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Resumo

O principal objetivo deste trabalho consistiu na sintese de novos corantes cianinicos
esquarilicos assimétricos (Figura 1), a sua caracterizacdo espectroscopica e a avaliacdo
como potenciais FSs para terapia fotodinamica do cancro da mama, usando as linhas
celulares tumorais MCF-7 e BT-474.

Esta dissertacdo encontra-se dividida em trés capitulos. No primeiro é apresentada
uma revisdo bibliografica sobre a etiologia do cancro, a doenca maligna da mama, a
terapia fotodindmica-PDT, as cianinas e cianinas esquarilicas. No segundo capitulo é
apresentada uma descri¢do de todos os metodos experimentais utilizados para a sintese
dos compostos pretendidos, bem como a sua caracterizacao espectroscopica detalhada. E
também apresentada uma descricdo das técnicas usadas no estudo do potencial
fototerapéutico dos corantes, nas linhas celulares MCF-7 e BT-474. No terceiro capitulo,
sdo apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos sobre a sintese e
caracterizacdo estrutural de todos os corantes esquarilicos assimétricos. Os compostos
sintetizados foram caracterizados a partir de técnicas de ponto de fusdo (p.f), espectros
no visivel (Vis), espetros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e 13C e espetros
de massa de alta ou baixa resolucdo. Neste mesmo capitulo também sdo apresentados e
discutidos os valores de rendimento quéntico de formacao do oxigénio singuleto, obtidos
para todos os corantes esquarilicos assimétricos sintetizados e os resultados de
citotoxicidade dos corantes, no escuro, e apos irradiacdo com LEDs centrados a 630 ou
660 nm, durante 7 ou 14 minutos. Pela analise dos resultados obtidos, os corantes (S>=
NHPh e NH>) retinem as melhores condi¢Bes necessarias para serem utilizados como FS

em PDT do cancro.
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X=Se; S;= H; S;= O7; OCH3; NHCH3; NH; NHPh e 3-1-NHPh; R;= Hex
Figura 1 - Férmula geral dos corantes cianinicos esquarilicos sintetizados.

Palavras-Chave: Doenga maligna da mama, Terapia fotodinamica, cianinas

esquarilicas, oxigénio singuleto, MCF-7, BT-474.
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Abstract

The main purpose of this work was the synthesis of new asymmetric squarylium
cyanine dyes (Figure 1), its spectroscopic characterization and evaluation as potential PSs
for photodynamic therapy of breast cancer using tumor MCF-7 and BT-474 cell lines.

This dissertation is divided into three chapters. The first is presented a literature
review on the etiology of cancer, malignant breast disease, photodynamic therapy-PDT,
the cyanines and squarylium cyanines. The second chapter is a description of all
experimental methods used for the synthesis of the desired compounds, as well as the
detailed spectroscopic characterization. It also gives a description of techniques used to
study the phototherapeutic potential of the dyes in the MCF-7 and BT-474 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 synthesized
compounds were characterized from techniques such as melting point (mp), visible
spectra (Vis), nuclear magnetic resonance spectra (NMR) of *H and 3C and mass spectra
of high or low resolution. In this chapter are also presented and discussed the quantum
yield values of singlet oxygen formation, obtained for all synthesized asymmetric
squarylium dyes and the results of dyes cytotoxicity, in the dark, and after irradiation with
LEDs centered at 630 or 660 nm, during 7 or 14 minutes. From the analysis of the results,
the dyes (S2 = NHPh and NH2) are the best candidates needed to be used as PS for PDT

of cancer.
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X= Se; $1= H; S,= O'; OCHg; NHCH;z; NH,; NHPh € 3-1-NHPh; R;= Hex
Figure 1 - General formula of the sqarylium cyanine dyes synthesized.

Key-Words: Malignant breast disease, photodynamic therapy, squarylium cyanines,
singlet oxygen, MCF-7, BT-474.
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1.0 Nota introdutoria

Os avangos na medicina, ocorridos nos ultimos anos possibilitaram a descoberta de
formas de tratamento mais eficazes para as doencas do foro oncolégico, contudo, o cancro
continua a ser uma das doencas mais temidas nos dias de hoje e uma das principais causas
de morte a nivel mundial (Hill, 2001).

A semelhanca do que ocorreu com a evolucio cientifica, os avangos tecnoldgicos
realizados nas Ultimas décadas na area da oncologia, tém proporcionado a implementagao
de um diagnostico precoce e de tratamentos ajustados a cada doente. Assim, a doenca
oncologica deixou de ser considerada como uma doenca fatal, passando a ser vista como
uma doencga cronico-degenerativa (Solana, 2005). Deste modo, algumas estratégias
importantes na luta contra esta doenca e a favor da qualidade de vida do paciente ja foram
encontradas (Costa, 2001).

1.1 Etiologia do cancro

A palavra “etiologia” deriva da palavra grega “aitiologia”. Esta ¢ a ciéncia que
estuda a causa, neste caso é a ciéncia que estuda a causa do cancro (Apolinario, 2012).

O cancro é uma doenca gue se caracteriza por um crescimento anormal de células,
que provoca um desequilibrio entre a proliferacdo celular e a morte celular (Ruddon,
2007), devido a deficiéncia ou auséncia de mecanismos reguladores (Apolinario, 2012),
evoluindo para uma populacéo de células tumorais que podem invadir tecidos e metastizar
a distancia levando a um agravamento da doenca que, se ndo tratada, pode levar a morte
do hospedeiro (Ruddon, 2007).

Do ponto de vista clinico, o cancro é uma doenca, que varia na idade de
aparecimento, taxa de crescimento, estado de diferenciacdo celular, detetabilidade, grau
de invasdo, potencial de metastizacdo, resposta ao tratamento e prognostico (Ruddon,
2007).

Do ponto de vista bioldgico e molecular, esta doenca é causada por defeitos
moleculares num variado numero de fungdes celulares, resultantes de alteragcdes comuns
que ndo sdo reparadas. E, por ultimo, o cancro € uma doenca de expressao de genes
anomalos, sendo que existem inimeros mecanismos pelos quais ocorrem estas alteracdes
de genes. Estas podem ocorrer por via direta, danos ocorridos no acido
desoxirribonucleico (DNA, do inglés deoxyribonucleic acid), como por exemplo,



Introducéo

mutacdes de genes, amplificacdes, delecbes, ou por mecanismos resultantes de uma
transcrigdo ou translacdo andmala (Ruddon, 2007).

Outros autores descrevem que, os fatores responséveis pelo cancro, em geral,
podem enquadrar-se em trés grupos: 0s carcinogénicos ambientais (quimicos, fisicos ou
bioldgicos), as caracteristicas hereditarias e a acumulacdo de mutagcdes somaticas
(Apolinério, 2012).

1.2 Doenca maligna da mama

O cancro da mama tornou-se uma doenca da atualidade, uma vez que o numero
de novos casos tem vindo a aumentar de ano para ano. Segundo a Ultima estatistica da
OMS, é o segundo tipo de cancro mais comum no mundo (o do pulmé&o é o mais comum),
e de longe, o cancro mais frequente entre em mulheres, com uma estimativa de 1,67
milhGes de novos casos de cancro diagnosticados em 2012, com uma taxa de 25 %
relativamente a todos os cancros e todas idades. A Europa acompanha a situacdo mundial
com uma taxa de 28,8 % (Globocan, 2012).

Em Portugal, o cancro da mama na mulher, também € a neoplasia com maior
incidéncia, com uma taxa de 29,4 %, como podemos observar na figura 1.1 (Globocan,
2012).

Cancoro da mama
5,068 (73 4%) Cola-rectal
Corpo do Utero
Estomago
Pulmao
Linfoma Mac-Hodekin
Caolo dio dtero
hielznoma da pels
Chizrio
Outros n3o especificados

5,244 (25 3%)

B1E [20%)~
BT (3.1%)~
720 [3 5%~
BT [4 0%~

BFT (4. T%)

— 2520 [ 141 %)

EENEEEN

— 1,485 (7.2%)

Figura 1.1 - Estimativa da incidéncia do cancro da mama, em Portugal (Fonte:Globocan, 2012).

Como tal, a preocupacédo dos especialistas para este problema tem sido cada vez
maior e a busca para a cura desta doenca tem sido imparavel por parte dos investigadores,
de modo a conseguir cada vez mais casos de sucesso. Seguidamente, faz-se uma breve
descricdo da etiologia do cancro da mama para dar a conhecer a importancia do estudo

desta doenca.
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1.2.1 Etiologia do cancro da mama

A neoplasia maméria é definida como um tumor maligno que se desenvolve a partir
das células do tecido mamario (Fernandes, 2009). E uma doenca extremamente
heterogénea, o que pressupde que a sua etiologia é provavelmente multifatorial, incluindo
fatores hereditarios e adquiridos tais como, historia familiar e pessoal de saude, histéria
ginecologica, mutagBes em determinados genes, raga, idade e habitos alimentares
(Ellsworth et al., 2010). A interacdo destes fatores pode originar a patologia como
também levar ao aparecimento de uma variedade de alteracGes genéticas, que originam
alteracdes bioldgicas diferentes de um individuo para outro, 0o que torna impossivel
generalizar as questbes acerca do comportamento do cancro da mama (Carlson &
Stockdale, 1988).

Alguns autores descrevem que as causas mais efetivas de desenvolvimento de
cancro da mama sdo de origem hormonal e genética. A maior parte dos diagnosticos do
cancro da mama ocorre entre 0s 45 e 0s 74 anos de idade. Assim sendo, o diagnostico
antes dos 45 anos é mais escac¢o. Tais dados sugerem a hipétese das hormonas femininas
terem um papel protetor neste tipo de patologia na mulher pois, a partir dos 45 anos, é
quando se inicia 0 processo de menopausa, ou seja, quando os niveis de estrogénios se
encontram diminuidos (Apolinario, 2012).

Holm e colaboradores (2010) e Aboussekhra (2011) acrescentam que 0s
carcinomas mamarios resultam principalmente do acimulo de altera¢des genéticas, como
mutacdes, rearranjos, variacbes no nimero de copias e alteracdes epigenéticas, como a
metilacdo do promotor e modificacdo das histonas, em células epiteliais da glandula

mamaria.

A terapia fotodinamica tem sido muito utilizada para o tratamento do cancro pois
oferece multiplas vantagens em relacdo as terapias convencionais, nomeadamente a
cirurgia, quimio e radioterapia (Yano et al., 2011; Nyman & Hynninem, 2004), podendo
assim constituir uma alternativa a estas modalidades terapéuticas (Pervaiz & Olivo,

2006). Seguidamente, é apresentada uma revisao bibliografica desta terapia.
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1.3 Terapia fotodinamica

1.3.1 Perspetiva historica

A terapia fotodindmica (PDT, do inglés Photodynamic Therapy) é um tratamento
clinico (Ribeiro et al., 2004), sendo considerado um modelo terapéutico inovador de
elevada seletividade na destruicdo de células tumorais de determinados tipos de cancro e
também de doencas nao-neoplésicas (Agostinis et al., 2011; Yano et al., 2011).

A origem desta terapia remonta ao tempo do antigo Egito, Grécia e india (Josefsen
& Boyle, 2008). Segundo o livro sagrado Indiano, Atharva Veda (que remonta aos anos
1400 a.C) estes povos utilizavam a luz solar em combinagdo com uma planta
fotossensibilizadora para curar varias doencas de pele. No entanto, s6 a partir do inicio
do séc. XX que a PDT contemporanea comecou a desenvolver-se como modalidade
terapéutica, devendo-se, em grande parte, ao trabalho realizado por Oscar Raab, um
estudante de medicina aleméao que (trabalhando com o professor Herman von Tappeiner
em Munich) observou que pré-expondo 0 microrganismo Paramécia a baixas
concentracdes do corante alaranjado de acridina (figura 1.2) em presenca de luz solar,
levava a morte deste microrganismo unicelular. Raab, ainda observou que este efeito
toxico era dependente da dose de corante e da duracdo de exposicdo a luz (Raab, 1990) e
trés anos mais tarde, 0 mesmo grupo publicou o primeiro tratamento em doentes (Kubler,
2005).

Figura 1.2 - Estrutura quimica do alaranjado de acridina (adaptada de Perussi, 2007).

As primeiras tentativas visando a aplicacdo do efeito fotodinamico no tratamento
de tumores em humanos foram realizadas por von Tappeiner e Jesionek em 1903,
utilizando a eosina (figura 1.3) como fotossensibilizador (FS) e a partir dai, introduziram
0 termo “reacdo fotodindmica” para descrever reagdes tecidulares, dependentes de

oxigeénio e irradiacdo (von Tappeiner & Jesionek, 1903).
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Figura 1.3 - Estrutura quimica da eosina (adaptada de Perussi, 2007).

Em 1924, Policard observou que uma elevada concentracéo de porfirinas podem
ser encontradas em tumores malignos. Estas porfirinas sdo completamente atoxicas, mas
em presenca de luz visivel e de oxigenio, estas tornam-se altamente toxicas para o tecido
vivo (Policard, 1924). Contudo, o atual interesse na PDT como terapia do cancro comegou
com Lipson e Schwartz por volta de 1960, a partir da utilizacdo de uma mistura de
porfirinas, como localizadores fluorescentes tumorais, denominado por derivado de
hematoporfirina (HpD) (Schwartz, 1955; Lipson, 1961). No final dos anos 60, Lipson e
colaboradores também reportaram um caso de tratamento bem-sucedido de cancro de
mama, empregando os HpD e irradiacdo seletiva do tumor com luz visivel (Lipson et al.,
1966). A partir de entdo, varios compostos tais como o Photofrin®, purpurinas, xantinas,
ftalocianinas, oxazinas, cianinas, clorinas, entre outros, tém sido testados in vitro e in
vivo, com algum sucesso (Pervaiz, 2001; Pervaiz & Olivo, 2006).

Em 1976, Weishaupt e seus colaboradores postularam que o oxigénio singuleto
(*0), gerado na PDT, a partir da transferéncia de energia do FS no estado tripleto
excitado para o oxigénio molecular no estado fundamental, era o agente citotoxico
responsavel pela destruicdo das células tumorais (Weishaupt et al., 1976).

No fim dos anos 70, Dougherty e colaboradores (1978) mostraram varios
resultados de sucesso obtidos em doentes tratados com a PDT (Dougherty et al., 1978).
Estes resultados levaram a intensificacdo dos estudos relacionados com esta terapia, e
varios casos clinicos foram publicados, mostrando as suas potencialidades no tratamento
de diversos tipos de tumores, como o0 cancro da bexiga, tumores cerebrais, tumores
intraoculares, cancro do pancreas, do figado, entre outras patologias (Nyman &
Hynninen, 2004; Hamblin & Mr6z, 2008).

Por fim, a PDT foi aprovada pela primeira vez em 1993, no Canada, usando o FS

Photofrin® para o tratamento de cancro de bexiga (Gupta et al., 2013).
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1.3.2 Principios basicos

O principio da PDT baseia-se fundamentalmente na administracéo intravenosa ou
topica de um FS (Perussi, 2007), composto quimico que apds a sua administracdo
consegue acumular-se preferencialmente nos tecidos alvos (Ribeiro et al., 2004). Pode
ser definida como uma reacao fotoquimica, dependente de oxigénio, na qual a ativacéo
de um corante (conhecido como FS), por uma luz visivel de c.d.o. (comprimento de onda)
especifico do espectro de absor¢do do FS (Maisch, 2007), leva a formacédo de espécies
reativas de oxigénio (ROS, do Inglés reactive oxygen species), e espécies com elevada
toxicidade (Avirah et al., 2012) que sdo responsaveis pela morte celular, por apoptose;
necrose (Agostinis et al., 2011; Yano et al., 2011; Nawalanya et al., 2012; Wan & Lin,

2014) e autofagia ou resultar da combinacdo de todas estas vias de morte celular, que

estdo representadas na figura 1.4 (Ortel et al., 2009).
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Figura 1.4 - Principais vias de morte celular ativadas pela PDT (adaptado de Ortel et al., 2009).

A ilustracdo esquematica do mecanismo geral da acdo da PDT, in vivo, encontra-se
apresentada na figura 1.5. Numa primeira fase o FS é administrado ao paciente (1) que
apos um determinado periodo de incubacdo, é absorvido por todas as células do
organismo (2) (Avirah et al., 2012). No entanto, devido a sua farmacocinética, ira
permanecer por um maior periodo de tempo nas células tumorais relativamente as células
normais (3) (Perussi, 2007). Numa segunda fase, o FS presente nos tecidos tumorais é

irradiado por uma fonte de luz com um c.d.o. especifico que promove a excitacdo do FS
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(4). Esta ativacao vai desencadear a formacao de espécies citotoxicas e ROS, que reagem
com biomoléculas, tais como proteinas, aminoacidos, acidos nucleicos, lipidos, etc...
interferindo com o seu normal funcionamento, causando assim a destruicdo seletiva das

células alvo e consequente destruicdo do tumor (5) (Avirah et al., 2012).

Fotossensibilizador Fonte de luz

= 1 ) 2 3 \ . 4 5
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Figura 1.5 - llustragdo esquematica do mecanismo geral da a¢do da PDT, in vivo, usando a via intravenosa: (1)
FS é administrado ao paciente; (2) absorvido por todas as células do organismo; (3) permanece por um maior periodo
de tempo nas células tumorais; (4) é irradiado por uma fonte de luz; (5) destrui¢éo do tumor (adaptada de Mroz et al.,
2011 e Yano et al., 2011).

Na figura 1.6, esta representado 0 mecanismo de citotoxicidade da PDT e as reacdes
fotofisicas que levam a formac&o das ROS e de outras espécies citotoxicas.

A ativacdo do FS por absorcdo de luz de c.d.o. adequado provoca a sua passagem
do estado fundamental (So), para um estado excitado de curta duracdo, da ordem dos
nanossegundos (ns), designado por estado excitado singuleto (Sn), o qual é formado por
varios sub-niveis vibracionais (Sn’). Neste estado, o FS perde rapidamente a sua energia
decaindo através dos varios subniveis até ao primeiro estado excitado singuleto (S1) por
conversdo interna (IC, do inglés internal conversion). Neste estado, o FS pode passar por
dois tipos de processos: um radiativo e outro ndo radiativo. No processo radiativo, o FS
regressa ao So, por emissdo de fluorescéncia ou por dissipacéo de calor. No processo nao
radiativo, os eletres do FS sofrem uma inversdo de spin, processo designado de
cruzamento intersistema (ISC, do inglés crossing intersystem), passando ao primeiro
estado excitado tripleto (T1) (Hendrickx, 2006; Robertson et al., 2009; Agostinis et al.,
2011; Mrozetal., 2011), uma forma de elevada energia (Pervaiz, 2001). A producéo deste
estado no FS determina os seus efeitos fototerapéuticos e a probabilidade de formacao do
T, a partir do fotdo absorvido, é referida como sendo o rendimento quéntico (@A) tripleto

do FS. Deste modo, uma elevada formacao do T1 é requerida para uma elevada eficécia
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do FS. Neste estado, o FS pode dissipar a sua energia e regressar ao So através de um
processo de emisséo radiativa, designado de fosforescéncia, ou pode sofrer queching
(processos de desexcitagdo nédo radiativos) (Robertson et al., 2009; Yano et al., 2011).

Os mecanismos de queching do Ti ocorrem segundo dois tipos de reacdes
fotodinamicas diferentes, da qual resultam as ROS e as espécies citotoxicas: reacdo do
Tipo 1 e do Tipo Il. Na reacdo do Tipo I, o FS no estado T reage diretamente com o/0s
substrato/s, tais como membranas das células ou moléculas e transfere um protdo (H*) ou
um eletrdo (e”) para formar um radical anido ou radical catido, respetivamente (Perussi,
2007; Robertson et al., 2009; Mroz et al., 2011; Yano et al., 2011; Wan & Lin, 2014).
Como estes radicais livres sdo espécies altamente instaveis (Josefsen & Boyle, 2008) e
em presenga de oxigénio enddgeno das células d&o origem a reacdes em cadeia de radicais
livres, a maioria reage instantaneamente para produzir o radical anido superéxido (O2™).
Este radical pode criar espécies altamente reativas, tais como, radicais hidroxilo (OH")
por reacdo com perdxido de hidrogénio (H20.) (Josefsen & Boyle, 2008; Agostinis et al.,
2011). Estes radicais uma vez produzidos pode desencadear uma série de eventos
citotoxicos, levando ao dano e consequentemente a morte celular (Josefsen & Boyle,
2008).

Na reacdo do Tipo Il, o FS no estado T pode transferir a sua energia diretamente
ao oxigénio molecular, cujo estado fundamental por si s6 é também um estado tripleto
(30,), produzindo o estado excitado do oxigénio, oxigénio singuleto (*0%) (Pervaiz &
Olivo, 2006; Josefsen & Boyle, 2008; Wan & Lin, 2014).

Su
S

o
@ o
o
A ipo 2
At

8 .
! Fstado excitado sinzuleto do S Transferéncia

= de energia
Luz EE
Estado excitad

& '& g frip]g:}::m * Tino 1Yk [TEnsferéncia
! 4 Ipo -
L% 2 %‘ de e ouH”

8

2 A

o= o oS

Figura 1.6 - llustragdo esquematica da acdo fotodinamica por um Diagrama de Jablonski Modificado: geracéo de
estados excitados, ROS e 102 (adaptada de Agostinis et al., 2011 e Gupta et al., 2013).

Sy Eetade fandamental do FS

O 107, é uma espécie altamente reativa, com um tempo de semi-vida (tt) muito

curto em sistemas bioldgicos, cerca de 10 a 320 ns, que reage diretamente com moléculas

9
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bioldgicas préximas do seu local de formacéo, dentro de um raio de acdo cerca de 10 a
55 nm (Agostinis et al., 2011). Outros autores referem que o tr do 'O, ronda 0s 6 ps e
que o raio de difusdo, in vivo, é aproximadamente de 300 nm (CIé et al., 2007; Josefsen
& Boyle, 2008).

Teoricamente, o 102 s6 pode interagir com moléculas proximas e estruturas que se
encontrem dentro do raio de acdo, (Konan et al., 2002; Josefsen & Boyle, 2008; Yano et
al., 2011), no entanto, reage com quase todos os componentes celulares, uma vez que 0s
compostos organicos insaturados sdo, em geral, suscetiveis a sua a¢do (Perussi, 2007).

Os principais alvos para a PDT em células de mamiferos, além da vascularizacéo
do tumor, sdo os lisossomas, mitocondrias, nicleos e membranas plasmaticas (Pervaiz,
2001; Perussi, 2007; Nawalanya et al., 2012) e como a primeira barreira para o 1O, temos
a membrana celular que contém lipidos insaturados que podem ser danificados, ocorre
danos celulares (Perussi, 2007).

Por sua vez, a reatividade das ROS com moléculas organicas nao é especifica pois,
qualquer macromolécula (proteinas e lipidos) dentro da célula pode ser um alvo potencial
na PDT. Assim, a multiplicidade de alvos torna mais dificil as células desenvolverem

resisténcia celular e consequentemente resulta a morte celular (Perussi, 2007).

O 107, é considerado a principal espécie citotoxica formada durante o processo
fotodinamico (Konan, 2002; Santos et al., 2003; Yano et al., 2011). Ambas as reagdes
(tipo 1 e tipo 1) ocorrem em simultaneo (Ribeiro et al., 2004; Josefsen & Boyle, 2008) e
a razdo entre elas depende do tipo de FS usado, da concentracdo de substrato e da
quantidade de oxigénio disponivel. Ha evidéncias de que a reacdo do tipo Il predomina
na inducgéo das lesdes celulares, uma consequéncia da interacdo entre o FS irradiado e 0
oxigénio molecular (Josefsen & Boyle, 2008). A eficiéncia desta reacdo depende da
duracéo (tr) do estado tripleto e do ®A do estado tripleto do FS (Pervaiz & Olivo, 2006;
Josefsen & Boyle, 2008). Ambos os parametros tém sido referidos na eficacia do FS,
estando também envolvidos na distingdo dos dois tipos de reacBes fotodindmicas
(Josefsen & Boyle, 2008). Entdo, para aumentar a eficiéncia da reacédo tipo Il torna-se
necessario uma modificacdo do FS para reforcar a eficiéncia do seu ISC, aumentar o ®A
do estado tripleto e, posteriormente, a producdo de O, (Avirah et al., 2012).

Um ISC eficiente é normalmente conseguido através da introdugdo de atomos
pesados, como por exemplo, bromo e iodo, dentro da estrutura molecular, que resulta
numa perturbacao da orbital-spin (Avirah et al., 2012).

10
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1.3.3 Mecanismos anti-tumorais

A informacdo disponivel na literatura sugere que ndo ha claramente um unico
caminho que leve a morte celular ap6s PDT (Mroz et al., 2011). Os efeitos anti-tumorais
da PDT resultam de trés mecanismos inter-relacionados: danos diretos sobre as células
tumorais; destruicdo da vasculatura do tumor, que prejudica o fornecimento de sangue
para a area tratada provocando um colapso vascular e inducéo de uma reacéo inflamatoria
que pode levar ao desenvolvimento de imunidade sistémica e consequentemente a morte
celular (Agostinis et al., 2011). Estes efeitos biologicos da PDT estdo limitados as areas
especificas de tecidos expostos a luz (Mroz et al., 2011). Seguidamente, apresenta-se
uma tabela resumo, tabela 1.1, dos diferentes mecanismos ativados e bem como o0s

principais agentes que controlam a morte celular relacionados com a PDT.

Tabela 1.1 - Mecanismos de morte celular ativados pela PDT (adaptada de Mroz et al., 2011).

Mecanismos anti-tumorais na PDT

Organelos Processos
Mitocdndria:

» Libertagdo citocromo ¢

» Danos na Bcl-2

Danos diretos nas ClEpBliEEe . Apoptose
células » Danos no complexo proteico
NF-kB
Reticulo endoplasmatico:
» Beclinl Autofagia
» Ativacdo da mTOR
Desintegracdo da membrana celular Necrose
Esgotamento de oxigénio e Apoptose
Colapso vascular . Necrose
nutrientes -
Autofagia
Ativacéo da Apoptose
resposta Células T citotoxicas mediada por
imunologica granzima

1.4 Fatores envolvidos na fotossensibilizacio

A maioria dos FSs sdo absorvido por todas as células do organismo (Avirah et al.,
2012) e como ja referido, estes compostos conseguem acumular-se preferencialmente nos
tecidos alvos (Ribeiro et al., 2004; Perussi, 2007), contudo 0 mecanismo ainda ndo esta

totalmente esclarecido (Dolmans et al., 2003). No entanto, existem alguns fatores
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responsaveis por esta retencdo seletiva, tais como alteracdo da permeabilidade da
membrana das células tumorais; aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos
(Nowis et al., 2005; Issa & Manela-Azulay, 2010); aumento da proliferacdo e producao
de fibras de colagénio imaturas pelas células tumorais, que permite uma grande
capacidade de ligacdo pelas porfirinas, constituindo assim um local de absorcéo e
acumulacgdo do FS (Nowis et al., 2005). Outros fatores, como presenca de macrofagos,
auséncia ou diminuicdo de drenagem linfética e diminuigdo do pH intracelular e no fluido
intersticial (o pH baixo no fluido intersticial do tumor facilita a biodistribuicao seletiva
dos FSs) favorecem o aumento da concentracdo do FS nas células tumorais (Nowis et al.,
2005, Issa & Manela-Azulay, 2010).

Outro fator importante na PDT é a fonte de luz (Henderson & Dougherty, 1992). A
melhor fonte de luz tem sido descrita como sendo a que possui caracteristicas espectrais
adequadas que coincidam com o c.d.o. de absor¢do maxima do FS utilizado (Wan & Lin,
2014), isto é, na regido do espectro na qual a luz pode excitar o FS de forma a produzir o
maximo de ROS (Robertson et al. 2009) para gerar efeito terapéutico (Wan & Lin, 2014).
Esta deve também apresentar um baixo custo, simplicidade e auséncia de efeitos térmicos
significativos (Machado, 2000).

As fontes de radiacdo geralmente utilizadas sdo os lasers ou Diodos Emissores de Luz
(LEDs, do inglés Light Emitting Diode). As principais vantagens dos lasers como fonte
de luz sdo a estabilidade, coeréncia e previsibilidade do c.d.o. de emissdo, contudo sdo
muito dispendiosos. Por sua vez, os LEDs, figura 1.7, apesar de apresentarem uma
poténcia inferior aos lasers, possuem c.d.o e caracteristicas fisico-quimicas necessarias
para a adequada aplicabilidade da PDT (Rocha, 2010), isto é, sdo uma fonte de luz fria
que emitem radiacdo numa faixa ampla do espectro relativamente ao laser, mas com um
c.d.o predominante; podem ser implementados numa variedade de formas geometrias e
tamanhos, apresentam baixo custo (Pervaiz & Olivo, 2006) e sdo simples de instalar
(Agostinis et al., 2011).

12
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Figura 1.7 - Diodo Emissor de Luz (adaptado de Corazza, 2005).

Em suma, a eficacia da PDT depende da natureza quimica do FS, da sua concentragédo
nos tecidos, da fonte de luz compativel com as caracteristicas espectrais do FS, do tempo
entre a administracdo e irradiagdo (Machado, 2000; Perussi, 2007), da dose e do tempo
de exposicdo a luz (Agostinis et al., 2011), das caracteristicas anatdbmicas do tumor ou no
caso experimental, da linhagem celular tumoral utilizada e da disponibilidade de oxigénio

molecular para a célula tumoral durante todo o processo (Machado, 2000; Perussi, 2007).

1.5 Fotossensibilizadores utilizados na PDT e suas caracteristicas

Um grande numero de FSs foram testados in vivo e in vitro em procedimentos
relacionados com a PDT, contudo, poucos tém mostrado propriedades ideais e por esta
razdo os estudos recentes sdo centrados no desenvolvimento de novos FSs eficazes
(Robertson et al., 2009).

A maior parte dos FSs usados na terapia do cancro apresentam uma estrutura
tetrapirrole (Agostinis et al., 2011) sendo estes habitualmente divididos em trés geragdes
(Allison & Sibata, 2010). Os de primeira geracdo sao do tipo porfirinico, incluindo a
hematoporfirina e seus derivados (Allison & Sibata, 2010). O desenvolvimento do
Photofrin®, um HpD, foi um dos FSs extensivamente estudado e também o primeiro a
ser aprovado, para o qual as primeiras autorizac6es legais para utilizacao clinica, foram
obtidas para uma variedade de tipos de cancro, em varios paises (Machado, 2000;
Agostinis et al., 2011; Avirah et al., 2012). Na figura 1.8, encontra-se representada a

estrutura quimica da porfirina (A), hematoporfirina (B) e do Photofrin® na forma de éter

(©).
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Figura 1.8 - Representagdo da estrutura quimica da porfirina (A) hematoporfirina (B) e Photofrin® na forma de éter
(C) (adaptada de Machado, 2000; Perussi, 2007; Josefsen & Boyle, 2008).

Apesar do sucesso destes FSs, nomeadamente, do Photofrin® (o FS mais utilizado na
pratica clinica), estes apresentam muitos inconvenientes, particularmente, porque
possuem um baixo coeficiente de extingdo que implica a administracdo de grandes
quantidades de composto para obter uma resposta fototerapéutica eficiente; baixa
penetracdo pela luz nos tecidos, devido ao seu méx. de absorcéo ndo ultrapassar dos 630
nm e baixa velocidade de eliminagéo, o que causa fotossensibilidade prolongada na pele
apos o tratamento (Hendrickx, 2006; Josefsen & Boyle, 2008). Estes inconvenientes
levaram ao desenvolvimento de novos FSs, nomeadamente os da segunda geracao, que
inclui vérios HpD; ftalocianinas; naftalocianinas; clorinas; baterioclorinas (Hendrickx,
2006; O’Connor, et al., 2009), dos quais algumas estruturas estéo representadas na figura
1.9, compostos esquarilicos (Devi et al., 2008); cianinas esquarilicas, (estas ainda se
encontram em estudo quanto a avaliacdo do seu potencial na PDT); entre outros (Santos
et al., 2003).

%, Fi N

YNH N={( NH M

,
M B

X HMN

/N HN
£ N : B

, I e,

Clorna Ftalocianina Naftalocianina

Figura 1.9 - Representagdo da estrutura quimica de alguns fotossensibilizadores da segunda geracdo utilizados em
PDT (adaptada de Josefsen & Boyle, 2008).

Estes FSs sdo compostos com propriedades farmacocineticas e fisico-quimicas
melhoradas, tendo uma maior eficiéncia na producdo de ROS. Possuem uma banda de

absor¢do com c.d.o. mais longos (650 a 800 nm), na regido entre o visivel e proximo do
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infravermelho (IV) e provocam uma menor fotossensibilidade prolongada na pele
(Hendrickx, 2006; Perussi, et al., 2007; O’Connor, et al., 2009; Avirah et al., 2012). A
grande maioria destes compostos s&o hidrofébicos, levando a uma maior captacéo pelos
tumores em relacdo aos tecidos normais. No entanto, e como ja referido anteriormente,
até a0 momento, 0 mecanismo para essa seletividade ainda néo esta bem esclarecido. No
entanto, sabe-se que, a0 menos em parte, esta seletividade resulta da associagéo do FS a
lipoproteinas do plasma, que assim o transportam preferencialmente para as células
anormais. 1sso ocorre devido ao facto destas celulas possuirem um nudmero
exageradamente alto de recetores de lipoproteinas de baixa densidade (Machado, 2000).

Compostos com caracteristicas hidrofébicas podem apresentar problemas de
solubilidade e consequentemente surge a terceira geracdo devido a fraca solubilidade de
muitos dos FSs (Josefsen & Boyle, 2008).

Recentemente, varios trabalhos tém-se focado no desenvolvimento de sistemas que
transportam os FSs até ao tecido alvo, com o intuito de melhorar a sua seletividade,
especificidade e aumentar a captagdo tumoral. Alguns transportadores de FSs
desenvolvidos apresentam grande capacidade, tais como, as emulsdes de lipossomas e
nanoparticulas. No entanto, embora estes sistemas de entrega possam aumentar o efeito
fototerapéutico observado, podem, de forma inadvertida, diminuir o rendimento quéantico
de 1O,. Este quando formado tem que se difundir para fora do sistema e, como o seu raio
de acdo é curto devido ao seu pequeno tempo de semivida, pode ndo conseguir alcancar
o alvo e ndo realizar o efeito desejado. Uma alternativa possivel para este problema é ligar
diretamente os FSs a moléculas biologicamente ativas, tais como anticorpos (Josefsen &
Boyle, 2008).

1.5.1 Fotossensibilizadores utilizados na prética clinica

Grandes avangos tém sido alcancado nas Ultimas décadas para a definicdo do papel
da PDT no tratamento de diferentes tipos de cancros (Gupta et al., 2013). Existem muitos
FSs que apresentam bons resultados no tratamento oncolégico, contudo, sé alguns estao
disponiveis comercialmente, enquanto outros ainda se encontram em ensaios clinicos
(Allison & Sibata, 2010).

Na tabela 1.2, apresenta-se 0s FSs que tém sido aprovados para o uso clinico na
PDT, para o tratamento do cancro, e alguns que se apresentam como promissores mas

que ainda se encontram sob investigacdo (Agostinis et al., 2011).
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Tabela 1.2 - Fotossensibilizadores aprovados clinicamente e promissores para utilizacdo na PDT para o tratamento do
cancro (adaptada de Agostinis et al., 2011).
Estrutura

Fotossensibilizador c.d.o. (max.) Aprovado Em estudo Tipos de cancro

basica
Pulméo, eséfago, ducto

Photofrin® (HpD) | Porfirina 630 Mundial biliar, bexiga, cérebro,
ovarios
Acido . Pele, bexiga, cérebro,
Levulan® (ALA) aminolevulinico 635 Mundial esofago
Metvix® (éster de | Acido .
ALA) aminolevulinico 0% Europa Pele, bexiga
Cabeca e pescogo,
Foscan® Clorina 652 Europa Est_ados pulméo, cérebro, pele,
Unidos 1
ducto biliar
. . Mundial Reino Oftélmico, pancreético,
Verteporfin® Clorina 690 (DMRI) Unido pele
. Estados Cabeca e pescogo,
Photochlor® Clorina 665 Unidos estfago, pulmao
. . Estados
Purlytin® Clorina 660 Unidos Pele, mama
- ] Estados . . ,
Talaporfin® Clorina 660 Unidos Figado, célon, cérebro
. . Bielorrassia, Nasofaringe, sarcoma,
Radachlorin® Clorina 660 Rissia cérebro
Etgl_ouanlna de Ftalocianina 675 Est_ados L]nfoma cutaneo de
silicio Unidos células T
. . Estados .
Tookad® Bacterioclorina = 762 Unidos Prostata
. Estados
Lutex® Texafirina 732 Unidos Mama

1.5.2 Parametros de um Fotossensibilizador ideal para utilizagcdo na PDT

Os FSs sdo determinantes para a PDT e até agora, para a grande maioria das
aplicacBes médicas da PDT tem sido usado como FS, uma mistura de HpD que, como
descrito anteriormente, apresentam propriedades indesejaveis. Consequentemente, nos
ultimos anos, uma grande quantidade de trabalhos de investigacdo tem sido feita no
sentido de desenvolver novos FSs com melhores propriedades para o tratamento
fotodindmico do cancro e outras doengas (Nawalanya et al., 2012).

O sucesso de qualquer FS para PDT depende de propriedades fotofisicas e
fotoquimicas muito especificas (Santos et al., 2003). Assim, um FS ideal deve apresentar
as seguintes caracteristicas: 1) pureza, estabilidade quimica e composicdo conhecida
(Nyman & Hynninen, 2004; Pervaiz & Olivo, 2006; Robertson et al., 2009; Agostinis et
al., 2011; Yano et al., 2011); 2) apresentar uma forte absorcao de radiagdo na zona de
c.d.o. (s) mais longos, que apresentem um elevado coeficiente de extingdo (> 10°M L cm
1) (Santos et al., 2003; Yano et al., 2011), de preferéncia no espectro eletromagnético
proximo da regido do vermelho/infravermelho (600 a 850 nm) (Pervaiz & Olivo, 2006;

Agostinis et al., 2011; Yano et al., 2011), designada por “janela fototerapéutica”, em que

16



Introducéo

a dispersdo da luz nos tecidos € reduzida e a profundidade de penetracdo € aumentada
(Santos et al., 2003). Por outro lado, acima de 800 nm ocorre absorcéo de radiagdo pela
agua o que restringe o c.d.o. nesse limite superior e também porque a absorcéo de fotbes
ndo fornece energia suficiente para excitar o Oz para 0 seu estado excitado singuleto e
consequentemente ndo ocorre formagéo de um rendimento substancial de ROS (Nyman
& Hynninen, 2004; Agostinis et al., 2011); 3) ter uma elevada retencao nos tecidos-alvo
face aos restantes tecidos para maximizar a seletividade da terapia (Nyman & Hynninen,
2004; Ribeiro et al., 2005; Pervaiz & Olivo, 2006; Josefsen & Boyle, 2008; Robertson et
al., 2009; Allison & Sibata, 2010). Deve acumular-se preferencialmente em organelos
estratégicos como a mitocondria, reticulo endoplasmatico, lisossomas e complexo de
golgi. A producdo de ROS, por parte de um FS excitado, nesses organelos,
(principalmente na mitocondria) pode induzir a morte de células tumorais por apoptose
(Ribeiro et al., 2005); 4) possuir caracteristicas fotofisicas apropriadas, como, elevado
rendimento quantico tripleto, elevado rendimento quéntico de oxigénio singuleto (Santos
et al., 2003; Pervaiz & Olivo, 2006) e apresentar um estado tripleto com um tr elevado
(Tt > 500 ns) para que ocorra a transferéncia de energia e/ou eletrées do FS para o *0;
(Machado, 2000; Ribeiro et al., 2005); 5) deve apresentar uma minima atividade
citotoxica no escuro, desenvolvendo apenas atividade na presenca de luz (Nyman &
Hynninen, 2004; Ribeiro et al., 2005; Pervaiz & Olivo, 2006; Agostinis et al., 2011; Yano
et al., 2011; Avirah et al., 2012); 6) ser rapidamente excretado a partir do organismo
(Nyman & Hynninen, 2004; Pervaiz & Olivo, 2006; Robertson et al. 2009; Agostinis et
al., 2011; Yano et al., 2011; Avirah et al., 2012); 7) deve possuir uma estrutura anfifilica,
ou seja, soltvel em agua mas contendo um grupo hidrofobico para facilitar a passagem
através das membranas celulares (Josefsen & Boyle, 2008; Allison & Sibata, 2010) e 8)
ndo deve provocar efeitos mutagénicos ou carcinogénicos (Hendrickx, 2006; O’Connor
et al., 2009).

Outros autores acrescentam gque compostos que se destinam a aplicacdes nesta area
devem, também, ser compostos de sintese facil (Castano et al., 2004; (Nyman &
Hynninen, 2004), elevada reprodutibilidade e bons rendimentos (Silva et al., 2000).

Estas caracteristicas definem teoricamente um FS ideal, no entanto, é necessario ter
em conta, para além das propriedades bioldgicas, fisicas e quimicas, as condigdes que
respondam as necessidades do doente. Deste modo, o clinico tem que optar pelo FS que
Ihe parece ser o mais apropriado face as necessidades e com as melhores caracteristicas
clinicas (Hendrickx, 2006; Plaetzer et al., 2009).
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1.6 Aplicagdes da PDT

A aplicagdo mais importante da PDT é no tratamento de diferentes tipos de cancro,
(Nyman & Hynninen, 2004; Pervaiz & Olivo, 2006; Konopla & Goslinski, 2007;
Agostinis et al., 2011; Yano et al., 2011; Wan & Lin, 2014) tais como, no cancro do
esofago, gastrico; intestino; colon-retal; mama; bexiga; pulmao; pele (Yano et al., 2011);
colangiocarcinoma irresecavel (CC) (Agostinis et al., 2011); cancros resistentes a outros
tratamentos (Nyman & Hynninen, 2004) e lesBes pré-cancerosas (Pervaiz & Olivo, 2006).

A medida que a aplicacdo da PDT evoluiu ao longo dos anos, tém aparecido
algumas terminologias na literatura, tais como fotomedicina, que envolve o uso de luz na
preparacédo de formas farmacéuticas e na prevencao e tratamento de doencas; fototerapia
e fotoquimioterapia (a primeira envolve o tratamento diretamente com luz, enquanto a
segunda envolve uma combinacéo de agentes quimioterapéuticos com a luz) (Pervaiz &
Olivo, 2006). As técnicas de PDT, em que, apos irradiacdo de células cancerigenas com
luz de c.d.o. especifico gerando uma excitacdo, tém sido utilizadas como método de
diagnéstico de cancro (Yano et al., 2011). Machado (2000), escreve que o cancro da
bexiga é, normalmente, de dificil diagndstico, contudo, devido a retencdo preferencial dos
FSs no tecido doente, estes casos tém sido detetados com sucesso através da medicdo da
fluorescéncia, apds irradiacdo do tecido lesado.

Agostinis e colaboradores (2011), descrevem que na PDT, a taxa de penetragédo
da luz através dos tecidos é limitada, todavia esta caracteristica pode ser explorada
favoravelmente para o tratamento de doencas superficiais, tais como, condigdes pré-
cancerosas (e.g. displasias mucosas, queratose actinica), carcinoma in situ (CIS) ou
tumores superficiais (e.g. mesotelioma maligno pleural, carcinomatose intraperitoneal
disseminada).

A PDT também pode ser combinada com a cirurgia (Nyman & Hynninen, 2004;
Agostinis et al., 2011), e.g., para remocdo de um tumor até um tamanho trativel pela
PDT, como também pode ser aplicada para remover possiveis restos microscépicos do
tumor apds cirurgia; com a quimio; radio e hipertermia. Pode ser também usada para
tratamento paliativo, com o objetivo de reduzir o tamanho do tumor e, assim, aliviar 0s
sintomas e aumentar a expectativa de vida de um paciente terminal (Nyman & Hynninen,
2004). Robertson e colaboradores (2009) descreveram que pacientes com cancro
terminal, apos aplicacdo da PDT dirigida para o alivio da dor, sobreviveram por muito

mais tempo do que o esperado.
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A PDT pode ainda fornecer ajuda em casos de obstrucdo das vias aéreas por um
tumor ou de um tumor inoperavel no cérebro (Machado 2000; Nyman & Hynninen,
2004). Além disso, pode representar um tratamento para casos ndo oncoldgicos tais como,
a aterosclerose; (uma das principais causas de morte nos paises desenvolvidos);
hiperplasia prostatica benigna (HPB); artrite reumatdide (AR); psoriase; acne;
(Dougherty et al., 1998; Nyman & Hynninen, 2004) degenera¢cdo macular relacionada
com idade (DMRI); entre outros (Nyman & Hynninen, 2004; Pervaiz & Olivo, 2006;
Gupta et al., 2013). Varios estudos tém ainda demonstrado que a PDT também apresenta
propriedades antimicrobianas (Konopla & Goslinski, 2007).

Atualmente, a PDT é um método terapéutico que tem vindo a ser usado cada vez
com frequéncia em dermatologia, na tentativa do tratamento do sarcoma de Kaposi, da
doenca de Paget extramamaria, e do Linfoma cutaneo de células B (Wan & Lin, 2014)e

Noutras doencas proliferativas, tais como, malformacdes vasculares, observaram-
se resultados impressionantes, provavelmente devido aos efeitos anti-angiogénicos da
PDT (Wan & Lin, 2014).

1.7 Estudos da terapia fotodinamica in vitro e In vivo

Em 2002, Hajri e colaboradores avaliaram a eficacia da PDT, in vitro, utilizando
uma cultura de células tumorais do colon humano, HT29, a partir da avaliacdo da
citotoxicidade provocada por concentragdes crescentes de dois FSs, Photofrin® (100 ng
a 100 mg/mL) e a Feoforbida a (Ph a, uma bacterioclorina), 6 ng a 6 mg/mL. As células
foram expostas a uma irradiacédo de 640 nm para Photofrin® e 670 nm para a Ph a, emitida
por uma lampada de halogénio. Os resultados demonstraram que a aplicacdo da PDT
inibiu o crescimento das células HT29. A fotolesdo celular ocorreu quando o valor das
concentracdes de Ph a e Photofrin® atingiram os 0,3 mg/mL e 10 mg/mL, respetivamente
(Hajri et al., 2002).

Os mesmos autores, também investigaram a eficacia da PDT, in vivo, utilizando
0s mesmos FSs e tipo de cancro em ratinhos atimicos, nos quais foi injetado por via
subcutanea 1,7x107 células HT29 para indugdo do tumor. As investigacdes foram
realizadas quando os tumores atingiram 8 a 10 mm de didmetro (isto é, 0,25 a 0,50 cm?®
de volume). Os ratinhos portadores do tumor HT29 foram injetados intraperitonealmente
com Photofrin® ou com Ph a (30 mg/kg). A inibi¢do do crescimento do tumor apos uma

Unica sessdo de PDT, com luz de intensidade 100 J/cm?, foi medida pelas alteraces de
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volume e por analise histologica de necrose tumoral. A luz foi gerada por um laser
sintonizavel para 635 nm para Photofrin® e 665 nm para Ph a. A luz do laser foi
desfocada na ponta de uma fibra de quartzo de 400 mm de didmetro através de microlentes
e ajustada para circular em 2 cm? no tecido tumoral. Nestas condic@es experimentais, as
irradiacdes foram de 200 mW/cm? a 635 nm e 150 mW/cm? a 665 nm (Hajri et al., 2002).

Concluiram, através dos resultados obtidos, que a PDT apresenta capacidade de
destruir células de tumor do c6lon humano, in vivo (tumor induzido nos ratinhos), pois
observaram um atraso no crescimento do tumor. O estudo também sugere a utilizacdo
preferencial de Photofrin® na PDT no tratamento do cancro do célon, sugerindo que este
deve ser mais eficaz in vivo relativamente ao Ph a, uma vez que verificaram uma melhor
absorcdo do Photofrin® pelo tumor (Hajri et al., 2002).

Yan e colaboradores (2010) avaliaram o efeito anti-tumoral do FS Chlorin-H

(figura 1.10) para a PDT, in vivo.
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Figura 1.10 - Representacdo da estrutura quimica da Chlorin-H (adaptada de Yan et al., 2010).

Para determinar os efeitos de Chlorin-H, utilizaram um grupo de ratinhos, aos quais
foram injetados subcutaneamente células de cancro do pulméo (células A549) na zona
dos flancos. Quando os tumores atingiram 1 cm, foi administrado uma concentracédo de 8
MM desse composto e o tratamento iniciado. Apds 24 h, os ratinhos foram expostos a
irradiacdo por laser (c.d.0.= 698 nm) com 130 mW/cm?, com uma intensidade de 78
Jlem?, durante 10 minutos (Yan et al., 2010).

Os resultados mostram que os tumores tratados com PDT comecaram a diminuir de
tamanho dentro de 5 dias e formaram uma crosta ao fim de 20 dias. Em contraste o0s
tumores, no grupo de ratos s6 com FS e néo irradiados e no grupo de controlo, continuou
a crescer e apresentavam-se significativamente maiores do que no grupo tratado com a

PDT, ap6s 10 dias de tratamento. Em geral, consideram que o Chlorin-H é um FS anti-
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tumoral eficaz in vivo e & merecedor de estudos adicionais como um novo candidato a
farmaco para a PDT (Yan et al., 2010).

Outro estudo, onde se avaliou o efeito in vitro da PDT mediada pelo FS aluminio-
cloro-ftalocianina (AICIFt) em formulacdo lipossomal (TFD-AICIFt), em culturas
celulares primarias derivadas de carcinoma mamario de cadelas. Pela citotoxicidade
provocada pelo AICIFt & concentracdo de 2,5 UM, no escuro e sob irradiacdo, utilizando
0 LED como fonte de luz (intensidade= 10 J/cm? e c.d.o. = 660 nm) e avaliando a
citotoxicidade apenas mediada pela irradiacao (Rocha, 2010).

Os resultados demonstraram claramente (perante um controlo) a eficacia da PDT
mediada pelo AICIFt em formulagdo lipossomal na destruicdo de células tumorais em
culturas in vitro e verificou que o LED e o AICIFt em formulacédo lipossomal, ambos de
forma isolada, ndo causaram citotoxicidade no modelo experimental proposto (Rocha,
2010).

Berlanda e colaboradores (2010) avaliaram, in vitro, as propriedades de seis FSs
(Foscan®, Fospeg®, hipericina, aluminio (IIl) cloreto de ftalocianina tetrasulfonato
(AlPcSs), acido 5-aminolevulinico (ALA) e o Photofrin®) em termos de citotoxicidade
(sem irradiacdo); fototoxicidade (com irradiacdo), utilizando o LED como sistema de
irradiagdo (610 nm para a hipericina, 630 nm para Photofrin® e ALA, 660 nm para
Foscan®, Fospeg® e AlIPcSs), em células de carcinoma epidermoide humano (A431). A
fototoxicidade foi avaliada utilizado 0,4 UM de Foscan® e Fospeg®, 1 UM de hipericina,
2 UM de Photofrin®, 40 uM de AIPcSse 1 mM de ALA. Observaram que Foscan® & um
FS muito eficaz pois induziu elevada fototoxicidade a concentragbes muito baixas, 0,4
UM, quando irradiado com intensidade de 0,07 J cm 2. Idéntico padréo foi observado in
vitro para Fospeg®. ALA ndo produziu efeitos citotoxicos no escuro até uma
concentracdo de 3,3 mM, seguindo-se uma répida diminuicdo da viabilidade a
concentrag0es mais elevadas. Entre todos os FSs, o Photofrin® apresentou maiores
aprovacdes clinicas e serve como padréo (Berlanda et al., 2010).

A PDT tem demonstrado resultados de sucesso (Avirah et al., 2012), razdo pela
qual se tem realizado imensos estudos para que seja implantada (Perussi, 2007). No
entanto, o verdadeiro desafio consiste na destruicdo de tumores mais profundos e outra
preocupacdo ainda mais grave, deve-se ao microambiente celular de hipoxia criado nos
tumores, 0 que pode comprometer severamente a eficadcia da PDT, uma vez que a

presenca de oxigénio molecular endégeno € essencial para que forme a espécies
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citotoxicas. Assim, a investigacdo nesta area devem prosseguir no sentido de superar estes
desafios, para que a PDT possa evoluir ainda mais como uma terapéutica eficaz no
tratamento do cancro (Avirah et al., 2012).

Atualmente a sintese de corantes esquarilicos eficazes, também € uma area ativa de
investigacdo fotobioldgica. Varios resultados relacionados com a utilizacdo desses
corantes sugerem que 0s compostos esquarilicos apresentam um elevado potencial para

ser utilizados em ensaios clinicos num futuro previsivel (Avirah et al., 2012).

1.8 Corantes

O primeiro corante organico sintético, Mauveina (figura 1.11), foi descoberto pelo
quimico britanico William Henry Perkin em 1856, quando fez reagir anilina com solucéo
acida de dicromato de potassio, numa tentativa de preparar uma droga anti-malaria. Ele
ndo sO descobriu o primeiro maior corante sintético como também fundou a industria
quimica moderna (Broadbent, 2001) e consequentemente, em poucos anos, 0s corantes

sintéticos substituiram quase todos 0s antigos corantes naturais (Christie, 2001).

ch,ﬁ - ,NH ,,ex CHa

7

Figura 1.11 - Estrutura quimica de Mauveina (adaptada de Broadbent, 2001).

A estrutura molecular dos corantes € complexa quando comparada com a maioria
dos compostos organicos comuns. Apesar da complexidade, as estruturas dos corantes
apresentam caracteristicas comuns, tais como a presenca de um determinado nimero de
anéis aromaticos como o benzeno ou naftaleno, ligados em um sistema completamente
conjugado. Este fato leva a existéncia de uma longa sequéncia de ligacGes simples e
duplas alternadas entre os atomos, maioritariamente entre atomos de carbono, que
formam grande parte da estrutura, sendo esta unidade formada designada por cromaéforo
ou unidade responsavel pela coloragdo. Contudo, para que um composto apresente

coloracdo, sdo necessarias cinco ou seis ligacGes duplas conjugadas na sua estrutura
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molecular (Broadbent, 2001). Os cromdéforos mais importantes sdo grupos azo (-N=N-),
carbonilo (C=0), metino (-CH=) e nitro (NO2) (Christie, 2001).

Os corantes sdo substancias com grande capacidade de absorcao de luz no espectro
visivel e pelo facto de absorverem luz com elevada eficiéncia, sdo capazes de induzir ou
participar em reacbes fotoquimicas (Machado, 2000). Na PDT os corantes sao
denominados por FSs, devem ser compostos ndo-toxicos na auséncia de luz e sdo
divididos nos seguintes grupos: azino-catidnicos, fenotiazinicos, cianinas, macrociclicos,
ftalocianinas, psorales, porfirinas, perilenequinonodides e combinacdes de corantes
(Bouillaguet et al., 2008).

Os corantes que absorvem ou emitem em c.d.o. longos (> 650 nm) tém ganho uma
atengdo crescente nos Uultimos anos, devido as suas potenciais aplicacbes na
optoelectrdénica e na biomédica. Varias tentativas tém sido feitas para o desenvolvimento
de compostos que absorvem na regido do IV proximo, sendo uma das hipoteses, aumentar
a extensdo da conjugacao m. Os corantes de cianina tém recebido uma especial atencéo
devido as suas propriedades notaveis de absorcéo e emissao na regido 1V proximo (NIR
-do inglés near-infrared). No entanto, a sua fotodegradacdo e baixa estabilidade quimica
levou ao desenvolvimento de corantes que apresentam absorcdo alternada na regido do
IV préximo e IV (IR — do inglés infrared), tais como os corantes esquarilicos (Avirah et
al., 2008).

1.9 Cianinas

A estrutura das cianinas é caracterizada pela presenca de dois grupos heterociclos
de azoto, em que um deles estd carregado positivamente, ligados por uma cadeia
polimetinica (formada por um nimero impar de grupos de metino, ligados de forma

alternada por ligacdes simples e duplas (-CH=) (Figura 1.12).

Figura 1.12 - Estrutura e classificacdo geral das cianinas, sendo n= 0 (cianina); n= 1 (carbocianina); n= 2
(dicarbocianina) e n= 3 (tricarbocianina); X=S, Se, O, N, C(CHa)2...; Y= grupos heterociclicos terminais; R1 e R2=
CHs, C2Hs, C3H7, CeH1s, CioH21... € Z=CI, I, ... (Adaptado de Fagundes, 2013).
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S&@o moléculas que podem ser obtidas por métodos de sintese simples, e numa
larga variedade estrutural podendo exibir uma ampla diversidade de cores dependendo do
meio em que se encontram (Mishra et al., 2000) e estdo associadas a interacdo de
ressonancia entre os atomos de azoto, presentes nos extremos da cadeia conjugada anéis
heterociclicos terminais, envolvendo a deslocalizacdo da carga positiva (Armitage, 2008),
originado assim, os croméforos (Delay et al., 2000).

Dependendo da sua estrutura, as cianinas apresentam um espectro eletromagnético
com bandas de absorcdo que vao desde a regido do IV ao UV incluindo a regido do visivel
(Vis) (Mishra et al., 2000) e normalmente apresentam elevados coeficientes de
absortividade molar (Delay et al., 2000). A maioria destes corantes sdo cationicos, em
contraste com os FSs anionicos mais utilizados, tais como a hematoporfirina, clorinas e
as flatocianinas. Os corantes catidénicos podem ser utilizados como FSs de tumor de
células especifica e induzem reduzida fototoxicidade da pele (Delay et al.,2000).

As caracteristicas fotoquimicas e fotofisicas destes corantes tais como, elevados
coeficientes de absortividade molar numa ampla zona do espectro (Delay et al., 2000;
Avirah et al., 2012); bom rendimento quantico; capacidade de geracdo do T; (Tatikolov,
2012) tem sido muito Uteis para muitas aplicacdes bioldgicas, como por exemplo para a
PDT (Avirah et al., 2012).

1.9.1 Cianinas esquarilicas

A maioria dos FSs aprovados tém vias metabdlicas degradativas lentas e,
infelizmente, sdo ativados pela luz de c.d.o. abaixo de 600 nm, consequentemente nao
podem penetrar mais do que alguns milimetros na pele. Devido a esta razdo,
recentemente, tem havido um grande interesse no desenvolvimento de corantes que
possuem absorcao na regido do IV proximo. Nesta perspetiva, 0s corantes esquarilicos
tem atraido grande interesse nos Ultimos anos para o desenvolvimento de FSs que
mostrem propriedades melhoradas de absorcdo, um melhor rendimento quantico do
estado excitado tripleto e consequentemente uma maior formacéo de 'O, (Avirah et al.,
2012).

As primeiras sinteses das cianinas esquarilicas foram ha mais de 40 anos (Reis et
al., 2009). Séo estruturas polimetinicas, 1,3-zwiteriénicas, com um aceitador central de
quatro membros, o anel esquarilico e com doadores aromaticos ou anéis heterociclicos

laterais (Avirah et al., 2012), como apresentado na figura 1.13. A sintese de muitos destes
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corantes envolve a condensacdo de um anel aromatico rico em eletrdes, com o acido

esquarico (Levine, 2012).

Figura 1.13 - Representacéo da estrutura geral dos corantes esquarilicos, sendo R1 e R2=grupo alquilo..; X = O, OCHs,
NHz, NHCHs...; Z= 1, ClI,, CF3SOs'...; Y = grupo aromatico (Adaptado de Torres, 2010).

Estes compostos possuem bandas de absorcao estreitas e intensas (= 10° M cm-
1, que se estendem desde a regidio do IV proximo até ao IV, a designada por “janela
fototerapéutica”. A absorgdo intensa nesta regido (600-850 nm) leva a que as cianinas
esquarilicas apresentem elevado potencial como novos agentes FSs na PDT. Este facto
deve-se ao caracter intramolecular, fundamentalmente pela existéncia de uma grande
quantidade de ligagdes m presentes nestes compostos (Avirah et al., 2012). As
propriedades fotoquimicas e fotofisicas exibidas por estes corantes permitem que sejam
altamente apropriados para um vasto numero de aplicacdes bioldgicas, tais como,
sensores de iGes metélicos; marcadores fluorescentes (Santos et al., 2003) (Avirah et al.,
2012); e detetores de grupos tiol (Avirah et al., 2012).

Apesar das varias vantagens dos corantes esquarilicos tais como absor¢do na
“janela fototerapéutica”, elevada estabilidade devido a rigidez imposta pela inclusdo do
anel de quatro membros na cadeia polimetinica, as aplicacdes biol6gicas destes corantes,
especialmente como potenciais sensibilizadores em PDT, ndo foram exploradas até
recentemente. Isto deve-se possivelmente ao fato de que estes corantes mostram baixa
eficiéncia no ISC, tornando-os menos eficientes na geracdo de espécies reativas
necessarias para induzir danos celulares (Avirah et al., 2012).

Quando comparados com as cianinas, os corantes esquarilicos apresentam
algumas propriedades que limitam o seu potencial como FSs, tal como, a propenséo para
formarem agregados em solucdo aquosa que, para além de reduzir a fotoestabilidade,
levam & diminuigdo dos ®A de formagio de 'O, e do tempo de vida do estado tripleto e
sofrerem degradacdo quimica por parte do ataque de agentes nucledfilos bioldgicos
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(proteinas, cisteinas) ao anel esquarilico (Arun etal., 2011, Avirah et al., 2012). Contudo,
varios estudos j& demonstraram que quando substituidos adequadamente, os corantes
esquarilicos exibem propriedades fotofisicas bastante favoraveis que lhes conferem
potencial como sensibilizadores em PDT (Avirah et al., 2012).

Fagundes (2013) realizou a sintese e caracterizacdo de corantes cianinicos
esquarilicos simétricos e assimétricos, figura 1.14, e avaliou a sua citotoxicidade, in vitro,
no escuro e sob irradiagdo nas linhagens celulares HepG2 e Caco-2, com a finalidade de
estudar o seu potencial como agentes fotossensibilizadores para a PDT. Utilizou
concentragdes crescentes de 0,1; 1,0; 5,0 e 10,0 uM para a aplicacdo de cada um dos
compostos nas culturas celulares e a fonte de luz utilizada para irradiagéo foi o LED, com
uma banda de emissdo centrada a 660 nm (c.d.o. utilizado segundo os valores de c.d.o.

max. obtido nos estudos Vis dos corantes) e uma poténcia de 3,6 mW.
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Figura 1.14 - Férmula geral dos corantes cianinicos esquarilicos sintetizados (adaptado de Fagundes, 2013).

Os resultados obtidos demonstraram que o composto zwiteridnico (X= Se, Y=S,
S1= 1, S2= 07) e 0 composto aminoesquarilico que possui 0 grupo NHz (X= Se, Y=S, S;1=
I, S2= NH>) podem ser considerados como potenciais FSs para PDT do cancro (Fagundes,
2013).

Mais recentemente, Frides (2015) também sintetizou corantes esquarilicos
assimétricos (figura 1.15) e avaliou a sua citotoxicidade, in vitro, no escuro e apés
irradiacdo (durante 7 ou 14 minutos), nas linhas celulares Caco-2 e HepG2, com o
objetivo de estudar o potencial destes corantes como agentes FSs para aplicacdo em PDT

do cancro.
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Figura 1.15 - Férmula geral dos corantes cianinicos esquarilicos sintetizados (adaptado de Frides, 2015).
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Utilizou concentrac6es crescentes de 0,1; 1,0; 5,0 e 10,0 uM para a aplicagéo de
cada um dos compostos nas culturas celulares e para irradiacao utilizou LEDs centrados
a 630 ou 660 nm. Os resultados obtidos demonstraram que o corante zwiterionico (Z= O

; Y=1) pode ser considerado como um potencial FS para PDT do cancro.

1.10 Avaliacédo da citotoxicidade em culturas de células - Indicador de viabilidade
celular (Alamar Blue)

O Alamar Blue © (A.B.) é um corante sollvel em agua que tem sido muito
utilizado para a quantificacdo da viabilidade, in vitro, de varios tipos de células. Devido
ao fato de que € extremamente estdvel e mais importante, apresentar auséncia de
citotoxicidade para as células, € possivel a monitorizacao continua das culturas ao longo
do tempo. Principalmente por esta razdo, este teste foi considerado superior a testes
classicos para a viabilidade celular, tais como o ensaio MTT. O ensaio MTT baseia-se na
capacidade de células viaveis produzirem formazano a partir da clivagem do sal de
tetrazdlio por mitocondrias funcionais (Al-Nasiry et al., 2007) (através de enzimas como
a desidrogenase e outros agentes redutores (Stockert et al., 2012)). No entanto, o teste de
MTT necessita de matar as células para quantificar a viabilidade celular, pois o formazano
precipita no meio intracelular e é necessario extrai-lo com solventes organicos, tornando-
se impossivel o continuo acompanhamento da cultura celular (Al-Nasiry et al., 2007).

O A.B. ¢ constituido por um indicador redox, a resasurina, e quando adicionado a
culturas de células viaveis, a forma sua forma oxidada (resazurina) entra no citosol e é
convertido para a sua forma reduzida (resorufina), figura 1.16, pela atividade enzimatica
mitocondrial, por aceitar eletrdes de NADPH, FADH,, NADH, bem como a partir dos
citocromos (Al-Nasiry et al., 2007).

Celula viavel

Reacgbes
de Redugdo

la* O (0] O Na* O (o) (0]
Ty Ty
N N

Resazurina Resorufina

Figura 1.16 - Representacdo da reacdo de redugdo da rezasurina, em células vidveis (adaptado de Riss et al., 2013).
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Esta reacdo redox é acompanhada por uma mudanca de cor do meio de cultura de
azul intenso para rosa fluorescente, que pode ser facilmente medida pelo método
colorimétrico (Al-Nasiry et al., 2007), espectrofotometria, uma vez que a resazurina
absorve a 600 nm e a resorufina a 570 nm (Al-Nasiry et al., 2007; Borra et al., 2009),
permitindo uma avaliacdo da atividade celular metabdlica (Al-Nasiry et al., 2007), uma
vez que a quantidade de fluorescéncia absorvida (taxa de reducdo) é diretamente
proporcional ao nimero de células viaveis (O'Brien et al., 2000).

A avaliacdo da viabilidade celular com o A.B. é um método muito popular devido

asua rapidez, sensibilidade, eficcia e baixo custo (O'Brien et al., 2000; Riss et al., 2013).

1.11 Objetivos do trabalho

O principal objetivo deste trabalho consistiu na sintese de novos corantes cianinicos
esquarilicos assimétricos derivados da quinaldina, a sua caracterizacao espectroscopica e
a avaliacdo como potenciais FSs para PDT do cancro da mama, usando as linhas celulares
tumorais MCF-7 e BT-474.

Objetivos especificos:

» Preparacdo de varios precursores/heterociclicos, a partir de compostos disponiveis
comercialmente, derivados da quinaldina e do benzoselenazole, utilizando
métodos previamente descritos na literatura ou adaptados a partir deles.

» Sintese, purificacdo e caracterizacdo (confirmacdo estrutural) dos corantes
esquarilicos assimétricos, figura 1.17, através do p.f.; técnicas de espectroscopia
no IV, no VIS, espectroscopia de massa de alta resolucdo (EMAR) e ressonancia
magnética nuclear de protio (*H-RMN) e de carbono (33C-RMN).

- - N .
Ty i L R
5] AN
1 A
| ). - ) A, &
" -l e e ___.:_,.-"' LR %, =}

X =28e; 5 =H; §;=0; OCH;; NHCH: ; NHi; MHPh e 3-I-NHPh; ;= Hex

Figura 1.17 - Férmula geral dos corantes cianinicos esquarilicos sintetizados neste trabalho.

» Estudo da fotofisica/fotoquimica de cada um dos novos corantes,
fundamentalmente, para a determinacdo do respetivo rendimento quantico do

estado tripleto, e correspondente tempo de vida, e eficiéncia na conversdao de
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oxigeénio tripleto a singuleto por um método direto, medindo o decaimento de
luminescéncia dos corantes na regido do IV proximo.

Avaliacdo da citotoxicidade dos corantes esquarilicos (figura 1.17, S2=O"; OCHpg;
NHCHs ; NH2; NHPh e 3-1-NHPh) em comparagdo com o corante zwiterionico
(figura 1.17, So= O"), in vitro, utilizando células em cultura das linhas celulares
MCF-7 e BT-474, no escuro e sob irradiacdo, de forma a comprovar a eficiéncia
dos novos corantes. A fonte de luz utilizada foram os LEDs com um c.d.o

especifico ao espectro de absorcéo dos FSs sintetizados.
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Parte Experimental

2.1 Reagentes e Equipamentos

Os solventes utilizados e, na qual a sua sintese ndo se encontra descrita foram
adquiridos comercialmente e apresentam elevado grau de pureza. O diclorometano
(CH2Cly) utilizado nas reacOes de sintese foi pré-seco com cloreto de calcio (CaCl.) e
posteriormente seco sob hidreto de célcio (CaH.) por métodos padronizados (Perrin et
al., 1980).

O progresso das reacdes foi seguido por cromatografia em camada fina (c.c.f),
usando placas de silica-gel Merck, 60 F2s4 com 0,25 mm de espessura, sendo o eluente
utilizado apenas CH2Cl> ou uma mistura de CH2Cl2/MeOH (2, 5 e 10 %). Apds a eluicao,
as placas cromatograficas foram observadas a luz UV nos c.d.o. 254 e/ou 365 nm. No
entanto, as placas correspondentes a compostos que apresentam na sua estrutura
molecular &tomos de azotos basicos (sais quaternarios de aménio e aminas) foram ainda
reveladas, adquirindo uma coloracéo alaranjada aquando da pulverizagcdo com a solucao
de Draggendorff (mistura 1/1 (v/v) de nitrato de bismuto 2 % em solucdo aquosa de &cido
acetico 20 % e iodeto de potassio 40 % em agua).

Os pontos de fusdo foram determinados num Microscopio Binocular URA com
placa aquecida e ndo foram corrigidos.

Os espectros no VIS foram obtidos e registados num espetrofotémetro
Spectrophotometer Perkin-Elmer Lambda 25 entre os comprimentos de onda 500 e
800/900 nm. Os diferentes corantes utilizados para a determinacdo dos respetivos
espectros foram dissolvidos em DMSO (dimetilsulféxido) e em meio de cultura sem soro
(DMEM) e seguidamente colocados numa célula de quartzo de 1 cm de percurso 6tico,
para se efetuar a leitura. Na descricdo de cada espectro é apresentado o valor do c.d.o.
correspondente ao maximo de absor¢do (Amax, €m nm) e o logaritmo do valor do
coeficiente de extingdo molar correspondente a essa banda (¢ em dm3.mol™.cm™).

Os espectros no 1V foram realizados num espectrofotometro UNICAM Research
Series FTIR. Na descricédo dos diferentes espectros, os dados conseguidos séo indicados
pela seguinte ordem: estado fisico da amostra (KBr-em pastilhas de brometo de potassio);
frequéncia do maximo de uma banda de absorcao (uvmax em cm™); tipo de banda [forte (f),
larga (1), média (m), fraca (fr), e larga (frl)] e atribuicdo dessa banda a uma ligacao entre

atomos da molécula.
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Os espectros de *H-RMN e de 3C-RMN foram registados num espectrometro
Bricker Avance 111 400 e Avance 111 600 na Universidade da Beira Interior. Os espectros
foram realizados nos espectrometros de 600 ou 400 MHz, estando, em cada caso,
devidamente assinalados. Na descricdo de cada espectro os dados sdo descritos da
seguinte maneira: solvente; desvio quimico 6 (em ppm); area relativa [nH (como nimero
de protbes a que corresponde o sinal)]; multiplicidade do sinal [singuleto (s), singuleto
largo (sl), dupleto (d), tripleto (t), tripleto largo (tl), quarteto (g), quinteto (quint) e
multipleto (m)]; valor da constante de acoplamento (J, em Hz); atribuicdo a protbes da
molécula; confirmacéo de protbes labeis apds agitacdo da amostra com Oxido de deutério
(troca com D,0). Foi utilizado tetrametilsilano (TMS) nos espectros de *H-RMN sendo
utilizado como referencia (6= 0,00 ppm), nos espetros em que o solvente utilizado foi o
CDCl3 e o sinal do proprio solvente nos espectros tragados em DMSO. Nos espectros de
13C-RMN foi usado o sinal do préprio solvente como referéncia sendo a identificaco dos
carbonos dos grupos CH2, CHz e CH feita com base nos espetros DEPT 135 e DEPT 90,
respetivamente.

A obtencdo dos espectros de massa foi conseguida num espectrémetro microTOF
(focus) Brucker Daltonics nos servicos de Espectrometria de massa no C.A.C.T.l. da
Universidade de Vigo. No registo dos diferentes espectros obtidos, os dados estdo
indicados pela seguinte ordem: razdo massa carga do ido molecular (m/z); férmula
molecular e massa exata determinada para o ido molecular correspondente.

O ®A de formagio de 1O, 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 aquisicdo de sinais na regido do Infravermelho préximo (700-1700
nm), que ndo sdo possiveis de adquirir usando um detetor de UV/Visivel normal (cerca
de 200 a 800 nm). Para avaliacdo da eficacia dos corantes esquarilicos, na producdo de
107, 0os ®A na formacgdo de O, foram medidos, em cloroférmio a 337 nm, com
densidade otica de 0,6, utilizando a fenazina como padréo.

Na cultura de células in vitro todo o material utilizado para aplicacdo dos compostos
esquarilicos nas diferentes linhas celulares encontrava-se esterilizado e ap6s a sua
utilizacdo foi devidamente descartado, os frascos ventilados com filtro (Costar) e todo o
trabalho experimental foi realizado numa camara de fluxo laminar classe I, com o

objetivo de evitar possiveis contaminagdes.
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A cultura de células foi realizada em placas de cultura de 96 pocos (Costar) sendo
estas mantidas numa incubadora de CO- (Binder CB150), a temperatura de 37 °C com
controlo de humidade e CO,/ar (5:95).

O meio base de cultura utilizado foi o DMEM (Ref. 21969 GIBCO), armazenado
no frigorifico a 4 °C, com 4,5 g/L de glicose e 0,11 g/L de piruvato de sédio (sem L-
glutamina devido ao facto do composto sofrer degradacdo ao longo do tempo).

A avaliacdo das placas de cultura de células foi realizada num Microscopio
Invertido de Epifluorescéncia Olympus e a leitura das absorvancias num
espectrofotometro de microplacas Labysistems Multiskan EX.

As pipetagens foram realizadas com pipetas de Pasteur, pipetas graduadas,
micropipetas (Gilson) e micropipeta multi-canal.

Os sistemas LEDs para irradiacdo das células foi idealizado e desenvolvido em
conjunto com o Professor José Ramiro Fernandes do Departamento de Fisica, Escola de

Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro.

2.2 Sintese dos corantes esquarilicos assimétricos derivados da quinaldina e do
benzoselenazole

2.2.1 Sintese preévia

2.2.1.1 Sintese do iodeto de 1-hexil-2-metilquinolinio (2)

A sintese do sal quaternario de amonio 2 foi

adaptada da literatura (Pardal et al., 2002). Fez-se S
reagir a quinaldina (1) (4,73 mL, 34,96 mmol) e 1-
iodo-hexano (I-Hex) (15,47 mL, 104,88 mmol), em ,;/

acetonitrilo (125 mL), a refluxo e sob agitacdo. A

evolucdo da reacdo foi seguida c.c.f. (silica,
CH2Cl2/MeOH 2 %).

Apos cinco dias de reagdo, a mistura reacional foi removida do aquecimento e

arrefecida em banho de gelo, tendo-se adicionado éter etilico para promover a
precipitacdo total do produto desejado. O precipitado formado foi recolhido por filtragcdo
a pressédo reduzida e lavado com éter etilico gelado e os cristais obtidos secos a pressdo

reduzida. As fases organicas resultantes das lavagens foram recolhidas e concentradas por
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evaporagio do solvente a pressdo reduzida. A mistura resultante foi adicionado mais um
equivalente molar (7,74 mL) de I-Hex e colocada novamente a refluxo durante cinco dias
no sentido de aumentar o rendimento da reacdo. Este procedimento foi realizado por mais
duas vezes. Deste modo, obteve-se entdo iodeto de 1-hexil-2-metilquinolinio (2) com
um rendimento de 88 %, na forma de cristais amarelos apresentando: p.f. 161,7-162,9 °C
(lit. 129-130 °C, Pardal et al., 2002), IV vmax (KBr): 3069 (fr, ArC-H), 3009 (fr, ArC-H),
2948 (f, CH-alif.), 2914 (f, CH-alif.), 1618 (m), 1603 (f), 1580 (m), 1463 (m), 1428 (m),
1370 (m), 1359 (f), 1240 (fr), 1220 (fr), 1180 (fr), 1133 (fr), 1066 (fr), 1039 (fr), 834 (m),
826 (f), 788 (m), 779 (m), 754 (fr), 729 (fr), 597 (fr) cm™.

2.2.1.2 Sintese do iodeto de 3-hexil-2-metilbenzoselenazolio (4)

A sintese do sal quaternario de amonio 4 foi
adaptada da literatura (Pardal et al., 2002). Fez-se
reagir 2-metilbenzoselenazole (3) (5,0 g, 25 mmol) e
I-Hex (11,07 mL, 75 mmol) em acetonitrilo (50 mL),
com agitacdo e a refluxo. O progresso da reacdo foi
seguido por c.c.f. (silica, CH2Clo/MeOH 2 %).

Apos cinco dias de reagdo, a mistura reacional retirou-se do refluxo e deixou-se a

arrefecer a temperatura ambiente (=25 °C) por alguns minutos. Posteriormente a mistura
foi colocada em banho de gelo tendo-se adicionado éter etilico para promover a
precipitacdo total do produto desejado. O precipitado formado foi recolhido por filtracdo
a pressao reduzida e seguidamente os cristais obtidos foram lavado com éter etilico gelado
e secos a pressdo reduzida. As fases organicas resultantes das lavagens foram recolhidas
e concentradas por evaporacdo do solvente a pressdo reduzida. A mistura resultante foi
adicionado um equivalente molar (5,53 mL) de I-Hex e colocada novamente a refluxo por
mais cinco dias. O mesmo procedimento foi realizado por mais duas vezes com o objetivo
de aumentar o rendimento da reacdo. No entanto, nesta ultima recolha néo se verificou
precipitacdo de composto apds a adi¢do do éter etilico, tendo-se rejeitado a mistura
reacional. Assim, obteve-se o0 iodeto de 3-hexil-2-metilbenzoselenazolio (4) com
um rendimento de 83 %, na forma de cristais beges, apresentando: p.f. 131-133 °C, (lit.
132-133°C, Pardal et al., 2002), IV vmax (KBr): 3048 (fr, Ar-CH), 2923 (f, CH-alif.), 1576
(fr); 1518 (m); 1454 (m), 1439 (f), 1322 (m), 1187 (m), 1002 (fr), 760 (f), 716 (m) cm™.
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2.2.1.3 Sintese do 3,4-dibutoxi-3-ciclobuten-1,2-diona (6)

A sintese do 3,4-dibutoxi-3-ciclobuten-1,2-diona
(6) foi adaptada da sintese descrita na literatura (Graca et
al., 2014).

Uma mistura de &cido esquérico (5) (2 g, 17,5 mmol)

e n-butanol (50 mL) foi colocada a refluxo e sob agitacéo U0 OB

durante 3 h. Apos este periodo a mistura reacional foi

retirada do refluxo e deixou-se a arrefecer a temperatura ambiente. Para obtencdo do
composto organico desejado, a mistura reacional foi colocada numa ampola de
decantacdo a qual foi adicionado 75 mL de éter etilico e 100 mL de agua gelada para
efetuar a lavagem da fase organica. Recolheu-se a fase aquosa e precedeu-se a segunda
lavagem da fase organica com 100 mL de uma solucdo aquosa saturada de NaHCO3
gelada. Recolheu-se a fase aquosa e lavou-se novamente a fase organica com agua gelada
(100 mL). Seguidamente recolheu-se a fase organica e as fases aquosas resultantes das
lavagens rejeitaram-se. A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro (Na2S0Os) e
apos a sua filtracdo, o solvente foi removido a pressdo reduzida tendo-se obtido um éleo
acastanhado, que foi seco a pressdo reduzida. Por fim, levou-se a secura sob vacuo para
retirar o restante solvente ainda presente. Deste modo, foi obtido um dleo acastanhado,

cromatograficamente puro, com um rendimento de 63 %.

2.2.1.4 Sintese do 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-3-
ciclobuteno-1,2-diona (7)

2.2.1.4.1 Método A

O 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona
(7) foi sintetizado de acordo com o método descrito na literatura (Jyothish et al., 2004).
Fez-se reagir o composto 1-hexil-2-metilquinolinio (2) (1,0 g, 2,82 mmol) com o acido

esquarico (5) (0,321 g, 2,82 mmol) em 300 mL de uma mistura de n-butanol/benzeno
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(1:1) e quinolina (23,33 mL, 198,81
mmol) com agitacéo e a refluxo com

destilacdo azeotropica em Dean-

stark. O progresso da reacdo foi
seguido por  c.c.f. (silica,
CH2Cl2/MeOH 2 %) até se verificar

o total consumo do material de

partida (24 h). A mistura reacional foi arrefecida em banho de gelo, seguidamente foi
colocada numa ampola de decantacéo a qual foi adicionado CH2Cl; e a seguir lavada com
agua gelada (este processo foi repetido por mais 3 vezes). Apds a separacao da fase
organica esta foi seca com NaSOg4 anidro e o solvente removido a pressdo reduzida. No
entanto, por c.c.f. (silica, CH>Cl2/MeOH 2 %) verificou-se que a mistura obtida era muito
complexa e como ndo se conseguiu obter o produto na forma solida, abandonou-se a

mistura.

2.2.1.4.2 Método B

O segundo método foi adaptado da sintese descrita na literatura (Graga et al.
2014). Fez-se reagir uma mistura de 3,4-dibutoxi-3-ciclobuten-1,2-diona (6) (2,0 g, 8, 85
mmol) com o iodeto de 1-hexil-2-metilquinolinio (2) (3,14 g, 8.85 mmol), com
trietilamina (EtsN) (1,36 mL, 9,73 mmol) e 100 mL de etanol. A mistura reacional foi
colocada a refluxo, sob agitacdo, e o progresso da reacdo foi seguida por c.c.f. (silica,
CHCI2/MeOH 2 %) até se verificar o total consumo do material de partida ao fim de 4 h
de reacdo. Terminada a reacdo, a mistura reacional foi arrefecida a temperatura ambiente
e obteve-se, um precipitado castanho-escuro. O sélido foi recolhido por filtracdo a pressédo
reduzida, lavado com etanol gelado e seco a pressdo reduzida. Apos realizacdo de uma
c.c.f. verificou-se que o composto obtido correspondia ao composto esperado mas
encontrava-se impuro.

As aguas-maes resultantes das lavagens também continham produto impuro, pelo
que foram concentradas por evaporagdo do solvente a presséo reduzida.
Tentou-se entdo uma purificacdo do solido recolhido por filtracdo (1,921 g), atraves de
cromatografia em coluna (silica) (c.c), utilizando como eluente CH>Cl>. Recolhidas as
fragdes realizou-se uma c.c.f. para verificar qual delas continha o composto pretendido

puro. As fracOes puras do composto alaranjado foram recolhidas para um baldo e o
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solvente foi removido a pressdo reduzida. As fracdes que apresentavam 0 composto
impuro foram também recolhidas para um baldo, o solvente removido a presséo reduzida
e tentou-se novamente a purificacdo através de c.c., utilizando o mesmo eluente.
Realizou-se uma terceira c.c., utilizando o mesmo eluente para tentar purificar o composto
resultante das dguas-mdes. No final, realizou-se uma c.c.f. que confirmou que os produtos
obtidos das trés c.c referidas anteriormente eram iguais. Obteve-se entdo o produto 3-
butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona (7), com um
rendimento de 54 %, cromatograficamente puro, na forma de cristais alaranjados,
apresentando: p.f. 158-159 °C, IV vmax (KBr): 2955 (fr, CH-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 (), 1171 (m) cm™; *H- RMN (600 MHz, CDCls) &: 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, t, J= 7,5 Hz, Ar-H), 5,25 (1H, s, C=CH), 4,81
(2H, t, J= 6,6 Hz, OCH2(CH>).CHs3), 4,06 (2H, sl, NCH2(CH2)4CHj3), 1,87-1,80 (4H, m,
OCH>CH>CH2CHz + NCH2CH2(CH)3CH3), 1,57-1,47 (4H, m, O(CH2).CH.CHz +
N(CH2)2CH2(CH.)2CHa), 1,46-1,36 (4H, m, N(CH2)3(CH2).CHa), 1,00 (3H, t, J= 7,2 Hz,
O(CHg)3CHs), 0,95 (3H, t, J= 6,9 Hz, N(CH2)sCHs) ppm; *C-RMN (150,90 MHz,
CDCls) 8: 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>).CHz), 47,84 (NCH>(CH>)sCHz), 31,94 (CH>),
31,27 (CH>), 26,42 (CH>), 25,84 (CH>), 22,58 (CH>), 18,54 (CH.), 13,98 (CHz), 13,76
(CHs) ppm.

2.2.1.4.3 Método C

Fez-se reagir uma mistura de 3,4-dibutoxi-3-ciclobuten-1,2-diona (6) (2,485 g, 11,0
mmol) com o iodeto de 1-hexil-2-metilquinolinio (2) (3,905 g, 11,0 mmol), com EtsN
(1,68 mL, 12,09 mmol) e 125 mL etanol. A mistura reacional foi colocada a refluxo e sob
agitacdo. O progresso da reacdo foi seguida por c.c.f. (silica, CH2Clo/MeOH 2 %) até se
verificar o total consumo do material de partida (4 h). Terminada a reagdo, a mistura
reacional foi arrefecida a temperatura ambiente e posteriormente colocada no banho de
gelo até de formar um precipitado castanho-escuro. O sélido foi recolhido por filtracéo a
pressdo reduzida e lavados inicialmente com etanol gelado, mas como se verificou que

dissolvia o produto, lavou-se entdo varias vezes com uma mistura de éter dietilico e etanol
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(1:1) gelado, sendo entdo seco a pressdo reduzida. Apds realizacdo de uma c.c.f.
verificou-se que os cristais se apresentavam quase puros.

As aguas-mées resultantes das lavagens também continham produto impuro, pelo
que foram concentradas por evaporacdo do solvente a pressdo reduzida. Procedeu-se
entdo a sua purificacdo (4,537 g) por c.c. utilizando-se inicialmente como eluente o
CH2CI> e posteriormente uma mistura de CH.Cl,/MeOH 2 %. Como resultado,
conseguiu-se extrair 26 fragdes, duas das quais continham composto puro, outras duas
continham o composto quase puro e treze fracBes continham o composto impuro. As
restantes fracGes (9 fracdes) rejeitaram-se pois ndo continham composto. O solvente das
fragdes foi removido e posteriormente 0 composto puro e o quase puro obtido das fracfes
juntou-se ao composto obtido inicialmente por filtragcdo e o composto impuro foi colocado
num frasco devidamente identificado, para uma futura purificacdo por c.c.. Deste modo,
foi obtido o 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-
diona (7) com um rendimento de 62 %, praticamente puro.

2.2.1.4.4 Método D

Fez-se reagir uma mistura de 3,4-dibutoxi-3-ciclobuten-1,2-diona (6) (3,610 g, 16,0
mmol) com o iodeto de 1-hexil-2-metilquinolinio (2) (5,68 g, 16,0 mmol), com EtsN (2,45
mL, 17,59 mmol) e 180 mL de etanol. A mistura reacional foi colocada a refluxo e sob
agitacdo. O progresso da reacdo foi seguida por c.c.f. (silica, CH2Cl2/MeOH 2 %) até se
verificar o total consumo do material (4 h e 30 min.). Terminada a reacdo, a mistura
reacional foi arrefecida a temperatura ambiente e posteriormente colocada no frigorifico
até ao dia seguinte, para promover a precipitacdo do produto pretendido. O sélido
formado (castanho-escuro) foi recolhido por filtracdo a pressao reduzida, lavado com éter
de petrdleo e seco a pressao reduzida. No entanto, as aguas resultantes desta lavagem
foram recolhidas num bal&o diferente do baldo onde foram recolhidas as aguas-maes.

As aguas-maes juntaram-se as aguas de lavagem pois ambas apresentavam produto
e por isso procedeu-se & remogdo do solvente a presséo reduzida. Posteriormente, o baldo
foi colocado no banho de gelo aproximadamente 15 min. e o precipitado foi recolhido por
filtracdo a pressdo reduzida, lavado vérias vezes com uma mistura de éter de petroleo,
éter dietilico e etanol gelado (1:1:1) e seco a pressdo reduzida. Ap6s a juncdo do

precipitado e do sélido obtido inicialmente foi obtido o composto 3-butoxi-4-[(1-
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hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona (7), com um rendimento
de 63 %.

2.2.1.5 Sintese de 3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-hidroxi-3-

ciclobuteno-1,2-diona (8)

2.2.1.5.1 Método A

A sintese do composto 8 foi
adaptada do método descrito na
literatura (Graca et al., 2014). Fez-se

reagir uma mistura de 3-butoxi-4-
[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-
diona (7) (0,650 g; 1,72 mmol) com

etanol (30 mL) e colocou-se a refluxo e sob agitacdo. Quando a mistura iniciou o refluxo

foi adicionado, nesta altura, 0,2 mL de uma solucdo aquosa de NaOH 40 % e deixou-se a
mistura a reagir durante 15 min.. A evolucdo da reacdo foi seguida por c.c.f. (silica,
CH2Cl2/MeOH 2 %) e decorridos 15 min., verificou-se que a reagdo encontrava-se
incompleta. Posto isto, foi adicionado mais 0,2 mL da solucdo aquosa de NaOH 40% e
deixou-se a mistura a reagir por mais 15 min.. Apos estes Ultimos 15 min. verificou-se
que a reacdo estava completa. Terminada a reacdo, retirou-se a mistura reacional do
refluxo e deixou-se arrefecer a temperatura ambiente. Posteriormente a mistura foi
colocada num banho de gelo tendo-se adicionado 2,49 mL de uma solucdo aquosa de HCI
2M. Neutralizada a reacdo, a mistura foi colocada numa ampola de decantacéo,
adicionou-se CHClI; e lavou-se a fase organica varias vezes com agua destilada gelada.
Apos recolher a fase organica, esta foi seca com NaSOs anidro e apos filtracdo, o solvente
foi removido por evaporacgdo a pressdo reduzida.

Ao sélido obtido adicionou-se éter dietilico gelado e seguidamente foi recolhido
por filtracdo a pressao reduzida. Os cristais resultantes foram lavados vérias vezes com
éter dietilico gelado e verificou-se por c.c.f. (silica, CH2Cl2/MeOH 2%) que os cristais
estavam mais puros. Obteve-se entdo o composto 3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (8), com um rendimento de 43 %, em

forma de cristais avermelhados apresentando um: p.f. 190-195 °C (dec.); IV vmax (KBr):
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2928 (fr, CH-alif.), 1765 (m, C=0), 1647 (fr, C=0), 1538 (f, ArC=C), 1479 (f, ArC=C),
1450 (f), 1401 (f), 1330 (f), 1295 (f), 1262 (f), 1159 (f), 1133 (f) cm™, 'H-RMN (400
MHz, DMSO-de) &: 8,45 (1H, d, J= 8,0 Hz, Ar-H), 7,57-7,52 (4H, m, Ar-H), 7,23 (1H, t,
J= 8,0 Hz, Ar-H), 5,37 (1H, s, C=CH), 4,06 (2H, sl, NCH2(CH2)4CHs), 1,73-1,65 (2H,
quint, NCH2CH(CH2)3CHs), 1,54-1,47 (2H, quint, N(CH2)2CH2(CH2).CHs), 1,41-1,49
(4H, m, N(CH>)3(CH2).CHj3), 0,90 (3H, t, J= 6,0 Hz, N(CH2)sCH3) ppm.

Como o composto € insoltvel nos solventes deuterados usuais (DMSO-ds, CDCls,
CD30D) néo foi possivel a obtencio dos espectros de *H-RMN e *C-RMN.

2.2.1.5.2 Método B

Neste método, dissolveu-se o 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-3-
ciclobuteno-1,2-diona (7) (1,0 g, 2,64 mmol) com etanol (60 mL) e colocando a mistura
sob agitacdo e aquecimento de forma regulada, ou seja, 0 aumento da temperatura foi
feito progressivamente com o objetivo de observar a que temperatura 0 composto
solubilizava e a que temperatura se iniciava refluxo. Observou-se que aos 80 °C o
composto comecou a dissolver e verificou-se a dissolucdo completa aos 100 °C. Apos a
solucéo iniciar o refluxo (102 °C), foi adicionado 0,6 mL (2x0.3 mL) de uma solugéo
aquosa de NaOH 40% e deixou-se a mistura a reagir durante 15 min..

A evolucéo da reacdo foi seguida por c.c.f. (silica, CH2Cl2/MeOH 2%) e decorridos
os 15 min., verificou-se que a reacdo encontrava-se completa. Terminada a reacao,
retirou-se a mistura reacional do refluxo e deixou-se arrefecer a temperatura ambiente.
Posteriormente, a mistura foi colocada num banho de gelo tendo-se adicionado
lentamente e uma solucdo aquosa de HCI 2M para neutralizar a mistura reacional.
Neutralizada a reacdo, a mistura foi colocada numa ampola de decantacdo, adicionou-se
CH.CI; e lavou-se a fase organica varias vezes com agua destilada gelada. Apos recolher
a fase organica, esta foi seca com NaSQOs anidro e apds filtracdo, o solvente foi removido
a pressdo reduzida, tendo-se obtido um sélido vermelho-arroxeado. Apds lavagem deste
solido com éter dietilico, seguido de uma mistura de éter dietilico e éter de petroleo (1:1)
foram obtidos cristais avermelhados cromatograficamente puros.

Posteriormente, os cristais foram recolhido por filtracdo a pressdo reduzida, lavados
varias vezes com a mistura de éter dietilico/éter de petréleo gelado (1:1) e secos a pressao

reduzida. Obteve-se entdo o composto 3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-
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hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (8), com um rendimento de 59 %, em forma de cristais

avermelhados.

2.2.1.5.3 Método C

Na tentativa de evitar a degradagcéo do composto de 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-
2(1H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona  (7),  dissolveu-se  3-butoxi-4-[(1
hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona (7) (0,922 g, 2,43 mmol)
com etanol (60 mL) e colocou-se a mistura aquecer, sob agitagcdo, até aos 90 °C,
temperatura a qual se verificou a dissolugdo completa do composto. Nesta altura, foi
adicionado a mistura reacional 0,56 mL de uma solucéo aquosa de NaOH 40% e deixou-
se a reagir durante 15 mint. a temperatura de 90 °C (sem entrar em refluxo). A evolucéo
da reagdo foi seguida por c.c.f. (silica, CH2Clo/MeOH 2%). Terminada a reacéo (apds 0s
15 min.) a mistura reacional foi deixada arrefecer a temperatura ambiente e
posteriormente, foi colocada num banho de gelo e neutralizada (controlo do pH) com 3,0
mL de uma solucéo aquosa de HCI 2M.

Neutralizada a reacdo, a mistura foi colocada numa ampola de decantacéo,
adicionou-se CHClI> e lavou-se a fase organica varias vezes com agua destilada gelada.
Apos recolher a fase organica, esta foi seca com NaSOs anidro e apos filtracdo, o solvente
foi removido por evaporacdo a pressdo reduzida.

Com o objetivo de retirar as impurezas (precipitado roxo), o produto obtido foi
lavado com éter dietilico gelado e seguidamente com uma mistura de éter dietilico/éter
de petroleo gelada (1:1) e colocou-se no banho de gelo para uma melhor precipitacdo dos
cristais avermelhados. Posteriormente, os cristais foram recolhidos por filtracdo a pressédo
reduzida, lavados varias vezes com a mistura de éter dietilico/éter de petréleo gelado (1:1)
e secos a pressdo reduzida. Apo6s a realizacdo de uma c.c.f. (silica, CH2Cl./MeOH 2 %)
verificou-se que os cristais continuavam impuros. Obteve-se entdo o composto 3-[(1-
hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (8), com um

rendimento de 29 %, em forma de cristais avermelhados, ligeiramente impuros.
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2.2.1.5.4 Método D

Neste método, com o objetivo de melhorar o rendimento, colocou-se o 3-butoxi-4-
[(1-hexilquinolin- 2(1H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona (7), (1,24 g, 3,30 mmol)
com etanol (65 mL) e colocou-se a mistura aquecer, sob agitacdo, até aos 90 °C
(temperatura a qual se verificou a dissolu¢do completa do composto). Nesta altura, foi
adicionado a solucgdo 0,8 mL de uma solucdo aquosa de NaOH 40% e deixou-se a reagir
durante o periodo de 15 min. a temperatura de 80 °C sem entrar em refluxo. A evolucgéo
da reacéo foi seguida por c.c.f. (silica, CH2Cl./MeOH 2%). Terminada a reacéo (ap0s 0s
15 min.) a mistura reacional foi colocada arrefecer a temperatura ambiente.
Posteriormente, a mistura foi colocada num banho de gelo e neutralizada (controlo do
pH) com 4,0 mL uma solucdo aquosa de HCI 2M. Neutralizada a reacdo, a mistura foi
colocada numa ampola de decantacdo, adicionou-se CH2Cl e lavou-se a fase organica
varias vezes com agua destilada gelada. Apos recolher a fase orgéanica, esta foi seca com
NaSOs anidro e ap0s filtracdo, o solvente foi removido por evaporacao a pressao reduzida.

Apbs procedimento igual ao referido no método C do ponto anterior, foi obtido o
3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (8), na
forma de cristais avermelhados ligeiramente impuros, com um rendimento de 73 %,

tendo-se usado estes cristais na reacao seguinte sem posterior purificacéo.

2.2.1.6 Sintese do 2-[(3-hexilbenzoselenazole-2(3H)-ilideno)metil]-4-

[(1-hexilquinolin-1-io-2-il)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (9)

2.2.1.6.1 Método A

A sintese do composto
2-[(3-hexilbenzoselenazole-
2(3H)-ilideno)metil]-4-[(1-

hexilquinolin-1-io-2-

il)metileno]-3-oxociclobut-

1-en-1-olato (9) foi adaptada

da sintese descrita na
literatura (Graga et al., 2014). Ao composto 8 anteriormente obtido (0,375 g, 1,20 mmol)

adicionou-se o sal de iodeto de 3-hexil-2-metilbenzoselenazolio (4) (0,490 g, 1,20 mmol)
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e 25 mL de uma mistura de n-BuOH/piridina (9:1). A mistura reacional foi colocada a
refluxo, sob agitacdo durante 21 h e a evolucdo da reacédo foi seguida por c.c.f. (silica,
CHCI2/MeOH 2 %). Apds o término da reacdo (4 h) a mistura reacional foi colocada a
arrefecer a temperatura ambiente e posteriormente, vertida para uma ampola de
decantacgdo, tendo-se adicionado éter dietilico gelado. Lavou-se a fase organica varias
vezes com agua destilada gelada até a fase aquosa recolhida ndo apresentar uma coloragao
alaranjada. Apds recolher a fase orgénica, esta foi seca com NaSOs anidro e apds filtragéo,
o0 solvente foi removido por evaporacgéo a pressédo reduzida.

Ao produto bruto obtido, foi adicionado uma mistura de éter dietilico/éter de
petroleo gelado (1:1) e colocou-se a precipitar em banho de gelo. Os cristais foram
recolhidos por filtracdo a pressdo reduzida e lavados vérias vezes com a mistura de éter
dietilico/éter de petroleo gelado (1:1). Apdés a realizacdo de uma c.c.f. (silica,
CHCl2/MeOH 2 %) verificou-se que os cristais se encontravam impuros. Na tentativa de
recristalizar o composto adicionou-se uma mistura de MeOH/éter dietilico (1:1) e levou-
se por alguns minutos ao banho quente. Seguidamente, colocou-se a precipitar em gelo.
Os cristais foram recolhido por filtracdo a pressdo reduzida e lavados vérias vezes com
MeOH gelado. Apds a realizacdo de uma c.c.f. (silica, eluente: CH2Cl2/MeOH 2 %)
verificou-se que os cristais continuavam impuros. A mistura foi concentrada com MeOH
gelado e com uma mistura de éter dietilico/éter petréleo gelado (1:1). Os cristais foram
recolhido por filtragdo a pressao reduzida e lavados varias vezes com uma mistura de éter
dietilico/éter petroleo gelado (1:1). Apo6s a realizacdo de uma c.c.f. (silica, CH.Clo/MeOH
2 %) verificou-se que 0s cristais estavam quase puros e as aguas-maes apresentavam
bastantes impurezas. Como este segundo método de recristalizacdo estava a resultar,
realizou-se uma terceira recristalizacéo utilizando este mesmo método. Apds a realizacédo
de uma c.c.f. (silica, CH2Cl./MeOH 2 %) verificou-se que 0s cristais estavam puros.
Obteve-se entdo o composto 2-[(3-hexilbenzoselenazole-2(3H)-ilideno)metil]-4-[(1-
hexilquinolin-1-io-2-il)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (9) com um rendimento
de 15 %, cromatograficamente puro, em forma de cristais acastanhados, apresentando:
p.f. 280- 281 °C (dec.); VIS Amax (DMSO): 721 nm; log &= 5,15; 1V vmax (KBr): 3059 (fr,
CH-alif.), 2926 (fr, CH-alif.), 1618 (m, C=0), 1588 (f, ArC=C), 1449 (f, ArC=C), 1426
(f), 1336 (f), 1289 (f), 1239 (f), 1165 (f), 1080 (f), 974 (m), 813 (fr), 746 (m) cm™; 1H-
RMN (600 MHz, CDCl3) 8: 9,28 (1H, d, J= 9,6 Hz, Ar-H), 7,55-7,49 (4H, m, Ar-H), 7,36
(1H, d, J= 9,0 Hz, Ar-H), 7,32 (1H, t, J= 7,8 Hz, Ar-H), 7,27 (1H, d, J= 9,6 Hz, Ar-H),
7,09 (1H, t, J=7,2 Hz, Ar-H), 7,03 (1H, d, J= 8,4 Hz, Ar-H), 6,00 (1H, s, C=CH), 5,77
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(1H, s, C=CH), 4,18 (2H, t, J= 6,0 Hz, NCH2(CH2)4CHs), 4,01 (2H, t, J= 6,0 Hz,
NCH2(CH2)4aCH3), 1,86 (2H, sl, NCH2CHy(CH.)sCH3z), 1,78 (2H, sl,
NCH2CH2(CH2)sCHs), 1,54 (2H, sl, N(CH2).CH2(CH2).CHs), 1,45-1,35 (10H, m,
N(CH2)3(CH2)2CHs) + N(CH2)2(CH2)3sCHs), 0,95-0,91 (6H, m, N(CH2)sCHs) ppm; *3C-
RMN (150,90 MHz, CDCls) 6: 181,01, 177,08, 173,28, 151,05, 142,79, 139,42 (Ar-CH),
133,61 (Ar-CH), 131,39 (Ar-CH),128,96 (Ar-CH), 126,96 (Ar-CH), 126,75 (Ar-CH),
12421 (Ar-CH), 123,54 (Ar-CH), 114,66 (Ar-CH), 112,65 (Ar-CH), 93,01 (C=CH),
89,07 (C=CH), 48,37 (NCH2(CH2)4CHs3), 46,71 (NCH2(CH)4CHz), 31,64 (CH.), 31,60
(CH2), 27,14 (CH>), 26,91 (CHy>), 26,74 (CH>), 26,67 (CH2), 22,81 (CHy>), 22,71 (CH>),
14,16 (CHz), 14,15 (CHs) ppm; EMAR-ESI-TOF m/z: 586,20943[M]" (CssH3sN202Se",
calc. 586.20953).

2.2.1.6.2 Método B

Neste método fez-se reagir uma mistura 3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (8) (1,111 g, 3,44 mmol) com o sal de
iodeto de 3-hexil-2-metilbenzoselenazoélio (4) (1,403 g, 3,44 mmol) e uma mistura de n-
BuOHY/ piridina (9:1) (72 mL). A mistura reacional foi colocada a refluxo (temperatura
120-130 °C), sob agitacdo e a evolucdo da reacdo foi seguida por c.c.f. (silica,
CHCl2/MeOH 2 %). Terminada a reagdo (4 h) a mistura reacional foi colocada arrefecer
a temperatura ambiente e posteriormente colocada no congelador durante o fim-de-
semana. Quando a mistura foi retirada do congelador para tratamento, observou-se a
presenca de cristais no baldo, entéo, ao produto bruto obtido foi adicionado éter dietilico
gelado e colocou-se a precipitar no gelo. O precipitado foi recolhido por filtracdo a
pressdo reduzida e lavado varias vezes com éter dietilico gelado, seguidamente com agua
destilada gelada e por fim, com éter dietilico gelado. Ap6s a realizacdo de uma c.c.f.
(silica, CH2Clo/MeOH 2 %) verificou-se que o0s cristais apresentavam-se impuros. O
residuo obtido foi recristalizado com MeOH/éter dietilico (1:1).

Os cristais resultantes foram recolhidos por filtracdo a presséo reduzida e lavados
varias vezes com MeOH gelado. Apos a realizagdo de uma c.c.f. (silica, CH2Cl./MeOH
2 %) verificou-se que os cristais estavam menos impuros. Realizou-se uma segunda
recristalizacdo utilizando uma pequena quantidade de MeOH/eter dietilico e gotas de
CHCl; e realizou-se 0 mesmo procedimento descrito anteriormente. Os cristais foram

entdo recolhido por filtragdo a pressdo reduzida e lavados varias vezes com a mistura de
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éter dietilico/éter petroleo gelado (1:1). Apos a realizagdo de uma c.c.f. (silica,
CH2Cl,/MeOH 2 %) verificou-se que 0s cristais encontravam-se quase puros. Realizou-
se uma terceira recristalizagdo. Os cristais resultantes foram lavados com uma mistura de
éter dietilico/éter petréleo gelado (1:1) e com gotas de MeOH. Apos a realizacdo de uma
c.c.f. (silica, CH.Cl./MeOH 2 %) verificou-se que 0s cristais encontravam-se
praticamente puros para seguir para a proxima reagao.

Obteve-se entdo o 2-[(3-hexilbenzoselenazole-2(3H)-ilideno)metil]-4-[(1-
hexilquinolin-1-io-2-il)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (9) com um rendimento

de 9 %, em forma de cristais acastanhados.

2.2.1.6.3 Método C

Neste método fez-se reagir uma mistura de 3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (8) (1,333 g, 4,13 mmol) com o sal de
iodeto de 3-hexil-2-metilbenzoselenazdlio (4) (1,685 g, 4,13 mmol) e 86 mL de uma
mistura de n-BuOH/piridina (9:1) e realizou-se 0 mesmo procedimento descrito
anteriormente para a sintese do composto. Neste método, ao produto bruto obtido foi
adicionado éter dietilico e uma maior quantidade de éter de petroleo gelado e colocou-se
a precipitar no gelo. O precipitado foi recolhido por filtracdo a presséo reduzida e lavado
varias vezes com éter de petroleo gelado, seguidamente com agua destilada gelada e por
fim com éter de petrdleo gelado. Ap6s a realizacdo de uma c.c.f. (silica, CH2Cl,/MeOH
2 %) verificou-se que os cristais apresentavam-se impuros e as aguas-maes foram
rejeitadas.

O sdlido resultante foi recristalizado com uma mistura de MeOH/éter dietilico
(1:1). Os cristais foram recolhido por filtracdo a pressdo reduzida e lavados varias vezes
com éter de petroleo gelado. Apos a realizagdo de uma c.c.f. (silica, CH2Clo/MeOH 2 %)
verificou-se que os cristais estavam suficientemente puros para seguir para a proxima
reacao.

Obteve-se entdo o 2-[(3-hexilbenzoselenazole-2(3H)-ilideno)metil]-4-[(1-
hexilquinolin-1-io-2-il)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (9) com um rendimento
de 3 %, em forma de cristais acastanhados. Este procedimento e o descrito anteriormente
para o tratamento da mistura reacional foi abandonado, uma vez que eram obtidos

rendimentos muito baixos.
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2.2.1.6.4 Método D

Neste método fez-se reagir uma mistura de 3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (8) (2,406 g, 7,45 mmol) com o sal de
iodeto de 3-hexil-2-metilbenzoselenazolio (4) (3,04 g, 7,45 mmol) e uma mistura de n-
BuOHY/ piridina (9:1) (157 mL) e realizou-se 0 mesmo procedimento descrito no método
B no ponto 2.2.1.6.1. Para o tratamento da mistura reacional utilizou-se 0 mesmo
procedimento descrito no método A do ponto 2.2.1.6.1. O produto bruto obtido
apresentava uma coloracdo azul-escura. Na tentativa de recristalizar o composto obtido,
adicionou-se uma pequena quantidade de MeOH e éter dietilico e levou-se por alguns
minutos ao banho quente. Seguidamente, colocaram-se os cristais a precipitar em gelo.
Os cristais foram ent&o recolhidos por filtracdo a pressdo reduzida e lavados varias vezes
com MeOH gelado. Apds a realizacdo de uma c.c.f. (silica, CH2Clo/MeOH 2 %)
verificou-se que os cristais estavam impuros. Realizou-se uma segunda recristalizacéo
éter dietilico/CH2Cl> (1:1) e realizou-se 0 mesmo procedimento descrito anteriormente.
Os cristais foram recolhido por filtracdo a pressdo reduzida e lavados vérias vezes com
uma mistura de éter dietilico/éter petroleo gelado (1:1). Apos a realizacdo de uma c.c.f.
(silica, CH2Cl2/MeOH 2 %) verificou-se que 0s cristais apresentavam menos impurezas.
Como este segundo método de recristalizacdo estava a resultar, realizou-se uma terceira
recristalizacdo mas utilizando desta vez uma menor quantidade de CH.Cl,. Apds a
realizacdo de uma c.c.f. (silica, CH2Cl2/MeOH 2 %) verificou-se que os cristais ainda
estavam impuros. Realizou-se entdo uma lavagem dos cristais, diretamente no funil, com
MeOH gelado e posteriormente pré aquecido mas ap0s realizacdo de uma c.c.f. (silica,
CH2CI2/MeOH 2 %) verificou-se que os cristais ainda estavam impuros. Seguidamente,
lavaram-se com acetonitrilo e apds realizacdo de uma c.c.f. (silica, eluente:
CH.CI2/MeOH 2 %) verificou-se que as aguas-mdes apresentavam apenas impurezas,
entdo, realizou-se uma lavagem dos cristais com acetonitrilo pré aquecido e apos
realizacdo de uma c.c.f. (silica, CH2Clo,/MeOH 2 %) verificou-se que as aguas-maes
apresentavam bastante impurezas e que o acetonitrilo ndo dissolvia 0o composto
pretendido. Apos varias lavagens com acetonitrilo pré-aquecido, confirmou-se por c.c.f.
(silica, CH2Cl,/MeOH 2 %) que os cristais estavam puros.

Obteve-se entdo o composto 2-[(3-hexilbenzoselenazole-2(3H)-ilideno)metil]-

4-[(1-hexilquinolin-1-io-2-il)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato  (9) com um
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rendimento de 33 %, cromatograficamente puro, apresentando p.f. e espectro no 1V

coincidentes com o composto obtido no método A, descrito no ponto 2.2.1.6.1.

2.2.1.7 Sintese do trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-
6-quinolin-2(1H)-ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-

ilideno)metil]benzoselenazole-3-io (10)

2.2.1.7.1 Método A

O trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-quinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil]benzoselenazole-3-io
(10) foi sintetizado segundo a
reacdo de metilacdo descrita na
literatura (Reis et al., 2009). Fez-
se reagir 0 2-[(3-

hexilbenzoselenazole-2(3H)-

ilideno)metil]-4-[(1-hexilquinolin-

1-i0-2-il)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (9) (0,731 g, 1,25 mmol), com o
trifluorometanossulfonato de metilo (CF3SO3CHz3) (0,424 mL, 3,75 mmol) em CH2Cl>
seco. A mistura reacional foi deixada a temperatura ambiente, em atmosfera de azoto, sob
agitacdo e a evolucdo da reacdo foi seguida por c.c.f. (silica, CH2Clo/MeOH 5 %). Ap6s
4 h de reacdo verificou-se que esta ainda ndo estava completa, tendo-se entéo, adicionado
mais 1,5 mL de CF3SO3CHs.

Terminada a reacdo (7 h), a mistura reacional foi colocada numa ampola de
decantacdo e lavou-se duas vezes com 50 mL de uma solucdo aquosa de NaHCO3 (5 %).
Separada a fase aquosa, lavou-se a fase organica com agua destilada gelada. Apos
recolher a fase organica, esta foi seca com NaSOs anidro e apds filtracdo, o solvente foi
removido por evaporacao a pressao reduzida.

O solido obtido apresentava uma coloracdo esverdeada com reflexos dourados
brilhantes. O composto foi guardado a temperatura ambiente para no dia seguinte se
proceder a uma recristalizacdo. No entanto, verificou-se que o composto estava sob a
forma de pasta e apesar das varias tentativas, ndo se conseguiu obter o produto na forma

de cristais e consequentemente ndo se conseguiu purificar.
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2.2.1.7.2 Método B

Fez-se reagir 2-[(3-hexilbenzoselenazole-2(3H)-ilideno)metil]-4-[(1-
hexilquinolin-1-io-2-il)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (9) (0,718 g, 1,23 mmol),
com CF3SOsCHs (0,417 mL, 3,69 mmol) em CH.CI, seco. A mistura reacional foi
colocada a temperatura ambiente, em atmosfera de azoto, sob agitacdo e a evolucao da
reacdo foi seguida por c.c.f. (silica, CH2Clo/MeOH 5 %). Terminada a reacdo (4 h), a
mistura reacional foi tratada igual ao procedimento descrito no método anterior. O
produto bruto obtido apresentava uma coloracdo esverdeado dourado brilhante. Apds
realizacdo de uma c.c.f. (silica, CH2Cl./MeOH 2 %) verificou-se que os cristais se
apresentavam suficientemente puros para seguirem, tendo sido previamente secos a
pressdo reduzida.

Obteve-se entdo o composto trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-
hexil-6-quinolin-2(1H)-ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil]benzoselenazole-3-io (10) com um rendimento de 88 %, na forma de
cristais esverdeados com reflexos dourados brilhantes, suficientemente puros, para
utilizar na reacdo seguinte, apresentando: p.f. 195-200 °C (dec.), IV vmax (KBr): 3064 (fr,
Ar-CH), 2929 (fr, CH-alif.), 1619 (fr, C=0), 1565 (fr, ArC=C), 1505 (m, ArC=C), 1446
(f), 1414 (f), 1348 (f), 1315 (m), 1257 (f), 1214 (m), 1181 (m), 1148 (f), 1111 (f), 1051
(m), 1030 (m), 978 (fr), 752 (fr), 637 (fr) cm™; *H-RMN (600 MHz, CDCls) &: 8,74 (1H,
sl, Ar-H), 7,90 (1H, dI, Ar-H), 7,73 (1H, t, J=7,2 Hz, Ar-H), 7,68 (1H, d, J= 9,0 Hz, Ar-
H), 7,65 (1H, d, J= 7,8 Hz, Ar-H), 7,46 (1H, t, J= 7,8 Hz, Ar-H), 7,42 (1H, t, J= 7,2 Hz,
Ar-H), 7,25-7,22 (3H, m, Ar-H), 6,16 (1H, s, C=CH), 5,74 (1H, s, C=CH), 4,61 (3H, s,
OCHy), 4,43 (2H, sl, NCH2(CH2)4CHs3), 4,27 (2H, t, J= 7,2 Hz, NCH2(CH2)4CH3),1,90-
1,85 (2H, quint, NCH2CH2(CH2)3sCHs), 1,82-1,77 (2H, quint, NCH2CH2(CH2)3CHs),
(2H, quint, N(CH2)2CH2(CH)2CHs), 1,46-1,36 (6H, m, N(CH2)2(CH2)3CH3), 1,32-1,30
(4H, m, N(CH2)3(CH2).CH3), 0,93 (3H, t, J= 6,6 Hz, N(CH2)sCHa), 0,88 (3H,t, J=7,2
Hz , N(CH2)sCHs) ppm; **C-RMN (150,90 MHz, CDCls) &: 163,99, 159,54, 156,82,
152,31, 142,34, 139,02, 137,60 (Ar-CH), 133,26 (Ar-CH), 129,66 (Ar-CH), 129,74 (Ar-
CH), 128,52, 127,89 (Ar-CH), 126,29 (Ar-CH), 125,75, 125,27 (Ar-CH), 125,15 (Ar-
CH), 124,50, 122,09, 119,91, 116,24 (Ar-CH), 114,46 (Ar-CH), 92,76 (C=CH), 89,55
(C=CH), 61,40 (OCHa), 49,51 (NCH2(CH2)sCHs), 47,71 (NCH>(CH2)4CHz3), 31,66
(CH>), 31,51 (CH2), 27,66 (CH2), 27,61 (CH2), 26,55 (CH>), 26,44 (CH>), 22,66 (CH>),
22,60 (CHy), 15,42 (CHs), 14, 02 (CHz) ppm.
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2.2.2 Sintese dos corantes cianinicos aminoesquarilicos assimétricos

2.2.2.1 Sintese do iodeto de 2-[(2-amino-3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-4-oxociclobuten-2-en-1-ilideno)metil]-3-

hexilbenzoselenazole-3-io (11)

2.2.2.1.1 Método A

Fez-se reagir o composto
trifluorometanossulfonato de  3-
hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-quinolin-
2(1H)-ilideno)metil]-2-metoxi-4-

oxociclobut-2-en-1-

ilideno)metil]benzoselenazole-3-io
(10) (0,200 g, 0,267 mmol), com 3 eq. de amonia 2M em MeOH (0,4005 mL, 0,801

mmol) em CH2Cl> seco. A mistura reacional foi deixada a temperatura ambiente, em

atmosfera de azoto e com agitacdo. A evolucdo da reacdo foi seguida por c.c.f. (silica,
CHCI2/MeOH 5 %) até consumo completo do material de partida. Terminada a reacdo
(4 h), a mistura reacional foi colocada numa ampola de decantagéo, adicionou-se CHCl.
gelado e lavou-se a fase organica varias vezes com agua destilada gelada. Apos recolher
a fase orgénica, esta foi seca com NaSO4 anidro e ap0s filtracdo, o solvente foi removido
por evaporacgéo a presséo reduzida.

Os cristais resultantes de coloracdo esverdeada foram dissolvidos em 10 mL de
MeOH e tendo-se adicionado 10 mL de uma solucdo aquosa de Kl a 14 %. A mistura foi
deixada sob agitacdo forte, a temperatura ambiente durante 2 h. Apos filtracdo a pressédo
reduzida dos cristais obtidos, foram lavados varias vezes com &gua destilada gelada e
seguidamente varias vezes com éter dietilico gelado. Apos realizacdo de uma c.c.f. (silica,
CH2CI2/MeOH 5 %) verificou-se que os cristais apresentavam uma mancha azul que
correspondia ao composto 9, ndo sendo possivel a obtencdo do produto reacional
pretendido puro, apesar de terem sido realizadas varias lavagens e recristalizacdes com

solventes diferentes.
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2.2.2.1.2 Método B

Neste método, fez-se reagir o composto trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-
[(3-[(1-hexil-6-quinolin-2(1H)-ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil]benzoselenazole-3-io (10) (0,200 g, 0,267 mmol) com 10 eq. de aménia 2M
em MeOH (1,335 mL, 2,67 mmol) em CH:CI; seco. A mistura reacional foi deixada
temperatura ambiente, em atmosfera de azoto e com agitagdo. A evolugédo da reacéo foi
seguida por c.c.f. (silica, CH2Cl./MeOH 5%). Terminada a reacdo (5 h), a mistura
reacional foi colocada numa ampola de decantacéo, adicionou-se CH,Cl; gelado e lavou-
se a fase orgéanica véarias vezes com agua destilada gelada. Apos recolher a fase organica,
esta foi seca com NaSOs anidro e ap0s filtracdo, o solvente foi removido por evaporagao
a pressao reduzida.

Os cristais resultantes de coloracdo esverdeada foram dissolvidos em 10 mL de
MeOH e tendo-se adicionado 10 mL de uma solucdo aquosa de Kl a 14%. A mistura foi
deixada em agitacdo forte, a temperatura ambiente durante 2 h. Apos filtracdo a pressdo
reduzida dos cristais obtidos, estes foram lavados varias vezes com agua destilada gelada
e seguidamente lavados varias vezes com éter dietilico gelado. Apods realizacdo de uma
c.c.f. (silica, CH2Cl2/MeOH 5 %) verificou-se que os cristais estavam impuros.

Na tentativa de purificar os cristais, adicionou-se uma mistura de éter dietilico/CH2Cl e
gotas de MeOH, colocaram-se a precipitar em banho de gelo. Os cristais foram recolhido
por filtracdo a pressao reduzida e apds realizacdo de uma c.c.f. (silica, CH.Cl,/MeOH 10
%) verificou-se que os cristais se encontravam menos impuros. Realizou-se uma segunda
recristalizacdo utilizando o procedimento anterior. Os cristais foram recolhidos por
filtracdo a pressdo reduzida e apos realizacdo de uma c.c.f. (silica, CH2Cl2/MeOH 10 %)
verificou-se que os cristais estavam quase puros. Realizou-se uma terceira recristalizacao,
uma vez que este procedimento estava a resultar, utilizando a mesma metodologia. Apos
realizacdo de uma c.c.f. (silica, CH2Clo/MeOH 10 %) verificou-se que 0s cristais estavam
puros. Obteve-se entdo o 2-[(2-amino-3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-
oxociclobuten-2-en-1-ilideno)metil]-3-hexilbenzoselenazole-3-io  (11) com um
rendimento de 54 %, cromatograficamente puro, na forma de cristais acastanhados,
apresentando: p.f. 242-246 °C (dec.), VIS Amax (DMSO): 700 nm; log &= 5,27; IV vmax
(KBr): 3210 (fr, N-H), 3102 (fr, Ar-CH), 2929 (fr, CH-alif.), 1623 (fr, C=0), 1565 (fr,
ArC=C), 1518 (fr, ArC=C), 1457 (f, ArC=C), 1354 (m), 1274 (m), 1251 (m), 1158 (f),
1088 (fr), 1070 (fr), 980 (fr) cm™, 'H-RMN (600 MHz, DMSO-ds + CD30D + CDCls) &:
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8,96 (LH, d, J= 9,0 Hz, Ar-H), 8.79 (1H, sl, NHz), 8,68 (LH, sI, NH2), 8,01 (1H, d, J= 9,6
Hz, Ar-H), 7,92 (1H, d, J= 7,80 Hz, Ar-H), 7, 83-7,79 (2H, m, Ar-H), 7,76 (1H, t, J= 7,80
Hz, Ar-H), 7,48-7,43 (3H, m, Ar-H), 7,21 (1H, t, J= 7,2 Hz, Ar-H), 6,17 (1H, s, C=CH),
594 (1H, s, C=CH), 4,37 (2H, sl, NCH(CH2):CHz), 4,15 (2H, t, J= 7,2 Hz,
NCH2(CH2):CHs), 1,76-1,68 (4H, m, NCH2CH2(CH2)sCHs), 1,56-154 (4H, quint,
N(CH2)2CH2(CH2)2CH3),1,36-1,32 (8H, m, N(CH2)3(CH2).CHs), 0.93 (6H, m |,
N(CH2)sCHs) ppm; 3C-RMN (150,90 MHz, DMSO-ds) &: 175,06, 167,53, 162,43,
158,25, 154,81, 151,28, 142,32, 138,66, 136,10 (Ar-CH), 132,63 (Ar-CH), 129,16 (Ar-
CH), 127,89, 127,44, (Ar-CH), 125, 85 (Ar-CH), 125,38 (Ar-CH), 124,97, 124,25 (Ar-
CH), 124,14 (Ar-CH), 116,27 (Ar-CH), 114,14 (Ar-CH), 93,89 (C=CH), 89,15 (C=CH),
48,17 (NCH2(CH2)4CHa), 46,53 (NCH2(CH2)4CHs3), 31,05 (CH>), 30,97 (CH.), 26,93
(CH2), 26,89 (CHz2), 26,88 (CH2), 25,77 (CH2), 22,16 (CH2), 22,08 (CH2), 13,88 (CHz3)
ppm; EMAR-ESI-TOF m/z: 586,23254 [M-17]* (C3sH0N30Se*, calc.586,2334).

2.2.2.2 Sintese do iodeto de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-2-metilamino-4-oxociclobut-2-en-1-

ilidenometil]benzoselenazole-3-io (12)

Fez-se reagir 0
trifluorometanossulfonato de  3-
hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-quinolin-
2(1H)-ilideno)metil]-2-metoxi-4-
oxociclobut-2-en-1-

ilideno)metil]benzoselenazole-3-io
(10) (0,200 g, 0,267 mmol) com metilamina (NH2CHs) 2M, em tetra-furano (THF) (0,401
mL, 0,801 mmol), em CHCl, seco. A mistura reacional foi colocada a temperatura

ambiente, em atmosfera de azoto com agitacdo. A evolugédo da reacdo foi seguida por
c.c.f. (silica, CH2Cl2/MeOH 5 %). Terminada a reacdo (1h 15 min.), a mistura reacional
foi colocada numa ampola de decantagéo, adicionou-se CH>Cl> gelado e lavou-se a fase
organica varias vezes com agua destilada gelada. Apds recolher a fase organica, esta foi
seca com NaSQOq4 anidro e ap0s filtracdo, o solvente foi removido por evaporacéo a pressdo
reduzida.

Os cristais resultantes de coloracdo escura foram dissolvidos em 10 mL de MeOH

e tendo-se adicionado 10 mL de uma solugdo aquosa de Kl a 14%. A mistura foi deixada
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reagir com agitacdo forte, a temperatura ambiente durante 2 h. Apés filtracdo a pressao
reduzida dos cristais obtidos, estes foram lavados vérias vezes com agua destilada gelada
e seguidamente varias vezes com éter dietilico gelado. Apds realizacdo de uma c.c.f.
(silica, CH2Clo/MeOH 2 %) verificou-se que 0s cristais apresentavam-se praticamente
puros. Os cristais foram recristalizados com uma mistura de MeOH/éter dietilico e
CH.CI> e posteriormente recolhidos por filtracdo a pressdo reduzida e lavados vérias
vezes com éter dietilico/éter de petroleo gelado (1:1). Apds realizagdo de uma c.c.f.
(silica, CH2Clo/MeOH 2 %) verificou-se que 0s cristais estavam puros.

Obteve-se entdo o composto iodeto de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-2-metilamino-4-oxociclobut-2-en-1-ilidenometil]benzoselenazole-3-io
(12) com um rendimento de 98 %, cromatograficamente puro, na forma de cristais verde
escuro, apresentando: p.f. 212 - 215 °C (dec.); VIS Amax (DMSO): 711 nm ; log &= 5,12;
IV vmax (KBr): 3235 (fr, N-H), 3065 (fr, CH-alif.), 2929 (m, CH-alif.), 1624 (f, C=0),
1565 (f, ArC=C), 1454 (f, ArC=C), 1433 (f), 1344 (f), 1255 (f), 1160 (f), 1112 (f), 1056
(m), 1029 (f), 988 (m), 748 (m), 637 (fr) cm™; *H-RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 8,96
(1H, d, J= 9,6 Hz, Ar-H), 8,89-8,86 (2H, m, Ar-H), 8,79 (1H, dl, Ar-H), 8,08 (1H, d, J=
9,6 Hz, Ar-H), 7,96-7,93 (2H, m, Ar-H), 7,90-7,82 (4H, m, Ar-H), 7,77 (2H, t, J= 7,20
Hz, Ar-H), 7,70 (1H, t, J= 7,8 Hz, Ar-H), 7,51-7,40 (4H, m, Ar-H), 7,23 (1H; t, J=7,2
Hz, Ar-H), 7,18 (1H; t, J= 7,2 Hz, Ar-H), 6,14 (1H, s, C=CH), 6,06 (1H, s, C=CH), 5,93
(1H, s, C=CH), 5,84 (1H, s, C=CH), 4,34 (4H, sl, NCH2(CH)sCH?3), 4,21 (2H, t, J= 6,0
Hz, NCH>(CH>)4CHa), 4,13 (2H, t, J= 6 Hz NCH2(CH2)4CH3), 3,29 (3H, s, NHCHj3) 3,28
(3H, s, NHCHs) 1,72 (4H, sl, NCH2CH2(CH2)sCH3), 1,67-1,65 (4H, quint,
NCH2CH2(CH2)3CHs3), 1,39-1,24 (4H, m, N(CH2)2CH2(CH>).CHj3), 1,39-1,24 (20H, m,
N(CHz2)2CH2(CH.)2CHs + N(CH2)3(CH2)2CHs), 0,89-0,83 (12H, m, N(CH2)sCHs) ppm;
13C-RMN (150,90 MHz, DMSO-ds) &: 174,63, 165,86, 163,71, 161,20, 157,83, 157,49,
154,94, 153,65, 151,60, 150,70, 142,57, 142,38, 139,10, 138,83, 136,38 (Ar-CH), 135,52
(Ar-CH), 133,03 (Ar-CH), 132,67 (Ar-CH), 129,45 (Ar-CH), 129,19 (Ar-CH), 128,43
(Ar-CH), 127,57 (Ar-CH), 126,17 (Ar-CH), 125,90 (Ar-CH), 125,39 (Ar-CH), 124,93
(Ar-CH), 124,62 (Ar-CH), 124,35 (Ar-CH), 124,13 (Ar-CH), 121,93 (Ar-CH), 116,73
(Ar-CH), 116,38 (Ar-CH), 114,61 (Ar-CH), 114,19 (Ar-CH), 94,60 (C=CH), 94,19
(C=CH), 90,06 (C=CH), 89,50 (C=CH), 48,56 (NCH2(CH2)sCHz), 48,43
(NCH2(CH)4CHa), 46,89 (CH>), 46,27 (CH>) 30,42 (NHCHSz), 30,23 (NHCH3), 31,19
(CH>), 31,12 (CHy), 31,03 (CH2), 30,95 (CH>), 27,22 (CH>), 27,12 (CH?2), 26,74 (CH>),
25,90 (CH>), 25,84 (CH>), 25,74 (CH2), 22,31 (CH>), 22,23 (CH>), 22,15 (CH>), 14,04
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(CHs), 13,99 (CHg), 13,97 (CHs), 13,95 (CHz) ppm; EMAR-ESI-TOF m/z: 600,24826
[M-17" (Cs5H42N30Se", calc. 600,24900).

2.2.2.3 Sintese do iodeto de 3-hexil-[(3-(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-4-oxo-2-[(fenilamino)ciclobut-2-en-1-

ilideno)metil]benzoselenazole-3-io (13)

2.2.2.3.1 Método A

Fez-se reagir o trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-quinolin-
2(1H)-ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil]benzoselenazole-3-io
(10) (0,200 g, 0,267 mmol), com 5
eg. de anilina (NH2Ph) (0,122 mL;
1,34 mmol); 0,5 eq. de EtzN (0,019
mL, 0,134 mmol) e 0,5 eq. de 4-
DMAP (0,0164 g, 0,134 mmol) em
CH:Clzseco. A mistura reacional foi

deixada a temperatura ambiente, em

atmosfera de azoto e com agitagao.

A evolucdo da reacdo foi seguida por c.c.f. (silica, CH.Cl,/MeOH 5 %) tendo-se
verificado que a reacdo ndo estava a evoluir apds 48 h. Posto isto, ao 3° e 4° dia de reacao
foi adicionado mais 0,02 mL de EtsN e ao 7° foi adicionado mais 0.04 mL. Terminada a
reacao (11 dias), a mistura reacional foi colocada numa ampola de decantagéo, adicionou-
se CH2Cl. gelado e lavou-se a fase organica vérias vezes com agua destilada gelada. Apos
recolher a fase organica, esta foi seca com NaSOs anidro e apds filtragéo, o solvente foi
removido por evaporacao a pressao reduzida.

Os cristais resultantes foram dissolvidos em 10 mL de MeOH e tendo-se
adicionado 10 mL de uma solucdo aquosa de Kl a 14 %. A mistura foi deixada em
agitacdo forte, a temperatura ambiente durante 2 h. Apds filtracdo a presséo reduzida dos
cristais obtidos, estes foram lavados varias vezes com &gua destilada gelada e
seguidamente varias vezes com éter dietilico gelado. Apds realizacdo de uma c.c.f. (silica,
CH2Cl/MeOH 10 %) verificou-se que 0s cristais se encontravam quase puros.

Os cristais foram entdo recristalizados com CH2Cl>/MeOH, e recolhidos por

filtracdo a pressdo reduzida e apos realizacdo de uma c.c.f. (silica, CH2Clo/MeOH 10 %)
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verificou-se que se encontravam menos impuros e 0 solvente das aguas-mées como
continham composto, foi removido a pressdo reduzida e posteriormente tentou-se
purificar os cristais. Os cristais resultantes das &guas-mdes juntaram-se aos cristais
obtidos na primeira recristalizacdo. Realizou-se uma segunda recristalizacéo utilizando o
mesmo procedimento. Apos realizacdo de uma c.c.f. (silica, CH.Cl./MeOH 10 %)
verificou-se que os cristais estavam quase puros. Realizaram-se entdo mais duas
recristalizacdes, utilizando sempre a mesma metodologia e apds realizagdo de uma c.c.f.
(silica, CH2Cl>/MeOH 10 %) verificou-se que 0s cristais estavam puros.

Obteve-se entdo o iodeto de 3-hexil-[(3-(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-
4-o0x0-2-[(fenilamino)ciclobut-2-en-1-ilideno)metil]benzoselenazole-3-io  (13), com
um rendimento de 50 %, cromatograficamente puro, na forma de cristais acastanhados,
apresentando: p.f. 223-226 °C (dec.); VIS Amax (DMSO): 698 nm; log &= 5,22; TV Vmax
(KBr): 3097 (fr, Ar-CH), 2926 (fr, CH-alif.), 1623 (fr, C=0), 1538 (fr, ArC=C), 1455 (m,
ArC=C), 1345 (m), 1259 (m), 1158 (m), 985 (fr) cm™; EMAR-ESI-TOF m/z: 662,26372
[M-17" (C40H4N30Se", calc. 662,26473). Como o composto € insolivel nos solventes
deuterados usuais (DMSO-ds, CDCI3, CD30D) néo foi possivel a obtencao dos espectros
de 'H-RMN e 3C-RMN.

2.2.2.3.2 Método B

Neste método, fez-se reagir o trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-
hexil-6-quinolin-2(1H)-ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil]benzoselenazole-3-io (10) (0,200 g, 0,267 mmol), com 5 eq. de anilina
(0,122 mL, 1,34 mmol); 1,5 eq. EtsN (0,06 mL; 0.401 mmol) e 0,5 eq. de 4-DMAP (0,02
g, 0.134 mmol) em CH2Cl. seco. A mistura reacional foi deixada a temperatura ambiente,
em atmosfera de azoto e com agitacdo. A evolucdo da reacédo foi seguida por c.c.f. (silica,
CH.CI2/MeOH 5 %). Neste método, o término da reacdo verificou-se ap6s 6 dias, o
tratamento da mistura reacional e dos cristais obtidos foi realizado de acordo com
procedimento descrito no método anterior. A purificacdo dos cristais foi conseguida apds
a realizacdo de duas recristalizagGes, utilizando 0 mesmo procedimento do método
anterior.

Obteve-se entdo o iodeto de 3-hexil-[(3-(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-

4-0x0-2-[(fenilamino)ciclobut-2-en-1-ilideno)metil]benzoselenazole-3-io  (13) com
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um rendimento de 42 %, cromatograficamente puro, na forma de cristais acastanhados.

O p.f. e 0 espectro no 1V coincide com os do composto 13 descrito no método A.

2.2.2.4 Sintese do iodeto de iodeto de 3-hexil-2-[3-(1-hexilquinolin-
2(1H)ilideno)metil]-2-[(3-iodofenil)amino]-4-oxociclobut-2-en-1-

ilideno)metil]benzoselenazole-3-io (14)

2.2.2.4.1 Método A

Fez-se reagir o composto
trifluorometanossulfonato de  3-
hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-quinolin-
2(1H)-ilideno)metil]-2-metoxi-4-
oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil]benzoselenazole-3-io
(10) (0,200 g, 0,267 mmol), com 5
eq. de 3-iodoanilina (NH2-3-1-Ph)
(0,161 mL; 1,34 mmol); 0,5 eg. EtzN (0,019 mL, 0,134 mmol) e 0,5 eq. de 4-DMAP
(0,0164 g, 0,134 mmol) em CHCI, seco. A mistura reacional foi deixada a temperatura

ambiente, em atmosfera de azoto e com agitacdo. A evolucdo da reacdo foi seguida por
c.c.f. (silica, CH2Cl./MeOH 5 %) e tendo-se verificado que a reacéo nao estava a evoluir
ao fim de 48 h. Entdo no 3° e 7° dia de reacdo foi adicionado mais 0,02 mL de EtsN.
Terminada a reacdo (19 dias), a mistura reacional foi vertida para uma ampola de
decantacéo, adicionou-se CH2Cl2 gelado e lavou-se a fase orgénica véarias vezes com agua
destilada gelada. Apds recolher a fase organica, esta foi seca com NaSOa4 anidro e apds
filtracdo, o solvente foi removido por evaporagéo a presséo reduzida.

Os cristais resultantes foram dissolvidos em 10 mL de MeOH e tendo-se
adicionado 10 mL de uma solucdo aquosa de Kl a 14%. A mistura foi deixada em agitacédo
forte, a temperatura ambiente durante 2 h. Apds filtracdo a presséo reduzida dos cristais
obtidos, estes foram lavados varias vezes com agua destilada gelada e seguidamente
varias vezes com éter dietilico gelado. ApOs realizacdo de uma c.c.f. (silica,
CH2Cl2/MeOH 10 %) verificou-se que 0s cristais encontravam-se quase puros.

Os cristais foram ent&o recristalizados com uma mistura de CH.Cl; e éter dietilico,

e posteriormente recolhidos por filtracdo a pressdo reduzida e apos realizagdo de uma
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c.c.f. (silica, CH2Cl2/MeOH 10 %) verificou-se que os cristais ainda apresentavam
impurezas. Realizou-se uma lavagem dos cristais com acetonitrilo diretamente no funil e
apos realizacdo de uma c.c.f. (silica, CH2Cl2/MeOH 10 %) verificou-se que os cristais
que ficaram retidos no funil estavam puros. Obteve-se entdo o iodeto de iodeto de 3-
hexil-2-[3-(1-hexilquinolin-2(1H)ilideno)metil]-2-[(3-iodofenil)amino]-4-
oxociclobut-2-en-1-ilideno)metil]benzoselenazole-3-io (14) com um rendimento de 13
%, cromatograficamente puro, na forma de cristais acastanhados, apresentando: p.f. 260-
264°C (dec.); VIS Amax (DMSO): 696,33 nm; log &= 5,06; IV vmax (KBr): 3068 (fr, Ar-
CH), 2928 (fr, CH-alif.), 1623 (fr, C=0), 1564 (fr, ArC=C), 1533 (fr, ArC=C), 1453 (f,
ArC=C), 1432 (m), 1344 (m), 1316 (fr), 1258 (m), 1157 (m), 1134 (m) cm*; EMAR-ESI-
TOF m/z: 788,15896 [M-1"]" (CaoH43IN30Se*, calc. 788,16137). Como 0 composto é
insoluvel nos solventes deuterados usuais (DMSO-ds, CDCI3, CD30OD) ndo foi possivel
a obtencao dos espectros de *H-RMN e 3C-RMN.

2.2.2.4.2 Método B

Fez-se reagir o composto trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-6-
quinolin-2(1H)-ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil]benzoselenazole-3-io (10) (0,200 g, 0,267 mmol), com 5 eq. de 3-
iodoanilina (0,161 mL, 1,34 mmol); 1,5 eq. EtsN (0,06 mL, 0,401 mmol) e 0,5 eq. de 4-
DMAP (0,0164 g, 0,134 mmol) em CHCl; seco. A mistura reacional foi deixada a
temperatura ambiente, em atmosfera de azoto e com agitacdo. A evolugéo da reacgéo foi
seguida por c.c.f. (silica, CH2Cl./MeOH 5 %) até consumo do material de partida (18
dias). O tratamento da mistura reacional e dos cristais resultantes foi realizado de acordo
com a metodologia descrita no método anterior. Apos realizacdo de uma c.c.f. (silica,
CH2Cl/MeOH 10%) verificou-se que 0s cristais apresentavam algumas impurezas, tendo
sido por isso recristalizados com uma mistura de éter dietilico/CH.Clz/gotas de MeOH.
Os cristais foram recolhido por filtracdo a pressao reduzida e apos realizacdo de umac.c.f.
(silica, CH2Clo/MeOH 10%) verificou-se que os cristais continham poucas impurezas,
tendo sido sujeitos a uma nova recristalizacdo. Apds realizacdo de uma c.c.f. (silica,
CH2Cl2/MeOH 10 %) verificou-se que 0s cristais estavam praticamente puros. Apos a
realizacdo de mais duas recristalizacbes utilizando sempre a mesma metodologia,
verificou-se por c.c.f. (silica, CH2Clo./MeOH 10 %) que os cristais apresentavam-se puros.

Obteve-se entdo o composto iodeto de iodeto de 3-hexil-2-[3-(1-hexilquinolin-
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2(1H)ilideno)metil]-2-[(3-iodofenil)amino]-4-oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil]benzoselenazole-3-io  (14) com um rendimento de 25 9%,
cromatograficamente puro, na forma de cristais acastanhados, apresentando p.f. e

espectro no 1V coincidentes com o composto obtido no método A.

2.3 Aplicacao dos corantes esquarilicos nas linhagens celulares

2.3.1 Preparagéo de meio de cultura

O meio de cultura utilizado foi o DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,;
Gibco, Invitrogen, Portugal) que consiste numa preparacao que contém 4,5 g/L de glicose,
0,11 g/L de piruvato de sédio e vermelho de fenol (um indicador de pH). Com o objetivo
de obter um meio completo suplementou-se 0 DMEM com soro fetal bovino (FBS, 10 %
vIv), Gibco), antibiético (200 U/mL de penicilina e 200 pg/mL de streptomicina, Gibco)
e 1 mM de L-Glutamina (Gibco).

2.3.2 Cultura de células

2.3.2.1 Linha celular MCF-7 e BT-474 e sua manutencao

Neste trabalho para aplicacdo dos compostos, in vitro, utilizaram-se as seguintes
linhas celulares: células MCF-7 (ATCC, HTB-22™, linha celular derivada de
adenocarcinoma de mama humano) e as células BT-474 (CLS Germany, linha celular
derivada de um carcinoma ductal da glandula mamaria humano). As linhas celulares
foram mantidas em meio de cultura completo, em frascos de cultura ventilados, numa
incubadora COM 5% de CO, a temperatura de 37 °C e humidade controlada.

Ambas as linhas celulares apresentam crescimento, in vitro, aderente as caixas ou
frascos de cultura, no entanto, as MCF-7 crescem em monocamada e as BT-474 formam

agregados, tal como se pode observar na figura 2.1.
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Figura 2.1 - Fotografia das células MCF-7 (A) e BT-474 (B) cedidas pela Prof. Doutora Amélia Silva (ampliagdo de
100x).

2.3.2.2 Subcultura e tripsinizagdo

Quando as culturas apresentavam um crescimento em estado de 80-90 % de
confluéncia foram tratadas para subcultura ou para ensaio. O meio de cultura onde se
encontravam as células (meio velho) foi removido com auxilio de uma pipeta de Pasteur
estéril e descartou-se para um frasco com lixivia. Seguidamente, para lavar as células,
adicionou-se a cada frasco de cultura 1 mL de HBSS (“Hank’s Balanced Salt Solution”,
Gibco) de forma a remover o Ca?* e todo o meio completo ainda existente. Apds a
lavagem, removeu-se 0 HBSS e adicionou-se 1 mL de Tripsina-EDTA 0,05 % (Gibco) a
cada frasco, de modo a romper as ligacdes e desagregar as células das “paredes” do frasco,
e deixou-se atuar durante 5 a 8 minutos na incubadora a 37 °C com 5 % de COx.
Posteriormente, os frascos foram retirados da incubadora (controlou-se a desagregacao
celular ao microscoépio invertido) e acrescentou-se 1,5 mL de meio completo para inibir
a acdo da tripsina, Com a ajuda de uma pipeta de Pasteur promoveu-se a desagregacao
das células ainda aderentes ao frasco, com aspiragdes suaves separaram-se 0S grumos em
suspensdo. Removeram-se 2 mL da suspensao para um tubo de falcon e as células que
ficaram no frasco de cultura adicionou-se 5 mL de meio completo e voltaram-se entdo, a
colocar na incubadora a 37 °C com 5 % de CO», para voltarem a crescer e dividir-se

(subcultura).

2.3.3 Contagem de células

ApoOs a tripsinizagdo das células para ensaio, procedeu-se a sua contagem com
ajuda de um hemocitdmetro convencional (cdmara de Neubauer) (figura 2.2 A). O
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hemocitometro é caracterizado por apresentar nove quadrados de um milimetro divididos
em quadrados menores, onde um dos nove quadrados de 1 mm representa um volume de
0,1 mm ou 10* mL. A contagem das células é realizada através da utilizacio do
microscopio.

Alternativamente, também se realizou a contagem das células utilizando um
contador automético (TC10 Automated Cell Counter 145-0001 BIO-RAD) (figura 2.2 B),
que consiste em colocar na camara de uma ldmina descartavel, com auxilio de uma
micropipeta, suspensao celular até encher a camara da lamina. A lamina é colocada na
ranhura do contador automatico e o namero de células é automaticamente determinado,
dado em células/mL.

Ap0s a contagem, procedeu-se a diluicdo das células para a densidade final de

5,0x10* células por mL.

Figura 2.2 - Processo de contagem das células: no hemocitometro (camara de Neubauer) (A) ou no contador
automatico (B).

2.3.4 “Plantacao” das células em placas de cultura e aplicacio dos corantes

esquarilicos assimétricos derivados da quinaldina e benzoselenazole

A suspensdo celular referida anteriormente (densidade celular de 5,0x10*
células/mL) foi utilizada para plantacdo das células em placas de cultura de 96 pocos,
adicionando-se 100 uL por poco, exceto nos pocos da coluna 1 e 7 (na tabela 2.1 esta
representado um esquema da respetiva placa). Apds aplicacéo das células, as placas foram
colocadas na incubadora a 37 °C com 5 % de CO., onde permaneceram durante 24 h, para
ocorrer a adesdo das células as placas.
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Tabela 2.1 - Esquema representativo da aplicagdo das células nas placas de cultura de 96 pogos (&: pogos sem células
(o branco); C: pogos com células; Ctrl: pogos com células (controlo)). Cada placa utilizada apresentava apenas a
“plantagdo” de uma linha celular.

2.3.4.1 Preparacdo das solugdes dos corantes a serem aplicados nas

células

Preparou-se, inicialmente, uma solucdo mae de cada corante a testar, num balédo
volumétrico de 10 mL, com uma concentracdo final conhecida na ordem dos 10 M,
utilizando como solvente 0 DMSQO. A partir destas, foram feitas dilui¢des utilizando-se o
meio DMEM (meio de cultura sem soro) para obtencdo de solu¢Ges com concentracfes
de0,1;1,0; 5,0 e 10,0 uM para cada um dos corantes, tendo sempre o cuidado de o volume

da solugéo de corante (em DMSO) nunca ultrapassar 5 % (v/v) da solucgéo final.

2.3.4.2 Aplicacéo dos corantes nas células

Passadas as 24 h de adesdo das células, as placas foram retiradas da incubadora e
0 meio de cultura completo foi removido com ajuda de uma micropipeta multicanal.
Seguidamente, procedeu-se a adi¢do das solugdes referidas anteriormente (100 pL/poco),
nas concentracOes desejadas, para cada um dos cinco corantes a testar (9, 11, 12, 13 e 14),
tal como representado no esquema da tabela 2.2. As placas foram colocadas novamente

na incubadora por mais 24 h, para incubacdo dos corantes.
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Tabela 2.2 - Representativo da aplicacdo dos compostos nas placas de cultura de 96 pocos (&: pogos sem
células/corante (o branco); 0,1; 1,0; 5,0 e 10,0: as concentracGes dos diferentes corantes (em uM); Ctrl: pogos com
células mas sem corante (controlo). A verde esta representado a aplicagdo de um corante e a azul esta representado a
aplicagdo de um outro corante.

2.3.5 Irradiacdo das células

O sistema de LEDs foi preparado pelo professor José Ramiro Fernandes (DF,
ECT, UTAD), com o c.d.o. adequado para cada um dos compostos. Para 0s corantes 9,
11, 12 e 13 usou-se LEDs com uma banda de emisséo centrada a 630 nm e para o corante
14 irradiado com LEDs com uma banda de emissao centrada a 660 nm (c.d.o. segundo 0s
valores determinados a partir dos estudos noVis dos corantes).

Apdbs 24 h de incubacdo das placas com os respetivos corantes, procedeu-se a
irradiacdo com o sistema de LEDs, utilizando-se 3 condigdes de irradia¢do para cada um
dos corantes: i) uma placa nao irradiada, colocada a temperatura ambiente na auséncia de
luz, durante 14 minutos, servindo assim, de controlo ndo irradiado; ii) uma placa irradiada
durante 7 minutos e iii) uma placa irradiada durante 14 minutos, tendo sempre o cuidado

de evitar a exposicéo ao ar e consequente contaminagéao.

2.3.6 Determinacéo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pela utilizacdo de um indicador de viabilidade
celular conhecido comercialmente por Alamar Blue© (resazurina). Este composto é um
indicador de oxidacdo-reducdo cuja forma oxidada (resazurina) apresenta coloracdo azul
e nao é fluorescente, que € reduzido intracelularmente por células metabolicamente ativas
(resorufina), conferindo a coloragéo rosa intenso e fluorescente (figura 2.3). As formas
redox deste indicador conferem diferentes caracteristicas colorimétricas em resposta ao

metabolismo de ceélulas vivas, sendo a viabilidade celular seguida por alteracdo da
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absorvancia medida a 570 (forma reduzida) e 620 nm (forma oxidada). Assim, a analise
da alteracdo por espectrometria do A.B. € um método rapido, sensivel e ndo-tdxico para
analisar a viabilidade celular, tal como descrito no capitulo 1, no ponto 1.10.

Figura 2.3 - Exemplo de uma placa de cultura apés 24 h da adi¢do do Alamar Blue.

A percentagem de reducdo do A.B. foi calculada pela seguinte equacdo (figura

2.4), de acordo com as indicacGes descritas na literatura (Al-Nasiry et al., 2007):

Eoxlz) (A1) — (g0xA1)(A A
% de reducao de Alamar Blue = (foxta) (A4) = (€0x A1) (4 15) x 100

(8red/11)(A’/12) - (Sredlz) (A%l)

Figura 2.4 - Equagao de percentagem de reducéo do Alamar Blue (€ox: coeficiente de extingdo molar do AB oxidado;
€red: COeficiente de extingdo molar do AB reduzido; A: absorvancia dos pogos a testar; A’: absorvancia dos pogos
brancos; A1: 570 nm e A2: 620 nm).

2.3.6.1 Aplicacdo do indicador de viabilidade: Alamar Blue

Apos a realizacdo das condigcdes de irradiacdo para cada um dos corantes,
procedeu-se & lavagem das placas em 2 fases: as filas A, B, C e D foram lavadas 1 h ap6s
a irradiagdo e as filas E, F, G e H foram lavadas 24 h apds a irradiagdo. Contudo, em
ambas as condicOes o procedimento da lavagem realizou-se da seguinte forma: procedeu-
se a remogdo do meio com o corante, com 0 auxilio de uma micropipeta multicanal
(protegendo as restantes filas da auséncia de luz). Seguidamente, adicionou-se 100
pL/poco de PBS (procedimento realizado 2 vezes) e logo ap0s a adi¢do procedeu-se a sua
remocao. Apos retirar a ultima vez, adicionou-se 100 pL/poco de solucéo de A.B. a 10 %
(v/v) em meio de cultura DMEM sem soro e colocaram-se novamente as placas na
incubadora 37 °C; 5 % de COx.
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A quantificagdo da viabilidade celular foi feita através das leituras das
absorvancias medidas a dois c.d.o. distintos (570 e 620 nm), a partir da utilizacdo de um
espectrofotometro de leitura de placas de 96 pocos (figura 2.5). As leituras foram
realizadas ap0s 4 e 24 h ap0s a adicdo do A.B..

Figura 2.5 - Espectrofotometro de leitura de placas de 96 pocos.

2.3.7 Analise e apresentacdo dos resultados

Os valores de viabilidade celular sdo apresentados como o valor médio de um
numero de experiéncias (n=4) £ desvio do erro médio (SD). Os valores foram calculados
por rotinas dos programas Microsoft Excel. Os graficos foram elaborados no GraphPad.

A anadlise estatistica realizou-se no programa Origin através da analise de

variancia com o teste ANOVA com um nivel de significancia de 0,05 onde o p<0,05.
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Resultados e Discussao

3.1 Predmbulo

Neste capitulo esta apresentada a discussao dos resultados experimentais obtidos
neste trabalho, que se encontra dividida em duas partes. Na primeira parte é apresentada
adescricao e discussao dos métodos de sintese e respetiva caracterizacdo espectroscopica,
dos sais quaternarios de amonio 2 e 4, dos corantes semi-esquarilicos 7 e 8 e dos corantes
esquarilicos assimétricos 9-14. Para a caracterizagdo estrutural de cada composto
sintetizado foram utilizadas as seguintes técnicas: determinagdo do p.f., espectros no Vis,
no 1V, analise de ressonancia magnética nuclear de *H e 3C e por fim, espectros de massa
de alta resolucdo (EMAR-ESI-TOF).

Na segunda parte é apresentada a discussao dos resultados experimentais obtidos
relativamente a avaliacdo da proliferagdo e viabilidade celular, in vitro, das linhas
celulares MCF-7 e BT-474, na presenca dos corantes cianinicos esquarilicos, 9, 11, 12,
13 e 14. S&o avaliados os efeitos destes compostos na proliferacdo/viabilidade celular,
quando sujeitos a irradiacdo ou auséncia da mesma durante 7 e 14 minutos, utilizando
LEDs de c.d.o. adequados a cada corante. A analise referente a viabilidade celular é
realizada segundo a utilizagdo do indicador A.B. que se pode traduzir numa quantificacdo
do metabolismo celular.

Por fim, sdo apresentadas algumas conclusGes relativas ao potencial destes
corantes como agentes fotossensibilizadores na PDT do cancro.

3.2 Sintese dos corantes cianinicos esquarilicos assimétricos derivados da
quinaldina e do benzoselenazole

A sintese dos corantes cianinicos esquarilicos assimétricos foi feita de acordo com

métodos adaptados da literatura (Fagundes, 2013) e que esta resumida no esquema 3.1.
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Esquema 3.1 - Sintese dos varios corantes cianinicos esquarilicos assimétricos.

Apos alquilacdo da quinaldina (1) com 1-iodohexano, obteve-se o sal quaternario

2. A condensacao deste com o 3,4-dibutoxi-3-ciclobuten-1,2-diona (6) originou o produto
3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona (7). Através

de uma reacdo de hidrdlise, a partir deste composto, obteve-se o composto 3-[(1-

hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-diona (8) que apos a

condensacdo com o sal quaternario 4 originou o corante esquarilico zwiterionico 9, que

por metilagdo com o agente metilante CF3SO3CHz permitiu a obtencdo do derivado O-
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metilado 10. Este derivado através de uma reacdo de substituicdo nucledfila com aminas
apropriadas levou a obtencdo dos corantes aminoesquarilicos pretendidos (11-14), com
rendimentos de 25-98 %.

As condicOes reacionais para obtencdo do corante 10, bem como dos corantes
aminoesquarilicos (11-14) foram muito similares, ou seja, todas as reacdes ocorreram a
temperatura ambiente, na presenca de atmosfera de azoto, com excesso de agente
metilante/amina e utilizagdo de CH.Cl2 seco. No entanto, para obtencdo dos corantes 13
e 14 houve a necessidade de adicionar trietilamina e 4-DMAP que funcionaram como
catalisadores da reacd0 uma vez que as respetivas aminas aromaticas sdo menos
nucledfilas do que as aminas alifaticas. Seguidamente é apresentada uma discussao mais
detalhada dos métodos de sintese e respetiva caracterizacao espectroscopica.

3.2.1 Sintese prévia
3.2.1.1 Sintese do iodeto de 1-hexil-2-metilquinolinio (2)

O sal quaternario de amonio 2 foi sintetizado, fazendo-se reagir a quinaldina (1)
com um excesso de I-Hex (1:3), em acetonitrilo a refluxo e sob agitacdo, tal como se

ilustra no esquema 3.2.

@fj\ I = m
Acetx:-mmlo
refluxo, 5 dias h ﬁ/
|

Hex

1 2 (88 %)

Esquema 3.2 - Sintese do composto 2.

Apds cinco dias de reacdo, a precipitacdo do sal foi conseguida através da adicao
de éter dietilico a mistura reacional. Posteriormente, o precipitado obtido foi recolhido
por filtracdo a presséo reduzida e os cristais foram lavados vérias vezes com éter dietilico,
tendo-se obtido cristais amarelados, cromatograficamente puros. A alquilagdo das aguas-
mdes foi repetida por mais trés vezes, adicionando-se mais 1 eq. molar de I-Hex,

deixando-se recorrer a rea¢do por mais 5 dias, de forma a obter um melhor rendimento.
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Relativamente ao rendimento da reagdo (n= 88 %), podemos afirmar que se
apresenta muito superior ao descrito na literatura (46 %, Pardal et al., 2002). Este facto
pode dever-se a repeticdo da alquilagdo das primeiras aguas-médes, como descrito
anteriormente.

O p.f. do sal encontra-se no intervalo 161,7-162,9 °C, e apesar do intervalo ser
estreito, ndo esta de acordo com o da literatura, apresentando-se muito superior (lit. 129-
130 °C, Pardal et al., 2002). Como a sintese e caracterizagdo deste composto ja estd
descrita na literatura (Pardal et al., 2002) apenas foi tragado 0 seu espectro no IV, que se
encontra de acordo com o descrito na literatura referida. Salientam-se as bandas de
absorcéo relativas as vibragOes das ligagdes ArC-H (fraca) a 3069 e a 3009 cm™ e as
bandas relativas as vibracoes das ligagdes C-H alifaticas (forte) a 2948 e a 2914 cm'™,

3.2.1.2 Sintese do iodeto de 3-hexil-2-metilbenzoselenazolio (4)
O sal quaternario de amonio (4) foi sintetizado, fazendo-se reagir o 2-

metilbenzoselenazole (3) com um excesso de I-Hex (1:3), em acetonitrilo, a refluxo e sob

agitacdo, tal como se ilustra no esquema 3.3.

Se Se
I-Hex
_— = b —
Acetonitrilo, ‘7/
N refluxo, 5 dias I~ T
Hex
3 4 (83 %)

Esquema 3.3 - Sintese do composto 4.

Apos cinco dias de reacdo, a precipitacdo do sal foi conseguida do mesmo modo
que referido para o composto 2, através da adicdo de éter dietilico a mistura reacional.
Posteriormente, o precipitado obtido foi recolhido por filtracdo a pressdo reduzida e os
cristais foram lavados vérias vezes com éter dietilico, tendo-se obtido cristais beges,
cromatograficamente puros. A alquilagdo das aguas-mées foi repetida por mais duas
vezes, adicionando-se mais 1 eg. molar de I-Hex, deixando-se recorrer a reagcdo por mais
5 dias, de forma a obter um melhor rendimento. O rendimento conseguido foi muito bom,

83 %, valor que se encontra bastante acima do referido na literatura (n= 40 %, Pardal et
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al., 2002). Fagundes (2013), também sintetizou este sal quaternario e obteve um
rendimento superior de 97 %.

O p.f. do sal é 131-133 °C, que esta de acordo com o da literatura (lit. 132-133°C,
Pardal et al., 2002). No entanto, Fagundes (2013) obteve para este composto um p.f de
121-123 °C, apesar de ser um intervalo estreito ndo esta de acordo com o publicado na
literatura. Como a sintese e caracterizacdo deste composto ja esta descrita na referida
literatura, apenas foi tracado o seu espectro no IV, que também se encontra de acordo
com o publicado. Salientam-se apenas a banda de absorcéo relativa as vibracdes das
ligacBes ArC-H a 3048 cm™ (fraca) e, a 2923 cm™ (forte) a banda relativa as vibragdes

das ligacBes C-H alifaticas.
3.2.1.3 Sintese do 3,4-dibutoxi-3-ciclobuten-1,2-diona (6)
O 3,4-dibutoxi-3-ciclobuten-1,2-diona (6) foi obtido por reacdo do &cido esquarico

(5) com n-BuOH, a refluxo e sob agitacéo, durante 3 h, tal como ilustrado no esquema
3.4.

G\ o 8] /D
N n-BuOH 4
- »
refluxo, 3h
HO OH BuQ OBu
5 6 (63 %)

Esquema 3.4 - Sintese do composto 6.

Apds tratamento da mistura reacional, tal como descrito no capitulo 2, no ponto
2.2.1.3, foi obtido o composto 6 na forma de um 6leo acastanhado, com um rendimento
de 63 %, cromatograficamente puro, tendo sido usado na reacdo seguinte sem qualquer

purificacdo ou caracterizagdo posterior.
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3.2.1.4 Sintese do 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-3-

ciclobuteno-1,2-diona (7)
> Meétodo A

Tentou-se a sintese do composto 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona (7) de acordo com o método descrito na literatura
Jyothish et al., 2004, através da reacdo do composto 1-hexil-2-metilquinolinio (2), com o
acido esquarico (5) numa mistura de n-BuOH/benzeno (1:1) e quinolina, com agitacao e
a refluxo com destilagdo azeotrdpica da &gua em Dean-Stark, durante 24 h, tal como se

ilustra no esquema 3.5.

/
/

+ —_—
o — n-BuOH/

M .
- Benzeno (1:1), OBy
 HO OH " destilacio |
5 azectrdpica de Ha0, 7
24h

Cuinaolina |

Esquema 3.5 - Sintese do composto 7.

Apo6s o tratamento da mistura reacional, verificou-se que a mistura obtida era
muito complexa e como ndo se conseguiu obter o produto na forma sélida, abandonou-se

este método de sintese.

> Meétodo B

Devido ao insucesso do método A, o 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona (7) foi entdo sintetizado fazendo-se reagir uma
mistura de 3,4-dibutoxi-3-ciclobuten-1,2-diona (6) com o iodeto de 1-hexil-2-
metilquinolinio (2), com EtsN e etanol, a refluxo e sob agitacdo, durante 4 h (esquema

3.6), adaptado do método descrito na literatura Graca et al., 2014.
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Esquema 3.6 - Sintese do composto 7.

Este composto foi obtido, ap6s purificagdo por c.c. utilizando como eluente o
CH.Cl,, na forma de cristais alaranjados, cromatograficamente puros, com um
rendimento de 54 %. Fagundes, em 2013, sintetizou um composto derivado do
benzoselenazole, analogo ao composto 7, o qual foi também foi purificado por c.c., no
entanto, utilizou como eluente uma mistura de éter de petrdleo/éter diétilico (1:1), tendo
obtido um rendimento de 58 %, o qual se encontra mais préximo do obtido neste trabalho.
Posto isto, um melhor rendimento podera ser conseguido utilizando outro eluente na
separacao cromatografica.

O p.f. deste composto € de 158-159 °C, o que indica que o composto foi obtido
com elevada pureza, uma vez que apresenta uma diferenca de apenas 1 °C. No entanto,
como se trata de um composto novo, ndo existe dados na literatura para comparagao.

No espectro no IV salientam-se as bandas caracteristicas das vibracoes das ligacGes
CH-alif. (fraca) a 2955 e 2930 cm™, das vibragdes das ligagdes C=0 a 1758 cm™ (fraca)
e a 1691 cm™ (média) e por fim, das vibragdes das ligagdes, ArC=C (forte) a 1526 cm™.

Em relacdo ao espectro de *H-RMN relativo a este composto apresenta todos os
sinais esperados para a totalidade dos protdes presentes na molécula. Na zona aromatica
do espectro surge um sinal na forma de um singuleto largo de um protdo, ao desvio
quimico de 8,5 ppm. Os restantes protdes aromaticos surgem ao desvio quimico de 7,52-
7,22 ppm sob a forma de dupletos e tripletos de um protdo de acordo com o previsto
teoricamente. O sinal do protdo do grupo C=CH da cadeia polimetinica surge tal como
esperado sob a forma de singuleto de um protéo ao desvio quimico de 5,25 ppm. Os sinais
que surgem no espectro aos desvios quimicos 4,81 e 4,06 ppm, na forma de tripleto e
singuleto largo de dois protdes cada, foram atribuidos aos protdes dos grupos CH>, ligados
diretamente aos atomos de oxigénio e azoto das cadeias alquilicas, respetivamente.
Salientam-se os sinais dos grupos metilo da cadeia O-alquilica e N-alquilica que surgem
no espectro aos desvios quimicos 1,00 e 0,95 ppm, na forma de dois tripletos de trés

protdes cada, respetivamente.
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O espectro de 3C-RMN deste composto apresenta seis sinais correspondentes a
carbonos de ligagdes duplas ligados a &tomos de hidrogénio, aos desvios quimicos de
133,06, 131,13, 128,74, 124,28, 123,34 e 114,04, os quais foram atribuidos aos CH dos
anéis aromaticos (Ar-CH). O sinal correspondente ao carbono do grupo C=CH da cadeia
polimetinica encontra-se ao desvio quimico de 85,84 ppm. Observa-se a presenca de oito
sinais correspondentes aos oito grupos CH> das cadeias alquilicas aos desvios quimicos
entre 18,54-73,48 ppm, sendo 0s que se apresentam a campo mais baixo 73,48 e 47,84,
0s carbonos que estdo diretamente ligados aos atomos de oxigénio e azoto,
respetivamente. Por fim, os dois sinais correspondentes aos grupos metilo das cadeias

alquilicas, encontram-se aos desvios quimicos 13,98 e 13,76 ppm.

> Meétodo C

Neste método, sintetizou-se o composto 7, pelo mesmo método descrito
anteriormente, uma vez que a sintese foi conseguida com sucesso. No entanto, realizaram-
se otimizag6es no método de tratamento da mistura reacional e purificacdo do composto,
de modo a obter um melhor rendimento. Neste caso, terminada a reacdo a mistura
reacional foi arrefecida a temperatura ambiente e posteriormente colocada no banho de
gelo para ajudar na precipitacdo. O solido apds ter sido recolhido por filtracdo a presséo
reduzida, inicialmente foi lavado com etanol gelado, tal como no método B, no entanto,
verificou que dissolvia o produto e lavou-se entdo varias vezes com uma mistura de éter
dietilico e etanol (1:1) gelado. O composto foi purificacdo por c.c. utilizando-se
inicialmente como eluente 0 CH>Cl e posteriormente uma mistura de CH2Clo/MeOH 2
%, para melhorar a separacdo cromatografica. No final, foi conseguido cristais
praticamente puros com um rendimento de 62 %, muito proximo do rendimento

conseguido a partir do método B.

» Meétodo D

Neste método realizou-se a sintese do 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona (7), pelo mesmo procedimento descrito no
método B e C, utilizando-se 3,610 g do composto 6. Com o objetivo de melhor o
rendimento também foram realizadas otimizac®es no tratamento da mistura reacional e

na purificacdo do composto 7. Apos término da rea¢do a mistura reacional foi arrefecida
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a temperatura ambiente e posteriormente colocada no frigorifico até ao dia seguinte, para
promover uma melhor precipitacdo do produto pretendido. O sélido formado, recolhido
por filtracdo a pressdo reduzida, foi lavado com éter de petréleo e obtido suficientemente
puro para ser usado na reacdo seguinte sem “sofrer” purifica¢do por c.c. Assim, obteve-
se 0 composto 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-
diona (7), com um rendimento de 63 %, isto indica que, apesar de usar uma maior massa
do composto 6 (relativamente a utilizada no método B e C) e de o composto 7 ndo sofrer
purificacdo por c.c (para serem evitadas perdas), ndo foi conseguido um bom rendimento

quando comparado com os rendimento obtido no método A e B.

3.2.1.5 Sintese do 3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-ilideno)metil]-4-hidroxi-
3-ciclobuteno-1,2-diona (8)

> Metodo A

O composto 8 foi sintetizado através da reacdo de hidrolise adaptada da literatura
(Graca et al. 2014) em que se fez reagir uma mistura de 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-
2(1H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona (7) com NaOH 40 %, em etanol a refluxo,

tal como esté ilustrado no esquema 3.7-método A.

1) MaOH (40 %), -
Método A raflizen, 15 min.
8(43%)
2)HCL (20 . .

1) MaOH (40 %), 5 '
Mstodo B refliceo (102 °C), 15 min. w 8 (30 %)
i o .
= S, U\ 2 HC1 (2D H -

o

_ 1) NaOH (40 %), . .
Método C 90 °C, 13 min. R w §09%)
2 HCL (2M) . .

7 L,

1) N=OH (40 %), .e, -
Mtodo D 0°C1mn w s (3
7 HCL (M) . .

b

¥

IT“!:—Z
B

=
r

r

Esquema 3.7 - Sintese do composto 8.

73



Resultados e Discussao

O composto 8 foi obtido com um rendimento de 59 %, em forma de cristais
avermelhados. O p.f. € 190-195 °C (dec.), com uma diferencga de 5 °C, o que indica que o
composto obtido encontrava-se impuro. Como se trata de um composto novo, ndo existe
dados na literatura para comparacéao.

Fagundes, em 2013, sintetizou um composto analogo ao composto 8, derivado do
benzoselenazole, tendo obtido um rendimento de 96 %, utilizando uma metodologia
diferente da utilizada neste trabalho, descrita na literatura Kim et al., 2010. Embora este
valor seja bastante superior ao obtido neste trabalho, o composto analogo, referido no
trabalho de Fagundes (2013), ndo foi sujeito a qualquer purificacdo, o que também pode
justificar a diferenca de valores nos rendimentos obtidos.

No espectro no IV salientam-se as bandas caracteristicas das vibracdes das ligacoes
CH-alif. (fraca) a 2928 cm, das vibragGes das ligagdes C=0 a 1765 cm™ (média) e a
1647 cm™ (fraca) e por fim, das vibragGes das ligagGes, ArC=C (forte) a 1479 cm™.

Em relacdo ao espectro de *H-RMN relativo a este composto apresenta todos 0s
sinais esperados para a totalidade dos protdes presentes na molécula. Na zona aromaética
do espectro observa-se um sinal na forma de dupleto de um protéo, ao desvio quimico de
8,45 ppm, um sinal na forma de multipleto de quatro protfes que surge ao desvio quimico
de 7,57-7,52 ppm e um Gltimo sinal que surge na forma de tripleto de um prot&o ao desvio
quimico 7,23 ppm. O sinal do grupo C=CH da cadeia polimetinica surge tal como
esperado sob a forma de singuleto de um protéo ao desvio quimico de 5,37 ppm. O sinal
gue surge no espectro ao desvio quimico 4,06 ppm, na forma de singuleto largo de dois
protdes, foi atribuido aos protdes do grupo CHa, ligado diretamente ao atomo de azoto da
cadeia alquilica. O sinal do grupo metilo da cadeia N-alquilica surgem ao desvio quimico
0,90 ppm, na forma de um tripleto de trés protdes, tal como esperado teoricamente.

Devido a fraca solubilidade do composto 8 nos solventes deuterados usuais
(DMSO-ds, CDCl3, CD3s0D), ndo foi possivel a sua caracterizagdo pelos espectros de *H-
RMN e 3C-RMN.

> Meétodo B

Neste método, foram realizadas otimiza¢Ges no processo de sintese para obtencao
do composto 8 (esquema 3.7-método B). O aquecimento da mistura foi regulada com o
objetivo de observar a que temperatura o0 composto solubilizava e a que temperatura se

iniciava refluxo. Observou-se que aos 80 °C o composto comecou a dissolver e verificou-
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se a dissolucdo completa aos 100 °C e deixou-se a mistura a reagir a temperatura 102 °C,
temperatura & qual de verificou inicio de refluxo, evitando assim, o aumento da
temperatura para evitar uma possivel degradacdo do composto. A adicdo da solucdo
aquosa de HCI 2M foi realizada lentamente, com o objetivo de a neutralizacdo néo ser
violenta. Obteve-se entdo, o0 composto 8, com um rendimento superior (= 59 %), ao

obtido no método A.

> Meétodo C

Na tentativa de evitar a degradacdo do composto de 3-butoxi-4-[(1-hexilquinolin-
2(1H)-ilideno)metil]-3-ciclobuteno-1,2-diona (7), realizou-se a sintese do composto 8 de
acordo com o esquema 3.7-método C. A mistura foi colocada a aquecer, até aos 90 °C,
temperatura a qual se verificou a dissolu¢cdo completa do composto e nesta altura, foi
adicionado a mistura reacional a solucdo aquosa de NaOH 40% e deixou-se a reagir a
temperatura de 90 °C, sem entrar em refluxo. Neste caso, a adi¢do da solugdo aquosa de
HCI 2M foi controla, evitando-se assim, adicdo de HCI em excesso. Os cristais obtidos
por este método encontravam-se muito impuros e apesar das tentativas, ndo foi possivel
purifica-lo. Obteve-se entdo 0 composto 8 impuro, com um rendimento muito inferior (n=

29 %), ao obtido nos métodos discutidos anteriormente.

» Meétodo D

Neste método, com o objetivo de melhorar o rendimento, sintetizou-se 0 composto
8, de acordo com o esquema 3.7-método D. Colocou-se a mistura aquecer até aos 90 °C,
temperatura a qual, se verificou a dissolucdo completa do composto no método C e nesta
altura, foi adicionado a solugdo aquosa de NaOH 40% e deixou-se a mistura a reagir a
temperatura de 80 °C sem entrar em refluxo. Para tratamento da reacéo e purificacdo do
composto pretendido realizou-se 0 mesmo procedimento referido no capitulo 2, método
C (2.2.15.3), e como resultado, obteve-se o composto 8 na forma de cristais
avermelhados ligeiramente impuros, com um rendimento muito superior ao obtido nos
métodos referidos anteriormente (= 73 %). Isto indica que, apds otimizagdes dos

métodos de sintese € possivel a obtencéo de melhores rendimentos.
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3.2.1.6 Sintese do 2-[(3-hexilbenzoselenazole-2(3H)-ilideno)metil]-4-

[(1-hexilquinolin-1-io-2-il)metileno]-3-oxociclobut-1-en-1-olato (9)
» Método A

A sintese do corante zwiteridnico 9 foi adaptada do método descrito na literatura
(Graca et al., 2014), fazendo reagir o composto 8 com o sal quaternario 4 numa mistura
de n-BuOH/piridina (1:9), a refluxo e sob agitacdo durante 4 h, tal como esta ilustrado no

esquema 3.8-método A.

Meétodo A

n-BuQH

Piridina (10 %) Y I D
—————»
rafhirmo, 4h
°, = i o
~ L .
! + A 915 %)
N =~ \ I ri
| o

n-BuOH

Piridinz {m %) D
8 4 reﬂurm (120-
130 °C), 4h

-"|-"|n

Metodo B-D

Esquema 3.8 - Sintese do corante esquarilico 9.

Este foi obtido, apo6s a realizacdo de varias lavagens com éter dietilico/éter de
petréleo gelado e algumas recristalizacfes, como estd descrito no capitulo 2, no ponto
2.2.1.6.1, sob a forma de cristais acastanhados, com um rendimento de 15 % e
cromatograficamente puro.

Apresenta p.f. 280-281 °C (dec.), com a diferenca de 1 °C, o que indica que o
composto apresenta elevado grau de pureza, no entanto, este valor ndo pode ser
comparado, uma vez o composto sintetizado é novo logo nédo existe valores de referéncia
na literatura.

No espectro no IV salientam-se as bandas caracteristicas das vibragdes das ligacdes
Ar-CH (fraca) a 3059 cm e das vibracdes das ligagcoes CH-alif. (fraca) a 2926 cm™, das
vibracdes das ligagdes C=0 a 1618 cm™ (média) e por fim, das vibracdes das ligacdes,
ArC=C (forte) a 1588 e a 1449 cm™.
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O espectro de *H-RMN do composto 9 (figura 3.1) apresenta sinais esperados para
a totalidade dos protdes presentes na molécula referida. Na zona aromética do espectro
observa-se um sinal na forma de dupleto de um prot&o, ao desvio quimico de 9,28 ppm,
um sinal na forma de multipleto de quatro protes que surge ao desvio quimico de 7,55-
7,49 ppm. Nesta mesma zona observam-se, aos desvios quimicos 7,36, 7,27 e 7,03 ppm,
trés sinais na forma de dupleto de um protéo cada e dois sinais na forma de tripleto de um
protdo cada que surgem ao desvio quimico 7,32 e 7,09 ppm, sendo estes atribuidos aos
restantes protdes aromaticos.

Uma vez que o composto é assimétrico, os sinais do grupo C=CH da cadeia
polimetinica surgem tal como esperado sob a forma de singuleto de um prot&o a desvio
quimico diferentes, 6,00 e 5,77 ppm. Os sinais que surgem no espectro aos desvios
quimicos 4,18 e 4,01 ppm, na forma de tripleto de dois protdes cada, foram atribuidos aos
protdes dos grupos CHz, ligados diretamente aos atomos de azoto das cadeias alquilicas.
Os protdes dos dois grupos metilo das cadeias alquilicas de seis carbonos, surgem ao
desvio quimico 0,95-0,91 ppm, sob a forma de um multipleto de seis protdes.

Figura 3.1 - Espectro de *H-RMN do composto 9.

Relativamente ao espectro de *C-RMN (figura 3.2) este composto apresenta dez
sinais correspondentes aos dez carbonos de ligacGes duplas ligados aos &tomos de
hidrogénio dos anéis aromaticos, aos desvios quimicos de 139,42, 133,61, 131,39, 128,96,
126,96, 126,75, 124,21, 123,54, 114,66 e 112,65 ppm, os quais foram atribuidos aos CH
dos anéis aromaticos (Ar-CH). Os sinais correspondentes aos carbonos da ligacdo C=CH

da cadeia polimetinica encontra-se ao desvio quimico de 93,01 e 89,07 ppm. Observa-se
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a presenca de dez sinais correspondentes aos dez grupos CH> das cadeias alquilicas aos
desvios quimicos entre 48,37-22,71 ppm, sendo 0s que se apresentam a campo mais baixo
48,37 e 46,71 ppm, os carbonos que estdo diretamente ligados aos atomos de azoto. Por
fim, os dois sinais correspondentes aos grupos metilo das cadeias alquilicas, encontram-

se aos desvios quimicos 14,16 e 13,15 ppm.

Figura 3.2 - Espectro de 3C-RMN do composto 9.

No que diz respeito ao espectro de EMAR-ESI-TOF, a massa exata encontrada para
0 composto 9 estd de acordo com a estrutura proposta m/z: 586,20943[M],
(C3aH38N20,Se", calc. 586.20953).

» Meétodo B-D

Nestes métodos, o composto 9, foi sintetizado pelo método descrito esquema 3.8-
método B-D, nos quais a mistura reacional foi colocada a refluxo entre 120-130 °C. No
entanto, foram realizadas otimiza¢6es no tratamento da mistura reacional e no tratamento
do composto bruto obtido, tal como descrito no capitulo 2, nos pontos 2.2.1.6.2, 2.2.1.6.3
e 2.2.1.6.4. Estas otimizagdes tiveram como objetivo encontrar o melhor método de
purificacdo do composto e para obtencdo de melhores rendimentos. No método D, a
purificacdo do composto 9, foi bastante complexa, no entanto, obteve-se composto
cromatograficamente puro, com um rendimento superior (n= 33 %) aos obtidos nos

restantes métodos.
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3.2.1.7 Sintese do trifluorometanossulfonato de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexil-
6-quinolin-2(1H)-ilideno)metil]-2-metoxi-4-oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil]benzoselenazole-3-io (10)

> Meétodo A

O derivado O-metilado 10, foi sintetizado segundo a reagdo de metilagédo descrita na
literatura Reis et al., 2009, fazendo reagir o composto 9 com excesso do agente metilante
0 CF3SOsCHgs, (1:3), em CHCl, seco, a temperatura ambiente, sob agitacdo, em
atmosfera de azoto (esquema 3.9-metodo B).

Apobs 4 h de reacdo verificou-se que esta ainda ndo estava completa, tendo-se
entdo, adicionado mais 1,5 mL de CF3SO3CHs. Apos obtengdo do composto pretendido
este foi guardado a temperatura ambiente e mais tarde verificou-se que o composto estava
sob a forma de pasta. Este facto pode ser explicado, devido ao agente metilante
(CF3SOsCHa) deteriorar na presenga de agua, pois o atomo de oxigénio da agua
funcionada como nucleéfilo e “ataca” o carbono do grupo CHz do agente metilante por
uma reacdo SN (reacdo de substituicdo nucleofila). Como foi adicionado mais 1,5 mL a
mistura reacional, este poderia ndo ter sido bem removido durante o tratamento da mistura
reacional e ainda estar presente no composto sélido e acabou por reagir com moléculas
de agua (da humidade do ar ou pelo facto da fase organica nao ter sido suficientemente

seca com 0 NaSOz anidro) e dai resultar o composto sob a forma de pasta.

> Meétodo B

Neste método, realizou-se a sintese do derivado O-metilado 10 utilizando o mesmo
procedimento de sintese descrito no método anterior, que esta representado no esquema
3.9.

CF:50:CH:

CH:Cl; seco,
ta, Na 4h

9 10 (89 %)

Esquema 3.9 - Sintese do corante esquarilico 10.
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Apdbs o tratamento da reacdo, obtiveram-se cristais de coloracdo esverdeado com
reflexos dourados brilhantes, com um bom rendimento de 89 % e cromatograficamente
verificou-se que apresentavam-se suficientemente puros para serem utilizados na etapa
seguinte. Este composto é o intermediario crucial para a sintese dos corantes cianicos
aminoesquarilicos 11, 12, 13 e 14.

O p.f. € 195-200 °C (dec.), com a diferenca de 5 °C, que indica que 0 composto ndo
estava totalmente puro tal como se verificou cromatograficamente. Uma vez o composto
sintetizado é novo logo néo existe valores de referéncia na literatura.

No espectro no IV salientam-se as bandas caracteristicas das vibracoes das ligacGes
Ar-CH (fraca) a 3064 cm™, das vibragGes das ligagdes CH-alif. (fraca) a 2929 cm™, das
vibragdes das ligagdes C=0 a 1619 cm™ (fraca) e por fim, das vibracdes das ligacdes,
ArC=C (fraca) a 1565 e a 1505 (média) cm™.

No espectro de *H-RMN do composto 10 observam-se sinais correspondentes aos
38 protdes existentes na molécula. E se salientar que este espectro é semelhante ao
espectro do seu percursor 9, sendo a maior diferenca observada pela presenca do sinal do
grupo metilo do grupo OCHgs, que surge tal como esperado, sob a forma de singuleto de
trés protdes ao desvio quimico de 4,61 ppm. Na zona aromatica entre os desvios quimicos
8,74 e 7,22 ppm, surgem os sinais correspondentes aos dez protdes aromaticos do
composto. Os sinais dos grupos C=CH da cadeia polimetinica surgem sob a forma de dois
singuletos de um protdo cada, aos desvios quimicos de 6,16 e 5,74 ppm.

Os sinais que surge no espectro aos desvios quimicos 4,43 e 4,27 ppm, sob forma
de um singuleto largo e um tripleto, respetivamente, de dois protdes cada, foram
atribuidos aos protdes dos grupos CH, ligados diretamente ao &tomo de azoto das cadeias
alquilicas. Os restantes protdes dos grupos CH: das cadeias referidas anteriormente
surgem no espectro sob a forma de quintetos e multipletos entre os desvios quimicos de
1,90 e 1,30 ppm. Por fim, os sinais referentes aos protdes metilicos terminais das cadeias
alquilicas surgem no espectro sob a forma de dois tripletos de trés protGes cada aos
desvios quimicos 0,93 e 0,88 ppm.

No espectro de 3C-RMN do composto 10, tal como no espectro do seu percursor
9, observa-se a presenta de dez sinais correspondentes aos CH dos anéis aromaticos (Ar-
CH), entre os desvios quimicos de 137,60 e 114,46 ppm. Os sinais correspondentes aos
carbonos da ligagdo C=CH da cadeia polimetinica encontra-se ao desvio quimico de 92,76
e 89,55 ppm e o sinal do carbono do grupo metoxilo (OCH?3) aparece ao desvio quimico

de 61,40 ppm. Aos desvios quimicos de 49,51 e 47,71 ppm, observa-se 0s sinais dos
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carbonos dos grupos CH: que estéo diretamente ligados ao atomo de azoto das cadeias
alquilicas. Entre os desvios quimicos 31,66 e 22,60 ppm surgem 0s oito sinais referentes
aos carbonos dos restantes grupos CH> das cadeias referidas anteriormente. Por fim, os
dois sinais correspondentes aos grupos metilo das cadeias alquilicas, encontram-se no

espectro ao desvio quimico de 15,42 e 14,02 ppm.

3.2.2 Sintese dos corantes cianinicos aminoesquarilicos assimétricos

Tal como ja foi referido anteriormente, 0s corantes cianinicos aminoesquarilicos
assimétricos foram obtidos por reacdo do derivado O-metilado 10 com aminas
apropriadas. Estas funcionam como nucleéfilos e consequentemente o grupo O-CHs é

substituido pela correspondente amina.

3.2.2.1 Sintese do iodeto de 2-[(2-amino-3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-4-oxociclobuten-2-en-1-ilideno)metil]-3-

hexilbenzoselenazole-3-io (11)

» Metodo A

O corante cianinico aminoesquarilico 11 foi obtido por reacdo do corante
cianinico esquarilico O-metilado 10 com uma solu¢do de amoénia 2M em MeOH, em
CH2Cl; seco. No sentido de aumentar a producdo de 'O o contra-ido CF3SOs™ dos
corantes aminoesquarilicos 11-14 foi trocado pelo ido iodeto dissolvendo o produto bruto
em MeOH e adicionando igual volume de uma solucdo aquosa de Kl a 14 % (esquema
3.10-método A).

Apdbs tratamento da mistura reacional e obtencdo do produto, verificou-se por
c.c.f. que os cristais apresentavam uma mancha azul que correspondia ao composto 9.
Embora tenha sido observado por c.c.f. o consumo do material de partida, apds o
tratamento da mistura reacional, observou-se a formacao deste produto que pode estar
relacionado com o facto de a rea¢do ainda ndo estar completa e consequentemente ainda
existir o derivado O-metilado (10) no composto obtido e como os cristais foram lavados

varias vezes com agua, pode ter ocorrido uma reagcdo SNo.

81



Resultados e Discussao

Meétodo A

1) 3 eq. de NH; (2M)

CH:Cl: seco,
ta. N 4k
| 1)1{[(14 %j MeOH,
. s .}H
A~
- h 1) 10 eq. de NH; (M)
I heHy

CH:CL: zeco,
ta, Na, 5h D
10 HEI (]4 “f-u}.'b.le{}H.,
MMetodo B
11 (54 5%3)

Esquema 3.10 - Sintese do corante aminoesquarilico 11.

> Metodo B

Neste método, corante cianinico aminoesquarilico 11 foi sintetizado utilizando o
método de sintese apresentado no esquema 3.10-método B. O processo de sintese foi
otimizado, ou seja, no método A foram utilizados 3 eq. de NHz e neste procedimento de
sintese utilizou-se 10 eq. de NHs.

Obteve-se entdo o corante 11 na forma de cristais acastanhados com um rendimento
de 54 %, cromatograficamente puro, apresentando p.f. 242-246 °C (dec.). Uma vez que o
composto sintetizado € novo nao existem valores de referéncia na literatura.

No espectro no IV deste composto, salientam-se as bandas caracteristicas das
vibracdes das ligagdes N-H do grupo amino (NHy), fraca a 3210 cm™ (fr, N-H), das
vibracBes das ligagbes Ar-CH (fraca) a 3102 cm™,das vibracdes das ligagdes CH-alif.
(fraca) a 2929 cm?, das vibragdes das ligacdes C=0 (fraca) a 1623 cme por fim, das
vibracdes das ligages, ArC=C (fraca) a 1565, 1518 cm™ e a 1457 (forte) cm™.

No espectro de *H-RMN do composto 11 observam-se sinais correspondentes aos
37 protdes existentes na molécula. Na zona aromatica surge um sinal sob a forma de
dupleto de um protdo ao desvio quimico 8,96 ppm e 0s sinais referentes aos restantes
protdes aromaticos surgem entre 0s desvios quimicos 8,01 e 7,21 ppm, sob a forma de
dupletos e tripletos de um protéo cada e dois multipletos de dois e trés protdes cada. Os
sinais dos dois protfes do grupo amino surgem a desvios quimicos diferentes, a 8,79 e

8,68 ppm, sob a forma de singuletos largos. Os sinais do grupo C=CH da cadeia
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polimetinica surgem sob a forma de dois singuletos de um protdo cada aos desvios
quimicos de 6,17 e 5,94 ppm.

Os sinais referentes aos protdes dos grupos CHz, ligados diretamente ao 4&tomo de
azoto das cadeias alquilicas, surgem no espectro sob forma de um singuleto largo e um
tripleto de dois protdes cada, tal como se verificou no espectro do seu derivado O-
metilado 10, que neste caso surgem aos desvios quimicos 4,37 e 4,15 ppm. Os restantes
protdes dos grupos CH> das cadeias referidas anteriormente surgem no espectro sob a
forma de multipletos e quintetos entre os desvios quimicos de 1,76 e 1,32 ppm. Por fim,
observa-se o sinal referente aos protdes metilicos terminais das cadeias alquilicas que
surgem no espectro sob a forma de um multipleto de seis protdes, ao desvio quimico de
0,93 ppm.

No espectro de carbono **C-RMN do composto 10 observa-se a apresenta de dez
sinais correspondentes aos CH dos anéis aromaticos (Ar-CH), entre os desvios quimicos
de 136,10 e 114,14 ppm. Os sinais correspondentes aos carbonos da ligagdo C=CH da
cadeia polimetinica encontra-se ao desvio quimico de 93,89 e 89,15 ppm.

Aos desvios quimicos de 48,17 e 46,53 ppm, observam-se 0s sinais dos carbonos
dos grupos CH: que estdo diretamente ligados ao atomo de azoto das cadeias alquilicas.
Entre os desvios quimicos 31,05 e 22,08 ppm surgem os oito sinais referentes aos
carbonos dos restantes grupos CH. das cadeias referidas anteriormente. Por fim, o sinal
referente aos carbonos dos grupos metilo das cadeias alquilicas surgem ao mesmo desvio
quimico (13,88 ppm). No que diz respeito ao espectro de EMAR-ESI-TOF, a massa exata
encontrada para o composto 11 esta de acordo com a estrutura proposta sendo m/z:
586,23254 [M-I7", (Cs4H10N3OSe™; calc. 586,2334).

3.2.2.2 Sintese do iodeto de 3-hexil-2-[(3-[(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-2-metilamino-4-oxociclobut-2-en-1-
ilidenometil]benzoselenazole-3-io (12)

O corante cianinico aminoesquarilico 12 foi obtido por reacdo do corante
cianinico esquarilico O-metilado 10 e uma solu¢do de NH2CHz (2M em THF) (1:3) em
CH.Cl; seco. Posteriormente fez-se reagir o produto bruto obtido dissolvido em MeOH e
com KI (solucdo aquosa a 14 %), e deixou-se a reagir nas condi¢des que estdo

representadas no esquema 3.11.
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o CHiCl: seco,

y ]@ ta., Na, 1h5min
L1} =

D EI (14 %) Me0H,
t.a

10 12 (98 %)

Esquema 3.11 - Sintese do corante aminoesquarilico 12.

Obteve-se entdo o corante 12 na forma de cristais verde-escuro com um
rendimento de 98 %, cromatograficamente puro, apresentando p.f. no intervalo 212-215
°C, com uma diferenca de 3 °C, 0 que sugere que 0 composto esta praticamente puro.
Uma vez o composto sintetizado € novo ndo existem valores de referéncia na literatura.

No espectro no 1V deste composto, salientam-se as bandas caracteristicas das
vibragdes das ligagdes N-H do grupo amino, fraca a 3235 cm™ (fr, N-H), das vibracdes
das ligagGes Ar-CH (fraca) a 3065 cm™, das vibragdes CH-alif. (fraca) a 2929 (média)
cm, das vibragdes das ligagdes C=0 (forte) a 1624 cme por fim, das vibragGes das
ligacBes ArC=C (forte) a 1565 e a 1454 cm™.

O espectro de *H-RMN do composto 12 ¢ muito diferente do seu analogo 11,
verificando-se o dobro do ndmero de sinais, o que indica que neste caso, ha restricdo da
rotacdo do grupo NHCH3 devido ao caracter parcial da ligacdo dupla entre o atomo de
azoto e o atomo de carbono do anel central de quatro membros, o que provoca assimetria
molecular, podendo-se verificar sinais correspondentes a duas conformacgdes do
composto, o0 que ndo se verificou nos espectros do andlogos 9-11. Este facto também foi
observado por Santos et al., 2010 em corantes cianinicos aminoesquarilicos simétricos
com o grupo NHCHs e, por Fagundes, 2013 em corantes cianinicos aminoesquarilicos
assimétricos. No espectro do composto 12 observam-se todos os sinais dos 42 protdes
presentes no composto, mas em duplicado, uma vez que a molécula para além de sofrer
impedimento de rotacdo da ligacdo C-N, também apresenta assimetria. Na zona aromatica
do espectro entre os desvios quimicos 8,96 e 7,18 ppm surgem 0s sinais correspondentes
aos vinte protdes (dez protdes de cada conformacéo adquirida pela molécula), sob a forma
de dupletos de um protdo cada ao desvio quimico de 8,96 e 8,08 ppm; dupleto largo de
um protdo ao desvio quimico de 8,79 ppm; multipletos de dois protdes aos desvios
quimicos de 8,89-8,86 e 7,96-7,93; de quatro protdes aos desvios quimicos de 7,90-7,82
e 7,51-7,40 ppm e sob a forma de tripletos de dois protdes ao desvio quimico de 7,77 e
de um protdo aos desvios quimicos 7,70, 7,23 e 7,18 ppm. Contrariamente ao que se
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observa nos espectros dos analogos 9-11, verifica-se no espectro de H-RMN deste
composto a presenca de quatro sinais que surgem sob a forma de singuletos de um protéo
cada, aos desvios quimicos de 6,14, 6,06, 5,93 e 5,84 ppm, sendo atribuidos aos protdes
C=CH da cadeia polimetinica, corroborando a hipdtese da existéncia das duas
conformac@es possiveis da molécula. O mesmo néo se verificou nos analogos 9-11, onde
apenas surgem dois sinais sob a forma de singuletos de um protéo cada.

Os quatro sinais referentes aos protdes dos grupos CH>, ligados diretamente ao
atomo de azoto das cadeias alquilicas, surgem no espectro sob forma de um singuleto
largo de quatro protdes, ao desvio quimico de 4,34 ppm e sob a forma de tripletos de dois
protdes cada, aos desvios quimicos de 4,21 e 4,13 ppm. Ao desvio quimico de 3,29 ppm
surge um sinal sob a forma de um singuleto de trés protdes correspondestes aos protdes
do grupo NHCH3 de uma conformacéo e ao desvio quimico de 3,28 ppm surge outro sinal
também ele sob a forma de singuleto de trés protdes, que corresponde aos protdes do
grupo NHCH?3 da outra conformacéo. O sinal referente aos protdes metilicos terminais
das cadeias alquilicas surgem no espectro sob a forma de um multipleto de doze protdes
(seis de cada conformacao), ao desvio quimico de 0,89-0,83 ppm.

No espectro de carbono *C-RMN do composto 12 observa-se os vinte sinais
correspondentes aos CH dos anéis aromaticos (Ar-CH), entre os desvios quimicos de
136,38 e 114,19 (Ar-CH) ppm, referente a hipdtese de existéncia de duas conformacdes.
Os sinais correspondentes aos carbonos da ligagdo CH=C da cadeia polimetinica
encontram-se ao desvio quimico de 94,60, 94,19, 90,06 e 89,50 ppm. O aparecimento
destes sinais em duplicado corrobora mais uma vez a hipétese da existéncia de duas
conformacdes da molécula. Aos desvios quimicos de 48,56 e 48,43, observa-se 0s sinais
dos carbonos dos grupos CH: que estdo diretamente ligados ao &tomo de azoto das cadeias
alquilicas. Os sinais correspondentes aos carbonos dos grupos NHCH3 surgem aos
desvios quimicos 30,42 e 30,23 ppm. Entre os desvios quimicos 46,89 e 22,08 ppm
surgem quinze sinais referentes aos carbonos dos restantes grupos CH> das cadeias
alquilicas. Por fim, os sinais referente aos carbonos dos grupos metilo das cadeias
alquilicas surgem também em duplicado (dois grupos CHs de cada conformag&o), aos
desvios quimicos 14,04, 13,99, 13,97 e 13,95 ppm. No que diz respeito ao espectro de
EMAR-ESI-TOF, a massa exata encontrada para o composto 12 estd de acordo com a
estrutura proposta sendo m/z: 600,24826 [M-17]", (CssH42N30Se*, calc. 600,24900).
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3.2.2.3 Sintese do iodeto de 3-hexil-[(3-(1-hexilquinolin-2(1H)-
ilideno)metil]-4-oxo-2-[(fenilamino)ciclobut-2-en-1-
ilideno)metil]benzoselenazole-3-io (13)

> Meétodo A

O corante cianinico aminoesquarilico 13 foi sintetizado fazendo reagir o corante
cianinico esquarilico O-metilado 10 com 5 eq. de NH2Ph, 0,5 eq. de EtsN e 0,5 eq. de 4-
DMAP em CH2Cl2seco. Tal como os analogos aminoesquarilicos 11 e 12, o produto bruto
obtido foi dissolvido em MeOH tendo-se adicionado igual volume de uma solucdo aquosa
de Kl a 14%, para que ocorresse a troca do contra-ido CF3SOs™ por I" (esquema 3.12-
método A).

Método A .
N
1) NHyPh, 0,5 eq. de B4, - s
4.DMAD, rd j@
CH.CL zeco, tz, M, 11 diae v
) EI (14 %) MeOH, | i
ta @
| )
e 1) MELER, 1,5 eq. da B, 4- “
10 DMAP, &
CHaCly saco, ta, Mo, 6 dias :
2 KI (14 %) MeOH, 1 h
ta.
Mitodo B

13 (42 %)

Esquema 3.12 - Sintese do corante aminoesquarilico 13.

O corante 13 foi entdo obtido apds a realizacdo de algumas recristalizagdes
(descritas no capitulo 2, no ponto 2.2.2.3.1), na forma de cristais acastanhados com um
rendimento de 50 %, cromatograficamente puro, apresentando p.f. 223-226 °C (dec.).
Uma vez o composto sintetizado é novo ndo existe valores de referéncia na literatura.

No espectro no IV deste composto, salientam-se as bandas caracteristicas das
vibragdes das ligaces Ar-CH (fraca) a 3097 cm, das vibragGes das ligagdes CH-alif.

(fraca) a 2926 cm, das vibragdes das ligagdes C=0 (fraca) a 1623 cm™e por fim, das
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vibracdes das ligacdes, ArC=C (fraca) 1538 e a 1455 (média) cm™. Devido a fraca
solubilidade do composto 13 nos solventes deuterados usuais (DMSO-ds, CDCls,
CD30D) n&o foi possivel a obtencéo dos espectros de *H-RMN e *C-RMN.

No que diz respeito ao espectro de EMAR-ESI-TOF, a massa exata encontrada para
0 composto 13 e esta de acordo com a estrutura proposta sendo m/z: 662,26372 [M-I7]",
(Ca0H14N30Se™, calc. 662,26473).

» Meétodo B

Neste método, o composto 13 foi sintetizado de acordo com o esquema 3.12-
método B, na qual foram utilizados 1,5 eqg. de EtsN no processo de sintese. Nestas
condices verificou-se o término da reagdo apds 6 dias de reacdo e para a purificagdo dos
cristais foi apenas necessario a realizacdo de duas recristalizacdes, utilizando o mesmo
procedimento descrito no método A do capitulo 2, no ponto 2.2.2.3.1. Contudo o
rendimento obtido nestas condi¢des foi ligeiramente mais baixo (=42 %), relativamente

ao obtido no método A.

3.2.2.4 Sintese do iodeto de iodeto de 3-hexil-2-[3-(1-hexilquinolin-
2(1H)ilideno)metil]-2-[(3-iodofenil)amino]-4-oxociclobut-2-en-1-
ilideno)metil]benzoselenazole-3-io (14)

> Meétodo A

O corante cianinico aminoesquarilico 14 foi obtido fazendo-se reagir o corante
cianinico esquarilico O-metilado 10, com NH2-3-1-Ph, EtsN e 4-DMAP em CH.Cl; seco.
O produto bruto obtido foi dissolvido em MeOH tendo-se adicionado igual volume de
uma solucdo aquosa de Kl a 14 %, e a fim de trocar o contra-ido CF3SOsz por I (esquema
3.13-método A).
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MMeétodo A

1) NH:-3-1-Fh, 0.5 2q.

de Et;, £-DRAP,
CH.CL: seco, ta, Ny,
1% d.la_
NEI {14 % :-:l. "'v'IEDH,

14 (13 %)

1) MH-3-I-Ph 1.5

de Et;, -1-DI-.-L'-"|P
CH:Ch: seco, ta., Mo,
13 dia=
DEI(14 ""u}.T'n.fE:DH
Método B |

14 (23 %)

Esquema 3.13 - Sintese do corante aminoesquarilico 14.

O corante 14 foi entdo obtido apds a realizacdo de uma recristalizacdo e lavagem
com acetonitrilo, tal como descrito no capitulo 2, no ponto 2.2.2.4.1), na forma de cristais
acastanhados com um rendimento de 13 %, cromatograficamente puro, apresentando p.f.
260-264 °C (dec.). Uma vez que o composto sintetizado é novo ndo existe valores de
referéncia na literatura.

No espectro no IV deste composto, salientam-se as bandas caracteristicas das
vibracdes das ligaces Ar-CH (fraca) a 3068 cm, das vibragbes das ligagdes CH-alif.
(fraca) a 2928 cm, das vibragdes das ligacdes C=0 (fraca) a 1623 cm™e por fim, das
vibrag@es das ligacdes, ArC=C (fraca) 1564 e a 1453 cm™*. Ha semelhanca do seu analogo
13, também néo foi possivel a caracterizagdo do composto 14 pelos espectros de *H-RMN
e de *C-RMN devido a fraca solubilidade do composto 14 nos solventes deuterados
usuais (DMSO-ds, CDCI3, CD30D). No que diz respeito ao espectro de EMAR-ESI-TOF,
a massa exata encontrada para 0 composto 14 esta de acordo com a estrutura proposta
sendo m/z: 788,15896 [M-17]*, (CaoHa3IN3OSe", calc. 788,16137).

> Meétodo B

Neste método, o composto 14 foi sintetizado de acordo com o esquema 3.13-

método B, na qual foram utilizados 1,5 eq. de EtsN no processo de sintese. Nestas

88



Resultados e Discussao

condigdes verificou-se o término da reacdo apos 18 dias de reacdo e apesar dos cristais
terem sido sujeitos a quatro recristalizagoes, tal como descrito no método B do capitulo
2, no ponto 2.2.2.4.2, foi obtido um melhor rendimento (n= 25 %), relativamente ao

obtido no método A.

3.3 Espectros no VIS dos corantes cianinicos esquarilicos assimeétricos derivados da
quinaldina e do benzoselenazole

Para a obtencdo dos espectros de absorcdo no Vis quantitativos (figura 3.3),
prepararam-se solugdes com 0s corantes cianinicos esquarilicos 9-14 sintetizados, a
concentragdo de 0,5x10° uM, exceto para o composto 10 que é qualitativo, utilizando

como solvente o DMSO.

1
0,9 9 Amax =721 nm
0,8
12 Amax =711 nm
0,7
©
§ 0,6 e 11 Amax = 700 nm
2 0,5
3
.2 0,4 13 Amax = 698 nm
0,3
0,2 @14 Amax = 696 nm
0,1
e 10 AMax = 661 nm
Q
500 550 600 650 700 750 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 3.3 - Espectros de absorcéo no Vis dos corantes 9-14 em DMSO a concentragdo de 0,5x10°6 um, exceto o

corante 10 (qualitativo).

A realizacdo destes espectros tem como objetivo verificar se estes compostos
absorvem ou ndo na chamada “janela fototerapéutica”, situada entre os 600 a 850 nm
(Pervaiz & Olivo, 2006; Agostinis et al., 2011; Yano et al., 2011). Tal como se pode
observar na figura 3.3, 0s espectros apresentam bandas estreitas e intensas, e neste
solvente, os corantes apresentam valores para o ¢.d.0. max. de absor¢éo, que variam entre
661 e 721 nm, o que indica, que estes corantes apresentam um dos requisitos mais
importantes para que possam ser potenciais FSs a utilizar na PDT no capitulo 1-
Introducéo, tal como descrito na literatura (capitulo 1). Da analise da figura 3.3, verifica-

se que em relacdo ao composto zwiterionico 9, todos 0s compostos apresentam um desvio

89



Resultados e Discussao

hipsocrémico, sendo este mais acentuado para o0 O-metilado 10. Os compostos 11, 13 e

14 apresentam c.d.o. max. de absor¢do muito proximos.

Realizaram-se, ainda, solucGes dos corantes cianinicos esquarilicos 9, 11-14 em
meio de cultura (DMEM). Os espectros Vis qualitativos (figura 3.4), obtidos nestas
condicdes fornecem o ¢.d.0. max. a que 0s compostos absorvem gquando em contacto com
0 meio de cultura, de modo a que seja possivel a determinacdo do c.d.o. ao qual os

compostos vao absorver radiacdo emitida por LEDs.

0,25

/\ 9 Amax = 646 nm
0,2

@12 Amax = 630 nm

.©
o 0,15
[
<0
g 11 Amax =617 nm
8 01
<C
@13 Amax = 633 nm
0,05

14 Amax = 661 nm
0

500 550 600 650 700 750 800 850 900

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.4 - Espectros de absorcéo no Vis dos corantes 9, 11-14 em meio de cultura (DMEM).

Pela anélise da figura 3.4, verifica-se que estes compostos, quando dissolvidos em
meio DMEM, possuem um comportamento muito diferente, relativamente ao que se
observa gquando dissolvidos em DMSO, como se pode verificar na figura 3.3. Neste caso,
as bandas de absorc¢éo sdo mais largas e apresentam dois picos de Amax. e os valores de
Amax. dos compostos 9, 11-14, apresentam-se mais baixos relativamente aos valores de
Amax observados na figura 3.3. Este facto pode ser justificado devido a elevada propenséo
a formacdo de agregados, num solvente mais polar Halkiotis e colaboradores (1997)
observou a partir da introducgéo de ftalocianinas tetrassulfonadas em PBS, a formacéo de
dois picos de Amax. e também verificou a descida dos valores de absorvancia para cerca
de metade quando dissolvidos em metanol. Também podemos observar que 0s compostos
11-14 apresentam um efeito batocrémico em relagdo ao composto zwiterionico 9, sendo

este efeito mais acentuado para o composto 12.
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Com base nos valores obtidos e apresentados na figura 3.4, determinou-se que o
c.d.o. dos LEDs a utilizar para irradiagdo das células seriam de 630 para os compostos 9,
11-13 e 660 nm para 0 composto 14. Deste modo procedeu-se a construcao do sistema de

LEDs apropriados para este trabalho experimental.

3.4 Avaliacdo da capacidade de formagcao de oxigénio singuleto (*O*2) por parte dos
corantes cianinicos esquarilicos assimétricos sintetizados

Como ja referido no capitulo 1 (4.2), considera-se que, na PDT, a formacéo de
107, apds ativacdo de um corante (conhecido como FS), por uma luz visivel de c.d.o.
especifico do espectro de absorcdo do FS (Maisch, 2007) é considerado a principal
espécie citotoxica formada durante o processo fotodindmico (Konan, 2002; Santos et al.,
2003; Yano et al., 2011) responsavel pela morte celular (Agostinis et al., 2011; Yano et
al., 2011; Nawalanya et al., 2012; Wan & Lin, 2014).

Deste modo, procedeu-se a avaliagdo da capacidade de formagao de 1O, por parte
do corante esquarilico zwiteriénicos 9 e dos corantes aminoesquarilicos 11-14
sintetizados, de forma a tentar perceber qual o seu potencial para aplicacdo em PDT.

Na tabela 3.1, estdo representados os valores do rendimento quéntico (®A) na
formacdo de 'O, de cada um dos corantes cianinicos esquarilicos assimétricos

sintetizados.

Tabela 3.1 — Rendimentos quénticos de formagdo de oxigénio singuleto por parte dos compostos cianinicos
esquarilicos assimétricos sintetizados.

N° do )
Estrutura do Composto X w A
composto
9 - O 0,03
Hex
X 11 | NH2 0,04
o) / J
m D 12 | NHMe 0,05
=
T w 13 I NHPh 0,06
Hex
14 I 3-1-NHPh 0,09

Tal como previsto, 0 corante 9 apresenta um menor ®A de formagio de 'O, uma
vez que ndo apresenta na sua estrutura nenhum atomo de iodo. A introducdo de grupos

amino no anel esquarilico de quatro membros aumentou ligeiramente o ®A de formagao
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de 'O, no entanto, o valor mais elevado registado, verifica-se para o corante 14 (A=
0.09), o qual apresenta um atomo de iodo no anel de benzeno. Este facto era espectavel,
pois de todos os corantes sintetizados, 0 composto 14 é o que apresenta 0 maior nimero
de atomos de iodo na estrutura, confirmando assim a teoria de quanto maior o nimero de
atomos pesados introduzidos na estrutura molecular, maior é o seu rendimento quantico
de formacéo de 1O, (Avirah et al., 2012). Contudo, os valores obtidos sdo francamente
mais baixos do que 0s previstos uma vez que estes corantes possuem na sua estrutura
atomos de selénio e, devido ao efeito do 4tomo pesado, estes compostos deveriam
apresentar um ®A de formagio de 'O, maior. Frides, em 2015, determinou o ®A na
formacdo de 'O, para corantes esquarilicos assimétricos derivados de benzotiazole e
quinaldina na gama dos 0,03-0,11, compostos analogos aos sintetizados neste trabalho.
Para o composto zwiteridnico obteve um valor ®A de 0,03, valor este, que ¢ igual ao
registado para o composto 9 sintetizado neste trabalho. Para o corante cianinico
aminoesquarilico W= NHz obteve um valor de ®A de 0.05, valor ligeiramente superior ao
determinado para o composto 11, no entanto, para o composto W= NHMe obteve um
valor de @A ligeiramente mais baixo (PA=0,04) comparativamente ao composto 12. Para
os compostos W= NHPh e 3-I-NHPH obteve valores superiores de ®A de formagao de
10, (0,06 e 0,11, respetivamente) relativamente aos compostos 13 e 14. A diferenca de
resultados podera ser explicada pela diferenca do &omo presente no anel de cinco
membros. Resultados semelhantes, mas com valores mais elevados de ®A de formacao
de 'O foram encontrados na literatura. Em 2013, Fagundes determinou o ®A de
formacdo de 1O, para corantes esquarilicos assimétricos derivados de benzoselenazole
e 6-iodobenzotiazole, rendimentos que variam entre 0,14-0,26 e para um corante
esquarilico assimétrico derivado do benzolenazole e benzotialole (®?A=0,02). Tal como
se verifica neste estudo os compostos zwiteriénicos apresentam os valores mais baixos
de ®A de formagdo de 0% (0,14 e 0,02). A introducio de grupos amino no anel central
de quatro membros aumenta ligeiramente ®A sendo o valor mais acentuado quando se
introduziu a amina primaria, contrariamente ao que se observa para o composto 11 e 12.
O composto W= 3-I-NHPH, tal como o composto 14, apresenta o valor de ®A de
formacéo de O, mais elevado relativamente aos restantes compostos. Como todos os
compostos sintetizados por Fagundes (2013) apresentam um atomo de selénio e um atomo
de enxofre um em cada anel de cinco membros e apresentam um atomo de iodo na sua

estrutura, resultaram ®A superiores o que confirma mais uma vez que a introdugdo de
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atomos pesados resulta num ISC mais eficiente e consequentemente melhores valores de
®A de formacio de 107 (Avirah et al., 2012).

3.5 Avaliacéo do potencial fototerapéutico dos corantes cianinicos esquarilicos e
aminoesquarilicos assimétricos em células MCF-7 e BT-474

3.5.1 Efeito do tempo de irradiacéo e do tempo de exposi¢cdo dos compostos

apos irradiacéo nas celulas MCF-7

A adicéo das solucdes suplementadas com os corantes foi realizada de acordo com
ao descrito e representado na tabela 2.2 do capitulo 2 (2.3.4.2). Apds 24 h de incubacéo
das células com os compostos, estas foram submetidas a irradiagdo com LEDs centrados
a 630 nm (para os compostos 9, 11, 12 e 13) e centrados a 660 nm (para o composto 14),
durante 7 e 14 minutos, mantendo uma caixa sem irradiacédo (controlo). As filasde Aa D
(n=4 pogos por condicao) foram lavadas, 1 h apds irradiacdo, com PBS (2 vezes) e depois
adicionou-se meio de cultura sem soro contendo A.B. (10 % v/v). As linhas E a H (n=4
pocos por condicao) foram lavadas 24 h apos irradiacdo (PBS 2x, adicdo de A.B. (10 %
v/v) apos Ultima lavagem). Este procedimento foi realizado com o objetivo de avaliar o
efeito do tempo de exposicdo ao composto irradiado, depois de ser excitado por luz a um
determinado c.d.o., na viabilidade celular (% de controlo). Assim, a anlise dos gréaficos
foi feita comparando os resultados para as células lavadas 1 h apés a irradiacdo (1h) e
lavadas 24 h apoés a irradiacdo (24h) e pela comparacao dos tempos de irradiacdo (7 e 14
minutos) com o controlo ndo irradiado (0 minutos). As células ndo irradiadas foram
manipuladas da mesma maneira, para minimizar algum efeito de alteracdo de temperatura
ou pH (pelo facto da sua retirada da incubadora de CO.) estas foram mantidas no escuro,

fora da incubadora, durante 14 minutos.

3.5.1.1 Efeito do corante cianinico esquarilico 9

Para que um corante seja um bom FS, para aplicacdo em PDT do cancro, deve
apresentar uma toxicidade minima no escuro e apenas desenvolver atividade citotoxica
guando ativado por luz, a um c.d.o. apropriado (Nyman & Hynninen, 2004; Ribeiro et al.,
2005; Pervaiz & Olivo, 2006; Agostinis et al., 2011; Yano et al., 2011; Avirah et al.,
2012).
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De acordo com a figura 3.5, nas células MCF-7 ndo irradiadas (figura 3.5 A),
podemos observar que o composto 9 a concentragdo de 10,0 uM induz uma elevada
diminuicdo da viabilidade celular para 1 e 24 h de exposi¢do ao composto. Assim, 0
composto 9 induz elevada toxicidade a 10,0 uM, no escuro e nas células irradiadas a 7
(figura 3.5 B) e 14 minutos (figura 3.5 C). O corante 9 apesar de reduzir ligeiramente a
viabilidade celular as concentragdes de 0,1, 1,0 e 5,0 uM, ndo é considerado citotdxico
no escuro, uma vez que a toxicidade induzida varia entre 10 e 20 % da viabilidade celular
do controlo, e segundo as normas GRAS Status (Generally Recognized as Safe) esta
dentro dos limites aceitaveis para que um composto se considere seguro (International
Organization for Standardization, 2009).

Nas células irradiadas durante 7 minutos (figura 3.5 B), para a concentracdo de
5,0 UM, verifica-se uma reducéo da viabilidade celular idéntica a dos resultados no escuro
(figura 3.5 A), para a mesma concentracdo. Contudo, a reducdo da viabilidade € mais
notoria nas celulas irradiadas durante 14 minutos (figura 3.5 C). Ainda na figura 3.5 B
podemos observar que, para a concentragcdo de 0,1 e 1,0 uM, a irradiacdo durante 7

minutos ndo foi eficaz em incrementar a toxicidade celular como seria de esperar.

A B
MCF-7, 0 minutos MCF-7, 7 minutos

100+ X 100

504 501

x
*

Viabilidade celular (% cont.)

Viabilidade celular (% cont.)

x B

0,0 0,1 1,0 5,0 10,0
Concentragéo do composto 9 ( pM)

0,0 0,1 1,0 5,0 10,0
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Figura 3.5 - Viabilidade celular (% de controlo) em fungdo da concentragéo do corante 9, registada em células MCF-
7 sem irradiagdo (A), com irradiagdo por 7 minutos (B) e 14 minutos (C). Leituras efetuadas 1 h e 24 h apos irradiagéo
das células pré-incubadas com o corante. Valores referem-se a média + SD (n= 4). (* diferencas estatisticamente
significativas (p <0,05) comparadas relativamente ao controlo, do mesmo ensaio).

94



Resultados e Discussao

Assim, podemos constatar que 0 composto 9 ndo preenche um dos requisitos mais
importantes para a escolha de um bom FS. Apesar de o composto 9 ndo ser considerado
citotoxico no escuro as concentracdes de 0,1; 1,0 e 5,0 uM, este ndo é um bom FS, porque

na gama em que ndo é citotdxico no escuro a irradiagdo ndo aumentou a toxicidade deste.

3.5.1.2 Efeito do corante cianinico aminoesquarilico 11

Para o composto 11, nas células MCF-7 ndo irradiadas (figura 3.6 A), verificou-
se toxicidade quase total para a concentracdo de 5,0 uM e total para 10,0 uM. Com 5,0
UM de composto e 1 h de contacto apos irradiacdo, reduziu significativamente (p<0,05)
a viabilidade para aproximadamente 20 % do controlo (reducdo de 80 %), o que indica
elevada toxicidade no escuro para estas concentracfes, pois segundo as normas GRAS
Status, o corante é considerado téxico a esta concentracdo, uma vez que reduz a
viabilidade celular em mais de 30 % (International Organization for Standardization,
2009). Para as concentracdes de 0,1 e 1,0 uM, observa-se um decréscimo significativo
(p<0,05) da viabilidade celular em relacdo ao controlo para o ensaio de 24 h de exposicao
ao composto, no valor de cerca 10 % de viabilidade para 0,1 puM e de cerca 30 % para 1,0
MM,

Na figura 3.6 B e C, células irradiadas durante 7 e 14 minutos, respetivamente,
para 0,1 e 1,0 uM verifica-se uma reducdo da viabilidade celular relativamente aos
resultados no ensaio no escuro (figura 3.6 A). Esta reducdo de viabilidade é mais notdria,
nas células irradiadas durante 14 minutos (figura 3.6 C), para a concentracdo de 0,1 e 1,0
UM, observando-se a concentracdo de 1,0 uM uma viabilidade de 5 % do controlo (95 %
de reducdo), para os ensaios de 1 h e 24 h de exposicdo das células ao composto ap6s
irradiacao.

Para a concentracdo de 0,1 uM observa-se uma reducdo de viabilidade menor
relativamente a concentracdo de 1,0 uM, cerca de 60 % do controlo (40 % de reducéo)
para 0 ensaio de 1 h de exposi¢do ao composto e cerca de 40 % do controlo (60 % de
reducdo) para 24 h.
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Figura 3.6 - Viabilidade celular (% de controlo) em funcdo da concentragdo do corante 11, registada em células MCF-
7 sem irradiagdo (A), com irradiacdo por 7 minutos (B) e 14 minutos (C). Leituras efetuadas 1 h e 24 h ap6s irradiagdo
das células pré-incubadas com o corante. Valores referem-se & média + SD (n= 4). (* diferencas estatisticamente

significativas (p<0,05) comparadas relativamente ao controlo, do mesmo ensaio).

Apbs a andlise, pode concluir-se que a toxicidade do composto 11 depende do
tempo de irradiacdo (sendo mais eficaz aos 14 minutos), do tempo de exposicdo das
células MCF-7 ao composto ap6s irradiacdo e da concentracdo do composto. Assim, este
composto tem um elevado potencial para ser usado como FS em PDT do cancro, nas
seguintes condi¢des: usar a concentracdo de 1,0 uM; o tempo de exposi¢do do composto
11 apos irradiacdo deve ser 1 h, uma vez que pela analise do grafico, a concentracdo de
1,0 uM, néo apresenta toxicidade no escuro no ensaio de 1 h de exposi¢do do composto
apos irradiacdo e por fim, o tempo de radiacdo a que o composto sera eficaz aos 14
minutos pois apresenta um elevado poder de toxicidade (reducdo da viabilidade cerca de
5 % do controlo (95 % de reducéo)).
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3.5.1.3 Efeito do corante cianinico aminoesquarilico 12

Para exposicdo ao composto 12, as células MCF-7 ndo irradiadas (figura 3.7 A)
apresentam para as concentracfes mais elevadas (5,0 e 10,0 uM) perda total da
viabilidade celular. Na concentracdo de 1,0 uM, para o ensaio de 1 h de exposicéo das
células ao composto (1 h apds retirada da caixa da incubadora a 25 h apos aplicacdo do
composto nas células), observa-se reducdo significativamente (p<0,05) da viabilidade
para aproximadamente 60 % do controlo (reducéo de 40 %) e para 24 h (48 h de exposi¢do
do composto) verificou-se uma maior diminui¢do da viabilidade, para cerca de 11 % do
controlo (89 % de reducdo). A concentracdo de 0,1 pM, para 1 h de exposicdo ao
composto, verifica-se ligeira diminuicdo da viabilidade celular quando comparada com o
controlo ndo sendo significativa (p<0,05) e um decréscimo significativo (p<0,05) de
aproximadamente 35 % de reducdo da viabilidade no ensaio de 24 h de exposi¢do do
composto.

Na figura 3.7 B, células irradiadas durante 7 minutos, observa-se na concentracao
de 0,1 uM um decréscimo significativo (p<0,05) da viabilidade em relagdo ao controlo e
a condicdo de 0 minutos de irradiacédo (figura 3.7 A), sendo este decréscimo da viabilidade
mais notdria para o ensaio de 24 h de exposi¢do ao composto em ambos 0s casos. No
entanto, verifica-se uma perda quase total da viabilidade para 1,0 UM, nos ensaios de 1 e
24 h, e relativamente aos resultados obtidos para as células ndo irradiadas (controlo), na
mesma concentracdo. O mesmo se observa para as células irradiadas durante 14 minutos
(figura 3.7 C) para ambas as concentraces.

Apds a analise da figura 3.7, pode concluir-se que o efeito citotoxico do composto
12 ¢é dependente da concentracdo, do tempo de irradiacdo e do tempo de exposi¢cdo das
células ao composto apds irradiacdo. No entanto, 0 composto 12 apresenta toxicidade no
escuro a todas as concentracfes, exceto para a concentracdo de 0,1 UM no ensaio de 1 h
de exposi¢cdo do composto. Contudo, a esta concentracdo e neste ensaio (1 h), nas células
irradiadas durante 7 e 14 minutos, verifica-se apenas um decréscimo de 30 % e 40 % da
viabilidade, respetivamente. Conclui-se entdo, segundo os motivos atrds mencionados
que o composto 12 ndo relne as condi¢Bes necessarias para ser utilizado como FS em
PDT.
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Figura 3.7 - Viabilidade celular (% de controlo) em funcdo da concentracdo do corante 12, registada em células MCF-
7 sem irradiacdo (A), com irradiagdo por 7 minutos (B) e 14 minutos (C). Leituras efetuadas 1 h e 24 h ap0s irradiagéo
das células pré-incubadas com o corante. Valores referem-se a média + SD (n= 4). (* diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) comparadas relativamente ao controlo, do mesmo ensaio).

3.5.1.4 Efeito do corante cianinico aminoesquarilico 13

Os resultados obtidos para o corante 13 encontram-se ilustrados na figura 3.8. As
células MCF-7 ndo irradiadas (figura 3.8 A) mostram que a exposicao ao corante 13 induz
uma elevada toxicidade no escuro nas concentragdes mais altas (5,0 e 10,0 uM). No
entanto, para 0,1 UM observa-se um ligeiro decréscimo mas significativo (p<0,05) na
viabilidade celular, cerca de 10 % do controlo para o ensaio de 1 h de exposicdo, logo ndo
¢ considerado citotdéxico no escuro segundo as normas (GRAS Status International
Organization for Standardization, 2009) e para o ensaio de 24 h de exposi¢cdo do
composto, para a mesma concentracdo, ndo se observou qualquer alteragéo significativa
(p>0,05) na viabilidade celular. Para 1,0 uM, verifica-se um maior efeito de toxicidade
por parte do composto, relativamente a concentracdo mais baixa (reducéo da viabilidade

cerca de 20 % para ambos os ensaios (1 e 24 h).
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Figura 3.8 - Viabilidade celular (% de controlo) em funcdo da concentracdo do corante 13, registada em células MCF-
7 sem irradiacdo (A), com irradiagdo por 7 minutos (B) e 14 minutos (C). Leituras efetuadas 1 h e 24 h ap0s irradiagéo
das células pré-incubadas com o corante. Valores referem-se a média + SD (n= 4). (* diferencas estatisticamente

significativas (p<0,05) comparadas relativamente ao controlo, do mesmo ensaio).

A acdo da radiacdo durante 7 e 14 minutos (figura 3.8 B e C), nas células expostas
ao corante 13, na concentracdo de 0,1 uM néo alterou significativamente (p>0,05) o perfil
de toxicidade relativamente ao controlo e as células ndo irradiadas (figura 3.8 A). No
entanto, para ambos os tempos de irradiacdo, observa-se que a concentragdo de 1,0 uM
provocou reducdo significativa (p<0,05) da viabilidade de quase 100 % em relacdo ao
controlo e em relacdo aos resultados representados no ensaio no escuro. Aqui, verifica-se
que quanto maior o tempo de irradiacdo maior foi o efeito téxico do composto 13.

Os resultados indicam que o composto 13, a 0,1 uM, nédo apresenta toxicidade
significativa no escuro no ensaio de 24 h, o que seria desejavel para um bom FS, no
entanto, verifica-se auséncia de incremento na toxicidade por acdo da radiagdo. Para a
concentracdo de 1,0 uM, verifica-se que a irradiacdo aumenta significativamente (p<0,05)

o efeito de toxicidade do composto e como ndo é considerado citotoxico no escuro
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(reducéo da viabilidade cerca de 20 % do controlo), pode ser considerado um bom FS

para ser utilizado em PDT, a esta concentragéo.

3.5.1.5 Efeito do corante cianinico aminoesquarilico 14

Para o corante 14 observa-se na figura 3.9 A, em células ndo sujeitas a irradiacéo,
que existe uma reducdo da viabilidade celular com o aumento da concentragcdo do
composto, quando exposto durante 1 h. Na concentracdo de 0,1 e 1,0 uM, néo se verificou
reducdo significativa (p>0,05) da viabilidade celular, exceto a 1,0 uM no ensaio de 1 h.
Quando expostas ao composto durante mais 24 h, apenas a concentracdo de 10,0 uM se
observou uma reducdo significativa (p<0,05) da viabilidade celular, em relagdo ao
controlo.

Quando irradiadas durante 7 minutos (figura 3.9 B), a concentracdo de 0,1 e 1,0
UM, no ensaio de 1 h, verifica-se auséncia de toxicidade por parte do composto, no
entanto, no ensaio de 24 h verifica-se reducdo significativa (p<0,05) na viabilidade
celular. As concentrag@es de 5,0 e 10,0 uM verifica-se uma reducéo significativa (p<0,05)
da viabilidade, em ambos o0s ensaios (1 e 24 h). No entanto, comparando os resultados
das células irradiadas durante 7 minutos, a concentracdo de 0,1; 1,0 e 5,0 uM no ensaio
de 24 h de exposicdo do composto, com os resultados das células néo irradiadas, observa-
se um decréscimo na viabilidade celular.

Nas células irradiadas durante 14 minutos verifica-se apenas um decréscimo
significativo (p<0,05) na viabilidade celular para a maior concentracdo (10,0 uM) e para
as restantes concentracdes, verifica-se auséncia de toxicidade celular.

Para o corante 14 eram espectaveis bons resultados na reducdo da viabilidade
celular quando irradiado, uma vez que o composto apresenta um atomo pesado de iodo
no anel aromatico, que deveria induzir uma maior producéo de 'O, e por este motivo ter
um efeito citotoxico mais elevado.

Pela analise dos resultados da figura 3.9, pode concluir-se que 0 composto 14 ndo
preenche os requisitos para ser utilizado como FS em PDT, uma vez que, apesar de nao
ser considerado citotoxico no escuro a concentracdo de 0,1 e 1,0 uM, verifica-se um
ligeiro incremento na toxicidade ap6s 7 minutos de irradiacdo e sendo ausente apos 14
minutos de irradiacdo. A concentracdo de 10 UM, ap6s 7 e 14 minutos de irradiacdo, o
composto 14 apresenta elevado poder citotoxico o que seria desejavel para ser um bom

FS, no entanto, 0 mesmo é observado para as células nao irradiadas.
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Figura 3.9 - Viabilidade celular (% de controlo) em funcdo da concentracdo do corante 14, registada em células MCF-
7 sem irradiagdo (A), com irradiacdo por 7 minutos (B) e 14 minutos (C). Leituras efetuadas 1 h e 24 h ap6s irradiagdo
das células pré-incubadas com o corante. Valores referem-se & média + SD (n= 4). (* diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) comparadas relativamente ao controlo, do mesmo ensaio).

3.5.2 Efeito do tempo de irradiacédo e do tempo de exposicdo dos compostos

apos irradiacdo nas células BT-474
3.5.2.1 Efeito do corante cianinico esquarilico 9

Nas células ndo irradiadas (figura 3.10 A) mas que permanecem 14 minutos a
temperatura ambiente ao abrigo da luz, podemos verificar que o composto 9 induz uma
reducdo significativa (p<0,05) da viabilidade celular com o aumento da concentracdo do
composto, sendo o efeito citotoxico maior quando exposto durante 1 h (1 hora apds
retirada da caixa da incubadora a 25 h ap6s aplicagdo do composto nas células), exceto a
concentracéo de 10,0 uM.

Quando irradiadas durante 7 minutos (figura 3.10 B), verifica-se um decréscimo
significativo (p<0,05) na viabilidade celular a todas as concentragdes, sendo a diminuigéo
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mais notoria a maior concentracdo. No entanto, comparando os resultados das células
irradiadas durante 7 minutos com os resultados das células néo irradiadas, ndo se verifica
grande diferenca na percentagem de diminuicdo da viabilidade celular, exceto a
concentracdo de 5,0 uM que contrariamente aos resultados no escuro, no ensaio de 1 h de
exposicdo ao composto, observa-se um menor efeito citotoxico do composto e no ensaio
de 24 h de exposic¢do das celulas ao composto apos irradiacao, verifica-se um maior efeito
citotdxico.

Nas células irradiadas durante 14 minutos verifica-se também um decréscimo
significativo (p<0,05) da viabilidade celular para todas as concentracdes (exceto a 0,1 e
1,0 uM, no ensaio de 24 e 1 h respetivamente) sendo dependente da concentracdo, o

mesmo se verifica nos resultados das células mantidas no escuro e irradiadas apés 7

minutos.
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Figura 3.10 - Viabilidade celular (% de controlo) em fun¢do da concentragdo do corante 9, registada em células BT-
474 semirradiagdo (A), com irradiagdo por 7 minutos (B) e 14 minutos (C). Leituras efetuadas 1 h e 24 h apos irradia¢do
das células pré-incubadas com o corante. Valores referem-se a média + SD (n= 4). (* diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) comparadas relativamente ao controlo, no mesmo ensaio).

Assim, podemos concluir que o composto 9 ndo preenche os requisitos para ser

utilizado como FS em PDT pois, apesar de ndo ser considerado citotoxico no escuro a
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concentracdo de 0,1 e 1,0 puM segundo as normas GRAS Status (International
Organization for Standardization, 2009), apresentando cerca de 90 e 85 % da viabilidade
do controlo, verifica-se um ligeiro incremento na toxicidade ap6s 7 e 14 minutos de
irradiagdo a estas concentragdes. A concentracdo de 5,0 e 10,0 pM o composto apresenta

um efeito citotoxico na viabilidade celular nas trés condicdes (A, B e C).

3.5.2.2 Efeito do corante cianinico esquarilico 11

Para o composto 11, as células BT-474 nao irradiadas (figura 3.11 A), apresentam
para as concentragdes mais elevadas (5,0 e 10,0 uM) perda total da viabilidade celular,
exceto para a concentracdo 5,0 M no ensaio de 1 h de exposi¢do ao composto aplicado
(1 hora ap6s retirada da caixa da incubadora a 25 h ap6s aplicacdo com composto). A
concentracdo de 1,0 uM, no ensaio de 1 h de exposic¢éo das células ao composto, reduziu
significativamente (p<0,05) a viabilidade celular para aproximadamente 75 % do controlo
e no ensaio de 24 h de exposicdo para 40 % do controlo (60 % de reducdo). A
concentracdo de 0,1 uM, quando o composto foi exposto durante 1 h (1 hora apos retirada
da caixa da incubadora a 25 h ap6s aplicacdo com composto) verifica-se um aumento
significativo (p<0,05) da viabilidade celular. Tal facto pode ter resultado de um possivel
erro experimental que permitiu a multiplicacdo celular, por exemplo: erro na pipetagem
do volume da solucdo suplementada com o corante a ser adicionado em cada poco da
placa de cultura ou erro na preparacdo da dosagem da solucdo suplementada com o
corante consequentemente erro na concentracdo pretendida. Pode também estar
relacionado com possiveis contaminagdes que possam ter ficado incorporadas nas
membranas das células e que absorvem a c.d.o. diferentes mas que interfiram com o0s
c.d.o. do A.B. e, por outro lado, também pode ter ocorrido uma adaptacdo celular,
podendo as células ter utilizado mecanismos de defesa, tal como a metabolizacdo do
composto em subprodutos ndo toxicos e deste modo desencadear a proliferacdo celular
(Wilkening et al. 2003).

Na figura 3.11 B, células irradiadas durante 7 minutos, verifica-se uma reducdo
significativa (p<0,05) da viabilidade celular em todas as concentracGes, que é dependente
do tempo de exposi¢do do composto apds irradiacdo e da concentracdo. Para 0,1 pM e 1
h de exposicdo do composto, observa-se um decréscimo da viabilidade de
aproximadamente 35 % do controlo. Comparando estes resultados com os obtidos nas

células ndo irradiadas, observa-se um maior poder de toxicidade do composto apds
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irradiacdo e 0 mesmo é confirmado para as células irradiadas durante 14 minutos. Para as
concentracdes de 1,0, 5,0 e 10,0 uM, verifica-se uma elevada reducdo da viabilidade
celular.

Na figura 3.11 C, nas células irradiadas durante 14 minutos verifica-se um
decréscimo significativo (p<0,05) da viabilidade celular a todas as concentracdes, sendo
dependente do tempo de exposicdo do composto apds irradiacdo e da concentragdo. As
restantes concentracdes (1,0, 5,0, e 10 uM) os resultados s&o muito semelhantes aos
obtidos nas células irradiadas durante 7 minutos, no entanto, nos ensaios de 24 h de

exposicdo do composto verifica-se perda total da viabilidade celular.
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Figura 3.11 - Viabilidade celular (% de controlo) em funcéo da concentracéo do corante 11, registada em células BT-
474 semirradiagdo (A), com irradiagdo por 7 minutos (B) e 14 minutos (C). Leituras efetuadas 1 h e 24 h apoés irradia¢do
das células pré-incubadas com o corante. Valores referem-se & média + SD (n= 4). (* diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) comparadas relativamente ao controlo, do mesmo ensaio).

Ap0s a analise pode concluir-se que o efeito citotoxico do composto 11 nas células
BT-474 é dependente da concentracdo, pois nas concentracfes mais elevadas (1,0, 5,0 e
10,0 uM) verifica-se um elevado efeito citotoxico nas células nas trés condicoes (A, B e

C); da radiagdo pois a concentracdo de 0,1 e 1,0 uM verificou-se que a irradiacdo
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aumentou o efeito citotdxico do composto (reducéo da viabilidade celular) relativamente
aos resultados observados nas células ndo irradiadas e do tempo de exposigao das células
ao composto apds irradiagdo. No entanto, os resultados indicam que o composto 11 ndo
reline os requisitos necessarios para ser considerado um bom FS para ser utilizado naPDT
do cancro, pois apesar de apresentar elevada toxicidade as concentragdes mais altas (1,0,
5,0 e 10,0 pM), também apresenta toxicidade no escuro. A concentragio de 0,1 uM, no
ensaio de 1 h de exposicdo ndo apresenta toxicidade no escuro, no entanto, apos irradiacao

ndo apresenta elevado poder citotoxico.

3.5.2.3 Efeito do corante cianinico aminoesquarilico 12

Nas células BT-474 néo irradiadas (figura 3.12 A), observa-se um decréscimo
significativo (p<0,05) da viabilidade celular dependente da concentracdo do composto
12. Para 10,0 uM, observa-se uma perda total da viabilidade celular, e 25,0 uM no ensaio
de 1 h de exposicdo, observa-se um decréscimo significativo (p<0,05) da viabilidade
celular de aproximadamente 80 % do controlo. A concentragio de 0,1 uM verifica-se um
decréscimo significativo (p<0,05) da viabilidade celular, sendo mais notoria no ensaio de
1 h de exposicdo ao composto, mas como a redugdo da viabilidade é cerca de 15 a 20 %
do controlo, o composto ndo é considerado citotoxico a esta concentra¢do segundo as
normas GRAS Status (International Organization for Standardization, 2009). A 1,0 uM
observa-se um maior decréscimo na viabilidade celular relativamente a menor
concentracdo, sendo mais notoria no ensaio de 24 h de exposi¢do (24 h apos retirada da
caixa da incubadora a 48 h ap6s aplicacdo do composto).

Na figura 3.12 B, células irradiadas durante 7 minutos, verifica-se um decréscimo
significativo (p<0,05) da viabilidade celular quando comparado com o grupo controlo,
também dependente da concentracdo (quanto maior a concentragdo maior € a
percentagem de reducdo da viabilidade celular), sendo esta diminuicdo mais notoria as
concentracdes mais elevadas (1,0, 50 e 10,0 uM). Com o efeito da radiacdo, a
concentracéo de 1,0 uM, verifica-se um maior incremento de toxicidade do composto 12
relativamente ao resultado apresentado para a mesma concentragdo nas células néo
irradiadas, sendo mais notdria no ensaio de 24 h de exposicdo do composto apos
irradiacdo (90 % de reducao).

Na figura 3.12 C, células irradiadas durante 14 minutos, tal como nos resultados

apresentados para as células ndo irradiadas e nas irradiadas 7 minutos, verifica-se uma
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diminuicdo da viabilidade celular dependente da concentracdo. Comparando estes
resultados com os obtidos nas células irradiadas 7 minutos, verifica-se que a concentracdo
de 0,1 uM, observa-se um maior decréscimo da viabilidade celular no ensaio de 24 h de
exposicdo do composto, e 0 mesmo se verifica para as maiores concentracdes (1,0, 5,0 e
10,0 uM).
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Figura 3.12 - Viabilidade celular (% de controlo) em fun¢do da concentracdo do corante 12, registada em células BT-
474 semirradiagdo (A), com irradiagdo por 7 minutos (B) e 14 minutos (C). Leituras efetuadas 1 h e 24 h apoés irradia¢do
das células pré-incubadas com o corante. Valores referem-se a média + SD (n= 4). (* diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) comparadas relativamente ao controlo, do mesmo ensaio).

Apds a analise da figura 3.12, pode concluir-se que o efeito citotoxico do
composto 12 é dependente da concentracdo, do tempo de irradiacdo e do tempo de
exposicao das células ao composto apos irradiacdo. Este produz toxicidade no escuro a
todas as concentragdes, salvo a concentracdo de 0,1 uM. Contudo, a esta concentracao,
apos irradiacdo, ndo induz diferencas significativas na reducéo da viabilidade celular. Ha
concentracdo de 1,0 uM, verifica-se um incremento de toxicidade do composto 12 apos
irradiacdo (90 e 95 % de reducdo da viabilidade), no entanto, este composto também

provoca toxicidade nas celulas mantidas no escuro quando expostas a mesma
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concentracdo. Conclui-se entdo, segundo 0s motivos atras mencionados, que 0 composto

12 ndo reune as condicBes necessarias para ser utilizado como FS em PDT do cancro.

3.5.2.4 Efeito do corante cianinico aminoesquarilico 13

Na figura 3.13 A, células BT-474 ndo irradiadas, observa-se nas concentracGes de
1,0, 50 e 10,0 uM que o composto 13 produz citotoxicidade no escuro, sendo a
diminuicdo da viabilidade celular dependente da concentracdo e do tempo de exposicao.
A concentracdo de 0,1 M o aumento de viabilidade celular observado ndo é significativo
(p>0,05).

A B
BT-474, 0 minutos BT-474,7 minutos
£ 150 £ 1507
o o
o o
& 1004 & 1004
3 % 3
[} [«
o * o
(<3} * [«5)
T 504 & 507
_‘E o
3 |l| 3 i
o
S o . . ek S ol - ko
0,0 0,1 1,0 5,0 10,0 0,0 0,1 1,0 5,0 10,0
Concentracéo do composto 13 (uM) Concentragdo do composto 13 ( uM)
C
BT-474, 14 minutos
150 3 1h
El 24h
100 *

504

Viabilidade celular (% cont.)

*
o4 M x & x
0,0 0,1 1,0 5,0 10,0
Concentragao do composto 13 ( uM)

Figura 3.13 - Viabilidade celular (% de controlo) em funcéo da concentracéo do corante 13, registada em células BT-
474 semirradiagdo (A), com irradiagdo por 7 minutos (B) e 14 minutos (C). Leituras efetuadas 1 h e 24 h apoés irradia¢do
das células pré-incubadas com o corante. Valores referem-se & média + SD (n= 4). (* diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) comparadas relativamente ao controlo, do mesmo ensaio).

Na figura 3.13 B, células irradiadas durante 7 minutos, verifica-se para 1,0, 5,0 e
10,0 uM um decréscimo significativo (p<0,05) da viabilidade celular quando comparado

com o grupo controlo, dependente da concentragdo e do tempo de exposi¢édo do composto
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apos irradiacdo, tal como observado nos resultados das células néo irradiadas. Para 1,0 e
5,0 UM o composto 13 induz incremento de toxicidade, relativamente aos resultados
apresentados nas células ndo irradiadas e a 10,0 UM observa-se efeito citotdxico total do
composto, tal como nas células mantidas no escuro.

Na figura 3.13 C, células irradiadas durante 14 minutos, tal como no controlo néo
irradiado e irradiadas 7 minutos, verifica-se uma diminuicdo significativa (p<0,05) da
viabilidade celular relativamente ao grupo controlo, dependente da concentracdo e
dependente do tempo de exposicdo do composto apds irradiacdo. Comparando estes
resultados com os obtidos nas células ndo irradiadas e irradiadas 7 minutos, a diferenca
esta na concentracdo de 0,1 uM (ensaio de 24 h de exposi¢do ao composto irradiado) onde
se verifica um decréscimo significativo (p<0,05) da viabilidade celular para 50 % do
controlo néo irradiado.

Apds a analise da figura 3.13, pode concluir-se que o efeito citotoxico do
composto 13 é dependente da concentracdo, do tempo de irradiagdo e do tempo de
exposicdo das células ao composto apos irradiacdo. Os resultados indicam que o
composto 13 apresenta toxicidade no escuro as concentracdes de 1,0, 5,0 e 10,0 uM, no
entanto, a concentracdo de 0,1 uM ndo apresenta toxicidade. Posto isto, 0 composto 13
poderd ser um bom FS em PDT do cancro em situacfes de tratamento faseado, nas
seguintes condigdes: usando a concentracdo de 0,1 pM, o ensaio de 24 h de exposi¢édo ao
composto apds irradiacdo e irradiacdo durante 14 minutos, pois ndo mostrou
citotoxicidade no escuro e, apesar de ndo reduzir totalmente a viabilidade celular,
apresentou uma boa resposta apo6s a irradiacdo. Por outro lado, poderia ser realizado um
estudo da toxicidade numa gama de concentragdes entre 0,1 e 1,0 uM, uma vez que podera

haver uma boa resposta fototerapéutica.

3.5.2.5 Efeito do corante cianinico aminoesquarilico 14

Para o corante 14 observa-se (figura 3.14 A), em células ndo sujeitas a irradiacéo,
que existe uma reducdo significativa (p<0,05) da viabilidade celular relativamente ao
controlo, dependente da concentracdo (exceto a concentracdo de 0,1 uM) e do tempo de
exposicao.

Na figura 3.14 B, células irradiadas durante 7 minutos, verifica-se um decréscimo
significativo (p<0,05) da viabilidade celular quando comparado com o grupo controlo,

também dependente da concentragdo e do tempo de exposicao. A radiacdo ndo foi eficaz
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em incrementar a toxicidade celular a concentracdo de 0,1 UM, mas a concentracédo de
5,0 UM, observa-se reducdo da viabilidade para aproximadamente 10 % do controlo
(reducdo de 90 %) e a concentracdo de 10,0 uM observa-se quase total perda de
viabilidade, indicando elevada toxicidade apds 7 minutos de irradiacdo para estas
concentracdes. Comparando estes resultados relativamente aos obtidos no controlo ndo
irradiado, verifica-se um maior poder citotoxico por parte do composto apdés irradiagao.
Nas células irradiadas durante 14 minutos (figura 3.14 C) verifica-se um ligeiro

decréscimo da viabilidade celular relativamente aos resultados obtidos com 7 minutos de

irradiacao.
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Figura 3.14 - Viabilidade celular (% de controlo) em fun¢do da concentracdo do corante 14, registada em células BT-
474 semirradiagdo (A), com irradiagdo por 7 minutos (B) e 14 minutos (C). Leituras efetuadas 1 h e 24 h apos irradia¢do
das células pré-incubadas com o corante. Valores referem-se & média + SD (n= 4). (* diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) comparadas relativamente ao controlo, do mesmo ensaio).

Para o composto 14 eram espectaveis bons resultados na reducédo da viabilidade
celular quando irradiado, pelos motivos descritos na discusséo dos resultados da aplicagéo
deste composto nas células MCF-7 (3.5.1.5) e isso é observado essencialmente para a
concentracédo de 5,0 uM, apds 7 minutos de irradiacdo, no entanto, apresenta toxicidade
no escuro. A concentracdo de 0,1 uM ndo apresenta toxicidade significativa e a 1,0 uM
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0 composto ndo é considerado citotoxico no escuro pelas normas GRAS Status
(International Organization for Standardization, 2009), no entanto, ndo é observado
elevado incremento da toxicidade apds irradiacdo. Assim, pelos motivos mencionados
pode concluir-se que o composto 14 ndo preenche os requisitos para ser utilizado como
FS na PDT do cancro.

3.5.3 Avaliacdo do potencial fototerapéutico dos corantes cianinicos
esquarilicos e aminoesquarilicos assimétricos em células MCF-7 e BT-474 —
comparacao de resultados

Ap0s exposicdo das células MCF-7 e BT-474 aos corantes 9 a 14 observa-se que,
todos os compostos derivados do benzoselenazole e da quinaldina produzem
citotoxicidade no escuro, as concentra¢cdes mais altas (5,0 e 10,0 uM). Contudo, os
corantes ndo induzem uma perda total de viabilidade celular, mas pelas normas GRAS
Status estes corantes sdo considerados toxicos, para esta concentracdo, pois reduzem a
viabilidade celular em mais de 30 % (International Organization for Standardization,
2009).

Comparando os resultados de ambas as linhas celulares pode observar-se que
ambas foram afetadas de forma semelhante pelos corantes esquarilicos assimétricos
derivados do benzoselenazole e da quinaldina, no entanto, de uma forma geral obtiveram-
se melhores resultados nas células MCF-7. Nas células MCF-7 e BT-474, o corante que
apresentou o melhor perfil de toxicidade no escuro foi 0 composto 9 e 14, seguido do
composto 11, apenas nas células MCF-7, que ndo apresenta toxicidade no ensaio de 1 h
e ndo ¢ considerado toxico no ensaio de 24 ha 0,1 uM e a 1,0 uM, no ensaio de 1 h, ndo
apresenta citotoxicidade e por Gltimo o composto 13, a concentragdo de 0,1 uM em ambas
as linhas celulares. Contudo, os corantes, que apresentam o comportamento ideal no
escuro, s6 poderdo ser considerados potenciais FS em PDT do cancro, se as concentracdes
a gque ndo sdo tdxicos no escuro apresentarem citotoxicidade ap6s serem ativados por luz,
a c.d.o. adequado. Assim, no conjunto de corantes utilizados poderao vir a ser potenciais
candidatos a FS para aplicacdo em PDT do cancro, o composto 11, uma vez que na
concentragdo de 1,0 uM ndo apresentam toxicidade no escuro nas células MCF-7 no
ensaio de 1 h de exposicdo do composto e apresenta elevado poder de toxicidade apés 14
minutos de irradiacdo e o composto 13, uma vez que a 1,0 UM apresenta efeito citotoxico

nas células MCF-7 ap0s irradiacdo e ndo é considerado citotoxico no escuro e nas células
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BT-474, a 0,1 uM ndo apresenta toxicidade no escuro e apos 14 minutos de irradiacao,
no ensaio de 24 h, induz uma reducéo da viabilidade celular para 50 % do controlo ndo
irradiado. Para o corante 14 era esperada uma resposta fototerapéutica mais eficiente, uma
vez que, como ja foi referido, apresenta um atomo de iodo no anel aromatico e
consequentemente apresentou melhor ®A de formagdo de 107 (®A= 0,09). Contudo, o
mesmo ndo se verificou em ambas as linhas celulares. Ainda assim, o facto de o corante
14 n&o ter apresentado o perfil fototerapéutico esperado pode ser explicado pela
ocorréncia de uma incompatibilidade entre a estrutura do composto e a membrana celular,
impedindo a sua passagem para o interior das células. Segundo os autores Josefsen &
Boyle (2008) e Allison & Sibata (2010) os compostos devem possuir uma estrutura
anfifilica, ou seja, solivel em agua mas contendo um grupo hidrofébico para facilitar a
passagem através das membranas celulares.

O corante 9 induziu uma fraca resposta fototerapéutica em ambas as linhas
celulares apo6s irradiagdo, o mesmo seria de espera pois apresentou um ®A de formagao
de 1O, préximo de zero (®A= 0,03). Resultados semelhantes foram obtidos por Frides
(2015) que aplicou corantes esquarilicos assimétricos sintetizados derivados do
benzotiazole e da quinaldina em células Caco-2 e HepG2. O corante zwiterionico,
analogo ao composto 9, ndo produziu citotoxicidade no escuro para as células Caco-2 e
apenas a concentragdo de 10,0 puM se verificou redu¢do de viabilidade de
aproximadamente 50 % do controlo, para 1 h de exposicdo ao corante, ap0s irradiacao.
No que diz respeito a aplicacdo do corante nas células HepG2 observou, que este nao
apresenta citotoxicidade no escuro até a concentragdo de 5,0 uM e apoOs o ensaio de
irradiacdo ndo se verificaram grandes alteracGes de viabilidade celular para ambos os
tempos de irradiacdo (LED centrado a 630 nm). Fagundes (2013) obteve uma melhor
resposta fototerapéutica pela aplicacio de um corante esquarilico assimétrico
zwiterionico sintetizado, derivado do benzoselenazole e do 6-iodobenzotiazole, em
células Caco-2 e HepG2. O corante apresentou de uma forma geral, auséncia de
citotoxicidade no escuro e induziu uma elevada reducdo na viabilidade celular apés 7 e
14 minutos de irradiagdo (LED centrado a 660 nm), exceto a menor concentracéo (0,1
UM).

Para o corante 11 sintetizado neste trabalho, também era esperada uma menor
resposta fototerapéutica uma vez que o seu valor de ®A na formagio de 1O € de 0,04.
Contrariamente a este resultado, o corante 11 apresentou uma boa resposta fototerapéutica

na linha celular MCF-7, isto indica que pode ter atuado, ndo através da reacdo do tipo Il,
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mas sim através da inducdo da reacédo do tipo I (formagéo de ROS). Frides (2015), também
obteve resultados semelhantes com o corante anédlogo sintetizado derivado do
benzotiazole e da quinaldina, aplicado em células Caco-2 e HepG2. Tal como nos
resultados obtidos para a linha MCF-7 o corante analogo induziu toxicidade no escuro a
partir de 5,0 uM, nas células Caco-2 e apo0s irradiacdo (LEDs centrados a 630 nm)
verificou-se reducdo da viabilidade celular, a concentra¢dao de 1,0 uM, sendo mais
acentuada para 14 minutos de irradiacdo. Relativamente a aplicacdo do corante analogo
sintetizado por Frides (2015), nas células HepG2, este mostrou-se mais citotoxico no
escuro, a concentragdo de 1,0 uM, no entanto, apresentou uma boa resposta apds a
irradiagdo, apesar de ndo reduzir a totalmente a viabilidade celular.

Fagundes (2013), também obteve bons resultados com o corante esquarilico
assimétrico sintetizado derivado do benzoselenazole e 6-iodobenzotiazole, que tem como
substituinte no anel de quatro membros uma amina primaria (W= NHy>). Este apresentou
uma boa resposta fototerapéutica (LEDs centrados a 660 nm) e baixa toxicidade no escuro
para as células Caco-2 e HepG2.

O corante 13, que tem como substituinte no anel central de quatro membros uma
anilina (W= NHPh), e que apresentou um ®A de formacdo de 10 razoavel (DA = 0,06),
induziu uma boa resposta fototerapéutica em ambas as linhas celulares. Frides, em 2015,
obteve resultados diferentes aos resultados obtidos para o corante 13, usando um anéalogo.
O corante sintetizado por Frides, (2015) derivado do benzotiazole e da quinaldina, que
tem como substituinte no anel de quatro membros uma anilina, ndo provocou toxicidade
as células Caco-2, a concentra¢do de 1,0 uM, mas apos a irradiagdo (LEDs centrados a
630 nm) verificou-se que esta ndo teve grande influéncia na citotoxicidade. Nas células
HepG2 o corante mostrou ser citotdxico no escuro. Fagundes, em 2013 obteve bons
resultados para o corante andlogo ao composto 13, derivado do benzoselenazole e 6-
iodobenzotiazole, a concentragdo de 1,0 uM, para as células HepG2. Contrariamente, nas

células Caco-2 o corante analogo mostrou ser citotéxico no escuro.
3.6 Conclusdes
Relativamente a descricao e discussdo dos métodos de sintese pode conclui-se que

0s sais quaternarios de amonio 2 e 4 foram facilmente obtidos, com elevado grau de

pureza e rendimentos bastante satisfatorios.
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A obtencéo do intermediario 7 pelo método A (2.2.1.4.1) néo foi conseguida, no
entanto, a sua sintese pelo método B (2.2.1.4.2), foi conseguida com sucesso e apds as
otimizacgdes efetuadas no método de tratamento da mistura reacional e purificacdo do
composto (metodo C), foi conseguido a obtencdo de um melhor rendimento e composto
suficientemente puro para ser utilizado na etapa seguinte, evitando assim a purificacdo
por c.c.

O composto 8 foi obtido com sucesso, nos quatro métodos de sintese, no entanto,
foi obtido um melhor rendimento (73 %) apds otimizacao da temperatura a qual decorreu
a reagao.

O composto zwiterionico 9, assim como o seu derivado O-metilado 10, foram
sintetizados de forma facil, sendo este tltimo obtido com um bom rendimento (n= 88 %).
Contudo, a sintese do composto 9 necessita de ser otimizada em varias etapas, de modo
a conseguir obter os compostos com melhor rendimento, como por exemplo, no método
de purificacdo do composto pois demonstrou ser bastante complexa tendo sido necessario
efetuar varias recristalizacfes para obtencdo do composto puro, tendo-se realizado
otimizacdes a este nivel nos varios métodos de sintese.

A utilizacdo do método de sintese dos corantes aminoesquarilicos assimétricos via
intermediério O-metilado mostrou-se simples e eficaz na obtengdo dos compostos, assim
como a troca do contra-ido CFsSOsz™ por I, permitindo a obtencdo dos corantes
pretendidos, com rendimentos bastante satisfatorios, tendo-se conseguido o rendimento
mais elevado para o composto 12 (n= 98 %) e para o para o composto 14 rendimentos
mais baixos (n= 13 e 25 %). Relativamente a caraterizacéo fisica e espetroscopica dos
compostos sintetizados podemos concluir que os dados estavam de acordo com as
estruturas moleculares propostas, e que, no geral, os dados possiveis de comparagdo
estavam concordantes os valores encontrados na literatura. Pode-se também concluir que
todos os corantes esquarilicos e aminoesquarilicos sintetizados cumprem um dos
principais requisitos de FS para aplicagdo em PDT, visto que todos apresentam 0s picos
de absorcdo maxima a c.d.o. proximos de 700 nm, quando dissolvidos em DMSO e
quando dissolvidos em DMEM, apresentam picos de absor¢do maxima proximos de 630
ou 660 nm, que se encontram dentro da chamada “janela fototerapéutica” (600 a 850 nm).

No que diz respeito ao ®A de formacio de 'O pode-se conclui que os valores
obtidos sdo francamente mais baixos do que 0s previstos uma vez que estes corantes
possuem na sua estrutura atomos de selénio e, devido ao efeito do atomo pesado, estes

compostos deveriam apresentar um ®A de formagdo de 'O, maior. No entanto, o
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composto 14 (W= 3-1-NHPH) apresenta o valor mais elevado (®PA= 0.09). Este facto era
espectavel, pois de todos os corantes sintetizados, 0 composto 14 é 0 que apresenta o
maior nimero de &tomos de iodo na estrutura, confirmando assim a teoria de quanto maior
0 numero de atomos pesados introduzidos na estrutura molecular, maior € o0 seu
rendimento quantico de formacéo de 'O".

Ap0s andlise dos ensaios de viabilidade celular pode concluir-se que ambas as
linhagens foram afetadas de forma semelhante pelos corantes esquarilicos assimétricos
derivados do benzoselenazole e quinaldina, no entanto, de uma forma geral, obtiveram-
se melhores resultados nas células MCF-7. Tendo em conta 0 conjunto de corantes
aplicados, pode concluir-se que o composto 13 (W= NHPh) retne as melhores condi¢des
necessarias para ser utilizado como FS em PDT do cancro, uma vez que apresentou uma
boa resposta fototerapéutica em ambas as linhas celulares tumorais, assim como o
composto 11 (W= NHy), pois induziu uma boa resposta fototerapéutica na linha celular
MCF-7. Em ambos os casos conclui-se que o efeito citotoxico é dependente da
concentracdo, do tempo de exposicao das células ao composto apo6s irradiacdo e do tempo
de irradiacdo. Também foi possivel concluir que o composto 11 atua nas células por outra
via que ndo a reagdo do tipo II, uma vez que o seu valor de ®A na formacio de 0% é
baixo (DA= 0,04). Pela analise dos ensaios de viabilidade celular do composto 14 conclui-
se que apesar de apresentar um atomo pesado no anel aromatico ¢ o melhor ®A na
formacdo de 102 (A= 0,09), ndo induziu uma boa resposta fototerapéutica em nenhuma
das linhas celulares.

Relativamente as concentracdes de corantes usadas nestes ensaios e a analise da
citotoxicidade induzida em ambas as linhas celulares, conclui-se, de uma maneira geral,
que os compostos, as concentragdes mais elevadas (5,0 ¢ 10,0 uM), induzem elevada

citotoxicidade, tendo-se verificado para alguns casos perda total de viabilidade celular.
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