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RESUMO

Silva, A. V. Novos Derivados da Riboflavina e Novos Complexos de Ruténio (11)
Poliazaaromaticos com Potencial Uso no Tratamento e no Diagndstico de
Leishmaniose. 2013. 185p.

Tese (Doutorado) - Programa de PoOs-Graduacdo em Quimica. Instituto de Quimica,

Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo.

A leishmaniose pertence a classe de doencas infecciosas e é causada por
parasitas do género Leishmania. Essa enfermidade se manifesta nas formas visceral ou
cutanea e o tratamento de ambas consiste em quimioterapia utilizando farmacos a base
de antiménio. A aplicacdo desses medicamentos, no entanto, apresenta diversas
desvantagens, como o surgimento de efeitos colaterais severos e a disseminagdo de
parasitas resistentes aos farmacos convencionais. Dessa forma, hd uma grande
necessidade de se desenvolver novos medicamentos, bem como, novas técnicas de
tratamento e diagnostico. Neste trabalho foram sintetizados novos fotossensibilizadores
derivados da riboflavina (vitamina B;) com potencial aplicagdo no tratamento de
leishmaniose cutdnea (através de terapia fotodindmica) e foram sintetizados novos
complexos de Ru (1) com potencial uso como sensores luminescentes de antimonio.

Os derivados da riboflavina foram obtidos utilizando a vitamina B, como
material de partida e as transformacdes quimicas estudadas fizeram uso de reacdes de
acilacdo das hidroxilas da cadeia ribitil e de alquilagdes do nitrogénio 3 do sistema de
anéis isoaloxazina. Essas modificacbes estruturais permitiram a construcdo de uma
biblioteca de fotossensibilizadores que contém partes hidrofilicas, hidrofobicas,

anfifilicas e ibnicas, que possibilitaram estudos da relacdo estrutura atividade. Com a



otimizagdo dessas rotas sintéticas foram obtidos dois derivados flavinicos-cati6nicos
inéditos na literatura com rendimentos de até 68%. Foi mostrado que as transformacdes
quimicas estudadas ndo afetaram significantemente as propriedades fotofisicas dos
derivados flavinicos, sendo todos eles fluorescentes e capazes de fotossensibilizar a
producdo de oxigénio singlete com rendimento quantico semelhante ao da riboflavina
(dba = 0,5). Por outro lado, as modificagdes estruturais na riboflavina alteraram as
propriedades fisico-quimicas em termos de solubilidade e coeficiente de particdo. Os
derivados sintetizados foram testados contra promastigotas de Leishmania major
utilizando LED azul (470 nm). Os fotossensibilizadores apresentaram baixa toxicicidade
no escuro (CEsp (concentracdo efetiva 50%)> 100 uM para todos os compostos) e todos
os derivados testados apresentaram maior fototoxicidade (CEsp de até 5 uM) que a
riboflavina (CEsp de 50 uM). Foi observado que a fototoxicidade dos derivados da
riboflavina esta fortemente associada a lipofilicidade do fotossensibilizador.

Um complexo de Ru (I1) que responde a presenca de antiménio foi preparado a
partir do bis-complexo Ru(bpz),Cl, e do ligante derivado da fenantrolina contendo o
grupo bitiofeno (bitiofeno-imidazo-fen). Esse complexo apresenta potencial na
construgéo de sensores luminescentes de antimonio. Foi mostrado que o0 novo complexo
sintetizado [Ru(bpz)z(bitiofeno-imidazo-fen)**] apresenta baixa luminescéncia na regiao
do vermelho devido a auto-supressao causada pelo grupo bitiofeno. No entanto, estudos
preliminares mostraram que a adicdo de SbCl; ou tartarato de antimbnio ao meio
intensifica significativamente a emisséo nessa regido do espectro. Devido a formacéo do
complexo Sb-bitiofeno, ocorre o aumento percentual da espécie eletronicamente
excitada e a mesma € auto-suprimida com menos eficiéncia.
Palavras-chave: Riboflavina; Complexo de Ruténio; Fotossensibilizadores; Terapia

Fotodindmica; Sensores Luminescentes; Leishmaniose.



ABSTRACT

Silva, A. V. Novel Riboflavin Derivatives and Novel Ruthenium (I1)
Polyazaaromatic Complexes with Potential Application in the Treatment and
Diagnosis of Leishmaniasis.2013. 185p.

PhD Thesis - Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de

Sao Paulo, Séo Paulo.

The leishmaniases belong to a group of infectious diseases caused by a parasite
of the genus Leishmania. This disease manifests as the visceral or the cutaneous forms
and the treatment of both types is based on chemotherapies with antimony drugs. The
application of these drugs, however, presents drawbacks like several side effects and
dissemination of parasites resistant to this conventional treatment. Thus, there is a
growing need to develop new drugs, as well as new modalities of treatment and
diagnosis. In this work, novel photosensitizers derived from riboflavin (vitamin B;) with
potential application in the treatment of cutaneous leishmaniasis (by photodynamic
therapy) were synthesized. Also, novel Ru (II) complexes with potential usage as
luminescent sensors of antimony were synthesized.

The riboflavin derivatives were obtained by using vitamin B, as the starting
material, and the chemical transformations were based on acylation of the hydroxyl
groups from the ribityl side chain and alkylation of nitrogen 3 of the isoalloxazine ring
system.These structural modifications yielded a library of photosensitizers containing
hydrophilic, hydrophobic, amphiphilic or ionic moieties, which provide molecules for a
study of the structure-activity relationship. By optimizing these synthetic routes, two

novel cationic riboflavin derivatives were obtained in good yield (up to 68%). It has
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been shown that the chemical modifications performed have not significantly affected
the photophysical properties of the riboflavin derivatives. All compounds are
fluorescent and able to photosensitize singlet oxygen in yields similar to riboflavin itself
(da = 0,5). On the other hand, these structural modifications varied the physic-chemical
properties related to solubility and partition coefficient of the derivatives. The obtained
derivatives were tested against promastigotes of Leishmania major using blue LED (470
nm). The photosensitizers displayed low dark toxicity (ECso (Effective Concentration
50%) > 100 puM for all the studied compounds) and all derivatives showed greater
phototoxicity (ECso up to 5uM) when compared to riboflavin (ECsp = 50uM). It was
observed that the phototoxicity of the riboflavin derivatives is strongly associated with
the lipophilicity of photosensitizer.

A Ru (I1) complex that responds in the presence of antimony was prepared from
Ru(bpz),Cl, and a phenanthroline ligand containing a bithiophene group (bithiophen-
imidazo-phen). This complex can be potentially applied in the construction of
luminescent sensors of antimony. It has been demonstrated that the novel complex
[Ru(bpz),(bitiofeno-imidazo-fen)?*] displays low red luminescence due to the self-
quenching promoted by the bithiophen moiety. However, preliminary studies have
evidenced that, upon addition of SbCl; or antimony tartrate to the media, the emission
intensifies in the red region of the spectrum. Due to the formation of the chelate Sb-
bithiophene, the self-quenching of the electronic excited species occurs less efficiently.
Keywords:Riboflavin; Ruthenium Complexes; Photosensitizers; Photodynamic

therapy; Luminescent Sensors; Leishmaniasis.
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1-INTRODUCAO

1.1 - Leishmanioses

A leishmaniose € uma doenca parasitaria negligenciada causada pelo protozoario
pertencente ao género Leishmania. As leishmanioses (Leishmaniose cutanea (LC);
Leishmaniose cutdneo-mucosa (LCM); Leishmaniose visceral (LV) e Leishmaniose
cutaneo difusa (LCD)) sdo endémicas em 88 paises, incluindo o Brasil, com uma
estimativa de 12 milhes de casos no mundo.*

Essa doenca é transmitida através da picada do mosquito hematéfago infectado,
denominado flebdtomo. O agente etiologico da leishmaniose em seu ciclo evolutivo
apresenta basicamente duas formas: uma promastigota (extracelular) e a outra
amastigota, que é intracelular obrigatoéria. O ciclo da Leishmania (figura 1.1) tem inicio

quando o vetor realiza o repasto sanguineo em um mamifero infectado e ingere, junto

thttp://www.who.int/leishmaniasis/burden/magnitude/burden_magnitude/en/index.html, acessada em
maio de 2013.
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com o sangue, células do sistema fagocitario contendo formas amastigotas do parasita.

Estagios no Vetor Estagios no Homem

“etor injeta promastigotas Promastigotas 580
na pele

fagocitados por
— macrifagos
Diviso /—’ W s

VS

Amastigotas se fransformam
am promastigolas

Promastigotas se
transfarmam am
amastigotas dentro
de macrafagos

y e as
95-_. E o ca 8ty
A _f
SO e /‘l\ . Amastigotas s& multiplicam

- nas calulas
N . i M [incluindo macrafagos)
Ingestao de células & e de varios tecidos

parasitadas

‘Vator ingere sangue
contendo macrafagos
infectados com amastigotas

Figura 1.1: Ciclo de vida do parasita Leishmania (figura adaptada de Reithinger et al.).?

Uma vez dentro do flebétomo, a forma amastigota se transforma em
promastigota onde, através de um novo repasto sanguineo do vetor para o hospedeiro,
ocorre a inoculagdo dos parasitas na forma promastigota que serdo fagocitadas pelo
sistema imunoldgico e se transformardo em amastigotas. Os tecidos onde ocorrem as
manifestacdes clinicas das leishmanioses ddo nome as doencas: LC, forma que produz
lesbes cutaneas; LCM, forma com lesfes destrutivas nas mucosas do nariz, boca e
faringe; LV, forma visceral em que o0s parasitas apresentam tropismo pelo sistema
fagocitico mononuclear do bacgo, figado, medula dssea e tecidos linféides; e LCD,
forma cutanea que acomete individuos anérgicos (individuos que ndo possuem resposta
imune contra a Leishmania) ou pacientes que ja foram tratados de LV.® A sindrome

resultante da doenca depende de diversos fatores que incluem desde a espécie do

2 Reithinger, R.; Dujardin, J-C; Louzir, H.; Pirmez, C.; Alexander, B.; Brooker, Lancet Infec. Dis.2007, 7,
581.
*Rey, L. Bases da Parasitologia Médica, 2% Ed, Ed. Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, 2001. p. 349.
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parasitaaté o status genético e imunolédgico do hospedeiro.4 No entanto, de um modo
geral, existe uma correlacdo entre os tipos de leishmaniose e as espécies de Leishmania,

como mostrado na figura 1.2.

L. tropica

Cutdnea ——— L. major

/ \ L. braziliensis
Leishmaniose

L. mexicana
Muco-Cutanea — L. braziliensis

Visceral ———— L. donovani
Figura 1.2: Correlagdo entre os tipos de leishmaniose e a espécie de Leishmania (adaptado de Hepburn et
al.).!

Os tratamentos para as leishmanioses fazem uso de quimioterapicos a base de
compostos organicos de antimonio (V) tais como pentostam ou glucantime, e de outros
farmacos como, por exemplo, o antifingico amphotericin B (AmB) e, mais
recentemente, miltefosina com aplicacéo oral.> Outras terapias tém menor frequéncia de
uso, sendo utilizadas como tratamento de segunda escolha, e fazem uso de pentamidina
e alopurinol.5 Esses farmacos sdo em geral utilizados quando o paciente ndo responde a
medicacdo de primeira escolha. A aplicacdo desses medicamentosapresentam diversas
desvantagens, como o surgimento de efeitos colaterais severos e a disseminacdo de
parasitas resistentes aos farmacos convencionais.5®

Ha& muita controvérsia na comunidade cientifica quanto ao mecanismo molecular
de selecdo dos parasitas resistentes aos farmacos & base de antimdnio (V).” Sdo
postulados trés modelos de mecanismo de agdo dos compostos antimoniais:*! (i) o

modelo pro-droga, que postula que o Sb(V) é reduzido por acdo enzimética dentro do

* Hepburn, N. C. Clin. Exp. Dermatol.2000, 25, 363.

5P. J. Myler, N. Fasel (Eds.), In:Leishmania: After The Genome, Caister Academic Press, Hethersett,
Norwich, UK, 2008.

® Ait-Oudhia, K; Gazanion, E.; Vergnes, B.; Oury, B.; Sereno, D. Parasitol Res.2011, 109, 1225.

" Decuypere, S. Vanaerschot, M.; Brunker, K.; Imamura, H.; Miiller, S.; Khanal, B.; Rijal, S.; Dujardin, J-
C.; Coombs, G. H. Heterogeneity of Drug Resistant Leishmania2012, 6, 1514.
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parasita produzindo Sb(lll) que, por sua vez, apresenta a atividade anti-leishmania,
perturbando o balanco-redox das células do parasita;® (ii) 0 modelo atividade anti-
leishmania intrinseca, que postula a existéncia da atividade anti-leishmania de Sb(V)
através da inibicdo da bio-sintese de macromoléculas pelos parasitas®; e (iii) o0 modelo
ativacdo imune do hospedeiro, que postula que os compostos antimoniais, Sb(V),
ativam o sistema imunologico do hospedeiro fazendo com que os macrofagos infectados
imponham estresse oxidativo aos parasitas.'® E importante ressaltar, também, que para
esses farmacos ainda ndo é claro se a espécie ativa de antiménio nos parasitas é Sb(V)
ou Sb(1).**

O principal motivo que leva a disseminagdo de parasitas resistentes € 0 mau uso
dos farmacos antimoniais.** Acredita-se que os mecanismos de resisténcia aos farmacos
de antiménio variam para cada espécie de Leishmania e envolvem, principalmente, o
aumento de metabdlitos redutores (baseados na quimica dos grupos tidis, por exemplo,
cistefna e glutationa)*? na célula e a capacidade do parasita de realizar o efluxo da droga
ativa.™?

Frente a problematica terapéutica da leishmaniose e para tentar minimizar a
disseminacdo de parasitas resistentes, é essencial o desenvolvimento de métodos
capazes de determinar variacBes nos niveis da droga ativa nos parasitas.'* E importante
também caracterizar, em nivel molecular, alteracbes nos alvos farmacoldgicos das
células.

O desenvolvimento de novos medicamentos e, também, novas técnicas de
tratamento sdo fundamentais para combater o problema dos parasitas

resistentes.”'Novas terapias, que tem alvos celulares multiplos, tem se mostrado

8 Baioccoo, P.; Colotti, G.; Franceschini, S.; llari, A. J. Med. Chem.2009, 52, 2603.

Berman, J. D.; Waddel, D.; Hanson, B. D. Antimicrob.Agents Chemother.1985, 27, 916.
\Mookerjee B. J.; Mookerjee, A.; Sen, P.; Bhaumik, S.Antimicrob.Agents Chemother.2006, 50, 1788.
“Haldar, A. K.; Sen, P.; Roy, S. Mol. Biol Int.2011, 23.

12| egaré, D.; Papadopoulou, B.; Roy, G. Experimen. Parasitol.1997, 3, 275.
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promissores*®, mas o desenvolvimento de novos tratamentos eficazes e de baixo custo

séo, ainda, de suma importancia.

1.2 — Terapia Fotodinamica (PDT)

A Terapia Fotodindmica (PDT, do inglés Photodynamic Therapy) refere-se a
destruicdo de um tecido vivo de rapida multiplicacdo (cancer ou infecgdes) por energia
luminosa em presenca de um fotossensibilizador (Fs) e oxigénio. A PDT é considerada
uma técnica inovadora e ndo invasiva no tratamento de células tumorais, e de doencas
infecciosas e lesdes pré-cancerigenas.’* Essa metodologia vem sendo aplicada no
tratamento de céncer de pulmao, céncer de esb6fago, degeneracdo macular da retina,
destruicdo de infestagBes bacterianas resistentes a tratamentos tradicionais & base de
antibi6ticos, entre outras enfermidades.’

A Terapia Fotodinamica vem sendo estudada por diversos grupos de pesquisa
como uma técnica alternativa no tratamento da leishmaniose cutanea.'® Foi mostrado
que fotossensibilizadores catidnicos sdo bastante eficazes no tratamento contra
Leishmania.'” Dentre os Fs testados com éxito podem ser citados compostos
fenotiazinicos'® e porfirinicos™, o azul de metileno® e o 4cido aminolevunilico® (como

pré-droga). A PDT mostra-se promissora no tratamento de leishmaniose cutanea, no

(@) Gil, E. S.; Cunha, L. C.; Paula, J. R.; Bezerra, J. C. B.; Aguiar, F. A. Vita et Sanitas2007, 1, 1. (b)
Silva-Ldpez, R. E. Quim. Nova, 2010, 33, 1541.

4 (a) Bonnet, R. Chemical Aspectsof Photodynamic Therapy; Gordon and Breach Science:
Amsterdam, 2000. (b) Bonnet, R.; Martinez, G. Tetrahedron2001, 57, 9513.

®Machado, A. E. H. Quim. Nova, 2000, 23, 237.

®Baptista, M.S.; Wainwright, M. Baz. J. Biol. Res.2011, 44, 1-10.

YAkilov, O. E.; Sharma, N. L.; J. Dermatol. Treat.2006, 13, 839.

B Akilov, O. E.; Kosaka, S.; O’Riordan, K.; Hasan, T. Photochem.Photobiol.Sci.2007, 6, 1067.

YBristow, C. A.; Harold, R.; Paget, T. A.; Boyle, R. W. Photodiagnosis Photodyn. Ther.2006, 3, 162.
%(a) Peloi, L. S.; Biondo, C. E. G.; Kimura, E. Politi, M. J.; Lonardoni, M. V. C.; Aristides, S. M. A;;
Dorea, R. C. C.; Hioka, N.; Silveira, T. G. V. Exp. Parasiltol.2011, 128, 353. (b) Song, D.; Lindoso, J. A.
L.; Oyafuso, L. K.; Kanashiro, E. H. Y.; Cardoso, J. L.; Uchoa, A. F.; Tardivo, J. P.; Baptista, M. S.
Photomed. Laser Surg.2011, 29, 711.

2! Akilov, O. E.; Kosaka, S.; O’Riordan, K.; Hasan, T. Exp. Dermatol.2007, 16, 651.
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entanto faz-se necessario desenvolver novos Fs de baixo custo e elevada eficiéncia no
tratamento.

O mecanismo do dano celular causado pela PDT ocorre a partir de um
fotossensibilizador, luz e oxigénio molecular, como mostrado no esquema 1.1.

1FS ISC , 3Fs

Biomoléculas

"Danos a célula

OFS + 102

Biomoléculas

"Danos a célula"

Esquema 1.1: Mecanismos genéricos dos danos celulares causados pela PDT.

O Fs absorve energia luminosa e forma a espécie eletronicamente excitada
singlete (*Fs). Através do processo de cruzamento intersistema (do inglés intersystem
crossing, ISC), no qual se d& a inverséo do spin no estado excitado, forma-se a espécie
triplete (°Fs). Uma vez formada, o °Fs pode reagir ou dissipar essa energia por
decaimento n&o radioativo (calor). Os mecanismos em que o °Fs pode reagir sdo
divididos em dois tipos principais. O mecanismo tipo I, onde a energia do triplete €
transferida para uma biomolécula (ou oxigénio molecular) por transferéncia de elétrons,
gerando ions radicais, que culmina em danos diretos as biomoléculas (mecanismo tipo
I). E o mecanismo tipo Il, onde a energia de excitacdo € transferida do triplete para o
oxigénio, levando a formacdo de uma espécie altamente reativa denominada oxigénio

singlete (*0,). O oxigénio singlete refere-se as espécies eletronicamente excitadas
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imediatamente superiores ao oxigénio no seu estado fundamental.?> O 'O, é um
intermediério muito reativo com caracteristicas eletrofilicas. Consequentemente, é uma
espécie citotoxica de curto tempo de vida.?> Por ser um forte eletréfilo, o *O, pode
causar danos em membranas, proteinas e DNA.

Através de processos semelhantes aqueles que ocorrem na PDT, o foto-
envelhecimento e o cancer de pele sdo geralmente causados por fotossensibilizadores
endégenos tais como as flavinas.?* No caso da exposicdo solar, através da incidéncia da
luz UVA e visivel, as flavinas podem reagir seguindo os mecanismos tipo | e 11,4289

No esquema 1.2 estdo ilustradas as diferentes possibilidades reacionais das flavinas nas

células que podem ocasionar em dano celular.

(a) Ogilby, P. R.; Foot, C. S.; J. Am. Chem. Soc.1983, 105, 3413. (b) Wilkinson, F.; Helman, W. P.;
Ross, A. B.; J. Phy. Chem. Ref. Data1995, 24, 663. (c) Weldon, D.; Poulsen, T. D.; Mikkelsen, K. V;
Ogilby, P. R. Photochem. Photobiol.1999, 70, 371.

%3(a) Wondrak, G. T.; Jacobson, M. K.; Jacobson, E. L. Photochem. Photobiol.Sci.2005, 2, 215. (b) Baier,
J. Maisch, T.; Meier, M; Engel, E.; Landthaler, M.; Baumler, W. Biophys. J.2006, 91, 1452.
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Esquema 1.2: Possibilidades reacionais das flavinas em células.a) reacdes enzimaticas no estado

fundamental. b) reacdes no estado eletronicamente excitado que podem provocar danos as células.

Como sera discutidoposteriormente, em células as flavinas se encontram nas
forma oxidada, reduzida e semireduzida (semiquinona). Em relacdo aos danos
fotoinduzidos através das flavinas, a espécie oxidada é a responsavel por interagir
eficientemente com luz, formando a espécie eletronicamente excitada triplete. A flavina
no estado triplete € muito reativa e se assemelha a uma espécie biradicalar, como
mostrado no esquema 1.2.2* Através da colisdo da espécie triplete com outras moléculas

(inclusive oxigénio), pode-se formar espécies radicalares que causam danos a célula

#Martin, C. B.; Tsao, M-L.; Hadad, C. M.; Platz, M. S. J. Am. Chem. Soc.2002, 124, 7226.
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pelo mecanismo tipo I. Por outro lado, a energia do estado triplete da flavina pode ser
transferida para o oxigénio formando a espécie 'O, e provocando danos as células
através do mecanismo tipo Il.

O tempo de vida do oxigénio singlete em meio biologico é extremamente curto
(< 0,04 ps).™® Por ndo ter tempo de se difundir na célula, essa espécie causa danos
principalmente nas organelas em que o Fs é incorporado. E comprovado que a cito-
localizacdo do Fs apresenta grande influéncia no tipo de morte celular provocado.? E
relatado, também, que a formacéo de 'O, em determinadas organelas favorece a morte
celular por apoptose.”® A apoptose, por ser um processo natural do organismo, néo
causa efeitos colaterais significativos. Sendo assim, busca-se em PDT
fotossensibilizadores que provoquem a morte celular fotoinduzida principalmente por
apoptose. No entanto, as propriedades de um Fs que influenciam na sua cito-
localizacdoe no tipo de morte celular fotoinduzida (apoptose, ou outros) é, ainda, objeto
de investigacdo cientifica.

As principais caracteristicas que um Fs deve apresentar para ser aplicado em
PDT sé&o: (i) absorbancia intensa localizada preferencialmente na regido do espectro
penetrante nos tecidos bioldgicos (700-900 nm); (ii) elevada eficiéncia na producdo de
oxigénio singlete; (iii) baixa toxicidade no escuro; (iv) boa solubilidade nos meios
bioldgicos; (v) afinidade pelas células-alvo.'*

A presenca de determinados grupos organicos podem tornar o Fs mais soltvel
em meios biol6gicos, bem como, influenciar sua porcentagem de incorporacdo em
células. Uma determinada cito-localizacdo pode ser, também, favorecida de acordo com

a estrutura quimica do Fs. Para diversos fotossensibilizadores utilizados em PDT, &

% (a) Oliveira, C. S.; Turchiello, R.; Kowaltowki, A. J.; Indig, G. L.; Baptista, M. S. Free Radic. Biol.
Med.2011, 51, 824. (b) Kochevar, I. E.; Lynch, M. C. Zhuang, S.; Lambert, C. R. Photochem.
Photobiol.2000, 72, 548. (c) Kessel, D.; Luo, Y. J. Photochem. Photobiol. B: 1998, 42, 89.
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conhecido que fatores de lipo, hidro e anfifilicidade afetam a cito-localizacéo e,
consequentemente, a eficiéncia do Fs.

Compostos relativamente anfifilicos e pouco hidrofébicos se ligam
primariamente a albumina. Substancias anfifilicas também s8o inseridas nos
fosfolipideos externos das lipoproteinas e compostos hidrofobicos se localizam
principalmente no ndcleo lipidico interno de lipoproteinas.?® Fs catidnicos podem se
acumular em mitocondrias, pois o potencial interno da membrana mitocondrial é
negativo em mitocondrias funcionantes, atraindo compostos carregados positivamente.?’
Sendo assim, os grupos periféricos ligados ao cromoforo dos Fs desempenham papel
importante na eficiéncia da PDT, pois podem favorecer a internalizagdo celular e a
acumulagdo do Fs em determinadas organelas.

Uma das propostas desse trabalho é sintetizar diversos Fs de modo a formar uma
biblioteca quimica com esses novos compostos, onde os grupos periféricos de uma
mesma estrutura fotossensibilizadora central sejam modificados. Dessa forma, 0s
parametros de hidro, lipo e anfifilicidade dos Fs podem ser controlados e estudados em

sistemas modelo e em parasitas de Leishmania.

1.3 — Riboflavina

A riboflavina (RF) é um Fs enddgeno com caracteristicas interessantes que a
torna promissora para diversas aplicagdes em salde humana, incluindo esterilizacdo de
derivados de sanguee tratamento de enfermidades cutaneas por terapia fotodinamica.?®
Por ser funcionalizavel em diferentes pontos da molécula, o uso de metodologias

sintéticas que utilizam a propria riboflavina como material de partida permite que

%Castano, A. P.; Deminova, T. N.; Hamblin, M. R. Photodiag. Photodyn.Ther.2005, 2, 91.

7 Ribeiro, A. O.; Belisle, E.; Severino, D.; Kowaltowski, A. J.; Baptista, M. S. Photochem.
Photobiol.2004, 79, 459.

®Heaselgrave, W.; Kilvington, S. Appl. Environ. Microbiol.2010, 76, 6010.
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diversos grupamentos quimicos sejam inseridos na molécula. Pardmetros como
solubilidade, coeficiente de particdo e afinidade por membranas biolégicas podem ser
controlados através dessas modificagdes estruturais utilizadas. Outra caracteristica
importante é que, por serem derivados de um composto enddgeno, espera-se baixa
toxicidade no escuro para esses compostos flavinicos. Essa classe de substancias
apresenta multiplas fungdes nos organismos e estdo envolvidas em diversos processos
quimicos e fotoquimicos. Portanto, serdo discutidos os aspectos gerais, fotoquimicos e
fotofisicos dessa classe de compostos para contextualizar a importancia dos mesmos

como fotossensibilizadores.

1.3.1 — Aspectos gerais da riboflavina

A riboflavina, também conhecida como vitamina B, € um fotossensibilizador
endégeno e desempenha papéis essenciais nos organismos aerébicos.?® Sua estrutura
quimica apresenta uma cadeia ribitil ligada ao sistema de anéis isoaloxazina, conforme

representado na figura 1.3.

Figura 1.3: Estrutura quimica da riboflavina.

Essa substancia é precursora na biossintese de coenzimas flavinas, tais como
flavina mononucleotideo (FMN) e flavina dinucleotideo (FAD).** As flavinas s&o

fundamentais em diversas rea¢Ges bioquimicas necessarias para a sobrevivéncia e a

2 Miiller, F. In: Chemistry and Biochemistry of Flavoenzymes, vol.1, CRC Press, Boca Raton, FL,
1991.
%Massey, V. Biochem.Soc. Trans.2000, 28, 283.
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manutencdo dos seres vivos. Dessa forma, integra a maioria das vias metabdlicas
promovendo reagdes de oxi-reducdo, além de exercer papel fundamental na fotossintese,
na reducdo do oxigénio molecular da cadeia respiratoria e nos processos fotoinduzidos
como a recuperacdo de danos causados ao DNA.***" Essas fungbes metabélicas das
flavinas ocorrem através do equilibrio existente entre as espécies reduzidas

(flavoidroquinonas) e oxidadas (flavoquinonas), como representada no esquema 1.3.

RO
NADH NAD*
HO

redu(;ao N @)

T

/ NH oxidagdo N NH

. . H (@]
flavina o?udada flavina reduzida

(flavoquinonas) (flavoidroquinonas)

substrado substrado
reduzido oxidado
FMN:R= —POg?>
NH,
N
¢ Ty
N N/
(0]
O O
FAD:R= ~__O._I_O OH
PR
o O OH

Esquema 1.3: Principais estruturas quimicas das flavinas que participam dos processos bioldgicos.

Na maioria dos casos, a flavina se encontra ligada covalentemente a enzima que
faz uso de cofatores como o NAD* e o NADH para regenerar, respectivamente, as
espécies flavoidroquinonas e flavoquinonas (esquema 1.3).3%*! E importante mencionar
que além dessas duas formas, as flavinas atuam cataliticamente através da espécie
radicalar, semireduzida, flavo-semiquinona.*®3!

Essas propriedades redox das flavinas tém relagdo também com as suas

atividades fisiologicas na presenca de luz. Como exemplo, pode-se mencionar a

31S0uza, A. C. S.; Ferreira, C. V.; Juca, M. B.; Aoyama, H. Quim. Nova 2005, 28, 887.
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atividade da enzima fotoliase, que possui flavina como cofator e atua como mecanismo
de defesa do organismo removendo dimeros de pirimidina.*> Dimeros de pirimidina sdo
formados, principalmente, pela exposi¢do do DNA & luz UVB. Esses dimeros nédo se
encaixam bem na dupla-hélice do DNA, o que ocasiona problemas na replicagdo e
expressdo génica. A enzima fotoliase reconhece e se liga ao dimero de pirimidina. Apos
a absorcdo luminosa da fotoliase e subsequente ativacdo da flavina, ocorre a
transferéncia de um elétron da flavina (na forma hidroguinona) para o dimero, iniciando
uma reacdo radicalar que repara o dano causado ao DNA através da sua reconversdo em

mondmeros (esquema 1.4).%

O 0
.H
H. N N
hv (UVB) A
O~ 'N 0
Cicloadicéo H '3
o)
O0—P
orR G O OR
Dimero de pirimidinas
(DNA danificado)

hv (UVA)

Fotoliase
(Flavina reduzida como cofator)

Esquema 1.4: Dano causado pela luz UVB (280-315 nm) nos anéis pirimidineos da molécula de DNA e

reparo através de fotoliases (adaptado de Heelis et al.*).

As flavoidroquinona e flavoquinona participam do metabolismo envolvendo-se
em reacOes quimicas com mecanismos distintos. Essas reacfes enzimaticas ocorrem
através da reacdo direta do cofator com o substrato ou por intermediacdo do oxigénio

molecular, como mostrado no esquema 1.5.%°

%2 Heelis, P. F. Chem. Soc Rev.1995, 289.
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Esquema 1.5: Reagdes metabolicas que fazem uso de flavinas. a) oxidagdo da acil-CoA através de

flavoquinonas; b) reac6es da flavoidroquinona com oxigénio.

De acordo com o esquema 1.5a, a reducdo da Acil-CoA ocorre através da
doacgdo de um hidreto do substrato para o N-5 da flavoquinona (assistida por um residuo

basico da enzima), levando a formacéo da flavohidroquinona e do substrato oxidado. No
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mecanismo mostrado no esquema 1.5b, no sitio ativo da enzima, ocorre primeiramente a
reacdo entre a flavoidroquinona e o oxigénio molecular, levando a formacéo das
espécies peroxirriboflavina (IV) ou hidroperéxido (V). Esses intermediérios (IV e V)
sdo instveis em meio aquoso, mas no sitio ativo das flavoenzimas, como por exemplo,
nas monooxidases, apresentam elevada estabilidade. As monooxidases fazem uso desses
intermediérios (peroxidos) para catalisar reacdes metabdlicas de oxidacdo, como por
exemplo, oxidacdes de Baeyer-Villiger e hidroxilagdes aromaticas.

De um modo geral, através da interconversdo entre a flavoquinona e a
flavoidroquinona, formam-se agentes redutores e oxidantes (respectivamente) utilizados
no meio celular em reagdes metabodlicas de oxido-redugdo. As flavinas se envolvem
nesses processos redox através da doacao ou da recepcdo de 2 prétons e 2 elétrons. A
reducdo da flavoquinona ocorre em duas etapas: ao receber 1 préton e 1 elétron se
transforma em flavosemiquinonas (uma espécie radicalar), que ao reagir com outro
préton e outro elétron origina flavoidroquinonas.

Devido aos diferentes tipos de reacdes quimicas e fotoquimicas que as flavinas
estdo envolvidas (reacbes de oxidagdo, de reducdo, de foto-oxidagdo, radicalar),
diversos grupos de pesquisa vém sintetizando derivados flavinicos para diferentes

aplicacdes.

1.3.2 — Sintese de flavinas
A riboflavina foi primeiramente sintetizada por Kuhn et al. em 1934.% Essa
metodologia é muito versétil e é, na atualidade, considerada como um método genérico

para a sintese de aloxazinas e isoaloxazinas com diferentes substituintes (esquema 1.6).

%K uhn et al.Ber.1934, 67, 1460.
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Esquema 1.6: Sintese da riboflavina descrita por Kuhn et al. em 1934.%

De acordo com o esquema 1.6, na primeira etapa do protocolo, pode-se variar
também a cadeia ribitil do derivado. Por exemplo, a inversdao dos centros quirais da
riboflavina pode ser realizada através da introdugdo da L-ribamina na primeira etapa da
sintese mostrada no esquema 1.6. A etapa chave na formacéo da riboflavina consiste na
reacdo de condensacgéo entre a diamina (contendo o grupo ribitil) com o alloxane.

Kuhn et al. estudaram diferentes metodologias de formagéo de flavinas e estes
autores afirmaram em meados de 1930 que o método mostrado no esquema 1.6 era o
Ginico método “genérico” para se obter flavinas.** Dentre as metodologias estudadas por
esses autores, pode-se citar a reacao entre a orto-benzeno-diamina e o acido 5,5-di-Br-
babitdrico. No entanto, em 1945, ao contrario do afirmado por Kuhn et al., Tishler et al.
mostraram que aloxazinas e isoaloxazinas podem ser preparadas através de reacOes
entre orto-benzeno-diaminas e &cidos barbitaricos halogenados como mostrados no

esquema 1.7.3*

%Tishler, M.; Wellman, J. W.; Ladenburg, K. J. Am. Chem. Soc.1945, 67, 2105.
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Esquema 1.7: Sintese da riboflavina através da condensacdo de di-aminas aromaticas com derivados

clorados do &cido barbitdrico.

O composto 2-ribitil-4,5-dimetilbenzeno-1,2 diamina pode ser obtido de acordo
com o esquema 1.6. De um modo semelhante ao mostrado no esquema 1.6, ocorre a
condensacéo entre a diamina e o acido 5,5-di-Cl-barbitarico. Tishler et al. explicam que
quando testaram a metodologia com os mesmos reagentes utilizados por Kuhn et al.
(4cidos barbitdricos bromados), foi obtido apenas tragos do produto.®* Por outro lado,
quando realizaram a reacdo utilizando o acido 5-di-Cl-barbitdrico a formacdo das
flavinas ocorreu com excelentes rendimentos.>* Foi relatado também que grupos metilas
ligados ao anel aromaético da orto-benzeno-diaminas aumentam os rendimentos dessas
reacOes. Os autores deste trabalho atribuem o baixo rendimento obtido por Kuhn et al.,
devido ao diferente mecanismo reacional seguido pelos acidos barbituricos bromados
que, nesse caso, reagem preferencialmente por bromagéo da orto-benzeno-diamina.*

Diversas metodologias para sintetizar derivados flavinicos foram desenvolvidas
baseadas em reacGes de condensacdo. Dentre esses protocolos pode-se mencionar a
condensacéo (i) de anilinas com acido violurico, (ii) de orto-benzoquinonas com 5,6-
diaminopirimidinas, (iii), de biacetil diméricos com diaminouracilas, (iv) de
quinoxalinas com guanidinas e (v) de anilinas com 6-haleto-uracilas.® Yoneda et

al.desenvolveram uma metodologia para sintetizar isoalloxazinas N-5-oxido

%Lambooy, J. P. Heterocycl. Compd.1967, 9, 118.
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substituidas a partir de N-alquil-anilinas e 6-alquil-amino-uracilas de acordo com o

esquema 1.8.%

H
1857 _NaNO, :@
NH CH3COOH
40°C
3,4-dimetil-anilina endiment 690/
N-substituida Cl- uramla endimento: 69% \

P o
Y
R: ribitil NH
CH3;COOH N
|
OH O

rendimento: 85%
N-5-oxido-riboflavina

Esquema 1.8: Sintese de N-5-oxido riboflavina através da condensagdo de anilinas substituidas com 6-
Cl-uracila.

A sintese da N-5-oxido-riboflavina inicia-se com a condensagdo de uma anilina
com a uracila halo-substituida. O produto de condensacdo formado na primeira etapa
sofre nitrosilagdo levando a formacédo do intermediario substituido com o grupo nitroso.
Esse intermediario rapidamente sofre reacdo de ciclizacdo e com posterior perda de gas
hidrogénio leva & formacio da N-5-oxido-riboflavina. E importante mencionar que ao
tratar o produto N-5-oxido-riboflavina com NaS,0, a propria riboflavina é obtida.

Atualmente, os protocolos sintéticos para se obter flavinas, baseiam-se nas
metodologias comentadas anteriormente. No entanto, sdo dois os principais métodos
utilizados: o da condensacdo entre uma diamina aromética com alloxane;*” e o da
condensagdo entre uma amina aromatica com 6-Cl-uracila.*® De forma geral, a escolha
do método de sintese depende dos substituintes de interesse a ser incorporado nas

flavinas.

%®yoneda, F.; Sakuma, Y_; Ichiba, M.; Shinomura, K. J. Am. Chem. Soc.1976, 98, 830.

¥(a) Chen, S.; Hossain, M. S.; Foss Jr., F. W. Org. Lett.2012, 14, 2806. (b) Singh, R.; Geetanjali, J. serb.
Chem. Soc.2006, 71, 575. (c) Choy, N.; Russell, K. C.; Alvarez, J. C.; Fider, A. Tetrahedron Lett.2000,
41, 1515. (d) Singh, G. R.; Chauhan, S. M. S. J. Braz. Chem. Soc.2006, 17, 421.

%(a) Dadva et al. Chem. Eur. J.2013, 19, 1066. (b) Ju, S-Y.; Papadimitrakopoulos, F. J. Am. Chem.
S0c.2008, 130, 655. (c) Frier, C.; Décout, J-L.; Fontecave, M. J. Org. Chem.1997, 62, 3520.
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Modificagbes estruturais nas porcbes periféricas do sistema de anéis
isoaloxazinas foram, também, largamente estudadas e os anélogos obtidos podem ser

resumidos na figura 1.4 (adaptada de Massey et al.).*

e ° Reribitil
N3, NH,, NHOH R: alquil ou fenil
SSR
SCN
SR
SH S—O0
OH SSR
Cl, Br R gR
CHy N_ _N._O
e
CH3 N (CHy), (NCHjy)
Br  CH, N
OH SR
SCN SSR
S—0O S0
SR NOH
SSR NR

N3

Figura 1.4: Modificagdes na regifo periférica do sistema de anéis isoaloxazina da riboflavina ja

efetuadas.®

De acordo com Massey et al., os derivados mostrados na figura 1.4 apresentam
propriedades cataliticas semelhante as flavinas.*® Essas modificacdes estruturais fazem
uso de diversas etapas reacionais e geralmente envolvem a completa formacdo do
sistema de anéis isoaloxazina. A titulo de exemplo vamos discutir a rota sintética para
obter o derivado da riboflavina que contém o grupo mercapto (SR) na posicao 8. Essa
sintese se baseia na reacdo de condensacdo de orto-benzeno-diaminas com o composto

alloxane.
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HO
H OH
Cl Cl Cl N
Ij: D-ribamina ;@: OH
piridina
NO, sob refluxo NO;
2,4-dicloro,5-nitrotolueno rendimento: 28%
PdO
HO HO CH3COOH / H,0 (80%)
H, (60 psi), t.a.
HO HO
OH OH on
HO
. o Lo _ais H3B0s(aq H OH
Pros i RS oS . L,
N KzCOsaq)/ 0 NH,
o DMF
8-mercapto-riboflavina 8-Cl- nboﬂavma X 2-ribitil-benzeno-1,2-diamina
rendimento: entre 80 e 90% rendimento: 74% alloxane

Esquema 1.9: Sintese da 8-mercapto-riboflavina utilizando a 2,4-dicloro-5- nitrotolueno como material

|39

de partida (protocolo adaptado de Lambooy et al.** e Moore et al.*).

Essa metodologia sintética é bastante versatil, pois, variando os substituintes do
material de partida (5-nitrotolueno), podem-se variar os grupos funcionais da flavina
obtida. E importante mencionar que a propria riboflavina pode ser sintetizada por essa
rota partindo da 2-metil 4-cloro,5-nitrotolueno (semelhante ao método de Kuhn).*®
formacdo da 8-Cl-riboflavina é realizada através da formacdo do anel entre a 2-ribitil-
benzeno-1,2-diamina e o alloxane. O derivado obtido (substituido com cloro) € bastante
reativo ao ataque de nucledfilos como tidis e, através da substituicdo nucleofilica
aromatica, € obtido o derivado 8-mercapto-riboflavina.

Outra classe de derivados sintéticos da riboflavina comumente encontrados na
literatura sdo as deazaflavinas.** Esses compostos apresentam um grupo metileno no
lugar dos heteroatomos (N) do anel isoaloxazina. Mansurova et al. sintetizaram esses
analogos contendo variacdes nos heteroatomos N-5 e N-1.3 Nesse trabalho, foram

introduzidos grupos metilenos nas posi¢es N-5 e N-1 do sistema de anéis isoaloxazina

¥(a)Mansurova, M.; Koay, M. S.; Gartner, W. Eur. J. Org. Chem.2008, 5401. (b) Lambooy, J. P.
Methods Enzymol. 1971, 18B, 437.
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com a finalidade de estudar o comportamento eletroquimico dessas deazariboflavinas.
Esses autores observaram que as propriedades redox dos derivados foram fortemente
afetadas com essas variagdes. O potencial de reducdo das deazaflavinas no estado
fundamental foi determinado como sendo -265 mV (vs. Ag/AgCl) para a 1-
deazariboflavina e -247 mV (vs. Ag/AgCI) para a 5-deazariboflavina.*® Esses valores
sdo significativamente mais negativos que o mesmo valor determinado para a
riboflavina (-208 mV, vs. Ag/AgCl).* As sinteses dos derivados deazariboflavina
envolvem vérias etapas reacionais, incluindo a reconstrugdo do sistema de anéis. A
titulo de exemplo, mostramos no esquema 1.10 uma rota sintética para se obter a 1-

azariboflavina.

OH

HO
OH

NH H
2 BeO NF. D-ribose N OH
NaHCO3(aq) NaCNBH3
NH, NHBoc

o H,0 / dioxano MeOH NHBoc
4,5-dimetilbenzeno- rendimento: 66% rendimento: 86%
1,2-diamina
HCl(aq) (4am)
HO HO dioxano
HO
OH HO OH Br OH
0 O.
OH OH Et” Et HHO OH
N yZ (0] NHs N yZ o (0] (0] (0] N OH
I :I A __NH ~ MEOH I :[ P O—Et )@[
N in situ N Q Dl\iliZICCOH3 Cl NH,
1-deazariboflavina O O Et 2~ - _
di-éster 25°C 2-ribitil-benzeno-1,2-diamina

. o010
rendimento: 21% rendimento: 99%

Esquema 1.10: Sintese da 1-deazariboflavina utilizando a 4,5-dimetilbenzeno-1,2-diamina como material

de partida (adaptado de Mansurova et al.*).

De modo oposto ao utilizado para se obter o derivado 2-Cl-riboflavina, a cadeia
ribitil é introduzida na molécula benzeno-diamina (contendo os substituintes desejados)
a partir da ribose. Apos a desprotecdo do grupo amina, é obtido o composto 2-ribitil-

benzeno-1,2-diamina. Através da reacdo dessa diamina com o alquilante bromado (alfa

“Edmondson, D. E.; Ghisla, S. Methods in Mol. Biol.1999, 131, 157.
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a um grupo carbonila) o composto di-éster é formado. A reacdo dos grupos di-ésteres
com amonia leva a formacédo da 1-deazariboflavina.

Outras transformacgdes na estrutura quimica da riboflavina, que envolvem a
formacéo do nicleo isoaloxazina, sdo também comumente encontradas na literatura, tais
como a introducdo de substituintes nos N-3 e N-10 e as substituicdes nas posigdes 7 e
8.41

Uma maneira simplificada de se obter derivados da riboflavina é através da
derivatizacdo direta de sua estrutura quimica. Técnicas de derivatizacdo da riboflavina
sdo de amplo interesse, pois ndo envolvem multi-etapas reacionais e a riboflavina é um
material de partida comercialmente disponivel. As modificacdes dos grupos hidroxilas
da cadeia ribitil da riboflavina sdo realizadas principalmente para aumentar a
lipofilicidade do derivado.*” Dessa forma, Edwardset al. sintetizaram anélogos

428 Através de

riboflavinicos através da acilacdo das funcbes alcodis (esquema 1.11).
catélise &cida, as hidroxilas foram transformadas em ésteres em apenas uma etapa
reacional com bom rendimento.*”* O produto éster obtido apresenta maior solubilidade

em meio organico.

HO 0] o
HO_ oy OYO O)J\
OH o o HCIO OXO
N N.__O 4 N N.__O
-z \|~7 . )J\O)J\ -z \(
~ NH CH3COOH ~ NH
N 40°C N Rendi L T75%
0 o) endimento: 75%

Riboflavina o .
tetra-acetil-riboflavina

Esquema 1.11: Esterificacdo dos grupos hidroxilas da riboflavina.

' (a)Cowden, W. B.; Halladay, P. K.; Cunningham, R. B. Hunt, N. H.; Clark, I. A. J. Med. Chem. 1991,
34, 1818. (b) Bruice, T. C.; Chan, T. W.; Taulane, J. P.; Yokoe, I.; Elliott, D. L.; Williams, R. F.; Novak,
M. J. Am. Chem. Soc.1977, 99, 6713.

*2(a) Edwards, A. M.; Bueno, C.; Saldafio, A.; Silva, E.; Kassab, K.; Polo, L.; Jori, G. J. Photochem.
Photobiol. B.1999, 48, 36. (b) Scola-Nagelschneider, G.; Hemmerich, P. Eur. J. BioChem.1976, 66, 567.
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Outras transformacBes quimicas que fazem uso da riboflavina como material de
partida € a funcionalizacdo do nitrogénio 3. Hemmerich et al. derivatizaram anéis

isoaloxazina atraves da acilagdo do N-3.

0 O

"*"g&f h U\l %,
LT g XL

50 °C rendimento: 09%

penta-acetil-riboflavina

0

tetra-acetil-riboflavina
Esquema 1.12: Introduc&o de grupo acetil no nitrogénio 3 do sistema de anéis isoaloxazina.

Devido a baixa solubilidade da riboflavina em solventes organicos é necessaria a
esterificacdo previa das hidroxilas antes da acilacdo do nitrogénio. A reagdo consiste em
tratar a flavina com uma base na presenca de um agente acilante. Essa derivatizacao é
frequentemente realizada para aumentar a biodisponibilidade do derivado flavinico® ou
para permitir conjugar outras moléculas ou grupos funcionais.* E importante ressaltar
que as flavinas se ligam com o sitio ativo das flavoenzimas, entre outros modos, através
de ligacdes de hidrogénio nessa porcdo da molécula (nitrogénio 3).*3

A abordagem sintética para se obter compostos flavinicos depende da aplicacéo,
bem como, das caracteristicas fisicas e quimicas finais do derivado. Embora o arsenal
de protocolos para obtencdo dessa substancia seja vasto, é de interesse para a

comunidade cientifica ampliar essas rotas e também aprimorar 0s métodos ja existentes.

*Ghisla, S.; Massey, V. Biochem. J.1986, 239, 1.
*Banekovich, C.; Ott, I.; Koch, T.; Matuszczak, B.; Gust, R. Bioorg. Med. Chem. Lett.2007, 17, 683.
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1.3.3 — Aplicaces dos derivados sintéticos das flavinas
As aplicages das flavinas sintéticas sdo geralmente em catalise de reagdes
organicas,*’ em estudos de mecanismos enzimaticos que envolvem as flavinas artificiais

%045 & em processos fotodinamicos*®. Para muitos casos, a riboflavina n&o

como sondas,
pode ser diretamente aplicada em um determinado processo devido a sua baixa
solubilidade tanto em meio aquoso quanto em meio organico. A pouca solubilidade
dessa vitamina € reconhecida como um problema geneérico na aplicacdo da mesma em
distintos ramos da ciéncia. Essa molécula endogena foi selecionada na evolugao para
agir ligada em proteinas e o uso em outros ambientes requer modificacGes,
principalmente, da cadeia ribitil.

A aplicagdo dos derivados flavinicos em organocatélise vem sendo explorada
recentemente,*’ e as principais reacées catalisadas pelas flavinas sdo do tipo redox,
dentre as quais podemos destacar a reducdo de duplas ligacGes carbono-carbono
(mediadas por hidrazina e oxigénio)*® e as reacdes de oxidacdes, como oxidacdo de
Dakin.*” Foi desenvolvido por Backvall et al. um método brando de sintese de N-oxido

aminas catalisadas por um derivado da riboflavina.*

Murray et al. sintetizaram,
também, um derivadocatiénico da riboflavina com atividades cataliticas frente a
oxidagdo de aldeidos na presenca de peréxido de hidrogénio.”® E importante ressaltar
que, devido & alta reatividade, o derivado cationico da riboflavina mencionados acima é

instavel em meio aquoso. Derivados da riboflavina também foram utilizados como

*®Moore, E. G.; Ghisla, S. Massey, V. J. Biol. Chem.1979, 254, 8173.

¢ Mufioz, M. A.; Pacheco, A.; Becker, M. |.; Silva, E.; Ebensperger, R.; Garcia, A. M.; De Loannes, A.
E.; Edwards, A. M. J. Photochem. Photobiol. B. 2011, 103, 57.

*" (a) Gelalcha, F. G. Chem. Rev.2007, 107, 3338. (b) Imada, Y.; Naota, T. The Chem. Rec.2007, 7, 354.
*8 Smit, C.; Fraaije, M. W.; Minnaard, A. J. J. Org. Chem.2008, 73, 9482.

“Bergstad, K.; Backvall, J-E.J. Org. Chem.1998, 63, 6650.

%0 Murray, A. T.; Matton, P.; Fairhurst, N. W. G.; John, M. P.; Carbery, D. R. Org. Lett.2012, 14, 3646.
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catalisadores em reacdes mediadas por luz, por exemplo, na foto-oxidacdo de
metilbenzenos, estirenos e entre outras substancias.>

Além das aplicacGes em outras areas, a riboflavina vem sendo aplicada na area
biomédica como Fs em diversos protocolos de terapia fotodinamica.*! Outras aplicactes
em processos fotodindmicos como por exemplo, a fotodegradacéo de residuos contendo
alcodis benzilicos®® ou no tratamento de residuos aquosos™ vem, também, sendo

exploradas. A aplicacéo da riboflavina em PDT sera discutida no item 1.3.5.

1.3.4 — Aspectos fotoquimicos e fotofisicos da riboflavina

O sistema de anéis isoaloxazina é responsavel pelas propriedades fotofisicas e
fotoquimicas da riboflavina. Essa substancia interage eficientemente com energia
luminosa, gerando espécies eletronicamente excitadas com caracteristicas fisico-
quimicas diferentes daquelas encontradas em seu estado fundamental. O espectro de
absorcdo da riboflavina (flavoquinona) tem trés maximos principais nas regides
espectrais do UVB (267 nm), com coeficiente de absortividade molar (&) de 33,000 M"
'em™; do UVA (345 nm) com ¢ de 10500 Mcm™; e na regifo do visivel (442 nm) com
¢ de 10850 M™*cm™ (figura 1.5).>* A riboflavina apresenta também um espectro de
fluorescéncia importante com maximo em 532 nm com rendimento quantico de 0.28 em

4gua (figura 1.5).>

*!|_echner, R. Kiimmel, S.; Kénig, B. Photochem.Photobiol.Sci. 2010, 9, 1367.

S2Tatsumi, K.; Ichikawa, H.; Wada, S. J. Contam. Hydrol.1992, 9, 207.

53 (a) Remucal, C. K.; McNeill, K. Environ. Sci. Technol. 2011, 45, 5230. (b) Larson, R. A.; Stackhouse,
P.L.; Crowley, T. O. Environ. Sci. Technol. 1992, 26, 1792.

5 (a) Du, H.; Fuh, R. A.; Li, J.; Corkan, A.; Lindsey, J. S. Photochem. Photobiol.1998, 68, 141. (b)
Koziol, J. Photochem. Photobiol.1966, 5, 41.

**Drossler, P.; Holzr, W.; Penzkofer, A.; Hegemann, P. Chem. Phys.2003, 286, 409.
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Figura 1.5: Espectros de absorcdo e emissdo da riboflavina em agua (temperatura ambiente; 0,1 mM).

E importante mencionar que o espectro de absorcdo e emissdo das flavinas
variam significantemente de acordo com o estado de oxidacdo em que o sistema de
anéis isoaloxazinas se encontra (flavoquinona, semiquinona e hidroquinona).*® Por
exemplo, a riboflavina na forma flavoidroquinona apresenta reduzido valor de € no
visivel (442 nm).* Por outro lado, a forma flavosemiquinona (da RF) apresenta
absorbancia no visivel com maximo em torno de 600 nm.*® Os espectros de absorcdo e
emissdo das flavinas sdo também afetados de acordo com o pH do meio, que essas
substancias se encontram.

Drossler et al. estudaram os espectros de absorcdo e emissdo da forma
flavoquinona da riboflavina em solugfes aquosas com valores de pH entre -1,09 e
13,35.°® Dependendo do valor do pH do meio, a espécie flavoquinona pode existir

através de um equilibrio de trés espécies (esquema 1.13).

®Drossler, P.; Holzer, W.; Penzkofer, A.; Hegemann, P. Chem. Phys. 2002, 282, 429.
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Esquema 1.13: Equilibrio entre espécies da riboflavina (flavoquinona)em meio aquoso.

Em solucdo aquosa essas trés formas estdo em equilibrio. Em pH menor que 0,4
a forma protonada da riboflavina € predominante. A forma neutra € predominante entre
os valores 0,4 e 9,75 de pH.>® A forma desprotonada é predominante em pH maior que
9,75. As formas neutras e a desprotonada da riboflavina apresentam espectros de
absorcdo semelhantes entre si. Por outro lado, a espécie protonada (na regido entre o
UVA e visivel) apresenta apenas um maximo de absorcao situado préximo de 400 nm.>
As variacdes na fluorescéncia da riboflavina de acordo com o pH sdo melhor resumidas
através do equilibrio mostrado no esquema 1.13. A titulo de exemplo o valor do
rendimento quéantico de fluorescéncia da riboflavina em pH 1 é de 0,013. Esse valor, em
pH 7, aumenta para 0,27 e, em valores de pH acima de 13, a eficiéncia de emissao (¢f)
diminui para 0,0018.%°

Apds a absorcdo luminosa, o estado excitado da riboflavina sofre cruzamento
entre sistemas (ISC), formando a espécie eletronicamente excitada triplete (°RF). No
caso de riboflavina em &gua, o rendimento quantico de formacéo de triplete é de 0,67,
indicando que uma importante fracdo das moléculas (~70%) que absorvem fotons sofre
ISC, formando tripletes.”’Uma vez formadas, essas espécies tripletes podem

fotossensibilizar a produgdo de oxigénio singlete (¢ = 0,50 em &gua),”® bem como, a

5 Grodowski, M. S. B. Photochem. Photobiol.1977, 26, 341.
%8Song, P. S.; Moore, T. A. J. Am. Chem. Soc.1968, 90, 6507.
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formacéo de outras espécies radicalares.> Devido a essas caracteristicas fotoquimicas, e
por estarem presentes em seres vivos de forma geral, as flavinas sdo pegas fundamentais
no entendimento de processos foto-oxidativos envolvidos em diversos ramos da
atividade humana, desde a producdo e estocagem de alimentos® até os danos na pele
induzidos pela exposicao ao sol.”® Portanto, apesar de sua importancia como cofator, as
flavinas sdo fotossensibilizadores enddgenos que estdo relacionados com o foto-
envelhecimento e o cancer de pele.”® Além disso, podem ser muito Gteis como Fs para

terapia fotodindmica.

1.3.5 — Riboflavina em terapia fotodindmica

A habilidade da RF de formar espécies reativas de oxigénio ROS (reactive
oxygen species) em meio celular vem sendo aplicada, por varios grupos de pesquisa, no
tratamento de diversas enfermidades por terapia fotodinamica. Sato et al. utilizaram a
riboflavina como fotossensibilizador para tratar a doenca de pele “Blue Nevus”.®*
Bouellaguet et al. aplicaram a riboflavina como fotossensibilizador para curar infec¢des
causadas por bactérias em canais dentarios.”> Queiroset al. ttm demonstrado em
diversas publicacbes a possivel aplicacdo da riboflavina como fotossensibilizadora na
indugdo de morte de células tumorais e na sinalizagdo celular envolvida.®® Foi

demonstrado que células tumorais murinas NOS/2 e H-L60 morrem quando expostas a

irradiacdo UVA na presenca de RF.*#

> (a) Kim, H.; Kirschenbaum, L. J.; Rosenthal, L.; Riesz, P. Photochem. Photobiol.1993, 57, 777. (b)
Gutiérrez, I.; Criado, S.; Bertolotti, S.; Garcia, N. A. J. Photochem. Photobiol. B.2001, 62, 133.
®Kim, T. S.; Decker, E. A;; Lee, J. Food Chem.2012, 133, 68.

%1 Sato, K.; Sakakibara, N.; Hasegawa, K.; Minami, H.; Tsuji, T. J. Dermatol. Sci. 2000, 23, 22.

%2 Bouillagueta, S.; Owenb, B.; Watahac, J. C.; Campod, M. A.; Langed, N.; Schrenzel, J. Dent.
Mat.2008, 24, 1070.

%3Queiros, S.; K. C.; Zambuzzi, W. F.; Souza, A. C. S.; da Silva, R. A. Machado, D.; Justo, G. Z.;
Carvalho, H. F.; Peppelenbosch, M. P. Ferreira, C. V. Cancer Lett.2007, 258, 126.
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A riboflavina também pode ser utilizada como fotossensibilizador para
desinfeccdo de bolsas de sangue.® Inclusive, em relagdo & desinfeccéo do sangue, foi
demonstrado que, na presenga de luz, a riboflavina eliminou os parasitas da
leishmaniose com elevada eficiéncia em bolsas para doacdo de sangue.®

Apesar dessas aplicacOes da riboflavina, a utilizagdo desses compostos como
fotossensibilizador apresenta diversas desvantagens, tais como baixa solubilidade em
meio aquoso e organico, pronunciada foto-instabilidade e baixa afinidade por tecidos
celulares. Além disso, as flavinas naturais estdo normalmente ligadas em proteinas e
outras estruturas celulares, tornando dificil o controle de localizag8o celular. Por isso ha
uma elevada importancia em se preparar séries de derivados da riboflavina onde as
propriedades fisico-quimicas e de citolocalizacdo possam ser controladas.

Um estudo que correlacione eficiéncia de morte celular fotoinduzida com a
estrutura quimica dos derivados sintéticos da riboflavina é de suma importancia para
entender fendmenos fotodindmicos e tornar essa classe de substancia
fotossensibilizadores de elevada eficiéncia. E importante mencionar também, o elevado
potencial que esses Fs enddgenos apresentam no tratamento de leishmaniose cutanea
por PDT. Como comentado anteriormente, espera-se baixa toxicidade no escuro para
esses Fs e, de acordo com as transformacgdes quimicas realizadas na estrutura da
riboflavina, pode-se aumentar a afinidade dos mesmos pela Leishmania.

Em relacdo a necessidade de desenvolver métodos capazes de dosar niveis de
antimonio em Leishmania para monitorar a selecdo de parasitas antimonio-resistentes,
faz-se necesséria a introducdo de uma nova classe de compostos. Isso ocorre porque as
flavinas n&o apresentam caracteristicas atrativas como sensores moleculares,

principalmente, devido ao curto tempo de vida de fluorescéncia (ordem de poucos ns)

#Wainwright, M. Chem. Soc. Rev.2002, 31, 128.
% Cardo, L. J.; Rentas, F. J.; Ketchum, L.; Salata, J.; Harman, R.; Melvin, W.; Weina, P. J.; Mendez, J.
Reddy, H.; Goodrich, R. Vox. Sang.2006, 90, 85.
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desses compostos. Com a finalidade de criar novos sensores quimicos de antiménio,
torna-se necessario explorar a quimica de compostos luminescentes com elevado tempo
de vida, como por exemplo, os complexos de Ru (Il). Nesse contexto, foi tragado a
segunda proposta deste trabalho que consiste na utilizagdo de complexos de Ruténio (11)

como sensores luminescentes de antimonio.

1.4 — Sensores luminescentes baseados em complexos de Ru (11) polipiridinas
Complexos de Ru (Il) polipiridinas sdo pigmentos que apresentam um ion
ruténio (11) central coordenado a ligantes polipiridinas. O Ru** é um fon metalico que
apresenta o orbital d de maior energia semi-preenchido. Os ligantes polipiridinas s&o
compostos geralmente incolores que apresentam orbitais ¢ e @ (ligantes e antiligantes).
Em um diagrama de orbitais moleculares (Figura 1.6), estdo representados os tipos de
transicdes eletrbnicas que podem ocorrer apds a interacdo do complexo de Ru (1) com

luz.%®

%Balzani, V.; Campagna, S. In:Photochemistry and Photophysics of Coordination Compounds |,
Springer, Leipzig, Germany, 2007.

55



A
E o
orbitais vazios
TCL*
O 3
— MLCT
8 E —
S hv  @'luminescéncia"”
T\ N I
@)
-
N > orbitais preenchidos
oL
/

Figura 1.6: Diagrama simplificado dos orbitais moleculares de complexos de Ru (II)
polipiridinas.®®Luminescéncia é o fendmeno pela qual uma molécula absorve luz (UV, visivel)
promovendo um elétron para o orbital de maior energia gerando uma nova espécie eletronicamente
excitada que decai para o estado fundamental através da emisséo de um fdéton de luz (com comprimento
de onda especifico).®” Processos luminescentes s&o divididos em fluorescéncia (espécie emissora singlete)

e fosforescéncia (espécie emissora triplete).

Esses complexos absorvem luz no visivel promovendo um elétron do orbital do
metal (my) para o orbital n* do ligante (m.*) levando a formacdo da espécie excitada
'MLCT (transferéncia de carga metal-ligante) que pode sofrer ISC e formar a espécie
excitada de menor energia *MLCT. Uma vez formada o triplete, pode ocorrer a
desativacdo dessa espécie excitada de forma radioativa (emissdo) ou ndo-radioativa
(calor); ou a espécie *MLCT pode promover reacdes de oxirreducdo. A promocéo do
elétron © do metal (myv) para ov* leva a formacdo do estado excitado MC (metal-
centrado). O estado excitado LC (ligante-centrado) é formado através da promocao de
um elétron 7 do ligante (n.) para o . *. Todos 0s estados excitados mencionados podem

formar tripletes e, para a maioria dos complexos de Ru (Il) polipiridina, o estado

%’Settle, F. In: Handbook of Instrumental Techniques for Analytical Chemistry, Prentice-Hall, New
Jersey, USA, 2004.
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eletronicamente excitado de menor energia é o *MLCT e essa espécie apresenta largo
tempo de vida e intensa luminescéncia.

Os sensores luminescentes se destacam dentre 0s outros métodos analiticos pela
simplicidade das analises e pelo baixo limite de deteccdo atingido.®® Outras vantagens
podem ser destacadas como o rapido tempo de resposta das analises e as possibilidades
de desenvolver aplicacdes biolégicas e médicas.®® Como ndo é uma técnica invasiva, ela
permite gerar imagens em tempo real de células e tecidos biolégicos.*® A parte central
dessa modalidade de sensores consiste de moléculas que contém grupos luminoéforos

que sofrem perturbacdes na presenca de substancias que se deseja quantificar(analito)

(figura 1.7).
hispede
(Guest)
e -
T
. “LND
anfitrido
(Host) mudangas nas propriedades luminescentes

Figura 1.7: Mecanismo geral do funcionamento de sensores luminescentes

De acordo com a figura 1.7, o sensor quimico, também chamado de anfitrido (do
inglés host), interage com o analito, denominado héspede (do inglés guest), de modo
que o produto dessa interacdo leva a variagbes nas propriedades luminescentes do

sensor que podem ser mensuradas. Os sensores luminescentes podem ser

%8 (a) Kim, H. N.; Lee, M. H.; Kim, H. J.; Kim, J. S.; Yoon, J.; Chem. Soc. Rev.2008, 37, 1465. (b) Ji, H.
F.;Brown, G. M.; Dabestani, Chem. Commu.1999, 609. (c) Beer, P. D. Acc. Chem. Res.1998, 31, 71.

% (a) Aslan, K.; Gryczynski, I.; Malicka, J.; Matveeva,E.; Lakowicz J. R.; Geddes, C. D. Curr.
Opin.Biotech.2005, 55, 16. (b) Aslan, K.; Lakowicz J. R.; Geddes, C. D. Anal. Bioanal.Chem. 2005, 382,
926.
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classificadosem trés tipos:™ (i) tipol, onde o luminéforo sofre supressdo da emissdo
através da colisdo com o analito (por exemplo Oy); (ii) tipo 2, onde o lumindforo se liga
ao analito de forma reversivel levando a supressdo da emissdo ou a um aumento na
luminescéncia provocado por essa interacdo; (iii) tipo 3, onde o lumindéforo estd
conectado com uma unidade receptora do analito e essa unidade, ao interagir com o
analito, causa perturbagdes fotoinduzidas ao luminéforo. Os principais mecanismos que
levam a variacBes na luminescéncia dos sensores sdo:’* (i) transferéncia de elétron
fotoinduzido (do inglés Photoinduced Electron Transfer, PET); (ii) transferéncia de
préton no estado excitado (do inglés, excited state proton transfer); (iii) transferéncia de
energia no estado excitado (do inglés, excited state energy transfer); (iv) formacdo de
excimeros e exciplex (do inglés, excimer and exciplex formation); (v) transferéncia de
carga fotoinduzida (do inglés, Photoinduced Charge Transfer, PCT).

Dentro das inimeras classes de sensores luminescentes, complexos de Ru (1)
poliazaaromaticos sdo provavelmente as que mais apareceram em destaque na Ultima
década.”® Desde 1959, quando o complexo luminescente tris(2,2’-bipiridina)ruténio(ll)
([Ru(bip)s]**) foi descrito na literatura pela primeira vez,” essa classe de substancia tem
sido estudada e aplicada em diversos ramos da atividade humana. Como exemplo pode-
se mencionar aplicacdes como reagentes analiticos quimio-luminescentes,”* sensores
6pticos,’” agentes terapéuticos’ entre outras.’® Esse grande interesse por complexos de

Ru (Il) poliazaaromaticos ocorre devido as suas propriedades Unicas em termos de

™ valeur, B. In:Molecular Fluorescence: Principles and Applications, Wiley VCH, Weinheim,
Germany, 2001.

™ Lakowicz, J. R. In: Principles of Fluorescence Spectroscopy, 32 ed., Springer, 2006.

2 (a) Orellana, G.; Garcia-Fresnadillo, D. In: Optical Sensors: Industrial, Environmental and
Diagnostic Applications; Narayanaswamy, R.; Wolfbeis, O. S. Eds. Springer Series on Chemical Sensor
and Biosensors; Springer: Berlin-Heidelberg, 2004; vol. 1, p. 309-357. (b) Vos, J. G.; Kelly, J. M. Dalton
Trans.2006, 41, 4869. (c) Zhao, Q.; Li, F.; Huang, C. Chem. Soc. Rev.2010, 39, 3007.

Paris, J. P.; Brandt, W. W. J. Am. Chem. Soc.1959, 81, 5001.

“Gerardi, R. D.; Barnett, N. W.; Lewis, S. W. Anal.Chim.Acta,1999, 378, 1.

"Erkkila, K. E.; Odom, D. T.; Barton, J. K. Chem. Rev.1999, 99, 2777.

’® (a) Moucheron, C.; Kirsch-De Mesmaeker, A.; Kelly, J. M. J. Photochem. Photobiol.B1997, 40, 91.
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estabilidade quimica e fotoquimica; de reatividade dos estados eletronicamente
excitados e das propriedades redox.”’

Como comentado, esses complexos absorvem luz com alta eficiéncia na regido
do visivel, exibem relativamente intensa emissdo com largo tempo de vida (por
exemplo, 523 ns para [Ru(fen)s]** em acetonitrila)’® e apresentam comportamento redox
reversivel tanto no estado eletronico fundamental quanto excitado.”” As propriedades
espectroscopicas, fotofisicas e fotoquimicas desses complexos de Ru (Il) podem ser
elegantemente ajustadas através da escolha dos ligantes poliazaarométicos que
coordenam ao redor do metal.””*’" Além disso, a introducéo de ligantes de diferentes
naturezas ao redor do mesmo metal, os denominados complexos heterolépticos
(complexos coordenados com 3 ligantes sendo ao menos 1 de diferente estrutura
quimica), fornece um ajuste adicional nas propriedades do complexo.”®"""

Através dos complexos heterolépticos, torna-se possivel a introducdo de
grupamentos quimicos adequados que permitem a conexdo por ligacGes covalentes do
complexo com suportes solidos funcionalisados ou a introducdo de unidades quelantes
para reconhecimento de um determinado analito. Como exemplo, podemos citar a
derivatizacdo do ligante bip com poliaminas macrociclicas que funciona como unidade

receptora de cations (figura 1.8).%°

"Juris, A.; Balzani, V.; Barigelletti, F.; Campagna, S. Belser, P.; Von Zelewsky, A. Coord.Chem.
Rev.1988, 84, 85.

Ackermann, M. N.; Interrante, L. V.; Inorg.Chem.1984, 23, 3904.

" Kirsch-De Mesmaeker, A.; Orellana, G.; Barton, J. K.; Turro, N. J. Photochem. Photobiol.1990, 52,
461.

8 odeiro, C.; Pina, F.; Parola, A. J.; Bencini, A.; Bianchi, A.; Bazzicalupi, C. Ciattini, S.; Giorgi, C.;
Masotti, A.; Valtancoli, B.; Melo, J. S. Inorg. Chem.2001, 40, 6813.
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Figura 1.8: Sensor luminescente baseado na quimica do complexo de Ru (I1) polipiridina funcionalizado

com poliamina macrociclica.

O complexo de ruténio mostrado na figura 1.8 é capaz de coordenar com
substratos catidnicos e até aniénicos, dependendo do nivel de protonacdo das aminas. A
luminescéncia desse complexo € suprimida na presenca de metais, por exemplo, cobre.
Utilizando essa estratégia, diversos complexos heterolépticos de Ru (1) coordenados
com ligantes contendo unidades receptoras foram sintetizados com a finalidade de
serem aplicados como sensores luminescentes.’*

As funcionalizagdes escolhidas dependem da natureza do analito a ser analisado.
Como exemplo, pode-se mencionar que sensores de mercurio foram obtidos através da
sintese de complexos de Ru (I1) funcionalizados com ligantes contendo grupos ti6is.®
Complexos heterolépticos de Ru (11) contendo o grupo fenol conjugado ao ligante foram
utilizados como sensores de fons fluoreto.®? Sensores de acetato, dihidrogenofosfato e
fluoreto foram obtidos através de complexos heterolépitos contendo a por¢do uréia em
sua estrutura quimica.®®

Com a finalidade de introduzir unidades receptoras, as derivatizacdes nos

ligantes polipiridinas sdo amplamente aplicadas e as transformagfes quimicas

8Hamid, A.; Al-Khateeb, M.; Tahat, Z. A.; Qudah, M.; Obeidat, S. M.; Rawashdeh, A. M. Int. J.
Inor.Chem. 2011, 6, 1.

8Jose, D. A.; Kar, P.; Koley, D.; Ganguly, B.; Thiel, W.; Ghosh, H. N.; Das, A. Inorg.Chem. 2007, 46,
5576.

8Ghosh, A.; Ganguly, B.; Das, A. Inorg.Chem.2007, 46, 9912.
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encontradas na literatura consistem na introducdo dos grupos quimicos que variam de
pirr6is,®* imidazéis,® acidos benzéicos,® hidrazonas,®’ entre outros.”*

Apesar da vasta aplicagcdo desses compostos como sensores luminescentes de
diversas substancias, a aplicacdo de complexos de Ru (II) como sensores especificos de
antimonio,foi muito pouco explorada. As técnicas mais utilizadas para determinar esse
semimetal (Sb) fazem uso principalmente de métodos eletroanaliticos®® e espectrometria
de absorcao atdmica.’® A determinacio desse analito por essas técnicas apresenta varias
desvantagens quando comparada com a sua aferi¢cdo por sensores luminescentes. Como
exemplo desses inconvenientes pode-se mencionar que os métodos eletroanaliticos e
por espectrometria de absor¢do atomica envolvem tratamento e ou derivatizagOes da
amostra e, consequentemente, esses métodos ndo sdo compativeis com analisesin situ e
em tempo real. A sintese de sensores luminescentes a base de complexos heterolépticos
de Ru (1) poliazaaromaticos contendo unidades receptoras de antiménio possibilitaria o

monitoramento de farmacos a base de antiménio em células de Leishmania.

8 Plitt, P.; Gross, D. E.; Lynch, V. M.; Sessler, J. L. Chem. Eur. J.2007, 13, 1374.

8 Zhao, Q.; Liu, S. J.; Shi, M.; Li, F. Y.; Jing, H.; Yi, T.; Huang, C. H.; Organometallics2007, 26, 5922.
%Higgins, B.; DeGraff, B. A.; Demas, J. N. Inorg.Chem. 2005, 44, 6662.

¥ Lin, Z. H.; Ou, S. J.; Duan, C. Y.; Zhang, B. G.; Bai, Z. P. Chem. Commun.2006, 624.

%Toghill, K. E.; Lu, M.; Compton, R. G. Int. J. Electrochem.Sci. 2011, 3057.

¥Dessuy, M. B.; Jesus, R. M; Brandao, G. C.; Ferreira, S. L. C.; Vale, M. G. R.; Welz, B. Food Add.
Contam.2013, 33, 202.
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2-OBJETIVOS

2.1 — Gerais

Sintetizar fotossensibilizadores derivados da riboflavina para possivel aplicacédo
no tratamento de leishmaniose (por PDT), e sintetizar novos complexos de Ru (II)
poliazaaromaticos com possivel aplicacdo como sensores luminescentes de antiménio.
2.2 — Especificos
1- Estudar e desenvolver rotas sintéticas de derivatizacdo da riboflavina através de
transformacfes quimicas na cadeia ribitil e alquilacdo do N-3 do sistema de anéis
isoaloxazinas, conforme mostrado na figura 2.1.

RO

R0
OR!

OR!
N._N__O
~
N
0
Para R% = H: R! = Acetil; Palmitoil; -(CH,),COOH:; acetal ciclico

Para R = Acetil: R? = -H; -CHj; -CH,COOH; -CH,Boc
-(CH3),N*(CH3)3.CI'; -(CHZ)sN*(CHg)3.CI"

Figura 2.1: Derivados da RF como possiveis Fs para aplica¢do no tratamento de leishmaniose.

2- Determinar os pardmetros fotofisicos dos derivados da riboflavina sintetizados.

3- Realizar ensaios de terapia fotodinamica in vitro dos derivados sintetizados contra
promastigotas de Leishmania major.

4 — Preparar ligantes bipiridinas conectados com grupos receptores de antimoénio: di-tiol
vicinal, &cido tidctico e bitiofeno.

5 - Sintetizar complexos heterolépticos de Ru (I1) poliazaaromaticos contendo ligantes
com grupos receptores de antimonio.

6 — Investigar as propriedades luminescentes dos complexos de Ru (Il) obtidos na

presenca de sais de antimbnio em meios aquoso e organico.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1 - Procedimentos gerais

Os reagentes comerciais e solventes foram secos e purificados, quando
necessario, conforme procedimentos descritos na literatura.”® As cromatografias em
camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de aluminio contendo silica-gel em
sua superficie (GF,s4 Merck, 0,25 mm) e os cromatogramas foram revelados em camara
de irradiacdo com lampada UV (254 e 355 nm). As colunas cromatograficas foram
realizadas utilizando silica-gel (0,035-0,070 mm) da marca Acros. As colunas de troca
idnica foram realizadas utilizando SP Sephadex™ C-25 (GE Healthcare). Os solventes
foram removidos das solugdes organicas através de evaporadores rotatérios operando a

pressdo reduzida.

3.2 - Equipamentos e dispositivos
3.2.1 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de *H e RMN de *3C foram registrados em espectrémetros
Bruker DPX 500, DPX 300 ou Bruker AVIIlI 700 MHz. Os solventes usados foram:
CDCl3,CD30D, DMSO (d° ou D,0, tendo como referéncia interna o tetrametilsilano
(TMS). Para RMN de 'H (instrumento operando a 700, 500 ou 300 MHz) os
deslocamentos quimicos (8) sdo referenciados em relacdo ao padrdo interno TMS (0
ppm) e para RMN de “*C (instrumento operando a 175, 125 ou 75 MHz) os valores de &
séo referenciados em relagdo: ao CDCl3 (77,0 ppm) em CDClI3, ao CD3;0D (49 ppm) em
CD30D; ao TMS (0 ppm) em D,0. Os deslocamentos quimicos sdo dados em ppm e as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (s = singleto, d = dubleto, dd = duplo dubleto, t

= tripleto, quart. = quadripleto, quint. = quintupleto, m = multipleto). As analises de

%perrin, D. D.; Armarego, W. L. F.; Perrin, D. R. In: Purification of Laboratory Chemicals, 2°
ed.Pergamon Press: Oxford,,1980, ISBN 0-08-022961-1.
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RMN de 'H (operando a 500 e 300 MHz), bem como as anélises de RMN de *C
(operando a 125 e 75 MHz) foram efetuadas na Central Analitica do Instituto de
Quimica da USP. As analises de RMN de 'H (operando a 700 MHz), bem como as
analises de RMN de “*C (operando a 175 MHz) foram efetuadas no Centro de Auxilio &

Investigacdo da Universidade Complutense de Madri (UCM).

3.2.2 Espectroscopia na regido do Infravermelho (I1V)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotdmetro Bomem MB 100 em pastilhas de KBr e as absorgdes estédo expressas
em cm™. As analises foram efetuadas na Central Analitica do Instituto de Quimica da

USP.

3.2.3 Espectrometria de massas (EM)

Os espectros de massa de alta resolucdo (EMAR) foram obtidos em um aparelho
Brucker Daltonics Micro TOF com analisador do tipo TOF (time of flight). As
ionizacbes das amostras foram feitas por ESI (electron spray ionization)e
MALDI(Matrix-Assisted Laser lonization) operando em modo positivo ou negativo.

Essas andlises foram efetuadas na Central Analitica do Instituto de Quimica da USP.

3.2.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Purificou-se 0s compostos através da técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia em escala semi-preparativa. As analises foram efetuadas em um
cromatografo, SPD-10AV Shimadzu, usando a coluna semi-preparativa ZORBAX
eclipse XDB-C18 (9,4 mm x 250 mm, 5-micron). O detector, UV-Visivel, do

cromatografo operava no comprimento de onda de 440, 350, ou 280 nm.
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- Para a TARF-Catibnica-2, usou-se como eluente uma mistura de 4gua/acetonitrila nas
proporgdes de 7:3 (v/v) ambos os solventes contendo 0,01% de acido trifltioracético
(modo isocrético) e o fluxo de 3,0 mL/min. Concentracdo da amostra injetada (1 mg/
mL de eluente). Volume de cada injegdo: 700 uL. Tempo de Retengdo: 20,86 minutos.

- Para o complexo heteroléptico [Ru(bpz),(bitiofeno-imidazo-fen)](PFg),, usou-se
como eluente uma mistura de agua/acetonitrila nas proporcoes de 3:2 (v/v) ambos os
solventes contendo 0,01% de acido trifltoracético (modo isocréatico) e o fluxo de 5,0
mL/min. Concentracdo da amostra injetada (1 mg/ mL de eluente). Volume de cada

injecdo: 900 puL. Tempo de Retengdo: 14,23 minutos.

3.2.5 - Espectros de absorbancia e luminescéncia

Todos os espectros de absorbancia e luminescéncia foram obtidos em cubetas de
quartzo com caminho 6ético de 1 cm a temperatura ambiente.
- Os espectros de absorcdo dos compostos foram obtidos em um espectrofotdmetro de
UV-Vis Varian Cary 3Bio.
- Os espectros de luminescéncia foram obtidos em um espectrofluorimetro HORIBA
Jobin Yvon Fluoromax-4.
- O oxigénio singlete foi determinado através da detec¢do da sua caracteristica emissao,
resolvida no tempo(em 1270 nm), utilizando um fluorimetro Edinburgh (UK) LP-900
equipado com um detector Hamamatsu H10330-45 NIR PMT. Um filtro de
interferéncia (1270 nm) foi interposto entre o detector e a amostra para minimizar
espalhamento de luz do laser e luminescencia do Fs.
- Espectros de tempo de vida de luminescéncia através de Single Photon Timing (SPT)
foram realizados em um espectrofluorimetro HORIBA Jobin Yvon Fluoromax-4

equipado com TCSPC (Time Correlated Single Photon Couting) e um laser de diodo
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(NanoLED) com emissdo pulsada com fonte de excitacdo (463 nm). Parametros
utilizados: Taxa de repeti¢do = 250 KHz; Intervalo de tempo = 3,2 ps; Emissdo = 690

nm; Fendas = 9 mm; Contagem de f6tons = 30000.

3.3 Metodos
3.3.2 - Sintese da acetal-riboflavina

Emumbaldo com duas bocas contendo riboflavina (0,27 mmol) foi adicionado
acetona (2 mL), DMF (2 mL), H,SO4 (50 pL) e MgSO, (150 mg). Deixou-se
emagitacdomagnéticadurante o tempo de 30 minutos ou 3 h ou 24 h e, apds esse
periodo, a mistura reacional foi filtrada, lavada comacetona (10 mL) e o solvente
evaporado sobpressdo reduzida. O produto final foi purificado emcoluna cromatogréafica

de silicagel, utilizando-se como eluente uma mistura de hexano e acetona (1:1).

3.3.3 - Sintese da 2°,3°,4°,5 -tetracetill-riboflavina (TARF)

Emumbaldo com duas bocas contendo riboflavina (5,3 mmol), foi adicionado,
sobatmosfera de argénio, anidridoacético (20 mL) e DMAP (21,3 mmol). Deixou-se
emagitacdomagnéticapor 24 horas a 40 °C e, apdsesseperiodo, o meio reacional foi
diluido com cloroférmio (60 mL) seguido da transferéncia da solucdo orgéanica
resultante a um funil de extragdo. Ao funil de extracéo foi adicionado solucgdo saturada
de NH.4Cl g (40 mL) e ap6s mistura e separacéo das fases, a fase aquosa foi lavada com
cloroférmio (2 x 60 mL). Juntou-se as fase organicas e as mesmas foram secas com
MgSQ,, filtrada e o solvente removido por rota-evaporacdo. O produto final foi
purificado emcoluna cromatografica de silicagel, utilizando-se como eluente acetato de

etila.
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Rendimento: 75%. RMN de*H (500 MHz, CDCls) &: 9.12 (br s, 1H), 7.92 (s,
1H), 7.51(s, 1H), 5.59 (br d, J = 9 Hz, 1H), 5.40-5.39 (m, 1H), 5.35-5.32 (m, 1H), 4.85
(br s, 2H), 4.36 (dd, J; = 12; J, = 3 Hz, 1H), 4.18 (dd, J; = 12; J, = 6 Hz, 1H), 2.50 (s,
3H), 2.37 (s, 3H), 2.21 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 1.68 (br s, 3H). RMN de**C
(125 MHz, CDCly) 8: 170.60, 170.28, 169.83, 169.69, 159.34, 154.85, 150.55, 148.11,
137.03, 135.93, 134.56, 132.76, 131.14, 115.55, 70.37, 69.35, 68.94, 61.81, 21.41,
20.99, 20.75, 20.63, 20.27, 18.38. IV (KBr) cm™: 3036, 1749, 1662, 1538, 1212. EMAR

[ESI(+)]: Calculado para (CasH2sN4O10 + H)™: 545.1884, medido: 545.1881.

3.3.4 - Acetilacao da riboflavina mediada por lipase

Emum microtubo tipoEppendorf a riboflavina (0,027 mmol ou 10 mg) foi
solubilizada em DMF (2 mL) e posteriormente foram adicionados 0 acetato de vinila
(0,53 mmol ou 50 pL) e a lipase (30 mg). A solugdo foi colocada emagitadormagnético
(130 r.p.m.) na temperatura de 30°C. As reagdes foram acompanhadas por CCD
[eluente: acetonitrila: agua: KNOs@q) saturado (44:5:1, v/v)] e por espectrometria de

massascom ionizagdo porelectrospray.

3.3.5 — Funcionalizacao da riboflavina com anidrido succinico

Emumbaldo com duas bocas contendo riboflavina (0,067 mmol ou 25,33 g), foi
adicionado, sobatmosfera de argbnio, anidrido succinico (1,3 mmol), EtsN (0,15 mmol),
DMAP (0,15 mmol) e DMF (2 mL). Deixou-se em agitacdo magnética por 6 horas e,
apos esse periodo, o solvente da reacdo foi removido sobpressdo reduzida. O produto
final foi purificado através da lavagemcomacetato de etila (3x 1mL). O excesso de
acetato de etila foi removido embomba de vacuo. O solido amarelo obtido foi purificado

por precipitagdo seletiva solubilizando o composto em isopropanol a quente
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(temperatura de ebuligéo), seguida da diminuicdo da temperatura (-5°C). O precipitado
foi coletado por filtracdo e seco em estufa sob vacuo.

Rendimento: 30%. RMN de'H (500 MHz, D,0) §: 8.00 (d, J = 5 Hz, 0.54H (DMAP));
7.79 (s, 1H), 7.70 (s, 1H),6.88 (d, J = 5 Hz, 0.54H(DMAP)); 5.68-5.65 (m, 1H), 5.58-
5.57 (m, 1H);5.54-5.51 (m, 1H);4.99 (br s, 2H), 4.56 (d, J = 11, 1H), 4.36 (dd, J; = 12;
Jo = 6 Hz, 1H), 3.20 (s, 2.12H(DMAP)), 2.57 (s, 3H), 2.42 (s, 3H), 2.93-2.70 (m, 22-
16H). IV (KBr) cm™:1763, 1546, 1401, 1213, 1176. EMAR [ESI(+)]: Calculado para

(C33H35N4018 - H) 775.1947 , medido: 775.1938.

3.3.6 - Sintese da 2°,3°,4°,5 -tetrapalmitoil-riboflavina (TPRF)

Emumbaldo com duas bocas contendo riboflavina (0,66 mmol), foi adicionado
DMAP (2,64 mmol) e DMF anidro (4 mL), sob banho de gelo (0 °C) e atmosfera de
argbnio. Deixou-se em agitacdo magnética por 15 minutos e apds esse periodo uma
solucdo contendo cloreto de palmitoila (2,64) em DMF anidro (4 mL) foi adicionada ao
meio. A solucdo resultante foi agitada por mais 12 h a 40 °C e transcorrido esse periodo,
uma segunda solucdo contendo cloreto de palmitoila (2,64) e DMF anidro (4 mL) foi
adicionada ao meio. A solucéo foi agitada por mais 12 ha 40 °C. Apos esse periodo, 0
meio reacional foi diluido com diclorometano (50 mL) seguido da transferéncia da
solucéo orgéanica resultante a um funil de extragdo. Ao funil de extragdo foi adicionado
solucéo saturada de NH4Cl(,g) (30 mL) e apds agitagéo e separagdo das fases, a fase
aquosa foi lavada com diclorometano (2 x 30 mL). Juntou-se as fase orgénicas e 0 meio
organico resultante foi seco com MgSO,, filtrado e o solvente removido por rota-
evaporacdo. O produtofinal foi purificado em coluna cromatografica de silica gel,

utilizando-se como eluente hexano/acetato de etila (1:1).
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Rendimento: 67%. RMN de'H (300 MHz, CDCls) &: 8.31 (s, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.51 (s,
1H), 5.62 (br s, 1H), 5.42-5.32 (m, 2H), 4.87 (br s, 2H), 4.39 (dd, J; = 12; J, = 3 Hz,
1H), 4.13 (dd, J; = 12; J, = 6 Hz, 1H), 2.49 (s, 3H), 2.40-2.35 (m, 6H), 2.26-2.21 (m,
3H), 2.05-1.94 (m, 2H), 1.62-1.47 (m, 16H), 1.18 (br s, 80H), 0.81 (br t, J = 6, 20H).
RMN de **C (125 MHz, CDCls) &: 173.33, 173.02, 172.53, 172.42, 159.26, 154.24,
150.70, 147.94, 136.84, 136.08, 134.64, 132.98, 131.36, 115.66, 70.39, 68.97, 63.11,
61.82, 44.94, 34.16, 34.09, 33.98, 33.69, 32.81, 31.92, 29.70 (br), 29.66, 29.63, 29.54,
29.51, 29.42, 29.41, 29.38, 29.36, 29.32, 29.29, 29.19, 29.14, 29.12, 29.09, 28.92,
25.73, 24.86, 24.81, 24.78, 24.28, 22.67, 21.40, 19.41, 14.09, 0.99. IV (KBr) cm™:
3453, 2917, 2850, 1743, 1547, 1468, 1160, 722. EMAR [ESI(+)]: Calculado para

(C31H140N4010 + H)+: 1300.0648, medido: 1300.0597.

3.3.7 — Sintese da TARF-Me

Em um baldo com duas bocas contendo TARF (0,2 mmol), foi adicionado, sob
atmosfera de argbénio, DMF (5 mL) e Cs,CO3; (0,4 mmol). Deixou-se em agitagdo
magnética, a temperatura ambiente, por 15 minutos e depois foi adicionado ao meio
reacional excesso de idodeto de metila (0,5 mL) e a solucéo resultante foi agitada por 24
h a 40 °C. Apos esse periodo, o meio reacional foi diluido com diclorometano (20 mL)
seguido da transferéncia da solugéo organica resultante a um funil de extracdo. Ao funil
de extracdo foi adicionada agua destilada (20 mL) e ap6s agitagdo e separacdo das fases,
a fase aquosa foi descartada e a fase organica foi lavada com agua destilada (2 x 10
mL). A fase organica foi seca com MgSO,, filtrada e o solvente removido por rota-
evaporacdo. O produto final foi purificado em coluna cromatografica de silica gel,

utilizando-se como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila (1:4).
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Rendimento: 51%. RMN de’H (500 MHz, CDCls) &: 8.05 (s, 1H), 7.54(s, 1H), 5.70-
5.66 (m, 1H), 5.47 (br t, J = 5 Hz, 1H), 5.43-5.40 (m, 1H), 4.91 (br s, 2H), 4.44 (dd, J; =
12; J; = 3 Hz, 1H), 4.25 (dd, J; = 12; J; = 6 Hz, 1H), 3.50 (s, 3H), 2.56 (s, 3H), 2.44 (s,
3H), 2.30 (s, 3H), 2.22 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 1.74 (br s, 3H). RMN de®*C (125 MHz,
CDCly) 8:170.60, 170.29, 169.85, 169.66, 159.92, 155.32, 149.13, 147.44, 136.51,
135.66, 134.68, 132.97, 131.17, 115.33, 70.49, 69.40, 69.07, 61.88, 44.53, 28.67, 21.38,
21.03, 20.78, 20.68, 20.32, 19.40. IV (KBr) cm™: 3473, 1748, 1550, 1372, 1222, 1048.

HRMS [ESI(+)]: Calculado para (C2sH3oN4O10 + Na)*: 581.1860, medido: 581.1861.

3.3.8 — Hidrolise da TARF-Me

Em um baldo com duas bocas foi adicionado a TARF-Me (0,016 mmol ou 10
mg) e etanol (5 mL). Posteriormente, foi adicionada 3 mL de uma solugdo aquosa de
NaHCO3(ay 0u NayCOgzisay ou NaOH (2M) ou HCI (1M). Deixou-se reagir a
temperatura ambiente por 24 horas. As reacdes foram acompanhadas por cromatografia

em camada delgada (CCD). As placas de CCD foram eluidas com CHCl3z:Metanol (7:1).

3.3.9 - Sintese da 2°,3°,4°,5 -tetraacetil-N(3)-tert-butoxicarbonilmetilriboflavina
(TARF-Ester)

Em um baldo com duas bocas contendo TARF (0,1 mmol), foi adicionado, sob
atmosfera de argonio, DMF (1 mL) e K,CO; (0,12 mmol) e Kl em quantidades
cataliticas (20 mol%). Deixou-se em agitacdo magnética a temperatura ambiente por 30
minutos e depois foi adicionado ao meio reacional uma solugdo contendo 2-
bromoacetato de t-butila (0,69 mmol) em DMF anidro (1 mL). A solucdo resultante foi
agitada por 20 h a 40 °C. Apo6s esse periodo, o meio reacional foi diluido com

diclorometano (5 mL) seguido da transferéncia da solugdo orgéanica resultante a um
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funil de extracdo. Ao funil de extracdo foi adicionada dgua destilada (20 mL) e apos
agitacdo e separacgdo das fases, a fase aquosa foi descartada e a fase organica foi lavada
com 4agua destilada (2 x 10 mL). A fase organica foi seca com MgSQ,, filtrada e o
solvente removido por rota-evaporacdo. O produto final foi purificado em coluna
cromatogréfica de silica gel, utilizando-se como eluente uma misturade diclorometano e
acetato de etila (1:1).

Rendimento: 85%. RMN de*H (300 MHz, CDCls) &: 7.96 (s, 1H), 7.94 (s, 1H), 5.58 (br
d, J = 9 Hz, 1H), 5.40-5.31 (m, 2H), 4.80 (br s, 2H), 4.66 (s, 2H), 4.36 (dd, J; = 12; J, =
3 Hz, 1H), 4.18 (dd, J; = 12; J, = 6 Hz, 1H), 2.49 (s, 3H), 2.37 (s, 3H), 2.23 (s, 3H),
2.15 (s, 3H), 2.00 (s, 3H), 1.69 (s, 3H), 1.40 (br s, 9H). RMN de**C (75 MHz, CDCl5) &:
170.59, 170.26, 169.89, 169.71, 166.76, 159.43, 154.43, 149.45, 147.77, 136.67,
135.50, 134.74, 132.95, 131.16, 115.36, 82.15, 70.39, 69.49, 68.91, 61.83, 44.63, 43.45,
27.99, 21.41, 21.03, 20.78, 20.68, 20.28, 19.41. 1V (KBr) cm™: 2980, 1749, 1669, 1587,
1550, 1371, 1225, 1155, 1048, 936, 854. EMAR [ESI(+)]: Calculado para (C3;H3sN4O12

+ Na)™: 681.2384, medido: 681.2383.

3.3.10 - Sintese da 2°,3°,4°,5 -tetraacetil-N(3)-carboximetilriboflavina (TARF-Acido)
Em um baldo com duas bocas contendo TARF-Ester (0,07 mmol) e
diclorometano (1 mL), foi adicionado lentamente sob agitacdo o &cido trifldor acético
(0,2 mL). A adicdo foi feita sob atmosfera de argbnio e sob banho de gelo. Apds esse
procedimento, o meio reacional foi aquecido a 50 °C e agitado por 5 h. Apés esse
periodo, a reagdo foi colocada sob banho de gelo e uma solucéo saturada de NaHCO3(yg)
foi adicionada mediante agitacdo até o pH da solucdo aquosa apresentar o valor de 5.
Apobs a separacdo das fases, a fase orgénica foi separada e fase aquosa lavada com

diclorometano (2 x 5 mL). A fase aquosa foi descartada e as fases organicas foram

71



reunidas. A fase organica resultante foi seca com MgSQO,, filtrada e o solvente
removido sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por coluna cromatogréfica
utilizando como eluente acetato de etila / etanol (1:1). Rendimento: 50%. RMN de’H
(300 MHz, D,0) &: 7.84 (s, 1H), 7.76 (s, 1H), 5.67-5.62 (m, 1H), 5.541 (br t, J = 6, 1H),
5.49-4.44 (m, 1H), 5.09 (br s, 2H), 4.53 (s, 2H), 4.52 (dd, J; = 12; J, = 3 Hz, 1H), 4.37
(dd, J; = 12; J, = 6 Hz, 1H), 2.57 (s, 3H), 2.43 (s, 3H), 2.24 (s, 3H), 2.22 (s, 3H), 2.04
(s, 3H), 1.70 (s, 3H). RMN de**C (75 MHz, CDs0D) &: 175.39, 172.33, 171.82, 171.50,
171.43, 161.65, 157.28, 150.95, 149.11, 138.37, 137.15, 135.99, 133.07, 132.72,
117.65, 71.62, 70.78, 70.74, 62.99, 45.71, 45.67, 21.32, 21.03, 20.70, 20.57, 20.36,
19.29. IV (KBr) cm™: 3447, 1746, 1653, 1586, 1549, 1378, 1231, 1052. EMAR

[ESI(+)]: Calculado para (C27HzoN4O1, + H)™: 603.1939, medido: 603.1937.

3.3.11 - Sintese da TARF-Catidnica e da TARF-Catidnica-2

Em um baldo com duas bocas, sob atmosfera de argonio, foram adicionado a
TARF (0, 5 mmol), o Cs,CO3 (0,55 mmol), o KI (0,5 mmol) e o DMF anidro (8 mL).
Apos esse procedimento, a mistura foi agitada a 0 °C por 30 minutos. Apos esse
periodo, uma solucdo do alquilante (0,55 mmol) (hexafltorfosfato de (2-bromoetil)-
trimetil-amonio para sintetizar a TARF-Catidnica ou brometo de (2-bromopentil)-
trimetil-amonio para sintetizar a TARF-Cationica-2) em DMF anidro (2 mL) foi
adicionada e agitada por 4 h a 50 °C. Apds esse periodo, deixou-se 0 meio reacional
atingir a temperatura ambiente e adicionou-se uma solucéo heterogénica de Sephadex (3
g) em agua destilada (15 mL). A solucdo resultante foi agitada por 1 h, a temperatura
ambiente, e vertida em uma coluna cromatografica previamente empacotada com
Sephadex. O produto TARF-Catiénica ou TARF-Catidnica-2 foi eluido com solugéo

aquosa de NaCl seguindo gradiente de concentragdo. O produto foi eluido quando a
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solugdo de NaClpg na concentragdo de 10° M foi utilizada. As solugdes aquosas
amarelo-alaranjadas eluidas foram reunidas e a agua foi removida sob pressdo reduzida.
O solido resultante foi extraido com metanol (2 x 5 mL) na temperatura de 0 °C. Apds
esse periodo o metanol foi removido a pressao reduzida e o novo sélido resultante foi
extraido com cloroférmio (3 x 5 mL) a temperatura ambiente. Apds a remocéo da fase
cloroférmica sob pressdo reduzida os derivados catibnicos da riboflavina foram
caracterizados:

- TARF-Cationica:

Rendimento: 15%. RMN de'H (300 MHz, CDCls) &: 7.95 (s, 1H), 7.55 (s, 1H), 5.60-
5.55 (M, 1H), 5.42-5.31 (m, 2H), 4.94 (b s, 2H), 4.47 (brt, J = 6, 2H), 4.40 (dd, J; = 12;
J; = 3 Hz, 1H), 4.16 (dd, J; = 12; J, = 5 Hz, 1H), 3.88 (br t, J = 6, 2H), 3.49 (s, 9H),
2.50 (s, 3H), 2.39 (s, 3H), 2.18 (s, 3H), 2.14 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 1.64 (s, 3H). RMN
de*C (125 MHz, D,0) 6:174.03, 173.19, 173.97, 172.96, 161.50, 156.52, 151.23,
149.50, 139.74, 135.47, 134.38, 131.95, 131.42, 116.63, 71.02, 70.14, 69.97, 62.53,
62.49, 53.74, 45.14, 36.08, 21.24, 20.77, 20.55, 20.44, 20.01, 18.96. IV (KBr) cm™:
1743, 1687, 1549, 1232, 1206, 1131, 1049, 802. EMAR [ESI(+)]: Calculado para
(C30H40N5010)": 630.2775, medido: 630.2782.

- TARF-Catidnica-2:

Seguindo essa metodologia, o0 composto TARF-Cationica-2 foi obtido com pureza de
90%. Esse composto catiénico foi purificado por CLAE-preparativa (ver item 3.2.4) de
modo a obter o derivado com pureza maior que 99% .

Rendimento: 68%. *H NMR (700 MHz, D,0) &: 7.74 (s, 1H), 7.64 (s, 1H), 5.51-5.48
(m, 1H), 5.39 (t, J = 5 Hz, 1H), 5.31-5-28 (m, 1H), 4.96 (b s, 2H), 4.36 (br d, J = 12,
1H), 4.21 (dd, J; = 6; J, = 12 Hz, 1H), 3.88 (dquint., J; = 3; J, = 7 Hz, 2H), 3.18 (m,

2H), 2.96 (s, 9H), 2.43 (s, 3H), 2.29 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 1.90 (s, 3H),
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1.73 (quint., J = 4, 2H), 1.61 (quint., J = 8 Hz, 2H), 1.56 (s, 3H), 1.29 (quint., J = 8,
2H). RMN de'*C (175 MHz, D,0) 8:173.54, 172.71, 172.59, 172.55, 161.23, 156.93,
150.40, 148.79, 139.05, 134.84, 134.14, 131.35, 130.93, 116.08, 70.53, 69.70, 69.52,
66.36, 62.01, 52.75, 44.50, 41.51, 26.29, 22.77, 21.83, 20.77, 20.32, 20.11, 19.99,
19.59, 18.51. IV (KBr) cm™: 1746, 1655, 1586, 1550, 1229, 1051. EMAR [ESI(+)]:

Calculado para (C33HssN5O010)": 672.3245, medido: 672.3248.

3.3.12 - Sintese do hexafluorfosfato de (2-bromoetil)-trimetil-aménio

Em um Erlenmeyer, a temperatura ambiente, foi solubilizado o alquilante
brometo de (2-bromoetil)-trimetil-amonio (0,81 mmol) em agua destilada (2 mL). Sob
baixa agitacdo, gotas de uma solucéo saturada de NHsPFgnq foi adicionada ate a
formagdo de um precipitado branco ndo ser mais observada. O sélido foi transferido
para um filtro e lavado com agua destilada gelada (3 x 1mL). O sélido foi seco em
estufa sob vacuo.
Rendimento: 82%. RMN de’H (300 MHz, DMSO-d6) &: 3.89-3.85 (m, 2H, 3.79-3.74

(m, 2H), 3.09 (s, 9H).

3.3.13 - Determinacéo da absortividade molar.

Os coeficientes de extingdo molar (¢) foram determinados através das curvas de
concentragdo versus absorbancia, no comprimento de onda de cada banda, utilizando a
lei de Lambert-Beer. A massa estabelecida, pesada em balanca analitica (4 casas
decimais), foi solubilizada em um volume preciso (em baldo volumétrico) do solvente
de interesse. Desta solucdo foram retiradas aliquotas de volumes conhecidos
transferindo-as para outros baldes volumétricos. Os bales foram completados com o

solvente desejado de modo que fossem obtidas solugdes de concentragdes conhecidas
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com exatidao analitica. O espectro de UV-vis para estes compostos foi determinado em
cubeta de quartzo (caminho 6tico de 1 cm). As bandas de interesse, e utilizadas no
calculo de ¢, apresentaram absorbancia entre 0,05 e 1. A partir dos dados obtidos, foram
estabelecidas as curvas de absorbancia versus concentracdo no maximo de cada banda.
O ¢ foi determinado através da lei de Lambert-Beer (A = €.b.c). Onde A ¢ a absor¢do, €
é o coeficiente de absorcdo molar (L.mol™.cm™), b é o caminho 6tico (cm) e c é a
concentracdo molar (mol.L™). Os dados foram analisados utilizando o programa Origin

7.0.

3.3.14 - Rendimento quantico de Emissao de Fluorescéncia.

O rendimento de fluorescéncia foi calculado através da comparagdo direta do
analito com a amostra de riboflavina como padréo. As absorbancias foram ajustadas
para 0,1 no comprimento de onda de excitagdo de 445 nm. A emissdo foi registrada
(integrada) desde 475 a 800 nm e o rendimento foi determinado de acordo com a
equacao abaixo:

AdlAp = da/Pp

A, - area sob a curva do espectro de emissdo da amostra
A, — area sob a curva do espectro de emissdo do padréo
¢, - Rendimento quantico de fluorescéncia da amostra

¢p - Rendimento quéntico de fluorescéncia do padréo
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3.3.15 - Eficiéncia de geragdo de oxigénio singlete

A quantificacdo de oxigénio singlete foi realizada a partir da comparacdo da
intensidade de emissdo em 1270 nm, obtidos ap6s o pulso do LASER, dos derivados da
riboflavina com um Fs padrdo. A fenalenona foi tomada como referéncia (¢, =0,97),
sendo que os transientes de emissdo de oxigénio singlete foram obtidos nas mesmas
condic@es: solvente: metanol (para a TPRF cloroférmio) e absorbancia das amostras de
0,10 para o padrdo e os derivados flavinicos. A amostra foi excitada utilizando a terceira
harmonica (355 nm, 2,2 mJ/pulso) de um LASER Nd:YAG (Subelite Il, Continuum,
CA).
O rendimento quantico foi determinado de acordo com a equacao abaixo:
la/1p = ¢a/Op
I, — Intensidade de emissdo do oxigénio singlete da amostra
I, — Intensidade de emisséo do oxigénio singlete do padréo
¢, - Rendimento quéantico de geragdo de oxigénio singlete da amostra

¢p - Rendimento quéntico de geracéo de oxigénio singlete do padréo

3.3.16 - Particdo n-octanol / agua

Iguais volumes de n-octanol e solucdo salina de Hanks (pH = 6,7) foram
misturados e agitados vigorosamente por 20 minutos. Feito isso, 0s solventes
(saturados) foram separados. Foram preparadas solucdes aquosas (utilizando a fase
aquosa saturada com n-octanol) dos derivados riboflavinicos com concentracfes
conhecidas (Abs = 0,5).No caso da TPRF, essa solucdo foi preparada com on-octanol
saturado com solucdo aquosa. Misturou-se 1 mL da solugdo aquosa contendo as flavinas
com 1 mL de solugédo de n-octanol saturada (exceto no caso da TPRF, onde adicionou-

se 1 mL de solugcdo aquosasaturada comn-octanol na solucdo organica contendo a
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TPRF). Agitou-se as solugdes por 30 minutos em um agitador vortex. Decorrido esse
periodo, permitiu-se as fases serem separadas por centrifugacdo (5000 r.p.m.).
Determinou-se a intensidade de emissdo (500-700 nm) com excitagdo em 440 nm da
fase aquosa apos a particdo (lgepois).Feito isso, analisou-se a absor¢éo das amostras
padrGes antes da particdo (lanwes). O valor de particdo foi determinado através da
equagao: P = In-octanol.depois / lagua.depois: ONAE: In-octanol.depois= lagua.antes — lagua.depois-

ODbs: antes = Antes da particao e gepois = Depois da particéo.

Para 0 composto TPRF: lsgua depois = In-octanol.antes = In-octanol.depois-

3.3.17 — Actinometria quimica (aberchrome 540)

Em um Becker, 2 mg de aberchrome 540 foi solubilizado em etanol e irradiado
com luz UV (355 nm) por 30 min até a solucdo adquirir uma colora¢do vermelha
intensa. Essa solugédo foi transferida para os 96 pogos da placa de cultura, 200 uL por
poco, e os valores de Abs (em 490 nm) de todos os pocos foram medidos em um leitor
de placas TECAN. Apds a determinacdo do valor inicial de Abs da amostra (valor
médio obtido de Abs = 0,7), a mesma foi irradiada por 15 segundos com luz azul
(sistema de iluminacdo fabricado pela UCM) e imediatamente apds este periodo a
absorbancia dos pocos foram analisadas por TECAN novamente. Esse procedimento foi
repetido quatro vezes de modo a acompanhar a diminui¢cdo no valor de Abs (em 490
nm) dos pogos na placa de cultura. O fluxo foténico foi calculado através da média da
variacdo de Abs (em 490 nm) das amostras apds os primeiros 15 s de irradiacdo
(AAbsago = 0,207). A densidade do fluxo fotonico foi calculada através das equagdes

mostrada na figura 3.1 (Densidade de fluxo fotonico de 64,5 J.m?.s™).
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Equacao 1: Moles de aberchrome absorvido / 15 s = fluxo foténico

Equacéo 2: Moles de aberchrome absorvido / 15 s = Moles de aberchrome convertidos / 15 s
rendimento quantico

3Sabe-se que: rendimento quantico varia com o A, de acordo com: ¢ = 0,210 - 3,06 X 10 x Nirra
Airra =470 nm
Equacéo 3: Moles de aberchrome convertidos / 15 s = AAbSsgq / 15 s

onde: AAbS,gg/ 155 =[g499 X LX (Ci - Cf)] /155 Ci - Cf = concentragdo inicial - final = An/V

logo: An/15s= [AAbs490xV /155

€490 X L

Da equagdo 1 An/ 15 s = fluxo fotdnico

Colocando a equacéo 3 na equagao 2 temos

fluxo fotonico / 15s = | AAPSago X V 155 = AADS490 X V
€490 X L 57 €490 X L /155
rendimento quantico 0,210 - 3,06 x 10™ x 470

Sabe-se que V =200 uL; L = 0,633 cm e AADbs,9g = 0,207

bDa literatura sabe-se que: &40 = 8038 M-lem™
Resolvendo a equagao, fluxo fotdnico = 8,15 x 107 Einstein / s ou mol / s
Para transformar a medida de Einstein /s paraJ/s:

E do féton=(hxc)/) Sendo:h = constante de Planck = 6,63 x 10734
¢ = velocidade da luz no vacuo = 3 x 108 m/s
2 da luz de irradiagdo 470 nm ou 470 x 109 m

E470 nm = 4,2 x 10719 J / f6ton ou 2,5 x 10° J / mol (6,02 x 1023 x 4,2 x 10°'19)

E em einsten por segundo x E por mol da luz em 470 nm = E total

E total = 2,5 x 10° J/ mol x 8,15 x 102 mol /s = 2,04 x 102 J / s
Resultado por area irradiada (A = 3,16 x 10™> m?):
(2,04x10°) /3,16 x10°=645J m? st

Figura 3.1: Célculos e equagdes utilizadas no estudo de actinometria. ® relagdo entre ¢ e A estabelecida na
referéncial32. ° valor de ¢ encontrado para tolueno na referéncia 133 (extrapolamos o mesmo valor para

etanol).
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3.3.18 — Ensaio de PDT in vitro em Leishmania major

Promastigotas de Leishmania major foram cultivadas a 26 °C em meio RPMI
1640, o meio foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) contendo 2 mM de
L-glutamina. Na fase de crescimento exponencial tardia, os parasitas foram lavados em
meio Hanks contendo 10 mM de D-glucose, re-suspendidos no mesmo meio na
densidade final de 2x10" parasitas/mL e transferidos (120 pL/pogo) para os 96 pogos da
placa de cultura. Solugdes dos compostos flavinicos em DMSO foram diluidos no meio
Hank contendo os parasitas de modo a atingir a concentracdo de interesse (exceto no
caso das amostras controle onde ndo havia Fs). O volume total final dos pogos foi
ajustado para 200 pL. com meio Hanks. Apos este procedimento, os parasitas foram
incubados por 30 minutos no escuro e depois irradiados, por um tempo de 30 minutos
(exceto no caso dos controles no escuro), no comprimento de onda de 470 nm e 65 J.m’
2 5! de fluxo fotonico. Apés a irradiacio:
- (i) Para determinar a toxicidade: os parasitas foram incubados por mais 3 h no escuro e
transcorrido este periodo, 100 pL da suspensdo de parasitas foram lavadas em solugdo
de Hanks, re-suspendidas em 90 uL. da mesma solugéo e incubadas com MTT [brometo
de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) - 2,5-difeniltetrazolio] numa concentragdo de 0,5 mg/mL,
por 2 h a 26 °C. O formazan resultante foi solubilizado através da adi¢do de 100 pL de
dodecil fosfato de sodio 10% m/v. Apds essa solubilizagdo, a absorbancia dos pocos
foram medidos em um leitor de micro-placas (680 Bio-Rad) usando um filtro de 595
nm. As amostras foram feitas em triplicata e os experimentos repetidos trés vezes.
Parasitas incubados na auséncia de Fs foram considerados como controles.
- (i) inibicdo da proliferacdo dos parasitas: os parasitas foram incubados por mais 3 h
no escuro e transcorrido este periodo, 20 puL da suspensdo de parasitas foram

transferidos para uma microplaca de 96 pogos na presenca de 180 puL do meio de
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cultura. Os parasitas sobreviventes foram deixados proliferar por 72 h no escuro.
Transcorrido este periodo, 100 uL. da suspensao de parasitas foram lavadas em solugéo
de Hanks, re-suspendidas em 90 puL. da mesma solugdo e incubadas com MTT [brometo
de (3-(4, 5-Dimetiltiazol-2-il) - 2,5 difenil tetrazolio] numa concentragdo de 0,5 mg/mL,
por 2 h a 26 °C. O formazan resultante foi solubilizado através da adi¢do de 100 pL de
dodecil fosfato de sodio 10% m/v. Apds essa solubilizagdo, a absorbancia dos pogos
foram medidos em um leitor de micro-placas (680 Bio-Rad) usando um filtro de 595
nm. As amostras foram feitas em triplicata e os experimentos repetidos trés vezes.
Parasitas incubados na auséncia de Fs foram considerados como controles.

Valores de CEsy (concentracdo efetiva 50%) foram calculados através da

aplicacdo estatistica do software SIGMA Plot 9.0.

3.3.19 - Sintese da 2,2 -bipirazina

Em um baldo com duas bocas munido de um condensador de refluxo, sob
atmosfera de argonio, foram adicionados di-isopropiletilamina (8 mmol ou 1,4 mL),
acetato de paladio (0,4 mmol), brometo de tetra-n-butilaménio (8 mmol), e uma solucédo
de2-cloro-pirazina (8 mmol) em tolueno (2 mL). A mistura foi agitada e aquecida até
atingir refluxo e isopropanol foi adicionado (8 mmol). A temperatura foi mantida em
105 °C por 24 h. Apds esse periodo, deixou-se a reacdo atingir a temperatura ambiente e
0 meio reacional foi transferido a um funil de extragdo. Feito isso, agua (5 mL) e dietil
éter (5 mL) foram adicionados. Apds agitacdo e separacdo das fases, a fase organica foi
separada e 0 meio organico foi lavado com agua destilada (5mL). A fase aquosa foi
descartada e a fase organica seca com MgSQOy,, filtrada e o solvente removido por rota-
evaporacdo. O produto final foi purificado emcoluna cromatografica de silica gel,

utilizando-se como eluente acetato de etila.
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Rendimento = 20%. RMN *H (300 MHz, CDCls): & = 9,54 (d, J = 3 Hz, 2H); 8,60 (s,

4H),

3.3.20 - Sintese do complexo cis-bis(bipirazina)(cloro) ruténio (1)

Em um baldo com duas bocas, munido com um agitador magnético e um
condensador de refluxo, foram adicionados tricloreto de ruténio hidratado (1,57 mmol),
2,2’-bipirazina (3,16 mmol) e cloreto de litio (10,21 mmol). Sob atmosfera de argonio,
essa mistura foi diluida com DMF anidro (15 mL) e o sistema foi aquecido a 120 °C por
6 h. Apds este periodo o solvente foi removido por rota-evaporacao e o produto foi re-
cristalizado utilizando DMF e acetona. O precipitado roxo foi filtrado e utilizado nas
préximas etapas reacionais.

Rendimento = quantitativo.Maximos de absorbancia (Amsx) em DMF: 515 nm; 400 nm.

3.3.21 - Sintese do composto hidrazida tioctica

Em um baldo com duas bocas, sob atmosfera de argbnio e a temperatura
ambiente, foram adicionados, &cido tidctico (0,20 mmol), carbonil-di-imidazol (CDI)
(0,20 mmol) e THF anidro (0,4 mL). A mistura foi agitada por 15 minutos e apés este
periodo hidrazina hidratada (1 mmol) foi adicionada ao meio reacional. Deixou-se
reagir a temperatura ambiente por mais 30 minutos e passado este periodo 0 meio
reacional foi vertido em uma coluna cromatogréafica contendo silica, previamente
empacotada com cloroférmio. Apos eluicdo com cloroférmio, o solvente foi removido
por rota-evaporacdo levando a obtencdo do composto de interesse.
Rendimento = 67%.RMN *H (300 MHz, CDCls): & = 6.65 (br s, xH); 3.50 (g, J = 6 Hz,
1H); 3.16-3.01 (m, 2H); 2.40 (sext., J = 6 Hz, 1H); 2.10 (t, J = 9 Hz, 2H); 1.85 (sext., J

= 6 Hz, 1H); 1.67-1.56 (m, 4H); 1.58-1.33 (m, 2H).
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3.3.22 - Sintese da 5,6-diona-fenantrolina

Em um baldo com duas bocas foram adicionados fenantrolina (23 mmol) e KBr
(33 mmol). O baldo foi resfriado com banho de gelo e, sob agitacdo magnética, uma
solucdo contendo acido sulfurico e HNOgspy saturado, na proporgéo 2:1
respectivamente, foi adicionada gota a gota (60 mL). Ap6s 15 minutos, adicionou-se um
condensador de refluxo ao baldo e a reagdo foi aquecida a refluxo por 4 h. Apds esse
periodo, o meio reacional foi colocado em banho de gelo e o pH do meio reacional foi
ajustado para 6 atraves da adicdo de NaHCO3 (sa). O meio aquoso (pH = 6) foi extraido
com diclorometano (500 mL). A fase aquosa foi descartada e a fase orgéanica seca com
MgSO,, filtrada e o solvente removido por rota-evaporacao. O sélido amarelo obtido foi
re-cristalizado com etanol levando ao produto de interesse.
Rendimento = 39%. RMN *H (300 MHz, DMSO): & = 8.98 (s, 2H); 8.39 (d,J = 6 Hz,

2H): 7.67 (dd, J; = 6 Hz, J, = 3 Hz, 2H).

3.3.23 - Sintese do ligante bitiofeno-imidazo-fenantrolina

Em um baldo com duas bocas, munido com um agitador magnético e um
condensador de refluxo, foram adicionados o formil-bitiofeno (1,2 mmol), o acetato de
amonio (20 mmol), a 5,6-diona-fen (1 mmol) e o acido acético glacial (20 mL). A
solucdo foi mantida sob agitacdo magnética e aquecida sob refluxo por 4 h. Apds esse
periodo, deixou-se a solucdo atingir a temperatura ambiente e o produto foi precipitado
mediante neutralizacdo do meio com NHsOHpq (5 M). O precipitado foi filtrado e
lavado com agua (3 x 10 mL) e dietil éter (3 x 10 mL) e posteriormente re-cristalizado

com metanol. O precipitado foi filtrado e seco em estufa de alto vacuo a 50 °C.
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Rendimento =. 45%. RMN *H (300 MHz, DMSO): & = 13.92 (br s, 1H); 9.09-9.04 (m,
2H); 8.85 (d, J = 9 Hz, 2H); 7.86-7.82 (m, 3H); 7.62 (d, J = 6 Hz, 1H); 7.50-7.47 (m,

2H); 7.19-7.16 (m, 1H).

3.3.24 - Sintese do complexo heteroléptico [Ru(bpz).(bitiofeno-imidazo-fen)]

Em um baldo com duas bocas, munido com um agitador magnético e um
condensador de refluxo, foram adicionados o Ru(bpz),Cl,(0,05 mmol) e o ligante
bitiofeno-imidazo-fenantrolina (0,049 mmol). Ao baldo foi adicionado etileno glicol (3
mL) e a solucdo foi aquecida,sob refluxoe sob atmosfera de argdnio por 6 h.
Transcorrido este periodo, deixou-se 0 meio reacional atingir a temperatura ambiente e
adicionou-se agua destilada ao meio (2 mL). NH4PFgnq saturado foi adicionado
lentamente até ndo ser observado mais a formacdo de um precipitado. O precipitado foi
filtrado, lavado com &gua gelada (2 x 2 mL) e dietil éter (2 x 2 mL). Apds estes
processos 0 sOlido obtido foi colocado sob vacuo em uma estufa a 50 °C. Esse
procedimento levou a obtencdo do complexo [Ru(bpz).(bitiofeno-imidazo-fen)](PFe)
com uma pureza de 70% (analisada por CLAE). Esse produto foi purificado por CLAE
em escala semi-preparativa levando a obtencdo do complexo [Ru(bpz).(bitiofeno-
imidazo-fen)](CF;COO), com 9% de rendimento e pureza maior que 99%.

Rendimento = 9%. RMN *H (300 MHz, CD;0D):8 = 9.91 (s, 2H); 9.10 (d,J = 9 Hz, 2
H): 8.99 (d,J = 9 Hz, 2 H); 8.43 (d,J = 6 Hz, 2 H); 8.19 (d,J = 6 Hz, 2 H); 7.90-7.81 (m,
9H); 7.68-7.64 (m, 2H); 7.37 (d,J = 6 Hz, 2H); 7.31 (d,J = 6 Hz, 4H); 7.04-7.01 (m,
2H). EMAR MALDI-TOF (m/z): calculado para (M + 2(CFsCOO) + 1H)": 1029.0511,
obtido: 1028.974; calculado para (M + 2(CF3COO) — 1bpz)*: 869.9840, obtido:

869.929.
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3.3.25 - Estudo de luminescéncia dos fluoroforos na presenca de sais de antiménio
Solugéo estoque dos sais de antimonio (SbCl; ou tartarato de antiménio e
potéssio) foram preparadas através da solubilizacdo dos mesmos nas misturas de
solvente de interesse (CHCls/acetonitrila (17:3) ou 4&gua/DMSO (1:1)). Uma solucéo
estoque (10 puM) do fluoroforo (complexos de Ru (II) ou formil-bi-tiofeno) foi
preparada através da solubilizagdo de uma massa conhecida do mesmo na mistura de
solvente de interesse. Imediatamente antes da medida de luminescéncia, 1,5 mL da
solucdo do fluoréforo foi transferida para uma cubeta de quartzo. Logo apds esse
procedimento, a quantidade de antimonio de interesse foi transferida para a cubeta
através da adicdo de aliquotas da solucdo estoque do analito (sal de Sb), através de um
pipetador automatico devidamente calibrado. Posteriormente, o volume de solvente total
da cubeta foi ajustado para 3 mL através da adicdo da solucdo estoque dos solventes
(CHCls/acetonitrila ou agua/DMSO), sendo essa adi¢do sempre igual a 1,5 mL menos o
volume de solugdo de antimdnio adicionado. Para cada analise de luminescéncia o
procedimento mencionado a cima foi repetido. As regides de excitacdo das amostras,
para cada experimento, estdo descritas no iten 4.2.2. Todas as medidas de luminescéncia
em estado estacionario foram realizadas com feixes de 5 mm. Nas medidas de SPT

foram utilizados feixes de 9 mm.

84



4 - APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A apresentacdo e discussdo dos resultados foram divididas em trés partes. A
primeira esta relacionada com a sintese e a utilizacdo de derivados da riboflavina como
fotossensibilizador (Fs) em terapia fotodindmica. A segunda parte da tese concerne
asintese e aplicacdo de complexos de ruténio como sensores de antimonio. A ultima diz
respeito asatribuicbes dos deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de RMN para a

TARF-Catidnica-2.

4.1 Derivados da riboflavina como fotossensibilizadores em PDT

Neste item serdo discutidos todos 0s processos que envolvem a obtencdo e a
caracterizacdo de novos fotossensibilizadores, incluindo: sintese, purificacdo e
confirmacdo estrutural dos fotossensibilizadores flavininicos; determinacdo dos seus
parametros fotoquimicos e fotofisicos; avaliacdo do coeficiente de particdo n-
octanol/agua e estudo comparativo desses Fs na eficiéncia de morte celular fotoinduzida

de promastigotas de Leishmania major.

4.1.1 Preparacao dos Fs derivados da riboflavina

As transformacdes quimicas desenvolvidas tiveram por finalidade obter
fotossensibilizadores com caracteristicas fotoquimicas e fotofisicas semelhantes as da
riboflavina, porém com propriedades fisico-quimicas variadas, tais como solubilidade,
coeficiente de particdo, permeabilidade celular e citolocalizagéo (ver figura 2.1). Dessa
forma, pode-se aperfeicoar o efeito fotodindmico dessa classe de compostos além de
possibilitar um estudo detalhado que correlacione eficiéncia de morte celular

fotoinduzida com as estruturas quimicas dos Fs.
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Um dos principais problemas da riboflavina diz respeito a sua solubilidade, que
se apresenta baixa tanto em solvente aquoso quanto organico, uma vez que sua estrutura
apresenta partes polares (grupos hidroxilas) e apolares (sistemas de anéis isoloxazinas).
Portanto, as funcbes organicas escolhidas para serem funcionalizadas foram aquelas que
promovem grandes varia¢des na polaridade geral da molécula, como por exemplo, a
transformacdodos grupos alcodis da cadeia ribitil e do nitrogénio 3 do sistema de anéis
isoaloxazina. Foram propostas sinteses de simples execu¢do (poucas etapas reacionais)
e que utilizam a propria riboflavina como material de partida. Através dessas técnicas de
derivatizagdo direta da riboflavina, foram desenvolvidas sinteses de derivados
lipofilicos e hidrofilicos, e de compostos catidnicos, aniénicos e neutros (ver figura 2.1).
As ferramentas sintéticas utilizadas variaram entre formacfes de acetais e reacdes de

acilacdo da cadeia ribitil; e a alquilagdo do sistema de anéis isoaloxazina (esquema 4.1).

RO HO
HO
RO OR OH
OR OH
N N (o) esterificacdo N /N (0]
ol > LIS
IZN/ NR' alquilacdo NG NH
formacdo de acetais o
derivado Riboflavina

R = ésteres e acetais
R' = grupos alquila

Esquema 4.1: Proposta geral de retro sintese dos derivados flavinicos utilizando a riboflavina como

reagente de partida.

Como mencionado no capitulo introdutdrio, funcionalizagdes nos grupos alcodis
da cadeia ribitil da riboflavina e alquilages do N-3, mostradas no esquema 4.1, levam a
formacgéo de produtos mais lipofilicos do que o material de partida e ndo afetam de

maneira significativa os parametros fotofisicos e fotoquimicos dos mesmos.*?
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Nesse item foram discutidas todas as metodologias de derivatizacdo da
riboflavina estudadas, incluindo, também, os casos em que o produto de interesse ndo
foi obtido com éxito. Todas as metodologias apresentadas nesse item foram importantes
para o desenvolvimento e aprimoramento das novas rotas sintéticas de derivados da

riboflavina propostas na presente tese.

4.1.1.1 Sintese da acetal-riboflavina

O problema da solubilidade da riboflavina nos solventes mais comumente
utilizados (ex: acetona, etanol e cloroférmio) limita a aplicacdo da mesma em
protocolos de sintese organica e em formulaces farmacéuticas.” Com a finalidade de
aumentar a solubilidade da RF em solventes organicos foi utilizada a estratégia de

protecdo de carboidratos através da formagao de acetais ciclicos (esquema 4.2).%

\‘/O
1 OH
N N @)
IZ ” \( + acetona = + 2H,0
N/ NH HZSO4(cataI )
O

MgSO4

Riboflavina (ou mistura de |someros)
RF-Acetal

Instavel em meio aquoso.
Esquema 4.2: Reagéo da riboflavina com acetona na presenca de H,SO4cat).

A reacdo foi conduzida na presenca de acetona e DMF previamente secos. Acido
sulfarico, em quantidade catalitica, foi utilizado para ativacdo do grupo carbonila
(acetona) frente ao ataque nucleofilico da hidroxila da RF. Anélises de CCD da reacéo
mostraram a formacédo de trés manchas contendo um fator de retencdo cromatografico

maior que a da riboflavina (como esperado para o produto de interesse).

'Hird, G.; Lambert, B. United States Patent 2003/0161871 (2003).
%Clode, D. M. Chem Rev.1979, 79, 491.
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A formacgdo de acetais ciclicos ocorre de modo a formar anéis de cinco
membros, sendo comum, também, a formacgdo de estruturas ciclicas de quatro e seis
membros. O mecanismo dessa reacdo ocorre através do duplo ataque dos grupos
hidroxilas a carbonila, levando a formac&o do acetal ciclico mais estavel (carbonos 3’ e
5’), com a eliminagdo de uma molécula de H,O. O mesmo processo ocorre nas
hidroxilas ligadas ao carbono (2’ ¢ 4’). No caso da riboflavina, a formacdo dos dois
acetais pode ocorrer entre os pares de hidroxilas 5°-3” e 4’-2” (formando anéis de seis
membros, como mostrados no esquema 4.1) e também através dos pares 5’-4’ ¢ 3°-2’
(formando anéis de cindo membros, menos estaveis por repulsdao dos oxigénios). De
acordo com os dados de CCD mencionados anteriormente, inferi-se que ha a formacéo
de uma mistura de isdmeros, no entanto acredita-se que formem preferencialmente
acetais ciclicos contendo seis membros.”** Em busca de mais informacdes sobre os
compostos formados nessa reacdo, uma aliquota da reacdo foi analisada por

espectrometria de massas com ionizagao por electrospray.

®pgtursson, S. J. Chem. Edu.1997, 74, 1297.
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Figura 4.1: Espectro de massas com ionizacgdo por electrospray (operando no modo positivo) do produto

bruto da reacdo da riboflavina com acetona.

Na figura 4.1 pode-se observar um sinal intenso de riboflavina que nédo reagiu

(C17H20N4O6 + Na — H,O = 381 m/z). Constatam-se também sinais caracteristicos da

formacéo do produto RF-Acetal (Cy3H2sN4Og + H = 457 m/z; e Cy3H2sN4Og + Na = 479

m/z), e ndo se observam sinais de um produto contendo apenas um grupo acetal. A

reacdo foi realizada na temperatura ambiente e a 40 °C, bem como em diferentes

concentracdes de acetona. CCD foi utilizada para acompanhar a formacao do produto e,

em todos os casos estudados, observavam-se a formacdo de 3 manchas apés

aproximadamente uma hora, sempre apresentando grande quantidade de material de

partida sem reagir. Tentou-se isolar os produtos e subprodutos por cromatografia em

coluna, no entanto apenas tracos do produto foram eluidos. Notava-se que a RF e a RF-

Acetal interagiam irreversivelmente com a silica durante a cromatografia. Utilizando a

pequena quantidade de produto eluido, analisou-se a amostra por RMN de *H em

CDCl3. Observaram-se sinais (muito pequenos) no espectro caracteristicos do grupo

ribitil de um possivel derivado da RF (em 5,7-4,0 ppm, ver item 4.3) e também sinais

intensos de 4gua e acetona. Foi observado, também, que a amostra preparada para RMN

formava um precipitado amarelo-laranja apés as analises, indicando a regeneracdao da

riboflavina com consequente perda de acetona e agua. Sendo assim, concluiu-se que

esse derivado hidrolisa muito facilmente em meio aquoso e ndo é compativel com o
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objetivo desta tese, que visa aplicar os derivados da riboflavina em meios bioldgicos. E
importante ressaltar que em 2010 uma metodologia sintética para obter um derivado
acetal-riboflavina foi descrita por Imada et al.** Nesse artigo, porém, nada foi
mencionado sobre a estabilidade do derivado em meio aquoso. Apesar de sua
instabilidade frente a 4gua, a RF-acetal mostrou-se ser solGvel em solventes organicos
(como por exemplo, cloroférmio) indicando que a introducgdo de grupos lipofilicos nas
hidroxilas da RF sdo de fato transformagdes importantes no objetivo desse trabalho.

Com essa finalidade estudou-se a sintese da tetra-acetil-riboflavina (TARF).

4.1.1.2- Sintese da 2°,3",4°,5 -tetracetill-riboflavina (TARF)

Diferentes protocolos sintéticos estdo descritos na literatura para a obtencdo da
tetra-acetil-riboflavina (TARF).*> McCormick obteve esse composto com 95% de
rendimento isolado, reagindo a RF em uma mistura de acido acético e anidrido acético
(1:1) na presenca de acido perclérico em quantidades cataliticas.™® Nesse processo, 0
oxigénio da carbonila do anidrido acético é eficientemente protonado pelo acido,
aumentando a reatividade (da carbonila) frente ao ataque nucleofilico dos grupos
hidroxila da RF. Uma rota alternativa de sintese da TARF foi desenvolvida por
Banekovich et al. que reagiu a riboflavina e o anidrido acético na presenca do solvente
béasico piridina em refluxo.®®® Nesse caso, além de atuar como base, o solvente participa

da reacdo através de catalise nucleofilica.?®

¥Imada, Y.; Kitagawa, T.; Ohno, T.; lida, H.; Naota, T. Org. Lett.2010, 12,32.

%(a) McCormick, D. B. J. Heterocycl. Chem.1970, 7, 447. (b) Ogasawara, F.; Wang, Y.; Bobbett, D.
Anal. Chem.1992, 64, 1637. (c) Edwards, A. M.; Saldafio, A.; Bueno, C.; Silva, E.; Alegria, S. Bol. Soc.
Chil. Quim, 2000, 45, 423. (d) Kuhn, R.; Wagner-Jauregg, Ber. Dtsch. Chem. Ges.1933, 67, 1577.

%(a) Clayden, J. et al.Nucleophilic Substitution at the Carbonyl Group. In: Organic Chemistry. 1. ed.
New York. Oxford University Press., 2001, p. 282. ISBN 978-0-19-850346-0. (b) Clayden, J. et al.
Aromatic Heterocycles 1: Structure and Reactions. In: Organic Chemistry. 1. ed. New York. Oxford
University Press., 2001, p. 1153. ISBN 978-0-19-850346.
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Esquema 4.3: Mecanismo da catalise nucleofilica pela piridina entre o anidrido acético e um nucledfilo.

Antes do ataque direto do nucleodfilo (Nu’), ocorre o ataque da piridina a
carbonila, formando um intermediério tetraédrico. Essa especie formada elimina um
grupo acetato formando um intermediario trigonal que, por sua vez, é mais reativo
frente a um ataque nucleofilico do que o préprio anidrido acético. A reacao entre o
nucleofilo e essa espécie formada apresenta uma maior constante de velocidade (em
relacdo a constante cinética entre o nucleofilo e o anidrido acético) levando a formacao
de um segundo intermediario tetraédrico. O intermediario formado elimina a piridina
(que entra no ciclo catalitico outra vez) formando o produto desejado.

Por um mecanismo semelhante, 0 composto basico 4-(dimetilamino)-piridina
(DMAP) também atua como catalisador nucleofilico em reacdes de substituicdo a
carbonila e se destaca perante aos outros catalisadores devido a sua pronunciada
eficiéncia catalitica (maior que a piridina).*® Metodologias para preparar a TARF
utilizando DMAP (em quantidades estequiométricas) ndo foram exploradas. Sendo
assim, decidiu-se aplicar o DMAP como catalisador nucleofilico na reacdo de formacgéo

da TARF (esquema 4.4).

91



HO AcO

HO AcO
OH OAc
OH OAcC
N N (0] N N (0]
d Anidrido Aci DMAP 2N
_ NH + Anidrido Acético ——, > _ NH
N 40 °C. N
0] - (0]
Riboflavina N TARF
DMAP: X
»
N

Esquema 4.4: Sintese da TARF utilizando anidrido acético e DMAP.

A reacdo consistiu em utilizar o anidrido acético como agente acilante e o
préprio solvente da reacdo na presenca de DMAP. O catalisador nucleofilico foi
utilizado em quantidades estequiométricas (4 eq. para 1 eg. de riboflavina) pois para
cada hidroxilia transformada, produzia-se um proton, que inativa o catalisador por
protonacdo do mesmo. As reaces foram acompanhadas por cromatografia em camada
delgada (CCD) onde se observou a formacdo do produto de interesse, bem como a
geracdo de tracos de subprodutos que podem ser a mono-, di- e/ou tri-acetil riboflavina.
O produto foi purificado por coluna cromatogréafica levando a obtencdo de um soélido
laranjado. A estrutura quimica da TARF foram confirmadas através da constatacdo de
sinais, no RMN de *H, tipicos da cadeia ribitil dos derivados da RF (entre 5,7-4,0 ppm,
ver item 4.3), aliado ao surgimento no espectro (de RMN de *H) de 4 singletes com
valores de integrais de 3 hidrogénios nas regides entre 2,21 e 1,68 ppm referente aos
grupos metilas (acetil). O espectro de RMN de *H mostrou que a substancia apresentava
elevada pureza. Os dados de EM obtidos, de 545,1881 m/z, estdo, também, de acordo
com a estrutura quimica da TARF protonada. Com essa metodologia a TARF foi

obtida com rendimento isolado de 75%.
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Diante desse resultado, foi visualizado que essa mesma reacdo poderia ser
realizada entre a riboflavina e um agente acetilante na presenca de catalisadores

“verdes” como as enzimas lipases.

4.1.1.3 Acetilacao da riboflavina mediada por lipase

A fim de contribuir com o arsenal de ferramentas sintéticas para sintetizar
derivados flavinicos, estudamos a acetilagdo quimioenzimatica da riboflavina mediada
por lipases. Além de sua importéncia bioldgica, as lipases sdo enzimas conhecidas por
conter alta atividade e promiscuidade catalitica e sdo aplicadas extensivamente na
derivatizacdo de carboidratos.”’

Primeiramente, baseado nas condi¢Ges reacionais geralmente utilizadas na

acilacdo enzimética de carboidratos,* testou-se a metodologia descrita no esquema 4.5.

OH OAC
OH OH
HO HO
OH OH
N N @)
z \f + Acetato de vinila DMF N /N\léo
lipase
Z NH z NH
N 30°C N
0 48 h o
riboflavina acetilagdo do OH menos impedido

mono-acetil-riboflavina

apenas tragos do produto
foram observados.

Esquema 4.5: Acetilacdo da riboflavina mediada por lipase.

O estudo inicial fez uso do acetato de vinila como acilante, e trés tipos de lipases
como biocatalisadores: de Candida antarctica (CAL-B), de Pseudomonas cepacia

(PCL) e de péancreas de porco (PPL). As reacGes foram monitoradas por CCD; em

*'Ferla, B. L. Monatshefte fir Chemie, 2002, 133, 351.
% Rodriguez-Pérez, T.; Lavandera, |. Fernandez, S.; Sanghvi, Y. S.; Ferrero, M.; Gotor, V. Eur. J. Org.
Chem.2007, 2769.
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nenhum dos casos, porém, foi observado a formacdo de um possivel produto. Para
detectar a existéncia de um produto de acetilagdo, analisou-seaamostra bruta das reacdes
por espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray. Essas analises
qualitativas sugeriram que a reacdo, quando catalisada por PCL, levou a formacéo de

um produto monoacetilado (C19H22N4O7 + Na = 441 m/z) (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Espectro de massas com ionizac¢do por electrospray (operando no modo positivo) do produto

bruto da acetilagdo enzimatica mediada pela PCL.

Quando utilizada a CAL-B e a PPL como biocatalisadores, ndo foram
observados sinais no espectro de massas referentes a produtos de acetilagdo. Esses
resultados preliminares mostram que € possivel promover uma acilacdo enzimatica da
riboflavina com a lipase PCL. Varios outros parametros deveriam ser otimizados (tais
como aplicar outras lipases, diferentes temperaturas, acilantes) a fim de desenvolver
uma metodologia enzimética com alta eficiéncia. Na literatura, foi encontrado apenas
um exemplo de derivatizagdo da riboflavina por métodos quimioenzimaticos. Nesse
trabalho os autores desenvolveram um método de acilacdo de carbohidratos mediada
por proteases.” Ap6s aperfeicoarem o0 processo para acilar diferentes acticares, 0s
autores aplicaram a riboflavina como substrato alternativo a fim de mostrar a
versatilidade da metodologia desenvolvida. No entanto, nesse Unico exemplo, 0s
pesquisadores utilizaram butirato de 2°2°2’-tricloroetila como acilante, subtilisina como

biocatalisador em DMF. Esse metodo levou a formacdo do produto monoacetilado na

% Riva, S.; Chopineau, J.; Kieboom, A. P. G.; Klibanov, A. J. Am. Chem. Soc.1988, 110, 584.
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hidroxila menos impedida (5’) com apenas 20% de rendimento apos seis dias de reagao.
Né&o foram encontrados dados na literatura sobre a utilizacdo de lipases na derivatizacao
da riboflavina.

Diante disso, as investigacOes de rotas biocataliticas para obtengdo de derivados
da riboflavina é de grande relevancia. Comparado com o Unico dado de acilacdo
enzimética da RF existente na literatura (tempo de reacdo 144 h), o resultado obtido
nessa tese é relevante, pois foi observado o produto mono-acilado em apenas 48 h de
reacdo. Esse resultado foi um dos dados apresentados (na forma de poster) na
conferéncia “11"™ Tetrahedron Symposium” (2010) em Pequim, sendo esse trabalho
contemplado com o prémio “The Excellent Poster Awards”. No entanto, ndo investimos
mais tempo nessa metodologia enzimatica de acetilacdo e iniciamos o estudo de
derivatizacdo da riboflavina com anidrido succinico. No futuro, pretendemos investigar

as melhores condicGes reacionais para acetilar enzimaticamente a RF.

4.1.1.4. Funcionalizacao da riboflavina com anidrido succinico

Com a finalidade de obter um derivado flavinico que apresenta maior
solubilidade em &gua, a derivatizagdo da RF com anidrido succinico foi realizada. Essa
metodologia de derivatizacdo foi previamente abordada por Furter et al.'®®, que
sintetizaram a di-, tri-, e tetra-acilriboflavina reagindo a vitamina B, com anidrido
succinico em piridina sob refluxo. Primeiramente testou-se a metodologia comentada
acima (propor¢do RF:anidrido succinico, 1:4), mas o produto obtido no nosso caso
apresentava aspecto avermelhado e ponto de fuséo diferente daquele descrito por Furter
et al.'®Além disso, os dados de RMN desse produto estavam inconsistente com o

composto de interesse (ndo foi observado sinais entre 5,7-4,0 ppm). Inferi-se que a alta

10 Eyrter, M. F.; Haas, G. J.; Rubin, S. H. J. Biol.Chem.1945, 160, 293.
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temperatura da reagdo tenha levado a degradacdo da riboflavina. A fim de pesquisar
uma metodologia em condi¢cGes mais brandas, testou-se o protocolo semelhante ao
utilizado para a formagdo da TARF que utiliza o DMAP como catalisador e base

(esquema 4.6).

HO RO
HO
OH "o OR
OH OR
N. N__O N. N__O
2 . i DMAP z
Iji > NH + anidrido succinico W» _ \E_'
N ta. N
0 o)
Riboflavina R= ﬁ(CHZ)ZCOOH
o)

Foram observados produtos
com diferentes graus de acilagao.
Esquema 4.6: Derivatizacdo da riboflavina com anidrido succinico.

A principal diferenca entre a metodologia mostrada no esquema 4.6 e o
protocolo de Furter et al. € a mudanca do catalisador nucleofilico de piridina para
DMAP e a utilizacdo de baixa temperatura (de 115 °C para t.a.). O mecanismo
esperado para essa reacdo € semelhante ao mostrado no esquema 4.3. No entanto,
devido a utilizacdo do anidrido ciclico (como agente acilante),obtém-se um produto
contendo uma porcdo carboxilato. A formacdo dos produtos dessa reacdo foi
acompanhada por CCD tendo o material de partida consumido em aproximadamente 3
h. Nessa andlise foi observada apenas uma mancha com um fator de retencdo menor em
relacdo a RF, sugerindo a formacdo do produto de interesse (mais polar que a RF). A
analise do produto por espectrometria de massas (figura 4.3) mostrou que o produto
tetra-acilado foi formado (C33H3sN4O15 + H = 777 m/z). No entanto, observa-se também
a formacdo dos subprodutos bi-acilado (CsH2sN4O1, + H = 577 m/z) e tri-acilados

(C29H32N4015 +H=0677 m/z).
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Figura 4.3: Espectro de massas com ionizacao por electrospray (operando no modo positivo) do produto

da reacdo entre a riboflavina e o anidrido succinico na presenca de DMAP.

A reacdo foi testada nas proporcGes de anidrido succinico e riboflavina de 1:1,
2:1, 3:1, 4:1 e excesso de anidrido. Em todos os casos observamos mistura dos mesmos
subprodutos. A metodologia foi testada em temperatura ambiente, 40 e 50 °C e as
reacOes foram acompanhadas por espectrometria de massas com tempos reacionais de
até trés dias. Para todos os casos a distribuicdo das misturas de produtos de acilacdo ndo
variaram significantemente. Os produtos brutos dessas reacGes foram analisados por
RMN de 'H e, em todos os casos, observaram-se sinais com deslocamentos quimicos
tipicos da riboflavina (os hidrogénios aromaticos e os hidrogénios da cadeia ribitil, ver
item 4.3) e também os sinais referentes a nova por¢do organica inserida na molécula (-
CH,-CH,- em 2,93-2,70 ppmdo succinato). No entanto, os valores das integrais
referentes aos hidrogénios da molécula ndo estavam seguindo a proporcdo esperada
devido & presenca de diferentes subprodutos com distintos graus de substituicdo. E
importante ressaltar que, mesmo ap0s sucessivas lavagens dos produtos brutos com
solventes organicos (CHCIls, acetato de etila e metanol gelado) e recristalizacdo em
isopropanol, ainda foram observados no espectro de RMN de *H sinais caracteristicos
do DMAP em 8,00 e 6,88 ppm. Sendo assim, inferi-se que o produto obtido é uma
mistura de derivados da riboflavina acilados com anidrido succinico, sendo

majoritariamente tri- e tetra- acilado. As funcbes &cido carboxilico do produto estdo na
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forma de carboxilato tendo como contraion o DMAP, como exemplificado na figura
4.4,

o

O _\ \N/
o o)
: O 0O 0O 7.
O o : N/
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O)J\/Y \ o > o
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N N (@)
D: 2 N /N\(O o)
N N/j/\[(NH

Derivado-Succinato Derivado-Succinato
tri-acilado tetra-acilado

Figura 4.4: Mistura de produtos obtidos na reagdo entre a riboflavina e o anidrido succinico na presenga

de DMAP.

De modo a estudar uma metodologia mais eficiente para a formacao do produto
tetra-acilado, estudou-se a reacdo nas seguintes condigdes: anidrido succinico (4 eq.),
trietilamina (4 eq.), DMAP em quantidade catalitica, 40 °C por 6 h. Uma vez que a
trietilamina (pKay = 10,8) é uma base mais forte que 0o DMAP (pKay = 9,7), espera-se
uma maior reatividade entre os grupos hidroxilas e o anidrido.’®* A reagdo foi analisada
por CCD apresentando um perfil cromatografico semelhante ao das reacdes anteriores.

O produto bruto dessa reacédo foi analisado por espectrometria de massas (figura 4.5).

101 Clayden, J. et al.Aromatic Heterocycles 1: Structure and Reactions. In: Organic Chemistry. 1. ed.
New York. Oxford University Press., 2001, p. 1165. ISBN 978-0-19-850346-0
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Figura 4.5: Espectro de massas com ionizac¢do por electrospray (operando no modo positivo) da reacdo

entre a riboflavina e o anidrido succinico na presenca de trietilamina.

De acordo com o espectro, nota-se que foram formados 0os mesmos subprodutos
observados na metodologia com DMAP (em quantidade estequiométrica) e também o
produto tetra-acilado (m/z = 777). Observa-se também a formacdo do produto penta-
acilado (Cs7H4N4O2; + H = 878 m/z). Espectro de massas do tipo MS; do sinal em 878
(m/z) produz um fragmento referente ao produto tetra-acilado, sugerindo que o sinal
com m/z igual a 878, ao ser fragmentado, elimina uma cadeia derivado do &cido

succinico (figura 4.6 a).
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Figura 4.6: (a) espectro de massas tipo MS, do sinal 878 m/z observado no produto bruto da reacdo da

riboflavina e anidrido acético na presenca de trietilamina; (b) espectro de massas tipo MS; do fragmento

777 m/z obtido da primeira fragmentacdo do sinal 878 m/z de (a).

Na figura 4.6 b, pode-se verificar que a fragmentacdo do sinal 777 (m/z), ou seja,

0 MS; de 878 (m/z), leva a formacéo de um intermediario com relacdo m/z referente ao

produto tri-acilado menos uma molécula de dgua (C29H32N4O15 — H,O = 658 m/z). Esses

dados também corroboram com a obtencdo de um derivado flavinico contendo diversos

grupos succinicos. Infere-se que, nessa Ultima metodologia testada, a base da reacdo

(trietilamina) é forte o suficiente para desprotonar o N-3 do sistema de anéis

isoaloxazina levando a ativacdo desse grupo nucleofilico da riboflavina, promovendo a

acilacdo também nessa porcéo da molécula (esquema 4.7).
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Esquema 4.7: Mecanismo de acilagio do N-3 da riboflavina na presenca de trietilamina.

E importante ressaltar que o mecanismo mostrado no esquema 4.7 ocorre com
baixissima eficiéncia quando a reacdo ¢ feita utilizando DMAP como base. Em todos os
protolocos sintéticos realizados, ndo foi possivel obter o produto tetra-acilado puro e
tampouco métodos de purificacdo da tetra-acil-riboflavina foram eficientes. Foi
estabelecida uma condicdo Otima para essa reacdo (ver item 3.2.5) e a mistura de
derivados de diferentes graus de acilacdo (tetra-acil é o produto majoritario) vem sendo
utilizada pelo grupo como mimético da RF sollvel em meio aquoso. Planeja-se
futuramente desenvolver uma metodologia de separacdo dessas moléculas baseadas em
cromatografia de troca i6nica.

O conhecimento advindo desse estudo foi de grande importancia para
estabelecer protocolos que controlem a substituicdo nas cadeias ribitil ou N-3 da RF. O
uso de DMAP como base (mesmo em excesso) catalisa a introdugdo de grupos nas
hidroxilas da cadeia ribitil, mas ndo na por¢do N-3. Por outro lado, bases fortes (como
por exemplo, trietilamina) provem a substituicdo no grupo N-3. Esses parametros
reacionais foram também estudados no caso da acilacdo da riboflavina com cloreto de

palmitoila.
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4.1.1.5- Sintese das 2°,3°,4°,5 -tetrapalmitoil-riboflavina (TPRF)

Com a finalidade de se obter um derivado da RF altamente lipofilico, estudou-se
a derivatizacdo da riboflavina através da introducdo de grupos palmitoilas em sua
estrutura quimica. A introducdo de grupos palmitoila é largamente empregada em
sintese organica de modo a aumentar a lipofilicidade de substancias.'®* Essa
derivatizagcdo na molécula da riboflavina ja foi estudada por outros grupos de pesquisa e

em todos os casos foram descritas reacdes com baixos rendimentos.**® °¢ Ogasawara et

95b 95
al. |.7°¢

e Edwards et a sintetizaram a tetrapalmitoil-riboflavina partindo do acido

palmitico e HCIO,. Esses protocolos utilizam tempos reacionais de até duas semanas e 0
rendimento maximo obtido foi de apenas 8%. Com a finalidade de obter a TPRF,
optou-se pelametodologia analoga a desenvolvida por nés na sintese da TARF (DMAP
como catalisador e base) e, adicionalmente, testou-seoutra metodologiade sintese que

faz uso da base trietilamina (esquema 4.8).

HO RO
RO
Ho OH 1 OR

trietilamina
DMF

OH OR
N. _N__O 40 °C. N.__N._O
\( + Cloreto de palmitoila \lé
~ NH 2 z NH
N N
0 o]

DMAP

DMF

40°C. R= ﬁ:(CHZ)MCHS

Riboflavina
TPRF

Esquema 4.8: Derivatizacdo da riboflavina com cloreto de palmitoila.

As metodologias sintéticas foram realizadas concomitantemente e analisadas
primeiramente por CCD, onde foram observados distintos perfis cromatogréaficos.
Ambas as reacdes apresentavam a formagao de um produto majoritario com um fator de

retencdo cromatografico maior que a riboflavina. O produto majoritario na reacdo 1

192(a) Foldvari, M.; Attah-Poku,; Hu, J.; Li, Q.; Hugues, H.; Babiuk, L. A.; Kruger, S. J. Pharm. Sci.1998,
87, 1203. (b) Hashimoto, M.; Takada, K.; Kiso, Y.; Muranishi, S. Pharmaceutical Res.1989, 6, 171. (c)
Rosenblat, G.; Graham, M. F.; Jonas, A.; Tarshis, M.; Schubert, S. Y.; Tabak, M.; Neeman, I. J. Med.
Food2001, 4, 107.
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apresentava um fator de retencdo maior que o da reacdo 2, sugerindo uma possivel
acilacdo no N-3 do sistema de anéis isoaloxazina (ver esquema 4.7), além das 4
acilagdes das hidroxilas. Para confirmar esse fato, analisou-se o produto bruto da reagéo

1 por espectrometria de massas.
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Figura 4.7: (a) Espectro de massas com ionizacdo por electrospray (operando no modo positivo) da
reacdo entre a riboflavina e o cloreto de palmitoila na presenca de trietilamina; (b) espectro de massas tipo
MS, do sinal 1569 m/z observado no produto bruto da reacdo da riboflavina e cloreto de palmitoila na

presenca de trietilamina.

Na figura 4.7 parte a, pode-se observar um sinal intenso em 1569 (m/z) referente
ao derivado da riboflavina contendo cinco grupos palmitoil (Ce7H170N4O11 + H = 1569,
m/z) e outro em 1330 (m/z), que se refere ao produto TPRF, que contém quatro grupos
palmitoil (Cg1H140N4O10 + H = 1330, m/z). Uma analise MS; do sinal 1569 (m/z) leva a
fragmentacdo do ion com perda de um grupo palmitoil produzindo o ion-TPRF. Esse

fato sugere que o produto formado na reagdo 1 é o composto pentapalmitoil-riboflavina.
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Figura 4.8: Produto majoritario na reacdo entre a riboflavina e o cloreto de acila na presenca de

trietilamina.

A anélise de RMN de 'H do produto da reagdo 1 purificado por coluna
cromatografica mostrou sinais caracteristicos da riboflavina (ver item 4.3) juntamente
com sinais referentes a derivados contendo grupo(s) palmitoil (multipletos em 2,38-
2,33; 1,66-1,31; 1,30-1,27 e 0,89-0,85 ppm). No entanto, os valores das integrais dos
hidrogénios mostraram que havia um excesso de grupos palmitoilas, sugerindo que,
mesmo apds purificacdo por coluna, havia impurezas na amostra (provavelmente acido
palmitico).Esse produto penta-acilado é de grande interesse, pois € um derivado
altamente lipofilico da riboflavina. No futuro, serdo estudadas outras técnicas de
purificacdo do mesmo, principalmente técnicas de recristalizacao.

A analise por espectrometria de massas do produto bruto da reagdo 2 mostrou a
formacdo do composto de interesse tetrapalmitoil-riboflavina (sinal intenso em 1330
m/z). Apés purificacdo por coluna, o produto foi analisado por RMN de 'H e pode-se
observar os sinais tipicos da riboflavina em 5,7-4,0 ppm (ver item 4.3) juntamente com
os sinais dos grupos palmitoil em 1,62-1,47; 1,18; e 0,81 ppm, com as integrais dos
hidrogénios indicando a propor¢do de quatro grupos palmitoil para uma molécula de
RF. O produto bruto foi purificado em coluna cromatografica. Os dados espectrais
obtidos para esse composto confirmam a formacdo da TPRF, principalmente pelos

sinais tipicos da cadeia ribitil em 5,7-4,0 ppm (ver item 4.3) e os sinais das cadeias
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alifaticas entre 1,62-0,81 ppm. Anélises de EM de alta resolugdo mostraram o sinal de
1300,0597 que esté de acordo com a estrutura da TPRF protonada. Com esse resultado,
apos otimizar as condicBes reacionais em relacdo a diferentes temperaturas, tempos
reacionais e solventes (DMF e acetonitrila), obteve-se a TPRF com 67% de rendimento.
Esse resultado é de grande importancia, pois é maior do que o relatado anteriormente na

literatura.%®¢

4.1.1.6. — Metilagdo na posicdo N-3 do sistema de anéis isoaloxazina

Como comentado na introducdo, a funcionalizacdo do N-3 da riboflavina
aumenta a lipossolubilidade do derivado além de inibir a sua associagcdo com enzimas e
receptores biol6gicos nas células.'® Sendo assim, decidimos derivatizar a RF e a
TARF através da metilacdo do N-3. Procedimentos de alquilacdo nesse grupo funcional
do sistema de aneis isoaloxazina estdo descritos na literatura e fazem uso de haletos de
alquila reativos a substituicdo nucleofilica (ex: iodeto de metila, haleto de benzoila e
haletos a-carbonilicos).**%? Essas metodologias, quase que exclusivamente, fazem uso
de DMF como solvente da reagdo. No nosso trabalho a metilagdo do nitrogénio (3) foi

realizada de modo semelhante ao descrito por Konig et al. (esquema 4.9).2%4

1%3Bradley, L. H.; Swenson, R. P. Biochem.2001, 40, 8686.

104 (@) Schmaderer, H.; Hilgers, P.; Lechner, R.; Kénig, B. Adv. Synth. Catal.2009, 351, 163. (b) Platinga,
A.; Witte, A,; Li, M-H.; Harmon, A.; Choi, S. K.; Holl, Am. B.; Orr, B. G.; Baker Jr., J. R.; Sinniah,
K.ACS Med. Chem. Lett. 2011, 2, 363. (c) lida, H.; Mizoguchi, T.; Oh, S-D.; Yashima, E. Polym.
Chem.2010, 1, 841.
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Esquema 4.9: (a) Tentativa de sintese da N(3)-metilriboflavina (RF-Me); (b) Sintese da N(3)-metil-

tetraacetil-riboflavina (TARF-Me).

Os protocolos utilizados seguem um mecanismo semelhante ao descrito no
esquema 4.7. A metilacdo ocorre através de uma substituicdo nucleofilica entre o iodeto
de metila e o0 N-3 da flavina. A formacdo dos produtos de interessefoi acompanhada por
CCD e, no caso da reacdo a, ndo se observou a formacéao de produtos mesmo apdés 24 h.
Por outro lado, apds 1 hora da reacdo b, notava-se o surgimento de uma mancha na
placa cromatografica com um fator de retencdo maior que o da TARF. Inferi-se que a
riboflavina ndo reagiu nessas condicdes (reacdo a) devido a sua baixa solubilidade em
DMF, pois se espera uma reatividade semelhante entre a RF e a TARF, frente a essa
reacd0.®® O produto da reacdo b foi purificado por coluna cromatogréfica e os dados
espectrais comprovaram a formacdo da TARF-Me. A caracterizagdo estrutural desse
derivado foi comprovada, por RMN de 'H, através do desaparecimento do sinal

referente ao hidrogénio ligado ao N-3 (em 9,12 ppm para a TARF) e o0 aparecimento de

15Caelen, I.; Kalman, A.; Wahlstrom, L. Anal.Chem. 2004, 76, 137.
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um sinal em 3,50 ppm com integral de 3 hidrogénios referente ao grupo metila inserido
na molécula. Os sinais da cadeia ribitil, tipicos de derivados da RF, constavam também
no espectro. O sinal obtido na anélise de EM corroboram com a estrutura da TARF-Me
quelada com Na (581,1861 m/z). O rendimento isolado dessa metodologia foi de 51%.
Na busca de uma rota alternativa para se obter o derivado RF-Me, estudou-se a

hidrélise da TARF-Me em diferentes condigdes reacionais (esquema 4.10).

AcO HO
AcO

OAc HO OH

OH
;@i \I& base ou &cido N /N\(O

MeOH/HZO O N
N ~

TARF- Me RE-Me O

ndo foi observada a
formac&o do produto.

Esquema 4.10: tentativas de hidrélise da TARF-Me.

Foram testados diferentes tipos de bases: NaHCOsuq) saturada, Na;COszag)
saturada, NaOHq)(2 M) e HCl(ag) (1M). Em nenhum dos casos estudados observou-se a
formagéo daRF-Me.

De acordo com o objetivo do trabalho, de sintetizar derivados flavinicos com
distintas propriedades fisicas, optou-se por iniciar a sintese de outros derivados, como
por exemplo, a TARF-Ester, ao invés de dedicar mais tempo em reacdes para obter a

RF-Me.
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4.1.1.7 — Sintese da 2’3’4’5 -tetraacetil-N(3)-tert-butoxicarbonilmetilriboflavina
(TARF-Ester)
A sintese do derivado lipofilico TARF-Ester foi realizada de acordo com o

descrito na literatura.®

AcO AcO
AcO
AcO OAC OAc
OAc
N. _N.__O )< _KyCOz
- +
_ \( QJ\ Kl (catal.) N \/U\

N NH DMF

TARF O 40 °C. TARF-Ester O

Esquema 4.11: Sintese do derivado 1°,3°,4°,5’—tetraacetil-N(3)—tert-butoxi-carbonil- metilriboflavina
(TARF-Ester).

A reacdo consiste na alquilacdo do N-3 da TARF utilizando o brometo o-
carbonilico desejado na presenca de iodeto de potéssio. O agente alquilante, por ser a-
carbonilado, é mais reativo a substituicdo nucleofilica de segunda ordem que o0s
respectivos anélogos (sem o grupo carbonilico). Isso ocorre,pois o grupo carbonilico
estabiliza o estado de transicdo formado durante o mecanismo Sy2, através da
sobreposicdo de seu orbital m* com o orbital p do carbono que sofre o ataque
nucleofilico.’’O iodeto de potassio é utilizado como catalisador nucleofilico e participa

da reagéo de acordo com o0 mecanismo descrito no esquema 4.12.

1%Banekovich, C.; Matuszczak, B. Tetrahedron Lett.2005, 46, 5053.
YClayden, J. et al.Nucleophilic Substitution at Saturated Carbon. In: Organic Chemistry. 1. ed. New
York. Oxford University Press.2001, p. 424. ISBN 978-0-19-850346-0
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Esquema 4.12: Mecanismo de catélise nucleofilica do iodeto em reagdo Sy2.

A reacdo foi acompanhada por CCD onde se pode observar, apds 24 h, a
formacéo de apenas um produto com fator de retencdo cromatografico maior que o da
TARF. O produto foi purificado eficientemente por coluna cromatografica. A
caracterizagdo estrutural desse derivado foi comprovada, por RMN de 'H, através do
desaparecimento do sinal referente ao hidrogénio ligado ao N-3 (em 9,12 ppm para a
TARF) e o aparecimento de sinais em 4,80 ppm com integral de 2 hidrogénios e em
1,40 (integral 9H) referente ao grupo inserido na molécula (-CH,-Boc). Os sinais da
cadeia ribitil, tipicos de derivados da RF, constavam também no espectro. O sinal
observado por EM, TARF-Ester quelado com Na, em 681,2383 m/z corroboram com o
produto de interesse. Seguindo esta metodologia,a TARF-Esterfoi obtida com 85% de

rendimento isolado.
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4.1.1.8 — Sintese da 2°,3°,4°, 5 -tetraacetil-N(3)-carboximetilriboflavina (TARF-Acido)
Para que fosse obtido um composto hidrossoluvel, semelhante ao derivado

flavinico contendo grupos succinatos, sintetizou-se o derivado TARF-Acido de acordo

com a literatura (esquema 4.13).%°

AcO AcO

AcO
OAC AcO OAC

)y Imuk g IO J;f A,

- (0]
TARF-Ester TARE- ACIdO

Esquema 4.13: Sintese do derivado 2°,3°,4°,5’-tetraacetil-N(3)-carboximetilriboflavina (TARF-Acido).

A formacéo do derivado contendo a funcédo &cido carboxilico foi feita atraves da
remocdo do grupo t-butil utilizando &cido triflGoracético. O mecanismo dessa reacéo

pode ser resumido de acordo com o esquema 4.14.
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carbocation relativamente TARF-Acido
estavel

Esquema 4.14: Mecanismo de transesterificacio da TARF-Ester na presenca de acido trifluoracético.

O mecanismo apresentado no esquema 4.14 é uma transesterificacdo. O excesso
de &cido trifluoracético desloca o equilibrio da reacdo no sentido de formacdo da
TARF-Acido. Uma vez formada, o derivado &4cido da riboflavina nfo é &cido o
suficiente para protonar o éster trifluoracético e, portanto, a reacdo ndo é reversivel. O

produto da reacdo foi acompanhado por CCD e, ap6s 24 h de reagdo, observou-se
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apenas uma mancha na placa cromatografica com fator de retencdo menor que a da
TARF-Ester, sugerindo a formag&o do composto de interesse. O produto foi purificado
em coluna cromatografica. A caracterizacdo estrutural desse derivado foi comprovada,
por RMN de 'H, através do desaparecimento do sinal referente aos 3 grupos metilas
referente ao grupo Boc (em 1,40 ppm). Além disso, todos os outros sinais, referentes ao
derivado TARF-Ester constavam no espectro de RMN de *H. O sinal observado por
EM, TARF-Acido protonada, em 603,1937 m/z corroboram com o produto esperado. O
rendimento isolado dessa sintese foi de 50%. Uma vez que todo o material de partida
havia sido consumido na reagdo, atribuimos esse baixo rendimento a perdas por

interacdo irreversivel entre esse derivado e a silica utilizada na cromatografia.

4.1.1.9 — Derivatizagdo na posi¢cdo N-3 do sistema de anéis isoaloxazina com sais
alquil-trimetilaménio

Como comentado na introducgéo, fotossensibilizadores catidnicos sdo de grande
interesse em PDT, pois esses compostos tendem a se acumular na mitocondria das
células.?’ Derivados catidnicos da riboflavina descritos na literatura foram sintetizados
através da alquilacdo do N-5 do sistema de anéis isoaloxazina com a finalidade de serem
usados em organocatalise.'® No entanto esses derivados catidnicos s&o instaveis em
meio aquoso. Para se obter um derivado da riboflavina catiénico e estavel em meios
biolégicos decidiu-se estudar a derivatizacdo da riboflavina inserindo grupos
alquilaménio (ex: haleto de bromoalquil-trimetilamonio) no N-3 da riboflavina e
TARF. Néo hé precedentes na literatura de funcionalizacéo de flavinas com sais alquil-
trimetilaménio. Para se propor rotas sintéticas para essa derivatizagdo, foram

consultados artigos relacionados a alquilagio do N-3 mencionados no item

198 Gelalcha, F. G. Chem. Rev.2007, 107, 3338.
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4.1.1.6."Primeiramente, testou-se essa alquilacdo utilizando o brometo de 2-bromoetil-

trimetilamdnio como material de partida de acordo com o esquema 4.15.

a) HO
HO
HO oH
HO
OH
OH
N N 0 NaH
S DMF N
(P NH 0°c B > BY
o) chatal \/\ |+/ Br
Riboflavina |
RF- Catlonlca
apenas tragos do produto
foram obtidos.
b) AcO AcO
AcO
OAc Ao OAc
OAc

| -
N /N\‘l?o . Br/\/N\ Br C52C03
— NH Kleatal, N _
N DMF \/\ N+ Br

TARF O 40 °C
TARF- Catlonlca

Esquema 4.15: (a) Alquilagdo da RF com brometo de 2-bromoetil-trimetilaménio; (b) Alquilacdo da

TARF com brometo de 2-bromoetil-trimetilaménio.

Para a reacdo a, optou-se por utilizar hidreto de sédio como base. O produto

bruto (reagéo a) foi analisado por CCD e ndo foram observadas manchas na placa que

indicassem a formacdo de um possivel derivado. Foi realizado um espectro de massas

do produto bruto (figura 4.9)
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Figura 4.9: (a) Espectro de massas com ionizacdo por electrospray (operando no modo positivo) da
reacdo entre a RF e o brometo de 2-bromoetil-trimetilamoénio na presenca de NaH e Kl ), (0) espectro
de massas tipo MS, do sinal 462 m/z observado no produto bruto da reacdo da a RF e o brometo de 2-

bromoetil-trimetilaménio na presenca de NaH e Kl ).

Analisando o espectro, podemos observar um sinal caracteristico da RF-
Catibnica (Cz2H32Ns0g = 462, m/z). Informacdes estruturais podem ser obtidas através
da anélise MS; (parte b), pois a fragmentacdo desse sinal (m/z = 462) leva a formacéo
do ion 403 (m/z) indicando a perda de um grupo trimetilamina (C22H32NsOg - (CH3)3sN
= 403, m/z). A fragmentacdo do ion através da eliminacdo de uma molécula de
trimetilamina € tipica de sais de amdnio quaternario, sugerindo a formagdo do produto
desejado.'® Nesse espectro observamos também um sinal intenso da riboflavina que
ndo reagiu em 397 (Cy17H20N4Os + K — H,O = 397 m/z). No entanto, inferi-se que foi
formado apenas tracos do produto, pois tentativas de isolar o mesmo por técnicas
cromatograficas e de recristalizacdo ndo obtiveram éxito. Acredita-se que esse baixo
rendimento ocorreu devido a baixa solubilidade da RF no meio reacional.

No caso da reacdo b, foi observada (por CCD) uma pequena formacdo de um
produto com fator de retengdo menor do que a TARF. No entanto pode-se constatar que
uma grande quantidade de material de partida permanecia sem reagir mesmo apds 24 h

de reacdio. E importante ressaltar que apds 6 h observou-se a formagdo de um

%Evans, C. S.; Startin, J. R.; Goodall, D. M.; Keely, B. J. Rapid.Commun.Mass Spectrom.2001, 15, 699.
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subproduto com fator de retengdo muito menor que a TARF de coloragdo avermelhada.
Ap0s particionar 0 meio reacional com &gua e cloroférmio, o produto que permanecia

na fase aquosa foi analisado por espectrometria de massas.

(b)
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Figura 4.10: (a) Espectro de massas com ionizacdo por electrospray (operando no modo positivo) da
reagdo entre a TARF e o brometo de 2-bromoetil-trimetilamonio na presenca de Cs,CO3; e Kl (D)
espectro de massas tipo MS, do sinal 630 m/z observado no produto bruto da reacdo da a TARF e 0

brometo de 2-bromoetil-trimetilaménio na presenca de Cs,CO3 e Klca).

Analisando esse espectro (em a) podemos observar um sinal com m/z esperado
para 0 produto TARF-Catidnica (C3HsNs019 = 630, m/z). A analise MS; (em b)
mostra que a fragmentacdo do sinal 630 (m/z) leva a formacdo do ion 571 (m/z),
indicando a perda de um grupo trimetilamina (C3oHsNsO10 - (CH3)sN = 571, m/z).
Como mencionado anteriormente, a fragmentacao do ion atraves da eliminagdo de uma
molécula de trimetilamina € tipica para esses sais de amonio quaternario, sugerindo a
formacéo do produto de interesse.'® Diferentemente da metodologia a, no caso do

método b o material de partida (TARF) mostrou-se ser prontamente solivel no meio
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mas, o brometo de (2-bromoetil)-trimetilamonio (agente alquilante) é insolivel em
DMF. Inferi-se que o baixo rendimento da metodologia b ocorreu devido essa baixa
solubilidade do agente alquilante. Na reacdo b, foram testados varios solventes
organicos para solubilizar esse sal de amonio quaternério (cloroférmio, DMSO, acetona,
dioxano, acetonitrila, metanol entre outros), mas a substancia s6 apresentou boa
solubilidade em &gua. No entanto a agua ndo é um solvente adequado para essa reacdo
(TARF é pouco soltvel em agua).

Foram realizadas diversas tentativas para aumentar o rendimento da reagdo
mostrada no esquema 3.15 parte b (entre a TARF e o alquilante), tais como: uso de
grande quantidade de DMF de modo a solubilizar o alquilante e garantir um sistema
reacional homogéneo; excesso do agente alquilante em relacdo a riboflavina em um
sistema reacional heterogéneo; uso de n-BusN™.I" como catalisador nucleofilico em
quantidades estequiométricas; uso de Lil como catalisador; uso de trietilamina como
base ao invés de Cs,CO3; em DMF; e o uso de diclorometano ao invés de DMF na
presenca de trietilamina como base. Apesar de todos esses esforgos, em todos 0s casos
apenas tracos do composto desejado foram obtidos. O rendimento calculado através da
TAREF recuperada apds a reacdo era menor que 5% mesmo apds 6 h.

Como a TARF ¢ bastante soltvel em solventes organicos, como, por exemplo,
diclorometano, e o alquilante é apenas sollvel em &gua, conduziu-se uma reacao
utilizando catélise por transferéncia de fase. Reacdes por transferéncia de fase ocorrem
em um meio bifasico (geralmente agua/solvente organico) na presenca de um
catalisador (também chamado de catalisador por transferéncia de fase).''® Sendo assim,

realizou-se a reagdo de acordo com o esquema 4.16.

19 3) Ooi, T.; Maruoka, K. Angew. Chem. Int. Ed.2007, 46, 4222. (b) Fiamegos, Y. C.; Stalikas, C. D.;
Karayannis, M. I. Pak. J. Anal. Envir.Chem.2006, 7, 1.
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Esquema 4.16: Sintese da TARF-Catidnica utilizando catélise por transferéncia de fase.

Utilizou-se iodeto de n-tetrabutilamdnio como catalisador por transferéncia de
fase, e os solventes utilizados foram diclorometano e &gua. A reacdo foi acompanhada
por CCD e MS e, mesmo apds 24 h de reacdo, o produto desejado (m/z = 630) ndo foi
observado.

De um modo geral, dentro das metodologias testadas, obaixo rendimento na
formacdo da TARF-Catonica foi atribuido principalmente a baixa solubilidade do
alquilante nos solventes organicos utilizados. Sendo assim, decidiu-se trocar o contraion
do alquilante de brometo por hexafluorofosfato ('PFs) de modo a preparar um alquilante

soltvel em solventes orgénicos.

| . | .
+ ) + -
Br/\/N\ .Br + NH4PF6(aq) L Br/\/N\ PFG + NH4Br
K J

v
sélido branco

Esquema 4.17: Reagdo entre o brometo de (2-bromoetil)-trimetilamonio e o hexafluorofosfato de aménio

em meio aquoso.

A reacdo foi realizada misturando em meio aquoso o brometo de alquila com
uma solucdo aquosa saturada de NH,4PFs. O alquilante, agora contendo o contraion PFg,
mostrou-se prontamente solUvel nos principais solventes organicos (DMF, DMSO,
cloroférmio, acetona, acetonitrila, diclorometano, entre outros) e insolivel em &gua.
Com esse alquilante, todas as metodologias discutidas até 0 momento para a sintese da

TARF-Cationica foram refeitas, agora em sistema homogéneo, em
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grandesconcentracbes do alquilante no meio reacional. Mesmo ap6s todos esses
esforcos, em todos os casos estudados, observaram-se baixos rendimentos (sempre
menor que 10%) e o material de partida ndo foi consumido totalmente mesmo apds 24 h
de reacdo. Conclui-se, assim, que a baixa reatividade ndo é devida a concentracdo do
alquilante na solucdo da reacdo, mas pode ser explicada pelo grande impedimento
estérico oferecido pelo grupo trimetilaménio ao carbono, que sofre a rea¢do S.

A purificagdo da TARF-Catibnica foi feita por coluna de troca i6nica Sephadex
com eluigdo através de solugdo aquosa de NaCl. Dessa forma, o derivado contendo o
contraion cloreto foi obtido. A caracterizacdo estrutural desse derivado foi realizada, por
RMN de *H, que mostrou o desaparecimento do sinal referente ao hidrogénio ligado ao
N-3 (em 9,12 ppm para a TARF) e o0 aparecimento de sinais tripletos em 3,88 ppm e
4,47 ppm, ambos com integrais de 2 hidrogénios, juntamente com o sinal em 3,49
(integral de 9H) (referente ao grupo tetraalquil amonio inserido na molécula). Os sinais
da cadeia ribitil, tipicos de derivados da RF, constavam também no espectro. Os sinais
no espectro de RMN de 'H e placas de CCD em diferentes solventes mostravam que a
TARF-Catidnica apresentava elevada pureza. O sinal obtido na analise de EM
corroboram com a estrutura da TARF-Catidnica (630,2782 m/z). Ap6s otimizar as
condigdes reacionais em relacdo a diferentes temperaturas e tempos reacionais, obteve-
se a TARF-Cationica com 10% de rendimento isolado.

Uma vez que o alquilante (2-bromoetil)-trimetilamonio é pouco reativo frente as
reacOes de Sndiscutidas anteriormente, buscou-se nas diversas fontes comerciais
alquilantes com estrutura quimica semelhante, mas contendo o grupo abandonador
(brometo, neste caso) o mais distante possivel da porcdo que oferece o impedimento
estérico(grupo trimetilamonio). Foi testado o alquilante brometo de (2-bromopentil)-

trimetilamoénio, que se mostrou solGvel nos principais solventes organicos, nao sendo
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necessaria realizar a troca de contraion para esse alquilante (utilizou-se diretamente o
brometo). Realizaram-se concomitantemente duas metodologias de alquilagédo, das quais
a primeira foi a mesma utilizada na metodologia otimizada para obter a TARF-
Catibnica (KI como catalisador nucleofilico); e a segunda, muito semelhante a

primeira, diferenciando apenas na utilizacao do catalisador, iodeto de litio (Lil).

a) AcO
AcO ACO
c
AO A OAc
OAc
OAc Cs,CO; N /N\fo
N N o} | Kl | .
S NTBT e NN NS N B
=z NH |

N 40 °C 0]

TARF O TARF-Cati6nica-2
b)

AcO

AcO OAC
OAc
N. N. O M—» N&o ocorreu reagéo
AN 5 ’L+/ Br Lil
r .
P NH T | DMF

N 40°C

TARF O

Esquema 4.18: (a) Alquilacdo da TARF com brometo de (2-bromopentil)-trimetilamdnio na presenca de
Cs,CO; e KI em quantidade estequiométrica. (b) Alquilagdo da TARF com brometo de (2-bromopentil)-

trimetilaménio na presenca de Cs,CO; e Lil em quantidade estequiométrica.
No caso da reacdo b, a idéia de se utilizar o iodeto de litio esta relacionada com a
propriedade que esse composto apresenta de promover catélise através de dois

mecanismos simultaneos: o de catéalise nucleofilica®®?

(através do iodeto) comentado
anteriormente e outro de catalise electrofilica (através do cation litio).**! Sabe-se que o
cation Li pode catalisar reacbes de substituicdo e eliminacdo como mostramos no

esquema 4.18 para a reacéo de interesse.'*

1 Apslyn, E. V. et al.Catalysis. In: Modern Physical Organic Chemistry. 1. ed.University Science
Books, 2005, p. 449. ISBN 1-891389-31-9
“2yandulov, D. V.; Caulton, K. G.New J. Chem.2002, 26, 498.
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+ LiX

H .
X" TH Nu

estado de transigédo
Esquema 4.19: Mecanismo de catélise electrofilica do cétion Li em reagBes de Sy2.

Na catalise eletrofilica, o eletréfilo (no caso Li"), durante o estado de transigio
formado, auxilia a saida do grupo abandonador (representado por X).

A metodologiamostrada no esquema 4.18 parte a foi acompanhada por CCD
onde se pode observar o total consumo do material de partida apds 3 h de reacdo. Como
0 observado para a TARF-Catidnica, notou-se também o produto de interesse (mancha
mais intensa) e um subproduto de coloragdo avermelhada. Inferi-se que o mecanismo
desse processo é semelhante ao descrito nos esquemas 4.12 e, como o carbono que sofre
a reacdo de Sy esta longe do grupo de alto impedimento estérico (trimetilamonio), a
substituicdo ocorre com mais eficiéncia do que quando foi utilizado o hexafluorfosfato
de (2-bromoetil)-trimetilaménio. A TARF-Catidnica-2 foi purificada por coluna de
troca ibnica Sephadex com eluigdo através de solucdo aquosa de NaCl. Dessa forma, foi
obtido o derivado contendo o contraion cloreto. A caracterizagdo estrutural desse
derivado foi comprovada, por RMN de 'H, através do desaparecimento do sinal
referente ao hidrogénio ligado ao N-3 (em 9,12 ppm para a TARF) e o0 aparecimento de
sinais em 3,91-3,84 ppm e 3,19-3,17 ppm, ambos com integrais de 2 hidrogénios,
juntamente com o sinal em 2,96 (integral de 9H) e os sinais metilénicos em 1,73; 1,61 e
1,29 ppm (referente ao grupo tetraalquil amonio inserido na molécula). Os sinais da
cadeia ribitil e aromaticos, tipicos de derivados da RF, constavam também no espectro.
O sinal obtido na analise de EM corroboram com a estrutura da TARF-Cati6nica-2

(672,3248 m/z). No entanto, para a TARF-Catibnica-2, foi determinado por CCD e
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posteriormente por CLAE que o produto apresentava impurezas (apenas 90% de pureza,
determinado por CLAE). Esse composto foi purificado por CLAE-preparativa onde se
pode obter o derivado catidnico com alta pureza (> 99%) e rendimento isolado (global
do processo: sintese e purificacdo por CLAE) de 68% (ver item 3.2.4).

A reacdo em b foi acompanhada por CCD e ndo foi observada a formacgéo do
produto mesmo apds 6 h de reagdo. Esse fato pode ser explicado, pois o Li* deve
catalisar preferencialmente a reacdo de eliminacdo do agente alquilante como mostrado

no esquema 4.20.

| H -base | H
+ Br i < H’ TN
XWT +  base Li* Br\"lr ::5| Br. 'T‘ \/\ﬂ/ + LiX + *Hbase
H N
X :)

produto de eliminagéo

estado de transicdo

Esquema 4.20: Mecanismo de catalise electrofilica do cation Li em reagdes de eliminagéo do tipo E2.

Desse modo, 0 agente alquilante esta sendo consumido nessa reacdo paralela de
eliminacdo e o produto desejado nédo é formado.

Foram estudadas diversas rotas sintéticas para a derivatizacdo da riboflavina.
Durante o desenvolvimento desses processos foram obtidos sete compostos com alto

grau de pureza contendo grupos organicos distintos (figura 4.11).
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Rendimento: 75%°?
Etapas reacionais: 1

Rendimento: 67%?
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Rendimento: 64%?
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Figura 4.11: Compostos sintetizados e purificados com elevada pureza (= 100%).% rendimento isolado

partindo da RF como material de partida.

Com esses sete derivados (e a RF obtida comercialmente) iniciou-se a proxima
etapa do projeto que consistiu na caracterizacdo das propriedades fotoquimicas e

fotofisicas.

4.1.2 - Propriedades fotoquimicas e fotofisicas

A préxima etapa do projeto consistiu na caracterizacdo dos parametros
fotofisicos dos compostos sintetizados. As substancias utilizadas nessa etapa foram
apenas aquelas em que o protocolo sintético foi desenvolvido com éxito resultando em
um composto puro. Esses derivados totalizam sete sintéticos e a prdpria riboflavina,

figura 4.11.
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4.1.2.1 - Espectros UV-visivel e Coeficiente de Extingdo Molar (¢) dos derivados da
riboflavina

Os espectros de absorcdo foram obtidos em distintos solventes ¢ o ¢ foi
determinado através da curva de absorbancia versus concentracdo da flavina. Esses
parametros, tanto para os derivados sintetizados quanto para a prépria riboflavina foram
obtidos em diferentes meios uma vez que ndo ha um solvente Unico capaz de solubilizar
todas estas substancias. A interpretacdo das bandas obtidas no espectro sera discutida
primeiramente para a riboflavina em metanol. Posteriormente discutiremos 0s
deslocamentos nos méximo de absor¢do dos compostos e por Ultimo o coeficiente de
extingdo molar.

O espectro da riboflavina foi realizado em metanol e esta mostrado na figura

4.12.

Ahbs
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Figura 4.12: Espectro de absorcéo da riboflavina em metanol na concentragéo de 5 uM.

Como comentado na introducgdo, o espectro da riboflavina apresenta 4 bandas
caracteristicas com maximos de absorcdo na regido do visivel (azul) em 442 nm; UVA
em 345 nm; e duas na regido do UVC em 267 e 217 nm. Devido a elevada magnitude

no valor do coeficiente de extingdo molar destas 4 bandas (> 10* M™*cm™), se atribui as
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mesmas a transicdes eletronicas do tipo m—w*.**® Os valores nos maximos de absorcéo
da riboflavina em &gua sdo 446, 375, 265 e 220 nm.™* De um modo geral, o espectro da
riboflavina ndo se modifica significantemente quando obtido em solventes de diferentes
polaridades.™® No entanto, como discutido no capitulo introdutdrio, a absorcdo e
emissdo das flavinas sdo profundamente afetados por variagdes no pH em meio
aquoso™* ou existéncia de acidos ou bases em meio organico.'™® Calculos tedricos
foram realizados por Norrestam et al. e predizem, com precisdo, que o estado de
transicdo m—n* de menor energia para a riboflavina em agua estd em torno de 450
nm,"®proximo do valor obtido experimentalmente. Por outro lado, os célculos
utilizados para predizer a posi¢do da banda no UVA do espectro da riboflavina ndo sao

muito acurados.**®

Através de célculos tetricos foi sugerido que essa banda (no UVA)
seria o resultado de sobreposi¢des de transi¢cdes do tipo n—n* (envolvendo os elétrons
ndo ligantes em N-1 da riboflavina) e m—mu*."*" Se observa um deslocamento
batocrémico no maximo de absor¢do da riboflavina no UVA com o aumento da
polaridade do solvente (de metanol (345 nm) para agua (375 nm)). Este deslocamento
no espectro corrobora com o fato de que esta transicdo eletrénica € de natureza n—m *.
O espectro de absorcdo dos compostos TARF, TPRF, TARF-Me, TARF-
Acida e TARF-Ester foram obtidos em DMF (exceto para TPRF que foi realizado

utilizando acetato de etila (AcOEt) como solvente) e estdo representados na figura 3.13.

"3Heelis, P. F. Chem. Soc. Rev.1982, 11, 15.

WDrgssler, P.; Holzer, W.; Penzkofer, A.; Hegemann, P. Chem. Phys.2002, 282, 429.

“5yagi, K.; Ohishi, N.; Nishimoto, K.; Choi, J. D.; Song, P-S.Biochem.1980, 19, 1553.

18(a) Norrestam, R.; Kierkegaard, P.; Stensland, B.; Torbjérnsson, L. Chem. Comm. 1969, 1250. (b)
Grabe, B. Acta Chem. Scand. Ser. A, 1972, 26, 4084. (c) Grabe, B. Acta Chem. Scand. Ser. A,1974, 28,
363.

WEweg, J. K.; Miiller, F.; Van Dam, H.; Terpstra, A.; Oskam, A. J. Am. Chem. Soc.1980, 102, 51.
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Figura 4.13: Espectros de absorgdo dos derivados TARF(12 uM), TARF-Me (10 uM), TARF-Acida
(15 uM), TARF-Ester (5 uM) em DMF e TPRF (5 uM) em acetato de etila.

Analisando a figura 4.13 pode-se inferir que ndo houve uma mudanca
significativa nas regides de méaxima absor¢do dos compostos em relacdo a RF.  Os
espectros de absorcdo dos derivados catidnicos tampouco apresentaram variagoes
significativas como mostrado na figura 4.14.
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Figura 4.14: Espectro de absorc¢do dos derivados catibnicos da riboflavina: a) TARF-Catiénica(5 pM)
em metanol; b) TARF-Catiénica-2(5 uM) em agua.

Na figura 4.14 estd ilustrado o espectro da TARF-Catiénica em metanol e da
TARF-Catidnica-2 em &gua. Como esperado, a funcionalizacdo dessa porcdo da
molécula ndo provocou variagOes significativas no espectro de absor¢do desses
derivados.

Para cada méximo de absorcéo foi determinado o coeficiente de extingdo molar
do composto. Como podemos observar as funcionalizagfes na estrutura da riboflavina

ndo causaram variagdes significativas neste parametro (tabela 4.1)

Tabela 4.1: Comprimento de onda e ¢ relacionado para os maximos de absor¢do de cada derivado da

riboflavina.

Composto Solvente A (nm); € (Mem™) | &, (nm); € M7 em™) | A5 (nm); € (Mem™)
Riboflavina Metanol 442; 10850 345; 9050 267; 33000

TPRF ACcOEt 443; 10781 338; 7852 269; 26766

TARF DMF 444; 12101 342; 8182 272; 31668
TARF-Me DMF 446; 12716 344; 9565 272; 36429
TARF-Ester DMF 445; 10544 340; 7985 271; 31080
TARF-Acida DMF 447; 10297 354; 7388 271; 30069
TARF-Cati6nica Metanol 446; 9485 358; 7231 270; 27400
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TARF-Catidnica-2 | Agua 449; 9866 327, 8242 271, 29617

M, A € Az sdo referentes ao comprimento de onda das trés bandas de menor energia no espectro de
absorcdo.

Analisando a tabela 4.1 pode-se inferir que as transformacgdes quimicas na
molécula da riboflavina, que foram realizadas neste trabalho, ndo afetaram
significativamente os maximos de absor¢do bem como o & dos derivados sintetizados.
Esse resultado € esperado, pois ndo foram introduzidos heterodtomos ou duplas
conjugadas no sistema de anéis isoaloxazina (a introducdo de grupos desta natureza no
sistema de anéis das flavinas provocam varia¢fes energéticas nos orbitais moleculares
dos derivados provocando alteracBes no espectro de absorcdo dos mesmos).™® Estes
resultados sdo considerados positivos uma vez que as funcionalizagbes visam afetar
minimamente estas propriedades, alterando apenas as caracteristicas fisicas do Fs.
Derivados da riboflavina existentes na literatura com variagfes estruturais semelhantes

as realizadas, tampouco sofreram significativas mudancas no espectro de absorcdo. %2

,95¢
4.1.2.2 - Espectro de fluorescéncia e rendimento qudntico (§g)

Como mencionado na introducdo, as flavinas apresentam um tipico espectro de
fluorescéncia de coloracdo amarelo esverdeado (com comprimento de onda maximo de

emissdo (Af) em 520 nm em meio aquoso).'*®* A intensidade e o Ar das flavinas sdo

118(a) Siroska, E.; Khmelinskii, I.; Komasa, A.; Koput, J.; Ferreira, L. F. V.; Herance, J. R.; Bourdelande,
J. L.; Williams, S. L.; Worrall, D. R.; Insinska-Rak, M.; Sikorski, M. Chem. Phys.2005, 314, 239. (b)
Insinska-Rak, M.; Siroska, E.;Bourdelande, J. L.;Khmelinskii, I. V.; Prukala, W.; Dobek, K.; Karolczak,
J.; Machado, I. F.; Ferreira, L. F. V.;Komasa, A.; Worrall, D. R.; Sikorski M. J. Mol Struc.2006, 783,
184.(c) Massey, V. Biochem. Soc. Transec.2000, 28, 283.

19(a) Sikorka, E.; Khmelinskii, I. V.; Prukala, W.; Williams, S. L.; Patel, M.; Worall, D. R.; Bourdelande,
J. L.; Koput, J.; Sikorski, M. J. Phys. Chem A2004, 108, 1501. (b) Fritz, B. J.; Kasai, S.; Matsui, K.
Photochem. Photobiol.1987, 45, 113.

12| nsinska-Rak, M.; Sikorska, E.; Bourdelande, J. L.; Khmelinskii, 1. \VV.; Prukala, W.; Dobek, K.;
Karolczak, J.; Machado, I. F.; Ferreira, L. F. V.; Dulewicz, E.; Komasa, A.; Worrall, D. R.; Kubicki, M.;
Sikorski, M. J. Photochem. Photobiol.A2007, 186, 14.
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afetadas pela polaridade do solvente.'?! Assim como a absorbancia, a emissdo também é
afetada pelo pH no meio aquoso'* e pela existéncia de acidos e bases em meio

15 0 rendimento quéntico de fluorescéncia da RF é 0,26 em solugdo aquosa e

organico.
este valor ndo varia com o comprimento de onda de excitacdo (260-500 nm).*?? Este
fato indica que os derivados flavinicos, ao serem eletronicamente excitados para niveis
energéticos maiores que S; (ou seja Sys1), rapidamente decaem para S; sem sofrer

perdas por emissdo a partir de Sys1; ou ISC de Sps; para Tps1. Os espectros de emissdo

foram realizados em meio aquoso com excitagcdo em 440 nm.
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Figura 4.15: Espectro de fluorescéncia para os derivados da riboflavina obtido por excitacdo em 445 nm,
com fendas de 5 mm em solugéo aquosa contendo 0,05% (v/v) de DMSO (os valores de absorbancia das

amostras foi normalizados para 0,01).

25jlva, E.; Edwards, A. M. Photochemistry of Flavins. In: Flavins Photochemistry and
Photobiology.1. ed. United Kingdom. RSC Publishing.2006, p. 17.1SBN 0-85404-331-4.

122 Eweg, J. K.; Miller, F.; Visser, A. J. W. G.; Veeger, C.; Bebelaar, D.; Voorst, J. D. W. V.; Photochem.
Photobiol.1979, 30, 463.
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Analisando a figura 4.15, observamos a fluorescéncia tipica de flavinas em
aproximadamente 525 nm referente a transicdo S; — So. Pode-se inferir através destes
resultados que ndo houve mudancas significativas no comprimento de onda méximo de
fluorescéncia dos derivados em comparacdo a riboflavina. Esses valores podem ser

melhor visualizados na tabela 4.2.

Tabela 4.2; Maximo de fluorescéncia dos derivados da riboflavina em meio aquoso (excitacdo em 445

nm).
Composto Ae (Nnm)
Riboflavina 527
TARF 525
TARF-Me 524
TARF-Ester 524
TARF-Acida 522
TARF-Catidnica 526
TARF-Catibdnica-2 523

Como podemos observar, apés a funcionalizacdo da riboflavina, o0 maximo de
emissdo no espectro de fluorescéncia dos compostos ndo sofreram significativas

mudancas. Estes valores estédo de acordo com o os dados encontrados na literatura para

c

os derivados com estruturas quimicas semelhantes.™ Foram efetuados estudos

quantitativos de rendimento quantico de fluorescéncia de alguns dos derivados
sintetizados. Estes valores foram obtidos através da comparagdo direta com a emissdo

123

da riboflavina em metanol (¢r = 0,39),° na mesma intensidade de absrocdo, e

excitacdo em 445 nm.

BDrossler, P.; Holzer, W.; Penzkofer, A.; Hegemann, P. Chem. Phys.2003, 286, 409.
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Tabela 4.3: Rendimento quéantico de fluorescéncia de derivados da RF em solucdo metandlica com

absorbancia de 0,01 (excitacdo em 445 nm, fendas de 5 mm).

Composto oF (£ 0,05)
Riboflavina 0,39
TARF 0,46
TARF-Me 0,12
TARF-Catidnica 0,41
TARF-Catibdnica-2 0,42

Os valores obtidos para a TARF-Catibnica (¢ = 0,41) e TARF-Catibnica-2
(b = 0,42) ndo variaram significativamente quando comparada a RF. No caso do
derivado TARF observou-se um pequeno aumento na eficiéncia da fluorescéncia (¢f =
0,46). O composto TARF-Me apresentou um rendimento quantico de fluorescéncia
inferior ao da riboflavina (¢¢ = 0,12). Os dados de rendimento quéntico de fluorescéncia
reportado por Insinska-Rak et al. para a TARF-Me em metanol é 0,09.%° Os autores
deste trabalho atribuem esta baixa eficiéncia de emissdo devido a interacdes especificas
do solvente (metanol) no estado excitado singlete deste derivado. Sabe-se que o ¢F da
riboflavina é fortemente afetado pela natureza do solvente, principalmente pela
polaridade do mesmo. De fato, o rendimento quéntico de fluorescéncia da riboflavina

varia de 0,26 em 4gua para 0,47 em acetonirila.***

4.1.2.3 - Geragao e rendimento quantico de oxigénio singlete (¢,)

A eficiéncia na producdo de oxigénio singlete (*O.) foi determinada para todos
os derivados sintetizados comparando a intensidade de fosforescéncia do 'O, (gerado
por fotossensibilizacdo das flavinas) com um Fs-padrdo de ¢, conhecido. Foi tomada

como referéncia a substancia fenalenona devido a sua elevada eficiéncia na producdo de

128y/jsser, A. J. W. G.; Miiller, F. Helv.Chim.Acta 1979, 62, 593.
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10, e a pequena variacdo que esse valor de ¢, sofre em relagéo ao solvente utilizado.'®

Os estudos comparativos foram conduzidos por excitacdo das amostras (flavinas e
fenalenona) nas mesmas condi¢des experimentais (laser, densidade dptica, solvente e
abertura de fendas). Realizaram-se os experimentos em metanol para todos os derivados
exceto para a TPRF cujo transiente foi obtido em cloroférmio. O oxigénio singlete
produzido foi detectado através de sua fosforescéncia (em aproximadamente 1270 nm)
resolvida no tempo.

Primeiramente, realizou-se um experimento de fotossensibilizagcdo de oxigénio

singlete através da fenalenona em metanol (figura 4.16).
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Figura 4.16: Transiente de decaimento da emisséo do *0, em 1270 nm fotossensibilizado pela fenalenona
em solugdo metandlica (Abs = 0,01). Obtido por excitagdo em 355 nm com 2,2 mJd/pulso, 10

pulsos/segundos.

125gchmidt, R.; Tanielian, C.; Dunsbach, R.; Wolff, C. J. Photochem.Photobiol. A. 1994, 79, 11.
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Podemos observar o decaimento tipico do oxigénio singlete gerado pela
fenalenona. De acordo com o ajuste exponencial da curva apresentada, o tempo de vida
de aproximadamente 10000 ns ou 10 ps foi calculado. Este valor estd de acordo com o
tempo de vida esperado para o ‘O, em metanol.’*® A intensidade de fosforescéncia da
espécie 'O, foi atenuada através da diluicdo da amostra contendo a fenalenona de modo
a determinar a concentracdo ideal para conduzir 0s experimentos de ¢,. Foi escolhida a
concentracdo referente a absorbancia de 0,1 para realizar os estudos comparativos de
producdo de 'O, dos derivados flavinicos e da fenalenona. A titulo de exemplo, o
espectro de emissdo do 'O, resolvido no tempo fotossensibilizado pela TARF-

Catidnica-2 esta apresentado na figura 4.17.

2000

Volts

Figura 4.17: Espectro de emisséo do "0, a 1270 nm resolvido no tempo, fotossensibilizado pela TARF-
Catibnica-2 em solucdo metandlica. Obtido por excitagdo em 355 nm com 2,2 mJd/pulso, 10
pulsos/segundos.

Nota-se que hd um aumento de emissdo na regidao em 1270 nm e essa emissao
decai com o tempo de vida (10 ps) esperado para o oxigénio singlete em metanol (figura

4.17. A relacdo entre as integrais obtidas sdo diretamente proporcionais a relacdo entre
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os rendimentos quanticos de producdo de oxigéncio singlete (¢p,), € esses valores estéo
representados na tabela 4.4.

Tabela 4.4: Rendimento quantico de producdo de ‘O, fotossensibilizado pelos derivados da riboflavina

em metanol.
Composto o4 (£ 0,05)
Riboflavina 0,50
TARF 0,46
TPRF? 0,35
TARF-Me 0,58
TARF-Ester 0,52
TARF-Acida 0,24
TARF-Catidnica 0,53
TARF-Catibnica-2 0,54
Fenalenona® 0,97

& experimento realizado em cloroférmio.

b ¢, da fenalenona obtido da referéncia 125 e 126. ¢, = 0,97 + 0,05 em metanol e cloroférmio.

Dentro do erro experimental podemos afirmar que ndo houve grandes
mundangas nos valores de ¢, entre 0s compostos sintetizados exceto para a TPRF e
TARF-Acida. No caso da TPRF, as analises foram realizadas em cloroférmio. Os
decaimentos seguiram o perfil esperado com o tempo de vida de *Oxcalculado de 200 ps
(tempo de vida esperado para este solvente).'® Para a TPRF foi observado uma
diminuig¢do no ¢,. Acredita-se que por ser uma molécula com uma estrutura quimica
muito maior que a da riboflavina, a TPRF tem mais canais de desativacdo dos estados
excitados singletes e tripletes por decaimentos ndo-radioativos (Xk, TPRF> XKk, RF,
onde K, = constante de decaimento ndo-radioativo). Este efeito parece estar aumentado

para a TARF-Acida. Os valores de ¢, obtidos para a TARF-Me e para a propria RFem

6Machado, A. E. H.; Miranda, J. A.; Oliveira-Campos, A. M. F.; Severino, D.; Nicodemc, D. E. J.
Photochem. Photobiol. A.2001, 146, 75.
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metanol estdo de acordo com os dados da literatura (0,61%° e 0,51''%* respectivamente).
De um modo geral, as funcionalizagdes nos grupos hidroxilas da cadeia ribitil da
riboflavina e no N-3 do sistema de anéis isoloaxazinas ndo afetaram significativamente

as propriedades fotofisicas dos derivados sintetizados.

4.1.3 Avaliacéo do coeficiente de particdo n-octanol/agua

A afinidade de fotossensibilizadores por células pode ser estimada pelo
coeficiente de particdo (P), ou seja, pela razdo da concentragcdo de um composto em um
sistema bifasico n-octanol/agua.’?” E conhecido que a particdo de um composto em n-
octanol/agua imita o comportamento do mesmo no sistema dgua/membrana celular. O
parametro P é muitas vezes representado pela sua fungdo logaritmica (log P = log
[FSlorg/[FS]aq) € dependendo da natureza do analito, o valor de P pode variar com o pH
do meio. Devido aos grupos protonaveis e desprotonaveis existente nas flavinas, é de se
esperar diferentes valores de P para estes compostos em relacdo ao pH. No entanto,
como todos os experimentos em células foram feitos em meios aquoso tamponado este
parametro foi calculado apenas no pH utilizado nos estudos (pH = 6,7; solucéo salina de
Hanks). Este experimento foi realizado comparando & fluorescéncia das amostras antes
e depois da particdo com a fase organica, de acordo com a literatura'®®, e o resultado

esta resumido na tabela 4.5.

12 a0, A.; Hansch, C.; Elkins, D. Chem. Rev.1971, 71, 525.
128 Kessel, D. Photochem. Photobiol.1989, 49, 447.
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Tabela 4.5: Coeficiente de particdo (P) n-octanol/tampéo de Hanks para os derivados da riboflavina.

Composto P n-octanol /tampéo de Hanks logP
(pH=6,7)

Riboflavina 0,08 -1,10
TARF 1,28 +0,11
TPRF 10,80 +1,03

TARF-Me 2,28 +0,36

TARF-Ester 3,64 +0,56

TARF-Acida 0,05 -1,30
TARF-Catidnica 0,01 -2,00
TARF-Catibdnica-2 0,01 -2,00

Avaliando a tabela 4.5 podemos inferir que as funcionaliza¢gdes na molécula da
riboflavina modificaram consideravelmente o valor de P dos derivados e esse resultado
segue a mesma tendéncia dos dados existentes na literatura para os derivados

semelhantes.®*

As transformagdes dos grupos alcodis em ésteres, levaram a formacéo
de compostos mais lipofilicos. Além disso, comparando o valor de P entre a TARF e 0s
derivados TARF-Me e TARF-Ester, observa-se que a alquilacio do N-3 aumenta
também o valor de P. Os dados obtidos para os derivados alquilados TARF-Catibnica,
TARF-Cationica-2, e TARF-Acida mostram que estes compostos sdo mais
hidrofilicos que a riboflavina.

E importante mencionar que P mede a tendéncia de um determinado composto
migrar da dgua para um meio que tem propriedade similar a da membrana (n-octanol).
No entanto, este parametro € ineficiente para medir interacGes especificas entre o Fs e as

membranas das células. Estas interagdes especificas resultam de propriedades do

composto tais como anfifilicidade, grupos funcionais e existéncias de cargas (positivas
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ou negativas) no Fs.'?® Devido a estas interagdes especificas, é particularmente esperado
que os derivados catibnicos apresentem grande afinidade por células mesmo
apresentando um baixo valor de P. Isso ocorre, pois membranas biol6gicas s&o
geralmente carregadas negativamente, de tal forma que a carga positiva destes derivados

favorecem as interacdes eletrostaticas com as membranas.**°

4.1.4 - Atividade fotodindmica dos derivados da riboflavina para uso no
tratamento de leishmaniose

O estudo comparativo in vitro da atividade fotodinamica dos Fs derivados da
riboflavina foi realizado através da morte celular fotoinduzida de promastigotas de
Leishmania major na presencga de luz azul. O dispositivo de irradiagdo utilizado no
estudo de morte celular fotoinduzida das células foi desenvolvido pela “Oficina de

Assisténcia a Pesquisa” da Universidade Complutense de Madri (figura 4.18).

Figura 4.18: lluminador produzido para irradiar células em placa de cultura de 96 pocos. O dispositivo

contém 96 LEDs (470 nm) acoplados a uma placa de aluminio.

129 Engelmann, F. M.; Mayer, I.; Gabrielli, D. S.; Toma, H. E.; Kowaltowski, A. J.; Araki, K.; Baptista,
M. S. J. Bioenerg. Biomembr.2007, 39, 175.

130T ossi, A.; Benedetti, F.; Norbedo, S.; Skrbec, D.; Berti, F.; Romeo, D. Bioorg.Med. Chem.2003, 11,
4719.
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Como podemos ver na figura 4.18 para cada po¢o hd um LED correspondente. A
densidade do fluxo foténico transmitido através dos pocos foi calculado por
actinometria quimica.**

Actinometria refere-se a medida da quantidade de luz que passa por um sistema
com uma determinada geometria. Existem basicamente dois tipos de actinometria: uma
chamada radiometria, que usa um dispositivo fisico para medir a quantidade de luz
(como por exemplo, uma fotomultiplicadora ou fotodiodo); e outra chamada
actinometria quimica, que mede a quantidade de luz que atravessa um sistema atraves

131 Virtualmente todas

de uma reacgdo fotoquimica com rendimento quantico conhecido.
as reagdes fotoquimicas com um rendimento quéntico conhecido podem ser usadas
como actinometros quimicos. No entanto, ha certas propriedades quimicas necessarias
para que um composto seja um bom candidato para esta finalidade. Como por exemplo,
podemos mencionar que um bom actinometro deve apresentar elevada fotoestabilidade;
rendimento quantico independente da regido de excitacdo, temperatura e concentragao;
e 0s numeros de moléculas foto-transformadas devem ser analisados por um método

rapido e conveniente (como por espectrometria).'*

Um composto com estas
caracteristicas e muito utilizado em actinometria é o aberchrome 540.1® Esta substancia
reage de forma reversivel por fotociclizacdo (A(E)SC) como mostrado no esquema

4.21.

31 Kuhn, J.; Braslavsky, E. E.; Schmidt, R. Pure Appl. Chem.2004, 76, 2105.

32Montalti, M. et al.Chemical Actinometry. In: Handbook of Photochemistry. 3 ed. New York. CRC
Taylor & Francis.2006, p. 608.ISBN 2005051416.

133Uhlmann, E.; Gauglitz, G. J. Photochem.Photobiol. A. 1996, 98, 45.
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Esquema 4.21: Ciclizacio fotoquimica do aberchrome 540.%*

Na presenca de luz azul ocorre a abertura do anel da substancia C, levando a
formacédo de A e conseqientemente ha uma diminuic¢do na intensidade da cor vermelha
da amostra em solucéo.

O experimento de actinometria foi realizado utilizando aberchrome 540 e
consistiu em determinar a diminui¢cdo da coloragdo da amostra em 490 nm (por
espectrometria de absorcdo), de acordo com o tempo de iluminagdo. Essa variacdo foi
determinada durante os primeiros 15 segundos de irradiacdo (AAbssgo = 0,207 em 15 s).
Atraveés dos dados existentes na literatura de rendimento quantico da reagdo fotoquimica

132

(6= 0,07 no comprimento de onda de irradiagdo de 470 nm), e do coeficiente de

132

extincdo molar do composto C (8038 M™*cm™),**? o fluxo fotdnico calculado foi de 64,5

JmZs™

A atividade fotodinamica dos derivados da riboflavina foi testada em parasitas
promastigotas de Leishmana major usando o LED azul descrito anteriormente
(densidade fotdnica de aproximadamente 65 J m™? s®) como fonte luminosa. Os
derivados foram adicionados ao meio de cultura das promastigotas, incorporados por 30
minutos, irradiados (30 minutos) e incubados no escuro por diferentes periodos até a
determinacéo da viabilidade celular pelo método MTT*** ser realizada. O composto

TPRF néo foi utilizado neste estudo, pois esta substancia precipita mediante adi¢do ao

meio de cultura. Para utilizar este composto em estudos semelhantes é necessaria sua

137



incorporagdo prévia em vesiculas. Utilizando os Fs na concentracdo de 12 pM e tempo

de irradiacdo de 30 minutos avaliou-se a viabilidade dos parasitas apds a irradiagéo.

1,2
1
0,8
0,6
0,4 M Escuro
M Irradiado

0,2

Figura 4.19: Porcentagem da viabilidade celular (x 2%) de promastigotas de Leishmania major
determinado pelo método MTT.*** Barras azuis representam a viabilidade celular de promastigotos
incubados por 4 h com os Fs no escuro. Barras vermelhas representam a viabilidade celular de
promastigotos ap6s 30 minutos de incubacdo com os Fs, seguido de 30 minutos de iluminagdo sob luz
azul (470 nm; 65 J m? s™) e mais 3 h de incubagio no escuro. Concentragdo de Fs de 12 uM. Células por
poco de 2,4.10° Controle indica auséncia de Fs. As porcentagens de viabilidade celular mostradas sio a

média de trés ensaios.

Nestas condi¢Ges, todos o0s compostos testados apresentaram atividade
fotodindmica sendo que todos os derivados apresentaram melhor atividade do que a
riboflavina. Como esperado, por serem derivados de um composto enddgeno, a
toxicidade no escuro foi baixa para todos os Fs. Apos a irradiacdo, observa-se que 0S
pogos contendo a riboflavina estavam transparentes indicando a fotodegradacéo do Fs.
Para todos os derivados estudados as solucdes apés irradiacdo continuavam laranjadas

indicando qualitativamente que esses compostos sao mais fotoestaveis que a RF.

13 Mosmann, T. J. Immunol. Methods1983, 65, 55.
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A TARF-Ester foi o derivado que apresentou maior atividade fotodinamica,
promovendo a diminuicdo na viabilidade celular de 70% (método MTT).™*
Considerando o elevado coeficiente de particdo P deste composto, acredita-se que este
derivado apresenta maior afinidade (comparado com os outros Fs) pela membrana
celular da leishmaniose, conferindo assim uma maior atividade frente & morte celular
fotoinduzida. Um estudo mais detalhado de fototoxidade foi realizado utilizando os Fs
nas mesmas condic¢Bes, no entanto em variadas concentragdes. Através da curva dose-
resposta, calculado de acordo com a literatura, obteve-se o valor de CEsy (concentragdo

efetiva 50%) de cada substancia na presenca de luz azul e no escuro.'*

Tabela 4.6. Toxicidade (CEsg) contra promastigotas de Leishmania major na presenca de luz e no escuro

ap6s 3 horas de irradiacdo (470 nm; 65J m?s™).2

Composto (P) Fototoxicidade Toxicidade no escuro
CEso (uM) CEs (MM £ 2)

RF(0,08) 14+1 > 100
TARF(1,28) 33+0,7 > 100
TARF-Catidnica(0,01) 74+05 > 100
TARF-Catidnica-2(0,01) 83+1 > 100
TARF-Me(2,28) 48+1 > 100
TARF-Ester(3,64) 35+05 > 100
TARF-Acida(0,05) 73+1 > 100

# condigBes experimentais ver item 3.2.18.

Analisando a tabela 4.6 pode-se observar que para todos 0os compostos estudados
a toxicidade no escuro é pequena (> 100 uM) e independe do valor de partigdo n-

octanol / 4gua (P). Levando em consideracao o erro experimental das analises (£ 2uM)

5patneau, D. K.; Mayer, M. L.J. Neurosci.1990, 10, 2385.
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pode-se inferir que ha uma correlagdo entre o valor de P e a fototoxicidade.
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Figura 4.20: Comparacgdo dos valores de CEsq(uM) (fototoxicidadecontra promastigotas de Leishmania

major) dos derivados da riboflavina.

Através da figura 4.20, pode-se observar o aumento da fototoxicidade conforme
o log P do Fs aumenta, ou seja, a lipofilicidade do derivado aumenta. A partir desse fato
pode-se inferir que a afinidade do Fs pela célula apresenta um papel importante na
morte celular foto induzida das promastigotas.

A fim de se obter mais informacdes sobre o processo de morte das promastigotas
foi realizado um estudo de inibicdo da proliferacdo apds o tratamento com os Fs e luz. O
experimento € muito semelhante ao anterior, no entanto, as analises de MTT foram
realizadas 72 h depois da irradiacdo com luz. Esse experimento foi realizado para saber
se 0 dano causado por fotossensibilizacdo é irreversivel ou se as promastigotas podem

se recuperar do dano apés a iluminacéo.
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Tabela 4.7: Inibicdo da proliferacdo de promastigotas de Leishmania major (CEsy) na presenca de luz e

no escuro ap6s 72 horas de irradiacdo (470 nm; 65 J m?s?).2

Composto (P) Inibicdo da proliferacdo Inibicdo da proliferacdo
iluminado No escuro
CEso (UM) CEs (WM £ 2)
RF(0,08) 49+2 > 100
TARF(1,28) 16 + 2 > 100
TARF-Cationica(0,01) 12+1 > 100
TARF-Catidnica-2(0,01) 24 +72 > 100
TARF-Me(2,28) 14+0,5 > 100
TARF-Ester(3,64) 52+0,4 > 100
TARF-Acida(0,05) 15+1 > 100

# condigGes experimentais ver item 3.2.18.

Note na tabela 4.7 que os dados obtidos mostram que os derivados estudados
ndo inibem significativamente a proliferacdo das promastigotas no escuro. Na presenca
de luz, o composto com maior valor de P, TARF-Ester, foi 0 que mostrou maior
atividade na inibicdo de proliferacdo, apos irradiacdo, apresentando um valor muito
proximo ao obtido anteriormente no estudo de fototoxicidade (CEsp = 5,2 ¢ 3,5 uM
respectivamente), sugerindo que nesse caso o dano causado € irreversivel. Nota-se que
h& uma correlacédo entre o valor de P e a eficiéncia na morte celular fotoinduzida como

mostrado na figura 4.21.
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Figura 4.21: Comparagdo dos valores de CEsy (uM) (inibi¢do da proliferacdode promastigotas de

Leishmania major na presenca de luz) dos derivados da riboflavina.

Cabe mencionar também que a TARF-Catidnicae a TARF-Acida conferiram
elevada atividade fotodinamica mesmo com o baixo valor de P para estes derivados.
Inferi-se que estes compostos apresentam interacGes secundarias com as células devido
aos grupos funcionais existentes na molécula (sal de aménio quaternério e funcdo acido
carboxilico). Em todos os casos, exceto para a TARF-Ester, o CEsy da inibicdo da
proliferacdo foram de duas a trés vezes maiores que 0 CEsg, de fototoxicidade. Este fato
indica que, de forma geral, as promastigotas tendem a se recuperar dos danos causados.
Dados preliminares, ndo reportados nesta tese, mostraram que estes derivados da
riboflavina carregados positivamente ndo entram eficientemente em células
eucaridticas. Nestes casos sera necessario utilizar sistemas especificos de entrega
intracelular.

Foi mostrado que a aplicacdo dos derivados da riboflavina como Fs no
tratamento de leishmaniose é promissora, principalmente porque estes compostos

apresentam baixa toxicidade no escuro. No entanto acredita-se que para melhorar a

eficiéncia na morte celular fotoinduzida desses compostos é preciso aumentar a taxa de
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incorporagdo dos mesmos em células. Uma estratégia que poderia ser utilizada com esta
finalidade € a veiculacdo dos Fs em vesiculas sintéticas.

Sabendo que as flavinas estdo envolvidas em processos fotodindmicos tanto por

136 136

mecanismo tipo | (espécies radicalares)**® quanto tipo I (*0,)**®, imagina-se que ambos
0s mecanismos devem ser responsaveis pelos danos na células das promastigotas. A fim
de pesquisar com mais detalhes a natureza deste dano, faz-se necessario estudos mais
direcionados sobre o mecanismo de morte celular fotoinduzida, com adicdo de
scavengers de ROSs e de oxigénio singlete ao meio de cultura. Estes experimentos seréo

realizados futuramente.

4.2- SENSORES DE ANTIMONIO BASEADOS EM COMPLEXOS DE
RUTENIO (I1) POLIAZAAROMATICOS

Neste item serdo apresentadas as metodologias utilizadas para sintetizar
complexos de Ru (II) com a finalidade de serem aplicados como sensores
luminescentes. Serdo também discutidas as estratégias sintéticas para se obter ligantes
capazes de interagir com Sb e os resultados preliminares de luminescéncia do complexo
sintetizado [Ru(bpz),(bitiofeno-imidazo-fen)]** na presenca de SbCls e tartarato de

antimonio e potéssio em solvente organico e aquoso.

4.2.1- Sintese de ligantes e complexos de Ru (I1)

Como discutido na introducédo, a estratégia para se obter sensores capazes de
detectar antimonio consiste na introducdo de um ligante (contendo grupos quelantes) a
um complexo heteroléptico de Ru (II). Complexos de Ru (II) contendo ligantes 2,2’-

bipirazina (bpz) apresentam elevado potencial redox no estado excitado quando

1% Edwards, A. M.; Silva, E.; Jofré, B.; Becker, M. I.; De loannes, A. E. J. Photochem. Photobiol.
B.1994, 24, 179.
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comparado aos analogos contendo 2-2’-pipiridina (bip).”"**" Esse fato faz com que as
propriedades luminescentes dos complexos de Ru (llI) contendo ligantes bpz sejam
bastante susceptiveis as variaces do meio externo. O antiménio € um semimetal
tiofilico, ou seja, apresenta afinidade por enxofre.! Portanto, hipotetizou-se que a
unidade receptora desta espécie deveria apresentar grupos quimicos derivados do
enxofre, como por exemplo, di-tiois vicinais e bitiofenos. Sendo assim, foi proposta a
retro-sintese do complexo heteroléptico contendo bpz e derivados da fenantrolina

mostrada no esquema 4.22.

N
. [Nj&ll\l: [:j/u

N

agente quelante

agente quelante

o) S SR
HO SH
How ou | / \ | ou /\A
S-¢ SH

acido tioctico bitiofeno BAL

Esquema 4.22: Analise retro-sintética de sensores luminescéntes baseados em complexos de Ru (II)

poliazaaromaticos contendo enxofre que podem servir como agentes receptores de antimonio.

37(a) Crutchley, R. J.; Kress, N.; Lever, A. B. P.; J. Am. Chem. Soc.1983, 105, 1170. (b) Thanasekaran,
P.; Rajagopal, S.; SSrinivasan, C. J. Photchem.Photobiol. A.1999, 120. 181.
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A sintese do sensor consiste em duas etapas principais: a obtencdo do complexo
bis-Ru(bpz),Cl, e a sintese do ligante que apresenta grupos funcionais receptores de
antimonio. Neste item serdo apresentados o0s métodos sintéticos de todos os
intermediérios envolvidos na preparagdo do sensor, incluindo as tentativas que nao

obtiveram éxito.

4.2.1.1 Sintese da 2,2 -bipirazina
O ligante 2,2’-bipirazina (bpz) foi sintetizado de acordo com métodos ja
descritos na literatura, que utilizam a 2-cloropirazina como material de partida na

presenca de catalisador de paladio.'*®

v

_PdOA, | N KON, PdCl,
)\ [ j/ “n-Bu;NBr [ X
I-PraEtN / eliminagiio
+ Ppd?* i-propanol redutiva
Tolueno
l 105 °C
pd® + Cl,
Cpd |_H
)\ )\*,\'I/J\ + pgo migra um cloro
K adicdo oxidativa para o Pd

ﬁN Pd Cl
Pd—Cl
( T T ]
N
cl
T’]
Esquema 4.23: Sinteseda 2,2’-bipirazina e mecanismo da reacdo de acoplamento da 2-cloropirazina

catalisada por palédio.

Essa metodologia consiste na formacdo in situ da espécie de paladio catalitica
(Pd%) através da reacdo com a amina utilizada (i-Pr,EtN). Apés a formagdo do Pd°
ocorre a adi¢do oxidativa ao cloreto de arila seguido do acoplamento com uma molécula
de 2-cloropirazina (possivelmente por um mecanismo concertado). O intermediario

diarila formado recupera a aromaticidade através da migracdo de um cloreto ao palédio,

138(a) Boully, L.; Darabantu, M.; Turck, A.; PI&, N. J. Heterocyclic Chem.2005, 42, 1423. (b) Lafferty, J.
J.; Case, F. H. J. Org. Chem.1967, 32, 1501.
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formando PdCl, e a 2,2’-bipirazina. O cloreto de paladio formado sofre eliminacéo
redutiva produzindo Cl, e a espécie Pd® que entra novamente no ciclo catalitico da
reacdo. O produto puro foi obtido atraves de purificado por coluna cromatografica. A
caracterizacéo estrutural desse composto foi realizada por RMN de *H. Os sinais em
9,54 e 8,60 ppm com integrais de 2 e 4 hidrogénios (respectivamente) corroboram com
os dados descritos na literatura para esta substancia.’*® Seguindo esta metodologia o

ligante foi obtido com 20% de rendimento isolado.

4.2.1.2 Sintese do complexo cis-bis(bipirazina)(cloro) ruténio (I1)

A sintese do complexo Ru (1) cis-bis(bipirazina) foi realiza adaptando o método

descrito na literatura por Crutchley et al.**

| .
RuCI3.nH20+ 2. N\ >~ _N IE)I'\CAIF K/ N/l”".R‘u.\“\\\ N
[
N

Esquema 4.24: Sintese do complexo Ru (I1) cis-bis(bipirazina).

A sintese consiste na adi¢do do ligante e do cloreto de Ru (I11) na estequiometria
adequada (2:1) em solvente organico. O DMF, além de solvente, é utilizado para
promover a reducdo de Ru (1) para Ru (1) e o cloreto de litio é adicionado para

minimizar a possivel formacdo do subproduto tris-complexo [Ru(bpz)sCl;]. Apos a

39Crutchley, R. J.; Lever, A. B. P.; Poggi, A. Inorg.Chem.1983, 22, 2647.
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reacdo, o produto foi purificado por recristalizacdo em DMF e acetona, levando a
obtencdo de um sélido roxo que foi caracterizado por espectroscopia de absorcéo.** A
caracterizacdo foi realizada por espectroscopia no UV-Vis onde pode-se observar as
bandas de absorbancia tipicas desse composto em 510 e 400 nm.**°0 produto foi obtido

com rendimento quantitativo.

4.2.1.3 Tentativa de conjugar o acido tiéctico com ligantes derivados do fen e bip
Devido a existéncia do grupo funcional carboxila (ver esquema 4.25), prop06s-se
a introducdo do &cido tidctico no ligante através da sua reacdo com a 5-amino-1,10-
fenantrolina (NH,-fen). A reacdo da NH,-fen com grupos carboxilas estd descrita na
literatura e geralmente faz uso de grupos ativadores como DCC, CDI e reagentes como
SOClI,, entre outros.** De maneira analoga a esses protocolos, foram testadas as

metodologias mostradas no esquema 4.25.

SOCl,
0]
(0] S-S
CcDI NH
HO
+ S—g —
acido tioctico DCC 7/

\ —N \N/

produto ndo obtido

CDI: 1,1'-Carbonildiimidazol
DCC: N,N'-Diciclohexilcarbodiimida

Esquema 4.25: Grupos ativadores utilizados na tentativa de conjugar a NH,-fen com o &cido tidctico.

A reacdo que fez uso de SOCI, foi realizada em DMF onde se observou a
degradacdo do &cido tidctico e a recuperacdo da NH,-fen sem sofrer reacdes. As

metodologias que utilizaram CDI e DCC foram testadas em metanol, acetonitrila e

¥OCrutchley, R. J.; Lever, A. B. P., Inorg.Chem.1982, 21, 2276.

(@) Villien, M.; Deroo, S.; Gicquel, E.; Defrancg, E.; Moucheron, C.; Mesmaeker, A. K-D.; Dumy, P.
Tetrahedron2007, 63, 11299. (b) Batey, H. D.; Whitwood, A. C.; Duhme-Klair, A-K. Inorg.Chem.2007,
46, 6516. (c) Petrat, F.; Weisheit, D.; Lensen, M.; Groot, H.; Sustmann, R.; Rauen, U. Biochem. J.2002,
362, 137. Ramiro, P.; Fresnadillo, D. G.; Orellana, G. Tetrahedron2005, 61, 9478.
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DMF a temperatura ambiente, mas em nenhum dos casos foi observado a formacéo de
um possivel derivado da NH,-fen. A baixa reatividade desse composto nas reacdes que
fizeram uso de CDI e DCC pode ser explicada pela existéncia de um segundo grupo
nucleofilico na molécula. Dessa forma, o grupo da molécula que ataca a carbonila do
composto tiéctico ativado com CDI ou DCC €é o nitrogénio piridineo. Esse ataque
levaria a formagdo de um intermediario que é, provavelmente, instdvel e logo

hidrolisado, regenerando os materiais de partida.

Figura 4.22: Possivel intermediério formado na reagdo entre a NH,-fen e o 4cido tidctico.

Esse possivel intermediario, porém, ndo foi detectado por CCD. Devido a esse
carater nucleofilico dos nitrogénios do anel piridina da NH,-fen, buscou-se uma nova
metodologia sintética que faz uso do derivado tidctico contendo um grupo hidrazida.
Nesse caso, 0 grupo nucleofilico esta localizado no derivado tidctico. A sintese desse
novo derivado tidctico, bem como, a tentativa de conjuga-lo com o ligante di-carbdxi-

bip estdo mostradas no esquema 4.26.
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acido tioctico hidrazida tioctica
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Esquema 4.26: a) Sintese do composto hidrazida tidctica; b) tentativa de conjugar a hidrazida ti6ctica
com o ligante di-carbéxi-bip.

A sintese da hidrazida foi adaptada da metodologia utilizada por Koufaki et
al.™* Os autores desse trabalho sintetizaram a hidrazida através da transformacéo do
acido tiéctico em cloreto acido, seguido da reacdo com hidrazina hidratada. No nosso
caso, para sintetizar esse derivado, utilizamos o acido tidctico na presenca do ativador
CDI, seguido da adicdo do nucledfilo hidrazina em THF (ver item 3.3.21). A
purificacdo desse composto foi eficientemente realizada por coluna cromatografica. A
caracterizagdo dessa susbtancia foi realizada por RMN de *H onde se pode observar os
sinais entre 3,50 e 1,33 ppm referente a cadeia alifatica do derivado tioctico, de acordo
com o descrito na literatura.’** O derivado hidrazida tidctica foi obtido com 67% de
rendimento isolado.

Com essa hidrazida, tentou-se sintetizar o ligante mostrados na figura 4.26 b. As
sinteses foram acompanhadas por CCD e ndo foi observada a formacéo de um possivel

produto, mesmo apds 24 h de reacao.

12K oufaki, M.; Kiziridi, C.; Alexi, X.; Alexis, M. N. Bioorg.Med. Chem.2009, 17, 6432.
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Ao longo do tempo reacional, foi observada a formagéo de um precipitado que
atribuimos ser produto de polimerizagdo do derivado tidctico. Derivados tiocticos sdo
conhecidos por sua instabilidade térmica e fotoquimica por polimerizagdo.'*®

A baixa reatividade da 5-amino-fenantrolina e a instabilidade do &cido tioctico
foram os motivos que culminaram no insucesso da metodologia de conjugar os dois
compostos. Com a finalidade de se obter derivados contendo grupos capazes de quelar

com Sh testou-se a sintese de ligantes contendo grupos di-tiol vicinal.

4.2.1.4 Tentativa de introduzir grupos di-tiol-vicinal em ligantes derivados da
fenantrolina

Foram estudadas metodologias para introduzir a molécula BAL (do inglés,
british anti lewisite, (RS)-2,3-dimercapto-propanol), que apresenta um grupo di-tiol
vicinal, no ligante 5,6-epoxi-5,6-dihidro-[1,10]-fenantrolina (epoxi-fen). Reacbes de
abertura do grupo epoxido desse ligante com diferentes nucledfilos sdo conhecidas na
literatura.*** Baseados nesses artigos, foram propostas as metodologias de abertura do

epoxido com o BAL-protegido mostradas no esquema 4.27.

1) NaH

AN 2) t-BUOK
3_\ ' = o : ®
N 3) LDA Z
>~ oH LN —a N

4) HyS0, =N
—A’ mistura complexa de subprodutos

BAL-protegido epoxi-fen

Esquema 4.27: Tentativas de conjugar o composto BAL-protegido com a epdxi-fen.

143 (@) Wagner, A. F.; Walton, E.; Boxer, G. E.; Pruss, M. P.; Holly, F. W.; Folkers, K. J. Am. Chem.
Soc.1956, 78, 5079. (b) Kofuji, K.; Nakamura, M.; Isobe, T.; Murata, Y.; Kawashima, S. Food
Chem.2008, 109, 167.

144(a) Shen, Y.; Sullivan, P. Inorg. Chem.1995, 34, 6235. (b) Sanfilippo, C.; Nicolosi, G. Tetrahedron:
Asymm.2008, 19, 2171. (c) Sanfilippo, C.; Nicolosi, G. Tetrahedron: Asymm.2007, 18, 1828. (d)
Schoffers, E.; Kohler, L. Tetrahedron: Asymm.2009, 20, 1879.
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As tentativas de sinteses mostradas no esquema 4.27 foram acompanhadas por
CCD por um periodo de até 24 h. A reacdo 4, em meio 4cido, ndo mostrou a formacéo
de produtos. As reagdes realizadas na presenca de base (1, 2 e 3), quando analisadas por
CCD apo6s 3 h, mostravam a formacdo de sete manchas. Esse resultado mostrou que
essas metodologias sdo pouco atrativas, pois possivelmente apresentaria baixo
rendimento. Dessa forma, foi proposta uma rota alternativa para se obter um ligante
contendo uma funcéo orgéanica di-tiol-vicinal.

Diversos grupos nucleofilicos de enxofre sdo descritos na literatura para
sintetizar epissulfetos a partir de epéxidos.** E conhecido, também, que a abertura do
anel epissulfeto com NaSH leva & formacéo de di-tiol vicinal.**® Dessa forma, estudou-
se as metodologias mostradas no esquema 4.28 para sintetizar um ligante contendo um

grupo di-tiol-vicinal.

0 1) KSCN
~ 2) NH,SCN
| ) DNH.SCN Sy NaSH
| AN N 3) ! _—
_N S RN
epoxi-fen H,oN NH,

epissulfeto

produto nédo observado
Esquema 4.28: Tentativa de sintese de um ligante contendo a fungéo orgénica di-tiol vicinal.

As reacdes foram acompanhadas por CCD e os solventes testados foram
acetonitrila, PEG-400 (polietileno glicol 400) e DMF, em t.a. e 120 °C. As analises
cromatograficas da reacdo antes da adicdo do segundo nucledfilo (NaSH) mostraram
que, apds 1 h, ocorria a formacdo de quatro manchas com um fator de retencdo menor

do que o material de partida epdxi-fen. Ainda antes da adi¢do do segundo nucledfilo,

%5(a) Das, B.; Reddy, V. S.; Krishnaiah, M. Tetrahedron Lett.2006, 47, 8473. (b) Confalone, P. N.;
Pizzolato, G. J. Org. Chem.1990, 55, 5520. (c) Jin, Y.; Ghaffari, M. A.; Schwartz, M. A. Tetrahedron
Lett.2002, 43, 7319.

146 Carlsen, P. H. J.; Rist, O.; Maldal, T.; Vikane, O.; Gilje, E. Acta Chem. Scand.1996, 50, 158.
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uma aliquota do produto bruto da reagdo utilizando KSCN em PEG-400 a 120 °C foi

submetida a analise de RMN de *H.
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Figura 4.23: Analise de RMN (em CDCls; 300 MHz) da aliquota da reacdo entre a epdxi fen e KSCN em

PEG-400 a 120 °C. a) regido entre 3 e 10 ppm; b) regido entre 4,75 e 4,4 ppm.

Os dados de RMN de *H do produto bruto (Figura 4.23) mostram dois sinais
proximos de 4,5 ppm, que podem ser atribuidos ao material de partida (epoxido) e do
possivel epissulfeto formado. Os sinais na regido aromatica mostram-se duplicados
sugerindo essa possivel mistura de compostos. No entanto, mesmo tendo sido detectado
por RMN, tentativas de isolar o epissulfeto por coluna cromatogréfica ndo obtiveram
éxito. Apos coluna, o principal produto eluido foi caracterizado como sendo a
fenantrolina. Dessa forma, inferi-se que o produto de interesse (epissulfeto) degrada
facilmente.

A adicdo in situ do segundo nucled6filo (NaSH) ao meio reacional levou a uma
formacdo complexa de subprodutos que, apos tentativa de purificacdo por coluna,
também levou a obtencdo da fenantrolina. Foram testados o uso do acido de Lewis
LiBF,*'(como ativador) na sintese do epissulfeto através da reacio da epoxi-fen com os
nucleofilos de enxofre ('SCN e tiouréia) utilizados anteriormente, mas os mesmos perfis
reacionais foram obtidos.

Zoller et al. provaram através de calculos computacionais que 0s compostos
areno-epissulfetos sdo termodinamicamente menos estaveis que os analogos areno-
ep6xidos devido & eliminacdo, respectivamente, de enxofre e oxigénio elementar.*® Nas
reacOes mostradas no esquema 4.28, ap6s 6 h de reacdo notava-se a formacdo de um
precipitado amarelo que sugere-se ser a formagdo de enxofre elementar (°S). Para a
reacdo mostrada no esquema 4.28 esta proposto um mecanismo que envolve a formacao
do epissulfeto, seguido de um rearranjo intramolecular que leva a expulsao de enxofre e

formagéo da fenantrolina.

Y7 azemi, F.; Kiasat, A. R.; Ebrahimi, S. Syn. Comm.2003, 33, 595.
¥870ller, U.; Shakkour, E.; Pastersky, I. Tetrahedron1998, 54, 14283.
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Esquema 4.29: Mecanismo geral da reacéo entre a epoxi-fen e KSCN ou tiouréia.

Esse resultado é complementar ao observado por Zoller et al.**®

, iIndicando que a
maior instabilidade dos epissulfetos quando comparado com os analogos epoxidos
também se aplicam aos derivados da fenantrolina. Seguindo o objetivo do projeto, de

obter um ligante contendo um grupo receptor de antiménio, iniciou-se a sintese de um

derivado da fenantrolina contendo um grupo bitiofeno.

4.2.1.5 Sintese do ligante bitiofeno-imidazo-fenantrolina
Para sintetizar o ligante contendo o grupo bitiofeno, foi escolhida a metodologia

descrita por Batista et al.'*®

, que faz uso da 5,6-diona-fenantrolina (5,6-diona-fen)
como material de partida. A diona em questdo foi sintetizada a partir da fenantrolina de

acordo com métodos descritos na literatura.'*

SBatista, R. M. F.; Costa, S. P. G.; Belsley, M.; Lodeiro, C.; Raposo, M. M. M. Tetrahedron2008, 64,
9230.
%0yamada, M.; Tanaka, Y.; Yoshimoto, Y.; Kuroda, S.; Shimao, I. Bull. Chem. Soc. Jpn.1992, 65, 1006.
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HNOS3 (aq) / H2504

KBr

fen 5,6-diona-fen

Esquema 4.30: Sintese da 5,6-diona-fen a partir da fenantrolina.

De acordo com Paw et al., a fenantrolina é oxidada através do Br,, que foi
formado in situ pela reacéo entre 0 H,SO,; HNO; e KBr.*>* O produto puro foi obtido
por recristalizacdo em etanol. A diona foi caracterizada por RMN de *H, onde se pode
observar os 6 hidrogénios arométicos em 8,98 (2H); 8,39 (2H) e 7,67 (2H) ppm.™
Utilizando essa metodologia, a diona foi obtida com um rendimento isolado de 39%.

Misturou-se a diona com amoénia e formil-bitiofeno para se obter o ligante

bitiofeno-imidazo-fenantrolina de acordo com o esquema 4.31.

Q o Acetato de amonia
CH3;COOH
7\ o
\ / z
—N N /
S
5,6-diona-fen —
S bitiofeno-imidazo-fen
0 H

formil-bitiofeno
Esquema 4.31: Sintese do ligante bitiofeno-imidazo-fenantrolina a partir da 5,6-diona-fen.

O mecanismo dessa reacdo inicia com um ataque nucleofilico da molécula de
amonia (proveniente do equilibrio NH;* — NH; + H") na carbonila do material de
partida (diona). Apds esse processo ocorre a perda de uma molécula de agua, levando a
formagéo de uma imina. Um processo semelhante ocorre ao formil-bitiofeno, levando a

formacdo de outra imina (imina-bitiofeno). Através de um ataque nucleofilicos da

Blpaw, W.; Eisenberg, R. Inorg. Chem., 1997, 36, 2287.
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imina-bitiofeno & cetona que ndo sofreu reacdo ocorre a unido das duas moléculas

formando o intermediario A (esquema 4.32).

7
\ /
o) 0 . S S A .
>\._/</—+\ -H,0 HN m +H,0 /?NH:;’
e T NHs +H,0 \)L ,</ ~ -Hy0 0" H
5,6-diona-fen . U
+H*
X
R R R
HN™ ~N H H "
HJN)QN H‘-'l;l)<l.\.l’H H—..
— -H* R\ - H,0 N HN NH
7 N\ — > :< . <04, OH
—N N
C B A
bitiofeno-imidazo-fen
R = bitiofeno

Esquema 4.32: Mecanismo da sintese do ligante bitiofeno-imidazo-fenantrolina.

Apo6s a formacdo de A, ocorre um ataque nucleofilico de uma imina ao carbono
deficiente de elétrons (vizinho ao grupo bitiofeno), formando o intermediério ciclico B.
Esse composto ciclico, apos eliminacdo de uma molécula de H,0, forma o intermediario
C. Através desse intermediario (C), ocorre a formacao do anel aromatico imidazol por
eliminacdo de um préton e rearranjo das duplas ligacGes. Esse ligante foi purificacdo
por recristalizacdo em metanol. A caracterizacdo desse composto foi realizada por RMN
de 'H onde se pode observar o hidrogénio em 13,92 ppm (sinal alargado, *H) referente
ao 'H do anel imidazol formado. Os outros hidrogénios arométicos encontrados no
espectro (entre 9,09-7,16 ppm; integrais totalizando 11 hidrogénios) apresentaram
deslocamento quimicos semelhantes ao reportado por Batista et al.'*® Seguindo essa
metodologia, o produto foi obtido com 45% de rendimento isolado.

Com esse ligante, sintetizou-se um complexo heteroleptico de Ru (1) utilizando

0 complexo bis-Ru(bpz).Cl, como material de partida.
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4.2.1.6 Sintese do complexo heteroléptico de Ru (Il) empregando os ligantes bpz e
bitiofeno-imidazo-fen

O complexo heteroléptico [Ru(bpz).(bitiofeno-imidazo-fen)] foi preparado de
maneira analoga ao descrito por Pedras et al.'®? A sintese do complexo heteroléptico foi

realizada partindo da Ru(bpz),Cl, de acordo com o esquema 4.33.

K/N,,, ‘ N& N etilenoglicol
“RU
CI/ ‘ \N N NHPFg (aq)
Cl l N
7/ ™»
RU(pr)2C|2 —N N
bitiofeno-imidazo-fen 3 \

S \
\

Ru(bpz),(bitiofeno-imidazo-fen)(PFg),

Esquema 4.33: Sintese do complexo heteroléptico [Ru(bpz),(bitiofeno-imidazo-fen)].

A reacdo consiste na adicdo dos nitrogénios do ligante ao atomo de Ru através
da remocdo de dois cloretos. A formacdo do produto foi acompanhada por CCD e

espectroscopia de UV-Vis.

52pedras, B.; Batista, R. M. F.; Tormo, L.; Costa, S. P. G.; Raposo, M. M. M.; Orellana, G.; Capelo, J. L.;
Lodeiro, C. Inorg. Chim.Acta2012, 381, 95.
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Figura 4.24: Espectro de absor¢do UV-vis da aliquota da reacéo de sintese do complexo heteroléptico
[Ru(bpz),(bitiofeno-imidazo-fen)]apds 6 h (solvente DMF).

Analisando a figura 4.24, pode-se observar um sinal referente a transicdo MLCT
de complexos de Ru (I1), indicando a formacdo do produto. O complexo heterolépitico
foi isolado do meio reacional através da sua precipitacdo com a adicdo de solucédo
aquosa saturada de NH4PFs, levando a obtencdo de um produto com coloracéo laranja-
amarelado. O complexo foi caracterizado por RMN de *H onde observamos os sinais
esperados na presenca de impurezas. Dessa forma, o produto foi purificado por CLAE-
preparativa (ver item 3.2.4). Durante esse processo de purificacdo ocorreu a troca de
contra-fons de PFg” para CFsCOO". O produto foi caracterizado por RMN de *H e EM-
com ionizacdo por MALDI. Foram encontrados no espectro de RMN de 'H os sinais
referentes aos ligantes bpz (9,91; 9,10 e 8,96 ppm) e do ligante bitiofeno-imidazo-fen
(8,43; 8,19; 7,85; 7,66; 7,37; 7,31 e 7,03 ppm). As integrais dos sinais obtidos no
espectro de RMN apresentaram pequenas variacdes em relacdo ao esperado devido a
formacéo de agregados. Os dados de EM de alta resolugdo mostraram os sinais esperado
para o complexo de interesse em 1028,974 m/z (referente ao ion [M + 2(CF3;COO) +

1H]") e o sinal em 869,929 m/z (referente ao ion [M + 2(CF3COO) — 1bpz]"). Os dois
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sinais observados por EM apresentaram a distribuicdo isotopica tipica do ruténio,
comprovando que estes ions conttm um &tomo de Ru em suas estruturas. Apos
purificacdo por CLAE, o complexo de Ru (Il) de interesse foi obtido com elevada
pureza (> 99%) e rendimento isolado de 9%.

Foram estudadas diversas rotas para derivatizar ligantes derivados da
fenantrolina com grupos contendo enxofre. A Unica rota obtida com éxito foi a
derivatizacdo da fenantrolina com grupo bitiofeno e a partir desse ligante foi sintetizado
o complexo heteroléptico [Ru(bpz).(bitiofeno-imidazo-fen)]. A proxima etapa do
trabalho foi aplicar esse complexo em estudos de luminescéncia na presenca de sais de

antimodnio.

4.2.2 — Estudos de luminescénciado complexo [Ru(bpz),(bitiofeno-imidazo-
fen)].(CF3COO), na presenga de sais de antimonio

Neste item serdo apresentados os resultados preliminares da aplicacdo do
complexo heteroléptico [Ru(bpz).(bitiofeno-imidazo-fen)].(CF;COQO), como sensor de
antimonio. De modo a conhecer os dados espectrais do complexo, o espectro de

absorcéo do mesmo foi determinado em acetonitrila.
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Figura 4.25: Espectro de absor¢do UV-vis do complexo heteroléptico [Ru(bpz),(bitiofeno-imidazo-fen)]

(solvente acetonitrila; concentragdo 1pM; temperatura ambiente).

Na figura 4.25, pode-se observar uma banda com maximo de absorcao na regido
do visivel (455 nm) referente a transi¢ao tipica de complexos de Ru polipiridina d — «*
(transferéncia de carga metal-ligante, MLCT) e uma outra banda intensa com maximo
em 380 nm que pode ser atribuida a transi¢do m — ©* do ligante que contém o grupo bi-
tiofeno (LC). Foi escolhida a regido de excitacdo no visivel, referente a transicdo
MLCT, para conduzir os estudos de luminescéncia desse composto na presenca de sais
de antiménio. O espectro de emissdo do complexo de Ru puro, com excitacdo em 440

nm, estd mostrado na figura 4.26.
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Figura 4.26: Espectro de luminescéncia do complexo [Ru(bpz),(bitiofeno-imidazo-fen)]** na
concentragdo de 5 uM, obtido por excitagdo em 440 nm em CHCly/acetonitrila (17:3) a temperatura

ambiente.

Analisando esse espectro pode se observar que o complexo apresenta dois
maximos de emissdo. A primeira banda, mais intensa (emissdo méaxima em 530 nm),
corresponde a desativacdo radioativa da espécie eletronicamente excitada do ligante
bitiofeno-imidazo-fen que é fluorescente. A segunda emissdo é significantemente menos
intensa, com maximo em 683 nm, referente a fosforescéncia a partir do estado excitado
SMLCT do complexo. Conhecendo-se 0s parametros de absorcdo e emissdo do
complexo de Ru (1) foi feito um estudo da resposta da intensidade e do tempo de vida
de luminescéncia do complexo na presencga de diferentes concentragdes de SbCl; em

solvente organico (figura 4.27).
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Figura 4.27: Espectro de luminescéncia do complexo [Ru(bpz),(bitiofeno-imidazo-fen)]** na

concentragdo de 5 uM, obtido em CHCls/acetonitrila (17:3) na presenca de diferentes concentracdes de
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SbCl; (em uM); t.a..a) intensidade de emissdo versus comprimento de onda;excitacdo em 440 nm; b)

tempo de vida (t) determinado por SPT; excitagdo em 463 nm, emissdo 690 nm.

Analisando a figura 4.27 a pode-se concluir que a intensidade de emissdo na
regido de 683 nm é significantemente aumentada com o aumento da concentracdo de
antiménio na solucdo. Nota-se também um aumento na emissdo em 530 nm. No
entanto, 0 aumento da emissdo em 530 nm é menos expressivo do que 0 aumento em
683 nm. Pode-se mencionar que quando o complexo de Ru é excitado (em 440 nm) na
presenga de 102 uM de SbCls, a intensidade de emissdo com maximo em 530 nm
aumenta apenas 12% quando comparada com o complexo na auséncia de Sb. Por outro
lado, nas mesmas condicdes, a intensidade da emissdo em 683 nm aumenta 145% na
presenga de 102 uM de antimdnio. Como proposto anteriormente, inferimos que hd uma
interagdo entre o0 antimdnio e o complexo de ruténio atraves do grupo bi-tiofeno. Devido
a falta de tempo habil, ndo foram realizados estudos para determinar a estequiometria
desse processo (através do gréafico de Job) e consequentemente ndo foi determinada a
constante de associacdo (Ka) dessa possivel interacdo metal-tiofeno-complexo. No
entanto, para provar que o grupo bitiofeno é capaz de interagir com antiménio,
estudamos a luminescéncia do composto formil-bitiofeno na presenca de distintas

quantidades de SbCls.
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Figura 4.28: Espectro de luminescéncia do formil-bitiofeno na concentragdo de 5 pM, obtido em
CHCls/acetonitrila (17:3) na presenca de diferentes concentracfes de ShCl; (em uM) e t.a.. Excitacdo em

330 nm.

Através da figura 4.28 nota-se um aumento na emissdo do formil-bitiofeno,
indicando que ha uma interacdo entre esse composto e o semimetal. E conhecido que
certos fluoroforos tém sua luminescéncia aumentada devido a formacdo de quelatos
com metais, pois essa interacdo deixa mais rigida a estrutura quimica da substancia

fotoativa.’*

ZS 72
_ /
S
S. livre rotacéo S + SbClg
0" H 0~ "H
formil-bitiofeno formil-bitiofeno Complexo com

estrutura rigida

Esquema 4.34: Complexacéo do bitiofeno com antiménio.
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A formacdo do complexo com Sb aumenta a rigidez da molécula e por
conseguinte diminui a flexibilidade (livre rotagdo) dos anéis tiofenos. Dessa forma, ha
um aumento na luminescéncia do composto devido a diminuigdo na desativacdo néo-
radioativa dos estados eletronicamente excitados do bitiofeno.

Um estudo realizado paralelamente a esse refere a luminescéncia do complexo
[Ru(bpz).(fen)] na presenca de SbCls. Por apresentar propriedades redox e fotoquimicas

semelhantes, >

0 [Ru(bpz).(fen)] € um analogo ao complexo [Ru(bpz).(bitiofeno-
imidazo-fen)], mas sem o grupo bi-tiofeno. Neste estudo foi observado supresséo da
luminescéncia do complexo [Ru(bpz).(fen)] na presenca de grandes concentracdes de
SbCls. A supressao, neste caso, pode ser explicada pela presenca de ions cloreto. Esse
ion (CI) é capaz de promover supressdo redutiva de complexos de Ru que contém
ligantes bpz.™* Esses resultados corroboram com a explicagdo que o aumento da
fluorescéncia ocorre pela complexacao do antiménio com o bitiofeno.

Como mostrado na figura 4.27 b, foi avaliado a influéncia do SbCl3 no tempo de
vida (1) de emissdo (em 690 nm) do complexo [Ru(bpz)(bitiofeno-imidazo-fen)]
utilizando a técnica de single photon timing (SPT).'> Essa analise permite determinar se
a influéncia de um analito na luminescéncia de um fluordéforo é estéatica ou dindmica.
Através das curvas de decaimento da emissdo pelo tempo podemos inferir que a
presenca do antiménio esta aumentando o tempo de vida da emissdo do complexo de

Ru. O ajuste exponencial da curva de luminescéncia pelo tempo (ver figura 4.27 b)

indicou um decaimento tri-exponencial em todos o0s casos, como mostrado na tabela 4.8.

153 ecomte, J. P.; Mesmaeker, A. K-D.; Feeney, M. M.; Kely, J. M. Inorg.Chem.1995, 34, 6481.
Nishida, S. Y.; Kimura, M. Bull.Chem. Soc. Jpn.1991, 64, 1840.

%5_akowicz, J. R. Time-Domain Lifetime Measurements. In: Principles of Fluorescence Spectroscopy.
3 ed. Baltimore.Springer. 2006. p. 103. ISBN 0-387-31278-1.
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Tabela 4.8: tempo de vida da emissdo do complexo Ru(bpz),(bitiofeno-imidazo-fen)]** em

CHCI3/acetonitrila (17:3) na presenca de diferentes concentrag@es de SbCl,.?

Concentracao de SbCl; (uM) | t,ns (@ em %)° | T ns (@ em %)° | 3 ns (@ em %) Tmedio NS
0 268 (22) 40 (30) 12 (47) 213
0,68 326 (44) 65 (22) 14 (35) 293
1,36 336 (46) 79 (23) 17 (32) 300
2 351 (60) 115 (22) 18 (18) 321
10 359 (68) 140 (25) 19 (7) 330
14 362 (65) 162 (29) 27 (6) 327
47 386 (63) 186 (34) 41 (2) 344

ELTempo de vida (t) determinado por SPT; excitagdo em 463 nm, emissdo 690 nm.

® o corresponde a contribuicdo relativa de cada componente calculada através da equagdo: a = Ajti/(Ajti +
Ajtj)-
¢ 1 médio calculado através da equagio: Eai(ri)z / 2ot

Analisando o tempo de vida de luminescéncia (em 690 nm) do complexo de Ru
em solucdo organica na auséncia de SbCls, pode-se observar a existéncia de trés
componentes que influenciam a desativacdo do complexo de Ru eletronicamente
excitado. O decaimento mais rdpido (t = 12 ns) ¢ tipico de compostos que contém
grupos tiofenos em solventes organicos (valores entre 14-10 ns em acetonitrila e
diclorometano).®® Observa-se a diminuicdo na porcentagem da contribuicdo desse
componente (o de t3) com o aumento da concentragdo de Sb. Baseado nesses dados, 13 é
atribuido como sendo a cauda de emissao do ligante bitiofeno-imidazo- fen em 690 nm
(referente ao Amax de emissdo em 530 nm). As outras duas componentes do decaimento
da luminescéncia com tempos de vida de 268 (11) e 40 (1) ns sdo atribuidas a transicao
eletronica *MLCT do complexo. Essas componentes podem ser explicadas pela

existéncia do grupo bitiofeno que promove auto supressdo na emissao do complexo. De

156 Aydogan, B.; Yagci, Y.; Toppare, L.; Jockusch, S.; Turro, N. J. Macromolecules2012, 45, 7829.
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acordo com Majewski et al., grupos oligotiofenos sdo capazes de promover
supressaoredutiva da espécie Ru (111) formada durante o estado excitado (MLCT).*’

De um modo geral, foi observado que os tempos de vidasdo maiores com o
aumento da concentracdo de ShCls. Por exemplo: o tempo de vida médio da
luminescéncia do complexo aumenta de 213 ns na auséncia de Sb para 344 ns na
presenca de 47 uM de Sb. Esse aumento do tmedio, gradativo com o aumento da
concentracdo de antimonio, indica que ocorrem interacbes através do estado
eletronicamente excitado do complexo de Ru (ll). Baseados nesses resultados e em

dados da literatura para complexos semelhantes,*>" propomos que ha, no estado

excitado, transferéncia eletronica entre ligantes (ILCT) do grupo tiofeno para o ruténio.

2\
Lc
1MLCT% E
5 : LML
ol N N R B i 3ILCT
E|: E|E| L E E
. o|lo ! ! .
3 8|3 |8 :
T VT 5
2l E|& N !
| / f Y i

Sp estado fundamental singlete

Figura 4.29: Diagrama de Jablonski proposto para o complexo [Ru(bpz),(bitiofeno-imidazo-fen)]**.

Apds absorver luz, o complexo de Ru decai para o estado fundamental de modo
radioativo de duas maneiras. A primeira, através do estado excitado singlete do ligante
que contém o grupo bitiofeno (*LC); e a segunda a partir do estado triplete *MLCT. A

emissdo com maximo em 683 nm mostra-se pouco intensa devido a alta eficiéncia na

"Majewski, M. B.; Tacconi, N. R.; MacDonnell, F. M.; Wolf, M. O. Inorg.Chem.2011, 50, 9939.
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populacdo do orbital *ILCT através da transferéncia de elétron do bitiofeno para o

ruténio, despopulando o estado emissor *MLCT.

SMLCT jILcT

. ndo emite
emite com Amay €M 683 M :

supressdo redutiva
o

T—
transferéncia eletrdnica entre ligantes

Esquema 4.35: Resumo das estruturas de ressonancia envolvidas no processo de supressao redutiva.

No esquema 4.35 encontram as principais estruturas de ressonancia que envolve
o equilibrio entre *MLCT e *ILCT. Na transicdo eletrdnica *MLCT ocorre transferéncia
de um elétron do Ru para o ligante bpz, formando a espécie eletronicamente excitada
com o ruténio oxidado (Ru**) A. Essa espécie pode decair radioativamente ou sofrer
supressdo redutiva através da doacdo de um elétron do grupo tiofeno formando a
espécie reduzida (tiofeno-radical-Ru®*) B, que ndo emite fotons. Devido & baixa
luminescéncia do complexo pode-se afirmar que essa supressao redutiva é bastante
eficiente. Por outro lado, a supressdo redutiva € menos eficiente na presenca de
antimonio. Isso ocorre porque ha a formacdo do quelato antiménio bitiofeno como

mostrado no esquema 4.36.
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Esquema 4.36: Processos envolvidos no estado excitado *MLCT na presenca de antimonio.

O complexo de Ru (I1) (quelado com Sh no estado fundamental) absorve luz e,
ap6s sofrer cruzamento entre sistemas (ISC), forma *MLCT. Ao contrario do observado
na auséncia de Sh, a espécie triplete formada decai preferencialmente para o estado
fundamental através da emissdo de luz e ndo ha (significativamente) transferéncia de
carga entre ligantes (ILCT). Esse fato pode ser melhor entendido pelo fato de que a
formacdo do quelato entre Sb e o grupo bitiofeno desfavorece a transferéncia eletronica,
pois os elétrons do enxofre estdo interagindo com o antimdnio e, portanto, pouco
disponiveis. Dessa forma, o tempo de vida do complexo de Ru (1) na presenca de
antimdnio aumenta, pois ha menos probabilidade de popular o estado ]ILCT. Logo, esse
complexo de Ru (I) é mais luminescente na presenca de SbCls.

Um ensaio qualitativo para determinar a influéncia do tartarato duplo de
antimonio e potassio na luminescéncia do complexo [Ru(bpz).(bitiofeno-imidazo-

fen)].(CF;COO);, foi realizado em meio aquoso (50% de DMSO).
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Figura 4.30: Espectro de luminescéncia do complexo [Ru(bpz),(bitiofeno-imidazo-fen)].(CF;COO), na
concentragdo de 5 uM, obtido em 4gua/DMSO (1:1) na presenca de diferentes concentragdes (em uM) de

tartarato duplo de antimdnio e potassio.

De acordo com os espectros de luminescéncia, pode-se observar que, na
auséncia de tartarato de antiménio, o composto na solu¢do H,O/DMSO (50%) emite na
regido de 680 nm com menos eficiéncia do que em meio organico. Acredita-se que iSSo
ocorra porque solventes préticos estabilizam melhor os intermediarios que contém
multiplas cargas (B, esquema 4.35). Como observado para o SbCls, a presenca do anion
tartarato de antimonio aumenta a intensidade de luminescéncia do complexo de Ru (I1).
No entanto, 0 aumento da intensidade de emissdo na presenca do tartarato de antiménio
e potassio € menor que o observado para ShCl;. Esse fenémeno pode ser explicado pelo
fato daconstante de formacdo (Kjy) do quelato Sb-bitiofeno, a partir do tartarato de
antimoénio, ser energeticamente menos favoravel (em relagdo ao SbCls), pois é

necessario romper a interagdo Sh-tartarato ja existente. Mesmo com um baixo valor de
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Ks, ha a formacédo do quelato Sbh-bitiofeno que interfere na luminescéncia do complexo.
Acreditamos que 0 mecanismo envolvido nesse processo € o apresentado nos esquemas
4.35 e 4.36.

Esses dados mostram que o complexo heteroléptico [Ru(bpz).(bitiofeno-
imidazo-fen)].(CF3COO), apresenta potencial uso como sensor luminescente do tipo
“turn-on” na detecc¢ao de antimdnio tanto em solvente organico quanto em meio aquoso.
Sensores do tipo “turn-on” apresentam um aumento do sinal na presenca da amostra e
s80 escassos, pois a maioria dos sensores apresenta supressdao da luminescéncia na
presenca do analito."®® No futuro, sera determinadoa interferéncia de outros cations na

luminescéncia do complexo e o pH 6timo para se conduzir analises em meio aquoso.

4.3 - CARACTERIZAQAO ESTRUTURAL DA TARF-Catibnica-2

Todos os compostos sintetizados tiveram as estruturas quimicas confirmadas por
técnicas espectroscopicas e espectrométricas. A titulo de exemplo, serdo discutidos os
dados espectrais obtidos para elucidar a estrutura quimica do composto TARF-
Catibnica-2. Esse composto foi escolhido, pois é inédito na literatura. Além disso, a
interpretacdo dos dados espectroscopicos para a TARF-Catibnica-2 €, também,
aplicada para todos os derivados da riboflavina.

O espectro de RMN de 'H da riboflavina e seus derivados sdo caracterizados
principalmente pelos deslocamentos quimicos dos hidrogénios aromaéticos e o0s
hidrogénios alifaticos da cadeia ribitil. Os hidrogénios da cadeia ribitil aparecem no
RMN de 'H entre 4,0 ppm e 5,7 ppm e apresentam desdobramentos caracteristicos que

permitem a elucidacdo estrutural inequivoca dessas substancias. Nessa regido (5,7-4,0

B8 1i, M.; Lu, H-Y,; Liu, R-L.; Chen, J-D.; Chen, C-F. J. Org. Chem.2012, 77, 3670.
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ppm) sdo observados 6 sinais: 1 duplete; 2 multipletos, 1 singlete alargado; e 2 duplos-
dupletes.
Analisando o espectro de RMN de 'H da TARF-Cati6nica-2podem-se observar

0s sinais tipicos aromaticos e da cadeia ribitil de derivados da riboflavina (figura 4.31).
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Figura 4.31: Espectro de RMN de *H (700 MHz) da TARF-Catidnica-2 em D,0.

Na regido entre 7-8 ppm do espectro (ver regides expandidas no anexo), pode-se
observar 0s sinais aromaticos em 7,74 e 7,68 ppm. Os sinais referente a cadeia ribitil
aparecem entre 5,50-4,19 ppm. Observam-se também, com integral no valor de 9
prétons, os sinais referentes ao grupo trimetilaménio (em 2,96 ppm). Os grupos
metilénicos de R’ (ver esquema 4,37) vizinhos ao nitrogénio aparecem em 3,88 e 3,18
ppm. Os sinais dos grupos metil ligados a carbonila (em R, ver esquema 4,37)
aparecem com deslocamentos proéximos aos outros sinais metilénicos da cadeia em R’
entre 2,43-1,29 ppm.

Para atribuir os deslocamentos quimicos dos hidrogénios no espectro de RMN
dos derivados da riboflavina, é necessario considerar a forma em que o anel
isoaloxazina se encontra. No caso da TARF-Catidnica-2, esse composto flavinico
apresenta o sistema de anéis isoloaxazinas na forma oxidada. A estrutura quimica dessa

substancia, assim como de todos os derivados da riboflavina na forma oxidada, existe na
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forma de equilibrio de vérias estruturas de ressondncia como mostrado no esquema

4.37.
R R R
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Esquema 4.37: Estruturas de ressonancia existentes para a estrutura da TARF-Catibnica-2.

Essas estruturas de ressonancia influenciam nos sinais espectroscopicos
observados para essa classe de compostos, tornando possivel atribuir os deslocamentos
quimicos de alguns *H e *3C de forma inequivoca. Por exemplo, pode-se mencionar que
a existéncia de cargas positivas nos carbonos C6, C8 e C9a promove um deslocamento
para campos mais altos (mais a esquerda do espectro) dos hidrogénios e carbonos
préximos a esses atomos. Os sinais aromaticos podem ser diferenciados de acordo com
as estruturas de ressonancia mostradas no esquema 4.37, pois o *H ligado a C6 esta mais
desprotegido e aparece mais & esquerda no espectro em relacéo ao *H ligado a C9.

Os desdobramentos observados para alguns dos hidrogénios da cadeia ribitil
podem ser atribuidos de forma inequivoca. Um exemplo disso, sdo os hidrogénios
metilénicos em C5’ que podem ser identificados através de seus desdobramentos tipicos
no espectro, referente a um sistema de spins ABX em 4,36 e 4,20 ppm (ver figura

4.32).%%°
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Figura 4.32: Espectro de RMN de *H (700 MHz) da TARF-Cati6nica-2 em D,0O (deslocamentos entre
5,6 e 4,1 ppm).

A existéncia de centros quirais na cadeia ribitil faz com que os hidrogénios
(CH,) ligados a C5° apresentem desdobramentos do tipo ABX por serem
diasterotdpicos.

Em relagdo ao sinal dos hidrogénios metilénicos ligados a C1°, observa-se um
alargamento do pico em 4,96 ppm.*° Isso pode ser explicado devido ao tempo de
relaxacdo desses spins gque sofre aumento devido ao acoplamento quadrupolar com o
nitrogénio N-10, levando ao alargamento do sinal.

Para interpretar os outros deslocamentos quimicos dos hidrogénios da cadeia
ribitil, baseamo-nos no trabalho de Edwards et al.™® Os autores desse trabalho
realizaram estudos de ressonancia magnética nuclear com a TARF e outros ésteres da
riboflavina de modo a estabelecer os deslocamentos quimicos de *H e **C desses

compostos. Esses pesquisadores observaram variacbes minimas nos deslocamentos
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quimicos e desdobramentos dos sinais de *H da cadeia ribitil entre os derivados ésteres
estudados. As variagOes dos espectros de RMN, observadas nesse trabalho, entre a
TARF-Cationica-2 e a TARF também foram minimas. Edward et al. realizaram o
experimento de RMN de desacoplamento homonuclear seletivo, irradiando o sinal
referente aos protons metilénicos ligados a C1’ e esse fato levou a um estreitamento do
sinal (no nosso caso, equivalente ao sinal em 5,50 ppm). Sendo assim, atribuimos o
sinal em 5,50 ppm para os ‘H ligados ao C2°. O proton ligado a C3° pode ser
diferenciado de C4’ por apresentar maior complexidade de acoplamentos, sendo C3’ o
sinal em 5,39 ¢ C4’ em 5,30 ppm.

Os sinais metilénicos referente a cadeia R’ podem ser diferenciados, pois o
grupo trimetilaménio, por ser positivo, deslocara o grupo vizinho para regiGes em
campos mais baixos. Os grupos metilas ligados ao anel aromatico aparecem mais a
esquerda do espectro em relacdo aos grupos metilas ligados as funcGes ésteres. Os
grupos metilas ligados ao anel aromaticos podem ser diferenciados de acordo com as
estruturas de ressonancia mostradas no esquema 4.37. Os grupos metilénicos de R’
podem ser diferenciados de acordo com as constantes de acoplamento obtidas (ver item
3.3.11). Sendo assim, estabeleceram-se os deslocamentos quimicos de 'H da TARF-

Catidnica-2 mostrados na figura 4.33.
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2,05

Figura 4.33: Deslocamentos quimicos (em ppm) dos *H da TARF-Catidnica-2 obtidos por RMN em

D,0 (700 MHz).

Os deslocamentos quimicos dos grupos metilas da funcdo éster foram

estabelecidos de acordo com a referéncia 95c. Foram realizados espectros de RMN de

13C e 0 espectro bi-dimensional HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation)

para a TARF-Catidnica-2, ver anexos. A técnica de HMQC correlaciona os prétons

com os '*C, diretamente ligados. Baseados nos espectros de HMQC ficaram

estabelecidos os deslocamentos quimicos dos **C do derivado, como mostrados na

figura 4.34.
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Figura 4.34: Deslocamentos quimicos (em ppm) dos **C da TARF-Catidnica-2 obtidos por RMN em

D,0 (700 MHz).
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Os carbonos carbonilicos e quaternarios em geral foram atribuidos segundo os

dados reportados por Edwards et al. e de acordo com as estruturas de ressonancia

mostradas no esquema 4.37.

A TARF-Catibnica-2 foi submetida a espectrometria de massas de alta

resolugcdo com ionizagéo por electrospray.
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Figura 4.35: Espectro de massas com ionizagdo por electrospray (operando no modo positivo) da TARF-

Catibnica-2.

No espectro de massas pode-se observar o sinal do cation com relacdo massa-

carga de 672,3248. Esse valor estd de acordo com o calculado para a estrutura da

TARF-Cati6nica-2 de 672,3239 m/z. Através das técnicas de elucidacao estrutural

apresentadas nesse item, confirmou-se que o produto obtido apresenta a estrutura

quimica proposta para a TARF-Cati6nica-2. Os derivados da riboflavina obtidos nesse

trabalho tiveram as respectivas estruturas quimicas confirmadas de maneira analoga aos

dados discutidos para a TARF-Catibnica-2.
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5- CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este item esta divido em duas partes: a primeira é relacionada com a sintese de
fotossensibilizadores derivados da riboflavina para tratar leishmanioses por PDT e a
segunda refere-se a obtencdo de sensores de antimonio baseados em complexos de Ru
(1) poliazaaromaticos.

A riboflavina mostrou ser um versatil reagente de partida para a sintese de
derivados flavinicos. Através de transformacdes nas hidroxilas e no N-3 do sistema de
anéis isoaloxazina, oito compostos com distintas caracteristicas fisicas e fisico-quimicas
foram preparados a partir desse fotossensibilizador natural. Ha compostos catiénicos,
aniénicos, hidro e liposoliveis. Além de aumentarmos os rendimentos de rotas
sintéticas de derivados ja conhecidos na literatura, foram obtidas duas substancias
inéditas. Uma com rendimento baixo (10% para a TARF-Catidnica-1) e outra com
rendimento excelente (75% para a TARF-Catidnica-2). E importante mencionar que
diferente dos derivados catiénicos encontrados na literatura, 0s compostos preparados
nessa tese sao estaveis em meio aquoso.

Observamos que a reatividade dos grupos alcoodis da cadeia ribitil para a
formacédo de ésteres pode ser aumentada atraves do catalisador ou da base utilizada. Foi
mostrado que a dimetilaminopiridina (DMAP) em quantidades estequiométricas confere
melhores rendimentos na esterificacdo das hidroxilas. A alquilacdo do N-3 do sistema
de anéis isoloxazina mostrou-se eficiente apenas quando alquilantes reativos sdo
utilizados (haletos de alquila pouco impedidos e haletos de alquila ativados frente a
Sn2). As transformagdes estudadas na cadeia ribitil e no nitrogénio N-3 da molécula ndo
afetaram de forma significativa as propriedades fotofisicas do derivado. Todos o0s

compostos estudados mantiveram a propriedade fotossensibilizadora de oxigénio
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singlete com rendimentos quénticos proximos ao do fotossensibilizador natural (¢pp =
0,50). Em analises qualitativas, todos os derivados obtidos apresentaram maior
estabilidade fotoquimica do que a riboflavina. Além disso, as propriedades fisicas, tais
como, solubilidade e coeficiente de particdo (n-octanol/dgua) foram bastante
modificadas. Os ensaios preliminares de terapia fotodindmica contra promastigotas de
Leishmania major mostraram que todos 0s compostos apresentam atividade
fotodindmica contra o protozoario. Todos os derivados foram mais eficientes do que a
riboflavina sendo que o mais eficaz apresentou CEsyp de 5 uM na inibicdo da
proliferacdo do protozoéario apo6s irradiacdo. Como esperado, 0s compostos estudados
apresentaram baixa toxicidade no escuro (CEsp> 100 para todos os compostos). Foi
observada uma notével relacdo entre lipofilicidade do fotossensibilizador e eficiéncia na
morte celular fotoinduzida, sendo o composto com maior log P o mais eficaz.
Acreditamos que os fotossensibilizadores estdo causando danos nas células tanto pelo
mecanismo | quanto Il, mas outros estudos devem ser realizados para avaliar a real
influéncia de cada mecanismo.

Foi mostrado que derivados da riboflavina s&o promissores no tratamento da
leishmaniose cutanea através de terapia fotodinamica principalmente devido a baixa
toxicidade no escuro (manuscrito em fase final de preparacdo, ver Curriculum Vitae).
No entanto, de modo a aumentar a eficiéncia na morte celular fotoinduzida desses
derivados, faz-se necessaria a otimizacdo da internalizagdo desses compostos em
células. Acreditamos que as aplicacdes desses derivados, principalmente os catiénicos,
podem ser ampliadas para diversas finalidades como, por exemplo, desinfec¢do de
bolsas de sangue, purificagdo de residuos aquosos e tratamento de outras enfermidades

cutaneas.
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Dos protocolos de sintese de ligantes contendo grupos capazes de interagir com
antimonio, apenas o método que fez uso do bitiofeno foi realizado com éxito. As
tentativas consistiram em unir quimicamente derivados do acido tidctico, di-tiol vicinais
e bitiofeno em ligantes polipiridinas. Acredita-se que a elevada instabilidade dos
materiais de partida, &cido tioctico e BAL, e dos produtos contendo a funcéo di-tiol
vicinal foram os responséveis pelo insucesso das metodologias.

O novo complexo de Ru (Il) obtido, [Ru(bpz),(bitiofeno-imidazo-
fen)].(CF;COO),, é inédito na literatura e foi sintetizado utilizando o ligante contendo o
grupo bi-tiofeno e o Ru(bpz),Cl, como reagentes de partida. Através dos estudos de
luminescéncia desse complexo na presenca e auséncia de antimonio, observou-se que o
complexo pode ser usado como sensor de antimoénio do tipo “turn-on” em meio
organico e meio aquoso. Foi constatado que grupo bitiofeno funciona como grupo
guelante do semimetal e também promove autosupressdo da emissio a partir de *MLCT
do complexo de Ru por transferéncia eletronica entre ligantes (ILCT). Na presenca do
analito, o bitiofeno forma um complexo com o antimdnio e os elétrons do enxofre estdo
menos disponiveis (0 grupo bitiofeno torna-se menos redutor) para promover a
autosupressdo do complexo de Ru. Dessa forma, mais moléculas desativam o estado
excitado *MLCT por emisséo de fétons com maximo em 683 nm e, consequentemente,
ocorre um aumento na intensidade de luminescéncia na presenga desse semimetal.
Pode-se afirmar que, ap6s o conhecimento das melhores condicBes e limitacGes
experimentais, esse complexo podera ser utilizado para detectar a concentracdo de
antimoénio presente em células de leishmaniose previamente tratadas com farmacos a
base de antiménio. Como o sensor desenvolvido apresenta aumento no tempo de vida
na presenca do analito, acredita-se que possam ser obtidas imagens dos protozoarios

tratados com antimonio através da técnica FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging
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Microscopy). Esta técnica poderd ser usada como diagndstico de protozoarios
resistentes ao tratamento com antiménio. Além disso, com o conhecimento advindo
desses experimentos, esperam-se obter maiores informagdes sobre 0 mecanismo de agéo

e cito-localizagdo dos farmacos a base de antiménio.
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Equipamento: MALDI TOF-TOF - modelo: Ultraflextreme - Bruker
Matriz: 2,5-DHB (2,5-Dihydroxy benzoic acid - 20mg/mL em TA30) (TA30: 30%ACN/70% H20 - 0.1% TFA)

Amostra dissolvida em 100ul de MeOH. (Amostra:Matriz 1:4)
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Espectro de massas de alta resolucdo da Ru(bpz),(bitiofeno-imidazo-fen)(CF;COO), EEE
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