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PROCESSO DE OBTENCAO DE SUPERFICIES POLIMERICAS
FUNCIONALIZADAS COM FOTOSSENSIBILIZADORES, MATERIAL
POLIMERICO FUNCIONALIZADO E SEU USO

Campo da invengdo

[1] A presente 1nvencdo se aplica na é&rea de
funcionalizacdo de polimeros, sendo essencialmente composta
por um processo de ligacao de moléculas
fotossensibilizadoras a superficies poliméricas, cada uma
delas contendo as funcionalidades quimicas apropriadas para
estabelecer ligacdes quimicas covalentes, termodinamicamente
estdveis, originando produtos constituidos de um par
Material Polimérico Fotossensibilizador (MPn-PSm). Estes
materiais funcionalizados, no escuro, ou, preferencialmente
quando iluminados com comprimentos de onda adequados
promovem acado fotodinédmica, evitando a formacdo de coldnias
microbianas na superficie, ao mesmo tempo que eliminam micro-
organismos presentes no meio e em contato com tais
superficies.

[2] De forma mais especifica, aplica-se aos
dispositivos biomédicos de natureza polimérica utilizados no
apoio a vida, como por exemplo tubo endotraqueal, cateteres,
sondas, reservatérios, luvas, canula de traqueostomia,
escalpe de infusdo intravenosa, cateter nasal para oxigénio,
sonda para aspiracdo traqueal, com e sem valvula, embalagens
e sacos de armazenamento instrumental.

Fundamentos da invencgao

[3] Pacientes imunossuprimidos portadores destes
dispositivos em ambiente hospitalar séao, em geral,
submetidos a procedimentos padrdo envolvendo o uso de

antibidéticos para controle de infeccdes conduzindo, na
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maioria dos casos, ao desenvolvimento de bactérias
multirresistentes aos antibidticos existentes no mercado.

[4] O tubo endotragueal é um exemplo de dispositivo
rotineiro para auxilio de respiracdo mecédnica em pacientes
com problemas respiratdrios, traumas pds-operatdrios ou pds-
traumaticos, que em sua superficie corriqueiramente hé& o
desenvolvimento de coldénias microbianas e, na maioria dos
casos, conduz ao quadro de Pneumonia Associada a Ventilacéao
Mecédnica. Dados relatados por Zeitoun, S.S. et al. (2001)
referem que pacientes entubados apresentam um risco de vida
resultantes de infeccdes microbianas 21 vezes maior guando
comparado com pacientes ndo entubados, sendo uma das
principais causas de morte destes pacientes entubados.

[5] As bolsas de sangue sdo outro exemplo de
dispositivos utilizado para transportar e armazenar o sangue
do doador até este ser necesséadrio para uma transfusdo. As
contaminacdes contraidas em transfusdes sdo muito graves,
uma vez que podem provocar uma infeccdo generalizada no
paciente.

[6] O transporte de érgédos para transplantes deve ser
realizado em embalagem gue nd&o Jgere risco de contaminacéo
microbiana ou altere a integridade do 6rgido, sendo entédo de
méxima importdncia garantir <condicdes assépticas nos

dispositivos médicos para transporte e armazenamento de

brgédos.

[7] A presente invencdo descreve o processo de ligacéao
de fotossensibilizadores (PS) dos grupos curcumina e
derivados (PS1) porfirina e derivados (clorina e

bacterioclorina) (PS2 e PS3) contendo cada componente o grupo

nucleofilico apropriado para estabelecer uma ligacdo guimica
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covalente estéavel (éter, amina, tioéter) com superficies
poliméricas (MP1 e MP2) contendo grupos funcionais (X)
apropriados gerando produtos do tipo (MPn-PSm).

[8] Os produtos (MPn-PSm) desenvolvidos na presente
invencdo sdo estdvelis em solucdes aquosas de diferentes pH
a temperatura fisioldgica e apds 1irradiacdo com luz de
comprimento de onda apropriado.

[9] Os produtos constituidos pelas superficies
poliméricas funcionalizadas com fotossensibilizadores (PS)
ligados covalentemente (MPn-PSm) evitam o desenvolvimento
destas infeccdes por micro-organismos na auséncia de luz,
reduzindo o risco de morte. Enquanto que, na presenca de luz
com comprimento de onda apropriado, tais produtos inativam
a formacdo de micro-organismos e de biofilmes por acéao
fotodindmica, reduzindo o numero de mortes causadas por
infeccdes microbianas multirresistentes aos antibidticos
existentes no mercado.

Estado da técnica

[10] A inativacdo de micro-organismos por terapia
fotodinadmica (TFD) envolve a presenca de trés componentes:
fotossensibilizador (PS), fonte de 1luz de comprimento de
onda apropriado e oxigénio.

[11] Um fotossensibilizador (PS) é uma entidade gquimica
que absorve luz em comprimento de onda especifico, alterando
as suas propriedades quimicas e/ou fisicas. Os
fotossensibilizadores (PSs) absorvem energia da luz
transitando para um estado excitado e, consegquentemente,
transferindo energia. O PS pode atuar por diferentes
mecanismos: tipo I e tipo II. No mecanismo tipo I, os

fotossensibilizadores (PSs) reagem diretamente com moléculas
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para produzir radicais livres ativos (ROS) e ions radicais.
No mecanismo tipo II ocorre transferéncia de energia para o
oxigénio molecular, produzindo oxigénio singlete capaz de
inativar micro-organismos (Pucelik et al. (2018) (Plos One,
13(1): e0191777).

[12] Entretanto, o desenvolvimento de resisténcia
microbiana resultante da acdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) geradas por acdo fotodindmica (TFD) ndo foi
relatada até ao momento.

[13] Bezman et al. (1978) (Photochemistry and
Photobiology, 28, 325-329, 1978) divulgaram a 1inativacéo
fotodindmica de Escherichia coli utilizando o
fotossensibilizador (PS) Rosa Bengala ligado covalentemente
por ligacdo do tipo éster a esferas de um copolimero de
poliestireno com clorometil estireno. Esta ligacdo covalente
do tipo éster é susceptivel de sofrer hidrdlise em meios
bioldgicos e por acdo da luz. J& o processo de preparacdo e
os produtos do tipo MPn-PSm descritos na presente invencéao
envolvem diferentes fotossensibilizadores (PS), contendo as
funcionalidades selecionadas (NHz, OH, SH) para formar uma
diferente 1ligacdo covalente estédvel (tipo amina, éter e
tioéter) com diferentes polimeros, incluindo o PVC e
Merrifield, estdveis em meios bioldgicos e por irradiacédo
com luz.

[14] A patente WO 1993/000815 divulga composicdes
fotobactericidas que compreendem um polimero do tipo fibra
téxtil (celulose) e um fotossensibilizador (porfirina ou
ftalocianina) ligados apenas por interacdo eletrostéatica,
aplicados para esterilizacéo de superficies. Os

fotossensibilizadores usados sao do tipo meso-tetrapiridil



WO 2021/007638 PCT/BR2020/050263

porfirina ou ftalocianina nao funcionalizadas e estdo apenas
adsorvidos aos polimeros por ligacdes eletrostéticas.

[15] Nos documentos EP1203052/US6420455B1 revela-se uma
composicdo polimérica e artigos que utilizam tal composicéao,
que apresenta atividade antimicrobiana superficial. No
entanto, ndo had mencdo a presenca de ligacdes covalentes com
os agentes fotossensibilizadores, sendo ao menos um deles o
xanteno. A interacdo do fotossensibilizador com o material
polimérico é puramente fisica (mistura fisica) com algumas
interacdes eletrostéaticas, sem formacdo de interacdes
essencialmente quimicas. Embora seja mencionado naquele
documento o efeito dos agentes mesmo em periodos com auséncia
de estimulo luminoso, as diferencas evidenciam-se no que se
refere ao nivel de interacdo, visto que a funcionalizacado da
superficie proposta na presente invencdo, envolve a promocao
das caracteristicas bioldbgicas superficiais, no entanto,
mantendo os requisitos mecdnicos e de outras funcionalidades
do material polimérico base.

[16] No documento RU 2663061 apresenta-se um agente
antimicrobiano a base de polimeros para conferir
propriedades bactericidas, cujas moléculas contém pelo menos
um adtomo de nitrogénio com um par de elétrons livres, de
modo que o biocida esteja coordenado por uma ligacdo instéavel
do tipo eletrostatica a um complexo metdlico, que pode conter
porfirina de magnésio como &tomo central, além de outros
grupos quimicos tais como ftalocianina. A Unica similaridade
consiste na aplicacdo de fotossensibilizadores do tipo
porfirina, mas com estruturas e consequentemente
propriedades fotodinédmicas diferentes das descritas na

presente invencdo. Além disso, o objetivo da referida
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invencdo em relacdo aos polimeros utilizados nado é a
funcionalizacdo da superficie de dispositivos biomédicos
utilizando ligacdo covalente.

[17] A novidade da presente invencdo baseia-se na
funcionalizacéo de superficies poliméricas do tipo
policloreto de vinila, halometilpoliestireno ou copolimeros
destes, contendo grupos abandonadores (Br, Cl, I ou F), em
particular, PVC (MPl) ou Merrifield (MP2) contendo grupos
abandonadores cloro (cl), que se ligam com
fotossensibilizadores. Estes compostos contém os grupos
funcionais apropriados (OH, N- ou SH), e, por meio da
formacdo de ligacles covalentes estaveis, tanto em meios
bioldgicos como na presenca de luz, sdo formados produtos do
tipo MPn-PSm, que, quando irradiados com luz de comprimento
de onda apropriado, possuem aplicacdo como dispositivos
biomédicos de acdo antimicrobiana.

[18] Salienta-se ainda que o material obtido por meio
do processo desta invencdo pode diminuir significativamente
o risco de infecdes e pneumonias de pacientes hospitalizados
e entubados. 0 material polimérico funcionalizado
covalentemente com fotossensibilizadores (PS) tem a
capacidade de promover, portanto, uma melhoria no ambiente
hospitalar, trazendo elevados beneficios para a saude
publica.

Breve descricdo da invencdo

[19] A presente 1invencdo descreve um processo de
preparacdo de um produto polimérico (MPn-PSm) constituido
por polimeros ou co-polimeros contendo grupos funcionais
apropriados. Os produtos poliméricos (MPn-PSm) desenvolvidos

na presente invencdo diminuem o crescimento microbiano na
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auséncia de luz e exibem atividade antimicrobiana gquando
expostos a luz com um comprimento de onda apropriado. Os
materiais poliméricos (MPn-PSm) ligados por ligacéao
covalente irreversivel aos fotossensibilizador (PSm) sao
particularmente relevantes para inativacdo microbiana de
dispositivos médicos, tubo endotraqueal, embalagens para
armazenamento e transporte de 6rgéos, bolsas para
armazenamento e transporte de sangue, embalagens para
armazenamento e transporte de alimentos, entre outras.

Breve descrigcdo das figuras

[20] Para obter uma total e completa visualizacdo do
objeto desta invencdo, sdo apresentadas as figuras as quais
se faz referéncias, conforme se segue:

Na Figura 1 representa-se um esquema da funcionalizacdo
do material polimérico (MPn) contendo um grupo abandonador
(X), que pode ser um atomo de halogénio, reagindo com um
fotossensibilizador (PSm) que pode ser do tipo curcumina e
derivados ou macrociclo tetrapirrdélico mais concretamente
porfirina e derivados (clorina ou bacterioclorina) contendo
um grupo nucleofilico (Y), que pode ser do tipo -0OH, -N- ou
-SH, originando um material polimérico funcionalizado
designado por (MPn-PSm).

[21] ©Na Figura 2 representa-se um gradfico com os dados
de um exemplo de caracterizacdo por UV-Vis comparando-se com
o) material polimérico (MP1) (curva preta) e o
fotossensibilizador curcumina (PS1) (curva azul) em
separado, como tubo endotraqueal funcionalizado <com o
fotossensibilizador curcumina (MP1-PS1l) (curva verde).

[22] Na Figura 3 representa-se um exemplo de

caracterizacdo por espectroscopia de infravermelho (FT-IR)
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do tubo endotraqueal (TE) sem funcionalizacdo (curva preta),
em relacdo a curcumina (PS1) (curva vermelha) e o tubo
endotraqueal funcionalizado (PVC-curcumina, MP1-PS1l) (curva
azul). A andlise de caracterizacdo do tipo espectroscopia do
infravermelho foi medida em um intervalo entre 500-4000 cm~
1 no espectrofotémetro equipado com uma Smart Orbit
accessory.

[23] Na Figura 4 representa-se um exemplo de
caracterizacdo por Microscopia Eletrdénica de Varredura
(MEV) : (a) tubo endotraqueal <composto pelo material
polimérico no estado sélido (MP1l); (b) tubo endotraqueal
composto pelo material polimérico funcionalizado (MP1)
ligado covalentemente a curcumina (PS1) (MP1-PS1). As
fotomicrografias de MEV foram obtidas em um equipamento ZEISS
LEO 440 (Cambridge, England) com detector OXFORD (modelo
7060), operando com feixe de elétrons de 15kV, corrente de
2,82A e I probe de 200pA. As amostras foram recobertas com
6nm de ouro em um metalizador Coating System BAL-TEC MED 020
(BAL-TEC, Liechtenstein) e mantidas em dessecador até o
momento de anédlise. Condicdes de metalizacdo: pressdao na
cédmara = 2,00x102mbar; corrente = 60mA; taxa de deposicéao
0,60nm/s.

[24] Na Figura 5 representa-se um exemplo de
caracterizacdo por espectroscopia de fluorescéncia do tubo
endotraqueal composto pelo material funcionalizado por
ligacao covalente (MP1-PS1l) a uma faixa de 350-600nm de
comprimento de onda de excitacdo; a) A imagem de
fluorescéncia foil obtida da superficie exterior do tubo
endotraqueal funcionalizado (MP1-PS1);

[25] Na Figura 6 representa-se graficamente o resultado
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da anaélise microbioldégica da reducdo de biofilme de
Staphylococcus aureus no tubo endotraqueal funcionalizado
com curcumina por ligacdo covalente MP1-PS1; Laranja (///)
representa-se a reducdo em % do crescimento de bactérias nos
biofilmes na superficie do tubo endotraqueal TE (controle)
e do tubo endotraqueal funcionalizado com curcumina por
ligacéao covalente MP1-PS1 (Laranja), no escuro;
Vermelho(///)- reducdo em % do crescimento de bactérias nos
biofilmes na superficie do tubo endotraqueal TE (controle)
e do tubo endotraqueal funcionalizado com curcumina por
ligacédo covalente MP1-PS1 (Vermelho) apds irradiacdo com uma
fonte de luz proveniente de um LED na regido de 450 nm,
durante 12 minutos, totalizando 50 J/cm?.

[26] Na Figura 7 apresentam-se graficos com o espetro
de UV-Vis da solucdo onde foil imerso o material polimérico
MP1-PS1 em diferentes condicdes de pH (2, 7 e 10).

Descricdo detalhada da invencdo

[27] A presente invencéao relaciona-se com a
funcionalizacdo de materiais poliméricos, ou copoliméricos,
por ligacdo covalente com fotossensibilizadores (PSs), due
exibem atividade antimicrobiana no escuro, ou
preferencialmente quando expostos a luz (TFD) contribuindo
para a diminuicdo da aderéncia e inativacdo de micro-
organismos em dispositivos biomédicos construidos com esses
materiais. Estes polimeros s&o preferencialmente da classe
dos polihaletos de vinila, sendo que haletos ou halogénios
sdo moléculas diatémicas dos elementos do grupo 17 da tabela
periddica, contendo grupos abandonadores Fluor (F), Cloro
(Cl), Bromo (Br) ou Iodo(I), preferencialmente Cloro (Cl).

[28] Na presente invencdo sdo descritos processos de
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obtencdo de superficies poliméricas funcionalizadas (MPn-
PSm), a partir dos polimeros ou copolimeros com
funcionalizacdes apropriadas (X), que podem ser um halogénio
ou um grupo abandonador, em particular, policloreto de vinila
(MP1) e (clorometil)poliestireno-merrifield (MP2), e dos
fotossensibilizadores (PSs) do tipo curcumina e derivados
(PS1), meso-tetra aril porfirinas e derivados, clorinas e
bacterioclorinas halogenadas e funcionalizadas com grupos
nucleofilicos (PS2), em particular incluindo as do tipo meso-
imidazoil-porfirinas e derivados (clorinas e
bacterioclorinas) (PS3). Todos os fotossensibilizadores
(PSs) da presente invencdo incorporam na sua estrutura o
grupo funcional (Y), sendo este um nucledfilo do tipo OH, SH
ou NHz.

[29] Ou seja, a presente invencdo descreve o processo
de ligacao covalente (D) do tipo éter, amina ou tioéter dos
PSs: PS1, PS2 e PS3 aos materiais poliméricos funcionalizados
MP1 e MP2, através de uma reacdo de substituicdo nucleofilica
para preparar os produtos MPn-PSm. Além disso, envolve
igualmente a aplicacdo dos produtos poliméricos MPn-PSm
obtidos na diminuicdo da aderéncia de microrganismos e na
inativacdo dos micro-organismos por acdo fotodindmica (TFD),
nomeadamente em: sondas, cateteres, reservatdrios, cénula de
traqueostomia, scalp de infusdo intravenosa, cateter nasal
para oxigénio, cateter de Themodidlise, sonda retal,
embalagens para transporte e armazenamento de 6rgados, sonda
uretral, sonda para aspiracdo traqueal, usados em ambiente
hospitalar por humanos e animais.

[30] Os produtos formados pelas superficies poliméricas

MPn-PSm desenvolvidas na presente invencéo evitam a
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proliferacdo microbiana, gque é a causa de inumeras infeccdes
graves, sendo atualmente um dos principais motivos de morte
em pacientes hospitalizados que utilizam estes dispositivos.
Adicionalmente estes materiais poliméricos MPn-PSm tém
importante aplicacdo na preparacdo de embalagens para
armazenamento de alimentos.

[31] O processo ora proposto é simples e economicamente
eficiente para obtencéo de materiais poliméricos
funcionalizados com fotossensibilizadores do tipo MPn-PSm
(comn de 1 a 2 em de 1 a 3, nomeadamente MP1-PS1; MP1-
PS2; MP1-PS3; MP2-PS1l; MP2-PS2 e MP2-PS3 (conforme tabela 1)
obtidos através da reacdo de substituicdo nucleofilica
direta entre os materiais poliméricos tipo MP1 ou MP2,
obtidos comercialmente, contendo na sua estrutura grupos
abandonadores em particular halogénios (fluor, cloro, bromo
ou iodo,) e cada um dos fotossensibilizadores do tipo PS1,
PS2 ou PS3 contendo os grupos nucleofilicos OH, SH ou N-.

[32] A  estrutura dos materiais poliméricos MP1
(Policloreto de wvinila (PVC) de férmula geral [C2H3Clln) ou
MP2 ((Clorometil) poliestireno de foérmula geral [CoHoCl]n)
permite identificar facilmente a ©presenca dos grupos

abandonadores halogénios:

n
Cl

MP1 L _In

MP2
Origem dos fotossensibilizadores

[33] O fotossensibilizador PS1 com grupos nucleofilicos
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do tipo hidroxila com a funcao de nucledfilo, designado pelo
nome trivial curcumina e de nome IUPAC (1E,6E)-1,7-bis(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-1, 6-heptadieno-3,5-diona, e seus

derivados:

O OH

X N

HO
(074

OCHj 20

PS1

[34] Os fotossensibilizadores das familias PS2 e PS3,
englobam porfirinas funcionalizadas com grupos nucleofilicos
do tipo hidroxila, amina ou tiol (férmulas II a IX; com as
duas posicdes beta pirrdlicas (---) na forma de ligacdes
duplas) e o0s seus derivados reduzidos clorinas (com uma
posicdo (---) na forma de ligacdo simples e a outra (---) na
forma de ligacdo dupla) e bacterioclorinas (com as duas
posicdes (---) na forma de ligacdes simples).

[35] As porfirinas simétricas (férmulas II a IV) com as
duas posicdes (---) na forma de ligacdes duplas) foram
sintetizadas seguindo o) método do nitrobenzeno ou
nitrobenzeno-NaY que consiste na mistura de 4 equivalentes
do aldeido halogenado contendo o nucledéfilo y (OH, N- ou SH)
em uma das outras posicdes, com uma estrutura selecionada,
com pirrol em condicdes aerdbicas, usando como solventes uma
mistura de acido acético ou acido propidnico e nitrobenzeno
sem ou com catalisador reutilizéavel, do tipo zedlito Nay,
entre 100 a 140 °cC.

[36] Apds a filtracdo do NaY a gquente, as porfirinas



WO 2021/007638 PCT/BR2020/050263
13

precipitaram diretamente do meio da reacao, apds
arrefecimento, ou por adicdo de metanol, ou foram purificadas
por cromatografia flash, obtendo-se os fotossensibilizadores
simétricos da familia PS2 (férmulas II-IV). As porfirinas
nado-simétricas halogenadas (férmulas V a VII) com as duas
posicdes (———) na forma de ligacdes duplas) foram
sintetizadas seguindo o) método do nitrobenzeno ou
nitrobenzeno-NaY que consiste na mistura de 2 equivalentes
do aldeido halogenado contendo o nucledéfilo y (OH, N- ou SH)
em uma das outras posicdes, com uma estrutura selecionada,
com 2 equivalentes de formaldeido ou respectivo acetal, com
4 equivalentes de pirrol, em condicdes aerdbicas, usando
como solventes uma mistura de 4&cido acético ou éacido
propidénico e nitrobenzeno sem ou com catalisador
reutilizédvel, do tipo zedlito Na¥Y, entre 100 a 140 °C. Apds
a filtracdo do NaY a quente, as porfirinas foram purificadas
por cromatografia preparativa flash, obtendo-se os
fotossensibilizadores ndo-simétricos da familia PsS2

(f6érmulas V-VII):

R A B
Rl_ RZ: Y ILIILIV
R2 / R2 A B
z A B
R
! R1= Y € R2 =H
PS2 V,VLVII
A B

_____ representa uma ligagéo carbono-carbono simples ou dupla
[37] A sintese das porfirinas simétricas (férmulas VII

com as duas posicdes (---) na forma de ligacdes duplas) foram
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sintetizadas seguindo o) método do nitrobenzeno ou
nitrobenzeno-Na¥Y que consiste na mistura de 4 equivalentes
de 1l-metil-2-imidazolcarboxaldeido com 4 equivalentes de
pirrol, em condicbes aerdbicas, usando como solventes uma
mistura de adcido acético ou propidnico e nitrobenzeno sem ou
com catalisador reutilizavel do tipo zedlito Na¥, entre 100
a 140 °C. Apdbs a filtracdo do NaY a quente, a porfirina
(Férmula VIII) foi purificada por cromatografia flash.

[38] A sintese da porfirina ndo-simétrica (férmulas IX)
com as duas posicdes (---) na forma de ligacdes duplas) foram
sintetizadas seguindo o) método do nitrobenzeno ou
nitrobenzeno-NaY que consiste na mistura de 2 equivalentes
de 1l-metil-2-imidazolcarboxaldeido com 2 equivalentes de
formaldeido ou o seu acetal, com 4 equivalentes de pirrol,
em condicdes aerdbicas, usando como solventes uma mistura de
adcido acético ou propidénico e nitrobenzeno sem ou com
catalisador reutilizével do tipo zedbdlito Na¥Y, entre 100 a
140° C. Apdbs a filtracdo do NaY a quente, a porfirina

(Formula IX) foil purificada por cromatografia flash.

Ry
VII=R=R,= N .
1= ’,N\7N
Rz / R2

~/\
2 IX=Ry=H; R; = ~N N

R1

PS3

-_- representa uma ligagdo carbono-carbono simples ou dupla
[39] Os complexos metdlicos dos PSs porfirinicos do
tipo PS2 ou PS3 (Fb6érmulas II a VII; VIII e IX), foram

preparados através da mistura de uma solucdo das respetivas
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porfirinas dissolvidas em solvente apropriado
preferencialmente em clorofdédrmio ou DMF, a qual se adiciona
uma solucdo saturada do sal metédlico apropriado (Zn (OAcC)2,
Pd(Oac)2 ou AlCls, entre 40 e 150 °C. Apbs conclusdo da reacdo
de complexacdo, a mistura reacional foi purificada por
lavagens sucessivas com uma solucdo aquosa saturada de
bicarbonato de sdédio e &gua. Quando necessario, o complexo
metdlico foi purificado por cromatografia flash.

[40] As correspondentes clorinas com uma posicdo (---)
na forma de ligacdo simples e a outra (---) na forma de
ligacdo dupla foram sintetizadas segundo o método descrito
por Pereira M.M. et al, em gue um dos precursores do tipo
porfirina (férmulas II a IX), preparados de acordo com o
processo acima referido, fol misturado no estado sbélido com
um pequeno excesso de p-toluenosulfonilhidrazina (15
equivalentes) em um tubo de Schlenk, e em seguida, colocado
sob vacuo a 0,1 bar por 1 hora. Em seguida, a mistura é
aquecida a entre 120 e 140 °C durante o tempo optimizado
para cada substrato. A mistura reacional foi dissolvida em
uma quantidade minima de um solvente organico e lavado
sequencialmente com hidréxido de sbddio e &agua. O sdlido
obtido foi dissolvido em DME e FeCl3.6H20 (1 equiv.) foi
adicionado a solucdo, seqguido por adicédo lenta de perdxido
de hidrogénio (3% em &gua). A reacdo fol terminada guando se

observou o desaparecimento do pico de absorcdo da

bacterioclorina (750 nm). As correspondentes clorinas
(Férmula II a VII com uma posicdo (---) na forma de ligacéao
simples e a outra (---) na forma de ligacdo dupla) foram

purificadas por lavagens seguidas de cromatografia flash.

[41] As correspondentes bacterioclorinas com as duas
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posicdes (---) na forma de ligacdes simples dos PS2 e PS3
foram sintetizadas segundo o método descrito por Pereira
M.M. et al, em que a porfirina é misturada com um excesso de
p-toluenosulfonilhidrazina (40 equivalentes) em um tubo de
schlenk, e em seguida, colocado sob véacuo (0,1 bar) por 1
hora. Em seguida, a mistura é aquecida a 140 °C durante o
tempo optimizado para cada porfirina (Férmula II a VII onde
(-—=-) ¢é uma ligacdo dupla). Apds arrefecer a temperatura
ambiente, as correspondentes bacterioclorinas (Férmula II a
IX onde (---) é uma ligacdo simples) sé&do purificadas por
lavagens ou por cromatografia flash.

[42] Na tabela 1 aborda-se todas as combinacdes
possivelis de materiais poliméricos e fotossensibilizadores
(MPn-PSm) e suas estruturas possiveis, sendo que o componente
D é sempre uma ligacdo covalente éter (0), tioéter (S) ou
uma ligacdo amina (N-) (Tabela 1):

Tabela 1 - combinacdes possivels de materiais poliméricos e

fotossensibilizadores (MPn-PSm) e suas estruturas possiveis

Ref. Estrutura quimica

[e} OH

MP1-PS1
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MP1-PS2

(IT e III)

MP1-PS2

(IV)

MP1-PS2

(V e VI)
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MP1-PS2

(VII)

MP1-PS3

(VIII e IX)

R

R, /

Ry

MP2-PS1

*\
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MP2-PS3

R2

R, /

Z

Rq

[43] Na tabela 2 aborda-se  todos 0s possiveils
substituintes (R1, R2, Z, Z e M) para as combinacdes MPn-PSm
explicitadas na Tabela 1:

Tabela 2 - Combinacdes MPn-PSm com as possiveis substituicdes

R1, R2, Z, Z e M.

Ref. Var. R1 R2 Z Z' M
H ou
MP1-PS1 H ou
cﬂ.H?nﬂ
ou I _ _ Crbianen
C0- C:tzm—l -
MP2-PS31 i<n<iy
l<n<l2
H
MP1-PS2 A B A B
ou
ou IT Y Y - -
Zn
MP2-PS1 A B’ A B’ ou
Al
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ou

Pd

A =

F ou Cl; A" =

H ou F ou Cl;

N_

MP1-PS2

ou
I1I
MP2-PS1

Bl

ou

Zn

ou

Al

ou

Pd

A= F ou Cl; A

= H ou F ou Cl;

ou Cl;

Y= OH,

B= F ou Cl; B’ =

SH, N-

H ou F

MP1-PS2

ou v

MP2-PS1

Al

ou

Zn

ou

Al

ou

Pd

A =

F ou Cl; A'

= H ou F ou Cl;

ou F ou Cl;

Y

HouF ouCl; C =H

SH, N-

MP1-PS2

ou

MP2-PS1 \%

Bl

Zn

ou
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Al

ou

Pd

A =F ou Cl; AY = H ou F ou Cl; B =

|
w

Il
jas}
<

Il
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jas}
192]
[

N-—

ou

A B
MP1-PS2 ; : 7n
Y - _ _
ou
ou
A' B'

VI Al

MP2-PS1
ou

Pd

A= F ou Cl; A = H ou FouCl; B=F oucCl; B" = H ouF

ou Cl; Y= OH, SH, N-

H ou

Zn

A B
MP1-P32
ou
c , . .
ou Al
Al Y

VIT
ou

MP2-PS1
Pd
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H ou
MP1-PS3

N Zn
ou — 7 No 7N _ _

ou

MP2-PS3 Al

ou




WO 2021/007638 PCT/BR2020/050263

24

pd
H
ou

MP1-PS3 1=
Zn

N__N

ou IX H 7\ - -

ou
MP2-PS3 AL
ou
Pd
Processo de preparacao dos produtos poliméricos

funcionalizados com fotossensibilizadores (PS) do tipo MPn-

PSm

[44] Todos os PSs (PS1,PS2,PS3) utilizados na presente
invencdo incorporam na sua estrutura nuclebdfilos (OH, N- ou
SH), com caracteristicas quimicas especificas, permitindo
desenvolver um processo simples e eficiente de efetuar uma
ligacdo covalente com os materiais poliméricos (MP1l e MP2),
contendo na sua estrutura dJrupos abandonadores do tipo
halogénio, através de uma reacao de substituicéo
nucleofilica, seguindo as seguintes etapas:

[45] Dissolucdo do fotossensibilizador (PS) selecionado
a partir da familia PS1, PS2 ou PS3 com uma base orgénica
(tretilamina, 1,8-diazabiciclo[5.4.0)und-7-eno (DBU), 1,5
diazabiciclo[4.3.0)non-5-eno (DBN) ou piridina) ou
preferencialmente inorganica (CaCOgs, CeCQOs, NaOH, KOH,
Ba (OH)2, Al (OH)s, Mg(OH)2, Be(OH)2, Ca(OH)2) em um solvente
do tipo dimetilformamida (DMF), dimetoxietanoa (DME), tetra-
hidrofurano (THF) e derivados, dimetilpirrolidona,
diclorometano, acetato de etila ou preferencialmente

dimetilsulféxido (DMSO) para formar a solucdo designada
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doravante por Sol A;

[46] Fazer a imersdo do material polimérico MP1 ou MP2
na solucdo Sol A e deixar a uma temperatura compreendida
entre 0°C e 40 °C durante 0,5 a 48 horas, preferencialmente
na auséncia de oxigénio. Em seguida, retirar o material
polimérico ligado covalentemente ao fotossensibilizador (PS)
pretendido (MPn-PSm) da solucdo SolA e lavar de uma a dez
vezes com um solvente organico, preferencialmente com DMSO,
e em seguida com um solvente orgadnico de menor ponto de
ebulicédo, preferencialmente etanol.

[47] Secagem do MPn-PSm, preferencialmente a
temperatura ambiente, sob Vacuo e armazenar na presenca ou
preferencialmente na auséncia de oxigénio e de luz.

[48] Os produtos poliméricos funcionalizados preparados
na presente invencédo, doravante designados por MP1-PS1, MP1-
PS2 (Fo6rmulas II a VII), MP1-PS3 (VIII e IX), MP2-PS1, MP2-
PS2 (Foérmulas II a VII) e MP2-PS3(VIII e IX) foram
caracterizados por espectroscopia de transmitadncia difusa
Cary 5000 Uv-Vis confirmando-se a ligacao do
fotossensibilizador (PS) ao material polimérico ©pela
presenca no material polimérico de uma banda de absorcéao
tipica de cada fotossensibilizador (PS), conforme Figura 2
do exemplo de concretizacéo.

[49] Os materiais poliméricos funcionalizados
preparados na presente invencdo do tipo MP1-PS1; MP1-PS2;
MP1-PS3; MP2-PS1; MP2-PS2 e MP2-PS3 foram caracterizados por
espectroscopia de infravermelho em um aparelho FTIR Nicolet
5700 (ThermoElectron Corporation) espectrdmetro equipado com
uma Smart Orbit accessory) observando-se as bandas

vibracionais tipicas do polimero e dos grupos funcionais
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especificos de <cada fotossensibilizador (PS) 1ligado ao
polimero, conforme Figura 3.

[50] Os materiais poliméricos funcionalizados
preparados na presente invencdo do tipo MP1-PSl1l; MP1-PS2;
MP1-PS3; MP2-PS1; MP2-PS2 e MP2-PS3 foram caracterizados por
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) operando com feixe
de elétrons de 15kV, corrente de 2,82A e I probe de 200pA.
As amostras foram recobertas com 6nm de ouro e mantidas em
dessecador até o momento de andlise. O resultado da anadlise
revelou a presenca do fotossensibilizador (PS) na superficie
polimérica (Figura 4).

[51] Os materiais poliméricos funcionalizados
preparados na presente invencdo do tipo MP1-PS1; MP1-PS2;
MP1-PS3; MP2-PS1; MP2-PS2 e MP2-PS3 foram caracterizados por
espectroscopia de fluorescéncia obtida no exterior do tubo.
Na figura 5 observa-se na superficie externa do material
MP1-PS1 a emissdo de fluorescéncia a 550nm tipica da
curcumina.

Inativacdo do crescimento de Dbiofilmes pelos materiais

poliméricos MPn-PSm

[52] 0Os produtos poliméricos funcionalizados com os
sensibilizadores preparados na presente invencdo do tipo
MP1-PS1, MP1-PS2, MP1-PS3, MP2-PS1l, MP2-PS2 e MP2-PS3
inativaram o crescimento de biofilmes de bactérias do tipo
gram-positiva em particular, em bactérias S. aureus (Figura
6), ou gram-negativas em particular, E. coli e Pseudomonas
aeruginosa no escuro, ou preferencialmente na presencga de um
dispositivo que emite luz de comprimento de onda apropriado,
nomeadamente na regido do visivel (370 a 700 nm) ou do

infravermelho préximo (700 a 850nm). Os micro-organismos
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formadores de biofilmes foram incubados em suspensdao com 0S
materiais poliméricos (MP1 ou MP2) ligados covalentemente
com o fotossensibilizador (PS) selecionado do tipo PS1, PS2,
PS3 (materiais MPn-PSm) durante 24 horas, e em seguida
expostos a luz do dispositivo que emite luz de comprimento
de onda apropriado. Para determinar a eficiéncia da
inativacéo fotodindmica, foi utilizado o método de
recuperacdao de células por unidades formadoras de coldnia
(UFC/mL) . Os resultados revelaram que os materiais
poliméricos MPn-PSm foram eficientes na diminuicdo da
aderéncia e inativacéao do crescimento de biofilmes
microbianos, na auséncia ou preferencialmente com irradiacéo
com luz de comprimento de onda adequado para cada
fotossensibilizador (PS). Na figura 6 do exemplo 1 observa-
se a 1lnativacdo microbiana no escuro (56%) e a inativacédo
microbiana apds irradiacdo com luz de comprimento de onda de
450 nm (98%). O exemplo demonstra que os materiais MPn-PSm
promovem a inativacdo de biofilmes no escuro e com elevada
eficiéncia por acdo fotodinédmica.

Exemplo 1: Processo de preparacdo do material polimérico

MP1-PS1 através da ligacdo covalente da curcumina (PS1l) a

um tubo endotraqueal (TE) constituido por PVC (MP1)

[53] Preparacdo da solucdo designada por SolA na
presente invencdo: dissolver curcumina (396 mg; 1,07 mmol)
e Cs2C03 (1,99 g; 6,01 mmol) em dimetilsulféxido (DMSO; 80
mL) .

[54] Pesagem do tubo endotraqueal (TE) (11 g)
constituido pelo material polimérico MP1 e submersdo na SolA,
a temperatura de 30°C a 40°C, durante 4 a 8 horas, sob

atmosfera de nitrogénio ou argdnio;
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[55] Retirada do TE funcionalizado, constituido por
MP1-PS1, da solucdo, lavagem inicial com DMSO (quatro vezes,
20 mL) e finalmente com etanol (4 a 10 vezes, 20 mL), até
nado se observar curcumina por UV-Vis.

[56] Secagem do TE funcionalizado (MP1-PS1)
preferencialmente a temperatura ambiente, sob vacuo, de 1 a
3 dias.

[57] Armazenagem a temperatura ambiente, na auséncia de
oxigénio e de luz.

[58] A caracterizacdo do tubo TE funcionalizado com
curcumina (PS1l) designado por material MP1-PS1, foi efetuada
pelas diversas técnicas:

[59] UV-Vis: Na Figura 2 identifica-se o espectro de
absorcdo UV-vis do tubo endotraqueal funcionalizado com
curcumina (Figura 2, curva verde) que mostra uma banda a 430
nm, tipica do espectro de absorcdo da curcumina néao
imobilizada, em solucdo de etanol (Figura 2, curva azul), e
o tubo endotraquial (TE) (Figura 2, curva preta) gue néao
possul nenhuma absorcdo nesta regido.

[60] FTIR: Na Figura 3 a ligacdo da curcumina no tubo
endotraqueal (TE) foi confirmada pela analise de
infravermelho do tubo funcionalizado com curcumina (MP1-PS1,
curva azul), em comparacdo com o tubo endotraqueal (TE, curva
preta) e a curcumina (PS1, curva vermelha). O espectro da
curcumina mostrou seus picos caracteristicos em 3509 cm!
(grupo hidroxila -OH), 1600-1650 cm™! (C=0), 1509 cm?! (C=C
etileno), 1250 cm! (C-0-C grupo éter). O espectro do tubo
endotraqueal funcionalizado com curcumina (MP1-PS1, curva
azul) em comparacdo com O espectro da curcumina néo

imobilizada (PS1) e do tubo endotraqueal (TE) apresenta picos



WO 2021/007638 PCT/BR2020/050263
29

de: 3506 cm! (grupo hidroxila -OH), 1600-1650 cmt (C=0),
1512 cm! (C=C etileno) corroborando a presenca da curcumina
ligada covalentemente ao tubo endotragqueal (TE).

[61] MEV: A ligacdo da curcumina ao tubo endotraqueal
(TE) também foi confirmada por microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) do tubo endotraqueal (TE) (Figura 4, a) e
tubo endotraqueal funcionalizado com curcumina (MP1-PS1)
(Figura 4, b), cuja presenca de curcumina na superficie do
tubo endotraqueal (Figura 4, b) foil evidenciada.

Estabilidade do tubo TE funcionalizado com curcumina (PS1)

designado por material MP1-PS1

[62] A estabilidade do tubo endotraqueal funcionalizado
com curcumina (MP1-PS1l) foil confirmada através de uma andlise
do espectro de absorcdo UV-vis ao longo do tempo em
diferentes pHs (2,7,10), mimetizando o sistema bioldgico.
(Figura 7 a-c). Nao se observou a liberacdo da curcumina do
tubo endotragqueal em nenhum dos pHs avaliados.

Microbiologia do tubo com curcumina

[63] O micro-organismo wutilizado foil Staphylococcus
aureus (ATCC 25925). 0O indculo foil preparado em tubos Falcon
de 15 mL contendo meio de cultura de crescimento Brain Heart
Infusion (BHI) e indéculo bacteriano, em proporcdo 9:1. O
tempo de incubacdo do pré-indéculo foi de 15 horas em uma
estufa rotativa a 37°C a 140 rpm. Para a formacdo do biofilme
foi realizado as seguintes etapas:

* 0Os micro-organismos do pré-inéculo foram separados do
meio de cultura por centrifugacdo (15 min. a 1500 rpm);

* Foram realizadas duas sucessivas lavagens com o tampéo
fosfato “Phosphate Buffered Saline” (PBS) por centrifugacéao

(15 min. a 1500 rpm);
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* 0Os tubos endotraqueais estéreis foram cortados em
pedacos de um centimetro de comprimento dentro de um ambiente
estéril (Fluxo laminar, Airstream, Esco Class II bsc).

* Cada pedaco do tubo endotragqueal cortado anteriormente
foili inserido em cada poco das placas de 24 pocos.

* Junto aos pocos, contendo os tubos cortados, adicionou-
se 900 pL do meio de cultura liquido e 100 pL do indculo
bacteriano.

e A solucdo fol homogeneizada 6 vezes com uma pipeta de
1000 pL em cada poco da placa;

* Os Dbiofilmes formados foram caracterizados por
contagem de coldénias bacterianas (UFC/mL) .

[64] A iluminacdo dos experimentos foi realizada com
uma fonte de luz composta por LEDs desenvolvida pelo
Laboratério de Apoio Tecnoldgico - LAT/USP (Instituto de
Fisica de S3do Carlos, IFSC/USP). A fonte de luz utilizada
nos experimentos de irradiacdo do MP1-PS1 emite radiacdo em
450 nm e é projetada para uma irradiacdo uniforme e continua
em placa de 24 pocos, com irradiacdo de 70 mW/cm? durante 12
minutos. A medida de irradiacdo foi feita com auxilio de um
potencidmetro, com coletor de raio igual a 0,4 cm,
totalizando uma &drea de 0,5 cm?. Para o calculo da irradiacéao
em cm? é usada a equacéo:

I=P/A;

Onde I= Irradiacdo do Potencidmetro; P= Poténcia medida
pelo potencidmetro e A= area do potencidmetro.

[65] Para o célculo do tempo necessario de iluminacéo
para alcancar a dose de energia necessaria segue a seguinte
equacao:

T=D/I1;
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Na equacédo, T= tempo de iluminac&o, D= dose desejada de
energia e I é a irradiacdo calculada do LED.

[66] Durante as iluminacées as amostram foram
protegidas com papel aluminio para evitar qualquer
influéncia externa que possa vir a ocorrer.

[67] A contagem das coldnias bacterianas contidas nas
rlacas de Petri com meio de cultura BHI sdélido para
observacdo macroscodpica das bactérias foram realizadas apds
incubacdo das amostras por 24 horas a 37°C. Cada grupo
experimental foli feito em triplicata e as coldnias entre 3
a 30 foram contadas. A média de cada grupo foi calculada em
UFC/mL de acordo com a seguinte equacédo:

UFC/mL = (n°de coldénias x n°de diluic¢des)/Volume;

O n° de coldnias & a média obtida pela contagem das
coldénias das placas dos grupos experimentals realizados em
triplicata.

[68] Depois de remover as células planctdnicas lavando
todos os tubos com PBS, estes foram separados em dgquatro
grupos experimentais: biofilmes formados na superficie do
tubo endotraqueal (TE); biofilmes formados na superficie dos
tubos funcionalizados com curcumina (MP1-PS1l); biofilmes
formados na superficie do TE irradiado sob dose de luz de
50J/cm?; biofilmes formados na superficie dos tubos MP1-PS1
irradiado sob dose de 1luz de 50J/cm?2. Os Dbiofilmes
bacterianos foram removidos da superficie do tubo com PBS
por meio de agitacdo mecénica e realizado o método de
plaqueamento em Agar sélido de contagem de colénias
bacterianas para avaliacdo antimicrobioldgica dos grupos.

[69] Assim, o presente exemplo refere-se a preparacao

do tubo endotraqueal (TE) funcionalizado com curcumina
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designado por material MP1-PS1, para aplicacdes em pacientes
que necessitam de ventilacdo mecénica e estdo normalmente
acamados em leitos hospitalares, com ou sem associacdo com
terapia fotodinadmica (TFD) para 1inativacdo de micro-
organismos e dificultar a formacdo de biofilmes microbianos.

[70] Em uma modalidade preferida da presente invencéo,
o referido tubo endotraqueal (TE) funcionalizado com
curcumina designado por material MP1-PS1 obtido possui a
capacidade de diminuir a aderéncia e proceder a inativacao
de micro-organismos, mediante o uso associado a aplicacdo de
uma fonte de luz em comprimento de onda (450 nm) favorecendo

o processo de descontaminacdo desses cateteres.



