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Palavras-chave

Resumo

PDI; porfirinas catidnicas; micelas de PVP; amido;
quitosana; carbono nitreto grafitico

Devido ao aumento de infecdes bacterianas induzidas pela
resisténcia a antibidticos, ¢ urgente desenvolver novas
abordagens terapéuticas para reverter essa situagdo. A
terapia fotodinamica antimicrobiana (PDI) ¢ considerada
uma alternativa promissora ao tratamento com antibidticos,
nomeadamente em infegoes localizadas. A PDI combina
luz, oxigénio e um fotossensibilizador (PS), produzindo
espécies reativas de oxigénio (ROS) que conduzem a
inativagdo celular. Neste contexto, as porfirinas tém-se
mostrado particularmente eficientes como PSs em PDI. A
imobiliza¢ao de PSs em materiais solidos tem-se revelado
bastante vantajoso uma vez que permite a reutilizagdo dos
PS, evita o uso de solventes organicos e permite a extensao
da terapia para diversas areas. Este trabalho tem como
objetivo a sintese e a caracterizacdo de hibridos porfirina-
imidazol B-catidénicos, a sua incorporagdo em micelas de
polivinilpirrolidona (PVP) e a imobilizacdo destes
derivados em filmes de amido e quitosana e em nitreto de
carbono grafitico. A caracterizagao fotofisica dos hibridos
porfirina-imidazol ~ B-catidonicos, assim como das
formulacoes destes derivados em PVP e dos materiais
preparados, foi também estudada. Por fim, a eficiéncia
fotodinamica dos PSs livres, incorporados em PVP e
suportados em materiais solidos foi avaliada na inativagdo
de bactérias resistentes a antibidticos, a E. coli ¢ a
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Os
resultados obtidos sdao demonstrativos da potencialidade
dos materiais sintetizados em atuarem como PSs em PDI,
tendo-se observado, no geral, decréscimos significativos na

viabilidade de ambas as estirpes bacterianas.



Keywords

Abstract

PDI; cationic porphyrins; PVP micelles; starch; chitosan;
graphitic nitride carbon

Due to the increase of bacterial infections induced by
antibiotic resistance, it is urgent the development of new
therapeutic  approaches to reverse this situation.
Antimicrobial photodynamic therapy (PDI) is considered a
promising alternative to treatment with antibiotics, namely
in localized infections. PDI combines light, oxygen and a
photosensitizer (PS), producing reactive oxygen species
(ROS) that lead to cell inactivation. In this context,
porphyrins have been shown to be particularly effective as
PSs in PDI. The immobilization of PSs in solid materials
has proved to be quite advantageous since it allows the
reuse of PSs, avoids the use of organic solvents and allows
the extension of therapy to several areas. This work aims at
the synthesis and the characterization of [-cationic
porphyrin-imidazole hybrids, its incorporation into
polyvinylpyrrolidone (PVP) micelles and the incorporation
of these derivatives in amide and chitosan films and in
graphitic carbon nitride. The photophisical
characterizations of such hybrids, as well the PVP
formulations and the materials prepared was also studied.
The photodynamic efficiency of these PSs in solution,
incorporated into PVP micelles and supported was also
evaluated in antibiotic resistant bacteria, the E. coli and
methicillin-resistant staphylococcus aureus (MRSA). The
results obtained are demonstrative of the potential of the
synthesized materials to act as PSs in PDI, having observed,
in general, significant decreases in the viability of both

bacterial strains.
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1. Introducao geral

As infe¢des bacterianas tém vindo a revelar-se uma preocupacao crescente e urgente
de resolver para a comunidade cientifica, ndo s6 no meio clinico, mas também em outras
areas, como a alimentar. Este tipo de infe¢des ¢ responsavel por uma taxa de mortalidade
elevada, principalmente, em pacientes que foram sujeitos a intervengoes cirurgicas ou que
apresentam lesdes traumaticas.! Estes microrganismos possuem a habilidade de se
reproduzirem rapidamente alterando o seu DNA através de mutagdes genéticas
aumentando, em cada nova geragio, a capacidade de resisténcia aos antibioticos.> As
bactérias possuem mecanismos de resisténcia aos antibioticos, que sao responsaveis pela
diminuicao da eficiéncia destas drogas. Estes mecanismos podem ser inatos ou adquiridos
a partir de outos microrganismos, sendo que os principais sao: 1) limita¢do da captagdo
da droga; 2) alteragdes nos alvos da droga; 3) inativacdo da droga e 4) efluxo ativo da
droga.! A formacdo de biofilmes ¢ também uma das principais causas responsaveis pelo
aumento da resisténcia microbiana.> As adaptacdes constantes por parte das bactérias,
aliadas a prescri¢do inadequada e consumo exacerbado de antibioticos, provocaram, junto
da comunidade cientifica, a necessidade de desenvolver novas metodologias no combate

a estes microrganismos.*

1.1-Terapia fotodinimica antimicrobiana

A terapia fotodinamica antimicrobiana (PDI) tem-se demonstrado muito eficiente
no processo de inativacao de um vasto espetro de microrganismos, mesmo naqueles que
apresentam resisténcia aos antibidticos ou que possuem a capacidade de formar biofilmes,
sendo considerada uma alternativa aos antibidticos.’ A PDI assenta na combinagio de um
fotossensibilizador ndo-toxico (PS), luz e oxigénio molecular (*02), com o intuito de gerar
espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como oxigénio singleto ('02), peréxido de
hidrogénio (H202) ou anido superdxido (O2°*), que sdo extremamente toxicas para os
microrganismos.> O diagrama de Jablonski (Figura 1), ilustra os diversos estados
energéticos de uma molécula e a transi¢do entre eles. Quando o PS ¢ excitado, através da
irradiagdo com luz, num determinado comprimento de onda, passa de um estado

fundamental (So) para um estado excitado (Si), o qual apresenta um tempo de vida
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reduzido (10° a 10 segundos).® Neste estado excitado, o PS pode voltar ao estado
fundamental, com emissao de fluorescéncia ou, através de um processo de cruzamento de
intersistemas (ISC), transitar para um estado tripleto de menor energia (T1), que apresenta
um tempo de vida mais longo (microsegundos).’ Este tempo de vida mais longo permite
que o PS participe em reacgdes através de dois mecanismos distintos, Tipo I ou Tipo IL.’
No Tipo I, o PS promove a transferéncia de eletrdes para os substratos biologicos
resultando na formagao de O>™® que pode sofrer dismutagdo em H>O», que € um precursor
dos radicais hidroxilos OH®.® J4 0 mecanismo de Tipo II é caracterizado pela transferéncia
de energia do PS para o 30, convertendo-o em '02. O decaimento do PS, no estado T,
para o estado fundamental pode também ocorrer ainda por via radioativa, com emissao

de fosforescéncia.’

Radicals,
OH"

SiﬂgIEt | I;“_I. -'.'I '.: ] T” ﬂfﬂ.{_

IIIH"

Internal conversion
Fluoresence

lectronic transition

HFH L 2

Figura 1- Diagrama de Jablonski. Adapatado de [8].

De entre as diversas vantagens da PDI quando comparada as técnicas
anteriormente utilizadas, a potencial falta de mecanismos de resisténcia por parte dos
microrganismos parece ser a mais preponderante. Uma vez que o PS ndo necessita de
penetrar nos microrganismos para se iniciar a fotoinativagao, sendo a adesao as diferentes
estruturas suficiente para que esta se mostre eficiente, estes ndo conseguem desenvolver

mecanismos de resisténcia tais como, a diminui¢ao da absor¢ao do PS ou o aumento da
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taxa de saida deste.!® Dado que as ROS apresentam um tempo de meia-vida bastante
reduzido e, consequentemente, sdo bastante reativos, apenas estruturas e moléculas
proximas da area da formacgdo destes sdao diretamente danificadas. Esta particularidade
permite direcionar o efeito danoso da técnica para os microrganismos, evitando a

danificagdo de células hospedeiras.'!

Apesar desta técnica nao apresentar alvos especificos, julga-se que as estruturas
externas, membranas citoplasmaticas e paredes celulares sio as mais afetadas.!> O
caracter oxidativo das ROS conduz a danos irreversiveis em diversos componentes vitais
da célula como proteinas, lipidos e acidos nucleicos. Os danos nestas estruturas originam
a libertacao do contetido celular e a consequente inativacao de sistemas de transportes
membranares e enzimas.!> O efeito provocado pelo dano nos 4cidos nucleicos depende
do tipo de microrganismos, nomeadamente da capacidade do sistema de reparacdo de
DNA, nao sendo este considerado uma das principais causas da fotoinativagdo. Existem
relatos na literatura que sustentam esta afirmacao, tendo ja sido demonstrado que a
bactéria Deinococcus radiodurans, a qual apresenta um sistema de reparacao de DNA
bastante eficiente, ¢ facilmente fotoinativada pela PDL!*!> Existem algumas enzimas
antioxidantes, como a superdxido dismutase, a catalase e a peroxidase que tém a
capacidade de conferir prote¢ao contra alguns ROS, nomeadamente as geradas através do
mecanismo Tipo 1.} No entanto, este mecanismo de defesa baseado na agdio destas

enzimas, ndo consegue anular a acdo do 'O2, gerado através do mecanismo de Tipo I1.%

A eficacia da inativagao de bactérias do tipo Gram-negativo e Gram-positivo €
fortemente influenciada pela estrutura do PS. De um modo geral, PSs neutros, anidonicos
ou catidonicos demonstram elevada eficécia na inativacdo de bactérias de Gram-positivo.
No entanto, a resisténcia por parte das bactérias de Gram-negativo ¢, significativamente,
superior a apresentada pelas de Gram-positivo.'® Esta diferenca de suscetibilidades é
explicada pela diferente composi¢ao estrutural da parede celular das bactérias (Figura
2).!7 A grande maioria das bactérias de Gram-positivo apresentam uma unica parede
celular predominantemente constituida por peptideoglicanos e 4cidos teicoicos e
lipoteicoicos que concedem um elevado grau de porosidade, permitindo a passagem dos
PS. Ja as bactérias de Gram-negativas, para além de apresentarem uma parede celular
composta por peptideoglicanos, dispdem de uma membrana externa constituida por
lipopolissacarideos (LPS) que impossibilita a passagem dos PS e outros agentes

antimicrobianos.!? As solugdes encontradas para solucionar este problema passam pela
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utilizag¢do de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) ou nonapetido da polimixina B
que promovem a disrup¢do da membrana extracelular, ou pela escolha de PSs
cationicos.!! A interagdo eletrostatica entre a carga positiva do PS e as cargas negativas
do fosfato presente nos LPS da membrana externa, promove a desestabilizagdao da
organiza¢do estrutural da parede celular resultando numa maior eficiéncia do
tratamento.'® Dado que as células bacterianas apresentam, na sua superficie, uma maior
presenca de cargas negativas, em relagdo as células mamiferas, a escolha deste tipo de
PSs com carga positiva permite uma taxa de penetracao superior €, a0 mesmo tempo,

evita a morte de células ndo-nocivas.'!

As diferengas de suscetibilidade apresentadas pelas diferentes espécies de mesmo
Gram sao mais complexas de explicar. Investigadores julgam que fatores como o tamanho
da célula microbiana, permeabilidade das membranas e a presenga de enzimas
antioxidantes podem influenciar a eficiéncia da terapia.!'! A densidade bacteriana é
também um fator importante na eficiéncia da terapia.!” Uma curva tipica de crescimento
bacteriano apresenta-se divida em 4 etapas distintas (fase de laténcia; fase exponencial;
fase estacionaria e fase de decréscimo) demonstrativas da densidade celular. As bactérias
sdo mais suscetiveis a terapia fotodindmica quando se encontram na fase exponencial (ou
fase log). Por outro lado, na fase estaciondria, as bactérias apresentam uma maior
resisténcia ao tratamento, uma vez que a competi¢ao pela ligacdo ao PSs ¢ a reagdo com

as espécies citotoxicas sio influenciadas.?’
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Figura 2- Estrutura das paredes celulares de bactérias de Gram-negativo e de Gram-positivo. Adaptado
do site: https://www.technologynetworks.com/immunology/articles/gram-positive-vs-gram-negative-
323007.

Dos 3 elementos necessarios para a fotoinativagao através da PDI, o PS ¢ aquele
que aufere maior preponderancia. Um PS ideal, segundo a literatura, deve obedecer a uma
série de caracteristicas entre as quais se destaca: alto rendimento quantico para a geragao
de oxigénio singleto; ter um espetro de absorc¢ao coincidente com o espetro de emissao
da fonte de luz; fotoestabiliadade; geragdo eficiente de ROS; apresentar caracter
anfifilico; ser seletivo para os tecidos (ou células) alvo; ser solivel em meio aquoso e
apresentar um método de sintese econdmico e simples.?!*> Assim sendo, a busca pelo PS
ideal tem motivado, nos ultimos anos, uma investigagao cuidadosa e incessante por parte
da comunidade cientifica. A grande maioria dos PSs, apresenta uma estrutura baseada no
macrociclo tetrapirrolico tipicamente encontrado em compostos como porfirinas, clorinas
bacterioclorinas e ftalocianinas.?® As porfirinas, apresentam diversas propriedades fisico-
quimicas que suscitam a atencao de diversas areas cientificas. De entre as diversas areas
de aplicagdo destes macrociclos, tais como, agentes de contraste para imagem de
ressonancia magnética, sensores, catalise, materiais eletronicos e células solares
fotovoltaicas, a sua aplicacdo na Medicina, nomeadamente em PDI ou PDT (terapia
fotodindmica), é a que atrai mais foco por parte dos investigadores.?*® A elevada

capacidade que esta classe de compostos, geralmente, apresenta para produzir oxigénio
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singleto, confere-lhes notaveis potencialidades em atuarem como PSs.'®27"% A aplicacio
desta classe de N-heterociclos aromaticos nestas técnicas, tem estimulado a sintese de
diversos analogos sintéticos com diferentes propriedades fisicas, quimicas e eletronicas

adequadas as diferentes condi¢des de fotoinativagao.

1.2-Porfirinas

Os macrociclos tetrapirrolicos ocorrem na natureza e estao presentes numa grande
variedade de sistemas vivos. Estes fazem parte de algumas estruturas bioldgicas de
elevada importancia, participando em processos bioquimicos vitais para os organismos
que as possuem.*® A hemoglobina e a mioglobina, proteinas funcionais responsaveis pelo
transporte e armazenamento de oxigénio no sangue e tecidos musculares, respetivamente,
possuem na sua estrutura, pelo menos, um grupo heme (Figura 3).3! Este ¢ formado por
quatro anéis do tipo pirrolico ligados entre si por pontes metinicas formando um
macrociclo porfirinico.>? No grupo heme os dtomos de azotos presentes no interior do
macrociclo estdo coordenados a um atomo de ferro(Il). As clorofilas (Figura 3) sdo
responsaveis pela fotossintese, processo pelo qual se obtém energia quimica a partir de
energia solar.3! Estas sdo constituidas, também, por um macrociclo porfirinico em que
uma das unidades pirrdlicas se encontra na sua forma reduzida e os atomos de azoto

encontram-se coordenados a um atomo de magnésio(Il).

Clorofila a: R=CH3
Clorofila b: R=CHO

CO,H CO,H

Heme Clorofila

Figura 3- Estrutura quimica do grupo heme e da clorofila.
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Estruturalmente, as porfirinas sdo compostas por quatro anéis pirrolicos ligados
entre si por pontes metinicas. Estas pontes metinicas sdo designadas de posi¢des meso,
enquanto que as posi¢des B dos anéis pirrdlicos designam-se por posi¢des B-pirrolicas.>
Atualmente, existem dois sistemas de nomenclatura aceites para os macrociclos
tetrapirrélicos. A nomenclatura semi-trivial proposta por H. Fischer (Figura 4) e, a mais
recente, estabelecida pela [UPAC (do inglés International Union of Pure and Applied
Chemistry) (Figura 4).3* No sistema introduzido por H. Fischer os anéis pirrélicos sdo
designados por A, B, C e D, sendo que os carbonos na periferia dos anéis designam-se
por B-pirrolicos tendo uma numeragdo de 1 a 8. Os carbonos metinicos (que estabelecem
ligacdes entre os anéis pirrdlicos) situam-se nas posigoes meso sendo representados pelas
letras gregas a, f, y € 6.% Ja no sistema proposto pela IUPAC, os carbonos sio numerados
de 1 a20 e os azotos pirrdlicos de 21 a 24. Os carbonos sao designados de forma diferente
consoante a posicdo em que se encontram. As posi¢des 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17 ¢ 18
correspondem aos carbonos 3 e sdo denominadas por posi¢des B-pirrdlicas, enquanto que
as posicdes 1,4, 6,9, 11, 14, 16 e 19 correspondem aos carbonos o dos anéis pirrdlicos.
As posicdes 5, 10, 15 e 20 sio designadas por posi¢des meso do macrociclo porfirinico.>?
Quando o macrociclo ¢ substituido, os grupos substituintes sao referenciados pelo nimero

do 4tomo de carbono ao qual se encontram ligados e ordenados alfabeticamente.

Figura 4- Sistemas de nomenclatura propostos por Fischer e IUPAC, respetivamente.

O macrociclo porfirinico ¢ um sistema altamente conjugado podendo ser
representado por duas estruturas de ressonancia. Apesar dos vinte e dois eletroes T que o

constituem seguirem a regra de Hiickel para a aromaticidade (4n + 2), apenas dezoitos
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deles se encontram em condi¢do para se deslocalizarem em torno do macrociclo.’® Assim
os quatro eletrdes m restantes podem reagir formando clorinas, bacterioclorinas e

isobacterioclorinas (Figura 5).%°

Porfirina Clorina Bacterioclorina Isobacterioclorina

Figura 5- Exemplo de nucleos tetrapirrélicos.

As porfirinas s3o compostos altamente corados devido a elevada conjugacao que
apresentam, sendo assim os espetros de ultravioleta-visivel (UV-Vis) outra caracteristica
importante destes compostos. As meso-tetra-arilporfirinas na sua forma de base livre
apresentam uma banda de absorc¢ao de elevada intensidade no intervalo dos 400-450 nm
designada por banda Soret, e a ainda um conjunto de 4 bandas de menor intensidade na
regido dos 450-700 nm designadas por bandas Q, que sao identificadas como I, II, IIT e
IV (Figura 6).6 Porém, estas caracteristicas sdo influenciadas tanto pelo numero, posi¢io
e tipo dos grupos substituintes que se encontram nas posi¢des periféricas, assim como

pelo ambiente eletronico no interior do macrociclo.

Os ntcleos porfirinicos apresentam um espetro de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de protdo muito caracteristico que se deve a forte deslocalizagdo dos
eletroes m do anel, protegendo os protdes do interior e desprotegendo os do exterior.
Assim sendo, o sinal de ressonancia dos protdes N-H aparecem a campos altos com um
desvio quimico entre J -2 € J -4 ppm, enquanto que os protdes B-pirrolicos aparecem a
campos mais baixos com um desvio quimico entre § 10 ¢ 6 8 ppm.>” Quando uma das
unidades pirrélicas se encontra reduzida, como no caso da clorina, a diminuicdo da
conjugacao resulta num aumento no desvio quimico dos protdes N-H e numa diminui¢ao
no desvio quimico dos protdes B-pirrélicos. No caso da 5,10,15,20-tetrafenilporfirina
(TPP), os sinais de ressonancia dos protdes dos grupos substituintes aromaticos aparecem

entre 6 6 ¢ § 8 ppm.>’
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Figura 6- Espetro UV-Vis caracteristico de meso-tetra-arilporfirinas na forma de base livre.

Sendo as porfirinas compostos aromaticos, estas sofrem o mesmo tipo de reagdes
de substitui¢do eletrofilica caracteristicas destes, como halogenacao, formilacdo, nitragao,
sulfonacio e alquilagio.?*® Este tipo de reagdes pode ocorrer tanto nas posi¢des p como
nas posigdes meso-pirrolicas. As porfirinas livres contém, no seu interior, 2 atomos de
azoto com caracter acido (ligados a 2 hidrogénios) e 2 4tomos de azoto com caracter
basico, que proporcionam um cardcter anfotérico a estes compostos. Em meio basico os
dois azotos perdem os seus protdes originando um di-anido e em meio fortemente acido
todos 4tomos de azoto encontram-se protonados originando um dicatiio.*® Estes azotos
internos permitem uma outra reagdo caracteristica destes macrociclos, que envolve a
complexagdo com uma vasta série de ides metdlicos com diferentes estados de oxidagao,
como Fe(1I), Cu(II) e Ni(II), entre outros.>® Este tipo de reagdo forma metaloporfirinas e
permite nao sé a protecdo dos atomos de azoto internos relativamente ao ataque de
espécies electrofilicas e ao uso de bases fortes, como também afeta a reatividade dos

macrociclos tetrapirrolicos.

1.2.1-Métodos de sintese

A sintese de porfirinas meso-tetra-arilsubstituidas (Esquema 1), o tipo de
macrociclo usado neste projeto, teve a sua origem com Paul Rothemund, que em 1935,

descreveu a sintese da 5,10,15,20-tetrafenilporfirina (TPP). Em 1941, esta porfirina foi
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sintetizada através da condensagdo do pirrol com benzaldeido em piridina a 220 °C
durante 48 horas em condigdes anaerdbicas, obtendo-se como produto principal a TPP.
Sob estas condi¢des obtiveram-se rendimentos bastante baixos, por norma abaixo dos
10%, além de que a porfirina isolada se encontrava contaminada com a respetiva clorina.*
Com o objetivo de melhorar os resultados obtidos por Rothemund, Adler e Longo
sintetizaram a TPP através da condensagdo do pirrol com o benzaldeido em meio 4cido
(acido propionico) e em condi¢des aerdbias. A reagao foi realizada sob refluxo a 140 °C
durante 30 min., obtendo-se rendimentos na ordem dos 20%. Apesar da melhoria em
termos de rendimento, a porfirina isolada continuava a se encontrar contaminada com a
respetiva clorina.** De forma a minimizar a presenca de clorina, Smith sugeriu o
tratamento da mistura reacional com um agente oxidante, como por exemplo, 2,3-dicloro-

5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ).*!

Com o intuito de contornar os problemas obtidos nos métodos anteriores, Lindsey
desenvolveu um método dividido em duas etapas.*’ A primeira etapa ¢ baseada na
condensagdo do pirrol com o aldeido, em diclorometano, a temperatura ambiente na
auséncia de oxigénio e luz, na presenga de um catalisador, como o 4cido trifluoroacético
(TFA) ou o eterato de trifluoreto de boro (BF3), maximizando assim a formagdo do
porfirinogénio, uma forma reduzida da porfirina. Numa segunda etapa, o porfirinogénio
obtido ¢ oxidado a correspondente porfirina (no caso de se usar benzaldeido, TPP) através
da utilizacdo de um agente oxidante como a DDQ ou p-cloranil. Este método possibilitou
a obtencdo de rendimentos entre os 30% a 40%, permitindo ainda utilizar aldeidos que
eram sensiveis as condicoes acidicas propostas por Adler e Longo. Posteriormente, em
1991, Gonsalves e colaboradores, demonstraram que se poderiam sintetizar porfirinas
meso-substituidas, como a TPP, em apenas um passo e sem a presenga de clorina. A
sintese era conseguida através da condensacao do pirrol com o aldeido apropriado, numa
mistura de 4cido acético, ou acido propidnico, e nitrobenzeno em refluxo.** O uso de
nitrobenzeno tem como proposito a oxidacao do porfirinogénio a respetiva porfirina,
evitando a formacao de clorina. Uma vantagem adicional destas condigdes reacionais esta
na cristaliza¢do direta da porfirina no meio reacional, obtendo-se um rendimento na

ordem dos 50%.

Nos ultimos anos, a sintese de algumas porfirinas tem sido descrita através da
utiliza¢do da irradiacdo de micro-ondas como fonte de aquecimento. Esta metodologia

sintética, para além de diminuir o tempo de reagdo, reduz os custos do processo € o
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impacto ambiental uma vez que utiliza um volume minimo de solvente.** Em 2014,
Pereira e colaboradores, desenvolveram um método que permite a sintese de porfirinas
usando agua como aditivo, sob irradiacdo de micro-ondas. Os autores concluiram que as
condig¢des 6timas de reagdo para a sintese da TPP envolviam a condensagao do pirrol com
o benzaldeido usando 4gua sob irradiacdo de micro-ondas, a 200 °C e com pressao
superior a 16 bar, durante 10 min., obtendo-se a TPP em rendimentos na ordem dos
27%.% Uma vez que o pirrol e o aldeido se encontram em altas concentragdes, podemos
considerar a agua adicionada a reagdo como um aditivo para ambos, promovendo assim
a ativagdo 4acida do grupo carbonilo e a oxidacdo do porfirinogénio. Podemos assim

considerar que a 4gua assume um papel de solvente, catalisador acido e oxidante.*’

Ar Ar
{/ \E (0] Método 1,2 e 3
N + Ar—< > Ar Ar  + Ar Ar
|
Y H
Ar Ar
[0] Clorina - Método 1 e 2
Ar
Método 4 [O] = DDQ, p-cloranil
—_— Ar Ar
Ar

Porfirinogénio

Método 1- P. Rothemund: piridina, 220 °C, 48 h, sistema fechado.

Método 2- Adler e Longo: meio acido (CH3CH,CO,H ou CH3CO,H); 140 °C; 30 min.
Método 3- R. Gonsalves: CH3CO,H; CgHsNO,; 120 °C; 1h.

Método 4- Lindsey: 1) CH,Cl,, catalisador acido; 2) agente oxidante.

Esquema 1- Diferentes métodos de sintese de porfirinas meso-tetra-arilsubstituidas.

1.3- Efeito fotodinamico antibacteriano de porfirinas cationicas
meso-substituidas

Existem, na literatura, diversos exemplos que mostram a utilizagdo de porfirinas

meso-catidnicas como PSs, em solu¢do, na fotoinativacdo de diversos microrganismos
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resistentes através da PDI. Tasl e colaboradores*®, estudaram a eficiéncia de 4 porfirinas
tetra cationicas (Figura 7) na fotoinativacdo da bactéria de Gram-positivo MRSA. Os
autores usaram como fonte de irradiagdo um laser de diodo (665 nm) e avaliaram qual
seria a combinacao de concentragao do PS e dose de energia de irradiagdo que promoveria
um maior impacto na viabilidade da MRSA. Estes comprovaram que a combinacdo era
diferente para os PSs, tendo registado que, a excecdo do PS 1b, todos os PSs necessitavam
de uma dose de energia de 150 J/cm? para promover um decréscimo de 6,33 logs na
viabilidade da MRSA, sendo que o PS 1a se encontrava a uma concentragao de 200 uM
e os PSs 1¢,d a uma concentracdo de 12,5 uM. O PS 1b revelou que a combina¢ao mais
eficiente era atingida quando este se encontrava a 50 uM irradiado sob uma dose de
energia de 50 J/cm? promovendo um decréscimo de 7,01 logs na viabilidade da bactéria.
Os autores demonstraram ainda diferentes combinagdes de concentracao do PS e dose de
energia que provocavam redugdes significativas na densidade bacteriana. Na presenca
dos PSs 1a-d a 100 pM, sob uma dose de energia de 25 J/cm? os autores observaram
decréscimos na viabilidade bacteriana de 2,63, 4,13, 3,69 e 5,54 respetivamente. Com
este estudo, € possivel constatar que estes PSs catidonicos, em diferentes combinagdes de
concentragdo e dose de energia, t€ém a capacidade de promover decréscimos significativos
na viabilidade da MRSA. Por outro lado, podemos também observar que ¢ possivel a
obtenc¢do de reducdes significativas na viabilidade da bactéria com concentracdes mais

reduzidas do PS, desde que se promova um aumento na dose de energia de irradiacao.

R
X
®,{l\ 1a: R= §—CH3
| _ 1b: R= §_CH20H3
1c:R= |-CH,CH,CHs
Xo — > 1d: R= }—CH,CH,CH,OH
RN, Y \ N-R
X=1, Br
=
|
No X
R

Figura 7- Estrutura do PS 1.
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Banfi e colaboradores*’, testaram a eficiéncia de seis porfirinas meso-cationicas e
uma porfirina neutra (Figura 8) na fotoinativagdo de bactérias de Gram-negativo, E. coli
e P. aeruginosa, e de Gram-positivo, S. aureus. Os PSs foram testados a diferentes
concentracgoes e irradiados com luz branca (380-780 nm) fornecida por uma lampada de
halogéneo-tungsténio com uma poténcia de S00W. O estudo consistia na avaliagdo da
eficiéncia das porfirinas tetra catidonicas 2-6, di-catidonica 7 e neutra 8 na fotoinativagdo
de 3 estirpes bacterianas. Os ensaios foram realizados em tampao fosfato-salino (PBS),
sendo que o tempo total de irradiacdo foi 60 min. para as bactérias de Gram-negativo e
30 min. para a bactéria de Gram-positivo. Os autores comprovaram que a bactéria S.
aureus foi a que apresentou menor resisténcia ao tratamento, seguida da E. coli e da P.
aeruginosa. Estas diferengas de suscetibilidade sdo relativas as diferentes composigdes
da parede celular entre as bactérias de Gram-negativo e de Gram-positivo. O PS 8
demonstrou ser o menos eficiente na fotoinativagdo das 3 estirpes bacterianas, quando
comparado aos restantes PSs. Este resultado ¢ explicado pela auséncia de carga(s)
positiva(s) na periferia da porfirina, afetando a interagdo entre o PS e a parede celular da
bactéria. Os PSs 4-7 demonstram ser mais eficientes que os PSs 2,3 induzindo, em geral,
decréscimos superiores na viabilidade das bactérias. Enquanto que na presenga dos PSs 2
e 3, a 7,33 uM, se registou uma reducao de, aproximadamente, 4 logs na viabilidade da
E. coli, foram necessarias concentragdes bastante mais reduzidas dos PSs 4-7 (0,4 a 1,7
uM) para promover um decréscimo semelhante. Apesar dos PSs 2-6 apresentarem na sua
estrutura quatro cargas positivas, esta diferenca de eficdcia estd relacionada com as
estruturas dos mesmos, isto ¢, os PSs 4-6 contém um grupo benzil ligado ao nitrogénio
do piridil, que providencia um aumento da lipofilicidade destes compostos. O PS di-
cationico 7 demonstrou ser mais eficiente que os PSs tetra-cationicos, tendo mesmo
observado uma diminuic¢ao de 7 logs na viabilidade da P. aeruginosa, a uma concentragao
de 7,33 uM. De forma a induzir uma diminui¢do de 3 logs, foi necessario preparar
solugdes com concentragdes superiores a 35 uM para as porfirinas 2,3 e 6, e uma reducao
de, aproximadamente, 6 logs foi obtida na presenca dos PS 4 ¢ § em concentracdes de 15
uM. Esta diferenca de eficacia pode ser explicada pelo maior caracter anfifilico que o PS

7 apresenta em relagdes aos PSs tetra-cationicos.

ApOs este estudo, os autores concluiram que a presenca de carga(s) positiva(s) €
essencial para uma eficiente fotoinativagdo, principalmente quando se trata de estirpes

bacterianas de Gram-negativo. Os investigadores poderam ainda observar que a
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introducdo de grupos aromaticos, como o benzil, aumenta a lipofilicidade dos compostos,

aumentando a eficiéncia no tratamento dos mesmos.
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Figura 8- Estruturas dos PSs 2-8.

Investigadores da Universidade de Aveiro demonstraram a fotoinativagcdo do
fungo Candida albicans através da PDI.*® Os autores estudaram a eficiéncia do PS 12 e
de uma formulacao (FORM) (Figura 9) que consistia na mistura de 5 meso porfirinas
com diferente nimero de cargas (9-13), na fotoinativagdo da C. albicans no plasma e no
sangue, com o intuito de comparar os resultados obtidos pelos mesmos com os obtidos
pelo azul de metileno (MB), que ¢ considerado um PS eficiente na fotoinativacao de
microrganismos no plasma (Figura 9). Inicialmente, os investigadores comegaram por
avaliar a eficiéncia dos PSs, em PBS, sob irradiacdo de uma luz branca com uma poténcia
de 2,5 mW/cm?. O PS FORM demonstrou ser o mais eficiente, pois induziu um
decréscimo na viabilidade da bactéria até ao limite de detecao do método ao fim de 30
min. Os PSs 12 ¢ 13, a 5 uM, mostraram-se eficientes, tendo alcangado o limite de detecao
da metodologia ap6s 180 e 270 min., respetivamente. De seguida, os autores avaliaram o
efeito da concentracdo dos PSs na fragilidade osmotica dos eritrécitos de forma a
selecionar a que concentragdes poderiam ser usados os PS em PDI, sem promover dano
nos componentes sanguineos. Apoés este estudo, os PSs FORM, 12 ¢ MB foram avaliados
a5 e 10 uM na fotoinativacdo da C. albicans no plasma, sob uma irradia¢do de luz branca

com uma irradiancia de 150 mW/cm?. O PS 12 demonstrou ser o mais eficiente, tendo
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promovido um decréscimo de 2,5 logs na viabilidade do fungo ao fim de 270 min. de
irradiacdo, enquanto que a FORM e o MB induziram redugdes de 1,7 e 0,5 logs,
respetivamente, na viabilidade do fungo ao fim de 270 min. de irradiagcdo. Apos o
tratamento do plasma através da PDI, os autores avaliaram se este induziria algum dano
na membrana dos eritrécitos do recetor, simulando uma transfusdo de sangue. Nenhum
dos PSs utilizados, a 5 ¢ 10 uM, promoveu a hemdlise dos eritrocitos apds 30 min. e 6
horas de incubagdo entre o plasma apds a PDI e os componentes sanguineos, em
condigoes isotdnicas (0,9% NaCl). Os autores avaliaram ainda a eficiéncia dos PSs 12 e
FORM, sob as mesmas condi¢des de irradiacdo do ensaio anterior, na fotoinativagdo do
mesmo microrganismo, mas desta vez no sangue. Os resultados obtidos demonstram que
0s PSs FORM e 12 induziram um decréscimo de 0,7 logs na viabilidade do fungo, apos
270 min. de irradiagdo, sendo que o decréscimo no sinal vital do fungo apenas comegou

apos 180 e 90 min, respetivamente.

Com este estudo extensivo, os autores demonstraram que as porfirinas 12 ¢ a
FORM siao potenciais PSs na fotoinativagdo do fungo C. albicans no plasma, tendo
mesmo observado que estes promovem um decréscimo superior na viabilidade do fungo,
quando comparado com o MB, que ¢ considerado um PS eficiente na fotoinativagao de
microrganismos no plasma. Esta diferenca de eficacia € explicada pela presenca de apenas
uma carga positiva na estrutura do MB, sendo que se encontra bem reportado na literatura
que PSs com trés ou quatro cargas positivas apresentam uma maior eficiéncia em PDI
quando comparados com PSs mono catidonicos, nomeadamente em bactérias de Gram-
negativo e fungos. Os investigadores também demonstram que o plasma, apds o
tratamento com os PSs 12 e FORM a 5 e 10 pM, ndo promovia danos significativos na
membrana dos eritrocitos, em condi¢des isotonicas, o que possibilita o uso destes PSs na
desinfecao do plama. Os resultados menos eficientes obtidos pelos PSs 12 ¢ FORM na
fotoinativagdo da C. albicans no sangue, foi explicada pela complexa matriz do mesmo,
sendo necessarios outros estudos de forma a contornar esta dificuldade, melhorando assim

a eficiéncia do tratamento.
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Figura 9- Estrutura dos PSs 9-13 ¢ MB.

Hurst e colaboradores!®, utilizaram quatro porfirinas com diferentes nimeros de
cargas positivas (Figura 10), com o intuito de avaliar o efeito da carga na fotoinativagdo
da bactéria de Gram-negativo, E. coli, ¢ o modo como influenciam a interagdo das
mesmas com a parede celular da bactéria. Os autores avaliaram a eficiéncia dos PSs 14-
17, num intervalo de concentragdo de 0,01-10 uM, na fotoinativa¢ao da bactéria E. coli
ap6s 20 min. de irradiacdo com luz branca (400-700 nm) com irradiancia de 44 J/cm?. Os
resultados obtidos pelos investigadores, demonstram que os PSs 16 € 17 sdo bastante mais
eficientes do que os derivados mono- e di-catiénicos. Quando estudados a 1 uM, apenas
os PSs 16 e 17 promoveram um decréscimo na viabilidade da bactéria até ao limite de
detecdo, enquanto que o PS 15 apenas atingiu este decréscimo quando avaliado a 10 uM.
O PS 14 ndo foi capaz de atingir o limite de dete¢do do método em nenhuma das
concentracoes estudadas. Este resultado pode ser explicado pela baixa solubilidade que,
geralmente, os PSs mono-catidnicos apresentam, o que resulta na agregacdo dos mesmos
e, consequente, reducio da geragdo de '0s. Os resultados observados pelos autores, sdo
indicativos da maior eficiéncia que os PSs tri- e tetra-cationicos apresentam em relagao
aos PSs com duas ou uma carga, sendo que existem diversos relatos na literatura que
corroboram esta constata¢do.?**>*° Os autores avaliaram também, através de um ensaio
de microscopia de fluorescéncia, o efeito do nimero de cargas na localizagdo do PS. Desta
forma, os PSs, a 1 uM, foram incubados com a suspensao bacteriana durante 30 min. e 0s
resultados demonstraram que os PSs 14-16 encontram-se apenas localizados na
membrana celular da bactéria, enquanto que o PS tetra-catidonico 17 ¢ interiorizado pelas
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células bacterianas. A presenca de um elevado nimero de cargas resulta num aumento da
porosidade dos LPS permitindo assim que ocorra a absor¢do do PS. A maior eficiéncia
do PS 16 em relagdo ao PS 17, uma vez que este foi o tnico que promoveu um decréscimo
significativo na viabilidade da bactéria quando estudados a uma concentracao de 0,01
MM, ¢ explicado pelo maior caracter anfifilico que apresenta. O carater anfifilico de um
PS, juntamente com a capacidade do mesmo em gerar 'O: e a sua afinidade as células

bacterianas, sdo parametros influentes na eficiéncia em PDI.*

Os autores demonstraram assim a importancia do namero de cargas do PS na
eficiéncia em PDI, uma vez que estas influenciam a interagcdo entre o PS e a membrana

celular da bactéria e a localizagdo do mesmo durante o tratamento.
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Figura 10- Estrutura dos PSs 14-17.
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1.4-Efeito fotodinamico antibacteriano de porfirinas cationicas 8-
substituidas

O numero de estudos encontrados na literatura sobre a fotoinativacao de estirpes
resistentes através da aplicacdo de porfirinas B-catidnicas em PDI, comparativamente as
porfirinas meso-cationicas, ¢ bastante mais reduzido. No entanto, existem alguns que

comprovam a sua eficacia.
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Investigadores da Universidade de Aveiro sintetizaram e demonstraram o
potencial de porfirinas mono-cationicas B-funcionalizadas com nucleos imidazol (Figura
11) em atuarem como PSs na fotoinativagio da bactéria de Gram-negativo
bioluminescente, E. coli.’” Os diferentes PSs foram estudados a diferentes concentracdes
(5, 10 e 20 uM), irradiados sob uma luz branca (380-700 nm) com irradiancia de 25,0
W/m?, durante um periodo maximo de 240 min. O PS 18a mostrou-se ser o mais eficiente,
tendo induzido uma reducao no sinal de bioluminescéncia de 4,1, 3,5 e 1,6 logs a 20, 10
e 5 uM, respetivamente. J& os derivados 18b e 18¢, a 20 uM, provocaram uma diminui¢ao
na viabilidade de 3,7 e 3,2 logs, respetivamente, enquanto que a uma concentracao de 10
uM, ambos promoveram uma reducao de, pelo menos, 3,1 logs no sinal vital da bactéria.
No entanto, quando estudados a uma concentracao de 5 uM nenhum destes derivados se
mostrou eficiente. As porfirinas 19 e 20, mesmo a uma concentracdo de 20 uM, nao
causaram qualquer efeito fotoinativador na estirpe bacteriana ao fim de 240 min. de

irradiancia.

Os resultados obtidos por estes investigadores, sdo demonstrativos da eficiéncia
destes derivados porfirinicos com nucleos imidazol em posi¢des B em atuarem como PSs
na fotoinativacdo de bactéria de Gram-negativo, nomeadamente E. coli. Os derivados
18a-c revelaram serem os mais eficientes, uma vez que possuem um caracter menos

hidrofobico do que aquele apresentado pelos PSs 19 e 20.
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Figura 11- Estrutura dos PSs 18a-¢,19 e 20.

Num outro estudo, também conduzido por investigadores da Universidade de
Aveiro, novos compostos foram avaliados como potenciais PSs na fotoinativagdo da
espécie bacteriana bioluminescente, E. coli.’! Desta forma, procederam a sintese de trés
derivados do tipo porfirina-terpiridina dicationicos (Figura 12) e avaliaram a eficiéncia
destes em atuarem como PSs em PDI, a 20 uM, sob irradiacdo de uma luz branca (380-
700 nm) com irradidncia de 4,0 mW/cm?. Apds 270 min. de irradiagdo os trés PSs
apresentaram resultados satisfatorios, tendo-se registado decréscimos no sinal de
bioluminescéncia da bactéria de 2,4, 1,4 e 2,0 logs induzidos pelos PSs 21, 22 e 23,
respetivamente. O grupo de investigadores estudou também a influencia da concentracao
do PSs na eficiéncia da terapia. Para isso, prepararam solucdes de 5, 10, 20 e 40 uM do
PS mais eficiente, 21, mantendo as restantes condi¢des de fotoinativacao iguais. O grupo
verificou que a eficacia de fotoinativagdo aumenta na presenca de concentragdes maiores,

tendo, no entanto, registado um plateau ao fim de 270 min. Conscientes que a irradiancia

da luz promove alteragdes na eficacia da terapia, os investigadores estudaram a eficiéncia
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do derivado 21, a 20 uM, sob uma irradiancia de 150 mW/cm?. Foram registadas reducdes

de 2,9, 4,0 e 5,4 logs apds 30, 60 e 210 min. de irradiagdo, respetivamente.

Os autores demonstraram, através deste estudo, a eficiéncia dos derivados
porfirina-terpiridina B-dicatidnicos em atuarem como PSs em PDI. O PS 21 revelou ser o
mais eficiente na geracio de 'O», 0 que se traduziu numa maior eficiéncia do tratamento
quando comparado com os restantes que, no entanto, também demonstraram uma elevada
capacidade de gerar esta espécie citotoxica. Os investigadores, com este estudo,
demonstraram que a concentragdo do PS, a habilidade em gerar 'O, a distribui¢do das

cargas e a irradiancia sdo parametros influentes na eficacia em PDI.
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Figura 12- Estrutura dos PSs 21-23.

Novos hibridos porfirina-imidazol -cationicos (Figura 13) demonstraram elevada
potencialidade em atuarem como PSs na fotoinativagdo da bactéria bioluminescente, E.
coli.®® Os quatro derivados B-cationicos foram estudados a duas concentragdes diferentes
(5 € 20 uM) em solugao, irradiados com luz branca (380-700 nm) com uma irradiadncia
de 25 mW/cm? durante 90 min. As porfirinas 24, 25, 26 e 27, a 20 pM, promoveram uma
redugdo de 3,85, 3,01, 0,63 e 1,44 logs no sinal vital da estirpe, respetivamente. A 5 uM
a redugdo observada foi, logicamente, inferior tendo-se registado decréscimos de 2,38,

1,86, 0,63 e 1,10 logs pelos derivados 24, 25, 26 e 27, respetivamente.

Os autores demonstraram que, apesar dos PSs sintetizados apresentarem apenas
uma carga positiva na sua estrutura, revelaram eficiéncia na fotoinativagdo da estirpe

bacteriana E. coli.
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1.5-Imobilizacao de PSs em materiais

O maior reconhecimento, por parte dos investigadores, da eficiéncia do tratamento
através da PDI tem, ndo sé, originado o desenvolvimento de novos PSs, como a
incorporagao dos mesmos em materiais solidos. Esta incorporagao, para além de permitir
um aumento na eficacia da técnica em diferentes contextos, como desinfecao de sangue,
de aguas residuais e de superficies, também acarreta diversas vantagens em relagdo ao
tradicional uso dos PSs em solugdo.?? A possibilidade de reutilizagdo dos PSs e a ndo
utilizacdao de solventes organicos permitem a criagdo de uma técnica mais econémica,
sustentavel e amiga do ambiente.’? A selecdo destes materiais, no entanto, nio deve ser
aleatéria e deve obedecer a uma série de padrdes que podem influenciar a eficacia do
tratamento, entre as quais se evidenciam: compatibilidade com o PS; estabilidade e forca
mecanica quando na presenca da irradiagdo de luz; métodos de sintese baratos e
facilmente reprodutiveis; boa permeabilidade de oxigénio de forma a se obter uma
eficiente formagio de 'O> e elevada biocompatibilidade de maneira a maximizar a

interacdo entre o suporte e 0 microrganismo.'®

1.5.1-Quitosana

A quitosana ¢ um biopolimero obtido através da N-desacetilagdo da quitina

presente no exoesqueleto dos crustaceos. E constituida por duas unidades estruturais, D-

35



glucosamina (GlcN) e N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc), ligadas entre si por ligagdes

B(1—4) (Figura 14).

Figura 14- Estrutura molecular da quitosana.

Devido a sua biocompatibilidade, a quitosana pode ser usada em diversas areas
como agricola, alimentar e farmacéutica. O facil processamento em diferentes formas
como filmes e géis, biodegradabilidade, atividade antimicrobiana e antioxidante, sdo
algumas das propriedades pelas quais este biopolimero ¢ tao, recorrentemente, aplicado
em diversos contextos.’* A atividade antimicrobiana deste material, depende de diversos
fatores entre os quais se destacam: o tipo de agente patogénico, o pH do meio e a

~ . 54 .. . . . .
concentragdo da quitosana.”” Esta, apresenta atividade antimicrobiana em meios com pH
inferior a 6,5 devido ao aumento de cargas positivas resultantes da protonagdo dos grupos
amina.>® Esta atividade pode ainda ser aumentada através da incorporacgdo covalente ou

3 56 . .
ndo-covalente de compostos como PSs.”® O mecanismo exato pelo qual a quitosana
exerce a sua atividade antimicrobiana ainda ndo ¢ totalmente compreendido. No entanto,
0 mecanismo mais aceite atualmente, assenta na ideia que ocorre a ligagao dos grupos
amina protonados da quitosana as células bacteriana, conduzindo a sua disrupgio.>* Sera
importante real¢car que os agentes antimicrobianos encontram-se subdivididos em duas
classes: os bactericidas, que sdo agentes que apresentam capacidade de matar as bactérias,
e os bacteriostaticos, que apenas inibem o crescimento bacteriano. A quitosana, tendo

. . 7. 57
sido reportada como um agente bacteriostatico.

Existem alguns estudos na literatura que comprovam o potencial deste material
como suporte de PSs em PDI. Um grupo de investigadores da Universidade de Aveiro
procedeu a imobilizacdo dos PSs 12, 28 e 29, (Figura 15) em quitosana e avaliou a

eficiéncia destes na fotoinativacdo da bactéria E. coli bioluminescente.’® Os autores
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avaliaram, primeiramente, a eficiéncia dos PSs 28 e 29 na fotoinativagdo da bactéria F.
coli bioluminescente, em solugdo, a 5 uM. Apds 120 min. de irradiagdo com luz branca
com irradidncia de 3,0 mW/cm?, o PS 29 promoveu um decréscimo de 3 logs na
viabilidade da bactéria, enquanto que o 28 induziu um decréscimo até ao limite de detecao
do método, ao fim do mesmo periodo. O resultado apresentado pelo PS 28 foi semelhante
ao apresentado pelo 12, que ¢ considerado um eficiente PS em PDI. Ap6s a imobilizagao
dos PSs na estrutura da quitosana, os investigadores avaliaram a eficiéncia dos materiais
na fotoinativagdo da mesma estirpe bacteriana, a 3 uM, sob as mesmas condig¢des de
irradiacdo. O PS 12 imobilizado em quitosana, mostrou ser eficiente, pois ao fim de 90
min., induziu um decréscimo de 4,1 logs na bioluminescéncia da bactéria. No que diz
respeito aos PSs 28 e 29, os resultados obtidos sdo indicativos da ineficacia no tratamento,
uma vez que ao fim de 90 min., apenas se registou decréscimos na viabilidade da bactéria
de 0,63 ¢ 0,31 logs, respetivamente.

A imobiliza¢dao dos PSs na estrutura da quitosana, resultou numa diminui¢do da
eficiéncia dos PSs 28 € 29. O mesmo fendmeno nao se observou apos a imobilizacdo do
PS 12, uma vez que este promoveu um decréscimo significativo no sinal de
bioluminescéncia da bactéria. Apds o estudo da habilidade destes PSs em gerar 'O,, os
autores observaram que os PSs livres possuem a capacidade de gerar esta espécie
citotoxica contundo, apds a imobilizagdo na estrutura da quitosana, apenas o PS 12
continuou a exibir essa capacidade, o que se traduziu na eficiéncia do tratamento por parte
deste PS quando incorporado em quitosana. Este estudo demonstra que as escolhas do PS
e do suporte ndo devem ser aleatdrias, uma vez que influenciam, significativamente, a

eficiéncia do tratamento.
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Figura 15- Estrutura dos PSs 28 e 29.
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Num outro estudo, desenvolvido na Universidade de Aveiro, os investigadores
estudaram a eficiéncia dos PSs 30-33 (Figura 16) imobilizados na estrutura da quitosana
na fotoinativacio da bactéria de Gram-positivo Listeria innocua.’® Os diferentes
materiais, com o PS a 0,2 umol, foram irradiados por uma luz branca (400-800 nm) com
uma irradidncia de 10 mW/cm?, durante 24 horas, com o intuito de impedir a adesdo das
células bacterianas e consequente formacao do biofilme. Os autores observaram que todos
os PSs estudados promoveram reducdes na concentracao das células bacterianas quando
comparados aos resultados obtidos pelo controlo (Idmina de vidro). A quitosana, mesmo
sem a imobilizacdo do PS, também registou uma reducdo na adesdo das células
bacterianas, quando comparada hé observada pelo controlo, evidenciando a sua atividade
antimicrobiana intrinseca. A formacdo do biofilme por parte desta bactéria foi
praticamente inibida pelos PSs 30 e 32, que revelaram ser os mais eficientes. Os PSs 31
e 33 imobilizados em quitosana evidenciaram resultados satisfatorios, mas menos
eficientes, uma vez que apresentam menos capacidade de gerar 'O> do que os PSs 30 e
32.

Os autores demonstraram a eficiéncia dos PSs 30-33 imobilizados em quitosana
na prevencao da adesdo das células bacterianas impendido a formagdo do biofilme. A
capacidade de gerar 'O, por parte destes PSs, mesmo apds a imobilizagdo, permitiu a
obten¢do de resultados eficientes. Os investigadores evidenciaram ainda a atividade
antimicrobiana intrinseca da quitosana, demonstrando que esta ¢ potencializada apos a

incorporacdo de um PS.
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Figura 16- Estrutura dos PSs 30-33.
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A aplicagdo da quitosana como suporte de PSs para tratamento através da PDI
tem sido empregue em outras areas, nomeadamente na alimentar. Buchovec e
colaboradores®, procederam a imobilizacdo da clorofilina na estrutura da quitosana com
o intuito de fotoinativar a bactéria Salmonella enterica presente na superficie de
morangos. Os autores avaliaram a eficiéncia do complexo clorofilina-quitosana (1,5 x 10
>M - 0,1 %), sob irradiacdo de luz (405 nm) com uma irradidncia de 38 J/cm?, na
fotoinativagdo desta estirpe de Gram-negativo. Apos 30 min. de incubagdo, o complexo
promoveu um decréscimo de 2,2 logs na viabilidade da bactéria, enquanto que a presenca
apenas da quitosana resultou num decréscimo de 0,6 logs. A eficacia deste complexo foi
também avaliada na fotoinativagdo de leveduras/bolores presentes na superficie dos
morangos. Nas mesmas condi¢des de irradiagdo, e ao fim de 30 min., observou-se um
decréscimo de 1,4 logs na viabilidade destes microrganismos. Decréscimo este superior
ao observado na presenca apenas da clorofilina (0,9 logs) ou da quitosana (0,4 logs).

Este estudo ¢ indicativo da diversificada aplicacao da quitosana na fotoinativagao
de microrganismos através da PDI. Os autores demonstraram a eficiéncia no tratamento
de uma bactéria de Gram-negativo presente na superficie dos morangos através da PDI,
recorrendo a um complexo clorofilina-quitosana. Os resultados sdo reveladores do
aumento da eficiéncia no tratamento ap6s a imobilizacdo de um PS na estrutura da

quitosana.

1.5.2-Amido

O amido ¢ um dos biopolimeros mais abundantes do mundo, sendo o carbohidrato
mais comum da dieta humana. Estruturalmente, este polissacarideo ¢ constituido por
varias unidades de 1,4-D-glucose que podem ser subdivididas em duas formas principais:
amilose e amilopectina (Figura 17).°! Existem diversas fontes naturais de amido, e a sua
abundancia ¢ responsavel pelo reduzido custo associado a este tipo de materiais sendo,
claramente, uma opg¢do muito viavel aos combustiveis fosseis. Este polimero apresenta
uma elevada compatibilidade com tecidos bioldgicos, o que aumenta a eficacia do
tratamento. Este biopolimero apresenta propriedades oticas (transparente), organoléticas
(sem odor e sem sabor) e fisicas (excelente permeabilidade ao CO2 e O2) que sdo ideais

na formacdo de filmes.®
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Figura 17- Estrutura do amido.

Atualmente, ainda ndo existem muitos estudos referentes a potencial aplicacao de
filmes de amido em PDI ou PDT. No entanto, Saboktakin e colaboradores®?, conduziram
um estudo onde constataram as potenciais vantagens de incorporar um PS na estrutura do
amido. O grupo de investigacdo procedeu a sintese de um hidrogel de amido
carboximetilado usando dextrano de sulfato como polimero polianiénico, com o intuito
de encapsular a 5, 10, 15, 20-tetraquis(3-hidroxifenil)porfirina. Os autores observaram
que, apds a encapsulacdo, o PS demonstrou maior capacidade de geracdo de 'O.. Esta
constatacdo pode ser justificada pelo aumento da solubilidade deste composto, evitando
que este se agregue e, consequentemente, esteja mais disponivel para gerar ROS.
Observaram também que a encapsulagcdo impediu que ocorresse a libertacao do PS por
acdo das extremas condi¢des promovidas pelo meio, como variagdes de pH. O grupo
demonstrou que a pH 7,4, a 37 °C, o PS mantem-se retido durante, aproximadamente 3
horas, sendo totalmente libertado ao fim de 10 horas. Esta protecdo permite que o PS se
mantenha retido na estrutura do hidrogel aumentado a eficiéncia do tratamento,

nomeadamente pela maior taxa de libertacao do PS nos locais desejados.

1.5.3-Micelas

A natureza hidrofobica da maior parte dos PSs, incluindo as porfirinas, resulta na
agregacao destes em meio aquoso reduzindo a eficacia do processo de PDI. Esta redugao
¢ promovida pela diminui¢do da formacdo de 'Oz, uma vez que este sofre um efeito de
quenching por parte do mesmo (self-quenching).®* A aplicacdo das micelas (Figura 18)

122

como transportadores de PSs tem-se revelado muito promissor em PDI**, uma vez que
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induz uma alteracdo na solubilidade do PS evitando que este se agregue em ambientes
aquosos. A preparagdo deste tipo de material € bastante simples e econdmica o que o torna

bastante vantajoso em relacdo a outros transportadores, como lipossomas.®

Figura 18- Estrutura representativa de uma micela.

Polivinilpirrolidona (PVP) ¢ um polimero sintético obtido através da
polimerizacdo do mondémero N-vinilpirrolidona. Este material apresenta diversas
caracteristicas que permitem a aplicacdo do mesmo em diversas areas como farmacéutica,
medicinal, alimentar e cosmética. O PVP ¢ soluvel em diversos solventes, como agua,
etanol, metanol, entre outros, ndo apresenta toxicidade, € resistente a temperatura, estavel
as variagdes de pH e apresenta elevada afinidade para PSs hidrofilicos e hidrofobicos.®¢
Na literatura, de entre as diversas potenciais aplicacdes, encontramos relatos

demonstrativos da potencialidade deste material em atuar como veiculo de transporte de

drogas em PDT ou PDI, por exemplo.

Gomes e colaboradores®®, avaliaram a eficiéncia fotodindmica dos PSs 34a-f
(Figura 19) incorporados em micelas de PVP na fotoinativa¢do de células humanas do
cancro da bexiga (linha celular HT-1376), e compararam os resultados aos obtidos nas
células ARPE-19, que foram utilizadas como controlo. Os investigadores observaram que
todos os PSs incorporados nas micelas de PVP demonstraram capacidade de gerar 'O,
apresentando ainda fotoestabilidade nas condi¢des de estudo recriadas. Os PSs foram
incubados com as diferentes células no escuro durante 4 horas, seguindo-se um periodo
de irradiacdo de 40 min. com luz branca com irradiancia de 20 mW/cm?. Todos os PSs
demonstram-se eficientes na fotoinativagdo das células da linhagem HT-1376, revelando
um efeito fotodindmico inferior nas células ARPE-19. Esta constatacdo revela a

importancia da unidade triazol no efeito citotoéxico dos PSs em células tumorais.
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Os autores demonstraram a eficiéncia fotodinamica dos PSs incorporados em
micelas de PVP, tendo registado decréscimos superiores a 30% na viabilidade da linha
celular HT-1376, quando estudados a 10 uM. O efeito citotoxico dos PSs nas células
ARPE-19 foi sempre inferior ao registado na linha celular HT-1376, demonstrando o
potencial destes compostos em atuarem como PSs em PDT, uma vez que sdo seletivos
para as cé€lulas tumorais. Os autores relataram ainda que o PVP ndo promoveu
decréscimos significativos na viabilidade de nenhuma linha celular estudada,

demonstrando que este ndo apresenta um caracter citotoxico em relagdo as células.
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Figura 19- Estrutura dos PSs 34a-f.

Pehlivan e colaboradores®’, avaliaram a eficiéncia do complexo de Zn(Il) da
ftalocianina [Zn(I)-Ft] (Figura 20) na fotoinativa¢ao das células MDA-MB-231 (linha
celular do cancro da mama). Os autores compararam os resultados obtidos pela Zn(II)- Ft
quando incorporada em micelas de PVP, com os obtidos quando esta se encontra
solubilizada em agua ou DMSO. Apo6s um periodo de incubacao de 24 horas entre o PS
e as cé¢lulas MDA-MB-231, os autores procederam a irradiacdo durante 6 min. com uma
irradiancia de 10 mW/cm?. Apds este periodo, observou-se que seria necessario que o PS
apresentasse uma concentragao de 0,11 uM quando imobilizado em micelas de PVP para
registar um decréscimo de 50% na viabilidade das MDA-MB-231. A mesma
concentragdo ¢ necessaria para obter um decréscimo semelhante, quando o PS se encontra
solubilizado em DMSO. Quando se apresenta solubilizado na agua, ¢ necessaria uma
concentracdo de 0,19 pM. A inibicdo completa da viabilidade das MDA-MB-231 ¢
alcangada na presenca do PS a uma concentragao de 0,28, 0,16 ¢ 0,31 uM quando este se

encontra solubilizado em micelas de PVP, DMSO e 4gua, respetivamente.
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Os resultados obtidos sdo demonstrativos da eficiéncia deste PS incorporado em
micelas de PVP na fotoinativagdo das células MDA-MB-231. A solubilizacao do PS em
DMSO revelou ser a formulagdo mais eficiente, no entanto os resultados obtidos para a
formulacdao em PVP sdo demonstrativos da enorme potencialidade deste material em

atuar como veiculo de transporte de PSs.
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Figura 20- Estrutura do PS Zn(II)-Ft.

Devido ao aumento da utilizagdo da PVP em projetos de investigacdo cientifica,
foi necessario avaliar a potencial toxicidade do material. Os estudos desenvolvidos neste
ambito, demonstraram que a PVP atua como substincia inerte, ndo apresentando
toxicidade quando administrado quer por via oral quer de forma topica. Além disso, ficou

também demonstrado que a PVP nio despoleta reagdes alérgicas ou irritativas.5”7°

1.5.4-Nitreto de Carbono Grafitico

Nitreto de Carbono Grafitico (g-C3N4) € um tipo de material a base de moléculas
de carbono e azoto (Figura 21) que tem, recentemente, despertado interesse junto dos
investigadores cientificos devido as suas potencialidades.”! Este tipo de material
apresenta propriedades semicondutoras, alta estabilidade sob condi¢des fisiologicas,
excelente biocompatibilidade, fotorresponsividade e fotoabsorcio intrinseca.”” Para além
destas caracteristicas, o carbono e o azoto sdo elementos bastante abundantes
possibilitando uma sintese simples e econdmica. Neste material nao ocorre a incorporagao
do PS no mesmo, mas sim a adsor¢ao permitindo que este apresente uma maior liberdade

podendo ser traduzida em melhores resultados.”
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Na literatura, podemos encontrar relatos da potencial aplicagdo deste tipo de
material em diversas areas, nomeadamente em PDT, onde pode atuar como PS ou como
veiculo de transporte de drogas.”*”® Lin e colaboradores’, conduziram um estudo onde
demonstraram a eficiéncia deste material em atuar como PS em PDT, ¢ ainda a sua
capacidade de atuar como veiculo de transporte de drogas sensivel ao pH. Os autores,
observaram que, nas mesmas condigdes experimentais, as nanofolhas de g-C3Ni
apresentam maior capacidade de geracdo de ROS do que “quantum dots” (GQDs), que
tém sido utilizados em PDT. A potencial eficicia das nanofolhas de g-C3N4em PDT, foi
avaliada através da andlise da viabilidade de células HeLa. Apds um periodo de incubagdo
de 12 horas com as nanofolhas de g-C3N4, a uma concentra¢do de 100 pg/mL, sob uma
irradiacio de 20 mW/cm? durante 10 min., obteve-se um decréscimo de,
aproximadamente, 80% na viabilidade das células. A influéncia do tempo de irradiagao
na eficiéncia do tratamento foi observada através da irradiagdo das nanofolhas de g-C3Na,
a 50 ug/mL sob as mesmas condi¢des de irradiacdo. Os resultados obtidos foram
indicativos de que o decréscimo da viabilidade aumenta quanto maior o tempo de
irradiacdo, tendo-se registado um decréscimo de, aproximadamente, 30% apds 20 min.
de irradiagdo. Este grupo de investigagao demonstrou ainda a elevada capacidade que este
tipo de material apresenta como veiculo de transporte de drogas. Os autores procederam
a incorporagdo de Doxorrubicina (DOX), que ¢ uma droga utilizada no tratamento de
diversos cancros, na estrutura das nanofolhas de g-C3N4 e observaram que, quando o pH
do meio ¢ inferior a 5, ocorre uma maior libertagdo da droga, permitindo assim que esta
atue no alvo de forma mais direta. Durante este estudo, os autores também observaram
que a pH superior (7 ¢ 9) a quantidade de droga libertada ¢ bastante inferior, e que as
nanofolhas de g-C3Ns possibilitam que esta se encontre estdvel em meios neutros e

basicos.

Investigadores da Universidade de Aveiro procederam a adsorcao, através de um
método de impregnagao, de diferentes porfirinas na estrutura do g-C3N4, com o intuito de
avaliar a atividade fotocatalitica para a geracdo de Hidrogénio (H>), sob irradiagdo UV-
Vis e visivel.?® Este estudo permitiu constatar que as porfirinas, mesmo adsorvidas neste
tipo de material, conseguem transferir a energia (eletrdes) do seu estado excitado para o

g-C3N4, potencializando a producao fotocatalitica de Ho.
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Figura 21- Estrutura quimica do Nitreto de Carbono Grafitico (g-C3Ns).

A presente dissertagao teve como objetivo a sintese de hibridos porfirina-imidazol
[-cationicos, a sua incorporacdo em micelas de PVP e a imobiliza¢do destes derivados
em materiais solidos (amido, quitosana e g-C3N4). A incorpora¢do/imobilizagdo dos PSs
teve como proposito proporcionar a extensdo do tratamento através da PDI para outros
contextos, como a fotoinativacdo de microrganismos em sangue, dgua ou superficies.
Neste trabalho, apds o estudo da capacidade de geragdo de 'O, e da estabilidade perante
a irradiacao de luz, a efici€ncia fotodinamica, em solugao, dos PSs livres, das formulagdes
em PVP e dos materiais solidos foi avaliada na inativacao de bactérias resistentes a

antibioticos, nomeadamente E. coli e MRSA.

2- Derivados porfirina-imizadol -cationicos: Sintese, incorporaciao em
micelas de PVP e imobilizacio em filmes de amido e de quitosana e em
nitreto de carbono grafitico.

2.1-Preambulo

Este capitulo visa descrever a sintese de derivados porfirina-imidazol [3-
cationicos, a sua incorporacao em micelas PVP e a imobilizacdo em filmes de amido e
quitosana e carbono nitreto grafitico, tendo como objetivo a preparacao de novos hibridos
com potencial aplicagdo em PDI. A incorporacdo e imobilizacdo em diferentes materiais
acarreta diversas vantagens, entre as quais se destaca: a reutilizagdo do PS e a nao
utilizacao de solventes organicos, permitindo assim a extensdo da técnica para diversos

contextos, nomeadamente sangue ou agua. De forma a proceder a sintese dos derivados
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porfirina-imidazol B-catiénicos 36a e¢ 24 (por uma questdo de simplificagdo este
composto ird ser designado e representado por 36b), foi necessario, inicialmente,
sintetizar os correspondentes derivados neutros 35a ¢ 35b (Esquema 3). O método
sintético utilizado na sintese destes derivados neutros, envolveu a preparagao da 2-formil-
5,10,15,20-tetrafenilporfirina (TPP-CHQO), a partir do complexo de cobre(Il) da
5,10,15,20-tetrafenilporfirina (Cu(II)-TPP), através de uma reacdo de formilacdao de

Vilsmeier-Haack.

2.2-Sintese dos derivados porfirina-imidazol neutros 35a,b

Os imidazo6is, sdo compostos aromaticos nitrogenados de cinco lados de grande
ocorréncia natural e com uma vasta diversidade de aplicacdes. Algumas das aplica¢des
destes heterociclos com maior reconhecimento na area da satde, encontram-se
relacionadas com a sua atividade anti-inflamatoria, antibiotica, antimicrobiana, fungicida
e citotoxica.”® Na Figura 22, encontram-se representados alguns exemplos de farmacos
que possuem, na sua estrutura, o anel imidazol, e que confirmam o alargado espetro de
acao destes compostos. O cetoconazol ¢ utilizado derivado a sua atividade antifingica, o
etomidato ¢ um anestesiante hipnotico, enquanto que o mercaptopurina ¢ usado no

tratamento do cancro ¢ de doengas auto-imunes.
N
8
¢ o,

s
N— H
0 —\ O>/ N
7 N N
>\—N N— >—ovi[o/’©\ \Q; <\Nf: J
el H
cl

cetoconazol etomidato mercaptopurina

Figura 22- Estrutura de farmacos derivados do imidazol.

De forma a obter os derivados porfirina-imidazol neutros 35a,b, foi necessario
sintetizar o precursor TPP-CHO através da introdu¢do de um grupo formilo numa
posigao B-pirrolica da TPP, seguindo-se um mecanismo baseado na reagao de Vilsmeier-
Haack. A TPP-CHO foi obtida através da dissolu¢do do complexo Cu(II)-TPP em

CH2Cl, adicionando-se, em simultaneo, cloreto de fosforilo (POCI3) e dimetilformamida
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(DMF), que sdo responsaveis pela formacao do reagente de Vilsmeier (Esquema 2). A
mistura reacional foi deixada sob agitagdo a 80 °C durante a noite, possibilitando assim a
formacdo do sal de iminio. A descomplexagdo deste intermediario foi obtida por
tratamento com &cido sulfurico, seguido da hidrolise basica na presenca de hidroxido de
sodio. Utilizando este procedimento evita-se a formacdo da ciclizacdo intramolecular
entre o grupo formilo e o anel fenilo adjacente. A analise por TLC permitiu constatar a

formagdo de um novo composto, que foi purificado e obtido com um rendimento de 66%.
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Esquema 2- Sintese da TPP-CHO.

A sintese dos compostos 35a,b foi obtida através da metodologia descrita por

Radziszewski, em 1882, que permite a sintese de imidazodis a partir da reacdo de um
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reagente dicarbonilado com um aldeido, na presenca de acetato de aménio (Esquema 3).”’
Embora a sintese de ambos os compostos seja baseada numa reagao do tipo Radziszewski,
existem diferengas no procedimento experimental. Na sintese do composto 35a ¢ usado
um derivado diamina (o-fenilenodiamina) em vez do derivado dicarbonilado. Esta
adaptacdo evita assim a adi¢do de acetato de amonio a reagdo, que tem como propdsito a
obtencdo do amoniaco que reage com o carbono do grupo carbonilo da porfirina,
promovendo a formag¢ao da diamina. Na sintese do composto 35b ¢ adicionado o reagente
dicarbonilado (benzil), sendo necessario a adi¢do do acetato de amonio pelas razdes

explicadas anteriormente.

No caso do composto 35a’, este foi preparado através de uma reagiio de
condensacdo entre a TPP-CHO e a o-fenilenodiamina, na presenca de quantidades
cataliticas (0,6 mol%) de y-fosfato de zirconio (y-ZrP), em o-diclorobenzeno a refluxo,
durante 6 horas. A adicdo do catalisador y-ZrP, permitiu a reducio do tempo de reagdo e
o aumento do rendimento da mesma?’. Apds o periodo de reagdo, a andlise por TLC
confirmou a formagao de um novo composto e o consumo total do composto de partida.
Apobs o “workup” da reacdo, procedeu-se a sua purificacdo por coluna cromatografica.
Primeiramente foi efetuada a elui¢do apenas com hexano para remover o o-
diclorobenzeno, usado como solvente da reagdo, e de seguida, utilizou-se uma mistura

CH2Clz2/hexano como eluente. O composto 35a foi obtido com um rendimento de 90%.

Relativamente & formagio do composto 35b%%, a reagio entre o acetato de aménio
e o carbono do grupo carbonilo da porfirina promoveu a formagao da diamina, uma vez
que a dissociagao do acetato de amonio em amoniaco e acido acético promove a reagao
entre ambos. Uma vez formada, a diamina reagiu com o derivado dicarbonilado, benzil,
em tolueno/acido acético (5:1), a refluxo, formando o respetivo imidazol. A adi¢dao do
acido acético teve como propdsito a protonagdo do grupo carbonilo catalisando a reagao
entre 0 amoniaco ¢ o carbono do grupo carbonilo. A reacao foi controlada através da
analise por TLC, sendo que ao fim de 3 horas comprovou-se a formag¢do de um novo
composto € o consumo total do composto de partida. Procedeu-se a neutralizacdo do
mesmo com bicarbonato de sodio e elaborou-se uma coluna cromatografica em CH>Cla,

tendo-se obtido o composto 35b com um rendimento de 87%.
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As estruturas de ambos os compostos foram confirmadas por espectroscopia de

'"H RMN e espectrometria de massa (MS-ESI), e espectroscopia de absorcio UV-vis, e

estdo de acordo com o apresentado na literatura.?’-?8
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Esquema 3- Sintese dos derivados porfirina-imidazol neutros 35a,b através da reagao de Radziszewski.

2.3-Sintese dos derivados porfirina-imizadol -cationicos 36a,b

Os derivados cationicos 36a,b foram preparados a partir das respetivas formas
neutras 35a,b através da quaternizagdo/alquilacdo dos azotos do anel imidazol usando

iodeto de metilo como agente alquilante. As reagdes de alquilacao dos compostos 35a,b
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foram realizadas num tubo selado, em N, N’-dimetilformamida (DMF) durante 60 horas,
a 40 °C, na presenca de um excesso de iodeto de metilo (Esquema 4). Apds o periodo de
reacdo, a analise do TLC, mostrou o consumo total dos reagentes de partida 35a,b
comprovando a formagdo de compostos mais polares. Os compostos sintetizados foram
precipitados em éter etilico e o excesso de iodeto de metilo foi destruido através da reacao
com uma solucdo de dietilamina. Os derivados porfirinicos mono-cationicos 36a ¢ 36b
foram obtidos com rendimentos de 91 e 89%, respetivamente. As estruturas de ambos os

compostos foram confirmadas por 'H RMN, MS-ESI (+) e espectroscopia de absorg¢io

UV-vis, e estdo de acordo com o apresentado na literatura.?”-?
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Esquema 4- Sintese dos compostos 36a,b através da alquilacdo dos compostos 35a,b.

Os espetros de absorcao dos respetivos derivados porfirina-imidazol neutros e [3-

cationicos 35,36a e 35,36b, em DMF, encontram-se representados na Figura 23. Através

da analise destes, podemos constatar que se tratam de espetros tipicos de meso-tetraaril
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porfirinas B-substituidas, uma vez que € percetivel o aparecimento de uma banda de maior
intensidade designada banda Soret, e ainda 4 bandas Q de menor intensidade. Os espetros
de ambos os compostos neutros e [-cationicos sao bastante idénticos, diferenciando-se
apenas em pequenos desvios hipsocrémicos no aparecimento da banda Soret. No caso da
porfirina 35a a banda Soret surge a 421 nm, enquanto que no espetro respetivo ao
derivado B-cationico 36a esta surge a 423 nm. No espetro referente a porfirina 36a a
banda Soret aparece centrada a 420 nm, sendo que no respetivo derivado cationico 36b
esta surge a 423 nm. As bandas Q surgem, em ambos 0s compostos neutros e B-cationicos,
num intervalo entre 518 e 690 nm, ndo se tendo registado alteragdes significativas apds a
alquilag@o dos derivados neutros. Podemos ainda concluir que, devido ao facto de se ter
registado o aparecimento de uma banda intensa, Soret, os derivados neutros e B-catiénicos

ndo agregam em DMF.
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Figura 23- Espetros de absor¢ao dos derivados neutros e B-catiénicos 35,36a (A) e 35,36b (B) em DMF,
a temperatura ambiente ([35,36a] = [35,36b] =3 x 10 M).

Os espetros de absor¢do, no estado solido, das porfirinas B-cationicas 36a,b,
diluidas em oxido de magnésio, encontram-se representados na Figura 24. O facto dos
compostos se apresentarem no estado s6lido promove algumas alteracdes nos espetros de
absor¢ao quando comparados aos obtidos pelos mesmos compostos em solugdo (Figura
23). Embora que seja possivel observar que se tratam de espetros tipicos de meso-tetraaril
porfirinas [B-substituidas pelo aparecimento da banda Soret e das 4 bandas Q, a
intensidade das bandas Q ¢ mais idéntica a banda Soret, 0 que ndo se observa para os
espetros em solucdo. No espetro de absor¢ao da porfirina 36b ¢ possivel observar que a
banda Q I tem, aproximadamente, a mesma intensidade da banda Soret. Esta constatacao
pode ser justificada pelo facto de estas porfirinas se apresentarem no estado soélido,

resultando numa maior tendéncia para se agregarem, resultando numa diminui¢dao da
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intensidade da absor¢do. Foram também observados pequenos desvios hipsocrémicos no
aparecimento da banda Soret em relagdo aos espetros referentes as porfirinas
solubilizadas em DMF, nomeadamente um desvio para o vermelho de 8 ¢ 6 nm nas
porfirinas 36a e 36b, respetivamente. No caso das bandas Q, estas surgem, em ambas as

porfirinas, num intervalo entre 526 e 699 nm.
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Figura 24- Espetros de absor¢ao no estado solido dos derivados B-catiénicos 36a (A) e 36b (B)
“diluidos” em 6xido de magnésio (MgO), a temperatura ambiente.

2.4-Incorporacio dos derivados porfirina-imidazol B-cationicos
36a,b em micelas de PVP

A incorporacao dos PSs 36a,b na estrutura da PVP, originou as formula¢des PVP-
36a ¢ PVP-36b e envolveu um processo experimental bastante simples que se encontra
representado no Esquema 5. A PVP ¢ um polimero soluvel em meio aquoso, formado
através da polimerizagdo do mondémero N-vinilpirrolidona. Esta incorporacao em PVP,
confere uma maior solubilidade ao PS, impedindo que este se agregue em meio aquoso.
A sintese dos PSs PVP-36a e PVP-36b, envolveu a solubilizagdo da N-vinilpirrolidona,
assim como dos derivados porfirinicos 36a,b (10% m/m), num volume minimo de
cloroféormio. Apos a solubilizagdo de ambos os componentes, procedeu-se a mistura de
ambos até obter uma mistura homogénea. De seguida procedeu-se a evaporacao do
solvente, e secagem a 40 °C durante 48 horas, resultando num s6lido de cor acastanhada,
que foi dissolvido em 1,67 mL de 4gua destilada. Estas solu¢des aquosas das formulacdes
PVP-36a,b foram posteriormente usadas como solugdes stock para a sua caracterizagdo

e utilizagdo como PSs nos estudos de fotoinativagao de microrganismos através da PDI.
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Esquema 5-Representagdo esquematica da incorporag@o dos PSs 36a ¢ 36b em micelas de PVP, PVP-
36a,b.

2.5-Imobilizacdo dos derivados porfirina-imidazol -cationicos 36a,b
em filmes de amido, A-36a,b

A sintese dos materiais A-36a ¢ A-36b foi obtida através da incorporagdo dos
derivados porfirina-imidazol -cationicos 36a,b (1% m/m) em filmes de amido (Esquema
6), com o proposito de obter filmes potencialmente eficientes em PDI. Primeiramente,
preparou-se uma dispersao de amido liofilizado e glicerol em 4gua destilada, e aqueceu-
se a mistura a 95 °C durante 30 min., sob agitacdo magnética, de forma a promover a
gelatinizagdo da mistura. O glicerol ¢ adicionado como agente plastificante
providenciando flexibilidade e elasticidade ao filme. Apos este periodo, manteve-se a
mistura a mesma temperatura e, sob vigorosa agitacdo, adicionou-se lentamente os
compostos 36a,b dissolvidos em 3 mL de EtOH, com o intuito de promover a
incorporacdo destes na estrutura do amido. A solubilizagdo dos derivados porfirina-
imidazol B-cationicos 36a,b em EtOH, em vez de nos solventes mais recorrentemente
usados para a solubilizacao deste tipo de porfirina (DMF ou DMSO), ¢ justificada pelo

facto destes solventes apresentarem pontos de ebuli¢do superiores a temperatura da
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reacdo (DMF-153 °C e DMSO-189 °C). Uma vez que a 95 °C ndo ocorreria a ebuli¢ao
destes solventes, estes poderiam interferir com a estrutura do amido, inviabilizando a
sintese do filme. O EtOH apresenta um ponto de ebuli¢do de, aproximadamente, 78 °C

sendo facilmente evaporado nas condi¢des de reagao.

Na primeira tentativa, foi visivel a precipitagdo dos compostos 36a,b a medida
que foram adicionados a mistura e, apds a desgaseificagdo em vacuo, foi nitido a
visualizagdo das porfirinas precipitadas, pois nao se encontravam dispersas
uniformemente no filme (Figura 25A). De forma a evitar a precipitagdo dos compostos,
decidiu-se promover a alteracdo de algumas condi¢cdes de reacdo, nomeadamente
aumentar o volume de EtOH para 7 mL com o proposito de facilitar a solubilizagao dos
compostos, sonicar a solu¢ao antes da adi¢ao a mistura e manter a solucao aquecida até a
adicdo. Apos estas alteracdes, ndo se verificou a precipitagdo dos compostos 36a,b
quando estas foram adicionadas a mistura, pelo que se procedeu a desgaseificagdo sob
vacuo e verteu-se a solucdo final para os suportes solidos de acrilico, colocando em cada
um 21 g da solugdo (Figura 25B). Estes moldes foram guardados na estufa a 25 °C durante
anoite, de forma a ocorrer a evaporacao do solvente. Apds este periodo, os filmes obtidos
foram retirados dos moldes e armazenados numa camara de humidade controlada com
uma solucdo de nitrato de magnésio (51% de humidade), pelo menos durante 5 dias. Os
filmes de amido utilizados como controlo, foram sintetizados segundo o mesmo

procedimento experimental com exce¢do da adi¢do das porfirinas 36a,b.
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Esquema 6-Representacdo esquematica da preparagdo dos hibridos A-36a,b através da imobilizagdo dos

PSs 36a,b em filmes de amido.

Figura 25- Imagem representativa dos filmes resultantes da imobilizagdo das porfirinas 36a,b em filmes
de amido. Na Figura 25A encontra-se representado o filme de amido evidenciando a precipitagdo das
porfirinas. A Figura 25B ¢ representativa do resultado apds as modificagdes das condi¢des de reagao.

55



A formacao dos hibridos A-36a,b foi confirmada pela comparacdo dos espetros
de absor¢do, no estado soélido, dos filmes de amido com e sem a imobilizacdo das

porfirinas 36a,b (Figura 26).

Através da analise do espetro referente ao filme de amido sem os derivados
porfirina-imidazol B-catidénicos, podemos constatar que este ndo possui nenhuma banda
de absorcdo na regido de estudo (350 — 750 nm). No entanto, ao analisar os espetros
referentes aos filmes A-36a,b ¢ visivel o aparecimento de uma banda de maior
intensidade centrada entre os 350 e os 450 nm, designada banda Soret, e de 4 bandas Q
de menor intensidade entre os 500 e 700 nm, caracteristicas das meso-tetra-arilporfirinas
de base livre. Uma vez que o espetro referente ao filme de amido ndo absorve nesta regido
e, apos a imobilizacdo dos PSs 36a,b, obtemos espetros tipicos deste tipo de porfirinas,
podemos afirmar que a imobilizacdo das porfirinas 36a,b em filmes de amido foi
realizada com sucesso. A imobilizagdo dos compostos 36a,b em amido, promoveu
pequenos desvios hipsocrémicos no aparecimento da banda Soret em comparagdo com
os espetros obtidos pelas porfirinas livres, uma vez que esta aparece a 425 e 416 nm no

A-36a e A-36b , respetivamente.
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Figura 26- Espetros de absor¢do no estado solido do filme de amido e dos hibridos resultantes da

imobilizagdo das porfirinas 36a,b, A-36a ¢ A-36b, a temperatura ambiente.
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2.6- Imobilizaciao dos derivados porfirina-imidazol -cationicos
36a,b em filmes de quitosana, Q-36a,b

A sintese dos materiais Q-36a ¢ Q-36b foi obtida através da incorporacdo das
porfirinas 36a,b (1% m/m) em filmes de quitosana, com o objetivo de obter filmes de
quitosana potencialmente eficientes em PDI (Esquema 7). A sintese destes materiais
iniciou-se com a solubilizagdo da quitosana em meio acido. Uma vez que a quitosana ¢
uma base fraca, pelo que ndo ¢ soluvel em meio neutro, é necessario a acidificagao do
meio de forma a promover a protonagio dos grupos amina tornando a molécula solavel.”®
Deste modo, dissolveu-se a quitosana recorrendo a uma solugdo aquosa de 4cido acético
(0,01 M), e a mistura foi deixada a temperatura ambiente, sob agitagdo, overnight. De
seguida, filtrou-se a mistura através de um funil de placa porosa dado que, apesar da
quitosana ser para uso laboratorial, continua a apresentar impurezas. Apos a filtragao,
adicionou-se o glicerol como agente plastificante, e aqueceu-se a mistura a 50 °C durante
10 min. De seguida, adicionou-se, lentamente, as porfirinas 36a,b solubilizadas em 7 mL
de EtOH, sob agitagdo vigorosa. Apos a mistura apresentar um aspeto homogéneo,
procedeu-se a sua desgaseificagdo sob vacuo, e a mistura final foi vertida em suportes
solidos de acrilico, colocando em cada molde 31 g da solugdo (Figura 27). Estes moldes
foram guardados numa estufa a 35 °C durante a noite, de forma a ocorrer a evaporagao
do solvente. Apo0s este periodo, os filmes foram retirados dos moldes e armazenados numa
camara de humidade controlada com uma solug¢do de nitrato de magnésio (51 % de
huidade), onde ficaram durante, pelo menos, 5 dias. Os filmes de quitosana utilizados
como controlo, foram sintetizados segundo o mesmo procedimento experimental com

excec¢ao da adigcao dos PSs 36a,b.
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Esquema 7- Representagdo esquematica da preparagdo dos hibridos Q-36a,b através da imobilizagdo dos

PSs 36a,b em filmes de quitosana.

Figura 27- Imagem representativa dos filmes resultantes da imobilizagdo das porfirinas 36a,b em filmes

de quitosana.
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A formagdo dos hibridos Q-36a,b foi confirmada pela comparagdo dos espetros
de absor¢do, no estado sélido, dos filmes de quitosana com e sem a imobilizacdo das

porfirinas 36a,b (Figura 28).

Através da andlise do espetro referente ao filme de quitosana sem os derivados
porfirina-imidazol B-cationicos, podemos constatar que este apresenta uma banda de
absor¢ao mais intensa a 350 nm. No entanto, ao analisar os espetros referentes aos filmes
Q-36a,b e a imagem do observado para os filmes de A-36a,b, ¢ visivel o aparecimento
de uma banda de maior intensidade centrada entre os 350 e os 450 nm, designada banda
Soret, e de 4 bandas Q de menor intensidade entre os 500 e 700 nm, caracteristicas das
meso-tetra-arilporfirinas de base livre. Uma vez que o espetro referente ao filme de
quitosana apenas absorve na regido dos 350 nm e, apods a imobiliza¢ao dos PSs 36a,b,
obtemos espetros tipicos deste tipo de porfirinas, podemos afirmar que a imobilizagdo das
porfirinas 36a,b em filmes de quitosana foi realizada com sucesso. A imobilizagdo dos
compostos 36a,b em quitosana, promoveu pequenos desvios hipsocrémicos no
aparecimento da banda Soret em comparacdo com os espetros obtidos pelas porfirinas

livres, uma vez que esta aparece a 428 e 417 nm no Q-36a ¢ Q-36b, respetivamente.
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Figura 28- Espetros de absor¢do no estado solido do filme de quitosana e dos hibridos resultantes da
imobilizagdo das porfirinas 36a,b, Q-36a ¢ Q-36b, a temperatura ambiente.
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2.7- Imobilizaciao dos derivados porfirina-imidazol -cationicos
36a,b em nitreto de carbono grafitico, CNp,mex-36a,b

A modificacdo dos materiais baseados em nitreto de carbono grafitico (g-C3N4 —
daqui em diante designado apenas por CN para facilitar a nomenclatura dos hibridos
obtidos) com os derivados porfirina-imidazol B-cationicos 36a,b envolveu a adsor¢do dos
derivados porfirinicos mono-catiénicos na superficie do CN.¥ Foram utilizados trés
materiais diferentes CNp, CNm € CNex. A designacdo CNp advém de “CN bulk”, sendo
que este € o tipo de nitreto de carbono grafitico mais estudado, e cuja sintese estd bem
otimizada na literatura. Esta envolve o uso de dicianodiamida como precursor ¢ o seu
tratamento térmico a elevadas temperaturas no estado solido. A sintese do CNm difere do
CNp apenas no precursor usado, dado que em vez de dicianodiamida foi usada melamina,
com o intuito de verificar se o uso de um precursor diferente teria influéncia nas
propriedades do material. Por fim, o composto designado por CNex resulta de um

tratamento de exfoliaco adicional efetuado ao composto CNp.”!

A adsor¢ao dos derivados porfirina-imidazol B-cationicos 36a,b na superficie dos
materiais de nitreto de carbono grafitico (CNb,m,ex) foi efetuada através de um método de
impregnacgao envolvendo ligacdes ndo-covalentes. Este método implicou adicionar, a
uma suspensao de cada um dos compostos CNp,m,ex em cloroférmio, solu¢des de cada
uma das porfirinas mono-catidonicas 36a e¢ 36b dissolvidas no mesmo solvente. A
suspensao foi agitada a refluxo durante 24 horas, procedendo-se depois a evaporacao do
solvente, filtracdo, lavagem e secagem dos hibridos CNb,m,ex-36a,b obtidos (Esquema 8).
Ap6s a adsor¢do da porfirina na superficie dos varios compostos de CN observou-se uma

alteracao de cor de amarelo palido para uma cor castanha clara.

Devido a deslocalizagdo do sistema de 18 eletrdes m presente no macrociclo
porfirinico, e no nucleo imidazol, é provavel que a interagdo entre a estrutura do CN e

dos derivados porfirinicos catidnicos ocorra através de interagdes m- m* stacking. Esta

¥ Os materiais de nitreto de carbono grafitico (CNb,m,ex) foram gentilmente cedidos ao abrigo de uma
colaboracdo com o grupo do professor Joaquim Faria do LSRE-LCM da Faculdade de Engenharia da
Universidade do Porto.
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estratégia de sintese foi adotada neste trabalho, em vez de outras como por exemplo a
utilizag¢do de interagdes covalentes entre o macrociclo porfirinico e o CN, pois pretendia-
se que se mantivessem as caracteristicas Unicas de cada molécula, preservando desta
forma as propriedades intrinsecas de ambas, além de ser um método de preparagao
simples e facil. Desta forma esperava-se obter um efeito simbidtico entre as propriedades
do macrociclo porfirinico e do nitreto de carbono grafitico obtendo-se assim

fotossensibilizadores mais eficientes em PDI.
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Esquema 8- Representacdo esquemadtica da imobilizagdo dos PSs 36a,b em nitreto carbono grafitico,

CNb,m,ex-36a,b.

A formagdo dos hibridos CNb,m,ex-36a,b, foi confirmada pela comparagdo dos
espetros de absorc¢ao no estado solido dos compostos CNb,m,ex antes e depois de serem
submetidos ao tratamento para a imobilizagdo das porfirinas 36a,b (Figura 29). Através

da andlise dos espetros referentes aos compostos CNp,m,ex sem os derivados porfirinicos
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¢ possivel observar que todos eles possuem uma banda de absor¢do com um maximo a,
aproximadamente, 415 nm. Esta constatagdo ¢ demonstrativa de que o CN, so por si,
apresenta capacidade de absor¢do na zona do UV-Vis. Esta ¢ a zona do espectro (400-
450 nm) onde surge também a banda Soret, caracteristica dos derivados porfirinicos. E
possivel observar para todos os compostos preparados que, apos a imobilizagdo de ambos
os derivados porfirinicos 36a,b, ocorre um alargamento da banda de absor¢do centrada
entre os 350 e 0s 450 nm, correspondente a absor¢ao da banda Soret da portfirina e do CN.
A adsor¢do das porfirinas 36a,b nos materiais CNp,m,ex promoveu pequenos desvios
hipsocromicos no aparecimento da banda Soret em comparagdo com os espetros obtidos
pelas porfirinas livres, uma vez que esta aparece a 435, 430, 430, 424, 430 e 424 nm no
CNyp-36a,b, CNm-36a,b ¢ CNex-36a,b, respetivamente. Estes desvios hipscromicos

podem ser explicados pela interacdo do macrociclo porfirinico com a matriz polimérica

do CN.

Além das alteracdes observadas na zona até aos 450 nm, zona tipica do
aparecimento da banda Soret, para todos os hibridos CNb,m,ex-36a,b ¢ possivel observar
a presenca das 4 bandas Q de menor intensidade entre os 500 e 700 nm. Por outro lado, ¢
possivel observar que os compostos CN usados como suportes sélidos, ndo apresentam
qualquer banda de absor¢ado entre os 500 e os 700 nm. Este conjunto de dados, permite
concluir que a imobilizagdo dos derivados pofirina-imidazol B-cationicos 36a,b nos

varios materiais CNp,m,ex foi realizada com sucesso.
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Figura 29- Espetros de absor¢do no estado solido dos materiais CN e dos hibridos resultantes da
imobilizagdo das porfirinas 36a,b em CNp (A), CNm (B) e CNex (C), a temperatura ambiente.

2.8-Procedimento experimental
2.8.1-Sintese dos derivados porfirina-imidazol neutros 35a-b
2.8.1.1- Sintese do derivado porfirina-imidazol neutro 35a

A uma solu¢do de TPP-CHO (0,05 g, 7,78 x 10~ mol) em 1,2-diclorobenzeno (3
mL) foi adicionado 1,5 equivalentes de o-fenilenodiamina (0,013 g, 1,17 x 10* mol), e
0,6 equivalentes do catalisador y-ZrP (0,015 g, 4,47 x 10”° mol). A mistura reacional foi
deixada sob agitacdo magnética a refluxo, durante 6 horas. Ao fim deste periodo a anélise
por TLC permitiu observar o total consumo da porfirina de partida, e apds o término da
reacdo, deixou-se arrefecer a mistura reacional até a temperatura ambiente. De seguida
procedeu-se a evaporagdo do solvente, e o composto foi purificado por coluna
cromatografica usando, primeiramente hexano de forma a eliminar o 1,2-diclorobenzeno,

e de seguida uma mistura CH>Clo/MeOH (99:1) como eluente.

TH RMN (300 MHz, CDCls/ CD;0D): 6 9,20 (1H, s, H-3), 8,89-8,76 (6H, m, H-), 8,23~
8,20 (6H, m,H-0-Ph), 8,07 (2H, d, J = 7,9 Hz, H-0-Ph), 7,81-7,70 (9H, m, H-m p-Ph),
7,50-7,40 (2H, m, H-1""e H-4""), 7,25-7,20 (4H, m, H-m-Ph, H-2""e H-3""), 7,06 (1H, t,
J=17,9 Hz, H-p-Ph) ppm.
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MS-ESI(+): m/z 731,5 [M+H]+.

2.8.1.2-Sintese do derivado porfirina-imidazol neutro 35b

Num baldo de fundo redondo, adicionou-se TPP-CHO (0,05 g, 7,78 x 10° mol),
1,5 equivalentes de benzil (0,024 g, 1,14 x 10* mol), 20 equivalentes de acetato de
amonio (0,12 g, 1,56 x 10 mol), 4cido acético (0,4 mL) e tolueno em fio de sodio (2
mL). A mistura reacional foi deixada sob agitacdo magnética, a 120 °C, durante 3 horas.
Ap6s este periodo, a analise por TLC demonstrou o consumo total da porfirina de partida
e, consequente formagao de um novo composto, deixando-se arrefecer a mistura reacional
até a temperatura ambiente. Procedeu-se a neutralizacdo da mistura com bicarbonato de
sodio, seguindo-se a extragdo com CH>Cl» e evaporagdo do solvente. A mistura reacional
foi purificada por coluna cromatografica usando uma mistura CH2Clo/MeOH (99:1) como

eluente.

TH RMN (500 MHz, CDCL3) = § 9,26 (1H, s, H-3), 8,86 ¢ 8,84 (2H, sistema AB, J = 4,9
Hz, H-p), 8,82 (1H, d, J = 4,8 Hz, H-B), 8,80 (1H, d, J = 4,8 Hz, H-p), 8,78 (1H, d, J =
4,9 Hz, H-p), 8,74 (1H, d, J = 4,9 Hz, H-B), 8,34 (1H, s, H-10), 8,23-8,20 (6H, m, H-o-
Ph), 8,16-8,15 (2H, m, H-0-Ph), 7,80-7,76 (11H, m, H-m,p-Ph), 7,36-7,26 (11H, m, H-
p-Ph, H-2",6", H-3",5" e H-4"), - 2,62 (2H, s, N-H) ppm.

MS-ESI(+): m/z 833.4 [M+H]".

2.8.2-Sintese dos derivados porfirina-imidazol p-cationicos 36a,b

Num tubo selado, adicionou-se o derivado porfirinico neutro 35a (0,035 g, 4,79 x
10> mol) ou 35b (0,024 g, 2,88 x 10  mol) dissolvido em DMF (1,5 mL), e 60
equivalentes de iodeto de metilo. A mistura reacional foi deixada a 40 °C durante 60
horas, sob agitacdo e, apos este periodo, deixou-se arrefecer o tubo a temperatura
ambiente. De seguida, adicionou-se éter dietilico de forma a precipitar o composto 36a
ou 36b, e o precipitado foi filtrado, sendo que o excesso de iodeto de metilo foi recolhido
num copo com dietilamina. Apds a filtracdo, o precipitado foi dissolvido numa mistura
de CH2Cl»/CH30H (9:1) e o solvente foi evaporado em pressao reduzida. Os compostos
36a,b foram isolados apds cristalizagao numa mistura de CH>Cl>/hexano.
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Composto 36a. '"H RMN (500 MHz, DMSO-ds): 9,50 (1H, s, H-3), 9,08 (1H, d, J =
5,0 Hz H-B), 9,03 (1H, d, J= 5,0 Hz H-B), 8,93 (1H, d, J = 5,0 Hz H-B), 8,77-8,76 (2H,
m, H-B), 8,74 (1H, d, J = 4,9 Hz H-B), 8,37-8,35 (2H, m, H-0-Ph), 8,26-8,24 (2H, m, H-
0-Ph), 8,23-8,20 (4H, m, H-0-Ph), 7,94 (2H, dd, J=3,2 ¢ 6,2 Hz, H-1"" e H-4""), 7,89—
7,83 (9H, m, H-mp-Ph), 7,75 (2H, dd, J=3,2 ¢ 6,2 Hz, H-2"" e H-3""), 7,28 2H, t, J =
7,7 Hz, H-m-Ph), 6,94 (2H, t, J = 7,7 Hz, H-p-Ph), 3,83 (6H, s, H-1' e H-3"), -2.73 (2H,
s, N-H) ppm.

MS-ESI(+): m/z 759.6 [M]".

Composto 36b. '"H RMN (500.13 MHz, DMSO-ds) = § 9,45 (1H, s, H-3), 9,05 (1H, d, J
= 4,8 Hz, H-B), 9,01 (1H, d, J= 4,8 Hz, H-B), 8,95 (1H, d, J = 4,8 Hz, H-B), 8,80 (1H, d,
J =48 Hz, H-), 8,76 ¢ 8,73 (2H, sistema AB , J = 4,8 Hz, H-p), 8,37-8,34 (4H, m, H-
0-Ph), 8,25-8,21 (4H, m, H-0-Ph), 7,91-7,79 (12H, m, H-m,p-Ph), 7,56-7,50 (6H, m, H-
2" ,6'e H-4"), 7,41-7,39 (4H, m, H-3",5"), 3,48 (6H, s, ~CHs), - 2.72 (2H, s, N-H) ppm.

MS-ESI(+): m/z 861.4 [+]".

2.8.3-Incorporaciao dos derivados porfirina-imidazol p-cationicos
36a,b em micelas de PVP, PVP-36a,b

Num copo, dissolveram-se 0,052 g de N-vinilpirrolidona no volume minimo de
CHCI3 necessario para dissolver todo o precursor polimérico. Num outro copo, foram
dissolvidas 0,0052 g dos derivados porfirina-imidazol B-cationicos 36a,b (10% m/m)
num volume reduzido do mesmo solvente. As solugdes das porfirinas 36a,b e de N-
vinilpirrolidona em CHCIl; foram misturadas e agitou-se a solu¢do resultante até a sua
completa homogeneizagdo. De seguida, deixou-se evaporar todo o solvente e a
formulacao foi seca numa estufa a 40 °C durante 48 horas. Apds a secagem obteve-se um

solido acastanhado que foi dissolvido em 1,67 mL de agua destilada.
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2.8.4-Imobilizacio dos derivados porfirina-imidazol p-cationicos
36a,b em filmes de amido, A-36a,b

Num kitasato, preparou-se uma dispersdo de amido [40% (m/V)] em agua
destilada, com 30% (m/m) de glicerol. A dispersdo foi aquecida a 95 °C e mantida sob
agitacdo magnética durante 30 min. Apos este periodo, adicionou-se lentamente 0,02 g
da porfirina 36a,b (1% m/m) solubilizada em 7 mL de EtOH. A mistura resultante foi
mantida sob agitacdo magnética a 95 °C, até se observar a sua homogeneizacao,
procedendo-se depois a sua desgaseificacdo recorrendo a uma bomba de vacuo (Vacuum
Pump V-300, Buchi). Apds a desgaseificagdo, a dispersdo de amido gelatinizada final foi
transferida para um suporte sélido de acrilico (12 x 12 ¢m), colocando em cada um dos
moldes 21 g da solugdo. Os moldes foram deixados na estufa a 25 °C, durante a noite (12
horas). Apds este periodo, os filmes obtidos foram retirados dos moldes e armazenados
numa camara de humidade controlada com uma solucao saturada de nitrato de magnésio
(51% de humidade) para estabilizacdo da matriz durante, pelo menos, 5 dias. Preparou-
se um filme sem a adi¢do do derivado porfirina-imidazol B-catiénico 36a,b para ser

utilizado como controlo.

2.8.5- Imobilizacao dos derivados porfirina-imidazol B-cationicos
36a,b em filmes de quitosana, Q-36a,b

Num copo preparou-se uma dispersao de quitosana [15% (m/V)] numa solucao de
acido acético 0,1 M. A dispersdao foi deixada sob agitacdo magnética, a temperatura
ambiente, durante 16 horas. De seguida, filtrou-se a mistura com o auxilio de um funil de
placa porosa para um kitasato, e acrescentou-se glicerol (25% m/m). A mistura foi
aquecida a 50 °C, sob agitacdo magnética, durante 10 min. e, apOs esse periodo,
adicionou-se, lentamente, 0,075 g da porfirina 36a,b (1% m/m) solubilizada em 7 mL de
EtOH. Apds a homogeneizagdo da mistura, procedeu-se a sua desgaseificacio recorrendo
a uma bomba de vacuo (Vacuum Pump V-300, Buchi), e a dispersdo de quitosana
gelatinizada final foi transferida para um suporte solido de acrilico (12 x 12 cm),

colocando em cada um dos moldes 31 g da solucao. Os moldes foram deixados na estufa
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a 35 °C durante a noite (12 horas) e, ap6s este periodo, os filmes obtidos foram retirados
dos moldes ¢ armazenados numa camara de humidade controlada com uma solugédo de
nitrato de magnésio (51% de humidade) para estabiliza¢do da matriz durante, pelo menos,
5 dias. Preparou-se um filme sem a adigdo do derivado porfirina-imidazol B-catiénico

36a,b para ser utilizado como controlo.

2.8.6- Imobilizacao dos derivados porfirina-imidazol B-cationicos
36a,b em nitreto de carbono grafitico, CNp,mex-36a,b

Num baldo de fundo redondo, com agitador magnético, adicionou-se 0,1 g de
CNb, CNm ou CNex, ¢ 0 solido foi disperso em CHCls. A dispersdo de cada um dos
materiais, adicionou-se o derivado porfirina-imidazol B-catiénico 36a ou 36b (0,01 g)
dissolvidos em CHClI3, e a mistura foi deixada sob agitacdo, a 70 °C durante 24 horas.
Apos este periodo o derivado porfirinico foi adsorvido na superficie do material e
evaporou-se o solvente. Ao baldo adicionou-se hexano, filtrou-se o sélido e lavou-se com
hexano. O sélido foi seco numa estufa a 40 °C durante 48 horas obtendo-se assim os

compostos CNp,m,ex-36a,b pretendidos, contendo [10% (m/m)] de 36a,b.

3-Estudo da eficiéncia fotodinimica antimicrobiana dos derivados
porfirina-imizadol B-cationicos, das suas formulacées em PVP e dos
materiais solidos preparados

3.1-Preambulo

Como ja foi referido anteriormente, as porfirinas e seus analogos sao uma classe
de compostos que tém despertado a atencao de diversos grupos de investigacdo devido as
potencialidades que apresentam em atuarem como PSs em PDT e PDI. Estas sdo técnicas
que envolvem a combinagdo de um PS, oxigénio molecular e luz. O processo
fotodinamico leva a geragdo de espécies citotdxicas, designadas por ROS, como oxigénio
singleto ('02). Existem vdrios fatores dos quais depende a eficiéncia do processo
fotodindmico, nomeadamente a capacidade do PS gerar 'O, a sua estabilidade estrutural

quando expostos a irradiacdo e a sua concentragdo junto das células alvo.
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Neste capitulo encontram-se descritos os estudos de geragio de 'O, e de
fotoestabilidade dos PSs 36a,b, das suas formulagdes em PVP ¢ dos hibridos resultantes
da sua imobilizagdo em diferentes matrizes solidas, como filmes de amido e quitosana, e
carbono nitreto grafitico (CN). Neste capitulo serd ainda discutida a avaliacdo da
capacidade dos varios tipos de PSs preparados para serem usados em PDI, nomeadamente
na fotoinativacdo da bactéria de Gram-negativo E.coli e na bactéria de Gram-positivo
Staphylococcus aureus resistente a meticilina [methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA)]. A escolha destas bactérias recaiu no facto de apresentarem resisténcia
a um vasto leque de antibidticos, sendo responsaveis por um elevado nimero de infe¢des
com repercussdes para o Homem. Apesar da resisténcia que exibem a ac¢do dos
antibioticos, estas bactérias sdo suscetiveis ao tratamento através da PDI, encontrando-se

descritos estudos demonstrativos dessa suscetibilidade.?”2379-80

3.2-Estudos de fotoestabilidade

3.2.1- Estudos de fotoestabilidade dos derivados porfirina-imidazol
p-cationicos 36a,b e das suas formulacoes em PVP

A potencialidade de um composto em atuar como PS em PDI, ¢ fortemente
dependente da capacidade de geragio de 'O, e na estabilidade que este apresenta quando
irradiado, uma vez que uma das principais caracteristicas desta técnica reside na
exposicdo do PS a luz.> Os espetros de absor¢do, permitem observar se ocorrem variagdes
significativas na absorvancia do composto ao longo do periodo de irradiacao, indicando
se ocorreram alteragdes nas propriedades fisico-quimicas do composto, alterando o seu
perfil de absor¢do. A fotoestabilidade dos PSs 36a,b (0,5 uM), PVP-36a ¢ PVP-36b (5
uM) foi avaliada em PBS, sob uma irradiagdo com luz branca com uma irradiancia de 40
mW/cm?. Monitorizou-se o decréscimo da absorvancia da banda Soret ao longo de 30
min. de irradiagdo, em intervalos de 5 min., e os resultados encontram-se representados

na Figura 30.

Os espectros de absorvancia dos PSs 36a,b (Figura 30A,B) e da formulacdo PVP—
36a (Figura 30C,D) mostram que ocorre uma diminui¢do da absorvancia na banda Soret
de cerca de 13, 14 e 12% respetivamente, ao fim de 30 min. de irradiagdo. Esta
diminui¢do ndo ¢ considerada significativa, pelo que se pode afirmar que estes PSs sdo

estaveis quando expostos as condigdes experimentais de irradiacdo. No entanto, o
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espectro de absorvancia do PVP-36b observou-se um decréscimo de, aproximadamente,
25%, mostrando que esta formulagdo sofre fotodegradacdo nestas condigdes de
irradiagdao. De qualquer forma, em nenhum dos casos se observa qualquer evidencia da

formagao de qualquer outro produto estavel resultante desta fotodecomposicao.
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Figura 30- Espetros de absor¢do, em PBS, dos PSs 36a (A) e 36b (B) a 0,5 uM, e das suas formulagdes
em PVP, PVP-36a (C) e PVP-36b (D) a 5 uM, ap6s 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos de irradiagdo com
luz branca, com irradidncia de 40 mW/cm?, a temperatura ambiente.

3.2.2-Estudos de fotoestabilidade dos materiais sélidos preparados

No caso dos materiais de amido, quitosana e de nitreto carbono grafitico, houve a
necessidade de se adaptar as condi¢des de estudo, de forma a ndo promover erros de
interpretacdao nos espetros de absor¢do. Uma vez que estes PSs originam uma solugdo
heterogénea aquando do contacto com o PBS, ndo ¢ possivel auferir os espetros de
absor¢do da mesma forma que os dos compostos em solugdo, estudados anteriormente.
Desta forma, registaram-se os espetros de absorc¢ao no estado sélido destes PSs (25 uM)
antes e ap6s 30 min. de irradiacdo com luz branca e uma irradiancia de 40 mW/cm?
(Figura 31), e analisou-se o decréscimo observado na intensidade da banda Soret. Na
Figura 28 estdo apenas representados os espetros de absor¢cao dos PSs A-36b, Q-36b e

CNex-36b. Os restantes espetros encontram-se representados nos anexos.
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Para todos os PSs estudados, verificou-se que ndo ocorreram variagdes
significativas na intensidade de absor¢do da banda Soret apos os 30 min. de irradiagdo,
tendo sido registados decréscimos na ordem dos 5%. E importante realgar que durante o
estudo registaram-se inevitaveis perdas de massa, que podem ser traduzidas em algumas
variagdes mais significativas que se possam observar. De um modo geral, todos os PSs

avaliados demonstraram ser altamente estaveis sob as condi¢des de irradiagdo utilizadas.
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Figura 31- Espetros de absor¢do, em PBS, dos PSs A-36b (A), Q-36b (B) ¢ CNex-36b (C) a 25 uM, apods
0 e 30 minutos de irradiagdo com luz branca, com irradincia de 40 mW/cm?, a temperatura ambiente.

3.3-Estudo da geracio de oxigénio singleto (1O2) dos derivados
porfirina-imidazol B-cationicos 36a,b, das suas formulacées em PVP e
dos materiais solidos preparados

A eficiéncia de um PS em PDI, esta relacionada com a habilidade do mesmo em
gerar ROS, nomeadamente '02%' Com o proposito de avaliar a capacidade dos PSs
sintetizados em produzir este tipo de espécie citotoxica, procedeu-se a preparacdo de
diferentes solugdes de PSs na presenga de DPiBF (50 uM). O DFiBF, que absorve
radiacdo visivel a um comprimento de onda maximo de 415 nm, ao reagir com o 'O

gerado sofre reagdes de cicloadi¢do [4+2], convertendo-se em 1,2-dibenzoilbenzeno, que
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¢ incolor (Esquema 9). O decaimento da absorvancia do DFiBF, a 415 nm, permite assim

82

a avaliar a capacidade do PS em gerar 'O,

Oy -2 OO
) W,

1,3-Difenilisobenzofurano 1,2-Dibenzoilbenzeno
(DPiBF)

Esquema 9- Degradagdo do DFiBF em 1,2-Dibenzoibenzeno por agdo do '0..

De acordo com os resultados obtidos (Figura 32), € possivel verificar que os PSs
36a,b (0,5 uM) e as formulacdes PVP-36a e PVP-36b (0,5 uM), quando irradiados, sdo
capazes de gerar '0», podendo, potencialmente, atuar como PSs em PDI. O PS PVP-36a
foi o que apresentou maior capacidade de gerar !0,, induzindo um maior decréscimo na
absorvancia do DFiBF. Apenas o PS 36a apresenta resultados inferiores aos obtidos pela
TPP, que ¢ usada como referéncia devido a sua eficiéncia em produzir '0,.%* Na Figura
32 podemos ainda observar que o PVP (usado como controlo) ndo ¢ capaz de gerar esta
espécie citotoxica, apresentando um comportamento semelhante ao apresentado pelo

DFiBF.
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Figura 32- Fotodecomposigio do DFiBF (50 uM) através da ag¢do do 'O, gerado pelos PSs 36a,b a 0,5 uM
,pelas formulagdes PVP-36a ¢ PVP-36b a 0,5 uM, pela TPP e PVP a 0,5 pM, quando sujeitos a uma
irradiacdo de luz vermelha (654 = 20 nm) com uma irradiancia de 11,0 mW/cm?, durante 10 minutos, a
temperatura ambiente.
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Foi também avaliada a capacidade dos PSs A-36a, A-36b, Q-36a ¢ Q-36b (20
uM) em gerar 'Oz, e os valores obtidos estdo representados na Figura 33. Uma vez que
estes materiais se encontram no estado soélido, houve a necessidade de aumentar a
concentracgao porfirinica em comparacao com o estudo dos PSs em solucado (36a,b e PVP-
36a,b). Através da andlise da Figura 33, constatamos que, a excecao do PS Q-36a, todos
foram capazes de produzir 'O2, sendo que o PS A-36b foi aquele que mostrou ser mais
eficiente. Podemos observar ainda, que as porfirinas 36a,b imobilizadas em filmes de
amido sdo mais eficientes na geragao desta espécie citotdoxica do que os filmes Q-36a e
Q-36b. Também foram estudados filmes de amido e quitosana sem a presenca da
porfirina (A e Q, respetivamente) de forma a avaliar a capacidade destes materiais em
produzir ROS. Os resultados observados demonstram que estes materiais nio geram 'Oa,

nas condigdes experimentais utilizadas.
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Figura 33- Fotodecomposi¢do do DFiBF (50 uM) através da ag¢do do 'O, gerado pelos A-36a ¢ A-36b a
20 uM, pelos Q-36a ¢ Q-36b a 20 uM, e pelos (A) e (Q) sem a incorporacao dos PSs 36a,b, quando sujeitos
a uma irradiagdo de luz vermelha (654 + 20 nm) com uma irradidncia de 11,0 mW/cm?, durante 30 minutos,
a temperatura ambiente.

Nio foi possivel avaliar a capacidade de geragio de 'O, por parte das porfirinas
36a,b imobilizadas nos materiais de CNp,m,ex, Uma vez que, neste caso as porfirinas
apenas se encontram adsorvidas na estrutura dos materiais. Logo quando se preparou a
suspensdo destes hibridos em DMF, observou-se a solubilizagdo dos derivados
porfirinicos 36a,b, e consequente destruicdo dos hibridos CNb,m,ex-36a,b. Este facto faz

com que ocorra um significativo aumenta da absor¢ao, inviabilizando o acompanhamento
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do decréscimo da absor¢ao do DFiBF ao longo do tempo. Com o objetivo de contornar
esta dificuldade experimental, procedeu-se a alteracdo do solvente para PBS. Contudo,
como se trata de uma solucio aquosa, esta atua como quencher do 'O, impedindo a
captacao do mesmo por parte do DFiBF. No entanto, uma vez que as porfirinas 36a,b sao
capazes de gerar 'O> (demonstrado na Figura 32) e que, existem diversos relatos na

S74,75

literatura que atestam a capacidade do material g-C3N4 para gerar RO , ¢ expectavel

que 0s PSs CNb,m,x-36a,b também sejam capazes de gerar 'O2, ou qualquer outra ROS.

3.4-Estudo da fotoinativacao da bactéria E. coli

3.4.1- Estudo da fotoinativacdo da bactéria E. coli na presenca dos
derivados porfirina-imidazol p-cationicos, 36a,b, e das formulac¢oes
PVP-36a,b

Apbs a conclusio dos estudos de fotoestabilidade e de geragdo de 'O, dos
compostos/materiais sintetizados, procedeu-se a avaliagdo da potencialidade destes em
atuarem como PSs em PDI. Inicialmente, estudou-se a eficiéncia fotodindmica dos
compostos 36a,b (20 uM) e das formulagdes PVP-36a e PVP-36b (40 uM) na inativagao
da bactéria de Gram-negativo, E. coli (Figura 34). A maior concentragdao porfirinica
utilizada no estudo das formulagdes PVP-36a,b em comparacdo com a do estudo dos PSs
livres 36a,b, advém do facto destas porfirinas, por se apresentarem incorporadas num
material, estarem menos dispersas na suspensao bacteriana reduzindo a area de absorcao
da irradiacdo. Os estudos foram realizados usando uma fonte de luz branca, com
irradidncia de 80 mW/cm?, sob agitacdo constante durante 120 min. Os resultados obtidos
referentes aos PSs 36a,b encontram-se representados na Figura 34A, onde ¢ possivel
verificar que ambos os compostos promoveram a inativacao da E. coli atingindo o limite
de detecdo do método ao fim dos 120 min. de irradiacdo. No entanto, os perfis de
inativacdo sdo diferentes para os dois compostos. O PS 36a induziu um decréscimo
continuo ao longo do tempo de irradiagdo, tendo apenas alcangado o limite de detecdo do
método (correspondendo a um decréscimo de 7,35 logs CFU/mL na viabilidade,
ANOVA, p < 0,05) ao fim de 120 min. No caso do PS 36b, observa-se um decréscimo
abrupto na sobrevivéncia desta bactéria, tendo sido atingido o limite de dete¢do do
método (correspondente a um decréscimo de 7,43 logs CFU/mL na viabilidade, ANOVA,

p < 0,05) logo apds os primeiros 30 min. de irradiacdo. Esta diferencga de eficacia, pode
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ser justificada pela maior capacidade do PS 36b gerar 'O, quando comparado com o PS
36a. E possivel ainda verificar que ndo ocorreram variagdes significativas na viabilidade
da bactéria nos controlos realizados CC e CE, mostrando que nem as condigdes de

irradiagao nem a presenca do PS afetam a viabilidade da bactéria.

Os resultados obtidos na fotoinativag¢do da E. coli quando as formulagdes PVP-
36a,b foram usadas como PSs (Figura 34B), mostram que o perfil de fotoinativagao ¢
muito idéntico entre estes dois PSs. Em ambos os casos, o limite de dete¢cao do método ¢
alcangado apds 90 min. de irradiagdo (correspondendo a uma diminui¢do de 7,38 logs
CFU/mL na viabilidade, ANOVA, p < 0,05). O impacto destes compostos na viabilidade
da E. coli, comeca a ser mais significativo ao fim de 60 min. de irradiacao, induzindo um
decréscimo na atividade celular de 2,24 e 3,43 logs CFU/mL (ANOVA, p <0,05), para o
PVP-36a ¢ PVP-36b, respetivamente. A semelhanca no perfil de fotoinativacao destas
formulagdes em PVP, pode ser fundamentada pela capacidade similar que estes PSs
possuem em produzir 'O2. A semelhanga do observado para os derivados porfirina-
imidazol B-catidénicos 36a,b, ndo se observam alteracdes significativas na sobrevivéncia

da E. coli nos controlos claro e escuro.
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Figura 34- Monitorizagdo da viabilidade da bactéria E. coli quando exposta aos PSs 36a,b a 20 uM (A) e
a PVP-36a ¢ PVP-36b a 40 uM (B), apds 0, 30, 60, 90 e 120 minutos de irradiagdo com luz branca, com
irradiancia de 80 mW/cm?. CC-controlo claro; CE-controlos escuros.

3.4.2-Estudo da fotoinativacio da bactéria E. coli na presenca dos
materiais suportados A-36a e Q-36a

A eficiéncia dos filmes A-36a e Q-36a na fotoinativagdo da E. coli foi avaliada
nas mesmas condi¢cOoes de irradiacao descritas anteriormente, com os PSs a uma

concentracdo de 20 uM. Os resultados obtidos (Figura 35) mostram que nenhum dos
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filmes preparados ¢ capaz de fotoinativar esta bactéria de Gram-negativo, mesmo apos
120 min. de irradiagdo. Tendo em conta estes resultados, decidiu-se alterar as condigdes
de estudo, aumentando a concentragdo da porfirina no material para 50 uM, nas mesmas
condicdes de irradiacao. Os resultados obtidos foram muito idénticos aos observados nas
condi¢cdes anteriores, indicando que estes filmes ndo sdo eficientes na inativagdo da E.
coli. Apesar do resultado obtido para o PS Q-36a ser expectavel devido a sua fraca
eficiéncia de geragdo de 'O», o resultado obtido para o PS A-36a foi surpreendente, uma
vez que, o PS no seu estado livre ou incorporado em micelas de PVP, mostrou ser bastante
eficaz na fotoinativacdo da E. coli. Estes resultados podem ser explicados pela fraca
disponibilidade do PS quando esta imobilizado nestes filmes, uma vez que as porfirinas
estdo imobilizadas num material s6lido e as bactérias em solugdo. O 'O, tem um tempo
de vida muito reduzido e, portanto, esta espécie tem de ser gerada muito préxima do local
de atuagdo. Para além disso, no caso da fotoinativagdo de bactérias de Gram-negativo, a
interacdo da carga positiva do PS com a membrana da bactéria ¢ essencial para uma
fotoinativacdo eficiente.!®*’ Muito provavelmente, estes requisitos ndo sio cumpridos por

estes PSs estarem imobilizados nestes filmes.

Tendo em conta que os materiais CNpmex-36a,b possuem caracteristicas
semelhantes aos PSs de filmes de amido e quitosana, nomeadamente o facto de o PS estar

no estado solido, optou-se por nao avaliar a eficiéncia destes na fotoinativacao da E. coli.

Por outro lado, devido a elevada suscetibilidade a PDI das bactérias de Gram-
positivo quando comparadas as de Gram-negativo, decidiu-se estender este estudo a

bactéria de Gram-positivo MRSA.
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Figura 35- Monitorizag¢do da viabilidade da bactéria E. coli quando exposta a A-36a e Q-36a a 20 uM,
ap6s 0, 30, 60, 90 e 120 minutos de irradiagdo com luz branca, com irradiancia de 80 mW/cm?. CC-controlo
claro; A-filme de amido sem a imobilizagdo do PS 36a; Q- filme de quitosana sem a imobilizagdo do PS
36a.
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3.5- Estudo da fotoinativacio da bactéria MRSA

3.5.1- Estudo da fotoinativacio da bactéria MRSA na presenca dos
derivados porfirina-imidazol B-cationicos, 36a,b e das formulacoes
PVP-36a,b

Com o intuito de analisar o comportamento dos PSs sintetizados na fotoinativagao
da bactéria de Gram-positivo MRSA, procedeu-se, inicialmente, ao estudo da eficiéncia
dos PSs 36a,b, PVP-36 ¢ PVP-36b contra esta estirpe bacteriana, sob as mesmas
condi¢des de irradiagao dos ensaios prévios durante 90 min. Uma vez que estes PSs
demonstraram uma elevada eficiéncia na fotoinativacdo da E. coli, esperava-se que 0s
mesmos demonstrassem essa mesma eficiéncia, em concentracdes menores, numa

bactéria de Gram-positivo.

Procedeu-se entdo ao estudo dos compostos 36a,b (0,5 uM) e PVP-36a,b (5 uM),
e os resultados observados encontram-se representados na Figura 36. Estes resultados
mostram uma elevada eficiéncia na fotoinativagdo da MRSA pelos PSs 36a,b (Figura
36A) apresentando um perfil de fotoinativagao similar, atingindo o limite de detecao do
método, ao fim de apenas 20 min. de irradiagdo (correspondendo a um decréscimo de
6,04 logs CFU/mL na viabilidade, ANOVA p < 0,05). Os resultados obtidos com as
formulacdes PVP-36a ¢ PVP-36b (Figura 36B), mostram que a formulacao PVP-36a
promoveu um decréscimo de 6,41 logs CFU/mL (ANOVA, p < 0,05) na viabilidade da
MRSA ap6s 30 min. de irradiagdo, enquanto que PVP-36b necessitou de apenas 10 min.
para induzir uma diminui¢io de 6,42 logs CFU/mL (ANOVA, p < 0,05). A semelhanga
do realizado nos ensaios referentes ao estudo destes PSs na E. coli, avaliou-se também o
comportamento de CC e CE, que, tal como o previsto, ndo promoveram alteracdes
significativas na viabilidade da MRSA, indicando que nem as condi¢des de irradiacdo

nem a presenca do PS afetam a viabilidade da bactéria.

Os resultados obtidos sdao comprovam a elevada eficiéncia destes PSs na
fotoinativacdo da MRSA. Em concentracdes mais reduzidas do que aquelas utilizadas no
estudo da fotoinativagao da E. coli, os PSs 36a,b ¢ as suas formula¢des PVP-36a ¢ PVP-
36b promoveram um decréscimo na viabilidade da MRSA até ao limite de detecdo do
método, com um perfil de inativagdo mais rapido do que observado para a bactéria E.

coli. No entanto, ao contrario do observado em relagdo a bactéria E. coli, os PSs 36a,b
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apresentam perfis de fotoinativacdo bastante idénticos, o que podera ser justificado pela
maior suscetibilidade desta estirpe bacteriana a PDI, necessitando de menos tempo para
esse efeito. A semelhanga do observado no estudo da E. coli, as formulacdes PVP-36a ¢
PVP-36b também se revelaram eficientes na fotoinativacdo da MRSA, demonstrando que
a incorporacdo dos PSs 36a,b nas micelas de PVP ndo afetou a capacidade destes

compostos em atuarem como PSs.
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Figura 36- Monitorizagdo da viabilidade da bactéria MRSA quando exposta aos PSs 36a,b a 0,5 uM (A)
e a PVP-36a ¢ PVP-36b, a 5 uM (B) apds 0, 10, 20, 30, 45, 60 ¢ 90 minutos de irradiacdo com luz branca,
com irradiancia de 80 mW/cm?. CC-controlo claro; CE-controlos escuros.

3.5.2-Estudo da fotoinativacio da bactéria MRSA na presenca dos
materiais suportados A-36a,b e Q-36a,b

Apos o estudo da eficiéncia de fotoinativagdo da MRSA pelos PSs em solugdo,
procedeu-se ao estudo da eficiéncia destes PSs imobilizados nos filmes de amido e
quitosana. Estes estudos foram realizados na presenga dos PSs A-36a, A-36b, Q-36a ¢
Q-36b, sob as mesmas condi¢des de irradiacdo dos ensaios anteriores. Uma vez que
suspeitdvamos que estes materiais apresentavam uma menor eficacia quando comparados
com os PSs em solugdo (36a,b ¢ PVP-36a,b), optou-se pela avaliacao destes filmes a

uma concentragao porfirinica superior (25 uM).

Os resultados obtidos encontram-se apresentados na Figura 37 e mostram que
estes materiais, apesar de ndo serem capazes de fotoinativar a MRSA até ao limite de
detecdo do método, induziram um decréscimo significativo na viabilidade da bactéria,
sendo a unica excec¢do o filme Q-36a. Os materiais de amido (Figura 37A), apresentam
um perfil de fotoinativagdo muito semelhante, induzindo um decréscimo continuo na
viabilidade da bactéria ao longo do tempo. Ao fim dos 90 min. de irradiacao, os filmes

A-36a ¢ A-36b foram capazes de provocar uma diminui¢do na sobrevivéncia da MRSA
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de 3,5 e 3,76 logs CFU/mL, respetivamente (ANOVA, p < 0,05). Ao analisar o impacto
dos filmes Q-36a e Q-36b (Figura 37B), ¢ possivel verificar que, tal como esperado, o
filme Q-36a nao promoveu qualquer decréscimo significativo na viabilidade da MRSA
dada a ineficiéncia que este material apresentou na gera¢io de 'O,. Contrariamente, o
filme Q-36b promoveu, ao fim de 90 min. de irradiacdo, um decréscimo de 4,02 logs
CFU/mL na viabilidade da MRSA (ANOVA, p < 0.05). A eficiéncia dos filmes A-36a,b
e Q-36b na fotoinativacao da MRSA e a ineficiéncia dos mesmos na fotoinativa¢ao da
bactéria E. coli, ¢ demonstrativa da maior suscetibilidade que as bactérias de Gram-
positivo apresentam a PDI, quando comparadas com as bactérias de Gram-negativo. Os
controlos [filmes de amido (A) e de quitosana (Q)] demonstraram um comportamento
semelhante ao obtido pelo CC e CE, revelando assim que o material ndo tem capacidade

de fotoinativar esta bactéria.
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Figura 37- Monitorizag@o da viabilidade da bactéria MRSA quando exposta a A-36a ¢ A-36b (A) e Q-36a
e Q-36b (B), a 25 uM apo6s 0, 10, 20, 30, 45, 60 e 90 minutos de irradiagdo com luz branca, com irradiancia
de 80 mW/cm?. CC-controlo claro; CE-controlos escuros; A-filme de amido sem a imobiliza¢do dos PSs
36a,b; Q- filme de quitosana sem a imobilizagdo do PSs 36a,b.

3.5.3-Estudo da fotoinativacio da bactéria MRSA na presenca dos
materiais CNp,m,ex-36a,b

Na continuagdo do estudo dos PSs 36a,b incorporados em materiais solidos,
avaliou-se a eficiéncia dos hibridos porfirina-CNb,m,ex (25 pM) na fotoinativagdo da
MRSA, sob as mesmas condi¢des de irradiagdo descritas anteriormente. Os resultados
obtidos encontram-se ilustrados na Figura 38 e demonstram que todos os materiais CN,
na presenga das porfirinas 36a,b, sdo capazes de induzir variagcdes significativas na
sobrevivéncia da MRSA. Os materiais CN»-36a ¢ CN»-36-b (Figura 38A) apresentam
perfis de fotoinativagdo bastante distintos ao longo do periodo de irradiagdo. Embora

ambos tenham inativado a MRSA até ao limite de detecdo do método (correspondendo a
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um decréscimo de 6,34 logs CFU/mL na viabilidade, ANOVA, p < 0,05), no caso do
material CN»-36b observa-se um decréscimo abrupto na sobrevivéncia da MRSA, sendo
capaz de provocar uma diminui¢do na viabilidade de 4,22 logs CFU/mL ao fim de apenas
10 min. de irradiagdo. No entanto, o material CNp-36a apenas atinge um decréscimo
semelhante da sobrevivéncia da MRSA (4,47 logs CFU/mL, ANOVA, p < 0,05) ao fim
de 60 min. Este comportamento ¢ também observado para os materiais CNm-36a ¢ CNm-
36-b (Figura 38B). O material CNm-36b demonstrou uma elevada eficiéncia na
inativacdo da MRSA, atingindo o limite de detecdo do método logo apds 30 min. de
irradiacdo (correspondendo a um decréscimo de 6,34 logs CFU/mL na viabilidade,
ANOVA, p < 0,05). J& o CNm-36a apenas consegue atingi-lo ao fim de 90 min.
(correspondendo a um decréscimo de 6,34 logs CFU/mL na viabilidade, ANOVA, p <
0,05), observando-se uma fotoinativagdo lenta e constante ao longo do periodo de
irradiacdo. O perfil de fotoinativacdo voltou a ser semelhante no estudo dos materiais
CNex-36a ¢ CNex-36-b (Figura 38C). O material CNex-36b induziu um decréscimo
abrupto na viabilidade desta bactéria, sendo capaz de provocar uma diminui¢do de 2,23
logs CFU/mL (ANOVA, p < 0,05) logo apo6s os primeiros 10 min. de irradiacdo,
alcangando o limite de detecdo do método ao fim de 30 min. (correspondendo a um
decréscimo de 6,36 logs CFU/mL na viabilidade, ANOVA, p < 0,05). O material CNex-
36a, a semelhanca do observado anteriormente, apenas induziu uma reducao de 2,86 logs
CFU/mL na viabilidade da estirpe bacteriana (ANOVA, p < 0,05) ao fim de 60 min.,
atingindo o limite de dete¢do do método ao fim de 90 min. (correspondendo a um

decréscimo de 6,36 logs CFU/mL na viabilidade, ANOVA, p <0,05).

Podemos concluir que estes materiais (CNb,m,ex) apresentam perfis de
fotoinativagdo muito semelhantes, dependendo apenas do comportamento da porfirina
para diferenciar a eficiéncia no tratamento. Todos os materiais CNp,m,ex dopados com o
PS 36b revelaram-se muito idénticos entre si, € extremamente mais eficazes do que
aqueles dopados com o PS 36a. Durante os ensaios, foram também avaliadas as
eficiéncias dos materiais sem a presenca das porfirinas (CNp,m,ex) que, mais uma vez,

revelam valores similares aos registados pelos CC e CE.
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Figura 38- Monitorizagdo da viabilidade da bactéria MRSA quando exposta a CNp-36a ¢ CNp-36b (A),
CNm-36a ¢ CNm-36b (B) e CNex-36a ¢ CNex-36b (C), a 25 uM apds 0, 10, 20, 30, 45, 60 ¢ 90 minutos de
irradiacio com luz branca, com irradidncia de 80 mW/cm?. CC-controlo claro; CE-controlos escuros;
CNb,m,ex- materiais CN sem a imobilizagdo dos PSs 36a,b.

3.6-Procedimento experimental
3.6.1- Estudos de fotoestabilidade

3.6.1.1- Estudos de fotoestabilidade dos derivados porfirina-
imidazol B-cationicos 36a,b e das formulacoes em PVP

Prepararam-se solugdes dos PSs 36a,b (0,5 uM) e das formulacdes PVP-36a ¢
PVP-36b (5 uM), em PBS, que foram posteriormente guardadas no escuro, a temperatura
ambiente. Estas solucdes foram expostas a uma irradiagdo de luz branca (400—750 nm)
fornecida por um sistema de diodo emissor de luz (LED) (ELMARK - VEGA20, 20 W,
1400 Im) com irradiancia de 40 mW/cm?, medida através de um medidor de energia
Coherent FieldMaxII-Top combinado com um sensor de energia Coherent PowerSens
PS19Q, durante 30 min. Os espetros de absor¢ao das solugdes, foram registados apds 0,
5,10, 15, 20, 25 e 30 min. de irradiagdo e foram obtidos através de um espectrofotometro

UV-2501PC Shimadzu, utilizando células de quartzo de percurso 6tico de 1 cm.
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3.6.1.2- Estudo de fotoestabilidade dos materiais solidos

Uma vez que os PSs A-36a,b, Q-36a,b ¢ CNp,m,ex-36a,b se encontram no estado
solido, a sua fotoestabilidade foi estimada por espectroscopia de reflectancia difusa num
espectrofotometro UV/Vis GBC Cintra 303. Todas as medigoes foram efetuadas
utilizando os seguintes parametros de aquisi¢do: esfera integradora (reflectancia difusa);
modo de absorvancia; largura de banda - 5 nm; velocidade de varredura - 100 nm/min.;
inetrvalo de varredura - 750 a 350 nm e intervalo de registo de dados - 0,5 nm. Comegou-
se por registar os espetros dos diferentes materiais antes da irradiagdo. Apds esta leitura,
prepararam-se suspensoes dos varios hibridos, adicionando o volume de PBS necessario
de forma a obter concentracdes de 25 uM. Seguidamente, procedeu-se a irradiagdo destes,
sob as mesmas condi¢des anteriormente descritas para os PSs em solucdo, durante 30
min. e, de seguida, procedeu-se a filtracdo dos mesmos. Estes foram guardados numa

estufa a 40 °C durante 24 horas e, ap0s este periodo, registaram-se novamente os espetros.

3.6.2-Estudo da gerac¢io de '0;

Prepararam-se solugdes stock dos derivados 36a,b a 1,17 e 1,04 pM
respetivamente, das formulagdes PVP-36a ¢ PVP-36b a 3,63 ¢ 3,19 uM respetivamente,
e do difenilisobenzofurano (DPiBF) a 12,2 uM. Para avaliar a capacidade de gerar 'O
por parte destes PSs, prepararam-se, em células de vidro, 3 mL de solug¢des contendo 50
puM de DFiBF e 0,5 uM de cada um dos derivados porfirinicos 36a,b e das suas
formula¢des em PVP, em DMF. As cuvetes de UV-Vis foram irradiadas com luz
vermelha (654 + 20 nm) e com uma poténcia de 11,0 mW/cm?. Durante a irradiagdo, as
solucdes foram mantidas em agitacdo magnética, a temperatura ambiente. A absorvancia
foi medida a 415 nm, em intervalos de 1 minuto durante 10 min. A percentagem de
redugio deste valor é proporcional a producdo de 'O, pelo PS, e foi calculada por
comparac¢do entre a absorvancia inicial da solucdo e a absorvancia registada ao fim de

cada minuto de irradiagdo. Como controlos do método, foram usadas solugdes em DMF
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de DFiBF (50 pM) e de TPP (0,5 uM), preparados do mesmo modo que os derivados

porfirina-imidazol mono catiénicos, € sujeitos as mesmas condi¢des de irradiacao.

Os materiais A-36a, A-36b, Q-36a ¢ Q-36b, como se encontram no estado solido,
resultando numa solu¢do heterogénea quando em contacto com o solvente, foram
estudados, sob as mesmas condi¢des de irradiagdo, durante um intervalo de tempo
superior e em concentragdes mais elevadas. Para este efeito, adicionou-se as diferentes
células os respetivos filmes (20 uM) e DPiBF (50 uM), em DMF (3 mL). As células
foram entdo irradiadas, sob agitagdo magnética a temperatura ambiente, ¢ a leitura daa
absor¢ao foi realizada em intervalos de 5 min, durante 30 min. De realgar que apos o
periodo de agitacdo e antes da leitura, os filmes eram retirados da solugdo de forma a nao

interferirem na leitura das absorvancias do decaimento do DFiBF.

3.6.3-Fotossensibilizadores

Solugdes stock dos PS 36a,b (500 uM) foram preparadas em DMSO e guardadas
no escuro. Antes de cada ensaio, as solugdes eram sonicadas, a temperatura ambiente,
durante 15 min. As formulacdes PVP-36a ¢ PVP-36b a 3,63 ¢ 3,19 uM respetivamente,
foram preparadas e guardadas no escuro, sendo adicionado um determinado volume a
suspensao bacteriana, consoante a concentragao a ser estudada. Os materiais A-36a,b, Q-
36a,b ¢ CNb,mex-36a,b eram pesados antes de cada ensaio, conforme a concentragdo

pretendida.

3.6.4- Fonte de luz

A eficiéncia de todos os PSs sintetizados, foi avaliada pela exposi¢do da suspensao
bacteriana, na presenca do respetivo PS, a uma irradiacao de luz branca (400—750 nm)
fornecida por um sistema de diodo emissor de luz (LED) (ELMARK - VEGA20, 20 W,
1400 Im) com uma irradiancia de 80 mW/cm?, determinada por um medidor de energia
Coherent FieldMaxII-Top combinado com um sensor de energia Coherent PowerSens

PS19Q.
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3.6.5- Caracterizacio das espécies microbianas e das condicoes de
cultura

Neste estudo, foram utilizadas uma bactéria de Gram-positivo, e uma bactéria de
Gram-negativo. A bactéria de Gram-positivo selecionada foi a Staphylococcus aureus
DSM 25693, uma estirpe resistente a meticilina (MRSA) que produz as enterotoxinas
estafilococicas S, E, A, C, H, G e L. Esta foi previamente isolada de uma amostra bioldgica
do trato respiratério inferior de um individuo hospitalizado.®* A estirpe bacteriana de
Gram-negativo escolhida foi a E. coli ATCC®25922 ™ (American Type Culture
Collection, VA, EUA). Ambas as culturas bacterianas foram mantidas em meio de cultura
agarizado Tryptic Soy Agar (TSA, Merck) a 4 °C e, antes de cada ensaio, uma coldnia
isolada era transferida, assepticamente, para uma solu¢do contendo 30 mL de meio de
cultura liquido Tryptic Soy Broth (TSB) e colocada a 37 °C, durante 18 horas sob agitagao
(120 rpm), de forma a atingir a fase estacionaria de aproximadamente 10® unidades
formadoras de colonias por mL (UFC/mL). De seguida, uma aliquota (300 pL) da solu¢do
anteriormente cultivada era transferida para 30 mL de TSB, e incubada a 37 °C, durante

18 horas, sob agitacao (120 rpm).

3.6.6- Procedimento geral para os ensaios de PDI

As culturas bacterianas, cultivadas na noite anterior, eram diluidas num
determinado volume de PBS de forma a permitir a obtencao de, aproximadamente, 0,08
D.0. a 600 nm, o que corresponde a uma densidade celular de 107 CFU/mL. A suspensio
bacteriana diluida era igualmente distribuida em microplacas de 6 pocos (9 mL por pogo),
sendo adicionada a suspensdo o respetivo PS a estudar. Foi avaliada a eficiéncia dos PSs
36a,b (20 uM), as formulagdes PVP 36a ¢ PVP-36b (40 uM), e ainda os materiais solidos
A-36a ¢ Q-36a (20 uM) na fotoinativacdo da bactéria E. coli, sendo que para a MRSA
testaram-se os PSs 36a,b (0,5 uM), as formulagcdes PVP-36a ¢ PVP-36b (5 uM) e ainda
os materiais A-36a,b, Q-36a,b ¢ CNp,m,ex-36a,b (25 uM). Apods a adicao do PS, procedia-
se a incubacao da placa no escuro, durante 15 min., a temperatura ambiente e sob agitacao,
com o intuito de promover a ligagdo do PS as células bacterianas. Durantes os ensaios,

eram realizados controlos, nomeadamente controlos claros (CC), que continham apenas
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a suspensdo bacteriana exposta a irradiacdo para avaliar o efeito da luz na viabilidade da
estirpe, controlos escuros (CE), onde era adicionado o PS, a mesma concentracdo de
estudo, mas protegido da luz com uma folha de aluminio, de forma a avaliar a
citotoxicidade do mesmo no escuro, e ainda controlos do material (amido, quitosana e
CNbp,m,ex) sem a imobilizacao das porfirina 36a,b, com o propoésito de avaliar a toxicidade
do proprio. Posteriormente & incubacdo no escuro, as amostras, os controlos do material
e os CC eram irradiados por uma luz branca com irradiancia de 80 mW/cm?, sob agitagio.
Os tempos de irradiagao foram ajustados a estirpe em estudo, sendo que para a bactéria
E. coli o tempo total de irradiagdo foi 120 min., retirando-se aliquotas de 30 em 30 min.,
enquanto que para a bactéria MRSA apenas se irradiava durante 90 min., sendo que eram
recolhidas aliquotas das solu¢des nos tempos 0, 10, 20, 30, 45, 60 ¢ 90 min. Apos os
periodos de irradiacao, aliquotas de 100 pLL de amostra e controlos eram diluidas em PBS
(10! até 107). De seguida, trés gotas de 10 uL de cada diluicdo eram semeadas em TSA,
através do método da gota. Apds a secagem das gotas, as placas de Petri eram invertidas
e incubadas a 37 °C, durante 18 a 24h, ¢ as colonias eram contadas, na diluigdo mais
adequada. Os resultados obtidos sdao a média de trés estudos independentes com trés

réplicas.

3.6.7-Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada recorrendo ao software GraphPad Prism 7. As
distribuicdes normais foram verificadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e a
homogeneidade da variancia foi averiguada com o teste de Brown Forsythe. ANOVA e
testes de comparagao multipla de Dunnet foram aplicados para avaliar a significancia das
diferengas entre as condicdes testadas. Foram considerados significativos valores p <

0,05.

3.7-Conclusdes e perspetivas futuras

A PDI tem demonstrado potencialidade para ser uma alternativa ao uso de
antibioticos. Entre os PSs ja estudados, os derivados tetrapirrolicos, como as porfirinas e

seus andlogos, estdo entre os que mais se t€ém destacado nesta area. Um dos fatores que
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contribui, significativamente, para a boa performance que esta familia de compostos
organicos apresenta em PDI, ¢ a sua elevada capacidade para gerar espécies citotoxicas,
nomeadamente oxigénio singleto ('02), e a sua elevada estabilidade quando expostas a
irradiagao com luz. Estas propriedades dos macrociclos porfirinicos tém despertado o
interesse de diversos grupos cientificos com o objetivo de preparar novos PSs com
propriedades estruturais, fotofisicas e fotoquimicas adequadas para a utilizacdo em
processos fotodindmicos. Os derivados porfirina-imidazol B-cationicos 36a,b foram
eficientemente preparados e obtidos em excelentes rendimentos, através da alquilacao dos
derivados neutros 35a,b. Os compostos 36a,b foram caracterizados por 'H RMN e MS-
ESI, e espectroscopia de absor¢do UV-Vis permitindo a confirmagdo das estruturas. A
incorporagao/imobilizacdo destes PSs nos materiais solidos selecionados (PVP, amido,
quitosana e CN) foi realizada com sucesso, tendo sido obtidos materiais potencialmente
eficientes em PDI. Seria pertinente no futuro, realizar uma caracterizacdo mais
pormenorizada dos filmes de amido e quitosana, nomeadamente ensaios de solubilidade,

humidade e propriedades mecanicas.

A incorporacdo/imobilizagdo de PSs em materiais, acarreta diversas vantagens,
entre as quais se destacam a possibilidade de reutilizagdo dos PSs, e a ndo utilizagao de
solventes organicos. Este conjunto de caracteristicas permite a extensdo da PDI para
diversos contextos, como por exemplo a fotoinativagdo de microrganismos em sangue,

agua ou superficies.

Os derivados porfirina-imidazol B-catidonicos 36a,b, as suas formulagdes em PVP,
e os materiais amido, quitosana e nitreto carbono grafitico demonstraram, no geral,
elevadas potencialidades em aturem como PSs em PDI, nomeadamente pela capacidade
de gerar 'O, e estabilidade quando expostos a irradiagio. Futuramente, seria pertinente
estudar a potencialidade dos diferentes materiais em diversos contextos. Devido ao facto
das formulagdes em PVP evitarem a agregacdo dos PSs 36a,b em meio aquoso, seria
possivel o estudo da inativagdo de microrganismos no plasma. Os filmes de amido e
quitosana imobilizados com as porfirinas 36a,b, apresentam caracteristicas que poderiam
permitir o tratamento de infe¢des bacterianas superficiais na pele. Os materiais CNp,m,ex-
36a,b poderiam apresentar eficicia em ambos os contextos tendo que se averiguar,
primeiramente, a toxicidade que poderiam apresentar para as células humanas e para os

componentes do sangue.
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Anexo 1- Espetros de absor¢do, em PBS, dos filmes A-36a (A) e Q-36a (B), a 25 uM, apds 0 e 30
minutos de irradiagdo com luz branca, com irradiancia de 40 mW/cm?, a temperatura ambiente.
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Anexo 2- Espetros de absor¢do, em PBS, dos materiais CNp-36a (A), CNm-36a (B) e CNex-36a (D) a 25
uM, apds 0 e 30 minutos de irradiagdo com luz branca, com irradidncia de 40 mW/cm?, a temperatura

ambiente.
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Anexo 3- Espetros de absor¢do, em PBS, dos materiais CNb-36b (A) ¢ CNm-36b (B) a 25 uM, ap6és 0 e

30 minutos de irradiagdo com luz branca, com irradidncia de 40 mW/cm?, a temperatura ambiente.
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