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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana € listada entre as 10 maiores ameacas a saude global pela
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) em 2023. Infeccdes bacterianas estdo se tornando cada
vez mais resistentes aos tratamentos convencionais, com estimativa de 10 milhdes de mortes
por ano até 2050. Nesse contexto, a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFDA) é uma
abordagem promissora para enfrentar o aumento da resisténcia bacteriana. Por isso, neste
trabalho propds-se a sintese e avaliagc@o bioldgica de dois derivados da Protoporfirina IX (PpIX)
modificados estruturalmente com um ou dois fragmentos de capsaicina, um inibidor conhecido
de bombas de efluxo NorA. Investigou-se as propriedades fisico-quimicas, fotofisicas e a
fotoinativacdo destes novos compostos em bactérias sensiveis e resistentes, incluindo Gram-
positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli). Os derivados foram
obtidos com rendimentos de 17% para o derivado PplX-capsaicina 1 (um fragmento de
capsaicina) e 40% para o PpIX-capsaicina 2 (dois fragmentos de capsaicina), com o objetivo
de aumentar a fotoinativacdo bacteriana por meio de um efeito sinérgico associado a maior
incorporagdo celular. Os estudos fotofisicos e fotoquimicos incluiram a determinacdo dos
rendimentos quanticos de fluorescéncia e oxigénio singlete, além da avaliacdo da
fotodegradacdo dos compostos sob diferentes dispositivos de LEDs. As modificagdes
estruturais resultaram em pequenas variagdes nas propriedades fotoquimicas em relacdo a
PpIX, com destaque para a menor fotoestabilidade associada a maior produgdo de oxigénio
singlete. Estudos de autoagregagcdo em misturas de 4gua/DMSO indicaram menor tendéncia de
agregacdo para o derivado PpIX-capsaicina 1, enquanto o derivado PplIX-capsaicina 2
apresentou perfil com formacgao de diferentes tipos de agregados (tipo H e tipo J) em meio
majoritariamente aquoso, semelhante a precursora PpIX. Em relagdo a lipofilicidade, um
aumento significativo foi observado apenas no derivado com dois fragmentos de capsaicina.
Por fim, os ensaios de fotoinativagdo mostraram maior eficicia contra bactérias Gram-positivas,
especialmente em S. aureus sensivel, onde a reducao de 2,9 logs foi obtida a partir do derivado
1, enquanto a PpIX resultou em uma inibi¢do de 1,7 logs, com 1,2 uM a 30 J/cm?. Em
contrapartida, as bactérias Gram-negativas, como E. coli, apresentaram menor suscetibilidade,
com uma redugdo de apenas 1,2 logs. Os resultados evidenciam o potencial dos derivados PpIX-

capsaicina, em particular o PpIX-capsaicina 1, como candidatos promissores para a TFDA.

Palavras-chave: Terapia Fotodindmica antimicrobiana; resisténcia antibidtica, bombas de

efluxo.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is listed among the top 10 global health threats by the World Health
Organization (WHO) in 2023. Bacterial infections are becoming increasingly resistant to
conventional treatments, with an estimated 10 million deaths per year projected by 2050. In this
context, Antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT) emerges as a promising approach to
combat the rise of bacterial resistance. Therefore, this study aimed to synthesize and evaluate
the biological activity of two derivatives of Protoporphyrin IX (PpIX) structurally modified
with one or two capsaicin fragments, a well-known inhibitor of the NorA efflux pump. The
physicochemical, photophysical properties, and photoinactivation potential of these new
compounds were investigated in both susceptible and resistant bacteria, including Gram-
positive (Staphylococcus aureus) and Gram-negative (Escherichia coli) strains. The derivatives
were obtained with yields of 17% for PpIX-capsaicin 1 (one capsaicin fragment) and 40% for
PpIX-capsaicin 2 (two capsaicin fragments), aiming to enhance bacterial photoinactivation
through a synergistic effect associated with increased cellular uptake. Photophysical and
photochemical studies included fluorescence and singlet oxygen quantum yield determinations,
as well as the assessment of photodegradation under different LED devices. Structural
modifications resulted in minor variations in photochemical properties compared to PpIX, with
lower photostability linked to higher singlet oxygen production. Self-aggregation studies in
water/DMSO mixtures indicated a lower tendency to aggregate for PpIX-capsaicin 1, whereas
PpIX-capsaicin 2 exhibited the formation of different types of aggregates (H- and J-type) in
predominantly aqueous media, similar to the precursor PpIX. Regarding lipophilicity, a
significant increase was observed only in the derivative with two capsaicin fragments. Finally,
photoinactivation assays showed greater efficacy against Gram-positive bacteria, particularly
in susceptible S. aureus, where a 2.9-log reduction was obtained with derivative 1, while PpIX
resulted in a 1.7-log reduction at 1.2 uM and 30 J/cm?. Conversely, Gram-negative bacteria,
such as E. coli, showed lower susceptibility, with only a 1.2-log reduction. These findings
highlight the potential of PplX-capsaicin derivatives, particularly PplX-capsaicin 1, as

promising candidates for aPDT applications.

Keywords: Antimicrobial Photodynamic Therapy; antibiotic resistance; efflux pumps.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Representacdo visual dos mecanismos de resisténcia bacterianos a nivel celular.. 18
Figura 2 - Esquema das reacdes tipo I e tipo II presentes na TED. ........c.ccccoecvvvviiiiiiiieinnennns 20
Figura 3 - Alguns inibidores de bombas de efluxo de origem de Produtos Naturais. ............. 23
Figura 4 - Estruturas bésicas dos FSs das classes das fenotiazinas, porfirinas e curcumina...23
Figura S - Estrutura do anel macrociclo basico de porfirinas...........c.cceevevveenciieenieeeeciee e 25
Figura 6 - Estado triplete (*0>) e singlete (102) do OXiZENio. .........ccevevevevreeeerereeeeeeeeieeeean. 28
Figura 7 - Aspecto geral do espectro de absor¢cao de uma porfirina base livre em etanol. .....29
Figura 8 - Estrutura dos FS planejados: (A) PpIX, (B) derivado monoesterificado com um
fragmento de capsaicina (PpIX-capsaisina 1) e (C) derivado diesterificado com dois fragmentos
de capsaicina (PpIX-CapSaiCinga 2).......cccueiiuieriiiiieiieeieerie ettt ettt e 31
Figura 9 - Planejamento das modifica¢des no precursor PpIX a partir da esterificacdo com (1)
um fragmento de capsaicina e (2) com dois fragmentos de capsaicina. ..........cceecveevvuveerrueeennne 32
Figura 10 — (A) CCD feita durante a sintese (ap6s 72h) das PpIX-capsaicina 1 e 2. Mp: PpIX;
M: misto da reacdo e material de partida (PpIX) e P: produto de reagcdo (sem uso de revelador).
(B) CCD feita apds recuperacao do sélido por meio de filtracdo, onde P: PpIX; M: misto de
PpIX e sélido; S: sélido recuperado e C: capsaicina. Ambas feitas com diclorometano/metanol
05:5 (REVEIAAO NO UV oottt ettt e e e e e e e e e e taaereeeeeeeeenns 33
Figura 11 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) de PpIX-capsaicina 2. ........................ 34
Figura 12 - Ambientes quimicos de cada hidrogénio do croméforo PpIX atribuido aos
deslocamentos vistos N0 RIMN TH. .........cccoooiiiiiiiiiieiieieiccece e 35

Figura 13 - Ambientes quimicos de cada hidrogénio da capsaicina e dihidrocapsaicina

atribuidos aos deslocamentos vistos N0 RMN TH..........ccccoooueviiueiieeieineece e 35
Figura 14 - Espectros de RMN *C (101 MHz, CDCl3) da mistura de hibridos PpIX-capsaicina
2 et et e s a bt e a e a e b e s ab e sae e eaa e st ae e 37
Figura 15 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, (CD3)2CO) de PpIX-capsaicina 1.................... 38
Figura 16 - Espectro de massas do produto PpIX-capsaicina 2 acidificada com 1% de 4cido
formico e injetadas no espectrOmMetro de MASSAS. .......evvveerueerirerieriteenieereeniee et enee e seeesneens 39
Figura 17 - Capsaicindides majoritdrios em produtos de origem natural............c.cccceeeeunennee. 40

Figura 18 - Proposta de algumas estruturas presentes na mistura, a partir das moléculas
protonadas do espectro de massas da Figura 15. ..o, 41
Figura 19 - Espectro de massas do produto PpIX-capsaicina 1 ressuspendido em 500 puL de

metanol e injetado no espectrometro de MasSSas. .....c.c.eeerveeeriieeiiieeeiieeniee e eereeeree e 43



Figura 20 - Proposta de algumas estruturas presentes na mistura, a partir das moléculas
protonadas do espectro de massas da Figura 18. .......cccccooiiiiiiiiiiiiiiinieeeeeee e 44
Figura 21 - (A) CCD feita ap6s 24h da sintese da porfirina PpIX-capsaicina 1. D: PpIX-
capsaicina 2; M: misto da reacdo e padrao de PpIX-capsaicina 2; R: produto de reagdo. (B)
CCD ap6s 72h de reacdo, onde P: PpIX-capsaicina 2; M: misto da reac¢do e padrdo de PpIX-
capsaicina 2; R: produto de reacdo. Ambas feitas com diclorometano/metanol 95:5 (sem uso de
(oA F: 16 (o) o) F USSR UUPUPRURURURURR 45
Figura 22 - Espectros de emissdo do precursor PpIX e os derivados sintetizados PpIX-
capsaicina 1 e 2. (Aexe =402 nm, fenda 1 - 5 NM)..coceieiiiiiiiiiiiiiieiee e 46
Figura 23 - Decaimento de fosforescéncia de 'O» em etanol. (Aexc = 400 nm, Absorbancia em
400 DM = 0,3). ettt ettt ettt h e e et e e bt e st e e bt e et e e ate et e e e ateenbeeaaeas 48
Figura 24 - Espectro de absor¢do no visivel dos derivados PpIX-capsaicina (A) 1 e (B) 2 em
solventes de diferentes polaridades. ..........coecueieriieeriiiieniie e 50
Figura 25 - Espectro de absor¢do no visivel da PpIX-capsaicina 2 solubilizados em cloroférmio
(linha preta) e DMSO (linha vermelha)...........cooouiiiiiiiiiiiiiiiiicceeeteeeeeee e 51
Figura 26 — Aumento da banda em 668 nm em funcao do tempo (0-15 min) vista para a PpIX-
capsaicina 1 em ClOTOfOTMIO. ......cc.eiiiiiiiiiiieiie et et e e 51
Figura 27 - Espectros de absor¢@o no visivel da (A) PpIX-capsaicina 1 e (B) PpIX- capsaicina
2 em DMSO feitos num intervalo de 6 dias, a temperatura ambiente.............ccceeeveerrveernnennn. 52
Figura 28 - Avaliacdo da estabilidade da PpIX-capsaicina 2 em cloroférmio armazenada em
um (A) frasco transparente (B) € um frasco ambar. ............ccoeceeiiiiiiiiiiiiiniiieiiieeec e 53
Figura 29 - Avaliacdo da estabilidade da PpIX-capsaicina 1 em cloroférmio armazenada em
um (A) frasco transparente (B) e um frasco ambar, com alterag¢des visiveis em funciao do tempo
€ EXPOSICAO A TUZ. .ottt et 53
Figura 30 - Equilibrio entre os ésteres da PpIX neutra e protonada..........c.cccoceeveeiineenennnene 54
Figura 31 - Espectros de absorbancia UV-Vis da PpIX-capsaicina 1 antes e depois da adi¢dao
de trietilamina em solucdo de coloragdo previamente alterada para verde. ..........cccccveevueennne. 54
Figura 32 - Absorcdo das bandas Q da PpIX antes e apds a irradiacdo (A) na presenca de ar
(B) e da amostra desOXIZENAdA. ......c...eevueeriieriiirieeieeete ettt 55
Figura 33 - Espectros de absorbancia no UV-Vis da (A) PpIX e (B) PpIX-capsaicina 1 em
funcdo do aumento da concentracdo de HCl em metanol. ...........cccoeeuvveeiieeniieiniieeenieeceiee e 56
Figura 34 - Espectros de absorbancia no UV-Vis da PpIX-capsaicina 1 a cada adi¢do de HCI
em metanol, onde (A) o monocétion (pH = 4,69 — 3,77) e (B) dication (pH = 3,38 — 0,57) sdo

FOTTIIIAAOS. ettt ettt e e e e e e e e et eeae s e e e e e aa e aaaeseeeeeeaaannaeseeeeeraaannnaeneeas 57



Figura 35 - Espectros de absorbancia no UV-Vis da PpIX-capsaicina 1 apds a adi¢do de HCl
(linha preta) e apds o experimento de estabilidade em cloroférmio (linha vermelha). ............ 57
Figura 36 - Titulacdo espectrofotométrica da PpIX-capsaicina 1 em (A) e (C) pH=4,69 — 3,77,
referente ao equilibrio da monoprotonagao (Aespécie neutra = 503 Nm /Aespécie monoprotonada = 373 nm),

(B) e (D) pH = 2,22 — 0,57, referente ao equilibrio de diprotonagdo (Aespécie monoprotonada = 334

Figura 37 - Espectros de absorbancia no UV-Vis da PpIX a cada adi¢do de HCI em metanol,
onde (A) pH =4,69 — 4,15, (B) pH=4,04 - 2,07 ¢ (C) pH = 2,07 — 0,57, ocorre a diprotonagao.

Figura 38 - Titulacdo espectrofotométrica da PpIX-capsaicina 1 em (A) e (B) pH =2,07 - 0,57,
referente ao equilibrio de diprotonac¢ao (Aespécie monoprotonada = 334 NM). ..cevvvreuvieniieriieenieaieenee. 60
Figura 39 - Espectros de absor¢dao no UV-Vis da (A) PpIX (B) PpIX-capsaicina 1 e (C) PpIX-
capsaicina 2 solubilizadas em dgua e DMSO em uma propor¢ao de 1 a 100% (v/v). ............. 61
Figura 40 - Sobreposicio de emissdo dos LEDs (A) Branco (14,1 mW/cm? a 10 cm de distancia
da amostra) e (B) Verde (463,5 pW/cm? 4 15 cm de distancia da amostra) utilizados com os
espectros de absorcao no UV-Vis de cada porfirina...........ccoceeeviieeniiiiniiiinieiniieiiee e 63
Figura 41 - Espectros obtidos a partir da fotodegracdo a partir do LED Branco (14,1 mW/cm?
a 10 cm de distancia da amostra), registrados ao longo de 90 min da (A e D) PpIX, (B e E)
PpIX-capsaicina 1 e (C e F) PpIX-capsaicina 2 em DMSO........ccccoevuiiiviiiiiniiiiniieeiee e 64
Figura 42 - Representacdo grafica do Amax da banda Soret em funcdo do tempo de irradiacdo
com LED Branco (14,1 mW/cm?, 10 cm de distancia) em DMSO........ccoovuieeoeeeeeeeeene. 65
Figura 43 - Espectros obtidos a partir da fotodegracio a partir do LED Verde (463,5 pW/cm?,
15 cm de distancia), registrados ao longo de 90 min da (A e D) PpIX, (B e E) PpIX-capsaicina
1 e (CeF) PpIX-capsaicina 2 em DMSO. .......cccoociiriiiiiiiniiiiiiicncenecseeeeecse e 66
Figura 44 - Representagdo grafica do Amsx da banda Soret em funcio do tempo de irradiacao
com LED Verde (463,5 ptW/cm?, 15 cm de distancia) em DMSO. .........cocovvveereeeeeeeeenenne. 67
Figura 45 - Grificos do progresso de fotodegradacao de cada FS, realizado em fontes de luz
diferentes: (A) LED Branco (0-70 J/cm?) e (B) LED Verde (0-5 J/cm?). ....ceeeeveeeeeeeeeeeenne. 67
Figura 46 - Representagdo visual dos valores de LogP calculados e dispostos na Tabela 4. O
experimento foi realizado em triplicata (n = 3), e por isso as barras de erro representam desvio
padrdo. ***p < 0,0001 sdo diferencas estatisticamente significativas pelo teste ANOVA......69
Figura 47 - Reducdo da populacdo microbiana da S. aureus (ATCC 29213) por meio da TFDA
em fun¢do da concentragdo da (A) PpIX, (B) PpIX-capsaicina 1 e (C) PpIX-capsaicina 2. Cada

ponto representa a média + desvio padrdo da média de dois experimentos (n = 2). ................ 71



Figura 48 - Reducdo da populacdo microbiana da S. aureus (ATCC BAA 44) por meio da
TFDA em fun¢do da concentracio da (A) PpIX e (B) PpIX-capsaicina 1. Cada ponto representa
a média + desvio padrao da média da duplicata (N =2). ..c.ceecvieeviieeciieeeie e e 71
Figura 49 - Reducio da populagdo microbiana da E. coli (ATCC 25922), por meio da TFDA
em func¢do da concentracdo da (A) PpIX e (B) PpIX-capsaicina 1 e (C) PpIX-capsaicina 2. Cada
ponto representa a média + desvio padrdo da média de dois experimentos (n = 2). ................ 72
Figura 50 - Redug¢do da populag@o microbiana da E. coli (ATCC BAA 198) por meio da TFDA
em funcdo da concentracdo da (A) PpIX e (B) PpIX-capsaicina 1. Cada ponto representa a
média + desvio padrdo da média da duplicata (N =2). ...cccceerviiiriieiniiiiiiieeiee e 72
Figura 51 - Gréfico comparativo em barras da S. aureus sensivel, S. aureus multirresistente
(MDR), E. coli e E. coli multirresistente (MDR), tratadas na auséncia de porfirina (CT) e na
presenca de PpIX e PpIX-capsaicina 1 na menor concentracdo (1,2 uM), irradiada irradiadas

com LED branco a 30 J/cm?. As barras representam a média + erro padrio da média de dois

experimentos iINAePEndentes (11 = 2).......ccccueeriierriieeiiieeiieeereeeiteeeiteeeaeeesbeeesbeeesebeesnaeeesnnee 73
LISTA DE ESQUEMAS
Esquema 1 - Sintese dos hibridos 1 € 2. ......cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeete ettt 33

Esquema 2 - Sintese do derivado 1. .......ooooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 44



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Deslocamentos quimicos de 'H (8u) da capsaicina pureza 60% reportados na
literatura (Oliveira Janior, 2019) e analisados na PpIX-capsaicina 2 (400 MHz, CDCl3)
(Expansdes — Figura 11), nos quais os sinais destacados em negrito sdo os deslocamentos
especificos de cada capSAICINOIAE. ........ceeriiiiriiiiiiieeiee ettt et e e 35
Tabela 2 - Valores de rendimento quantico de emissao (®r) das porfirinas em etanol (Aexe = 402
nm, fenda 1 - 5 nm, Absorbancia em 402 nm = 0,1). ....coovvirririiiiiiiiiieee e 47
Tabela 3 - Valores de rendimento quantico de oxigénio singlete (®a) e tempo de vida (1a) do
10, gerado pelas porfirinas solubilizadas em etanol (Aexc = 400 nm, absorbancia = 0,3)......... 49
Tabela 4 - Valores de pKa da PpIX e PpIX-capsaicina 1 obtidos por titulacdo
espectrofotométrica com HCI-metanol.............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiteete e 60

Tabela 5 - Valores de LogP das porfirinas PpIX e derivados 1 e 2 obtidos pelo método "shake-

JUASK" .o e e 69
Tabela 6 — Espectros de absor¢cdo no UV-Vis registrados durante a titulagcdo para a protonacao
da PpIX-capsaicina 1, ¢ = 16 X 107 M. .....oouiiiiiiiceieeieeeeeeceeeee e 79

Tabela 7 - Espectros de absor¢do no UV-Vis registrados durante a titulagdo para a protonacao

AaPPIX, €= 10 X 100 Mo ..ottt 80



IFS
IFS*
IFS,*
3FS*
ABC
CCD

CHCI3
DMAP
DMSO
DNA
EDC
EROs
EtBr
FS
HRMS
LEDs
MATE
MEFS
PpIX

PpIX-capsaicina 1

PpIX-capsaicina 2
RMN de °C
RMN de 'H

RND
SMR
TFD
TFDA
UV-Vis

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Fotossensibilizador no estado fundamental
Fotossensibilizador no estado excitado
Fotossensibilizador no segundo estado excitado
Fotossensibilizador no estado excitado triplete

do inglés ATP-Binding Cassette

Cromatografia em camada delgada

Cloroférmio

4-Dimetilaminopiridina

Dimetilsulféxido

Acido desoxirribonucleico, do inglés deoxyribonucleic acid
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
Espécies reativas de oxigénio

Brometo de etidio

Fotossensibilizador

Espectrometria de Massas de alta resolugdo
Diodos emissores de luz

do inglés Multidrug and toxic compound extrusion
do inglés_ Major Facilitator Superfamily
Protoporfirina IX

Mistura de hibridos monoesterificados de Protoporfirina IX com
capsaicindides
Mistura diesterificada de Protoporfirina IX com capsaicinoides

Ressonancia magnética nuclear de carbono 13
Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
do inglés Resistance-Nodulation-cell-Division
do inglés Small Multidrug Resistance

Terapia Fotodinamica

Terapia Fotodindmica Antimicrobiana

UV-Visivel



TA

(OXN

Tempo de meia-vida de 'O,
Rendimento quantico de oxigénio singlete

Rendimento quantico de fluorescéncia



1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6

1.6.1
1.6.2
1.6.3

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
34

3.5
3.6
3.7
3.8
3.9

5.1
5.2
5.3
54

SUMARIO

INTRODUCAO 16
Resisténcia antimicrobiana e Seus MeCANISMOS ......cccevverrereserssensuncsarssenssnsssrsassssssns 16
Terapia Fotodinamica como nova perspectiva a resisténcia antimicrobiana ....... 19
Resisténcia mediada por bombas de efluxo 21
Inibidores de bombas de efluxo combinados com FSs aplicados a TFDA ............ 22
FSs da classe das porfirinas aplicados 2 TFDA ..........ccovievrivnnensnrssensensarssassancans 24
Propriedades fotofisicas de FSs porfirinicos e o impacto na fotoinativacao

IMNICTODIANA cceeeurieiniiieeiiteessnicssiessancssnesssnessessssnsssessssesssesssssssssssssssssassssssssassssssssassssssssass 26
Rendimentos qudanticos de fluorescéncia (®@y) e de Oxigénio singlete (D) .............. 26
Autoagreagacdo e propriedades eSPECIrOSCOPICAS ..........uuuueueveuereuersnersruirsessssessessnns 28
Fotodegradag@o de FSs ...........uonuonecnenuineinrinninecssinsseneessisssesecssesssesssessesssens 30
OBJETIVOS uuiiiiinicnisnnsnicssisncssicssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 31
ODJetivo Geral.....ccuveicciirrniicscssnnicssssssnecssssssecsssssnsacssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssanss 31
Objetivos Especificos 31
RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......covesunernsressessessessssssssesssssassssssessessessessessassassssens 32
Sintese dos hibridos de PpIX com capsaicina (1 € 2) ....ccccceeveeccercsecssnscssesssssessnsssnses 32
Rendimentos quanticos de fluorescéncia (®r) e de oxigénio singlete (Pa)......cc... 45

Espectroscopia de absorc¢ao no UV-Visivel dos derivados de PpIX-capsaicina....49

Andlise de estabilidade dos hibridos PpIX-capsaicina 1 e 2 em diferentes

SOLVEILES «uueeeernercssarecssnnecssnnecsssnesssssesssssessssnesssssessssesssssnsssssasssssasssssasssssesssssssssssassssssssases 52
Comportamento da PpIX-capsaicina 1 na presenca de HCl e pKa........................ 55
Autoagregacao dos hibridos PpIX-capsaicina 1 e 2 em meio aquoso ........ccceeeueeees 61
Fotoestabilidade dos hibridos PpIX-capsaicina 1 € 2 ........cceeeveecurcsnissessanssnssassansens 63
Determinacio do coeficiente de particao (LogP) ......cceveevvercsurcsninsneissnncsnncscnncnnes 68
Inativacao fotodinamica das bactérias S. aureus € E. COli.......uuucuueiesueesrerscnresserosanes 69
CONCLUSAQ c...coirnmncsrsnscsssssssssssssssssssssssssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssmsssssssssssssss 74
METODOLOGIA .....ucuuiirrirrinicnnssecssnsnsssecssissssssecssessssssesssassasssassssssssssasssassasssssses 76
INfOrmacOes GeraiS.......ccveeiseesrecsencsnnssecsanssenssecssncsanssesssessssssesssessasssesssssssessasssassasssssses 76
Sintese dos hibridos de Protoporfirina IX (PpIX) com capsaicing ........cceeeesvereences 76
Rendimentos quanticos de fluorescéncia (®r) e de oxigénio singlete (Pa)....eeeeeees 77

Espectroscopia de absorcao no UV-Visivel dos hibridos de PpIX-capsaicina 1 e 2
78



5.5
5.6
5.7
5.8
5.9
5.10

Analise de estabilidade quimica em diferentes solventes para os derivados 1 e 2 78

Comportamento da PpIX-capsaicina 1 na presenca de HCl e pKa...........ccccceuueee.. 79
Autoagreagacio dos hibridos PpIX-capsaicina 1 e 2 em meio aquoso .................. 81
Fotoestabilidade dos hibridos PpIX-capsaicina 1 € 2 .......ccoveiecercssecssaecsesssssesassnnes 81
Determinacio do coeficiente de particao (LogP) 82
Inativacao fotodinamica das bactérias S. aureus e E. coli 82

REFERIENCIAS ....eeeeeeeeeeeeeeessssssssssssssssssssssssssssssasssssssasssssssasssasssssssssssnsssssssasssssasass 84




16

1 INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana é um dos maiores desafios globais de saide (WHO, 2021).
O aumento de bactérias multirresistentes tem reduzido significativamente a eficdcia dos
tratamentos convencionais, destacando a necessidade de desenvolver estratégias terapéuticas
alternativas. Nesse contexto, a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDA) € uma estratégia
promissora no combate a patégenos resistentes (Liu, 2015).

A TFDA baseia-se na interag@o entre uma molécula fotossensibilizadora, luz e oxigénio
molecular para produzir espécies reativas de oxigénio (EROs), que promovem a destruicao de
microrganismos de forma direcionada (Correia et al., 2021). Uma de suas principais vantagens
¢ a baixa propensdo ao desenvolvimento de resisténcia, uma vez que os mecanismos de acao
envolvem multiplos alvos celulares (Liu, 2015). Além disso, a terapia pode ser aplicada de
forma localizada, minimizando danos aos tecidos saudaveis e reduzindo os efeitos colaterais
(Correia et al., 2021).

Essa abordagem oferece um potencial para superar as limitagdes dos tratamentos
antimicrobianos tradicionais, posicionando-se como uma possivel ferramenta no enfrentamento

a resisténcia antimicrobiana.

1.1 Resisténcia antimicrobiana e seus mecanismos

A resisténcia antimicrobiana ocorre quando microrganismos: bactérias, fungos,
parasitas e virus, evoluem a ponto de se tornarem resistentes aos medicamentos
antimicrobianos, como antibidticos, usados para tratar essas infec¢coes (WHO, 2021). A
Resisténcia antimicrobiana € uma das maiores preocupagdes globais no século XXI, devido ao
aumento das taxas de infeccdes resistentes e a falta de novos medicamentos antimicrobianos
sendo desenvolvidos para combaté-las (Prestinaci; Pezzotti; Pantosti, 2015).

O relatdrio de 2022 do Sistema Global de Vigilancia da Resisténcia e do Uso de
Antimicrobianos (GLASS) destaca taxas alarmantes de resisténcia entre patégenos bacterianos
prevalentes. As taxas reportadas em 76 paises foram de 42% para Escherichia coli resistente a
cefalosporinas de terceira geracdo e 35% para Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(WHO, 2022). Para infec¢des do trato urindrio causadas por E. coli, 1 em cada 5 casos
apresentou reducdo na suscetibilidade a antibidticos padrao, como ampicilina, co-trimoxazol e
fluoroquinolonas, em 2020 (WHO, 2022). Isso tem dificultado o tratamento eficaz de infec¢des

comuns.
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Klebsiella pneumoniae, uma bactéria intestinal comum, também apresentou niveis
elevados de resisténcia a antibiéticos essenciais (WHO, 2022). O aumento da resisténcia pode
levar a um maior uso de medicamentos de ultima linha, como os carbapenémicos, para os quais
a resisténcia tem sido observada em diversas regides (WHO, 2022). Com a eficdcia desses
antibidticos de dltima linha comprometida, cresce o risco de infec¢des intrataveis. Projecdes da
Organizagdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémico (OCDE) indicam uma
duplicagao esperada da resisté€ncia a antibiéticos de tltima linha até 2035, em comparacao com
os niveis de 2005, destacando a necessidade urgente de praticas robustas de gestdo
antimicrobiana e de uma amplia¢do da vigilancia global (WHO, 2022).

Um dos principais fatores que contribuem para o problema atual consiste no uso
excessivo ou inadequado de antibidticos em diversas situacdes, principalmente no tratamento
clinico, assim como na agricultura, cuidados veterinarios e na cadeia de producdo de alimentos
(Llor; Bjerrum, 2014). Sem medidas preventivas adequadas, estima-se que até 2050 a
resisténcia antimicrobiana possa se tornar a principal causa de morte no mundo (Dadgostar,
2019; Morrison; Zembower, 2020). De acordo com estimativas, o ndmero de mortes
diretamente atribuidas a resisténcia antimicrobiana aumentou para cerca de mais de 1,2 milhdo
em 2019 e prevé-se que esse nimero chegue a aproximadamente 10 milhdes de mortes por ano
até 2050, caso nao seja controlada (Dadgostar, 2019).

Nas células bacterianas, quatro mecanismos diferentes podem resultar em resisténcia
aos farmacos, como retratado na Figura 1: (1) diminui¢@o da absor¢@o ou acimulo de farmacos
devido a menor permeabilidade da membrana ou maior expressdo de bombas de efluxo; (2)
inativacao ou modificacdo dos farmacos por enzimas que destroem ou alteram medicamentos;
(3) alteracdo do alvo ou sitio ativo que se liga ao farmaco; (4) mudanga nas rotas metabdlicas,
que pode ser exemplificado pela habilidade de Enterococcus de obter acido félico por meio de
rotas alternativas a fim de contornar os efeitos das sulfonamidas (Christaki; Marcou; Tofarides,

2020; Morrison; Zembower, 2020; Nainu et al., 2021).
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Figura 1 - Representacdo visual dos mecanismos de resisténcia bacterianos a nivel celular.
Bombas
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reduzida
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enzimatica
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Mudangas na rota sitio ativo
metabdlica

Fonte: Adaptado de (Da Cunha et al., 2025).

Considerando os dois mecanismos que se situam nas membranas das bactérias, a
permeabilidade limitada e superexpressdao de bombas de efluxo, sabe-se que bactérias Gram-
negativas possuem permeabilidade limitada devido a presenca de uma membrana externa
composta por lipopolissacarideos. A permeabilidade dessa membrana ¢ mediada por proteinas
especiais chamadas porinas, que formam canais especificos para a passagem de antibidticos
hidrofilicos para o interior da célula. Esta barreira seletiva é responsdvel pela resisténcia
intrinseca de bactérias Gram-negativas a antibidticos como penicilina, eritromicina,
clindamicina e vancomicina (Christaki; Marcou; Tofarides, 2020).

As bombas de efluxo, que s@o canais de transporte ativo nas membranas, desempenham
um papel crucial na resisténcia antimicrobiana. Elas expulsam moléculas toxicas para fora da
célula, contribuindo para a resisténcia a diversos antibidticos. A resisténcia as tetraciclinas em
Escherichia coli, por exemplo, resulta da atividade dessas bombas de efluxo. Como a maioria
dos sistemas de efluxo tém vérios substratos, eles podem levar a multirresisténcia. Essas
bombas sio codificadas cromossomicamente, o que pode explicar a resisténcia intrinseca de
alguns microrganismos a determinados farmacos (Christaki; Marcou; Tofarides, 2020).

A répida reproducdo bacteriana leva a mudangas evolutivas em curtos periodos. Desse
modo, a exposi¢do e o uso inadequado de antibidticos geram uma pressao seletiva, o que
favorece a sobrevivéncia de bactérias resistentes (Christaki; Marcou; Tofarides, 2020;
Morrison; Zembower, 2020). Microrganismos multirresistentes resultam de multiplos
mecanismos de resisténcia, dificultando ainda mais o tratamento, o que torna necessiria a

existéncia de tratamentos alternativos capazes de contornar tais problemas.
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1.2 Terapia Fotodinimica como nova perspectiva a resisténcia antimicrobiana

A Terapia Fotodindmica (TFD) é um tratamento que envolve a interacdo entre um
fotossensibilizador (FS), luz em um comprimento de onda especifico e oxigénio molecular para
destruir tecidos alvo. O FS, por si sd, ndo reage com biomoléculas, mas ao ser iluminado

transfere energia ao oxigénio molecular (O2), gerando EROs como oxigénio singlete (102)
radical superéxido (O2"), radical hidroxila ("OH) e peréxido de hidrogénio (H202). As EROs

provocam reacdes fotoquimicas que induzem a morte celular (Correia et al., 2021).

O mecanismo das reacdes fotodindmicas (Figura 2) inicia-se com a absor¢do de luz pelo
fotossensibilizador (FS), promovendo sua excitacdo do estado fundamental 'FS para um estado
singlete excitado 'FS*. Esse estado é instdvel e tem uma duracdo de apenas alguns
nanosegundos, retornando ao estado fundamental por meio da emissdo de fluorescéncia ou
dissipacdo de energia na forma de calor. Entretanto, uma fragdo das moléculas excitadas pode
sofrer conversdo intersistemas, originando um estado triplete excitado de menor energia *FS*,
que apresenta um tempo de vida mais longo (na escala de microssegundos) devido a
necessidade de inversdo de spin durante o decaimento (Correia et al., 2021).

Esse estado triplete pode interagir com moléculas de oxigénio molecular 3O,
transferindo energia e gerando oxigénio singlete 'O, caracterizando a reacio do tipo IL. O
oxigénio singlete € altamente reativo e promove danos oxidativos as biomoléculas, resultando
na morte celular. J4 na reacdo do tipo I, o FS excitado reage diretamente com substratos
bioldgicos, gerando radicais livres que, ao interagirem com o oxigénio molecular, produzem
espécies reativas de oxigénio (EROs), contribuindo para o estresse oxidativo e a morte celular

(Correia et al., 2021).
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Figura 2 - Esquema das reacdes tipo I e tipo II presentes na TFD.
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Fonte: Adaptado de (Da Cunha et al., 2025).

Os produtos formados nas reacdes tipo I e II sdo responsaveis pelo efeito da TFD e
podem ocorrer simultaneamente nas células, onde, geralmente, a reacdo tipo Il predomina, com
o 02 sendo o principal agente citotéxico. Nas células, a TFD causa destrui¢io celular por
apoptose e necrose, além de estimular uma resposta inflamatéria, ativando o sistema
imunolégico e a producgdo de anticorpos (Correia et al., 2021).

A TFD tem se destacado como uma abordagem eficaz contra infec¢cdes bacterianas,
principalmente devido a auséncia de surgimento de mecanismos de resisténcia adquirida apds
o tratamento. Diferentemente dos antibiticos convencionais, que geralmente t€ém alvos
moleculares unicos € bem definidos, a TFDA promove a geracdo de EROs que danificam
multiplas estruturas celulares e vias metabolicas nas bactérias (Liu, 2015). Essa ampla acao
dificulta o desenvolvimento de mecanismos adaptativos eficazes pelos microrganismos.

Além disso, o curto intervalo entre a administracio do FS e a irradiagdo com luz reduz
a oportunidade para a evolugao de resisténcia (Schastak et al., 2010). A natureza nao téxica dos
FSs na auséncia de luz também minimiza a pressdo seletiva, enquanto o dano generalizado
causado pela TFDA muitas vezes impede que adaptacdes sejam transmitidas para futuras
geragdes (Schastak et al., 2010). No entanto, entre 0os poucos mecanismos que podem interferir
na eficicia da TFDA, as bombas de efluxo se destacam. Esses sistemas transportadores siao
capazes de reduzir o acimulo intracelular de FSs, comprometendo a atuacdo das EROs e,

consequentemente, o sucesso do tratamento (Liu, 2015; Tegos; Hamblin, 2006).
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1.3 Resisténcia mediada por bombas de efluxo

As bombas de efluxo sdo canais de transporte presentes na membrana celular, e atuam
expelindo uma ampla gama de compostos prejudiciais, incluindo antibidticos, detergentes,
corantes e toxinas (Marquez, 2005; Webber; Piddock, 2003). Esses sistemas estao diretamente
relacionados ao desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana, representando um desafio
significativo para o tratamento de infeccdes causadas por bactérias multirresistentes. O primeiro
relato documentado de resisténcia mediada por bombas de efluxo ocorreu na década de 1970,
envolvendo resisténcia a tetraciclina em Escherichia coli (Ball; Chopra; Eccles, 1977; Ball;
Shales; Chopra, 1980; Levy; Mcmurry, 1978). Desde entdo, diversos sistemas de efluxo
associados a resisténcia a antibidticos foram identificados tanto em bactérias Gram-positivas
quanto Gram-negativas.

Essas bombas podem ser especificas para um unico tipo de molécula ou apresentar um
espectro amplo, expulsando compostos estruturalmente diversos (Cox; Wright, 2013). Muitas
delas estdo associadas a resisténcia a multiplos firmacos, uma vez que transportam substancias
nao relacionadas, incluindo toxinas produzidas pelo hospedeiro (Christaki; Marcou; Tofarides,
2020; Piddock, 2006). A resisténcia a multiplos farmacos estd associada a cinco classes
principais de bombas de efluxo: trés dependem de gradientes de prétons: as superfamilias RND
(do inglés Resistance-Nodulation-cell-Division), MFS (do inglés Major Facilitator
Superfamily) e SMR (do inglés Small Multidrug Resistance), enquanto a quarta classe inclui os
transportadores MATE (Multidrug and toxic compound extrusion), que utilizam gradientes de
ions Na*. A quinta classe ¢ composta pelas bombas da familia ABC (ATP-Binding Cassette),
que empregam a hidrélise de ATP como fonte de energia para transporte ativo (AlMatar et al.,
2021; Nainu et al., 2021).

Esses sistemas sdo especialmente problematicos em bactérias Gram-negativas, onde as
bombas de efluxo, como AcrAB-TolC em E. coli e MexAB-OprM em Pseudomonas
aeruginosa, contribuem para a resisténcia a antibioticos como fluoroquinolonas, -lactamicos
e tetraciclinas (AlMatar et al., 2021; Cernicchi; Felicetti; Sabatini, 2021; Li; Plésiat; Nikaido,
2015; Seukep et al., 2022; Sharma; Gupta; Pathania, 2019). Em Gram-positivas, as bombas
NorA, PmrA e EmeA sdo exemplos de sistemas que dificultam o tratamento com compostos
como fluoroquinolonas e compostos de amonio quaternario (Poole, 2005; Schindler; Kaatz,
2016). No contexto da TFDA, essas bombas limitam a eficicia do tratamento ao reduzir o
acumulo intracelular de FSs e, consequentemente, o desbalango redox intracelular almejado a

partir das EROs (Tegos; Hamblin, 2006).
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1.4 Inibidores de bombas de efluxo combinados com FSs aplicados a TFDA

Inibidores de bombas de efluxo sdo compostos capazes de inibir o efluxo ativo de
substancias. Quando combinados com antibidticos ou FSs, oferecem uma estratégia eficaz no
combate as infec¢Oes bacterianas. Esses inibidores podem restaurar a sensibilidade aos
antibidticos, prolongar sua eficdcia, aumentar sua poténcia, ampliar o espectro de acdo e reduzir
o desenvolvimento de resisténcia. Para serem considerados candidatos ideais, os inibidores de
bombas de efluxo devem atender a trés critérios principais: (a) apresentar um perfil de
toxicidade seguro, (b) demonstrar seletividade para alvos especificos das bombas de efluxo e
(c) ser compativeis com a via de administra¢do proposta (Connell et al., 2003; Dancer; Shears;
Platt, 1997).

As plantas medicinais apresentam um potencial como fonte de inibidores naturais de
bombas de efluxo, devido a ampla variedade de metabdlitos secunddrios quimicamente e
estruturalmente diversos com propriedades farmacoldgicas distintas. Diversos estudos t€ém
demonstrado que extratos vegetais contém compostos capazes de inibir bombas de efluxo tanto
em bactérias Gram-negativas quanto Gram-positivas (Seukep et al., 2020). Essa inibi¢do
contribui para restaurar a eficicia dos antibidticos, garantindo que alcancem concentragdes
bactericidas no interior das células bacterianas.

Entre os compostos derivados de plantas, os alcaloides destacam-se como uma classe
significativa de inibidores de bombas de efluxo, com exemplos notdveis como capsaicina,
piperina, reserpina e berberina (Figura 3) (Kalia et al., 2012; Khan et al., 2006; Sangwan et al.,
2008). Desses produtos naturais, todos, exceto a berberina, atuam como inibidores da bomba
de efluxo NorA em S. aureus. A capsaicina e a piperina demonstraram aumentar
significativamente a eficicia da ciprofloxacina de forma sinérgica, reduzindo a dosagem
necessdria do antibidtico para alcangar o efeito antibacteriano desejado. Essa interacdo sinérgica
foi confirmada pelo aumento na acumulacdo intracelular de brometo de etidio (EtBr), indicando
que esses compostos inibem efetivamente as bombas de efluxo, aumentando a retencdo da
ciprofloxacina no interior das células bacterianas (Kalia ef al., 2012; Khan et al., 2006;
Sangwan et al., 2008).

O EtBr € uma molécula que atravessa passivamente a membrana celular e se acumula
no interior da célula bacteriana, onde se intercala ao DNA e emite fluorescéncia quando
excitado por luz ultravioleta. No entanto, muitas bactérias possuem bombas de efluxo que

removem ativamente o EtBr, reduzindo sua fluorescéncia intracelular. Dessa forma, a inibi¢do
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dessas bombas por compostos como a capsaicina e a piperina pode ser monitorada pelo aumento
da fluorescéncia intracelular do EtBr, validando seu papel como moduladores da resisténcia

bacteriana (Kalia et al., 2012; Khan et al., 2006; Sangwan et al., 2008).

Figura 3 - Alguns inibidores de bombas de efluxo de origem de Produtos Naturais.
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Na TFDA, a combinacdo de inibidores de bombas de efluxo com FSs tem sido uma
estratégia empregada para superar essas barreiras da resisténcia intrinseca a algumas classes
desses compostos (Rineh et al., 2017; Tegos et al., 2008). FSs da classe das fenotiazinas (Figura
4), por exemplo, atuam como substratos das bombas NorA na Gram-positiva S. aureus e t€m
sua eficdcia aumentada na fotoinativacdo bacteriana quando combinados com inibidores
conhecidos (Rineh et al., 2017; Tegos et al., 2008; Tegos; Hamblin, 2006). Em bactérias Gram-
negativas, particularmente em P. aeruginosa, o mesmo padrao foi observado (Tegos et al.,
2008). Apesar disso, a combinagdo de FSs com inibidores de bombas em Gram-negativas ainda
€ uma 4rea pouco explorada, com a maioria dos estudos focados nos mecanismos de resisténcia

intrinseca da bomba NorA em Gram-positivas.

Figura 4 - Estruturas basicas dos FSs das classes das fenotiazinas, porfirinas e curcumina.
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Fonte: Autora (2024).
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Porfirinas (Figura 4) também sdo possiveis substratos de bombas de efluxo em bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (Sutek et al., 2020). Na E. coli, a captacdo e o efluxo de
porfirinas parecem ser regulados pelo sistema TolC (Tatsumi; Wachi, 2008). Estudos, como o
de Sufek et al., avaliaram o efeito de combinar porfirinas com Verapamil, um bloqueador de
canais de fons de cdlcio e magnésio. A combinagdo demonstrou efeitos bactericidas melhorados
contra S. aureus e E. coli, embora o mecanismo exato e a bomba inibida permanecam pouco
explorados (Sutek et al., 2020).

Outro FS aplicado na TFDA € a curcumina (Figura 4), que também ¢é conhecido como
substrato da bomba NorA em S. aureus (Joshi et al., 2014). Apesar de seu potencial como
agente fotossensibilizador e inibidor de bombas, seu papel na melhoria da eficacia da TFDA
ainda € pouco explorado.

Essas descobertas destacam a necessidade de ampliar os estudos sobre o papel das
bombas de efluxo na resisténcia a FSs. Estratégias que combinem inibidores de bombas de
efluxo com compostos como fenotiazinas, porfirinas e curcumina, entre outros FSs ndo
explorados, representam caminhos para otimizar a TFD e para oferecer alternativas frente a
resisténcia bacteriana, especialmente em linhagens Gram-negativas, que sdo um dos maiores

desafios no combate as infecgdes resistentes.

1.5 FSs da classe das porfirinas aplicados a TFDA

As porfirinas sd@o uma classe de pigmentos fluorescentes e cristalinos, de origem natural
ou sintética, conhecidas por suas cores vibrantes. Estruturalmente, possuem um anel
macrociclico aromdtico formado por quatro unidades do tipo pirrdlico, conectadas por quatro
grupos metino (indicado pelos nimeros 5, 10, 15, 20) nas posigdes o (indicadas pelos numeros
1,4,6,9, 11, 14, 16, 19), indicado na Figura 5 (Amos-Tautua; Songca; Oluwafemi, 2019).

Esses compostos sdo amplamente utilizados na TFD devido a sua alta absortividade
molar, proporcionada pela extensa deslocalizacdo eletrOnica em sua estrutura macrociclica, e
ao seu rendimento quantico relativamente alto do estado excitado triplete (Weijer et al., 2015).
Além disso, a estrutura das porfirinas € altamente modificavel, permitindo alteragdes nos grupos
laterais ou a introdu¢do de metais no macrociclo (Amos-Tautua; Songca; Oluwafemi, 2019). A
porfirina pode sofrer diversos tipos de reacdes (substituicdo eletrofilica, substituicao
nucleofilica, adicdo radicalar ou nucleofilica), nos quais os carbonos meso-(5,10,15,20) e beta-

pirrélicos (2,3,7,8, 12,13,17,18) participam das reagdes (Iglesias, 2012). Sua a¢do fotodindmica
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segue, geralmente, o mecanismo tipo II, resultando na geragdo de oxigénio singlete ('O-)
(Tavares et al., 2011).

Figura S - Estrutura do anel macrociclo basico de porfirinas.
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Fonte: Adaptado de (Iglesias, 2012).

Na TFDA, as porfirinas t€ém sido amplamente aplicadas contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, demonstrando significativa inibicdo do crescimento bacteriano em
concentracdes baixas. (Amos-Tautua; Songca; Oluwafemi, 2019). A eficdcia das porfirinas em
bactérias estd intimamente relacionada a quantidade de cargas positivas, que facilita sua
incorporagdo nas células bacterianas e interacdo com alvos intracelulares, como proteinas, que
podem sofrer danos enziméticos, ou DNA, o que leva a lesdes genéticas (Alves et al., 2014;
Hanakova et al., 2014; Lambrechts et al., 2007). Entre as porfirinas catidnicas, os derivados
tetracatidnicos tém se mostrado especialmente eficazes, enquanto as formas di- e
monocationicas sao geralmente menos potentes (Alves et al., 2014). Por outro lado, porfirinas
neutras ou anidnicas apresentam eficdcia limitada contra bactérias Gram-negativas devido a
fraca interacdo com a membrana externa bacteriana, constituida por lipopolissacarideos
(Orenstein et al., 1997; Sulkek et al., 2020).

Estudos com porfirinas catidnicas em modelos de membranas Gram-negativas
revelaram que porfirinas com trés ou quatro cargas positivas permanecem quase planas em
relacdo a bicamada fosfolipidica. Em contrapartida, porfirinas com duas cargas positivas
adjacentes exibem uma imersdao mais profunda na membrana, devido a penetragdo dos grupos
fendlicos ligados ao anel porfirinico, enquanto os grupos piridinio carregados positivamente
permanecem proximos a regido polar dos fosfolipidios (Cordeiro; Miotto; Baptista, 2012).
Assim, fatores como o ndmero de cargas, grau de hidrofobicidade e arranjo espacial dos
substituintes influenciam significativamente a ligacdo e a internalizacdo do fotossensibilizador

nas células bacterianas (Alves et al., 2014).
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A eficicia da TFDA baseada em porfirinas neutras € diretamente influenciada pela
membrana externa. Estudos com hematoporfirina demonstraram que concentra¢des de 0,1-1
mg/L inativam quase 99,9% das bactérias Gram-positivas, como Enterococcus faecalis, S.
aureus, Streptococcus pyogenes, Bacillus cereus, Propionibacterium acnes ¢ E. hirae, em até
10 minutos de exposicao a luz branca (Bertoloni et al., 1984; Venezio et al., 1985). Em
contrapartida, bactérias Gram-negativas mostraram maior resisténcia a esses tratamentos
(Nitzan; Ladan; Malik, 1987; Venezio et al., 1985).

Desta forma, as porfirinas representam uma classe promissora de compostos
fotossensibilizadores na TFDA, gracas a sua estrutura altamente adaptdvel, propriedades
fotofisicas favordveis e eficdcia contra uma ampla gama de microrganismos. A capacidade de
modificar grupos funcionais e introduzir cargas positivas em sua estrutura permite otimizar sua
interacdo com membranas bacterianas, ampliando sua acdo, especialmente contra bactérias
Gram-negativas, que apresentam maior resisténcia devido a presenca de uma membrana

externa.

1.6 Propriedades fotofisicas de F'Ss porfirinicos e o impacto na fotoinativacao microbiana

A TFDA € uma abordagem promissora no combate a infec¢cOes microbianas,
especialmente em um cendrio de crescente resisténcia aos antibidticos. Para maximizar sua
eficacia, é essencial compreender as propriedades fotofisicas dos FSs, que desempenham um
papel central na geracdo de EROs (Sulek et al., 2020). Pardmetros como rendimento quantico
(®r), rendimento quantico de oxigénio singlete (Da), comportamento das bandas espectrais no
UV-Visivel (UV-Vis) em solu¢des aquosas e estabilidade a fotodegradacdo sao fundamentais
para avaliar e otimizar o desempenho dos FS (Myrzakhmetov et al., 2021; Sufek et al., 2020).
Essas caracteristicas ndo apenas influenciam a eficiéncia na producdo de EROs, mas também
ajuda a prever o comportamento do FS em ambiente fisioldgico. Assim, o estudo detalhado
dessas propriedades € indispensdvel para o desenvolvimento de fotossensibilizadores mais

eficazes e seguros, capazes de atender as exigéncias da terapia fotodinamica antimicrobiana.

1.6.1 Rendimentos qudnticos de fluorescéncia (®y) e de Oxigénio singlete (Dy)

Avaliar propriedades fotofisicas de FSs é fundamental para otimizar sua aplicagdo na
TFD. O rendimento quantico € a razdo entre o nimero de eventos (exemplo: fluorescéncia,
estado excitado triplete, oxigénio singlete) e o nimero total de fétons absorvidos por um FS.

Ele quantifica a eficiéncia de um processo fotoquimico ou fotofisico, como a emissdo de
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fluorescéncia, a conversdo para o estado triplete ou a geracdo de oxigé€nio singlete
(Myrzakhmetov et al., 2021; Sutek et al., 2020). Um FS com alto rendimento quantico do estado
excitado triplete é mais eficaz na geragdo de EROs (Sulek et al., 2020). Portanto, avaliar essas
propriedades permite selecionar compostos mais eficientes e direcionar modifica¢des
estruturais que maximizem sua capacidade de fotoinativacao.

A fluorescéncia é um processo de transicao radiativa em que uma molécula no estado
excitado retorna ao estado fundamental emitindo um féton. Essa transi¢do, que ocorre entre
estados de mesma multiplicidade de spin (permitida por spin), acontece em escalas de tempo
que variam de 10'° a 107 segundos. Geralmente, a fluorescéncia é emitida do primeiro estado
excitado ('FS*) para o estado fundamental ('FS), mesmo quando a molécula inicialmente
absorve radiagdo e alcanca o segundo estado excitado ('FS2*). Isso ocorre devido ao processo
de conversdo interna ('FS,*—!FS*), que precede a emissdo de fluorescéncia. A energia emitida
no processo 'FS*—!FS é menor que a energia absorvida no processo 'FS —!FS*, uma vez que
parte da energia € dissipada através de relaxagdo vibracional no estado excitado. Essa diferenca,
dependente do meio em que a molécula estd inserida, € avaliada pelo deslocamento de Stokes,
definido pela diferenca entre os maximos de absor¢io (!FS —!FS*) e emissdo de fluorescéncia
(FS*—!FS), medidos em nimeros de onda (Gerola, 2013).

O rendimento quantico de oxigénio singlete também & essencial, pois determina a
propor¢dao de EROs gerada pelo FS que € convertida especificamente em oxigénio singlete,
espécie produzida a partir de reacdes de tipo II (Correia et al., 2021). A alta eficiéncia na
producdo desse agente oxidante estd diretamente relacionada ao sucesso da TFD, pois ele
promove danos irreversiveis a biomoléculas essenciais, como lipidios, proteinas e 4cidos
nucleicos das células microbianas (Myrzakhmetov et al., 2021; Sutek et al., 2020).

Com base no diagrama de orbitais moleculares, representado na Figura 6, o oxigénio no
estado fundamental apresenta configuracdo tripleto (*02), em que dois elétrons com spins
paralelos (+%2 e +'2) ocupam orbitais n* degenerados, conferindo ao oxigénio propriedades
paramagnéticas e estabilidade. Por outro lado, o oxigénio singlete apresenta duas formas
eletrdnicas: 'Zg* e 'Ag. A primeira é energeticamente mais elevada e menos estavel, enquanto
a segunda possui maior estabilidade devido ao menor nivel energético. Os niveis de energia

dessas formas sao 37,5 kcal/mol e 22 kcal/mol acima do estado fundamental, respectivamente.
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Figura 6 - Estado triplete (°O») e singlete ('02) do oxigénio.
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Fonte: Adaptado de (Scholz, 2011).

Em condi¢des experimentais, a forma 'Sg* decai rapidamente para 'Ag, que possui um
tempo de vida mais longo (2—4 ps em H20) e maior interesse bioldgico, sendo frequentemente
referida como 'Oz (Rocha, 2018). Essa forma de oxigénio singlete é altamente eletrofilica,
interagindo eficientemente com substratos nucleofilicos, oxidando biomoléculas e
comprometendo suas fungdes bioldgicas (Rocha, 2018; Sulek et al., 2020).

Desta forma, a avaliacdo dessas propriedades fotofisicas é essencial para a TFD,
permitindo identificar compostos mais eficientes e otimizar sua eficdcia na geragdao de EROs,
especialmente o 'O.. ParAmetros como o de rendimento quantico de fluorescéncia fornecem
informacdes criticas sobre a efici€éncia da absor¢do de luz e os mecanismos de dissipacao de
energia, enquanto a analise do rendimento quéntico de 'O. destaca a capacidade do FS em

produzir agentes oxidantes altamente reativos.

1.6.2 Autoagreagacdo e propriedades espectroscopicas

Porfirinas sdo frequentemente estudadas a partir da técnica de espectroscopia de
absorcao no UV-Vis, devido a capacidade desses compostos de absorverem luz nessa faixa de
comprimento de onda. As bandas detectadas correspondem as transi¢des eletronicas m — m*
nos anéis pirrélicos, envolvendo dois orbitais HOMO e dois orbitais LUMO (Acunha, 2017;

Gouterman, 1961). A banda Soret, localizada na faixa de absor¢cdo no azul, € atribuida a

transi¢cdo eletrdnica 'FS —!FS»*, enquanto a banda Q, na faixa de absor¢do no vermelho,
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corresponde a transi¢ao 'FS —!FS* (Gerola, 2013; Weiss, 1978). A excitacdo eletronica desses
compostos geralmente ocorre por meio da banda Q (Simplicio; Maionchi, 2002).

A banda Soret, situada a 400 nm (Figura 7), apresenta uma absortividade molar elevada,
daordem de 10° L mol ' em ™, enquanto as bandas Q, situadas entre 500 e 700 nm, exibem uma
absortividade molar menor, em torno de 10° L mol™' cm™! (Gerola, 2013; Myrzakhmetov et al.,

2021).

Figura 7 - Aspecto geral do espectro de absor¢cao de uma porfirina base livre em etanol.
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Fonte: Adaptado de (Gerola, 2013).

Esse perfil de espectro de absorcdo pode sofrer alteracdes em fung¢do de condigdes
experimentais, como a concentracao, o tipo de solvente em que € solubilizado e o pH do meio.
Esses fatores podem acarretar processos de autoagregacdo, que ocorre a partir da associacao ou
aglomeracdo de moléculas em solug¢do. A agregacdo reduz de forma significativa a eficiéncia
fotodinamica de um FS, limitando sua capacidade de absorver luz e comprometendo a produgao
de EROs (Gerola, 2013).

A auto-organizagdo ou agregacdo de FSs em meios aquosos pode ocorrer por diversas
razoes e € favorecida em FS anfifilicos, resultando em uma atividade reduzida na TFD devido
a diminuicdo da capacidade de se formar estados excitados na forma agregada (Bonneau;
Vever-Bizet, 2008; Mojzisova; Bonneau; Brault, 2007). As propriedades fisico-quimicas dos
agregados diferem das dos mondmeros. Para porfirinas, agregados apresentam uma banda de
Soret alargada e bandas Q deslocadas para o vermelho nos espectros de absor¢cdo UV-visivel,
baixa intensidade e tempo de vida de fluorescéncia (Eichwurzel, 200DC; Kelbauskas; Dietel,
2002; Margalit; Cohen, 1983; Margalit; Rotenberg, 1984; Roeder; Wabnitz, 1987; Shiah et al.,
1998), além de baixa producdo de '0. (Myrzakhmetov et al., 2021).
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1.6.3 Fotodegradacdo de FSs

A fotodegradacdo de FSs é um processo no qual a exposi¢do a luz leva a degradacao
quimica da molécula, resultando na perda de sua estrutura eletronica conjugada (Ericson et al.,
2003; Gerola, 2013). Esse fendmeno ocorre devido a absor¢do de fétons, que promove a
molécula a estados excitados, facilitando reacdes que rompem ligacdes ou alteram a estrutura
do sistema conjugado. A perda de conjugacdo afeta diretamente as propriedades 6pticas do FS,
0 que resulta na diminui¢do de absorcdo na regido do visivel (Ericson et al., 2003; Gerola,
2013).

A fotodegradacdo € um aspecto fundamental a ser considerado na aplicacdo de FSs, pois
estd diretamente associada a estabilidade do composto durante a irradiacdo. FSs que se
degradam rapidamente sob iluminag¢do podem ter sua eficdcia terapéutica reduzida antes de
alcancgar o efeito desejado (Ericson et al., 2003; Gerola, 2013; Sutek et al., 2020). No entanto,
em certos casos, uma fotodegradagdo controlada pode ser vantajosa, permitindo a eliminacao
do FS apds o tratamento e minimizando potenciais efeitos adversos no organismo.

Esse fendmeno, frequentemente decorrente da autogeragdo de EROs sob irradiagdo,
representa um desafio para a estabilidade de compostos fotossensibilizadores (Costa et al.,
2012). A partir da reagdoEstudos mostram que FSs com menor energia no orbital molecular
mais alto ocupado (HOMO) apresentam maior fotoestabilidade (Arnaut, 2011), o que os torna
menos suscetiveis a processos de foto-oxidacdo e foto-transformacdo. Essa caracteristica
permite o uso de doses de luz mais elevadas e tempos de irradiacdo prolongados, otimizando a
eficacia terapéutica.

Estudos acerca dos mecanismos de fotodegradacdao destacam a complexidade do
processo. Inhoffen et al. descreveram um mecanismo para a reagdo da PpIX-dimetiléster com
O: durante a irradiacdo em diclorometano, envolvendo uma adi¢do 1,4 de O: ao anel pirrdlico
substituido por vinila da molécula (Inhoffen; Brockmann; Bliesener, 1969). Cox e
colaboradores descreveram o processo de fotodegradacdo, ou fotobranqueamento, como um
fenomeno foto-oxidativo, no qual diferentes rendimentos de fotoprodutos sdo obtidos
dependendo da solugdo utilizada (Cox; Whitten, 1982). Em todos os casos, a oxidacdo do PpIX
€ central nos mecanismos propostos.

Portanto, a fotodegradacao ¢ um fendmeno multifacetado que pode limitar a estabilidade
e a eficacia dos FSs durante o tratamento. Contudo, FSs com maior fotoestabilidade oferecem
vantagens importantes, permitindo tratamentos mais eficazes e controlados, a0 mesmo tempo

que minimizam a formag¢do de produtos oxidados indesejados.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Sintetizar novos FSs hibridos de derivados de PpIX modificados com fragmentos de
capsaicina (Figura 8), um inibidor conhecido de bombas de efluxo NorA da bactéria S. aureus,
para aplicacdo a TFDA em bactérias S. aureus e E. coli sensiveis e multirresistentes.
Considerando a relevancia dos mecanismos de resisténcia bacteriana, torna-se essencial ampliar
os estudos com porfirinas para avaliar a eficiéncia da TFDA associada a inibi¢do de bombas de
efluxo, o que pode contribuir para otimizar a acao antimicrobiana e superar limitagdes a partir

da resisténcia intrinseca a FSs.

Figura 8 - Estrutura dos FS planejados: (A) PpIX, (B) derivado monoesterificado com um
fragmento de capsaicina (PpIX-capsaisina 1) e (C) derivado diesterificado com dois
fragmentos de capsaicina (PpIX-capsaicina 2).
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2.2 Objetivos Especificos

e Funcionalizar PpIX com fragmentos de capsaicina;

e Avaliar propriedades fotofisicas das moléculas (D), (da);

e Avaliar fotoestabilidade dos FS;

e Investigar efeitos de autoagregacdo em meio majoritariamente aquoso;

e Avaliar a fotoinativagdo de bactérias Gram-negativas (E. coli) e Gram-positivas (S.

aureus) sensiveis e multirresistentes a partir dos novos derivados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A PpIX (Figura 9), da classe das porfirinas, foi selecionada como FS para modificacao
com fragmentos inibidores de bombas de efluxo. Foram feitas modificagdes em um dos dcidos
carboxilicos, para o produto monoesterificado (PpIX-capsaicina 1), e nas duas por¢des acidas,
para o produto diesterificado (PpIX-capsaicina 2). A esterificacdo foi feita com o fragmento
fendlico da Capsaicina, molécula inibidora da bomba de efluxo NorA da bactéria Gram-positiva

S. aureus (Kalia et al., 2012).

Figura 9 - Planejamento das modificagdes no precursor PpIX a partir da esterificacdo com (1)
um fragmento de capsaicina e (2) com dois fragmentos de capsaicina.
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3.1 Sintese dos hibridos de PpIX com capsaicina (1 e 2)

Os derivados de PpIX-capsaicina 1 e 2 (Esquema 1) foram planejados para atuarem na
TFDA através de um possivel efeito sinérgico envolvendo FS e inibicdo de bomba de efluxo,
com base em estudos que mostraram a atividade inibitéria da capsaicina em bombas de efluxo
de bactérias Gram-positivas, em especial a bomba NorA da S. aureus sensivel e multirresistente
(Kalia et al., 2012; Prasch et al., 2019; Wang et al., 2020). A atividade inibitdria da capsaicina
isolada de produtos naturais é mais expressiva para bactérias multirresistentes, uma vez que
existe uma superexpressdo das bombas de efluxo para essas linhagens (AlMatar et al., 2021;
Hamblin, 2020; Rineh et al., 2017).

Os hibridos 1 e 2 foram sintetizados, onde o rendimento da reacdo foi de 4% e 40%,
respectivamente, a partir da esterificagdo de Steglich entre a PpIX e a capsaicina na presenca
de cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e 4-dimetilaminopiridina

(DMAP) (Esquema 1). Todas as sinteses e purificagdes foram feitas no Laboratério de Sintese
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de Candidatos a Farmacos (LaSFar), sob coorientacdo do Prof. Dr. Celso de Oliveira Rezende

Janior.
Esquema 1 - Sintese dos hibridos 1 e 2.

H\/@[ EDC DMAP
N
+ DMF t.a, 96h
o
X

(4% (40%)

h Y:D\/HM

Fonte: Autora (2024).

Inicialmente, as proporcdes estequiométricas, tempo de reacdo e concentracdo do meio
reacional foram controlados com a expectativa de obter a 1 e 2 em uma tnica reacdo, que foram
purificados por cromatografia em coluna e caracterizados por Ressonincia Magnética Nuclear
(RMN) e Espectrometria de massas de alta resolu¢do (HRMS, do inglés High Resolution Mass
Spectrometry).

Os produtos 1 e 2 foram isolados ap6s 96h de reagao, mesmo que o material de partida
nao fosse completamente consumido. Foi possivel notar, a partir de CCD (Cromatografia em
cada delgada), a formacdo de dois produtos com Rfs distintos (circulado na Figura 10B),
posteriormente identificados a partir de RMN de 'H e '3C (Figuras 11, 13 e 14) e espectrometria

de massas com ionizagdo por eletrospray (Figuras 15 e 18).

Figura 10 — (A) CCD feita durante a sintese (ap6s 72h) das PpIX-capsaicina 1 e 2. Mp:
PpIX; M: misto da reacdo e material de partida (PpIX) e P: produto de reacdo (sem uso de
revelador). (B) CCD feita apos recuperacdo do s6lido por meio de filtracdo, onde P: PpIX; M:
misto de PpIX e sélido; S: sélido recuperado e C: capsaicina. Ambas feitas com
diclorometano/metanol 95:5 (Revelado no UV).

Fonte: Autora (2023).
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No espectro de RMN de 'H do produto 2 (Figura 11), é possivel identificar quatro
singletos entre 10,1631 e 10,0185 ppm, correspondentes aos hidrogénios H1-4 (Figura 12).
Além disso, observa-se um duplo dupleto entre 8,2994 e 8,2224 ppm, atribuido ao hidrogénio
H-5, e dois dupletos aparentes na regido de 6,3968 a 6,1802 ppm, referentes aos quatro
hidrogénios H6.

O que evidencia a presenca de simetria na molécula e, consequentemente a
diesterificagdo, sdo os singletos dos doze hidrogénios metilicos ligados ao anel porfirinico, que
aparecem em 3,6229 ppm e 3,3239 ppm. Também, dois tripletos correspondentes aos oito
hidrogénios metilénicos (H7 e H8) foram registrados entre 4,4792 e 4,4411 ppm, assim como

entre 3,4842 e 3,4465 ppm.

1

Figura 11 - Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCl3) de PpIX-capsaicina 2
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Fonte: Autora (2023).
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Figura 12 - Ambientes quimicos de cada hidrogénio do cromé6foro PpIX atribuido aos
deslocamentos vistos no RMN 'H.

Fonte: Autora (2024).

Estudos realizados por Oliveira Jinior (2019) com padrdes comerciais de capsaicina
demonstraram, por meio de RMN de 'H, os deslocamentos quimicos da capsaicina e
dihidrocapsaicina presentes em uma mesma amostra. Esses dados foram comparados aos
deslocamentos quimicos obtidos no RMN de 'H do produto 2, conforme apresentado na Tabela
1 e Figura 13 (Oliveira Junior et al., 2019). Essa andlise permitiu correlacionar os
deslocamentos quimicos da mistura de capsaicindides com o espectro de RMN de 'H do produto
2, evidenciando a presenca tanto de capsaicina quanto de dihidrocapsaicina.

Devido a complexidade de analisar as propor¢cdes de hidrogénios diretamente pelas
integrais dos espectros, a combinacdo das informagdes obtidas na literatura com os dados de

HRMS foi essencial para confirmar a formagdo do produto desejado.

Figura 13 - Ambientes quimicos de cada hidrogénio da capsaicina e dihidrocapsaicina

atribuidos aos deslocamentos vistos no RMN 'H.
16" 1

13 5 15 OH
4z 10 8 6 H\/@i >
14° e . . o~

capsaicina dihidrocapsaicina

Fonte: Autora (2025).

o
OH

Tabela 1 - Deslocamentos quimicos de 'H (8u) da capsaicina pureza 60% reportados na
literatura (Oliveira Jinior, 2019) e analisados na PpIX-capsaicina 2 (400 MHz, CDCls)
(Expansdes — Figura 11), nos quais os sinais destacados em negrito sdo os deslocamentos
especificos de cada capsaicindide.

Capsaicina Dihidrocapsaicina

S 1Y (m?, JO) du“(mb, J°)

Oliveira Junior, 2019  PpIX-capsaicina2  Oliveira Junior, 2019  PplIX-capsaicina
(CDCl3) 2 (CDCls)
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16
39
15°

1
10°
4
2
6’
12°

97

’77

87

13’
14°

6,85 (1H, d, 8.0)

6,79 (1H, d, 1,8)

6,74 (1H, dd, 8,0,
1.8)

5,90 (2H, m)
5,33 (2H, m)
4,33 (2H, d, 5.6)
3,85 (3H, 5)
2,20 (2H, m)
2,20 (1H, m)

1,98 (2H, dt, 7,5,
6,7)
1,64 (2H, tt, 7,5)

1,37 (2H, tt, 7,5)
0,95 (6H, d, 6,7)

6,64 (d, 8,0)
6,68 (s)
6,58 (d, 8,0)

5,92 -5,91 (m)
5,40 - 5,24 (m)
4,23 (d, 5,6)
3,69 (s)
2,12 (t, 7.6)
2,20 - 2,14 (m)

1,96 (dd, 13,8, 6,9)

1,58 — 1,64 (m)

1,30 - 1,38 (m)
0,94 (d, 6,7)

15’7
3’7
16’5

47
o
6”
7
127
9”
10”7
11”7
g”

13’)
14”

6,86 (1H, d, 8.0)
6,81 (1H, d, 8,0)
6,76 (1H, dd,
8,0, 1,5)
4,35 (2H, d, 6,0)
3,88 (3H, s)
2,19 (2H, t, 7.5)
1,65 (2H, m)
1,50 (1H, m)
1,32-1,26 (6H,

m)

1,15 (2H, m)

0,85 (6H, d, 6,5)

6,64 (d, 8,0)
6,68 (s)
6,58 (d, 8,0)

4,23 (d, 5.,6)
3,69 (s)
2,17 - 2,22 (m)
1,58 — 1,64 (m)
1,47 — 1,52 (m)
1,22 - 1,30 (m)

1,12 - 1,14 (m)

0,85 (d, 6,6)

“ deslocamentos quimicos em ppm, em relagdo ao TMS como padrao interno
b multiplicidade
¢ constantes de acoplamento em Hz

No espectro de RMN de 13C (APT) apresentado na Figura 14, sdo identificados sinais

em 172,75 ppm e 171,17 ppm, atribuidos aos carbonos carbonilicos dos ésteres e das amidas.

Entre 150,89 ppm e 96,31 ppm, os sinais podem ser classificados como: com fase para cima

(CH), correspondentes aos seis carbonos C1-5 e a trés carbonos aromaticos dos fragmentos de

capsaicindides; e com fase para baixo (carbonos desidrogenados), relacionados aos carbonos

pirrélicos e aos trés carbonos arométicos restantes dos fragmentos de capsaicindides, além do

carbono C6 (CH?2).

Os demais sinais pertencem aos fragmentos de capsaicindides, com exce¢ao de quatro

sinais especificos em 31,28 ppm, 28,09 ppm, 12,81 ppm e 11,82 ppm, que representam os

carbonos metilicos dos fragmentos pirrdis.
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Figura 14 - Espectros de RMN '3C (101 MHz, CDCls) da mistura de hibridos PpIX-
capsaicina 2.
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Fonte: Autora (2023).

No espectro de RMN de 'H do produto 1 (Figura 15), observam-se deslocamentos
quimicos semelhantes aos registrados para o produto 2, com exce¢do dos sinais correspondentes
aos doze hidrogénios metilicos ligados ao anel porfirinico. Devido a assimetria da molécula,
esses sinais aparecem como singletos em 3,6327 — 3,6059 ppm e um singleto adicional em
3,5771 ppm. Os sinais correspondentes aos oito hidrogé€nios metilénicos (H7 e H8) foram
registrados como quatro tripletos em 4,4398 e 4,2993 ppm, assim como em 3,5106 e 3,1813
ppm.

No produto 1, a presenca da mistura de capsaicindides também € evidenciada pela
presenca de fragmentos da capsaicina e de dihidrocapsaicina. Desse modo, os dados de HRMS

também foram necessarios para elucidar as estruturas formadas.
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Figura 15 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, (CD3)CO) de PpIX-capsaicina 1.
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Fonte: Autora (2023).

O espectro de massas de 2 (Figura 16) revelou a presenca de diversos picos
experimentais de m/z, incluindo 1137,6375, 1138,6405, 1139,6501, 1140,6557, 1141,6609 e
1142,6669, entre outros de menor intensidade. O valor tedrico calculado para a massa exata do

composto desejado, considerando a esterificagdo com duas moléculas de capsaicina, é [M + H]*

=m/z 1137,6423.
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Figura 16 - Espectro de massas do produto PpIX-capsaicina 2 acidificada com 1% de acido férmico e injetadas no espectrometro de massas.

Intens. 25jun24 IVCMO010 DI d+a.d: +MS, 0.6min #35

4
x10 1139.6501
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Fonte: Obtido e gentilmente cedido pelo grupo do Laboratério de Biomoléculas e Espectrometria de Massas (LaBioMass), coordenado pelo Dr. Eduardo
Jorge Pilau (2024).
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A presenca de multiplos picos préximos no espectro de massas sugere a formacgao de
uma mistura de produtos resultante da diesterificacio com diferentes capsaicindides (ver
Figuras 17 e 18). Essa heterogeneidade provavelmente decorre da baixa pureza (61,7%) da
capsaicina comercial utilizada como reagente na sintese, que contém 32,10% de
dihidrocapsaicina como principal impureza, além de menores propor¢des de outros andlogos
(Figura 17).

Embora mistura contenha dihidrocapsaicina em uma propor¢cdo expressiva, ela
apresenta, assim como a capsaicina, atividade inibitéria sobre algumas bombas de efluxo,
comprovada em micobactérias (Kalia ef al., 2012; Prasch et al., 2019). Dessa forma, a presenca
dessa mistura ndo compromete, a principio, a aplicabilidade do produto obtido para os objetivos

propostos.

Figura 17 - Capsaicindides majoritarios em produtos de origem natural.
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Fonte: Autora (2024).

As demais impurezas presentes na capsaicina comercial (6,20%) sdo, provavelmente,
outras estruturas de capsaicindides e capsiatos. Estes ultimos diferem por apresentarem um
grupo éster no lugar da amida (Figura 17) e sdo extraidos de fontes naturais (Kobata et al.,
1998; Valim et al., 2019; Yamasaki et al., 2007). A presenca de capsiatos pode justificar os
picos observados no espectro de massas com relagdes m/z de valores pares, como 1138,6405,
1140,6557 e 1142,6669, entre outros.

Devido a sobreposicao de sinais quimicos semelhantes no RMN, provenientes dos
diferentes capsaicindides presentes, essa técnica nao foi a mais adequada para caracterizar os
produtos 1 e 2 (Oliveira Junior et al., 2019). No entanto, foi possivel identificar por massas que

2 consiste em uma mistura de diésteres (Figura 11 e Tabela 1).
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Os subprodutos formados durante a reacdo (Figura 18) sdo provavelmente ésteres
gerados a partir de diferentes combinacdes entre os capsaicindides presentes (Figura 17). Essa
inferéncia é respaldada pelas semelhancas estruturais entre os compostos, que resultam em

reatividades semelhantes no ambiente reacional.

Figura 18 - Proposta de algumas estruturas presentes na mistura, a partir das moléculas

protonadas do espectro de massas da Figura 15.
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[e]
ae] —
O\Q\\
—
Massa Exata: 1137,6423 Massa Acurada: 1137,6375 Massa Exata: 1139,6580 Massa Acurada: 1139,6501

Erro (ppm) = -4, 2192 Erro (ppm) =-6,9319
: o
Massa Exata: 1125,6423 Massa Acurada: 1125,6385 Massa Exata: 1125,6423 Massa Acurada: 1125,6385

Erro (ppm) =-3,3758 Erro (ppm) =-3,3758
=0

(o]
(o]
0 {\\\\\)\

Massa Exata: 1155,6893 Massa Acurada: 1155,6557
Erro (ppm) =-29,0735

Fonte: Autora (2024).

O espectro de massas de 1 (Figura 19) revelou valores experimentais de razdo m/z como
850,4513, 851,4571, 852,4676, 853,4714 e 854,4769, além de outros sinais de menor
intensidade. O valor tedrico previsto para o produto 1 contendo uma capsaicina é [M + H]* =

m/z 850,4538, confirmando a formagdo do produto desejado.
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Entretanto, assim como observado para o produto 2, também foi possivel identificar a
presenca de subprodutos, provavelmente originados dos andlogos de capsaicina e capsiatos
presentes na amostra comercial utilizada como reagente (Figura 17). Esses subprodutos estio
evidenciados na Figura 19 e ilustrados na Figura 20, refor¢cando a influéncia das impurezas na
composi¢do final da mistura.

Dessa forma, o produto 1 formado a partir da monoesterificacdo da PpIX com estruturas
de capsaicindides serd denominado como PpIX-capsaicina 1 e o produto 2, formado a partir da
diesterificagdo de capsaicindides serd referido como PpIX-capsaicina 2 nos experimentos de

caracterizacdo e aplicacdo bioldgica.
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Figura 19 - Espectro de massas do produto PpIX-capsaicina 1 ressuspendido em 500 puL. de metanol e injetado no espectrometro de Massas.
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Fonte: Obtido e gentilmente cedido pelo grupo do Laboratério de Biomoléculas e Espectrometria de Massas (LaBioMass), coordenado pelo Dr. Eduardo
Jorge Pilau (2024).
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Figura 20 - Proposta de algumas estruturas presentes na mistura, a partir das moléculas
protonadas do espectro de massas da Figura 18.
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Fonte: Autora (2024).

Para obter mais massa de 1 para experimentos posteriores, foi feita uma nova reacao.
Essa sintese (Esquema 2) foi planejada com o intuito de minimizar a formagado do derivado 2 e
maximizar o rendimento de 1, utilizando menos equivalentes de EDC, DMAP e capsaicina, que

foram adicionados lentamente no meio reacional, além de usar um meio reacional mais diluido.

Esquema 2 - Sintese do derivado 1.

/
o 0
HN
H
N\/@ _  EDC,DMAP g
o —_— > o]
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X OH \
—_— (o]
1
(17%)

Fonte: Autora (2024).

Ap6s 72 horas de reacdo, observou-se o inicio da formagao do diéster 2 (Figura 21),
indicando que os monoésteres 1 apresentam maior reatividade em comparacdo a PpIX. Esse

comportamento pode ser explicado pela presenca de ligacOes de hidrogénio intramoleculares
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entre os grupos carboxilicos da PpIX, quando solubilizada em DMF, um solvente polar
aprético. Apds a ocorréncia da primeira esterificacio, a interagdo do segundo acido carboxilico
¢ perdida, tornando-o mais acessivel para reagir. Com o objetivo de minimizar a formacdo do
diéster e facilitar a etapa subsequente de purificacdo, a reagcao foi interrompida nesse ponto

estratégico.

Figura 21 - (A) CCD feita ap6s 24h da sintese da porfirina PpIX-capsaicina 1. D: PpIX-
capsaicina 2; M: misto da rea¢do e padriao de PpIX-capsaicina 2; R: produto de reacdo. (B)
CCD ap6s 72h de reacao, onde P: PpIX-capsaicina 2; M: misto da reagdo e padrao de PpIX-
capsaicina 2; R: produto de reacdo. Ambas feitas com diclorometano/metanol 95:5 (sem uso
de revelador).

Fonte: Autora (2024).

Os resultados obtidos confirmam a sintese dos produtos 1 e 2, evidenciada por anélises
de RMN e espectrometria de massas. Apesar da presenca de subprodutos decorrentes de
impurezas nos reagentes comerciais, os dados experimentais indicam que as estruturas

desejadas foram formadas, com caracteristicas desejaveis e planejadas para aplicacdo na TFDA.

3.2 Rendimentos quanticos de fluorescéncia (®r) e de oxigénio singlete ()

Investigar as propriedades do estado excitado dos compostos sintetizados € essencial
para compreender sua aplicacio na TFDA. Nesse sentido, os rendimentos quénticos de
fluorescéncia (®r) e de oxigénio singlete (®a) sdo ferramentas cruciais para elucidar o
comportamento do FS quando excitado.

As porfirinas podem ser classificadas como fluorescentes ou fosforescentes,
dependendo dos valores de seus rendimentos quanticos (Gouterman, 1961). A fluorescéncia
estd associada a transicdo do nivel mais baixo do estado excitado singlete para os niveis

vibracionais do estado fundamental (De Figueirédo, 2009).
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Os espectros de emissdo das porfirinas foram registrados em etanol na faixa de 450 a
800 nm, com excitacio em 402 nm. A Figura 22 apresenta os espectros de emissdo dos

fotossensibilizadores, cujos valores maximos de emissao estdo dispostos na Tabela 2.

Figura 22 - Espectros de emissdo do precursor PpIX e os derivados sintetizados PpIX-
capsaicina 1 e 2. (Aexc = 402 nm, fenda 1 - 5 nm).
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Fonte: Autora (2024), feito em parceria com o Laboratério de Fotoquimica e Ciéncia dos Materiais
(LaFOT-CM) coordenado pelo Prof. Dr. Antonio Otavio Patrocinio de Toledo.

Segundo Myrzakhmetov et al. (2021), o rendimento quantico de fluorescéncia (®r) da
PpIX, € maior em solventes menos polares em comparacdo com agua e tampao fosfato. Essa
diferenca ocorre porque, em meios aquosos, a PpIX tende a formar agregados devido a
interagdes m-n e ligacdes de hidrogénio intramoleculares entre os grupos carboxilicos, o que
reduz significativamente sua fluorescéncia. Essa observacao destaca a relevancia do solvente
na otimizacdo das propriedades fotofisicas dos compostos, especialmente em aplicacdes na
TFDA (Myrzakhmetov et al., 2021). No caso dos derivados 1 e 2, o aumento da cadeia
carbOnica e a provdvel maior lipofilicidade também podem favorecer a agregacdo em maior
propor¢do, impactando diretamente na emissdo da fluorescéncia.

Em comparacdo a PpIX, os valores de rendimento quantico de emissdo (®r) dos
compostos PpIX-capsaicina 1 e 2 sdo bem préximos, com valores inferiores a 0,1 (Tabela 2).
Isso se deve a processos competitivos de cruzamento intersistema, impedindo que a
fluorescéncia, ou seja, o decaimento radiativo do primeiro estado excitado para o estado
fundamental seja o principal processo de decaimento dessas moléculas (Lakowicz, 2006).

O rendimento quantico de alguns fluoréforos pode ser aumentado pela reducdo da
constante de taxa de decaimento ndo radiativo, o que geralmente € alcangado por meio de baixas

temperaturas ou pela inser¢do do fluor6foro em um ambiente mais rigido (Lakowicz et al.,
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2001; Rybczynski et al., 2022). A rigidez da estrutura molecular é uma abordagem eficaz para
melhorar a efici€éncia de emissdo. Isso pode ser alcancado limitando as vibracdes moleculares,
um processo frequentemente facilitado pela agregacdo, que ajuda a estabilizar o estado excitado
e reduzir as perdas nao radiativas. Esse método destaca a importancia dos fatores estruturais e
ambientais no design e na otimizacdo de fluor6foros para diversas aplicacdes (Rybczynski et

al., 2022).

Tabela 2 - Valores de rendimento quantico de emissao (®r) das porfirinas em etanol (Aexc =
402 nm, fenda 1 - 5 nm, Absorbancia em 402 nm = 0,1).

Fotossensibilizador O
PpIX 0,070%*

PpIX-capsaicina 1 0,076

PpIX-capsaicina 2 0,081

*Valor extraido de (Myrzakhmetov et al., 2021).
Fonte: Autora (2024).

A tendéncia de aumento discreto no rendimento quantico de fluorescéncia a cada adi¢ao
de um fragmento de capsaicina ao fluor6foro PpIX pode ser correlacionada com os conceitos
de modificacdo estrutural e controle das perdas ndo radiativas (Lakowicz et al., 2001;
Rybczynski et al., 2022). No caso dos derivados 1 e 2, a introdug¢do dos fragmentos de
capsaicina pode estar contribuindo para uma ligeira rigidificacdo do ambiente molecular ao
redor do fluoréforo. Isso limitaria as vibragdes moleculares, reduzindo a dissipacao de energia
por vias ndo radiativas e, consequentemente, melhorando a eficiéncia do processo de emissao.
Embora o aumento observado seja discreto, ele evidencia que as alteragdes estruturais
promovidas pela capsaicina impactam as propriedades fotofisicas do sistema (Lakowicz et al.,
2001; Rybczynski et al., 2022).

O rendimento quantico de oxigénio singlete (®a) € uma medida que avalia a eficiéncia
de uma molécula fotossensibilizadora em converter a energia absorvida pela luz em oxigénio
singlete 'O,, na presenca de oxigénio molecular O,. Esse parimetro representa a fracio de
fétons absorvidos pelo fotossensibilizador que resulta na formacdo de 'Oz, com valores
variando de 0 (nenhuma formacgdo de '02) a 1 (100% de eficiéncia na conversio). Na acao
fotodindmica, o !0, é considerado o principal agente envolvido (Maisch et al., 2007). Por ser
altamente reativo, o 'O» inicia reagdes oxidativas no ambiente préximo, afetando estruturas
como a parede celular bacteriana, membranas lipidicas, enzimas e 4dcidos nucleicos (Maisch et

al., 2007). Um grafico de decaimento de 'O; ilustra como a intensidade do sinal associado ao
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oxigénio singlete (em 1270 nm) diminui ao longo do tempo apds sua formacgdo. Esse grafico
reflete a cinética de desativacdo do 'O, que, em sistemas homogéneos, segue uma cinética de
primeira ordem, indicando que ndo hd interacdo significativa entre o 'O2 e outros sistemas
(Scholz et al., 2021; Szewczyk; Mokrzynski; Sarna, 2024). A intensidade inicial do sinal de
emissdo fosforescéncia em 1270 nm estd diretamente relacionada a eficiéncia do
fotossensibilizador em gerar 'O,. Uma intensidade inicial maior sugere que o
fotossensibilizador absorveu luz e transferiu energia para o oxigénio molecular de forma
eficiente (Szewczyk; Mokrzynski; Sarna, 2024). Nos derivados sintetizados 1 e 2, observa-se
uma intensidade inicial maior em comparacdo ao precursor PpIX (insert da Figura 23),
indicando maior eficiéncia na geracdo 'O,, 2 medida que fragmentos de capsaicina foram

acrescentados a estrutura.

Figura 23 - Decaimento de fosforescéncia de 'O, em etanol. (Aexc = 400 nm, Absorbancia em
400 nm = 0,3).

s Pp| X s PplX-capsaicina 1 === Pp|X-capsaicina 2

Intensidade de fosforescéncia em 1270 nm

0 20 40 60 80
tempo (us)
Fonte: Autora (2024), feito em parceria com o Laboratério de Processos Fotoinduzidos e
Interfaces (LPFI) coordenado pelo Prof. Mauricio S. Baptista.

A andlise da curva de decaimento permite a determinacdo da meia-vida do 'Oz (ta), que
corresponde ao tempo necessdrio para que a intensidade do sinal seja reduzida pela metade
(Myrzakhmetov et al., 2021). A meia-vida de 'O, foi avaliada em solucdo etandlica com base
nos espectros de decaimento registrados (Figura 22). Nesse meio, ta € influenciada
principalmente pela desativacdo do 'O, devido ao solvente, envolvendo transferéncias de
energia eletrOnicas e vibracionais (Myrzakhmetov et al., 2021). Quando ndo hd reacdo entre o

!0,e 0 FS, os valores de ta sdo consistentes e podem ser comparados com dados disponiveis

na literatura (Tabela 3).
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Tabela 3 - Valores de rendimento quantico de oxigénio singlete (Da) e tempo de vida (ta) do
10, gerado pelas porfirinas solubilizadas em etanol (Aexc = 400 nm, absorbancia = 0,3).

Fotossensibilizador (O Ta (1S)
PpIX 0,92%* 14,7

14,9%*

PpIX-capsaicina 1 0,99 14,7
PpIX-capsaicina 2 1,01 14,5

*Valor extraido de (Myrzakhmetov et al., 2021).
Fonte: Autora (2024).

O rendimento quantico de oxigénio singlete (®x) foi calculado a partir da equacgdo 2
(item 5.2 da metodologia). Os valores de ®a (Tabela 3) mostram que os derivados PpIX-
capsaicina 1 e 2 produzem mais 'O que seu precursor, PpIX. Entretanto, como os valores foram
praticamente ® = 1,0 (Tabela 3), esse experimento ainda serd repetido para avaliar
reprodutibilidade e se realmente hd diferenca significativa em relacdo ao padrdo utilizado
(PpIX).

Com base nos dados obtidos, pode-se afirmar que os derivados sintetizados para
aplicacdo a TFDA possuem maior potencial de eficiéncia do processo de fluorescéncia e
producio de 'O2, possivelmente devido a ligeira rigidificacdo do ambiente molecular ao redor
do fluoréforo, o que altera as propriedades fotofisicas. Além disso, notou-se que a geragcao de

10, dos derivados sintetizados também foi um pouco maior que a molécula precursora (PpIX).

3.3 Espectroscopia de absorcao no UV-Visivel dos derivados de PpIX-capsaicina

As porfirinas sdo compostos altamente coloridos, caracterizados por um espectro de
absor¢do com uma intensa banda em torno de 420 nm (Soret) e bandas menores, conhecidas
como bandas Q, na faixa de 500 a 700 nm (Iglesias, 2012). Quando solubilizadas, as
caracteristicas de polaridade dos solventes interferem nas propriedades eletronicas das
porfirinas, o que altera a posicao, intensidade e forma das bandas espectrais (Damasceno, 2014).
Isso ocorre devido as interagdes intermoleculares presentes, o que torna necessdria a escolha de
um solvente adequado para estudos espectroscopicos desses compostos, a fim de garantir que
estejam no estado monomérico (Suppan, 1990).

Para estudar o comportamento das porfirinas 1 e 2 em diferentes solventes, foram feitos
espectros de absor¢do no UV-Vis nos seguintes solventes: acetona, acetonitrila, cloroférmio

(CHCl3), dimetilsulféxido (DMSO), etanol e dgua (Figura 24).
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Figura 24 - Espectro de absor¢do no visivel dos derivados PpIX-capsaicina (A) 1 e (B) 2 em
solventes de diferentes polaridades.
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Fonte: Autora (2023).

A partir desses experimentos, observou-se uma banda Soret em torno de 408 nm, quatro
bandas Q (entre 475 nm e 650 nm), caracteristico de porfirina (Iglesias, 2012), além da presenga
de uma banda em 668 nm no espectro de absor¢do da PpIX-capsaicina 1 e PpIX-capsaicina 2
(inserts da Figura 24). Com exce¢do da banda em 668 nm e dos espectros dos derivados em
dgua, a faixa de absorc¢do registrada ¢ caracteristica de porfirinas no estado monomérico, cujas
bandas ¢ resultante de transi¢des © — * entre orbitais HOMO e LUMO no anel tetrapirrédlico
(Santos et al., 2015).

Ao monitorar as porfirinas em solugdo, a PpIX-capsaicina 2 ap6s 10 min solubilizada
em clorof6érmio apresentou uma diminui¢do na intensidade da banda Soret, acompanhada pelo
surgimento de uma nova banda entre 550-600 nm no espectro de absor¢do (linha preta da Figura
25). Por outro lado, o espectro de absor¢do da PpIX-capsaicina 2 solubilizada em DMSO (linha
vermelha da Figura 25), apresentou uma banda Soret bem definida, quatro bandas Q
caracteristicas € uma banda adicional em 668 nm, exibindo o mesmo padrdo reportado
anteriormente na Figura 24. Essas observacoes indicam que a estabilidade fotoquimica depende
do solvente utilizado, refletindo possiveis alteracdes estruturais. Além disso, a solugdo
preparada em cloroférmio teve a coloragdo alterada de vermelho para verde, o que foi

investigado no item 3.4.
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Figura 25 - Espectro de absor¢do no visivel da PpIX-capsaicina 2 solubilizados em
cloroférmio (linha preta) e DMSO (linha vermelha).
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Fonte: Autora (2023).

Um fenémeno observado antes da realizag¢do do experimento da Figura 24 foi o gradual
aumento da banda em torno de 668 nm para a PpIX-capsaicina 1 quando solubilizada em
cloroférmio. Ao contrdrio da PpIX-capsaicina 2, a banda ndo estava presente inicialmente.
Porém, ao longo de 15 min, foi observado o aumento da banda (linha verde, Figura 26). Apesar
de se tratar da mesma solug@o, o aumento de intensidade da banda Soret se deve a evaporacio
do cloroférmio, que € altamente volatil. Porém, ainda € possivel notar que o aumento da banda

em 668 nm ndo € dependente da variagcdo da concentracdo.

Figura 26 — Aumento da banda em 668 nm em fun¢do do tempo (0-15 min) vista para a
PpIX-capsaicina 1 em cloroférmio.
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Fonte: Autora (2023).
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As solugdes preparadas em DMSO (Figura 24 — (A) e (B)) para os experimentos de
ambas as porfirinas foram reservadas para posteriores medidas de novos espectros para

visualizar a estabilidade dos novos compostos nesses solventes.

3.4 Analise de estabilidade dos hibridos PpIX-capsaicina 1 e 2 em diferentes solventes

A estabilidade de um fotossensibilizador ao longo do tempo de armazenamento é uma
caracteristica fundamental para sua aplica¢do, pois sua eficicia como farmaco depende
diretamente desse aspecto (Sternberg; Dolphin; Briickner, 1998). Ao ser solubilizado, as
interacdes entre o soluto e o solvente desempenham um papel crucial, afetando a estrutura do
composto ao participar de processos como estabilizacdo de estados reagentes e de transi¢ao.
Isso ocorre por meio de transferéncia de calor, massa e de prétons em reagdes acido/base (Silva,
2011).

As solucdes preparadas previamente em DMSO foram empregadas nos testes de
estabilidade. Ambas as porfirinas demonstraram estabilidade durante seis dias, a temperatura

ambiente em DMSO, conforme evidenciado na Figura 27.

Figura 27 - Espectros de absor¢@o no visivel da (A) PpIX-capsaicina 1 e (B) PpIX-
capsaicina 2 em DMSO feitos num intervalo de 6 dias, a temperatura ambiente.
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Fonte: Autora (2023).

Contudo, ao estudar o comportamento das porfirinas em cloroférmio, notou-se
alteracdes significativas, como a mudanca de coloracdo da solu¢do de PpIX-capsaicina 2 de
vermelho para verde, e o surgimento da banda em 668 nm para a PpIX-capsaicina 1. Para
compreender os fatores que influenciaram essas alteracOes, foram realizadas novas solucoes,
uma em frasco ambar, para limitar a exposi¢ao a luz, e outra em frasco transparente, para avaliar

possiveis efeitos fotossensiveis.
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Para a PpIX-capsaicina 2, os testes realizados em duplicata demonstraram alteragcdes
espectrais em ambas as condi¢des. A Figura 28 mostra o desaparecimento das bandas Qs, o
surgimento de duas bandas entre 500 e 600 nm, o aumento da intensidade da banda Soret € seu
deslocamento batocromico. Esses resultados sugerem alteracdes quimicas no croméforo da

porfirina na presenca de cloroférmio.

Figura 28 - Avaliacdo da estabilidade da PpIX-capsaicina 2 em cloroférmio armazenada em
um (A) frasco transparente (B) e um frasco ambar.
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Fonte: Autora (2023).

Experimentos semelhantes com a PplX-capsaicina 1 revelaram mudangas espectrais
similares (Figura 29), com maior preservacio das bandas Q em frasco ambar. Em comparacio
com a PpIX-capsaicina 2, a PpIX-capsaicina 1 apresentou alteragdes mais graduais, indicando

maior estabilidade frente a mudancas quimicas no croméforo.

Figura 29 - Avaliacdo da estabilidade da PpIX-capsaicina 1 em cloroférmio armazenada em
um (A) frasco transparente (B) e um frasco ambar, com alteragdes visiveis em funcio do
tempo e exposicao a luz.
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Fonte: Autora (2023).



54

Evidéncias sugerem que os perfis espectrais observados, semelhantes aos apresentados

na Figura 24, estdo associados a um estado de equilibrio quimico entre os €steres neutros da

PpIX e sua forma monoprotonada no anel pirrdlico (Figura 30) (Hynninen, 2014). Para

investigar, foi realizado um teste de neutraliza¢do com trietilamina (Figura 31). Ao adicionar

trietilamina a solu¢do verde da PpIX-capsaicina 1, observou-se a mudanga imediata da

coloragdo para vermelho, com o restabelecimento das cinco bandas vistas anteriormente (Figura

24). Isso confirma a protonacdo do composto em cloroférmio e sua desprotonagdo com a adi¢do

de trietilamina. O excesso de trietilamina causou ainda um deslocamento e diminui¢do da

intensidade da banda em 668 nm (insert da Figura 31).

Figura 30 - Equilibrio entre os ésteres da PpIX neutra e protonada.
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Fonte: Autora (2024).

Figura 31 - Espectros de absorbancia UV-Vis da PpIX-capsaicina 1 antes e depois da adi¢do
de trietilamina em solucdo de colorag@o previamente alterada para verde.

= Antes da adigéo de trietilamina == Durante adigdo de trietilamina
— Apds adigdo de trietilamina

2.2 4
2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

Absorbancia

P I T T T R I R e

o
o
]

0.20
0.18
0.16 4
0.14
0.124
0.10 4
0.08 4
0.06 5
0.04 4
0.02
0.00

Absorbéncia

-

400 500
A (nm)
Fonte: Autora (2023).

T
500

T
550

T T T
600 650 7008

A (nm)

600 700

Outra hipé6tese para o surgimento da banda em 668 nm relaciona-se a reagdes de

fotodegradacdo na presenga de oxigénio. Estudos de Ericson et al. (2003) sobre

fotobranqueamento de PpIX (Figura 32) registraram a formagdo de fotoprodutos com

absorbancia em torno de 670 nm ap6s doses de 40 J/cm? (Ericson et al., 2003).
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Figura 32 - Absorc¢do das bandas Q da PpIX antes e ap6s a irradiac@o (A) na presenga de ar
(B) e da amostra desoxigenada.

1.5} a — 0Yem® 1
\ - = 40 chm:

Absorbance

L5k b

— U.I;-'cm1 1
- = 40 Jfem®

0.5F

450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)
Fonte: Adaptado de (Ericson et al., 2003).

Portanto, a mudanca no perfil espectral caracteristico da porfirina— de uma banda Soret
acompanhada por quatro bandas Qs para uma Soret com deslocamento batocromico e duas
bandas Qs — pode ser atribuida a total protonacdo dos anéis pirrdlicos. No entanto, a
reversibilidade completa dessa transformacdo, evidenciada pelo desaparecimento da banda em
668 nm, ndo foi confirmada, sugerindo o envolvimento de processos de monoprotonagdo e/ou

fotoprodutos cuja dindmica ainda ndo foi totalmente elucidada.

3.5 Comportamento da PpIX-capsaicina 1 na presenca de HCI e pKa

Este experimento foi conduzido para avaliar o comportamento espectral da PpIX-
capsaicina 1 e da PpIX na presenca de HCI, em uma faixa de pH de 4,69 a 0,17, com a finalidade
de elucidar as variagOes espectrais previamente observadas. Para isso, foram preparadas
solugdes das porfirinas em metanol e em seguida, foram realizadas adi¢des sequenciais de HC1
em metanol anidro (Tabela 5 — item 5.6), permitindo a investigacdo das altera¢des espectrais
resultantes da acidificacdo do meio, a identificacdo do surgimento da banda em
aproximadamente 668 nm nessas condi¢des € a determinagdo do pKa para cada equilibrio de
protonagdo.

Na Figura 33A, observou-se que o aumento da concentragdo de HCI provocou diversas
alteracdes nas bandas Soret e Qs para ambas as porfirinas. Notou-se que, a cada adi¢cdo do 4cido,

a banda Soret da PpIX apresentava alargamento progressivo, o que pode ser atribuido a
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processos de autoagregacdo decorrentes do aumento da polaridade do meio. Além disso, foi
constatado um aumento na intensidade das bandas Qs em torno de 550 nm.

O derivado PpIX-capsaicina 1 apresentou mudangas espectrais distintas da PpIX (Figura
33B) ao ser acidificado. Embora a banda Soret tenha sua intensidade reduzida, ndo houve
indicios de influéncia de processos de autoagregacio. Além disso, as bandas Qs ndo exibiram
aumento significativo de intensidade quando comparadas as da PpIX. Apesar de a PpIX-
capsaicina 1 ter sido armazenada a -18°C em forma de pd, a banda em 668 nm foi visivel no
primeiro espectro, antes mesmo da adi¢do de HCL. Esse fato sugere a ocorréncia de processos
de degradacdo na molécula. Além disso, a coloracdo da solugdo, apds as tltimas adi¢des de HC1

(Tabela 5 —item 5.6), ndo mudou para verde, mas sim para violeta.

Figura 33 - Espectros de absorbancia no UV-Vis da (A) PpIX e (B) PpIX-capsaicina 1 em
funcdo do aumento da concentragdo de HCI em metanol.
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Fonte: Autora (2024).

Para analisar tendéncias espectrais da PpIX-capsaicina 1 em cada equilibrio dcido-base,
os graficos foram divididos em dois comportamentos distintos: monoprotonac¢io (Figura 34A)
e diprotonacdo (Figura 34B) (Hynninen, 2014). Durante a monoprotonacdo, verificou-se o
aumento da intensidade e deslocamento hipsocrémico da banda Soret e da banda Q em 574 nm,
bem como a diminui¢do das bandas em 503 e 628 nm (Figura 34A). Além disso, uma nova
banda comecou a se formar em 609 nm, enquanto a banda em 668 nm, vista nos espectros de

estabilidade anteriores, desapareceu.
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Figura 34 - Espectros de absorbancia no UV-Vis da PpIX-capsaicina 1 a cada adi¢do de HCI
em metanol, onde (A) o monocétion (pH = 4,69 — 3,77) e (B) dicdtion (pH = 3,38 — 0,57) sdo

formados.
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Fonte: Autora (2024).

A diprotonagdo, por sua vez, resultou em alteraches opostas as observadas na

monoprotonagdo. Houve diminui¢do inicial da intensidade da banda Soret, seguida de aumento

e deslocamento batocromico, além do surgimento de bandas em 557 nm e 600 nm (Figura 34B).

O ultimo espectro registrado, com a maior concentragdo de HCI (pH = 0,57) na Figura 35, linha

preta, apresentou perfil semelhante ao da Figura 29A (Figura 35, linha vermelha), indicando a

diprotonag¢do dos anéis tetrapirrdlicos da PplX-capsaicina 1 quando solubilizada em

cloroférmio. Embora a banda em 668 nm tenha sido um dos primeiros indicios desse processo,

reafirmado pela reversdo parcial observada com a adi¢do de trietilamina ao composto

protonado, sua presenga ndo pdde ser atribuida exclusivamente a protonagdo, ja que a adi¢do

de HC] em metanol ndo resultou em mudangas significativas nessa banda.

Figura 35 - Espectros de absorbancia no UV-Vis da PpIX-capsaicina 1 apés a adi¢do de HCI
(linha preta) e apds o experimento de estabilidade em cloroférmio (linha vermelha).
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Para a determina¢do do pKa de cada equilibrio de protonacdo da PpIX-capsaicina 1,
foram selecionados comprimentos de onda correspondentes a bandas com comportamentos
espectrais distintos, permitindo o monitoramento simultdneo da conversdo entre as diferentes
espécies durante a acidificacdo do meio (Gomes Do Carmo, 2022). Desse modo, para o
equilibrio de formacdo do monopréton (pK3s), foram escolhidos os comprimentos de onda de
503 nm, representando a diminui¢do da espécie neutra, e 573 nm, correspondente ao aumento
da espécie protonada (Figuras 36A e 36C).

Para a formacdo da espécie diprotonada (pK4), foi selecionado o comprimento de onda
de 534 nm, que representa o decaimento da espécie monoprotonada, uma vez que a espécie
diprotonada ndo pode ser acompanhada de forma satisfatéria (Figuras 36B e 36D). A partir da
varia¢do da absorbancia nesses comprimentos de onda em fun¢io do pH, foi realizado o ajuste

de curva sigmoidal para a determinagdo dos valores de pKa, apresentados na Tabela 4.

Figura 36 - Titulacdo espectrofotométrica da PpIX-capsaicina 1 em (A) e (C) pH = 4,69 —
3,77, referente ao equilibrio da monoprotonacao (Aespécie neutra = 503 NM /Aespécie monoprotonada =
573 nm), (B) e (D) pH = 2,22 — 0,57, referente ao equilibrio de diprotonag¢do (Aespscie
monoprotonada — 534 nrn).
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As tendéncias espectrais da PpIX foram apresentadas em trés grificos devido a sua
maior complexidade. Inicialmente, observou-se um aumento na intensidade de todas as bandas

nas primeiras cinco adi¢des de HCl-metanol (Tabela 7 — item 5.6), correspondendo a uma
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variacdo de pH entre 4,69 e 4,15 (Figura 37A). Esse fendmeno pode estar associado a uma
maior solubiliza¢do da porfirina no meio em fun¢do do aumento da polaridade. Na faixa de pH
entre 4,04 e 2,07, a banda Soret apresentou redugdo de intensidade e alargamento, enquanto a
banda Q em 502 nm sofreu diminui¢do de intensidade e a banda Q em torno de 564 nm
apresentou um aumento de intensidade (Figura 37B).

O processo de monoprotonagdo, esperado nessa faixa de pH, ndo pdde ser acompanhado
de forma satisfatéria devido a perda de pontos isosbésticos, possivelmente em razdo do perfil
de autoagregacdo presente nesse equilibrio. Apenas o processo de diprotonagdo pdde ser
monitorado (Figura 37C), uma vez que o ponto isosbéstico em 545 nm permaneceu até pH =
0,57. Nesse equilibrio, a banda Soret apresentou aumento de intensidade, assim como as bandas
em 557 e 600 nm, enquanto a banda Q em 534 nm teve sua intensidade reduzida.

Diferentemente da PpIX-capsaicina 1, nenhuma banda em 668 nm foi detectada.

Figura 37 - Espectros de absorbancia no UV-Vis da PpIX a cada adi¢do de HCl em metanol,
onde (A) pH =4,69 — 4,15, (B) pH =4,04 — 2,07 ¢ (C) pH =2,07 — 0,57, ocorre a
diprotonacdo.
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O valor de pK4 da PpIX foi determinado com base na reducido da intensidade de
absorbancia em 534 nm (Figura 38A), correspondente ao decaimento da espécie
monoprotonada. Seguindo a mesma abordagem empregada para a PpIX-capsaicina 1, realizou-
se o ajuste de curva sigmoidal (Figura 38B) para a obtencdo do pKa, cujos valores estdo

apresentados na Tabela 4.
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Figura 38 - Titulacdo espectrofotométrica da PpIX-capsaicina 1 em (A) e (B) pH =2,07 —
0,57, referente ao equilibrio de diprotonacgao (Aespscie monoprotonada = 534 nm).
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Os valores de pKa obtidos, apresentados na Tabela 4, evidenciam que a modificagdo da
PpIX por esterificacio com um fragmento de capsaicina impactou significativamente o
equilibrio de monoprotonagdo. Em comparacdo com a PpIX-dimetil éster, a basicidade da
porfirina neutra aumentou, mesmo com a esterificagdo de apenas um grupo carboxilico
(Hynninen, 2014). Isso sugere que a adi¢do de um segundo fragmento de capsaicina poderia
tornar o centro pirrélico ainda mais bésico.

Os valores experimentais de pK4 para a PpIX e a PpIX-capsaicina 1 foram relativamente
préximos, com um discreto aumento para o derivado modificado. Em comparagdo com o valor
de pK4 relatado por Hynninen (2014) para a PpIX, verificou-se um pKa inferior, o que pode ser
atribuido ao deslocamento do equilibrio dcido-base do macrociclo em fun¢do da temperatura
(Klimovich; Krylov; Kruk, 2021). Esse fendmeno ocorre devido a maior desprotonag¢do do
centro pirrélico com o aumento da temperatura, resultando na reducdo do pKa. Tal diferenca
pode ser explicada pelo controle rigoroso de temperatura adotado por Hynninen (20°C),

enquanto no presente estudo essa varidvel ndo pode ser controlada (Hynninen, 2014).

Tabela 4 - Valores de pKa da PpIX e PpIX-capsaicina 1 obtidos por titulagdo
espectrofotométrica com HCl-metanol.

Fotossensibilizador pKs pK4
(monoprotonacdo) (diprotonacdo)
PpIX a +1,81
a* +2,37*
PpIX-dimetil éster* +3,37* +2,64*
PpIX-capsaicina 1 +4,33 +1,89

2 Mascarado por processos de autoagregacio.
*Valor extraido de (Hynninen, 2014).
Fonte: Autora (2025).
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As andlises comparativas entre a PpIX e a PpIX-capsaicina 1 evidenciaram diferencas
significativas em seus comportamentos espectrais a partir da protona¢do. A PpIX apresentou
um perfil mais complexo, com forte influéncia de autoagregacao e dificuldades na identificacdo
do equilibrio de monoprotona¢do. Em contraste, a PpIX-capsaicina 1 exibiu menor tendéncia a
autoagregacgdo e apresentou uma banda em 668 nm, que sugere processos de degradagdo. Essas
distin¢gdes indicam que a modificacdo estrutural com capsaicina impacta diretamente as

propriedades dcido-base e a estabilidade fotoquimica da porfirina.

3.6 Autoagregacao dos hibridos PpIX-capsaicina 1 e 2 em meio aquoso

A PpIX possui um centro hidrofébico volumoso e duas cadeias laterais hidrofilicas que,
em meios aquosos, tendem a formar agregados. Esses agregados surgem a partir de interagdes
intermoleculares entre os grupos COOH das cadeias laterais e empilhamentos n-n (Homayoni
et al., 2015; Monsu Scolaro et al., 2002). Durante sua aplicagdo na TFD, a baixa solubilidade
em dgua, associada a agregacdo, compromete os processos de fluorescéncia e a eficiéncia na
producio de '0..

Para investigar os efeitos de autoagregagdo dos novos derivados e analisar as mudangas
espectrais associadas as espécies agregadas, foram obtidos espectros de absor¢do eletronica no
UV-Vis em misturas de 4gua e DMSO, variando-se a propor¢do volume/volume (v/v) de 1 a
100%, mantendo-se constante a concentracdo de cada fotossensibilizador (Figura 39). As
porfirinas foram facilmente solubilizadas em 100% de DMSO, apresentando espectros UV-Vis
com uma banda Soret intensa e quatro bandas Qs menos intensas, caracteristicas das formas
monomeéricas dos compostos (Homayoni et al., 2015; Monsu Scolaro et al., 2002). A medida
que a propor¢do de DMSO foi reduzida para 6%, os espectros revelaram uma banda Soret
alargada e de menor intensidade em todas as porfirinas, indicando um processo de agregacdo

(Figura 39).

Figura 39 - Espectros de absor¢do no UV-Vis da (A) PpIX (B) PpIX-capsaicina 1 e (C)
PpIX-capsaicina 2 solubilizadas em dgua e DMSO em uma proporcdo de 1 a 100% (v/v).
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Fonte: Autora (2024).
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Para a PpIX (Figura 39A) e o derivado 2 (Figura 39C), o espectro revelou uma banda
Soret com trés regides distintas: uma banda deslocada para o azul (354 nm), uma banda central
(408 nm para o derivado 2 e 410 nm para a PpIX) e uma banda deslocada para o vermelho (456
nm). Em cada porfirina, as intensidades dessas trés bandas sdo semelhantes entre si, indicando
a coexisténcia de espécies monoméricas e agregadas de tipo H e tipo J em solucdo (Homayoni
et al., 2015; Monsu Scolaro et al., 2002). Os agregados de tipo H estdo associados ao
empilhamento face-a-face, enquanto os de tipo J resultam de um empilhamento cabeca-a-cauda.
Por outro lado, o derivado 1 (Figura 39B), a 6% de DMSO, apresentou um deslocamento
hipsocrémico da banda Soret (386 nm), evidenciando predominantemente agregados de tipo H
(Homayoni et al., 2015; Monsu Scolaro et al., 2002).

Com a reducao do DMSO para 3%, a PpIX mostrou a maior diminui¢ao na intensidade
de absorbancia, exibindo um espectro com duas bandas distintas. Nesse caso, a banda deslocada
para o vermelho (454 nm), associada a agregados de tipo J, apresentou intensidade ligeiramente
superior a banda deslocada para o azul (354 nm). Em contrapartida, os derivados 1 e 2 exibiram
pouca varia¢do na intensidade de absorbancia e no perfil de agregados ao se reduzir a propor¢ao
de DMSO de 6% para 1%.

Nas bandas Qs, a PpIX apresentou as maiores alteracdes, incluindo aumento de
intensidade de absor¢c@o na regido de 515 a 670 nm, deslocamento batocrdmico e perda de
defini¢do. O derivado 2 manteve as intensidades de absorcdo praticamente inalteradas, com
apenas perda de defini¢do e deslocamento para o vermelho. J4 o derivado 1 apresentou um
perfil espectral de agregados mais distinto, com leve redu¢@o na intensidade de absor¢do das
bandas Qs.

Desta forma, os derivados sintetizados demonstraram maior estabilidade frente a
reducdo da propor¢cdo de DMSO em comparacdo a PplIX, especialmente na faixa de
concentracdo aplicada em ensaios bioldgicos (1 a 5% de DMSO). Esse comportamento
evidencia uma menor propensdao a formacdo de novos tipos de agregados ou a alteracdo
significativa da intensidade de absor¢@o na presencga de baixos teores de solvente organico. Essa
caracteristica € relevante para aplicagdes fotodindmicas, pois sugere que os derivados mantém
suas propriedades espectrais e, potencialmente, sua eficiéncia fotodindmica em condi¢des mais

préximas as do meio biolégico.
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3.7 Fotoestabilidade dos hibridos PpIX-capsaicina 1 e 2

A fotodegradacdo de compostos, frequentemente reconhecida como um fendémeno
indesejado, ocorre devido a autogeracdo de EROs sob irradiagdo luminosa. Embora
fotossensibilizadores com menor energia do HOMO apresentem maior fotoestabilidade, o grau
final de degradacdo ¢ influenciado pela estabilidade intrinseca das moléculas, sua estrutura
molecular e a quantidade de EROs geradas durante o processo (Sulek et al., 2020). Nesse
contexto, o fotobranqueamento caracteriza-se como um processo no qual moléculas
fotossensibilizadoras perdem irreversivelmente a capacidade de fluorescéncia ou de geragdo de
EROs apds exposi¢do a luz, sendo impulsionado por reagdes fotoquimicas que degradam a
estrutura molecular, frequentemente iniciadas pela interacdo com as EROs geradas durante a
excitacdo luminosa.

Para investigar os mecanismos de fotodegradacdo das porfirinas em func¢éo de diferentes
comprimentos de onda, realizou-se o monitoramento dessas moléculas sob irradia¢do de LEDs
branco e verde (Figura 39). O objetivo foi avaliar a fotoestabilidade dos derivados de PpIX por
meio da andlise dos espectros de UV-Vis ao longo de 90 minutos de irradiagdo, registrando
pequenas variagdes na intensidade de absor¢do, especialmente em compostos que poderiam se
degradar rapidamente. Os espectros obtidos ao longo do tempo foram organizados em grificos
unicos (Figuras 41 e 43) para analisar o comportamento das bandas Soret e Q de cada porfirina

solubilizada em DMSO ao serem irradiadas.

Figura 40 - Sobreposi¢io de emissio dos LEDs (A) Branco (14,1 mW/cm? 4 10 cm de
distancia da amostra) e (B) Verde (463,5 uW/cm2 a 15 cm de distincia da amostra) utilizados
com os espectros de absor¢do no UV-Vis de cada porfirina.
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Fonte: Autora (2024).
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Figura 41 - Espectros obtidos a partir da fotodegragio a partir do LED Branco (14,1 mW/cm? 2 10 cm de distancia da amostra), registrados
ao longo de 90 min da (A e D) PpIX, (B e E) PpIX-capsaicina 1 e (C e F) PpIX-capsaicina 2 em DMSO.
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Durante a irradiacdo com o LED Branco (14,1 mW/cm?), observou-se uma diminui¢do
na intensidade da banda Soret em todas as porfirinas (Figuras 41A-C). Na regidao de 650-700
nm, a PpIX apresentou o surgimento de uma banda em 670 nm (Figura 41D), cuja intensidade
aumentou ao longo do tempo, comportamento associado a formacgdo de fotoprodutos, como ja
relatado por Ericson et al. (2003) (Ericson ef al., 2003). Para os derivados PpIX-capsaicina 1 e
2 (Figuras 41E-F), as bandas previamente localizadas em 668 nm diminuiram em intensidade
e apresentaram um leve deslocamento hipsocrdmico durante a irradiagdo. A correlagdo entre a
intensidade da banda Soret e o tempo de irradiacdo (Figura 42) revelou que a PpIX foi o
composto menos fotodegradado, seguida pelo derivado 1 e pelo derivado 2. Esse padrao pode
ser atribuido aos maiores rendimentos quanticos de oxigénio singlete (®a), que promovem

maior degradacdo quanto maior a interagdo das EROs com o fotossensibilizador.

Figura 42 - Representacao grafica do Amsx da banda Soret em fung@o do tempo de irradiag@o
com LED Branco (14,1 mW/cm?, 10 cm de distincia) em DMSO.
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A irradiacdo com o LED Verde (463,5 uW/cm?) foi realizada pelo mesmo periodo, mas
com doses de luz menores devido a menor poténcia do LED. Os espectros obtidos (Figura 43)
indicaram diminui¢do na intensidade das bandas Soret para todas as porfirinas, sendo o derivado
2 (Figura 43C) o mais fotodegradado. Na regido de 650-700 nm, as trés porfirinas apresentaram
aumento na intensidade das bandas, comportamento ndo observado sob irradiacdo com LED
branco. A PpIX (Figura 43A) apresentou o aumento mais pronunciado na banda em 670 nm,
enquanto os derivados mostraram incrementos mais discretos na intensidade das bandas em

668 nm.
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Figura 43 - Espectros obtidos a partir da fotodegragio a partir do LED Verde (463,5 pW/cm?, 15 cm de distincia), registrados ao longo de 90
min da (A e D) PpIX, (B e E) PpIX-capsaicina 1 e (C e F) PpIX-capsaicina 2 em DMSO.
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Os dados de intensidade da banda Soret ao longo do tempo (Figura 44) reforcam que a

PpIX (Figura 44) foi o composto menos fotodegradado, seguida pelo derivado 1, enquanto o

derivado 2 apresentou padrao de fotobranqueamento ainda mais intenso, quando comparado as

outras porfirinas.

Figura 44 - Representacdo grafica do Amsx da banda Soret em funcao do tempo de irradiacao
com LED Verde (463,5 uW/cm?, 15 cm de distancia) em DMSO.
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A andlise da degradacdao em fun¢do da dose de luz utilizada (Figura 45) revelou que,

para doses de aproximadamente 5 J/cm?, a irradiacdo com LED Branco causou cerca de 20%

de degradacdo em todos os fotossensibilizadores, enquanto o LED Verde resultou em 50% de

degradacdo para a PpIX e o derivado 1, e mais de 60% para o derivado 2. Na dose mixima de

luz (cerca de 70 J/cm?), o LED Branco alcangou até 60% de fotodegradacao.

Figura 45 - Grificos do progresso de fotodegradacao de cada FS, realizado em fontes de luz
diferentes: (A) LED Branco (0-70 J/cm?) e (B) LED Verde (0-5 J/cm?).
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Esses resultados evidenciam a complexidade do processo de fotodegradacao, reforcando
a importancia de escolher adequadamente a fonte de luz para aplicacoes em TFDA. Essa
escolha deve priorizar condi¢gdes nas quais o fotobranqueamento seja minimizado,

especialmente em doses de luz mais baixas, garantindo maior eficiéncia terapéutica.

3.8 Determinacao do coeficiente de particao (LogP)

FSs da classe das porfirinas, amplamente utilizados na TFD contra o cancer, também
podem ser aplicados na TFDA devido as suas propriedades fotoquimicas, especialmente a
capacidade de gerar oxigénio singlete (Alenezi et al., 2017; Amos-Tautua; Songca; Oluwafemi,
2019; Nitzan et al., 1992; Sulek et al., 2020). Entretanto, a eficicia desses compostos depende
de fatores estruturais que influenciam sua incorporagdo celular e localiza¢do subcelular, como
o coeficiente de particdo LogP, que reflete a natureza fisico-quimica do composto (Sulek ez al.,
2020).

O equilibrio entre as por¢des hidrofilicas e hidrofébicas, além da lipofilicidade do FS,
desempenha um papel crucial na eficdcia tanto da TFD quanto da TFDA. O coeficiente de
particdo n-octanol/dgua (logP) € amplamente aceito como um preditor da atividade biolégica
de farmacos e outros compostos ativos (Sutek et al., 2020).

Nas células de mamiferos, a membrana celular é formada por uma bicamada
fosfolipidica, que atua como barreira para moléculas hidrofilicas. Em contrapartida, moléculas
anfifilicas e hidrofébicas atravessam essa membrana com maior facilidade, sendo rapidamente
transportadas para o interior da célula. No caso das bactérias, embora também possuam
membranas compostas por uma bicamada de fosfolipidios, estas sdo cercadas por uma protecao
celular adicional, seja por peptidoglicanos ou pela presenca dos lipopolissacarideos, o que afeta
a interacao com os FSs (Liu, 2015; Sutek et al., 2020).

Devido a essas diferencas estruturais, FSs mais hidrofilicos tendem a apresentar maior
eficdcia na inativacdo bacteriana, pois conseguem se ligar a parede celular, ainda que nao
permeiem pela membrana. Por outro lado, FSs mais hidrofébicos, apesar de atravessarem
facilmente as membranas de células de mamiferos, geralmente enfrentam dificuldades em
ultrapassar as paredes celulares bacterianas, limitando sua acdo nesse contexto (Sutek et al.,
2020).

Nesse contexto, o LogP de cada porfirina foi determinado em sistema n-octanol/agua,

pelo método “Shake-flask”, a fim de entender o comportamento de lipofilicidade a cada adigdo
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de fragmento de capsaicina a PpIX. Os resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 5 e
representados visualmente no grafico da Figura 46.

Tabela 5 - Valores de LogP das porfirinas PpIX e derivados 1 e 2 obtidos pelo método

"shake-flask".
Composto LogP
PpIX 0,63 £ 0,07
PpIX-capsaicina 1 0,75 +0,01
PpIX-capsaicina 2 1,24 + 0,04
Fonte: Autora (2024).

A partir dos valores obtidos, a introducdo de um fragmento de capsaicinéide aumenta a

lipofilicidade discretamente, enquanto a introdu¢do do segundo grupo torna a lipofilicidade
duas vezes mais pronunciada, quando comparada a PpIX.

Figura 46 - Representacdo visual dos valores de LogP calculados e dispostos na Tabela 4. O
experimento foi realizado em triplicata (n = 3), e por isso as barras de erro representam desvio

padrdo. ***p < 0,0001 sdo diferencas estatisticamente significativas pelo teste ANOVA.

1.54
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Log P

tH
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Fonte: Autora (2024).

Com a modificacao estrutural do croméforo PplX, a diferenca se torna significativa

apenas a partir do segundo fragmento de capsaicindide adicionado, como pode ser visto no
grafico presente na Figura 46.

3.9 Inativacio fotodinamica das bactérias S. aureus e E. coli

A TFDA é uma abordagem promissora para enfrentar o aumento de bactérias
multirresistentes (Liu, 2015). Essa técnica baseia-se na fotossensibilizacdo de patdgenos por
FSs e apresenta vantagens importantes em relag@o aos antibidticos tradicionais. Entre elas estao:

(1) O FS nao apresenta toxicidade na auséncia de luz, o que impede a bactéria de perceber a
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necessidade de desenvolver mecanismos de resisténcia contra o composto, (2) o intervalo entre
administracdo do FS e a irradiacdo € curto o suficiente para que a bactéria ndo desenvolva
resisténcia, e (3) apos a irradiagdo, o dano celular € intenso e rdpido o suficiente para impedir
mecanismos de trocas genéticas, evitando o desenvolvimento de resisténcia a TFDA (Liu,
2015). Além disso, até o momento, ndo foi reportado resisténcia a FSs, com excecdo de casos
relacionados a bombas de efluxo, diferentemente dos antibidticos, cujo desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia adquirido se torna um problema recorrente apds multiplos
tratamentos (Liu, 2015).

Neste estudo, a PpIX e seus derivados, modificados com fragmentos de capsaicindides
(PpIX-capsaicina 1 e 2), foram aplicados em concentragdes de 1,2 a 78 uM para inativacdo de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (S. aureus e E. coli, sensiveis e multirresistentes).
As irradiacdes ocorreram sob doses de 30 J/cm? com LED Branco e 2,5 J/cm? com LED Verde.

Para a linhagem sensivel de S. aureus (ATCC 29213), a PpIX (Figura 47A), ndo
demonstrou atividade antibacteriana em nenhuma concentracdo na auséncia de luz. Apds a
irradiacdo, contudo, houve uma inativagcdo bacteriana significativa, confirmando sua eficicia
fotodinamica como FS. Sob LED branco, a PpIX promoveu uma reducdo de ~1,7 log na menor
concentracdo (1,2 uM) e alcancou reducdo méxima de ~3,3 logs em 9,7 uM. Concentracdes
superiores a este valor ndo apresentaram diminui¢do adicional significativa no nimero de
células vidveis, possivelmente devido a autoagregacdo do FS e a maior producdo de EROs
resultando em fotodegradagdo do composto (Gerola, 2013; Uchoa; Oliveira; Baptista, 2010).
Sob LED verde, os efeitos foram mais modestos, com uma reducao maxima de ~2,38 logs
observada em 19,5 uM.

A PpIX-capsaicina 1 (Figura 47B) também n@o inativou bactérias na auséncia de luz.
Mas mostrou uma inativagdo significativa apds irradiacdo com LED branco, com uma reducio
de ~2,9 logs na menor concentracdo testada (1,2 uM) e atingiu ~3,6 logs em 19,5 uM. Sob LED
verde, a reducdo foi continua com o aumento da concentracdo, alcangando ~2,7 logs na maior
concentracdo avaliada (78 uM). Em contrapartida, a PpIX-capsaicina 2 (Figura 47C) nao
mostrou redugdo significativa no nimero de células vidveis, mesmo apds irradiacdo, o que pode
ser explicado por sua instabilidade frente a autoagregacdo, fotodegradacio e maior

hidrofobicidade, dificultando sua eficacia fotodindmica como FS.
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Figura 47 - Reducido da populag@o microbiana da S. aureus (ATCC 29213) por meio da
TFDA em funcdo da concentragdo da (A) PpIX, (B) PpIX-capsaicina 1 e (C) PpIX-capsaicina
2. Cada ponto representa a média + desvio padrdo da média de dois experimentos (n = 2).
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Fonte: Autora (2024), feito em parceria com o Laboratério de Ensaios Antimicrobianos (LEA),
coordenado pelo Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins.

Na linhagem multirresistente de S. aureus (ATCC BAA 44), o comportamento foi
semelhante. A PpIX (Figura 48A) reduziu ~1,28 logs na menor concentracdo (1,2 uM) e
alcangou ~1,78 logs em 39 uM. Por outro lado, a PpIX-capsaicina 1 (Figura 48B) apresentou
maior eficiéncia, reduzindo ~1,89 logs na menor concentracdo e ~2,2 logs na concentragio
maxima (78 uM). Esses resultados indicam que a PpIX-capsaicina 1 sintetizada neste trabalho
foi mais eficaz do que a PpIX comercial, especialmente para S. aureus, devido, possivelmente,

a maior producdo de EROs e a menor formacdo de agregados em solucdo aquosa.

Figura 48 - Reducdo da populag¢do microbiana da S. aureus (ATCC BAA 44) por meio da
TFDA em funcio da concentracdo da (A) PpIX e (B) PpIX-capsaicina 1. Cada ponto
representa a média + desvio padrdo da média da duplicata (n = 2).
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Fonte: Autora (2024), feito em parceria com o Laboratério de Ensaios Antimicrobianos (LEA),
coordenado pelo Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins.

No caso da linhagem sensivel de E. coli (ATCC 25922), a PpIX (Figura 49A) e a PpIX-
capsaicina 1 (Figura 49B) apresentaram fotoinativacdo menos expressiva do que em S. aureus
para ambas as doses de luz aplicadas. A PpIX reduziu ~0,55 logs na menor concentracdo (1,2
uM) e ~1,12 logs na maior concentragdo (78 uM). A PplX-capsaicina 1 alcan¢ou redugio

maxima de ~1,23 logs na maior concentragdo, enquanto a PpIX-capsaicina 2 ndo mostrou um
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padrio consistente de fotoinativagdo em fun¢do da concentracido. A menor eficiéncia contra E.
coli provavelmente estd associada a maior dificuldade de permeabilidade e incorporac¢do do FS

através da membrana bacteriana, devido a dupla bicamada lipidica presente na membrana de

bactérias Gram negativas (Liu, 2015).

Figura 49 - Reducido da populag@o microbiana da E. coli (ATCC 25922), por meio da TFDA
em funcdo da concentragdo da (A) PpIX e (B) PpIX-capsaicina 1 e (C) PpIX-capsaicina 2.
Cada ponto representa a média + desvio padrdo da média de dois experimentos (n = 2).
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Fonte: Autora (2024), feito em parceria com o Laboratério de Ensaios Antimicrobianos (LEA),
coordenado pelo Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins.

Por fim, a linhagem multirresistente de E. coli (ATCC BAA 198) apresentou resultados
semelhantes aos da linhagem sensivel. Na menor concentracio (1,2 uM), a PpIX (Figura 50A)
reduziu ~0,54 logs, enquanto a PpIX-capsaicina 1 (Figura 50B) apresentou reducio de ~0,12

logs. Na maior concentracdo (78 uM), ambas apresentaram redugdes semelhantes (~1,19 logs

para PpIX e ~1,13 logs para PpIX-capsaicina 1).

Figura 50 - Reducdo da populag¢@o microbiana da E. coli (ATCC BAA 198) por meio da
TFDA em funcio da concentracdo da (A) PpIX e (B) PpIX-capsaicina 1. Cada ponto
representa a média + desvio padrdo da média da duplicata (n = 2).
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Fonte: Autora (2024), feito em parceria com o Laboratério de Ensaios Antimicrobianos (LEA),
coordenado pelo Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins.
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Ao compilar os resultados das quatro linhagens de bactérias testadas (S. aureus sensivel,
S. aureus MDR, E. coli e E. coli MDR) em um unico grafico (Figura 51), fica evidente que a
nova molécula (PpIX-capsaicina 1) sintetizada neste trabalho teve melhor efeito fotodinamico

do que seu precursor comercial (PpIX), para as bactérias Gram-positivas.

Figura 51 - Gréfico comparativo em barras da S. aureus sensivel, S. aureus multirresistente
(MDR), E. coli e E. coli multirresistente (MDR), tratadas na auséncia de porfirina (CT) e na
presenca de PpIX e PpIX-capsaicina 1 na menor concentracao (1,2 uM), irradiada irradiadas
com LED branco a 30 J/cm®. As barras representam a média + erro padrio da média de dois
experimentos independentes (n = 2).
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Fonte: Autora (2024).

Esses achados evidenciam o potencial da TFDA no combate a infec¢des bacterianas,
destacando a maior eficdcia da PpIX-capsaicina 1 em relacio a PpIX comercial, especialmente
contra S. aureus. Contudo, a menor fotoinativagdo observada em E. coli ressalta a necessidade
de futuras otimizagdes para expandir a aplicacdo dessa técnica aplicada a bactérias Gram-
negativas, cuja permeabilidade € limitada devido a presenga de uma dupla bicamada lipidica e

a membrana externa composta por lipopolissacarideos (Liu, 2015).
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4 CONCLUSAO

Neste trabalho, investigaram-se novos fotossensibilizadores derivados da PpIX, com
intuito de propor novas moléculas capazes de superar as dificuldades encontradas nos casos de
bactérias resistentes via mecanismo intrinseco mediado por bombas de efluxo. Para isso,
acoplou-se o fragmento capsaicina na PplX, uma vez que a capsaicina ¢ conhecidamente um
inibidor de bomba de efluxo da bactéria S. aureus. Foram avaliadas as propriedades
espectroscopicas, fotodegradacdo e potencial antimicrobiano dos novos derivados PpIX contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo linhagens sensiveis e multirresistentes.

Durante a sintese das porfirinas, obtiveram-se os derivados PpIX-capsaicina 1 e PpIX-
capsaicina 2, caracterizados por uma mistura funcionalizada com capsaicindides. Os estudos
espectroscopicos em UV-Vis revelaram alteragdes eletronicas significativas nos derivados, com
influéncia direta do ambiente quimico. Essas mudancgas foram atribuidas a uma menor
fotoestabilidade dos derivados, além de uma maior basicidade do centro pirrélico neutro a
medida que se aumenta o nimero de fragmentos capsaicindides no croméforo.

Os testes de fotoinativagdo demonstraram que a PpIX-capsaicina 1 possui propriedades
superiores ao precursor PpIX em relacio a fotoinativacdo de S. aureus sensivel e
multirresistente. Isso se deve, provavelmente, a sua maior producdo de oxigénio singlete (¢a =
0,99), menor tendéncia de formar diferentes tipos de agregados e maior valor de LogP (0,75)
que da PpIX (0,63), o que favorece sua biodisponibilidade. Apesar da maior taxa de
fotodegradacao observada nos derivados, a PpIX-capsaicina 1 manteve eficiéncia fotodindmica
considerdvel, especialmente contra bactérias Gram-positivas.

Por outro lado, a PpIX-capsaicina 2 ndo apresentou fotoatividade nenhuma, o que pode
ser explicado pela instabilidade a fotodegradacdo, pela maior tendéncia a autoagregagao, maior
valor log P, fatores que comprometem sua eficdcia fotodinamica. No caso das bactérias Gram-
negativas, como E. coli, a fotoinativagdo foi menos eficiente, refletindo a menor afinidade das
porfirinas neutras pelas membranas dessas células. Ainda assim, a PpIX-capsaicina 1
apresentou alguma atividade em concentracdes mais altas, mostrando-se superior ao derivado
PpIX-capsaicina 2.

Conclui-se que a PpIX-capsaicina 1 se destaca como um FS promissor para a TFDA,
especialmente no combate a bactérias Gram-positivas, devido a sua capacidade eficiente de
geracdo de EROs e a provavel inibicdo das bombas de efluxo NorA, proporcionada pelo
fragmento de capsaicina, o que favorece sua incorporacdo nas células bacterianas. Contudo, as

limitacdes observadas em relacdo as bactérias Gram-negativas evidenciam a necessidade de
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investigacOes futuras para otimizar a interacdo de porfirinas com essas células, explorando
estratégias inovadoras, como a inibicdo de bombas de efluxo, uma abordagem ainda pouco

aplicada a esse tipo de bactéria.
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5 METODOLOGIA
5.1 Informacgoes Gerais

A menos que especificado, todas as reacdes foram realizadas utilizando reagentes
comerciais e os solventes foram usados sem purifica¢ao adicional. O diclorometano (DCM) e
a trietilamina (Et;N) foram previamente destilados. A cromatografia em coluna foi realizada
utilizando silica gel Macherey-Nagel (230-400 mesh ASTM). A cromatografia em camada fina
analitica foi realizada em placas de aluminio impregnadas com silica gel 60 F254 (Sigma-
Aldrich) e a revelacdo das placas foi feita utilizando luz UV (254 nm) e/ou atmosfera de iodo.
Os espectros de RMN de 'H, *C APT foram adquiridos em CDCl3 ou (CD3),CO a 400 MHz
(*H) e 101 MHz ('3C APT) (Bruker Ascend 400) da Rede de Laboratérios Multiusudrios do
Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (Relam-IQUFU). Os
deslocamentos quimicos (9) sao relatados em ppm utilizando o pico do solvente residual como
padrdo interno (CDCls: 7,26 ppm, (CD3)2CO: 2,05 ppm, TMS: 0,00 ppm para espectros de
RMN de 'H, e CDCls: 77,16 ppm, para espectros de RMN de '*C APT). A multiplicidade do
pico € relatada usando as seguintes abreviacOes: s = singleto, d = dupleto, t = tripleto, dd =
dupleto de dupletos, m = multipleto. A multiplicidade € seguida da constante(s) de acoplamento
em Hz e integracdo. Para espectros de RMN de '*C APT, picos apontando para cima
correspondem a carbonos primdrios e tercidrios, e picos apontando para baixo correspondem a
carbonos secunddrios e quaterndrios. A espectrometria de massa de alta resolu¢do (HRMS) foi
medida utilizando ionizacdo por eletrospray (ESI) por injecdo direta (Bruker Daltonics

Corporation, geometria Q-TOF Impact II).

5.2 Sintese dos hibridos de Protoporfirina IX (PpIX) com capsaicina

Para obter a PpIX-capsaicina 2, foram acrescentados 0,053 mmol de (PpIX) e 0,079
mmol de capsaicina (pureza 60%), juntamente com 0,1 mmol de cloridrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e 0,005 mmol de 4-Dimetilaminopiridina (DMAP) a
1 mL de dimetilformamida (DMF), em agitacdo e temperatura ambiente por 96h. A reacao foi
interrompida com adicdo de 5 mL de dgua gelada e o sélido resultante filtrado a vacuo (m =
59,8 mg).

O solido filtrado foi submetido a purificagao por cromatografia em coluna, utilizando
diclorometano/metanol 98:2 como fase moével e silica flash como fase estacionaria. Assim,
foram isolados dois produtos: 24,3 mg do produto diesterificado (sélido de coloracao roxa) (2)

(R=40%), e 2,0 mg do produto monoesterificado (1) (R=4%).
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Para a sintese da PpIX-capsaicina 1, foram acrescentados 0,053 mmol de PpIX, 0,053
mmol de capsaicina e 0,005 mmol de DMAP a 3 mL de DMF, sob agitacdo e temperatura
ambiente. O EDC foi adicionado aos poucos, em aliquotas de 100 uL (solucao de 0,053 mmol
em 2 mL de DMF). A formacdo de produtos s6 foi visualizada 12h apés a adicao total de EDC,
e a reacdo foi interrompida assim que se iniciou a formacao de produto diesterificado (2).

Foi feita extracdo com diclorometano (DCM) e purificacdo por cromatografia em
coluna, utilizando diclorometano/metanol 98:2 como fase moével e silica flash como fase
estaciondria, resultando em 7,8 mg do produto monoesterificado (sélido de coloracao roxa) (1)

(R=17%).

5.3 Rendimentos quanticos de fluorescéncia (®r) e de oxigénio singlete (®»)

O experimento de rendimento quantico de fluorescéncia (®r) foi feito em parceria com
o LaFOT (UFU) e o de rendimento quantico de oxigénio singlete foi feito pela Dra. Helena
Couto Junqueira em colaboracdo com Laboratério de Processos Fotoinduzidos e Interfaces
(LPFI) do Instituto de Quimica da USP. Para a determinacdao dos ®r e ®a, cada FS foi
solubilizado em 4lcool etilico absoluto P.A de modo a garantir a Abs < 0,3 no comprimento de
onda de excitagdo, com o intuito de diminuir o efeito do filtro interno.

Os espectros de fluorescéncia dos derivados PpIX-capsaicina 1 e PpIX-capisacina 2
registrados em etanol a temperatura ambiente foram utilizados para determinar o rendimento

quantico de emissdo, de acordo com a Equacdo 1.

Sem e CP
Of = Fr——f, (1)

m £C

Em que,

®f = rendimento quantico do composto de interesse;

Sem = rendimento quantico de emissao do composto padrao;

®F  =0,09 (referéncia);

C? = concentragio molar do composto padrio;

eC = absortividade molar do composto padrao no comprimento de onda de excitacao;
€ = absortividade molar da amostra no comprimento de onda de excitacao;

Sem = drea da banda de emissao da amostra;

SP ., = drea da banda de emissio do composto padrio.

Como padrio de emissao, foi utilizado a PpIX (Myrzakhmetov et al., 2021).
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O oxigénio singlete emite fosforescéncia no infravermelho préximo (Amax = 1270 nm),
por isso os decaimentos da intensidade de fosforescéncia do oxigénio singlete (medidos em
1270 nm) dos derivados PpIX-capsaicina 1 e PpIX-capisacina 2 foram registrados em etanol a
temperatura ambiente e determinou-se o rendimento quantico de oxigénio singlete @, de

acordo com a Equagao 2.

of = @)
[a

Em que,

®? = rendimento quéantico de oxigénio singlete composto de interesse;

@3 = rendimento quintico de oxigénio singlete do composto padrio;

I* = intensidade de fosforescéncia (em 1270 nm) inicial do oxigénio singlete do
composto padrdo;

I’ = intensidade de fosforescéncia (em 1270 nm) inicial do oxigénio singlete do
composto de interesse.

Como composto padrdo de rendimento quantico de oxigénio singlete, foi utilizado

®a= 0,92 da PpIX em etanol (Myrzakhmetov et al., 2021).

5.4 Espectroscopia de absorcao no UV-Visivel dos hibridos de PpIX-capsaicina 1 e 2

Para avaliar o perfil do espectro de absor¢ao dos compostos em diferentes solventes, foi
preparada uma solucdo estoque em cloroférmio de modo que uma aliquota de 100 pL fosse
diluida para 2 mL em uma cubeta, e a absorbancia da banda Soret ajustada para 1. Aliquotas do
mesmo volume (100 uL) de cada foram transferidas para diferentes frascos e os solventes foram
secos com fluxo de N», para posterior adicdo de mesmo volume de solventes de diferentes
polaridades: dgua, etanol, dimetilsulf6xido, cloroférmio, acetonitrila e acetona.

Foram realizados espectros de absor¢ao no UV-Vis de cada solucdo preparada a fim de
avaliar qual o perfil de cada composto em solventes diversos, além de avaliar o solvente que

solubilizou mais efetivamente cada composto.

5.5 Analise de estabilidade quimica em diferentes solventes para os derivados 1 e 2

Foram feitas anélises de estabilidade em cloroférmio e dimetilsulféxido (DMSQO) para
avaliar altera¢des no espectro de absorcao em fungao do tempo, além de avaliar diferencas nos
espectros a partir da exposicao das solu¢des a luz ambiente. Na estabilidade em DMSO, foram

selecionadas as solugdes preparadas para o item 6.2 para avaliar, a cada 24h, durante 6 dias.
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A andlise em cloroférmio foi feita a partir de 2 solu¢des dos derivados 1 e 2 preparadas
em um frasco dmbar, a fim de limitar a exposicao a luz, e em um frasco transparente, com a
absorbancia na banda Soret de cada amostra ajustada para 1. A partir disso, foram feitos

espectros de absorcdo no UV-vis apds 0,5h, 1h e 24h.

5.6 Comportamento da PpIX-capsaicina 1 na presenca de HCI e pKa

O preparo da solu¢do de HCI em metanol foi realizada sob atmosfera de argdnio, a partir
da adi¢do gota a gota de 17 mL de 4cido cloridrico 37%, com auxilio de um funil de separacdo,
a 12 mL de 4cido sulftirico concentrado situado em um kitassato vedado com rolha. O HCI
gasoso formado foi borbulhado em um baldo de 50 mL contendo 25 mL. MeOH, em banho de
gelo e sob agitacdo, por meio de um tubo de vidro conectado as vidrarias. Todo o preparo foi
feito sob atmosfera de argdnio. Uma aliquota da solugdo final (2,5 mL) foi diluida para 10 mL
e titulada com 0,100 g de carbonato de célcio solubilizado em 50 mL de dgua destilada, em
triplicata, utilizando o indicador alaranjado de metila 0,01% m/m em H>O. Assim, foi
determinada a concentracdo de 2,5 mol L' de HCI.

Para a titulagdo do derivado PpIX-capsaicina 1, foram feitas novas solu¢des por meio
da dilui¢do do estoque de HC1 em metanol (2,5 mol L1 para 0,01, 0,1 e 1 mol L. Diferentes
aliquotas de cada solugdo seguindo a Tabela 6, da mais diluida a mais concentrada, foram
adicionadas a 16 uM da PpIX-capsaicina 1 em metanol, seguindo o procedimento experimental
de Hynninen, (2014) (Hynninen, 2014). A cada volume aliquotado, espectros de absor¢ao eram

monitorados em um espectrofotdmetro Shimadzu (UV-2501PC).

Tabela 6 — Espectros de absorcao no UV-Vis registrados durante a titulacao para a
protonagiio da PpIX-capsaicina 1, c = 16 x 10° M.

Espectro Volume [HCI] Volume na n HC1 C [H*] pH
adicionado (mol L) cubeta (uL) (mol) (mol L)
de HCI em
metanol
(uL)
1 4 0,01 2004 0.04 0,00002 4.70
2 2 0,01 2006 0.06 0,00003 4.52
3 2 0,01 2008 0.08 0,00004 4.40
4 2 0,01 2010 0.1 0,00005 4.30
5 4 0,01 2014 0.14 0,00007 4.16
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6 2 0,1 2016 0.34 0.00017 3.78
7 5 0,1 2021 0.84 0.00042 3.38
8 5 0,1 2026 1.34 0.00066 3.18
9 2 1,0 2028 3.34 0.00165 2.78
10 2 1,0 2030 5.34 0.00263 2.56
11 2 1,0 2032 7.34 0.00361 2.44
12 5 1,0 2037 12.34 0.00606 222
13 5 1,0 2042 17.34 0.00849 2.07
14 10 1,0 2052 27.34 0.01332 1.87
15 2 2,5 2054 32.34 0.01574 1.80
16 15 2,5 2069 69.84 0.03375 1.47
17 15 2,5 2084 107.34 0.05151 1.29
18 50 2,5 2134 232.34 0.10887 0.96
19 50 2,5 2184 357.34 0.16362 0.79
20 100 2,5 2284 607.34 0.26591 0.57

Fonte: Autora (2024).

Para a titulacdo da PpIX, foram utilizadas as mesmas solucdes obtidas da diluicdo do
estoque de HCI em metanol (2,5 mol LY para 0,01, 0,1 e 1 mol L. Diferentes aliquotas de
cada solugdo seguindo a Tabela 7, da mais diluida a mais concentrada, foram adicionadas a 10
uM da PpIX em metanol. A cada volume aliquotado, espectros de absor¢cao eram monitorados

em um espectrofotometro Shimadzu (UV-2501PC).

Tabela 7 - Espectros de absor¢c@o no UV-Vis registrados durante a titulacdo para a protonagao
da PpIX, c =10 x 10° M.

Espectro Volume [HCI] Volume na n HCI C [H*] pH
adicionado (mol L) cubeta (uL) (mol) (mol L)
de HCI em
metanol
1 4 0.01 2004 0.04 0,00002 4.69
2 2 0.01 2006 0.06 0,00003 4.52
3 2 0.01 2008 0.08 0,00004 4.39
4 2 0.01 2010 0.1 0,00005 4.30
5 4 0.01 2014 0.14 0,00007 4.16
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6 4 0.01 2018 0.18 0,00009 4.05
7 2 0.1 2020 0.38 0.00019 3.72
8 5 0.1 2025 0.88 0.00043 3.36
9 5 0.1 2030 1.38 0.00068 3.17
10 2 0.1 2032 1.58 0.00078 3.11
11 2 1 2034 3.58 0.00176 2.75
12 2 1 2036 5.58 0.00274 2.56
13 2 1 2038 7.58 0.00372 243
14 5 1 2043 12.58 0.00616 221
15 5 1 2048 17.58 0.00858 2.07
16 10 1 2058 27.58 0.01340 1.87
17 2 2.5 2060 32.58 0.01581 1.80
18 2 2.5 2062 37.58 0.01822 1.74
19 15 2.5 2077 75.08 0.03615 1.44
20 15 2.5 2092 112.58 0.05381 1.27
21 100 2.5 2192 362.58 0.16541 0.78
22 100 2.5 2292 612.58 0.26727 0.57
23 300 2.5 2592 1362.58 0.52569 0.28
24 200 2.5 2792 1862.58 0.66711 0.17

Fonte: Autora (2024).

5.7 Autoagreagacao dos hibridos PpIX-capsaicina 1 e 2 em meio aquoso

As solucdes das porfirinas foram preparadas a partir de aliquotas de 20 puL. de uma
solucdo estoque concentrada em DMSO. O volume da aliquota foi ajustado de forma que a
amostra diluida para 2 mL (100% DMSO) tivesse Absosnm = 1. Dessa forma, foram preparadas
solugdes contendo dgua e DMSO nas propor¢oes de 6%, 3%, 1,5% e 1% de DMSO. Espectros
de absorbancia foram registrados, a partir de um espectrofotdometro Shimadzu (UV-2501PC)
para cada solucdo preparada. A diminui¢do da banda Soret e qualquer outra variacdo espectral

foi investigada como parte do processo de autoagregacdo (Sulek et al., 2020).

5.8 Fotoestabilidade dos hibridos PpIX-capsaicina 1 e 2

As solucdes das porfirinas foram preparadas a partir da dilui¢ao de uma solucao estoque

concentrada em DMSO. As solugdes preparadas com Abs4ognm = 1 foram irradiadas utilizando-
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se LED verde (463,5 uW/cm2 em 526 nm, 15 cm de distincia), com doses variando de 0-5 J/cm?
e LED branco (14,1 mW/cm? em 430 nm, 10 cm de distancia), com doses variando de 0-70
J/em?, A temperatura ambiente. Espectros de absorbancia foram registrados, a partir de um
espectrofotometro Shimadzu (UV-2501PC), em intervalos de 2, 4, 10 e 15 minutos, durante 90
minutos. A diminui¢do da banda Soret foi investigada como parte do processo de

fotodegradacdo (Sutek et al., 2020).

5.9 Determinacio do coeficiente de particao (LogP)

O coeficiente de particao foi determinado pelo método de agitacdo em frasco ("shake-
flask method"). Devido a solubilidade parcial das porfirinas no sistema n-octanol/dgua, 0,3 mg
de cada composto foi dissolvido em 100 uL. de DMSO. A amostra foi agitada em vortex até que
todo o composto estivesse dissolvido. Em seguida, foram adicionados 5 mL de dgua 5 mL de
n-octanol ao frasco. A mistura resultante foi agitada em vértex por 10 minutos. Posteriormente,
a amostra foi deixada em repouso para garantir uma separacdo precisa das fases. Em seguida,
200 pL de cada fase foi retirada e diluida em 2,0 mL de DMSO para leitura da absorbancia no
espectrofotometro. O célculo de LogP foi feito a partir da equagdo (3) (Soares et al., 2022;

Sufek et al., 2020).

logP = log <M> (3)

Aégua
Em que,
logP = coeficiente de parti¢do;
Aoctanor = valor de absorbancia em Amsx do composto em octanol;

Azgua = valor de absorbancia em Amsx do composto em dgua.

5.10 Inativacao fotodinamica das bactérias S. aureus e E. coli

A atividade antibacteriana foi realizada frente a Staphylococcus aureus (ATCC 29213)
e Escherichia coli (ATCC 25922), sensiveis a maioria dos antimicrobianos; S. aureus (ATCC
BAA 44) e E. coli (ATCC BAA 198) multirresistentes (resistentes a mais de trés classes de
antimicrobianos) em parceria com o Laboratério de Ensaios Antimicrobianos (LEA),
coordenado pelo Prof. Dr. Carlos Henrique G. Martins. As bactérias fazem parte da American
Type Culture Collection (ATCC) e estavam criopreservados a -80°C no LEA da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU).
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Inicialmente, foram pesados 1 mg de cada composto e solubilizados em DMSO, o que
resultou em solugdes estoque de concentracdo 1,17 mM dos derivados de PpIX-capsaicina 1 e
2. Posteriormente, foram retirados 125 uL dos estoques e diluidos em 500 uL de caldo Infusao
Cérebro e Coragao (BHI), definida como solu¢do mae. A partir de 50 uLL de cada solugao-mae
adicionados ao primeiro po¢o em uma placa de 96 pocos, foi realizada a diluicdo seriada
seguindo a técnica de microdiluicdo em caldo, a fim de atingir as concentracdes finais de 78
uM-1,2 uM (Anane et al., 2020; CLSI, 2018; Sulek et al., 2020). Os in6culos bacterianos foram
ajustados na escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL), resultando em 1-2 x 10® UFC/mL
de células bacterianas por poco (Sabino et al., 2019). Inicialmente, todas as 3 placas foram
incubadas no escuro por 15 min a 37°C para incorporagdo dos fotossensibilizadores nas células
bacterianas (Anane et al., 2020; Sabino et al., 2019). Ap6s a incubacdo, uma placa foi mantida
no escuro como controle, a segunda foi irradiada com LED branco com dose de 30 J/cm? e
outra placa foi irradiada com LED verde com dose de 2,5 J/cm? (Anane et al., 2020; Sabino et
al., 2019; Sutek et al., 2020).

Imediatamente apos a irradiagdo, as suspensdes foram diluidas em caldo BHI para obter
dilui¢des de 10" a 10”7 vezes a concentracgdo inicial (Sabino et al., 2019). Aliquotas de 50 uL
de cada diluicdo foram acrescentadas em placas petri contendo dgar Mueller Hinton (MHA) em
duplicata e incubadas a 37°C durante 24h para a bactéria Gram-positiva e 16h para a Gram-
negativa, para posterior contagem das unidades formadoras de coldnias (UFC) (Lin et al., 2021;

Sabino et al., 2019).
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