discutido, o rendimento quantico de formacio de oxigénio singuleto ¢ uma
forma de avaliar a capacidade de os fotossensibilizadores produzirem espécies reativas de oxigénio
mediante a exposicdo a uma fonte de luz. A magnitude deste valor é influenciada por varios fatores,
nomeadamente a energia e tempo de vida do estado tripleto, a eficiéncia da transferéncia de energia
entre o fotossensibilizador e o oxigénio e a capacidade de os substituintes e o solvente desativarem
o oxigénio singuleto.®* Existem varios métodos descritos para a determinagdo deste parimetro,
desde calorimetria fotoacustica,?® fotoquimica® ou luminescéncia no IV-préximo.?? Optou-se pela
utilizacdo desta ultima técnica, visto que permite uma medi¢ao direta da cinética do decaimento do
oxigénio singuleto produzido através a sua emissdo de fosforescéncia a 1270 nm. Apesar de muitos
autores utilizarem a ZnPcr (Pa (DMSO) = 0,67),3! os nossos estudos antetiores de fluorescéncia
demonstram que esta molécula poderd ter uma resposta ndo-linear com o aumento da
concentracdo. Sendo assim, optamos pela utilizacio de fenalenona como referéncia. Esta molécula
¢ amplamente utilizada por ser soldvel na maioria dos solventes, possuir rendimentos quanticos
proximos de 1 e ser um fraco guencher de oxigénio singuleto. Nao foi possivel encontrar um valor na
literatura para o rendimento quantico da referéncia em DMSO, pelo que foi considerado o valor do
solvente com polaridade mais proxima (Pafenatenona (acetonitrilo) = 0,98).32 As medi¢des foram
apenas feitas em DMSO para todos os compostos, dada a sua tendéncia para agregagiao em HoO,
como foi evidenciado previamente. Além disso, as medi¢cdes da fosforescéncia do oxigénio

singuleto em 4gua sao dificeis, dado que este apresenta um baixo tempo de vida neste solvente.?

Foram preparadas solu¢bes em DMSO de cada amostra e da referéncia (fenalenona) com
absorvancia de 0,25 a 355 nm, o que permite obter um equilibrio entre um sinal suficientemente
intenso e evitar ao mesmo tempo fenémenos de agregacdo e self-quenching provocados por um
aumento excessivo da concentracdo. Através desta técnica ir-se-d0 obter decaimentos da
fosforescéncia do oxigénio singuleto ao longo do tempo, podendo ser ajustados a uma exponencial
decrescente de primeiro grau. Para cada solucdo de amostra, foram obtidos 15 a 20 decaimentos a
diferentes intensidades de laser de excitagdao. A Figura 3.13 mostra a compara¢ao de um decaimento
da intensidade da emissio do oxigénio singuleto produzido por 2.2 e a referéncia a iguais

intensidades de laser.

Apbs o ajuste exponencial para cada decaimento obtido, foram retirados os fatores pré-
exponenciais e representados em func¢io da intensidade do laser. A Figura 3.14 exemplifica com as

retas obtidas para 2.2 e fenalenona.
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" Equation y =a+b*x
14x1079 | ntercept 9,91912E-5
= 12x10° Slope 7,79095E-5
s R-Square(COD) 0,98882
N 1,0x10°
ﬁ m Ty
~ | ]
[ " [ ]
T 8,0x10* "
k=]
®
§ 6,0x10"
IS
4,0x10™ 4
L]
2,0x10* T T T T T T "
0 2 4 6 8 10 12 14

Energiarelativa do lase

r

2,0x10° 4

1,5x10° 4

1,0x10° 4

Intensidade (1270 nm)

5,0x10" 4

Equation

Intercept
Slope

R-Square(COD)

y=a+b*
-6,97046E-5

1,19058E-4

0,99733

0,0

T

2 4

T T T T T 1

6 8 10 12 14 16

Energia relativa do laser
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energia relativa do laser de excitagio: a) 2.2 (DMSO); b) Fenalenona (DMSO). A vermelho os pontos

considerados outliers.

A elaboracdo deste tipo de grafico garante que a amostra é comparada com a referéncia

numa zona de relagdo linear e, ao serem obtidos varios pontos, aumenta a exatidao da comparagio,

ja que a fraca intensidade da fosforescéncia do oxigénio singuleto faz com que haja ruido associado

a estas medi¢oes. Este aspeto torna-se particularmente relevante para solugdes em DMSO, ja que é

um solvente cujo tempo de vida do oxigénio singuleto é inferior a maioria dos outros solventes

organicos (ta = 24.6 £ 5.4 us).3 Os declives das retas obtidos para a amostra (S) e pata a referéncia

(Sref) podem ser relacionados com o rendimento quantico de oxigénio singuleto da amostra (Da)

através da expressao:>

1-10"ARef
ES

(3.3)

SRef

Em que DaRef corresponde ao rendimento quantico de formagido de oxigénio singuleto da

referéncia e A e Ager correspondem a absorvancia da amostra e da referéncia ao comprimento de
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onda de excitagdo, respetivamente. Os valores de @ obtidos para cada ftalocianina encontram-se

resumidos na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Valores de rendimento quantico de formacido de oxigénio singuleto obtidos em DMSO.

Amostra D,
2.1 0,56
2.2 0,66
2.3 0,72
2.4 0,67
31 0,57
3.2 0,52
4.1 0,33
4.2 0,32

2 — Ref. @A (fenalenona) = 0,98 (acetonitrilo)??

Os resultados obtidos permitem concluir que, nos compostos em estudo, as variaces de
@, resultaram predominantemente da alteragdo do metal central. As metaloftalocianinas de Zn(ll),
com excecao de 2.1, apresentam rendimentos quanticos semelhantes aos da ZnPc nao substituida, o
que parece indicar um efeito neutro da introdu¢io de grupos imidazol catiénicos. O menor valor
obtido para a 2.1 podera dever-se a efeitos de agregacio, dado que esta molécula apresenta
dificuldades de solubilidade mesmo em DMSO, como foi discutido previamente. As
metaloftalocianinas de In(IIl), 3.1 e 3.2, apresentam rendimentos quanticos inferiores a globalidade
das metaloftalocianinas de Zn(Il), enquanto que as metaloftalocianinas de Al(IlL), 4.1 e 4.2,
apresentam os valores mais baixos deste conjunto de moléculas. Esta relagdo entre os diferentes
complexos metélicos ¢, alids, transversal as metaloftalocianinas nio substituidas correspondentes:
Dy ZnPc (DMSO) = 0,67; 3! @p InPc (DMSO) = 0,61; * da AlPc (DMSO) = 0,24.9 A cationizacido
ndo parece ter afetado significativamente os rendimentos quanticos dos complexos metalicos com
In(1II) e AI(III) ja que apresentam diferengas iguais ou inferiores a 10% entre a metaloftalocianina
neutra e a sua respetiva cationica.

A utilizagdo de complexos diamagnéticos em detrimentos dos paramagnéticos permite a
obtencao de estados tripleto com tempos de vida suficientemente grandes para ocorrer a reagao
com o oxigénio molecular, de onde resultard a formacio de oxigénio singuleto. Os complexos
paramagnéticos formados, por exemplo, com Cu(ll) ou Ni(Il), apresentam interagdo dos estados
excitados com as otbitais d do metal, o que provoca a sua rapida desativagdo, levando a baixos
rendimentos quanticos de formacio de oxigénio singuleto.?> 7

Foram obtidos tempos de vida de oxigénio singuleto em DMSO na ordem dos 6,0 a2 7,0 us,
0 que se encontra notoriamente abaixo dos reportados pela literatura acima referidos.>® Existem,
no entanto, autores que reportaram valores mais baixos e, por isso, mais coincidentes com os

obtidos neste trabalho como por exemplo Gandra, R. ¢z a/ (11 £ 2 yus). Dado que o DMSO é um
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solvente muito higroscopico, estas oscilagdes nos valores poderdo dever-se a uma variabilidade na

quantidade de H2O presente, diminuindo o tempo de vida do oxigénio singuleto.

Sob o ponto de vista dos estudos fotoffsicos e fotoquimicos efetuados, as
metaloftalocianinas catiénicas de Zn(Il) sdo as que apresentam maiores valores de absor¢do molar e
de rendimento quantico de formacdo de oxigénio singuleto, que sao os dois parimetros mais
relevantes para a sua aplicagdo em PDL E preciso notar, no entanto, que os outros complexos
metalicos, tal como foi referido no capitulo 2, poderdo sofrer modificacGes quimicas posteriores ao
nfvel do seu ligando axial para melhorar as suas propriedades fotofisicas, fotoquimicas ou

biolégicas.

3.4 Estudos biologicos

Todos os estudos biologicos que serdo discutidos neste capitulo foram-nos fornecidos pelo
Dr. Janusz M. Dabrowski, Barbara Pucelik e Robert Paczynski da Jagiellonian University de
Cracévia, Polénia. Apenas foi possivel, até a escrita desta dissertagdo, efetuar estudos biologicos em
2.2 e 2.3, permitindo apenas estudar o efeito do aumento da cadeia cationizante. A Figura 3.15
mostra os dados de internalizacdo celular obtidos para ambas as metaloftalocianinas nos varios

microorganismos testados.
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Figura 3.15 — Dados de internaliza¢do celular obtidos para diferentes microorganismos apés 10, 30, 60 e 120

minutos de incubagdo no escuro; a) Metaloftalocianina 2.2; b) Metaloftalocianina 2.3.

E possivel concluir que a internalizacio dos fotossensibilizadores é na generalidade maior
para bactérias gram-negativas do que para gram-positivas. Estes resultados estio de acordo com
estudos anteriores que indicam que fotossensibilizadores com maiores graus de cationizagio e, por
isso, mais hidrofilicos, apresentam maior inativacio de bactérias gram-negativas do que gram-
positivas.®® Por outro lado, compostos com padroes de cationizagdo nio simétricos e mais

anfifflicos apresentam melhores resultados para bactérias gram-positivas.’’
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O aumento da cadeia cationizante traduziu-se num aumento significativo da internalizagdo para
todas as espécies estudadas. Este dado experimental estd, alids, de acordo com o que ja foi
reportado por outros autores®® que avaliaram o mesmo efeito. O aumento da internalizagdo parece
dever-se ao aumento da interagdo das cadeias alquilicas com os constituintes da membrana, levando
a sua ancoragem nos dominios lipidicos ¢ a uma perturbacio nas forcas que estabilizam a
membrana. Tal como foi discutido mediante a analise da Figura 1.7, as paredes das bactérias para
além de apresentarem dominios carregados negativamente na interface com o meio extracelular,
também possuem zonas lipofilicas préximas destas. No caso das bactérias gram-negativas, o Lipido
A encontra-se proximo dos lipopolisacarideos, que sdo responsaveis pelas cargas negativas da
membrana. Deste modo, é possivel que ocorra uma interacdo simultinea do fotossensibilizador

com estes dois componentes, o que se traduzird num maior valor de internalizagio.

A Figura 3.16 apresenta os dados relativamente a citotoxidade no escuro de ambos os

compostos para células tumorais (Hel.a) e queratinécitos humanos (HaCaT).
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Figura 3.16 — Citotoxicidade no escuro para as linhas celulares HelLa e HaCaT para 2.2 ¢ 2.3.

Para as células HaCaT, foi possivel obter taxas de viabilidade celular préximas de 100%
para concentragdes até 10 pM para 2.2 e até 5 pM para 2.3. A maior diferenca observada entre
ambos os compostos diz respeito a sua citotoxicidade a 100 uM, o que permite concluir que 2.3 é

mais citotoxico. Este resultado experimental estd de acordo com o observado por Reddi, ¢ a/. para

a citotoxicidade no escuro para culturas de bactérias.%

Os resultados obtidos para a fotoinativacio de microorganismos encontram-se na Figura

3.17.
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Figura 3.17 — Dados de fotoinativagio obtidos a varias concentra¢bes de 2.2 ¢ 2.3 em varias culturas de

bactérias (E. coli; P. aeruginosa; E. faecalis; S. anrens).

E possivel observar total inativacio das duas espécies de bactérias gram-negativas testadas (E. wii e
P, aernginosa) para 2.2 a concentragdes a partit de 0,1 uM e para 2.3 a partir de 10 pM.
Contrariamente ao verificado por Thomas, e a/. (2015)%b para portirinas de zinco, o aumento da
cadeia alquilica ndo levou a uma maior inativacdo. Embora pare¢a existir uma rela¢do entre o
aumento da cadeia alquilica e aumento de internalizacdo, o mesmo nio se pode afirmar
relativamente ao aumento da atividade antimicrobiana. Embora Thomas, ef a/ (2015) e Redd, e# a/.
(2002)3% tenham estabelecido tal relagdo para porfirinas, Kussovski, ez /. (2009),% cujos estudos se
basearam também em metaloftalocianinas de Zn(II), detetaram maior atividade para a ftalocianina
com a menor cadeia (metilo). A fotoinativacdao das bactérias gram-positivas (E. faecalis; S. anrens) foi
marcadamente inferior ao observado para as bactérias gram-negativas. Este dado estd de acordo
com as consideracoes efetuadas previamente, sendo porventura necessarios derivados nao
simétricos para aumentar a fotoinativagdo destes microorganismos.

Ao serem identificadas as gamas de concentragdo patra as quais ocorre uma inativacao total
das bactérias gram-negativas, é necessario estudar a fototoxicidade destes compostos para células

humanas (Figura 3.18).
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Figura 3.18 — Fototoxicidade para células Hel.a e HaCaT efetuada a varios valores de concentracdo de 2.2 e

2.3: 0,1 pM; 1 uM; 5 uM; 10 uM e 20 pM.

Para o caso particular de 2.2, é possivel identificar um baixo grau de fototoxicidade nas
concentracOes de 0,1 uM e 1 pM. Tendo em conta que concentragdes de 0,1 UM permitiram uma
fotoinativagao total de ambas as espécies de bactérias gram-negativas testadas, podemos concluir
que existe um certo grau de seletividade na interacio do fotossensibilizar com as membranas das

bactérias, o que permite estabelecer uma janela terapéutica de uma ordem de grandeza.
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Capitulo 4

Conclusao

O trabalho subjacente a esta dissertacio foi desenvolvido a propésito da crescente
necessidade de alternativas terapéuticas para o tratamento de doengas infeciosas, particularmente
nos casos em que os antibidticos existentes ja ndo apresentam a eficicia pretendida. O objetivo
deste trabalho consistia em sintetizar novas ftalocianinas catiénicas contendo o grupo imidazol e
efetuar um estudo de estrutura/propriedades e estrutura/atividade, de modo a perceber quais as
caracteristicas que potenciavam a sua atividade antimicrobiana, particularmente patra bactérias gram-
negativas, visto que constituem um grupo com maior resisténcia intrinseca a agdo de farmacos.
Nesse ambito, foram idealizadas trés vatriagdes estruturais com base em resultados promissores
previamente reportados na literatura: tamanho da cadeia cationizante, grau de cationizacdo e metal

central.

Numa primeira fase, foram modelados dois precursores de ftalocianinas (ftalonitrilos) com
o grupo imidazol (N = 56%) e o grupo 2-metil-5-nitroimidazol ( = 54%). A utilizagio de
espetroscopia de RMN unidimensional e bidimensional permitiu confirmar a identidade dos
compostos e, no caso deste ultimo, uma elucida¢io estrutural quanto ao isémero posicional obtido.
Partindo do ftalonitrilo substituido com o grupo imidazol, foi possivel sintetizar trés
metaloftalocianinas com Zn(II), In(III) e AI(IIl) em bons rendimentos (71%, 67% e 60%,
respectivamente). As metaloftalocianinas neutras obtidas para além de, a partida, ndo possuirem
bons parametros de atividade antimicrobiana e seletividade, demonstravam um elevado grau de
agregacdo, o que dificultaria inclusive os seus estudos biolégicos. Deste modo, o passo seguinte
para a obten¢do de derivados com atividade bioldgica relevante consistiu na cationizagdo destas
metaloftalocianinas neutras. Tendo por base o tipo de modelagdo estrutural idealizada para efetuar
os estudos de estrutura/atividade pretendidos, foram escolhidos como agentes cationizantes o
iodoetano, iodooctano e cloreto de (2-cloroetil)trimetilaménio. As respetivas metaloftalocianinas
catibnicas foram obtidas em rendimentos razodveis: 49-79% para as trés cationizadas com
iodoetano (2.2, 3.2 e 4.2); 40% para a metaloftalocianina de Zn(Il) cationizada com iodooctano
(2.3) e 42% para a metaloftalocianina de Zn(Il) cationizada com cloreto de (2-

cloroetil)trimetilaménio (2.4).

No terceiro capitulo foi possivel efetuar uma analise aos parametros fotoffsicos e
fotoquimicos mais relevantes para a aplicacio em PDI das novas metaloftalocianinas obtidas, bem

como estudos biologicos de duas delas. Todos os compostos em DMSO apresentaram a sua banda
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de maior absor¢io (banda Q) na sua regido tipica (650-750 nm), que, por sua vez, se situa dentro da
janela fototerapéutica. Todas as metaloftalocianinas catidnicas apresentaram algum grau de
agregacdo em H>O, embora a presenca de ligandos axiais, particularmente do grupo hidroxilo, e o
aumento do grau de cationiza¢do tenham favorecido o aumento da quantidade relativa da espécie
monomérica em solucdo. De todos os complexos metalicos estudados, as metaloftalocianinas de
Zn(Il) catibénicas apresentaram melhores valores ao nivel do coeficiente de absor¢ao molar (2,4-

2,8x105 M-tem-).

Os estudos de fluorescéncia permitiram, em primeiro lugar, a identificagio de uma
impureza no lote sintetizado de 3.2, algo que poderia comprometer a avaliacio dos restantes
parimetros. Tanto a causa como o método de eliminagdo dessa impureza foram apurados com
sucesso. Em segundo lugar, foram determinados os rendimentos quanticos de fluorescéncia, o que
permitiu identificar, como seria de esperar, um efeito predominante do metal central, na medida em
que os complexos de Al(IIl) possuem os valores mais altos (0,23-0,30) e os de In(Ill) os valores
mais baixos (0,01-0,02). Estes valores sao um reflexo do efeito do atomo pesado, que permite
aumentar o rendimento quantico de cruzamento intersistemas sendo por isso de esperar que o
In(I1I), o metal com maior nimero atébmico, promova a transicao do estado singuleto excitado para
o estado tripleto excitado em detrimento da transicdo entre o estado singuleto excitado e o estado

singuleto fundamental.

Dado que, como foi discutido no capitulo introdutério, o mecanismo de agdo destes
fotossensibilizadores envolve a producdo de espécies reativas de oxigénio, particularmente de
oxigénio singuleto, foi necessario efetuar estudos dos valores de ®a. Novamente, foi observado que
os valores dependiam essencialmente do metal central. Os complexos de Zn(Il) demonstraram
maiores valores de produgdo de 'Oz (0,56-0,72) e os complexos de Al(III) os piores resultados
(0,32-0,33). Este tipo de resultados é expectavel dado que, novamente, o Zn(Il) e o In(Ill) por
serem metais de maior numero atébmico, promovem mais eficazmente a transicio para o estado

tripleto excitado, algo necessario para que ocorra a transferéncia de energia para o oxigénio tripleto.

Os estudos iz wvitro ja efetuados para as metaftalocianinas de Zn(Il) cationizadas com
iodoetano e iodooctano permitiram avaliar o efeito do aumento da cadeia alquilica. A
metaloftalocianina de Zn(II) cationizada com a cadeia mais curta demonstrou menor citotoxicidade
no escuro (viabilidade celular préxima de 100% até 10 pM) para células HelLa e HaCaT, bem como
uma maior taxa de inativagdo de bactérias gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa), tendo sido possivel
uma inativacdo completa de colénias destas bactérias com concentracOes a partir de 0,1 pM. A
metaloftalocianina com a cadeia longa, apesar de possuir internalizagdo uma ordem de grandeza
supetior, apenas promoveu uma inativacio completa a concentracdes a partir de 10 pM. Sob iguais
condi¢bes experimentais, ndo foi observada uma fototoxicidade em células HaCaT para a

metaloftalocianina de cadeia curta nas concentracbes de 0,1 a 1 pM. Este resultado vem assim
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corroborar a afirmacio efetuada no capitulo introdutério relativo ao facto de fotossensibilizadores
catibnicos possuirem uma seletividade para microorganismos mediante a ocorréncia de interacoes
cletrostaticas mais favoraveis com membranas de bactérias do que com membranas de células
humanas. Em conclusio, a metaloftalocianina de Zn(Il) de cadeia curta revelou ter melhores
resultados biolégicos, tendo sido possivel estabelecer uma janela terapéutica onde se consegue obter
inativagdo total de colénias de bactérias gram-negativas com poucos danos para queratindcitos

humanos.

De todos os objetivos propostos no infcio desta dissertagdo, por uma questio temporal,
apenas nao foi possivel efetuar os estudos biolégicos que permitiriam avaliar o efeito do metal
central e grau de cationizacio. Deste modo, apenas foi possivel efetuar estes estudos para duas
metaloftalocianinas e, com isto, avaliar o efeito do tamanho da cadeia cationizante. Os resultados
obtidos neste trabalho demonstraram que 2.2 é um fotossensibilizador promissor na medida em
que combina os maiores coeficientes de absor¢ao molar com os melhores rendimentos de formacao
de oxigénio singuleto, algo que é transversal a todos os complexos metalicos de Zn(lI) estudados. A
nivel biologico, dos dois ja testados, demonstrou inativacdo total de coldnias de bactérias gram-
negativas a concentra¢oes que deixaram queratindcitos humanos com viabilidade celular préoxima

de 100%.

Das modificagbes estruturais das quais ainda ndo foram efetuados estudos bioldgicos, é
particularmente promissor o aumento do grau de cationizacio dado que, segundo a literatura,
podera levar a um aumento da inativagdo de bactérias gram-negativas relativamente a 2.2. Além dos
parametros estruturais idealizados para este trabalho, existem outras vias que, em teoria, poderiam
potenciar a terapia fotodindmica. Uma dessas estratégias consiste na combinag¢io de
fotossensibilizadores com antibidticos.! A classe dos nitroimidazois? parece particularmente
promissora por ter demonstrado boa atividade para bactérias anaerdbicas e apresentar menores
taxas de resisténcia comparativamente com outros farmacos. Dado que o mecanismo de ac¢ido
predominante dos fotossensibilizadores (tipo 1I) envolve transferéncia de energia para o oxigénio
do meio, a sua atividade em condicdes anaerdbicas devera ser inferior e ocorrer maioritariamente
pelo mecanismo do tipo 1.3 Deste modo, a combinag¢ido de um farmaco da classe dos nitroimidazois
com um fotossensibilizador podera trazer uma vantagem na medida em que podera potenciar a sua
a¢do em ambientes andxicos. O primeiro passo para a sintese de ftalocianinas contendo o
farmaco6foro dos nitroimidazodis ja foi efetuado mediante a sintese de 1.2 que posteriormente podera
ser ciclotetramerizado para obtenc¢do da respetiva metaloftalocianina. Adicionalmente, poderd no
futuro ser efetuada uma ligagio de um destes farmacos por coordenagio axial com a

metaloftalocianina de AI(III).

Além das modelagdes estruturais efetuadas ou mencionadas neste trabalho, existem muitas

outras igualmente promissoras cuja discussio nido é do ambito desta tese e que de igual modo
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poderio contribuir na procura dos fotossensibilizadores que possuam as propriedades ideais para a
inativagdo de microorganismos: baixa toxicidade para células humanas, elevada atividade
antimicrobiana e espetro de a¢fo (bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos) e capacidade
de penetracio e inativacio de biofilmes. Com este tipo de investigacao e desenvolvimento espera-se
assim contribuir para a solu¢do de uma das maiores ameagas de saude publica que ird a médio prazo

ter graves consequéncias sociais e financeiras.
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Capitulo 5

Experimental
5.1. Solventes e reagentes

Os reagentes e solventes utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich, Fluorochens, Acros Organics e
Jose M. 1Vaz, Pereira. Todos os reagentes foram utilizados com o mesmo grau de pureza descrito pelo
fornecedor. Todos os solventes foram purificados ou secos, sempre que necessatio, de acordo com

os métodos descritos na literatura.!

5.2. Instrumentagao e metodologia

I- Cromatografia de camada fina

As reacgoes foram controladas, quando possivel, por cromatografia em camada fina (TLC). Foram
utilizadas placas ALUGRAM® X#a SII. G da Machery-Nagel com revelagio UVass. Nos casos
particulares de compostos e/ou impurezas que nio possufam revelacdo a este comprimento de
onda, foram utilizados como agentes reveladores permanganato de potassio e iodo. O eluente

utilizado variou consoante a polaridade dos compostos em causa.

II- Cromatografia em coluna

Para a separacdo dos compostos por cromatografia de adsor¢do em coluna, foi utilizado como fase
estacionaria gel de silica 60 (Sigma-Aldrich). O eluente utilizado variou consoante a polaridade dos

compostos €m causa.

ITI — Ultrassons

Para a facilitar a dissolugdo dos compostos foi utilizado um ultrassons Bandelin Sonorex TK52.
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IV — Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de protio ('H) e de carbono (1*C) foram obtidos
num espectrometro Buker Avance 400 (400, 101 MHz respetivamente) do Departamento de
Quimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Coimbra. Os desvios quimicos ()
apresentados sdo expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em

hertz (Hz). O padrio interno para 0 RMN 'H e RMN 13C ¢ o tetrametilsilano (TMS) (§=0,00 ppm).

V — Espectrometria de massa

Os espectros de massa obtidos por ionizacdo em electrospray (ESI) foram efetuados num Bruker
Microtof pela Unidade de Masas e Proteémica — Universidade de Santiago de Compostela,
Espanha. Os espectros de massa obtidos por ionizagdo por impacto electronico (EI) foram
efetuados num Autospec Micromass pela Unidade de Masas e Proteémica — Universidade de

Santiago de Compostela, Espanha.

VI — Analise elementar

Os valores de andlise elementar foram obtidos num Thermo Finnigan Flash 1112 pela Unidad de

Analisis Elemental — Universidade de Santiago de Compostela, Espanha.

VII — Espectroscopia de absorgio no ultravioleta-visivel

Os espectros de UV-Vis foram adquiridos num espectrofotémetro Scimadzu 2100 utilizando uma

célula de quartzo Hellma Analytics com um comprimento ético de 10 mm.

A determinacdo dos coeficientes de absortividade molar ao comprimento de onda de absor¢io
maxima (eams) foi feita a partir da lei de Beer-Lambert. Esta lei estabelece uma proporcionalidade
direta entre a absorvancia de uma amostra (A) e a sua concentracio (c), absortividade molar (g) e
comprimento 6tico (1):

A= ¢ecl 5.1
Para cada determinagdo, foram preparadas duas solu¢es mie com ~1 mg e ~2mg de amostra,
tendo cada dado 4 solugdes filhas por diluicdo, com concentra¢oes na ordem dos 1072 106 M (A =

0,1 2 1,5).2 O ajuste linear dos pontos experimentais foi feito com recurso ao OriginPro 2016.

VIII — Espectroscopia de fluorescéncia

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia foram determinados pelo método comparativo.? Todas
as medigoes foram efetuadas num fluorimetro Horiba Jobin Yvon — Spex Fluorolog 3.22, utilizando
uma célula de quartzo Hellma Analytics de quatro faces com um comprimento 6tico de 10 mm. Foi

utilizado como referéncia a ftalocianina de zinco ndo substituida (ZnPcy) (PrRef (DMSO) = 0,18).4
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_ .+ Ref FAgefn?
Pp= O — (5-2)
Ref A NMRef

Em que F e Frer correspondem ao integral da emissdao de fluorescéncia da amostra e da referéncia
respetivamente; A e Agef 4 absorcdo no comprimento de onda utilizado na excitacdo da amostra e
referéncia, respetivamente; 7 € nrer correspondem ao indice refratario do solvente da amostra e
referéncia, respetivamente. Foram usadas solu¢es de amostras e referéncia com A~0,05, tendo
sido escolhidos os comprimentos de excitacio que conferiam maior proximidade de absorvancias

entre cada amostra e a referéncia.

IX — Rendimento quantico de oxigénio singleto

O rendimento quéntico de formacio de oxigénio singleto foi determinado através de um método
comparativo por detecdo da fosforescéncia do oxigénio singleto a 1270 nm.> Foi utilizado um
espectrometro de fotdlise por relampago da Applied Photophysics LKS.60, constituido por um
laser Nd-YAG Spectra-Physics Quanta Ray GCR-130, um osciloscépio Hewlett Packard Infinium e
como detetor um fotomultiplicador Hamamatsu R5509-42, arrefecido a 193K por azoto liquido.
Foi utilizada a fenalenona como referéncia (OgRef (acetonitrilo) = 0,98).¢ Foram preparadas solugdes
em DMSO de cada amostra e da referéncia com absorvancia de 0,25 a 355 nm (terceira harmonica
do laser). Esta técnica permite obter o decaimento da fosforescéncia ao longo do tempo, podendo
ser ajustada uma exponencial de primeiro grau. Para cada solugdo, foram obtidos 15 a 20
decaimentos a diferentes intensidades de laser de excitacdo, tendo estes resultado de uma média de
varios pulsos de laser. Apds o ajuste exponencial para cada decaimento feito com recurso ao
OriginPro 2016, foram retirados os fatores pré-exponenciais e representados em funcio da
intensidade do laser. Os declives das retas obtidos para a amostra (S) e para a referéncia (Sref)
podem ser relacionados com o rendimento quantico de oxigénio singleto da amostra (Dy) através
da expressio:’

s, 1—-10"ARef
1-10"4 SRef

by = OREF (5.3)

Em que A e Apes correspondem a absorvancia da amostra e da referéncia, respetivamente.

X — Ensaios in vitro

Todos os estudos bioldgicos descritos foram fornecidos pelo Dr. Janusz M. Dabrowski, Barbara

Pucelik e Robert Paczynski da Jagiellonian University de Cracévia, Polénia.
a) Estudos de internalizagdo

As células foram incubadas durante 10 min a 2h com 10 pM de composto, seguido de uma
lavagem do meio de cultura e dissolucdo do peller em 10% SDS. A quantificacdo foi feita por

medicio da fluorescéncia da solucio.
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b) Citotoxidade no escuro

As solugbes preparadas de composto (0,1-100 pM) foram adicionadas as células (HeLa e
HaCaT) seguido de 2h de incubacdo. A concentragio de DMSO nio excedeu 0,5%. A viabilidade

das células foi determinada com base no ensaio do MTT.

c) Atividade fotodindmica

As culturas de microorganismos foram incubadas por 2h com o fotossensibilizador a varias
concentragoes (0,1-100 pM) e sujeitas a uma dose de luz de 10 J/cm?, utilizando uma luz branca de

proveniente de um iluminador de fibra 6tica de 150 W (OSH150).

d) Toxicidade fotodindmica

As condi¢des experimentais foram semelhantes as da atividade fotodinamica: as células foram
incubadas por 2h com o fotossensibilizador a varias concentragdes (0,1-20 uM) e sujeitas a uma

dose de luz de 10 J/cm2.

5.3. Sintese e caracterizagao estrutural de compostos

5.3.1 Modelacao de ftalonitrilos

4-(PH-imidazol-1’-il)ftalonitrilo 1.1

Foi dissolvido 4-nitroftalonitrilo (2,56 g, 14,8 mmol), imidazol (1,26 g; 18,5 mmol) e
K2CO:s (10,24g, 74 mmol) em DMF (38 ml) num baldo de fundo redondo de 100 ml. A solugdo foi
deixada a agitar num banho de 4gua a temperatura ambiente durante 48h. A mistura foi filtrada
gravitacionalmente tendo o K»COj ficado retido no funil. Foram adicionados 10 ml de DMF para
remover restos de produto adsorvidos ao sal. Foi adicionada uma mistura de agua e gelo a mistura
reacional até ocorrer formacgdo de precipitado (~200 ml). O precipitado de cor amatelada foi
filtrado a vacuo num funil de vidro de placa sinterizada e seco numa estufa a 80°C durante 12h. Ao
precipitado foram adicionados cerca de 50 ml de metanol. A mistura foi aquecida tendo parte do
precipitado sido dissolvido. Apds atrefecimento, o composto foi novamente filtrado a vacuo

usando um funil de vidro de placa sinterizada, seco a 80°C durante 4h e, finalmente, a vacuo. Foram

obtidos 1,59¢ (55,5%) de um sélido amarelado.
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg): § = 7,17 (s, 1H, H4%); 7,97 (s, 1H, H5");
/@ECN 8,22-8,29 (m, 2H, H5+H6); 8,53 (s, 1H, H2?); 8,58 (d, J=1,7 Hz, 1H, H3).
/N

N CN' RMN #C (101 MHz, DMSO-dg): § = 111,74 (C2); 115,46 (C2-CN);
115,68 (C1-CN); 116,50 (C1); 117,68 (C5); 124,11 (C5); 124,53 (C3);
130,98 (C4%); 135,78 (C6); 136,07 (C27); 140,29 (C4).

MS (EI): m/z obtido 194,0591 [M]*; calculado para [Cy1HeNq]: 194,0592
4-(2’-metil-5-nitro-1’H-imidazol-I-il)ftalonitrilo 1.2

O 2-metil-4(5)-nitroimidazol (500 mg, 3,9 mmol) foi dissolvido em 10 ml de H>O e foi
adicionado NaOH (160 mg, 3,9 mmol). A solugio foi agitada durante 5 min, tendo ficado com uma
cor amarelada. De seguida, foi evaporada a HxO fazendo 5 ciclos de mistura azeotrépica com
tolueno. O composto foi seco a 70°C durante 6h. Foi adicionado DMF (5,0 ml) e 4-nitroftalonitrilo
(2,9 mmol, 500 mg) e a mistura foi deixada a agitar a 70°C durante 72h. O crude foi vertido sob
uma mistura de agua e gelo (100 ml) e filtrado a vicuo usando um funil de vidro de placa
sinterizada, tendo sido seco a 70°C durante 18h. O composto foi dissolvido em acetato de etilo e
foi adicionada silica. A mistura foi evaporada até a secura e foi feita uma aplicagdo em coluna de
silica a seco. Foi feita uma eluicio gradiente com diclorometano puro, diclorometano/acetato de
etilo 1:1 e acetato de etilo puro. Foi feita uma recristalizacio em acetona. Foram obtidos 398 mg

(54%) de um produto branco.

RMN 'H (400 MHz, acetona-dg): § = 2,46 (s, 3H, -CHy); 8,28 (dd, /= 84

CN
>\N @[CN Hz, 2,2 Hz, 1H, H5); 8,36 (d, J=8,4 Hz, 1H, Ho6); 8,41 (s, 1H, H4%); 8,46 (d,
74

N\)\ J=2,2 Hz, 1H, H3).
NO,

RMN BC (101 MHz, acetona-dg): § = 13,90 (C2-CHs) 115,55 (C2-CN); 115,77 (C1-CN); 116,93
(C2); 118,00 (C1); 122,08 (C4’); 132,09 (C5); 132,16 (C3); 136,37 (C6); 141,08 (C4); 145,83 (C2));
148,28 (C5")

MS (EI): m/z obtido 253,0596 [M]*; calculado para [C12H7N5O2]: 253,0600

4.3.2 Sintese de metaloftalocianinas neutras

R R R -tetra- -imidazol-1’-il)ftalocianato] de zinco .
2(3),9(10),16(17),23(24 P’H-imidazol-1’-il)ftaloci de zi IT) 2.1

Foi dissolvido 1.1 (502 mg, 2,58 mmol) e Zn(OAc)2.2H20 (284 mg, 1,29 mmol) em DMAE
(4 ml). A mistura ficou em agitacdo a 140°C durante 48h. Apés o arrefecimento até a temperatura

ambiente, foram adicionados cerca de 35 ml de metanol e 4 ml de 4gua. O precipitado formado foi

87



filtrado a vacuo num funil de vidro de placa sinterizada. Foi feita uma lavagem com 25 ml de agua,

metanol, acetona e diclorometano, por esta ordem. Foi obtido um sélido de cor verde (385 mg,

71%).

RMN 'H (400 MHz, piridina-ds, 80°C): § = 7,76 (d, J=10,3
Hz, 4H), 8,06-8,31 (m, 8H), 8,83-8,91 (m, 4H), 9,24-9,41 (m,
8H);

Z
)

UV-Vis (DMSO): A, nm (e, M cml): 358 (2,5x104%); 616
(1,3x10%; 682 (7,1x109.

MS (ESI-TOF): m/z obtido 841,1735 [M+H]*; calculado
para [C44H25N1()Zn]: 841,1740

[2(3),9(10),16(17),23(24)-tetra-(1’H-imidazol-1’-il)ftalocianato] de indio (IIT) 3.1

Foi dissolvido 1.1 (150 mg, 0,77 mmol) e InCl3 (65 mg, 0,29 mmol) em quinolina (1,0 ml).
A mistura ficou em agita¢io a 180°C durante 8h sob atmosfera de Na. Apds o arrefecimento até a
temperatura ambiente, o produto foi precipitado por adicdo de cerca de 20 ml de metanol. O
precipitado foi filtrado a vacuo num funil de vidro de placa sinterizada. Foi feita uma lavagem com

20 ml de 4gua, acetona e diclorometano por esta ordem. Foi obtido um sélido de cor verde (126

mg, 67%,).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dq): § = 7,17 (s, 4H), 7,94 (d,
J=8,1 Hz, 4H), 8,01 (s, 4H), 8,12 (dd, J=8,1 Hz, 2,0 Hz, 4H),
8,17 (d, J=2,0 Hz, 4H), 8,54 (s, 4H).

UV-Vis (DMSO): A, nm (e, M1 cm1): 358 (7,6x10%; 628
(3,0x10%); 698 (1,7x109).

MS (ESI-TOF): m/z obtido 949,3 [M+Na]*; calculado para
[C44H24N1(,IHC1N9.]: 949,1

[2(3),9(10),16(17),23(24)-tetra-(’H-imidazol-1’-il)ftalocianato] de aluminio (III) 4.1

Foi dissolvido 1.1 (500 mg, 2,57 mmol) e AlCl; (171 mg, 1,28 mmol) em 1-cloronaftaleno
(5,0 ml). A mistura ficou em agitacio a 240°C durante 7h sob atmosfera de Nz Apds o
arrefecimento até a temperatura ambiente, o produto foi precipitado por adi¢iao de cerca de 50 ml

de diclorometano. O precipitado foi filtrado a vacuo num funil de vidro de placa sinterizada. Foi
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feita uma lavagem com 20 ml de acetona, 4gua, acetona e diclorometano por esta ordem. Foi obtido

um soélido de cor verde (340 mg, 60%).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dq): § = 7,60 (s, 4H), 8,54 (m,
4H), 8,86 (m, 4H), 9,29 (m, 4H), 9,82 (m, 4H), 10,00 (s, 4H);

UV-Vis (DMSO): A, nm (log &, M- eml): 364 (7,0x10%;
624 (3,5x10%); 693 (1,8x109).

MS (ESI-TOF): m/z obtido 821,2285 [M+H]*; calculado
para [C44H26N1()Alo]: 821,22909

5.3.3 Tetracationizagao de metaloftalocianinas

Procedimento geral: A metaloftalocianina neutra foi dissolvida em DMF e adicionados 10-100
equivalentes de agente alquilante. Ao longo de 48h foram adicionados faseadamente 10-300
equivalentes adicionais. Apds o término da reagdo, o produto foi precipitado, filtrado a vacuo e

S€Co.

Iodeto de [[2(3),9(10),16(17),23(24)-tetra-(3’-etil-1"H-imidazol-1’-il)ftalocianato] de zinco
anj 2.2

Foi dissolvido 2.1 (100 mg, 0,119 mmol) e iodoetano (1 ml, 12 mmol) em DMF (4 ml) num
baldo de fundo redondo. A mistura ficou em agitagiao a 75°C e foram adicionados 3 ml (24 mmol)
faseadamente ao longo do tempo de reagdo. O composto foi precipitado com 40 ml de

diclorometano. Foram obtidos 85 mg (49%) de um sdlido verde.

— RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § = 1,62 (s,
I~ *N
¢ ] 12H), 4,45 (sl, 8H), 8,08-8,44 (m, 8H), 8,50-9,00 (m,
N
8H) 9,05-9,80 (m, 4H), 10,10-10,50 (m, 4H)

UV-Vis (DMSO): A, nm (log ¢, M1 cml): 354
(7,4x10%); 611 (4,4x10%); 677 (2,8x105).

MS (ESI-TOF): m/z obtido 1337,0397 [M-I]*,
calculado para [Cs2HaslsN16Zn]: 1337,0344
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Todeto de  [[2(3),9(10),16(17),23(24)-tetra-(3-octil-1H-imidazol-I-il)ftalocianato]  de
zinco(IT)] 2.3

Foi dissolvido 2.1 (150 mg, 0,18 mmol) e iodoctano (0,3 ml, 1,8 mmol) em DMF (5 ml)
num baldo de fundo redondo. A mistura ficou em agitacdo a 100°C e foram adicionados 0,3 ml (1,8

mmol) ap6s 24h. A mistura foi adicionado metanol (20 ml) seguidos de 150 ml de Et,O. Foram
obtidos 128 mg (40%) de um sdélido verde.

! Q RMN 'H (400 MHz, DMSO-dy): § = 0,84 (m, 12H),
YN N-7 1,21-1,48 (m, 40H), 2,45 (s, 8H), 4,55 (s, 8H), 8,04-8.58
(m, 12H), 8,89-9,42 (m, 8H), 10,53-10,74 (m, 4H);

UV-Vis (DMSO): s, nm (log e, M cm): 354
(6,2x10%; 611 (3,7x10%); 677 (2,4x109).

N=\ ., MS (ESI-TOF): m/z obtido 1546,5058 [M-2I]",

@

- \= xUN

I +N S j calculado para [CreHo2loNi6Zn]: 1546,50498
i

Iodeto de [[2(3),9(10),16(17),23(24)-tetra-(3’-etil-1’H-imidazol-1’-il)ftalocianato] de indio
d1mnj 3.2

Foi dissolvido 3.1 (126 mg, 0,13 mmol) e iodoetano (1 ml, 12 mmol) em DMF (1,5 ml)
num baldo de fundo redondo. A mistura ficou em agitacdo a 80°C sob atmosfera de N, e foram
adicionados 3 ml (24 mmol) faseadamente ao longo do tempo de reacio. O produto foi precipitado
com DCM (20 ml) e filtrado. O filtrado, depois de se encontrar seco, foi dissolvido em DMF (1,5
ml) e adicionado InCl; (287 mg, 1,3 mmol). A mistura reacional foi deixada a 80°C durante 8h. Foi
adicionado DCM (20 ml) a mistura reacional e o precipitado filtrado e lavado com THF com

recurso a ultra-sons (3x25 ml, 3x5 min). Foram obtidos 113 mg (56%) de um sélido verde.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg): § = 1,74 (s,
12H), 4,53 (sl, 8H), 8,33 (sl, 4H), 8,77-8,89 (m, 8H)
9,50-9,94 (m, 8H), 10,42 (sl, 4F).

UV-Vis (DMSO): Jus, nm (log &, M1 cml): 364
(8,5x10%); 624 (3,5x10%); 690 (1,9x105).

MS (ESI-TOF): m/z obtido 630,5536 [M-CI-2IJ?*,
calculado para [Cs2HasIoNi6ln]: 1261,10520
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Todeto  de  [[2(3),9(10),16(17),23(24)-tetra-(3-etil-1H-imidazol-P-il)ftalocianato]  de
aluminio(III)] 4.2

Foi dissolvido 4.1 (120 mg, 0,14 mmol) e iodoetano (1 ml, 12 mmol) em DMF (1,0 ml)
num baldo de fundo redondo. A mistura ficou em agitagio a 80°C sob atmosfera de N2 e foram

adicionados 3 ml (24 mmol) faseadamente ao longo do tempo de reac¢do. O produto foi precipitado

com DCM (20 ml). Foram obtidos 155 mg (79%) de um sélido verde.

- RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg): § = 1,73 (t,
J=7,3 Hz, 12H), 4,54 (q, J=7,3 Hz, 8H), 8,37 (s, 4H),
8,98 (m, 8F1), 9,99 (m, 4F1) 10,21-10,32 (m, 4H),
10,53 (m, 4H).

UV-Vis (DMSO): Aas, nm (log e, M1 ecm™): 357
(7,0x10%; 616 (3,0x10%); 680 (1,7x10°).

- MS (ESI-TOF): m/z obtido 1061,2698 [M-31-2H]",
calculado para [Cs2H43IN16ALO]: 1061,26603

5.3.4 Octacationizacao da metaloftalocianina de Zn(II)

Todeto  de  [[2(3),9(10),16(17),23(24)-tetra-(3’-(2 -etiltrimetilaménio)-1’H-imidazol-1’-

il)ftalocianato] de zinco]

Foi dissolvido 2.1 (166 mg, 0,20 mmol), cloreto de (2-cloroetil)trimetilaménio (332 mg,
2,10 mmol) e KI (3,5 g, 21,0 mmol) em DMF (4 ml) num baldo de fundo redondo. A mistura ficou
em agitagdo a 120°C durante 72h. Apés arrefecimento, foi adicionado diclorometanmo (30 ml). O
precipitado formado foi lavado com 4x20 ml de EtOH com recurso a ultrassons (4x5 min). O
solido resultante foi dissolvido em H>O e foi submetido a uma cromatografia por exclusio de peso
molecular utilizando a resina Sephadex® G-10, utilizando um fluxo de 2,5 ml/min. Foram obtidos

125 mg (42%) de um sélido verde.
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § =
4,17 (sl, 8H), 8,21-8,96 (m, 16H) 10,40 (sl,
4H), 10,78 (s, 4H). Nota: Por
sobreposi¢cdo com os sinais provenientes
do DMSO e H;O, nio ¢ possivel
identificar os sinais correspondentes a um
—CH>— e aos —CH3 (integracdo de 8 e 30,

respetivamente).
UV-Vis (DMSO): A, nm (log e, M1 cmr-

0 343 (5,5x10%; 612 (3,6x10%); 677
(2,6x109).

Analise elementar: Calculado para [CesH76IsN20Zn].4 KI: C 26,79; H 2,64; N 9,76. Encontrado: C

26,88; H 2,64; N 8,76.
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