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“Eu sei

Que a vida tem pressa
Que tudo aconteca
Sem que a gente pega
Eu sei

Eu sei
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O tempo ¢é coisa rara
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Quando ele j& passou
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Euvou estar aqui”
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Resumo

Neste trabalho € apresentada a sintese e caracterizag¢do estrutural de dois conjuntos de
corantes esquarilicos assimétricos (Figura 1) bem como a avaliacdo da sua citotoxicidade in
vitro, no escuro e ap0s irradiacdo a um comprimento de onda adequado, nas linhas celulares
Caco-2 e HepG2, com o objetivo de estudar o potencial dos corantes como agentes
fotossensibilizadores para aplicacdo em terapia fotodinamica do cancro.

Esta dissertacdo encontra-se dividida em quatro capitulos. No primeiro é apresentada
uma revisao bibliografica sobre a terapia fotodindmica e os corantes esquarilicos. No segundo
capitulo é apresentada uma descricao de todos os métodos utilizados na sintese dos compostos
pretendidos, bem como a sua caracterizagdo espectroscopica detalhada, e uma breve descri¢dao
das técnicas usadas no estudo do potencial fototerapéutico dos corantes, nas linhas celulares
Caco-2 e HepG2. No terceiro capitulo sdo discutidos os resultados experimentais de sintese
bem como da caracterizacdo estrutural de todos os corantes esquarilicos assimétricos. Os
compostos obtidos foram caracterizados a partir de técnicas de ponto de fusdo, espectros no
vivivel, espetros de ressonincia magnética nuclear (RMN) de 'H e '*C e espetros de massa de
alta ou baixa resolucdo. Neste capitulo sdo também apresentados e discutidos os valores de
rendimento quantico de formacdo do oxigénio singuleto, obtidos para todos os corantes
esquarilicos e aminoesquarilicos a serem aplicados nas referidas linhas celulares. No quarto, e
ultimo capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados de citotoxicidade dos corantes, no
escuro, e apos irradiagdo com LEDs centrados a 630 ou 660 nm, durante 7 ou 14 minutos, onde
sdo de salientar os resultados obtidos para o corante zwiteriénico (Z = O7; Y = 1) que, pode ser

considerado como um potencial fotossensibilizador para terapia fotodinamica do cancro.

X =1, CF;S03; Y =, H; Z = 0", NH, NHCH; NHPh, NH-3-1-Ph

Figura 1. Férmula geral dos corantes cianinicos esquarilicos sintetizados

Palavras-Chave: Terapia fotodindmica, cianinas, corantes esquarilicos, oxigénio singuleto,

células HepG2, células Caco-2
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Abstract

In this work it is presented the synthesis and structural characterization of two sets of
asymmetric squarylium dyes (Figure 1) as well as the evaluation of their cytotoxicity, in vitro,
in the dark and after irradiation at a suitable wavelength, in Caco-2 and HepG2 cell lines, in
order to study the potential of these dyes as photosensitizers for use in photodynamic therapy
of cancer.

The present dissertation is divided into four chapters. In the first chapter, it is presented
a literature review on photodynamic therapy and squarylium dyes. The second chapter presents
a description of all experimental methods used for the synthesis of the organic compounds, the
spectroscopic characterization as well as physical characterization and a brief description of the
techniques used to study the phototherapeutic potential of the dyes, using Caco-2 and HepG2
cell lines. In the third chapter, the results of experimental synthesis as well as the structural
characterization of all asymmetric squarylium dyes are discussed. The obtained compounds
were fully characterized from techniques such as melting point, visible spectra, nuclear
magnetic resonance spectra (NMR) of 'H and '*C and mass spectra of high or low resolution.
In this chapter it is also presented and discussed the quantum yield values of singlet oxygen
formation, obtained for all squarylium and aminosquarylium dyes, to be applied in cells lines
referred above. In the last chapter the results of dyes cytotoxicity obtained in the dark and after
irradiation with LEDs centered at 630 or 660 nm during 7 or 14 minutes, are presented and
discussed; From the obtained data it is highlighted the results obtained for the zwitterionic dye
(Z=0;Y =1), that can be considered as a potential photosensitizer for photodynamic therapy

of cancer.

X =1,CF;803;, Y =1, H; Z= 0, NH, NHCH3; NHPh, NH-3-1-Ph

Figure 1. General formula of the sqarylium cyanine dyes synthesized

Key-Words: Photodynamic therapy, cyanines, squarylium dyes, singlet oxygen, HepG2 cells,
Caco-2 cells
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Capitulo 1

INTRODUCAO

Neste capitulo € feita uma introducdo a terapia fotodindmica, aos corantes cianinicos e
cianinicos esquarilicos (estrutura e aplica¢des), bem como as suas caracteristicas favoraveis
para a sua aplicacdo em terapia fotodindmica, nomeadamente o efeito citotoxico para células

cancerigenas, o qual serd estudado neste trabalho.
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1.0. Nota introdutdria

O cancro é uma doenga crénica causada pela proliferacdo anormal das células (Souza,
2004). Existem mais de cem tipos de cancro, podendo citar como exemplo, € mais comuns, 0
da pele, pulmdo, mama, figado, estbmago, coloretal e préstata, que sdo responsdveis pela
morte de milhares de pessoas em todo o mundo. Por isso, é considerada a doengca com maior
impacto econémico (Ferlay et al., 2013). A sua incidéncia tem vindo a aumentar em vdirias
dreas do Mundo, sendo uma das principais causas de morte nos paises desenvolvidos
(Kaatsch, 2012). O impacto da transformacdo gradual do estilo de vida das pessoas tem
produzido alteragdes adversas na prevaléncia de fatores de risco para o aparecimento do
cancro, tal como o fumo do tabaco, o uso nocivo do alcool, a dieta ou a inatividade fisica
(Pinheiro et al., 2003). No entanto, atualmente, uma percentagem significativa de cancros
pode ser curada, se detetado precocemente, recorrendo a cirurgia, radioterapia, quimioterapia
e mais recentemente imunoterapia. Contudo, os tratamentos atualmente existentes sdo muito
invasivos, resultando em demasiados efeitos secunddrios indesejaveis e, por 1isso, OS
investigadores tém-se concentrado no desenvolvimento de novos métodos de tratamento
alternativos mais vantajosos e seguros (Master et al., 2013).

O enorme avanco no conhecimento e entendimento molecular do cancro, a que se tem
assistido, tem revelado novos alvos de interesse que permitem o desenvolvimento de novas
terapias eficazes, mais seguras e com menos danos das células sauddveis (Bertram, 2001;
Wild et al., 2002; Lim et al., 2013). A terapia fotodinamica (PDT de Photodynamic Therapy)
€ uma das novas modalidades de tratamento, que se tem revelado uma estratégia muito
promissora (Master et al., 2013). Este método terap€utico tem por base o uso de quimicos
fotossensibilizadores que se acumulam preferencialmente nas células alvo e, apds exposicao a
luz a um comprimento de onda adequado, as destrdi, seletivamente (Delaey et al., 2000;
Paszko et al., 2011). Por isso, apresenta inumeras vantagens sobre os tratamentos
convencionais como a cirurgia, quimioterapia, radioterapia e/ou terapia hormonal (Reeves et
al., 2009). Por exemplo, em comparagdo com a quimioterapia convencional, o
fotossensibilizador (FS) apresenta toxicidade minima na auséncia de luz e, por conseguinte, a
sua acumulacdo em tecidos ditos normais ird conferir uma toxicidade sistémica minima. Por
outro lado, como a luz de ativacdo € nao-ionizante, o efeito provocado nos tecidos sem

fotossensibilizador ndo € prejudicial, sobrepondo-se a radioterapia (Master et al., 2013).
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Apesar do enorme potencial da PDT, ainda ndo se conseguiu generalizar o seu uso
devido a pouca aprovagdo clinica dos FSs organicos (Shi et al., 2014). Sabe-se que um grande
nimero de corantes tem sido estudado, in vivo e in vitro, para determinar o seu potencial
como fotossensibilizadores para PDT, mas poucos t€m mostrado as propriedades ideais. Por
esta razdo, muitos cientistas continuam focados no desenvolvimento de novos
fotossensibilizadores, em busca daqueles que apresentem a maxima eficiéncia (Robertson et

al., 2009).

1.1. Terapia Fotodinamica

A era da PDT comecou no inicio do século XX quando um estudante de medicina,
alemdo, chamado Oscar Raab, verificou a morte rdpida de uma cultura de Paramecium
caudatum apds exposicdo a luz, na presenca de laranja de acridina. Mas, o termo
fotodindmica s6 foi criado uns anos mais tarde, pelo seu supervisor, von Tappeiner, para
descrever as reacdes quimicas, que ocorrem nos sistemas biologicos, com consumo de
oxigénio, induzidas por fotossensibiliza¢do (revisto em Kalka et al., 2000). No entanto, a
expansao do uso da terapia fotodindmica, na pratica clinica, deve-se ao trabalho pioneiro de
Dougherty et al., que, em 1978, apresentou varios dados que mostram o sucesso da aplicagao
da PDT no tratamento de cancro cutaneo e outras doengas malignas (Dougherty ez al., 1978).

A PDT, método de tratamento alternativo de vérias doencas amplamente desenvolvida
nas ultimas décadas, utiliza trés componentes: i) um FS, ii) radiacio com um comprimento de
onda especifico e, ii1) oxigénio molecular. O mecanismo terapéutico baseia-se na excitagao do
FS, ap6s administragcdo, com irradiagc@o de luz, a um comprimento de onda adequado, onde a
energia de excitacdo passa para a molécula de oxigénio que, alterando o seu estado quantico,
de oxigénio tripleto (*02) para oxigénio singuleto ('0,), provoca danos irreversiveis ao tecido
lesado (Allison e Sibata, 2010; Avirah et al., 2012).

Para este tratamento, considerado relativamente ndo invasivo, apenas € requerida a
iluminacdo do local alvo, ndo € necessdria imunossupressao sistémica e ndo sdo conhecidos
efeitos de toxicidade cumulativa, o que possibilita ser vérias vezes repetido, sem
consequéncias adversas para o paciente, além de permitir o seu uso em pessoas idosas e
debilitadas (Reeves et al., 2009). Em virtude destas caracteristicas, a PDT pode oferecer a
possibilidade de dupla-seletividade na terapia do cancro através do desenvolvimento de

tecnologias que garantam tanto a seletividade da acumulagdao do FS como da irradiacdo do
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tecido alvo e, assim, minimizar os danos do tecido saudavel (Master et al., 2013). Contudo,
este método terap€utico ndo é 100% seguro, tendo como principal desvantagem a
sensibiliza¢do provocada pela exposi¢do a luz. No entanto, este pequeno problema pode ser
contornado evitando-se a exposi¢ao a luz solar ou luz artificial muito intensa durante um certo
periodo de tempo (aproximadamente 6 semanas) dependendo do tipo de FS utilizado (Perussi,
2007).

O processo de destrui¢do do tecido tumoral envolve vérias etapas, como ilustrado na

Figura 1.1.
1 2 3 .
. ‘
Administracao do FS Acumulacio Irradiacdo Destruicao
do FS na lesao da lesao do tecido lesado

Figura 1.1. Representacdo esquemadtica das vdrias etapas envolvidas na PDT. 1) Administragdo do FS por via sistémica,
tépica ou local, 2) Acumulacdo seletiva do FS, na lesdo apds um determinado tempo de incubacdo, 3) Irradia¢do da lesdo
com luz a um comprimento de onda especifico, 4) destruicdo da lesdo devido a formagdo de espécies citotdxicas (Figura
adaptada de Photolitec, 2013)

ApOs administracdo e acumulacdo do FS na lesdo, esta € irradiada de modo a provocar
a excitacdo do FS e consequentemente levar a formacdo de espécies citotoxicas, como
espécies reativas de oxigénio (ROS) e oxigénio singuleto, que causam danos irreversiveis nas
células, destruindo-as (Robertson et al., 2009; Avirah et al., 2012).

Para que o desaparecimento do tumor seja bem-sucedido, trés mecanismos de acao
tem vindo a ser discutidos (Figura 1.2), designados por reacdes do tipo I, II e III,

respetivamente.

* Formagio de espécies reactivas de
oxigénio (HO e 0;7)

Fs5
activado
Reacio do tipo ITT
* Directamente toxico

* Auséneia de oxigénio

Reacio do tipo I }

Reacio do tipo IT
* Oxigenio singuleto

Figura 1.2. Representagdo esquemdtica dos vdrios tipos de reagdes que
podem ocorrer na Terapia Fotodindmica, apds ativagdo do FS (adaptado de
Allison e Moghissi, 2013)
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Na reacdo do tipo I o FS ativado transfere o excesso de eletrdes diretamente para o
substrato (biomoléculas que rodeiam o FS, ex. H>O, lipidos, etc.) originando ROS que
desencadeiam uma série de reacdes bioldgicas destrutivas do tecido alvo. Por outro lado, o FS
pode transferir o excesso de energia ao oxigénio no estado fundamental, presente no tecido
alvo, dando origem ao oxigénio singuleto (reacdo do tipo II), espécie altamente citotéxica.
Alternativamente, na reacao do tipo III, o FS ativado é, por si s6, toxico para as células alvo,
ndo sendo necessdria a presenca de oxigénio para a eliminacdo do tecido tumoral (Alisson e
Sibata, 2010; Allison e Moghissi, 2013). Apesar de poderem ocorrer estes trés tipos de
reacoes, acredita-se que a reacdo do tipo II € a base da PDT, sendo a formagdo de oxigénio
singuleto a principal causa de dano celular que leva ao desaparecimento do tumor (Konan et

al., 2002; Allison e Moghissi, 2013).

1.1.1. Mecanismos de acao da PDT nos sistemas biolégicos

Nas ultimas décadas tém-se assistido a um enorme progresso no entendimento dos
mecanismos bioldgicos e bioquimicos envolvidos na inducdo de morte celular pela PDT
(Almeida et al., 2004). No entanto, ainda € necessdrio atingir um nivel de conhecimento mais
detalhado sobre os mecanismos envolvidos (Yoo e Ha, 2012).

Ja se sabe que as respostas ao tratamento fotodindmico dependem de vérios fatores
como o tipo do FS utilizado, as condicdes de iluminacdo, o estado de oxigenacdo do tecido e
o tipo de células envolvidas no tratamento (Moor, 2000; Buytaert et al., 2007). Por outro lado,
a localizacdo subcelular do FS também tem uma grande influéncia no tipo de resposta da
c€lula, determinando a localiza¢do do dano primdrio (Moor, 2000), uma vez que o FS se pode
localizar em diferentes organelos celulares como por exemplo membranas, mitocondrias,
complexo de Golgi, reticulo endoplastatico ou lisossomas (Robertson et al., 2009) e, assim,
determinar o mecanismo de morte celular (Zhu e Finlay, 2008).

Quando o FS € administrado através da corrente sanguinea, liga-se as proteinas
séricas, através das quais € transportado até ao local alvo, sendo que a sua entrada na célula
dependerd do seu cardcter lipofilico (Robertson et al., 2009). Os FSs mais hidrofébicos
seguem na corrente sanguinea ligados a lipoproteinas (de alta densidade (HDL) ou baixa
densidade (LDL)), o que, de certo modo, permitird a acumulacdo seletiva, do FS, no tecido
tumoral, uma vez que ha uma maior expressao de recetores de lipoproteinas (nomeadamente

de LDL) nas membranas das células tumorais, quando comparadas com células normais
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(Luksiene, 2003; Ribeiro et al., 2007). No geral, os FSs hidrofébicos normalmente permeiam
as células provocando dano direto na célula alvo, através da producdo de espécies citotoxicas
(ROS e oxigénio singuleto). Por outro lado, os FSs hidrofilicos, acumulam-se nos espacos
intersticiais e podem conduzir a morte celular de forma indireta, através da interrup¢ao do
fornecimento de oxigénio e nutrientes essenciais provocado pela ocorréncia de tromboses ou
hemorragias derivadas do dano causado pela PDT nos vasos sanguineos do tecido tumoral
(Luksiene, 2003; Robertson et al., 2009).

Relativamente ao dano direto sdo trés os mecanismos de morte celular que podem ser
iniciados ap0s a reacdo fotodinamica: i) apoptose, ii) necrose e iii) autofagia (Buytaert et al.,
2007; Agostinis et al., 2011; Yoo e Ha, 2012). Normalmente, a apoptose ocorre quando o FS
ativado estd localizado na mitocondria ou no reticulo endoplasmdtico, enquanto a necrose
podera ocorrer quando o FS esta localizado nas membranas plasmdticas ou nos lisossomas e,
de alguma forma, o mecanismo apoptético foi bloqueado ou atrasado. Por outro lado, a
autofagia pode ser induzida na tentativa de promover a reparacdo de danos causados pela
PDT, e tornar-se um sinal de morte celular quando a resposta inicial falha (Buytaert et al.,
2007). Estes mecanismos sdo distinguidos e definidos pelas vérias alteragcdes morfologicas
que vao ocorrendo ao longo do processo de morte celular (Figura 1.3). Na apoptose, por
exemplo, ocorre uma contracdo celular, condensa¢do da cromatina nuclear, fragmentacdo do
DNA e formacdo de corpos apoptdticos, sem ocorrer uma resposta inflamatéria (Luksiene,
2003). A autofagia € morfologicamente caracterizada pela formacdo e acumulagdo de
vacuolos autofagicos (autofagossomas) no citoplasma (Buytaert et al., 2007; Janku et al.,
2011). A necrose, contrariamente aos anteriores, € caracterizada por um aumento do volume
da célula e dos seus organelos e perda de integridade da membrana plasmaética, resulta numa

reacdo inflamatoria, apds libertacdo do conteudo intracelular (Agostinis et al., 2011).
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Figura 1.3. Representacdo dos principais mecanismos de morte celular e respetivas
caracteristicas morfoldgicas e imunoldgicas (adaptado de Agostinis et al., 2011)

A apoptose € o principal processo de morte celular induzido pela PDT e o mais bem
estudado. Este processo € regulado por diversas vias de sinaliza¢do celular e pode ocorrer
segundo duas vias apoptéticas distintas, mas convergentes: a via intrinseca e a via extrinseca
(Buytaert et al., 2007; Yoo e Ha, 2012), tal como representado na (Figura 1.4). A via
intrinseca € iniciada pela falha da funcdo mitocondrial, associada a stresse oxidativo, que
causa a libertacdo do citocromo c e outras proteinas apoptéticas [por exemplo: Smac-DIABLO
(Smac: second mitochondrial-derived activator of caspase; DIABLO: direct inhibitor of
apoptosis-binding protein with low pl) e AIF (apoptosis-inducing factor)]. O citocromo ¢, por
sua vez, liga-se a Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1) e induz a sua
oligomerizacdo na presenca de ATP ou dATP, levando ao recrutamento e ativacdo da
procaspase-9, formando o apoptossoma. Posteriormente, a caspase-9, depois de ativada, ativa
diretamente a caspase-3, dando-se a morte celular. Por outro lado, a via extrinseca € iniciada
através da ativacdo de recetores de fatores de necrose tumoral (TNFr), presentes na membrana
plasmética, que apdés a formacdo do complexo intracelular de sinalizacdo de morte celular
(DISC de Death-Inducing Signaling Complex), por ligacdo de moléculas adaptadoras (Fas-
associated e TNFRI-associated), vao ativar a caspase-8. A caspase-8 pode, depois, ativar
diretamente as caspases efetoras (3, 6 € 7) ou induzir a via intrinseca, através da clivagem do
membro pré-apoptético Bid (BHs-interating domain death agonist) em tBid (truncated Bid),
tornando-o ativo (Almeida et al., 2004; Buytaert et al., 2007; Mroz et al., 2011; Yoo e Ha,
2012).
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Figura 1.4. Representacdo esquemadtica das duas vias apoptéticas que podem ocorrer na PDT apds a
ativacdo do FS (adaptado de (Yoo e Ha, 2012)

1.1.2. Aplicacoes da PDT

A PDT, um método terapéutico dirigido principalmente para alvos oncolégicos, sendo
minimamente invasiva e com elevada seletividade para células tumorais, apresenta diversas
vantagens sobre as técnicas comuns de tratamento do cancro (Konan et al., 2002; Castano et
al., 2004; Robertson et al., 2009; Allison e Moghissi, 2013; Shi et al., 2014). Nos ultimos
anos, a PDT tem sido testada, a nivel clinico, no tratamento do cancro da cabeca e pescocgo,
pulmdo, mama, préstata, pancreas, pele, entre outros (Lim et al., 2012). No entanto, devido
aos mecanismos de acdo, que variam entre a morte celular direta e a oclusdo vascular a PDT
tem também sido efetiva em oftalmologia (tratamento de degeneracOes maculares),
dermatologia (tratamento de psoriase), imunologia (tratamento de doencas autoimunes) e
cardiologia (Konan et al., 2002; PreuB} et al., 2014).

Outras aplicacdes do efeito fotodindmico incluem a destruicdo de microrganismos

patogénicos (Kashef er al., 2012), tais como bactérias, fungos, leveduras e virus (Perussi,

2007).
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1.2. Fotossensibilizadores

O FS € uma molécula que absorve luz e desempenha a funcio de farmaco, geralmente
designado por corante. E capaz de transferir a energia dos fotdes absorvidos para o oxigénio,
ou outros substratos, gerando espécies reativas de oxigénio ou outras espécies citotoxicas, que
por sua vez desencadeiam uma cascata de reacdes bioquimicas e levam a morte celular
(Bazylinska et al., 2012; Lim et al., 2013).

Existem varias formas de classificacdo dos FSs, podendo ser classificados de acordo
com: i) a geracao, onde se tenta agrupar os FSs com base na época em que sio gerados, sendo
que as geracOes seguintes tentam colmatar as deficiéncias das gerag¢des anteriores; ii) a
pureza sintética onde os FSs sdo considerados puros quando correspondentes a uma so
substancia ou impuros quando constituidos por mais que um componente; iii) o local de acao
onde os FSs sdo classificados com base no tecido em que, preferencialmente, se acumulam;
iv) a estrutura quimica onde se classificam os FSs com recurso a andlise da estrutura
quimica base que apresentam. Neste ultimo caso, o que se verifica nos grupos de compostos é
a alteracdo da estrutura bdsica, normalmente ciclos tetrapirrdlicos, por adi¢do ou abstracao de
grupos substituintes (Alisson e Sibata, 2010).

Nas ultimas décadas, foram sintetizados varios tipos de FSs, desde compostos
aromdticos simples a macrociclos mais complexos (Bazylinska et al., 2012; Avirah et al.,
2012). Muitos deles estao referidos como potenciais FSs para PDT, tendo sido ja aprovados
para avaliacdo clinica da sua eficidcia (Bazylinska et al., 2012). A maioria dos FSs ja
aplicados na PDT e aprovados na prdtica clinica baseiam-se em ntcleos tetrapirrélicos como
porfirinas, clorinas, bacterioclorinas e ftalocianinas uma vez que estes apresentam baixa
toxicidade na auséncia de luz e sdo seletivos para o tumor (Perussi, 2007). Na tabela 1.1, sdao
apresentadas algumas formas comerciais de FSs, derivadas das vdrias moléculas atrds

referidas.
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Tabela 1.1. Lista de FSs, atualmente disponiveis no mercado, para uso em PDT (adaptado de Master et al., 2013)

Nome A ativacio
Empresa Aprovacao Aplicacao Estrutura Quimica
comercial (nm)
R CH,
Canada, 1993 Cancro da bexiga, . o,
i
Photofrin® Axcan Pharm Japdo, 1994 pulmao, eséfago e 630
CO(CH.), CH,
EUA, 1995 esofago Barrett’s
NaOOC(CH,), o,
UE, 2001 Queratose actinica,
Nova Zelandia, carcinoma de °
Photocure/
Metvixia® 2002 células basais, 630 Myt o
galderma )
Australia, 2003 cancro nao-
EUA, 2004 melanoma da pele
Biolitec Cancro da cabeca e
Foscan® UE, 2001 652
Pharma pescoco
Degeneracao — & 1,
. .'/
UE, EUA e macular relacionada #c00C,,
Visudyne® Novartis Canada, 2000 com a idade, miopia 690 e -
Japdo, 2003 patoldgica,
HiCoOC COOH
histoplasmose
DUSA
Levulan® EUA, 1999 Queratose actinica, 417
Pharma ] ] ]
displasia esofdgica
Meiji Seika
Laserphyrin® Japdo, 2004 Cancro do pulmio 664
Pharma
Photosense® NIOPIK Russia, 2001 Varios cancros 675

10
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Os derivados de Hematoporfirina (HpD), cujo nome comercial é Photofrin®, foram
dos primeiros FSs estudados extensivamente. S6 depois surgiram as porfirinas, as
ftalocianinas, as cianinas, o rosa de bengala, o azul-de-metileno, etc. (Avirah et al., 2012).
Contudo, como a maior parte dos FSs existentes apresentam alguma fotossensibilidade
cutanea prolongada, uma taxa metabdlica de degradacdo lenta e sdo ativados a comprimentos
de onda abaixo dos 600 nm, que nido permite uma penetracdo da luz a mais que alguns
milimetros de pele (Castano et al., 2004; Avirah et al., 2012; Bazylinska et al., 2012), tem
havido um grande interesse no desenvolvimento de novos corantes que apresentem absor¢ao
maxima na regido do vermelho ou infravermelho préximo, nos quais se incluem os corantes
esquarilicos (Avirah et al., 2012).

Os FSs atuais tém sido concebidos para alcancgar elevados niveis de reagcdo do tipo II
(Allison e Moghissi, 2013). Contudo, ainda ndo se conseguiu encontrar o FS que consiga
satisfazer as exigéncias quimicas, fisicas e bioldgicas necessdrias (Castano et al., 2004;
O’Connor et al., 2009; Robertson et al., 2009; Ormond e Freeman, 2013), uma vez que a
manipulacdo de algumas caracteristicas conseguem ser bem controladas enquanto outras,

como a farmacocinética, nao (O’Connor et al., 2009).

1.2.1. Parametros para um fotossensibilizador eficiente

A eficiéncia de um fotossensibilizador, como agente terapéutico, depende de
determinadas caracteristicas que o composto apresenta € por isso vdrios t€m sido os
parametros descritos para aumentar o sucesso dos compostos usados como FS. No entanto, o
sucesso de cada FS depende, ndo so, das suas caracteristicas fotofisicas como também das
suas caracteristicas fotoquimicas (Santos et al., 2003), as quais incluem pureza quimica,
seletividade, estabilidade quimica e fisica, rdpida acumula¢do no tecido alvo, comprimento de
onda de emissdo adequado (preferencialmente na regido do vermelho ou infravermelho
proximo) e rapida eliminagdo do organismo (Castano et al., 2004; O’Connor et al., 2009;
Robertson et al., 2009; Avirah et al., 2012; Ormond e Freeman, 2013). Estes parametros
foram criados para melhorar as propriedades de absorcdo, os rendimentos quanticos de
formacdo do estado tripleto excitado do FS e consequente geracdo de oxigénio singuleto,

assim como melhorar a sua farmacocinética (Avirah et al., 2012).
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1.2.1.1. Pureza

O FS deve ser constituido por uma Unica substancia pura, de composi¢do conhecida, e
estdvel a temperatura ambiente (O’Connor et al., 2009). Por outro lado, deve ser obtido com
um elevado rendimento, através de vias sintéticas curtas e reprodutiveis (Ethirajan et al.,
2008). A pureza do FS permite simplificar as interpretacdes dos estudos de relagdo dose-
resposta, pois caso o FS seja constituido por multicomponentes € dificil de prever os seus

efeitos (Kudinova e Berezov, 2010).

1.2.1.2. Toxicidade e estabilidade

Um bom FS ndo deve apresentar toxicidade no escuro, e s6 deve ser citotoxico quando
ativado por luz a um comprimento de onda apropriado (Alisson et al., 2004; O’Connor et al.,
2009; Avirah er al., 2012). Por outro lado, deve manter-se estavel cinética e
termodinamicamente (Bonnett, 1995). A sua acumulacdo no tecido alvo deverd ser rdpida e
seletiva, permitindo um tratamento mais curto, € a sua elimina¢do do organismo, além de
rapida, ndo deverd produzir metabolitos toxicos, de modo que a fotossensibilidade provocada

nos pacientes seja diminuta (Alisson et al., 2004; Ethirajan et al., 2011; Avirah et al., 2012).

1.2.1.3. Parametros fotofisicos e fotoquimicos

Os trés parametros necessariamente importantes para que um FS tenha aplicacdo
terapéutica sao o rendimento quantico, o tempo de meia-vida e a energia do estado tripleto
(Bonnett, 1995). A eficiéncia terapéutica da PDT € determinada pela eficacia do FS na
producdo de oxigénio singuleto (Avirah et al., 2012), isto €, € necessario que o FS apresente
um elevado rendimento quantico de formagao do estado tripleto excitado, com elevado tempo
de vida, para que a energia absorvida seja transferida para o oxigénio molecular e este se
converta em oxigénio singuleto, que € citotéxico (Santos et al., 2003).

Ap6s incidéncia de luz o FS absorve fotdes e um dos seus eletrdes da orbital molecular
de baixa energia, passa para uma orbital molecular de energia elevada (mantendo o spin),
levando ao estado singuleto excitado do FS ('PS™,). Este estado é de curta durag¢io (na ordem
dos nanosegundo) e pode perder energia segundo vdrios processos, demonstrados no

diagrama de Jablonski (Figura 1.5) (Castano et al., 2004; Robertson et al., 2009).
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Figura 1.5. Mecanismos de citotoxicidade da PDT: diagrama de Jablonski modificado
(adaptado de Konan et al., 2002 e Ethirajan et al., 2011)

O cruzamento intersistema € o processo de decaimento energético fundamental para a
terapia fotodindmica. Neste processo, o FS sofre uma transicdo do estado singuleto excitado
para um estado tripleto excitado (°*PS”), que apresenta um tempo de vida maior que o estado
singuleto e, pode interagir fotoquimicamente com o oxigénio molecular, gerando espécies
reativas que, ao interagir com as biomoléculas, destroi o tecido alvo (Konan et al., 2002;
Ribeiro et al., 2007).

O sensibilizador deve, entdo, ter um estado singuleto excitado estdvel para poder
ocorrer 0 cruzamento interssistemas e assim originar o estado tripleto excitado, por inversao
do spin do eletrdo (Robertson et al., 2009; Ormond e Freeman, 2013). Por outro lado, a perda
de energia por emissao de fluorescéncia também pode ser um processo importante para a PDT
pois permitird a visualizagdo do local e a monitorizacdo do tratamento (Alisson e Sibata,

2010).

1.2.1.4. Absorcao de luz

O FS ideal deverd ter o pico de absor¢do mdxima a comprimentos de onda
compreendidos entre os 600-850 nm (também, habitualmente, designada por “janela
fototerapéutica”) de modo a permitir a maxima penetracdo e minima dispersdo da luz nos
tecidos bioldgicos (Santos, et al., 2003; O’Connor et al., 2009; Alisson e Sibata, 2010;
Avirah et al., 2012; Allison e Moghissi, 2013; Ormond e Freeman, 2013).

As fontes de luz devem apresentar as caracteristicas espectrais ideais coincidentes com
o comprimento de onda de absor¢do maxima do FS, de modo a permitir a sua ativacdo e
consequente producdo de ROS suficiente para gerar efeito citotéxico (Robertson et al., 2009).
A luz solar, as lampadas incandescentes e fluorescentes, os lasers continuos e pulsados e,
mais recentemente, os diodos emissores de luz (LED) sdo as fontes de luz que tém permitido

o sucesso da PDT. Os lasers apresentam mais vantagem no que diz respeito a produgdo de luz
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monocromadtica e precisa, em comparacdo com as outras fontes de luz de custo financeiro
mais elevado. Os LEDs surgiram devido ao seu baixo custo de construcdo, precisdo de
iluminacdo e portabilidade. Além disso, como os LEDs podem ser montados numa grande
variedade de formas, podem gerar grande quantidade de energia no comprimento de onda
desejado, tém uma distribuicdo de luz uniforme e ndo apresentam efeitos térmicos
significativos, tornaram-se uma das fontes de radiacdo mais utilizada em aplicacdes topicas da
PDT. No entanto, os lasers continuam a ser muito utilizados na aplicacdo interna da PDT, isto
€, como os lasers podem ser incorporados em fibra 6tica, permitem a chegada de luz a 6rgios

lesados mais internos (Machado, 2000).

1.2.1.5. Hidrofilicidade e lipofilicidade

A solubilidade do FS é um fator importante para a sua distribui¢do e localizacdo no
interior da célula (Ormond e Freeman, 2013).

Idealmente, o FS deve ser anfipatico, isto é, deve ser solivel em dgua, ou numa
mistura de solventes inofensivos misciveis em dgua, para se tornar biodisponivel, e a0 mesmo
tempo ter um certo grau de lipofilicidade que permita a sua difusdo através das barreiras
lipidicas e a sua localizacio no interior da célula (Alisson e Sibata, 2010; Ormond e Freeman,
2013). Porém, a maior parte dos FSs sdo de natureza hidrofébica o que dificulta a sua
dissolu¢c@o em meios aquosos e consequentemente a sua administragdo (Lim et al., 2013). No
entanto, a anfifilicidade e seletividade dos FSs ndo soliveis podem ser melhoradas com
manipulacdo quimica através da introducdo de vérios grupos substituintes como grupos

carboxilos, hidroxilos e sais de aménio (Bonnett, 1995).

1.2.1.6. Estado de agregacao

O termo agregado € usado para descrever a auto-associagdo de moléculas, por forcas
electroestdticas, em solugdes concentradas (Kobayashi ez al., 2012). A formagao de agregados
¢ um processo comum em compostos com sistemas m, que ocorre quando as forcas
intermoleculares sdo superiores as forcas estabelecidas entre os mondmeros e o solvente.
Normalmente observam-se dois tipos de agregados moleculares, conhecidos como agregados
H e J. Os agregados do tipo H apresentam desvios dos picos de absorcdo para menores
comprimentos de onda (hipsocromicos) em relacio a banda de absor¢cdo do mondmero.

Quando se formam agregados do tipo J, surgem bandas de absor¢do intensas a comprimentos
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de onda maiores (desvios batocromicos), comparativamente a banda de absorcdo do
mondmero. Estes desvios dos picos de absor¢do dos agregados foram explicados pela teoria
da excitagdo molecular, sendo caracterizados pela diferente disposicdo das moléculas do

corante (Figura 1.6) (Mishra et al., 2000).
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Figura 1.6. Representacdo esquematica da relagdo entre arranjo estrutural das
moléculas do corante e desvio espectral baseado na teoria de excitacdo molecular
(adaptado de Mishra et al., 2000)

Idealmente o FS ndo deve formar agregados em sistemas bioldgicos. No entanto,
muitos FSs sdo hidrofébicos e podem agregar muito facilmente em meio aquoso, o que pode
afetar as suas propriedades fotofisicas, fotoquimicas e biologicas (Paszko et al., 2011).

Aquando da formagdo de agregados verifica-se uma reducdo dos rendimentos
quanticos e tempos de vida dos estados tripleto e singuleto do FS que se traduz na reducdo da
capacidade de producdo de oxigénio singuleto e consequentemente na diminui¢do da
eficiéncia fototerapéutica (Macdonald e Dougherty, 2001). Este efeito pode, no entanto, ser
revertido por introducdo de grupos substituintes periféricos carregados na estrutura do FS ou
pela coordenagdo de ides metdlicos (Machado, 2000). Por outro lado, a incorporagdo do FS
em nanoparticulas pode ser uma boa alternativa para melhorar ndo s a solubilidade do
composto, como também evitar a sua agregacio, além de permitir uma maior seletividade e

efetividade do tratamento fototerapéutico (Lim et al., 2013).
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1.3. Corantes

Antes de mais, € importante saber distinguir os termos corante € pigmento porque,
embora sejam usados como sindénimos e tenham a capacidade de conferir cor, os seus perfis
ambientais e toxicoldgicos sdo diferentes. A grande diferenca entre eles reside no tamanho
das particulas e na solubilidade no meio em que se inserem (Shore, 2002). Os corantes sao
soliveis no substrato e ficam retidos por adsorcdo ou solvatacdo, enquanto os pigmentos
ficam em suspensao, ndo sendo soliveis nem afetados pelo substrato (Shore, 2002).

Os corantes foram um recurso natural usado, desde o inicio da civilizagdo,
principalmente, para fins de coloracdo (Anantharaman et al., 2014). Desde cedo, o Homem
tentou reproduzir as cores da Natureza, tendo desenvolvido métodos de extracdo de corantes e
pigmentos de fontes naturais. Devido aos vdrios problemas encontrados, para reproduzir as
cores, comegaram a procurar vias sintéticas para obtencdo de corantes. Assim, em meados do
século XIX nasceu a industria da quimica orgénica, apds a descoberta de uma via sintética
para a produgdo de um corante organico, a Muveina, realizada por Perkin em 1853 (Berrios e
Arbiser, 2011; Wainwright, 2014). Posteriormente, varios foram os estudos realizados com
corantes sintéticos e no final do século XIX, os trabalhos de Koch e Ehrlich proporcionaram a
aplicacdo dos corantes sintéticos na medicina (Wainwright, 2014).

Sabe-se, que desde a antiguidade, o Homem tem aproveitado os recursos naturais
(como por exemplo, os corantes de natureza vegetal ou animal) para curar vérias doencas.
Nesses recursos encontrou uma série de farmacéforos com aplicagdo em diversas dreas como
a medicina, farmacia e biologia (Teiten et al., 2013). Tendo por base pequenas moléculas,
provenientes da natureza, a indudstria farmacéutica tem vindo a evoluir e a desenvolver novos
medicamentos (Anantharaman et al., 2014) e, atualmente, mais de 50% dos farmacos
modernos, usados na pratica clinica, s@o de origem vegetal tendo, grande parte deles,
capacidade de produzir efeito nas células cancerosas (Unnati et al., 2013).

Todos os anos sao descritos, na literatura, centenas de novos compostos corados, com
uma multiplicidade de aplica¢gdes. Existem numerosas estruturas quimicas de corantes, cuja
classificacdo aparece detalhada no Color Index, publicacdo que divide os corantes em 25
classes estruturais (Shore, 2002).

A estrutura do corante é bastante mais complexa quando comparada com outros
compostos organicos. A formacao de cor deve-se a deslocalizac@o dos eletrdes pelos sistemas

conjugados de ligagdes simples e duplas, designados de croméforos, presentes na sua
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estrutura (ex. grupos metino —C=C—, grupos azo —-N=N-, grupos carbonilo
C=0) (Shore, 2002). Estas ligacdes insaturadas presentes na estrutura dos corantes e
pigmentos permite que estes absorvam radiagdo eletromagnética na faixa da luz visivel, 400-

720 nm (Figura 1.7) e apresentem cor (Chandraskaran, 2001).
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Figura 1.7. Espectro eletromagnético

As propriedades curativas da luz ja sdo conhecidas desde ha milhares de anos (Allison

et al, 2004), estando descrito, desde tempos antigos, o uso de luz ou compostos ativados por

luz no tratamento de uma grande variedade de doencas (Castano et al, 2004. Além da

possivel aplicacdo dos corantes como FS em PDT, estes também podem ser usados na

bioquimica em limites de detecdo extremamente baixos (Kanetkar, 2010).

1.3.1. Cianinas

As cianinas pertencem a classe dos corantes designados polimetinicos. Sao moléculas
planares com ligagdes duplas conjugadas, compostas por dois anéis heterociclicos, com
4tomos de carbono com hibridacdo sp?, ligados por uma cadeia polimetinica (sistema linear de
conjugacao-m, com numero impar de 4tomos de carbono), como representado na figura 1.8
(Kaloyanova et al., 2011; Panigrahi et al., 2012; Wezgowiec et al., 2013). Estas podem ser
obtidas por vdarios métodos de sintese simples, numa larga variedade estrutural, desde
monocianinas e tricarbocianinas e cianinas esquarilicas, com estrutura simétrica ou
assimétrica, consoante os grupos terminais € os grupos substituintes ligados aos dtomos de
azoto sejam idénticos ou diferentes (Panigrahi et al., 2012). A sua cor intensa depende do
solvente em que se dissolve e estd associada a interacdo de ressonédncia entre os atomos de
azoto, existentes nos dois extremos da cadeia polimetinica, envolvendo a deslocalizacdo da

carga positiva (Armitage, 2008).
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Figura 1.8. Estrutura geral das cianinas e tipicos componentes heterociclicos
(adaptado de Armitage, 2008)

A historia das cianinas em meados do século XIX, por volta de 1856. O interesse pelo
deveu-se a sua aplicacdo na area da fotografia, mas nunca se perdeu o interesse pela sua
sintese (Kaloyanova et al., 2012; Panigrahi et al., 2012). A sua aplica¢do em vdrias dreas da
ciéncia e tecnologia tornam esta classe de corantes numa das mais importantes, sobretudo as
suas aplicacOes em biologia molecular e andlises clinicas que favoreceu o interesse pelo
estudo das cianinas, nas ultimas décadas (Kaloyanova et al., 2012; Tatikolov, 2012; Zhang et
al., 2012).

Estes compostos sdo interessantes pelas suas propriedades fotofisicas e fotoquimicas,
nomeadamente: 1) absor¢do, com elevado coeficiente de extingdo molar, numa ampla zona
espectral, compreendida entre o visivel e o infravermelho proximo (400-850 nm),
i1) fluorescéncia, dependendo do ambiente molecular, com bom rendimento quantico, e iii)
capacidade de geracdo do estado tripleto (Tatikolov, 2012). Estas propriedades sao
determinadas pela flexibilidade da cadeia polimetinica. Quando as cianinas se encontram
livres em solu¢do podem ocorrer vibracdes, torcdes ou rotacdes das ligacdes da cadeia
polimetinica que provocam a dissipac@o de energia ndo radiativa e excitacdo da molécula. Por
outro lado, quando essa mobilidade é restringida dao-se processos concorrentes aos nao
radiativos, como a fluorescéncia (Kaloyanova et al., 2012; Tatikolov, 2012).

A fotodegradacao € uma outra caracteristica das cianinas que, na maioria dos casos, é
indesejdvel. No entanto, ja tém sido feitos esfor¢cos para melhorar a estabilidade destes
compostos no que diz respeito a decomposi¢dao fotoquimica, procedendo-se a alteracdes das

estruturas ou adicionando grupos funcionais. Contudo, os métodos sdo complexos e pouco
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eficientes, mantendo-se a necessidade de procura de novos corantes ou métodos de
minimizacao da fotodegradacao (Zhang et al., 2012).

Sdo vdrias as aplicacOes das cianinas. Estas, para além de muito usadas na fotografia
sdo, hoje em dia, utilizadas como sondas de fluorescéncia e agentes antitumorais ou usadas
em sistemas de captacdo de luz fotossintéticos ou fotovoltaicos, em armazenamento de dados
Opticos e materiais laser (Panigrahi et al., 2012; Gromov et al., 2013). Além disso, os corantes
do grupo das cianinas sdo considerados potenciais fotossensibilizadores. No entanto, o estudo
do seu potencial como agente efetivo e selectivo para PDT ndo tem sido explorado, de modo

intensivo, nas Ultimas décadas (Wezgowiec et al., 2013).

1.3.2. Cianinas Esquarilicas

As cianinas esquarilicas, sintetizadas pela primeira vez hd mais de 40 anos (citado em
Reis et al., 2009), apresentam estruturas polimetinicas, com um recetor central de quatro
membros (anel esquarilico) e dadores aromaticos ou anéis heterociclicos laterais, como ilustra

a figura seguinte (Avirah et al., 2012).

,

I
CN

Figura 1.9. Estrutura geral das cianinas esquarilicas onde R1 e Rz = grupos alquilo; X = O; OCH3, NH2, NHCH3, etc.;
Y = grupos aromadticos; Z" = I; CF3S0s3, etc.

Estes compostos apresentam elevada estabilidade, possuem bandas de absorcao
intensas e estreitas entre a regido do visivel e o infravermelho préoximo (600-850 nm), alta
absortividade molar (> 10° M.cm!) e um rendimento quéntico elevado, que os torna
apropriados para diversas aplicacOes bioldgicas, nomeadamente como FSs, em PDT. O facto
de apresentam emissdo de fluorescéncia tem, também, atraido atenc¢do para a utilizagao dos
corantes esquarilicos como marcadores fluorescentes (Santos et al., 2003; Avirah et al., 2012;
Ferreira et al., 2013b; Markova et al., 2013).

Por comparacdo com as cianinas os corantes esquarilicos apresentam, em solucao

aquosa, baixos rendimentos quanticos e tempos de vida curtos, talvez devido a propensao das
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cianinas esquarilicas para agregarem em meio aquoso. A formagdo de agregados, além de
reduzir a fotoestabilidade, levam a diminuicdo dos rendimentos quanticos, do tempo de vida
de fluorescéncia e do estado tripleto excitado, o que pode comprometer o potencial das
cianinas esquarilicas como FSs (Markova et al., 2013). Mas vdrios estudos ja demonstraram
que quando substituidos adequadamente, os corantes esquarilicos apresentam propriedades
fotofisicas muito favordveis que lhes permitem atuar com sensibilizadores em PDT (Avirah et
al., 2012).

Segundo Kim e Kwang (1998) a sintese das cianinas esquarilicas é simples podendo
obter-se facilmente por reacdo de condensagcdo de um equivalente molar de acido esquérico e
dois equivalentes molares de bases aromadticas, ricas em eletrGes, ou bases metilénicas
heterociclicas, como mostra a figura 1.10 (Kim e Hwang, 1998).

0] O z

: N+
Base N
CH; + - /
R

HO OH

Figura 1.10. Esquema representativo da sintese geral de uma cianina esquarilica onde Z = grupos aromaticos ou
heteroaromadticos e R = grupos alquilo

Do ponto de vista pritico, é importante que a sintese de corantes seja estdvel em
presenca de luz, calor, oxigénio e azoto (Mishra et al., 2000). Por isso, os métodos de sintese
destes compostos tém sido, constantemente, revistos, surgindo novas vias sintéticas. Muitas
destas novas vias tém permitido modifica¢des estruturais que podem refletir uma alteracao
nas propriedades fotofisicas e fotoquimicas dos corantes esquarilicos (Santos et al., 2003,
Ferreira et al., 2013b; Avirah et al., 2012).

Neste sentido, sdo vérios os investigadores que tém vindo a estudar a influéncia das
diversas alteracdes estruturais sobre os parametros fotofisicos, em busca do FS ideal para
aplicacdo em PDT. Em 2003, Santos e a sua equipa sintetizaram vdarios compostos
esquarilicos que apresentavam modificagdes estruturais no anel heteroaromdtico e no
comprimento dos grupos alquilo ligados ao dtomo de azoto (Figura 1.11) e verificaram que
essas alteracdes influenciavam a producdo de oxigénio singuleto, sendo o derivado de
benzoselenazole o composto que apresentava um aumento de produgdo de oxigénio singuleto

mais significativo (Santos et al., 2003).
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Figura 1.11. Corantes cianinicos esquarilicos.
R = CHs, C2Hs, n-CeHis; X = S, Se, CH=CH (adaptado de
Santos et al., 2003)

Mais tarde, em 2009, Reis e seus colaboradores verificaram que a inclusdo de aminas
ou grupos semelhantes a aminas no anel central de quatro membros (Figura 1.12), dos
corantes esquarilicos, originavam bandas de absorcdo fortes mais préximas do infravermelho

proximo, em compara¢ao com os seus analogos nao substituidos (Reis et al., 2009).

CH3(CHa)4CHy

N

A

X

NS *
N NHR

CHy(CH3)4CHy

Figura 1.12. Corantes cianinicos esquarilicos.
R = CH2CsHs, CsHs, 3-1-C¢H4, N(CH3)2, CH2CH2SOs™
X =S, Se, CH=CH (adaptado de Reis et al., 2009)

Mais recentemente, Ferreira er al. (2013) verificou que a introdu¢do de um 4tomo
pesado no anel heteroaromatico (Figura 1.13), como enxofre ou selénio, aumenta a geracao de
oxigénio singuleto e diminui a intensidade de emissdo de fluorescéncia e que a presenca do
atomo de iodo como contra-ido (efeito do dtomo pesado externo) influencia o rendimento
quantico de oxigénio singuleto, aumentando-o em, aproximadamente, 20%. Este estudo
revelou ainda que a rigidez introduzida pelo 4cido esquérico reduz eficientemente a

1somerizagdo dos compostos (Ferreira et al., 2013b).

Figura 1.13. Corantes cianinicos esquarilicos. X = S, Se;
Y = 0O, NHx, NHCH3;; Z = 1, CF3SO0s;
R = CH2CH3, CéHi4 (adaptado de Ferreira et al., 2013b)
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1.3.2.1. Estudo do potencial dos corantes esquarilicos, para aplicacio em PDT, in vitro e

in vivo

Apesar de se conhecerem vdrias razdes que tornam os corantes esquarilicos
apropriados para aplicacdo, como FSs, em PDT os ensaios para verificar o seu potencial ndo
sdo muito abundantes. No entanto, alguns investigadores interessados nesta drea ja
procederam a alguns ensaios tendo obtido resultados bastante positivos.

Em 2002, Ramaiah e seus colaboradores avaliaram a fototoxicidade do floroglucinol
halogenado baseado na estrutura de corantes esquarilicos (Figura 1.14), in vitro, apds
excitacdo dos corantes com uma ldmpada de halogéneo (1000 W; 337,5 kJ.m™?) que emitia

radiacdo de comprimentos de onda compreendidos entre 400-800 nm.

X OH OH HO X

X OH (0] HO X

Figura 1.14. Floroglucinol (estrutura baseada em
corantes esquarilicos). X = H, Br, I (adaptado de
Ramaiah et al., 2002)

Esta equipa verificou que o floroglucinol halogenado inibia a capacidade de clonagem
da linha celular AS52 (linha celular de ovério de hamster chinés) e reduzia a capacidade
proliferativa da linha celular L5178Y (linfoma de murganho). Além disso, conseguiram
perceber que estes compostos produziam citotoxicidade celular ao nivel dos componentes das
células, incluindo danos no DNA, ap0s irradiacdo (Ramaiah et al., 2002). O sucesso deste e
outros estudos in vitro, proporcionaram motivos de interesse e incentivo a novas
investigacdes acerca do potencial fototerapéutico dos corantes esquarilicos in vivo. Assim, em
2008, Devi et al. testaram o efeito terapéutico do corante esquarilico bis (3,5-di-iodo-2,4,6-tri-

hidroxifenilo), representado na figura 1.15.

| OH (0] HO |

Figura 1.15. bis (3,5-di-iodo-2,4,6- tri-hidroxifenil)
(adaptado de Devi et al., 2008)
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Para isso, induziram cancro de pele por DMBA (7,12-dimetilbenzoantraceno) em
murganhos (albino suico, macho), injetaram o corante via peritoneal e procederam ao
tratamento fotodindmico com uma lampada de halogéneo (1000 W, 120 J .cm), que emitia
radiacdo entre 400-800 nm. No final do tratamento os investigadores verificaram uma
considerdvel reducdo do volume tumoral. Além disso, com estudos complementares,
constataram que a fotodestruicdo do tumor foi mediada por mecanismos apoptéticos (Devi et
al., 2008).

Mais tarde, outros investigadores estudaram o potencial fotodinAmico de novos
corantes esquarilicos. Em 2012, Guerra utilizando corantes aminoesquarilicos, cuja estrutura
estd representada na figura 1.16, reduziu a viabilidade de células Caco-2 e HepG2 apds
irradiacdo com LEDs centrados a 660 nm, sendo que os corantes apresentavam citotoxicidade

minima no escuro.

Hex X

Figura 1.16. Corantes esquarilicos. X = NH2, NHMe, NHPh
(adaptado de Guerra, 2012)

Em 2013, Fagundes aplicou diversos corantes esquarilicos, simétricos e assimétricos
(Figura 1.17), em linhas celulares HepG2 e Caco-2, para avaliacdo do seu potencial como FS
para PDT. Verificou que, ap6ds irradiacdo com LEDs centrados a 660 nm, os resultados eram
satisfatorios tendo-se observado redugdo de viabilidade celular. Esta autora concluiu ainda
que os corantes assimétricos possuiam uma maior eficicia na reducio de viabilidade celular
comparando com os resultados obtidos para os corantes simétricos. Além disso, testou a
influéncia da irradiagdo sobre a viabilidade celular, irradiando as células durante 14 minutos,
sem adicao de qualquer corante, tendo verificado que a viabilidade das células ndo foi afetada

por fatores capazes de induzir stresse como a irradiacao.

Hex S, Hex

Figura 1.17. Corantes esquarilicos. X=Y; X#Y = S, Se;
St = I, H; S2 = NHz, NHMe, NHPh, 3-I-NHPh,
NHCH2CH20S0s5" (adaptado de Fagundes, 2013)
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1.4.  Linhas Celulares: um modelo de estudo in vitro para PDT

De modo a conseguir obter 0 mdximo de informagdo acerca de um tipo de célula
individual os bidlogos desenvolveram métodos de dissociacdo de células de vdrios tipos de
tecidos. Estas manipulagdes resultaram numa populacdo relativamente homogénea que
permite a proliferacdo das células como uma cultura pura (Alberts et al., 2002). Portanto, a
cultura de células é um processo de manutencao de células em ambiente artificial favoravel
que permite o estudo do comportamento celular fora do organismo e em ambiente controlado
(Alves e Guimaraes, 2010; Verma, 2014).

Em 1900 a cultura de células animais tornou-se uma técnica de laboratério comum e
hoje em dia € uma das principais ferramentas em areas de investigacdo das ciéncias da vida
(Verma, 2014). As diversas vantagens que apresenta como o rigoroso controlo das condi¢des
experimentais, elevada razdo entre n° de testes/tempo despendido, reducdo de ensaios com
modelos animais, diminuicdo de reagentes utilizados, homogeneidade das linhas celulares e
conhecimento das suas caracteristicas, bem como o conhecimento do efeito de substancias
citotéxicas num determinado tipo celular, t€m permitido a expansdo do uso desta técnica.
Porém, sabe-se que, o facto de haver dificuldade em comparar o organismo como um todo e
uma linha celular, leva muitas vezes ao uso, obrigatdrio, de ensaios in vivo, isto porque as
células que crescem in vitro ndo expressam exatamente o fenotipo das mesmas in vivo, devido
a alterac@o do seu microambiente (Freshney, 2010; Verma, 2014). No entanto, o uso de linhas
celulares continua a ser importante, principalmente nos ensaios de toxicidade. Isto porque
para um determinado composto poder ser comercializado para uso publico tem de passar por
uma enorme quantidade de ensaios. Se estes forem primeiramente testados in vitro, percebe-
se qual o seu potencial citotéxico, além de se poder compreender alguns dos seus efeitos ao
nivel celular e se depois apresentarem as caracteristicas pretendidas avanga-se para ensaios in

vivo de modo a entender quais os seus efeitos a nivel sistémico (Freshney, 2010).
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1.4.1. Obtencao de cultura de células e sua manutenciao — Cultura primaria e subcultura

A cultura de células pode ser obtida a partir de tecido animal, através de remocao
direta de células ou dissociacdo do tecido em suspensdo celular por meios enziméticos ou
mecanicos (Freshney, 2010; Gibco, 2014). Posteriormente, estas células sdo plantadas num
recipiente de cultura com meio adequado para que ocorra divisdo e crescimento celular
(Freshney, 2010). Por outro lado, a cultura de células pode derivar de uma linha ou estirpe
celular que ja tenha sido estabelecida (Gibco, 2014).

Sao conhecidas dois tipos de cultura de células, nomeadamente cultura de células
primdria e cultura de células secundaria (Sinha e Kumar, 2008; Verma, 2014).

A cultura de células primdria € aquela que € obtida diretamente do tecido ou 6rgdo
assepticamente colhido, cujo crescimento celular, in vitro, é induzido, apds a desintegracdo
mecanica, quimica ou enzimdtica do tecido, em frascos de cultura com meio de cultura
completo e condi¢des de CO2, humidade e temperatura adequadas (Sinha e Kumar, 2008;
Gibco, 2014; Verma, 2014). Normalmente, esta cultura de c€lulas € heterogénea e apresenta
uma taxa de crescimento lenta (Sinha e Kumar, 2008; Verma, 2014). No entanto, como estas
células apresentam caracteristicas genotipicas e fenotipicas do tecido de origem, a cultura de
c€lulas primdria pode ser utilizada para estudar o comportamento individual das células de um
tecido, in vitro, por serem mais representativas dos tipos de células presentes no tecido de
origem (Alves e Guimaraes, 2010; Verma, 2014). Contudo, as células derivadas de uma
cultura primdria tétm um tempo de vida limitado e, por isso, tétm a necessidade de ser
subcultivadas, isto €, quando as células ocupam todo o substrato disponivel (atingem o nivel
maximo de confluéncia) é necessario transferi-las para um novo recipiente com meio de
cultura fresco, devido a deplecdo de nutrientes e acumulacdo de metabolitos, de modo que as
células possam continuar a proliferar (procedimento designado por subcultura ou passagem).
Desta forma, obtém-se uma cultura de células secundaria (Sinha e Kumar, 2008; Gibco, 2014;
Verma, 2014). A subcultura € realizada por digestdo enzimatica das células aderentes seguida
de lavagem e ressuspensdao num volume adequado de meio de cultura fresco (Verma, 2014).
A partir da primeira passagem comeca a existir uma predominancia de células com maior
capacidade de proliferacdo, o que resulta numa populacdo com caracteristicas fenotipicas e
genotipicas mais uniformes (Gibco, 2014), e que permite proceder a estudos viroldgicos,

imunolégicos e toxicoldgicos com mais facilidade (Verma, 2014).
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1.4.2. Condicées para uma cultura de células e morfologia adquirida pelas células em

cultura

Para que as células em cultura se mantenham saudéveis é necessdrio que uma série de
condi¢des nutricionais e ambientais sejam respeitadas (Langdon, 2003). No sentido de superar
as necessidades das células € adicionado, ao recipiente onde vao ser mantidas, um meio de
cultura com ou sem soro, que fornece todos os nutrientes essenciais (aminodcidos, vitaminas,
hidratos de carbono e sais) bem como fatores de crescimento, hormonas e os gases essenciais
(Gibco, 2014). Este meio de cultura € ainda suplementado com antibidticos e antifiingicos,
para que ndo haja contamina¢des das células com outros microrganismos (Sinha e Kumar,
2008).

O ambiente fisico-quimico das células compreende fatores muito importantes que
devem ser devidamente controlados de modo a favorecer a proliferacao celular in vitro. Entre
eles a temperatura, que corresponde a temperatura de crescimento in vivo e € controlada
recorrendo a equipamentos termoestatizados, como por exemplo as incubadoras (Gibco,
2014); o pH que deve ser semelhante ao fisiolégico (entre 7,0 e 7,4) e que € mantido através
da utilizagdo de um tampao alcalino (por exemplo o bicarbonato) ou organico (HEPES),
dependendo da cultura (Langdon, 2003; Gibco, 2014); finalmente e ndo menos importante a
osmolaridade que se ndo for mantida, pode levar a morte celular, devido ao aumento de
pressdao osmotica provocada pela evaporacao de dgua existento no meio de cultura (Langdon,
2003).

Assim, mantendo as condi¢des ideais, as células conseguem proliferar in vitro,
podendo crescer aderentes ao frasco de cultura, formando uma monocamada ou pequenos
agregados, ou crescer em suspensdo no meio de cultura (Freshney, 2010). No entanto, as
células, que crescem in vitro, perdem a sua organizacdo histoldgica e consequentemente
algumas funcdes e estrutura que lhes era caracteristica in vivo (Sinha e Kumar, 2008). Deste
modo, células que, in vivo, apresentam estruturas completamente diferentes, in vitro, tomam
morfologias muito semelhantes, podendo-se distinguir trés tipos bdsicos de morfologias
celulares em cultura: o tipo epitelial, cujas células apresentam uma forma achatada e
poligonal e crescem aderentes ao recipiente de cultura, formadando uma monocamada ou
pequenos agregados; o tipo fibroblasto que é caracterizado por células finas e alongadas,

aderentes ao local de cultura, normalmente orientadas paralelamente, formando uma rede
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aberta; e o tipo linfoblasto em que as células possuem uma forma esférica e mantém-se em

suspensdo no meio de cultura (Sinha e Kumar, 2008; Nema e Khare, 2012).

1.4.3. Avaliacao da citotoxicidade em cultura de células

Os ensaios de citotoxicidade s3ao, normalmente, utilizados para verificar se
determinados compostos influenciam a proliferacdo celular ou se sdo diretamente citotoxicas,
conduzindo a eventual morte celular (McMillian er al., 2002; Riss et al., 2013). Todos os
ensaios baseiam-se nas diversas funcdes celulares que sdo particularmente sensiveis ou
irreversivelmente inibidas por produtos téxicos (McMillian et al., 2002).

Existe uma série de testes de citotoxicidade que podem ser utilizados para estimar o
nimero de células vidveis restantes, mas € claro que, o melhor ensaio para avaliar a
proliferacdo e a citotoxicidade em cultura de células tem de ser simples, rapido, eficiente,
sensivel, de baixo custo e ndo pode interferir com o composto a ser testado (O'Brien et al.,
2000). Os mais utilizados sao os ensaios baseados em redutases, como o MTT e Alamar Blue,
que requerem células vidveis ou mitocOndrias funcionais para converter um percursor de
corante num produto corado ou fluorescente mensurdvel, por serem testes simples, sensiveis e
baratos (McMillian et al., 2002; Riss et al., 2013).

O teste MTT baseia-se na capacidade das células vidveis converterem o tetrazolio
(solu¢do de cor amarelada) em formazan (cristais, insoliveis em dgua, de cor azul-violeta)
através de desidrogenases e outros agentes redutores, como ilustrado na figura 1.18 (Stockert

etal., 2012).

j\ N, Célula vidvel )\ N,
NN Reacio de reducio NN
T B ¢ ¢ VR

\N/N =N

MTT Formazan

v

Figura 1.18. Representacio da reagfo de reducido do MTT, em células vidveis (adaptado de Riss er al., 2013)

No entanto, o teste MTT necessita de morte celular para quantificar a viabilidade

celular, uma vez que o formazan precipita no interior das células e € necessario extrai-lo com
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solventes organicos, impedindo, desta forma, o continuo acompanhamento da cultura de
células e o seu uso noutros ensaios (Al-Nasiry et al., 2007).

Por sua vez, o teste Alamar Blue baseia-se na reducdo da rezasurina em resorufina,
através de vdrios agentes redutores presentes em células vidveis (Figura 1.19) (Anoopkumar-

Dukie et al., 2005).

0 , ..
| Célula viavel
NI N
XI D\ S " XI D\
Rezasurina Resorufina

Figura 1.19. Representacgdo da reacdo de reducdo da rezasurina, em células vidveis (adaptado de Riss et al., 2013)

Esta reacdo de oxidagdo-reducdo é acompanhada pela mudanca de cor do meio de
cultura de azul indigo (resazurina) para rosa fluorescente (resorufina) podendo ser facilmente
medida por espectrofotometria, uma vez que a resazurina absorve a 600 nm e a resorufina
absorve a 570 nm (Al-Nasiry et al., 2007; Borra et al., 2009). Como a taxa de redugdo do
Alamar Blue (resazurina) é diretamente proporcional ao nimero de células vidveis presentes
consegue-se, deste modo, obter um indice viabilidade/citotoxicidade conveniente (O'Brien et
al., 2000; Anoopkumar-Dukie et al., 2005). Por outro lado, como o Alamar Blue é um corante
nao toéxico, estavel e soluvel em dgua que permite determinar a viabilidade celular de forma
rapida, sem destruir as células, possibilita a monitorizacdo continua das culturas de células
(Al-Nasiry et al., 2007), bem como a execugdo de outros ensaios paralelos como citogenética,
apoptose e imunofenotipagem (Borra et al., 2009). Talvez por isso tem sido considerado
superior a outros testes cldssicos de avaliacdo de viabilidade celular, como por exemplo o

MTT (Al-Nasiry et al., 2007).
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1.5.  Principais objetivos do trabalho

A constante procura de compostos que apresentem um 6timo efeito terapéutico e um
minimo efeito colateral faz com que o estudo de novos fotossensibilizadores seja de grande
importancia. Neste sentido, e na tentativa de encontrar novos compostos orginicos, tem-se
verificado um crescente interesse na investigacdo dos mesmos a fim de se conseguir um
composto eficiente que respeite todos os parametros descritos para um FS ideal.

Uma vez que as cianinas esquarilicas apresentam caracteristicas favordveis a sua
possivel utilizacdo em PDT, apresentam-se, como principais objetivos para esta dissertagao,

os seguintes:

v" Preparacéo de vérios percussores heterociclicos, a partir de compostos comercialmente
disponiveis, derivados de benzotiazole e quinaldina, utilizando métodos previamente
descritos na literatura ou adaptados.

v' Sintese, purificacdo e confirmacdo estrutural por IV, Visivel, RMN de 'H e de 1*C e

EMAR de corantes esquarilicos assimétricos (figura 1.20).

X=8;8,=1,H;S,=0", NHR, NRR; R, = Hex; Z =1

Figura 1.20. Férmula geral dos corantes esquarilicos a serem sintetizados.

v Estudo da fotofisica/fotoquimica de cada um dos novos corantes, fundamentalmente,
para a determinacdo do respetivo rendimento quéntico do estado tripleto e
correspondente tempo de vida, e eficiéncia na conversdo de oxigénio tripleto a
singuleto por um método direto medindo o decaimento de luminescéncia dos corantes
na regido do infravermelho préximo. Fazendo, assim, uma primeira avaliacdo do
potencial dos novos corantes na aplicacao em PDT.

v’ Avaliagio da citotoxicidade dos corantes aminoesquarilicos (S = NRR), em
comparagdo com os corantes zwiterionicos (Figura 1.20, S2 = O"), in vitro, utilizando
células em cultura de linhas celulares HepG2 e Caco-2 no escuro e sob irradiacdo a
comprimentos de onda apropriados, de forma a comprovar a eficiéncia dos novos

corantes.
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Capitulo 2

PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo é apresentada uma breve descricdo dos equipamentos e dos métodos utilizados
em cada etapa do trabalho desenvolvido no laboratério de Quimica Orgéanica e no laboratério
de Biologia e Bioquimica Celular da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. Este
capitulo estd dividido em duas partes. Na primeira parte sdo apresentados os métodos de
sintese de todos os compostos organicos, sendo também apresentadas, em detalhe, as
respetivas caracteristicas fisicas e espectroscopicas. No geral, para cada composto sintetizado
€ descrito o ponto de fusdao, o comprimento de onda maximo (Amsx) do espectro no Visivel, as
principais bandas do espectro no Infravermelho (IV), os sinais obtidos no espectro de
Ressonincia Magnética Nuclear de 'H e >C e o pico do iio molecular do espectro de Massa
(EMAR ou EM ESI-TOF). Na segunda parte ¢ descrita toda a metodologia referente a
aplicacdo dos corantes cianinicos esquarilicos zwiteriénicos e seus derivados
aminoesquarilicos nas linhas celulares Caco-2 e HepG2, com a respetiva avaliacdo da sua
capacidade citotdxica.



Parte Experimental

2.1. Procedimento experimental para a sintese de compostos organicos
2.1.1. Reagentes e Equipamentos

Os reagentes utilizados, cuja sintese ndo se encontra descrita sdo analiticamente puros
(p.a.) e foram adquiridos comercialmente.

O CHCl utilizado nas reacdes de sintese foi pré-seco com CaCl» e seco sob CaH; a
refluxo, durante aproximadamente dois dias, de acordo com os métodos padronizados na
literatura (Perrin e Amarego, 1988).

A evolugdo das reacdes foi seguida por cromatografia em camada fina (c.c.f.)
utilizando placas de silica-gel (Merck, 60 Fas4, espessura de 0,25 mm). Os eluentes utilizados
em c.c.f. foram: CH;Cl,, uma mistura de CH>Clo/MeOH (2%), uma mistura de
CH:CI/MeOH (5%) ou uma mistura CH2Cl/MeOH (10%). Apds eluigdo, as placas
cromatogrificas foram observadas sob luz ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda
(c.d.o) de 366 e/ou 254 nm. As placas onde foram aplicados compostos correspondentes a
reacOes de formacdo de sais quaternarios de aménio e aminas foram, além de observadas sob
luz UV, reveladas com solu¢do de Draggendorff (mistura 1/1 (v/v) de nitrato de bismuto 2%
em solugdo aquosa de 4cido acético 20% e uma solugdo aquosa de iodeto de potéssio 40%),
onde os compostos com azotos bdsicos desenvolvem uma coloragdo alaranjada, apds a
pulverizagao.

As fases organicas obtidas apds tratamento das misturas reacionais foram secas usando
sulfato de sédio anidro (Na2SQOy).

Os pontos de fusdo (p.f.) foram determinados num microscépio binocular URA com
placa aquecida e ndo foram corrigidos.

Para obter e registar os espectros no Visivel usou-se um espetrofotometro
(Spectrophotometer Perkin-Elmer Lambda 25), na gama de comprimentos de onde entre 400
e 900 nm. As solugdes utilizadas para cada composto foram preparadas usando DMSO ou
meio de cultura sem soro (DMEM) e posteriormente colocadas numa célula de quartzo (com
1 cm de percurso 6tico) para leitura. Na descri¢do de cada espectro os dados encontram-se
expostos pela seguinte ordem: valor de c.d.o. correspondente a0 maximo de absor¢ao (Amix,
em nm) e logaritmo do valor do coeficiente de extingdo molar (¢ em dm3.moll.cm™)
correspondente a essa banda.

Para a obtencdo dos espectros no infravermelho (IV) foi utilizado o espetrofotometro

UNICAM Research Series FTIR. Na descri¢do dos espectros os dados obtidos encontram-se
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expostos pela seguinte ordem: estado fisico da amostra [KBr (em pastilhas de brometo de
potdssio)]; frequéncia do maximo de uma banda de absor¢do (vmsx em cm™); tipo de banda
[forte (f), média (m), fraca (fr), fraca e larga (frl)]; atribuicdo dessa banda a um grupo de
atomos na molécula.

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de protdo (‘"H-RMN) e de carbono (13C-
RMN) foram registados num espectrometro Briicker Avance III 400 e Avance III 600 na
Universidade da Beira Interior. Os espectros foram realizados nos espectrometros de 600
MHz ou 400 MHz, estando, em cada caso, devidamente assinalados. Na descri¢do de cada
espectro os dados sdo descritos da seguinte maneira: solvente; desvio quimico & (em ppm);
area relativa [nH (como nimero de protdes a que corresponde o sinal)]; multiplicidade do
sinal [singuleto (s), singuleto largo (sl), dupleto (d), tripleto (¢), tripleto largo (z1), quarteto (g),
quinteto (quint) e multipleto (m)]; valor da constante de acoplamento (J, em Hz); atribuicdo a
protdes da molécula; confirmagdo de protdes ldbeis apds agitacdo da amostra com 6xido de
deutério (troca com D,0). Foi utilizado tetrametilsilano (TMS) nos espectros de 'H-RMN
como referéncia (6 = 0,00 ppm), nos espetros tragcados em CDCI; e o sinal do préprio solvente
como referéncia nos espectros tracados em DMSO. Nos espectros de *C-RMN foi usado o
sinal do préprio solvente como referéncia sendo a identificacdo dos carbonos dos grupos CHo,
CHj3 e CH feita com base nos espetros DEPT 135 e DEPT 90.

A obtencdo dos espectros de massa foi conseguida num espectrometro de massa
microTOF (focus) Briicker Daltonics nos servicos de Espectrometria de massa do C.A.C.T.L
da Universidade de Vigo. Na descri¢ao dos espectros obtidos, os dados estdo indicados da
seguinte forma: razdo massa carga do 130 molecular (m/z); formula molecular € massa exata
calculada para o 130 molecular correspondente.

O rendimento quantico de oxigénio singuleto foi medido no Centro de Quimica-Fisica
Molecular, do Instituto Superior Técnico, Universidade Técnica de Lisboa, pela equipa do
Professor Doutor Luis Filipe Vieira Ferreira, utilizando um sistema equipado com um laser de
azoto e um sistema de detecdo com fotodiodo InGaAs (PDA) (Andor, modelo i-Dus, a 60°C).
Este detetor permite a aquisi¢ao de sinais na regido do infravermelho préximo (700-1700 nm),
que ndo sdo possiveis de adquirir usando um detetor de UV/Vis normal (cerca de 200 a 800
nm). Para avaliar a eficicia na producdo de oxigénio singuleto por parte dos corantes
esquarilicos, os rendimentos quénticos de formagdo de oxigénio singuleto (PA) foram
medidos, em cloroférmio a 337 nm, com densidade 6tica de 0,6, utilizando como padrio a

fenazina.
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2.1.2. Sintese de corantes esquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole e da

quinaldina
2.1.2.1. Sinteses prévias
2.1.2.1.1. Sintese do iodeto de N-hexil-2-metilquinolinio (2)

O sal quaternério de amonio 2, iodeto de N-hexil-2-metilquinolinio,

foi sintetizado de acordo com o procedimento descrito na literatura (Pardal m
et al., 2002). Z

+
N =

2 |
Hex

Fez-se reagir 2-metilquinolina (1) (5,00 g; 34,96 mmol) e 1-iodo-

hexano (15,47 mL; 104,88 mmol) em acetonitrilo (100,00 mL), a refluxo e sob agitagdo. O
progresso da reagdo foi seguida por c.c.f. (silica, CH2Cl./MeOH 2%). Apds 5 dias, a mistura
reacional foi arrefecida em banho de gelo e adicionou-se éter dietilico para precipitar o
produto. O precipitado obtido foi recolhido por filtragdo e lavado com éter dietilico. Ao
filtrado, apds remocgdo do éter a pressao reduzida, foi adicionado mais um equivalente molar
de 1-iodo-hexano e colocado novamente a refluxo durante 5 dias. Este procedimento foi
repetido mais 2 vezes para melhorar o rendimento da reacao.

Deste modo, foi obtido o iodeto de N-hexil-2-metilquinolinio (2) com um rendimento
de 93%, na forma de cristais amarelos-esverdeados, apresentando: p.f. 163-164 °C (dec.) [lit.
129-130 °C (Pardal et al., 2002)]; IV umax (KBr): 3069 (m, ArC-H), 2928 (f, CH-alif.),
2867 (f, CH-alif.), 1603 (f), 1580 (m), 1524 (f, ArC=C), 1463 (m), 1428 (m), 1359 (f),
1219 (fr), 1133 (m), 826 (f), 779 (f) cm™.

2.1.2.1.2. Sintese de 3,4-dibutoxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (4)

O composto 3,4-dibutoxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (4) foi sintetizado 0 0

de acordo com o método descrito na literatura (Graga et al., 2014).

Uma mistura de 4cido esqudrico (3) (2,00 g; 17,54 mmol) e butanol [[®© 4 ©B

(50,00 mL) foi colocada a refluxo, sob agitacdo durante 3 horas. Decorrido esse tempo,
adicionou-se éter a mistura reacional e lavou-se trés vezes a fase orgénica: i) fez-se uma
primeira lavagem com 100,00 mL de dgua destilada gelada; ii) lavou-se a fase orgéanica com

100,00 mL de uma solugdo saturada de hidrogenocarbonato de sdédio gelada; iii) nova
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lavagem da fase organica com 100,00 mL de dgua destilada gelada. A fase organica foi depois
recolhida, seca com Na>SOg4 anidro e o solvente evaporado a pressdo reduzida. Deste modo,
obteve-se o 3,4-dibutoxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (4) na forma de um o6leo acastanhado,

cromatograficamente puro, com um rendimento de 74%.

2.1.2.1.3 Sintese da 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-
diona (5)

Método A
@) composto 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-

ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona (5) foi sintetizado de

acordo com o procedimento descrito por Jyothish et al. (2004).

| OBu

Uma mistura de iodeto de N-hexil-2-metilquinolinio (2) Hex 5

(1,00 g; 2,82 mmol), 4cido esqudrico (3) (0,321 g; 2,82 mmol) e quinolina (25,00 mL) foi

colocada a refluxo numa mistura de n-butanol/benzeno (300,00 mL; 1:1) com destilacao
azeotropica de 4gua durante 24 horas. A evolugdo da reagdo foi seguida por c.c.f. (silica,
CH:Cl2). Terminada a reacdo extraiu-se o produto com éter dietilico. A fase organica obtida
foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente removido a pressdo reduzida. Como

a mistura obtida era muito complexa teve de se abandonar este método.

Método B

A sintese do 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-
diona (8), por este método B, foi adaptada do procedimento descrito por Kim et al. (2010).

Fez-se reagir uma mistura de iodeto de N-hexil-2-metilquinolinio (2) (3,14 g; 8,85
mmol) e 3,4-dibutoxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (4) (2,00 g, 8,85 mmol) em etanol (100,00 mL)
e trietilamina (1,36 mL). A mistura reacional foi colocada a refluxo, sob agitacao, durante 4 h.
A evolucgio da reagdo foi controlada por c.c.f. (silica, CH2Cl») e, uma vez terminada, retirou-
se a mistura reacional do refluxo e deixou-se arrefecer a temperatura ambiente. Obteve-se um
precipitado que foi filtrado, lavado com etanol gelado e purificado por cromatografia em
coluna utilizando com eluente CH2Clx. As fragdes puras foram recolhidas e o solvente
evaporado a pressao reduzida.

Obteve-se o produto, na forma de cristais cor de laranja, cromatograficamente puros,

com um rendimento de 54%, apresentando: p.f. 158-159 °C; IV vmax (KBr): 2955 (fr, CH-
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alif.), 2930 (fr, CH-alif.), 1758 (fr, C=0), 1691 (m, C=0), 1626 (fr), 1526 (f, ArC=C), 1481
(f), 1446 (m), 1405 (fr), 1343 (f), 1171 (m) cm™"; 'H- RMN (600 MHz, CDCl3) &: 8,15 (1H,
sl, Ar-H), 7,52 (1H, t, J = 7,8 Hz, Ar-H), 7,45 (1H, d, J = 7,8 Hz, Ar-H), 7,35 (1H, d, J = 9,6
Hz, Ar-H), 7,30 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,22 (1H, 1, J = 7,5 Hz, Ar-H), 5,2 (1H, s, C=CH),
4,81 (2H, 1, J = 6,6 Hz, OCHx(CH2),CH3), 4,06 (2H, 51, NCH2(CH2)sCH3), 1,87-1,80 (4H, m,
OCHCH>CH>CH; + NCH>CH»(CH»);CH3), 1,57-1,47 (4H, m, O(CH»):CH.CH; +
N(CH2),CH2(CH2)>CH3), 1,46-1,36 (4H, m, N(CH2)3;(CH»),CH3), 1,00 (3H, ¢, J = 7,2 Hz,
O(CH,)3CH3), 0,95 (3H, t, J = 6,9 Hz, N(CH2)sCH3) ppm; '*C-RMN (600 MHz, CDCl3) §:
192,97, 186,18, 184,83, 173,60, 150,55, 139,49, 133,06 (Ar-CH), 131,13 (Ar-CH), 130,93,
128,74 (Ar-CH), 124,28 (Ar-CH), 123,95, 123,34 (Ar-CH), 114,04 (Ar-CH), 85,84 (C=CH),
73,48 (OCH,(CH,)-CH3), 47,84 (NCH>(CH.)sCHs), 31,94 (CH»), 31,27 (CH»), 26,42 (CH»),
25,84 (CH>), 22,58 (CH»), 18,54 (CH>), 13,98 (CH3), 13,76 (CH3) ppm.

2.1.2.1.4 Sintese de 3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-diona
(6)

A sintese do composto 3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (6) foi

adaptada do método descrito por Kim ez al. (2010).

Dissolveu-se o  3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona (5) (0,951 g; 2,51 mmol) em etanol (60,00 mL) e

aqueceu-se a mistura a 90 °C. Posteriormente, adicionou-se 0,58 mL de uma solucdo aquosa
de NaOH (40%) e deixou-se a mistura reacional em banho de 6leo a 90 °C, sob agitacdo,
durante 15 min. A evolugdo da reagdo foi seguida por c.c.f. (silica, CH2Cl2/MeOH 2%).
Decorrido esse tempo, arrefeceu-se a mistura reacional a temperatura ambiente, neutralizou-se
com uma solucdo aquosa de HCl1 2 M (3,00 mL) e procedeu-se a extracdo do produto com
CH>Cl. A fase organica obtida foi, depois, seca com NaxSOy, filtrada e o solvente removido a
pressao reduzida. O produto foi purificado por lavagem com uma mistura de éter dietilico/éter
de petréleo (1:1).

Deste modo, obteve-se o 3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-hidroxi-3-
ciclobuteno-1,2-diona (6) na forma de cristais castanhos-avermelhados, cromatograficamente
puros, com um rendimento de 78%, apresentando: p.f. 200-202 °C; IV vmax (KBr): 2928 (fr,
CH-alif.), 1765 (m, C=0), 1647 (fr), 1538 (f, ArC=C), 1479 (f, ArC=C), 1450 (f), 1401 (f),
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1330 (), 1295 (f), 1262 (f), 1159 (f), 1133 (f) cm™'; 'H-RMN (400 MHz, DMSO) &: 8,45 (1H,
d, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,57-7,52 (4H, m, Ar-H), 7,23 (1H, ¢, J = 8,0 Hz, Ar-H), 5,37 (1H, s,
C=CH), 4,06 (2H, sl, NCH2(CH2)sCH3), 1,69-1,67 (2H, m, NCH>CH>(CH»)3CH3), 1,52-1,48
(2H, m, N(CH2).CH2(CH2).CH3), 1,40-1,35 (4H, m, N(CH2)3(CH2)CH3), 0,90 (3H, #, J = 6,0
Hz, N(CH2)sCH3) ppm.

2.1.2.1.5. Sintese do iodeto de 3-hexil-2-metilbenzotiazolio (8)
O sal quaternario de amoénio 8 foi sintetizado de acordo com o

procedimento descrito na literatura (Pardal et al., 2002). ©is
+N/?_
s |

Fez-se reagir 2-metilbenzotiazole (7) (5,00 g; 33,56 mmol) e 1-iodo-

hexano (14,86 mL; 100,68 mmol) em acetonitrilo (100,00 mL), a refluxo e Hex
sob agitacdo durante 5 dias. A evolucao da reacao foi seguida por c.c.f. (silica, CH,Cl,/MeOH
2%). A mistura reacional obtida foi previamente arrefecida em banho de gelo e adicionou-se
éter dietilico para precipitar o produto. Os cristais formados foram recolhidos por filtracdo a
pressdo reduzida e lavados com éter dietilico. As fases etéreas foram reunidas e concentradas
por evaporagdo a pressao reduzida. A mistura resultante foi colocada a refluxo durante 5 dias
apos adi¢do de mais um equivalente molar 1-iodo-hexano. Este procedimento foi repetido
mais duas vezes a fim de melhorar o rendimento da reacdo.

Assim, foi obtido o iodeto de 3-hexil-2-metilbenzotiazolio (8) com um rendimento de 96%,
na forma de cristais beges, apresentando: p.f. 117-119 °C [lit. 125-126 °C (Pardal et al.,
2002)]; IV vmax (KBr): 2954 (m, CH-alif.), 2922 (f, CH-alif), 1519 (fr, ArC=C), 1439 (f), 1337
(m), 763 (f) cm™.
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2.1.2.1.6. Sintese de 3-butoxi-4-[(3-hexilbenzotiazole-2(3H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-
1,2-diona (9)

A sintese do 3-butoxi-4-[(3-hexilbenzotiazole-2(3H)- 5
ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona (9) foi adaptada do ©
procedimento descrito por Kim et al. (2010). s OBu

Fez-se reagir uma mistura de iodeto de 3-hexil-2- OiN _9
metilbenzotiazdlio (8) (6,21 g; 17,17 mmol) e 3,4-dibutoxi-3- Ich

ciclobuteno-1,2-diona (4) (3,88g; 17,17 mmol) em etanol (120,00 mL) e trietilamina (2,63
mL). A mistura reacional foi colocada a refluxo, sob agitacdo, durante 5 h. A evolugdo da
reacdo foi controlada por c.c.f. (silica, CH2Clz). Decorrido esse tempo, retirou-se a mistura
reacional do refluxo, deixou-se arrefecer a temperatura ambiente e colocou-se em banho de
gelo para precipitar o produto. O precipitado obtido foi filtrado, lavado com etanol gelado e
purificado por cromatografia em coluna utilizando com eluente uma mistura de acetato de
etilo/éter de petrdleo (1:1). As fragdes puras foram recolhidas e o solvente evaporado a
pressdo reduzida.

Obteve-se o produto, na forma de cristais amarelos, cromatograficamente puros, com
um rendimento de 38%, apresentando: p.f. 119-121 °C; IV vmax (KBr): 2954 (m, CH-alif.),
2930 (fr, CH-alif.), 1702 (f, C=0), 1545 (f ArC=C), 1485 (f), 1415 (f), 1346 (f), 1309 (f),
1187 (m), 749 (m) cm™'; 'H- RMN (600 MHz, CDCl3) &: 7,49 (1H, d, J = 7,8 Hz, Ar-H), 7,34
(1H, ¢, J=7,8 Hz, Ar-H), 7,16 (1H, ¢, J = 7,5 Hz, Ar-H), 7,06 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 5,46
(1H, s, C=CH), 4,81 (2H, t, J = 6,9 Hz, OCH2(CH2).CH3), 3,97 (2H, t, J = 7,8 Hz,
NCH»(CH2)sCH3), 1,88-1,83 (2H, m, OCH.CH.CH:CH3), 1,81-1,76 (2H, m,
NCH:CH2(CH2);CH3, 1,53-1,50 (2H, m, N(CH:)CH:(CH2).CH3), 1,46-1,42 (2H, m,
N(CH):CH.CH2CH3), 1,38-1,33 (4H, m, O(CH2).CH>CH3 + N(CH2)sCH>CH3), 1,00 3H, ¢, J
= 7,5 Hz, CHs), 0,91 (3H, ¢, J = 6,9 Hz, CH3) ppm; C-RMN (600 MHz, CDCl3) &: 185,98,
185,57, 159,64, 141,25, 127,06, 126,98, (Ar-CH), 123,61 (Ar-CH), 122,14 (Ar-CH), 111,02
(Ar-CH), 79,02 (C=CH), 73,68 (OCH2(CH2)CH3), 45,94 (NCH2(CH2)4CH3), 32,30 (CH>),
31,47 (CH), 26,86 (CH2), 26,72 (CH2), 22,66 (CH>), 18,90 (CH»), 14,12 (CH3), 13,89 (CH3)
ppm; EM-ESI-TOF m/z: 386,18 [M+H]".
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2.1.2.1.7. Sintese do 3-[(3-hexilbenzotiazole-2(3H)-ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-
1,2-diona (10)

A sintese do composto 3-[(3-hexilbenzotiazole-2(3H)- =
ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-diona 10) foi 0
adaptada do método descrito por Kim ez al. (2010). s ol
Dissolveu-se o 3-butoxi-4-[(3-hexilbenzotiazole-2(3H)- OiN — 0
ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona (9) (1,195 g; 3,10 mmol) Pl,ex

em etanol (50,00 mL) e aqueceu-se a mistura a 90 °C. Posteriormente, adicionou-se 0,72 mL
de uma solucao aquosa de NaOH (40%) e deixou-se a mistura reacional em banho de d6leo, a
90°C, sob agitagdo, durante 25 min. A evolug¢do da reacdo foi seguida por c.c.f. (silica,
CH:CL/MeOH 2%). Terminada a reacdo, arrefeceu-se a mistura reacional a temperatura
ambiente e neutralizou-se com uma soluciao aquosa de HCl 2 M (3,6 mL). A mistura reacional
foi colocada em gelo até precipitacio do produto. Enquanto a solucdo turvava foi-se
adicionando mais HCI 2 M para garantir que todo o produto precipitava. De seguida, filtrou-
se o precipitado obtido e lavou-se vdrias vezes com dgua destilada gelada, até as dguas de
lavagem sairem neutras. No final, procedeu-se a uma lavagem dos cristais com éter dietilico
gelado.

Assim, obteve-se o0 3-[(3-hexilbenzotiazole-2(3H)-ilideno)metil]-4-hidroxi-3-
ciclobuteno-1,2-diona (10) na forma de cristais cor de laranja, cromatograficamente puros,
com um rendimento de 79%, apresentando: p.f. 184-186 °C (dec.); IV vmax (KBr): 2926 (fr,
CH-alif.), 1770 (fr, C=0), 1660 (fr, C=0), 1563 (m, ArC=C), 1492 (f, ArC=C), 1458 (m),
1415 (), 1357 (f), 1267 (f), 1154 (m), 1123 (m) cm™!, '"H- RMN (600 MHz, CDCI3) §: 7,55
(1H, d, J = 7,2 Hz, Ar-H), 7,38 (1H, 1, J = 6,9 Hz, Ar-H), 7,22 (1H, 1, J = 6,9 Hz, Ar-H),
7,14 (1H, d, J = 7,8 Hz, Ar-H), 5,69 (1H, s, C=CH), 4,04 (2H, sl, NCH), 1,81 (2H, sl,
NCH2CH2(CH2)sCH3), 1,46 (2H, sl, N(CH2):CH»(CH:)CH3), 1,44-1,33 (4H, m,
N(CH2)3(CH2).CH3), 0,91 (3H, ¢, J = 6,9 Hz, N(CH2)sCH3) ppm; EM-ESI-TOF m/z: 330,12
[M+H]".
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2.1.2.1.8. Tentativa de sintese 2-[(3-hexilbenzotiazole-2(3H)-ilideno)metil]-4-[(1-

hexilquinolin-1-io-2-il)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (11)

Ao composto 3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-

ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-diona
(6) (0,629 g; 1,95 mmol) adicionou-se o iodeto de
3-hexil-2-metilbenzotiazélio (8) (0,704 g; 1,95 g)

e fez-se reagir a mistura em 40,00 mL de uma
mistura de butanol/piridina (10%), a refluxo e sob agitacdo durante 24 horas. A evolu¢do da
reacdo foi seguida por c.c.f. (silica; CH2Clo/MeOH 2%). Terminada a reagdo procedeu-se a
extracdo do produto com CH:Cl,. A fase organica obtida foi, depois, seca com sulfato de
sddio anidro, filtrada e o solvente evaporado a secura. O produto obtido foi depois submetido
a vdrias lavagens consecutivas, utilizando vérios solventes, na tentativa de purificacdo do
mesmo, tendo-se conseguido obter cristais puros apds uma lavagem com uma mistura de
metanol/éter de petréleo (1:1).

Deste modo, conseguiu-se obter um produto, que nao corresponde ao pretendido, na
forma de cristais azuis-escuros, com um rendimento de 8%, apresentando: p.f. 154-157 °C;
Visivel Amax (DMSO): 718 nm; IV vmax (KBr): 3068 (fr, ArC-H), 1760 (fr, C=0), 1602 (fr),
1571 (fr, ArC=C), 1517 (m, ArC=C), 1437 (m), 1345 (f), 1334 (f), 1270 (m, C-O), 1175 (fr),
1130 (fr), 834 (fr), 755 (fr) cm™!'; EMAR-ESI-TOF m/z: 628,29245 [M]* (C33sH46NO3S,", calc.
628,29136). Os espetros de RMN deste composto ndo sdo apresentados devido a
impossibilidade de obtencdo dos mesmos, dado que o composto se mostrou insolivel nos

solventes deuterados disponiveis.
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2.1.2.1.9. Sintese de 4-[(3-hexilbenzotiazole-3-io-2-il)metileno]-2-[(1-hexilquinolin-2(1H)-

ilideno)metil]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (11)

Fez-se reagir o 3-[(3-hexilbenzotiazole-
2(3H)-ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-
diona (10) (1,08 g; 3,29 mmol) com o iodeto de N-
hexil-2-metilquinolinio (2) (1,17 g; 3,29 mmol) em
43,00 mL de uma mistura de butanol/piridina (10%).

Deixou-se a mistura reacional a refluxo e sob

agitacdo durante 4 horas. A evolu¢do da reacdo foi

seguida por c.c.f. (silica, CH2Cl,/MeOH 2%). Apés o término da reacdo adicionou-se CH2Cl,
a mistura reacional e lavou-se vérias vezes a fase organica com dgua destilada gelada. Depois
da separacdo da fase organica, esta foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente
removido a pressdo reduzida. O produto bruto obtido foi recristalizado com éter dietilico e
uma mistura de CH2Cl,/MeOH.

Desta forma obteve-se o 4-[(3-hexilbenzotiazole-3-io-2-il)metileno]-2-[(1-
hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (11) na forma de cristais
vermelhos escuros, cromatograficamente puros, com um rendimento de 25%, apresentando:
p.f. 282-284 °C (dec.); Visivel Amax (DMSO): 714 nm, log € = 5,06; IV vmax (KBr): 2925 (ft,
CH-alif.), 1584 (m, ArC=C), 1450 (f), 1424 (f), 1339 (m), 1229 (f, C-O), 1165 (m), 1081 (f),
745 (fr) cm™!; 'TH-RMN (600 MHz, CDCls + MeOD) &: 9,17 (1H, d, J = 9,6 Hz, Ar-H), 7,62-
7,58 (4H, m, Ar-H), 7,45 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar-H), 7,40-7,37 (1H, m, Ar-H), 7,32 (1H, t, J =
7,2 Hz, Ar-H), 7,21 (1H, ¢, J = 7,2 Hz, Ar-H), 7,16 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 5,87 (1H, s,
C=CH), 5,83 (1H, s, C=CH), 4,27 (4H, sl, NCH2(CH2)4CH3), 1,90-1,80 (4H, m, CH»), 1,6
(2H, sl, N(CH2).CH2(CH2)CHs, 1,47-1,37 (10H, m, CHz), 0,95 (3H, t, J = 6,9 Hz,
N(CH,)sCH3), 0,91 (3H, ¢, J = 7,2 Hz, N(CH>)sCH3) ppm; "*C-RMN (600 MHz, CDCl; +
MeOD) &: 173,90, 170,21, 158,97, 151,52, 141,54, 139,56, 134,28 (Ar-CH), 131,87 (Ar-CH),
129,24 (Ar-CH), 128,39, 127,35 (Ar-CH), 126,31 (Ar-CH), 125,46, 124,67 (Ar-CH), 124,08
(Ar-CH), 122,37 (Ar-CH), 115,08 (Ar-CH), 111,59 (Ar-CH), 92,64 (C=CH), 84,73 (C=CH),
48,70 (NCH2), 46,39 (NCH3), 31,73 (CH»), 31,71 (CH»), 27,46 (CH»), 27,09 (CH>), 26,77
(CH»), 26,63 (CH>), 22,87 (CH»), 22,75 (CH»), 14,12 (CH3), 14,08 (CH3) ppm; EMAR-ESI-
TOF m/z: 538,26432 [M]* (C34H3sN20,S™, calc. 538, 26485).
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2.1.2.1.10 Sintese de trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-

ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil]benzotiazole-3-io (12)

Fez-se reagir o 4-[(3-hexilbenzotiazole-3-
10-2-il)metileno]-2-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-3-oxociclobut-1-en-1-olato 1D
(0,634 g; 1,18 mmol) com o CF3;SOs;CH3 (0,400

mL; 3,54 mmol) em CH.Cl, seco. Deixou-se a

reacdo a decorrer em atmosfera de azoto, sob

Hex

agitacdo e a temperatura ambiente durante
2 h e 30 min, tendo, a evolu¢do da reagdo, sido controlada por c.c.f. (silica, CH>Cl./MeOH
5%). Terminada a reagdo fez-se o tratamento da mistura reacional, lavando a fase organica,
vdrias vezes, como uma solu¢cdo aquosa de hidrogenocarbonato de s6dio 5% (m/v) e depois
com 4gua destilada gelada. A fase organica obtida foi, depois, seca com sulfato de sédio
anidro, filtrada e o solvente removido a pressdo reduzida. Obteve-se, assim, o0
trifluorometanossulfonato  de  3-hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-2-
metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil]benzotiazole-3-io (12) na forma de cristais
verdes brilhantes, cromatograficamente puros, com um rendimento de 89%, apresentando:
p.f. 189-191 °C; Visivel Amix (DMSO): 666 nm; IV vmax (KBr): 2930 (fr, CH-alif.), 1642 (fr,
C=0), 1446 (m, ArC=C), 1351 (m), 1257 (f, C-O), 1110 (f) cm™!; 'H-RMN (600 MHz,
CDCls) o: 8,76 (1H, sl, Ar-H), 7,85 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar-H), 7,71 (1H, t, J = 7,8 Hz), 7,69
(1H, d, J =7,8 Hz, Ar-H), 7,66 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar-H), 7,59 (1H, d, J = 7,8 Hz, Ar-H), 7,44
(1H, ¢, J = 7,8 Hz, Ar-H), 7,42 (1H, ¢, J = 7,2 Hz, Ar-H), 7,31-7,28 (2H, m, Ar-H), 6,00 (1H,
s, C=CH), 5,65 (1H, s, C=CH), 4,61 (3H, s, OCH3), 4,39 (2H, sl, NCH2>(CH2)4+CH3), 4,32 (2H,
t, J = 7,2 Hz, NCH2(CH»)4sCH3), 1,87 (2H, quint, NCH>CH>(CH»2)3CH3), 1,80 (2H, quint,
NCH2CH2(CH2)3CH3), 1,58 (2H, quint, N(CH2)CH2(CH2).CH3), 1,44-1,36 (6H, m, CH>),
1,31 (4H, m, N(CH2)sCH>CH3s, 0,93 (3H, ¢, J = 6,9 Hz, N(CH»)sCH3), 0,87 (3H, ¢, J/ = 6,9 Hz,
N(CH2)sCH3) ppm; '*C-RMN (600 MHz, CDCl3) &: 161,36, 151,89, 140,74, 138,74, 137,15
(Ar-CH), 133,01 (Ar-CH), 129,45 (Ar-CH), 127,88 (Ar-CH), 127,73, 125,95 (Ar-CH),
125,38, 125,11 (Ar-CH), 122,22 (Ar-CH), 119,69 (Ar-CH), 115,96 (Ar-CH), 112,84 (Ar-CH),
85,27 (C=CH), 77,20 (C=CH), 61,11 (OCHs), 49,18 (NCH>), 46,81 (NCH>), 31,42 (CH»),
31,29 (CH2), 27,64 (CH»), 27,30 (CH2), 26,30 (CH2), 26,22 (CH»), 22,45 (CHz2), 22,37 (CH»),
13,91 (CH3), 13,89 (CH3) ppm; EM-ESI-TOF m/z: 553,29 [M-CF:SOs]*.
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2.1.2.2. Sintese de corantes aminoesquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole e

da quinaldina

2.1.2.2.1. Sintese de iodeto de 2-[(2-amino-3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-

oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil]-3-hexilbenzotiazole-3-io (13)

Fez-se reagir o trifluorometanossulfonato de
3-hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil |-
2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil|benzotiazole-3-io (12) (0,200 g; 0,285
mmol) com amoénia 2 M, em metanol (0,640 mL;

1,28 mmol) em CH>Cl, seco. A reacdo decorreu

durante 23 h, em atmosfera de azoto, sob agitacdo e
a temperatura ambiente. Seguiu-se a evolucdo da reacdo por c.c.f. (silica; CH2Cl./MeOH
10%). Terminada a reagdo, lavou-se, vérias vezes, a mistura reacional com dgua destilada
gelada. A fase organica obtida foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente
removido a pressdo reduzida. Posteriormente, o produto obtido foi dissolvido em 10,00 mL de
metanol, adicionou-se 10,00 mL de uma solucdo aquosa de KI (14%) e deixou-se a mistura a
reagir, a temperatura ambiente e sob agitacdo, durante 2 horas. Terminado esse tempo os
cristais foram filtrados, lavados com dgua destilada gelada e depois lavados com éter dietilico.
Os cristais obtidos foram recristalizados com CH>Clo/MeOH e éter dietilico, obtendo-se o
iodeto de 2-[(2-amino-3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil]-3-hexilbenzotiazole-3-io (13) na forma de cristais verdes escuros,
cromatograficamente puros, com um rendimento de 70%, apresentando: p.f. 277-279 °C
(dec.); Visivel Amax (DMSO): 693 nm, log € =5,25; 1V vmax (KBr): 3098 (fr, ArC-H), 2953
(fr, CH-alif), 2929 (fr, CH-alif), 1633 (fr, C=0), 1517 (fr, ArC=C), 1456 (f), 1418 (m), 1356
(m), 1272 (f), 1252 (), 1179 (m), 1156 (f), 1093 (fr), 1068 (fr), 980 (fr) cm~!, 'TH-RMN (600
MHz, DMSO) é: 8,93 (1H, d, J = 9,6 Hz, Ar-H), 8,75 (1H, s, NH, troca com D-0), 8,62 (1H,
s, NH, troca com D,0), 7,96 (1H, d, J = 9,6 Hz, Ar-H), 7,84 (1H, d, J = 7,8 Hz, Ar-H), 7,76
(2H, 1, J = 6,3 Hz, Ar-H), 7,71 (1H, ¢, J = 7,5 Hz, Ar-H), 7,55 (1H, d, J = 7,8 Hz, Ar-H),
7,45-7,41 (2H, m, Ar-H), 7,26 (1H, ¢, J = 7,5 Hz, Ar-H), 6,01 (1H, s, C=CH), 5,87 (1H, s,
C=CH), 4,31 (2H, sl, NCH2(CH2)sCH3), 4,15 (2H, 11, J = 7,2 Hz, NCH2(CH>)4CH3), 1,69 (4H,
quint, 2CH»), 1,52 (2H, quint, CH»), 1,40 (2H, quint, CH»), 1,38-1,25 (8H, m, 4CH»), 0,88
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(3H, 1, J = 6,9 Hz, CHs), 0,85 (3H, 1, J = 6,9 Hz, CH3) ppm; *C-RMN (600 MHz, DMSO) &:
174,50, 167,34, 159,58, 158,58, 154,92, 151,33, 140,93, 138,84, 136,02 (Ar-CH), 132,69 (Ar-
CH), 129,29 (Ar-CH), 127,74 (Ar-CH), 127,46, 125,39 (Ar-CH), 125,07, 124,51 (Ar-CH),
124,47 (Ar-CH), 122,87 (Ar-CH), 116,36 (Ar-CH), 112,98 (Ar-CH), 93,86 (C=CH), 85,60
(C=CH), 48,25 (NCHy(CH,),CHs), 46,15 (NCHy(CH,),CHz), 31,26 (CHy), 31,16 (CHy),
27,20 (CHy), 27,07 (CH,), 25,96 (CHa), 25,85 (CHy), 22,38 (CH,), 22,26 (CHa), 14,11 (CHs),
14,06 (CH3) ppm; EMAR-ESL-TOF m/z: 538,28785 [M-I]* (CasHaoN30S™, calc. 538,28866).

2.1.2.2.2. Sintese de iodeto de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-2-

metilamino-4-oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil|benzotiazole-3-io (14)

Fez-se reagir o trifluorometanossulfonato de 3-
hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil |-
2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-

ilideno)metil|benzotiazole-3-io (12) (0,200 g; 0,29
mmol) com metilamina 2 M, em THF (0,64 mL;

1,28 mmol) em CH>Cl, seco. Deixou-se a mistura

reacional em atmosfera de azoto, com agitacdo e a
temperatura ambiente durante 30 min, tendo sido, a reagdo, controlada por c.c.f. (silica,
CH:Cl2/MeOH 10%). Apds o término da reacdo, lavou-se, vdrias vezes, a mistura reacional
com dgua destilada gelada. Depois, a fase organica obtida foi seca com sulfato de sédio
anidro, filtrada e o solvente removido a pressdo reduzida. Posteriormente, dissolveu-se o
produto obtido em 10 mL de MeOH, adicionou-se 10 mL de uma solucdo aquosa de KI (14%)
e deixou-se a mistura reacional a temperatura ambiente e sob agitacdo durante 2 h. Decorrido
esse tempo, os cristais foram filtrados, lavados com 4gua destilada gelada e depois com éter
dietilico, previamente arrefecido. Finalmente, procedeu-se a recristalizacdo dos cristais com
CHxCl, e éter dietilico, tendo-se obtido o iodeto de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-2-metilamino-4-oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil]benzotiazole-3-io (14) na
forma de cristais roxos escuros, cromatograficamente puros, com um rendimento de 67%,
apresentando: p.f. 212-214 °C, Visivel Amax (DMSO): 704 nm, log € =5,17; IV vmax (KBr):
2924 (fr, CH-alif.), 1626 (fr, C=0), 1457 (f), 1348 (m), 1258 (f), 1158 (m), 1109 (m) cm™;
"H-RMN (600 MHz, DMSO) &: 8,88 (1H, d, J = 9,6 Hz, Ar-H), 8,86 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar-
H), 8,80 (1H, sl, NH), 8,70 (1H, sl, NH), 8,02 (1H, 4, J = 9,0 Hz, Ar-H), 7,87 (1H, ¢, J = 9,3
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Hz, Ar-H), 7,83-7,76 (4H, m, Ar-H), 7,72 (2H, sl, Ar-H), 7,65 (2H, sl, Ar-H), 7,57 (1H, d, J =
7,8 Hz, Ar-H), 7,53 (1H, d, J = 7.8 Hz, Ar-H), 7,46-7,37 (3H, m, Ar-H), 7,28 (1H, 1, J = 7,2
Hz, Ar-H), 7,22 (1H, t, J = 7,2 Hz, Ar-H), 5,99 (1H, 5, C=CH), 5,87 (1H, s, C=CH), 5,84 (1H,
s, C=CH), 5,74 (1H, s, C=CH), 4,40-4,13 (8H, m, NCHa), 3,29 (3H, d, J = 3,9 Hz NCH),
3,26 (3H, d, J = 3,9 Hz, NCH3), 1,67 (8H, sl, CHa), 1,51 (4H, sl, CHa), 1,44 (4H, sl, CHo),
1,36-1,27 (16H, m, CHa), 0,87-0,83 (12H, m, N(CH2)sCHs) ppm; 'H-RMN (400 MHz,
DMSO, 90°C) &: 8,95 (1H, d, J = 9,2 Hz, Ar-H), 8,02 (1H, d, J = 9,6 Hz, Ar-H), 7,88-7,84
(3H, m, Ar-H), 7,78 (1H, 1, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,56 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,52-7,47 (2H,
m, Ar-H), 7,31 (1H, ¢, J = 7,6 Hz, Ar-H), 6,03 (1H, s, C=CH), 5,97 (1H, s, C=CH), 4,46 (2H,
t, J = 6,4 Hz, NCHy), 4,27 (2H, t, J = 7,4 Hz, NCHy), 3,36 (3H, s, NCH3), 1,87-1,74 (4H, m,
CHa), 1,56-1,49 (2H, m, CHy), 1,41-1,29 (10H, m, CHa), 0,91-0,85 (6H, m, N(CH,)sCHs)
ppm; *C-RMN (600 MHz, DMSO) &: 173,99, 173,88, 165,59, 165,46, 160,26, 158,52,
158,05, 157,55, 154,89, 153,60, 151,51, 150,59, 149,90, 140,92, 140,83, 140,80, 139,04,
138,74, 136,60 (Ar-CH), 135,27 (Ar-CH), 132,86 (Ar-CH), 132,54 (Ar-CH), 129,38 (Ar-CH),
129,09 (Ar-CH), 127,85 (Ar-CH), 127,64 (Ar-CH), 127,56, 125,70 (Ar-CH), 125,29, 125,12
(Ar-CH), 124,80 (Ar-CH), 124,53 (Ar-CH), 124,35 (Ar-CH), 124,29 (Ar-CH), 122,90 (Ar-
CH), 122,62 (Ar-CH), 116,59 (Ar-CH), 116,21 (Ar-CH), 113,23 (Ar-CH), 112,80 (Ar-CH),
94,29 (C=CH), 94,00 (C=CH), 86,05 (C=CH), 85,85 (C=CH), 48,50 (NCH,), 48,37 (NCHy),
46,34 (NCHy), 45,64 (NCHa), 31,26 (CHy), 31,21 (CHa), 31,15 (CHy), 31,09 (CHa), 30,59
(CH>), 30,27 (NCH3), 30,20 (NCH3), 27,30 (CHa), 27,23 (CHa), 26,92 (CH,), 26,74 (CH),
25,93 (CHy), 25,87 (CHy), 25,81 (CH), 22,37 (CHa), 22,30 (CHy), 22,25 (CH), 22,19 (CHy),
14,10 (CHs), 14,01 (CHs), 14,06 (CHs) ppm; EMAR-ESI-TOF m/z: 552,30339 [M-I]*
(C3sH42N30S*, calc. 552,30431).
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2.1.2.2.3. Sintese de iodeto de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-oxo-

2-(fenilamino)ciclobut-2-en-1-ilideno)metil]benzotiazole-3-io (15)

Fez-se reagir o trifluorometanossulfonato de 3-

hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil |-

2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-

ilideno)metil|benzotiazole-3-io (12) (0,200 g; 0,29
mmol) com anilina (0,129 mL; 1,42 mmol),
trietilamina (0,029 mL; 0,205 mmol) ¢ 4-DMAP
(0,017 g; 0,142 mmol) em CHCl> seco. A reagdo

decorreu durante 11 dias, em atmosfera de azoto, sob agitacdo e a temperatura ambiente,
tendo, a sua evolucao, sido controlada por c.c.f. (silica, CH2Cl,/MeOH 10%). Apds o término
da reagdo, a mistura foi lavada, vérias vezes com 4gua destilada gelada. Recolheu-se a fase
organica, secou-se com sulfato de sédio anidro, filtrou-se e removeu-se o solvente a pressdao
reduzida. Posteriormente, dissolveu-se o produto obtido em 15 mL de MeOH, adicionou-se
15 mL de uma solu¢do aquosa de KI (14%) e deixou-se a reagir a temperatura ambiente e sob
agitacdo durante 2 h. Decorrido esse tempo, os cristais foram filtrados e lavados, vérias vezes,
com dgua destilada gelada e depois com éter dietilico. Estes cristais foram, depois,
recristalizados com CH2Cl; e éter dietilico, tendo-se obtido o iodeto de 3-hexil-2-[(3-[(1-
hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-o0xo0-2-(fenilamino)ciclobut-2-en-1-

ilideno)metillbenzotiazole-3-io (15) na forma de cristais castanhos escuros,
cromatograficamente puros, com um rendimento de 46%, apresentando: p.f. 227-230 °C;
Visivel Amax (DMSO): 691 nm, log € =5,16; IV vmax (KBr): 2812 (fr, CH-alif), 1622 (fr,
C=0), 1540 (fr, ArC=C) 1453 (f), 1348 (m), 1258 (f), 1154 (f) cm™'; EMAR-ESI-TOF m/z:
614,31807 [M-I]* (C40H44N30OS™, calc. 614,31996). Os espetros de RMN deste composto nao
sdo apresentados devido a impossibilidade de obten¢dao dos mesmos, uma vez que o composto

se mostrou insolivel nos vérios solventes deuterados disponiveis.
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2.1.2.2.4. Sintese de trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-
2(1H)ilideno)metil]-2-[ (3-iodofenil)amino]-4-oxociclobut-2en-1-

ilideno)metil]benzotiazole-3-io (16)

Fez-se reagir o trifluorometanossulfonato
de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil|benzotiazole-3-io (12) (0,200 g;
0,29 mmol) com iodoanilina (0,172 mL; 1,42

mmol), trietilamina (0,029 mL; 0,21 mmol) e

4-DMAP (0,017 g; 0,14 mmol) em CH2Cl, seco. !

Deixou-se a mistura reacional em atmosfera de azoto, sob agitacdo e a temperatura ambiente
durante 17 dias, tendo sido a evolugdo da reacdo seguida por c.c.f. (silica, CH,Cl./MeOH
10%). Terminada a reacdo procedeu-se a lavagem da mistura reacional com agua destilada
gelada. A fase orgénica obtida foi, depois, seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e o
solvente removido a secura. Posteriormente, o produto obtido foi recristalizado com MeOH/
CHCl; e éter dietilico. Desta forma, obteve-se o trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-
[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)ilideno)metil]-2-[(3-iodofenil)amino]-4-oxociclobut-2en-1-

ilideno)metil]benzotiazole-3-io (16) na forma de cristais verdes escuros,
cromatograficamente puros, com um rendimento de 17%, apresentando: p.f. 235-237 °C;
Visivel Amax (DMSO): 688 nm, log € =5,08; IV vmax (KBr): 2954 (fr, CH-alif.), 2931 (fr, CH-
alif.), 1628 (fr, C=0), 1565 (fr, ArC=C), 1547 (fr, ArC=C), 1470 (f), 1434 (m), 1349 (m),
1330 (fr), 1265 (m), 1240 (m), 1155 (f), 1028 (fr) cm~'; EMAR-ESI-TOF m/z: 740,21405 [M-
CF3S0s3]" (Cs0H43IN3OS™, calc. 740,21660). Os espetros de RMN deste composto nido sido
apresentados devido a impossibilidade de obtengdo dos mesmos, j4 que o composto se

mostrou insoldvel nos solventes deuterados disponiveis.
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2.1.2.2.5. Sintese de iodeto de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)ilideno)metil]-2-[(3-

iodofenil)amino]-4-oxociclobut-2en-1-ilideno)metil]benzotiazole-3-io (17)

Fez-se reagir o trifluorometanossulfonato
de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil|benzotiazole-3-io (12) (0,200 g;
0,29 mmol) com iodoanilina (0,172 mL; 1,42

mmol), trietilamina (0,029 mL; 0,21 mmol) e

4-DMAP (0,017 g; 0,14 mmol) em CH2Cl» seco !

de acordo com o processo descrito em 2.1.2.2.4. Apds tratamento da reacdo pelo método
referido anteriormente, o produto obtido foi dissolvido em 15,00 mL de MeOH, adicionou-se
15,00 mL de uma solu¢do aquosa de KI (14%) e deixou-se a mistura reagir durante 2 h, a
temperatura ambiente, sob agitacdo. Decorrido esse tempo, os cristais foram filtrados e
lavados com &4gua destilada gelada e com éter dietilico previamente arrefecido. No final,
procedeu-se a lavagem dos cristais com acetonitrilo gelado e depois com éter dietilico,
obtendo-se o iodeto de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)ilideno)metil]-2-[(3-
iodofenil)amino]-4-oxociclobut-2en-1-ilideno)metil]benzotiazole-3-io (17) na forma de
cristais castanhos avermelhados, cromatograficamente puros, com um rendimento de 31%,
apresentando: p.f. 254-255 °C (dec.); Visivel Amax (DMSO): 690 nm, log € =5,17; IV Umax
(KBr): 2952 (fr, CH-alif.), 2912 (fr, CH-alif.), 1627 (fr, C=0), 1536 (fr, ArC=C), 1460 (f,
ArC=C), 1348 (m), 1261 (m), 1156 (m) cm™'; EMAR-ESI-TOF m/z: 740,21445 [M-I]*
(C40H43IN3OS™, calc. 740,21660). Devido a insolubilidade, deste composto, nos solventes
deuterados disponiveis, os espetros de RMN ndo sdo apresentados devido a impossibilidade

de obtencdo dos mesmos.
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2.1.3. Sintese de corantes esquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole e da

6-iodoquinaldina
2.1.3.1. Sinteses prévias
2.1.3.1.1. Sintese da 6-iodoquinaldina (19)

Método A

O composto 6-iodoquinaldina (19) foi sintetizado segundo a

1
reacdo Doebner-Miller descrita na literatura (Matsugi et al., 2000). m
A  uma mistura de 4-iodoanilina (18) (1,00 g, N

19

4,50 mmol) em HCl 6 M (22,40 mL) foi adicionado, gota a gota, uma
mistura de crotonaldeido (0,74 mL) e tolueno (5,80 mL). Apéds a adi¢do completa, a mistura
reacional foi deixada a refluxo durante 3 h. A evolucdo da reacdo foi seguida por c.c.f. (silica,
CH:Cly). Terminada a reacdo recolheu-se a fase orginica e adicionou-se solu¢do aquosa de
NaOH (6 M) até se obter um pH préximo de 7. O produto foi extraido com éter dietilico, a
fase organica seca com NaySOg, filtrada e o solvente removido a pressao reduzida. Ao residuo
obtido foi adicionado éter dietilico tendo-se precipitado uma impureza. As dguas de lavagem
resultantes foi adicionado n-hexano e acetonitrilo tendo obtido a 6-iodoquinaldina (19) na
forma de cristais brancos. No entanto, devido a grande dificuldade de precipitagdo dos cristais

pretendidos teve-se de abandonar este método.

Método B

O composto 6-iodoquinaldina (19) foi sintetizado por adaptacido do procedimento, para
areagdo de Doebner-Miller, descrito por Reynolds ez al. (2010).

A uma mistura de 4-iodoanilina (18) (1,00 g, 4,50 mmol) em HCl 6 M (40,00 mL),
tolueno (10,00 mL) e TBAF (0,09 mL) foi adicionada, gota a gota, uma mistura de
crotonaldeido (0,74 mL) e tolueno (1,00 mL). Apds a adi¢do completa, a mistura reacional foi
deixada em banho de 6leo (80-90 °C) durante 1 h e 30 min. A evolugdo da reacdo foi seguida
por c.c.f. (silica, CH>Cl»). Terminada a reacdo adicionou-se solu¢do aquosa de NaOH 6 M até
obter um pH préximo de 7. O produto foi extraido com éter dietilico, a fase organica seca

com Na;SQOs, filtrada e o solvente removido a pressdo reduzida. O produto obtido foi
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purificado por cromatografia em coluna usando como eluente o CH>Cl.. As fragdes puras
foram recolhidas e o solvente foi evaporado a pressao reduzida.

Obteve-se a 6-iodoquinaldina (19) na forma de cristas brancos, cromatograficamente
puros, com rendimento 58%, apresentando: p.f. 100-101 °C [lit. 108-109 °C (Jyothish et al.,
2007)]; IV vmax (KBr): 3047 (fr, Ar-H), 2909 (fr, CH-alif), 1591 (m, Ar C=C), 1551 (fr, Ar
C=0), 1482 (f), 1374 (m), 1297 (m), 1119 (fr), 880 (m); 827 (f), 810 (f), 717 (fr), 629 (fr)
cm™'; "TH-RMN (600 MHz, CDCls) &: 8,15 (1H, d, J = 2,0 Hz, Ar-H), 7,93-7,89 (2H, m, Ar-
H), 7,74 (1H, d, J =9,2 Hz, Ar-H), 7,27 (1H, d, J = 8,0 Hz, Ar-H), 2,73 (3H, s, CH3) ppm.

Método C

O composto 6-iodoquinaldina (19) foi sintetizado através de uma adaptacdo do método
descrito por Leir (1977).

A uma mistura de 4-iodoanilina (18) (10,00 g; 46 mmol) com HCl 6 M (50,00 mL) em
agitacdo, foi adicionado, gota a gota, durante 4 h, o crotonaldeido (4,00 mL; 48,00 mmol).
Apos adicdo completa, a mistura reacional foi deixada em banho de 6leo (80-90°C) e sob
agitacdo vigorosa, durante 2 horas. Decorrido esse tempo, a mistura foi arrefecida a
temperatura ambiente e de seguida adicionou-se, lentamente, ZnCl, (6,27 g; 46,00 mmol). A
mistura ficou em agitacdo durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, a mistura foi
arrefecida a 0 °C e deixou-se mais 15 min em banho de gelo e sob agitagdo vigorosa. O sélido
formado, foi filtrado e lavado com HCl 3 M (50,00 mL). De seguida, o precipitado foi
transferido para um copo onde se adicionou dlcool isopropilico (50,00 mL) e se deixou em
agitacdo vigorosa durante 30 min. Decorrido esse tempo, o precipitado foi filtrado, lavado
com 4lcool isopropilico e depois com éter dietilico. Seguidamente, colocou-se o precipitado
numa soluc@o de amoénia (15,00 mL) em dgua destilada (50,00 mL) durante 10 min, a 0 °C.
Por fim, procedeu-se a extracdo do produto pretendido com éter dietilico. A fase organica
obtida foi depois seca com NaxSOys, filtrada e o solvente removido a pressao reduzida.

O produto obtido foi purificado por cromatografia em coluna usando como eluente éter
dietilico/éter de petroleo/CH2Clz (1:1:2), cujas fragdes puras foram recolhidas e o solvente
removido a presao reduzida.

Deste modo, obtiveram-se cristais de 6-iodoquinaldina (19), na forma de cristais brancos

com um rendimento de 38%.
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2.1.3.1.2. Sintese do iodeto de 6-iodo-1-hexilquinaldinio (20)

Fez-se reagir 6-iodoquinaldina (19) (4,66 g; 17,26 mmol) e

1
X
1-iodo-hexano (6,71 mL; 51,78 mmol) em acetonitrilo (50,00 mL), a \Oij\
+
N —

refluxo e sob agitacdo, durante 5 dias. A evolugdo da reacdo foi seguida

por c.c.f. (silica, CH2Clo/MeOH 5%). Passados os 5 dias, a mistura

reacional foi previamente arrefecida em banho de gelo e o produto precipitou. Os cristais
obtidos foram recolhidos por filtragao a pressdo reduzida e lavados com éter dietilico. Depois
de todas as lavagens, as fases etéreas foram reunidas e o solvente removido a pressdao
reduzida. A mistura reacional obtida foi adicionado 1 equivalente molar de 1-iodo-hexano e
colocada a refluxo durante mais 5 dias. Este procedimento foi repetido mais 2 vezes para
melhorar o rendimento da reacgdo.

Assim, foi obtido o iodeto de 6-iodo-1-hexilquinaldinio (20) com um rendimento de
77%, na forma de cristais amarelos, apresentando: p.f. 219-220 °C; IV vmax (KBr): 3050 (f,
ArC-H), 2953 (f, CH-alif.), 2936 (f, CH-alif.), 1597 (f, ArC=C), 1503 (f, ArC=C), 1460 (m),
1347 (m), 1215 (fr), 1164 (f), 885 (m), 833 (f), 726 (fr), 669 (fr) cm™'; 'H-RMN (600 MHz,
DMSO): 8,97 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 8,87 (1H, d, J = 1,8 Hz, Ar-H), 8,45 (1H, d, J =9,6
Hz, Ar-H), 8,35 (1H, d, J = 9,6 Hz, Ar-H), 8,13 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 4,87 (2H, t, J = §,1
Hz, NCH>(CH>)4CH3), 3,08 (3H, s, CH3), 1,88-1,83 (2H, m, NCH>CH2(CH2);CH3), 1,55-1,52
(2H, m, N(CH2).CH2(CH2).CH3), 1,37-1,30 (4H, m, N(CH2)3(CH2)-CH3), 0,89 3H, t, J = 7,2
Hz, N(CH,)sCH3) ppm; *C-RMN (600 MHz, DMSO) §: 161,18, 144,42 (Ar-CH), 143,05
(Ar-CH), 138,61 (Ar-CH), 137,76, 129,93, 126,66 (Ar-CH), 120,94 (Ar-CH), 96,54, 51,52
(NCH>»), 30,91 (CH>), 28,20 (CH>), 25,70 (CH>), 22,87 (CH3), 22,16 (CH>), 14,04 (CH3) ppm;
EM-ESI-TOF m/z: 354,07 [M-1]".
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2.1.3.1.3. Sintese de 2-[(1-hexil-6-iodoquinolin-2(1H)-ilideno)metil ]-4-[ (3-

hexilbenzotiazole-3-io-2-il)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (21)

Fez-se reagir o 3-[(3-hexilbenzotiazole-
2(3H)-ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-
1,2-diona (10) (0,796 g; 2,43 mmol) com o
iodeto de 6-iodo-1-hexilquinaldinio (20) (1,17 g;

2,43 mmol) em 120 mL de uma mistura de

butanol/piridina (10%). A mistura reacional foi

deixada a refluxo, sob agitacdo durante Hex

3 h e 20 minutos. A evolugdo da reacdo foi controlada por c.c.f. (silica, CH2Clo/MeOH 5%).
Terminada a reagcdo procedeu-se a extragdo do produto com CH2Cl,. Despois, a fase organica
obtida foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente removido a pressao reduzida.
O produto bruto obtido foi recristalizado com uma mistura CH>Cl,/MeOH e éter dietilico. Por
fim os cristais obtidos ainda foram sujeitos a uma lavagem com metanol.

Assim, obteve-se 0 2-[(1-hexil-6-iodoquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-[(3-
hexilbenzotiazole-3-io-2-il)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (21) na forma de cristais
castanhos dourados, cromatograficamente puros, com um rendimento de 53%, apresentando:
p.f. 143-144 °C; Visivel Amax (DMSO): 726 nm, log € =5,26; IV vmax (KBr): 3052 (fr, ArC-
H), 2912 (fr, CH-alif.), 2853 (fr, CH-alif), 1729 (fr, C=0), 1549 (fr ArC=C), 1450 (f,
ArC=C), 1304 (fr), 1253 (f, C-0), 1177 (m), 1087 (f), 975 (fr) cm™'; '"H-RMN (600 MHz,
CDCls) 0: 9,28 (1H, d, J = 7,8 Hz, Ar-H), 7,77 (1H, s, Ar-H), 7,72 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H),
7,55 (1H, d, J =7,8 Hz, Ar-H), 7,37 (1H, ¢, J = 7,5 Hz, Ar-H), 7,28 (1H, d, J = 7,2 Hz, Ar-H),
7,20 (1H, ¢, J =17,5 Hz, Ar-H), 7,13 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,02 (1H, d, J = 9,0 Hz, Ar-H),
5,89 (1H, s, C=CH), 5,73 (1H, s, C=CH), 4,10-4,06 (4H, m, 2(NCH»)), 1,83-1,80 (4H, m,
CH»), 1,53-1,51 (2H, m, CH>), 1,45 (2H, 1, J = 6,9 Hz, CH>»), 1,42-1,38 (4H, m, CH»), 1,37-
1,34 (4H, m, CH»), 0,94 (3H, ¢, J = 7,2 Hz, CH3), 091 (3H, ¢, J = 6,9 Hz, CH3) ppm;
BC-RMN (600 MHz, CDCl3) §: 175,52, 159,20, 149,78, 141,02, 139,18 (Ar-CH), 139,04,
136,66 (Ar-CH), 131,00 (Ar-CH), 128,53, 127,73 (Ar-CH), 126,95 (Ar-CH), 123,83 (Ar-CH),
122,04 (Ar-CH), 116,06 (Ar-CH), 111,26 (Ar-CH), 93,12 (C=CH), 86,86, 85,41 (C=CH),
47,98 (NCH>), 46,17 (NCH>), 31,36 (CHy), 27,22 (CH»), 26,48 (CH»), 26,37 (CH>), 22,55
(CHz), 22,44 (CHz), 13,92 (CH3) ppm; EMAR-ESI-TOF m/z: 664,16035 [M]"
(C34H37IN20,S, calc. 664,16149).
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2.1.3.1.4. Sintese de trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-iodoquinolin-

2(1H)-ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil]benzotiazole-3-io (22)

Fez-se reagir 0 2-[(1-hexil-6-
iodoquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-[(3-

hexilbenzotiazole-3-io-2-il)metileno]-3-
oxociclobut-1-en-1-olato (21) (0,800 g; 1,20
mmol) com CF3;SO3CHj3 (0,407 mL; 3,60 mmol)

em CH>Cl, seco. A mistura reacional foi

deixada em atmosfera de azoto, sob agitacdo e a

temperatura ambiente durante 28 h, tendo-se controlado a sua evolugdo por c.c.f. (silica,
CH>Cl2/MeOH 10%). A mistura reacional obtida foi lavada, varias vezes, com uma solucdo
aquosa de hidrogeno carbonato de sédio a 5% (m/v), seguida de 4gua destilada gelada.
Posteriormente, a fase organica foi desidratada com sulfato de sédio anidro, filtrada e o
solvente removido a pressdo reduzida. Apds recristalizagdo em MeOH e CH2Cl,, obteve-se o
trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-iodoquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-
2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil]benzotiazole-3-io (22), na forma de cristais
verdes brilhantes, cromatograficamente puros, com um rendimento de 73%, apresentando:
p.f. 215-218 °C; Visivel Amax (DMSO): 677 nm; IV vmax (KBr): 2955 (fr, CH-alif.), 2930 (fr,
CH-alif.), 1553 (fr, ArC=C), 1506 (m, ArC=C), 1443 (f), 1379 (m), 1352 (m), 1258 (f, C-0O),
1184 (fr), 1153 (), 1119 (f), 1030 (fr) cm™'; "TH-RMN (600 MHz, CDCls) §: 8,73 (1H, sl, Ar-
H), 7,96 (1H, s, Ar-H), 7,90 (1H, d, J = 11,4 Hz, Ar-H), 7,66 (1H, d, J = 7,2 Hz, Ar-H), 7,61
(1H, d, J = 9,0 Hz, Ar-H), 7,51 (1H, t, J = 8,1 Hz, Ar-H), 7,39-7,35 (3H, m, Ar-H) 6,20 (1H,
s, C=CH), 5,60 (1H, s, C=CH), 4,65 (3H, s, OCHs3), 4,45 (2H, ¢, J = 7,2 Hz, NCH>»), 4,32 (2H,
sl, NCH»), 1,87-1,82 (4H, ¢, 2(CH>)), 1,58-1,54 (2H, m, CH»), 1,36-1,34 (6H, m, CH»), 1,31-
1,27 (4H, m, CH2), 0,94 (3H, ¢, J = 7,2 Hz, CH3), 0,87 (3H, ¢, J = 6,9 Hz, CH3) ppm;
BC-RMN (600 MHz, CDCls) &: 162,49, 151,44, 140,95 (Ar-CH), 140,76, 138,61, 137,46 (Ar-
CH), 134,57 (Ar-CH), 128,16 (Ar-CH), 126,93, 125,63 (Ar-CH), 125,47 (Ar-CH), 122,41
(Ar-CH), 121,91, 119,82, 117,44 (Ar-CH), 113,36 (Ar-CH), 89,44 (C=CH), 86,93 (C=CH),
61,52 (OCH3), 53,44, 48,97 (NCH>»), 47,29 (NCH>), 31,47 (CH>), 31,36 (CH»), 27,94 (CH>),
27,08 (CHz), 26,37 (CH2), 26,28 (CHz), 22,51 (CH»), 22,44 (CH), 13,96 (CH3) ppm; EM-
ESI-TOF m/z: 679,18313 [M-CF3SOs3]" (C35H40IN202S", calc.679,18497).
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2.1.3.2. Sintese de corantes aminoesquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole e

da 6-iodoquinaldina

2.1.3.2.1. Sintese de trifluorometanossulfonato de 2-[(2-amino-3-[(1-hexil-6-iodoquinolin-

2(1H)-ilideno)metil]-4-oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil]-3-hexilbenzotiazole-3-io (23)

Fez-se reagir o trifluorometanossulfonato

de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-iodoquinolin-2(1H)-

ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil|benzotiazole-3-io (22) (0,200 g;
0,241 mmol) com amoénia 2 M, em metanol

(0,540 mL; 1,08 mmol) em CH2Cl, seco. A ©:NCF "
mistura reacional foi deixada sob atmosfera de Il{cx3 3

azoto, com agitacao permanente e a temperatura ambiente durante 22 h. A evolucdo da reacao
foi seguida por c.c.f. (silica; CH2Cl2/MeOH 10%). Terminada a reacdo, procedeu-se ao
tratamento da mistura reacional, lavando-a, varias vezes, com dgua destilada gelada. Apds
separacdo da fase organica, esta foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente
removido a pressdo reduzida. O produto obtido foi recristalizado com CH>Cl, e MeOH,
tendo-se depois, obtido o trifluorometanossulfonato de 2-[(2-amino-3-[(1-hexil-6-
iodoquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil]-3-

hexilbenzotiazole-3-io (23) na forma de cristais verdes, cromatograficamente puros, com um
rendimento de 65%, apresentando: p.f. 282-285 °C (dec.); Visivel Amax (DMSO): 705 nm, log
€=5,17; IV vmax (KBr): 3319 (fr, N-H), 3205 (fr, N-H), 2954 (fr, CH-alif), 2929 (fr, CH-
alif.), 1643 (fr, C=0), 1553 (fr, ArC=C), 1524 (fr, ArC=C), 1449 (f), 1384 (m), 1354 (m),
1273 (f), 1249 (), 1170 (), 1158 (f), 1080 (fr), 1032 (fr), 977 (fr) cm™'; "TH-RMN (600 MHz,
DMSO) 6: 891 (1H, d, J = 9,6 Hz, Ar-H), 8,81 (1H, sl, NH, troca com D;0), 8,68 (1H, sl,
NH, troca com D»0), 8,16 (1H, s, Ar-H), 7,95 (1H, d, J = 9 Hz, Ar-H), 7,93 (1H, d, J = 8,4
Hz, Ar-H), 7,83 (1H, d, J = 9,6 Hz, Ar-H), 7,63 (1H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,55 (1H, d, J = 9,6
Hz, Ar-H) 7,53 (1H, t, J = 7,8 Hz, Ar-H), 7,35 (1H, ¢, J = 7,8 Hz, Ar-H), 6,10 (1H, s, C=CH),
5,85 (1H, s, C=CH), 4,23 (4H, ¢t J = 7,5 Hz, 2(NCH»)), 1,76-1,70 (4H, m,
2(NCH2CH2(CH2)3;CH3)), 1,51 (2H, 1, J = 6,9 Hz, N(CH2).CH»(CH»).CH3), 1,43-1,39 (2H,
m, N(CH2).CH2(CH2)2CH3), 1,34-1,27 (8H, m, N(CH2)3(CH2).CH3), 0,90 (3H, ¢, J = 6,9 Hz,
N(CH,)sCH3), 0,87 (3H, t, J = 6,9 Hz, N(CH:)sCH3) ppm; “C-RMN (400 MHz,
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DMSO/CDCl) &: 174,47, 167,47, 160,50, 157,98, 156,02, 150,60, 140,86, 140,29 (Ar-CH),
138,49, 137,01 (Ar-CH), 133,89 (Ar-CH), 127,93 (Ar-CH), 127,68, 126,86, 125,47 (Ar-CH),
124,91 (Ar-CH), 122,89 (Ar-CH), 118,16 (Ar-CH), 113,32 (Ar-CH), 93,79 (C=CH), 89,81,
86,24 (C=CH), 48,04 (NCH>), 46,41 (NCH>), 31,29 (CH»), 31,16 (CH>), 27,33 (CH>), 26,85
(CH2), 25,98 (CH2), 25,82 (CH>), 22,40 (CH»), 22,38 (CH»), 14,12 (CH3), 14,06 (CH3) ppm;
EMAR-ESI-TOF m/z: 664,18409 [M-CF3SOs]" (C34H30IN30S, calc. 664,18530).

2.1.3.2.2. Sintese de trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-iodoquinolin-
2(1H)-ilideno)metil]-2-metilamino-4-oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil]benzotiazole-3-io

(24)

Para obter este composto, fez-se reagir o

trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-
hexil-6-iodoquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-2-
metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil|benzotiazole-3-io (22) (0,200 g;
0,24 mmol) com metilamina 2 M, em THF

(0,540 mL; 1,08 mmol) em CH»Cl, seco. A Hex

mistura reacional foi deixada a reagir em atmosfera de azoto, sob agitacdo e a temperatura
ambiente durante 2 h, tendo sido a evolucdo da reacdo seguida por c.c.f. (silica,
CH2Cl/MeOH 10%). Terminada a reacdo, procedeu-se a lavagem da mistura reacional com
dgua destilada gelada e a separacdo da fase organica que, posteriormente, foi seca com sulfato
de sédio anidro, filtrada e o solvente removido a pressdo reduzida. O produto obtido foi
sujeito a uma lavagem com metanol e depois recristalizado em CH2Cl, e MeOH. Desta
maneira, obteve-se o trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-iodoquinolin-
2(1H)-ilideno)metil]-2-metilamino-4-oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil]benzotiazole-3-io

(24) na forma de cristais castanhos, cromatograficamente puros, com um rendimento de 50%,
apresentando: p.f. 246-247 °C, Visivel Amax (DMSO): 715 nm, log € =5,18; IV vmax (KBr):
3240 (fr, N-H), 2953 (fr, CH-alif.), 2930 (fr, CH-alif), 1623 (fr, C=0), 1551 (fr, ArC=C),
1445 (f), 1380 (fr), 1347 (m), 1286 (m), 1242 (f), 1180 (f), 1157 (f), 1112 (f), 1078 (fr), 1029
(fr), 988 (fr) cm~!; 'H-RMN (600 MHz, DMSO) &: 8,93 (1H, d, J = 9 Hz, Ar-H), 8,87-8,83
(2H, m, Ar-H + NH), 8,79 (1H, sl, NH), 8,17 (1H, s, Ar-H), 8,09 (1H, s, Ar-H), 7,94 (2H, sl,
Ar-H), 7,88 (2H, s, Ar-H), 7,64 (1H, d, J = 21,6 Hz, Ar-H), 7,61 (1H, sl, Ar-H), 7,55 (1H, s,
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Ar-H), 7,53-7,48 (5H, m, Ar-H), 7,36 (1H, 11, Ar-H), 7,31 (1H, 4, Ar-H), 6,08 (1H, 5, C=CH),
5,97 (1H, s, C=CH), 5,83 (1H, s, C=CH), 5,75 (1H, s, C=CH), 4,20 (4H, 51, NCH>), 4,10 (4H,
s, NCHa), 3,23 (3H, sl, NCH3), 3,16 (3H, s, NCH3), 1,64 (8H, sl, CHa), 1,46 (2H, sl, CHa),
1,37 (6H, sl, CHa), 1,26 (16H, s, CHa), 0,80-0,87 (12H, m, N(CHa)sCHz) ppm; "H-RMN (400
MHz, DMSO, 90°C) &: 8,91 (1H, d, J = 12,0 Hz, Ar-H), 8,18 (1H, sl, Ar-H), 7,97 (1H, d, J =
8,0 Hz, Ar-H), 7,92 (1H, d, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,84 (1H, d, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,64 (1H, d, J =
8,0 Hz, Ar-H), 7,59 (1H, d, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,53 (1H, t, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,37 (1H, #, J =
8,0 Hz, Ar-H), 6,11 (1H, s, C=CH), 5,90 (1H, s, C=CH), 4,38-4,31 (4H, m, NCH2), 3,37 (3H,
s, NCHs), 1,83-1,74 (4H, m, CHa), 1,53-1,49 (2H, m, CHy), 1,43-1,41 (2H, m, CHa), 1,37-1,30
(12H, m, CHy), 0,92-0,86 (6H, m, N(CH2)sCH3)ppm; '>C-RMN (600 MHz, DMSO) §:
173,85, 165,58, 161,09, 159,41, 157,43, 156,80, 155,92, 154,72, 150,82, 149,73, 140,80,
140,68, 140,42 (Ar-CH), 140,08 (Ar-CH), 138,67, 138,34, 137,08 (Ar-CH), 136,77 (Ar-CH),
134,37 (Ar-CH), 133,04 (Ar-CH), 128,05 (Ar-CH), 127,89, 127,82 (Ar-CH), 126,99, 126,56,
125,49 (Ar-CH), 125,13 (Ar-CH), 125,20 (Ar-CH), 124,69 (Ar-CH), 124,08, 122,96 (Ar-CH),
122,68 (Ar-CH), 121,95, 122,86, 119,81, 118,29 (Ar-CH), 117,98 (Ar-CH), 113,56 (Ar-CH),
113,15 (Ar-CH), 94,23 (C=CH), 93,86 (C=CH), 90,32, 89,46, 86,81 (C=CH), 86,53 (C=CH),
48,37 (NCHa), 48,20 (NCHa), 46,61 (NCHa), 45,90 (NCHa), 31,30 (CH), 31,17 (CHy), 31,13
(CHo), 30,99 (CHa), 30,50 (NCH3), 30,26 (NCH3), 27,44 (CHa), 27,10 (CHy), 27,00 (CHy),
26,50 (CHa), 25,96 (CHa), 25,89 (CHa), 25,83 (CHa), 22,41 (CHa), 22,36 (CHy), 22,30 (CHb),
22,24 (CHa), 14,13 (CHs), 14,07 (CH3), 14,04 (CH3), 14,03 (CH3) ppm; EMAR-ESI-TOF
m/z: 678,19974 [M-CF3S0;3]* (C3sH41IN3OS*, calc. 678,20095).
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2.1.3.2.3. Sintese de trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-iodoquinolin-
2(1H)-ilideno)metil]-4-0x0-2-(fenilamino)ciclobut-2-en-1-ilideno)metil|benzotiazole-3-io
(25)

Fez-se reagir 0
trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-
hexil-6-iodoquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-2-
metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil |benzotiazole-3-io (22) (0,200 g;
0,24 mmol) com anilina (0,110 mL; 1,20 TCE*SO;

Hex

mmol), trietilamina (0,017 mL; 0,12 mmol) e 4-
DMAP (0,015 g; 0,12 mmol) em CH2Cl; seco. A mistura reacional foi deixada em atmosfera
de azoto, sob agitacdo e a temperatura ambiente durante 9 dias, tendo sido a evolucdo da
reacdo controlada por c.c.f. (silica, CH2Cl,/MeOH 10%). Quando a reac@o terminou, lavou-se
a mistura reacional com 4gua destilada gelada e separou-se a fase organica, que, depois, foi
seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente removido a pressdo reduzida. O
produto obtido foi recristalizado com CH2Clo/MeOH e éter dietilico.

Deste modo, obteve-se o trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-
iodoquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-oxo0-2-(fenilamino)ciclobut-2-en-1-
ilideno)metil]benzotiazole-3-io (25), na forma de cristais castanhos avermelhados,
cromatograficamente puros, com um rendimento de 38%, apresentando: p.f. 170-172 °C;
Visivel Amax (DMSO): 702 nm, log € = 5,08; IV vmax (KBr): 2952 (fr, CH-alif), 2927 (fr, CH-
alif.), 1629 (fr, C=0), 1551 (fr, ArC=C), 1494 (m) 1450 (f), 1381 (fr), 1348 (m), 1259 (f),
1155 (f), 1133 (f), 1079 (fr), 1026 (m) cm~'; EMAR-ESI-TOF m/z: 740,21415 [M-CF3S0s]*
(C40H43IN30OS™, calc. 740,21660). Os espetros de RMN deste composto nao sdo apresentados
devido a impossibilidade de obten¢do dos mesmos, dado que o composto se mostrou insoldvel

nos solventes deuterados disponiveis.
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2.1.3.2.4. Sintese de trifluorometanossulfonato 3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-iodoquinolin-
2(1H)ilideno)metil]-2-[(3-iodofenil)amino]-4-oxociclobut-2en-1-

ilideno)metil]benzotiazole-3-io (26)

Fez-se reagir o trifluorometanossulfonato

de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-iodoquinolin-2(1H)-

ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil]benzotiazole-3-io (22) (0,200 g;
0,24 mmol) com iodoanilina (0,146 mL; 1,20

mmol), trietilamina (0,018 mL; 0,17 mmol) e 4-

| CF,;80;

DMAP (0,015 g; 0,12 mmol) em CH2Cl; seco. A fex

reacdo decorreu em atmosfera de azoto, sob agitacdo e a temperatura ambiente, durante 17
dias. Tendo sido a evolucao da reacdo seguida por c.c.f. (silica, CH2Clo/MeOH 10%). Ap6s o
término da reacdo, a mistura foi lavada, varias vezes, com dgua destilada gelada e separou-se
a fase organica. Esta foi seca com sulfato de s6dio anidro, filtrada e o solvente removido a
pressdo reduzida. O produto obtido foi sujeito a uma série de recristalizagdes consecutivas
tendo-se conseguido purificar com CH2Clo/MeOH e éter dietilico.

Assim, obteve-se o trifluorometanossulfonato  3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-
iodoquinolin-2(1H)ilideno)metil]-2-[(3-iodofenil)amino]-4-oxociclobut-2en-1-
ilideno)metil]benzotiazole-3-io0 (26) na forma de cristais castanhos escuros,
cromatograficamente puros, com um rendimento de 15%, apresentando: p.f. 139-142 °C;
Visivel Amax (DMSO): 704 nm, log € =4,65 e 775 nm, log e= 4,61; IV vmax (KBr): 2951 (fr,
CH-alif), 2926 (fr, CH-alif.), 1550 (m, ArC=C), 1538 (f, ArC=C), 1451 (f), 1380 (fr), 1347
(m), 1308 (m), 1257 (f), 1156 (f), 1133 (m), 1080 (fr) cm~'; EMAR-ESI-TOF m/z: 866,11128
[M-CF3;SOs]* (C4H42I2N30S*, calc. 866,11325). Os espetros de RMN deste composto
também ndo sdo apresentados devido a impossibilidade de obtencdo dos mesmos, uma vez

que o composto se mostrou insoluvel nos vérios solventes deuterados disponiveis.
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2.2. Procedimento experimental para avaliacio da citotoxicidade dos corantes
esquarilicos em linhas celulares Caco-2 e HepG2

Para aplicacdo dos compostos orginicos nas linhas celulares, utilizou-se sempre
material esterilizado e descartdvel e, todo o processo foi efetuado em camara de fluxo laminar

(Classe II), para evitar possiveis contaminagdes.
2.2.1. Culturas de células utilizadas neste trabalho

Neste trabalho utilizaram-se duas linhas celulares, uma derivada de carcinoma
hepatocelular (HepG2) e outra derivada de adenocarcinoma coloretal (Caco-2), para

determinar o potencial dos corantes esquarilicos sintetizados, como fotossensibilizadores em

PDT.
2.2.1.1. Células Caco-2

As células Caco-2 (Figura 2.1), sdo
oriundas de um adenocarcinoma de colon humano (nide %““;‘9@?’:&;
retirado a um individuo do sexo masculino com 72 | |
anos de idade, tendo sido isoladas, pela primeira
vez, em 1997 por Fog e a sua equipa (Sambuy et
al., 2005; ATCC, 2014a), foram adquiridas a

empresa CLS (CLS Cell Lines Service GmbH,

Alemanha). Estas sdo caracterizadas por uma Figura 2.1. Fotografia de células Caco-2, cedida

. . - . la Prof. Amélia Sil liagdo de 100
morfologia do tipo epitelial e crescem rapidamente, PO 0 o PR (ampliago de 100%)

aderidas a um substrato, formando uma monocamada (Sigma-Aldrich, 2014a).

Esta linha celular possui a particularidade de se diferenciar em enterdcitos, ao fim de
varios dias em cultura e de atingir a confluéncia, o que lhe permite expressar muitas
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas do intestino humano (Balimane et al., 2000;

Sambuy et al., 2005).
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2.2.1.2. Células HepG2

As células HepG2 (Figura 2.2), também
caracterizadas por uma morfologia do tipo
epitelial, crescem aderentes as caixas de cultura
formando monocamadas com pequenos agregados
(ATCC, 2014b; Sigma-Aldrich, 2014b). Foram

isoladas, pela primeira vez em 1979 por Aden

(Bouma et al., 1989), a partir de um carcinoma
hepatocelular bem diferenciado, que foi removido  Figura 2.2. Fotografia de células HepG2, cedida
. . pela Prof. Amélia Silva (amplia¢do de 100x)
de um jovem com cerca de 15 anos de idade
(Sigma-Aldrich, 2014b).
Esta linha celular apresenta como principal propriedade o facto de exibir indmeras
fungdes encontradas nos hepatdcitos normais (Bouma et al., 1989). As células usadas no

laboratério foram uma oferta do Prof. Carlos Palmeira (CNC, UC).

2.2.2. Preparacao do meio de cultura

Na prossecucio deste estudo utilizaram-se duas preparacdes de meio de cultura, uma
para manuten¢do das células em cultura, que foi suplementada com soro, e outra para
realizacdo dos ensaios, a qual ndo foi adicionado soro.

O meio de cultura com soro foi preparado a partir de meio base DMEM (Dulbeco’s
Modified Eagles Medium, Gibco, Ref. 21969), com 4,50 g/L de glicose, 0,11 g/L de piruvato
de sédio e vermelho de fenol (indicador de pH), sendo suplementado com 10% (v/v) de soro
fetal bovino (FBS, Gibco), antibidticos (200 U/mL de penicilina e 200 ug/mL de
estreptomicina, Gibco) e 1,0 mM de L-Glutamina (Gibco).

Meio de cultura sem soro, consistiu no meio base DMEM (composicdo do anterior,
mas isento de vermelho de fenol), suplementado com antibidticos (200 U/mL de penicilina e

200 ug/mL de estreptomicina, Gibco) e 1,0 mM de L-Glutamina (Gibco).
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2.2.3. Subcultura e manutencao

As células foram mantidas em meio de cultura com
soro, em frascos de cultura ventilados (T25, Orange
Scientific), numa incubadora de CO; (Figura 2.3), a 37°C,
com humidade controlada e CO,/ar (5:95), de acordo com as
normas descritas na literatura (Silva et al., 2013). Quando as
células apresentaram um crescimento em estado de
confluéncia entre 80-90% (HepG2) e entre 90-100%
(Caco-2), foram tratadas para subcultura e/ou para ensaios.
Para tal, removeu-se todo o meio de cultura, com auxilio de

uma pipeta de Pasteur estéril, tendo sido descartado para um

Parte Experimental

Figura 2.3. Incubadora de CO2
(Binder CB150)

frasco contendo lixivia. De seguida, adicionou-se a cada frasco 1,0 mL de HBSS (“Hank’s

Balanced Salt Solution”, Gibco) para remover o Ca®* do meio e vestigios de soro, lavando as

células. Apds a lavagem, o HBSS foi removido e adicionou-se 1,0 mL de Tripsina-EDTA

0,05% (Gibco). A reagado da tripsina decorreu na incubadora (a 37 °C) durante cerca de 5 min,

sendo o processo controlado periodicamente por visualizacdo ao microscopio, apds o qual se

adicionou 1,0 mL de meio de cultura com soro, para inibir a acdo da tripsina. Com a ajuda de

uma pipeta de Pasteur procedeu-se a desagregacao das células, ainda em grumos ou aderentes

ao frasco, com aspira¢des suaves, para que estas ficassem em suspensdo. Desta suspensiao

. 7 ..
retirou-se cerca de 3 do seu volume para um tubo cénico de 15 mL procedendo-se,

posteriormente, a contagem das células. As células remanescentes no frasco de cultura (= 1/8)

foi adicionado 5 mL de meio de cultura com soro e de novo colocadas na incubadora de CO»

para crescimento (subcultura).
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2.2.4. Contagem de células

As células foram contadas usando um hemocitometro
convencional (cimara de Neubauer) ou utilizando um contador de células
automatico (TC10 Automated Cell Counter 145-0001 BIO-RAD).

Quando contadas num hemocitémetro convencional, adicionou-se
um pequeno volume da suspensdo devidamente homogeneizado a uma
das sua camaras e a contagem das células foi feita sob observag¢do ao
microscopio 6tico.

Em situagdes que requeriam maior celeridade, usou-se o contador

automatico (Figura 2.4). Neste caso, um pequeno volume (= 40 uL) de

Parte Experimental

Figura 2.4. Contador
de células automatico

suspensdo celular foi adicionado a uma cdmara de uma lamina de contagem descartavel,

utilizando uma micropipeta. O equipamento fornece a densidade celular (n° células/mL).

2.2.5. Plantacao das células nas placas

Apés a contagem, as células foram diluidas em meio de cultura com soro para

obtengdo de uma densidade final de 5,0x10* células/mL e plantadas em placas de 96 pocos,

depositando 100 pL/poco (5,0x10° células/poco), segundo o esquema representado na figura

2.5.
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Figura 2.5. Esquema representativo das placas de cultura ap6s a plantagdo das células, onde
@ representa os pogos sem células e C os po¢os com células. Na zona a cinzento claro foram

depositadas células Caco-2 e na zona a cinza escuro foram depositadas células HepG2.

Ap6s a deposicdo das células, as placas foram colocadas na incubadora de CO», a

37 °C, durante 24 h, para adesdo das células as placas. Decorrido este tempo, as cé€lulas,

encontram-se em condi¢des ideais para a adi¢cao dos corantes a testar.
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2.2.6. Preparacao das solucoes de corantes a serem testados nas células

As solucgdes dos corantes a serem testados foram preparados a partir de uma solucao-
mae. Cada solucdo-mae foi preparada num baldo volumétrico de 10 mL, dissolvendo uma
determinada quantidade de cristais (= 1,5 mg) em DMSO. A partir desta solucdo, de
concentragio conhecida, na ordem dos 10~* M, foram preparadas quatro novas solugdes, as
concentracoes 0,1 uM, 1,0 uM, 5,0 uM e 10,0 uM, por dilui¢do desta em meio de cultura sem
Soro.

Para o composto 11, a solu¢do-mae foi preparada num baldao volumétrico de 25 mL,
dissolvendo 2,01 mg de cristais em DMSO/CHCl> (24:1). A partir desta solugdo (1,49x10~*
M) preparam-se as quatro dilui¢gdes, as concentracdes referidas atrds, em meio de cultura sem
soro. Para testar o efeito deste solvente nas células, preparam-se solu¢des do solvente em
meio de cultura sem soro, usando um volume de solvente equivalente ao adicionado na

preparacdo de cada concentracio de corante.

2.2.7. Aplicacao dos corantes as células

Decorridas as 24 horas necessarias para a adesdo das células, as placas foram retiradas
da incubadora de CO2 e com uma micropipeta automatica multicanal removeu-se todo o meio
de cultura. De seguida, adicionou-se, a cada poco das colunas 2 a 5 e 8 a 11 (Figura 2.5, pag.
61), 100 uL da solucgdo pretendida, 0,1 uM, 1,0 uM, 5,0 uM e 10,0 uM, respetivamente.

Aos pocos referentes ao controlo, contendo células (colunas 6 e 12), apenas se
adicionou meio de cultura sem soro. Depois as placas foram novamente colocadas na

incubadora durante mais 24 horas, até se proceder a irradiagdo.

2.2.8. Irradiacao das células

Decorridas as 24 horas de contacto das células com os corantes, as placas foram
retiradas da incubadora e irradiadas com LEDs centrados a 630 ou 660 nm (comprimentos de
onda utilizados com base nos valores de Amax obtidos nos espetros do Visivel), dependendo do
corante, emitindo luz a poténcia de 4,2 + 0,4 mW e 3,5 + 0,03 mW, respetivamente.

Para testar o efeito da irradiagdo, usaram-se 3 condicdes diferentes: a) 0 minutos de

irradiacdo, 1 placa de cultura (ndo irradiada), deixada 14 min a temperatura ambiente e no
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escuro; b) 7 min de irradiacdo, e ¢) 14 min de irradiacdo, 1 placa (para cada condicdo). A
irradiacdo decorreu a temperatura ambiente e ao abrigo da luz ambiente, para que a luz
incidente nos pocos seja apenas a dos LED.

Ap6s a irradiagdo, as placas foram colocadas na incubadora onde permaneceram
expostas ao corante irradiado, durante 60 min ou 24 h. Decorrido esse tempo, procedeu-se a

lavagem dos pocos de acordo com o esquema representado na Figura 2.6.
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Figura 2.6. Esquema representativo da lavagem das placas
decorridos os 60 min ou 24 h de contacto com o corante
irradiado.

As lavagens realizaram-se do seguinte modo: aspirou-se 0 meio que continha o
corante, e lavaram-se as células duas vezes com 100 uL de PBS (solu¢do salina fisiol6gica
(pH 7,4), composta por NaCl 137 mM, KCI 2,4 mM, Na,HPO4 10 mM e KH>PO4 1,76 mM).
ApOs a ultima lavagem, adicionou-se, a todos os pogos, o indicador de viabilidade celular
Alamar Blue (10%, v/v) diluido em meio de cultura sem soro, 100 uL/pocgo.

Os sistemas de LEDs utilizados nesta etapa foram montados de forma que a
temperatura, nas caixas de cultura, se mantivesse constante durante a irradiacdo e de acordo

com o comprimento de onda de absor¢do maxima de cada corante.

2.2.9. Determinacao da viabilidade celular

Neste trabalho, a viabilidade celular foi avaliada utilizando o indicador de viabilidade
Alamar Blue. Como referido anteriormente, este composto € um indicador de oxidacdo-
reducdo baseado na conversdo de resazurina em resorufina, por acdo de oxirredutases
presentes nas células vidveis. Como a resazurina e a resorufina apresentam caracteristicas
espectrais diferentes (a primeira é azul e nao fluorescente; a segunda € rosa e fluorescente) a
viabilidade celular pode ser seguida por alteracdo dos valores das absorvancias medidos a

570 nm (forma reduzida) e 620 nm (forma oxidada).
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Deste modo, a determinagcdo da viabilidade celular foi feita através da leitura das
absorvancias a dois comprimentos de onda distintos, 570 nm e 620 nm, num espetrofotémetro
de microplacas (Figura 2.7). As leituras foram realizadas 4 h e 24 h apds a adi¢cdo do Alamar

Blue as células.

Figura 2.7. Espetrofotémetro de microplacas

A percentagem de reducdo do Alamar Blue foi calculada pela seguinte equagdo, de

acordo com as indicagdes descritas na literatura (Al-Nasiry et al., 2007).

(Sox) )‘2 A}\l - (Sox) }\1A7\2
% Reducao = 100
% ke Heao (gred) 7\1 A’}\Z - (8red) )\2 Alxl *

Onde,

&ox = coeficiente de extin¢do molar do Alamar Blue oxidado
&req = coeficiente de extincdo molar do Alamar Blue reduzido
A = absorvancia dos pogos a testar
A’ = absorvancias do branco
A; =570 nm
A; =620 nm
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2.2.10. Analise e apresentacao dos resultados

Os valores de viabilidade celular foram calculados por rotinas dos programas
Microsoft Excel™, os graficos foram elaborados no programa GraphPad Prism (versdo 5.01).
Os valores de viabilidade celular obtidos s@o apresentados como o valor médio (n=4) + desvio
padrdo (SD).

A andlise estatistica foi feita com as ferramentas do programa Origin Pro 8 usando
teste ANOVA One-Way com intervalo de significancia de 95%; considerando-se grupos com
diferencas estatisticamente significativas quando p<0,05. A andlise estatistica envolveu a
comparacdo entre: i) controlo versus outras concentracdes, na mesma condicdo de tempo de
irradiacdo e exposicdo ao corante (denotado por *); ii) diferentes tempos de exposi¢do ao
corante irradiado (denotado por #); iii) condi¢do ndo irradiada versus irradiada, as mesmas
concentracdes e tempo de exposi¢do ao corante irradiado (denotado por a); iv) 7 minutos de
irradiacdo versus 14 minutos de irradia¢do, as mesmas concentragdes e tempo de exposi¢iao ao

corante irradiado (denotado por b).
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Capitulo 3

DISCUSSAO DA SINTESE E CARACTERIZACAO
ESPECTROSCOPICA DE COMPOSTOS ORGANICOS

Neste capitulo € feita uma discussao dos métodos de sintese dos corantes cianinicos esquarilicos
e aminoesquarilicos, bem como dos seus percursores. E também feita uma breve discussio das
principais caracteristicas fisicas e espectroscépicas de todos os compostos sintetizados neste
trabalho. No final do capitulo, sdo apresentadas as principais conclusdes no que se refere a
sintese dos compostos obtidos, bem como as suas caracteristicas espectroscépicas.



Discusséo da Stntese e Caracterizacio Espectroscépica de Compostos Orgénicos

3.1. Sintese de corantes esquarilicos assimétricos

O principal objetivo deste trabalho foi sintetizar novos corantes esquarilicos
assimétricos que apresentassem as caracteristicas ideais de bons fotossensibilizadores, com
vista a encontrar potenciais fotossensibilizadores a serem aplicados em PDT do cancro.

Sabe-se, de estudos feitos anteriormente (Santos et al., 2004; Reis et al., 2009), que os
corantes derivados de quinaldina apresentam comprimentos de onda de absor¢@o mais elevados
que os seus andlogos derivados de benzoselenazole e benzotiazole, o que permitird uma maior
penetracdo da luz nos tecidos aquando a sua aplicacao em PDT. Por outro lado, também se sabe
que a introducdo de atomos pesados na estrutura do corante, como por exemplo o iodo, cloro
ou bromo, levam ao aumento do rendimento quéntico de formacao de oxigénio singuleto, o que
teoricamente permitird uma melhor eficicia em PDT (Avirah et al., 2012; Ferreira et al.,
2013b).

Neste trabalho, foram sintetizados dois grupos distintos de corantes esquarilicos
assimétricos: o primeiro grupo possui, na sua estrutura, o derivado do benzotiazole e o derivado
da quinaldina e o segundo grupo tem na sua constitui¢io o derivado do benzotiazole e o
derivado da 6-iodoquinaldina.

A estratégia sintética utilizada para a obtencdo de todos os corantes encontra-se
resumida no esquema 3.1.
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Esquema 3.1. Esquema geral da sintese dos corantes cianinicos esquarilicos assimétricos
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3.1.1. Sintese de corantes esquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole e da

quinaldina

Para sintetizar os corantes assimétricos derivados do benzotiazole e da quinaldina
tentou-se iniciar o trabalho através dos derivados da quinaldina. Assim, na tentativa de obter o
primeiro corante esquarilico assimétrico sintetizou-se o composto semi-esquarilico 5, fez-se, de
seguida, a sua hidrdlise tendo-se obtido o composto 6 ao qual se adicionou, entdo, o iodeto
3-hexil-2-metilbenzotiazdlio (8).

No entanto, e como evidenciado no esquema 3.1, ndo se conseguiu obter 0 composto
pretendido por esta via. Deste modo, tentou-se obter o composto 11 seguindo uma via
alternativa, utilizando como material de partida o 2-metil-benzotiazole (7). Assim, fez-se reagir
o composto 7 com iodohexano que originou o sal quaterndrio 8 e por reacdo deste com o
composto 4 obteve-se o corante semi-esquarilico 9. Este por sua vez foi hidrolisado, dando
origem ao composto 10 que reagiu, posteriormente, com o sal quaterndrio 2 tendo-se entdo
obtido o corante cianinico esquarilico assimétrico 11. Posteriormente, este corante foi metilado
obtendo-se o corante esquarilico 12 que por reagdo com aminas apropriadas deu origem aos
respetivos corantes aminoesquarilicos assimétricos 13-17.

Nos pontos seguintes serdo discutidos cada um dos passos realizados para a obtengao
dos corantes esquarilicos e aminoesquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole e da
quinaldina, apresentando-se, para cada caso, as principais caracteristicas fisicas e

espectroscOpicas de cada composto.
3.1.1.1. Sintese do iodeto de N-hexil-2-metilquinolinio (2)

O sal quaternério de amonio 2 foi facilmente obtido fazendo reagir a base heterociclica

1 com um excesso de 1-iodohexano, em acetonitrilo, a refluxo, como evidenciado no esquema

3.2.
Ofi i, Ofi
Acetonitrilo
= . + P
N refluxo, 5 dias ITI .
|

1 2 (93%) Hex

Esquema 3.2. Sintese do sal quaternario 2
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O método de sintese utilizado foi adaptado do método descrito na literatura (Pardal et
al., 2002), tendo-se obtido o produto na forma de cristais amarelo-esverdeados,
cromatograficamente puros, com um rendimento de 93%.

Este composto foi obtido por precipitacdo da mistura reacional com éter dietilico. Para
que o rendimento fosse maior, procedeu-se a repeticao da alquilacdo das primeiras dguas-maes,
ap6s remogao do éter dietilico, tendo-se adicionado mais um equivalente molar de 1-iodo-
hexano e deixando a mistura reacional a refluxo durante mais 5 dias.

No que diz respeito ao rendimento desta reacdo (93%), verificou-se que ndo estd de
acordo com a literatura (46% (Pardal et al., 2002) e 70% (Ferreira, 2013a)), apresentando-se
muito superior. Este facto pode dever-se a repeticdo da alquilacdo das primeiras dguas-maes,
como referido anteriormente. Em relac@o ao ponto de fusdo, que se encontra no intervalo 163-
164 °C, mas acompanhado de decomposi¢do, observou-se que este intervalo, embora seja
estreito, € bastante superior ao referido na literatura que se encontra no intervalo 129-130 °C
(Pardal et al., 2002) e 115-120 °C (Ferreira, 2013a). Como o composto 2 ja se encontra descrito
na literatura, apenas se caracterizou, para além do ponto de fusdo, pelo seu espetro de IV.
Verificou-se que este se encontra de acordo com o referido na literatura (Pardal et al., 2002),
onde apenas se salientam as bandas de absorcdo relativas a vibracdo das ligagdes C-H
aromdticas que aparecem a 3069 cm!, das ligacdes C-H alifiticas encontradas entre

2928-2867 cm! e das ligagdes C=C aromiticas a 1524 cm™.

3.1.1.2. Sintese do 3,4-dibutoxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (4)

O composto 4 foi obtido por reacdo do 4cido esquérico (3) com butanol, a refluxo

durante 3 h, como ilustrado no esquema 3.3.

O, O (0] O
N\~ N\
BuOH
— Refluxo, 3 h —_—
HO OH BuO OBu
3 4

Esquema 3.3. Sintese do composto 4
O composto foi obtido na forma de um 6leo acastanhado, cromatograficamente puro,

com um rendimento de 74%. Este composto foi utilizado na reacdo seguinte sem qualquer

purificacdo ou caracterizacio posterior.

69



Discusséo da Stntese e Caracterizacio Espectroscépica de Compostos Orgénicos

3.1.1.3. Sintese do 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-
diona (5)

No esquema 3.4 encontram-se evidenciados os dois métodos utilizados para a sintese
do composto 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona (5),
os quais foram adaptados da literatura (Jyothish et al., 2004 e Kim et al., 2010).

Inicialmente tentou-se obter o composto 5 fazendo reagir o iodeto de N-hexil-2-
metilquinolinio (2) com acido esqudrico (3) numa mistura de n-butanol e benzeno (1:1), na
presenca de quinolina (Esquema 3.4 - Método A). A reagcdo ocorreu durante 24 h, com
destilacdo azeotrdpica de dgua, de acordo com o método descrito por Jyothish et al. (2004). No
entanto, como nao se conseguiu obter o produto na forma sélida, e a mistura reacional era muito

complexa, este método de sintese teve de ser abandonado.

Método A

(0] O

ﬁ + quinolina

HO” 3 OH

n-butanol/benzeno (1:1),
destilagdo azeotropica de H,O, 24 h

oo

BuO® 4 OBu

Et;N, EtOH
refluxo, 4 h

Método B

Esquema 3.4. Sintese do composto 5 através de dois métodos diferentes

Devido ao insucesso do método A, tentou-se obter o composto 5 fazendo reagir o iodeto
de N-hexil-2-metilquinolinio (2) com o 3,4-dibutoxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (4) em etanol e
na presenca de trietilamina (Esquema 3.4 — Método B), de acordo com o procedimento descrito
na literatura (Kim et al., 2010), para um composto andlogo derivado do benzotiazole. A reacdo
decorreu durante 4 h e a refluxo. Por este método, obteve-se uma mistura de produtos que
precipitou no meio reacional apds arrefecimento. Posteriormente, procedeu-se a purificagdo do
composto por cromatografia em coluna utilizando como eluente o CH2Cl», tendo-se obtido o

composto 5 na forma de cristais cor-de-laranja, cromatograficamente puros e com um
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rendimento de 54%. Na sintese de um composto, derivado do benzotiazole, andlogo ao 5, Kim
et al. em 2010 obtiveram um rendimento de 69%, que € bastante superior ao obtido neste
trabalho para o composto S, o que pressupde que o rendimento da reacdo pode ser otimizado
utilizando, por exemplo, outro eluente na separa¢do cromatogréfica. No entanto, Fagundes, em
2013, sintetizou um composto derivado do benzoselenazole, andlogo ao composto 5, tendo
obtido um rendimento de 58%, o qual j4 se encontra mais préximo do obtido neste trabalho.

O ponto de fusdo do composto 5 € 158-159 °C e indica o elevado grau de pureza do
composto, uma vez que a apresenta uma diferenca de apenas 1 °C. No entanto, este valor nao
pode ser comparado com a literatura, porque tanto quanto é do nosso conhecimento este
composto ainda ndo foi descrito.

Relativamente as caracteristicas espectroscopicas, importa salientar, no espetro de 1V,
as bandas de absorcao relativas a vibracdo das ligacdes C-H alifaticas (fracas) que aparecem
entre 2955-2930 cm!, da ligagdo C=0 (fraca e média) entre 1758-1691 cm! e das ligacdes C=C
aromaticas (forte) a 1526 cm™. No espectro de RMN de 'H, que apresenta os sinais esperados
para a totalidade dos protdes presentes no composto, sdo de salientar os sinais dos grupos metilo
da cadeia N-alquilica e O-alquilica que surgem aos desvios quimicos 0,95 e 1,00 ppm,
respetivamente, sob a forma de dois tripletos de trés protdes cada. Os sinais referentes aos
protdes dos grupos CH> das cadeias N-alquilica e O-alquilica surgem a desvios quimicos
compreendidos entre 1,36-1,87 ppm, sob a forma de vérios multipletos, a excecdo dos protdes
do grupo CH: diretamente ligado ao atomo de azoto que surge a 4,06 ppm, sob a forma de um
singuleto largo de dois protoes, € do grupo CH> diretamente ligado ao atomo de oxigénio que
surge a 4,81 ppm, na forma de um tripleto de dois protdes. Finalmente, neste espetro, importa
referir o sinal referente ao protao da ligagdo C=CH da cadeia metinica que surge a 5,2 ppm sob
a forma de um singuleto de um protdo e os seis sinais correspondentes aos seis protoes
aromaticos que surgem a 7,22 ppm sob a forma de um tripleto, a 7,30, 7,35 € 7,40 ppm sob a
forma de trés dupletos, a 7,52 ppm sob a forma de um tripleto e a 8,15 ppm sob a forma de um
singuleto largo.

No espectro de RMN de *C observam-se os 24 sinais correspondentes aos 24 carbonos
presentes no composto. Destes sdo de salientar os dois sinais correspondentes aos grupos metilo
das cadeias alquilicas, que surgem aos desvios quimicos 13,76 e 13,98 ppm, a presenca de oito
sinais correspondentes aos oito grupos CH> das cadeias alquilicas, a desvios quimicos entre
18,54-73,48 ppm, sendo que os que se apresentam a campo mais baixo (47,84 e 73,48 ppm)

correspondem aos grupos CH> ligados diretamente aos dtomos de azoto e oxigénio. Importa
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também referir a presenca do sinal da ligacdo C=CH da cadeia metinica que aparece ao desvio
quimico de 85,84 ppm, e os seis sinais, atribuidos aos carbonos C-H aromaéticos, que surgem
entre os desvios quimicos 114,04-133,06 ppm. As atribui¢cdes dos carbonos foram feitas com

base nos espectros DEPT 90 e DEPT 135.

3.1.1.4. Sintese do 3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-
diona (6)

O composto 6 foi obtido através da reacdo de hidrdlise (Esquema 3.5), nas condi¢des

descritas por Kim et al. (2010) para um composto andlogo derivado do benzotiazole.

Q o)
X O 1) NaOH (40%), X 0o
! 90°C, 15 min !
IT X 2) HCI 2M) N XN
OB
Hex S B Pllex 6 (78%) OH

Esquema 3.5. Sintese do composto 6

O produto foi obtido na forma de cristais castanhos-avermelhados, com um rendimento
de 78%, ap0s purificagdo por lavagem com uma mistura de éter dietilico/éter de petrdleo (1:1).
Quanto € do nosso conhecimento este composto € novo, pelo que o seu rendimento ndo esta
referido na literatura. No entanto, Fagundes, em 2013, sintetizou um composto andlogo ao
composto 6, derivado do benzoselenazole, tendo-o obtido com um rendimento de 96%. Embora
este valor seja bastante superior ao obtido neste trabalho, o composto andlogo ao 6, referido no
trabalho de Fagundes (2013), ndo foi sujeito a qualquer purificacdo posterior, o que pode
justificar a diferenca de valores nos rendimentos obtidos, uma vez que o composto 6, no nosso
caso, foi sujeito a purificacdo antes da etapa seguinte o que leva a uma perda de rendimento.
Relativamente ao ponto de fusdo, que se encontra no intervalo 200-202 °C, indica a elevada
pureza do composto devido ao facto de apresentar uma diferenca de apenas 2 °C, e tal como
aconteceu para o composto 5, o ponto de fusdo ndo pode ser comparado com a literatura.

No que diz respeito as caracteristicas espectroscopicas, importa salientar, no espetro de
IV, as bandas de absor¢ao relativas a vibracdo das ligacdes C-H alifaticas (fracas) que aparecem
22928 cm-1, da ligacdo C=0 (média) a 1765 cm™ e das ligacdes C=C aromdticas (fortes) que
se encontram entre 1540-1479 cm™. No espectro de RMN de 'H, que apresenta todos os sinais

esperados para os protdes presentes no composto, sdo de salientar o sinal do grupo metilo da
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cadeia N-alquilica que surge ao desvio quimico 0,90 ppm, sob a forma de um tripleto de trés
protdes. Salientam-se, ainda, os sinais correspondentes aos protdes dos grupos CH> da cadeia
N-alquilica que surgem sob a forma de multipletos a desvios quimicos compreendidos entre
1,35-1,69 ppm, com excecdo dos dois protdes do grupo CH> diretamente ligado ao 4tomo de
azoto que surge a 4,06 ppm, sob a forma de um singuleto largo. E importante também referir o
sinal relativo ao protdo do grupo CH da cadeia metinica que surge a 5,37 ppm sob a forma de
um singuleto e os trés sinais correspondentes aos seis protdes aromdticos que surgem a 7,23
ppm na forma de um tripleto de um protao, entre 7,52-7,57 ppm na forma de um multipleto de

quatro protdes e a 8,45 ppm sob a forma de um dupleto de um protao.

3.1.1.5. Sintese do iodeto de 3-hexil-2-metilbenzotiazdlio (8)

Para se conseguir obter o composto esquarilico assimétrico pretendido 11 foi necessario
sintetizar, paralelamente, o sal quaterndrio de amoénio derivado do benzotiazole, que depois
seria adicionado ao composto 6, obtido no ponto anterior. Deste modo, o sal quaterndrio de
amonio 8 foi facilmente obtido fazendo reagir a base heterociclica 7 com um excesso de agente
alquilante, 1-iodo-hexano, em acetonitrilo e a refluxo (Pardal et al., 2002), como evidencia o

esquema 3.6.

N refluxo, 5 dias
- 8 (96%)

S
ICH,(CH,),CH;
/ Acetonitrilo, +/
N~
|
Hex

Esquema 3.6. Sintese do composto 8

Para obtencdo de um rendimento mais elevado, o método, atrds descrito, foi repetido
mais duas vezes ap0s isolamento da primeira fragdo. Obteve-se, assim, o iodeto de 3-hexil-2-
metilbenotiazdlio (8), na forma de cristais beges, cromatograficamente puros, por precipitacao
com éter dietilico, apresentando um rendimento de 96%, cujo valor é bastante superior ao
referido na literatura (44%) (Pardal et al., 2002). Em 2012, Guerra também sintetizou este sal
quaternario de amonio tendo obtido um rendimento mais proximo, embora mais baixo (74%),

do obtido neste trabalho.
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Relativamente ao ponto de fusdo, que se encontra no intervalo entre 117-119 °C,
verificou-se que, embora seja estreito, estd relativamente préximo mas nao completamente de
acordo com o referido na literatura (125-126 °C) (Pardal et al., 2002).

Uma vez que o composto 8 ja se encontra descrito na literatura (Pardal et al., 2002),
apenas se tragou o espetro de IV que se encontra de acordo com o referido na literatura, onde
sdo de salientar as bandas de absorc¢do relativas a vibracdo das ligacdes C-H aliféticas que se

encontram entre 2954-2922 cm™! e das ligagdes C=C aromdticas a 1519 cm',

3.1.1.6. Tentativa de sintese do 2-[(3-hexilbenzotiazole-2(3H)-ilideno)metil]-4-[(1-

hexilquinolin-1-io-2-il)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (11)

Na tentativa de obter o corante esquarilico assimétrico 11 fez-se reagir o iodeto de 3-
hexil-2-metilbenzotiazélio (8) com o composto 6, numa mistura de butanol/piridina (10 %), a

refluxo durante 24 h, conforme representado no esquema 3.7.

O,
! : BuOH/Py (10%)
_—
N \ * * / Refluxo, 24 h
N r
I OH \
Hex 6 8  Hex

Esquema 3.7. Tentativa de sintese do corante esquarilico 11

Ap0s tratamento da reacdo obteve-se um produto, que foi purificado através de lavagens
consecutivas com uma mistura de metanol/éter de petrdleo, tendo-se conseguido obter o
produto na forma de cristais azuis-escuros.

Procedeu-se a uma série de técnicas de caracterizagdo, nomeadamente p.f., Visivel, IV
e EMAR ESI-TOF para verificar se o produto obtido, por esta via, correspondia a0 composto
pretendido. No entanto, a massa exata encontrada, para este composto foi de m/z = 628,29245
apresentando a férmula molecular C3gHasNO3S2™ (calc. 628, 29136), que ndo se encontra de
acordo com a estrutura prevista, pois apresenta trés dtomos de oxigénio, dois de enxofre e
apenas um de azoto, em vez dos esperados dois dtomos de azoto, dois de oxigénio e apenas um
de enxofre. Mesmo assim, tentou-se identificar o composto tragando os seus espetros de RMN
de 'H e '3C uma vez que se verificou, pelo espectro no Visivel, que o pico de absor¢cio maxima
do composto era 718 nm, valor este que se encontra dentro da chamada “janela fototerapéutica”

e que vai ao encontro de um dos parimetros de FS ideal. Contudo, os espetros de RMN de 'H

74



Discusséo da Stntese e Caracterizacio Espectroscépica de Compostos Orgénicos

e BC mostraram-se inconclusivos, devido a insolubilidade do composto nos varios solventes
deuterados disponiveis, pelo que ndo se conseguiu chegar a uma estrutura. No entanto, é de
salientar no espetro de IV as bandas de absor¢@o caracteristicas das vibracdes das ligacdes
C-H aromiticas (fraca) que se encontram a 3068 cm™, da ligacdo C=0 (fraca) a 1760 cm! e
das ligacdes C=C aromdticas (fracas e médias) que aparecem entre 1571-1517 cm’!. Além disso,
o seu ponto de fusdo, que se encontra entre 154-157 °C, indica o elevado grau de pureza do

composto, devido ao facto de apresentar uma diferenga de apenas 3 °C.

3.1.1.7. Sintese do 3-butoxi-4-[(3-hexilbenzotiazole-2(3H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-
1,2-diona (9)

Devido ao insucesso da obtencao do 2-[(3-hexilbenzotiazole-2(3H)-ilideno)metil]-4-
[(1-hexilquinolin-1-i0-2-il)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (11) a partir do composto
semi-esquarilico derivado da quinaldina (6), procedeu-se a sintese do composto 9 e consequente
hidrélise a fim de tentar obter o corante pretendido 11.

Deste modo, para obter o composto semi-esquarilico 9 fez-se reagir o sal quaterndrio de
amonio 8 com o 3,4-dibutoxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (4) em etanol, na presenca de trietilamina

(Esquema 3.8), de acordo com um método adaptado da literatura (Kim et al., 2010).

O

S S
+/
Vi Et;N, EtOH N

| refluxo, 5 h | 9 (38%)

Esquema 3.8. Sintese do composto 9

A reagdo decorreu durante 5 h a refluxo e o composto foi obtido, na forma de cristais
amarelos, apds purificagdo por cromatografia em coluna, utilizando como eluente uma mistura
de acetato de etilo/éter de petrdleo (1:1), com um rendimento de 38%. Na literatura, Kim ez al.,
em 2010, descreveram a sintese deste composto com um rendimento de 69%, que € bastante
superior ao obtido neste trabalho. O mesmo autor refere que a reacdo descrita por este grupo
demorou menos tempo (30 min) contrariamente ao verificado no decorrer deste trabalho.

Relativamente ao ponto de fusdo deste composto, que se encontra no intervalo

119-121 °C, que se encontra proximo do descrito na literatura (Graga, 2013).
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Quanto as caracteristicas espectroscopicas, importa salientar, no espetro de IV, as
bandas de absorcdo relativas a vibracdo das ligacdes C-H alifaticas (médias e fracas) que
aparecem entre 2954-2930 cm’!, da ligacdo C=0 (forte) a 1702 cm! e das ligacdes C=C
aromdticas (forte) a 1545 cm™'. Este espetro encontra-se de acordo com o descrito na literatura
(Graga, 2013).

No espectro de RMN de 'H, aparecem todos os sinais esperados para todos os protdes
presentes no composto e encontra-se de acordo com o referido na literatura (Kim et al., 2010;
Graga, 2013). Neste espetro sdo de salientar os sinais dos protdes dos grupos metilo da cadeia
N-alquilica e O-alquilica que surgem aos desvios quimicos 0,91 e 1,00 ppm, respetivamente,
sob a forma de dois tripletos de trés protdes cada. Os sinais referentes aos protdes dos grupos
CH: das cadeias N-alquilicas e O-alquilicas surgem entre 1,33-1,88 ppm sob a forma de vérios
multipletos, excetuando os sinais dos protdes do grupo CH: diretamente ligado ao atomo de
azoto que aparece a 3,97 ppm sob a forma de um tripleto de dois protdes e os sinais dos protdes
do grupo CH; diretamente ligado ao 4tomo de oxigénio que surge, também sob a forma de um
tripleto de dois protdes, a 4,81 ppm. Neste espetro € ainda de salientar o sinal referente ao protao
da ligacdo C=CH da cadeia metinica que surge, sob a forma de um singuleto, a 5,46 ppm e os
quatro sinais correspondentes aos quatro protdes aromédticos que aparecem a 7,06 sob a forma
de um dupleto, a 7,16 e 7,34 ppm sob a forma de dois tripletos, e a 7,49 ppm sob a forma de
um dupleto.

No espectro de RMN de *C sio de salientar os dois sinais correspondentes aos grupos
metilo das cadeias alquilicas, que surgem aos desvios quimicos 13,89 e 14,12 ppm, a presenca
de oito sinais correspondentes aos oito grupos CH: das cadeias alquilicas, a desvios quimicos
entre 18,90-73,68 ppm, sendo que os que se apresentam a campo mais baixo
(45,94 e 73,68 ppm) correspondem aos grupos CHz ligados diretamente aos atomos de azoto e
oxigénio. Importa ainda, referir a presencga do sinal da ligacdo C=CH da cadeia alquilica que
aparece ao desvio quimico 79,02 ppm, bem como, 0s quatro sinais correspondentes aos
carbonos C-H do anel aromadtico, que surgem entre os desvios quimicos 111,02-126,98 ppm.
As atribui¢Oes dos carbonos foram feitas com base nos espectros DEPT 90 e DEPT 135. Este
espectro encontra-se de acordo com o descrito na literatura (Graca, 2013).

O espectro de espectrometria de massa de baixa resolu¢io EM-ESI-TOF apresenta o ido

am/z 386,18, que corresponde ao ido [M+H]* de acordo com a estrutura apresentada.
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3.1.1.8. Sintese do 3-[(3-hexilbenzotiazole-2(3H)-ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-
1,2-diona (10)

O composto 10 foi obtido através da reacao de hidrdlise, descrita por Kim et al. (2010),

nas condi¢des evidenciadas no esquema 3.9.

1) NaOH (40%), S
_rC2smin OH
T ouaew

N

| 10 (79%)

:E—Z

Esquema 3.9. Sintese do composto 10

O produto foi obtido na forma de cristais cor de laranja, cromatograficamente puros,
apos lavagem com éter dietilico, apresentando um rendimento de 79%. Este composto esta
descrito na literatura (Kim et al., 2010), no entanto nesse trabalho o composto foi utilizado no
passo seguinte sem procederem a qualquer técnica de purificacdo, ndo sendo, por isso, indicado
o rendimento. Contudo, em 2013, Fagundes obteve, na sintese de um composto andlogo
(derivado do benzoselenazole) ao composto 10, um rendimento de 96%. Embora este valor seja
ligeiramente superior ao obtido neste trabalho, pode ser explicado pelo facto de o composto 10
ter sido sujeito a vdrias lavagens, o que leva a perda de rendimento, de modo a que seguisse
puro para o passo seguinte, € Fagundes ter usado o seu composto na fase seguinte sem qualquer
purificagdo.

Relativamente ao ponto de fusdao deste composto, que se encontra no intervalo
184-186 °C, apenas se pode dizer que o facto de ser estreito indica que o composto apresenta
elevada pureza mas, ndo pode ser comparado, pois na literatura, embora este composto ja tenha
sido descrito, ndo se faz referéncia ao seu ponto de fusdo.

Quanto as caracteristicas espectroscépicas, sao de salientar, no espetro de 1V, as bandas
de absorcdo relativas a vibracdo das ligagdes C-H alifaticas (fraca) que surgem a 2926 cm’!, das
ligacdes C=0 (fracas) a 1770-1660 cm™' e das ligacdes C=C aromadticas (médias e fortes) entre
1563-1492 cm. No espectro de RMN de 'H, onde aparecem todos os sinais esperados para a
totalidade dos protdes presentes no composto, sdo de salientar o sinal do grupo metilo da cadeia
N-alquilica que surge ao desvio quimico 0,91 ppm, sob a forma de um tripleto de trés protdes,
todos os sinais correspondentes aos protdes dos grupos CHz da cadeia N-alquilica que surgem

sob a forma de multipleto e varios singuletos largos a desvios quimicos compreendidos entre
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1,33-1,81 ppm, exceto o sinal correspondente ao protdo do grupo CH» diretamente ligado ao
atomo de azoto que surge a 4,04 ppm, sob a forma de um singuleto largo. De referir, também,
o sinal do protdo do grupo C=CH da cadeia metinica que surge a 5,69 ppm sob a forma de um
singuleto e os quatro sinais correspondentes aos quatro protdes arométicos que surgem na forma
de dois dupletos de um protdo cada a 7,14 e 7,55 ppm, e sob a forma de dois tripletos largos de
um protao cada a 7,22 e 7,38 ppm. Embora este composto j4 tenha sido sintetizado por Kim et
al. (2010), e por Graga em 2013, estes nao apresentam a sua caracterizacao espectroscopica.
Deste modo, ndo é possivel fazer uma comparacao, dos valores obtidos neste trabalho, com a
literatura.

O espectro de espectrometria de massa de baixa resolu¢io EM-ESI-TOF apresenta o ido

am/z 330,12, que corresponde ao ido [M+H]" de acordo com a estrutura apresentada.

3.1.1.9. Sintese de 2-[(3-hexilbenzotiazole-2(3H)-ilideno)metil]-4-[(1-hexilquinolin-1-io-2-

i)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (11)

Para obter o composto 11 fez-se reagir o composto 10, obtido no ponto anterior, com o
iodeto de N-hexil-2-metilquinolinio (2) numa mistura de butanol/piridina (10%), a refluxo,

durante 4 horas, tal como evidenciado no esquema 3.10.

o)
0
s on 4 X BuOH/Py (10%)
B S—
— + = Refluxo, 4 h
N
N 10 2|
‘ Hex
Hex

Esquema 3.10. Sintese do corante esquarilico 11

Ap6s tratamento da reacdo e posterior recristalizacdo com éter dietilico e uma mistura
de CH2Cl/MeOH obteve-se o produto, cromatograficamente puro, na forma de cristais
vermelhos-escuros com um rendimento de 25%.

O composto 11 apresenta um intervalo de fusdo compreendido entre 282-284 °C, que
apesar de acompanhado de decomposicao, indica o elevado grau de pureza do composto, devido
ao facto de apresentar uma diferenga de apenas 2 °C. Contudo, estes valores ndo podem ser

comparados devido a falta de valores de referéncia na literatura.
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Relativamente aos dados espectroscopicos do composto pode-se salientar, no espetro de
IV, as bandas de absorcao caracteristicas relativas a vibragcdo das ligagdes C-H alifaticas (fraca)
22925 cm’!, e das ligacdes C=C aromdticas (média) a 1584 cm™!. Neste espectro é de referir a
auséncia da banda de absorcdo caracteristica relativa a vibracdo da ligacio C=0, que
normalmente surge na zona dos 1700 cm’'. Esta auséncia poderd ser devida ao facto da
existéncia da ressonancia apresentada na figura 3.1. No entanto, a banda de absorcio

caracteristica relativa a vibracdo da ligacio C-O aparece com uma intensidade forte a

1229 cm’!.

/)

K| —
< Z N

Figura 3.1. Estrutura de ressonancia no anel de quatro membros dos
corantes esquarilicos zwiteriénicos

N\

No espectro de RMN de 'H aparecem todos os sinais esperados para a totalidade dos
protdes presentes na referida estrutura, sendo de salientar os sinais dos dois grupos metilo das
cadeias N-alquilicas que surgem entre 0,91-0,95 ppm, sob a forma de dois tripletos de trés
protdes cada. Sao, também, de referir os sinais correspondentes aos protdes dos grupos CH» das
cadeias N-alquilicas que aparecem sob a forma de multipletos e singuletos largos, entre 1,37-
1,9 ppm, exceto o sinal referente aos dois protdes dos grupos CHz diretamente ligados ao 4tomo
de azoto de cada uma das cadeias alquilicas, que surge entre a 4,27 ppm, sob a forma de um
singuleto largo de quatro protdes. Importa, ainda, salientar a presenca dos sinais que
correspondem aos protdes das duas ligacdes C=CH da cadeia polimetinica que aparecem a 5,83
e 5,87 ppm na forma de dois singuletos de um protdao cada. Finalmente, sobre este espetro,
importa realcar os sete sinais que dizem respeito aos dez protdes aromaticos que surgem sob a
forma de dupleto de um protdo a 7,16 ppm, dois tripletos de um protao a 7,21 e 7,32 ppm, um
multipleto de um protao entre 7,37-7,40 ppm, um dupleto de um protio que surge a 7,45 ppm,
um multipleto de quatro protdes entre 7,58-7,62 ppm e um dupleto de um protdo a 9,17 ppm.

No espectro de RMN de *C sio de salientar os dois sinais correspondentes aos grupos
metilo das cadeias N-alquilicas, que surgem aos desvios quimicos 14,08 e 14,12 ppm. Os dez

sinais correspondentes aos grupos CH: das cadeias alquilicas encontram-se a desvios quimicos
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entre 25,75-48,70 ppm, sendo, o0s que se apresentam a campo mais baixo
(46,39 e 48,70 ppm), correspondentes aos grupos CH> ligados diretamente aos dtomos de azoto
de cada uma das cadeias alquilicas. Importa ainda, referir a presenca dos sinais das ligacao
C=CH da cadeia polimetinica que aparecem aos desvios quimicos 84,73 ppm e 92,64 ppm, bem
como, os dez sinais correspondentes aos carbonos C-H dos anéis aromaéticos, que surgem entre
os desvios quimicos 111,59-134,28 ppm. As atribui¢des dos carbonos foram feitas com base
nos espectros DEPT 90 e DEPT 135.

A massa exata do corante 11 é m/z = 538,26432 que corresponde ao ido [M]*

(C34H38N20,S™, calc. 538, 26485), estando de acordo com a estrutura apresentada.

3.1.1.10. Sintese do trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-

ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil]benzotiazole-3-io (12)

Para se conseguir obter os compostos aminoesquarilicos pretendidos foi necessario
proceder a metilacdo do composto zwiteriénico 11, anteriormente obtido. Assim, 0 composto
12 foi sintetizado com base na rea¢do de metilacdo descrita por Reis e seus colaboradores em
2009, para corantes cianinicos esquarilicos simétricos.

Deste modo, para se obter o composto 12, fez-se reagir o 2-[(3-hexilbenzotiazole-2(3H)-
ilideno)metil|-4-[(1-hexilquinolin-1-i0-2-il)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato  com o
agente metilante CF3SO3CHj3 em diclorometano seco, sob atmosfera de azoto e a temperatura

ambiente durante 2 h e 30 min, conforme representado no esquema 3.11.

CF;S0;CH; (3 eq.)

CH,Cl, seco, - S
t.a., N, 2 h 30 min
+/
N . 0,
' CF;S0; 12 (89%)
Hex

OCH,

Esquema 3.11. Sintese do corante esquarilico 12.

Esta reacdo envolveu uma propor¢ao de composto 11 e agente metilante de 1:3, tendo-
se obtido o composto pretendido, na forma de cristais verdes brilhantes, com rendimento de

89%.
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O intervalo de fusdo do composto 12 é de 189-191 °C e mostra o elevado grau de pureza
do composto devido a diferenca de 2 °C. Tal como aconteceu para o composto anterior 11, estes
valores ndo podem ser comparados devido a falta de valores de referéncia na literatura.

No que diz respeito aos dados espectroscépicos do composto sdo de salientar, no espetro
de IV, as bandas de absor¢do caracteristicas relativas a vibragdo das ligacdes C-H alifaticas
(fraca) a 2930 cm’!, da ligacdo C=O (fraca) que aparece a 1642 cm’', das ligacdes C=C
aromdticas (média) a 1446 cm™ e da ligacdo C-O (forte) que surge a 1257 cm™.

No espectro de RMN de 'H aparecem todos os sinais esperados para a totalidade dos
protdes existentes na molécula, sendo de salientar os sinais dos dois grupos metilo das cadeias
N-alquilicas que surgem entre 0,87-0,93 ppm, sob a forma de dois tripletos de trés protdes cada.
De referir também os cinco sinais correspondentes aos protdes dos grupos CHz das cadeias N-
alquilicas que aparecem sob a forma de multipletos e quintetos, entre 1,31-1,87 ppm, e para os
dois sinais referentes aos protdes dos grupos CH» diretamente ligados ao d&tomo de azoto de
cada uma das cadeias alquilicas, que surgem a 4,32 ppm, sob a forma de um tripleto de dois
protdes € a 4,39 ppm, sob a forma de um singuleto largo de dois protdes. Neste espetro, verifica-
se a presenca de um sinal, sob a forma de um singuleto a 4,61, correspondente a trés protoes
que ndo é observado no espectro de 'H do composto 11 (percursor do composto 12), que
corresponde aos protdes do grupo metilo diretamente ligado ao dtomo de oxigénio do anel
central de quatro membros (OCH3). Importa, ainda, referir a presenca dos sinais que
correspondem aos protdes das duas ligagdes C=CH da cadeia polimetinica que aparecem a
5,65 ppm e 6,00 ppm na forma de dois singuletos de um protao cada. Finalmente, neste espetro,
importa salientar nove sinais que surgem a 7,28-7,31 ppm sob a forma de um multipleto de dois
protdes, 7,42 e 7,44 ppm sob a forma de dois tripletos de um protdo cada, a 7,59, 7,66 e
7,69 ppm sob a forma de trés dupletos de um protdo cada, a 7,71 ppm sob a forma de um dupleto
de um protdo, a 7,85 ppm sob a forma de um tripleto de um protao e a 8,76 ppm sob a forma de
um singuleto largo também de um protao e que dizem respeito aos dez protdes aromaticos.

Relativamente ao espectro de RMN de ’C sdo de salientar os dois sinais
correspondentes aos grupos metilo das cadeias N-alquilicas, que surgem aos desvios quimicos
13,89 e 13,91 ppm. Os dez sinais correspondentes aos grupos CH: das cadeias alquilicas
encontram-se a desvios quimicos entre 22,37-49,18 ppm, sendo, os que se apresentam a campo
mais baixo (46,81 e 49,18 ppm), correspondentes aos grupos CH» ligados diretamente aos
atomos de azoto de cada uma das cadeias alquilicas. Neste espetro, € ainda de salientar o sinal

do grupo CH3 diretamente ligado ao 4tomo de oxigénio do anel central de quatro membros, que
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aparece a 61,11 ppm. Importa, também, referir a presenca dos dois sinais das ligacdes C=CH
da cadeia polimetinica que aparecem aos desvios quimicos 77,20 ppm e 85,27 ppm, bem como,
os dez sinais correspondentes aos carbonos C-H dos anéis aromdticos, que surgem entre os
desvios quimicos 112,84-137,15 ppm. As atribui¢des dos carbonos foram feitas com base nos
espectros DEPT 90 e DEPT 135.

O espectro de massa de baixa resolucio EM-ESI-TOF apresenta o ido molecular a

m/z = 553,29, que corresponde ao ido [M-CF3SOs3]* de acordo com a estrutura apresentada.

3.1.1.11. Sintese dos corantes cianinicos aminoesquarilicos assimétricos 13-17

Como ja referido anteriormente, o composto derivado O-metilado 12 € o percursor de
todos os corantes aminoesquarilicos. Assim, estes corantes foram obtidos por reacdo de
substituicao nucledfila do grupo OCH3, presente no derivado O-metilado 12, usando aminas
aromédticas ou aliféticas, apropriadas, como nucledfilos.

Utilizou-se, em todos os casos, um excesso da correspondente amina em relacdo ao
derivado O-metilado. Porém, quando se realizou a reacdo com aminas aromaéticas, foi
necessdrio adicionar catalisadores como a trietilamina e a 4-dimetilaminopiridina (4-DMAP),
uma vez que as aminas aromaticas sao menos nucledfilas que as aliféticas.

Todos os métodos de sintese utilizados, para a sintese dos corantes cianinicos
aminoesquarilicos assimétricos, foram os métodos descritos na literatura, por Reis et al. em
2009, para corantes aminoesquarilicos simétricos, € por Fagundes em 2013, para corantes
aminoesquarilicos assimétricos.

No esquema 3.12 estdo resumidos os métodos sintéticos realizados para obtengdo de
todos os corantes cianinicos esquarilicos derivados do benzotiazole e da quinaldina.

Os corantes 13 e 14 foram obtidos fazendo reagir o derivado O-metilado 12 com aménia
e metilamina, respetivamente. Estas duas reacdes com aminas alifdticas foram relativamente
répidas, apesar de a reagcdo com amoénia ter demorado quase um dia a terminar. O tempo de
reagdo superior obtido para a sintese do composto 13 poderd ser explicado pelo facto de a
amonia ser um composto volatil que vai evaporando sempre que se abre o frasco. Uma vez que
o frasco ja tinha sido aberto ha algum tempo poderia ja haver pouca amdnia dissolvida e, por
isso a concentragao nao ser efetivamente 2,0 M, sendo a reacao mais demorada.

Por sua vez, os corantes 15 a 17 foram obtidos fazendo reagir o derivado O-metilado 12

com anilina e iodoanilina, respetivamente. Nestes casos foram utilizados catalisadores de forma
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a acelerar as reagdes. Mesmo assim, estas reacdes mostraram-se muito lentas, tendo terminado

apo6s 11 dias, no caso do composto 15 e 17 dias, no caso dos compostos 16 e 17.

1) NH3 (2M, 4 eq.), CH,Cl, seco,
ta, N, 23 h

2)KI 14%, t.a.,2h

1) NH,CH; (2M, 4 eq.), CH,Cl, seco,
NHCH;

2)KI 14%, ta., 2 h

t.a., N,, 30 min _ S
’;\I/ R 14 (67%)

1) NH,Ph (5 eq.), Et;N, 4-DMAP
CH,Cl, seco, t.a., Ny, 11 dias

N -
, CF;SHO;
Hex

2)KI 14%, ta., 2 h

Hex

s / N 15 46 %)
. ©
IT -

3-I-NH,Ph (5 eq.), Et;N, 4-DMAP

CH,Cl, seco, t.a., Ny, 17 dias > NH
| CF380;

0
s 16 (17 %)

1) 3-I-NH,Ph (5 eq.), Et;N, 4-DMAP
CH,Cl, seco, t.a., Ny, 17 dias

2)KI 14%, ta., 2 h

Bex 17 (31 %)

Esquema 3.12. Sintese dos corantes aminoesquarilicos derivados de quinaldina 13-17.

Posteriormente, todos os corantes aminoesquarilicos, a exce¢do do corante 16, foram

sujeitos a troca do contra-ido CF3SO3™ por I' no sentido de aumentar a producio de oxigénio

singuleto, devido ao efeito do atomo pesado (Ferreira et al., 2013b). O facto de ndo trocarmos

o contra-130 do corante 16 permitir-nos-a comparar o efeito do contra-i3o na produgdo de
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oxigénio singuleto, uma vez que o corante 17 é em tudo igual ao corante 16 a exce¢do do seu
contra-ido.

Para efetuar a troca do contra-ido os compostos foram dissolvidos em metanol e depois
foi adicionada a essa solu¢ao uma solucdo aquosa de KI 14%, deixando a reac¢do ocorrer, a
temperatura ambiente, durante 2 horas. Os rendimentos obtidos, apés recristalizagdo, podem
ser considerados razodveis para os compostos 13-15 e 17, dado que estes se encontram entre
31-70%. Apenas o corante 16 foi obtido com um rendimento menos bom tendo este sido de
apenas 17%.

Relativamente as caracteristicas fisicas dos compostos 13-17, pode-se verificar que o
intervalo de fusdo de todos os compostos aminoesquarilicos derivados do benzotiazole e da
quinaldina apresentam diferencas compreendidas entre 1-3 °C, o que mostra o elevado grau de
pureza dos compostos. No entanto, e como ja referido para os compostos anteriores (11 e 12),
também para os corantes 13-17 ndo existem valores de referéncia na literatura para se poder
fazer comparacdes, uma vez que, tanto quanto é do nosso conhecimento, estes compostos sao
novos.

No que diz respeito aos dados espectroscopicos dos compostos sdo de salientar, no
espetro de IV, as bandas de absorcdo caracteristicas relativas a vibracdo das ligacdes C-H
alifiticas entre 2912-2954 cm’, das ligagdes C=O (fracas) que aparecem entre
1622-1633 cm! e das ligacdes C=C aromdticas (fracas ou fortes) que surgem entre
1453-1565 cm™'. O facto de a banda do grupo carbonilo aparecer com intensidade fraca poderé
ter origem na presenca do dtomo de azoto da amina, cujo caracter eletrodoador origina duas
estruturas de ressonancia (Figura 3.2), fazendo com que a ligacdo C-O adquira um caricter

intermédio entre o de ligacao covalente dupla e o de ligacdo covalente simples.

“/ \'l\.lH—% ‘/ \I\TH—g

Figura 3.2 Estrutura de ressonéncia do anel de quatro membros dos corantes aminoesquarilicos.

Relativamente aos espetros de RMN de 'H e '3C dos compostos 15-17 ndo foi possivel
a sua obten¢@o com boa resolucao, devido a insolubilidade dos mesmos, em vdrios solventes

deuterados testados o que impossibilitou a sua caracterizacdo. No entanto, pelos seus espetros
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de EMAR-ESI-TOF foi possivel confirmar que estivamos perante os compostos pretendidos,
uma vez que a massa exata encontrada bem como a férmula molecular estdo de acordo com as
estruturas moleculares propostas, sendo m/z = 614,31807 [M-I]*, (C40H44N30OS*; calc. 614,
31996) para o corante 15, m/z = 740,21405 [M-CF;SOs]*, (C4H43IN3OS*; calc. 740,21660)
para o corante 16 ¢ m/z = 740,21445 [M-I]*, (C40H43IN30S™; calc. 740,21660) para o corante
17.

Nos espetros de RMN de 'H dos compostos 13 e 14 observam-se todos os sinais
referentes a todos os protdes previstos para as estruturas apresentadas. No espectro do composto
13 ¢é de salientar a presenca dos sinais correspondentes aos protdes labeis que surgem aos
desvios quimicos 8,62 e 8,75 ppm sob a forma de dois singuletos de um protdo cada, que trocam
com D;0 e que foram atribuidos aos protdes do grupo amino. Neste espetro deve-se ainda
salientar a presenca dos sinais correspondentes aos protdes das ligacdoes C=CH da cadeia
polimetinica que surgem sob a forma de dois singuletos de um protdo cada aos desvios quimicos
5,87 ppm e 6,01 ppm. Importa, também, referir a presenca de seis sinais correspondentes ao
vinte protdes das cadeias N-alquilicas que surgem entre 1,25-4,31 ppm, sendo os que se
apresentam a campo mais baixo (4,15 e 4,31 ppm) os sinais correspondentes aos protdes dos
grupos CH» diretamente ligados aos d&tomos de azoto e os sinais que se encontram a campo mais
elevado (0,85 e 0,88 ppm) os sinais correspondentes aos protdes dos grupos metilo. Finalmente,
deve-se salientar a presenca de oito sinais correspondentes aos dez protdes aromaticos que
surgem sob a forma de dois tripletos de um protdo cada a 7,26 e 7,71 ppm, um multipleto de
dois protdes entre 7,41-7,45 ppm, quatro dupletos de um protdo cada a 7,55, 7,84, 7,96 e
8,93 ppm e um tripleto largo de dois protdes a 7,76 ppm.

O espetro do composto 14 apresenta o dobro dos sinais para os protdes existentes na
molécula. O aumento do numero de sinais neste espetro sugere uma perda de simetria
molecular, tal como € claramente indicado pela separacdo dos sinais correspondentes aos
protdes da cadeia polimetinica (C=CH), os quais surgem, neste espetro, aos os desvios quimicos
5,74 ppm e 5,99 ppm sob a forma de quatro singuletos de um protdo cada, contrariamente ao
observado nos espetros dos seus percursores, € que colapsam a dois singuletos, de um protao

cada, apds aquecimento (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Espectros parciais de RMN de 'H dos compostos 11, 12 € 14. A: espetro do composto 11 em CDCl3+MeOD
(600 MHz); B: espetro do composto 12 em CDCls (600 MHz); C: espetro do composto 14 em DMSO (600 MHz); D: espetro
do composto 14 em DMSO (400 MHz) a 90 °C. Os picos assinalados com um x correspondem a uma contaminag@o do solvente.

A nao equivaléncia de ambientes quimicos deve-se ao impedimento a livre rotagao do
grupo NHCH3, decorrente do carécter parcial da ligacao dupla entre o &tomo de azoto e o 4&tomo
de carbono do anel central de quatro membros como anteriormente referido, originando um

campo magnético local ndo homogéneo (Santos et al., 2010). A falta de assimetria molecular
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que conduz a ndo equivaléncia magnética dos varios picos, sendo também visivel nos sinais dos
protdes metilénicos dos grupos CH; diretamente ligados ao dtomo de azoto (Figura 3.3). Este
efeito j4 foi observado por Guerra, em 2012, para compostos aminoesquarilicos simétricos,
derivados de benzotiazole, com o grupo NHCHj3 e o grupo NHPh. Em 2013, Fagundes também
verificou este efeito em corantes aminoesquarilicos assimétricos que tinham os grupos NHCH3,
NHPh e 3-1-NHPh no anel central de quatro membros. Por outro lado, no espetro de RMN de
"H do composto 14 destacam-se ainda os dois sinais correspondentes aos protdes metilicos do
grupo NHCH3, que surgem a 3,26 ppm e 3,29 ppm, sob a forma de dois singuletos largos de
trés protdes cada, e que passa a um singuleto de trés protdes apds aquecimento.

Nos espetros de RMN de 13C dos corantes 13 e 14, verificam-se todos os sinais
correspondentes a todos os carbonos presentes nas estruturas propostas e, tal como se observou
no espetro de 'H, o corante 14 apresenta no seu espetro de '>C o dobro dos sinais, o que indica
a presencga das duas conformagdes da molécula. As atribuicdes dos carbonos foram feitas com
base nos espectros DEPT 90 e DEPT 135. Nestes espetros sdo de salientar os sinais dos grupos
metilo das cadeias N-alquilicas que surgem, em ambos os casos, entre 14,06-14,11 ppm, os
sinais correspondentes aos grupos CH: diretamente ligados ao dtomo de azoto das cadeias
N-alquilicas que aparecem entre 46,15-55,11 ppm e os sinais correspondentes aos grupos CH
da ligacdo C=CH das cadeias polimetinicas que surgem entre 85,60-94,29 ppm. Nos espetros
de 13C destes corantes deve-se ainda referir a presenca de todos os sinais correspondentes aos
grupos CH aromadticos que surgem, em ambos os casos, entre 112,80-136,60 ppm, bem como a
presenca dos sinais correspondentes a todos os carbonos dos grupos CH: alifaticos que
aparecem entre 22,19-45,64 ppm. Além disso, no espetro do corante 14 deve-se salientar a
presenca dos sinais correspondentes ao grupo CH3z da amina que surgem entre 30,27-30,45 ppm,
e que estdo ausentes no espetro do corante 13.

Nos espetro de EMAR-ESI-TOF dos corantes 13 e 14 a massa exata encontrada estd de
acordo com as estruturas propostas sendo m/z = 538,28785 [M-I]*; (C34HsN3OS*, calc. 538,
28860), para o corante 13, e m/z = 552,30339 [M-I]*; (C35H42N30S*, calc. 552, 30431), para o

corante 14.
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3.1.2. Sintese de corantes esquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole e da

6-iodoquinaldina

Na continuagdo deste trabalho procedeu-se a sintese de corantes aminoesquarilicos
assimétricos derivados do benzotiazole e da 6-iodoquinaldina. Como se pdde observar no
esquema geral (Esquema 3.1, pagina 67), para obter o primeiro corante esquarilico 21, deste
grupo, fez-se reagir o composto 10, uma vez que a sua sintese j4 tinha sido otimizada, com o
iodeto de 6-iodo-1-hexilquinaldinio (20). Posteriormente, o corante 21 foi metilado, obtendo-
se o corante esquarilico 22 e de seguida o grupo OCH3 foi substituido por aminas apropriadas
permitindo assim a obten¢do dos respetivos corantes cianinicos aminoesquarilicos 23-26.

Nos pontos seguintes serdo discutidas as etapas seguidas para obtencdo dos corantes

pretendidos.

3.1.2.1. Sintese da 6-iodoquinaldina (19)

A sintese deste composto foi realizada por trés métodos distintos, conforme o
representado no esquema 3.13. Todos os métodos t€m por base a reacdo de Doebner-Miller

envolvendo a reacdo de p-iodoanilina e o crotonaldeido, na presenga de HCI.

Método A
HCI 6M

Tolueno, refluxo, 3 h (impuro)

Método B I
S AN HCI6M, TBAF _ (58%) N
Tolueno, 90° C,

1h 30 min N
19

—+

\

crotonaldeido

NH,
18 Método C
HC1 6M, 90°C, 2 h (38%)

Esquema 3.13. Sintese da 6-iodo-quinaldina (19) por trés métodos diferentes

Pelo método A tentou-se obter o composto 19 fazendo reagir 4-iodoanilina (18) com o
crotonaldeido na presenca de HCI1 6 M em tolueno. Este método, adaptado da literatura (Matsugi
et al., 2000), ndo se mostrou eficaz para a obten¢do do produto pretendido, uma vez que a sua
purificacdo se mostrou muito dificil. Assim, tentou-se a obtencdo do composto 19 utilizando

outras vias sintéticas.

88



Discusséo da Stntese e Caracterizacdo Espectroscépica de Compostos Orgénicos

O método B, por sua vez, faz uso de um catalisador de transferéncia de fase, o TBAF,
uma vez que a reacio se dd num meio constituido por duas fases, uma aquosa e uma organica
(tolueno). Relativamente ao método A, o método B, descrito por Reynolds et al. em 2010,
apresenta duas diferencgas: a temperatura, que ¢ um pouco mais baixa, e a presenca de um
catalisador de transferéncia de fase. No entanto, neste método, foi necessario recorrer a uma
coluna cromatografica para obter o composto 19 puro, tendo-se conseguido obter o composto
com o melhor rendimento (58%), entre todos os métodos sintéticos executados.

O método C, descrito por Leir em 1977, embora se tenha mostrado mais demorado,
devido ao tratamento da mistura reacional, e tenha apresentado um menor rendimento (38%),
permitiu obter o composto 19, puro, sem recorrer a cromatografia em coluna. Para aumentar o
rendimento deste método seria necessario proceder a pequenas alteracdes/ajustamentos do
protocolo de modo a melhoré-lo, objetivo que ndo foi possivel alcancar devido a falta de tempo.

Depois de se obter o composto 19 puro, na forma de cristais brancos, procedeu-se a
diversas técnicas de caracterizagio nomeadamente p.f., IV e 'H-RMN.

Relativamente ao ponto de fusao, cujo intervalo € 100-101 °C, pode-se verificar que este
estd relativamente proximo do referido na literatura, 108-109 °C (Jyothish et al., 2007).

No que diz respeito aos dados espectroscépicos do composto, sdo de salientar, no
espetro de IV, as bandas de absorc¢ao relativas a vibragcao das ligagdes C-H aromaticas (fraca)
que surgem a 3047 cm’!, das ligagdes C-H alifaticas (fraca) que aparecem a 2909 cm™ e das
ligagdes C=C aromadticas (médias e fracas) que surgem entre 1591-1551 cm™. No espectro de
RMN de 'H, onde se observa a totalidade dos sinais previstos para a estrutura molecular
apresentada, sdo de salientar o sinal do grupo metilo ligado ao anel que surge a 2,73 ppm sob a
forma de um singuleto de trés protdes e os sinais referentes aos cinco protdes aromaticos que

surgem entre 7,27-8,15 ppm, sob a forma de cinco dupletos de um protdo cada.
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3.1.2.2. Sintese do iodeto de 6-iodo-1-hexilquinaldinio (20)
Para se obter o sal quaterndrio de amonio 20 fez-se reagir a base heterociclica 19, obtida

no ponto anterior, com um excesso de I-iodo-hexano, em acetonitrilo, a refluxo, como

evidenciado no esquema 3.14.

N ICH,(CH,),CH; N
= Acetonitrilo, +

N refluxo, 5 dias N -
19 20 (77%) I—llex

Esquema 3.14. Sintese do sal quarternario de aménio 20

A reagdo ocorreu durante 5 dias sob condi¢des reacionais que envolveram uma
propor¢do de base heterociclica 19 e de 1-iodo-hexano de 1:3 e aquecimento da mistura
reacional a refluxo em acetonitrilo.

Para obtenc@o de um bom rendimento, e tal como se procedeu para os sais quaternarios
andlogos sintetizados, o método, foi repetido mais duas vezes apds isolamento da primeira
fracdo. Assim, obteve-se o iodeto de 6-iodo-1-hexilquinaldinio (20), na forma de cristais
amarelos, cromatograficamente puros, por precipitacdo em acetonitrilo, com um rendimento de
77%. Pacheco (2014) sintetizou no seu trabalho de estdgio este sal quaterndrio de aménio tendo
obtido um rendimento ligeiramente superior (85%) ao obtido neste trabalho.

Relativamente ao ponto de fusdo que se encontra no intervalo de 219-220 °C, esta
préoximo do obtido por Pacheco (2014), que foi 219-221 °C, e sendo um intervalo estreito mostra
que o composto apresenta elevado grau de pureza.

No que diz respeito a caracterizacdo espectroscopica do composto, salientam-se, no
espectro de IV, as bandas de absorcao relativas a vibracdo das ligacdes C-H aromadticas (fortes)
que surgem a 3050 cm’!, das ligacdes C-H alifdticas (fortes) que aparecem entre
2953-2936 cm! e das ligagdes C=C aromdticas (fortes) entre 1597-1503 cm™.

No espectro de RMN de 'H, que evidencia a totalidade dos sinais previstos para a
estrutura molecular proposta para o composto 20, salientam-se o sinal do grupo metilo da cadeia
N-alquilica que surge a 0,89 ppm sob a forma de um singuleto de trés protdes e 0s sinais
correspondentes aos protdes dos grupos CHz, da cadeia N-alquilica, que surgem na forma de
varios multipletos, a desvios quimicos compreendidos entre 1,30-1,88 ppm, com excecdo do

grupo CH; diretamente ligado ao dtomo de azoto que surge a 4,87 ppm, sob a forma de um
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tripleto de dois protdes. Importa, ainda, referir a presenga do sinal do grupo metilo ligado ao
anel aromdtico que surge 3,08 ppm sob a forma de um singleto de trés protdes e os sinais
referentes aos cinco protdes aromdticos que surgem entre 8,13-8,97 ppm, sob a forma de cinco
dupletos de um protdo cada.

No espectro de RMN de '3C é de salientar o sinal correspondente ao grupo metilo da
cadeia N-alquilica, que surge a 14,04 ppm, a presencga de cinco sinais correspondentes aos cinco
grupos CHz da cadeia N-alquilica, que surgem a desvios quimicos entre 22,16-51,52 ppm, sendo
0 pico que se apresenta a campo mais baixo (51,52 ppm) correspondente ao grupo CH: ligado
diretamente ao 4&tomo de azoto. O sinal que corresponde ao grupo metilo, diretamente ligado ao
anel surge ao desvio quimico de 22,87 ppm. Para este espetro, importa, ainda, referir a presenca
dos cinco sinais correspondentes aos grupos CH do anel aromaético, que surgem entre os desvios
quimicos 120,94-144,42 ppm. As atribui¢des dos carbonos foram feitas com base nos espectros
DEPT 90 e DEPT 135.

O espectro de espectrometria de massa de baixa resolu¢io EM-ESI-TOF apresenta o ido

molecular a m/z = 354,07, que corresponde ao ido [M-I]* de acordo com a estrutura apresentada.

3.1.2.3. Sintese do 2-[(1-hexil-6-iodoquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-[ (3-hexilbenzotiazole-

3-io-2-il)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (21)

Para obter o composto 21 fez-se reagir o corante semi-esquarilico 10 com o iodeto de
6-iodo-1-hexilquinaldinio (20) numa mistura de butanol/piridina (10%), a refluxo, durante 3 h

e 20 min, tal como evidenciado no esquema 3.15.

I
S " X BuOH/Py (10%)
OH —_—
N + = Refluxo, 3 h 20 min S
NT-
T“f 10 20 1‘{ .
€X
N

Hex

Esquema 3.15. Sintese do corantes esquarilico 21
ApOs tratamento da reacdo e recristalizacdo com éter dietilico e uma mistura de

CH>Clo/MeOH, seguida de uma lavagem dos cristais com metanol obteve-se o produto

cromatograficamente puro com rendimento de 53%.
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O composto 21 apresenta um intervalo de fusdao de 143-144 °C que indica o elevado
grau de pureza do composto, devido ao facto de apresentar uma diferenca de apenas 1 °C.
Contudo, estes valores ndo podem ser comparados devido a falta de valores de referéncia na
literatura, uma vez que tanto quanto é do nosso conhecimento se trata de um composto novo.

Relativamente aos dados espectroscopicos do composto pode-se salientar, no espetro de
IV, as bandas de absorcdo caracteristicas relativas a vibracdo das ligacdes C-H arométicas
(fracas) que surgem a 3052 cm’!, das ligacdes C-H alifiticas (fracas) entre 2912-2853 cm! e
das ligagdes C=C aromdticas (fraca e forte) entre 1549-1450 cm™. Contrariamente ao observado
para o composto andlogo 11, derivado do benzotiazole e da quinaldina, é de notar que o espectro
do composto 21 apresenta a banda de absorcdo caracteristica relativa a vibracdo da ligacdo
C=0, que aparece na zona dos 1729 cm™!. Neste espetro deve-se ainda salientar a presenca da
banda de absorcdo caracteristica relativa a vibragdo da ligagdo C-O (forte) que surge a
1253 cm™,

No espectro de RMN de 'H aparecem todos os sinais esperados para a totalidade dos
protdes presentes no referido composto. Neste espetro sao de salientar os sinais dos dois grupos
metilo das cadeias N-alquilicas que surgem a 0,91 ppm e a 0,94 ppm, sob a forma de dois
tripletos de trés protdes cada, respetivamente. Os sinais referentes aos protdes dos grupos CH»
das cadeias N-alquilicas aparecem sob a forma de varios multipletos e um tripleto largo a
desvios quimicos compreendidos entre 1,34-1,83 ppm, a exce¢do do pico correspondente aos
protdes dos grupos CH: diretamente ligados ao dtomo de azoto que surge sob a forma de um
multipleto de quatro protoes entre 4,06-4,10 ppm. Deve-se também fazer referéncia a presenca
dos dois sinais que surgem, sob a forma de singuletos de um protdo cada, a 5,73 ppm e
5,79 ppm, que correspondem aos protdes dos grupos C=CH da cadeia polimetinica, além dos
sinais correspondentes aos nove protdes aroméaticos que aparecem sob a forma de seis dupletos
de um protdo cada a 7,02, 7,13, 7,28, 7,55, 7,72 € 9,28 ppm, dois tripletos de um protao cada a
7,20 ppm e 7,37 ppm e de um singuleto de um protdo a 7,77 ppm.

No espectro de RMN de '*C, cujas atribuicdes dos carbonos foram feitas com base nos
espectros DEPT 90 e DEPT 135, sdo de salientar o sinal correspondente aos grupos metilo das
cadeias N-alquilicas, que surge (por coincidéncia) ao desvio quimico 13,92 ppm. Os sinais
correspondentes aos grupos CH» das cadeias alquilicas encontram-se entre 22,44-47,98 ppm,
sendo, os que se apresentam a campo mais baixo (46,17 e 47,98 ppm), correspondentes aos
grupos CHz ligados diretamente aos dtomos de azoto de cada uma das cadeias alquilicas.

Importa ainda, referir a presenca dos dois sinais das ligagdo C=CH da cadeia polimetinica que
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aparecem aos desvios quimicos 85,41 ppm e 93,12 ppm, bem como, 0s nove sinais
correspondentes aos dez carbonos C-H do anel aromdtico, que surgem entre os desvios
quimicos 111,26-139,18 ppm.

A massa exata encontrada para o corante 21 é m/z = 664,16035, corresponde ao iao
molecular [M]*; (C34H37IN202S*, calc. 664,16149) e estd de acordo com a estrutura

apresentada.

3.1.2.4. Sintese de trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-iodoquinolin-

2(1H)-ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil]benzotiazole-3-io (22)

O composto 22 foi sintetizado com base na reacio de metilagao descrita por Reis et al.
em 2009, para corantes cianinicos esquarilicos simétricos e por Fagundes em 2013, para
corantes assimétricos.

Assim, para se obter o composto 22 fez-se reagir o composto zwiteridnico 21,
anteriormente obtido, com o agente metilante CF3SO3;CH3, em diclorometano seco, sob
atmosfera de azoto e a temperatura ambiente durante 28 h, conforme representado no esquema

3.16.

CF;S05CH; (3 eq.)_ o

CH,Cl, seco,
S i ta., N, 28 h S ocH
3
A 21 +/ 22 (73%)
N N -
| | CF3S0;
Hex Hex

Esquema 3.16. Sintese do corante esquarilico 22.

Esta reacdo envolveu uma propor¢do de composto 21 e agente metilante de 1:3, tendo-
se obtido o composto pretendido, na forma de cristais castanho dourado, com rendimento de
73%.

O intervalo de fusdo do composto 22 € 215-218 °C e nao pode ser comparado devido a
falta de valores de referéncia na literatura, por se tratar de um composto novo.

No que diz respeito aos dados espectroscopicos do composto sdo de salientar, no espetro
de 1V, as bandas de absorcdo caracteristicas relativas a vibragdo das ligacdes C-H alifaticas
(fracas) que aparecem entre 2955-2930 cm!, das ligacdes C=C aromaticas (fraca) a 1553 cm’!

e da ligagdo C-O (forte) que surge a 1258 cm’.
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No espectro de RMN de 'H observam-se todos os sinais correspondentes aos quarenta
protdes existentes no composto. S@o de salientar os sinais dos protdes correspondentes aos dois
grupos metilo das cadeias N-alquilicas que surgem a 0,87 ppm e 0,94 ppm, sob a forma de dois
tripletos de trés protdes cada. Os sinais referentes aos protdes correspondentes aos grupos CH>
das cadeias N-alquilicas aparecem entre 1,27-1,87 ppm, sob a forma de multipletos e um
quinteto, excetuando os quatro protdes correspondentes aos grupos CH> diretamente ligados ao
atomo de azoto, da respetiva cadeia alquilica, que surgem a 4,32 ppm, sob a forma de um
singuleto largo de dois protdes e, a 4,45 ppm sob a forma de um tripleto também dois protdes.
Neste espetro, é importante salientar ainda o sinal dos trés protdes correspondentes ao grupo
metilo diretamente ligado ao dtomo de oxigénio do anel central de quatro membros (OCH3),
que surge a 4,65 ppm, sob a forma de um singuleto de trés protdes. Este sinal € relevante porque
marca a diferenca entre o composto 21 e 22. Deve-se ainda referenciar os dois sinais
correspondentes aos protdes da ligagdo C=CH da cadeia polimetinica que surgem a 5,60 ppm e
6,20 ppm, sob a forma de dois singuletos de um protao cada, para além dos sete sinais referentes
aos nove protdes aromaticos que surgem sob a forma de um multipleto de trés protdes entre
7,35-7,39 ppm, um tripleto de um protdo a 7,51 ppm, trés dupletos de um protdo cada a 7,61,
7,66 e 7,90 ppm, um singuleto de um protdo a 7,96 ppm e um singuleto largo de um protao a
8,73 ppm.

Relativamente ao espectro de RMN de °C € de salientar os sinal correspondente aos
grupos metilo das cadeias N-alquilicas, que, por coincidéncia, surgem a 13,96 ppm e os dez
sinais correspondentes aos grupos CH: das cadeias alquilicas que se encontram entre
22,44-48,97 ppm, sendo aqueles que se apresentam a campo mais baixo
(47,29 e 48,97 ppm) os correspondentes aos grupos CH» diretamente ligados aos dtomos de
azoto de cada uma das cadeias N-alquilicas. Neste espetro, importa ainda referir a presenca do
sinal referente ao grupo metilo correspondente ao grupo OCH3 que surge a 61,52 ppm, além
dos dois sinais das ligacdes C=CH da cadeia polimetinica que aparecem aos desvios quimicos
113,36 ppm e 117,44 ppm. Neste espetro deve-se, também salientar a presenca dos nove sinais
correspondentes aos nove carbonos das ligacdes C-H do anel aromatico, que aparecem entre 0s
desvios quimicos 122,41-140,95 ppm. As atribui¢gdes dos carbonos foram feitas com base nos
espectros DEPT 90 e DEPT 135.

A massa exata encontrada para o corante 22, é m/z = 679,18313 que corresponde ao ido
molecular [M-CF3SOs]*; (C35Ha40IN202S™, calc. 679,18497) e esta de acordo com a estrutura

apresentada.
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3.1.2.5. Sintese dos corantes cianinicos aminoesquarilicos assimétricos 23-26

Tal como procedido para a sintese dos corantes derivados do benzotiazole e da
quinaldina, todos corantes aminoesquarilicos derivados do benzotiazole e da 6-iodoquinaldina
pretendidos (23-26) foram obtidos fazendo reagir o seu derivado O-metilado (neste caso,
composto 22) com as aminas apropriadas (Esquema 3.17).

Em todos os casos, foi utilizado um excesso da correspondente amina em relagdo ao
derivado O-metilado e nas rea¢cdes com aminas aromadticas, adicionaram-se os catalisadores
trietilamina e 4-DMAP.

As condigdes reacionais para a obten¢do dos corantes aminoesquarilicos 23-26 foram
muito idénticas: CH2Cl; seco, temperatura ambiente, atmosfera de azoto, e excesso de amina
apropriada.

Os corantes 23 e 24 foram obtidos fazendo reagir o derivado O-metilado 22 com amoénia
e metilamina, respetivamente. Estas duas reacOes com aminas alifaticas foram relativamente
rapidas, apesar de a reacdo com amonia ter demorado quase um dia a terminar, tal como
aconteceu na sintese do seu andlogo derivado do benzotiazole e da quinaldina (14).

Por outro lado os corantes 25 e 26 foram obtidos fazendo reagir o derivado O-metilado
22 com anilina e iodoanilina, respetivamente. Nestes dois casos foram utilizados os
catalisadores Et:N e 4-DMAP de forma a acelerar as reagdes. No entanto e, porque as aminas
aromdticas sd0 menos nucledfilas, estas reacOes mostraram-se muito demoradas, chegando a
ultrapassar os 10 dias de reacdo, a temperatura ambiente. Comparativamente a sintese dos
corantes andlogos derivados do benzotiazole e da quinaldina (15-17), sintetizados neste
trabalho, os tempos de reacdo sdo bastante semelhantes. Posteriormente, tentou-se efetuar a
troca do contra-i3o, uma vez que estd descrito na literatura que a substitui¢cdo do contra-ido
CFs;SOs pelo I' aumenta a produgdo de oxigénio singuleto (Ferreira et al., 2013b). No entanto,
ndo foi possivel efetuar a troca do contra-idao porque todos os corantes aminoesquarilicos
derivados da 6-iodoquinaldina se mostraram insoliveis em metanol. Assim, apds
recristalizacdo, obtiveram-se os compostos 23-25 com rendimentos considerados razodveis,
dado que estes se encontram entre 38-65%. Apenas o corante 26 foi obtido com um rendimento
menos bom tendo este sido de apenas 15%. Estes rendimentos estdo relativamente proximos
dos obtidos para os corantes assimétricos andlogos (15-17), derivados do benzotiazole e da
quinaldina, descritos no ponto 3.1.1.11, nomeadamente o do corante 16, andlogo ao 26, que

apresenta o mesmo contra-iao.
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NH; (2M, 4 eq.) h 2
CH,Cl, seco, t.a., Ny, 22 h ’;q/ _ 23 (65 %)
- | CF,S0;

Hex

NH,CH; (2M, 4 ¢q.) en
-H3

CH,Cl, seco, t.a., N5, 2 h +// 2450 %)
b

T CF;80;
Hex

NH,Ph (5 eq.), Et;N, 4-DMAP

CH,Cl, seco, t.a., N,, 9 dias N -
| CFiSOs 25 (38%)

3-1-NH,Ph (5 eq.), Et;N, 4-DMAP
CH,Cl, seco, t.a., N, 17 dias 26 (15%)

Esquema 3.17. Sintese dos corantes aminoesquarilicos 23-26.

Relativamente as caracteristicas fisicas dos compostos 23-26, pode-se verificar que o
intervalo de fusdo de todos os compostos aminoesquarilicos derivados do benzotiazole e da
6-iodoquinaldina apresentam diferencas compreendidas entre 1-3 °C, o que mostra o elevado
grau de pureza dos compostos. No entanto, e como ja referido para os compostos anteriores (21
e 22), ndo existem valores de referéncia na literatura para se poder fazer comparacdes, uma vez
que estes compostos S0 novos.

No que diz respeito aos dados espectroscépicos dos compostos sdo de salientar, no
espetro de IV, as bandas de absorc¢do caracteristicas relativas a vibragdo das ligacdes C-H
alifiticas entre 2926-2954 cm’!, das ligagdes C=O (fracas) que aparecem entre
1623-1643 cm’, e das ligagdes C=C aromaticas (fracas, médias ou fortes) que surgem 1445-

1553 cm™!. Nos espectros de IV dos corantes 23 e 24 deve-se, salientar as bandas de absorcdo
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caracteristicas relativas a vibragdo da ligacdo N-H que surgem entre 3205-3319 cm™ e que,
curiosamente, nao se verificam nos espectros dos corantes 25 e 26. Sobre este espetro importa
dizer que o facto de a banda do grupo carbonilo aparecer com intensidade fraca podera ter
origem na presenga do dtomo de azoto da amina, cujo caracter eletrodoador origina duas
estruturas de ressonancia fazendo com que a ligacdo C-O adquira um caricter intermédio entre
o de ligacao covalente dupla e o de ligacao covalente simples, como referido no ponto 3.1.11
para os corantes aminoesquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole e da quinaldina.

Relativamente aos espetros de RMN de 'H dos corantes 25 e 26, ndo foi possivel
proceder a caracterizacdo espectroscopica, pelas mesmas razdes descritas no ponto 3.1.1.11
para os compostos 15 a 17. No entanto, pelos seus espetros de¢ EMAR-ESI-TOF foi possivel
confirmar que estdvamos perante os compostos pretendidos, uma vez que a massa exata
encontrada estd de acordo com as estruturas moleculares propostas, sendo m/z = 740,21415
correspondente ao ido molecular [M-CF3SOs]*, (CsH43IN3OS*; calc. 740,21660) para o
corante 25 e m/z = 866,11128 que corresponde ao ido molecular [M-CF;SOs]*,
(C40H421bN30S™; calc. 866,11325) para o corante 26.

Nos espetros de RMN de 'H dos compostos 23 e 24 observam-se todos os sinais
referentes a todos os protdes previstos para as estruturas apresentadas. No espetro do corante
23 ¢ de salientar a presenca dos sinais correspondentes aos protdes ldbeis que surgem a 8,81 e
8,68 ppm, sob a forma de sois singuletos largos de um protao cada e que trocam com DO,
tendo sido atribuidos aos protdes do grupo amino. Importa ainda referir a presenca dos sinais
correspondentes aos protoes das ligagdes C=CH da cadeia polimetinica que surgem sob a forma
de dois singuletos de um protao cada a 5,85 e 6,10 ppm bem como a presenca dos sinais de
todos os protdes das cadeias N-alquilicas que surgem entre 0,87-4,23 ppm, sendo o que se
apresenta a campo mais baixo 4,23 ppm, sob a forma de um tripleto de quatro protdes)
correspondente aos protoes dos grupos CHz diretamente ligados aos atomos de azoto e os sinais
que se encontram a campo mais elevado (0,87 e 0,90 ppm, na forma de dois tripletos de 3
protdes cada) os sinais correspondentes aos protdes dos grupos metilo. Finalmente, deve-se
salientar a presenca dos sinais correspondentes a todos os protdes aromaticos que surgem sob
a forma de dois tripletos de um protdo cada a 7,35 e 7,53 ppm, seis dupletos de um protdo cada
a7,55,7,63,7,.83,793, 7,95 e 8,91 ppm e um singuleto de um protao a 8,16 ppm.

O espetro do composto 24 apresenta o dobro dos sinais para os protdes existentes na
molécula, o que se deve ao impedimento a livre rotagdo do grupo NHCH3, decorrente do

caricter parcial da ligacdo dupla entre o 4tomo de azoto e o 4tomo de carbono do anel central
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de quatro membros onde se liga, como ja referido e verificado, no ponto 3.1.1.11, para os
corantes assimétricos derivados do benzotiazole e da quinaldina.

Esse aumento do ndmero de sinais neste espetro sugere uma perda de simetria
molecular, tal como € claramente indicado pela separa¢do dos sinais correspondentes aos
protdes da cadeia polimetinica (C=CH), os quais surgem, neste espetro, entre os desvios
quimicos 5,75 ppm e 6,08 ppm sob a forma de quatro singuletos de um protdo cada,
contrariamente ao observado nos espetros dos seus percursores, € que colapsam a dois
singuletos, de um protdo cada, apés aquecimento (Figura 3.4). A falta de assimetria molecular
que conduz a ndo equivaléncia magnética dos vérios picos é também visivel nos sinais dos
protdes metilénicos dos grupos CH» diretamente ligados ao dtomo de azoto (Figura 3.4), que
neste caso aparecem sob a forma de um singuleto largo de oito protdes a
1,64 ppm.

Uma grande diferenca encontrada no espectro de RMN de 'H do composto 24, em
comparacdo com o do corante 23 é a presenca dos dois sinais correspondentes aos protdes
metilicos do grupo NHCH3, que surgem a 3,16 ppm e 3,23 ppm, sob a forma de um singuleto
de trés protdes e um singuleto largo também de trés protdes, e que se convertem em apenas um
singuleto de trés protdes apds aquecimento.

Tal como esperado, os espetros de RMN de 'H dos compostos 23 e 24 sdo muito
parecidos aos espetros dos corantes 13 e 14, isto porque de facto as estruturas moleculares sao
muito semelhantes. A maior diferenga observada entre eles € a auséncia de um protao aromatico
nos espectros dos corantes 23 e 24 devido a existéncia do dtomo de iodo ligado ao anel

aromético na posi¢ao 6 da iodoquinaldina.
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Figura 3.4. Espectros parciais de RMN de 'H dos compostos 21, 22 e 24. A: espetro do corante 21 em CDCl3 (600 MHz); B:
espetro do corante 22 em CDCl3 (600 MHz); C: espetro do corante 24 em DMSO (600 MHz); D: espetro do corante 24 em
DMSO (400 MHz) a 90 °C. Os picos assinalados com um x correspondem a uma contaminagdo do solvente.
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Nos espetros de RMN de 3C dos corantes 23 e 24, verificam-se todos os sinais
correspondentes a todos os carbonos presentes nas estruturas propostas e, tal como se observou
no espetro de 'H, o corante 24 apresenta no seu espetro de 'C o dobro dos sinais, indicando a
presenca das duas conformacdes da molécula. As atribuicdes dos carbonos foram feitas com
base nos espectros DEPT 90 e DEPT 135. Nestes espetros sdo de salientar os sinais dos grupos
metilo das cadeias N-alquilicas que surgem, em ambos os casos, entre 14,03-14,13 ppm, os
sinais correspondentes aos grupos CH» diretamente ligados ao dtomo de azoto das cadeias
N-alquilicas que aparecem entre 46,41-48,80 ppm e os sinais correspondentes aos grupos CH
da ligacdo C=CH das cadeias polimetinicas que surgem entre 86,24-94,23 ppm. Nos dois
espectros deve-se ainda referir a presenca de todos os sinais correspondentes aos grupos CH
arométicos que surgem, em ambos os casos, entre 113,15-140,42 ppm, bem como a presenca
dos sinais correspondentes a todos os carbonos dos grupos CH> alifdticos que aparecem entre
22,24-48,37 ppm, sendo que o0s sinais que se apresentam a campo mais baixo sdo
correspondentes aos grupos CH; diretamente ligados ao 4tomo de azoto. No espetro do corante
24 deve-se ainda salientar a presenca dos sinais correspondentes ao grupo CH3z da amina que
surgem a 30,26 ppm e a 30,50 ppm, e que estdo, como seria de esperar, ausentes no espetro do
corante 23. Sdo ainda de notar as semelhancas destes espetros com os espetros de *C dos
respetivos corantes andlogos, 13 e 14, derivados do benzotiazole e da quinaldina, onde a maior
diferenca encontrada € a auséncia de um sinal correspondente a um grupo CH aromatico, devido
a presencga do dtomo de iodo ligado ao anel aromético na posi¢do 6 da iodoquinaldina.

Nos espetro de EMAR-ESI-TOF dos corantes 23 e 24 a massa exata encontrada estd de
acordo com as estruturas apresentadas, sendo m/z = 664,18409 e que corresponde ao ido
molecular [M-CF3S0s3]*, (C3sH39IN3OS*; calc. 664,18530) para o corante 23, e
m/z = 678,19974 que corresponde ao ido molecular [M-CF3SO3]*; (C3sHs1IN3OS™, calc.
678,20095) para o corante 24.
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3.2. Espetros no Visivel

Como j4 foi referido anteriormente, um dos principais requisitos para que um corante
seja considerado um potencial fotossensibilizador para PDT € este possuir uma forte e intensa
absorcao na regido do visivel e infravermelho préximo (600 — 850 nm), zona também designada
por “janela fototerapéutica” (Castano et al., 2004; O’Connor et al., 2009; Robertson et al., 2009;
Avirah et al., 2012; Ormond e Freeman, 2013). Deste modo, tragou-se o espectro de absor¢dao
no Visivel de todos os corantes a fim de tentar perceber se estes preenchem, ou ndo, este
requisito.

Foram tragados espectros usando dois solventes diferentes para cada composto: um em
DMSO, a diferentes concentragdes, para se poder calcular a absortividade molar pela lei de
Beer-Lambert e, outro em DMEM para determinar o comprimento de onda de emissdao dos LED

a serem, posteriormente, utilizados na irradiacdo das células.

3.2.1. Espetros no Visivel dos corantes esquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole

e da quinaldina

Na figura 3.5 encontram-se os espetros de absor¢@o no Visivel dos corantes esquarilicos
assimétricos derivados do benzotiazole e da quinaldina sintetizados (11-17), usando como
solvente o DMSO.

Como se pode observar na figura 3.5, os corantes deste grupo apresentam valores para
o comprimento de onda maximo que variam entre 666-714 nm, com bandas de absorcao
estreitas. Além disso, estes compostos apresentam valores de absortividade molar bastante
elevados, cujo log ¢ varia entre 5,06-5,25. Os valores de comprimento de onda de absor¢ao
obtidos situam-se dentro da chamada janela fototerapéutica, respeitando um dos parametros a
ter em conta na selecdo de um composto como fotossensibilizador para PDT. No entanto, pela
andlise da figura 3.5, pode-se ainda verificar que todos os compostos aminoesquarilicos
derivados do benzotiazole e da quinaldina, apresentam um desvio hipsocrémico, em relacio ao
correspondente composto zwiterionico 11, sendo o derivado O-metilado 12 o composto que
apresenta um desvio mais acentuado, tal como verificado em 2009 por Reis et al. para corantes
esquarilicos simétricos derivados da quinaldina. No entanto, a mesma autora verificou que em
corantes simétricos derivados de benzotiazole ou benzoselenazole com a metilamina como

substituinte do anel central de quatro membros apresentavam desvios batocrémico em relacao
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aos respetivos corantes zwiterionicos (Reis et al., 2009). Assim, com estes resultados apenas

podemos ver que, neste caso, a presenca do grupo amina se manifesta através de um ligeiro

efeito hipsocrémico.
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Figura 3.5. Espectros de absor¢@o no Visivel dos corantes esquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole e da quinaldina

em DMSO

Na literatura sao reportados comprimentos de onda de absor¢do semelhantes (= 700 nm)
para compostos esquarilicos simétricos derivados da quinaldina (Ferreira, 2013a) e ligeiramente
mais baixos (= 660 nm) para compostos esquarilicos simétricos derivados do benzotiazole
(Guerra, 2012), bem como para compostos esquarilicos assimétricos derivados do
benzoselenazole e do 6-iodobenzotiazole (= 680 nm; Fagundes, 2013).

Quando dissolvidos em DMEM (Figura 3.6) os corantes apresentam um comportamento
diferente daquele que se observa quando dissolvidos em DMSO. Em DMEM as bandas de
absor¢do sdo largas e menos intensas, o que pode ser explicado pela eventual formacdo de
agregados em meio aquoso (Macdonald e Dougherty, 2001). Verifica-se ainda que o composto
13 (que tem o grupo NH2 como substituinte no anel central de quatro membros) apresenta um
ligeiro efeito hipsocrémico em relag@o ao corante zwiteriénico 11. Os compostos 16 e 17 (que
tém uma amina aromética com um 4tomo de iodo e apenas diferem no seu contra-iao) mostram
um ligeiro desvio batocrémico em relagdo ao composto zwiteriénico. Para os restantes corantes

ndo se registam alteracdes significativas dos desvios em relagdo ao corante zwiterionico 11.
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Todos os corantes cianinicos esquarilicos derivados do benzotiazole e da quinaldina,
quando dissolvidos em DMEM, apresentam comprimentos de onda de absorcdo mais baixo,
compreendidos entre 630-660 nm. No entanto, este comportamento dos corantes cianinicos
esquarilicos, quando dissolvidos em DMEM, também foi verificado por Fagundes (2013) para
compostos esquarilicos assimétricos derivados do 6-iodobenzotiazole e do benzoselenazole e

por Ferreira (2013a), para compostos esquarilicos simétricos derivados da quinaldina.
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Figura 3.6. Espetros de absor¢do no Visivel dos corantes esquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole e da quinaldina,

em DMEM

Como, neste caso, os valores dos picos de absor¢do maxima variam entre 605-660 nm
escolheu-se como comprimentos de onda de emissao dos LEDs para irradiagdo 630 nm para os

compostos 11, 13, 14 e 15 e 660 nm para os compostos 16 e 17.

3.2.2. Espetros no Visivel dos corantes esquarilicos assimétricos derivados do
benzotiazole e da 6-iodoquinaldina

Na figura 3.7 encontram-se os espetros de absorc@o no Visivel dos corantes esquarilicos
assimétricos derivados do benzotiazole e da 6-iodoquinaldina sintetizados (21-26), usando
como solvente o DMSO. Quando dissolvidos em DMSO, os corantes 21-26 apresentam o
mesmo comportamento observado para os corantes esquarilicos assimétricos derivados do
benzotiazole e da quinaldina. Observam-se bandas de absorcdo estreitas dentro da “janela

fototerapéutica”, sendo que os valores de comprimento de onda de absor¢ao maxima registados
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variam entre 677-726 nm. Além disso, todos os compostos apresentam valores de absortividade
molar elevada, estando os log € entre 4,65-5,26. Pode-se ainda verificar que todos 0os compostos
apresentam um ligeiro desvio hipsocrémico relativamente ao corante zwiteriénico 21. No
entanto, esse desvio € mais acentuado para o derivado O-metilado 22, tal como verificado para

os corantes 11-17.
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Figura 3.7. Espetros de absor¢do no Visivel dos corantes esquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole e da

6-iodoquinaldina em DMSO

Por outro lado, e contrariamente ao esperado, o corante 26, que apresenta, como
substituinte no anel central de quatro membros, uma amina aromdtica com um atomo de iodo,
exibe, no seu espetro de absor¢do no Visivel, dois picos de absor¢do médxima a comprimentos
de onda distintos (704 nm e 776 nm), com absortividade molar semelhante (4,65 e 4,61,
respetivamente).

Na literatura sdo reportados valores comprimentos de onda de absor¢do superiores
(739-755 nm) para compostos esquarilicos simétricos derivados da 6-iodoquinaldina (Pacheco,
2014). No entanto, para compostos esquarilicos simétricos derivados do benzotiazole os valores
reportados na literatura sdo bastante mais baixos (650-663 nm) que os obtidos neste trabalho
(Guerra, 2012). Por outro lado, Fagundes (2013) sintetizou corantes esquarilicos assimétricos
derivados do benzoselenazole e do 6-iodobenzotiazole, e verificou que os seus compostos
absorviam a comprimentos de onda préximos (671-689 nm) dos obtidos para os corantes

esquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole e da 6-iodoquinaldina 21-26.
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Posteriormente, para se determinar o comprimento de onda de emissao a ser escolhido,
para a constru¢do dos LEDs, tracaram-se os espectros de absor¢cdo no Visivel de todos os

compostos a serem aplicados nas células, usando como solvente o DMEM (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Espetros de absorcdo no Visivel dos corantes esquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole e da

6-iodoquinaldina em DMEM

A semelhanca dos corantes derivados do benzotiazole e da quinaldina, para os corantes
derivados do benzotiazole e da 6-iodoquinaldina observaram-se bandas de absorcdo largas
quando dissolvidos em DMEM. Verifica-se, também, que o corante 23 apresenta um ligeiro
desvio hipsocrémico e os corantes 25 e 26 mostram um ligeiro desvio batocrémico em relacao
ao corante zwiterionico 21. Apenas para o corante 24 ndo foram registadas alteracdes
significativas do desvio em relacdo ao corante zwiteriénico 21. Estes corantes cianinicos
esquarilicos, derivados do benzotiazole e da 6-iodoquinaldina, também apresentam
comprimentos de onda de absor¢do mais baixo, quando dissolvidos em DMEM, tal como
verificado para os compostos andlogos 11-17, derivados do benzotiazole e da quinaldina.

Uma vez que os valores de absor¢cao maxima destes corantes, em DMEM, variam entre
619-667 nm, escolheu-se como comprimento de onda de emissdo dos LEDs 630 nm para

irradiacdo dos compostos 21, 23 e 24, e 660 nm para irradiacdo dos compostos 25 e 26.
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3.3. Avaliacio da capacidade de formacio de oxigénio singuleto (10°2) por parte de todos

os corantes esquarilicos assimétricos sintetizados

Como j4 referido anteriormente, considera-se que, na PDT, a formagio de 'O%, apés
irradiacdo do corante, € a principal causa de dano celular, que leva a destruicao do tecido lesado
(Konan et al., 2002; Allison e Moghissi, 2013). Deste modo, procedeu-se a avaliacdo da
capacidade de formacdo de 'O, por parte dos corantes esquarilicos zwiteriénicos 11 e 21 e dos
corantes aminoesquarilicos 13-17 e 23-26 sintetizados, de forma a tentar perceber qual o seu
potencial para aplicacdo em PDT.

Na tabela 3.16 encontram-se representados os valores do rendimento quantico (PA) de

formacdo de 'O, de cada corante cianinico esquarilico assimétrico sintetizado.

Tabela 3.1. Rendimentos quanticos de formacdo de oxigénio singuleto por parte dos corantes cianinicos esquarilicos e
aminoesquarilicos assimétricos sintetizados

N’do
Estrutura do composto X Y w (%)
composto
11 - H 0 0,03
13 I H NH: 0,05
14 I H NHMe 0,04
15 I H NHPh 0,08
Hex 16 CFsSOs H 3-I-NHPh 0,02
¥ SN 0 | .
AN NK
O PN 17 I H 3-LNHPh 0,11
Y oS
e 21 - I O 003
23 CF:SOs 1 NH> 0,03
24 CF:SOs I NHMe 0,05
25 CF:SOs 1 NHPh 0,03
26 CF:SOs 1 3-I-NHPh 0,04
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Tal como previsto, o corante 11 foi o que apresentou um menor rendimento quantico de
formagdo de !O%, uma vez que niio apresenta nenhum 4dtomo de iodo na sua estrutura. No
entanto e contrariamente ao esperado, quando se introduziu um atomo de iodo na estrutura
(corante 23), ndo se registou nenhum aumento do rendimento quantico de formacdo de 'O".

A introdug@o de grupos amino no anel central de quatro membros dos compostos
derivados do benzotiazole e da quinaldina aumentou ligeiramente o rendimento quantico de
formacdo de '0%, sendo o valor mais elevado registado quando se introduziu o 4tomo de iodo
no anel de benzeno (composto 17). Este registo era espectdvel uma vez que, no conjunto dos
compostos derivados do benzotiazole e da quinaldina, o corante 17 é o que apresenta 0 maior
nimero de d&tomos de iodo na estrutura, confirmando assim a teoria de quanto maior o nimero
de atomos pesados introduzidos na estrutura molecular, maior € o seu rendimento quantico de
formagio de 'O% (Avirah et al, 2012). Resultados semelhantes, embora com valores de
rendimento quantico de formacdo de 'O ligeiramente superiores (0,14-0,26), para corantes
esquarilicos assimétricos derivados de benzoselenazole e 6-iodobenzotiazole, foram descritos
na literatura (Fagundes, 2013). Curiosamente, nos compostos derivados do benzotiazole e da
6-iodoquinaldina, a introducdo de grupos amino no anel central de quatro membros nao
influenciou o rendimento quintico de formacdo de 'O%. Porém, como estes compostos
apresentam um atomo de iodo na sua estrutura deveriam apresentar rendimentos quanticos
superiores aos verificados para os compostos andlogos derivados do benzotiazole e da
quinaldina. Além disso, era esperado que o corante 26 apresentasse um rendimento quantico de
formagdo de 'O, pelo menos, semelhante ao obtido para o corante 17, uma vez que o nimero
de atomos de iodo presente nas duas moléculas € igual. No entanto, o contra-ido presente nos
dois grupos de compostos € diferente, o que por si s6, pode influenciar o rendimento quantico
de formagdo de 'O, tal como se pode constatar com os compostos 16 e 17 e tal como Ferreira
et al. (2013b) verificou em corantes aminoesquarilicos simétricos derivados de benzotiazole.
Além disso, Pacheco (2014) registou valores da mesma ordem de grandeza para corantes
aminoesquarilicos simétricos derivados de 6-iodoquinaldina com o mesmo contra-ido dos
corantes aminoesquarilicos assimétricos, derivados do benzotiazole e da 6-iodoquinaldina,
sintetizados neste trabalho. Contudo, os baixos rendimentos quanticos registados, neste
trabalho, poderdo ser explicados pela propensdo destes compostos para a formacdo de
agregados (Macdonald e Dougherty, 2001) ou por rigidez da molécula que impeca a
transferéncia de energia pelo cruzamento interssistema e assim reduza o rendimento quantico

de formacdo de 10, (Kaloyanova et al., 2012; Tatikolov, 2012).
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3.4. Conclusoes

Face ao acima exposto podemos concluir que embora a obten¢do do corante 11 via
quinaldina se tenha mostrado fracassada, o método de sintese utilizado para a obten¢dao dos
corantes esquarilicos assimétricos via benzotiazole se mostrou bastante eficaz na obtengdo dos
mesmos. Mesmo assim, para a obtenc@o, nomeadamente, do corante zwiteriénico 11, o método
sintético via benzotiazole necessita de ser otimizada em vdrias etapas, de modo a conseguir
obter os compostos com melhor rendimento.

A utilizacdo do método de sintese dos corantes aminoesquarilicos assimétricos via
intermedidrio O-metilado mostrou-se efetiva na obten¢do dos compostos tendo-se conseguido
obter os corantes pretendidos com rendimentos bastante razodveis, sendo que apenas o0s
corantes 16 e 17, 25 e 26 foram obtidos com rendimentos mais baixos.

Relativamente a caraterizacdo fisica e espetroscopica dos corantes podemos concluir
que os dados estavam de acordo com as estruturas moleculares propostas e que, no geral, os
dados possiveis de comparacdo estavam concordantes os valores encontrados na literatura.

Foi possivel, ainda, verificar que todos os corantes esquarilicos e aminoesquarilicos
sintetizados cumprem um dos principais requisitos de FS para aplicacdo em PDT, visto que
todos apresentam os picos de absor¢cao médxima a comprimentos de onda proximos de 700 nm
(quando dissolvidos em DMSO). Apesar de os compostos possuirem picos de absor¢ao maxima
proximos de 630 ou 660 nm quando dissolvidos em DMEM, ainda se encontram dentro da
“janela fototerapéutica”.

No que diz respeito ao rendimento quantico de formacao de oxigénio singuleto ndo se
conseguiu comprovar que a introdu¢do do atomo de iodo (dtomo pesado) na estrutura molecular
induz aumento de produgdo de oxigénio singuleto. Contudo, foi possivel verificar que o
contra-ido influéncia esses valores, sugerindo que na possibilidade de trocar o contra-iao
CFs;SO3™ por I', em todos os corantes aminoesquarilicos derivados do benzotiazole e da 6-

iodoquinaldina, os valores de producao de oxigénio singuleto poderdo aumentar.
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Capitulo 4

APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS DE
CITOTOXICIDADE

Neste capitulo sdo apresentados os resultados de citotoxicidade dos corantes esquarilicos e
aminoesquarilicos assimétricos sintetizados. Avaliou-se o potencial destes corantes para
aplicacdo em PDT, expondo as células aos compostos e fazendo ensaios com diferentes tempos
de irradiacdo e diferentes tempos de exposicdo aos corantes irradiados. A aplicac¢do de vérias
concentracdes permite avaliar o intervalo de segurancga. No final deste capitulo sdo apresentadas
as principais conclusdes no que se refere ao potencial fototerapéutico dos corantes sintetizados.
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4.1. Avaliacao do potencial fototerapéutico dos corantes esquarilicos e aminoesquarilicos

assimétricos em linhas celulares Caco-2 e HepG2

Neste trabalho foram sintetizados varios corantes esquarilicos e aminoesquarilicos com
o intuito de avaliar o seu potencial como FS para aplicacdo em PDT do cancro. Estes corantes
foram sintetizados de acordo com os métodos descritos no Capitulo 2 e serdo designados, ao
longo deste capitulo pelos nimeros anteriormente atribuidos. Os compostos estdao divididos em
dois grupos: i) derivados do benzotiazole e da quinaldina (corantes 11-17); ii) derivados do
benzotiazole e da 6-iodoquinaldina (corantes 21-26). No Anexo A (pigina 152) encontra-se
uma tabela resumo com as principais caracteristicas de todos os compostos a serem testados.

Para determinar o potencial fototerapéutico dos corantes sintetizados, fez-se um ensaio
in vitro com duas linhas celulares (Caco-2 e HepG2), onde se aplicaram vdrias concentragdes
dos corantes as células e se usaram varias condi¢des de irradiagdo.

ApOs 24 h de incubagdo das células com os compostos, a diferentes concentracdes,
diluidos em meio de cultura sem soro, as células foram sujeitas a trés condi¢des de irradiacao
distintas: i) sem irradiacdo (0 min), onde a placa de cultura foi retirada da incubadora e deixada
a temperatura ambiente e ao abrigo da luz natural durante 14 min, para que todas as células
fossem expostas as mesmas condi¢des de temperatura durante o ensaio de irradiacdo; ii)
irradiacdo durante 7 min, ao abrigo da luz natural, para que a luz incidente nas células fosse
apenas a dos LEDs, e a temperatura ambiente; e iii) irradiacdo durante 14 min, também ao
abrigo da luz natural e a temperatura ambiente.

Neste ensaio ainda se testou o efeito da exposi¢ao das células ao corante irradiado. Apos
o ensaio de irradiacdo, deixaram-se as células em contacto com os corantes irradiados durante
1 h ou 24 h. Decorrido esse tempo, 0 meio com o corante foi removido, as células foram lavadas
duas vezes com PBS e adicionou-se, a cada po¢o, 100 uL. de uma solucdo de Alamar Blue a
10% (v/v) em meio de cultura sem soro.

No final, ap6s 4 a 5 h de incubacdo das células com Alamar Blue, as absorvancias foram
registadas a 570 e 620 nm, para posteriormente quantificar a viabilidade celular, através do

célculo da percentagem de reducdo do Alamar Blue, de acordo com o descrito na seccdo 2.2.9.
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4.1.1. Efeito citotoxico dos corantes esquarilicos e aminoesquarilicos assimétricos

Um dos pré-requisitos para um FS ideal € este ser ndo toxico no escuro (Alisson et al.,
2004; O’Connor et al., 2009; Avirah et al., 2012). Deste modo, neste trabalho avaliou-se a
citotoxicidade dos corantes sem estes serem irradiados. Para isso, expds-se as células a vérias

concentracdes dos corantes nao sujeitos a irradiacdo, mas mantendo todas as outras varidveis.

4.1.1.1. Efeito citotéoxico dos corantes esquarilicos e aminoesquarilicos assimétricos
derivados de quinaldina
ApO6s exposigao das células aos corantes 11 a 17, pode observar-se que, na linha celular

Caco-2 (Figura 4.1 A e B), todos os compostos derivados do benzotiazole e da quinaldina
apresentaram citotoxicidade no escuro, na concentra¢do mais alta (10,0 uM). No entanto, os
corantes 11, 16 e 17 ndo apresentaram uma perda total de viabilidade celular. Contudo, pelas
normas Gras Status estes corantes sdo considerados toxicos, para a concentragdo de 10,0 uM,
uma vez que reduzem a viabilidade celular em mais de 30% (International Organization for

Standardization, 2009).
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Figura 4.1. Efeito citotéxico dos corantes esquarilico 11 e aminoesquarilicos 13 a 17 derivados do benzotiazole e da quinaldina
na linha celular Caco-2, apds exposi¢do aos corantes durante 24 h (A) e 48 h (B). Os simbolos acima das barras correspondem
as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras concentragdes; # diferentes tempos de exposi¢ao
ao corante.

111



Apresentacdo e Discussdo dos Resultados de Toxicidade

Quando as células Caco-2 foram expostas aos corantes 11 e 17, durante 24 h (Figura 4.1
A), ndo se verificou perda de viabilidade até a concentracio de 5,0 uM, indicando que ndo sdo
toxicos para estas células até essa concentracido. No entanto, quando as células foram expostas
a 5,0 uM do corante 17, durante 48 h (Figura 4.1 B), a viabilidade das células Caco-2 reduziu
para aproximadamente 50%, indicando aumento da toxicidade com o tempo de exposi¢cdo. Os
corantes 14 e 16 ndo apresentaram toxicidade no escuro, para as células Caco-2, até a
concentracdo de 1,0 uM (Figura 4.1 A), em condi¢do de 24 h de exposicdo, mas induziram
morte celular quando se prolongou o tempo de exposicdo para 48 h (Figura 4.1 B).

Para a linha celular HepG2 (Figura 4.2 A e B) os compostos derivados do benzotiazole
e da quinaldina mostraram-se mais citotoxicos. No geral, todos os compostos reduziram a

viabilidade celular das células HepG2, em quase 100%, a concentragdo de 10,0 uM, as 24 e

48 h de exposicao.
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Figura 4.2. Efeito citotdxico dos corantes esquarilico 11 e aminoesquarilicos 13-17 derivados do benzotiazole e da quinaldina
na linha celular HepG2, apds exposi¢ao aos corantes durante 24 h (A) e 48 h (B). Os simbolos acima das barras correspondem
as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras concentragdes; # diferentes tempos de exposi¢ao

a0 corante.

A concentragdo de 5,0 uM também se mostrou muito téxica, nomeadamente para
corantes 13, 14, 15 e 17, reduzindo a viabilidade para valores préximos de 0% (Figura 4.2 A e

B). Apenas o corante 11 se mostrou ndo téxico a concentracdo de 5,0 uM, apesar de este induzir
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uma ligeira reducdo de viabilidade celular (cerca de 30%), para 24 h de exposicao (Figura 4.2
A). Contudo para 48 h de exposic¢ao (Figura 4.2 B) a concentracdo de 5,0 uM ndo induziu
reducgdo da viabilidade celular, comparando com o controlo. Este fendmeno pode ser explicado
por uma possivel adaptagdo das células ao corante, isto €, como as células HepG2 sao
origindrias de um hepatocarcinoma e expressam caracteristicas dos hepatdcitos, podem de
alguma forma, conseguir metabolizar o corante, degradando-o em metabolitos ndo toxicos, o
que permitird a multiplicacdo celular, apés um determinado tempo de adaptagdao (Wilkening et
al. 2003).

Os corantes 11, 16 e 17 ndo induziram perda de viabilidade até a concentracdo de
1,0 uM, sendo que a viabilidade celular ndo foi negativamente influenciada com o aumento do
tempo de exposi¢do das células HepG?2 aos trés corantes (Figura 4.2 A e B), contrariamente ao
observado para as células Caco-2 que, quando expostas ao corante 16, durante 48 h (Figura 4.1
B), perderam cerca de 50 % da sua viabilidade.

Com estes resultados, pode-se entdo verificar que a linha celular HepG2 € mais
suscetivel aos corantes esquarilicos e aminoesquarilicos derivados do benzotiazole e da
quinaldina, uma vez que, no geral, a viabilidade celular foi bastante mais afetada que na linha
celular Caco-2. Por outro lado, os corantes, que apresentaram o comportamento esperado no
escuro, s6 poderdo ser considerados potenciais FS, para aplicacdo em PDT do cancro, se as
concentracdes a que nao sao tdxicos no escuro apresentarem citotoxicidade apds serem ativados
por luz. No caso dos corantes 16 e 17, que ndo apresentam citotoxicidade no escuro, para as
células Caco-2, até as concentragdes de 1,0 uM e 5,0 uM, respetivamente, o periodo de
incubacdo até a irradiacdo ndo poderd exceder as 24 h, uma vez que ultrapassando esse tempo
o corante torna-se toxico. Para o corante 11, é necessario avaliar o efeito, na viabilidade celular,
do solvente utilizado na sua dissolu¢@o (uma vez que este foi diferente do usado nos restantes
compostos), para podermos entdo concluir sobre a toxicidade do corante. Mas, estes efeitos

serdo analisados mais a frente.
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4.1.1.2. Efeito citotoxico dos corantes esquarilicos e aminoesquarilicos derivados do
benzotiazole e da 6-iodoquinaldina

Depois de se exporem as células aos corantes 21 a 26 verificou-se que, no geral, os
corantes derivados do benzotiazole e da 6-iodoquinaldina induziram uma ligeira toxicidade no
escuro, para as células Caco-2 (Figura 4.3 A e B) e HepG2 (Figura 4.4 A e B). Para as 24 h de
exposicdo, o corante 25 ndo se apresentou toxico para as células Caco-2 (Figura 4.3 A) a
concentracdo de 10,0 uM. Os restantes, apesar de serem muito téxicos para as células Caco-2,
a essa concentracdo, ndo reduziram a viabilidade celular em 100%. Contudo, quando se
prolongou o tempo de exposicao para 48 h (Figura 4.3 B), verificou-se uma perda acentuada da
viabilidade celular, sendo que o corante 25 passou a ser toxico para as células e os corantes 23,

24 e 26 aboliram a viabilidade das células Caco-2.
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Figura 4.3. Efeito citotéxico dos corantes esquarilico 21 e aminoesquarilicos 23-26 derivados do benzotiazole e da
6-iodoquinaldina na linha celular Caco-2, apds exposicdo aos corantes durante 24 h (A) e 48 h (B). Os simbolos acima das
barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras concentracgdes; # diferentes
tempos de exposicdo ao corante.

Nenhum dos corantes, a excecao do 21, reduz a viabilidade celular até a concentracio
de 5,0 uM, para exposi¢oes de 24 h (Figura 4.3 A). No entanto, quando se prolongou o tempo
de exposicao até as 48 h, os corantes 23, 24 e 25 incrementaram a perda da viabilidade celular,

sendo que para os corantes 23 e 25 essa perda de viabilidade ndo foi significativa (p>0,05), em
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comparacdo com os efeitos observados aquando uma exposicao durante 24 h. Pelo contrério, a
exposicao por 48 h ao corante 24, passou a ser toxica para as células, a concentragdo de 5,0 uM,
quando se prolongou o tempo de exposicdo ao corante. Curiosamente, o corante 21 deixa de ser
citotoxico a concentragdo de 5,0 uM, para as condi¢cdes em questdo. Porém, este fenémeno
podera ser explicado por uma possivel adaptacdo das células ao corante, ou seja, como as
células Caco-2 sdo oriundas de um adenocarcinoma de colon humano, expressam
caracteristicas morfolégicas dos enterdcitos, nomeadamente os transportadores ABC, que
extruem xenobidticos de volta para o limen do intestino (citado em Chan et al., 2004). Além
disso sabe-se que as células cancerigenas tendem a sobre expressar estes transportadores (Chan
et al., 2004), o que poderd funcionar como um mecanismo de defesa contra xenobidticos e, que
permitird a proliferacdo celular, causando, em muitos casos, resisténcia ao tratamento, tal como
ja foi verificado no estudo de varios medicamentos utilizados na quimioterapia (citado em
Leslie et al., 2005; Fukuda e Schuetz, 2012).

No geral, para as células HepG2 (Figura 4.4 A e B) os corantes esquarilicos derivados
do benzotiazole e da 6-iodoquinaldina apresentaram-se ligeiramente mais citotoxicos no escuro
que para as c€lulas Caco-2 (Figura 4.3 A e B). Ap6s 24 h de exposi¢do das células aos corantes
(Figura 4.4 A) 23 e 24 a concentracao de 10,0 uM verificou-se 100% de perda de viabilidade e
aos corantes 25 ¢ 26 observou-se reducido da viabilidade das células HepG2 entre 80-90%. A
concentracdo de 5,0 uM apenas os corantes 23, 24 e 25 se apresentam citotdxicos, registando-
se perda de viabilidade celular entre 60-90 %. O corante 21 foi o Unico que, apesar de reduzir
ligeiramente a viabilidade celular a concentracao de 10,0 uM, ndo foi considerado citotoxico
no escuro para as células HepG2, uma vez que a toxicidade induzida foi cerca de 20%, e
segundo as normas Gras Status esse estd dentro dos limites aceitdveis para que um composto
se considere seguro (International Organization for Standardization, 2009). Para 48 h de
exposicao (Figura 4.4 B), notou-se um ligeiro decréscimo da viabilidade celular (p<0,05) para
quase todas as concentragdes aplicadas, do corante 21. O corante 25, ao contrério do esperado,
registou um aumento da viabilidade celular a concentracdo de 5,0 uM, tal como verificado para

o corante 11 (Figura 4.2). Nos restantes casos ndo foram verificadas grandes alteragoes.
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Figura 4.4. Efeito citotéxico dos corantes esquarilico 21 e aminoesquarilicos 23-26 derivados do benzotiazole e da
6-iodoquinaldina na linha celular HepG2, apds exposi¢do aos corantes durante 24 h (A) e 48 h (B). Os simbolos acima das
barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras concentracdes; # diferentes
tempos de exposicdo ao corante.

Com estes resultados, verificou-se que ambas as linhas celulares foram afetadas de
forma semelhante pelos corantes esquarilicos e aminoesquarilicos derivados do benzotiazole e
da 6-iodoquinaldina, embora as células HepG2 se tenham mostrado mais suscetiveis aos
corantes 23, 24 e 25 na concentragdo de 5,0 uM. Assim, neste conjunto de corantes poderado vir
a ser potenciais candidatos a FS para aplicacdo em PDT do cancro os compostos 23, 24, 25 ¢
26, uma vez que nao apresentam toxicidade no escuro para as células Caco-2 até 5,0 uM. Nas
células HepG2, o corante que apresentou o melhor perfil de toxicidade no escuro foi o composto
21, seguido do 26 que ndo é téxico até 5,0 uM e por ultimo os corantes 23 e 24 que apresentaram
o comportamento esperado até 1,0 uM. No entanto, os corantes, que apresentaram O
comportamento esperado no escuro, s6 poderdo ser considerados potenciais FS, para aplicacao
em PDT do cancro, se as concentracdes a que ndo sdo tOxicos no escuro apresentarem

citotoxicidade apds serem ativados por luz, a comprimento de onda adequado.

116



Apresentaciio e Discussdo dos Resultados de Toxicidade

4.1.2. Efeito citotoxico dos corantes esquarilicos e aminoesquarilicos assimétricos apos
irradiacio, nas linhas celulares Caco-2 e HepG2

Para que um corante seja um bom FS, para aplicacdo em PDT do cancro, é necessario
que, para além de ndo apresentar toxicidade no escuro, apenas se apresente citotoxico quando
ativado por luz, a um comprimento de onda apropriado (Alisson et al., 2004; O’Connor et al.,
2009; Avirah et al., 2012). Neste sentido, depois de avaliada a citotoxicidade no escuro de cada
composto, avaliou-se o efeito citotoxico de cada um dos corantes apds a irradiagdo com LEDs
centrados a 660 nm ou 630 nm, dependendo do corante. Por outro lado, com este ensaio, tentou-
se perceber se o tempo da irradiagdo e o tempo da exposi¢cdo ao corante irradiado tem alguma
influéncia na viabilidade celular. Para tal, escolheram-se trés tempos de irradiacao 0, 7 e 14
minutos. As placas ndo irradiadas (0 minutos) foram retiradas da incubadora durante 14 minutos
e colocadas no escuro, a temperatura ambiente, para ficarem sujeitas as mesmas condi¢des de
temperatura que as outras células. Apds a irradiacdo as células foram recolocadas na incubadora
até a etapa seguinte.

Para todos os compostos foram selecionados os resultados de exposi¢do aos corantes
durante 1 h e 24 h. Apés este tempo (tal como descrito nos métodos), as células foram lavadas
duas vezes com PBS (100 pL por pogo), depois de ter sido retirado o composto ativado, e
posteriormente adicionou-se solucdo de AB. Todos os resultados de viabilidade foram
analisados e comparados com o controlo ndo exposto e nao irradiado, sendo estes apresentados
em termos de viabilidade celular (% do controlo). Quando, no caso da placa de cultura que nao
foi irradiada, se fala em 1 h e 24 h de exposi¢ado refere-se ao tempo que decorreu depois de as

células terem sido recolocadas na incubadora.

4.1.2.1. Avaliacao do potencial fototerapéutico do corante 11

Para avaliar o efeito da irradiacdo as células foram irradiadas, apds terem sido pré-
incubadas com o corante 11 durante 24 h, durante 7 ou 14 minutos, com LEDs centrados a 630
nm.

Tal como descrito no ponto 2.2.6 (Capitulo 2, pagina 62), o solvente usado na
preparacdo das solugdes do corante 11 foi diferente do utilizado para os restantes corantes
(DMSO/CH:CI (25:1) em vez de DMSO), devido a insolubilidade do corante em DMSO. Por
isso, foi necessdrio realizar um ensaio onde apenas se aplicou o solvente para averiguar o seu

efeito citotéxico. Para isso, numa placa de cultura foram adicionados, as células, volumes de
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solvente equivalentes aos usados na aplicagdo do corante 11 e posteriormente seguiu-se o
mesmo procedimento descrito para a placa ndo irradiada, deixando, as células em contacto com
o solvente durante 24 h ou 48 h. Verificou-se que este ndo apresenta qualquer tipo de
citotoxicidade, para as células Caco-2, até a concentracio de 1,0 uM (Figura 4.5 D). A 5,0 uM
observou-se um ligeiro decréscimo da viabilidade celular (= 20%), que néo foi acentuado com
o aumento do tempo de exposicdo ao solvente (p>0,05). Mas, para 10,0 uM a reducdo da
viabilidade foi superior a 50%, o que indica elevada toxicidade do solvente nesta concentragao.

Relativamente a acdo do composto 11, pode-se dizer que este nao € toxico, no escuro,
para as células Caco-2 e que o decréscimo da viabilidade é efeito do solvente (ver Figura 4.5 A

e D).

Caco-2,0 min B Caco-2,7 min
1501 1504
5z YT :
= X = S a -
g £ 1009 - L& % 100 2 2 .,
- =] #
@ = @ =
= o =S e 2
S O S O *
=] X =) a
=7 504 =7 501
sg s b
= =
0- 0-
0 0.1 1 5 10 0 0.1 1 5 10
Concentracao (uM) Concentracio (pM)
C Caco-2,14 min b Solvente
1501 150-
Clih
P .t 5 03 24n
] a =
= S 1001 2 5 h Z 2 100 x
: E * % 3 = x L
§3 5 ¢ g
s S
=25 b S 2
- - =g 4 *
Z s 50 . = = 50
- — # s *
> 8 = #
0 0,1 1 5 10 0 0,1 1 5 10

Concentracio (pM) Concentracéo (pM)

Figura 4.5. Efeito citot6xico do corante esquarilico 11 nas linhas celulares Caco-2, em fung¢do da concentragio e do tempo de
irradiacdo, e efeito do solvente utilizado na dissolu¢@o do corante. Os simbolos acima das barras correspondem as diferencas
encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras concentracdes; # diferentes tempos de exposi¢do ao corante;
a condicdo nio irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiagdo vs 14 minutos de irradiag@o; | efeito do solvente vs o efeito do
corante + solvente.

Apenas na concentragdo de 10,0 uM se verificou reducdo de viabilidade de
aproximadamente 50%, para 1 h de exposi¢do ao corante, apos ensaio de irradiacdo, e de 80%,
quando se prolongou o tempo de exposi¢cdo para 24 h apds a irradiacdo. Contudo estes

resultados sdo muito idénticos aos observados para o solvente, sendo que onde se verificam
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diferencas (p<0,05; denotadas por |), estas s@o relativas a uma viabilidade ligeiramente superior
no caso das células em contato com o corante 11.Apds o ensaio de irradiacdo verificou-se
decréscimo da viabilidade celular nas concentracdes de 5,0 uM e 10,0 uM, para a condig¢do de
14 minutos de irradia¢do, observando-se que o composto passou a ser toxico para as células.
No entanto, a reducdo de viabilidade celular ndo foi total.

No que diz respeito a aplicacdo do corante 11 nas células HepG2 pode-se observar, que
este ndo apresenta citotoxicidade no escuro até a concentra¢do de 5,0 uM (Figura 4.6 A).
Contudo, a concentragdo de 10,0 uM induz uma reducdo de viabilidade celular bastante
acentuada. No entanto, quando se comparam estes resultados com os obtidos no ensaio efetuado
com o solvente verifica-se que estes seguem a mesma tendéncia (ver Figura 4.6 A e D), sendo
que apenas foram encontradas diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05) paras as
concentracdes de 10,0 uM, onde ambos sdo citotéxicos e 1,0 uM (1 h de exposic¢ao), onde,
apesar de se ter verificado uma ligeira perda de viabilidade celular provocada pelo solvente,

ambos sdo considerados ndo toxicos.
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Figura 4.6. Efeito citotéxico do corante esquarilico 11 nas linhas celulares HepG2, em fung¢do da concentracio e do tempo de
irradiacio, e efeito do solvente utilizado na dissolucdo do corante. Os simbolos acima das barras correspondem as diferencas
encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras concentra¢des; # diferentes tempos de exposicdo ao corante;
a condic¢do ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiagdo vs 14 minutos de irradiacéo; | efeito do solvente vs o efeito do
corante + solvente.
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Ap0s o ensaio de irradiagao ndo se verificaram grandes alteracdes de viabilidade celular
para ambos os tempos de irradiagdo. No entanto, verificou-se que a viabilidade das células
HepG2, expostas a concentragdo de 5,0 uM, foi afetada pelo tempo de irradiagao,
nomeadamente aos 14 minutos (Figura 4.6 C) onde se verificou um decréscimo da viabilidade
celular de cerca de 50%, quando as células foram expostas ao corante irradiado durante 24 h, o
que tornou esta concentracao do corante 11 citotéxica para as células HepG?2.

Com estes resultados verificou-se que o corante 11 ndo serd um potencial candidato a
FS para aplicagdo em PDT do cancro. No entanto, o facto de o corante 11 nao ter ficado
totalmente dissolvido pode ser uma explicac@o para a ndo efetividade na redugdo da viabilidade
celular, uma vez que a concentragdo, do corante, aplicada as células, poderia ndo corresponder
a esperada aquando uma completa dissolu¢do. Por outro lado, deveriam ser testados outros
solventes de modo a que estes ndo afetassem a viabilidade das células e permitissem uma
melhor dissolu¢do do composto de modo a tentar perceber se de facto este corante tem potencial

para ser aplicado como FS em PDT do cancro.

4.1.2.2. Avaliacao do potencial fototerapéutico do corante 13

Para avaliar o efeito da irradiagdo com o corante 13 escolheram-se LEDs centrados a
630 nm.

Como ja verificado anteriormente (Figura 4.1), o corante 13 ja induz toxicidade no
escuro a partir de 5,0 uM, nas células Caco-2. A 1,0 uM a viabilidade celular também foi
ligeiramente reduzida nas condi¢gdes de escuro (p<0,05), no entanto esta reducdo (cerca de
30%), pelas normas Gras Status, é considerada pouco téxica (International Organization for
Standardization, 2009). No entanto, ap0s irradiagdo verificou-se redugdo da viabilidade celular,
sendo mais acentuada para 14 minutos de irradiacdo (Figura 4.7 A e C), onde o corante 13
passou a ser citotoxico (p<0,05, relativamente a 7 minutos de irradiagdo e ndo irradiacdo), a
concentracdo de 1,0 uM, reduzindo a viabilidade das células Caco-2 para aproximadamente
40%.
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Figura 4.7. Efeito citotéxico do corante 13 na linha celular Caco-2, em fungdo da concentragdo e do tempo de irradiacdo. Os
simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposi¢do ao corante; a condi¢do ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiagio
vs 14 minutos de irradiag@o.
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Por outro lado, o tempo exposi¢do das células ao corante irradiado, ndo parece ter
afetado a viabilidade celular, apenas na figura 4.7 C, irradiacdo durante 14 minutos, na
concentracdo de 1,0 uM, se notam diferencas significativas na exposicao ao composto irradiado
por 1 he 24 h.

No que se refere a exposi¢do das células HepG2 ao corante 13, verificou-se que esta
linha celular € um pouco mais sensivel que a Caco-2. Neste caso a viabilidade celular foi
reduzida, na totalidade, para as concentracdes de 5,0 uM e 10,0 uM em condi¢des de nao
irradiacdo (Figura 4.8 A). Na concentracdo de 1,0 uM também se verificou cerca de 30% de

reducdo da viabilidade.
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Figura 4.8. Efeito citotéxico do corante 13 na linha celular HepG2, em fun¢@o da concentragdo e do tempo de irradiacéo. Os
simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposi¢do ao corante; a condi¢do ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiagio
vs 14 minutos de irradiacao.

Ap6s irradiacdo apenas se observa efeito negativo na viabilidade celular (p<0,05) para
a concentragdo de 1,0 uM (Figura 4.7 B e C), sendo o efeito dependente do tempo de irradiagao,
apresentando maior toxicidade para 14 minutos de irradiagdo (Figura 4.7 C), onde a viabilidade
das células HepG?2 s6 € de cerca de 20%.

Com estes resultados verificou-se que o corante 13 € muito téxico para ambas a linhas
celulares quando aplicado as concentragdes 5,0 uM e 10,0 uM. Contudo para ambos os casos a
concentra¢do de 1,0 uM nao se mostrou citotdxica no escuro €, apesar de nao reduzir totalmente
a viabilidade celular, apresentou uma boa resposta apds a irradiagcdo. Mesmo assim, este corante
poderia vir a ser utilizado como FS para PDT do cancro, em situacdo de tratamento faseado.
Por outro lado, poderia ser feito um estudo da toxicidade numa gama de concentragdes entre

0,1 uM e 1,0 uM, uma vez que poderad haver uma boa resposta fototerapéutica.
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4.1.2.3. Avaliacao do potencial fototerapéutico do corante 14

Com o corante 14 foram utilizados LEDs centrados a 630 nm.

Analisando os resultados obtidos, pode ver-se, na Figura 4.9 A, que o corante 14
apresenta citotoxicidade no escuro para as células Caco-2, nas concentracdes de 5,0 e 10,0 uM.
Para 0,1 e 1,0 uM, apenas se verificou um ligeiro decréscimo da viabilidade celular apds as
células terem sido mantidas em contacto com o corante durante 24 h. No entanto, este
decréscimo de aproximadamente 30%, segundo as normas Gras Status, estd dentro dos limites
aceitdveis para considerar o corante pouco toxico (International Organization for

Standardization, 2009).
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Figura 4.9. Efeito citotéxico do corante 14 na linha celular Caco-2, em func¢do da concentragio e do tempo de irradiacio. Os
simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras

concentracdes; # diferentes tempos de exposicdo ao corante; a condicao ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiacio
vs 14 minutos de irradiacéo.

Relativamente ao tempo de irradiacdo (Figura 4.9 B e C), quase ndo se verifica
incremento da toxicidade nesta linha celular. Apenas € notério um decréscimo da viabilidade
celular, a concentracdo de 1,0 uM, nas células irradiadas durante 14 minutos, sendo que a
toxicidade foi mais acentuada na condicao de 24 h de exposic¢ao. No entanto, a 0,1 pM a reducao
na viabilidade das células Caco-2 (p<0,05), apds irradiacdo de 14 minutos e mantidas em
contacto com o corante irradiado durante 24 h (Figura 4.9 C), foi ligeiramente acentuada.

Para as células HepG?2 o corante 14 mostrou-se um pouco mais citotéxico (Figura 4.10
A-C). Para esta linha celular, além de o composto se apresentar muito t0Xico no escuro nas
concentragdes de 5,0 e 10,0 uM (100% de morte celular), a concentragdo de 1,0 uM também ja
¢ ligeiramente toxica no escuro (Figura 4.40 A). No entanto, foi para 1,0 uM que se verificou
efeito da irradiacdo, nomeadamente para 14 minutos de irradiacdo (Figura 4.10 C), onde a
viabilidade celular foi reduzida em relacdo a condi¢do de ndo irradiacdo (p<0,05), cerca de

30%.
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Figura 4.10. Efeito citot6xico do corante 14 na linha celular HepG2, em funcdo da concentracéo e do tempo de irradiacdo. Os
simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposi¢do ao corante; a condi¢do ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiagao
vs 14 minutos de irradiacéo.

Por outro lado, a concentragdo de 0,1 uM ndo se mostrou citotoxica nas células HepG2,
mas esta também nao foi influenciada pela irradiagdo.

Com estes resultados pode-se verificar que a viabilidade de ambas as linhas celulares
foi bastante afetada pelo corante 14. Porém, as células HepG2 mostraram-se ainda mais
suscetiveis que as células Caco-2. No entanto, para estas ultimas a concentracio de 1,0 uM
podera vir a ser aplicada em tratamentos faseados. Isto porque ndo se apresenta citotéxica no
escuro e responde de forma esperada a irradiagdo, embora nédo reduza a viabilidade celular na
sua totalidade. Contudo, para se verificarem efeitos sdo necessarios 14 minutos de irradiacdo e
24 h de exposi¢do ao corante irradiado ou testar outros tempos de irradiagcdo. Para as células
HepG2, o corante 14 poderia ser aplicado numa gama de concentragdes entre 0,1 e 1,0 uM de

modo a tentar encontrar uma concentracao que apresente uma boa resposta fototerapéutica.

4.1.2.4. Avaliacao do potencial fototerapéutico do corante 15

No corante 15 também foram utilizados LEDs centrados a 630 nm.

A partir dos resultados obtidos podemos verificar que o composto 15 é citotéxico no
escuro, para as células Caco-2, nas concentragdes 5,0 e 10,0 uM (Figura 4.11 A) e também a
1,0 uM onde se verifica redugdo da viabilidade celular em cerca de 50% quando as células
foram expostas ao corante durante 24 h. Apesar de se ter verificado um ligeiro decréscimo de
aproximadamente 20% (p<0,05) da viabilidade das células Caco-2 para concentracdo de
1,0 uM, apés 1 h de exposicdo ao corante, ndo foi suficiente para que o corante fosse

considerado citotoxico para as células (Figura 4.11 A).
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Figura 4.11. Efeito citotéxico do corante 15 na linha celular Caco-2, em fungdo da concentragdo e do tempo de irradiagdo. Os
simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposicdo ao corante; a condigdo ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiagdo
vs 14 minutos de irradiacio

Ap6s a irradiacdo verificou-se que esta ndo teve grande influéncia na citotoxicidade do
composto 15 nas células Caco-2 (Figura 4.11 B e C). Contrariamente ao esperado, nas células
irradiadas durante 7 minutos (Figura 4.11 B) verificou-se, na concentracdo de 1,0 uM, um
ligeiro aumento da viabilidade celular (p<0,05). Mas nas células irradiadas durante 14 minutos
(Figura 4.11 C), 2 mesma concentra¢gdo, nota-se ligeiro decréscimo da viabilidade celular
(p<0,05, relativamente a condi¢do de 7 minutos de irradiacdo).

Relativamente ao efeito do corante 15 nas células HepG2, através dos resultados obtidos
(Figura 4.12 A), também se verificou que estas células sdo mais sensiveis ao corante. Neste
caso, além de se registar perda total de viabilidade celular para as concentragdes e 5,0 e
10,0 uM, para 1,0 uM também se observou reducao da viabilidade superior a 50%. Além disso,
observou-se reducdo de viabilidade celular entre 10-30%, no escuro, para a concentracido de

0,1 uM.
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Figura 4.12. Efeito citot6xico do corante 15 na linha celular HepG2, em funcéo da concentracéo e do tempo de irradiagdo. Os
simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposicdo ao corante; a condicao ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiacdo
vs 14 minutos de irradiagdo.

Com irradiagdo, apenas se verificaram ligeiros efeitos (p<0,05) na concentracdo de
1,0 uM, ap6s irradiacao durante 14 minutos (Figura 4.12 C). Para 0,1 uM registou-se um ligeiro
aumento da viabilidade celular, quando se comparou estes resultados com os obtidos em

condi¢des de nao irradiacdo (Figura 4.12 A e C). Este efeito ndo era esperado, mas pode ser
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explicado pela possivel fotodegradagdao do composto em produtos ndo téxicos, que permitem a
multiplicacdo celular. Ou por outro lado, uma adaptacao das células, podendo estas ter utilizado
mecanismos de defesa, como a metabolizacio do composto irradiado em subprodutos nao
toxicos e deste modo possibilitar a proliferacao celular (Wilkening et al. 2003). Esta dltima
hipétese explicaria o facto de no escuro (Figura4.12 A), a viabilidade celular aumentar aquando
uma exposicao prolongada (24 h) das células ao composto a 0,1 uM

Com estes resultados pode-se dizer que o composto 15 é muito téxico para ambas as
linhas celulares e nao se observa uma boa resposta fototerapéutica para nenhuma das

concentracdes aplicadas.

4.1.2.5. Avaliacao do potencial fototerapéutico dos corantes 16 e 17

Os corantes 16 e 17 apresentam a mesma estrutura quimica, apenas diferem no seu
contra-idao. Enquanto o corante 16 tem o CF3SO3  como contra-ido, o corante 17 tem o I'. A
presenca de contra-ides diferentes pode influenciar a capacidade citotéxica do corante, tanto no
escuro como apds a sua ativacao por luz. Por isso, fez-se este ensaio para tentar perceber qual
a influéncia do contra-ido na atividade fototerapéutica do corante.

Neste caso, foram usados LEDs centrados a 660 nm.

Com base nos resultados obtidos verificou-se que o corante 16 ndo € t6xico, no escuro,
para as células Caco-2 até a concentracdo de 0,1 puM (Figura 4.13 A). No entanto, a
concentracdo de 1,0 uM s6 se apresenta citotoxica, no escuro, quando as células estiveram em
contacto com o corante durante 24 h. Contudo a concentracio de 5,0 uM (Figura 4.13 A) o
composto revelou-se téxico, no escuro, para as células Caco-2, tendo-se verificado perda de
viabilidade 40% e 75% para exposi¢do de 1 h e 24 h, respetivamente (Figura 4.13 A).
A 10,0 uM a citotoxicidade foi superior, chegando a reduzir totalmente a viabilidade das células
Caco-2 ap6s 24 h de exposicao ao corante. Por sua vez, o corante 17 ndo € téxico no escuro,
para as células Caco-2, até a concentracdo de 1,0 uM, para ambos os tempos de exposicao ao
corante (Figura 4.13 D). Para 5,0 uM verificou-se redugdo de viabilidade celular no escuro,
cerca de 15% e 50% quando as células estiveram expostos ao corante durante 1 h e 24 h,

respetivamente.
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Figura 4.13. Efeito citotéxico do corante 16 ou 17 na linha celular Caco-2, em fun¢do da concentragdo e do tempo de irradiagao.
Os simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposi¢do ao corante; a condi¢do ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiagdo
vs 14 minutos de irradiagéo.

Aquando a aplicacdo de irradiacdo, nas células pré-incubadas com o corante 16, apenas
se notou uma ligeira redugao da viabilidade celular na concentracio de 5,0 uM (p<0,05) para a
condicdo de 14 minutos de irradiacdo e 24 h de exposicdo ao corante 16 irradiado (Figura 4.13
C). Contrariamente ao esperado, na concentragdo de 1,0 uM, apds 7 minutos de irradiacao
(Figura 4.13 B), a viabilidade celular aumentou (p<0,05), deixando de ser toxico. No entanto,
este facto pode ser explicado pela fotodegradacdo do composto, o que permitiria a posterior
multiplica¢do celular. No caso do corante 17 a irradiag@o apenas induziu reducao de viabilidade

celular (p<0,05) na concentracdo de 5,0 pM, passando a ser toxica para as células na condig¢do
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de 1 h de exposicao ao corante irradiado (Figura 4.13 E). No entanto, essa redugao foi acentuada
(p<0,05) quando se aumentou o tempo de irradiacio para 14 minutos (Figura 4.13 F).
Relativamente ao efeito dos corantes 16 e 17 na linha celular HepG2 verificou-se que

ambos os corantes ndo sao toxicos no escuro até a concentracio de 1,0 uM (Figura4.14 Ae D,

respetivamente).
17
16
D HepG2, 0 min
A HepG2, 0 min ’
150 1507 3 1h
= x 3 24h
S ~
15 = 2 1001 x
= 3 1001 g £
o = L =
25 =
I S s
=8 * =7 50
= 50 =
% g -S S~
=i i - -
* * %
0 * % # #
0 0,1 1 5 10 0 0,1 1 5 10
Concentracio (pM) Concentracio (pM)
E HepG2,7 min
B HepG2,7 min 1504
1501 C ih
5 3 24h
5 R * 3
=3 < 3 100 3
£ * * S =
= S 1004 p 3] .
S = @ g *
= < o
g g g9
& O — 2
=8 =7 50
2 M R
S =
> A ¥ ; ; *
* ok 0 e a a *
0_ T T T T T
0 0,1 1 5 10 0 0,1 1 5 10
Concentracéo (pM) Concentracio (pM)
F HepG2, 14 min
C HepG2, 14 min
1501
50 . . (mm RV
=
] 4 G M 3 24h
=2 Z E 100 H
Z 3 1004 L =
s3] o =
o B 5 < 3
= o S o
s 2 =
=38 gl S 50
£ 5%
g x - :
a * a "
0 2 *  * 0 ! ! b * a *x
0 0,1 1 5 10 0 0,1 1 5 10
Concentracio (uM) Concentracao (nM)

Figura 4.14. Efeito citotéxico do corante 16 ou 17 na linha celular HepG2, em fun¢@o da concentragio e do tempo de irradiagao.
Os simbolos acima das barras correspondem as diferengas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposi¢do ao corante; a condi¢do ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiagio
vs 14 minutos de irradiacio.
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O corante 16 j4 € téxico a 5,0 uM, reduzindo a viabilidade das células HepG2 em
aproximadamente 50%, apds 1 h de contacto com o corante, € incrementou a toxicidade
(p<0,05) quando se prolongou o tempo de exposi¢do para 24 h (Figura 4.14 A). Para este
corante a concentragdo de 10 uM induziu total perda de viabilidade celular. Por sua vez, o
corante 17, apresentou toxicidade superior, para as células HepG2, no escuro (Figura 4.14 D).
Para 5,0 uM, reduziu a viabilidade das células HepG2 em cerca de 80%, depois de 1 h de
contacto com o corante, ¢ 100% para 24 h de exposi¢do. A semelhanca do corante 16, a
concentracdo de 10,0 uM do corante 17 mostrou-se muito citotoxica para linha celular HepG2,
reduzindo a sua viabilidade quase na totalidade.

Apo6s a irradiacdo das células expostas ao corante 16 apenas se registou um ligeiro
decréscimo da viabilidade (p<0,05) para a concentracdo de 5,0 uM (Figura 4.14 B e C), que
ndo sofreu alteragdo com o aumento do tempo de irradiacio (p>0,05). Porém esta concentragdo ja
era muito toxica no escuro. No caso do corante 17, verificou-se efeito na viabilidade das células
HepG2 apés irradiagdo durante 7 minutos (Figura 4.14 E), registando-se perda de
aproximadamente 30% da viabilidade, para a concentracdo de 1,0 uM quando se mantiveram
as células 1 h expostas ao corante irradiado. Contudo, este efeito parece ter sido reversivel
porque quando se prolongou o tempo de exposi¢cdo para 24 h a viabilidade celular voltou a
subir, mantendo-se igual ao controlo (p>0,05). Este fenémeno poderd ser explicado por uma
adaptacdo das células HepG2, sendo que estas poderdo ter conseguido metabolizar o composto,
degradando-o em metabolitos ndo toxicos e assim permitir a multiplicacdo celular (Wilkening
et al.,2003). Por outro lado, quando se aumentou o tempo de irradiacao para 14 minutos (Figura
4.14 F), ndo se registou diminuicdo da viabilidade celular, o que também poderé ser explicado
pelo fenémeno de fotodegradagao do corante.

Com estes resultados verificou-se que ambos os corantes sdo bastante toxicos para as
duas linhas celulares na concentragdo mais alta (10,0 uM). No entanto, as células HepG2
mostraram-se mais sensiveis a ambos os corantes sendo a sua viabilidade bastante afetada
também na concentracdo de 5,0 uM. Para a linha celular HepG2 nenhum dos corantes mostrou
o perfil fototerapéutico pretendido. Contudo, nas células Caco-2 o corante 17 apresentou um
perfil de citotoxicidade pré- e pds-irradiacdo proximo do pretendido para a concentracio de
5,0 uM, porém seria necessario estudar a gama de concentracdes entre 1,0 e 5,0 uM de modo a
encontrar uma concentragao que apresente uma melhor resposta fototerapéutica. Além disso,
com estes resultados constatou-se que o contra-iao ndo tem influéncia na viabilidade das

células, uma vez que os dois corantes apresentaram um comportamento semelhante em todas
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as condicdes. No entanto, era esperado que o corante 17 apresentasse uma boa resposta
fototerapéutica uma vez que este corante apresenta o rendimento quantico mais elevado em
relacdo a todos os outros corantes assimétricos, derivados de quinaldina, sintetizados neste

trabalho.

4.1.2.6. Avaliacao do potencial fototerapéutico do corante 21

O corante 21 difere do corante 11 numa das suas bases metilénicas. Enquanto o corante
11 apresenta na sua estrutura o benzotiazole e a quinaldina (que contém um &tomo de
hidrogénio no carbono n° 6), o corante 21 tem o benzotiazole e na vez da quinaldina, a 6-
iodoquinaldina (onde o dtomo de hidrogénio ligado ao carbono n°® 6 foi substituido por um
atomo de i0do). Mas, serd que este a&tomo de iodo poderd influenciar o potencial fototerapéutico
do corante? Para se tentar responder a esta questao e perceber se o &tomo de iodo, na posi¢do 6
da quinaldina, aumentaria a eficécia fototerapéutica do corante fez-se um ensaio onde se aplicou
o corante 21 as duas linhas celulares em estudo e no final compararam-se os resultados obtidos
com os resultados registados para o corante 11.

No corante 21, procedeu-se a irradiacdo das células com LEDs centrados a 630 nm.

Por andlise dos resultados obtidos, verificou-se que o corante 21 quase ndo induz
citotoxicidade no escuro nas células Caco-2 (Figura 4.15 A). Apenas a concentracdo mais alta
(10,0 uM) induziu reducdo de viabilidade celular em cerca de 40% (ap6s 1 h de exposicao das
células ao corante) e de 65% quando se aumentou o tempo de exposicdo para 24 h. Na
concentracdo de 5,0 uM (para 1 h de exposi¢do) observou-se redugdo da viabilidade celular de
mais de 30%. A concentracdo de 1,0 uM também induziu uma ligeira reducao de viabilidade
celular (= 30%), ap6ds 1 h de exposi¢do. No entanto, quando se irradiaram as células durante 7
minutos (Figura 4.15 B) a viabilidade celular sofreu um ligeiro aumento em relagdo a condi¢ao
de ndo irradiacdo, o que ndo era o esperado. Porém, para a concentracdo de 5,0 uM foi
observado efeito da irradiacdo havendo reducdo da viabilidade celular com irradiacdo de 7
minutos € 1 h de exposicdo ao corante irradiado (p<0,05), sendo que o decréscimo da
viabilidade foi mais acentuado quando se prolongou o tempo de exposicao ao corante irradiado
para 24 h (p<0,05). Na concentracao de 10 uM também se observou perda de viabilidade celular

ap6s irradiacdo, acentuando a toxicidade ja observada no escuro.
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Figura 4.15. Efeito citotéxico do corante 21 na linha celular Caco-2, em funcéo da concentracéo e do tempo de irradiagdo. Os
simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposi¢do ao corante; a condi¢do ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiagao
vs 14 minutos de irradiag@o.

Quando se prolongou o tempo de irradiacdo para 14 minutos (Figura 4.15 C) observou-
se uma intensificacdo da reducdo da viabilidade das células Caco-2 para 5,0 e 10,0 uM. Além
disso, 1,0 uM também se mostrou citotoxica (p<0,05), nomeadamente quando se prolongou o
tempo de exposi¢do ao corante irradiado até 24 h (Figura 4.15 C).

Relativamente ao efeito do corante 21 na linha celular HepG2, pode verificar-se que
este corante apresenta baixa toxicidade no escuro (Figura 4.16 A). Embora se note uma ligeira
reducdo da viabilidade celular para uma exposicado prolongada (24 h) ao corante a concentragao
de 1,0 uM, 5,0 uM e 10,0 uM observando-se reducio de viabilidade de 20%, 25% e 30%,

respetivamente.
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Figura 4.16. Efeito citotéxico do corante 21 na linha celular HepG2, em funcéo da concentracéo e do tempo de irradiagdo. Os
simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposi¢do ao corante; a condi¢do ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiagdo
vs 14 minutos de irradiag@o.

Quando as células foram irradiadas durante 7 minutos (Figura 4.16 B) verificou-se
ligeira reducdo da viabilidade celular (p<0,05) para a concentragdo de 5,0 uM, nomeadamente
de aproximadamente 20% para os dois tempos de exposi¢do. A 10,0 uM o efeito da irradiagdo
foi intensificado, tendo o composto reduzido a viabilidade em 75% e 90%, para 1 h e 24 h de
exposi¢cao ao corante, respetivamente. Quando se irradiou durante 14 minutos (Figura 4.16 C),
verificou-se uma reducdo mais acentuada (p<0,05), da viabilidade das células HepG2, para as

duas concentracOes mais altas (5,0 e 10 uM), sendo que neste caso a concentragdo de 5,0 uM
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reduziu em mais de 50% a viabilidade celular. Para 1,0 uM também se verificou diminui¢do da
viabilidade, com irradiacdo durante 14 minutos (Figura 4.16 C), de cerca de 20% (p<0,05).
Com estes resultados pode-se verificar que o corante 21 apresenta pouca toxicidade no
escuro para ambas as linhas celulares. No entanto, para as células Caco-2 as duas concentragdes
mais altas mostraram-se ligeiramente téxicas. Contudo, para este corante, verificou-se uma boa
resposta fototerapéutica para as concentragdes de 5,0 e 10,0 uM, nomeadamente nas células
HepG2. Para as células Caco-2 também se observou uma boa resposta fototerapéutica na
concentracao de 1,0 uM, principalmente para a condi¢ao 24 h de exposicao ao corante irradiado.
Comparando, estes resultados com os obtidos para o corante 11, pode-se verificar que o corante

21 apresenta uma melhor resposta fototerapéutica em ambas as linhas celulares.

4.1.2.7. Avaliacao do potencial fototerapéutico do corante 23

Com o corante 23, foram usados LEDs centrados a 630 nm, para irradiar as células
expostas ao corante.

A partir dos resultados obtidos pode-se verificar que o corante 23 ndo apresenta
citotoxicidade no escuro, para as células Caco-2 (Figura4.17 A), até a concentracio de 1,0 uM.
Para 5,0 uM verifica-se um ligeiro decréscimo da viabilidade celular no escuro, cerca de 20%
a 25%. A concentracao de 10,0 uM apresentou toxicidade bastante elevada, tendo induzido
perda de 65% da viabilidade celular ap6s exposicdo das células ao corante durante 1 h e uma
perda total de viabilidade quando se mantiveram as células em contacto com o corante durante

24 h.
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Figura 4.17. Efeito citotéxico do corante 23 na linha celular Caco-2, em func¢do da concentragio e do tempo de irradiacao.
Os simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposicdo ao corante; a condi¢fio ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiag¢do
vs 14 minutos de irradiagdo.

Quanto ao efeito da irradiagdo, com 7 minutos (Figura 4.17 B) notou-se um ligeiro
decréscimo da viabilidade celular na concentragao de 1,0 uM(p<0,05), quando se mantiveram
as células expostas ao corante irradiado, durante 24 h. Na concentracdo de 5,0 uM houve total

reducdo da viabilidade celular, ap6s 7 minutos de irradiacdo, para ambos os tempos de
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exposi¢ao. Quando se prolongou o tempo de irradiacdo para 14 minutos (Figura 4.17 C) a perda
de viabilidade foi acentuada para a concentragcdo de 1,0 uM (p<0,05).

No que diz respeito ao efeito do corante 23 nas células HepG2, verificou-se que este
ndo € citotdxico, no escuro, até a concentragdo de 1,0 uM (Figura 4.18 B). A concentracio de
5,0 uM reduz viabilidade das células HepG2, no escuro, para aproximadamente 40% em ambos

os tempos de exposi¢do. Por sua vez, a concentragdo de 10,0 uM induziu total morte celular.
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Figura 4.18. Efeito citotdxico do corante 23 na linha celular HepG2, em funcdo da concentracdo e do tempo de irradiagdo. Os
simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras

concentracdes; # diferentes tempos de exposicdo ao corante; a condicao ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiacdo
vs 14 minutos de irradiag@o.

Ap0s irradiacdo das células durante 7 minutos (Figura 4.18 B), verificou-se perda total
da viabilidade celular para concentracdo de 5,0 uM, para ambos os tempos de exposi¢do ao
corante irradiado. Na concentracdo de 1,0 uM notou-se uma ligeira reducdo da viabilidade
celular, quando as células estiveram 1 h expostas ao corante irradiado. Quando se aumentou o
tempo de irradiacdo para 14 minutos (Figura 4.18 C), a perda de viabilidade das células HepG2,
na concentracdo de 1,0 pM, acentuou-se para ambos os tempos de exposi¢ao.

Com estes resultados verificou-se que o corante 23 ndo € téxico, no escuro, para células
Caco-2 até a concentracdo 5,0 uM e que esta concentracdo foi a que obteve melhor resposta
fototerapéutica, reduzindo toda a viabilidade celular logo apés 7 minutos de irradiagdo. Por
outro lado, as células HepG2 mostraram-se mais sensiveis ao corante 23, sendo que a
concentracdo de 5,0 uM j4 era téxica no escuro. No entanto, para esta linha celular poderia ser
estudada uma gama de concentragdes compreendida entre 1,0 e 5,0 uM, uma vez que para a
concentracdo de 1,0 uM ja se verificou uma resposta fototerap€utica bastante satisfatoria,

mesmo que a reducdo da viabilidade ndo tenha sido total, apds a irradiacao.
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4.1.2.8. Avaliacao do potencial fototerapéutico do corante 24

Depois de as células estarem 24 h em contacto com o corante 24, procedeu-se a
irradiacdo das mesmas com LEDs centrados a 630 nm, durante 7 ou 14 minutos.

Ao analisar os resultados obtidos, verifica-se que o corante 24 ndo apresenta
citotoxicidade no escuro, para as células Caco-2 (Figura 4.19 A), até a concentracao de 1,0 uM.
Embora para 5,0 uM, se tenha registado uma pequena redugado da viabilidade (p<0,05) de cerca
de 23% e 40%, para 1 h e 24 h de exposi¢do ao corante irradiado, respetivamente. A
concentracdo de 10 uM ¢€ citotéxica no escuro, tendo reduzido a viabilidade das células

Caco-2, quase na totalidade (Figura 4.19 A).
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Figura 4.19. Efeito citotdxico do corante 24 na linha celular Caco-2, em funcio da concentracio e do tempo de irradiagdo. Os
simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposi¢do ao corante; a condi¢do ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiagdo
vs 14 minutos de irradiacio.

Ap6s 7 minutos de irradiacdo (Figura 4.19 B) sdo notdrias algumas diferencas. A
concentragdo de 5,0 uM aboliu a viabilidade celular, para ambos os tempos de exposi¢do. Com
1,0 uM foram registados ligeiros decréscimos da viabilidade (= 20%). Quando se prolongou o
tempo de irradiacdo para 14 minutos (Figura 4.19 C) verificou-se que 1,0 uM induziu uma
perda de viabilidade mais acentuada, sendo esta dependente do tempo exposi¢do ao corante
irradiado.

No que toca ao efeito do corante 24, na linha celular HepG2 verificou-se que este
composto ndo apresenta citotoxicidade no escuro até a concentracao de 1,0 uM (Figura 4.20
A). Contudo, 5,0 uM e 10,0 uM induziram quase, e total, perda de viabilidade, respetivamente.

Quando se irradiaram as células durante 7 minutos (Figura 4.20 B) registou-se o
comportamento esperado, a concentragdo de 1,0 uM. Esta concentragdo que nao € citotdxica no
escuro, agora induziu perda de viabilidade celular, aproximadamente 50%, para ambos os
tempos de exposi¢cao ao corante irradiado. Contudo, a irradia¢do de 14 minutos (Figura 4.20 C)

ndo incrementou apreciavelmente a toxicidade, embora se registassem diferencas significativas
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(p<0,05), na concentracdo de 1,0 uM, entre as condicdes de 7 minutos e 14 minutos de

irradiagdo.
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Figura 4.20. Efeito citotéxico do corante 24 na linha celular HepG2, em funcéo da concentracéo e do tempo de irradiagdo. Os
simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposi¢do ao corante; a condi¢do ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiagao
vs 14 minutos de irradiag@o.

Com estes resultados verificou-se que o corante 24 € mais citotoxico para as células
HepG2. No entanto, apresentou boa resposta fototerapéutica para ambas as linhas celulares,
nomeadamente para a concentragdo 5,0 uM nas células Caco-2 e a concentracdo de 1,0 uM
paras os dois tipos de células. Porém, para as células HepG2 o efeito citotoxico da concentragao
de 1,0 uM seja observado apds 7 minutos de irradiacao, enquanto nas células Caco-2 esse efeito
s6 € verificado na condic@o de 24 h de exposi¢ao ao corante irradiado durante 14 minutos. Por
outro lado, nas células HepG?2 poderiam ser testadas varias gamas de concentracdes entre 0,1 e
1,0 uM, bem como entre 1,0 e 5,0 uM, de modo a tentar encontrar uma concentragdo que
apresente uma melhor resposta fototerap€utica. O mesmo poderia ser realizado para as células
Caco-2, onde a gama de concentragdes a ser estudada estaria entre 1,0 e 5,0 tratamentos
faseados. Contudo, a concentracdo de 1,0 uM, poderia vir a ser aplicada, no caso das células
HepG2, em tratamentos faseados, sendo que o tratamento seria repetido vérias vezes até que o

tumor desaparecesse.

4.1.2.9. Avaliacao do potencial fototerapéutico do corante 25

Ao fim de 24 h de incubagdo das células com o corante 25, procedeu-se a irradiacio
com LEDs centrados a 660 nm.

Ap6s andlise dos resultados verificou-se que o corante 25 nio induziu citotoxicidade no
escuro, para as células Caco-2, até a concentrag@o de 5,0 uM (Figura 4.21 A). A concentragdo
de 10 uM reduziu a viabilidade celular em ambos os tempos de exposicao (p<0,05), na condi¢ao

de 24 h de exposicdo em cerca de 50% e na de 1 h em cerca de 30%.
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Figura 4.21. Efeito citotéxico do corante 25 na linha celular Caco-2, em funcéo da concentracéo e do tempo de irradiagdo. Os
simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposicdo ao corante; a condigdo ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiagdo
vs 14 minutos de irradiag@o.

Ap6s 7 minutos de irradiacdo (Figura 4.21 B), o corante 25 induziu reducdo total da
viabilidade das células Caco-2 a concentracdo de 10,0 uM. Também, para a concentracao de
5,0 uM se verificou uma reducdo de viabilidade de 35% e 75% para 1 h e 24 h de exposicdo ao
corante irradiado, respetivamente. Contudo, aumentando o tempo de irradiacdo para 14 minutos
(Figura 4.21 C) apenas se registou um ligeiro aumento da perda de viabilidade (p<0,05). Todo
o resto manteve-se inalterado.

Quando se expuseram as células HepG2 ao corante 25 verificou-se que esta linha celular
€ um pouco mais suscetivel que a Caco-2. Neste caso, registou-se perda de viabilidade no escuro
(Figura 4.22 A) a concentragdo de 5,0 uM e 10,0 uM, para ambos os tempos de exposicao,

tendo, a 10,0 uM, sido aquela que reduziu a viabilidade das células HepG2 quase na totalidade.
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Figura 4.22. Efeito citot6xico do corante 25 na linha celular HepG2, em func@o da concentrac@o e do tempo de irradiagio. Os
simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposi¢do ao corante; a condicdo ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiagdo
vs 14 minutos de irradiacio.

No entanto, apds 7 minutos de irradiagdo (Figura 4.22 B) verificou-se redu¢do acentuada
da viabilidade celular, para concentragdo de 5,0 uM, nomeadamente para a condi¢cdo de 24 h
de exposi¢do ao corante irradiado, que no escuro nio era considerada citotéxica (= 75% de

reducdo da viabilidade). Porém, o aumento do tempo de irradiagdo para 14 minutos (Figura
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4.22 C) ndo provocou qualquer alteracao na viabilidade celular, relativamente a condicao de 7
minutos de irradiacdo, para qualquer concentragdo aplicada (p>0,05).

Com estes resultados é possivel verificar que o corante 25, afeta um pouco mais a
viabilidade das células HepG2, sendo completamente téxico na concentragdo de 10,0 uM. No
entanto, verificou-se uma boa resposta fototerapéutica, nas células Caco-2, nomeadamente para
a concentracdo de 10,0 uM (1 h de exposi¢cdo ao corante irradiado) e para a concentragdo de
5,0 uM, onde apesar de ndo haver total reducdo de viabilidade apés irradiagdo, poderia ser

aplicado em situagdes de tratamento faseado.

4.1.2.10. Avaliacao do potencial fototerapéutico do corante 26

Para ativacdo do corante 26 foram utilizados LEDs centrados a 660 nm.

Ao analisar os resultados obtidos para a linha celular Caco-2 (Figura 4.23 A) verifica-
se que o corante 26 sé se apresenta citotoxico, no escuro, para a concentragcdo de 10,0 uM, que
promoveu a reducdo da viabilidade celular quase na sua totalidade, em ambos os tempos de
exposicao ao corante. Apds irradiacao (Figura 4.23 B e C) verificou-se que esta ndo foi eficaz,
apenas se observou um ligeiro decréscimo (p<0,05) da viabilidade celular para a concentracdo

de 5,0 uM, quando se irradiaram as células durante 14 minutos (Figura 4.23 C).
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Figura 4.23. Efeito citotdxico do corante 26 na linha celular Caco-2, em funcéo da concentracéo e do tempo de irradiagdo. Os
simbolos acima das barras correspondem as diferencas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposi¢cdo ao corante; a condi¢do ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiac@o
vs 14 minutos de irradiag@o.

Quanto ao efeito do corante 26 nas células HepG2, pode verificar-se que o composto
mantém o nivel de citotoxicidade, no escuro, semelhante ao descrito para as células Caco-2
(comparar Figura 4.23 A com Figura 4.24 A). O corante 26 ndo é toéxico no escuro, para as
células HepG2, até a concentracdo de 5,0 uM (Figura 4.24 A), mas a 10,0 uM € extremamente

téxica no escuro, reduzindo a viabilidade das células HepG2 praticamente na sua totalidade.
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Figura 4.24. Efeito citot6xico do corante 26 na linha celular HepG2, em fung¢do da concentragio e do tempo de irradiagdo. Os
simbolos acima das barras correspondem as diferengas encontradas apds andlise estatistica, sendo: * controlo vs outras
concentracdes; # diferentes tempos de exposi¢do ao corante; a condi¢do ndo irradiada vs irradiada; b 7 minutos de irradiagio
vs 14 minutos de irradiacéo.

A irradiac@o durante 7 minutos (Figura 4.24 B) ndo produziu qualquer efeito negativo
na viabilidade das células, para todas as concentragdes aplicadas e para ambos os tempos de
exposi¢cao ao corante irradiado, comparando com as células nao irradiadas. No entanto, quando
se irradiou durante 14 minutos (Figura 4.24 C), sdo notdrias algumas variacdes (p<0,05), ainda
que ligeiras. Nomeadamente, para 0,1 uM, que induziu reducdo de cerca de 15% da viabilidade
celular, nas células expostas ao corante irradiado durante 1 h, e 5,0 puM também induziu
decréscimo de 15% da viabilidade para 1 h de exposi¢do ao corante irradiado.

Com estes resultados verificou-se que o corante 26 apenas apresentou toxicidade para
ambas as linhas celulares na concentracao de 10,0 uM. No entanto, este corante ndo apresentou
resposta fototerap€utica significativa, para qualquer tempo de irradiagdo e concentragio, pelo

que nao podera ser aplicado como FS, nestas linhas celulares.

4.1.3. Avaliacao do potencial dos corantes esquarilicos e aminoesquarilicos derivados do
benzotiazole e da quinaldina e do benzotiazole e da 6-iodoquinaldina para aplicacao como
FS em PDT - comparacao de resultados

Como j4 foi anteriormente referido, para que um corante possa ser considerado um
potencial FS, para aplicacao em PDT do cancro, tem de respeitar diversos pardmetros tais como
ndo ser toxico no escuro e s apresentar toxicidade apds a sua ativacdo, através de irradiacio a
comprimento de onda adequado (Alisson et al., 2004; O’Connor et al., 2009; Avirah et al.,
2012).

No sentido de encontrar novos FS, com potencial para aplicagdo em PDT do cancro,
foram, para este trabalho, sintetizadas vérias cianinas esquarilicas assimétricas e o seu potencial
fototerapéutico foi testado em duas linhas celulares (Caco-2 e HepG2). Com os resultados de
citotoxicidade obtidos verificou-se que a maioria dos compostos sintetizados apresenta

toxicidade no escuro para as duas concentra¢cdes mais altas (5,0 uM e 10,0 uM).
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No geral, os compostos derivados do benzotiazole e da quinaldina mostraram-se mais
citotéxicos no escuro para ambas as linhas celulares em estudo. Contudo, independentemente,
do tipo de corante aplicado, as células HepG2 foram normalmente as mais afetadas. Fagundes
(2013), também verificou maior suscetibilidade das células HepG2 quando testou corantes
esquarilicos assimétricos derivados do 6-iodobenzotiazole e do benzoselenazole, assim como
Ferreira (2013a) quando aplicou corantes esquarilicos simétricos derivados da quinaldina, nas
mesmas linhas celulares utilizadas neste estudo. Em 2014, Pacheco também verificou maior
suscetibilidade por parte das células HepG2, em relacdo as Caco-2, apds a avaliacdo do
potencial fototerapéutico de corantes esquarilicos simétricos derivados da 6-iodoquinaldina. No
entanto, este facto ndo invalida a possivel aplicacdo, de varios dos compostos sintetizados,
como FS para PDT de cancro, pois tal como foi verificado, neste trabalho, para as concentracoes
mais baixas foram registadas boas respostas fototerap€uticas, para ambas as linhas celulares.

No conjunto dos corantes esquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole e da
quinaldina verificou-se boa resposta fototerapéutica para o corante 13, na concentracdo de
1,0 uM onde a viabilidade das células Caco-2 foi reduzida apds 14 minutos de irradiacdo e se
verificou reducdo da viabilidade das células HepG2 apds 7 minutos de irradiacdo. Para o corante
14, que induziu perda de viabilidade das células Caco-2 apds 14 minutos de irradiagdo,
apresentando maior intensidade na condi¢cdo de 24 horas de exposi¢do ao corante irradiado. E
para o corante 17 que reduziu a viabilidade celular das células Caco-2, na concentracdo de
5,0 uM ap6s 14 minutos de irradiagc@o, na condi¢do de 1 h de exposi¢do ao corante irradiado.
No entanto, para o corante 17 era esperada uma resposta fototerapéutica mais eficiente, visto
que este foi o corante que apresentou melhor rendimento quintico de formacio de 'O%
singuleto (®A = 0,11). Para os restantes, era esperada uma menor resposta fototerapéutica uma
vez que os seus rendimentos quanticos eram muitos proximos de 0. Isto indica que os corantes,
deste conjunto, que apresentaram boa resposta fototerapéutica podem ter atuado, ndo através da
reacdo do tipo II, mas sim através da indugdo da reagdo do tipo I ou do tipo III. Para o corante
15, que tem como substituinte no anel central de quatro membros uma anilina, e que apresentou
um rendimento quintico de formagio de 'O razodvel (®A = 0,08) era esperada uma melhor
resposta fototerapéutica. Mas este ndo correspondeu as nossas espectativas, induzindo elevada
toxicidade no escuro e nao respondendo de forma muito eficaz a irradiacao.

Dentro do conjunto dos corantes esquarilicos assimétricos derivados do benzotiazole e
da 6-iodoquinaldina os que apresentaram melhor resposta fototerapéutica foram o 21, seguido

do 23 e 24. O corante zwiteriénico 21 foi o corante deste conjunto que mostrou a melhor
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resposta fototerapéutica para ambas as linhas celulares, ndo se mostrando toxico no escuro para
qualquer concentragdo e reduzindo a viabilidade das células quase na totalidade apds a
irradiacdo, essencialmente as concentragdes de 5,0 e 10,0 uM. Segue-se o corante 23 que ndo
se mostrou téxico no escuro, para as células Caco-2 até a concentragao de 5,0 uM e que reduziu
totalmente a sua viabilidade para essa concentra¢ido apds 7 minutos de irradia¢do. Finalmente,
o corante 24 que ndo se apresentou toxico no escuro para as células Caco-2 até a concentracao
de 5,0 uM (1 h de exposi¢do ao corante) e que nao s6 reduziu totalmente a sua viabilidade a
essa concentragdo, apds 7 minutos de irradiagdo, como também induziu perda de viabilidade na
concentracdo de 1,0 uM, apés 14 minutos de irradiacdo. Além disso, o corante 24 também
reduziu eficazmente, embora ndo completamente, a viabilidade das células HepG2, na
concentracdo de 1,0 uM, que ndo era citotéxica no escuro, apds 7 minutos de irradiacdo.
Comparando o efeito da irradiacdo entres os compostos andlogos sintetizados, na
viabilidade das células, verificou-se que no geral os corantes derivados do benzotiazole e da
6-iodoquinaldina apresentam melhor resposta fototerapéutica. Por exemplo, o composto 21
apresentou melhor resposta fototerapéutica que o seu andlogo 11, que ndo respondeu a
irradiacdo e cuja toxicidade era induzida pelo solvente usado na sua dissolucdo. Apesar disso,
resultados semelhantes aos obtidos para o composto 11 foram encontrados na literatura para o
corante simétrico andlogo derivado da quinaldina (Ferreira, 2013a), embora o solvente utilizado
na dissolu¢cdo desse corante (MeOH/CH2Cl> (99:1)), se tenha mostrado ndo téxico para as
células Caco-2 e HepG2, contrariamente ao verificado neste trabalho cujo solvente utilizado
(DMSO/CH:Cl: (25:1)), se mostrou citotoxico para ambas as linhas celulares na concentragao
mais alta (10,0 uM). No entanto, o corante 21 apresentou um perfil idéntico ao observado para
o corante esquarilico assimétrico zwiteriénico derivado de 6-iodobenzotiazole e
benzoselenazole, sintetizado por Fagundes, em 2013. Porém, o corante obtido por Fagundes
(2013), apresentou uma melhor resposta fototerap€utica e menor toxicidade no escuro para as
células Caco-2 e HepG2. Também o corante 25 apresentou melhores caracteristicas de FS que
o seu andlogo 15, sendo o seu efeito muito semelhante ao verificado por Fagundes, em 2013,
para o corante assimétrico derivado de 6-iodobenzotiazole e benzoselenazole com o grupo
NHPh no anel central de quatro membros. Contudo, o corante 25 nio induziu morte celular, tdo
eficazmente, ap0s irradiacao, como o corante andlogo sintetizado por Fagundes (2013), para a
concentracdo de 1,0 uM. Os corantes 23 e 26 apresentaram perfis de toxicidade muito

semelhantes, aos encontrados para compostos andlogos que apresentavam 0S mesmos
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substituintes no anel central de quatro membros (NH> e 3-I-NHPh, respetivamente), descritos
na literatura (Fagundes, 2013), para as células Caco-2 e HepG2.

Para os corantes 16, 17 e 26 era esperada uma melhor resposta fototerapéutica por serem
0s compostos que apresentam mais dtomos de iodo na sua estrutura. Porém, os compostos 16 €
26, devido ao seu contra-ido, ndo apresentaram rendimentos quénticos de formacao de oxigénio
singuleto elevados, pelo que jé se especulavam resultados menos positivos. Ainda assim, o facto
de o corante 17 nao ter apresentado o perfil fototerapéutico esperado pode ser explicado por
alguma incompatibilidade da estrutura da molécula com a membrana das células que ndo

permitisse a sua passagem para o meio intracelular.

4.1.4. Conclusoes

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que as células HepG2 sdo mais afetadas
pelos corantes que as células Caco-2. Também se pode verificar que os corantes derivados do
benzotiazole e da 6-iodoquinaldina apresentaram melhores respostas fototerapéuticas, em
comparacdo com o grupo de compostos derivados do benzotiazole e da quinaldina.

Foi também possivel concluir que estes compostos atuam nas células por outra via que
nao a reagdo do tipo II, uma vez que no geral o rendimento quéntico de formacao do oxigénio
singuleto foi préximo de zero, a excecao dos corantes 15 e 17. Contudo, estes dois corantes que
apresentam o melhor rendimento quantico (0,08 e 0,11, respetivamente), nao foram os corantes
que apresentaram as melhores respostas fototerapéuticas.

Relativamente a citotoxicidade induzida pelos compostos pode-se concluir que a
concentracdo de 10 uM geralmente € muito toxica no escuro, tendo-se verificado, na maioria
dos casos, perda total da viabilidade celular, em ambas as linhas celulares. Concluiu-se também
que os corantes derivados do benzotiazole e da quinaldina s3o mais téxicos (paras ambas as
linhas celulares) que os corantes derivados do benzotiazole e da 6-iodoquinaldina. Além disso,
conclui-se que o aumento do tempo de exposicdo das células aos corantes derivados do
benzotiazole e da quinaldina incrementam a perda de viabilidade.

E verificado efeito da irradiacdo para os compostos 13, 14, 17, 21, 23, 24 e 25. No
entanto, para as células Caco-2 os corantes que apresentaram melhores respostas
fototerapéuticas, e que por isso poderdo ser considerados potenciais FS para aplicagcdo em PDT

do cancro, foram os corantes 13, 21, 23 e 25 e para as células HepG2 os corantes 21 e 24.
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ANEXO A - Corantes esquarilicos e aminoesquarilicos aplicados nas linhas celulares Caco-2 e HepG2, e respetivos Amixe ®A

Corantes derivados do benzotiazole e da quinaldina
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