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RESUMO

“Tetra(tien-2-il)porfirina e seus complexos com metais da primeira-série de
transicdo: sintese, caracterizagao, investigacao da citotoxicidade e interagcdo com
DNA”

O cancer é um conjunto de mais de 100 doencas caracterizadas pelo crescimento
descontrolado de células e representa a segunda maior causa das mortalidades,
relacionadas a doencas, no mundo. Por conta disso, hd uma busca por novos
compostos que funcionam como quimioterapicos que apresentem diferentes tipos de
interagdo com alvos oncolégicos, como, por exemplo, o DNA. O uso de
metaloporfirinas tem sido promissor, uma vez que essas substancias apresentam
estruturas planares, que podem maximizar interacdes intermoleculares com o DNA.
Apés a insercdo de metais de transicdo em sua estrutura pode-se aumentar a
solubilidade e a planaridade dessa classe de compostos, possibilitando uma maior
diversidade de tipos de interagdo com a dupla-fita do DNA. Sabe-se que a 5,10,15,20-
tetra-(tien-2-il)-21H,23H-porfirina (H2TTP) contém seus substituintes em posicao
meso quase coplanar ao anel porfirinico, proporcionando uma maior planaridade,
guando comparada a compostos analogos meso substituidos. Desta forma, nesse
trabalho foram sintetizados complexos porfirinicos de zinco(ll), niquel(ll), cobalto(ll),
cobre(ll) e manganés(lll) utilizando H2TTP como ligante. Todos os compostos foram
caracterizados pelas técnicas de espectroscopia UV-vis, infravermelho, fluorescéncia,
RMN 'H, HRMS-ESI, condutividade molar e andlise elementar. Foi verificado que
todos os complexos foram capazes de interagir com ct-DNA utilizando espectroscopia
na regido do UV-vis, obtendo-se constantes de ligacédo na ordem de 10° M, indicando
interagbes por vias nado-covalentes. Também foi observado uma mudangca na
mobilidade eletroforética do plasmideo pBR322, apds a incubacéo por 24h com o
complexo [Mn(TTP)CI]. A partir da avaliacdo da citotoxicidade dos compostos frente
as linhagens celulares A2780cis (tumoral de ovério resistente a cisplatina) e DU-145
(tumoral de préstata) foi verificado que o complexo [Mn(TTP)CI] mostrou atividades
promissoras frente ambas as linhagens, A2780cis (ICso = 3,45 + 0,14 pmol.L) e DU-
145 (5,28 + 0,23umol.L?Y), porém os demais compostos ndo apresentaram atividade
citotoxica (ICso > 50 ymol.L?). Destaca-se que o composto [Mn(TTP)CI] mostrou-se
mais ativo do que a cisplatina. Com esses resultados, pode-se afirmar que o DNA néao
é principal alvo envolvido na citotoxicidade do complexo [Mn(TTP)CI], abrindo uma
maior possibilidade na investigacéo biologica.
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ABSTRACT

“Tetra(thien-2-yl)porphyrin and their complexes with first transition series metals:

synthesis, characterization, cytotoxicity investigation, and interaction with DNA”

Cancer is a generic term for over 100 diseases with uncontrolled cell growth. Each
year, all cancer forms are responsible for millions of deaths worldwide and are the
leading cause of deaths linked to disease. Therefore, the scientific community is
searching for new compounds that serve as agents for chemotherapy. However, there
has been a promising application of metalloporphyrins, as these substances have
planar structures that interact intermolecularly with DNA molecule. Incorporation of
transition metals can increase the solubility and planarity of this class of compounds,
enabling different forms of interaction with the DNA double-strand. It is known that
5,10,15,20-tetra- (thien-2-yl) -21H, 23H-porphyrin (H2TTP) contains substituents in a
meso position almost coplanar to the porphyrin ring, providing greater planarity when
compared to meso-substituted analog compounds. Thus, in this work, porphyrinic
complexes of zinc(ll), nickel(ll), cobalt(ll), copper(ll), and manganese(lll) were
synthesized using H2TTP as a ligand. The compounds were characterized by
spectroscopic technigues such as UV-vis, Infrared, fluorescence, and *H NMR, as well
as HRMS-ESI, molecular conductivity and elementary analysis. Data from
spectroscopy in the UV-vis region showed that all complexes were able to interact with
ct-DNA, obtaining a binding constant in the order of 10° M, indicating a non-covalent
interaction. Changes in the electrophoretic mobility of the plasmid pBR322 were also
observed after incubation (24h) with the [Mn(TTP)CI] complex. Cytotoxicity of all
compounds were evaluated towards two cell lines, A2780cis (cisplatin-resistant
ovarian tumor) and DU-145 (prostate tumor). It has been confirmed that the
[Mn(TTP)CI] complex was active against both cell lines, A2780cis (ICso = 3.45 + 0.14
umol.LY) and DU-145 (5.28 + 0.23 pmol.L') were more cytotoxic than cisplatin.
However much, the other complexes did not demonstrate activity in concentrations at
50 umol.Lt or lowest. Analyzing the results, it can be concluded that DNA is not the
key target involved in [Mn(TTP)CI] complex cytotoxicity, which further opens up greater
possibilities for biological investigation.

XV



Sumario

R [ 011 o T 1U o> o PSPPI 1
O R O T o (o1 TP PPPPPPPPPP 1
1.2 - DNA, um alvo dos agentes qUIMIOtErapiCOS........c.uuiieeeiiiiiiieeeeeeiie e e e eeeie e eeeenns 2
1.3 - Porfirinas € MetaloporfifiNas. ........cooovieeoiiiiiiiiee e 5
1.3.1 - Generalidades, reatividade e ocorréncia natural .................ccccccceiniiiiiiiinennne. 5
1.3.2 - Interacdo como DNA e citotoxicidade de porfirinas e seus complexos............ 8
1.4 - Planejamento @SIIULUIAl ...........iiiii i 13
P @ ] o] [=3 (A7 0 =SSR 14
2.1 - ODJEtiVOS ESPECITICOS .. iieeviiii i ettt e e e e e e e e e e e e e e eeenens 14
3 - Parte eXperimental.......ccooooiiiiii 15
3.1 - Procedéncia de SoIvVeNntes € reagentes ...........ceuuiieeeiiiiiiiiieeeeeiiese e e e e e e eeeenens 15
3.2 - Metodologias de SINESE .......cooiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e 16
3.2.1 - Sintese da 5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-21H,23H-porfirina - HoTTP* .............. 16

3.2.2 - Sintese do 5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-porfirinato de zinco(ll) - [Zn(TTP)]*....16
3.2.3 - Sintese do 5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-porfirinato de niquel(ll)- [Ni(TTP)]*’....16
3.2.4 - Sintese do 5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-porfirinato de cobre(ll) - [Cu(TTP)]*...17
3.2.5 - Sintese do 5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-porfirinato de cobalto(ll) - [Co(TTP)]** 17

3.2.6 - Sintese do clorido-[(5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-porfirinato] de manganés(lll) -

IV T T P)CI5. ettt ettt ettt et ettt et ettt ettt 17
3.3 - Métodos instrumentais € ProCediMENtOS ...........uuuuriuiiiiiiiiiiiiiiieeieeeaaeeeaeaeeaaa e 18
3.3.1 - Condutividade MOIAT ..........cooiiiiiiiiii s 18
3.3.2 - Espectroscopia na regido do UV-VIS ........cccvuuiiiiiiiiiiiiiii e eeees e e eeanees 18
3.3.3 - Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ............cceveevveeiiiiiiiiniennninnnnnn, 18
3.3.4 - Espectroscopia na regiao do infravermelno ..........ccccccooieiiiiiiee e 18
3.3.5 - Espectroscopia de fotolumiNeSCENCIA .......c..cevuiieiiiiiiiie e e e 19
3.3.6 - Andlise elementar de C, H, N . ... 19
3.3.7 - ESPECIrOMEtria € MASSAS ......uuuuieeeiiriiiieeeeieeii e e e e eeeitas e e e e eaa s e e e e eera e eeeeannns 19



3.3.8 - Coeficiente de PArtiCa0 ..........cuuuiiiiiiiiiie e 20

3.3.9 - Interacdo com ct-DNA por espectroscopia ultravioleta visivel ....................... 21
3.3.10 - Interacdo com plasmideo PBR322 ........ccoooiiiiiiiiiiiiee e 22
TR T I A O | (0 (0 (o] [0 F= T [ OO PPPPPPPPRR 22
e S V1| = (o o TR 0 LY o] U =TS T L 24
4.1 - Sintese de meso-porfirinas e metaloporfirinas a base de H2TTP ..................... 24
4.2 - Caracterizacdo de compostos porfirinicos a base de HaTTP..........ccvvvvveeeeennnn. 29

4.2.1 - Caracterizacdo nao espectral de compostos porfirinicos a base de H2TTP ..29

4.2.2 - Espectroscopia na regido do Ultravioleta visivel ..........cccccooeeeeiiiiiiiiecviiiinnnn. 32
4.2.3 - Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ................ 39
4.2.4 - ESPECtromMetria A& MASSAS .......cieeeiiiiiiieeeeeiie e e e et e e e e e e e e e e e eaaaes 48
4.2.5 - Espectroscopia na regido do infravermelno .............ccccceiiiiiiiis 50
4.2.6 - Espectroscopia de fotolumin@SCENCIA .........uuuviiiiiiiiiiiieiiiiiiie e 54
4.3 - Caracterizac0es fiSICO-QUIMICAS ..........uoiiiiiiiiiiii e 56
4.3.1 - Testes de estabilidade ............ooouiiiiiiiiiii s 56
4.3.2 - Coeficiente de PartiCAO0 .........uuiiieeiiiiiii i 59
4.4 - Estudos de interaGao COM DINA ... 60
4.4.1 - Espectroscopia Na regido do UV-VIS .......coouuiiiiiiiiiiiie e 61
4.4.2 - Interacdo com 0 plasmideo PBR322 ..........ouoiiiiiiiiiiiii e 64
4.5 - CHOLOXICIAAAE ...t e e e 65
5 - CoNSIderagies fINAIS .....ccuuuuiiiiiiiii et eeaee 69
5.1 - CONCIUSAOD ...ttt ettt et e e e e e e e e e e e e e e 69
5.2 - PErSPECHIVAS TULUIAS. .....vttiiiiiie ettt e e e e e eeees 70

XVii



Capitulo 1: Introducéo

1 - Introducao

1.1 - Céancer

O cancer é um conjunto de mais de 100 doencas caracterizadas pelo
crescimento descontrolado de células, que ndo tém a mesma funcdo das células
saudaveis em seus tecidos originais. Devido a essa alta proliferagcdo, que ocasiona a
formacg&o de tumores, as células tornam-se muito agressivas ao organismo podendo
se espalhar por diversos tecidos e/ou érgdos do corpo, esse processo é denominado

de metastase e o grande motivo das causas de 6bito *.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que, o cancer foi
responsavel por 9,6 milhdes de mortes no ano de 2018, tornando-o0 a segunda maior
causa de morte em todo mundo, perdendo somente para as doengas
cardiovasculares?. No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima que para o
ano de 2020 os canceres mais incidentes sé@o: o de prostata e mama, entre os homens

e mulheres?, respectivamente, FIGURA 1.1.

FIGURA 1.1 - Distribuicdo proporcional de cancer entre homens e mulheres estimados em
2020.

Distribuicao proporcional dos dez tipos de céncer mais incidentes estimados para 2020 por

sexo, exceto pele ndo melanoma*

Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%
Colon e reto 20.520 9,1% Colon e reto 20.470 9,2%
Traqueia, brénquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do atero 16.590 7.4%
Estémago 13.360 5,9% Traqueia,brénquio e pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%
Esofago 8.690 3,9% Estémago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3,4% Ovério 6.650 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do dtero 6.540 2,.9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma nao Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Nimeros arredondados para mltiplos de 10.

Embora seja uma das grandes causas de mortalidade no planeta,
guando o cancer é diagnosticado no inicio, ele pode ser tratado apresentando grande
porcentagem de cura. Apés a analise do caso, existem trés formas principais para o
tratamento da doenca, dentre elas: a quimioterapia, a cirurgia e a radioterapia®. Sendo
gue, a quimioterapia é uma das formas mais abrangentes por ser utilizada em

diferentes momentos do tratamento e, além do mais, é indicada em casos de canceres
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metastaticos*®. Embora, dependendo do caso, pode ocorrer o uso da combinacéo

desses tratamentos*®.

A administracdo de farmacos para tratamento do céncer, que é a
caracteristica intrinseca da quimioterapia, € em grande maioria realizada por via
intravenosas, podendo ser também aplicados por via oral, subcutanea e
intramuscular®. Uma vez administrados, os medicamentos misturam-se ao sangue e
sdo transportados para todo o corpo®. Apos interagirem com alvos especificos, as
células cancerosas sdo destruidas ou impedidas de se multiplicar, inibindo a formacéo

de novos tumores®.

1.2 - DNA, um alvo dos agentes quimioterapicos

O DNA é o alvo farmacolégico mais visado para a interacao de pequenas
moléculas que possam atuar no combate ao cancer. Uma vez que, essa biomolécula
detém as informacdes génicas e é responsavel pela disseminag¢édo do cancer a partir
da replicagdo de células mutadas. A inibicdo da replicacéo e transcricdo do DNA, a
partir de interagbes com compostos biologicamente ativos, torna-se intuitivo e de
grande interesse na busca de novos quimioterapicos, justamente por impossibilitar a

multiplicacéo da célula®”.

Complexos a base de platina s&o extremamente utilizados no combate
do cancer como quimioterapicos. Embora, correspondam a somente 6% do total dos
agentes quimioterapicos registrados como farmacos, esta classe € utilizada em pelo
menos 50% dos tratamentos dos diversos tipos de canceres®®. Dentre os compostos
tradicionalmente utilizados a base de platina, o que mais se destaca € a cis-

diaminodicloridoplatina(ll), cisplatina, FIGURA1.2:

FIGURA 1.2-Estrutura quimica da cis-diaminodicloridoplatina(ll), cisplatina.

cl NH,

N\
Pt
CI/ \NH

Cisplatina

3
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A cisplatina é capaz de formar ligacbes covalentes com bases
nitrogenadas do DNA, preferencialmente a duas guaninas vicinais. Apesar do seu
sucesso, da mesma forma que os farmacos organicos destinados ao mesmo
propésito, os tratamentos com esse complexo apresentam efeitos adversos, tais
como: neurotoxicidade, ototoxicidade, nduseas e vomitos?. Além disso, outra
problematica é a resisténcia desses compostos frente a alguns tumores. Logo, a
busca por novos candidatos a farmacos € de grande importancia para o aumento do
espectro de acdo da quimioterapia®81L.

Os compostos de coordenacdo, embora sejam relativamente poucos
utilizados na medicina, apresentam iniUmeras vantagens quando comparados aos
compostos organicos'?, como: diferentes geometrias, diversos estados de oxidacdo
assumidos pelos centros metalicos e a possibilidade de coordenacédo de ligantes com
diferentes funcbes®. Todas essas caracteristicas permitem que os complexos tenham
uma diversificacdo, no que diz respeito, as propriedades termodinamicas e cinéticas,

proporcionando aplicagdes em diversos sistemas biolégicos®.

Diante do exposto, ha uma busca por complexos candidatos a farmacos,
gue apresentem modos de interacdo diferentes da ligacdo covalente que acontece
entre a cisplatina e o DNA'3. Dentre os modos de interacdo ndo-covalentes com esta
biomolécula, podem-se destacar a intercalacao, interacdo eletrostatica e via sulcos!?,
FIGURAL.3:

FIGURA 1.3 - Representacao dos modos de interagcdo de pequenas moléculas com a
dupla-fita do DNA.

VV

NAO-COVALENTE NAO-COVALENTE NAO-COVALENTE COVALENTE COVALENTE

Intercalagio Interagdo com os sulcos Interagao eletrostatica ~ Ligagao abase | jgaczo ao fosfato
nitrogenada
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Fonte: Adaptada de Barra e Netto'*.

E importante ressaltar, que depois da ligacdo covalente, a intercalacio
€ a segunda interacdo que causa maiores efeitos na estrutura do DNA dentre as
citadas. Esse modo de acdo ocorre, pela insercdo de estruturas planares entre as
bases nitrogenadas do DNA, que devido as ligacdes de hidrogénio e interagbes Tr-1m
promove uma estabilizacdo da estrutura intercalador-DNA'4. Apoés tal interagdo, o
DNA perde sua conformacgéo helicoidal resultante do efeito de enrijecimento e

alongamento da dupla-fital4.

Com base nessa teoria, alguns complexos que contém ligantes
aromaticos e planares como fenantrolinas!4 e bipiridinas!* (FIGURA 1.4a) tém a
capacidade de intercalarem com DNA. Apresentando-se como possiveis candidatos
a quimioterapicos. Adicionalmente, a utilizacdo de centros metalicos que possuem
geometria quadratica plana e como platina(ll) e paladio(l)*® (FIGURA 1.4b), também
sédo de grande interesse, uma vez que a conformacéo estrutural ao redor do centro
metdlico seré plana, o que pode auxiliar em uma possivel interagdo. Outra vantagem
apresentada pela insercdo de um centro metalico no arcabou¢co molecular, € a
presenca de uma carga parcial positiva, que pode proporcionar uma aproximacgao
mais efetiva entre o complexo e a molécula de DNA, devido a uma interagcao

eletrostatica.*

FIGURA 1.4 - Complexos contendo ligantes planares (a) e complexos com centros metalicos
quadraticos planos (b) estudados como intercaladores.
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Outra alternativa interessante é o uso de porfirinas como agentes
intercaladores, uma vez que, estas estruturas, dependendo dos seus substituintes
(vide secdo 1.3.2), atendem todos 0s requisitos necessarios para essa aplicacao,
como alta planaridade e aromaticidade?®,

1.3 - Porfirinas e metaloporfirinas

1.3.1 - Generalidades, reatividade e ocorréncia natural

As porfirinas e seus derivados fazem parte de uma classe de
heterociclos chamados de compostos tetrapirrélicos e apresentam caracteristicas
bioldgicas que sdo extremamente importantes para a manutencéo da vida no planeta
Terral’. Desempenhando fungdes cruciais em processos cataliticos, fotocataliticos e

de transporte?”’.

Por conta disso, 0s compostos tetrapirrdlicos sdo extensamente
estudados em diferentes areas da ciéncia e utilizados tanto para fins biol6gicos quanto
tecnolégicos. Dentre eles, pode-se citar o uso de porfirindides em células solares?*®,
terapia fotodinamical®, corantes??, sensores 6ticos?! e eletroquimicos??, catélise?® e

Gtica nao-linear?4.

Os compostos porfirinicos sdo caracterizados pelo macrociclo formado
pela alta conjugacdo dos anéis pirrélicos. Quando had uma saturacdo em um anel
pirrélico, esses compostos sdo chamados de clorinas!’. J& os denominados
bacterioclorinas e isobacterioclorinas’, possuem saturagdes em dois anéis pirrélicos,
FIGURA 1.5.

FIGURA 1.5 - Estruturas genéricas dos compostos porfirinicos e seus derivados realcando as
respectivas saturacdes dos anéis pirrolicos.

Porfirina Clorina Bacterioclorina Isobacterioclorina

N
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Dois sistemas de nomenclatura podem ser aplicados para esses
compostos: o proposto por Hans Fisher e pela IUPAC?®. A nomenclatura definida por
Hans Fisher baseia-se em uma forma simples de definicdo. Ela enumera os carbonos
presentes nos anéis pirrédlicos de 1 a 8, definindo-os como posi¢des 3; enquanto os
carbonos laterais sao designados pelas letras gregas a, B, y e &, genericamente
chamadas de posi¢cbes meso?®, FIGURA 1.6a. Em contrapartida, a nomenclatura
definida pela IUPAC uniformiza esses macrociclos enumerando carbonos e
nitrogénios de 1 a 242%, FIGURA 1.6b. Embora o sistema da IUPAC prevaleca para
nomear 0s compostos tetrapirrolicos, as posi¢cdes chamadas de meso, a e B-pirrolicas
sdo muito utilizadas em discussdes estruturais de compostos mais simples.

FIGURA 1.6 - Designacdo das posi¢cbes do anel porfirinicos seguindo os sistemas de
nomenclaturas de Hans Ficher (a) e da IUPAC (b).

B-pirrélica

As porfirinas, em sua forma de base livre, contém atomos de hidrogénio
ligados aos nitrogénios 21 e 2326, Os prétons, por sua vez, podem ser retirados
guando submetidos a pH altamente alcalino, exibindo a sua forma dibasica, FIGURA
1.7a; ou promovendo reagdes de complexagcdo com metais de raios idnicos passiveis
de entrar na cavidade da porfirina, formando assim complexos estaveis denominados
de metaloporfirinas, FIGURA 1.7b'"?6, Por outro lado, quando as mesmas s&o
expostas ao meio acido os nitrogénios 22 e 24 podem ser protonados, gerando sua
forma diacida, FIGURA 1.7¢17:26,
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FIGURA 1.7 - Estruturas do anel porfirinico quando submetidas as condi¢cdes acidas (a),
bésicas (b) e complexacdo com centos metalicos com estado de oxidacao +l1I(c).

Base livre

Sases

Acidos

| ~ Forma diacida
Complexacéo

Metaloporfirina

b

Os compostos de coordenacdo tetrapirrélicos exercem funcdes
importantes para manutencdo de diversos sistemas biol6gicos nos quais séo
encontrados, como: transporte de moléculas, transferéncia de energia e captacao de

energia solar’.

O transporte de oxigénio pelo corpo nos seres vivos aerdbicos que
apresentam sangue vermelho ocorre através da hemoglobina. Nessas
macromoléculas estéo situados grupos heme que sao formados por centros metalicos
de ferro(ll) coordenados a protoporfirina IX, FIGURA 1.8a'’?’. Durante o processo de
respiracdo, uma molécula de oxigénio coordena-se na posicdo axial de forma
reversivel e sdo transportadas pelo sangue ou armazenada nos muasculos pela

mioglobinal”?7,

Os compostos tetrapirrocos também estdo presente em seres vivos
autotroficos, ou seja, aqueles que produzem seu préprio alimento. Eles sédo
responsaveis processo de fotossintese, que é primordial para a manutencao da vida
desses organismos!’. Nas plantas e bactérias estdo presentes as clorofilas e
bacterioclorofila, que contém cations magnésio(ll) coordenados as clorinas e
bacterioclorinas, FIGURA 1.8b e 1.8c, respectivamente!’. Esses complexos estdo

associados a captura de energia solar que é convertida em energia quimica?’.
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Outro composto de coordenacdo que contém ligantes tetrapirrélicos,
encontrado na natureza é a vitamina Biz ou cobalamina. Essa macromolécula é
precursora da coenzima Biz, um complexo de cobalto(lll) (FIGURA 1.8d), que tem a
funcdo de promover reacées de oxidacdo de &cidos graxos?®. A falta dessa vitamina,
gue é sintetizada por bactérias intestinais ou obtidas pela digestdo de carne, pode

provocar uma doenca grave chamada de anemia perniciosa?®.

FIGURA 1.8 - Estruturas quimicas de porfirindides de ocorréncia natural: protoporfirina IX (a),
clorofila (b), bacterioclorofila (c) e vitamina B12 (d).

Protoporfirina IX Clorofila
d COOH COOH b

H,NOC

Bacterioclorofila Vitamina B12

1.3.2 - Interacdo como DNA e citotoxicidade de porfirinas e seus complexos

Por conta das suas propriedades fisicas, quimicas e da presenca desses
compostos em diversos sistemas biolégicos, existem muitas pesquisas com porfirinas
voltadas a estudos como fotossensibilizantes para terapia fotodinamica, e a busca por

possiveis interacdes com biomoléculas.
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A terapia fotodindmica € umas das aplicacdes biologicas classicas para
esses compostos. Essa técnica € um tratamento médico-terapéutico que é
caracterizado pela combinacdo de luz, fotossensibilizante e oxigénio os quais sdo
utilizados nos tratamentos de acne, micoses, herpes, doencas bacterianas, doenca
neoplasicas, dentre outras!’. Embora ela seja promissora para o tratamento de
neoplasias por ser altamente seletiva, ela apresenta um pequeno espectro de acéo.
Uma vez que, até 0 momento, ndo ha a possibilidade de ter uma irradiacdo efetiva,
em tecidos mais internos do corpo humano, inviabilizando o uso destes compostos
como fotossensibilizantes, nestes casos. Além do mais, esse tratamento ndo €

indicado para os casos de cancer metastatico.

Sendo assim, h4 uma vertente de pesquisa voltada para a atuacao
desses compostos como agentes quimioterapicos, a partir da interacdo com
biomoléculas alvos. Embora exista um estudo de interacdo com topoisomerase I3
utilizando metodologias computacionais??, a interagéo de porfirinas com o DNA é um
objetivo de estudo mais decorrente na literatura. Entre as formas mais comuns de
interacdes dessa classe de compostos com DNA, é possivel citar: a intercalagéo,
interagGes via sulco menor e maior, complexo externo e via DNA G-quadruplex®,
FIGURA 1.9:

FIGURA 1.9 - Esquema representativo indicando os modos de interacdo do DNA com

porfirinas: intercalagéo (a), interacdo via sulco menor (b) e maior (c), complexo externo (d) e
G-quadruplex (e).
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Fonte: Adaptado de Lebedeva e col.*®

Os estudos de interacao de metaloporfirinas com DNA séo diversificados
no que diz respeito a estrutura dos compostos utilizados. Normalmente, as porfirinas
cationicas (PCs) sdo amplamente estudadas como intercaladores classicos com DNA,
como a 5,10,15,20-tetra(N-metil(4-piridil)porfirina (H2TPyP4)3!, FIGURA 1.10. Esse
fato esté relacionado com 0 aumento das interacdes eletrostaticas formadas por essas
moléculas e o DNA. Uma vez que, elas apresentam cargas positivas em seus
substituintes nas posicdes meso e o DNA tém uma carga parcial negativa pela

presenca dos grupos fosfatos.

FIGURA 1.10 - Estrutura quimica da 5,10,15,20-tetra(N-metil(4-piridil)porfirina (H.TPyP4).

Embora, os compostos carregados apresentem efeitos de intercalacéo
mais significativos, a diminuicdo da carga e a mudanca de substituintes provocam
efeitos acentuados nas intensidades de interacao determinadas por espectroscopia
na regiao do ultravioleta visivel. Esta é uma das técnicas mais importantes no estudo
de interacdo entre porfirinas e DNA, sendo crucial salientar que deslocamentos
batocromicos e hipocromismo maior ou igual a 15 nm e 35%, respectivamente, Sao
caracteristicas de intercaladores classicos. Ja interacbes externas as bases

nitrogenadas configuram efeitos abaixo de 8 nm e 10%3.

Neste sentido, Feng e colaboradores®® sintetizaram e caracterizaram
metaloporfirinas tricatidbnicas de cobre(ll) (FIGURA 1.11) na qual foi observado um
efeito de hipocromismo bastante acentuado (acima de 46%, condizente com uma
acao intercalativa) para todos os complexos, quando submetidos a interacdo com ct-
DNA. Porém, os efeitos batocrémicos foram menores do que o esperado,

apresentando valores abaixo de 8nm e constantes de ligacédo entre 1,5 e 0,26.10* M-

10
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1, No entanto, devido ao seu alto efeito hipocrdmico, foi sugerido que esses compostos
pudessem estar a atuando como intercaladores33. Vale ressaltar a grande
complexidade do sistema complexo-DNA, sendo os efeitos observados na
espectroscopia eletronica, uma indicacdo do tipo de interacdo, e ndo uma
determinacao concreta.

FIGURA 1.11 - Representacao das estruturas quimicas dos complexos Cu-Porl, Cu-Por2
e Cu-Por3%,

O\;\NH O\/LNH O\J\NH
R= Cl/Cu/N CI\/CU/N\ CI/Cf/N
o} cl 7 0.
N | o
Cu-Por1 Cu-Por2 Cu-Por3

Silveira e colaboradores®* sintetizaram complexos porfirinicos de
zinco(ll), cobre(ll), niquel(ll), cobalto(lll) e manganés(lll), sendo que as posicbes meso
foram substituidas com a-naftil, FIGURA 1.12. A partir dos resultados obtidos pelo
estudo de interacdo com DNA, nao foi possivel verificar efeitos de batocromismo para
nenhum dos compostos. Adicionalmente, os valores de porcentagem de
hipocromismo variaram entre 3,4 e 19,4% para os complexos de niquel(ll) e a base
livre, respectivamente, logo foi caracterizado que essas metaloporfirinas apresentam
interagGes adjacentes as bases nitrogenadas®*. Em contrapartida, essas moléculas
tiveram constantes de ligagdo entre 9,72 e 1,44.10° M1 que séo relativamente altas

para esse tipo de interagao.

11
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FIGURA 1.12 - Representacdo simplificada das estruturas quimicas dos complexos de
zinco(ll), cobre(ll), niquel(ll), manganés(lll) e cobalto(lll) com a TNafPor34.

R
M=2Zn(Il) ZnTNafPor

R R M=Cu(ll) CuTNafPor
M=Ni(ll) NiTNafPor

R R >

R

TNafPor R R M=Mn(lll) MnCITNafPor
M=Co(lll) CoCITNafPor

Os trabalhos de Feng?? e Silveira®* sdo exemplos que, embora as PCs
sejam amplamente estudadas na literatura por conta dos seus efeitos de intercalacao,
as porfirinas ndo catibnicas (PNCs) podem apresentar valores de constantes de
ligacdo superiores quando comparadas as PCs. Nesses casos apresentados, foram
verificadas constantes de ligacdo quase 10 vezes maiores quando sao comparados
complexos nédo catidnicos e catibnicos com 0 mesmo centro metalico. De forma mais
evidente, quando se compara os maximos das constantes de ligacdo para cada
sistema, verifica-se valores 65 vezes maior da PNC sintetizada por Silveira em relacéo
a PC descrita por Feng. Esse fato pode estar relacionado com a maior planaridade

dos grupos substituintes nas posi¢cdes meso.

O uso de porfirinas como possiveis quimioterapicos ndo € muito
verificado na literatura por conta da sua baixa citotoxicidade frente as células tumorais,
logo, muitos compostos sao aplicados em terapia fotodinamica. Porém, estudos in
silico, in vitro e in vivo desenvolvidos por Pattanayak e colaboradores3®® mostraram que
metaloporfirinas de cobalto(ll) e paladio(ll) ndo catibnicas (FIGURA 1.13B) tiveram
interacdo com o KRAS G-quadruplex (proteina que funciona como alvo oncolégico e
apresentam oligonucleotideos em sua estrutura). Além do mais, o tratamento do tumor
de pancreas em ratos foi reduzido durante vinte e um dias de tratamento com
dosagens néo téxicas®®, FIGURA 1.13A.

12
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FIGURA 1.13 - Diminuicdo do tamanho dos tumores sélidos em ratos tratados e nao tratados
(controle) (A) e representacdo das estruturas quimica dos complexos tetrakis e octaacetil (B).

8 R B Tetrakis:
M = Co(ll)
B po P=H

3 — * R R R= —QO\
Octaacetyl:
=~ i | B 5 I\R/I: Edw)
! . l | bR B NN
eated

1.4 - Planejamento estrutural

T

Ictaacety tre

Com o intuito de obter estruturas pofirinicas planares, nesse trabalho foi
utilizada a 5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-21H,23H-porfirina (H2TTP), que diferentemente
da 5,10,15,20-tetra-fenil-21H,23H-porfirina (H2TPP) e seus analogos, apresenta seus
substituintes tie-2-nil nas posicdes meso de forma quase coplanar ao anel porfirinico,
conforme o0 estudo estrutural e espectroscopico realizado por Briuckner e
colaboradores®®. Essa diferenca estrutural pode afetar as propriedades biolégicas da
H2TTP.

Embora, H2TTP e complexos analogos sejam descritos na literatura®’,
existe somente uma aplicacdo biolégica de um dos complexos de estanho(IV)3®
utilizado em terapia fotodindmica. Tornando assim, a investigacao da citotoxicidade e
interacdo de tal porfirina e complexos analogos com biomoléculas, especialmente o

DNA, um estudo singular.

Por conta da quase coplanaridade dos anéis 2-tiofeno em relacdo ao
anel porfirinico, a H2TTP apresenta uma baixa solubilidade em diversos solventes.
Uma forma facil de contornar essa situacao, sem a utilizacdo de sinteses organicas
complexas, é através da obtencao de metaloporfirinas, uma vez que esses compostos
(dependente do metal) apresentam maior solubilidade quando comparadas as bases
livres, pela possibilidade de interacGes ou coordenacdo em posicao axial. Logo, nesse

trabalho foram utilizados centros metalicos de zinco(ll), niquel(ll), cobalto(ll), cobre(ll)
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e manganés(lll) (FIGURA 1.14), uma vez que todos esses cations sdo elementos
tracos no corpo humano (com excec¢éo do niquel)®, que tornam mais viaveis de serem
excretados. De forma estrutural, os raios ibnicos dos centros metalicos escolhidos sdo
compativeis com a cavidade do macrociclo da porfirina, uma vez que essa lacuna
apresenta a distancia entre os nitrogénios opostos de aproximadamente 4,12 A% e os
centros metalicos apresentam raios iénicos inferiores a 0,9 A4L.,

FIGURA 1.14 - Representacao das estruturas quimicas da 5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-

21H,23H-porfirina (a) e metaloporfirinas analogas de zinco(ll), cobalto(ll), niquel(ll), cobre(ll)
(b); e manganés(lll) (c).

@ = Zn?, Co*", Ni¥*, Cu?*
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2 - Objetivos

O objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia de centros metélicos da
primeira série de transicdo em complexos porfirinicos frente a citotoxicidade e

interagdo com DNA.

2.1 - Objetivos especificos
- Sintetizar e caracterizar o ligante 5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-21H,23H-
porfirina;

- Sintetizar e caracterizar complexos porfirinicos de zinco(ll), niquel(ll),

cobre(ll), cobalto(ll) e manganés(lll);

- Realizar testes fisico-quimicos de estabilidade e lipofilicidade dos

compostos estudados;
- Avaliar a citotoxicidade dos compostos a base de H2TTP;

- Investigar a capacidade de interagcdo dos compostos sintetizados com
0 DNA.
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3 - Parte experimental

Nessa secdo serd descrita a procedéncia de todos os solventes,

reagentes e metodologias utilizadas para aquisicdo de resultados nesse trabalho.

3.1 - Procedéncia de solventes e reagentes

Todos os reagentes e solventes utilizados para obtencao da 5,10,15,20-

tetra-(tien-2-il)-21H,23H-porfirina, como também seus fabricantes estdo descritos na

TABELA 3.1. E importante ressaltar que o pirrol foi destilado previamente para as

sinteses das porfirinas na forma de base livre e utilizado DMF seco para sintese do

complexo [Co(TTP)].

TABELA 3.1 - Procedéncia de reagentes e solventes.

Reagentes Procedéncia Solventes Procedéncia
Pirrol Sigma-Aldrich® | Monoclorobenzeno Vetec®
2-tiofenocarboxialdeido Sigma-AIdrich® Cloroférmio Synth®
Cloridrato de hidroxilamina Sigma—AIdrich® CDCl3 Sigma—AIdrich®
Nitrobenzeno Sigma-AIdrich® Metanol Synth®

DDQ Sigma-Aldrich® | DMF Synth®
ZNn(CHsCO5)2.2H,0 Vetec® Hexano Synth®
Ni(CH3CO,)2.4H,0 Synth® Diclometano Synth®
Co(CH3C0,),.4H,0 Neon® lodeto de césio Sigma-Aldrich®
Cu(CH3CO2)2.H,0 Vetec® DMSO Synth®
MnCl,.4H,0 Neon®

NaCl Synth®

Sulfato de sédio anidro Synth®

Agarose Padrao Kasvy®
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3.2 - Metodologias de sintese

Com a finalidade de diminuir a quantidade procedimentos sintéticos
descritos nessa sec¢do, as metodologias empregadas para as sinteses de porfirinas
obtidas com massa insuficiente para prosseguir com as caracterizacoes e testes

biolégicos, estdo em anexo.

3.2.1 - Sintese da 5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-21H,23H-porfirina - H,TTP#?

Foram dissolvidos pirrol, previamente destilado (1,75 mL, 25,00 mmols),
2-tiophenocarboxaldeido (2,35 mL, 25,00 mmols) e cloridrato de hidroxilamina (1,74
g, 25,00 mmols) em monoclorobenzeno (125 mL). Essa mistura foi agitada em
temperatura ambiente por 24h. Apés esse periodo, foi adicionado in situ nitrobenzeno
(100 mL), sendo esta mistura submetida a agitacdo magnética durante 2h a 130 °C.
Em seguida, o monoclorobenzeno e nitrobenzeno foram destilados sob presséo
reduzida, até a total retirada aparente de ambos os compostos. O produto foi
submetido a agitacdo sonora em metanol e purificado através de 10 cristalizacdes,
utilizando cloroférmio e metanol na propor¢cdo de 2:1, sendo que a purificacdo do
composto foi acompanhada por CCD. A porfirina H2TTP foi obtida com 32% de
rendimento (1,20 g; 2,00 mmol).

3.2.2 - Sintese do 5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-porfirinato de zinco(ll) - [Zn(TTP)]*?

H2TTP (77,00 mg, 0,12 mmol) foi solubilizada em 25 mL de cloroférmio
e agitada por 5 minutos a 40 °C. Em seguida, foi adicionado Zn(CH3COz2)2:2H20 (800
mg, 3,64 mmol) dissolvido em 7,00 mL de metanol. A reacdo permaneceu a 40 °C
durante 40 minutos. Ap0Os esse processo, a purificacdo se deu por extracéo liquido-
liquido, adicionando 100 mL de CHzClz e extraido com 3x150 mL de agua destilada.
Em seguida, o extraido foi seco com sulfato de sédio anidro e o solvente evaporado
sob presséo reduzida. Finalmente, o produto foi cristalizado com CH2Cl> e hexano
obtendo o complexo de [Zn(TTP)] com 76% de rendimento (63,90 mg; 0,091 mmol).

3.2.3 - Sintese do 5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-porfirinato de niquel(ll)- [Ni(TTP)]’
H2TTP (70,00 mg, 0,11 mmol) foi solubilizada em 6 mL de

dimetilformamida e agitada por 5 minutos a 150 °C, em seguida, foi adicionado
Ni(CH3COz2)2:4H20 (194,60 mg, 1,10 mmol). A reacdo permaneceu a 160 °C durante
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24 horas. Finalmente, o produto foi cristalizado em 50 mL de agua e 35 mL de metanol
obtendo o complexo [Ni(TTP)] com 87% de rendimento (66,40 mg; 0,096 mmol).

3.2.4 - Sintese do 5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-porfirinato de cobre(ll) - [Cu(TTP)]*3

H2TTP (70,0 mg, 0,11 mmol) foi solubilizada em 15 mL de cloroférmio e
agitada por 5 minutos a 40 °C, em seguida, foi adicionado Cu(CH3COz2)2-H20
(110,3mg, 0,61mmol) dissolvido em 7 mL de metanol. A reacdo permaneceu sob
agitacdo magnética durante 4 horas a 70°C. A purificacdo foi sucedida através de
extracdo em 70 mL de CH2Clz e 3x120 mL de agua destilada, sendo que a emulséo
foi retirada adicionando se pequenas quantidades de solucdo saturada de NaCl.
Depois, o extraido foi seco com sulfato de sodio anidro e o solvente evaporado sob
pressdo reduzida. Finalmente, o produto foi cristalizado com CH2Cl> e hexano para

obtencédo do complexo [Cu(TTP)] com rendimento de 82% (62,70 mg; 0,090 mmol).

3.2.5-Sintese do 5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-porfirinato de cobalto(ll) -
[Co(TTP)]*

H2TTP (89,90 mg, 0,14 mmol) foi solubilizada em 10 mL de DMF seco,
em seguida foi adicionado Co(CH3C0O32)2-4H20 (175,60 mg, 0,70 mmol), essa mistura
permaneceu em refluxo por 1,5h, sob atmosfera de argdénio. ApGs esse periodo, 0
produto foi precipitado com agua destilada e filtrado. A purificacdo do produto
sucedeu-se com a adi¢cao de cloroférmio (30 mL) e extracdo com agua destilada (2x50
mL). A fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro e solvente foi evaporado
sob pressdo reduzida até aproximadamente 3 mL. Finalmente, o produto foi
recristalizado com adicdo de 15 mL de hexano. E apds a filtracdo, o complexo
[Co(TTP)] foi obtido com 69% de rendimento (68,10 mg; 0,098 mmol).

3.2.6 - Sintese do clorido-[(5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-porfirinato] de
manganés(lll) - [Mn(TTP)CI]*®

H2TTP (90,10 mg, 0,14 mmol) foi solubilizada em 20 mL de DMF, em
seguida, foi adicionado MnClz-4H.O (558,50 mg; 2,80 mmol). A reacdo foi
acompanhada por espectroscopia ultravioleta-visivel, para verificar o aparecimento da
banda em torno de 480 nm, que € uma caracteristica da formacao de metaloporfirinas

de manganés(lll). Apos 1,5h a reacéo foi resfriada e cristalizada com agua destilada
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a baixa temperatura. O produto foi filtrado, solubilizado em cloroférmio e extraido com
agua (3x50 mL) para remover o excesso de sal. Depois, a fase organica foi seca e o
solvente evaporado sob pressao reduzida. Finalmente, o produto foi cristalizado com
hexano:cloroformio 7:1 e filtrado obtendo o complexo [Mn(TTP)CI] com 80% de
rendimento (82,00 mg; 0,113 mmol).

3.3 - Métodos instrumentais e procedimentos

3.3.1 - Condutividade molar

Os compostos foram solubilizados em diclorometano para obter uma
concentragdo de 1.10° mol.L! e analisadas por um condutivimetro MARCONI MA-
521. Antes da analise o equipamento foi calibrado com uma solucdo padrdo 146,9
uS.cm? da MS TECPON Instrumentacgao.

3.3.2 - Espectroscopia naregido do UV-vis

Os espectros na regiao do Ultravioleta visivel foram obtidos com auxilio
de um espectrofotdbmetro SHIMADZU UV-1650PC. Sendo que, as caracteriza¢cfes dos
complexos foram realizadas em diclorometano 3.10° mol.L, utilizando cubetas de
guartzo com caminho o6tico de 1cm e a varredura foi feita na regido de 750 a 300 nm.
Os espectros foram obtidos e tratados utilizando os softwares UVProb 2.42 e Origin
9.0.0, respectivamente. Durante os experimentos foram obtidas as linhas base
utilizando o software de aquisi¢cao e o branco foi subtraido utilizando segundo feixe de

luz.

3.3.3 - Ressonéancia magnética nuclear de hidrogénio

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H foram obtidos
utilizado o espectrometro Bruker 9,4 Tesla (400 MHz para frequéncia de hidrogénio),
NanoBay do Departamento de Quimica da UFSCar. As amostras foram preparadas
utilizando 2 mg dos compostos, dissolvidas em 500 yL CDCIs. Os espectros foram

tratados utilizando o software MestReNovaversao 12.0.2-20910.

3.3.4 - Espectroscopia naregido do infravermelho
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As amostras foram analisadas usando um equipamento IRPrestige-21
da SHIMADZU utilizando pastilhas de Csl. Os espectros foram coletados com 64
varreduras para maior precisdo em uma faixa de varredura de 4000 a 240 cm, com
resolucédo de 4 cm. Os espectros foram obtidos e a linha de base corrigida utilizando

0 programa ShimadzulRsolution 1.60.

3.3.5 - Espectroscopia de fotoluminescéncia

Os espectros de emissdo foram obtidos em um espectrofluorofotdmetro
SHIMADZU modelo RF-5301PC do Laboratorio Interdisciplinar de Eletroquimica e
Ceramica (LIEC). As amostra foram preparadas em cloroférmio a 10 mol.L. E para
aquisicao e tratamento dos dados foram utilizados os softwares RFPC e Origin 9.0.0,

respectivamente.

3.3.6 - Anédlise elementar de C, H, N

As porcentagens de carbono, nitrogénio e hidrogénio foram obtidas
utilizando o equipamento EA1108 (CHNS-O) da Fisons Instruments com auxilio do
programa EAGER 200 — RESULTS disponiveis na Central Analitica do Departamento
de Quimica da UFSCar. Foram pesadas aproximadamente 1 mg das amostras em

uma balanca Sartorius Micro (XM-1000 P) que apresenta um erro de 0,005 mg.

3.3.7 - Espectrometria de massas

Apés a diluicdo da amostra na concentracdo de 500,0 ng.mL? foi
utilizando um cromatografo liquido de ultra alta eficiéncia para injecdo em fluxo e
aumento da energia de colisdo (0, 20 e 40 eV). Nesta andlise foi empregada uma fase
mével de arraste que consistiu em agua (solvente A) e acetonitrila (solvente B) com
acido férmico 0,1% (v/v). O fluxo foi de 0,400 mL.min"* com um volume de injecdo de
10,0 pL.

A andlise qualitativa dos compostos foi realizada no modo positivo sendo
empregados 0s seguintes parametros para ionizacdo, TABELA 3.2:
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TABELA 3.2 - Parametros empregados para a ionizacao utilizando ESI.

Temperatura do gas (°C) 250
Fluxo de géas (I/min) 8
Nebulizador (psi) 45

Temperatura da barreira térmica do gas (°C) 300

Temperatura da barreira térmica do fluxo (°C) 11

Voltagem do Nozze (V) 0
Fragmentador (eV) 350
Skimmer 65

O ion molecular e os ions fragmentos foram simultaneamente obtidos
pelo modo de aquisicdo MS?. Os espectros foram adquiridos monitorando uma faixa
entre 100 e 1.500 Da e processados pelo software MassHunder Workstation versao
B.08.00.

3.3.8 - Coeficiente de particéo

Por conta da baixa solubilidade em agua e n-octanol dos compostos
estudados, primeiramente as solugdes de concentracdo de 3.10“ mol.L? foram
preparadas em DMSO e diluidas para se obter 3.10° mol.LY em n-octanol. Em
seguida, misturas heterogéneas foram feitas com 750 pl da solugcdo previamente
preparada em n-octanol e 750 pl de dgua destilada em um microtubo de 2 ml. Apés o
periodo de incubacdo de 24h a 37 °C sob agitacdo a 200 rpm utilizando o Termo-
ShakerAgmaxx modelo AG-100 as amostras foram analisadas em triplicata utilizando
espectrofotometro UV-vis Shimadzu em uma concentragdo de aproximadamente
8,6.10" mol.L? (concentracédo inicial dos compostos ([n-Oc]Jiniciar)). Depois foram feitas
curvas de calibragdo com sete pontos na faixa de concentracdo entre 1,8 — 9,5 10/

mol.L"* com as solucdes estoque em n-octanol.

A partir das equagOes de primeiro grau obtidas com as regressdes
lineares, foram verificadas as concentracdes dos compostos em n-octanol apos
incubacgdo ([n-Oclsna)). E utilizando a equagdo 1, foi verificado a quantidade dos

compostos em agua [H20]:
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Equacéo 1: Calculo para obtencédo da concentracdo dos compostos em fase aquosa,
em que [n-Oclinicial € a concentracao adicionada antes da incubacdo, [n-Oclfina € [H20]
as concentracdes dos compostos na fase lipofilica e aquosa, respectivamente.

[n = Oclinicial = [ — Oc]fina1 + [H20]
A lipofilicidade (logP) dos compostos foram calculadas dividindo a
concentracdo de composto em n-octanol pela concentracdo em agua e aplicando o
logaritmo de P na base 10, equagao 2:

Equacéo 2: Célculo do logaritmo do coeficiente de particdo, em que [n-Oclfina € [H20]
as concentracBes dos compostos na fase lipofilica e aquosa, respectivamente.

[n - OC] final

logP = log TH20]

3.3.9 - Interacdo com ct-DNA por espectroscopia ultravioleta visivel

Para realizar o teste de interacdo com DNA, primeiramente, foi
preparada uma solugéo aquosa 10,0 mmol.L* de tris-HCI, 10,0 mmol.L* de NaCl (pH
= 7,4) em temperatura ambiente. Nesse trabalho foi utilizada uma solucéo estoque de
DNA do timo de bezerro (calfthymus / ct-DNA) 1mg/mL preparada na solucgéo tris-HCI
a 4 — 9 °C. Antes do procedimento a solucdo foi estocada em geladeira a
aproximadamente 4 °C para evitar degradacao da biomolécula e verificado a razéo da
absorbancia comprimentos de onda 260 e 280 nm (Azeo/ A280) acima de 1,8 indicando
gue o ct-DNA estd com a quantidade aceitavel de proteinas contaminantes que podem
prejudicar a interacdo com 0s compostos estudados. Para determinar a concentracéo
molar de DNA na solucéo, foi utilizado a absortividade molar (¢ = 6600 L.molt.cm™; A
= 260 nm) relatada pela literatura*®. Apés obter a concentragcdo através da Lei de
Lambert-Beer, equacéo 3, a solucéo foi diluida para 10-3mol.L™.

Equacdo 3: Equacéo de Lambert-Beer, em “A” é a absorbancia, “I” o caminho 6tico,

€” a absortividade molar e “c” a concentragao da espécie quimica.

A = ¢ecl

A constante de ligacao (Kb) foi calculada utilizando a técnica de titulacao
espectrofotométrica. Em que solugcdes dos compostos estudados a 0,160 mmol.L?
foram preparadas em DMSO por conta da baixa solubilidade. Em seguida, foi
adicionado a cubeta de quartzo (3,00 mL) 125 pL do composto e adicionado tampéo
tris-HCI para completar 2,00mL. Os espectros foram obtidos adicionando a cubeta de
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trabalho ct-DNA afim de que a razdo [DNA]/ [composto] estivesse entre 0,1 — 2,0.
Durante a obteng&o dos espectros, o branco apresentava a mesma concentracao de
CT-DNA para evitar possiveis erros. Nesse experimento a banda Soret dos compostos

porfirinicos foi escolhida para monitorar a interacdo com a biomolécula.

3.3.10 - Interac&o com plasmideo pBR322

Para os testes de interagdo com o plasmideo pBR322, primeiramente os
complexos foram solubilizados em DMSO, em seguida, em um microtubo de 1500 uL
livre de DNAse foram adicionados 1 yL dessas solucdes, 25 pL de agua deionizada e
4 pL do plasmideo totalizando assim um volume de 30 pL, obtendo concentracdes
finais dos compostos de 1, 10 e 100 uyM. As solugdes entdo foram incubadas a 37 °C
por 24 horas. Apdés o tempo transcorrido as amostras foram retiradas do banho
termostético, foram centrifugadas a 5000 rpm durante 5 minutos e adicionou-se 15 L
de STEB (40% de sacarose, 100 mM de tris-HCI, pH =7,5; 1 mM de EDTA; 0,5 mgmL"
1 de azul de bromofenol). Em seguida 20 pyL das amostras foram adicionadas nos
respectivos pocos do gel de agorose 1%, que foi preparado previamente com 750 mg
de agarose e 75 mL de TBE 1x. A corrida eletroforética ocorreu em solucédo TBE 1x a
40 mA durante 720 minutos, apos esse periodo o gel foi adicionado em solugéo corada
de brometo de etidio e revelado no fotodocumentador Gel DocTM EZ, aimagem obtida

foi tratada utilizando o software ImageLabTM 6.0.0 fornecido pela BioRad.

3.3.11 - Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados pelos doutorandos Mauro
Almeida (CCQM-UFSCAR) e Gabriela Porto (CCQM-UFSCAR), utilizando as
seguintes linhagens celulares: A2780cis (tumoral de ovario resistente a cisplatina),
DU-145 (tumoral de prostata). Ambas foram cultivadas em meio RPMI1640 com 10%
(v/v) de FBS (soro fetal bovino) dentro de garrafas de plastico (Corning) armazenadas
em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2. O processo de ativacdo de
resisténcia da linhagem A2780cis foi realizado por ciclos celulares na presenca de

1,00 uM de cisplatina.

As células foram suspensas em tripsina e incubadas na estufa a 37 °C
por dois minutos. Em seguida, adicionou-se o meio de cultura com 10% de FBS para

inibir a acdo enzimatica. A suspensao foi centrifugada (centrifuga Sorval ST8-Thermo

22



Capitulo 3: Parte experimental

Scientific), para retirada da Tripsina, a 150 rpm por cinco minutos, com descarte do

sobrenadante e suspensdo em meio de cultura.

A contagem das células foi realizada utilizando o corante Azul de Tripano
em uma camara de Neubauer no Microscopio Nikon Eclipse TS100. Apds a contagem
da suspencado, foram adicionadas as placas de 96 pocos aliqguotas com 150 uL
contendo 1,5.10% células mL1. As placas foram mantidas por 24h na estufa e em
seguida foi adicionado a cada poc¢o 0,75 uL de uma solugdo de DMSO contendo o
ligante ou os complexos. As concentragdes finais dos compostos nos pocos foram de
0,80; 1,58; 3,16; 6,25; 12,50; 25,00; 50,00; 100,00 umol.L*; para o composto mai ativo
as concentracdes precisaram ser ajustadas para: 0,20; 0,39; 0,78; 1,58; 3,16; 6,25;
12,50; 25,00 umol.Lt. Em seguida, as placas foram incubadas novamente na estufa

por mais 48h*7:48:49,

Apos a incubacdo das microplacas foram adicionados a cada pogo 50
ML de uma solugdo de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil 24 yL brometo de
tetrazolio) (1 mg.mL™?) e incubada novamente na estufa por 4h. Por fim, se retirou a
solucéo de cada poco e adicionou-se 100 uL de alcool isopropilico. Em seguida foram
realizadas as medidas de absorbancia em cada poco com o leitor de microplacas
hibrido da BioTek modelo SYNERGY H1. Os dados obtidos foram tratados utilizando
Excel 2010 e GraphPadPrism 6.01.
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4 - Resultados e discussao

Nessa secao serdo discutidos todos os resultados sintéticos, técnicas de
caracterizagao, interagdo com DNA e citotoxicidade de porfirinas e seus compostos

metalicos.

4.1 - Sintese de meso-porfirinas e metaloporfirinas a base de H,TTP

Durante a realizacdo do projeto de pesquisa foram realizadas algumas
sinteses anteriores a da H2TTP com intuito de obter compostos porfirinicos que
pudessem apresentar atividades biolégicas. Sendo que, as primeiras tentativas
sintéticas foram para obter a porfirina 5,10,15,20-tetra(feniletilene)-21H,23Hporfirina
(FIGURA 4.1), as condi¢cOes estdo descritas na TABELA 4.1. Essa estrutura quimica
poderia ser interessante para estudos biolégicos, uma vez que a molécula apresenta
uma porcao derivada do cinamaldeido, presente na canela. A presenca deste grupo
em compostos organicos e ou complexos vem demonstrando ser interessante na
obtencédo de compostos com atividade anticancer®. Além do mais, um estudo descrito
por Fadda e colaboradores mostrou que a porfirina, contendo cinamaldeido, apresenta
citotoxicidade significativa frente as linhagens MCF-7 (tumoral de mama) e HepG2
(tumoral de figado)>*.

FIGURA 4.1 -Procedimento sintético genérico para a obtencdo de 5,10,15,20-tetra-
(feniletilene)-21H,23H-porfirina.

H O

H
4 - L4 i\ N/7 Condicodes

Durante a execucdo dos experimentos, o0 primeiro método sintético
testado foi o descrito por Fadda e colaboradores®!, TABELA 4.1. Usando-se DMF

como solvente e acido tolueno-4-sulfénico sob atmosfera inerte. Porém, ao final dessa
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reacdo ndo foi possivel identificar a banda Soret, caracteristica em compostos
porfirinicos. O artigo descreve que o produto formado era um p6 marrom com 82% de
rendimento. Acredita-se que este produto formado por Fadda esteja relacionado com
porfirina contaminada por polipirrol e ndo ao produto de fato, uma vez que o
rendimento € extremamente fora do comum para este tipo de composto e a banda
caracteristica do anel porfirinico ndo foi observada. Diante disso, o procedimento

sintético foi trocado por outros mais descritos na literatura.

TABELA 4.1 - Condi¢cBes sintéticas utilizadas nas tentativas de obtencdo da
5,10,15,20-tetra-(feniletilene)-21H,23Hporfirina.

Entrada  Pirrol  Aldeido Condicbes Rendimento
(mmol) (mmol)
1 1,44 1,44 DMF, 100 °C, Ar, 5min; (i) PTSA, -
150 °C, 1h
(Fadda e col.®?)
2 24,1 24,1 Acido propidnico, nitrobenzeno, -
120 °C, 3h
(Gonsalves e col.*?)
3 0,25 0,25 CHCly, Ar, TFA, 2h -
(Lindsey e col.%®)
4 0,25 0,25 CHCly, Ar, eterato-BFs3, 2h -

(Lindsey e col.>®)

Uma parceria foi estabelecida com o Prof. Dr. Kléber Thiago de Oliveira
do Laboratorio de Quimica Bio-organica (LQBO) da UFSCar, devido sua ampla
experiéncia na sintese desta classe de compostos. Sob sua orientacdo foram

desenvolvidos os procedimentos sintéticos para a obtengdo das porfirinas.

No intuito de se obter a porfirina derivada do cinamaldeido, foi testada a
metodologia de Gonsalves e colaboradores®’, que é uma das mais descritas na
literatura para sintese de porfirinas. Essa metodologia utiliza &cido propiénico como
solvente/catalisador e nitrobenzeno como agente oxidante a 120 °C durante 3h. A
sintese foi monitorada por espectroscopia na regido do UV-vis, porém néo foi
verificada a presenca da banda Soret. Essa metodologia, embora seja uma das mais
utilizadas, ocorre sob condicbes drasticas de pH e temperatura, que pode ser

problematica quando utiliza-se aldeidos mais sensiveis a tais condicoes.

A fim de contornar essa situagcdo, foi utilizada a metodologia de

Lindsey®, que apresenta condicbes reacionais menos extremas. A sintese
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primeiramente foi realizada em diclorometano como solvente, atmosfera inerte de
argonio e acido trifluoroacético como catalisador durante 2h. A reacgdo foi monitorada
por espectroscopia na regido do UV-vis, com a utilizacdo de 2,3-dicloro-5,6-diciano-
1,4-benzoquinona (DDQ) como agente redutor, porém, ndo foi possivel verificar a
formacéo da banda Soret. A partir desse resultado, a mesma metodologia de Lindsey
foi testada mudando apenas o catalisador para eterato-BFs, mas também nao foi
possivel verificar a formacéo da banda Soret. Possivelmente, a ligacao vinilica, entre
0 anel aromético e a carbonila do cinamaldeido, seja muito instavel as condi¢cdes mais

usuais, induzindo a formacéo de subprodutos de reacéo.

Face ao exposto, a porfirina contendo o cinamaldeido foi abandonada, e
passou-se a trabalhar na sintese de porfirinas utilizando o 4-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-
pirrol-1-il)benzaldeido (Aldeido 1), seguindo a condic¢ao sintética proposta por Lindsey
e colaboradores®® descritas na TABELA 4.2. E importante salientar que a escolha
dessa porfirina esta relacionada com a presenca de grupos maleimidas nas
extremidades. Que por sua vez, apresentam caracteristicas de bioconjugadores, ou
seja, podem fazer ligacdes covalentes com biomoléculas®®. Porém, a primeira sintese
gue foi realizada para obtencdo do composto H.TMPP obteve rendimento menor do
gue 1%. Entéo, pela impossibilidade de alcancar os objetivos do trabalho, por conta

de massa insuficiente, tal porfirina foi resguardada para projetos futuros.

FIGURA 4.2 - Procedimento sintético para a sintese de porfirinas contendo o grupo maleimida.
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De forma anéloga, foi realizada a sintese da H.MMTPP (condicdes

sintéticas e estruturas na TABELA 4.2 e FIGURA 4.2, respectivamente) na qual foi
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obtido um rendimento de 8%. Pelas condi¢des sintéticas empregadas para obtencéo
de porfirinas, tal rendimento é considerado satisfatorio. Porém, sendo que o objetivo
desse trabalho é sintetizar, caracterizar e aplicar biologicamente compostos de
coordenacao foi necessario abdicar do composto e buscar por metodologias sintéticas
gue apresentassem melhores rendimentos.

TABELA 4.2 - Condi¢bes sintéticas, rendimento e referéncia para as sinteses
realizadas com o aldeido 1.

Composto  Pirrol  Aldeido  Aldeido Condigbes Rendimento
(mmol) 1 (mmol) 2 (mmol) (%)
H. TMPP 0,5 0,5 - (i) CH2Cl, Ar, eterato-BF, - <1

1°C, 3h; (ii) DDQ, t.a., 3h.
(Lindsey e col.®®)
H.MMTPP 2,0 0,5 15 (i) CHxCly, Ar, eterato-BF», - 8
1°C, 3,5h; (i) DDQ, t.a., 3h.
(Lindsey e col.®®)

Sendo o rendimento um fator primordial para o avanco do trabalho, foi
proposta a sintese da 5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-21H,23H-porfirina (H2TTP) utilizando
a metodologia descrita por Momo e colaboradores*2. Nessa sintese foram utilizados
pirrol e 2-tiofenocarboxialdeido como reagentes, clorobenzeno como solvente,
cloridrato de hidroxilamdnio atuando como catalisador acido/basico e nitrobenzeno,
agente oxidante na etapa de oxidacao do porfirinogénio em porfirina, como descreve
0 mecanismo de reagdo proposto por Momo!/, FIGURA 4.3. Foram realizadas trés
sinteses com rendimentos de 20, 23 e 32%, sendo o produto reacional submetido a
10 cristalizagcbes com cloroférmio e metanol para a retirada de polipirrol e sua

obtencdo em elevado grau de pureza.
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FIGURA 4.3 —Mecanismo de reacdo para a obtencdo da meso-tetra-(2-tienil)porfirina
catalisada por cloridrato de hidroxilamina proposto por Momo?’.
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As reacOes de complexagao foram realizadas nas condi¢cbes reacionais
gue sao mais descritas na literatura, para tal finalidade. Para isso, foi necessario
utilizar a base de dados SciFinder e buscar sais, solventes, tempo de reacdo e
temperatura capazes de otimizar o processo sintético. Desta forma, as condi¢des
sintéticas para obtencdo desses complexos estdo descritas na TABELA 4.3.
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TABELA 4.3 - Condicdes sintéticas e rendimentos dos complexos a base de H2TTP.

Composto TTP Sal Condicbes Rendimentos
(mmol) (mmol)
[Zn(TTP)] 0,12 3,64  Zn(OOACc).:2H20, CH,Cl2/MeOH, 40°C, 76
40 min
(Momo e col.*?)
[NI(TTP)] 0,11 1,10 Ni(OOAC).-4H,0, DMF, 160°C, 24h 87
(Momo, tesel’)
[Cu(TTP)] 0,11 0,61 Cu(OOAC)2-H20, CH,Cl,/MeOH, 70°C, 82
4h
(Al-Shewiki e col.®®)
[Mn(TTP)CI] 0,14 2,80 MnCl,-4H,0, DMF, 160°C, 1,5h 80
(Chizhova e col.*)
[Co(TTP)] 0,14 0,70 Co(OO0AC)2-4H,0, DMF, 160°C, 2h 69

(Bichan e col**)

4.2 - Caracterizacdo de compostos porfirinicos a base de H,TTP

Nessa secdo foram descritas e discutidas todas as analises de
caracterizagao para os compostos, sendo divididas em duas categorias: ndo espectral
(analise elementar, massa molar, aparéncia fisica e condutividade molar) e espectral
(espectroscopia na regido do Infravermelho, UV-vis, fluorescéncia, ressonancia

magnética nuclear de hidrogénio e espectrometria de massas).

4.2.1 - Caracterizacdo ndo espectral de compostos porfirinicos a base de H,TTP

Apos a sintese de H2TTP, [Zn(TTP)], [Ni(TTP)], [Cu(TTP)] e [Co(TTP)]
foi percebido que todos os produtos sé@o de coloragdo purpura. Porém, o composto
[Mn(TTP)CI] apresenta coloragcdo verde musgo, que condiz com complexos

porfirinicos de manganés(l11)*°.

Com a obtencéo das porcentagens de carbono, nitrogénio e hidrogénio
por analise elementar, TABELA 4.4, foi possivel verificar as formulas minimas dos
compostos sintetizados. As moléculas de solventes utilizadas foram confirmadas por
técnicas espectroscopicas (Infravermelho e RMN 1H). Sendo que, possivelmente as
presencas dessas moléculas estejam relacionadas com os sais hidratados e com o0s

solventes utilizados nas sinteses dos respectivos compostos.
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As medidas de condutividade molar mostraram que todos os compostos
sdo nao-eletrélitos, TABELA 4.4, quando em solucdo de diclorometano®’. Essa
informag&o apresenta grande relevancia para caracterizar compostos que contém em
suas estruturas centros metalicos que apresentam instabilidade de estado de
oxidacdo durante a sintese, por exemplo, cobalto(ll): Co**— Co*" + e. Com a
obtencéo do valor de condutividade molar inferior a 12 Q.cm2.mol* (0,91 Q.cm?.mol?)

evidenciando que o complexo [Co(TTP)] néo é carregado®’.

Para o complexo [Mn(TTP)CI] a medida de condutividade molar foi
decisiva para caracterizacao estrutural. Pois, a sintese de tal complexo parte do sal
MnCl2:4H20, no entanto, durante o processo sintético ocorre oxidagcdo do cation,
segundo a seguinte semirreacdo: Mn?*—Mn3* + e". A partir dessa oxidagdo, ocorre a
coordenacdo ao fon Mn*" e a saida de dois hidrogénios do anel porfirinico, desta
forma, o complexo formado apresentaria uma carga residual 1+. Porém, o valor de
condutividade molar de 0,27 Q.cm?.mol* demonstra que o produto é ndo-eletrolito,

indicando a presenca um ligante clorido (CI)) em posicéo axial.
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TABELA 4.4 - Tabela de caracterizagbes ndo espectrais: formula quimica, massa molar, condutividade molar, aparéncia fisica e andlise

elementar dos complexos de zinco(ll), niquel(ll), cobre(ll), manganés(lll), cobalto(ll) com H,TTP .

Simbolo Formula quimica Massa molar Condutividade Aparéncia Analise elementar
g/mol CH2Cl>Q.cm?. fisica %C %H %N
ol exp.
(cal.)
H2TTP C36H22N4Sa 638,8 - Parpura - - -
[Zn(TTP)] ZnCssH20N4S4-2H20 738,2 0,28 Parpura 58,49 327 7,73
(58,57) (3,28) (7,59)
INi(TTP)] NiCssH20N2S4-2H20-0,5DMF 768,1 0,44 Parpura 58,01 3,12 8,31
(58,64) (3,61) (8,21)
[Cu(TTP)] CuCssH20N4S4-3,5H20 763,4 2,07 Parpura 56,24 2,97 7,51
(56,64) (3,56) (7,34)
[Mn(TTP)CI] MnCssH20N4S4Cl-4H20 799,3 0,27 Verde 54,23 3,20 7,25
musgo (54,10) (3,53) (7,01)
[Co(TTP)]  CoCasH20N4S4-4H20-0,5DMF 804,4 0,91 Parpura 55,23 3,30 8,00
(55,99) (3,95) (7,84)
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4.2.2 - Espectroscopia na regido do Ultravioleta visivel

As escolhas dos solventes sdo de extrema importancia para se obter
dados confiaveis em cada uma das técnicas de analise. No caso das medidas de
condutancia e para obtencdo dos espectros na regido do UV-vis foi utilizado
diclorometano, pois € um solvente ndo coordenante, o que diminui a possibilidade de

reacdes de insergdo ou troca de ligante, principalmente, no complexo [Mn(TTP)CI].

A espectroscopia na regidao do ultravioleta visivel é uma técnica de
grande importancia para caracterizacdo de compostos organicos e inorganicos. A
técnica trabalha com radiacdes eletromagnéticas que estdo na faixa de comprimento
de onda em torno de 180 e 800 nm, absor¢cbes nessas regides podem provocar
transicdes eletronicas de um nivel de menor energia (estado fundamental) para um
nivel de maior energia (estado excitado)®8, FIGURA 4.4., nas espécies analisadas®®.
FIGURA 4.4 - Representacdo das transicoes eletronicas entre orbitais moleculares que séo

possiveis de ocorrer apos a incidéncia de radiacao eletromagnética na regido do ultravioleta
visivel.
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Vale ressaltar que embora sejam relativamente pouco encontradas em
sistemas porfirinicos, devido a alta absortividade molar das bandas Soret e Q, 0s
compostos de coordenagcdo podem apresentar transicdes de carga metal-ligante
(TCML), ligante-metal (TCLM) e transi¢Ges d-d>°. Para os compostos porfirinicos, as
transigdes eletrénicas mais verificadas sdo de carater m—1r*, como explica o “modelo
de quatro orbitais” proposto por Martin Gouterman em 1961°. De forma simplificada,
0s espectros de absorcdo de porfirinas livres apresentam uma banda de maior
absortividade molar em torno de 410 a 430 nm, denominada banda Soret, relacionada
com a transicdo So —S2; e quatro bandas de menores absortividades molares entre

500 e 700 nm nomeadas como bandas Q e estdo associadas a transicées So — Si.
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Os grupos pontuais estao diretamente relacionados com as quantidades
de bandas nos espectros na regido do UV-vis. Logo, hd uma necessidade de definir e
aplica-los ao sistema trabalhado: a porfirina livre pertence ao grupo pontual Dazn,
caracterizado por um C: (principal) no centro da porfirina, dois C2 perpendiculares ao
C2 (2C2 L C2) principal e um plano horizontal (oh), FIGURA 4.5a; todos os complexos
porfirinicos de estado de oxidac&o +llI fazem parte do grupo pontual Dan, definido por
4C,-L Cs4eum on, FIGURA 4.5b; e o complexo [Mn(TTP)CI] faz parte do grupo pontual
Cav, identificado pela presenca de um Ca e 4 planos verticais (ov), FIGURA 4.5c. A
partir dessas definicdes estabelecidas pela teoria de grupos, foi possivel verificar que
a diminuigéo da simetria, Dan> D2n> Cav, acarreta no aumento de bandas nos espectros
na regiao do UV-vis, TABELA 4.6.

FIGURA 4.5 - llustracdes das operacfes de simetria dos grupos pontuais Dzn (), Dan (b), Cay
(c) para as estruturas simplificadas dos compostos porfirinicos.

A partir da espectroscopia na regidao do UV-vis, foi verificado que a
H2TTP apresentou uma banda Soret em 425 nm e quatro bandas Q em 522, 560, 597
e 660 nm, FIGURA 4.6.
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FIGURA 4.6 - Espectro na regido do UV-vis para a H,TTP utilizando diclorometano como
solvente em preto e regido 470 a 750 nm ampliada para melhor visualizacdo das bandas Q em
vermelho.
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E verificado também que tal porfirina pertence ao grupo etio também
chamadas de etioporfirinas®:. Essa subclasse esta relacionada as absortividades
decrescentes das bandas Q, IV > llI> 11 > |, FIGURA 4.7. Sendo que, a caracteristica
desse grupo de moléculas é a presenca de seis ou mais substituintes alquilas nas
posigdes B-pirrdlicas, como nesse caso, em que todos os substituintes sdo atomos de
hidrogénio.

FIGURA 4.7 - Caracteristicas das intensidades das bandas Q para as etioporfirinas. [Adaptada
de Costa®!]
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Outra caracteristica importante desse composto é o deslocamento
batocrémico da banda Soret de 8 nm, em relacdo a H.TPP. Esse comportamento esta
relacionado com o aumento da densidade eletrénica do anel porfirinico causado pela

guase planaridade dos anéis 2-tiofeno nas posicdes meso?*.
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Apés a obtencdo do espectro na regido do UV-vis, foi verificado que o
complexo [Zn(TTP)] apresenta uma banda Soret em 426 nm e trés bandas Q em 514,
555 e 596 nm. Sendo que, a banda de comprimento de onda em 555 nm apresenta
maior absortividade molar, como foi verificado para um complexo [Zn(TPP)] descrito
por Gouterman®’, FIGURA 4.8.
FIGURA 4.8 - Espectro na regido do ultravioleta visivel para a [Zn(TTP)] utilizando

diclorometano como solvente em preto e regido 470 a 750 nm ampliada para melhor
visualizagéo das bandas Q.
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O composto [Cu(TTP)] apresenta um espectro de UV-vis com
comportamento semelhante ao composto [Zn(TPP)]. No qual, foi possivel observar a
presenca de uma banda Soret em 426 e trés bandas Q em 546, 587 e 627 nm, sendo
que a banda em 546 nm apresenta absortividade molar maior do que as duas em

maiores comprimento de onda, FIGURA 4.9.
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FIGURA 4.9 - Espectro na regido do ultravioleta visivel para a [Cu(TTP)]utilizando
diclorometano como solvente em preto e regido 460 a 750 nm ampliada para melhor
visualizacéo das bandas Q.
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Para os complexos porfirinicos [Co(TTP)] foi verificada uma banda Soret
e duas bandas Q em 417, 536 e 613 nm, respectivamente, FIGURA 4.10a. De forma
analoga foi verificado para o complexo [Ni(TTP)] com bandas Soret e Q em 423 e 537,
632 nm, FIGURA 4.10b.

FIGURA 4.10 - Espectros na regido do ultravioleta visivel para a utilizando diclorometano como
solvente dos composto [Co(TTP)](a) e [Ni(TTP)](b) com regides coloridas ampliadas para melhor
visualizacdo das bandas Q.

a b

r0.30 144 r 0,20

1,254
L0225

e
®

1,004

T
L
]
S

low w3 op)3

0,12
084
0.75

T
=
@

i3
]
L

s
8
(7, Jow w2 1) 2

0,50 010 >

£{10° cm”molL)
£(10° em”'mol 'L}

[§]

04

Fo.o4
0.25 [0.05 02

0,00 0,04

0,004
T T T T
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
A (nm) A (nm)

36



Capitulo 4: Resultados e discusséo

De forma adversa a todos os complexos sintetizados, foi observado para
o composto [Mn(TTP)CI] um deslocamento batocromico da banda Soret de 58 nm.
Foram verificadas trés bandas Q em 533, 587, 626 nm e trés novas bandas em 337,
380 e 405 nm, com absortividade molar maior quando comparadas as bandas Q,
FIGURA 4.11. Todas essas caracteristicas estdo relacionadas a complexos
porfirinicos de manganés(lll), substituidos na posicdo meso e contendo um ligante
clorido em posigédo axial®?.
FIGURA 4.11 - Espectro na regido do ultravioleta visivel para a [Mn(TTP)CI] utilizando

diclorometano como solvente em preto e regido 510 a 750 nm ampliada para melhor
visualizacdo das bandas Q.
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Os valores de comprimento de onda e a absortividade molar das bandas
Soret e Q dos compostos sintetizados foram resumidos na TABELA 4.6. Foi verificado
gue as bandas Soret para os complexos [Zn(TTP)], [Ni(TTP)] e [Cu(TTP)] n&o
apresentam deslocamentos hipsocrdmicos ou batocrémicos consideraveis. Porém, o
composto [Co(TTP)], embora apresente o mesmo estado de oxidagdo dos demais
complexos citados, teve um deslocamento hipsocrémico de 8 nm em relacdo a
porfirina livre, ou seja, € necessario maior energia para que a transicao eletronica
So—S2 ocorra. Esse comportamento pode estar relacionado com a baixa densidade
eletrbnica nos orbitais “d” e um menor raio idnico (TABELA 4.5) do cation cobalto(ll),
frente aos outros centros metélicos de estado de oxidacdo +lI, estudados nesse

trabalho*?.
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TABELA 4.5: Valores de raios i6nicos do cristal e raio ibnico efetivo em picometro para 0s
cétions zinco(ll), niquel(ll), cobre(ll) e cobalto(ll).

bs= baixo spin

Cétion Raio ibnico do cristal (pm) Raio ibnico efetivo (pm)
Zn?* 88 74
Cu?* 87 73
Ni%* (bs) 83 69
Co?* (bs) 79 65

A partir do estudo de Galinato e colaboradores®?, foi possivel verificar as
contribuicbes dos orbitais moleculares nas transicoes eletronicas do composto
[Mn(TPP)CI]. Embora o composto de coordenacéo utilizado seja diferente do sistema
desse trabalho, a H2TPP e a H2TTP s&o porfirinas meso substituidas com anéis
aromaticos. Logo, é possivel estabelecer um paralelo entre as transicdes eletrdonicas
para os complexos analogos de manganés(lll), uma vez que apresentam espectros

na regido do UV-vis com perfis bastante semelhantes.

Sendo assim, embora a molécula [Mn(TTP)CI] pertenca ao grupo
pontual Cav, FIGURA 4.11c, no que diz respeito, as transi¢oes eletronicas referentes
ao modelo de “quatro orbitais” proposto por Gouterman®3, esses compostos
apresentam comportamentos de moléculas do grupo pontual D4n, FIGURA 4.11b.Que

€ caracterizado pela diminui¢cdo quantidade de bandas Q em relacdo a porfirina livre.

Galinato e colaboradores ressaltam também que as transicdes
eletrbnicas envolvidas nos comprimentos de onda em 337, 380 e 405 nm estédo
relacionadas com transferéncias de carga ligante-metal. Sendo que, uma mistura
complexa de orbitais moleculares tanto do anel porfirinico quanto do ligante clorido

participam de tais transicoes.
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TABELA 4.6 - Comprimentos de onda e logaritmo da absortividade molar para as bandas
Soret (em preto), Q (em vermelho) e grupos pontuais de todos os compostos e transferéncia
de carga do complexo [Mn(TTP)CI] (em verde) utilizando diclorometano como solvente.

Compostos

HTTP [Mn(TTP)CI] [Zn(TTP)] [Cu(TTP)] [Ni(TTP)] [Co(TTP)]

AMnm) loge A(hm) loge A(hm) loge A(hm) loge A(nm) Loge A (nm) loge

425 5,42 483 4,91 426 5,28 421 5,41 423 5,10 417 5,10
522 4,13 533 3,59 514 3,33 546 4,15 537 4,00 536 3,95
560 3,83 587 3,81 556 3,98 627 3,16 632 2,87 613 2,30
597 3,66 626 3,76 596 3,12 587 3,31
660 3,49 337 4,36

380 4,58

405 4,49

Dan Cav Dan Dan Dan Dan
Grupos pontuais

O efeito de batocromismo da banda Soret do complexo [Mn(TTP)CI],
guando comparado a seus complexos analogos de estado de oxidacao +lI, esta
relacionado com o aumento de carga positiva no centro da porfirina. Nesse caso, a
complexacdo do cation manganés(lll) possibilita que a transicdo So—S2 ocorra na

incidéncia de menores energias®?.

4.2.3 - Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H é uma técnica
gue comprova a natureza aromatica das porfirinas!’. Os espectros de RMN de 'H em
porfirinas simétricas meso substituidas sdo caracterizadas pelo sinal em regides
desblindadas referente aos hidrogénios na posicao B-pirrélicas em torno de & 7-9.
Esse comportamento esta relacionado com a retirada de densidade eletrénica do anel

porfirinico, tornando os hidrogénios na posigdo B mais deficientes de elétrons*?.

Por outro lado, os hidrogénios iminicos sao normalmente observados em
uma regido muito blindada do espectro de RMN de 'H, em torno de & -2 a -3
comparado ao sinal do TMS. Essa caracteristica comprova que a blindagem desses
prétons esta relacionada ao efeito anisotrépico, que é mais uma evidéncia da alta

aromaticidade das porfirinas.
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No espectro de RMN de H! da H2TTP foi verificado um singleto em 9,04
ppm integrando para oito hidrogénios, que estdo relacionados com os hidrogénios na

posicdo B, o que confirma a retirada de densidade eletrénica do anel porfirinico,

FIGURA 4.12.

FIGURA 4.12 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da H.TTP
utilizando CDCI; como solvente.

9.04
1.55
0
-2.64

T™MS

N-H

<+
©°
o
|
‘
- I
9.04 Hy)0 7553 750
[
| -2.60 -2.65
I T T T T T T
794 7.90 788 | 784 L
.

T T T T T T T T T T T T T
.5 70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 1.5 1.0 05 0.0 -0.5-1.0 -1.5 -2.0 -2.5 -3.0 -3.
f1 (ppm)

8.001
o
2.02x —-

4.07=

=)
~

T T T
9.5 9.0 85

Para o composto H2TTP foi verificado um sinal em -2,64 ppm que esta
relacionado com os hidrogénios iminicos H-N integrando para 2H. Uma vez que, esses
atomos sdo mais blindados por conta da protecdo ocasionada pela alta densidade
eletrbnica presente no anel porfirinico. Além deste sinal, foram verificados trés sinais
em 7,92; 7,86 e 7,51 ppm, referentes a Hz, H4 e Hz do anel tiofeno, respectivamente.
Os hidrogénios Hz e Hs estdo em regides mais desblindadas do espectro. Esse
comportamento € uma consequéncia da atuacao de espécie retiradora de densidade
eletrdnica, como o anel porfirinico, na deslocalizacao da densidade eletrénica do anel
tiofen-2-il, FIGURA 4.13. Pelos contribuintes de ressonancia, € verificado que Hs

contém uma densidade eletrénica maior do que H2 e Ha.
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FIGURA 4.13 - Representacéo da estrutura do hibrido de ressonancia do tiofeno com seus
respectivos contribuintes de ressonancia ligado a uma espécie retiradora de densidade

eletronica.

Hibrido de ressonancia

Contribuintes de ressonancia

A partir do espectro de RMN do complexo [Zn(TTP)] foi verificado um
leve deslocamento para regides mais desblindadas, 0,11 ppm, no sinal referente aos
hidrogénios 3 quando comparado a H2TTP. Juntamente com o desaparecimento do
sinal referente aos hidrogénios iminicos, caracterizando a formag&do da metaloporfirina
de zinco(ll). Porém, néo foi percebido deslocamento no sinal dos hidrogénios do anel

tiofeno, FIGURA 4.14.

FIGURA 4.14 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do complexo
[Zn(TTP)] utilizando CDCls como solvente.
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No espectro de RNM 'H do complexo [Ni(TTP)] foi verificado o
deslocamento de 0,16; 0,24; 0,17 e 0,14 ppm para regides mais blindadas referente a
Hg, H2, Ha, e Hs, respectivamente, quando comparado a porfirina livre. Este
comportamento mais acentuado em relagédo ao complexo [Zn(TPP)] pode estar de
acordo com a capacidade do niquel(ll) em formar ligacdes mais efetivas com a
porfirina em comparacao ao zinco(ll), ocasionado no aumento de densidade eletronica
em orbitais T da porfirina através do mecanismo de retrodoacdo, FIGURA 4.15.
Porém, um embasamento mais robusto, utilizando calculos computacionais, é
necessario para comprovar essa teoria.

FIGURA 4.15 - Representacao simplificada de ligagcao o (a) e 1 (b) entre centros metélicos e

ligante porfirinico.
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A partir dos deslocamentos quimicos em relagdo a H2TTP para o
complexo de [Ni(TTP)], foi verificado que o Hs estd em um ambiente quimico mais
desprotegido do que o Hz. Evidenciando que ap0s a coordenacédo os hidrogénios nas

posi¢cdes 2 do anel tiofeno, contém uma maior densidade eletrdnica.

E importante salientar que foi observado a presenca de DMF nos
espectros de RMN para os complexos [Ni(TTP)] e [Co(TTP)], FIGURA 4.16 e 4.18.

Corroborando com as férmulas minimas sugeridas na analise elementar.
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FIGURA 4.16 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do complexo
[Ni(TTP)] utilizando CDCls como solvente.
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N&o foi possivel verificar sinais nitidos para obtencdo de integrais ou
deslocamento quimicos para os complexos [Mn(TTP)CI] e [Cu(TTP)], FIGURA 4.17a
e 4.17b, respectivamente. Resultado esperado, devido a caracteristica paramagnética
dos centros metalicos de cobre(ll) e manganés(lll), cuja apresentam configuracdes
eletronicas d° e d* de baixo spin, respectivamente. Nao obstante, ligantes porfirinicos
sejam considerados de campo forte, para metaloporfirinas de manganés(lil)
coordenado com halogénios em posi¢ao axial, a energia de pareamento dos spins sédo
maiores do que a energia fornecida pelo campo ligante, tornando esses compostos

paramagnéticos.
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FIGURA 4.17 - Espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do complexo
[Mn(TTP)CI] (a) e [Cu(TTP)] (b) utilizando CDCI; como solvente.
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Para o complexo [Co(TTP)], que embora contenha um metal com
configuracao eletrénica d’, com caracteristica paramagnética, foi possivel verificar em
seu espectro sinais propicios para integracdo. Em decorréncia deste paramagnetismo,
0s sinais sofreram um alargamento e um acentuado deslocamento para regides mais
desblindadas do espectro de RMN, quando comparado a porfirina livre e os demais
complexos. Estas mudancas estdo de acordo com metaloporfirinas de cobalto(ll),

como demonstram Bichan e colaboradores**.
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FIGURA 4.18 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do complexo
[Co(TTP)] utilizando CDCl; como solvente.
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Em concluséo, a ressonancia magnética nuclear foi importante para a
caracterizacdo estrutural e determinacdo das propriedades magnéticas dos
complexos. Desse modo, foram verificados espectros condizentes as estruturas
diamagnéticas, proporcionadas pela coordenac¢ao de ligantes porfirinicos aos centros
metalicos de Zn?* (3d'%) e Ni?* (3d®), FIGURA 4.19. De forma semelhante, foram
observados os efeitos paramagnéticos dos cations Cu?* (3d?), Co?* (3d’) e Mn3* (3d%)
coordenados a porfirina. Em que, embora os espectros dos compostos [Co(TTP)],
[MN(TTP)CI] e [Cu(TTP)] apresentem grandes distorcdes quando comparados a
porfirina livre, tal caracteristica € uma indicacdo de que as reacfes de complexacao
foram efetivas.
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FIGURA 4.19 - Digrama de energia simplificado com o preenchimento eletrdnico dos orbitais
3d para os cations zinco(ll), cobre(ll), niquel(ll), cobalto(ll) e manganés(lll).
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TABELA 4.7 - Atribui¢cdes dos sinais de RMN, com valores de deslocamento quimico e integrais para os respectivos compostos a

base de H2TTP.

Compostos Atribuicbes
H-N Hp H Hs Ha
H-TTP -2,64 (s, 2H) 9,04 (s, 8H) 7,92 (m, 4H) 7,52 — 7,49 (m, 4H) 7,86 (m, 4H)
[Zn(TTP)] - 9,15 (s, 8H) 7,93 — 7,90 (m, 4H) 7,52 — 7,49 (m, 4H) 7,85 (m, 4H)
[Ni(TTP)] - 8,88 (s, 8H) 7,67 (m, 4H) 7,37-7,33 (m, 4H) 7,70 (m, 4H)
[Co(TTP)] - 15,98 (s, 8H) 12, 46 (s, 4H) 9,94 (s, 4H)* 9,82 (s, 4H)*
[Mn(TTP)CI] - - - - -
[Cu(TTP)] - - - - -

* N&o sabe ao certo a atribuicdo do sinal.
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4.2.4 - Espectrometria de massas

A espectroscopia de massas com ionizacdo eletronspray (ESI-MS) é
uma importante ferramenta para a determinacdo da massa molecular do ion/carga do
fon (m/z) e do padréo isotopico de organometalicos e compostos de coordenacdo®.
Entretanto, a utilizacdo dessa técnica pode provocar altas fragmentacfes, ganho ou
perda de ligantes labeis, bem como oxidag&o e reducdo dos compostos analisados.

Para os compostos porfirinicos diamagnéticos e [Cu(TTP)] foi observado
alta fragmentacdo por conta da baixa capacidade de ionizacdo quando sao
submetidas ao modo ESI e detecgdo no modo positivo. No entanto, espectros dos
complexos de [Co(TTP)] e [Mn(TTP)CI] foram verificados baixa fragmentacao,
FIGURA 4.20. Para melhor organizacao, os espectros gerais de todos os compostos

analisados estdo na secao anexos Figura 6.1-5.

Foram observados padrbes isotopicos condizentes para todos os
compostos sintetizados com excecao do complexo [Ni(TTP)], esse comportamento

pode estar relacionado com a sua solubilidade extremamente baixa.

FIGURA 4.20 - Espectro geral (a) e padrao isotdpico (b) obtidos por HRMS-ESI para o
composto [Mn(TTP)CI].
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b
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O ion molecular detectado na porfirina livre e no complexo [Zn(TTP)] foi
o [M+H]*, conforme foi mencionado, sdo compostos diamagnéticos que apresentam
baixa suscetibilidade para serem oxidados. Entretanto, o ion molecular detectado nos
compostos [Co(TTP)] e [Cu(TTP)] foi o [M]*, indicando que durante o processo de
ionizacdo ocorre a oxidacdo dos complexos. Esse processo quimico pode acontecer
pelo centro metalico, ou pela porfirina, que apds a coordenacao fica mais suscetivel a

sofrer esse processo.

De outro modo, durante o processo de ionizagcédo ocorre a dissociagcao
da ligagdo Mn-Cl no complexo [Mn(TTP)CI]. E importante ressaltar que, embora a
identificacdo de tal ligante ndo tenha sido possivel de ser determinada por essa
técnica, as caracterizacdes de espectroscopia na regiao do UV-vis e espectroscopia
vibracional, que seréa descrita na préxima sec¢ao, confirmam a presenca de tal espécie

em posigao axial na esfera de coordenacéo.
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TABELA 4.8 - lon molecular detectado com seus respectivos m/z experimental e calculado
para H,TTP, [Zn(TTP), [Cu(TTP)], [Co(TTP)] e [Mn(TTP)CI].

Composto H.TTP [Zn(TTP)] [Cu(TTP)] [Co(TTP)] [Mn(TTP)CI]

fon [M+H]* [M+H]* [M]* [M]* [M-CIJ*
detectado
(m/z) Exp. 639,0797  700,9910 698,9853 694,9894 690,9946
(m/z) Cal. 639,0800 700,9935 698,9861 694,9897 690,9952

Por fim, os valores experimentais e tedricos dos ions moleculares para
0S respectivos compostos apresentam uma diferenca menor do que 0,003, TABELA
4.8, que é o erro aceitavel para publicacdes na The Journal of Organic Chemistry®®,

embora muitos jornais ndo especificam esse erro em seus guias para autor®4,

4.2.5 - Espectroscopia na regido do infravermelho

A utilizacédo de espectroscopia na regido do infravermelho € uma técnica
muito utilizada na caracterizacédo de funcbes organicas e inorganicas em compostos
de coordenacao®®. A técnica se baseia nas vibragdes das ligacdes em moléculas apés
a incidéncia e absorcdo de energia, nesta faixa energética do espectro
eletromagnético. Estas vibracdes podem ser classificadas por dois grupos principais:
os estiramentos (v) e as deformacdes angulares (3)°®. No presente trabalho foram
verificados modos de vibracdes de alguns grupos funcionais presentes nos compostos

porfirinicos.

Para todos os compostos, foram verificadas duas bandas em torno de
3100 e 3070 cm, que séo relacionadas ao vC-H. Visto que esses grupos funcionais
sdo encontrados tanto no anel porfirinico quanto nos anéis tiofeno, as atribuicdes

guimicas exatas podem gerar ambiguidades.

Para a H2TTP foi verificada a presenca de uma banda em 3325 cm?,
relacionada com o vN-H, FIGURA 4.23. A auséncia de tal banda em todos os
compostos de coordenacdo demonstra o desaparecimento dessa ligacao, indicando
a formacdo dos complexos. Para melhor visualizagdo, os espectros individuais
encontram-se nos anexos, Figura 6.11-16.
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FIGURA 4.21 - Espectros de infravermelho dos compostos a base de H,TTP destacando a
presenca do estiramento a presenca e auséncia dos estiramento N-H na porfirina livre e nos
complexos analogos, respectivamente.
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Adicionalmente, outra caracteristica importante de metaloporfirinas
guando comparadas as porfirinas livres, € o surgimento de uma banda em torno de
988-1018 cm, relacionada ao estiramento da ligacdo nitrogénio-metal fora do plano
(vNp-M), centro da porfirina (core porphyrin) ou também chamada de respiracdo
pirrélica (pyrrole-breathing) (1rP)67:68.69.70.71.72 " Foram observadas bandas em 1005,
1006,1011, 1011 e 1014 cm?, para os complexos [Zn(TTP), [Cu(TTP)], [Mn(TTP)CI],
[Co(TTP)] e [Ni(TTP)], respectivamente, FIGURA 4.22. A partir desses resultados, foi
possivel observar que apds a complexacao do céation niquel(ll) na cavidade porfirinica,
a energia necessaria para ocorrer a deformacdo angular do anel porfirinico € maior
guando comparada a todos os demais complexos. Como mencionado anteriormente,

esse comportamento pode estar relacionado com a forca de ligacdo N-Ni.

FIGURA 4.22 - Aproximagéo dos espectros na regido do infravermelho destacando em azul
as bandas relacionadas ao estiramento da ligacdo metais nitrogénio dos compostos
porfirinicos a base de H,TTP, sendo que os espectros da porfirina livre e o complexo
[Zn(TTP)] destacados apenas para melhor organizagao.
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De forma analoga a espectroscopia na regidao do UV-vis, a mudanca do
grupo pontual dos compostos porfirinicos pode influenciar diretamente na quantidade
de bandas relacionadas as deformacgdes angulares dos anéis pirrélicos. Neste sentido,
observaram-se trés bandas para o ligante livre, H2TTP, em 945, 961 e 979 cm™ e

apenas uma banda para os respectivos complexos, FIGURA 4.23.

FIGURA 4.23 - Aproximagdo dos espectros na regidao do infravermelho demonstrando a
guantidade de bandas relacionadas a deformagfGes angulares dos anéis pirrélicos dos
compostos pofirinicos a base de H.TTP, sendo que os espectros da porfirina livre e o complexo
[Zn(TTP)] destacados apenas para melhor organizagao.
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Em todos os espectros de infravermelho foi verificada uma banda de alta
intensidade em torno de 710 cm, que esté relacionada com as vibracGes dos anéis
tiofenos ligados na posicdo meso. Embora o deslocamento dessa banda seja pouco
evidente entre as metaloporfirinas, tal mudanca nos complexos em relacdo a base
livre é significativo. Por exemplo, quando compara-se [Zn(TTP)] e H2TTP tal banda
apresenta um deslocamento de 14 cm’, TABELA 4.9. Esse comportamento
demonstra que apés a complexacdo, as energias necessarias para acontecerem tais
vibracbes sdo menores nos compostos de coordenacdo quando comparadas a

porfirina livre, proporcionando mais uma evidéncia da complexacao.
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Para o composto [Mn(TTP)CI] foi verificado uma banda em 293 cm
relacionado com o estiramento Mn-CI’3. A baixa energia dessa vibracdo esta de
acordo com a pequena forca de ligacdo entre os atomos envolvidos. Tal forca de
ligag&o pode justificar a auséncia deste ligante no espectro de massas. Aliado a isto,
as técnicas de condutancia e espectroscopia na regido do UV-vis, corroboram com a

presenca do ligante clorido na esfera de coordenacédo em posicao axial.

E importante ressaltar a presenca uma banda larga em torno de 3500
cm? relacionada ao estiramento O-H®. Que confirma a presenca de Agua para

obtencado das formulas minimas apresentadas anteriormente.

TABELA 4.9 - Atribuicées das principais bandas obtidas por IV para os compostos
porfirinicos estudados.

Atribuicbes
Composto vN-H VH-Cam v M-P 0Anel pirrdlico oTio vM-Cl
ou P
HTTP 3325 3100 - 3069 - 979, 961, 945 714 -
[Zn(TTP)] - 3101 - 3070 1005 978 700 -
[NI(TTP)] - 3103 - 3065 1014 991 706 -
[Mn(TTP)CI] - 3097 - 3079 1011 987 708 293
[Cu(TTP)] - 3099 - 3070 1006 980 700 -
[Co(TTP)] - 3102 - 3071 1011 985 702 -

4.2.6 - Espectroscopia de fotoluminescéncia

A absorcao de radiacdo eletromagnética possibilita que as moléculas
sofram transi¢cbes eletronicas, de seu estado eletrnico de menor energia (estado
fundamental) para a um estado de maior energia (estado excitado)’*. Se a molécula
nao sofrer rearranjos (processos quimicos), ela liberara energia necessaria para voltar
a seu para o estado fundamental (processo fisico)’®. Esse processo de liberacdo pode
ocorrer de trés formas principais, sendo eles: processos de supressdo do estado

excitado, processos ndo-radiativos e radiativos’*76.

Os processos radiativos sdo caracterizados pela desexcitacdo de

moléculas através da emissdo de radiacdo eletromagnética, esse fenbmeno é
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denominado luminescéncia’®. Fazem parte desse grupo, a fluorescéncia e
fosforescéncia, que podem ser mensurados pela espectroscopia de
fotoluminescéncia. E importante frisar que, a distingdo de ambos os tipos esta
relacionada com a mudanca da multiplicidade de spins entre o estado excitado e
fundamental’®. Logo, o processo de emisséo entre estados de mesma multiplicidade
€ denominado de fluorescéncia, por exemplo: S1—So; e de diferentes multiplicidades

sdo denominados fosforescéncia, como: To—So.

De outro modo, os processos nao radiativos e de supressdo do estado
excitado ndo emitem radiacdo eletromagnética; eles sdo caracterizados pela
transferéncia de elétrons do estado excitado para o estado fundamental através de
vibracdo e reacOes quimicas. Entre 0s processos ndo radiativos estdo a conversao
interna e intersistemas, como demonstrado pelo diagrama simplificado de
Jablonsky’®, FIGURA 4.24.

FIGURA 4.24 - Diagrama simplificado de Jablonsky representando os processos fisicos
de absorcado, fluorescéncia, fosforescéncia, conversdo interna (Cl) e conversao
intersistemas (CIS).
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Como mencionado anteriormente, os compostos porfiricos apresentam
propriedades luminescentes que podem ser de grande importancia em sistemas
biolégicos, como por exemplo, na possibilidade de serem utilizados como marcadores

de organelas’”.

Nesse trabalho foi verificado que a H2TTP e o complexo [Zn(TTP)]
obtiveram um comportamento de luminescéncia caracterizado por duas bandas,
sendo a primeira em 667 e 615 nm, e a segunda em 771 e 659 nm, respectivamente,

FIGURA 4.25. A presenca dessas duas transicdes esta relacionada com passagem
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de elétrons do menor estado de excitacdo para dois diferentes modos de vibracao,

com diferentes energias, do estado eletrénico fundamental’®7°.

FIGURA 4.25 - Espectros de luminescéncia dos compostos a base de H,TTP, com as
respectivas atribuicées das bandas.
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Para os complexos [Co(TTP)], [Mn(TTP)CI] e [Cu(TTP)] foi possivel
observar uma supressao de luminescéncia quando comparada a porfirina livre,
FIGURA 4.25, que é uma consequéncia do paramagnetismo desses cations®. Para o
complexo de niquel(ll), embora ele seja diamagnético, ndo foi possivel observar
fluorescéncia, esse comportamento provavelmente esta relacionado com a conversao

interna entre orbitais 3d (d-d) desocupados do centro metalico®.

4.3 - Caracterizacdes fisico-quimicas

4.3.1 - Testes de estabilidade

Por conta da baixa solubilidade dos compostos porfirinicos em agua,
primeiramente, foi necessario realizar suas solubilizagcées em DMSO para realizacéo
dos testes bioldgicos. Por conta disso, existe a necessidade da utilizagédo de técnicas

para verificar a estabilidade dos compostos estudados na presenca deste solvente®?,

Neste trabalho, as medidas de estabilidade foram observadas por
espectroscopia na regiao do UV-vis e as solu¢des foram preparadas em DMSO a 3.10°
6 mol.L* e as medidas realizadas nos tempos de 0, 24 e 48h. A partir dos espectros,

FIGURA 4.26, foram verificados que a porfirina livre e os complexos de zinco(ll) e
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cobre(ll) ndo apresentaram deslocamentos significativos, sendo considerados como

estaveis nessas condicoes.

FIGURA 4.26 - Medidas de estabilidade por espectrofotometria da HoTTP (a) [Zn(TTP)] (b)

e [Cu(TTP)] (c) 3 uM em DMSO por 0, 24 e 48h.
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O complexo de niquel(ll) apresentou um aumento consideravel da banda

Soret no periodo de 48h, FIGURA 4.27a. Esse comportamento estar associado com

um problema de solubilidade deste composto no solvente utilizado. Foi verificado que

com o passar do tempo, ocorre um aumento de espécies quimicas dispersas no

solvente, devido a uma melhor dissolucdo, e consequentemente, um aumento das

absortividades de todas as bandas relacionadas ao complexo [Ni(TTP)].

Com a obtencéo dos espectros para a [Mn(TTP)CI] no periodo de 0, 24
e 48h foi possivel observar o aumento da banda em torno de 450 nm, FIGURA 4.27b.

Porém, nenhuma distor¢cdo foi observada no perfil do espectro do complexo de

manganés(lll), tal comportamento foi atribuido a substituicdo do ligante Cl- por DMSO.
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Para o complexo de cobalto(ll) foi verificado um efeito de hipocromismo
da banda Soret em 426 nm e proporcionalmente o efeito de hipercromismo de uma
banda em 443 nm, FIGURA 4.27c. Esse efeito pode estar relacionado com a oxidagao
de colbato(ll) em cobalto(l11)8283, conforme a seguinte semirreacdo: Co?* — Co%* + e
. Dado que, bandas Soret de metaloporfirinas de Co3" apresentam um efeito de

batocromismo quando comparadas a complexos analogos de Co?*,

FIGURA 4.27 - Medidas de estabilidade por espectrofotometria da [Ni(TTP)] (a) [Mn(TTP)CI]
(b) e [Co(TTP)] (c) 3 pmolar em DMSO por 0, 24 e 48h.
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Por conta desse fato, foi estudado se a luz poderia promover a mudanca
de estado de oxidacdo do centro metalico. Apos a incidéncia de luz branca durante
24h foi observado o aumento da banda em maiores comprimentos de onda. Em
contrapartida, a solugao que néo foi submetida a essas condi¢des, ndo apresentou tal
comportamento, FIGURA 4.28.
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FIGURA 4.28 - Medidas de estabilidade por espectrofotometria da [Co(TTP)] 3 umolar em n-
octanol e 3% de DMSO no escuro em luz ambiente.
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4.3.2 - Coeficiente de particéo

O coeficiente de particdo (P) é uma medida fisico-quimica que
caracteriza a lipofilia de compostos, que por sua vez pode influenciar nas propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas de substancias biologicamente ativas®. A
determinacdo dessa propriedade é obtida experimentalmente através da razdo da
distribuicdo de uma determinada substancia entre dois liquidos imisciveis, sendo um
deles uma fase aquosa, que pode ser dgua ou um tampdo®. A fase oleosa mais
utilizada é composta de n-octanol, uma vez que este solvente apresenta uma grande
semelhanca aos fosfolipidios encontrado nas membranas celulares, por conta da sua
longa cadeia lipofilica e o grupo hidroxila na extremidade, o que o torna capaz de
estabelecer uma condicdo proxima do sistema in vivo®85 Com base nessas
informacgdes, o coeficiente de particdo € determinado utilizando a seguinte equacao:

Equacéo 4: Coeficiente de particdo sendo [n-octanol] e [agua] a concentracdo dos
compostos porfirinicos em n-octanol e agua, respectivamente.

[n — octanol]
[agua]

Neste trabalho, as quantificacées dos complexos porfirinicos foram feitas
com auxilio da espectroscopia UV-vis, a partir da banda Soret. Sendo que, a

concentragcédo em n-octanol foi determinada diretamente da equacao de Lambert-Beer
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obtida da regresséo linear de uma curva padrdo. Desta forma, a concentracdo dos
compostos em fase aquosa foi obtida através da diferenca entre a concentracéo inicial

e a concentracdo final na fase organica, conforme descrita pela literatura®+286

A partir das concentragdes obtidas foi calculado os valores do coeficiente
de particdo, como se trata de uma longa faixa de valores, costuma-se apresentar 0s

resultados de forma logaritmica, TABELA 4.10.

TABELA 4.10 - Logaritmos do coeficiente de particdo dos respectivos complexos
porfirinicos.

Composto LogP
[Zn(TTP)] 1,74
[NITTP)] 1,04
[Cu(TTP)] 1,17
[Mn(TTP)CI] 0,93
[Co(TTP)] 0,69

A partir desses valores foi verificado que os complexos porfirinicos
[Zn(TTP)], [NI(TTP)] e [Cu(TTP)] estdo em uma faixa de logP entre 1 e 3 que é
consideravel étima para a absorc¢édo celular de forma passiva®* 8687 Entretanto, para o
complexo [Mn(TTP)CI] foi verificado um valor de logP igual a 0,93, que pode ser
explicado pelo aumento de solubilidade do composto em 4gua devido a diferenca de
estado de oxidagédo em relagcdo aos demais metais. O complexo [Co(TTP)] apresentou
um valor destoante dos demais, possivelmente, por conta da alta instabilidade de
estado de oxidacdo do ion cobalto(ll) frente as condi¢cbes submetidas neste
experimento, como: a temperatura de 37 °C, agitacdo e baixa exposicao a luz

ambiente.

4.4 - Estudos de interagdo com DNA

No presente trabalho foram realizados dois estudos de interacdo dos
compostos porfirinicos com DNA: utilizando a espectroscopia na regido do UV-vis,
verificando as mudancas de absortividade na interacdo ct-DNA; observacdo da

mobilidade eletroforética em gel de agarose com o DNA superenovelado, pBR322.

60



Capitulo 4: Resultados e discusséo

4.4.1 - Espectroscopia na regido do UV-vis

A espectroscopia na regido do UV-vis € umas das técnicas mais
utilizadas nos estudos de interacdo de DNA com pequenas moléculas®®.
Normalmente, esses compostos apresentam grupos cromoforos que séo capazes de
serem observados com a incidéncia de radiacdo eletromagnética nessa regiéo®. Por
esse motivo, uma possivel interacdo entre 0 DNA e compostos de coordenacgéo pode
ser verificada a partir de efeitos de deslocamentos de bandas, que podem estar

relacionadas a qualquer uma das espécies, durante a analise®®.

Quando uma molécula interage de forma intercalativa com o DNA um
dos efeitos mais verificados nas bandas dos ligantes é o hipocromismo, que esta
relacionado com o aumento de densidade eletrénica nos orbitais 1, diminuindo as
possibilidades de transicdes eletrdnicas. Em contrapartida, os orbitais 17 dos ligantes
também recebem densidade eletrénica dos orbitais T das bases nitrogenadas do
DNA, diminuindo a energia da transicdo m—T1*, proporcionando um efeito de
batocromismo®. Logo, ambos os efeitos evidenciam que o composto interage como
um intercalador classico. Para a quantificacdo do efeito de batocromismo, é verificada
a diferenca do comprimento de onda no maximo das bandas analisadas segundo a
Equacéo 5:

Equacdo 5: Quantificacdo do efeito de batocromismo (AAmax), onde Ao € A € O

comprimento de onda da absor¢do maxima da banda analisada do composto e da
maior concentracdo de ct-DNA na interagéo, respectivamente.

Mmax = |2 = 2]

Porém, a quantificacdo do efeito de hipopromismo em porcentagem é

determinada pela seguinte equacéao:

Equacdo 6: Porcentagem de hipocromismo, em que Ao e Ar € a absorbancia maxima
do composto e a absorbancia maxima da maior concentracdo de DNA na interacéo,
respectivamente??,

Hipo(%) =

Ay — A
°—f| x100%

4o

A intensidade da interacdo € baseada pela constante intrinsica de
ligagéo (Kb), que por sua vez depende da variagdo de absortividade da banda relativa

ao composto, a qual pode ser calculada utilizando a equacgédo de Benesi-Hildebrand?®:
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Equacéo 7: Equacéo de Benesi-Hildbrand, em que [DNA] é a concentragéo adicionada
de DNA, ea= Aons/[complexo], € € o coeficiente de absortividade molar do composto
livre e &b € 0 coeficiente da absortividade molar do composto ligado ao DNA.

[DNA]  [DNA] 1

ga—¢& & — & Ky(ep— &)

Logo, o Ky é determinado pela razao entre o coeficiente angular e linear

de um grafico [DNA]/e4 — & vs. [DNA], conforme os seguintes calculos:

[DNA] _ [DNA] 1
ea— €& & — & Kp(ep — &)
y=ax+b
_IONAL

Y e

X 4 1
y =
epb — &  Kp(ep — &)
1 b 1

a = ; - —_—

€ — &f Kp(ep — &)

1
a Ep— Ef
Kp(ep— €f)

No presente trabalho, foram realizados célculos de Ky para todos os
compostos a base da meso-tetra(tien-2-il)porfirina utilizando ct-DNA (calfthymus —
DNA) nas proporcbes entre 0 — 2,0 em relacdo aos respectivos compostos. E
importante ressaltar que os espectros foram obtidos em tampao trisma-HCI (pH=7,4),
sendo que a banda Soret, por apresentar maior absortividade molar e por estar
relacionada as transicbes m—T* do anel porfirinico, foi escolhida para o
monitoramento dos efeitos causados a partir de uma possivel interacdo. Para uma
melhor organizacéo dos resultados, sera apresentado os espectros de UV-Vis para a
interacdo de ct-DNA com o complexo [Mn(TTP)CI], FIGURA 4.29, e para os demais

compostos 0s espectros estdo apresentados no anexo, Figura 6.17-21.
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FIGURA 4.29- Espectros na regido do UV-vis de [Mn(TTP)CI] na presenca de diferentes
concentracoes de ct-DNA e regressao linear para determinacgéo de Kp.
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A intercalagcdo em complexos porfirinicos com as bases nitrogenadas do
DNA é caracterizada por maiores deslocamentos batocrdbmicos (15 nm) e
hipocrémismos (£35%)°%-°1:32, Entretanto, as interagées eletrostaticas e via sulco, para
essa classe de compostos, apresentam menores deslocamentos batocrémicos

(<8nm) e pequenas porcentagens de hipocromismo (<10%)%222.

Por esse método de investigacao foi observado que todos os compostos
tiverem pequenos efeitos de batocromismo e hipocromismo enquadrando-os como
possiveis moléculas que interagem fora das bases nitrogenadas. Por outro lado, os
mesmos apresentam uma intensidade de interacdo de moderada a forte,

caracterizada pelas constantes de ligacdo na ordem de 10° TABELA 4.11.
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TABELA 4.11- Valores de constante de ligacdo, deslocamento batocrémico e
hipocromismo dos composto porfirinicos a base de H2TTP.

Composto  Constante de ligacdo Deslocamento batocrémico Hipocromismo

(Kb) (nm) (%)

H,TTP 2,53.10° 0 7
[Zn(TTP)] 4,73.10° 3 14
Ni(TTP 1,81.1 1
INi(TTP)] 81.10° 2 0
[Mn(TTP)CI| 3,37.10° 7 13
[CU(TTP)] 2,85.10° 2 10
[Co(TTP)] 2,30.10° 0 8

Os resultados obtidos indicam que a forma de interacdo que mais se
assemelha aos deslocamentos apresentados é via sulco. Porém para afirmar tal
comportamento, técnicas adicionais sdo necessarias para verificar o modo de

interag@o predominante no sistema estudado.

4.4.2 - Interacdo com o plasmideo pBR322

Outro método capaz de nos fornecer informacdes a respeito da
capacidade de uma molécula interagir com o DNA é a eletroforese em gel de
agarose®®. Ela se baseia na aplicacdo de um campo elétrico sobre um gel de
agarose, possibilitando a migracéo de diferentes conformacdes do DNA plasmideal
para o polo oposto de sua carga®®. Em pH neutro, essa biomolécula apresenta uma
carga parcial negativa, logo a migracéo ocorre do catodo para o anodo®3. Sendo que,
nesse caso, a mobilidade eletroforética depende da flexibilidade, tamanho e carga do
DNA®. Portanto, quando uma molécula interage com o DNA, ela ocasiona uma

mudanca no perfil de mobilidade eletroforética.

Neste trabalho, foi avaliada a interacdo dos complexos sintetizados nas
concentragbes de 1, 10 e 100 ymol.L** com o plasmideo pBR322 superenovelado,
apos a incubacdo por 24h, FIGURA 4.30, linhas 2-16. O controle negativo,
representado na linha 1, foi preparado com plasmideo pBR322, sem acdo de nenhum
composto. E importante ressaltar que, todas as solu¢des foram preparadas utilizando

agua deionizada e 3% de DMSO, por conta da baixa solubilidade dos complexos.
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Foi observado que os compostos [Zn(TTP)], [Ni(TTP)] e [Co(TTP)]
apresentaram mudancas pouco significativas nas mobilidades eletroforéticas quando
comparadas ao controle negativo. Porém, foi observado uma diminuicdo acentuada
da mobilidade eletroforética para todas as concentragfes analisadas do composto
[Mn(TTP)CI], em comparagcdo com os demais complexos. Corroborando com os
resultados obtidos pela técnica de UV-Vis, quando o mesmo complexo apresentou as
mudangas mais significativas de batocromismo e hipercromismo. Estes
comportamentos podem estar associados a uma interacdo mais efetiva do composto

[MNn(TTP)CI] com o DNA em relagdo aos complexos analogos.

FIGURA 4.30 - Interacdo dos complexos porfirinicos a base da meso-tetra(tien-2-il)porfirina
com o plasmideo pBR322.

Zn Ni Co Cu Mn

Controle

4.5 - Citotoxicidade

O estudo de citotoxicidade foi realizado pelo método MTT, para
determinar a concentracdo minima para a inibicdo de 50% da viabilidade celular. Este
€ um método colorimétrico que pode ser verificado pela reacao de reducéo do brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazélio (MTT) a formazan®**, FIGURA 4.31,
gue apresenta uma coloracéo roxa. A FIGURA 4.32 representa uma placa de teste de
viabilidade celular, apés a solubilizacdo dos cristais de formazan. Em sistemas

biologicos, essa reacao é realizada pela atividade mitocondrial em células viaveis.
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FIGURA 4.31 - Esquema reacional para a reducdo de MTT para formacgéo de formazan.
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FIGURA 4.32- Placas de 98 pocos utilizadas nos ensaios de ICsq dos compostos porfirinicos
na linhagem A2780cis.

A fim de investigar a influéncia dos centros metalicos frente a
citotoxicidade dos compostos porfirinicos, foram realizados estudos de acado
antitumoral para as linhagens DU-145 (tumoral de préstata) e A2780cis (tumoral de
ovario resistente a cisplatina). A linhagem DU-145 foi escolhida com base nos dados
de incidéncia de novos casos no Brasil, uma vez que o cancer de préstata € um dos
mais verificados no pais; e a A2780cis é uma linhagem celular resistente a um dos
farmacos padrdes mais utilizados na quimioterapia, logo a utilizacdo dessa linhagem
mostra-se de grande interesse para a compreensdo da atividade citotdxica de

compostos porfirinicos.

A partir dos valores de ICso, foi observado que a porfirina livre e todos os
complexos com excecao do compostos [Mn(TTP)CI] ndo apresentaram atividade
citotoxica, TABELA 4.12:
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TABELA 4.12 - Citotoxicidade dos compostos a base da TTP e cisplatina frente as
linhagens de DU-145 e A2780cis.

Composto ICso (UM)
DU-145 A2780cis
HTTP >100 >100
[Zn(TTP)] >50 >50
[Ni(TTP)] >50 >50
[Mn(TTP)CI] 3,45+0,14 5,28 + 0,23
[Cu(TTP)] >50 >50
[Co(TTP)] >50 >50
Cisplatina 15,0+ 1,4 13,19 + 1,84%

A partir destes resultados, pode-se concluir que ha uma significativa
influéncia da esfera de coordenacdo na atividade citotoxica dos complexos
porfirinicos. E importante destacar, que o composto [Mn(TTP)CI] apresentou-se mais
citotéxico do que a cisplatina. Mostrando ser um sistema promissor para estudos
futuros. Confrontando os dados de viabilidade celular com os de interag&o com o DNA,
propde-se que esta biomolécula, ndo seja o alvo primordial deste composto. Embora
sua interacdo seja mais efetiva que as dos demais complexos, esta diferenca, néo
parece ser suficientemente significativa para justificar a elevada atividade do

complexo de manganés e a inatividade dos outros.

Desta forma, novos alvos devem ser investigados. Através de
levantamento bibliografico, uma hipétese plausivel para a elevada atividade deste
composto de coordenacdo seja sua capacidade de mimetizar a enzima superéxido
dismutase (mSOD). Complexos de manganés(lll) contendo ligantes com alta

densidade eletronica (como ligantes porfirinico) ja demonstraram esta capacidade®,

Essa enzima € responsavel pelo controle de espécies reativas de
oxigénio. Logo, complexos que atuam como miméticos da enzima SOD s&o capazes
de reduzir a proliferacéo de células cancerosas, a partir da geracdo de H20: (peréxido

de hidrogénio) e Oz pelas seguintes reacdes de oxirreducao®’:
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MOHD — [+ 057 - M™ — L+ 0,
MM —L+ 057 - M®™D [+ H,0,
M = Zn/Cu*,Fe?*, Mn?*

Uma vez que ocorre a intensificacao desse ciclo catalitico, pelo aumento
da atividade enzimética por parte de mSOD, as células tumorais entram em um
processo de estresse oxidativo, levando-as a apoptose®®. No entanto, diversos

ensaios deverao ser realizados para confirmar tal hipétese.
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5 - Consideracgodes finais

5.1 - Conclusao

Neste trabalho foram sintetizados complexos porfirinicos a base de
5,10,15,20-tetra-(tien-2-il)-H21,H23-porfirina contendo zinco(ll), niquel(ll), cobalto(ll),
cobre(ll) e manganés(lll) como centros metalicos. Todos o0s compostos foram
caracterizados por métodos espectroscopicos de UV-vis, RMN, infravermelho e
fluorescéncia. Nos quais foi possivel demonstrar a coordenacdo e observar a
influéncia de cétions do primeiro periodo dos elementos de transicdo no que diz

respeito as propriedades magnéticas e eletronicas.

Ap6s as caracterizacbes dos compostos de coordenacdo, foram
realizados estudos de interagdo com DNA, utilizando espectroscopia na regiao do UV-
vis e eletroforese em gel. Os resultados indicaram que todos os compostos porfirinicos

a base de H2TTP sé&o capazes de interagir por vias ndo-covalentes com DNA.

A partir da citotoxicidade dos complexos porfirinicos, foi verificado que o
composto [Mn(TTP)CI] apresentou-se mais ativos frente a linhagens de céanceres de
prostata (DU-145) e de ovario resistente a cisplatina (A2780cis). Porém, nao foi
verificada acéo citotdxica para a porfirina livre e para os complexos analogos frente a

ambas as linhagens.

Embora, o complexo [Mn(TTP)CI] apresente uma afinidade com o DNA
um pouco superior em comparagdo as demais metaloporfirinas, a agao citotoxica para
esse complexo ndo pode ser atribuida prioritariamente ao alvo avaliado. Portanto,
existe uma possibilidade desse composto apresentar outro modo de acéo

predominante, como por exemplo, um mimético da superoxido dismutase (mSOD).

Apesar da baixa citotoxicidade apresentada pelos demais complexos,
conclui-se que a dissertacdo tenha contribuido de forma significativa na compreensao
desta classe de compostos pelo grupo de pesquisa. A partir das informacdes obtidas
sera possivel realizar modificacées estruturais para que se alcance complexos mais

ativos e com propriedades 6éticas promissoras.
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Capitulo 5: Consideracdes finais

5.2 - Perspectivas futuras

A partir dos resultados adquiridos, foi verificado que ha a necessidade
de ensaios complementares de interacdo com o0 DNA, tais como: ensaio de
competicdo com o brometo de etidio, dicroismo circular e viscosidade, desta forma,

sera possivel se determinar de maneira inequivoca o0 modo de interagao.

Como apenas duas linhagens tumorais foram investigadas, é de grande
interesse a ampliacdo deste estudo, realizando-se ensaios frente a outras linhagens,
inclusive, ndo-tumorais, 0 que nos permitira alcangcar um maior espectro de atuacéo,

principalmente, para o composto ativo, [Mn(TTP)CI].

Para averiguar se o complexo [Mn(TTP)CI] pode atuar como um
mimético da enzima superoxido dismutase (mSOD), € necessario a realizacdo do

ensaio de espécies reativas de oxigénio (ROS).
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ANEXOS

Sintese da 5,10,15,20-tetra[4-(2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
ihfenil]-21H,23H-porfirina - H, TMPP>*

CHsN
C] 1H7N03 Exact Mass: 67,04 O
Exact Mass: 201,04 Mol. Weight: 67,09 +4H,0
Mol. Weight: 201,18 oﬁ\b:tj
) -

1 C60H42N808

O Fxact Mass: 1002,31
Mol. Weight: 1003,02

o
C60H34N808
Exact Mass: 994,25 | N Q O o |
Molecular Weight: 994,96 -~

Em um baldo de 100 mL com trés bocas foi adicionado 50 mL de
diclorometano 4-N-maleimidil-benzaldeido (99,98 mg, 0,50 mmol) e pirrol (34 L,
0,50 mmol). Essa solugéo foi purgada com argénio e resfriada a -1°C durante 10
minutos. Apos esse periodo, o meio reacional foi mantido sob atmosfera inerte e
entdo adicionado eterato-BFs (20 pL, 0,154 mmol). Aliguotas foram retiradas da
reacdo e acompanhadas por espectroscopia UV-visivel e CCD, sendo a porfirina
foi revelada com uma solugcdo de DDQ (2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-
benzoquinona) 102 mol L1, que é um agente oxidante capaz de oxidar
porfirinogem em porfirina. A reacao foi mantida por 4h e entdo foi percebida a
baixa formagdo do produto, entdo foi adicionado um excesso de pirrol e de
eterato-BFs nas mesmas proporc¢des iniciais. A formacdo do porfirinogem foi
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mantida por 22h e entdo foi adicionado DDQ (0,376 mmol, 85,1mg), esse meio

reacional foi mantido sob agitacado durante 6h a temperatura ambiente.

A purificacdo da reacao foi realizada com extracao liquido-liquido
10 x 50 mL de uma solucdo de NaHCOs 2% a frio, para remogédo dos
componentes quinona. Finalmente, o produto foi purificado por coluna flash com

eluente tolueno:acetato de etila (6:4). Nao foi possivel calcular o rendimento.

Sintese da 5-[4-(2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)]-
5,10,15,20-tetra-fenil-porfirina - H.MMTPP>*

“ CHClL, [ i
3 + + 4 F
N W/ O

CHO = -1°C /3,5h

Exact Mass: 106,04 C4H5N

Mol. Weight: 106,12 €1y H,NO; Exact Mfsss: 67,04 ‘
Exact Mass: 201,04 Mol. Weight: 67,09

Mol. Weight: 201,18 N

N cl
CygH31NsO, z o
Exaet Mass: 709,25 -~ o

Mol. Weight: 709,79
O:Q:O

Em um baldo de 250 mL com duas bocas foi adicionado 200 mL de
diclorometano, 4-N-maleimidil-benzaldeido (100,04 mg, 0,50 mmol),
benzaldeido (153,0 uL, 1,5 mmol) e pirrol (139,0 pL, 2,00 mmol). Essa solucéo
foi purgada com argdnio e resfriada a -1°C durante 10 minutos. ApOs esse

periodo, o meio reacional foi mantido sob atmosfera inerte e entdo adicionado
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eterato-BFs (70 pL, 0,539 mmol). Aliquotas foram retiradas da reacdo e

acompanhadas por espectroscopia UV-visivel e CCD, sendo a porfirina foi
revelada com uma solucéo de DDQ (2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona).

A reacéo foi mantida por 3,5h e entéo foi adicionado DDQ (1,50 mmol, 340,80

mg), esse meio reacional foi mantido sob agitacdo durante 3h a temperatura

ambiente.

A purificacao da reacao foi realizada com extracdo liquido-liquido

10 x 50 mL de uma solugdo de NaHCOs 2% a frio, para remocao dos

componentes quinona. Finalmente, o produto foi purificado por coluna flash com

eluente tolueno:acetato de etila (9:1). Rendimento de 7,67%.
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Figura 6.1 - Espectro geral de H,TTP obtidos por HRMS-ESI.
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Figura 6.3 - Espectro geral de [Ni(TTP)] obtidos por HRMS-ESI.
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Figura 6.2 - Espectro geral de [Zn(TTP)] obtidos por HRMS-ESI.
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Figura 6.4 - Espectro geral de [Cu(TTP)] obtidos por HRMS-ESI.
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Figura 6.5 - Espectro geral de [Co(TTP)] obtidos por HRMS-ESI.
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Figura 6.6 - Espectro do padréo isotopico de H,TTP utilizando HRMS-ESI.
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Figura 6.7 - Espectro do padrédo isotépico de [Ni(TTP)] utilizando HRMS-ESI.
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Figura 6.8 - Espectro do padréo isotépico de [Zn(TTP)] utilizando HRMS-ESI.
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Figura 6.9 - Espectro do padréo isotépico de [Cu(TTP)] utilizando HRMS-ESI.
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Figura 6.10 - Espectro do padrao isotdpico de [Co(TTP)] utilizando HRMS-ESI.
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Espectros naregido do Infravermelho experimentais e teéricos

Figura 6.11 - Espectro na regido do infravermelho de H,TTP utilizando Csl.
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Figura 6.12 - Espectro na regido do infravermelho de [Zn(TTP)] utilizando Csl como
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Figura 6.13 - Espectro na regido do infravermelho de [Ni(TTP)] utilizando Csl como

solvente.
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Figura 6.14 - Espectro na regido do infravermelho de [Co(TTP)] utilizando Csl como

solvente.
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Figura 6.15 - Espectro na regido do infravermelho de [Cu(TTP)] utilizando Csl como

solvente.
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Figura 6.16 - Espectro na regido do infravermelho de [Mn(TTP)CI] utilizando Csl como

solvente.
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Interacdo com CT-DNA

Figura 6.17 - Espectros na regido do UV-vis de [Co(TTP)] na presenca de diferentes

concentragdes de ct-DNA e regresséo linear para determinagéo de Kp.
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Figura 6.18 - Espectros na regido do UV-vis de [Cu(TTP)] na presenca de diferentes

concentracdes de ct-DNA e regressao linear para determinacao de K.
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Figura 6.19 - Espectros na regido do UV-vis de [Zn(TTP)] na presenca de diferentes

concentracoes de ct-DNA e regressao linear para determinacgéo de K.
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Figura 6.20 - Espectros na regido do UV-vis de HTTP na presenca de diferentes

concentracoes de ct-DNA e regressao linear para determinacéo de K.
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Figura 6.21 - Espectros na regido do UV-vis de [Ni(TTP)] na presenca de diferentes

concentragdes de ct-DNA e regresséo linear para determinagéo de Kbp.
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