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RESUMO

As 2-N-alquilpiridilporfirinas de Mn(111) sdo compostos redox ativos que podem interagir com
diferentes espécies reativas e agentes redutores presentes no meio biologico. Esses compostos
de coordenacdo tém se destacado na catalise biomimética e como agentes terapéuticos
moduladores redox em diversas doencas e sistemas de interesse biotecnoldgico associados ao
estresse oxidativo. Nesta tese foram desenvolvidos quatro estudos independentes tendo como
eixo central as 2-N-alquilpiridilporfirinas de Mn(lll) como catalisadores biomiméticos e
agentes terapéuticos redox ativos; o uso de Mn-porfirinas em modelo vegetal de estresse salino
é descrito pela primeira vez. Inicialmente, foi investigada uma rota alternativa para a obtencao
de duas Mn-porfirinas, meso-tetraquis(N-etilpiridinio-2-il)porfinatomanganés(lll) (MnTE-2-
PyPCls) e meso-tetraquis(N-n-hexilpiridinio-2-il)porfinatomanganés(lil)  (MnTnHex-2-
PyPCls), tendo a meso-tetraquis(2-piridil)porfinatomanganés(lll) (MnT-2-PyPCIl) como
intermediario. Foi desenvolvida uma nova metodologia para a sintese da MnT-2-PyPCl,
utilizando meio aquoso &cido e um método de purificacdo sem uso de solventes organicos. Foi
avaliado o potencial de desenvolvimento da MnTE-2-PyP°" e de uma série de outros compostos
redox ativos para oxidacao de tidis como modelos biomiméticos das enzimas tiol peroxidase e
oxidase. A MnTE-2-PyP°* apresentou as maiores velocidades na oxidagdo da glutationa e de
outros tidis e estudos espectrofotométricos e eletroquimicos das reacBes evidenciaram a
participagdo do O no sistema. Adicionalmente, para explorar a agdo das 2-N-
alquilpiridilporfirinas de Mn(I1l) em modelos in vivo associados ao estresse oxidativo, foram
realizados estudos em modelos animal e vegetal. Foi estudado, em modelo de cancer de mama
em camundongos Balb/C, o uso combinado de MnPs com outros tratamentos antitumoral,
como quimioterapia com ascorbato (Asc) e radioterapia (RT), utilizando trés MnPs com
caracteristicas distintas: MnTnBUOE-2-PyP>*, MnTE-2-PyP°" e MnTBAP?". Além disso, foi
analisada a bioacumulacdo em tecidos de tumor, musculo e figado utilizando a técnica de
LC-MS/MS. As MnPs cati6nicas foram muito eficientes em potencializar os efeitos dos
tratamentos de Asc+RT na diminui¢do do crescimento do tumor, com inibigdo tumoral de
~73% em relacdo ao controle. Os resultados semelhantes destas MnPs sdo justificados pelas
propriedades redox e reatividades similares e acimulo no tecido-alvo (tumor) na mesma ordem
de magnitude. Foi realizada pela primeira vez o estudo de bioacumulacio da MnTBAP3-
utilizando a técnica de LC-MS/MS. Embora a MnP anidnica ndo tenha apresentado efeito
terapéutico no modelo estudado, ela apresentou bioacumulacdo ~20 vezes superior ao das
MnPs catidnicas no tumor. Por fim, visando ampliar os estudos de MnPs em modelos in vivo,
foi desenvolvido um modelo vegetal de cultivo em laboratério para o sorgo sacarino [Sorghum
bicolor (L.) Moench] variedade Wray, sob estresse salino, em meio hidroponico. Estudaram-se
os efeitos de variados niveis de MnTE-2-PyPCls no desenvolvimento inicial planta sob estresse
salino (100 mmol L™t de NaCl) e sem estresse salino (8 mmol L de NaCl), avaliando-se
parametros como altura da planta, biomassa e massa seca. Dentre as concentragdes de MnP
testadas (0-100 pmol L), a analise de variancia apontou para efeitos significativos com
impacto positivo na altura para o tratamento de 10 umol L™ de MnTE-2-PyPCls nas plantas
sob estresse salino. As analises dos parametros de massa seca indicaram que a concentracao de
100 pmol L™t da MnP limitaram o desenvolvimento do sorgo sacarino em ambos os niveis de
salinidade, apontando para uma ligeira toxicidade da MnTE-2-PyPCls a essa concentracdo. Esse
estudo caracterizou-se como o primeiro de uso de moduladores redox a base de Mn-porfirinas
para atenuacdo do efeito de estresse salino no crescimento de plantas.

Palavras Chave: porfirinas de Mn, atividade tiol (per)oxidase, radiossensibilizacdo, sorgo
sacarino, atenuador de estresse salino.



ABSTRACT

Mn(I11) 2-N-alkylpyridylporphyrins are redox-active compounds that can react with different
reactive species and reducing agents present in the biological milieu. These coordination
compounds have been intensively studied as biomimetic catalysts and redox-active therapeutics
in several diseases and systems of biotechnological interest associated with oxidative stress. In
this thesis, four independent studies were carried out centered on exploring the Mn(l11) 2-N-
alkylpyridylporphyrins as biomimetic catalysts and redox-active therapeutics; the use of Mn-
porphyrins in a plant model of saline stress was described for the first time. Initially, an
alternative route for obtaining two Mn(lll) 2-N-alkylpyridilporphyrins, Mn(lll) meso-
tetrakis(N-ethylpyridinium-2-yl)porphyrin (MnTE-2-PyPCls) and Mn(l1l) meso-tetrakis(N-n-
hexylpyridinium-2-yl)porphyrin (MnTnHex-2-PyPCls), was investigated using Mn(l11) meso-
tetrakis(2-pyridyl)porphyrin chloride (MnT-2-PyPCl) as intermediate. A new methodology for
the synthesis of MnT-2-PyPCl in aqueous acidic medium was developed with purification with
no organic solvents. The catalytic activity of MnTE-2-PyP°®" and a series of other redox-active
compounds for thiol oxidation as biomimetic models of the thiol peroxidase and oxidase
enzymes was evaluated. MnTE-2-PyP>* presented the highest rates for the oxidation of
glutathione and other thiols; additionally, spectrophotometric and electrochemical studies of
the reactions showed the participation of Oz in these systems. Furthermore, to explore the action
of Mn(l11) 2-N-alkylpyridylporphyrins in in vivo oxidative stress-related models, studies were
carried in animal and plant models. The combined use of MnP with other antitumoral
treatments, such as ascorbate (Asc) and radiotherapy (RT), was investigated in a Balb/C mice
breast cancer model, using three distinct MnPs: MnTnBuOE-2-PyP%*, MnTE-2-PyP°* e
MnTBAP3~. Additionally, bioaccumulation in tumor, muscle and liver tissues were analyzed
by LC-MS/MS technique. The cationic MnPs were very efficient in enhancing the effects of
Asc+RT treatments in reducing tumor growth, with tumor inhibition of ~73% in relation to the
control. Similar results of these cationic MnPs are justified by their similar redox and reactivity
properties and accumulation in the target tissue (tumor) in the same order of magnitude. For the
first time a bioaccumulation study of MnTBAP®* using the LC-MS/MS technique was
performed. Although the anionic MnP did not present therapeutic effect in the studied model,
it bioaccumulated in the tumor ~20-fold more than cationic MnPs did. Finally, in order to
expand the studies of MnPs in in vivo models, a plant model of laboratory cultivation was
developed for the Wray variety of sweet sorghum [Sorghum bicolor (L.) Moench] under saline
stress, in hydroponic medium. Effects of various levels of MnTE-2-PyPCls on initial plant
development under saline stress (100 mmol L of NaCl) and without saline stress (8 mmol L
of NaCl) were studied, assessing parameters such as plant height, biomass, and dry mass.
Among the MnP concentration range tested (0-100 pmol L™2), the analysis of variance showed
significant positive effects on plant height associated with treatment with 10 umol L MnTE-
2-PyPCls in plants under salt stress. Analysis of dry mass parameters indicated that MnP at 100
umol Lt concentration limited the development of sweet sorghum at both levels of salinity,
pointing to a slight toxicity of MnTE-2-PyPCls at high concentration. This study represented
the first use of MnP-based redox modulators for attenuation plant growth associated with of
saline stress.

Keywords: Mn porphyrins, thiol (per)oxidase activity, radiosensitization, sweet sorghum,
attenuator of saline stress.
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Figura 2.11 Rotas para obtencdo de 2-N-alquilpiridinioporfirinas de Mn(l11): a classica (Rota
A) e aalternativa, realizada neste trabalno (ROTA B)..........ccooeiiieiiiiiiiie e
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Figura 3.6 Estudos espectrofotométricos da oxidacdo da glutationa catalisada pela MnTE-2-
PyP%*: Acompanhamento do decaimento da absorbancia do NADPH (340 nm) ao longo do
tempo, utilizando concentragdes de MnP variando de 0 a 10 umol L. Em destaque as curvas

normalizadas pelos Seus Valores MAXIMOS. ......c.cceiiiriiriiireie s

Figura 3.7 Estudos espectrofotométricos da oxidacdo da glutationa catalisada pela MnTE-2-
PyP** e sua dependéncia com o pH: Velocidades iniciais de oxidacdo do NADPH em
diferentes valores de pH. Experimentos realizados em duplicata...........cccceveviviiveieeieneseenenn

Figura 3.8 Esquema da andlise eletroquimica dos niveis de oxigénio no sistema
H»O02/MnP/GSH, sob condicdes iniciais anaerdbicas: situacéo a) predominancia da atividade
catalase sobre a atividade glutationa peroxidase; situacdo b) predominéncia da atividade

glutationa peroxidase sobre a atividade Catalase............ccocvevviiiiiiiiiii i

Figura 3.9 Analise eletroquimica dos niveis de oxigénio no sistema H>O,/MnP/GSH, sob
condigdes iniciais anaerdbicas: predominancia da atividade glutationa (per)oxidase sobre a
atividade catalase. Experimento realizado em pH 7,4, tampdao tris, 25 £ 1°C. As concentra¢des
foram ajustadas conforme o modelo catalase (Tovmasyan et al., 2015): H.O, = 1 mol L;
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Figura 3.10 Monitoramento eletroquimico do consumo de oxigénio em modelo de glutationa
(per)oxidase em meio aerébio neutro (pH 7,4). Experimentos realizados em tampdo Tris, 25
+ 1°C, nas concentragdes: H.O, = 0,5mol L?; GSH = 1 mmol L?; MnTE-2-PyP>* =
10 MOI LRttt n e

Figura 3.11 Monitoramento eletroquimico do consumo de oxigénio em modelo de glutationa
oxidase em meio aerdbio neutro (pH 7,4). Experimentos realizados em tampé&o Tris, 25 £ 1°C,

nas concentragdes: GSH =1 mmol L't MnTE-2-PyP*>* = 10 umol L ..o

Figura 3.12 Monitoramento eletroquimico do consumo de oxigénio em modelo de tiol
oxidase e glutationa peroxidase em meio aerdbio e pH acido (4,2). Experimentos realizados
em tampdo tris, 25 + 1°C, nas concentracdes: H.O, = 0,5 mol L?; GSH =1 mmol L*; MnTE-
2-PYP% = 10 MOI Lot

Figura 3.13 Acompanhamento espectral da MnTE-2-PyP>* em modelo A) catalase e B) GPx.
Primeiro foi adicionada MnP e o primeiro espectro foi registrado. Em modelo GPx adicionou-
se GSH e registrou-se outro espectro. Apos a adi¢ao de H.O, aos sistemas os espectros foram
registrados de 1 em 1 minuto até completar 30 minutos. Experimentos realizados em pH 7,4,
em tampéo Tris, 25 + 1°C, nas concentragdes: H.O.=0,5 mol L; GSH =1 mmol L*; MnTE-
2-PYP% = 10 HUMOI Lottt

Figura 3.14 Acompanhamento espectral da MnTE-2-PyP%* em modelo GPx (GSH/MnTE-2-
PyP*/H,0:) em meio aerébio e 4cido (pH 4,2). Primeiro foi adicionada MnP ao tampdo Tris
e registrado o primeiro espectro, depois adicionou-se GSH e registrou-se outro espectro, ap6s
a adicdo de H,0- os espectros foram registrados de 1 em 1 minuto até completar 30 minutos.
Experimento realizado em tampdo Tris, 25 + 1°C, nas concentracdes: H.O, = 0,5 mol L?;
GSH =1 mmol L MNTE-2-PyP> =10 MOl L™ ..o

Figura 3.15 Acompanhamento espectral da MnTE-2-PyP>* em modelo GPx (GSH/MnTE-2-
PyP**/H,0) em meio inicial anaerébio e pH 7,4. Foram adicionados ao tamp&o a MnP, GSH
e H20- e os espectros foram registrados de 1 em 1 minuto por 30 minutos. A linha tracejada
da MnP foi inserida a titulo de comparagdo. Experimento realizado em tampao Tris, 25+ 1°C,
nas concentracdes: H,0.=0,5 mol LY; GSH =1 mmol L*; MnTE-2-PyP** =10 umol L.......

Figura 3.16 Esquema do ciclo proposto para as possiveis interacdes no modelo glutationa
(per)oxidase, sendo MnP como mimico. Em destaque, os pares mais sensiveis a presenga do

(o)1 T=1 0 o SRS
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Figura 3.17 Atividade de glutationa peroxidase em relacdo ao potencial de redugéo
Mn®*/Mn?* para as MnPs estudadas. 1: MNTBAP?"; 2: MnTE-2-PyPhP®*; 3: MnTE-3-PyP%*;
4: MnTnHex-3-PyP>*; 5: MnTnHex-4-PyP**; 6. MnTE-4-PyP**; 7: MnTnOct-3-PyP**; 8:
MnTE-2-PyP**; 9: MnTPhE-2-PyP**; 10: MnTnBuOE-2-PyP%*; 11: MnTnHexOE-2-PyP**;
12: MnTnHex-2-PyP%*; 13: MnTnOct-2-PyP%*; 14: MNTDE-2-ImP%* .........cccciieririecrcrerennes

Figura 3.18. Consumo de oxigénio em sistema GSH/H,O./MnP por MnPs com diferentes
caracteristicas. Experimentos realizados em pH 7,4 em tampdo Tris. As cargas das porfirinas

estdo omitidas na figura, para a MnTBAP a carga é 3— e as demais MnPs apresentam carga

Figura 3.19 Atividade catalitica dos compostos redox-ativos na oxidagdo da glutationa com
diferentes peroxidos avaliada espectrofotometricamente via determinagdo das velocidades
iniciais da oxidacdo do NADPH. As cargas das porfirinas estdo omitidas na figura, para a

MNTBAP a carga é 3— e as demais apresentam Carga S+......ccvivcveeevecieseee s

Figura 3.20 Velocidades de consumo de oxigénio (vo(O2)cons) €M sistema utilizando MnTE-
2-PyP* para catalisar a oxidacdo da glutationa com H.O, ou t-BuOOH, avaliado

eletroquimicamente via analises do nivel de oxigénio em meio aerébio...........ccccoevervreririennen.

Figura 3.21 Andlise das velocidades de consumo de oxigénio em sistema contendo MnTE-
2-PyP5* como catalisador e diferentes tidis como substrato, na auséncia (barra azul) e

presenca de perdxido de hidrogénio (Darra 1aranja)..........ccecveevererresieneneeese e

Figura 4.1 Estrutura das Mn porfirinas utilizadas nos estudos in Vivo............ccccoeecevevveveiecnenne.

Figura 4.2. Design dos experimentos em modelo animal de céncer de mama em
camundongos Balb/C. A administracdo de Mn-porfirina (MnP) foi pela via subcutanea (sc),
com doses de 0,2 mg/kg/dia (Experimento I11) ou 2 mg/kg/dia (Experimento | e I1) e de

ascorbato (Asc) foi via intraperitoneal (ip). RT: radiacdo (adaptado de Tovmasyan et al.,

Figura 4.3 Curva de crescimento do tumor em relagdo aos dias de tratamento:
Experimento | — Estudo dos efeitos combinados de MnTnBuOE-2-PyP5*/Asc/RT, com
doses de 2 mg/kg/dia de MnP. Sendo, RT: radiacdo; MnBuOE: MnTnBuOE-2-PyP®*;

ST ASCONDATO. .. et

Figura 4.4 Inibicdo tumoral em relacdo ao tratamento controle, ao término do
experimento (14° dia): Experimento | — Estudo dos efeitos combinados de MNnTnBuOE-
2-PyP*>*/Asc/RT, com doses de 2 mg/kg/dia de MnP. Sendo, RT: radiacdo; MnBuOE:
MNTNBUOE-2-PyP>"; ASC: @SCOIDAL0.......ccuviiiiiiieiciie it
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Figura 4.5 Curva de crescimento do tumor em relagdo aos dias de tratamento:
Experimento Il — Estudo dos efeitos combinados de MnP/Asc/RT, com doses de
2 mg/kg/dia de MnTE-2-PyP>*. MnE: MnTE-2-PyP>*, Asc: ascorbato, RT: radiagéo.......

Figura 4.6 Inibicdo tumoral em relacdo ao tratamento controle, ao término do
experimento (13° dia): Experimento Il — Estudo dos efeitos combinados de
MnP/Asc/RT, com doses de 2 mg/kg/dia de MnP. Sendo, MnTBAP?®* ou MnTE-2-PyP5*
como MnP. MnTBAP: MnTBAP?*-, MnE: MnTE-2-PyP®%*, Asc: ascorbato, RT: radiacéo.....

Figura 4.7 Curva de crescimento do tumor em relagdo aos dias de tratamento:
Experimento Il — Estudo dos efeitos combinados de MnP/Asc/RT, com doses de
2 mg/kg/dia de MnP. MnTBAP?* como MnP. MnTBAP: MnTBAP?-, Asc: ascorbato, RT:
10| Tz U0 TSP TP TP TRPRPPO

Figura 4.8 Curva de crescimento do tumor em relagdo aos dias de tratamento:
Experimento 111 — Estudo dos efeitos combinados de MnTnBuOE-2-PyP>*/Asc/RT,
com doses de 0,2 mg/kg/dia de MnP. MnBUOE: MnTnBuOE-2-PyP**, Asc: ascorbato,
I - To - T U PSSR

Figura 4.9 Inibicdo tumoral em relacdo ao tratamento controle, ao término do
experimento (13° dia): Experimento | — Estudo dos efeitos combinados de MnTnBuOE-
2-PyP%*/Asc/RT, com doses de 0,2 mg/kg/dia de MnP. Sendo, RT: radiacdo; MnBuOE:
MNTNBUOE-2-PyP>"; ASC: @SCOMDAL0.......ccviiiiiiiiiiciie it

Figura 4.10 Efeito na razdo GSSG/GSH nos tecidos coletados do Experimento I1: A) tumor;
B) figado; C) masculo. MnE: MnTE-2-PyP>*, Asc: ascorbato, RT: radiagao.......................

Figura 4.11 Acumulacdo de Mn-porfirinas nos tecidos de camundongos para oS
Experimentos |1 e Il. Doses de MnP: 2 mg/kg/dia. Os dados de bioacumulacdo da
MnTnBuOE-2-PyP>" estdo expostas a titulo de comparacdo, os dados foram obtidos
anteriormente pelo grupo (Tovmasyan et al., 2018). Sendo MnE a MnTE-2-PyP**, MnBuOE
aMnTNBUOE-2-PyP% @ MNTBAP a MNTBAP? .........ccooiitiieteeiseeee et

Figura 4.12 Acumulacdo de Mn-porfirinas em figado de camundongos submetidos a
diferentes tratamentos. Dose diaria de MnP: 2 mg/kg/dia. Os dados da MnTnBuOE-2-PyP%*
estdo expostas a titulo de comparacdo, os dados foram obtidos anteriormente pelo grupo

(Tovmasyan et al., 2018)........cccoeiiiiieieieii ettt e b e e sre e e seenns
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Figura 4.13 Acumulagdo de Mn-porfirinas em tecido muscular de camundongos submetidos
a diferentes tratamentos. Dose diaria de MnP: 2 mg/kg/dia. Os dados da MnTnBuOE-2-PyP%*
estdo expostas a titulo de comparagdo, os dados foram obtidos anteriormente pelo grupo
(Tovmasyan et al., 2018)........cceeiiiieieieee ettt seesae e neenes

Figura 4.14 Acumulacdo de Mn-porfirinas em tumor de camundongos submetidos a
diferentes tratamentos. Dose diaria de MnP: 2 mg/kg/dia. Os dados da MnTnBuOE-2-PyP%*
estdo expostas a titulo de comparacdo, os dados foram obtidos anteriormente pelo grupo

(Tovmasyan et al., 2018)........cccociiiiiieieie ittt s re e st e st e s be s neesrenrs

Figura 5.1 Esquema dos potes de cultivo utilizados nos Experimentos I-1V. As letrasa e b
se referem aos furos nas tampas sobre as covas nos quais as sementes foram plantadas e pelos
quais as plantulas emergiram. A letra ¢ se refere ao furo na tampa no qual foi realizada a

reposicao de agua evapotranSPIrAda..........cccviverieriece ettt st nrenae s

Figura 5.2 Desenho do experimento V realizado em esquema fatorial 2x4, com dois niveis
de salinidade (S0= 8 mmol L*; S1= 100 mmol L de NaCl) e quatro niveis de MnTE-2-
PyPCls (EO= 0 pmol L% El= 1 pumol L% E2= 10 umol L, E3= 100 pumol L), em

0[N To [N o] [ToF: - RSP

Figura 5.3 Biomassa do sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench), cultivado 14 dias,
sob sistema hidrop6nico, substrato areia, com variados niveis de nitrogénio e salinidade:
Efeitos do nitrogénio e salinidade. Niveis de salinidade: S1=0,8 mmol L e S2=75 mmol L~
! de NaCl. Niveis de nitrogénio: NO= 4 mmol L™; N1= 16 mmol L. As médias (n=4) com
letras mailsculas distintas diferem quanto aos niveis de NaCl e as letras minusculas distintas

diferem quanto aos niveis de nitrogénio pelo teste de Tukey (P<0,05)......ccccccvevvevievieieieeriennnnn,

Figura 5.4 Teste de salinidade — Desenvolvimento do Sorghum bicolor (L.) Moench,
variedade Wray, uma semana apos a germinacdao em diferentes niveis de NaCl: 8, 80, 120,
160, 200 e 240 mmol L (da esquerda para direita), cultivado sob sistema hidroponico com

Areia €M CAMAIA A8 CrESCIMENTO. ... eeeeee ettt ettt e et e e e et e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeaneeeenanes

Figura 5.5 Altura do sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench), cultivado 16 dias, sob
sistema hidropdnico, substrato perlita, na dependéncia do nivel de NaCl e MnTE-2-PyPCls:
S0= 8 mmol L e S1= 100 mmol L de NaCl. Niveis de MnTE-2-PyPCls: EO= 0 umol L%,
E1=1 pmol L™; E2= 10 pmol L™; E3= 100 pmol L. As médias (n=4) com letras maitsculas
distintas diferem quanto aos niveis de NaCl e as letras minusculas distintas diferem quanto
aos niveis de MnTE-2-PyPCls pelo teste de Duncan (P<0,05).......cccciiiiiiiiieieieseceeie e
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Figura 5.6 Producdo de matéria seca no sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench),
cultivado 16 dias, sob sistema hidropdnico, substrato perlita, na dependéncia do nivel de NaCl
e MnTE-2-PyPCls: SO= 8 mmol L™ e S1= 100 mmol L~* de NaCl. Niveis de MnTE-2-PyPCls:
EO= 0 pmol L% E1= 1 pmol L™ E2= 10 pmol L™*; E3= 100 umol L. A) Massa seca da
raiz; B) Massa Seca Total. As médias (n=4) com letras mailsculas distintas diferem gquanto
aos niveis de NaCl e as letras minusculas distintas diferem quanto aos niveis de MnTE-2-
PyPCls pelo teste de DUNCAN (P<O,05)......ccueiveieieierieieisiesie e

Figura A.1 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento la do
planejamento de DOENIETT. ..o

Figura A.2 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento Ib do
planejamento de DOBNIETT. ..o

Figura A.3 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento Ic do

planejamento de DOBNIEIT. ..........eoiiii et

Figura A.4 Curva cinética da formagdo da MnT-2-PyP* para o Experimento Il do

planejamento de DOBNIEIT. ..........ooiiiic s

Figura A.5 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento Il do

planejamento de DOBNIETT............oiiiiii e

Figura A.6 Curva cinética da formagdo da MnT-2-PyP* para o Experimento V do
planejamento de DOBNIETT. ..o

Figura A.7 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento VI do

planejamento de DOBNIEIT. ..........ooiiii et

Figura A.8 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento VII do

planejamento de DOBNIEIT. ..........oo it ne e

Figura A.9 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento VIII do

Planejamento de DOBNIEIT. ........c.oiv i

Figura A.10 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento X do
planejamento de DOENIETT............oiiiiii e

Figura A.11 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento XI do
planejamento de DOENIETT............ooiiiii e
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Figura A.12 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento XII do
Planejamento de DOENIEIT. ..o

Figura A.13 Curva cinética da formagdo da MnT-2-PyP* para o Experimento XIII do
planejamento de DOBNIETT. ..o

Figura A.14 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para 0 Experimento E1...................

Figura A.15 Curva cinética da formagdo da MnT-2-PyP* para 0 Experimento E2...................

Figura C.1 Grafico de correlagdo entre a resposta predita pela equacdo do modelo ajustado

nas condigdes experimentais do planejamento de Doehlert e a resposta experimental (tso)........

Figura C.2 Distribuicédo dos residuos em fun¢éo dos valores da resposta predita pela equacéo

do modelo ajustado nas condi¢fes experimentais do planejamento de Doehlert........................
Figura D.1 Espectro de absorcao (normalizado) da MnT-2-PyP* em HzO.....c.ccovvvevvevivieennen.
Figura D.2 Espectro de absorcédo (normalizado) da MnTE-2-PyP>* em Hz0........c..cccceevneene.
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Capitulo 1

CAPITULO 1: Introducdo Geral

As Mn-porfirinas (MnPs) cationicas derivadas da 2-N-alquilpiridilporfirinas fazem
parte de uma classe de metaloporfirinas de interesse biotecnoldgico, uma vez que sdo poderosos
compostos redox-ativos, sendo utilizados em catalise biomimética e como agentes terapéuticos
(Batini¢-Haberle et al., 2016a; Pinto et al., 2016). Dentre os campos com interesse nessa classe
de MnPs, destaca-se o terapéutico, no qual as Mn-porfirinas meso-tetraquis(N-etilpiridinio-2-
ilporfinatomanganés(I1l)  (MnTE-2-PyP*) e  meso-tetraquis(N-butoxietilpiridinio-2-
il)porfinatomanganés(I11) (MnTnBuOE-2-PyP®"), encontram-se em testes clinicos (fases | e/ou
I/11) em humanos no Canada e EUA (Batini¢-Haberle et al., 2018).

Essas MnPs cati6nicas apresentam potenciais de reducdo Mn(111)/Mn(I1) compativeis
para a reacdo com varios compostos celulares; além disso, as cargas positivas dos grupos N-
alquilpiridinios permitem a atracéo eletrostatica com compostos anionicos. Essas propriedades
fisico-quimicas associadas ao meio biologico rico em espécies reativas possibilitam reacoes
diversas dentro do organismo, o que permite a aplicacdo dessa classe de porfirinas em diferentes

modelos associados ao estresse oxidativo.

Com isso, para que os estudos evoluam dos experimentos em modelo animal para
testes clinicos ou aplicacbes em sistemas de interesse biotecnoldgico, é necessario o
desenvolvimento de rotas eficientes para obtenc¢do das 2-N-alquilpiridilporfirinas de Mn(l11)

com menor impacto ambiental e menores custos.

1.1FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1.1 Aspectos gerais de porfirinas e metaloporfirinas

Porfirinas sdo compostos macrociclicos, aromaticos, altamente conjugados cuja base
estrutural é formada por 4 anéis pirrélicos unidos por aomos de carbono sp? (Fig. 1.1). S&o
parte integrante de vérias biomoléculas, como a hemoglobina, mioglobina e citocromos P450
(Wijeskera; Dolphin, 1994, Milgrom, 1997).
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+ M2+

+ 2H"

H,P MP

Figura 1.1 Estrutura base do macrociclo das porfirinas (H2P) e representacdo geral da sintese de uma

metaloporfirina (MP).

Os atomos de nitrogénio do macrociclo porfirinico possuem pares de elétrons nédo
ligantes que podem atuar como bases de Lewis, por isso a denominagdo de “base livre” (H2P)
quando nenhum centro metalico esta coordenado a porfirina. Quando ha a coordenacéo de ion
metalico ao centro da porfirina, tem-se a formacdo da denominada metaloporfirina (MP). Além
da possibilidade de complexacdo metalica, a presenca desses pares de elétrons no macrociclo
tornam as HzP sensiveis ao pH do meio. A desprotonagéo da base livre leva a formagéo das
espécies dianionicas (P¥) e monoanionicas (HP"); ja a presenca de acidos fortes pode gerar
espécies monocationicas (HsP*) ou dicationicas (HaP?*).

-H* -H* +H"* +H"
P> =—= HP —= H,P—=H,;P"—= H,P**
As bandas de absorcédo eletronica das porfirinas séo atribuidas as transigdes n-n* do
macrociclo porfirinico. O espectro tipico de qualquer porfirina apresenta uma banda de alta

intensidade, denominada de banda Soret (¢ ~ 10° mol Lt cm™) préximo a 400 nm (Fig. 1.2).
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Figura 1.2 Espectros UV-VIS tipicos de (A) porfirinas base livre e (B) Mn-porfirinas.

O espectro da porfirina base livre apresenta, adicionalmente, mais quatro bandas de
menor intensidade (¢ ~ 10* mol Lt cm™) na regi&o de 450 a 800 nm (bandas Q) — Fig. 1.2A. Ja

0 espectro de uma metaloporfirinas geralmente apresenta apenas duas bandas (o ¢ ) de baixa

intensidade (¢ ~ 10® mol L™ cm™) na regi&o de 500 a 800 nm, — Fig. 1.2B. Essa reducio no

numero de bandas nessa regido ocorre devido ao aumento de simetria local (D2n para Dan) da

metaloporfirina em comparagdo a base livre. Como as espécies de porfirina base livre

dianionica e dicati6bnica também apresentam aumento de simetria da molécula, seus espectros

na regido de 500 a 800 nm se assemelham aqueles das metaloporfirinas. As Mn-porfirinas

(MnPs), além das trés bandas tipicas de MPs (Soret, o € ) apresentam um conjunto de bandas

na regido de 300 a 400 nm, resultantes da transferéncia de carga ligante-metal (TCLM) — Fig.

1.2B.
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Por apresentarem grandes diferencas entre 0s espectros de absorcdo entre as espécies
base livre e metalada, 0 acompanhamento das reacdes de metalacdo é comumente realizado por

espectroscopia de absor¢do na regido do UV-Visivel (UV-VIS).
1.1.2 2-N-piridilporfirinas de Mn(l11)

As porfirinas, além de serem ligantes que geram complexos metalicos altamente
estaveis quanto a desmetalacdo (prevenindo a perda de metais para 0 meio), também apresentam
uma grande diversidade estrutural a partir de substitui¢cGes nas posicdes (f ¢ meso) da estrutura

base do macrociclo porfirinico (Fig. 1.3).

! S-pirrolica

S

MnTnHex-2-PyP5* MnTnBuOE-2-PyP¥"
Figura 1.3 Estrutura base do macrociclo porfirinico, com indicacéo das posicdes S-pirrdlicas e meso, e

exemplos importantes de Mn-porfirinas meso-substituidas da classe das 2-N-piridilporfirnas de Mn(lIlI).

As porfirinas naturais apresentam apenas substituintes nas posi¢oes 3. Ja as sintéticas
podem ser modificadas em ambas as posic¢des, de acordo com as propriedades desejadas para a
aplicacdo dessas (solubilidade em agua, lipofilia, propriedades redox, etc.). As porfirinas da
classe da 2-N-piridilporfirnas de Mn(lll) sdo porfirinas catidnicas meso-substituidas, que
apresentam o grupo 2-piridila como substituinte na posicdo meso do anel porfirinico (Fig. 1.3).
Modificagbes nos grupos 2-piridila meso-substituidos podem gerar caracteristicas distintas

entre os compostos; por exemplo, a N-alquilagdo de todos os 4 grupos piridilas da MnT-2-PyP™,

4
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gera compostos pentacatidnicos com maior solubilidade em agua e maior potencial de reducao
gue a Mn-porfirina monocatidnica de origem. Além disso, as modificaces adicionais como o
aumento da cadeia alquilica podem conferir maior lipofilia & Mn-porfirina, como na
comparagdo entre a MnTE-2-PyP>* e a  meso-tetraquis(N-n-hexilpiridinio-2-
ilporfinatomanganés(l11) (MnTnHex-2-PyP°*) (Fig. 1.3). Ja a N-alcoxialquilagdo (cadeias
alquila contendo um grupamento alquiléter) dos grupos piridilas pode diminuir a toxicidade da
MnP para as aplica¢bes in vivo, sem modificar a lipofilia do composto em relacdo a sua
correspondente alquilada, como é o caso da MnTnBuOE-2-PyP°* em relacdo a MnTnHex-2-
PyP>* (Fig. 1.3) (Batini¢-Haberle et al., 2011a, 2011b, 2016a; Kos et al., 2009a; Raji¢ et al.,
2012, 2017).

As Mn-porfirinas catiénicas derivadas da 2-N-piridilporfirinas fazem parte de uma
classe de metaloporfirinas de interesse biotecnoldgico, por serem compostos redox-ativos com
aplicabilidade em catélise quimica e biomimética (Meunier, 1992; Pinto et al., 2016), e como
agentes terapéuticos (Batini¢-Haberle et al., 2016a). As 2-N-alquilpiridinioporfirinas de
Mn(Ill) sdo normalmente estudadas como agentes terapéuticos em doencas e estados
patoldgicos associados com o estresse oxidativo, como processos inflamatorios, diabetes,

cancer, acidente vascular cerebral, entre outros (Batini¢-Haberle et al., 2010, 2016a, 2018).
1.1.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é caracterizado como um desequilibrio entre a formacéo e a
eliminagdo de espécies reativas impactando na homeostase celular, com o favorecimento de
processos pro-oxidantes e danos oxidativos (Halliwell e Gutteridge, 2007; Kohen; Nyska,
2002). Os oxidantes sdo comumente as espécies reativas de oxigénio — tais como, radical
superoxido (O2™), radical hidroxila ("OH), peroxido de hidrogénio (H202), oxigénio singleto
(*O2) e ozdnio (O3) — e de nitrogénio — tais como, 6xido nitrico (NO*) e 0 &nion peroxinitrito
(ONOO") —, que podem ser provenientes do proprio metabolismo celular (fontes enddgenas) ou
de fatores abioticos (fontes exdgenas — exposicdo a radiagdo, comidas, drogas, xenobioticos,
etc.) (Halliwell e Gutteridge, 2007; Kohen; Nyska, 2002).

Os antioxidantes sdo os responsaveis pelos mecanismos de defesa contra os danos
causados pelas espécies reativas e esses moduladores redox podem ser enzimaticos (enzimas
superdxido dismutase, catalase e peroxidase, por exemplo) ou ndo enzimaticos (a-tocoferol, B-
caroteno, ascorbato, glutationa, etc.) (Augusto, 2006; Halliwell e Gutteridge, 2007; Kohen;
Nyska, 2002).



Capitulo 1

No entanto, sob certas condic¢des patoldgicas o arsenal antioxidante pode ser reduzido
ou comprometido levando ao acimulo de espécies reativas e as condi¢des de estresse oxidativo,
acarretando danos celulares, tais como peroxidagdo lipidica, degradacdo e inativacdo de
proteinas e/ou modificacdo de bases do DNA. Esses danos celulares podem, consequentemente,
contribuir ou agravar doengas degenerativas ¢ o envelhecimento (Batini¢-Haberle et al. 2010,

2011a, 2011b; Halliwell e Gutteridge, 2007; Kohen; Nyska, 2002).

O uso de agentes terapéuticos com propriedades redox, tais como as MnPs catinicas,
pode resultar na modulacdo redox do estresse oxidativo e, com isso, na manutencdo ou
restabelecimento da homeostase (Halliwell e Gutteridge, 2007). A acéo antioxidante de MnPs
catibnicas pode ocorrer através de inibicdo da formacdo de espécies reativas, interacdo com
mecanismos de sinalizacao redox e/ou reacdo com espécies reativas gerando produtos menos
toxicos (Batini¢-Haberle et al., 2010, 20162, 2016b).

1.1.4 2-N-alquilpiridilporfirinas de Mn(l11) em sistemas bioldgicos

As enzimas da familia da Superdxido Dismutase (SOD) destacam-se como as
principais enzimas do sistema de defesa antioxidante em células eucarioticas. Elas séo
responsaveis pela catalise do desproporcionamento (ou dismutacéo) do radical superoxido,

acelerando em ~10.000 vezes essa dismutagao (Batini¢c-Haberle et al., 2010; Sheng et al., 2014).

O desenvolvimento das porfirinas pentacationicas da classe das 2-N-piridilporfirinas
de Mn(lI1l) como mimicos de Superoxido Dismutase (SOD) foi baseado nas propriedades
termodindmicas e eletrostaticas dessas enzimas. Ajustes/modificacdes nas estruturas da
porfirina foram realizadas para a obtengdo de compostos que apresentassem atividade catalitica
proxima a das SOD, log kcat(O2™) ~9: i) potencial redox proximo ao da enzima, ~+300 mV vs.
NHE (correspondente ao ponto médio entre o potencial de reducédo e de oxidagdo do O2™); ii)
ligantes que, semelhantemente a porcdo proteica dessas enzimas, apresentassem um arranjo
catiénico que facilitasse eletrostaticamente a aproximacéo e o direcionamento desse ion até o
centro metélico ativo, favorecendo a dismutagéo do anion radical superoxido; (Batini¢-Haberle
et al., 2010, 2015; Sheng et al., 2014; Rebougas et al., 2008a, 2008b).

Supde-se que os potenciais de reducao Mn(I11)/Mn(ll) e, consequentemente, as altas
atividades catalitica na dismutacéo do superédxido das 2-N-alquil(ou alcoxil)piridinioporfirinas
de Mn(Ill) ocorram devido a combinacgdo das caracteristicas estruturais e eletrostaticas: as
quatro cargas cationicas, geradas pela N-alquilacdo do grupo piridila, o efeito retirador de
elétrons do grupo meso-piridinio e a posi¢cdo do N no grupo 2-piridil (mais proximo ao sitio

6
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metélico do os isdmeros correspondentes, como as 3-N-alquilpiridinioporfirinas de Mn(lll) ).
Destacam-se, nessa classe de porfirinas, dois potentes mimicos: a MnTE-2-PyP** (Ey, = +228
mV vs NHE, log ket (027) = 7,76) e a MnTnBuOE-2-PyP>" (Ey, = +277 mV vs NHE,
logkeat (O27) = 7,83).

As MnPs pentacationicas que mimetizam essa enzima na dismutacdo do ion radical
superdxido ndo apresentam a mesma seletividade catalitica que as enzimas SOD. Essas MnPs
possuem um sitio metalico elétron-deficiente com rica quimica redox (podendo assumir quatro
estados de oxidacdo (+2, +3, +4, +5) in vivo e com potenciais de reducdo compativeis para a
reacdo com varios compostos celulares), além das cargas positivas dos grupos alquilpiridinios
(que permitem a atracdo eletrostatica com compostos anidnicos). Assim, essas MnPs exibem
inUmeras possibilidades de reacGes com as espécies reativas do organismo, com compostos
redutores presentes no meio celular (ascorbato, glutationa, cisteina, tetraidrobiopterina) e/ou
com sitios redox-ativos de proteinas, como os tiois (Batini¢-Haberle et al., 2016a; Tovmasyan
et al., 2014a; 2015a; 2015b; Ferrer-Sueta et al., 2003).

Essa ampla reatividade associada as caracteristicas do tecido alvo (redutores presentes,
sistema antioxidante) possibilitam que as MnPs pentacatidnicas da classe das 2-N-
piridilporfirinas de Mn(lll) apresentem tanto acdo antioxidante como pro-oxidante, como
reportado nos estudos com cancer. Estas MnPs apresentam potencial antitumoral e
quimiossensibilizador (acdo pro-oxidante), sendo capazes de inibir 0s tumores ou aumentar a
eficacia da radioterapia ou quimioterépicos em células tumorais (versus células normais)
(Jaramillo et al., 2012; 2015), bem como efeito radioprotetor (agdo antioxidante), minimizando

o0s danos da radiacdo em células normais (versus células de cancer) (Ashcraft et al., 2015).

1.2 OBJETIVOS GERAIS
Dada a importancia das 2-N-alquilpiridilporfirinas de Mn(ll1) tém-se por objetivos

gerais dessa tese:

4 Avaliar a obtencdo da MnT-2-PyPCIl em meio aquoso, seguida por derivatizagdo com
tosilatos de alquila, buscando-se uma metodologia alternativa para sintese da série
de 2-N-alquilpiridilporfirinas de Mn(111) com menor impacto ambiental,

4 Investigar o potencial de desenvolvimento da MnTE-2-PyP>* e de uma série de
outros compostos redox ativos para oxidacao de tidis como modelos das enzimas tiol

oxidase e peroxidase;
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4 Avaliar os efeitos terapéuticos dessas Mn-porfirinas no uso combinado com
ascorbato e radioterapia (RT), em modelo animal de cancer de mama;

v Investigar o uso de MnP como agente atenuador de estresse salino em modelo vegetal
de sorgo sacarino.



CAPITULO 2: Obtenc&o da 2-N-piridilporfirina de Mn(l11) (MnT-2-PyPClI)
em meio aquoso usando técnicas quimiomeétricas e derivatizacdo para sintese

de Mn-porfirinas catiénicas

2.1 INTRODUCAO
2.1.1 Sintese de Mn-porfirinas

A sintese para obtencdo de Mn-porfirinas, a metalacdo, consiste basicamente na reacao
da porfirina base livre (H2P) com excesso de sal (MnX_), formando além da Mn'P o
correspondente acido (HX) — Fig. 2.1. A reacdo inversa, a desmetalacdo, é favorecida em
presenca de acido forte (Buchler, 1972). Em atmosfera oxidante, como o meio aerébio, a Mn''P

é rapidamente oxidada a Mn""'P*, resultando numa metalagéo irreversivel (Boucher, 1972).

H,P + MnX, —= Mn"P + 2HX

+ Mn2+

+ 2H"

H,P MnP

[O]
Mn''P —~ [Mn'lP]*
Figura 2.1. Esquema geral de obtencdo das Mn-porfirinas.

Dentre os métodos para obtencédo de metaloporfirinas, como a MnT-2-PyP* (Rebougas
et al., 2002), esta 0 método conhecido como “método de cloroférmio/metanol”, no qual uma
solugéo saturada de sal de Mn?* em metanol é adicionada a uma solugdo concentrada de HzP
em cloroférmio, sob refluxo (Wijesekera; Dolphin, 1994) — Fig. 2.2.



Mn(OAc),, CHCl;:MeOH,
refluxo, agitacido

Figura 2.2. Esquema da sintese de Mn-porfirinas pelo método de cloroférmio/metanol.

A metodologia classica de obtencdo das N-alquilpiridinioporfirinas de Mn(lll) é
realizada em duas etapas: a primeira etapa é caracterizada pela alquilacdo da N-piridilporfirina
(H2T-X-PyP, X = 2, 3, 4) gerando a N-alquilpiridilporfirina catidnica correspondente
(HzTalquil-X-PyP*"), enquanto, na segunda etapa 2, realiza-se a complexagdo metalica (Fig.
2.3) (Batini¢-Haberle et al., 1998, 1999, 2002).

Alquilacao YR Complexacao
metalica

ROTs, DMF, R !
. MnClL,H,0 N

—N Ve ~110°C —N
{ ; VSR

OTs /PF,/CT” R PF, /CI

H,T-2-PyP H,Talquil-2-PyP4* MnTalquil-2-PyP>*

Figura 2.3 Metodologia de sintese para a obtencdo das N-alquilpiridinioporfirinas de Mn(l11) pela rota
classica. R= alquil. Essa metodologia é empregada também na obtencdo dos isdmeros meta e para.
(Batini¢-Haberle et al., 1998, 1999, 2002)

Nesse método, ha a formac&o de porfirinas e Mn-porfirinas hidrossoltveis (H2Talquil-
2-PyP* e MnTalquil-2-PyP®*, respectivamente) o que restringe a purificacdo, em ambas as
etapas, a meios de alta polaridade e ha necessidade de sucessivas precipitacdes via metatese
(utilizando os sais NH4PFs e cloreto de N-alquilaménio) para isolar essas porfirinas — na rota
classica os compostos catidnicos formados ndo precipitam facilmente em meio aquoso. Assim,
para purificacdo emprega-se inicialmente o contra-ion volumoso PFs, sendo a porfirina
precipitada do meio aquoso na forma deste sal. Este sal formado é isolado e dissolvido em um
solvente orgéanico de alta polaridade, como acetona, capaz de dissolver também um cloreto de

N-alquilaménio; nestas condicdes o sal de cloreto da porfirina é essencialmente insoltvel e
10



precipita do sistema orgénico. Tanto o NH4PFs quanto os cloretos de N-alquilaménio séo
reagentes de alto custo. Geralmente essas purificacdes via metatese resultam em isolados de
alta pureza, mas, caso haja a necessidade de eliminar alguma impureza em particular, hd a
possibilidade, embora bastante laboriosa e complexa, de purificagdo por cromatografia em
coluna, em camada delgada preparativa, ou cromatografia liquida de alta eficiéncia. Esses
procedimentos cromatograficos com porfirinas cationicas sdo geralmente evitados devido a
necessidade de utilizacdo de eluentes de alta polaridade e, invariavelmente, de alta salinidade,
como a mistura KNO3(aqg, sat):H20:MeCN (1:1:8, v/v/v), que resultam em fatores de retencdo
(Rf) pelo menos aceitaveis; a eliminagdo do eluente e do grande excesso de sal nas fracOes
cromatograficas representa um obstaculo adicional nessa rota de purificacdo (Reboucas et al.,
2008a; Batini¢-Haberle et al., 1999).

Em sua tese de doutorado, Pinto (2013) prop6s a sintese dos trés isdbmeros das N-
metilpiridinioporfirinas de Mn(I11) (MnTM-X-PyP>*, X= 2, 3 e 4) por uma rota alternativa, na
qual a ordem das etapas de alquilacdo e metalagdo foi invertida. Ou seja, a primeira etapa
envolve a metalacdo da porfirina base livre neutra, utilizando o método classico de
cloroférmio/metanol, sendo a etapa de purificagdo cromatografica MnT-X-PyP™ resultante
substituida por precipitacdo com NaCl. Na segunda etapa de sintese, foi realizada a alquilagéo
em DMF para gerar as MnPs catidnicas correspondentes, que foram purificadas por metatese
(OTs/PFs/CI") (Fig. 2.4).

ROTs,DMF, R
~ec N

OTs /PF, /C1

H,T-2-PyP MnT-2-PyP* MnTalquil 2-PyP¥*

Figura 2.4 Esquema da rota de obtengdo, desenvolvida por Pinto (2013), para a sintese da N-
metilpiridinioporfirina de Mn(111) (MnTM-2-PyP%*; R= Metil). Os outros dois isomeros MnTM-3-PyP%*
e MnTM-4-PyP%* foram preparados de modo anéalogo (R= Metil).

Essa rota alternativa para obtencéo de porfirinas da classe das N-piridilporfirinas foi
utilizada também para outros centros metalicos, como na sintese da [Ru(TM-4-PyP)COJ]*" a

partir da metilacédo da porfirina de Ru(ll), RuT-4-PyP(CO) (Hartmann et al., 1997), nas sinteses
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de FeTnHex-2-PyP>" e FeTnOct-2-PyP®*, sintetizadas a partir da FeT-2-PyP* (Tovmasyan et
al., 2013a), da ZnTE-2-PyP*" a partir da ZnT-2-PyP (Viana et al., 2015).

Os rendimentos isolados globais das N-metilpiridinioporfirinas de Mn (111) — MnTM-
X-PyPCls (X= 2, 3 e 4) — a partir da H2T-X-PyP (X= 2, 3 e 4) sdo comparaveis aos da rota
classica para os isomeros MnTM-2-PyPCls e MnTM-3-PyPCls (~78 %) (Pinto, 2013) e foi de
57 % para a MnTM-4-PyPCls (Falcéo, 2016).

Dentre as vantagens postuladas para esta rota alternativa para a sintese de N-2-
alquilpiridinioporfirinas de Mn(lll) em relacdo a classica, destaca-se a formacdo do
intermediario neutro MnT-2-PyPCl, que para a obtencdo de uma série de porfirinas derivadas
com cadeia alquilica distintas, acarreta na diminui¢cdo no numero de etapas de sintese e de

purificacéo.
2.1.2 Quimiometria e sintese de porfirinas

A quimiometria compreende um ramo da quimica analitica que faz uso de modelos
matematicos, principios estatisticos e métodos baseados na l6gica matematica para obter

informacdes relevantes sobre o sistema investigado (Brown et al., 1994; Gemperline, 2006).

Técnicas quimiométricas podem ser utilizados para a otimizagéo de analises quimicas
e procedimentos experimentais (tal como sintese de farmacos, etc.). O uso de ferramentas
guimiométricas na otimizacdo da sintese de porfirinas é escasso. Apenas estudos de sintese de
porfirinas base livre foram encontrados, como os de Corkan e colaboradores (1992) e Johnstone
e colaboradores (1996), que realizaram planejamento fatorial para a construcdo da superficie
de resposta e métodos simplex para otimizacao da sintese de meso-arilporfirinas. Além desses
artigos, ha duas dissertacdes do nosso grupo na UFPB que investigaram as condi¢cdes Otimas
para a sintese de porfirinas base-livre da classe das N-alquilpiridilporfirinas, HoT-2-PyP (Maia,
2015) e HoT-3-PyP (Peixoto, 2012), por meio do uso de técnicas quimiométricas (planejamento

fatorial e superficie de resposta).

A metodologia de superficie de resposta (RSM) é um conjunto de técnicas
matematicas e estatisticas utilizadas para modelar e analisar problemas cujas respostas
dependem de diversos fatores, com o intuito de otimizar essas respostas (Montgomery, 2001).
O planejamento de experimentos é parte da RSM e é utilizado como estratégia para a obtencéo
das respostas desejadas utilizando-se 0 minimo de experimentos e gastos possivel. (Stoyanov,
Walmsley, 2006). A partir do planejamento experimental pode-se construir um modelo

estatistico para a superficie de resposta, portanto, a escolha adequada do planejamento é
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essencial para definir uma superficie de resposta eficaz para a otimizacao da resposta (Barros
Neto et al., 2010).

Para os dados cuja superficie de resposta ndo apresentam curvatura, modelos de
primeira ordem (como o planejamento fatorial ou o de Plackett-Burman, por exemplo) podem
ser utilizados para a descri¢cdo do sistema. Esses tipos de planejamento, normalmente, sdo
utilizados como escaneamento (varredura) dos fatores relevantes para a obtencéo da resposta,
bem como das interacdes entre os fatores. Para a otimizagdo da resposta e para os dados que
ndo podem ser descritos por modelos lineares empregam-se planejamentos de experimentos
para funcdes quadraticas, como os planejamentos fatorial de trés niveis, de Box—Behnken, de
Doehlert, entre outros (Bezerra et al., 2008; Ferreira et al., 2004).

O planejamento experimental de Doehlert aplicado a metodologia de superficie
de resposta permite explorar uma ampla faixa de dominio experimental, com distribuicdo
uniforme, no qual cada fator é estudado com diferentes nimeros de niveis, 0 que permite
maior flexibilidade para arranjar os fatores segundo restricdes (de custo ou instrumental) ou
ainda explorar com mais niveis a variavel que se considera de maior importancia para a resposta
(Bezerra et al., 2008). Em uma matriz de Doehlert de trés fatores, por exemplo, séo necessarios
3, 5 e 7 niveis em 13 experimentos descrevendo um espa¢o esférico (Figura 2.5). Outra
caracteristica desse planeamento € a possibilidade da reutilizacdo de alguns experimentos em
novos planejamentos de Doehlert, para situacdes em que os limites do primeiro nao foram bem
escolhidos ou em que se deseja explorar novas regides do dominio experimental (Ferreira, 2007;
Bezerra et al., 2008; Bensalah et al, 2010).
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Figura 2.5 Cubo tetraedro apresentando a localizacdo dos 13 pontos experimentais para trés
fatores codificados (X1, X2, X3) e sua representagdo em 2D.

2.2 OBJETIVOS

Teve-se como objetivo, o desenvolvimento de uma nova metodologia para a sintese
da MnT-2-PyPClI por meio de uma rota sintética com menor impacto ambiental, utilizando meio
aquoso acido e estender a rota alternativa de obtengdo de MnPs cati6nicas (Pinto, 2013) para

para incluir derivados de cadeia alquilica longa.
Para tanto, foram propostos 0s seguintes objetivos especificos:

v Inaugurar a sintese da MnT-2-PyP* em meio aquoso e investigar a
influéncia de diferentes fatores (concentracdes de éacido, excesso de Mn e
temperatura) na obtencdo da MnT-2-PyP*, em pequena escala, através de um estudo
quimiométrico usando planejamento de Doehlert.
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v Testar, em escala preparativa, as condi¢cfes sintéticas selecionadas do
estudo quimiométrico e desenvolver um método de purificacdo da MnT-2-PyPCI

sem uso de solventes organicos.

v Estudar a derivatizacdo da MnT-2-PyPCl, como intermediario para
obtencdo das 2-N-alquilpiridinioporfirinas de Mn(lll) — MnTE-2-PyPCls e
MnTnHex-2-PyPCls.
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2.3 PARTE EXPERIMENTAL
2.3.1 Reagentes e solventes

O tosilato de etila foi preparado segundo a metodologia de Oikawa (1999). Os demais
compostos foram adquiridos comercialmente e utilizados sem purificacdo adicional. A porfirina
base-livre meso-tetraquis(2-piridil)porfirina (H.T-2-PyP) foi obtida da BioMimetix Inc.. O
tosilato de n-hexila foi adquirido da TCl America. O cloreto de manganés (Il) tetraidratado
(MnCl,.4H20), cloreto de sodio (NaCl), hexafluorofosfato de aménio (NH4PFs), nitrato de
amonio (NHsNO3z) e Aliquat foram obtidos da Sigma-Aldrich. e sulfato de manganés (I1)
monoidratado (MnSO4.H20) da VETEC. O &cido cloridrico e hidroxido de sddio foram da
Quimica Moderna. Os solventes utilizados: N,N-dimetilformamida (DMF), acetona, etanol, éter

etilico, cloroférmio, diclorometano, acetona, acetonitrila (MeCN) foram adquiridos da Tedia.
2.3.2 Equipamentos

Para as analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas placas
de silica-gel sem indicador de fluorescéncia da Sigma-Aldrich. Os espectros eletrdnicos de
absorc¢éo na regido do UV-VIS (300-800 nm) foram registrados em espectrofotdmetro da marca
Agilent (modelo Cary 60 UV-VIS) ou da marca Shimadzu (modelo UV-1800), com resolucéo

1 nm, utilizando-se cubetas de plastico, vidro e/ou quartzo com caminho optico de 10 mm.

2.3.3 Estudo quimiomeétrico para obtencdo da cloreto de 5,10,15,20-tetra(2-
piridil)porfirinatomanganés(l11) MnT-2-PyPCIl em meio aquoso acido
Inicialmente foram definidos os fatores e o dominio experimental utilizados no

estudo quimiomeétrico (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 Fatores, numero de niveis e dominio experimental do planejamento de Doehlert

desenvolvido para o estudo da sintese da MnT-2-PyP* em meio aquoso &cido.

Fatores NUmero de
. Fatores ) Intervalo
codificados niveis
X, [H2S04] 5 65 — 125 mmol L
X5 (Cmn/CH2p)inicial 7 25-115
X3 T 3 40 - 60 °C
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Os ensaios para a obtencédo da sintese da MnT-2-PyP* foram efetuados conforme
as condicOes propostas no planejamento quimiométrico de Doehlert com 3 fatores, como

exposto na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 Matriz experimental proposta para otimizacao da sintese da MnT-2-PyP* usando

planejamento de Doehlert de 3 fatores (entre parénteses estdo os valores codificados para os

fatores)
Valores experimentais (Xi)
Experimentos [H2SO4] (Cmn/CHzp)inicial T
mmol L °C/ +2
I 95 (0) 7,0 (0) 50 (0)
1 125 (1) 7,0 (0) 50 (0)
11 110 (0,5) 11,5 (0,866) 50 (0)
v 110 (0,5) 8,5 (0,289) 60 (0,817)
\/ 65 (-1) 7,0 (0) 50 (0)
VI 80 (-0,5) 2,5 (-0,866) 50 (0)
VIl 80 (-0,5) 5,5 (-0,289) 40 (-0,817)
VI 110 (0,5) 2,5 (-0,866) 50 (0)
X 110 (0,5) 5,5 (-0,289) 50 (0)
X 80 (-0,5) 11,5 (0,866) 50 (0)
Xl 95 (0) 10,0 (0,577) 40 (-0,817)
X1l 80 (-0,5) 8,5 (0,289) 60 (0,817)
X111 95 (0) 4,0 (-0,577) 60 (0,817)

Em seguida, foram preparadas trés solugdes-estoque: 1) Solucao aquosa de H.SOs a 1
mol L (Solugdo A); 2) Solugdes aquosas de MnSO4.H,0 a-g, com as seguintes concentracdes
de Mn2* (mol L™): a=0,128; b = 0,204; ¢ = 0,280; d = 0,357; e = 0,434; f = 0,510; g = 0,586.
3) Solucdo aquosa acida de H,T-2-PyP a 13,6 mmol L contendo H,SO4 a 0,091 mol L
(Solucéo S0), que foi preparada com a dissolucdo de 168 mg de HoT-2-PyP em 1,81 mL de
H2S04 1 mol L, sob agitacdo no vortex, e em seguida aliquotas de 500 pL de agua destilada
foram adicionadas até aferir o volume de 20 mL. 4) Solu¢es estoque sn (n=1-5), preparadas a
partir das solucBes acidas A e SO, utilizando-se diferentes volumes dessas e obtendo-se

concentragOes variadas de H2SOa, conforme Tabela 2.3.
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Tabela 2.3 Volumes utilizados para preparo das solugbes s1-s5, bem como as respectivas
concentracdes finais de H,T-2-PyP e H,SO.. Os volumes finais das solucbes foram aferidos com agua
destilada.

sn V(Solucdo SO) V(Solugdo A) Viinal dasolugdo [H2SO4]  [H2T-2-PyP]

(mL) (uL) (mL) (mmol L)  (mmol LY
S1 15 85 3 74 6,8
S2 5,0 450 10 91 6,8
S3 50 620 10 108 6,8
S4 5,0 790 10 125 6,8
S5 15 290 3 142 6,8

Os experimentos foram realizados em tubos de ensaio de 10 mL com tampa rosqueada,
nos quais foram adicionados 1500 pL da solucéo sn apropriada e 200 pL da solugdo aquosa de
MnSQO4.H-0O de concentragéo adequada para cada experimento, conforme indicado na Tabela
2.4.

Tabela 2.4 Solucbes-estoque utilizadas para cada experimento quimiomeétrico.

Experimento Solucao-estoque

Sn a-g
I S3 d
I S5 d
i S4 g
v S2 e
\Y/ S1 d
Vi S2 a
Vil S2 c
VI Sa a
IX Sa4 c
X S2 g
XI S4 f
X1 S2 e
X111 S3 b

Na sequéncia, os tubos foram fechados e imersos em banho de 6leo na temperatura
desejada para o experimento (Tabela 2.2). Para o acompanhamento da reagdo via
espectroscopia de absorcdo na regido do UV-VIS, foram retiradas da reacéo aliquotas de 10 pL
periodicamente (na primeira hora de sintese, de 15 em 15 minutos; na sequéncia, de 30 em 30

minutos; e, ap6s 50% do produto formado, de 1 em 1h), as quais foram imediatamente
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analisadas por espectroscopia de absor¢do no UV-VIS. Essas aliquotas foram primeiramente
diluidas em 790 pL de HCI 0,1 mol L™*; em seguida, 100 pL dessa solugdo foram transferidos
para cubeta de plastico contendo 910 pL de HCI 0,1 mol L2, correspondendo a um fator de
diluicdo total de 1/808. Os espectros foram registrados no intervalo de 300 a 800 nm. Os

experimentos foram interrompidos apds 24 h.

Para o tratamento dos dados, em cada experimento foi construido um gréafico da
concentracdo ao longo do tempo de reacdo. As concentracdes da porfirina de partida (H2P) e da
Mn-porfirina resultante (MnP) foram determinadas utilizando a lei de Beer-Lambert,
considerando o caminho 6tico de 1 cm, os valores de absortividade molar nos comprimentos de
onda de 416 e 457 nm para duas espécies (H2P e MnP) e a solugdo do sistema de duas equacdes

e duas incognitas (Eqgs. 2.1 e 2.2):
Ag16 = €27 [MnP] + 42 [H,P) Eqg. 2.1
Ausy = P [MnP) + el2F [H,P) Eq. 2.2
Os valores das absortividades molar da MnT-2-PyPCl (€416 nm= 24565 L mol* cm™;
€s57nm= 122826 L mol? cm™) e HT-2-PyP (€a16nm= 212762 L mol™ cm™; €s57nm=
11904 L mol™* cm™) foram determinados em HCI 0,1 mol L™ a partir de amostras padr&o.

Em seguida, utilizando o programa OriginPro8, foi realizado o ajuste em modelo
exponencial da cinética de metalacédo e a partir da equacgdo ajustada foi calculado o tempo em
gue a concentracdo seria equivalente a 50% de converséo da base livre HoT-2-PyP, tso, que

corresponde a resposta a ser utilizada para analise quimiométrica.

Para determinacdo da superficie de resposta pelo modelo de Doehlert, os efeitos
dos trés fatores sobre o tso foram estimados pela analise de regressdo multipla, realizada

considerando os efeitos lineares e quadraticos dos trés fatores, bem como suas possiveis

interag6es. O modelo foi construido com o inverso de X> (definido como X} = Xi), usando
2

o software RStudio 1.2.5033 (RStudio, Inc.) como ferramenta estatistica para analise de

regressdo maltiplas.
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2.3.4 Experimentos extras de obtencdo da cloreto de 5,10,15,20-tetra(2-

piridil)porfirinatomanganés(111) MnT-2-PyPCl em meio aquoso acido

Experimentos em pequena escala com duas condigdes extra (E1 e E2) ao planejamento
de Doehlert foram realizados e as condic¢des estédo apresentadas na Tabela 2.5.

Tabela 2.5 Condicgbes para os experimentos extras e solu¢des-estoque utilizadas.

Valores experimentais

Solucdes-
Experimentos X1 X2 X3 estoque
[H2SO4] (Cmn/CHzP)inicia T°C Snt+ a-g
mmol L™ ! (x2)
El 110 11,5 60 S4te
E2 110 55 60 Sa+cC

Os procedimentos de realizacdo dos experimentos, acompanhamento reacional e
andlise dos dados foram 0s mesmos adotados no procedimento descrito para 0s experimentos

do planejamento quimiométrico.
2.3.5 Sintese em escala preparativa da MnT-2-PyPCl em meio aquoso acido

As reacOes para obtencdo da MnT-2-PyP em meio aquoso (Fig. 2.6) foram baseadas
no escalonamento (de 6,3 vezes) de duas condi¢cdes em pequena escala: o experimento XII do
estudo quimiomeétricos e 0 experimento extra E2. A solucdo estoque (So) foi preparada com

concentragéo de 13,6 mmol L de H,T-2-PyP e 125 mmol L de 4cido sulfdrico.

i) MnS0O,.H,0, H,SO,(aq), 60°C
ii) metatese (SO,2/CI')

Figura 2.6 Esquema de sintese da porfirina MnT-2-PyPCI em solvente aquoso.

Para o escalonamento do experimento XI1I foram adicionados 0,27 mL de H2SOa4(aq)
1 mol L't a 4,75 mL da solucgdo estoque de HoT-2-PyP (So), entdo 4,49 mL de &gua foram
adicionados. As adicGes foram realizadas sob agitacdo. Em seguida, 1,27 mL de solucdo de

sulfato de Mn(1l) a 0,43 mol L foi adicionado, completando um volume total de reacéo de
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10,78 mL. O sistema foi fechado e aquecido a 60 °C, sob agitacdo. A metalacdo foi
acompanhada periodicamente por espectroscopia de absorcao eletronica da regido do UV-VIS
e CCD-SiO2 (CHCI3:MeOH, 9:1, v/v). Completadas 6 h, o aquecimento foi interrompido e,
apos a solucdo atingir a temperatura ambiente, o volume da reacdo foi medido (~7 mL) e a
concentragdo da solucdo de MnT-2-PyPCI foi determinada via espectrofotometria. A seguir, 0
pH da solucéo inicial de ~1,1 foi ajustado lentamente para 5,4 com 300 pL de solucéo aquosa
de NaOH (5 mol L1). Em seguida, o bulbo do pHmetro foi lavado com 300 pL de H.0
deionizada e a solucdo foi filtrada sob pressdo reduzida em funil de placa sinterizada, com
capacidade para 10 mL. O precipitado foi lavado lentamente com aliquotas de HCI 0,02 mol
L (6 x 500 pL). O pH da solucio foi ajustado para 7,5 com 12 pL de solugdo aquosa de NaOH
(5 mol L) e, na sequéncia, o bulbo do pHmetro lavado com 300 pL de H2O deionizada. A
primeira precipitacdo da MnP foi realizada pela adicéo ao filtrado de 4,95 mL de uma solu¢éo
de NaCl (6 mol L), correspondendo a um excesso molar de ~500 vezes (vs MnP). Apds 40
min, o precipitado formado foi recuperado em funil de placa sinterizada. E o procedimento foi
repetido: o solido foi redissolvido em 8,5 mL de solugio de aquosa de HCI 0,02 mol L, o pH
foi reajustado para 7,5 com 18 L de solucéo aquosa de NaOH (5 mol L) e o bulbo do pHmetro
lavado com 300 pL de H>O deionizada. Posteriormente, a MnP foi reprecipitada com a adigéo
de 2,0 mL de uma solugéo aquosa de NaCl (6 mol L), correspondendo agora a um excesso
molar de 200 vezes (vs MnP). Em seguida o precipitado foi filtrado e lavado com 2,5 mL &gua
gelada sob presséo reduzida. Foram realizadas trés sinteses independentes, cujos rendimentos
isolados foram de 43,4 mg (95%), 37,3 mg (83%) e 30,8 mg (80%).

O experimento E2 foi realizado pela adicdo de 0,59 mL de H2SO4(aq) 1 mol L a
4,75 mL da solucdo estoque de H2T-2-PyP (So), entéo 4,16 mL de agua foram adicionados. As
adi¢des foram realizadas sob agitacdo. Em seguida, 1,27 mL de solugéo de sulfato de Mn(ll) a
0,28 mol L™ foi adicionado, o sistema foi aquecido a 60 °C e mantido sob agitagdo por 25 h. Os
procedimentos de purificagdo foram os mesmos adotados no procedimento descrito para o
experimento XII. Foram realizadas duas sinteses independentes, cujos rendimentos isolados
foram de 33,2 mg (79%) e 32,4 mg (83%).
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2.3.6 Alquilacdo da MnT-2-PyPCl: sintese dos cloretos de 5,10,15,20-tetra(N-
alquilpiridinio-2-il)porfirinatomanganés(l11) (MnTalquil-2-PyP)Cls, sendo alquil = etil e

n-hexil

A sintese para a obtencdo da MnTalquil-2-PyPCls (Figura 2.7) foi adaptada da
metodologia de Batini¢-Haberle (1998, 1999, 2002) para alquilagio da H.T-2-PyP.

i) ROTs, DMF, ~110 °C
ii) metatese (PFg/CI)

Figura 2.7 Esquema de sintese da MnTalquil-2-PyPCls (alquil ou R= Et ou n-Hex) a partir da MnT-2-
PyPCI.

Para a sintese da MnTE-2-PyPCls, o procedimento de alquilagdo foi realizado
dissolvendo 51 mg (0,072 mmol) de MnT-2-PyPCIl em 8,3 mL de DMF, que posteriormente foi
aquecida a 105-110 ‘C. Apds 20 min, foram adicionados 1,23 mL (7,21 mmol) de tosilato de
etila. A reacdo foi acompanhada por CCD-SiO2 (KNOs(aq, sat):H-O:MeCN, 1:1:8, v/v/v) e por
espectroscopia eletrdnica de absorcdo UV-VIS. Apos 25 h o sistema foi resfriado a temperatura
ambiente e transferido para um erlenmeyer de 50 mL. Na sequéncia, ~30 mL de éter etilico foi
adicionado, o sistema foi agitado manualmente e formou-se um material viscoso que aderiu as
paredes do erlenmeyer. A fase liquida fluida foi descartada e o material viscoso foi lavado mais
5 vezes com porcdes de aproximadamente 3 mL de éter etilico. Apds completa remogéo do éter
etilico, 5 mL de agua deionizada foram adicionados para solubilizar o material viscoso. Em
seguida, a Mn-porfirina foi precipitada com a adi¢do gota a gota de uma solugédo aquosa de
NH4PFs (3 mol L™1). O sélido formado foi filtrado e lavado com éter etilico, seco ao ar por
succdo em funil de placa sinterizada e em estufa a 70 °C por 4 horas. Posteriormente, a metatese
de PFe para CI~ foi realizada pela dissolugdo da MnP em acetona e, posteriormente, foi
adicionada gota a gota uma solugéo de Aliquat a 10% (v/v) em acetona. O precipitado formado
foi lavado com acetona, seco ao ar por succao em funil de placa sinterizada, e depois em estufa

a 70 °C por 8 h e sob pressdo reduzida durante 12 horas. O sélido obtido foi isolado e a parte
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que ficou impregnada no funil foi solubilizada em agua destilada. Rendimento isolado: 69,21
mg (99%).

A sintese e purificacdo da MnTnHex-2-PyPCls foi realizada conforme descrito pelo
procedimento acima, utilizando-se 49,5 mg (0,070 mmol) de MnT-2-PyPCl e 3,29 mL (0,014
mol) de tosilato de n-hexila. Ap6s 172 horas de reacdo, o sistema foi resfriado e a purificacéo

foi realizada como no caso da MnTE-2-PyPCls. O rendimento isolado foi de 93%.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1 Estudo quimiométrico para obtencdo da MnT-2-PyPCIl em meio aquoso &cido

O desenvolvimento de uma rota alternativa e mais verde para preparagao da
MnT-2-PyPCI iniciou-se com a escolha de um solvente ndo-organico para a reacao de

complexacédo metalica da HoT-2-PyP.

Apesar de agua ser o solvente verde ndo-orgéanico classico, foi proposto neste
trabalho o uso de uma solucdo aquosa de um acido inorganico como solvente da
metalacdo, visto que a porfirina base livre ndo é hidrossolivel em meio neutro. Na
literatura (Choi; Fleischer, 1963; Fleischer et al., 1964) foram estudados em escala
espectrofotométrica os mecanismos da reacdo de metalacdo do isbmero H>T-4-PyP com
diferentes metais (Mn?*, Cu?*, Zn?*, Fe?*, Mn?*, Co?*, Ni?* e Cd?*) utilizando diferentes
solventes, como o acido acético glacial, solucdo aquosa de acido perclérico em pH 1,92
(com 8,3% de &cido acético) e solucdo aquosa de nitrato de sddio em pH 2,0 (pH ajustado
com HNOs3). Nesses trabalhos, apesar de as reacOes terem sido conduzidas em
concentracdes espectroscopicas, ndo preparativas e sem tentativa de isolamento dos
produtos, serviram como indicativo de que é possivel estabelecer condicdes preparativas

para metalacdo do isdmero de interesse H>T-2-PyP em meio acido.

Solucgbes aquosas de acido sulfurico e cloridrico foram pré-selecionadas para
testes de solubilidade da porfirina base livre H,T-2-PyP e de reatividade com Mn?*. As
condigdes iniciais do estudo corresponderam ao refluxo de H,T-2-PyP (a 6 mmol L?)
em pH ~ 1,5. Foram observados tempos de reacdo superior a 24 h para as reacdes com
solucédo aquosa de HCI como solvente e de ~5 h quando a solugdo com &cido sulfurico
foi o solvente. Desse modo, a solu¢do aquosa de &cido sulfarico foi selecionada como
solvente para os estudos quimiométricos. A menor reatividade em HCI é provavelmente
associada a competicdo pelo Mn?* aquoso exercida pelos ions cloretos (um &anion

coordenante), limitando a metalagéo da porfirina.

Forma inicialmente elencados quatro fatores que poderiam eventualmente
influenciar na formacdo da Mn-porfirina: pH, temperatura, razdo molar inicial entre
Mn?* e porfirina (Cwmn/CHzp)inicial € a concentragdo de H,T-2-PyP no meio. Para o
planejamento experimental, no entanto, a concentracdo da porfirina base livre HoT-2-
PyP no meio de reacgéo foi fixada em 6 mmol L, em todos os experimentos. Devido a

limitacOes experimentais para se controlar com precisdo valores de pH menores que 2
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utilizando o eletrodo de vidro (Zhou et al., 2008), optou-se por trabalhar neste estudo
com a concentracdo de H2SO4 (X1), ao invés de pH, como variavel independente. O
intervalo de concentracdo do &cido foi determinado a partir de testes preliminares, no
qual foi determinada a concentracdo de &cido minima para solubilizar completamente a
porfirina base livre e manté-la soltivel nas condi¢bes de temperatura e excesso de Mn?*
do experimento I. Desse modo, 65 mmol L de H2SO4 foi definido como o menor valor
para X1. O valor méximo da concentracdo de acido foi limitado para evitar a condig¢ao
gue contém alta concentracdo de espécies chamadas, em quimica de porfirinas, de
dications (embora a porfirina H>T-2-PyP totalmente protonada apresente carga total +6,
HsT-2-PyP%*, o termo dication refere-se apenas a protonacgio dos nitrogénios pirrolicos

internos, ignorando as cargas dos substituintes do macrociclo).

A relagdo molar de Mn?":H,P reportada na literatura para a preparagdo de
metaloporfirinas derivadas das N-piridilporfirinas variam de 6-20. Assim, para o fator
(Cmn/Chzp)inicial (X2), selecionou-se o intervalo de 2,5-11,5. O menor valor foi escolhido
com o intuito de reduzir o excesso de Mn?* no sistema, mas tentando minimizar o
prejuizo no tempo de reacdo. Foram realizados testes prévios também para a definicéo
do intervalo da temperatura (X3), nos quais foi observado que o aumento da temperatura
para condicdes de refluxo no sistema aquoso acido ocasionou a precipitacdo da HoP. Em
geral, foi notado que a solubilidade da base livre HoT-2-PyP em meio acido diminuiu
com o aumento da temperatura. Com base nessas observacdes, o intervalo de
temperatura no planejamento experimental foi definido entre 40 e 60 °C. A temperatura
de 40°C foi escolhida como valor minimo por ser a menor temperatura adequadamente
estabilizada no sistema de aquecimento disponivel no laboratério; destaca-se, no entanto,

que também se verifica progresso da reacdo mesmo a temperatura ambiente, ~28°C.

A partir das consideracfes apresentadas acima, com o dominio experimental
selecionado, montou-se a matriz de planejamento de Doehlert. Embora, normalmente
seja realizado um planejamento fatorial para varredura inicial (dos fatores, suas
interacdes e regido a ser estudada), nesse estudo optou-se por desenvolver diretamente o
planejamento de Doehlert, devido as caracteristicas do sistema que restringem as
redefini¢Bes dos limites do dominio experimental tipicamente utilizados para preparacao
de Mn-porfirinas. Desse modo, a escolha do planejamento Doehlert foi realizada
considerando as vantagens de utilizar essa metodologia: uma distribuicdo esférica

uniforme do dominio experimental, estudo das variaveis em diferentes niveis e
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possibilidade de aproveitar experimentos para realizacdo (caso necessario) de novo

planejamento.

Os experimentos foram realizados conforme planejamento descrito na Tabela
2.. O acompanhamento dos experimentos foi realizado espectrofotometricamente, uma
vez que os espectros de absorcéo eletrénico na regido do UV-VIS da porfirina base livre
H,T-2-PyP (formalmente, uma mistura das espécies HeT-2-PyP**, H7T-2-PyP°" e HgT-
2-PyP%* em meio acido de analise) e do produto metalado MnT-2-PyP*, registrados em
HCI 0,1 mol L%, apresentam perfis espectrais bastante distintos entre si (Fig. 2.8). A
banda Soret da porfirina base livre localiza-se em 416 nm, enquanto na MnP essa banda

é deslocada para 457 nm.
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Figura 2.8 Espectros de absorcdo eletrénico na regido do UV-VIS de amostras-padrdo de base
livre H,T-2-PyP (formalmente, uma mistura das espécies HeT-2-PyP**, H7T-2-PyP°* e HgT-2-
PyP® em meio acido) e MnT-2-PyP* em HCI 0,1 mol L.

A partir das medidas de absorbancia acompanhadas ao longo tempo, utilizando-
se os coeficientes de absortividade molar de cada composto nos comprimentos de onda
de 416 e 457 nm, foram construidos graficos da [MnT-2-PyP*] ao longo do tempo, que
foram ajustados mono-exponencialmente (APENDICE A). Como todas as reacdes

levaram eventualmente a uma metalacdo completa, fez-se necessario definir o tempo de
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reacdo como parametros a ser otimizado. Assim, o0 tempo necessario para formacao de
50% da MnT-2-PyP* (tso) foi calculado para cada experimento, sendo definido como a

variavel dependente/resposta a ser otimizada (Figura 2.9, APENDICE B).

— —-40°C
— 50°C
— 60°C
51
9)
=
9
[H,SO,4]

Figura 2.9 Tempos necessario para formagédo de 50% da MnT-2-PyP* (ts0), em minutos, obtidos
do planejamento de Doehlert. NR significa experimento ndo realizado; * refere-se a média dos

tempos das replicatas do experimento | (para la, Ib e Ic foram 73, 67 e 61 minutos,
respectivamente)
O modelo matematico para descrever o espaco experimental foi construido a

partir das respostas (tso) dos experimentos realizados. Nesta modelagem, foi utilizado o

inverso de Xz (definido como X; = Xi ou seja, a razéo entre (Crzp/Cwmn)iniciar). Assim, 0S
2

efeitos lineares e quadraticos para os trés fatores e suas interacdes foi determinado por

meio da analise de regressdo multipla usando o0 método de minimos quadrados. Com

isso, a equacdo global proposta para descrever os resultados como um modelo

polinomial de segunda ordem considerando todos os coeficientes foi:

tso = by + by Xy + byX5 + b3 X5 + by X2 + by X532 + b33 X2 + by X1 X5 + b3 X1 X5 + bys X5 X5,
cujas estimativas dos coeficientes para eles modelo (denominado modelo global) estao
listadas na Tabela 2.6.
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Tabela 2.6 Coeficientes do modelo global
padréo.

obtidos para tsp como resposta, sendo EP o erro-

coeficiente

Estimativa (zEP)

by
b1

626,7 (+275,8)
-2,0 (+2,7)
2006,0 (+311,6) *
-23,2 (£6,4) *
-1,7.10%(5,1.1073)
~404,1 (+265,2)
0,2 (+0,04) *
4,9 (+0,95) *
-4,2.10°%(+4,9.1072)
-35,5 (+5,0) *

“valores significativos (p < 0,05)

Neste modelo global, observou-se que nem todos o0s coeficientes sdo

estatisticamente significativos. Assim, uma sequéncia de ajustes do modelo foi realizado

pela retirada, um a um e nesta ordem, dos coeficientes ndo significativos bi?, bibs e by,

(isto é, os coeficientes que apresentaram p > 0,05 em cada novo modelo, considerando

a hipotese nula, Ho: b=0, que considera que a relacdo da regressdo € nula), sendo

observado critérios como R? ajustado, diminuicéo do erro padrdo residual e aumento nos

graus de liberdade. Com isso, obteve-se finalmente o modelo ajustado com a seguinte

equacéao:

tso = by + by X5 + b3 X3 + byy X5 + b33 X2 + by X1 X5 + by X5 X5,

na qual todos os coeficientes sdo significativos e estédo listados na Tabela 2.7
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Tabela 2.7 Coeficientes do modelo ajustado obtidos para tso como resposta, sendo EP o erro-
padréo. Todos os valores foram significativos (p < 0,05).

coeficiente Estimativa (xEP)

b 432,0 (£82,1)
b, 2253,2 (£253,9)
bs -19,8 (£ 3,1)
by, -540,3 (£182,3)
b33 0,2 (£0,03)
b1, 3,8 (x0,5)

bys -35,8 (#4,5)

De acordo com o coeficiente de regressio, r? (99,71%), e o r? ajustado (99,41%)
os dados experimentais podem ser descritos pelo modelo proposto, indicando que esse
modelo de regressao ajustado correlaciona-se bem com os dados experimentais. Além
disso, o modelo apresentou erro padrdo residual de 4,8 e coeficiente de variancia de
5,4%. O ajuste do modelo pode ser verificado pelos graficos de correlacdo entre as
respostas preditas e as respostas experimentais, bem como pelo grafico de residuos

deixado pela equacdo do modelo ajustado (APENDICE C).

Os coeficientes da variavel [H2SO4] (b1), sua fungdo quadratica (bi?) e a
interacdo entre [H2SO4] e T (b13) ndo apresentaram valores significativos, evidenciando
que dentre os fatores estudados no planejamento quimiométrico, a concentracdo da
solugdo aquosa de H»>SOs4, dentro da faixa estudada, ndo apresentou influéncia
significativa nos tempos de reacdo. Ainda assim, vale destacar que a solubilidade da
H>T-2-PyP diminuiu com o aumento do pH e que solu¢des mais acidas podem levar a
protonacdo dos nitrogénios internos do anel porfirinico desfavorecendo a reacdo de

metalacéo.

Quanto maior o valor absoluto dos coeficientes do modelo, maior a influéncia
da variavel na resposta. Com isso, podemos afirmar, conforme indicado pelo valor de b>
(2253,2 + 253,9), que a razdo (CHzpr/Cwmn)inicial fOi 0 fator que causou maior impacto na
resposta. O valor positivo de b2 indicou que quanto menor a (Crzp/Cwmn)iniciat (mMaior
excesso de Mn?*) menor sera o tempo para obtencdo de 50% do produto (tso). O valor
de bz sendo baixo (-19,8 + 3,1) evidenciou que a temperatura apresentou menor impacto

na resposta; este coeficiente sendo negativo indicou que o aumento da temperatura, na
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faixa de 40 a 60 °C, contribui para a diminuicdo do tempo de reacdo. Ressalta-se, no
entanto, a tendéncia a precipitacdo da H2P em solugéo aquosa de &cido sulfdrico em
temperaturas mais elevadas que 60 °C, o que prejudica consideravelmente o avanco da
reacao.

As interacdes contendo a razdo molar de H2P:Mn?*, a saber [H2SO4] e H2P:Mn?*
(b12), e H2P:Mn?* e T (b23), apresentaram interagdes significativas. O valor do coeficiente
bas (-35,8 +4,5) indica que a interacio entre a razdo H2P:Mn?* e T foi a que apresentou
maior influéncia sinérgica sobre a resposta. J& o menor valor de b1z (3,8 £0,5) revela o
menor impacto da concentracdo de acido sulfirico na interacdo com HzP:Mn?* e
concorda com o observado para os demais coeficientes contendo [H2SO4] quanto a

menor relevancia desse fator.

A superficie de resposta de tso em funcdo da temperatura € (Chz2p/Cwmn)inicial
(Fig. 2.10) em concentracgdo de acido fixa a 95 mmol L™!, construida a partir do modelo
ajustado de regressdo, indicaram que maiores temperaturas e maior equivalente de Mn?*

tendem a diminuir o tempo de reacéo.
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Figura 2.10 Superficie de resposta de tso em func¢do da temperatura vs (Crzp/Cmn)inicial Na concentragdo

de 4cido sulfurico de 95 mmol L.

De modo geral, o modelo apontou que o uso de temperaturas maiores favoreceu
0s menores valores de tso (no intervalo de 40-60 °C). No entanto, vale salientar que nos

testes preliminares o uso de temperatura superior ao do planejamento (ou sistema sob
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refluxo) gerou a precipitagdo da H>T-2-PyP no meio reacional, inviabilizando a sintese.
Antes que temperaturas superiores as empregadas nesse planejamento sejam utilizadas

é necessério a realizacdo de testes de solubilidade nas condi¢des dos experimentos.

As condicgOes experimentais e 0s valores de tso para 0s experimentos extras (E1

e E2) realizados foram do planejamento Doehlert séo apresentados na Tabela 2.8.

Tabela 2.8 Condic¢des experimentais, tempo necessario para formacgdo de 50% da MnT-2-PyP*
(tso), em minutos, obtido experimentalmente e previsto (por extrapolacédo) a partir do modelo

ajustado do planejamento de Doehlert.

Condicdes experimentais

X1 X2 X3
Experimentos i i
[HS04] .\ /Crom)m T°C >0 >0
mmol L,l Mn/ U H2P )inicial (i 2) experlr_nental prev.lsto
min min
El 110 11,5 60 24 31
E2 110 9,5 60 65 67

As predicOes foram realizadas substituindo-se as condigOes experimentais dos
fatores X1, X2’ e X3 no modelo de regressao ajustado. Por se tratar de uma extrapolacdo
do dominio experimental, estes experimentos extras podem ser um bom indicador da
robustez do modelo. O experimento E2 apresentou um residuo (tsoexperimental — ts0previsto)
igual a —2, dentro do erro padrdo do modelo ajustado (+ 6). Ja 0 E1 apresentou residuo
de —7, ligeiramente superior ao erro padrdo do modelo ajustado. Esses experimentos
extras apresentam condi¢cbes dentro do planejamento de Doehlert, porém para o
experimento E1 o ponto experimental que estaria numa regido do espago amostral mais
préxima desse, seria 0 exp. IV, que ndo foi realizado. Com isso, supde-se que a
realizacdo dos experimentos nédo realizados (IV e 1X) e constru¢do de novo modelo de
regressdo possa melhorar a qualidade da estimativa (diminuindo o residuo) para esses
experimentos extras. No entanto, observa-se que o modelo proposto apresentou
capacidade de predicdo de razoavel (condicdo E2) a boa (condi¢do E1), sendo um bom
indicador das tendéncias de comportamento relativo da metalacdo da H>T-2-PyP com

Mn?* em meio aquoso acido.

Os experimentos para a sintese em escala preparativa foram selecionados do
planejamento de Doehlert a partir daqueles que apresentaram tsp < 65 minutos

(experimentos 111, V, X e XII). Dentre esses, foram eliminados os que foram realizados
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com os maiores valores de (Cwmn/CHzp)inicial @ 11,5 (maior excesso de Mn?* utilizado no
planejamento) para limitar o excesso de metal a ser eliminado nas etapas seguintes de
purificacdo. Entre os experimentos restantes (V e XIl), foi selecionado o que apresentou
menor tso (XII). Adicionalmente, entre os experimentos extras (E1 e E2) selecionou-se

0 que utilizou menor excesso de Mn?* (E2) para sintese em escala preparativa.
2.4.2 Sintese em escala preparativa da MnT-2-PyPCl em meio aquoso acido

O acompanhamento das sinteses da MnT-2-PyPCIl em meio aquoso em escala
preparativa foi realizado de modo semelhante ao dos experimentos em pequena escala
do planejamento de Doehlert e experimento extra. A evolugdo das reagbes em maior
escala (6,3 vezes maior) apresentou comportamento semelhante aos de seus respectivos

experimentos em pequena escala.

Na literatura (Reboucas et al., 2002; Pinto, 2013), a sintese da MnT-2-PyPCl ¢
realizada pelo método adaptado do “cloroférmio/metanol” com acetato de Mn(II) como fonte
do metal. Ao término da metalagdo, o solvente orgénico é evaporado e o solido resultante é
purificado por cromatografia em coluna cromatografica de alumina neutra, utilizando eluente
organico (CH:Cl:MeOH, 9:1, v/v) para retirada de tragos de H.T-2-PyP e demais
contaminantes (incluindo excesso de Mn?* e outras espécies de Mn geradas no meio reacional).
Entdo (Pinto, 2013), o solvente é novamente evaporado e na sequéncia dissolvido em agua
destilada a quente para a realizacdo da etapa de troca anidnica (que foi adaptada de Harriman e
Porter, 1979), na qual o pH do sistema é ajustado para 7 (com NaOH 1 mol L) e solucio
aquosa de NaCl (~800 equivalentes de sal em relacdo a porfirina) € adicionada para precipitacao
da MnT-2-PyPCIl. A etapa de troca idnica é repetida e o sélido obtido é dissolvido em

diclorometano para eliminacédo de possiveis excessos de NaCl (Pinto, 2013).

A metalacdo da H>T-2-PyP por sulfato de Mn(ll) em meio aquoso foi
essencialmente quantitativa, comparavel ao método convencional. J& a purificagdo, foi
adaptada da metodologia desenvolvida no grupo da UFPB por Pinto (2013). Com o intuito
de desenvolver uma metodologia com menor impacto ambiental para a obten¢do da MnT-2-
PyPClI, o uso de solventes organicos foi retirado da etapa de purificacdo, assim como na etapa
de sintese. Portanto, adaptacfes da metodologia de Pinto (2013) nas condicGes de diluicdo e
precipitacdo foram necessérias, visto que sistemas mais concentrados minimizaram as perdas

durante as precipitacgdes.
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Com isso, a metodologia de purificacao otimizada resultou no ajuste de pH para ~5 (com
solucdo aquosa de NaOH 5 mol L), para a hidrélise do excesso de Mn?* presente no sistema,
resultando na precipitacdo de 6xidos e hidroxidos de Mn, e precipitagdo de H>T-2-PyP residual
(pouco soltvel nesse pH, devido a desprotonacdo dos grupos piridilas). A troca ibnica e
precipitacdo da MnP foi realizada com a diminuicdo no excesso de NaCl de 800 (Pinto, 2013)
para 500 equivalentes a partir da adigdo de solucdo aguosa mais concentrada de NaCl (6 mol L
1), para reduzir a diluicdo do sistema. Para a repeticio da etapa de purificagdo por precipitacéo,
o solido foi redissolvido em solugdo aquosa de HCI 0,02 mol L™ (a0 invés de agua quente,
como na literatura), visando diminuir o volume da solug&o final. Ap6s o reajuste do pH, foram
adicionados 200 equivalentes de sal a partir de solucio aquosa de NaCl (6 mol L). Ao término
da purificacdo, na auséncia de qualquer etapa cromatografica, resquicios de base livre (ndo
aparentes por espectroscopia UV-vis) foram verificados por CCD, mas em quantidades
estimadas inferiores a 5%. AplicacGes que possam requerer eliminacdo completa de residuo de

base livre necessitariam purificacbes cromatograficas para alcangar maior pureza.

O rendimento da MnT-2-PyPCI obtida nas reaces em maior escala em meio
aquoso acido e isolada sem o uso de solventes organicos ou cromatografia foi de 84%
(média das cinco sinteses realizadas nas condi¢gdes dos experimentos Xl e E2 em
condic¢es otimizadas de purificacdo), ja os rendimentos para a obten¢éo dessa porfirina
pela rota convencional foram de 89% (Pinto, 2013) e 90% (Reboucas, 1999). Embora o
rendimento isolado nesta tese seja ligeiramente inferior aos obtido pelas rotas da
literatura, essa metodologia tem a vantagem de apresentar menor impacto ambiental,

visto que ndo utiliza solventes organicos nem na etapa de sintese nem de purificacao.

2.4.3 Sintese das Mn-porfirinas cationicas: cloreto de 5,10,15,20-tetra(N-alquilpiridinio-

2-il)porfirinatomanganés(l11) (MnTalquil-2-PyP)Cls

Além do uso da MnT-2-PyPCl em sistemas biomiméticos de citocromo P450,
derivatizacOes podem ser realizadas, para a obtencdo das 2-N-alquilpiridinioporfirinas de
Mn(l11), MnTalquil-2-PyP%*. A rota classica para obtencio dessa classe de porfirinas envolve
duas etapas de sintese, a primeira a alquilacdo da H>T-2-PyP e a segunda via complexacgao
metalica da porfirina alquilada (H2Talquil-2-PyP**) formada na primeira etapa (Figura 2.11,
rota A), ou seja, para a obtencdo de quatro porfirinas da série da 2-N-alquilpiridinioporfirinas
de Mn(I11) s&o realizadas 8 etapas de sintese e purificagdo (Batini¢-Haberle et al., 2002).
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Uma alternativa para sintese de 2-N-alquilpiridinioporfirinas de Mn(l11) foi proposta
por Pinto (2013), na qual a sintese das metaloporfirinas alquiladas (MnTalquil-2-PyP°*) séo
realizadas primeiro pela metalacdo da porfirina base livre (H.T-2-PyP), formando um
intermediario central (MnT-2-PyP™), e posterior alquilagdo da MnT-2-PyP* (Figura 2.11, rota
B). Com isso, a obtencdo de quatro porfirinas da serie da 2-N-alquilpiridinioporfirinas de

Mn(I11), utilizando a rota B, pode ser realizada com apenas 5 etapas de sintese e purificacao.

Rota A: classica

H,TE-2-PyPCl; ]—) MnTE-2-PyPCl;

[ H,T-2-PyP ]—

H,TnPr-2-PyPCls MnTnPr-2-PyPCl; ]

[ [
[ —{
[ H,TnBu-2-PyPCl; H[ MnTnBu-2-PyPCly
[ J—

MnTnHex-2-PyPCl; ]

L]

H,TnHex-2-PyPCl;

(BATINIC-HARBELE ect al., 2002)

Rota B: alternativa

MnTE-2-PyPCl,

[ H,T-2-PyP H

o

MnT-2-PyPCl ]—

MnTnBu-2-PyPCls

NEN

[ ]
[ MnTnPr-2-PyPCl; ]
[ ]
[ ]

MnTnHex-2-PyPCl;

Figura 2.11 Rotas para obtencdo de 2-N-alquilpiridinioporfirinas de Mn(ll1): a classica (Rota A) e a

alternativa, realizada neste trabalho (Rota B).

A sintese da MnTM-2-PyPCl pela rota alternativa (Rota B) foi realizada por Pinto
(2013) como prova de conceito. Neste capitulo, as sinteses de outros dois derivados da MnT-2-
PyPCI, com cadeias alquilicas maiores foram realizadas, a MnTE-2-PyPCls e a MnTnHex-2-

PyPCls, para testar a viabilidade, de fato, da rota proposta.

A metodologia de alquilacdo da MnT-2-PyPCI foi adaptada da metodologia classica
de alquilacdo da base livre H>T-2-PyP (Batini¢-Haberle et al., 2002). As reagdes de alquilagéo
também foram acompanhadas por meio de CCD-SiO; que evidenciaram a formacgdo de
compostos com valores de Ry (fator de retencdo) menores que o do composto de partida MnT-
2-PyPCl, o que € consistente com o aumento da polaridade associado a formacgéo dos grupos
N-alquilpiridinios catidnicos. Durante o progresso da reacdo, foram observadas multiplas
manchas na CCD, referentes as Mn-porfirinas parcialmente alquiladas (espécies mono, di, e tri-
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alquiladas). Na alquilacdo da MnT-2-PyPCIl com tosilato de n-hexila, devido a presenca de
atropoisdmeros (isdmeros rotacionais) no produto MnTnHex-2-PyP°*, ao término da reacio
observaram-se duas manchas na CCD; comparéveis com uma amostra padrdo de MnTnHex-2-
PyP>*. Essas duas manchas sdo atribuidas aos atropoisémeros (isdmeros de rotagéo) — coaf e
aafa — provenientes da restricao rotacional que os grupos meso-2-N-hexillpiridinio apresentam
em relagdo ao plano porfirinico, devido a interacdo entre o grupo N-alquila e as posigdes f-
pirrélicas da porfirina (todas as porfirinas com substituintes meso com substituintes orto ou

meta arila ou piridil apresentam atropoisdmeros, inclusive a MnTE-2-PyP®).

Os tempos de reacdo para ambas as alquilagdes da MnT-2-PyPCl (Rota B) foram
similares aos reportados para as alquilacfes da base livre HoT-2-PyP (Rota A), com 25 h para
a obtencdo da MnTE-2-PyPCls e 172 h para a MnTnHex-2-PyPCls. Assim como para as N-
alquilacdes da H.T-2-PyP (rota classica), infere-se que o aumento do tempo de reacdo esta

associado ao impedimento estérico gerado pelo aumento das cadeias alquilicas.

Os rendimentos isolados obtidos pela Rota B investigada neste trabalho foram de 99%
paraa MnTE-2-PyPCls e 93% para a MnTnHex-2-PyPCls. Para a sintese do derivado homologo
metilado, MnTM-2-PyPCls, investigada anteriormente pelo nosso grupo (Pinto, 2013; Falcéo,

2016), também foram reportados rendimentos de ~90%.

O acompanhamento da reacdo foi realizado por CCD e espectroscopia UV-VIS. O
monitoramento espectrofotométrico da reacdo explorou que os espectros da MnP alquilada em
relacdo ao da MnT-2-PyPCl apresentam um deslocamento da banda Soret de ~8 nm para
regibes de maior energia. A caracterizacdo por espectroscopia eletronica das MnPs
(APENDICE D) sintetizadas sdo consistentes aos reportados na literatura (Pinto, 2013; Batini¢-
Haberle et al. 2002) — Tabela 2.9.
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Tabela 2.9 Dados dos espectros eletrénico na regido do UV-VIS em H,O da MnT-2-PyP* e da
série de N-alquilpiridinioporfirinas de Mn(ll1): comparativo entre as porfirinas sintetizadas e as
reportadas na literatura.

Porfirinas A/nm ref
373, 395, 462, 505, 556, 591, 770 a
MnT-2-PyP*

373,5; 395,5; 462,0; 503,5; 556,0; 770,5 C

363,5; 409; 454; 499; 558; 782 b

MnTE-2-PyP5*

363,5; 411,5; 454,0; 499,5; 558,0; 781,5 c

364,5; 415; 454,5; 507; 560; 780 b

MnTnHex-2-PyP>*

363,5; 413,5; 454,0; 503,0; 559,0; 780,5 c

apinto, 2013; PBatini¢-Haberle et al. 2002.

Ao término da sintese, a MnTE-2-PyP°>" apresentou apenas uma mancha na placa
CCD, cujo Rs= 0,06 concorda com o reportado na literatura (Kos, et al., 2009b; Tovmasyan et
al., 2015b). Os Rys obtidos ao término da sintese da MnTnHex-2-PyP°* foram 0,46 — consistente
com o Ry reportado por Tovmasyan e colaboradores (2015b) — e 0,35, que correspondem as

misturas de atropoisémeros dessa MnP.

A obtencéo das duas (MnTalquil-2-PyP)Cls (MnTnHex-2-PyPCls e MnTE-2-PyPCls)
pelo método alternativo (Rota B) possibilitou a reducdo do ndmero de etapas de
sinteses/purificacdes em 25%. Adicionalmente, a sintese do intermediério de baixa hidrofilia,
permitiu uma gama de alteracGes na metodologia de purificacdo, que podem acarretar em
menores custos, devido a reducdo do uso de reagentes de alto custo, como Aliquat,
hexafluorofosfato de amonio e cloreto de tetrabutilamoénio (compostos utilizados nas trocas

ibnicas nos processos de purificagdo das alquilacdes e metalacbes pela rota classica).

A MnTnHex-2-PyPCls foi armazenada em solugdo aquosa e ap6s ~1,5 ano foi
constatada, por CCD, a presenca de pequenas quantidades de novas espécies que correspondem
a uma desalquilacdo parcial da amostra. Ndo foram avaliadas degradages na amostra em
tempos inferiores a esse, portanto, recomenda-se 0 armazenamento na fase solida. Ja4 a MnTE-
2-PyPCls foi armazenada tanto na forma sélida quanto em solucdo aquosa e nenhuma das
amostras apresentou degradacdo (desmetalacdo ou desalquilagdo) apdés 1,5 ano de

armazenamento.

Tentativas de alquilagdes da MnT-2-PyP* com tosilatos de n-propila e n-butila também
foram realizados, porém apo6s mais de 80 horas as sinteses foram interrompidas e as MnPs nao
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haviam sido completamente alquiladas. Tentativas de realquilacdo das amostras isoladas
geraram desmetalacdo das MnPs. Situacdes semelhantes foram reportadas por outros membros
do grupo, indicando a sensibilidade dessas MnPs cati6nicas as condi¢des de alquilacdo com
tosilatos de alquila em DMF a 105 °C. Sup®e que a presenga de agua no sistema possa levar a
hidrolise dos tosilatos, gerando acido p-toluenosulfénico, e, associada a decomposi¢do térmica
normal da DMF (em CO + HNMey), pode gerar um sistema redutor ja bem caracterizado nos
sistemas a base de Ru-porfirinas (Reboucas et al., 2008c); a reducdo in situ de Mn(lll)- a
Mn(I1)-porfirinas, seguida de solvdlise acida, poderia explicar a desmetalacao parcial da MnP
durante a tentativa de reprocessamento das MnPs cationicas. Destaca-se que Mn(I1)-porfirinas

sdo sabidamente instaveis a solvolise acida (Hambright, 1977).
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2.5 CONCLUSOES

Os estudos quimiométricos, realizados com planejamento de Doehlert, para explorar
condicOes para a sintese da MnT-2-PyPClI utilizando meio aquoso &cido foram realizados
utilizando como resposta o tempo necessario para formacao de 50% da MnT-2-PyP. A partir
das respostas, foi construido um modelo de regressé@o que apontou para alta influéncia de fatores

como o excesso molar de Mn?* e a interagéo entre temperatura e 0 excesso molar de Mn?",

Dos resultados obtidos no estudo em pequena escala, do planejamento quimiométrico
e experimento extra, foram selecionados dois experimentos XII e E2 para preparagéo da MnT-
2-PyPCl em maior escala por uma rota com menor impacto ambiental, sendo desenvolvida
também uma metodologia de purificacdo sem utilizacdo de solventes organicos. Os rendimentos

isolados foram, em média, 84%.

A sintese de 2-N-alquilpiridinioporfirinas de Mn(l11) (MnTalquil-2-PyP°*) via uma
rota alternativa (Rota B), proposta por Pinto (2013), partindo da MnT-2-PyPClI foi ampliada
nesse Capitulo com a sintese da MnTE-2-PyP>* e MnTnHex-2-PyP°*, obtendo-se rendimentos
isolados superiores a 90%. A escolha da rota alternativa, em comparagéo a rota classica (Rota
A), para obtencdo dessas MnPs reduz o nimero de etapas de sintese e de purificacao, reduzindo,

assim, 0s custos.
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CAPITULO 3: Estudo de Mn-porfirinas como modelo de glutationa/tiol
peroxidase e oxidase

3.1 INTRODUCAO

A oxidacdo e reducdo de tidis, livres ou pertencentes a estrutura de proteinas no
organismo estdo associadas ao controle redox da homeostase e mecanismos de sinalizacao
celular (Buckberry e Teesdale-Spittle, 1996; Flohé, 2015). A glutationa é o tiol ndo-proteico
mais importante das células de mamiferos, de algumas plantas e de bactérias. Presente no
organismo em concentracdes milimolar (0,5 — 10 mmol L), a maior parte da glutationa
encontra-se na forma de tiol livre, mas pode estar presente também em combinacGes com
proteinas (GS-proteina) e em sua forma oxidada (GSSG) (Buckberry e Teesdale-Spittle, 1996;
Meister; Anderson, 1983).

A conversdo entre as formas oxidada e reduzida da glutationa e de outros tidis é
controlada por diversas enzimas como as tiol peroxidases que sdo constituidas pelas glutationa
peroxidase (GPx) e a peroxirredoxinas (Prx) (Flohe, 2015). As tiol peroxidase podem utilizar
como agente oxidante um amplo espectro de hidroperoxidos, seja o peroxido de hidrogénio, os
hidroperdxidos organicos primarios, secundarios e terciarios ou o peroxinitrito (Flohé et al.,
2011). As tiol peroxidase reduzem o hidroperoxido (H202 ou peroxido organico — ROOH),
utilizando como cofator tidis de baixa massa molecular, como a glutationa, ou proteinas com
residuos reativos de cisteina via mecanismo de substitui¢do enzimatica (Meister; Anderson,
1983; Flohe, 2015).

As enzimas da familia da glutationa peroxidase (GPXx), sdo selenoproteinas, cujo atomo
de selénio esta presente no sitio ativo da enzima como selenocisteina, isto é, uma cisteina (R—
SH) no qual o &tomo de S foi substituido por um Se (R—SeH). Essa enzima é responsavel pela
reducdo de hidroperdxidos, utilizando a GSH como cofator. O ciclo catalitico proposto para a
GPx (Fig. 3.1) é dividido em trés etapas: 1) A enzima na forma selenol (E-SeH) do residuo da
selenocisteina, reduz o hidroperéxido (ROOH) a agua (ou alcool) sendo oxidada a &cido
selénico (E-SeOH). 2) O E-SeOH reage, na sequéncia, com um equivalente da GSH gerando
o selenil dissulfeto (E-SeSG). 3) Por fim, um segundo equivalente de GSH ataca o enxofre da
E-SeSG regenerando o sitio ativo pela eliminacdo da GSSG (Meister; Anderson, 1983; Mugesh
et al., 2001; Flohé et al., 2011; 2015).
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ROH @
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H
ROOH Se—OH
o (E-SeOH)
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SeH
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N
,/_\ H
GSSG Se—SG
GSH
(E-SeSG)

Figura 3.1 Ciclo catalitico da enzima glutationa peroxidase (GPx) (adaptado de Mugesh et al., 2001).

A oxidacao da GSH pode ser catalisada também por outra enzima, a glutationa oxidase
(GO), a qual utiliza O, como aceptor de elétrons, obtendo como produtos 0 GSSG e H20,. A
regeneracdo da GSH, em seu ciclo metabolico redox, ocorre atraves da reducéo da glutationa
oxidada (GSSG) a GSH via reacdo enzimatica da glutationa redutase (GR), que utiliza como
cofator a molécula nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) (Fig. 3.2)
(Meister; Anderson, 1983).
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Figura 3.2 Ciclo redox da glutationa: interconversdo entre suas formas reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG) pela agdo enzimatica da glutationa peroxidase (GPx), glutationa oxidase (GO) e glutationa
redutase (GR). ROOH refere-se a um perdxido organico ou H,O, e ROH refere-se ao respectivo alcool
ou H;0, caso R=H (adaptado de Rover Junior et al., 2001).

A determinacdo de atividade GPx/tiol-oxidase de candidatos a mimicos pode ser
realizada pelo método espectrofotométrico da medida indireta da oxidacdo do NADPH, em
meio aquoso tamponado, em sistema contendo NADPH, GR, GSH e hidroperdxido (H202 ou
peroxido organico — ROOH). Devido a reacdo paralela da glutationa redutase no ciclo redox
(Fig. 3.2), pode-se correlacionar a oxidacdo da GSH através da oxidacdo do NADPH, sendo o
decaimento da absorbancia a 340 nm referente a oxidacdo de NADPH a NADP* (Carlberg et
al., 1975).

Dado a gama de reacdes provaveis das Mn-Porfirinas no organismo, a investigacdo da
reatividade de diferentes MnPs com tidis, tal como a GSH, por meio do estudo da atividade
GPx pode contribuir para a compreensdo de alguns efeitos observados nos estudos in vivo

desses compostos, uma vez que a capacidade de catalisar a oxidacdo/S-glutationilacdo de
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proteinas significa que as MnPs podem modular a rede de sinalizacéo celular, contribuindo para

Sua acao terapéutica.

Os primeiros indicios de reatividade desses complexos de Mn como pré-oxidantes em
sistemas biolégicos foram apontados pelo grupo de Piganelli, sugerindo que as MnPs atuavam
na oxidacdo das cisteinas da subunidade p50 do fator de transcricdo NF-kB (Tse et al. 2004).
Desde entéo, inmeros estudos com MnPs apontam para indicios da oxidac¢ao/S-glutationilacéo
de grupos tiois de proteinas NF-kB, p38 MAPK, Keapl e fosfatase 2A, entre outros (Batini¢-
Haberle et al., 2018; Batini¢-Haberle; Tome, 2019; Tovmasyan et al., 2016; Tong et al., 2016).
In vitro, a reatividade das MnPs catidnicas, usualmente desenvolvidas como mimicos de SOD,
foi investigada com compostos tiolados, como a glutationa, N-acetilcisteina e com residuos de
cisteina (cys-62) da subunidade p50 do fator de transcricdo NF-kB (em meio livre de GSH)
(Faulkner et al., 1994; Ferrer—Sueta et al., 1999; Tovmasyan et al., 2012; Tse et al., 2004;
Araujo-Chaves et al., 2011; Batini¢-Haberle et al., 2018). Estudos de Jaramillo e colaboradores
(2012; 2015) em meio celular de linfoma, apontaram para a reagdo da MnTE-2-PyP®" com
glutationa e outros tidis em proteinas especificas (subunidades p65 do NF-kB). Nesses sistemas,
a MnP utiliza H20. e glutationa (GSH) para catalisar a S-glutationilagdo de proteinas de
sinalizagdo, atuando tanto como tiol oxidase quanto como glutationa peroxidase, 0 que pode,
por sua vez, acarretar apoptose celular (Jaramillo et al., 2012; 2015).

3.2 OBJETIVOS

O objetivo geral desse estudo foi investigar a atividade catalitica de uma série de Mn-
porfirinas, comumente estudadas como moduladores redox, como mimico da glutationa
peroxidase e comparar estes resultados com outros compostos redox-ativos de interesse

terapéutico.
Para tanto, foram propostos os seguintes objetivos especificos:

o Investigar a atividade catalitica da MnTE-2-PyP°" na oxidagdo da glutationa,

bem como a influéncia do oxigénio e pH do meio.

o Investigar a oxidacdo da glutationa, em modelo de glutationa peroxidase, para
uma serie de compostos redox-ativos, a base de Mn-porfirinas sintéticas (Fig. 3.3), em
comparacdo com diferentes classes de compostos comumente estudados como mimicos SOD,
agentes redox-ativos e mimicos de GPx (Fig. 3.4).
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MnTE-2-PyP** MnTE-3-PyP** MnTE-4-PyPS+ MnTnHex-2-PyP5*

N+

{
MnTnBuOE-2-PyP5" % MnTnHexOE-2-PyPS MnTDE-2-ImP>* MnTPhE-2-PyP5*

Figura 3.3 Estrutura das Mn-porfirinas meso-substituidas estudadas como mimico da Glutationa

peroxidase.
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Figura 3.4 Estrutura de compostos redox-ativos comumente usados como modelos de SOD ou mimicos
de glutationa peroxidase (GPx).

o Investigar, através de estudos espectrofotométrico e eletroquimico, a capacidade
de alguns compostos redox-ativos (MnTBAP®, MnTE-2-PyPhP®", MnTE-3-PyP>*, MnTE-2-
PyP®", MNTPhE-2-PyP*", MnTnHexOE-2-PyP°* e MnTnOct-2-PyP%", ebselen e FeTE-2-PyP>*)

de catalisar a oxidacdo da glutationa utilizando outro peréxido, o t-BuOOH, como agente
oxidante.

o Avaliar a reatividade da MnTE-2-PyP°* na oxidac&o de outros ti6is (o0NBT, Cys,
NAC e DTT) (Fig. 3.5) em modelo tiol peroxidase/ oxidase.

SH HO,
H, o K2 SH
HS 2 OH )k OH SH
N
N HO
o o)

iz

L-cisteina N-acetilcisteina Ditiotreitol
(Cys) (NAC) (DTT)
NO,
SH
H
N
HO N OH
H
NH, ) -
Glutationa 4-nitrobenzenotiol
(GSH) (pNBT)

Figura 3.5 Estrutura dos ti6is utilizados nesse capitulo em estudo da reatividade da MnTE-2-PyP>* com
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diversos tidis em modelo tiol peroxidase/ oxidase.
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3.3 PARTE EXPERIMENTAL
3.3.1 Reagentes e solventes

MnPs, Fe-porfirinas e o Mn(salen), EUK-8, utilizados nesse trabalho foram preparados
segundo os procedimentos descritos na literatura (Batini¢-Haberle et al., 2002; 2004,
Spasojevi¢ et al., 2001; Raji¢ et al., 2012; Tovmasyan et al. 2013a; 2014a). As poliaminas
ciclicas de Mn(11) (M40403 e M40404) foram sintetizadas conforme procedimento descrito por
Aston et al. (2001).

A nitrona NXY-059 foi adquirida da Selleckchem, a nitroxida e o tempol foram
obtidos da empresa Enzo. O cloreto de manganés (1) tetraidratado (MnCl..4H20) foi adquirido
da Sigma-Aldrich. A Glutationa peroxidase (GPx) de eritrdcitos bovino e a Glutationa reductase
(GR) foram compradas da Sigma, NADPH da Merck, e o ebselen foi adquirido da Cayman
Chemical Company. A N-acetil-L-cisteina (NAC) foi adquirida da Amresco, DL-Ditiotreitol
(DTT) da Sigma, cloridrato de L-cisteina monohidrato (Cys) da Alfa Aesar, o p-
nitrobenzenotiol (pNBT) foi adquirido da Matrix Scientific e a glutationa (GSH), o
hidroperdxido de terc-butila (t-BuOOH), 70%, e o perdxido de hidrogénio (H202), 30%, foram
adquiridos da Sigma-Aldrich. O tris-(hidroximetil)-aminometano (Tris) foi utilizado como
agente tamponante, previamente tratado com resina de troca idnica Chelex-100, 200—400 mesh,
forma Na*, Bio-Rad Life Science. Os demais compostos foram usados como recebidos, sem

purificacdo adicional.
3.3.2 Equipamentos

Os espectros eletronicos de absorcdo na regido do UV-VIS (300-800 nm) foram
registrados em espectrofotdbmetro da marca Shimadzu (modelo UV-1800), com resolucdo de
0,5 nm, utilizando-se cubetas de vidro com caminho éptico de 10 mm. Ja os dados
eletroquimicos foram adquiridos utilizando o potenciostato CH Instruments modelo 600,

acoplado a um eletrodo de Clark seletivo para Os.
3.3.3 Medidas espectrofotométricas
3.3.3.1 Determinacao da taxa de oxidacdo do NADPH

O procedimento para determinacéo da oxidagdo do NADPH foi adaptado de Wilson et
al., 1989. Em um cubeta de vidro, contendo solucéo 0,05 mol L de Tris (pH 7,4) adicionaram-
se as solucdes de GSH, NADPH, GR e o composto redox-ativo de interesse (Mn-porfirina,

EUK-8, etc), e em seguida o sistema foi homogeneizado. Os volumes de solugdes utilizados
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foram de tal modo que as concentrag@es finais na cubeta fossem: 0,5 mmol L de H202, 1 mmol
L de GSH, 1 unidade!/mL de GR, 0,2 mmol L™ de NADPH, com a concentragio do composto
redox ativo variando de 0 (controle) a 10 umol L. Em seguida, foi adicionada a solugéo de
H20,, o sistema foi novamente homogeneizado e a variagdo de absorbancia em 340 nm
(referente a oxidacdo do NADPH) foi acompanhada no espectrofotdmetro por 100s. Os
experimentos para determinacdo das velocidades iniciais de oxidagdo do NADPH,
Vo(NADPH)ox, foram medidos em condi¢des aerobicas a 25+1 °C. A absortividade molar do
NADPH foi reavaliada, obtendo-se: &30 = 6200 L molcm™. As velocidades iniciais,
Vo(NADPH)ox (umol L™t min™"), foram calculadas baseando-se nos tragos cinéticos obtidos para
os primeiros 60 s. A velocidade da reacdo ndo-catalisada do NADPH foi subtraida dos valores

de velocidades iniciais das reacGes catalisadas.

Para os estudos anaerdbios, o tampéo e todas as soluc¢des foram purgadas com Na. As
anélises em meio acido foram realizadas com solu¢do de tampdo Tris-HCI (pH 4,2) a
0,05 mol L.

3.3.3.2 Acompanhamento espectrofotométrico da reacéo ao longo do tempo

As mudancas espectrais do sistema contendo MnP (10 umol L) foram acompanhadas
espectrofotometricamente, na presenca (ou auséncia) de GSH (1 mmol L), H20, (0,5 mmol L-
1, em pH 7,4 (ou 4,2) em tampéo tris (0,05 mmol L™?). Os espectros foram registrados no
intervalo de 300-800 nm, a cada 1 minuto por 30 minutos.

3.3.4 Estudo eletroquimico dos niveis de oxigénio

Os procedimentos realizados para o estudo eletroquimico foram adaptados de
Tovmasyan et al., 2015a; 2015b.

3.3.4.1 Consumo de oxigénio durante o ciclo MnP/perdxido/tiol

Os experimentos foram realizados a 25 + 1 °C em sistema aerobio fechado utilizando
eletrodo de Clark contendo tampao Tris a 0,05 mol L™ (pH 7,4) em solugio saturada de ar (21%
oxigénio). O eletrodo de Clark sensivel ao O, (contendo como solucdo de preenchimento KCI
0,1 mol L"1) foi conectado a um potenciostato. Um potencial de 0,8 V vs. Ag/AgCl foi aplicado

ao eletrodo e uma vez que a corrente inicial foi estabilizada (Imax, correspondendo a [O2] =

11 unidade (umol/min) é definida como a quantidade de enzima que catalisa a conversio de um pmol
de substrato, no caso NADPH, por minuto.
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0,255 mmol L em solugdo saturada de ar (Benson et al., 1980)), a solugdo de H20, foi
adicionada, seguida da adicdo da solucdo de tiol e, apds 100 segundos, a solugdo de MnP foi
adicionada. Os volumes das solug¢des foram ajustados de modo que a concentragéo na cela de
medida fosse 0,5 mmol L de H202, 1 mmol L? de tiol (NAC, L-Cys, DTT ou pNBT) e
10 umol Lt de MnP (MnTBAP%*, MnTE-2-PyPhP%*, MnTE-3-PyP°*, MnTE-2-PyP%",
MnTPhE-2-PyP>*, MnTnHexOE-2-PyP°* ou MnTnOct-2-PyP°*). O decréscimo na corrente,
lobs, COrrespondente ao decréscimo na concentracdo de O, A[O2], foi acompanhado por pelo
menos 300 s. Em seguida, o sistema foi purgado com N até que a corrente estabilizasse (Imin,
correspondente a [O2] =~ 0 mmol L™). Isso possibilitou o calculo da concentragio de Oz em
solugdo (em nmol L), uma vez que: [Oz]obs = [(lobs—Imin)*2,55%10°]/(Imasx—Imin), ONde lops € 0
valor para a corrente em qualquer dado momento da medida. A velocidade inicial da reacéo, vo
= —A[O2]obs/ At = —[(lobsz—lobs1)%2,55%10°]/[(Imax—Imin) X (tobsz—tobs1)], ONde lobs2 € lobss SO 0S
valores da corrente nos tempos observados, tobs2 € tobsz, relacionados a um intervalo linear de
60 s apos a adicdo da MnP. Além da ordem de adigo citada acima (H202/tiol/MnTE-2-PyP>*)
foram realizadas outras medidas com outras ordens de adi¢do, como tiol/MnTE-2-PyP°* e
H202/MnTE-2-PyP%*, respeitando as concentragdes supracitadas dos compostos na cela de
medida (ou seja, 0,5 mmol L™ de H,02, 1 mmol L de tiol e 10 pmol L™* de MnP). Foram
realizadas também medidas para o sistema H.02/GSH/MnTE-2-PyP>*, nas concentraces

supracitadas, mas em meio &cido, com tampéo Tris em pH 4,2.

As anélises dos niveis de oxigénio utilizando o t-BuOOH como oxidante foram
realizados conforme o procedimento descrito para 0 H202. As medidas do consumo de oxigénio
para o t-BuOOH foram feitas com a MnTE-2-PyP>* como catalisador e GSH como substrato.
Foram registradas as seguintes medidas: t-BuOOH /GSH/MnTE-2-PyP°* e t-BUOOH /MnTE-
2-PyP>*. Os volumes das solugBes foram ajustados de modo que a concentragio na cela de
medida fosse 0,5 mmol L de t-BuOOH, 1 mmol L™ de GSH e 10 umol L de MnTE-2-PyP®*.

3.3.4.2 Geragéo de oxigénio, em meio anaerobio, durante o ciclo MnP/peréxido/tiol

Os experimentos foram realizados com o eletrodo de Clarka25+1 °Cem pH 7,4 em
um sistema fechado. Antes das medidas, as solucGes foram saturadas com ar (~21% oxigénio).
O eletrodo de Clark sensivel ao O, (0,1 mol L de KCI como solugdo de preenchimento) foi
conectado a um potenciostato. Um potencial de —0,8 V vs. Ag/AgCl foi aplicado ao eletrodo e
uma vez que a corrente inicial foi estabilizada (Imax, correspondendo a [O2] = 0,255 mmol L

em solugdo saturada de ar (Benson et al., 1980)), a solugdo foi purgada com N até a corrente
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estabilizar novamente (Imin, correspondente a [O2] = 0 mmol L?). Perdxido de hidrogénio foi
adicionado, seguido da adicdo de tiol e, ap6s 100 segundos, a solu¢do de MnP foi adicionada.
A corrente em funcdo do tempo foi acompanhada por pelo menos 500 s. Outra ordem de adigéo
também foi realizada com a adi¢do de peroxido de hidrogénio, seguida de MnP e, ap6s 100
segundos, foi adicionada a solugdo de GSH. Os volumes das solugdes foram ajustados de modo
que a concentragéo na cela de medida fosse 0,5 mmol L de H202, 1 mmol L de tiol (NAC,
Cys, DTT ou pNBT) e 10 pmol L de MnP (MnTBAP%*, MnTE-2-PyPhP%*, MnTE-3-PyP%*,
MnTE-2-PyP°*, MnTPhE-2-PyP**, MnTnHexOE-2-PyP>* ou MnTnOct-2-PyP°"). Além disso
foram realizadas medidas para o sistema H20./GSH/MnTE-2-PyP** e Hy0; /MnTE-2-
PyP>*/GSH, nas concentragdes supracitadas, em meio acido, com tamp&o Tris em pH 4,2.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 MnTE-2-PyP>* como catalisador da oxidacgédo da glutationa

Apresenta-se nesse capitulo o estudo da oxidacdo da glutationa, em modelo de
glutationa peroxidase, pela MnTE-2-PyP%*, uma das mais notaveis Mn-porfirinas da classe das
meso-N-alquil-2-piridinioporfirinas de Mn(l11), utilizada em diversos estudos ndo-clinicos e
clinicos associados ao estresse oxidativo (Batini¢-Haberle, et al., 2018; Batini¢-Haberle; Tome,
2019; Borgstahl; Oberley-Deegan, 2018).

A eficiéncia catalitica da MnTE-2-PyP*" na oxidagdo da glutationa em modelo
glutationa  peroxidase  foi  determinada indiretamente  pelo  acompanhamento
espectrofotométrico da oxidacdo do NADPH; o decaimento da intensidade de absorbancias do
NADPH em 340 nm foi acompanhado ao longo do tempo, usando diferentes concentracdes da
MnP (Fig. 3.6). As medidas realizadas com concentragio de MnTE-2-PyP®" igual a zero se
referem a reacdo ndo-catalisada de oxidagdo do NADPH. Observou-se que a absorbancia ao
longo do tempo diminui evidenciando o consumo do NADPH e a inclinagdo das retas indicaram
que o0 aumento da concentragdo da MnTE-2-PyP>* acelerou a oxidacio do NADPH, que esta
ligado a oxidagdo da glutationa (Fig. 3.2), portanto, quanto mais inclinada a reta mais rapida
foi a oxidacgéo da glutationa, logo maior a atividade GPx. A partir desses dados, usando a lei de
Beer, as absorbancias foram convertidas em concentrac6es e foram calculadas as velocidades
iniciais de oxidacdo do NADPH, vo(NADPH)o0x, obtendo-se o valor de 64,9 umol L™t min para
a concentragdo de 10 umol L de MnTE-2-PyP>*, que corresponde ao equivalente de 0,37% da
atividade da enzima GPx (em analise realizada sob mesmas condi¢des e vo(NADPH)ox

calculado para 10 pmol L* da enzima).
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Figura 3.6 Estudos espectrofotométricos da oxidacdo da glutationa catalisada pela MnTE-2-PyP5*:
Acompanhamento do decaimento da absorbancia do NADPH (340 nm) ao longo do tempo, utilizando
concentragdes de MnP variando de 0 a 10 pmol L™t. Em destaque as curvas normalizadas pelos seus

valores maximos.

Posteriormente, com o intuito de avaliar a eficiéncia catalitica da MnP sob diferentes
condices relevantes para os sistemas bioldgicos, foram investigados os efeitos do pH e do O2
sobre a atividade glutationa peroxidase da MnTE-2-PyP°* por meio de experimentos
espectrofotométricos e eletroquimicos. O efeito do pH (4,2 versus 7,4) sobre a velocidade

inicial de oxidacdo do NADPH foi avaliado espectrofotometricamente (Fig. 3.7).
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Figura 3.7 Estudos espectrofotométricos da oxidagdo da glutationa catalisada pela MnTE-2-PyP%* e sua
dependéncia com o pH: Velocidades iniciais de oxidacdo do NADPH em diferentes valores de pH.

Experimentos realizados em duplicata.

A velocidade inicial da oxidacdo do NADPH, que corresponde indiretamente a uma
representacdo da atividade GPx, aumentou com a concentracdo de MnP em meio fisioldgico
tipico, aproximadamente neutro (pH 7,4). J& em meio acido (pH 4,2) ndo se observou atividade
GPx neste sistema. Sendo o pKa da GSH ~8,8 (Winterboun et al., 1999), em pH é&cido a
molécula apresenta-se essencialmente em sua forma protonada; ja em pH perto da neutralidade,
por exemplo 7,4, hd uma fracdo de glutationa na forma desprotonada (GS~). SupGe-se que, em
nosso sistema contendo MnP como catalisador da oxidacéo da glutationa, a reacdo que leve a
formacéo da glutationa oxidada (GSSG), passe pela formacédo do radical GS", cuja formacéo é

facilitada na glutationa desprotonada (GS™) como forma reativa (Batini¢-Haberle et al., 2014).

A atividade catalase da MnTE-2-PyP°* pode ser analisada eletroquimicamente, em
meio anaerobio, por coloumetria utilizando um eletrodo de O de Clark, ligado a um
potenciostato. Nos experimentos na presenca de H»0., se a MnP catalisar o
desproporcionamento do H20. a H20 e Oz, como um modelo de catalase, a producgdo de
oxigénio resulta em um aumento de corrente (Fig. 3.8) (Tovmasyan et al., 2015a).
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Figura 3.8 Esquema da andlise eletroquimica dos niveis de oxigénio no sistema H>O,/MnP/GSH, sob
condicBes iniciais anaerdbicas: situacdo a) predominancia da atividade catalase sobre a atividade
glutationa peroxidase; situacao b) predominancia da atividade glutationa peroxidase sobre a atividade
catalase.

A adicdo de GSH a esse sistema (MnP + H20.) pode gerar duas situagOes: a)
prevalecendo o aumento dos niveis de oxigénio, indicando a predominancia da atividade
catalase sobre a atividade glutationa peroxidase; b) nivel de O, constante, caso a atividade GPx
seja predominante, visto que, no modelo glutationa peroxidase a oxidagdo do substrato (GSH)
pelo oxidante (H20>), produz GSSG e H-O (Fig. 3.2), ndo havendo produgdo nem consumo de
O2. No entanto, no estudo eletroquimico sob condigdes anaerobicas (Fig. 3.9) observou-se que
a adicdo de GSH ao sistema contendo MnP e perdéxido de hidrogénio (modelo catalase)

ocasionou a diminuicdo da corrente ao longo do tempo, indicando consumo de O> pelo sistema.
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Figura 3.9 Anélise eletroquimica dos niveis de oxigénio no sistema H,O./MnP/GSH, sob condices
iniciais anaerobicas: predominancia da atividade glutationa (per)oxidase sobre a atividade catalase.
Experimento realizado em pH 7,4, tampdo tris, 25 £ 1°C. As concentracdes foram ajustadas conforme
o modelo catalase (Tovmasyan et al., 2015a): H.O, = 1 mol L*; GSH = 2 mmol L*; MnTE-2-PyP> =
20 pumol L.

Desse modo, evidenciou-se a participagdo do Oz na oxidagdo da glutationa sugerindo a
existéncia de uma mistura de atividades de glutationa peroxidase (H20. como oxidante) e
glutationa oxidase (O2 como aceptor final de elétrons). Esses dados revelam que a presenca da
glutationa no sistema cessa a atividade catalase da MnP indicando que h& predominéancia da
oxidacdo da glutationa sobre a dismutacao do perdxido de hidrogénio. Portanto, in vivo, supde-
se que dada a concentragdo milimolar de glutationa, a atividade catalitica de oxidacdo da

glutationa da MnTE-2-PyP>* é predominante em relagéo a atividade catalase.

As andlises do nivel de oxigénio em pH 7,4 para o sistema H202/GSH/ MnTE-2-PyP>*
(Fig. 3.10) em meio aerobio concordaram com os resultados em meio inicialmente anaerobio
(Fig. 3.9) demonstrando a participacdo de oxigénio na oxidacdo da glutationa e possivelmente

uma mistura de atividades glutationa oxidase e peroxidase.
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Figura 3.10 Monitoramento eletroquimico do consumo de oxigénio em modelo de glutationa
(per)oxidase em meio aerdbio neutro (pH 7,4). Experimentos realizados em tampdo Tris, 25 + 1°C, nas
concentragdes: H.0, = 0,5 mol L; GSH = 1 mmol Lt; MnTE-2-PyP%* = 10 pmol L™,

No acompanhamento eletroquimico do nivel de O para o sistema em pH 7,4 contendo
apenas GSH/MnTE-2-PyP>* (Fig. 3.11) também foi observado o leve consumo de oxigénio,
indicando que mesmo na auséncia de H>O> ha interacao entre a MnP e a glutationa. Com isso,
supde-se que a Mn(ll1)P catalisa a oxidacdo da glutationa utilizando o O2 como aceptor de
elétrons em modelo tiol oxidase, porém com velocidade de consumo consideravelmente inferior
a quando se tem perdxido de hidrogénio no sistema. Deve-se destacar, no entanto, que em
condicOes onde a Mn-porfirina possa assumir outros estados de oxidacéo, a reatividade dessas
novas especies com O2 ndo seria acessivel a partir das medidas com Mn(lI1)P, conforme

discutido a seguir.
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Figura 3.11 Monitoramento eletroquimico do consumo de oxigénio em modelo de glutationa oxidase
em meio aerobio neutro (pH 7,4). Experimentos realizados em tampd&o Tris, 25 £ 1°C, nas concentracdes:
GSH =1 mmol L}; MnTE-2-PyP%* = 10 pmol L.

E possivel que a presenca de H.0> possibilite 0 acesso a espécies porfirinicas metal-
oxo de alta valéncia que poderiam, entdo, atuar como bons modelos de tiol oxidase, utilizando
O, como agente oxidante (Pinto et al., 2016). Na auséncia de H2O2, 0 meio redutor rico em
GSH favorece as espécies porfirinicas em estados de oxidagdo mais baixos (+2 ou +3), 0 que
ndo parece ser compativel com a atividade tiol oxidase. Existe precedente na literatura para
situacdo semelhante, onde um oxidante forte poderia atuar como um iniciador de processos
radicalares que sustentaria as oxidagdes competitivas a base de O, (Nascimento et al., 2005).
No caso dos sistemas em estudo neste Capitulo, qualquer proposta de mecanismo envolvendo
H202 ou O resultaria no mesmo cenério final: GSH sendo oxidada a GSSG. Em sistemas
correlatos de oxidacdo de cicloexeno, a epoxidacdo catalisada por MnP pode ser relacionada
com um mecanismo nado radicalar de transferéncia de oxigénio via espécie metal-oxo; ja a
oxidacéo alilica competitiva leva a formacdo de alcoois e cetonas alilicas, que sdo produtos
associado a participacdo de Oy via ativagdo da MnP por um oxidante, sustentando uma rota
possivelmente radicalar. De modo aproximadamente analogo ao observado neste trabalho com
GSH (Fig. 3.11), na auséncia de um oxidante de iniciagdo, cicloexeno e MnP séo

indefinidamente estaveis mesmo na presenca de Oo.

Nas andlises eletroquimicas do sistema sob condicdes aerdbicas em meio acido (pH

4,2) ndo se observou consumo de oxigénio (Fig. 3.12), o que permite inferir a existéncia de
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correlacdo entre o consumo de oxigénio e a catalise de oxidacdo da GSH, ja que os resultados

das analises espectrofotométricas mostraram a auséncia de atividade em pH 4,2 (Fig. 3.7).
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Figura 3.12 Monitoramento eletroquimico do consumo de oxigénio em modelo de tiol oxidase e
glutationa peroxidase em meio aerdébio e pH &cido (4,2). Experimentos realizados em tampdo tris, 25 +
1°C, nas concentragdes: H,0, = 0,5 mol L!; GSH = 1 mmol L; MnTE-2-PyP%* = 10 umol L.

O acompanhamento espectral da MnTE-2-PyP®* ao longo do tempo, em pH 7,4, foi
realizado em modelo catalase (MnP/H202) e glutationa peroxidase (GSH/H202/MnP)
(Fig. 3.13A e B, respectivamente). Na auséncia de GSH (Fig. 3.13A) foi observada a
diminuicdo da banda Soret ao longo do tempo, provavelmente devido a formacao de espécies
de Mn-oxo de alta valéncia e a auséncia de um substrato redutor gera o acimulo dessas espécies
de alto poder oxidante que pode levar a auto oxidacdo resultando em sua degradacédo
(Tovmasyan et al., 2015a). A presenca de um redutor no sistema, GSH (Fig. 3.13B), muda
completamente o perfil espectral ao longo do tempo, evidenciando que a presenca de um
substrato redutor é suficiente para evitar o acimulo de espécies Mn-oxo de alta valéncia e a
degradacdo do catalisador. Quando a GSH € adicionada ao sistema h&a um deslocamento
hipsocrémico da Soret, o que, especula-se, seja devido a reducdo do metal a Mn'', semelhante
a0 que ocorre no espectro da MnTE-2-PyP*" quando se adiciona outro abundante redutor

bioldgico, o ascorbato (Spasojevic et al., 2000).
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Figura 3.13 Acompanhamento espectral da MnTE-2-PyP>" em modelo A) catalase e B) GPx. Primeiro
foi adicionada MnP e o primeiro espectro foi registrado. Em modelo GPx adicionou-se GSH e registrou-
se outro espectro. Apo6s a adicao de H.O- aos sistemas 0s espectros foram registrados de 1 em 1 minuto
até completar 30 minutos. Experimentos realizados em pH 7,4, em tampdo Tris, 25 + 1°C, nas
concentragoes: H.0, = 0,5 mol L*; GSH =1 mmol L?; MnTE-2-PyP** = 10 umol L™

No acompanhamento espectral na regido de 300-600 nm em pH 4,2 (Fig. 3.14).
observou-se que, mesmo na presenga de GSH e H>O, ndo ocorreu deslocamento da Soret ou
mudancgas significativas no perfil espectral, o que corrobora a auséncia de atividade observada
no experimento para determinagéo da velocidade inicial de oxidagdo do NADPH realizado
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nesse mesmo pH (Fig. 3.7).
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Figura 3.14 Acompanhamento espectral da MnTE-2-PyP** em modelo GPx (GSH/MnTE-2-
PyP**/H,0.) em meio aerdbio e 4cido (pH 4,2). Primeiro foi adicionada MnP ao tampéo Tris e registrado
0 primeiro espectro, depois adicionou-se GSH e registrou-se outro espectro, apds a adi¢cdo de H20- 0s
espectros foram registrados de 1 em 1 minuto até completar 30 minutos. Experimento realizado em
tampédo Tris, 25 + 1°C, nas concentragdes: H,O, = 0,5 mol L?; GSH = 1 mmol L; MnTE-2-PyP%* =
10 pmol L2,

O efeito de oxigénio no sistema analisado por meio do acompanhamento espectral em
condicBes aerdbicas (Fig. 3.13 B) e anaerdbicas (Fig. 3.15) para a MnTE-2-PyP>" em pH 7,4,
evidenciaram que a presenca de O altera 0 comportamento do sistema, potencializando a
oxidacdo da GSH, concordando com os dados obtidos para as velocidades de oxidacdo de
NADPH em meio anaerdbio, vo(NADPH)ox: 34,7 umol L1min?, e em meio aerdbio,
vo(NADPH)ox: 64,9 pmol Lt min.
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Figura 3.15 Acompanhamento espectral da MnTE-2-PyP** em modelo GPx (GSH/MnTE-2-
PyP**/H,0) em meio inicial anaerdbio e pH 7,4. Foram adicionados ao tamp&o a MnP, GSH e H.0; e
0s espectros foram registrados de 1 em 1 minuto por 30 minutos. A linha tracejada da MnP foi inserida
a titulo de comparacdo. Experimento realizado em tampdo Tris, 25 £ 1°C, nas concentragdes: H.0; =
0,5 mol LY; GSH = 1 mmol LY; MnTE-2-PyP** = 10 umol L™,

Tendo em vista a participagdo do oxigénio no sistema, como observado nos
experimentos supracitados, propde-se que uma descri¢do rudimentar desse modelo seja similar
ao esquema da Fig. 3.16, no qual a interagdo entre a MnP/GSH demonstra ser a parte mais
sensivel a presenga do Ox.

H,0 MnP(ox) X GR(ox) K NADPH
H,0, MnP(red)X GSSG GR(red) NADP"

Figura 3.16 Esquema do ciclo proposto para as possiveis interacdes no modelo glutationa (per)oxidase,

sendo MnP como mimico. Em destaque, 0s pares mais sensiveis a presenca do oxigénio.

Como o sistema possui peroxido de hidrogénio e as MnPs apresentam diferentes
estados de oxidagdo possiveis para o metal (+2, +3, +4, +5), e as rea¢bes podem ocorrer via

processo de 1-elétron ou 2-elétrons, hd uma gama de reacGes possiveis elencadas (Batinic-
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Haberle; Tome, 2019). A interacdo da MnP com o H2O2, num processo de dismutacdo do
perdxido a oxigénio e agua, geram espécies com Mn de alta valéncia como o (O).MnVP?**,
porém devido a presenca de redutores, como a GSH, a interacdo da MnP com o H20- pode
envolver também as espécies Mn'"P*/ O=Mn'VP**. Além disso, a MnP reduzida, Mn''P**, pode
reagir com Oz, gerando ion radical superoxido, sendo essa uma possivel reagdo que represente
o consumo de oxigénio observado nos experimentos eletroquimicos (Batini¢-Haberle; Tome,

2019).

3.4.2 Oxidacao da glutationa (GSH) catalisada por diferentes compostos redox ativos,

utilizando H202 como oxidante

A atividade catalitica da oxidac&o da glutationa em modelo glutationa peroxidase (GPx)
foi testada para 22 compostos redox-ativos de diferentes classes, que comumente sdo
empregados como moduladores redox de estresse oxidativo. Dentre 0s compostos, sete sdo
pertencentes as classes de Mn(lll) salens, poliaminas ciclicas, Fe-porfirinas, nitronas e
nitroxidas (Fig. 3.4), os demais sdo da classe de Mn-porfirinas (Fig. 3.3), das quais foram
estudadas 14 porfirinas com diferentes caracteristicas (tamanho, forma, lipofilia, carga,
polaridade, estereoquimica, propriedades cataliticas ¢ potencial de reducdo) (Batini¢-Haberle
etal., 2010; Tovmasyan et al., 2015a). A atividade catalitica dos compostos redox na oxidacédo
da glutationa em estilo GPx foi avaliada indiretamente via medidas de velocidade inicial de
oxidacdo de NADPH — vo(NADPH)ox — Tab. 3.1 e Fig. 3.17.

Tabela 3.1. Atividade catalitica de compostos redox-ativos para a oxidag¢do da glutationa em modelo
Glutationa peroxidase (GPx) avaliada espectrofotometricamente indiretamente via determinagdo das
velocidades iniciais da oxida¢do do NADPH, vo(NADPH)ox.

% da atividade
Composto (‘):rg;IIALl?lpr:Ii)no'i() enzimatica da
GPx
MnTE-2-PyP°* 64,9 0,37
Ebselen 34,0 0,20
FeTE-2-PyP>* 16,6 0,09
MnCl, 0 0
M40403 0 0
M40404 0 0
Tempol 0 0
NXY-059 0 0
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Comparando-se as velocidades iniciais de oxidacdo do NADPH da MnTE-2-PyP°*
com 0s compostos redox-ativos de outras classes de compostos, observa-se que a MnP foi a
mais eficiente na oxidagédo da glutationa, apresentando maior valor de velocidade inicial de
oxidacdo do NADPH, correspondente a 0,37% da atividade enzimatica da glutationa peroxidase,
superando o ebselen, um composto organosselénio reconhecido como mimico GPx (Sies et al.,
1996).

Dentre a classe das MnPs, a atividade catalitica das MnPs na reducédo do H.02 em um
sistema GPx apresentou dependéncia com o potencial de reducdo (Ew) do centro metélico,

apresentando valores 6timos em torno de +200 mV vs NHE (Fig. 3.17).

70 }
- [,” 8“\\
,= 60 i ’/ \\
- p— ” \ 0
S f, &\
"4 50 7 ’f’ ‘\. 1
. 3 '
[=] U ’ 9 \
g 40 \ A h 12
2 , *
:1 ’I ‘\
= 30 - ! \
z 5 u g,
= R
Z 2 ;) ®s 134
< 10 - ¢ ; *
> 1 |
0 ,1 T T T T T 1
-300 -200 -100 0 100 200 300 400

E;, mV vs NHE

Figura 3.17 Atividade de glutationa peroxidase em relagdo ao potencial de redugdo Mn**/Mn?* para as
MnPs estudadas. 1: MnTBAP?*; 2: MnTE-2-PyPhP%*; 3: MnTE-3-PyP*"; 4: MnTnHex-3-PyP**; 5:
MnTnHex-4-PyP®*; 6: MnTE-4-PyP%"; 7: MnTnOct-3-PyP°*; 8: MnTE-2-PyP*"; 9: MnTPhE-2-PyP%*;
10: MnTnBUOE-2-PyP*"; 11: MnTnHexOE-2-PyP%"; 12: MnTnHex-2-PyP%*; 13: MnTnOct-2-PyP%*; 14:
MnTDE-2-ImP®*,

Esse comportamento na relacdo estrutura-atividade apresentou a mesma tendéncia
observada em outras reacfes catalisadas pelas MnPs, como a dismutacdo do superoxido
(Batini¢-Haberle et al., 2010), a reducdo de ONOO™ (Ferrer-Sueta et al., 2003), a oxidagdo do
ascorbato (Tovmasyan et al., 2015b) e a atividade catalase (Tovmasyan et al., 2015a). Atribui-
se que a reatividade das MnPs catidnicas com as espécies reativas presentes no meio celular
seja controlada por fatores termodindmicos (o potencial de reducéo centrado no Mn possibilita

a troca de elétrons com varias espécies reativas), e eletrostaticos, pois as cargas positivas do
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anel porfirinico facilitam eletrostaticamente a aproximagao de diversos anions (Spasojevic et

al., 2003; Reboucas et al., 2008b; Batini¢-Haberle et al., 2010).

A MnTE-2-PyP°®* é um catalisador para oxidacgdo da glutationa, porém os estudos do
nivel de oxigénio e as analises em diferentes meios (anaerdbio e aerdbio) descritos
anteriormente apontam que o peroxido de hidrogénio nao é o Unico oxidante do sistema (como
seria esperado num modelo GPx genuino), mas também ha participacéo do oxigénio molecular,
sugerindo uma mistura de atividades peroxidase e oxidase. No intuito de investigar a
participacdo de oxigénio para MnPs de diferentes caracteristicas foram realizadas analises
eletroquimicas de consumo (Fig. 3.18) e evolucéo de oxigénio em pH 7,4 com 7 MnPs, a saber,
MnTBAP*, MnTE-2-PyPhP%", MnTE-3-PyP%", MnTE-2-PyP>*, MnTPhE-2-PyP*",
MnTnHexOE-2-PyP®" e MnTnOct-2-PyP°",
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Figura 3.18. Consumo de oxigénio em sistema GSH/H,O,/MnP por MnPs com diferentes caracteristicas.
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Experimentos realizados em pH 7,4 em tampdo Tris. As cargas das porfirinas estdo omitidas na figura,
paraa MnTBAP a carga é 3— e as demais MnPs apresentam carga 5+.

Dentre as MnPs selecionadas, todas as MnPs catibnicas apresentaram consumo de
oxigénio, com destaque para a MnTE-2-PyP°*, que além de apresentar o maior valor na
oxidacdo do NADPH (Fig. 3.17) apresentou também o maior valor de consumo de oxigénio
(Fig. 3.18). Somente a MnP anibnica, MnTBAP?, apresentou valores de consumo de oxigénio
préximos a zero, resultado similar a baixa atividade catalitica desse composto na oxidacdo da
glutationa (Fig. 3.17). Esses resultados permitem afirmar que o mecanismo pelo qual as MnPs
catalisam a oxidacdo da glutationa, no modelo estudado, envolve também a presenca de
oxigénio, revelando que as medidas de oxidacdo da GSH referem-se a uma mistura de
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atividades tiol peroxidase e oxidase.

3.4.3 Oxidacédo da glutationa (GSH) catalisada por compostos redox-ativos, utilizando o

t-BuOOH como agente oxidante modelo para hidroperoxidos lipidicos

Em meio bioldgico, além do perdxido de hidrogénio, existem outros perdxidos, como
os hidroperdxidos organicos primarios, secundarios e terciarios e hidroperdxidos lipidicos
(LOOH), que podem atuar como agentes oxidantes em modelo glutationa peroxidase (Flohé et
al., 2011). Aradjo-Chaves e colaboradores (2011) demonstraram gue a interacdo da MnTM-4-
PyP>* com hidroperoxidos lipidicos gera espécies Mn-oxo de alta valéncia que reagem com a
GSH em modelo GPx. Neste contexto, a avaliacdo da reatividade da série de MnPs frente a
hidroperdxidos organicos para oxidagdo da glutationa em um processo GPx semelhante aquele
observado para os sistemas GSH/H202/MnP ganha relevancia. Nesta tese foi utilizado o t-butil
hidroperéxido (t-BuOOH) como um modelo simples de LOOH. Foi avaliada
espectrofotometricamente a oxidagéo indireta da GSH por t-BuOOH via velocidades iniciais
de oxidacio do NADPH catalisada por 7 MnPs selecionadas (MnTBAP®*, MnTE-2-PyPhP>*,
MnTE-3-PyP°*, MnTE-2-PyP%", MnTPhE-2-PyP%", MnTnHexOE-2-PyP>* ¢ MnTnOct-2-
PyP>"), pelo ebselen e pela FeTE-2-PyP°* (Fig. 3.19).
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Figura 3.19 Atividade catalitica dos compostos redox-ativos na oxidagdo da glutationa com diferentes
peroxidos avaliada espectrofotometricamente via determinagdo das velocidades iniciais da oxidacéo do
NADPH. As cargas das porfirinas estdo omitidas na figura, para a MNnTBAP a carga é 3— e as demais
apresentam carga 5+.

Comparando-se as velocidades inicias de oxidacdo do NADPH para os peroxidos

(H202 e t-BuOOH), foi observado que, para as MnPs estudadas, aquelas que possuem potencial
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de redugdo Mn"!/Mn'" mais baixos (menores que +100 mV vs NHE) apresentaram velocidades
de oxidacédo inferiores quando o agente oxidante é o t-BuOOH; comportamento similar foi
observado para o ebselen. Para as MnPs com potencial de redugdo Mn"'/Mn"" superiores a +200
mV (vs NHE) e para a FeTE-2-PyP®" os valores de velocidade de oxidacdo de NADPH foram
superiores quando o perdxido utilizado foi o t-BuOOH. Nos sistemas utilizando o
hidroperdxido organico, o0 composto que apresentou maior valor para velocidade de oxidacéo
do NADPH foi a MnTnHexOE-2-PyP®>*. Especula-se que, embora distante do centro metalico,
a presenca de atomos de oxigénio nas cadeias ligadas aos grupos piridilas, possibilita a
formacéo de ligagdes de hidrogénio e, com isso, facilita a reatividade com os radicais derivados
do t-BuOOH.

Com o intuito de testar se também havia a participacdo do oxigénio quando se utilizava
o t-BuOOH como oxidante, foram realizados estudos eletroquimicos, em meio aerdbio,
utilizando a MnTE-2-PyP®" como catalisador, para verificar os niveis de oxigénio no sistema e

calcular as velocidades de consumo de O> (Fig. 3.20).
2300
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Figura 3.20 Velocidades de consumo de oxigénio (vo(O2)cons) €m sistema utilizando MnTE-2-PyP®* para
catalisar a oxidacdo da glutationa com H,O, ou t-BuOOH, avaliado eletroquimicamente via analises do

nivel de oxigénio em meio aerdbio.

Quando foi adicionada MnTE-2-PyP°* ao sistema contendo H:O,, oxigénio foi
produzido (modelo catalase). Contudo, quando foi adicionada MnP ao sistema contendo o
peréxido organico, ao invés da producdo de oxigénio o que se observou foi 0 consumo de Oo,
revelando que a reacdo entre o t-BuOOH e a MnP j& envolve o consumo de O». E para ambos

0s peroxidos, quando se adicionou GSH, oxigénio foi consumido de forma significativa,
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indicando que o oxigénio também participa do mecanismo de acdo no sistema contendo
t-BuOOH.

Os experimentos realizados com t-BuOOH permitem afirmar que assim como quando
se utilizou perdxido de hidrogénio como oxidante, o sistema GSH/t-BuOOH/MnP apresentou
atividade glutationa peroxidase e oxidase. Além disso, esses experimentos evidenciam que as
MnPs em presenga de GSH sdo habeis para interagir com outros oxidantes, sendo assim, no
sistema bioldgico, dada a presenca de glutationa e de diversos oxidantes (O2, H2O> e peroxidos

organicos, como os lipoperdxidos) inimeras interacdes e reacdes competitivas podem ocorrer.

3.4.4 Reatividade das MnTE-2-PyP>* com diferentes tidis

Com o intuito de investigar a reatividade das MnPs, em especial da MnTE-2-PyP°*,
frente a diferentes tidis, uma vez que no meio bioldgico existem diversos compostos contendo
0 grupo mercapto, foram realizados estudos de consumo de oxigénio na oxidagdo dos tidis, a
saber NAC, Cys, DTT ou pNBT (Fig. 3.5) por peroxido de hidrogénio utilizando a MnTE-2-
PyP>* como catalisador.

As analises eletroquimicas de consumo de oxigénio (Fig. 3.21) foram registradas em
tampdo Tris, pH 7,4, e demonstraram que todos os tidis em presenca da MnP consomem Oo,
evidenciando que mesmo na auséncia do perdxido de hidrogénio ocorre alguma reacéo entre a
MnP e o tiol. Supde-se que a MnP possa catalisar a oxidacdo do tiol utilizando o O> como

aceptor de elétrons, em um modelo tiol oxidase, porém para alguns dos tidis essa atividade
oxidase é praticamente residual.
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Figura 3.21 Andlise das velocidades de consumo de oxigénio em sistema contendo MnTE-2-PyP**
como catalisador e diferentes tidis como substrato, na auséncia (barra azul) e presenca de peroxido de
hidrogénio (barra laranja).
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Quando foi adicionado perdxido de hidrogénio aos sistemas observou-se um consumo
consideravel de oxigénio para alguns tiois, evidenciando a participacdo do O, também nas
oxidagBes desses tiois. O ditiotreitol apresenta os maiores valores de consumo de oxigénio,
tanto na presenca quanto na auséncia de H202, provavelmente devido a ligacdo S-S formada
ser intramolecular. A adi¢do de peroxido de hidrogénio ao sistema, em comparagdo ao sistema
contendo apenas MnP e tiol, ndo causou alteracdo significativa para os tiois Cys e pNBT, para
o ditiotreitol a adicdo gerou diminui¢do no consumo de oxigénio, ja parao NAC e GSH a adicao

de H20- ocasionou aumento expressivos na velocidade de consumo de oxigénio.

As reacles do peroxido de hidrogénio com grupos cisteinas de proteinas e tidis de
baixa massa molecular sdo muito lentas e ocorrem exclusivamente atraves dos anions tiolatos,
portanto, em pH fisioldgico, quanto mais ionizado, mais reativo € o tiol com 0 H20.. Os pKas
dos tiois estudados estdo expressos na Fig. 3.5. No organismo, 0s grupos tidis das proteinas
apresentam pKa. ~8,8 podendo ser inferiores e, portanto, mais reativo a depender das
caracteristicas das proteinas e peptideos (Poole, 2015; Ulrich; Jakob, 2019; Mirzahosseini;
Noszal, 2016). No modelo tiol peroxidase/oxidase estudado aqui, em termos de consumo de

oxigeénio, ndo se observa uma tendéncia relacionada ao pKa.

Essas velocidades de consumo de oxigénio, isoladamente, podem ndo ser fidedignas a
reatividade da MnTE-2-PyP®>" em modelos tiol (pero)oxidase com diferentes tidis, nem aos
mecanismos pelos quais esses compostos interagem, outros estudos seriam necessarios para tal
concluséo (analises das velocidades de oxidagdo dos tidis, por exemplo). No entanto, as analises
de consumo de oxigénio apresentam-se como bons indicadores de que no organismo deve haver

interacdo entre as MnPs com os diferentes tiois presentes no meio biologico.
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3.5 CONCLUSOES

Os estudos espectrofotométricos e eletroquimicos descritos nesse capitulo permitem
concluir que as MnPs catidnicas catalisam a oxidacao da glutationa com participacao de Oz no
sistema, em modelo (per)oxidase. E, assim como para a atividade SOD, catalase e a oxidagao
do ascorbato, observa-se uma relacdo entre o potencial de redugcdo das MnPs e a atividade

catalitica na oxidagéo da glutationa.

Dentre 0s 22 compostos redox-ativos investigados, a meso-tetraquis(N-etilpiridinio-2-
il)porfirina de Mn(l11) (MnTE-2-PyP**) apresentou a maior atividade catalitica na oxidagdo da
glutationa em presenca de H>O», superando a atividade enzimatica do ebselen, conhecido

mimico GPx.

As andlises com varios tidis também mostraram a alta reatividade da MnTE-2-PyP>",
inferindo que em meio bioldgico inUmeras interagcdes com grupos tidis sao possiveis, 0 que
corrobora os dados de diferentes pesquisadores (Faulkner et al., 1994; Ferrer—Sueta et al., 1999;
Tse et al. 2004; Jaramillo et al., 2012; 2015; Tovmasyan et al., 2012; Tong et al., 2016; Batinic-
Haberle et al., 2018) sobre a oxidacao/S-glutationilacdo de proteinas de sinalizacdo contendo

grupos tidis em modelos experimentais celulares ou animais contendo Mn-porfirinas.
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CAPITULO 4: efeito da associacdo entre Mn-porfirinas, ascorbato e
radiacdo na inibicdo do crescimento de tumor em modelo animal de

cancer de mamal

4.1 INTRODUCAO

As Mn-porfirinas (MnPs) catidnicas se destacam entre 0s mais potentes mimicos das
enzimas superoxido dismutases (SOD) e tém sido propostas como agentes terapéuticos redox
ativos para diversas doencas associadas ao estresse oxidativo, incluindo o cancer. Em especial,
as MnPs derivadas das Mn(lll) N-piridilporfirinas catidnicas N-substituidas se apresentam
como as mais eficazes in vitro e in vivo com efeito anticancer e radioprotetor (Batini¢-Haberle
et al., 2014, 2016a, 2019; Chatterjee et al., 2018; Evans et al., 2014; Mapuskar et al., 2019;
Rawal et al., 2013; Shin et al., 2017).

Além das MnPs, outro composto que vem sendo explorado quanto a sua eficacia
terapéutica € o ascorbato (Asc), composto redutor, normalmente presente em concentracdes
da ordem de milimolar no organismo. Sua atividade anticAncer modesta € atribuida a
producdo de peréxido de hidrogénio proveniente da autoxidacdo do ascorbato catalisada
por metaloproteinas presentes no meio celular do tumor (Welsh et al., 2013; Tovmasyan et
al., 2015b, 2015c). Isso, aliado as baixas expressdes de enzimas catalase e peroxidases, acarreta

um aumento do estresse oxidativo nas células-alvo.

A administracdo conjunta de MnPs com ascorbato é apontada como um modo de
aumentar a atividade anticancer do ascorbato. O comportamento de algumas MnPs, com
diferentes lipofilias e potenciais de redugdo, em administragcdo conjunta com o ascorbato foi
avaliado em linhagens de células de cancer distintas (Ye et al., 2011). Em particular, foi
analisada a viabilidade de células de cancer, tais como HTC116 (células humanas de cancer
colorretal) e 4T1 (células de cancer de mama de camundongos), na presenga de Mn-porfirinas
com e sem a adicao de ascorbato (Ye et al., 2011). Apesar das diferencas metabdlicas entre as

células de céancer, ambas as linhagens celulares foram mais viaveis na presenca de

1 Os dados apresentados neste capitulo foram publicados: Artak Tovmasyan, Jacqueline C. Bueno-Janice, Melba
C. Jaramillo, Romulo S. Sampaio, Julio S. Rebougas, Natalia Kyui, Ludmil Benov, Brian Deng, Ting-Ting Huang,
Margaret E. Tome, Ivan Spasojevi¢ e Ines Batini¢-Haberle. Radiation-mediated tumor growth inhibition is
significantly enhanced with redox-active compounds that cycle with ascorbate. Antioxidants and Redox Signaling,
29(13):1196-1214, 2018. doi 10.1089/ars.2017.7218.
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metaloporfirnas e inviaveis quando MnPs sdo administradas com ascorbato. Isso indicou que
Mn-porfirinas na presenca de agentes redutores exercem acao pro-oxidante para esses tipos de
células, pois consomem oxigénio e produzem peroxido de hidrogénio (Egs. 4.1 e 4.2), gerando
0 acimulo dessa espécie reativa e assim a supressdo da viabilidade celular (Ye et al., 2011;
Tovmasyan et al., 2013, 2015b, 2015c; Rawal et al., 2013).

Mn""P5* + HA- S Mn''P* + HA® [Equacéo 4.1]

Mn''P* + 0, 5 Mn'"P* + 0,7, 202 +2HY S H202+ 02 [Equagéo 4.2]

A eficiéncia do uso conjunto das MnPs e ascorbato possui efeito mais pronunciado
quando a MnP utilizada apresenta potenciais de reducdo Mn"//Mn'" em torno de +200 mV vs
NHE, visto que essas MnPs s&o melhores catalisadoras de ascorbato e, consequentemente, da
producédo de H>O, (Tovmasyan et al., 2014, 2015b, 2015c).

O mecanismo de acdo desses compostos esta relacionado ao metabolismo das células
de cancer que normalmente apresenta alta expressao das enzimas superoxido dismutase (que
dentre os produtos gerados estd o perdxido de hidrogénio), e baixa expressdo de catalase e
glutationa peroxidase (Hsieh et al., 2010; Miar et al., 2015; Batini¢-Haberle et al., 2015; Manda
et al., 2015), que séo antioxidantes responsaveis pela remog¢do do H>O», fazendo com que 0s
altos niveis inerentes do metabolismo dessas células contribuam na magnitude dos efeitos do
excesso de perdxido gerado pela oxidacdo do ascorbato pela MnP, resultando na apoptose
celular. A acdo das Mn-porfirinas no tratamento de cancer é, portanto, pré-oxidante e
mecanismo semelhante ocorre quando se utilizam esses mimicos SOD associados com
quimioterapicos (Yulyana et al., 2016; Jaramillo et al., 2012, 2015; Kosmacek et al., 2016) e
radioterapia (Weitzel et al., 2015, 2016; Chatterjee et al., 2018). Nessas situacfes as Mn-

porfirinas agem como quimio- e radiossensibilizadoras as células de cancer.

Além dos fatores termodinamicos e eletrostaticos, que influenciam a capacidade
catalitica das Mn-porfirinas, o efeito terapéutico dessas € influenciado também pela sua
biodisponibilidade e toxicidade. A biodisponibilidade das metaloporfirinas, por sua vez,
depende de fatores estruturais como tamanho, carga, estado de oxidacao do ion central e forma
(flexibilidade conformacional e geométrica), que afetam a lipofilia das mesmas (Batini¢-
Haberle et al., 2010, 2016a; Kos et al., 2009b; Spasojevi¢ et al., 2011).

Nesse contexto, os estudos em modelos animais contribuem sobremaneira na

investigacdo da eficiéncia terapéutica das MnPs. Esses estudos permitem a avalia¢do ndo so6 da
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eficiéncia, mas também de aspectos mecanisticos relacionados a eficacia dessas potenciais
drogas. Adicionalmente, a quantificagdo das MnPs possibilita a compreensdao da
biodistribuicdo e farmacocinética, podendo auxiliar na melhoraria das propostas do
mecanismo da acdo terapéutica desses compostos (Batini¢-Haberle et al., 2010, 2014,
2016a; Weitner et al., 2013).

Os primeiros meétodos desenvolvidos para quantificacdo de Mn-porfirinas em
tecidos e 6rgdos animais utilizaram técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccdo por fluorescéncia (HPLC/fluorescéncia) e eletroquimica (HPLC/ECD)
(Kachadourian et al, 2002; Spasojevi¢ et al., 2007). Spasojevi¢ e colaboradores reportaram
estudos de farmacocinética da MnTE-2-PyP>" utilizando HPLC/fluorescéncia, e
posteriormente desenvolveram métodos para quantificacdo de MnPs utilizando LC-MS/MS
(Spasojevi¢ et al., 2007, 2008). Este ultimo método é mais sensivel que o de fluorescéncia,
sendo capaz de detectar baixos niveis de MnTnHex-2-PyP°* (~20 nmol L) em érgéos
animais e que ndo foram possiveis de serem medidos por HPLC/fluorescéncia (Spasojevié

et al., 2011; Li et al., 2020).

Com isso, 0 método de analise por LC-MS/MS, por sua maior sensibilidade e por
demandar menor preparo de amostra que o método a base de fluorescéncia, tornou-se o
principal método para bioanalise quantitativa de Mn-porfirinas, colaborando para estudos
da acdo dessas no organismo, bem como para a avaliacdo de parametros farmacocinéticos
e toxicolégicos em modelos in vitro e modelos animais (Batini¢-Haberle et al., 2011;
Miriyala et al., 2012; Weitner et al., 2013; Weitzel et al., 2015; Sheng et al., 2011).

4.2 OBJETIVOS
Investigar o efeito do uso combinado de metaloporfirinas de manganés (MnP) com
outros tratamentos anti-tumorigénicos, como quimioterapia com ascorbato (Asc) e

radioterapia (RT). Para tanto:

v Estudar os efeitos do uso combinado de Asc/RT/MnP em modelo de cancer de
mama em camundongos Balb/C, utilizando trés diferentes MnPs: MnTnBuOE-2-PyP>*
MnTE-2-PyP°* e MnTBAP?~ (Fig. 4.1).
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MnTE-2-PyP>* MnTnBuOE-2-PyP>*

Figura 4.1 Estrutura das Mn porfirinas utilizadas nos estudos in vivo.

v' Coletar os tecidos de mama, figado e tumor dos camundongos tratados e
quantificar as metaloporfirinas MnTE-2-PyP>* e MNnTBAP?~ nos tecidos via LC-MS/MS e

comparar com os dados de quantificagdo da MnTnBuOE-2-PyP>* obtidos concomitantemente

no grupo.
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4.3 PARTE EXPERIMENTAL

4.3.1 Materiais

Mn-porfirinas foram preparadas segundo os procedimentos descritos na literatura
(Batini¢-Haberle et al., 2002; Raji¢ et al., 2012; Tovmasyan et al. 2013, 2014). O ascorbato foi
adquirido da Sigma Aldrich.

4.3.2 Experimentos com modelo animal

Os experimentos foram realizados durante o periodo de doutorado sanduiche na
Universidade de Duke (NC, USA), sob orientacdo da Dra. Ines Batinic-Haberle. Foram
utilizados camundongos fémeas da linhagem Balb/C, com 6-8 semanas de vida e massa média
de 20 g (adquiridos do Jackson Laboratory, EUA). As células 4T1 (cancer de mama de
camundongos) foram implantadas por meio de injecdo subcutanea (100 pL) na pata traseira
direita do animal, em Unica dose de suspensdo de 10’ células/mL (total 10° células por
camundongo). Os tratamentos com MnP e ascorbato foram iniciados 24 horas antes do
tratamento com radiacéo (dia-1, design do experimento esquematizado na Fig 4.2). A MnP foi
administrada pela via subcutanea (sc) em dose diaria de 2 mg/kg (para os experimentos | e I1)
ou 0,2 mg/kg (experimento I11) e 0 ascorbato foi injetado via intraperitoneal (ip) com dose diaria
de 4 g/kg nos primeiros 5 dias, e nos demais dias de experimento a dose diaria foi de 1 g/kg. A
radioterapia foi iniciada (dia 0) quando os tumores apresentaram volumes aproximados de 80
mm?, sendo a dose diaria de 2,5 Gy (0,64 Gy/min; 3,9 min) aplicada por 3 dias consecutivos.
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Figura 4.2. Design dos experimentos em modelo animal de cancer de mama em camundongos Balb/C.

A administracdo de Mn-porfirina (MnP) foi pela via subcutanea (sc), com doses de 0,2 mg/kg/dia

(Experimento 111) ou 2 mg/kg/dia (Experimento | e 11) e de ascorbato (Asc) foi via intraperitoneal

(ip). RT: radiacdo (adaptado de Tovmasyan et al., 2018).

Para realizagéo dos experimentos I, Il e 111 foram utilizados 100, 136 e 99 animais,

respectivamente, distribuidos em diferentes grupos de tratamento: controle, tratamento isolado

(MnP, Ascorbato ou Radiacgéo), tratamento duplo (Ascorbato + Radiacdo, Radiacdo + MnP,

Ascorbato + MnP) e tratamento triplo (Ascorbato + Radiagdo + MnP) (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Distribuicdo dos grupos de tratamento e doses diarias de MnP utilizados nos experimentos

em modelo animal de cancer de mama.

Experimentos
Dose diaria de
MnP

Grupos de
tratamento

o~ E

I
2 mg/kg

Controle

Radiacéo (RT)
Ascorbato (Asc)
MnTnBuOE-2-PyP>*
RT + Asc
MnTnBuOE-2-PyP>*
+ RT
MnTnBuOE-2-PyP%*
+ Asc
MnTnBuOE-2-PyP5*
+ RT + Asc

I
2 mg/kg

Controle

Asc

RT

RT + Asc

MnTE-2-PyP®**

MnTE-2-PyP®* +

Asc

7. MnTE-2-PyP>* + RT

8. MnTE-2-PyP** + RT
+ Asc

9. MnTBAP*

10.MnTBAP? + Asc

11. MnTBAP?® +RT;

12. MnTBAP?* +RT +

AsC

ok, E

o~ E

1l
0,2 mg/kg

Controle

RT

Asc
MnTnBuOE-2-PyP>*
RT + Asc

MnTnBuOE-2-PyP*" +

RT

MnTnBuOE-2-PyP%* +

AsC

MnTnBuOE-2-PyP5* +

RT + Asc
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Os tumores foram medidos manual e diariamente utilizando-se um paquimetro digital
e os volumes (mm?®) foram calculados como: didmetro maior x (diametro menor)?/2 (Steel,
1977). O volume méaximo para crescimento do tumor foi estabelecido como 1500 mm?3. As
massas dos camundongos foram registradas duas vezes na semana. Os procedimentos e
cuidados com os animais foram aprovados pela Duke University Institutional Animal Care and

Use Committee.
4.3.3 Coleta dos tecidos

Apbs 14 dias de experimento, foi realizada a eutanasia dos camundongos com injecao
intraperitoneal de Euthasol (0,05 mL por camundongo) e os tecidos (figado, musculo da pata
esquerda e tumor) foram coletados, congelados em nitrogénio liquido e estocados em freezer a
—80 °C. Todos os tecidos foram coletados dos animais em até 24 horas ap6s o término do

experimento.
4.3.4 Preparacéo dos tecidos coletados

Os tecidos dos camundongos de cada grupo de tratamento foram combinados em
novos grupos contendo misturas de tecidos de 3 animais. O tecido muscular e do tumor foram
criopulverizados com o auxilio de um pulverizador de tecidos Bessman (BioSpec Products,
Bartlesville, OK, USA) sob nitrogénio liquido. J& as amostras de figado foram cortadas. Os
tecidos foram pesados e entdo levados a um homogeneizador rotatorio com solucdo aquosa (na
proporcdo de 4 mL de solucdo por grama de tecido) contendo agente trapeador de GSH — 20
mmol L? de N-etilmaleimida (NEM; Sigma), 2% de acido sulfossalicilico (SSA; Sigma) e 2
mmol L de EDTA em 15% de metanol —, formando o homogeneizado 1. A seguir as amostras

foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente e, entéo, estocadas a —80°C.
4.3.5 Extracdo da GSH e GSSG

No dia da anélise de LC-MS/MS, foram adicionados 50 uL. do homogeneizado 1, 200
pL de 4cido féormico em 4gua e 500 pL de cloroféormio a um frasco de propileno (PP) de 2 mL.
O sistema foi selado e agitado em um aparelho FastPrep (Thermo-Savant) por 1 ciclo a
velocidade de 5 m s por 40 s. Apds 30 minutos de incubacéo & temperatura ambiente, o sistema
foi centrifugado por 5 min a 14000 x g. O sobrenadante foi diluido 1:1 (para as analises de
GSSG) ou 1:5000 (para as analises de GSH) com fase movel A (veja em Analise dos niveis de
GSH e GSSG no item 4.3.8) contendo a quantidade apropriada de padréo interno (1,1 pmol L-
! de GSSG-dg ou 0,65 pumol L de GSH-NEM-ds). Em seguida, as amostras foram analisadas

por LC-MS/MS, com aliquotas injetadas de 20 uL (GSSG) ou 5 pL (GSH) (item 4.3.8a).
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4.3.6 Extracdo da MnTE-2-PyP%* dos tecidos
a) Musculo e tumor

A um frasco de propileno (PP) de 500 pL, adicionaram-se 50 ulL do homogeneizado
1 de musculo ou tumor e 200 pL de solugio de MnTM-2-PyP>* a 200 nmol L™ (padréo interno)
preparada em solucdo de 1% HCI em metanol e o sistema foi vigorosamente agitado em um
aparelho FastPrep (Thermo-Savant) por 1 ciclo a velocidade de 6,5 m s por 40 segundos. Em
seguida, o sistema foi centrifugado por 10 min a 13200 rpm. A seguir, 50 uL do sobrenadante
e 150 puL de solugdo aquosa de &cido heptafluorobutirico (HFBA) a 0,1% foram transferidos
para um frasco de polipropileno para HPLC equipado com septo de silicone/PTFE. Apds outro
ciclo de centrifugagdo por 5 minutos a 5000 x g (4 °C), a amostra foi imediatamente analisada
por LC-MS/MS. Os homogeneizados 1 de tecido muscular do grupo controle (sem tratamento)
foram utilizados para preparar a curva analitica no intervalo de 0-160 nmol L. J4 para a curva
analitica das amostras de tumor, os homogeneizados 1 do grupo controle (sem tratamento)

foram utilizados para preparar a curva no intervalo de 0-800 nmol L.
b) Figado

A um frasco de propileno (PP) de 2 mL, foram adicionados 50 uL. do homogeneizado
1 de figado e 450 pL de 4gua (correspondendo a uma diluicdo de 10 vezes). Misturou-Se 0
sistema em agitador “vortex” por 30 segundos. Posteriormente, 50 uL do homogeneizado
diluido foram transferidos para um frasco de propileno (PP) de 500 pL e o restante da
preparacdo da amostra foi realizada como descrito no item anterior para os tecidos muscular e
de tumor. Os homogeneizados 1 do grupo controle (sem tratamento) da amostra do figado

foram utilizados para preparar a curva analitica no intervalo de 0-10 pumol L™,
4.3.7 Extracdo da MnTBAP?- dos tecidos
a) Musculo, figado e tumor

A um frasco de propileno (PP) de 2 mL, com duas esferas de Zr de 2,5 mm, foram
adicionados 50 pL do homogeneizado 1 e 450 pL de agua (correspondendo a uma dilui¢ao de
10 vezes). Entéo, misturou-se o sistema em agitador “vortex” por 30 segundos. Posteriormente,
foram transferidos 50 uL. do homogeneizado diluido, 150 pL de solugdo aquosa de acido
formico a 1%, 100 pL de uma solugdo metanolica de H,TBAP (padréo interno) a 1 umol L e
100 pL de cloroférmio/isopropanol (4/1, v:v) para um frasco de propileno (PP) de 500 pL. Em

seguida, agitou-se vigorosamente o sistema em um aparelho FastPrep (Thermo-Savant) por 1
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ciclo a velocidade de 5 m s por 40 segundos. A seguir, o sistema foi centrifugado por 5 min a
13200 rpm. A fase aquosa (superior) foi descartada e 100 pL da fase organica foram transferidos
para um tubo de propileno e purgado, sob atmosfera de N2, por 40 minutos até completa
evaporacao do solvente. O material seco foi solubilizado em solugdo composta de fase movel
A (1% de &cido formico em H.O, 5% de acetonitrila) + 50% acetonitrila, dissolvida em
ultrassom (5 minutos). Posteriormente, 40 pL desta solugdo foram transferidos para um frasco
de polipropileno para HPLC equipado com septo de silicone/PTFE. Apos outro ciclo de
centrifugacdo por 5 minutos a 5.000 x g (4 °C), a amostra foi imediatamente analisada por LC-
MS/MS. Os homogeneizados 1 de cada tipo de amostras tecidual do grupo controle (sem
tratamento) foram utilizados para preparar suas respectivas curvas analiticas, nos seguintes

intervalos: 0-200 umol L (figado), 0-10 umol L (mUsculo) e 0-30 umol L™ (tumor).

As amostras do experimento 111 foram coletadas e estocadas, porém a preparagéo e
andlise via LC-MS/MS ainda ndo foram realizadas. A preparacdo de amostras e analise de LC-
MS/MS do experimento | foram realizadas em colaboragédo com o entdo aluno de doutorado
do nosso grupo de pesquisa, Romulo S. Sampaio, durante seu doutorado sanduiche na

Universidade de Duke.

4.3.8 Metodologia de analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC/MS/MYS)

a) Andlise dos niveis de GSH e GSSG

As analises dos niveis de GSH e GSSG foram realizadas seguindo a metodologia
reportada na literatura para os niveis desses compostos em sangue (Moore et al., 2013). As
medidas de GSH (na forma do composto GSH-NEM) e GSSG foram realizadas em um HPLC
Shimadzu 20A acoplado a um espectrometro AB Sciex Q Trap API5500 LC-MS/MS nos
Laboratorios da Duke Comprehensive Cancer Center, Shared Resource PK Labs. Como
colunas foram utilizadas a pré-coluna Phenomenex, C18 (4 x 3 mm) e a Agilent ZORBAX
Eclipse Plus C18 (4,6 x 50 mm) a 45°C. Todos os solventes empregados foram de grau MS:
Fase movel A, 0,1% de &cido formico em H20, 2% de acetonitrila; fase movel B, acetonitrila.
As transicOes de fragmentacdo de massas especificas (m/z) acompanhadas foram: GSH-NEM
(analito) em m/z 433/304 e GSH-NEM-ds (padréo interno) em m/z 436,2/307,1; GSSG (analito)
em m/z 613,1/355 e GSSG-ds (padréo interno) em m/z 619,1/361. As amostras para construcao
da curva analitica foram preparadas em fase mdvel A nos intervalos de 0,375-6,00 mmol L
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para GSH e 1,88-30 uml L para GSSG. As respostas das analises foram calculadas no software
Analyst 1.6.2.

b) Analise dos niveis de MnP

As andlises foram realizadas em um HPLC Shimadzu 20A acoplado a um
espectrometro AB MDS Sciex Q Trap 4000 LC-MS/MS nos Laboratérios de Duke
Comprehensive Cancer Center, Shared Resource PK Labs. Os solventes empregados para
estudos com MnTE-2-PyP°>* foram: fase movel A, 0,05% de HFBA, 5% de acetonitrila em

H,O: fase movel B, 0,05% de HFBA em acetonitrila. Para analises com MnTBAP3~ foram

utilizadas: fase movel A, 1% de &cido formico em H20, 5% de acetonitrila; fase mével B,
acetonitrila. Todos os solventes utilizados nas fases moveis foram grau HPLC. A MnTM-2-
PyP>* foi usada como padrdo interno para determinagdo de MnTE-2-PyP°" e a base-livre
H,TBAP foi usada como padrdo interno para MnTBAP?". As analises foram realizadas usando
apenas pré-coluna Phenomenex C18 (3 x 4 mm) e foram acompanhadas as seguintes transicoes
de fragmentacdo de massas especificas m/z: MnTE-2-PyP°* (analito) em m/z 713,3/363,6 e
MnTM-2-PyP®* (padréo interno) em m/z 685,3/356,6; MnTBAP?- (analito) em m/z 843,0/677,1
e H2TBAP (padréo interno) em m/z 791,2/670,1. As curvas analiticas foram preparadas pela
adicdo de quantidades conhecidas de padrfes dos analitos diluidos (juntamente a uma
guantidade fixa dos padrdes internos) nos homogeneizados dos respectivos tecidos dos grupos
controle. As andlises foram realizadas juntamente com as amostras dos respectivos estudos. As
respostas das analises foram calculadas pela razdo entre a &rea do pico do analito e a area do
pico do padrdo interno no proprio software do equipamento, Analyst 1.6.2.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os estudos da influéncia dos compostos redox ativos administrados
concomitantemente com outros tratamentos (ascorbato e/ou radiagdo) sobre a inibicdo do
crescimento de tumor, foram utilizadas trés MnPs meso-substituidas (Fig. 4.1), MnTE-2-PyP®**,
MnTnBuOE-2-PyP>" e MnTBAP?, que apresentam diferentes caracteristicas, como: cargas,

potenciais de redugdo Mn"'/Mn"| lipofilias e eficiéncia catalitica (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 Propriedades fisico-quimicas das Mn(l1)-porfirinas estudadas.

MnPs MnTE-2-PyP%* MnTnBuOE-2-PyP%* MnTBAP*
a
10g Pow 7,67 -4,10 ND"
E1/2, MnIII/MnII b
mV vs NHE +220 +277 -194
-\ ¢
logkea(Oz2) 776 7,83 Sl
N d
logkrea(ONOO') 7,53 7,54 5,02
@
nvrff(f;sf?fxs_l 286 160 4
(308) (256) )
kcat(H20,)
mol? L s’ 63 88 6
Atividade GPx?
% atividade 0,350 0,307 0,008
enzimatica (62) (54) (1,5

(umol L* min™)
Os dados foram obtidos a 25 * 1 °C, exceto para log kres(ONOQO"), que foi medido a 37 + 1 °C.

a Lipofilia expressa como log da particdo da MnP entre 4gua e n-octanol (saturados) (Batini¢-Haberle
et al., 2010);

b Potencial de reducdo centrado no metal (E12) para o par Mn""/Mn"" (Tovmasyan et al., 2015a).

¢ O log keat(O2) descreve a atividade catalitica do complexo de Mn como mimico da enzima SOD na
dismutagéo do O, (Tovmasyan et al., 2015a).

d O log kred(ONOO") representa a atividade catalitica da MnP na reducdo do ONOO™ a NO; via par
O=Mn"YP/Mn'" (Ferrer-Sueta et al., 2003).

e vo(AsC)ox descreve as taxas iniciais de oxidacdo do ascorbato pelo par Mn"'P/Mn''P em tampéo fosfato
0,05 mol L% Em parénteses os valores em tampdo TRIS (Tovmasyan et al., 2015b).

f Atividade catalitica da MnP na dismutacéo do H,O,, utilizando o par O=Mn"P = O/Mn"P via processo
com dois elétrons, expressos como taxas iniciais de evolucdo de oxigénio (Tovmasyan et al., 2015a).

g Atividade catalitica da MnP como mimico GPx, os dados sdo expressos como porcentagem da
atividade da enzima GPx e as velocidades iniciais de oxidacdo do NADPH (em parenteses) (Bueno-
Janice et al., 2015.

h Valor ndo disponivel na literatura.
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Os estudos dessas MnPs em modelo animal, camundongos Balb/C, de cancer de mama
foram realizados em trés experimentos (Tabela 4.1). No Experimento | foi estudado o efeito
da MnTnBuOE-2-PyP>*, com dose diaria de 2 mg/kg, sobre a progressdo do crescimento do
tumor (Fig. 4.3). No Experimento Il foram exploradas as MnPs MnTE-2-PyP°* (Fig. 4.5) e
MnTBAP?* (Fig. 4.7), também com tratamentos de dose diéria de 2 mg/kg. Ja no Experimento
111 foi utilizada a mesma porfirina do primeiro experimento, MnTnBuOE-2-PyP>*, porém com
dose diaria de porfirina 10 vezes inferior, 0,2 mg/kg (Fig. 4.8). As doses diarias de ascorbato,
em todos os experimentos, foram inicialmente de 4 g/kg e, a partir do 4° dia, a dose foi reduzida

para 1 g/kg (dose utilizada nos testes clinicos, fase 11 de glioblastoma, NCT02344355).

Em cada experimento os grupos foram separados em controle, 3 tratamentos isolados
(MnP, Ascorbato ou Radiac¢do), 3 tratamentos duplos (Ascorbato + Radia¢do, Radiacdo + MnP,
Ascorbato + MnP) e tratamento triplo (Ascorbato + Radiacdo + MnP) (Tabela 4.1). No
Experimento | (Fig. 4.3), o tratamento isolado utilizando apenas MnTnBuOE-2-PyP**
(MnBUuOE) demonstrou ligeira eficacia na supressdo do crescimento do tumor em relacéo a
curva de crescimento do grupo controle, apresentando inibi¢cdo tumoral de 29,3% (+12,4%) em

relacdo ao grupo controle (Fig. 4.4).

1400 1 T MnBuOE-+Asc
. 1200 - RT+MnBuOE
= MnBuQE+Asc
£ 1000 RT+Asc
|
= MnBuOE
E 800 -
= =—Asc
-8 600 - =de=RT
E == Controle
5 400 -
S
200 -

tempo, d
Figura 4.3 Curva de crescimento do tumor em relacdo aos dias de tratamento: Experimento | —

Estudo dos efeitos combinados de MnTnBuOE-2-PyP>*/Asc/RT, com doses de 2 mg/kg/dia de
MnP. Sendo, RT: radiagdo; MnBuOE: MnTnBuOE-2-PyP>*; Asc: ascorbato.
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Figura 4.4 Inibicdo tumoral em relacdo ao tratamento controle, ao término do experimento (14°
dia): Experimento I — Estudo dos efeitos combinados de MnTnBuOE-2-PyP>*/Asc/RT, com doses
de 2 mg/kg/dia de MnP. Sendo, RT: radiacdo; MnBuOE: MnTnBuOE-2-PyP%*; Asc: ascorbato.

Os tratamentos combinados, duplos ou triplos, contendo a MnTnBuOE-2-PyP>*
forma efetivos para diminuicdo do crescimento do tumor em relagdo ao controle. O tratamento
da MnP em combinacdo com a radiacdo (RT+MnBUOE) apresentou efeito na diminuigéo do
crescimento (61 £3,1% de inibicdo tumoral) mais significativo em relacdo aos tratamentos
isolados (tanto MnBUuOE isolado, quanto para o RT isolado) que o tratamento de combinagéo
dupla MnBuOE+Asc em relagédo aos seus tratamentos isolados (MnBuOE e Asc). O tratamento
triplo (RT+MnBuOE+Asc) foi o tratamento combinado mais eficaz, apresentando efeito mais
pronunciado na diminuic¢do do crescimento do tumor, com inibi¢do tumoral de 74,5% (£2,5%)

no 14° dia de experimento.

No Experimento Il ndo se observa diferenca entre os tratamentos isolados de
nenhuma das duas MnPs testadas (MnTE-2-PyP>" - Fig. 4.5; MnTBAP?" - Fig. 4.7; Fig. 4.6)

em relagéo ao controle.

81



Volume do tumor, mm?3

1000

800

600

400

200

Capitulo 4

—4—RT+MnE+Asc
RT+MnE

=0-MnE+Asc
RT+Asc

=0-MnE

== Asc

=4=RT

== Controle

tempo, d

Figura 4.5 Curva de crescimento do tumor em relacdo aos dias de tratamento: Experimento Il —
Estudo dos efeitos combinados de MnP/Asc/RT, com doses de 2 mg/kg/dia de MnTE-2-PyP®*,
MnE: MnTE-2-PyP%*, Asc: ascorbato, RT: radiacéo.
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Figura 4.6 Inibicdo tumoral em relacdo ao tratamento controle, ao término do experimento (13°

dia): Experimento Il — Estudo dos efeitos combinados de MnP/Asc/RT, com doses de 2 mg/kg/dia
de MnP. Sendo, MnTBAP?*" ou MnTE-2-PyP%* como MnP. MnTBAP: MnTBAP?*, MnE: MnTE-
2-PyP%*, Asc: ascorbato, RT: radiacéo.
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Figura 4.7 Curva de crescimento do tumor em relacdo aos dias de tratamento: Experimento Il —
Estudo dos efeitos combinados de MnP/Asc/RT, com doses de 2 mg/kg/dia de MnP. MnTBAP*-
como MnP. MnTBAP: MnTBAP?-, Asc: ascorbato, RT: radiacéo.

Analisando os tratamentos de combinag&o dupla contendo MnTE-2-PyP%" (RT+MnE
e MnE+Asc) observou-se que, em comparagdo aos respectivos tratamentos isolados,
apresentaram ligeira eficacia na supressdo do crescimento do tumor, sendo o efeito na inibicdo
tumoral do tratamento RT+MnE (60,1 +2,5%) mais pronunciado em relacdo aos seus
respectivos tratamentos isolados, RT (46,0 £7,5%) e MnE (0,7 £10,9%). O tratamento triplo
combinado (RT+MnE+Asc), assim como no Experimento I, foi o tratamento com efeito mais
eficaz na diminuicdo do crescimento do tumor, com inibicdo tumoral de 72,1% (*2,7%),
apresentando valores de volume de tumor semelhantes (~200 mm?®) ao final de ambos os
experimentos. Para os grupos tratados com MnTBAP?" (Fig. 4.7), mesmo nos tratamentos
combinados nédo se observou nenhuma contribuicdo do uso dessa porfirina, podendo-se associar
os efeitos nos grupos aos quais essa porfirina esta presente a acdo do(s) outro(s) agente(s)

terapéutico(s) administrado(s) concomitantemente.

O Experimento 111 (Fig. 4.8 e 4.9), com MnTnBuOE-2-PyP°>* em dose diaria de
0,2 mg/kg, apresenta comportamento similar ao dos outros experimentos contendo MnPs

cationicas.
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Figura 4.8 Curva de crescimento do tumor em relacdo aos dias de tratamento: Experimento 111 —
Estudo dos efeitos combinados de MnTnBuOE-2-PyP%/Asc/RT, com doses de 0,2 mg/kg/dia de
MnP. MnBuOE: MnTnBuOE-2-PyP%", Asc: ascorbato, RT: radiacéo.
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Figura 4.9 Inibicdo tumoral em relagdo ao tratamento controle, ao término do experimento (13°
dia): Experimento I — Estudo dos efeitos combinados de MnTnBuOE-2-PyP>*/Asc/RT, com doses
de 0,2 mg/kg/dia de MnP. Sendo, RT: radiagdo; MnBuOE: MnTnBuOE-2-PyP>*; Asc: ascorbato.

O tratamento isolado utilizando somente MnP nédo apresentou inibi¢do tumoral (13,9

+7,2%) significativa em relacdo ao grupo controle. J& os tratamentos combinados, duplos ou
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triplo, contendo MnTnBuOE-2-PyP®*, demonstraram que a MnP contribuiu para aumentar o
efeito dos tratamentos quando administrados em conjunto, com efeito mais pronunciado na
diminuicdo do crescimento do tumor no tratamento triplo, com inibi¢do tumoral de 63,1 + 3,4%

em relacéo ao controle.

Comparando o0s experimentos da MnTnBuOE-2-PyP*>* em diferentes doses
(Experimentos | e Ill1), observa-se o efeito mais pronunciado para tratamento com
MnP/Asc/RT em doses superiores (2 mg/kg/dia) — Figs. 4.3-4 e 4.8-9. Entretanto, mesmo no
experimento com dose 10 vezes inferior (0,2 mg/kg/dia), € possivel perceber o efeito
significativo do tratamento triplo em relacdo aos outros tratamentos duplos combinados.

Sugere-se que os efeitos terapéuticos como anticancer das MnPs estejam
correlacionados a trés fatores: a atividade catalitica na oxidacdo do ascorbato e, com isso, de
aumentar a producéo de H-O> (Rawal et al., 2013; Evans et al., 2014; Tovmasyan et al., 2015b,
2015c); a capacidade da MnP em modificar grupos tidis, como mimico GPx utilizando o H>0>
produzido, ocasionando a S-glutationilacdo de proteinas (Jaramillo et al., 2012; 2015; Tong et
al., 2016; Batini¢-Haberle; Tome, 2019); aléem da bioacumulacdo da MnP em tecidos e/ou
celulas-alvo (Spasojevi¢ et al., 2008; Miriyala, et al., 2012; Weitner et al., 2013).

Dentre as porfirinas empregadas, as duas MnPs catidnicas (MnTE-2-PyP>" e
MnTnBuOE-2-PyP>") destacam-se como potentes catalisadores da oxidacdo do ascorbato
(Tabela 4.2), e como as mais citotoxicas quando administradas em conjunto com ascorbato em
estudos in vitro (Tovmasyan et al., 2014, 2015b; Evans et al., 2014).

A porfirina anibnica, MnTBAP?*", apresenta as propriedades fisico-quimicas,
elencadas na Tabela 4.2, bem distintas das outras duas porfirinas, e por isso foi utilizada com
0 intuito de explorar aspectos mecanisticos, tanto no que se refere a acao terapéutica quanto a
bioacumulacdo nos tecidos. O efeito inexpressivo desta MnP anidnica na supressdo do
crescimento do tumor pode estar correlacionada ao fato da MnTBAP? apresentar potencial de
reducdo do Mn muito negativo o que inviabiliza a oxidagao do ascorbato; adicionalmente, essa
porfirina ndo pode ser oxidada com H20> (em modelo catalase), o que é descrito como um pré-
requisito para S-glutationilagdo (Batini¢-Haberle, et al., 2010, 2014; Tovmasyan et al., 2015b,
2015c).

O nivel de oxidagdo da glutationa (GSH) foi analisado para os tecidos coletados do

Experimento Il (de todos os tratamentos, exceto para os que continham MnTBAP?) para

85



Capitulo 4

verificar o estado redox do meio celular. A oxidacédo foi avaliada pela razdo GSSG/GSH (Fig.

4.10), que é um marcador de estresse oxidativo.
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Figura 4.10 Efeito na razdo GSSG/GSH nos tecidos coletados do Experimento I1: A) tumor; B) figado;
C) musculo. MnE: MnTE-2-PyP®*, Asc: ascorbato, RT: radiacgéo.

Observou-se que nos tecidos do tumor (Fig. 4.10A), somente o grupo tratado com a
combinagdo tripla MnTE-2-PyP>*+Asc+RT apresentou variagdo significativa da razdo
GSSG/GSH. Esses dados corroboraram aqueles obtidos em analises de células 4T1 nos quais
estudou-se, além da MnTE-2-PyP%*, a MnTBUOE-2-PyP**, a MnTBAP?* e a M40403 (amida
policiclica); no estudo em modelo celular, apenas os grupos contendo a combinagéo tripla
MnP+Asc+RT, com as porfirinas MnTE-2-PyP>* e MnTBuUOE-2-PyP®*, que ciclizam com
ascorbato e agem como mimicos de GPx, apresentaram aumento significativo da razao
GSSG/GSH (Tovmasyan et al., 2018). Os tecidos de figado e musculo do Experimento 11 (Fig.
4.10B e C), que ndo sofreram exposic¢do direta a radiacao, ndo apresentaram variagfes da razao

GSSG/GSH em nenhum dos tratamentos analisados.
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Com o intuito de avaliar a bioacumulacdo das MnPs em tecido normal (musculo) vs
de tumor, os niveis de MnPs foram quantificados e analisados nos tecidos dos camundongos
utilizados em diferentes tratamentos do estudo. Embora os métodos de anélise para Mn-
porfirinas catiébnicas de modo geral j& tenham sido estabelecidos, para obten¢do dos dados
de todos os grupos de tratamento contendo MnTE-2-PyP>* e MnTnBuOE-2PyP®*, algumas
modificagcbes foram realizadas, visando-se aumentar a sensibilidade da analise,
possibilitando a deteccdo de concentragGes mais baixas. Os estudos de bioacumulacédo de
MnTBAP3- foram realizados somente para o grupo do tratamento isolado contendo apenas
a MnP anidnica (isto é, os tratamentos duplos e triplo contendo essa porfirina ndo foram
analisados), uma vez que ndo se observou contribuicdo do uso desta MnP no estudo de
diminuicdo do crescimento do tumor. A bioacumulacio de MnTBAP?" foi realizada pela
primeira vez e, portanto, foram desenvolvidos o método de preparo de amostra (extracédo

da droga do tecido), bem como o método de analise.

Sendo a MnTBAP?* uma porfirina ani6nica, seu comportamento tanto na extragao
da droga, quanto a sua eluicdo na cromatografia liquida, apresentou caracteristicas
totalmente distintas das demais MnPs analisadas (MnTE-2-PyP°* e MnTnBuOE-2PyP®").
Desse modo, testes prévios sem a matriz biologica, contendo somente a MnTBAP3~ e seu
padrdo interno, H.TBAP* (base livre da MnTBAP?%), foram realizados com o intuito de
verificar o melhor sistema para extracdo da porfirina. Para o pré-tratamento das amostras,
escolheu-se para a extracé@o da droga do tecido animal um sistema contendo solugdo aquosa
acida de acido formico a 1%, metanol (proveniente da solucdo do padrdo interno — vide
procedimento metodoldgico) e cloroformio/isopropanol (4:1, v/v), essa tltima mistura foi
utilizada para proporcionar a precipitacao das proteinas. O metanol também auxilia na ruptura
das células, porém o principal intuito para seu emprego foi o de facilitar a solubilidade das

porfirinas na fase aquosa.

Os dados do acumulo das MnPs em tecidos tratados apenas com MnP (Fig. 4.11)
mostram que todas porfirinas acumularam mais no tumor do que no musculo. Observa-se
também o alto acimulo da MnTBAP3-, com niveis de ~20 vezes superior aos das MnPs
catiénicas. As proporcdes dos niveis das MnPs em tecido de tumor vs tecido muscular foi maior
para MnTE-2-PyP®>* (12,2), sequido da MnTBAP?" (5,4) e MnTnBuOE-2-PyP** (3,1). Atribui-
se como mecanismo de acumulagdo das MnPs catidnicas nos tecidos a presenca de cargas
positivas e as longas cadeias alquilicas que aumentam a lipofilia (Batini¢-Haberle et al., 2010,

2014, 20164a).
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Figura 4.11 Acumulagdo de Mn-porfirinas nos tecidos de camundongos para os Experimentos I e II.
Doses de MnP: 2 mg/kg/dia. Os dados de bioacumulagdo da MnTnBuOE-2-PyP%" estdo expostas a titulo
de comparacdo, os dados foram obtidos anteriormente pelo grupo (Tovmasyan et al., 2018). Sendo MnE
a MnTE-2-PyP%", MnBuOE a MnTnBuOE-2-PyP°* e MnTBAP a MnTBAP*-,

Quando se comparou a acumulagdo dessas MnPs nos tecidos de tumor (in vivo, este
trabalho) e em celulas 4T1 (in vitro) (Tovmasyan et al., 2018) observaram-se resultados
distintos. Enquanto nos tecidos de tumor (in vivo) o acimulo de MnTnBuOE-2-PyP>* foi apenas
ligeiramente superior ao da MnTE-2-PyP%*, nos modelos celulares 4T1 (in vitro) foi seis vezes
superior. J4 a MnTBAP? teve sua acumulacio em células 4T1 in vitro em propor¢des muito

similares ao da MnTE-2-PyP®* (Tovmasyan et al., 2018).

Os niveis de MnPs no figado (Fig. 4.12) s&o os maiores entre os tecidos coletados
(Experimentos I e I1), e dados de farmacocinética mostram que isso também ocorre em relacéo
aos outros orgaos ja estudados (Leu et al., 2017; Spasojevic¢ et al., 2008; Weitner et al., 2013),
uma vez que o figado serve como depdsito para redistribuicdo das MnPs para outros tecidos.
Nenhuma toxicidade a esse 6rgdo foi reportada, embora o0 acimulo de MnPs cause descoloragdo
das células de Kuppfer (Batini¢-Haberle et al., 2014, 2016), e os resultados obtidos nesse
capitulo corroboram bem os perfis de toxicidade/seguranca dessas MnPs (Gad et al., 2013,
2016).
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Figura 4.12 Acumulagdo de Mn-porfirinas em figado de camundongos submetidos a diferentes
tratamentos. Dose diaria de MnP: 2 mg/kg/dia. Os dados da MnTnBuOE-2-PyP%* estdo expostas a titulo

de comparacdo, os dados foram obtidos anteriormente pelo grupo (Tovmasyan et al., 2018).

Além disso, os resultados dos diferentes grupos de tratamento no mesmo tipo de
tecido, principalmente entre os tratamentos combinados em relacdo ao tratamento isolado,
permitem inferir que ndo deve haver degradacéo significativa da porfirina nem na presenca de
ascorbato, nem de radiacdo (Figs. 4.12, 4.13 e 4.14). Ainda que, quando cicliza com Asc, a
MnP catibnica se reduz formando um composto mais lipofilico, tetracatiénico Mn''P**, este
rapidamente se oxida aerobicamente ao composto original pentacationico Mn'""'"P%*. Na presenca
de H20; (ou peroxinitrito, ONOQ"), tanto a espécie Mn'"P*" quanto a espécie Mn""'"P** pode ter
o metal oxidado ao estado tetra ou pentavelente, formando espécies com mesma carga ou carga
inferior o que gera diferentes lipofilias (tetracationica O=Mn'VP** ou tricationica (0).MnVP3*).
Embora essas espécies ativas de alta valéncia possuam diferentes lipofilias, por apresentarem
um breve transiente de existéncia elas ndo interferem na bioacumulacéo, desse modo ndo ha
diferenca na biodistribuicdo dessas MnPs, independente do tratamento utilizado, mesmo

naqueles contendo Asc (Spasojevic et al., 2011; Ye et al., 2011).
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Figura 4.13 Acumulagdo de Mn-porfirinas em tecido muscular de camundongos submetidos a
diferentes tratamentos. Dose diaria de MnP: 2 mg/kg/dia. Os dados da MnTnBuOE-2-PyP%* estdo
expostas a titulo de comparacdo, os dados foram obtidos anteriormente pelo grupo (Tovmasyan et al.,
2018).
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Figura 4.14 Acumula(;éo de Mn-porfirinas em tumor de camundongos submetidos a diferentes
tratamentos. Dose diaria de MnP: 2 mg/kg/dia. Os dados da MnTnBuOE-2-PyP%" estdo expostas a titulo

de comparacdo, os dados foram obtidos anteriormente pelo grupo (Tovmasyan et al., 2018).

As andlises dos tecidos dos experimentos realizados com as MnPs catibnicas
(Experimentos I e 1), corroboraram os dados obtidos nas curvas de crescimento do tumor, que
apontam resultados semelhantes entre a MNTE-2-PyP>* e a MnTnBuOE-2-PyP°* no tratamento
triplo (para os tratamentos com a mesma dose diaria). Por apresentarem atividade cataliticas na
oxidacdo do ascorbato, atividade GPx (Tabela 4.2) e bioacumulagdes no tecido do tumor

semelhantes (Figs. 4.12, 4.13 e 4.14), a a¢do na redugéo do crescimento do tumor foi similar.
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4.5 CONCLUSOES

O estudo desenvolvido com modelos animais de cancer de mama e MnPs de
caracteristicas distintas evidenciaram que apenas as MnPs cationicas MnTE-2-PyP>" e a
MnTnBuOE-2-PyP%*, quando em combinagio com ascorbato e radiacdo, alteram a razéo

GSSG/GSH e se tornam capazes de levar a sensibiliza¢do do tumor.

A técnica de LC-MS/MS, que ja era utilizada para estudos de bioacumulagédo e
farmocinética das MnPs catibnicas, nesse estudo foi estendida para a deteccdo de outra
MnP de interesse, a anidonica MnTBAP®", que embora ndo tenha apresentado efeito
terapéutico para o experimento realizado, apresentou dados de bioacumulagdo animadores
que podem auxiliar a desvendar a eficacia dessa droga em outros modelos experimentais
para tratamento de doencas relacionadas ao estresse oxidativo (Tovmasyan et al., 2014;
Levrand et al., 2006; Bottino et al., 2002; Celi¢ et al, 2014; Vukeli¢ et al., 2015).

De modo geral, os resultados das curvas de crescimento do tumor acrescido aos
dados de bioacumulagdo evidenciaram a relagdo entre a acumulacdo das MnPs e as
propriedades quimicas (reatividade com o ascorbato e GSH), nos efeitos terapéuticos
desses compostos. Portanto, dado que a combinacdo das MnPs catiénicas (MnTnBuOE-2-
PyP>* ou MnTE-2-PyP°") com o ascorbato resultou no aumento da eficiéncia da
radioterapia (nas cobaias), podemos concluir que MnP e ascorbato demonstra ser uma

associagdo bastante promissora para tratamentos radioterapicos de cancer de mama.
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CAPITULO 5: MnTE-2-PyPCls como potencial promotor de crescimento e
atenuador de estresse salino em plantas de sorgo sacarino [Sorghum bicolor

(L.) Moench] cultivado em meio hidroponico com perlita

51 INTRODUCAO

O processo de salinizagé@o dos solos se destaca como um dos principais problemas para
a agricultura mundial e os efeitos mais danosos sdo nas areas com racionamento hidrico, como
as regides aridas e semidaridas. A alta concentragdo de sais no solo é um fator de estresse para
as plantas e compromete o desenvolvimento e produtividade das culturas agricolas. Até mesmo
plantas tolerantes a alta salinidade podem ter seu desenvolvimento limitado se comparado ao
cultivo em regido de salinidade controlada (Pitman; Lauchli, 2002; Hefny et al., 2009;
Pessarakli et al., 2010; Sofo et al., 2015).

O estresse salino do solo pode gerar efeitos primarios (i6nico e osmético) e secundarios
(estresse oxidativo) no organismo vegetal (Pang; Wang, 2008; Sekmen et al., 2013). A alta
concentracéo de sais no solo causa toxicidade celular devido ao acimulo de altos niveis de Na*
e CI7, o que provoca um desequilibrio iénico nas células, resultando em modificacbes na
membrana plasmatica e na composicdo de proteinas, podendo afetar o crescimento e
desenvolvimento normal da planta (Fujii; Zhu, 2009; Osakabe et al. , 2013). O desequilibrio
osmético gerado pela alta concentracdo de ions no solo faz com que diminua a 4gua disponivel
para o vegetal (Munns, 2002). O equilibrio osmético comprometido das plantas submetidas ao
estresse hidrico/salino, ocasiona o fechamento dos estbmato e, com isso, a diminuicdo de
fixacdo de CO; e das taxas fotossintéticas, limitando o desenvolvimento da planta, uma vez que
a assimilacdo de carbono é o principal processo associado & producao de biomassa (Parida; Das,
2005; Osakabe et al., 2013).

As plantas respondem a fatores de estresse abioticos — alta salinidade, seca, altas
temperaturas, baixas temperaturas, exposi¢cdo excessiva a luz — por meio da geracao de espécies
reativas, tais como o radical superoxido (Meng et al.,, 2012; Kocabay et al., 2013,
Sobhanian et al., 2011; Osakabe et al., 2013). Para que ndo ocorra 0 acimulo de espécies
reativas a niveis toxicos, o organismo possui um sistema de defesa, com antioxidantes
enzimaticos (como superdxido dismutase, catalase, peroxidases e ascorbato peroxidase) e ndo

enzimaticos (glutationa, ascorbato, tocoferois e outros). O desequilibrio entre a formacdo e

93



Capitulo 5

remocao de espécies reativas, ocasionando o acimulo dessas espécies leva ao estresse oxidativo
na célula vegetal o que resulta na acentuacdo da peroxidacdo lipidica, da desnaturacdo de
proteinas e dos danos em acidos nucléicos, comprometendo o desenvolvimento do organismo,
0 que eventualmente também compromete a producdo de biomassa (Espindola et al., 2003;
Franca et al., 2007; Osakabe et al., 2013).

Muitos modelos vegetais experimentais em laboratérios de pequeno porte fazem uso
de hidroponia como método de cultivo. A hidroponia consiste numa forma de cultivo de
vegetais sem solo, que pode ser realizado com ou sem substrato, sendo os nutrientes fornecidos
as plantas unicamente pela solucéo nutritiva (Carrijo, Makishima, 2000; du Toit; Labuschagne,
2007). As plantas crescem em sistema hidropdnico tendo suas raizes imersas na solugdo
nutritiva. Entretanto, para o desenvolvimento de plantas terrestres nesse tipo de cultivo, é
necessaria a presenca de um substrato, que é o suporte para a fixacdo das raizes (Sardare;
Admane, 2013). Os substratos podem ser um meio inorganico (pedra, areia, vermiculita,*
perlita, entre outros), organico (fibra de coco, bagaco de cana triturado, turfa, entre outros) ou
misto (mistura de organico e inorganico) (Hussain et al., 2014; Makishima; Carrijo, 2000).
Dentre as caracteristicas desejaveis para um bom substrato destaca-se que esse deve ser inerte
(ou seja, deve interagir minimamente com os nutrientes da solugdo nutritiva), apresentar alta
capacidade de retencdo de agua, estar livre de contaminantes (agentes patogénicos e metais

pesados), ser barato e reciclavel (Makishima; Carrijo, 2000).

O sorgo é uma graminea de grande interesse biotecnol6gico e um dos principais cereais
produzidos no mundo, servindo de alimento para seres humanos e animais, além de ser uma
opcao para a producdo de etanol (Ribas et al., 2008). A espécie de sorgo sacarino Sorghum
bicolor (L.) Moench é cultivada no semiarido do nordeste brasileiro e hd um grande interesse
econdmico nas melhorias de seu cultivo. Apesar de o sorgo sacarino ser uma planta com

moderada tolerancia a altas salinidades, o cultivo no semiarido nordestino (regido que apresenta

1 A vermiculita é um argilomineral pertencente a classe dos filossilicatos com estrutura lamelar contendo camadas
tetraédricas e octaédricas do tipo 2:1. A carga lamelar negativa é compensada por céations hidratados
interlamelares (geralmente Na*, Ca?* e Mg?*) que sdo livremente organizados e facilmente trocaveis. A
férmula quimica estrutural aproximada é (Mg,Ca)o,7(Mg,Fe,Al)s[(Al,Si)s020)](OH)4.8H20. Essas moléculas
de agua sdo em grande parte responsaveis pela propriedade de expansdo da vermiculita (Fonseca et al., 2005;
Pinto, 2013)

2 A perlita € um mineral vulcanico, classificado como um aluminossilicato amorfo, constituido de ~74% de SiO;
e ~15% de Al;Os (Silva Filho et al., 2017). Quando a perlita é submetida a rapido aquecimento, acima de
~700°C, tem seu volume expandido em até 20 vezes. A perlita bruta apresenta 2-6% de moléculas de dgua em
sua estrutura e a evaporacéao dessas é associada a expansédo desse mineral (Angelopoulos et al., 2016).
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racionamento hidrico e, com isso, alta concentracdo de sais no solo) pode comprometer o pleno

desenvolvimento e a produtividade do vegetal.

Nesse contexto, é relevante investigar o potencial biotecnolégico do uso de
moduladores redox para a produgdo de biomassa vegetal sob condi¢des de estresse salino.
Levando-se em conta a relacdo entre estresse oxidativo endogeno e o estresse ambiental o uso
de moduladores redox pode contribuir para amenizar os efeitos nocivos gerados pelas espécies
reativas. Estudos na literatura sobre a atenuacdo do estresse oxidativo (gerado por estresse
ambiental) pela administracdo de mimicos de superdxido dismutase (SOD) sdo escassos. O
Unico trabalho encontrado na literatura foi o de Meng e colaboradores, no qual foi constatada a
melhoria da cultura do arroz sob condigdes de seca, por meio do uso de trés complexos de
Cu(I1), mimicos de SOD, reduzindo a producéo de espécies reativas nas plantulas de arroz (10

dias) sob estresse hidrico (Meng et al., 2012).

Vale salientar que ndo ha, até o presente momento, estudos relatados na literatura sobre
0 uso de Mn-porfirinas como adjuvantes para o crescimento de plantas. Assim, 0 emprego de
Mn-porfirinas sintéticas apresenta-se, portanto, como uma estratégia inédita para atenuar os
efeitos do estresse dentro de um modelo de sorgo sacarino sob estresse salino e dessa forma

aumentar a bhiomassa sob alta salinidade.

5.2 OBJETIVOS

Desenvolver um modelo vegetal para estudar a agdo de Mn-porfirinas como

atenuadoras de estresse salino. Para tanto:

o Estabelecer um modelo experimental de pequeno porte, em laboratorio, para o
estudo do sorgo sacarino [Sorghum bicolor (L.) Moench], com e sem estresse
salino, em meio hidropénico com diferentes substratos.

o Analisar a adsorcdo e dessor¢éo da MnTE-2-PyPCls nos substratos areia e perlita;

o Implementar o uso de MnTE-2-PyPCls em modelo vegetal com sorgo sacarino em
laboratério, como potencial adjuvante para a fase inicial de desenvolvimento do

sorgo cultivado em meio hidropénico, sob estresse salino.
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5.3 PARTE EXPERIMENTAL

Os experimentos apresentados nesse Capitulo foram realizados no Laboratério de
Sintese Organica e Biocatalise (Departamento de Quimica) do Centro das Ciéncias Exatas e da
Natureza da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e foram desenvolvidos com o auxilio da,

entdo, aluna de iniciacéo cientifica Barbara de Mariz Silva.
5.3.1 Materiais

Os sais cloreto de sédio (NaCl), nitrato de aménio (NHsNOz3) e nitrato de potassio
(KNO3) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. A MnTE-2-PyPCls (BMX-010) € proveniente da
BioMimetix Pharmaceuticals. A cultivar Wray (AR-SEA-USDA, Reg. N° 119) de sorgo sacarino
[Sorghum bicolor (L.) Moench] foi obtida do banco de germosplasma do Instituto Agronémico de
Pernambuco — IPA (Recife, PE). A solucdo nutritiva utilizada nos experimentos foi preparada
segundo Hoagland & Arnon (1950). A matriz de areia é de fonte local (padronizacdo e
higienizacdo no item 5.3.2), enquanto a perlita (tipo PAC, 3 — 10 mm) foi adquirida da

Schumacher insumos.
5.3.2 Padronizacao de substrato areia e perlita e capacidade de retencdo de agua

100 g da amostra de areia pré-tratada®, utilizadas nos Experimentos I-1V, foram
peneiradas (9, 16, 32, 60, 115, 250 e 500 Mesh) e as porcOes retidas nas respectivas peneiras
foram coletadas e pesadas. Posteriormente, a perlita, utilizada no Experimento V, foi macerada
e peneirada (16, 32, 60 e 115 Mesh), na sequéncia esse substrato foi padronizado conforme as
porcdes retidas nas peneiras de 16, 32 e 115 Mesh na seguinte proporcdo 20:40:40,

respectivamente.

Uma porgéo de 3,72 g de perlita padronizada foi adicionada a um pote de PVC, com
tampa rosqueada, perfurado no fundo. Na sequéncia, agua destilada (~20 mL) foi adicionada
até o saturar os espagos porosos da perlita, entdo o sistema foi fechado, a tampa foi envolta com
parafilme e a massa do sistema foi aferida gravimetricamente. Apds 24 h de repouso, 0 sistema
foi novamente pesado e com base na quantidade de agua retida determinou-se o coeficiente de
retencdo de 4gua (CRA) de 70% (3,42 g H20O/ g perlita).

3 Areia pré-tratada com acido cloridrico, NaOH, hipoclorito de sédio, detergente e autoclavada.
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5.3.3 Testes de adsorcao e dessorcdo da MnTE-2-PyPCls nos substratos areia e perlita

Em um tubo Falcon 15 mL foi colocado 0,12 g de perlita padronizada, em seguida
foram adicionados 1000 pL de solugdo aquosa de MnTE-2-PyPCls a 100,0 umol L. Apds 48
h, o sobrenadante foi filtrado e a quantidade de MnP foi determinada espectrofotometricamente.
Em seguida, foram realizadas sucessivas lavagens (1x 1,0 mL de agua destilada; 4x 1,0 mL de
solucdo aquosa de HCI 1 mol L; 1x 2,0 mL de solugo aquosa de HCI 1 mol L™) e a quantidade
de MnP dos filtrados (filtrados ou lixiviados de lavagem) também foram determinadas
espectrofotometricamente. O mesmo procedimento foi realizado para a areia, exceto que a
massa de substrato utilizada foi de 1,44 g e a concentragdo da solu¢do aquosa de MnTE-2-
PyPCls foi 200,0 pmol L1,

5.3.4 Esterilizacdo da solucdo aquosa de MnTE-2-PyPCls

A solucgdo aquosa de MnTE-2-PyPCls de 5 mmol L foi esterilizada por filtragéo
utilizando milipore (22 um) na camara de fluxo laminar com o auxilio de seringa e coletados
em tubos de rosca de externa de 5 mL estéreis. Em seguida, a concentracdo foi determinada
espectrofotometricamente, utilizando o coeficiente de absortividade molar do MnTE-2-PyPCls
(€454 = 138038). Na sequéncia, as solucdes foram diluidas para que o mesmo volume (700 pL)

fosse adicionado em todos os tratamentos.
5.3.5 Experimento de cultivo
5.3.5.1 Testes dos niveis de nitrogénio (NO%* e NH4*): Experimento |

Potes de PVC (diametro 3,8 cm e altura 5,5 cm) com tampas rosqueadas (com trés
furos de ~5 mm/cada), foram preenchidos com 75 g de substrato areia padronizada (item 5.3.2),
seca e esterilizada (autoclave 121 °C, 3 vezes) e revestidos externamente com folhas de
aluminio. Foi adicionada solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) até 70% da CRA (13,0
mL) — Fig. 5.1.
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Plantio: Apos desbaste:

a ©C b

- * 75 g de areia

* 13 mL de solugao
nutritiva de Hoagland & = . (
Arnon

* 2 sementes/ cova

Figura 5.1 Esquema dos potes de cultivo utilizados nos Experimentos I-1V. As letras a e b se referem
aos furos nas tampas sobre as covas nos guais as sementes foram plantadas e pelos quais as plantulas
emergiram. A letra ¢ se refere ao furo na tampa no qual foi realizada a reposicdo de agua

evapotranspirada.

Em seguida, 2 covas de ~2 cm de profundidade foram feitas no substrato logo abaixo
de dois furos da tampa e sementes (selecionadas quanto ao tamanho) superficialmente
esterilizadas (etanol 70% por 1 min, hipoclorito de s6dio a 1% por 2 min duas vezes, lavagem
agua destilada estéril cinco vezes) foram adicionadas (2 por cova) e o sistema foi incubado em
camara de crescimento (fotoperiodo de 12 h/ 2841 °C). Cinco dias apds a emergéncia das
plantulas se realizou a selecdo/desbaste (1 plantula/furo) e os furos foram fechados com tufos

de espuma (também esterilizada em autoclave).

O experimento foi realizado envolvendo um planejamento fatorial 2x2, com 4
repeticdes, seguindo um delineamento inteiramente casualizado. Os fatores estudados foram:
a) salinidade (0,8 mmol L™t e 75 mmol L™?) e b) nivel de nitrogénio (4 mmol L e 16 mmol L~
1).

Diariamente, durante o cultivo, foram medidas as alturas das plantulas e a reposicao
da &gua evapotranspirada. O mesmo procedimento acima realizado, porém, sem plantas, foi
incluido como controle gravimétrico da dgua evaporada. ApGs o0 desbaste, a reposicdo de
nitrogénio [NO%* :NH,* (2:1)] foi feito a cada 72 h. Completados 12 dias de cultivo processou-
se a coleta das plantulas, separando a parte aérea e as raizes. As medidas da biomassa da parte
aérea (BPA) e da raiz (BR) foram aferidas.
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5.3.5.2 Testes dos niveis de Salinidade (Experimento II, I11 e 1V)

Foram realizados trés experimentos simples seguindo um delineamento inteiramente
casualizado. O fator estudado em todos os trés experimentos foi a salinidade, para o0s
Experimentos 11 e 111 os niveis de salinidade foram de 8, 80, 120, 160, 200 e 240 mmol L de
NaCl, com 4 e 5 repeticbes/tratamento para o Exp. Il e Ill, respectivamente. Para o
Experimento 1V, os niveis de salinidade foram 8, 80 e 120 mmol L de NaCl, com
5 repetices. Todos estes experimentos foram realizados com o nivel de nitrogénio de 16 mmol

Lt e conforme procedimento descrito no item 5.3.5.1.
5.3.5.3 Testes dos niveis de MnTE-2-PyPCls (Experimento V)

Potes de PVC foram preenchidos com 7,8 g de substrato perlita padronizada e
esterilizada (autoclave 121°C, 3 vezes) conforme item 5.3.2. Foram adicionados na sequéncia
para atingir 70% CRA solucéo nutritiva de Hoagland & Arnon (26,0 mL) com concentracédo de
nitrogénio (NO%* :NHs" (2:1)) de 16 mmol L e solugdo de MnTE-2-PyPCls (0,7 mL) para
concentragdo na faixa de 0 — 100 mmol.L . Em seguida, as sementes foram adicionadas as
covas como no item 5.3.5.1. Na germinacdo, ap0s a emergéncia das plantulas se realizou a
selecao/desbaste (1 plantula/furo) e os furos foram fechados com tufos de espuma estéril. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2X4, com dois
niveis de salinidade (SO= 8 mmol; S1= 100 mmol L de NaCl) e 4 niveis de MnP (EO= 0;
E1=1 pmol L™%; E2= 10 pmol L; E3= 100 umol L™1), com 4 repeticGes/tratamento (Fig. 5.2).

SO S1
OOOOI00O0O0| =r
OCO00O0I0000| ZE

B B2

00000000 m:;
00000000

Figura 5.2 Desenho do experimento V realizado em esquema fatorial 2x4, com dois niveis de
salinidade (SO= 8 mmol L*; S1= 100 mmol L de NaCl) e quatro niveis de MnTE-2-PyPCls (EO=
0 umol L%; E1=1 pmol L™t E2= 10 pmol L™; E3= 100 pmol L), em quadruplicata.

A reposi¢do da dgua evapotranspirada foi feita por controle gravimétrico. Diariamente,
apos o desbaste, foram medidas as alturas das plantulas. Completados 14 dias de experimento

processou-se a coleta das plantulas, separando a parte aérea e as raizes. Foram realizadas as
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medidas de teor de clorofila foliar (CT), massas verde e seca da parte aérea (BPA e MSPA) e
daraiz (BR e MSR).

5.3.6 Equipamentos

Os espectros eletronicos de absor¢do na regido do UV-VIS (300-800 nm) para anélise
da clorofila foram registrados em espectrofotdometro da marca Agilent (modelo Cary 60 UV-
VIS) ou da marca Shimadzu (modelo UV-1800), com resolucdo 1 nm, utilizando-se cubetas de

quartzo com caminho Optico de 10 mm.

Uma autoclave Vertical Phoenix/Luferco foi utilizada para as esterilizagcdes. A
manipulacéo estéril foi realizada em uma Capela de Fluxo Laminar Vertical Pachane (modelo
PCR2).

5.3.7 Andlise estatistica

As andlises de variancia (ANOVA) foram realizadas com o software Rstudio 1.2.5033
(RStudio, Inc.), com o pacote Easyanova, os efeitos dos tratamentos foram avaliados pela
estatistica F para o nivel de significancia de 5% de probabilidade e as médias desses efeitos

foram comparadas pelo teste de Duncan ou Tukey.
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5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos envolvendo modelo vegetal de estresse salino e 0 uso de biomiméticos de
SOD como atenuador dos efeitos desse estresse sdo escassos. Nao foi encontrado registro na
literatura de estudo envolvendo modelo vegetal de estresse salino e o uso de MnPs. No intuito
de iniciar os estudos dessa nova area, diferentes condigdes foram estudadas para montagem de

modelo de cultivo vegetal sob estresse salino.

Inicialmente, para desenvolvimento do modelo vegetal escolheu-se o sorgo sacarino
(Sorghum bicolor (L.) Moench), devido a seu potencial regional, uma vez que é uma planta
cultivada na regido do semiarido nordestino. No grupo de pesquisa coordenado pelo professor
Cosme Martinez (Departamento de Quimica, UFPB) ha um modelo de cultivo ja bem
estabelecido para essa graminea, no qual a planta é cultivada por 30 dias, em vasos de 550 mL
com 780 g de areia (Nascimento et al., 2012). Como o volume utilizado de areia € muito grande
(impraticavel para a escala atual de sintese das MnPs nos nossos laboratorios) optamos por
tentar desenvolver outro modelo miniaturizado de cultivo de modo a viabilizar os testes iniciais

do uso das MnPs.

5.4.1 Experimentos para desenvolvimento de modelo vegetal de cultivo do sorgo sacarino

- substrato areia: efeito de nitrogénio e salinidade

Dos parametros avaliados (altura, BPA, BR e BT), no Experimento I, o Gnico que
apresentou diferenca significativa quanto aos tratamentos foi a biomassa da parte aérea (BPA),
Fig. 5.3, especificamente para os tratamentos com diferentes niveis de nitrogénio (p = 0,0026).
Os tratamentos com menores concentracdes de nitrogénio apresentaram as menores médias de
BPA, desse modo, observa-se que os tratamentos contendo 16 mmol L de nitrogénio (N1)
foram os que possibilitaram melhores condi¢6es para o desenvolvimento da biomassa da parte
aerea do sorgo sacarino nas condicGes estudadas. Com isso foi definida a concentragdo de
16 mmol L de nitrogénio como ideal para o desenvolvimento adequado do sorgo em

condic¢des normais (sem estresse salino).
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Figura 5.3 Biomassa das plantas de sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench), cultivado 14 dias,
sob sistema hidropdnico, substrato areia, com variados niveis de nitrogénio e salinidade: Efeitos do
nitrogénio e salinidade. Niveis de salinidade: S1= 0,8 mmol L™ e S2= 75 mmol L* de NaCl. Niveis de
nitrogénio: NO=4 mmol L*; N1= 16 mmol L. As médias (n=4) com letras maiUsculas distintas diferem
quanto aos niveis de NaCl e as letras minusculas distintas diferem quanto aos niveis de nitrogénio pelo
teste de Tukey (p<0,05).

A partir do Experimento 11, o nivel de nitrogénio utilizado para todos os experimentos
foi de 16 mmol L. E para esse experimento foram realizados seis tratamentos com NaCl (8,
80, 120, 160, 200 e 240 mmol L™) e 4 repeticdes. Dos pardmetros avaliados no Exp. |1 apenas
os dados de altura e massa seca da parte aérea (MSPA) atenderam aos critérios de normalidade
dos dados e apresentaram variagOes significativas (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 Altura e massa seca da parte aérea das plantas de sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.)
Moench), variedade Wray, cultivado 14 dias, sob sistema hidropénico com areia, com variados niveis

de salinidade.
[NaCl] Altura MSPA
mmol L1 cm planta? mg planta?
8 18,4 a 20,3 a
80 18,7 a 17,2 b
120 17,5 a 14,5 b
160 11,9 b 8,5 C
200 6,6 C 5,1 d
%CV 14,23 13,2
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Meédias (n=5) com letras distintas na coluna diferem pelo teste de Duncan (p<0,05). CV:
coeficiente de variacdo. Massa seca da parte aérea (MSPA).

O crescimento das plantas de sorgo sacarino foi negativamente afetado pela salinidade,
as alturas dos trés tratamentos de menores concentragdes de NaCl (8, 80 e 120 mmol L) ndo
diferiram entre si. No entanto, é possivel observar reducdes significativas na altura entre 8 e
160 mmol L de 35,3%, o tratamento de 200 mmol L se diferenciou de 160 mmol L™t com
reducdo adicional de 44,5%. A massa seca da parte aérea foi mais sensivel aos niveis de
salinidade apresentando reducéo significativa ja no tratamento de 80 mmol L, com reducéo
de 15,3% e reducdes adicionais de 42,9% para 160 mmol L de NaCl e 16,7% em 200 mmol

L! de NaCl, comparando-se com o tratamento de 8 mmol L.

O Experimento |11, foi réplica do 11, com uma repeticdo adicional por tratamento
(totalizando 5 repeticGes/tratamento). Os valores dos parametros analisados (Tabela 5.2) que
apresentaram efeitos significativos quanto a ANOVA e atenderam aos critérios de normalidade
dos dados e homogeneidade dos tratamentos foram a altura, a razéo entre a biomassa da parte

aérea e biomassa da raiz (BPA/BR) e massa seca da parte aérea (MSPA).

Tabela 5.2 Desempenho das plantas de sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench), variedade Wray,

cultivado 11 dias, sob sistema hidropénico com areia, na dependéncia do nivel de NaCl.

NaCl Altura BPA/BR MSPA
-1
mmol L cm planta™ mg 3:22:21/ mg planta!
8 21,2 a 1,97 a 24,70 a
80 17,0 b 2,18 a 14,10 b
120 15,3 c 2,15 a 12,30 b
160 11,3 d 1,84 ab 7,40 o
200 6,7 e 1,33 b 2,15 d
%CV 8,2 20,7 19,0

Médias (n=5) com letras distintas na coluna diferem pelo teste de Duncan (P<0,05). CV: coeficiente
de variacdo. Relacdo da biomassa da parte aérea com a da raiz (BPA/BR), massa seca da parte aérea
(MSPA).

Houve uma diminuicdo na altura da planta com o aumento da salinidade, com
diferencas significativas entre todos os tratamentos. A altura da planta em 80 mmol L™ ja
apresentou reducdo significativa da altura (19,7%) em relacdo ao tratamento de menor nivel
salino (8 mmol L), 120 mmol L se diferenciou de 80 mmol L™ com reduc&o adicional de
9,9%. As reducdes adicionais entre os tratamentos de 160 e 120 mmol L™ e entre 200 e 160

mmol L foram 26,6 e 40,3%, respectivamente (Fig. 5.4). A relacio biomassa da parte aérea e
103



Capitulo 5

biomassa da raiz no tratamento de 200 mmol L™ foi a Unica que teve variagdo significativa,
com reducio de 32,6% em relacio ao tratamento controle (8 mmol L™2). O impacto na MSPA
foi ainda mais pronunciado com o aumento da salinidade, o nivel de 80 mmol L apresentou
reducdo de 42,9% em relagdo a 8 mmol L, os tratamentos de 80 e 120 mmol L ndo
apresentaram diferencas significativas entre si. Outro nivel critico que apresentou diferenca
significativa de MSPA foi o de 160 mmol L com reducdo de 47,5% em relagéo ao tratamento
de 80 mmol L2, e o nivel de 200 mmol L teve reducéo adicional de 71,0% em relagdo ao de
160 mmol L.

Figura 5.4 Teste de salinidade — Desenvolvimento do Sorghum bicolor (L.) Moench, variedade Wray,
uma semana apds a germinacdo em diferentes niveis de NaCl: 8, 80, 120, 160, 200 e 240 mmol L (da
esquerda para direita), cultivado sob sistema hidrop6nico com areia em cdmara de crescimento.

Assim como no Experimento Il, no Exp. Il o aumento do nivel de salinidade
aplicado ao sorgo sacarino afetou significativamente o desenvolvimento do vegetal, que para
todos os parametros analisados apresentou valores que decresceram a medida que a

concentragéo salina foi aumentada.

O Experimento 1V foi realizado utilizando-se trés menores niveis de NaCl (8, 80, 120
mmol L) dos experimentos anteriores, foram retiradas as concentragbes mais altas que
limitavam o desenvolvimento de MSPA do sorgo sacarino em mais de 70%. Dos pardmetros
avaliados no Exp. IV (Tabela 5.3), apenas as medidas de teor de clorofila ndo apresentaram
efeitos significativos quanto a andlise de variancias. Os dados de biomassa da raiz ndo
atenderam ao critério de homogeneidade das variancias (p>0,05 no teste de Barllet). A altura
média das plantas apresentou diferencas significativas em todos os tratamentos, com reducao
de 16,5% para o tratamento de 80 em relacdo ao de 8, e reducdo adicional de 16,5% no

tratamento de 120 em comparacio ao de 80 mmol L de NaCl.
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Tabela 5.3 Desempenho das plantas de sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench), variedade Wray,
cultivado 15 dias, sob sistema hidropdnico com areia, na dependéncia do nivel de NaCl.

[NaCl] Altura BPA BR MSPA
mmol L1 cm planta mg planta! mg planta! mg planta!
8 23,03 a 138,53 a 34,58 a 8,80 a
80 19,23 b 97,33 b 36,65 a 4,89 b
120 16,06 c 70,66 b 15,27 b 3,58 b
CV (%) 10,85 19,87 44,36 16,52

Médias (n=5) com letras distintas na coluna diferem pelo teste de Duncan (p<0,05). CV: coeficiente de

variacdo. Biomassa da parte aérea (BPA), biomassa da raiz (BR), massa seca da parte aérea (MSPA).

A biomassa da parte aérea teve reducdo significativa no tratamento de 80 mmol L™
com reducdo de 29,7% em relagdo ao controle e o nivel de 120 mmol L™ ndo apresentou
diferenca significativa quanto ao tratamento de 80 mmol L™1. A biomassa da raiz apresentou
diferenca significativa em comparagio ao controle apenas no tratamento de 120 mmol L™ com
reducio de 55,8% em relacéo ao tratamento de 8 mmol L™X. A MSPA seguiu a mesma tendéncia
da BPA com diferenca significativa em 80 mmol L2, reducéo de 44,4% em relagdo ao controle,
e ndo apresentou diferenca significativa (estatisticamente) entre os tratamentos de 80 e 120
mmol L de NaCl.

No geral, os resultados dos Experimentos 11, 111 e IV foram consistentes entre si
apresentando reduc@es nas alturas médias, biomassa e massa seca a medida que os niveis de
salinidade aumentaram, com impacto significativo a partir do nivel de NaCl de 80 mmol L.
Baseando-se nas variacOes observadas no experimento 1V, no qual houve reducdo de 83% na
altura e 70% na BPA para o tratamento de 80 mmol L™ de NaCl quando comparado ao
tratamento controle (8 mmol L™! de NaCl), e redugdes de 70% na altura e 51% na BPA quando
comparados os tratamentos de 120 mmol L™ de NaCl em relaco ao controle. Desse modo,
definiu-se a concentragdo de 100 mmol L™ de NaCl, intermediaria entre 80 e 120 mmol L,

para induzir estresse salino na cultivar de sorgo Wray.
5.4.2 Mudanca de substrato: testes de adsorcao/dessorcao e padronizacao da perlita

Os experimentos realizados para montagem do modelo de cultivo do sorgo sob estresse
salino foram realizados utilizando areia como substrato, no entanto, sabendo-se da alta
adsortividade das MnPs em silicatos (Pinto et al., 2020), foram realizados testes de adsor¢éo e
lixiviagho da MnTE-2-PyPCls na areia utilizada nos experimentos e em um substrato

alternativo, a perlita.
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Dos testes de adsorcdo foi constatado que ambos os substratos a MnTE-2-PyPCls
apresentaram alta adsorcdo, a concentracdo do sobrenadante no sistema MnP/areia diminuiu de
200 pmol L para 1,06 umol L™, o correspondente a adsor¢do de 99,5% (0,035 pmol de MnP/g
de areia). Ja no sistema MnP/perlita a concentragdo do substrato diminuiu de 100 pmol L para
2,95 umol L™, equivalente a adsorcdo de 97,1% da MnP na perlita (0,34 umol de MnP/g de
perlita). A adsorcdo da Mn-porfirina aos substratos é de natureza eletrostatica, associada a
presenca de grupos hidroxilas na superficie dos materiais. No entanto, dos testes de lixiviacao,
apos as lavagens com H,0 e solugdo aquosa de HCI 1 mol L1, a areia se mostrou relativamente
estavel a dessorcdo, com 90,0% de MnTE-2-PyPCls ainda retida (0,035 pmol de MnP/g de
areia). Ja a perlita apresentou alta dessorcdo, apenas 3,7% da MnP permaneceu retida no
material apds as lavagens (0,013 pumol de MnP/g de perlita). As diferencas na dessorcdo (e na
quantidade retida) da Mn-porfirina na areia e na perlita, evidenciaram que a interacdo do
composto catibnico com a areia € mais forte do que com a perlita (Para conclusdes mais
assertivas quanto as diferencas de dessorcdo e retengdo de MnP nos sistemas estudados s&o
necessarias caracterizacbes adicionais quanto a carga e area superficial dos substratos
empregados). Desse modo, para cultivo do sorgo para testes de efeito da MnP a perlita foi o
substrato mais indicado, uma vez que a MnP estaria mais disponivel para adsorcao pela raiz da

planta.

Para substituicdo do substrato, sem comprometimento das caracteristicas fisicas
(textura ou proporcdes de tamanho de particulas) do suporte (suporte para fixagdo da raiz),
primeiramente, a areia utilizada nos experimentos anteriores (Exps. 1-1V) foi caracterizada por
meio de seu peneiramento. A amostra de areia utilizada apresentou granulometria entre 0,031
a 2 milimetros, com predominancia de areia fina (1,0 a 0,5 mm), média (0,5 a 0,25 mm) e grossa
(0,25a0,125 mm), com 40, 40 e 17% (relacdo de massa) da amostra, respectivamente. Portanto,
a padronizacdo da perlita foi realizada utilizando-se a composi¢do granulométrica de: 1,0 a 0,5
mm (40%), 0,5 a 0,25 mm (40%) e 0,25 a 0,125 mm (20%). Para tanto, a perlita comercial foi
triturada manualmente, peneirada e as porgdes retidas nas peneiras com Mesh adequados foram

misturadas na propor¢éo supracitada.

5.4.3 Experimento de cultivo do sorgo sacarino: efeito da MnTE-2-PyPCls no

desenvolvimento do sorgo sacarino em condi¢Ges normais e sob estresse salino

Com base nos resultados desses 4 experimentos, foi montado o modelo para cultivo

do Sorghum bicolor (L.) Moench para avaliar os efeitos da MnTE-2-PyPCls no
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desenvolvimento do sorgo. Ficaram estabelecidos para concentracdo de nitrogénio (NOs~
:NHs" (2:1)) 0 uso de 16 mmol L™t e 8 mmol L de NaCl como controle salino, para
desenvolvimento do sorgo sacarino sob condigdes normais, e 100 mmol L de NaCl,
intermediaria entre 80 e 120, como a concentracdo utilizada para o cultivo do sorgo sob estresse
salino.

Dos parametros avaliados no Exp. V, apenas a altura, massa seca da raiz (MSR) e

massa seca total (MST) (Figs 5.5-5.6) apresentaram efeitos significativos quanto a anélise de

variancias (ANOVA).
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Figura 5.5 Altura das plantas de sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench), cultivadas 16 dias, sob
sistema hidropdnico, substrato perlita, na dependéncia do nivel de NaCl e MnTE-2-PyPCls: SO= 8 mmol
L e S1= 100 mmol L de NaCl. Niveis de MnTE-2-PyPCls: EO= 0 pmol L%; E1= 1 umol L, E2=
10 umol L% E3= 100 pmol L. As médias (n=4) com letras maitsculas distintas diferem quanto aos

niveis de NaCl e as letras mindsculas distintas diferem quanto aos niveis de MnTE-2-PyPCls pelo teste

de Duncan (p<0,05).
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Figura 5.6 Producdo de matéria seca das plantas de sorgo sacarino (Sorghum bicolor (L.) Moench),
cultivadas 16 dias, sob sistema hidropdnico, substrato perlita, na dependéncia do nivel de NaCl e MnTE-
2-PyPCls: SO= 8 mmol L* e S1= 100 mmol L* de NaCl. Niveis de MnTE-2-PyPCls: EO= 0 umol L;
El= 1 umol L; E2= 10 umol L% E3= 100 umol L. A) Massa seca da raiz (MSR); B) Massa Seca
Total (MST). As médias (n=4) com letras mailsculas distintas diferem quanto aos niveis de NaCl e as

letras mindsculas distintas diferem quanto aos niveis de MnTE-2-PyPCls pelo teste de Duncan (p<0,05).

As letras mailsculas acima das colunas se referem as concentragdes de NaCl,
evidenciando as diferencas entre os dois tratamentos salinos e a imposic¢ao de estresse sob 0s
tratamentos de maior salinidade (100 mmol L), com redugBes nas alturas (Fig. 5.5) e nas
massas secas (Fig. 5.6). Comparando ambos tratamentos sem MnTE-2-PyPCls observou-se que
o tratamento com 100 mmol L™* de NaCl apresentou reducéo significativa de altura (-51,4%)
em relagdo ao tratamento de menor salinidade 8 mmol L™, evidenciando a ocorréncia de
estresse salino mesmo com a mudanca de substrato. Ainda comparando os tratamentos sem
MnP, os impactos também foram significativos quanto a MSR e MST com reducéo de 42,2%
e 50,2% do tratamento de maior concentracdo de sal, comparado ao de menor salinidade. Esses

resultados evidenciaram o estresse salino gerado por essa concentracdo de NaCl nesse sistema.

Analisando as alturas das plantas dentro do grupo de menor salinidade ndo se
observaram diferencas significativas entre os tratamentos. Quanto a massa seca da raiz dentro
do grupo de controle de salinidade (8 mmol L™ de NaCl), o tratamento de 100 pmol L™ MnP
teve reducéo significativa de 34,5% em relagdo ao tratamento controle de MnP (0 umol L™ de
MnTE-2-PyPCls). Ainda no grupo de baixa salinidade, o tratamento de 1 pmol L™ de MnP
apresentou aumento significativo (+ 23,8%) quanto a MST em relagdo ao tratamento de sem

MnTE-2-PyPCls, 0 tratamento de 10 umol L™ ndo se diferenciou do controle, nem do
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tratamento de 1 pmol L™t de MnTE-2-PyPCls. Ja o tratamento de 100 pmol L™! de MnTE-2-
PyPCls apresentou reducgéo significativa quanto a MST do tratamento controle, com reducdo de
17,0%. Os resultados de massa seca evidenciaram que o nivel de 100 umol L™ de MnTE-2-
PyPCls limitaram o desenvolvimento do sorgo sacarino, apontando para uma ligeira toxicidade

dessa concentracdo de MnP nesse cultivar sob condi¢des normais.

Quanto as plantas sob estresse salino (100 mmol L™ de NaCl), a altura do tratamento
com 10 pmol L de MnTE-2-PyPCls apresentou diferenca significativa pelo teste de Duncan
(nivel de confianca de 95%) dos demais tratamentos, com aumento de 30,3% da altura em
relagdo ao tratamento controle, sem MnP. A massa seca da raiz apresentou comportamento
similar ao observado em condic¢des normais de salinidade, o Unico tratamento que teve diferencga
significativa em relagdo ao controle foi o de 100 pmol L™! de MnTE-2-PyPCls com reduc&o de
53,8% na MSR. Para o parametro de massa seca total (MST), nenhum dos tratamentos se
diferenciou do tratamento controle, porém o tratamento de 10 e 100 pmol Lt de MnTE-2-
PyPCls apresentaram diferencas significativas com reducdo de 31,3% do tratamento de mais
alta [MnTE-2-PyPCls] em relagdo ao de 10 umol L de MnP. Esses resultados evidenciaram
os efeitos positivos dose-dependente da porfirina sobre o crescimento de plantas de sorgo
sacarino: 1) 10 pmol L de MnTE-2-PyPCls - efeito atenuador de estresse salino (altura e
producdo MST) e; 2) 1 a 10 pmol Lt de MnTE-2-PyPCls - efeito promotor crescimento (MST)

na condicdes sem estresses salino.
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5.5 CONCLUSOES

O sistema hidroponico com perlita para o cultivo de sorgo mostrou-se eficiente para o
estudo do efeito da MnTE-2-PyPCls em plantas de sorgo sacarino [(Sorghum bicolor (L.)
Moench], variedade Wray. A MnP, nas concentracoes de 1 a 10 umol L™, promoveu a produgéo
de massa seca total (MST) das plantas do sorgo sacarino na auséncia de estresse salino. A
MnTE-2-PyPCls a 10 umol L atenuou o efeito de estresse salino na altura e producio MST

dessas plantas.

O efeito benéfico de diminuicdo do estresse salino nas plantas do sorgo sacarino, da
indicios de que a MnTE-2-PyPCls esta sendo absorvida pelas raizes e transportada para 0s
caules e folhas das plantas onde pode exercer seu papel protetor. O potencial biotecnoldgico da
MnTE-2-PyPCls como atenuador do estresse salino foi observado no sorgo sacarino, o que

justifica fortemente investimentos adicionais nesta linha de pesquisas aplicada ao setor agricola.
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CAPITULO 6: PERSPECTIVAS

Como perspectivas de continuidade do trabalho, sugerem-se os seguintes estudos:

e Consolidar a otimizacdo quimiométrica da sintese da MnT-2-PyP* por meio da
realizacdo dos experimentos IV e 1X do planejamento de Doehlert (que ndo foram
realizados na presente tese), bem como um novo modelo de regresséo e identificacdo
(ou confirmagéo) das condigdes sugeridas no presente estudo.

e Desenvolver, por meio de estudo quimiométricos, a sintese em meio aquoso para as N-
piridilporfirinas isoméricas da MnT-2-PyP*: MnT-3-PyP* e MnT-4-PyP*, além de se
comparar as condi¢Bes 6timas para obten¢do entre os isbmeros.

e Investigar a estabilidade das MnTalquil-2-PyP>*, preparadas pelo método cléssico e
pelo alternativo, frente a degradacdo em solucdo aquosa sob longo tempo de
armazenamento. Em particular, observar se ha correlagdo com alguma propriedade
dessa série de porfirinas (tamanho da cadeia alquila ou potencial de reducédo, por
exemplo).

e Estudar a reatividade das MnPs catiénicas em modelo glutationa peroxidase/oxidase
com temperatura controlada a 37°C (temperatura corporal humana normal).

e Investigar o mecanismo da oxidacao de tidis catalisada pela MnTE-2-PyP>* em modelo
glutationa peroxidase e glutationa oxidase.

e Ampliar os estudos da MnTE-2-PyP>" como tratamento coadjuvante a quimioterapicos
(ascorbato ou outros) e radioterapia em outras linhagens de cancer.

e Ampliar os experimentos no modelo vegetal de sorgo sacarino sob estresse salino,
avaliando, por exemplo: (i) outros niveis de MnTE-2-PyP°* (0, 10, 50 e 100 pmol L%);
(ii) os niveis celulares de enzimas antioxidantes importantes (superéxido dismutase,
catalase, ascorbato peroxidase, por exemplo) e a acumulagio MnTE-PyP®* no sorgo
sacarino, cultivado em condigdes de estresse salino, com 10 mmol L de MnP; (iii) o
escalonamento do modelo, como maior tamanho do vaso de crescimento e tempo de
cultivo mais longo (~45 dias, por exemplo); (iv) o comportamento de metaloporfirinas
com diferentes caracteristicas (pentacationicas de cadeia alquilica maior, anidnicas, com
outros centros metélicos, etc.), na atenuacdo do estresse salino no modelo vegetal

apresentado nessa tese.
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e Testar os efeitos da MnTE-2-PyP>* em outras plantas que apresentem ciclo de
desenvolvimento mais curtos, como o intuito de verificar a influéncia da MnP em todos

os estadios de desenvolvimento da planta.
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Apéndice A

APENDICE A

Curvas cinéticas e ajustes mono-exponenciais da formacao da MnT-2-PyP™.
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Figura A.1 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento la do planejamento de
Doehlert.
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Figura A.2 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento Ib do planejamento de
Doehlert.

125



Exp Ic

—— ajuste monoexponencial

6~
5 ] —
- -
—
S 4-
E Equacao y = Al*exp(-x/t1) + yO
K 34 R-quadrado  0,99318
D>.‘ valor Erro Padrao
a o y0 4,92132 0,08201
] A1 -4,7470 0,1135
'E 1 t1 67,0876 3,81686
27/
/
1
O ! T T 1
0 200 300 400
tempo, s

Apéndice A

Figura A.3 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento Ic do planejamento de

Doehlert.
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Figura A.4 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento Il do planejamento de

Doehlert.
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Figura A.5 Curva cinética da formagdo da MnT-2-PyP* para o Experimento 111 do planejamento de

Doehlert.
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Figura A.6 Curva cinética da formagdo da MnT-2-PyP* para o Experimento V do planejamento de

Doehlert.
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Figura A.7 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento V1 do planejamento de

Doehlert.
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Figura A.8 Curva cinética da formagdo da MnT-2-PyP*
Doehlert.

para o Experimento VII do planejamento de
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Figura A.9 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento VIII do planejamento de

Doehlert.
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Figura A.10 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento X do planejamento de

Doehlert.
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Figura A.11 Curva cinética da formacgao da MnT-2-PyP* para o Experimento XI do planejamento de
Doehlert.
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Figura A.12 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento XII do planejamento de
Doehlert.
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Figura A.13 Curva cinética da formacdo da MnT-2-PyP* para o Experimento XI11 do planejamento

de Doehlert.Clique ou toque aqui para inserir o texto.
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Figura A.14 Curva cinética da formacéo da MnT-2-PyP* para 0 Experimento E1.
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Figura A.15 Curva cinética da formacéo da MnT-2-PyP* para o Experimento E2.
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APENDICE B

Tabela B.1 Tempo de formacdo de 50% da MnT-2-PyP* (tso) obtida do planejamento de
Doehlert.

Valores experimentais

Experimentos X1 X2 X3

rH_rInZOSIC)LAf;ll (CMn/CHZP)inicial (T_l- 2C) I’:ISI(:’]

la 95 7,0 50 73
Ib 95 7,0 50 67
Ic 95 7,0 50 61
1 125 7,0 50 80
Il 110 11,5 50 31
v 110 8,5 60 NR
Vv 65 7,0 50 51
Vi 80 2,5 50 179
Vi 80 5,5 40 161
VI 110 2,5 50 230
IX 110 55 50 NR
X 80 11,5 50 28
Xl 95 10,0 40 83
X1l 80 8,5 60 29
X1 95 4,0 60 74

NR significa experimentos ndo realizados.
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Figura C.1 Gréfico de correlacdo entre a resposta predita pela equacdo do modelo ajustado nas

condicdes experimentais do planejamento de Doehlert e a resposta experimental (tso).
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Figura C.2 Distribuicdo dos residuos em funcéo dos valores da resposta predita pela equacdo do modelo

ajustado nas condicGes experimentais do planejamento de Doehlert.
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APENDICE D
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Figura D.1 Espectro de absorcdo (normalizado) da MnT-2-PyP* em H;0.
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Figura D.2 Espectro de absor¢do (normalizado) da MnTE-2-PyP** em H.O.
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Figura D.3 Espectro de absor¢do (normalizado) da MnTnHex-2-PyP>* em H.O.
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