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RESUMO

As Mn(l11)- e Zn(I)-porfirinas (MnPs e ZnPs) hidrossolUveis derivadas das 2-N-
alquilpiridinioporfirinas, MnTalquil-2-PyP** e ZnTalquil-2-PyP**, tém sido amplamente
exploradas como agentes terapéuticos redox-ativos ou fotossensibilizadores (FSs),
respectivamente. A eficiéncia in vivo das Mn-porfirinas esta relacionada ndo apenas as
atividades redox (como mimico de superdxido dismutase, SOD, ou catalisador de
decomposicdo de peroxinitrito, entre outros), mas também a lipofilia, biodisponibilidade
e toxicidade. Baseando-se na relagdo estrutura-atividade das MnTalquil-2-PyP®",
planejou-se o desenho e a sintese de uma nova classe de porfirinas do tipo AsB (A = 2-
piridil, B = vanilina ou O-alquilvanilina, onde alquil = Me, nPr, nBu, iBu, nHex, nNon,
2-cicloexiletil), a metilagdo destes compostos para obtencdo de porfirinas catidnicas do
tipo [AsB]** (H2VanTriM-2-PyP** e H,RVanTriM-2-PyP%*; R = Me, nBu, nHex) e a
preparacdo das MnPs do tipo [MnA3sB]** (MnVanTriM-2-PyP* e MnRVanTriM-2-
PyP*: R = Me, nPr, nHex), sendo descritos 18 compostos inéditos. Os fatores de
retencdo cromatograficos (Ry) destes compostos aumentaram linearmente com o nimero
de carbonos do grupo alquil RVan, sugerindo que a lipofilia siga tendéncia semelhante.
O potencial de reducéo Mn(l11)/Mn(I1) (Ew) e a atividade SOD (log Kcat) dos prototipos
MnVanTriM-2-PyP* e MnMVanTriM-2-PyP*" (Ey, ~ 110 mV vs NHE; log Kcat ~ 6,25)
foram inferiores & MnP andloga do tipo [MnA4]**, MnTM-2-PyP>* (Ey = 220 mV vs
NHE; log keat = 7,79), sendo consistentes com o desenho estrutural resultante da
substituicdo de um grupo eletrorretirador 2-N-metilpiridinio por um grupo eletrodoador
vanilina ou O-metilvanilina e consequente reducao da facilitacao eletroestatica, associada
a reducéo da carga global dos complexos [MnA3B]**. Dados cromatogréaficos indicam
que a lipofilia dos compostos [MnAsB]** é consideravelmente maior que aquela do
andlogo MnTalquil-2-PyP>". Estas caracteristicas de atividade e lipofilia s&o
reminiscentes daquelas dos sistemas & base de 3-N-piridilporfirinas, o que faz destes
compostos [MnA3B]** promissores candidatos a agentes terapéuticos redox-ativos.
Adicionalmente, estenderam-se os estudos para 0s sistemas de ZnPs de interesse para 0
desenvolvimento de candidatos a FSs para inativacdo fotodindmica antimicrobiana
(aPDI). A sintese das ZnTalquil-2-PyP* (alquil = Et, nHex) foi revisitada e a
estabilidade destas ZnPs frente a solvolise em &cidos e fluidos bioldgicos simulados foi
avaliada. A ordem de estabilidade ZnTnHex-2-PyP*" > ZnTE-2-PyP** refletiu o efeito
estérico da cadeia N-alquila sobre a solvolise acida e, em ambos 0s casos, observou-se
enorme dependéncia da estabilidade & natureza dos contra-ions do &cido: fosfatos >>
nitrato > cloreto. A ZnP do tipo [ZnAsB]** ZnMVanTriM-2-PyP®" foi obtida e
parcialmente caracterizada. Dados cromatograficos sugeriram que esta ZnP pode ter
lipofilia semelhante ao FS potente, biodisponivel do tipo [ZnAs]* meso-tetraquis(N-n-
butilpiridinio-2-il)porfirinatozinco(ll) (ZnTnBu-2-PyP*). A ZnTE-2-PyP* e a
ZnTnHex-2-PyP* mostraram-se excelentes FSs em aPDI dos parasitas do género
Leshmania em ambas formas promastigotas e amastigotas. A maior atividade da
ZnTnHex-2-PyP*" foi associada & sua maior lipofilia.

Palavras-chave: Mn-porfirinas, Agentes Terapéuticos Redox-Ativos, porfirinas do tipo
AsB, Zn-porfirinas, fotossensibilizadores para aPDI
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ABSTRACT

Water-soluble Mn(I11)-porphyrins and Zn(I1)-porphyrins (MnPs ou ZnPs) derived from
2-N-alkylpyridiniumporphyrins, MnTalkyl-2-PyP>* or ZnTalkyl-2-PyP**, have been
widely explored as redox-active therapeutics or photosensitizers (PSs). The in vivo
efficiency of these Mn(I11)-porphyrins is related not only to their redox activities (such as
superoxide dismutase mimics, or peroxynitrite scavengers) but also their lipophilicity,
bioavailability, and toxicity. Based on the structure-activity relationships described for
MnTalkyl-2-PyP®*, the design and synthesis of a new class of AsB-type porphyrins (A =
2-pyridyl, B = vanillin or O-alkylvanillin, where alkyl = Me, nPr, nBu, iBu, nHex,
nNon, 2-cyclohexylethyl), the methylation of these compounds to yield [AsB]* -type
cationic porphyrins (H2VanTriM-2-PyP*" e H,RVanTriM-2-PyP3*; R = Me, nBu, nHex)
and the preparation of [MnA3B]**-type MnPs (MnVanTriM-2-PyP** e MnRVanTriM-2-
PyP*; R = Me, nPr, nHex) were carried out, resulting in 18 new compounds. The
chromatographic retention factors (Rf) of these compounds increased linearly with
number of carbons in the RVan alkyl group, suggesting that lipophilicity follows a similar
trend. The Mn(I11)/Mn(lIl) reduction potential (E:;) and the SOD activity (log Keat) of the
prototypes MnVanTriM-2-PyP* and MnMVanTriM-2-PyP** (Ex.~ 110 mV vs NHE; log
Keat ~ 6.25) were smaller than those of the [MnA4]°*-type MnP analogue MnTM-2-PyP°*
(Ew» = 220 mV vs NHE; log keat = 7.79), being consistent with the structural design
resulting from the substitution of an electron-withdrawing group (2-N-methylpyridinium)
for an electron-donor group (vanillin or O-methylvanillin), and consequent reduction in
electrostatic facilitation, associated with a reduction in the overall charge of these
[MnA3B]* complexes. Chromatographic data indicated that the lipophilicity of the
[MnA3B]* compounds is remarkably higher than MnTalkyl-2-PyP°* analogues. These
activities and lipophilicity properties are reminiscent of those of 3-N-pyridylporphyrin-
based systems, making these [MnAsB]** compounds promising candidates for the
development of redox-active therapeutics. Additionally, these studies were extended to
ZnP systems of interest for the development of PS candidates for antimicrobial
photodynamic inactivation (aPDI). The ZnTalkyl-2-PyP** (alkyl = Et, nHex) syntheses
were revisited and the stability of these ZnPs against solvolysis in acids and simulated
biological fluids was evaluated. The stability order, ZnTnHex-2-PyP*" > ZnTE-2-PyP**,
reflected the steric hindrance effect of N-alkyl chain toward acid solvolysis and, in both
cases, a significant acid-counterion-dependence was observed for ZnP stability:
phosphates >> nitrate > chloride. The [ZnA3sB]**-type ZnP ZnMVanTriM-2-PyP** was
obtained and partially characterized. Chromatographic data for ZnMVanTriM-2-PyP3*
suggested that this ZnP may have similar lipophilicity to the potent, bioavailable [ZnA4]*
PS meso-tetrakis(N-n-butylpyridinium-2-yl)porphyrinatezinc(l)  (ZnTnBu-2-PyP*").
ZnTE-2-PyP* and ZnTnHex-2-PyP** showed excellent photosensitizing properties in
aPDI of both promastigote and amastigote forms of Leishmania genus parasites. The
higher PS activity of ZnTnHex-2-PyP*" was associated to its higher lipophilicity.

Keywords: Mn porphyrins, Redox-active therapeutics, AsB-type porphyrins, Zn
porphyrins, aPDI photosensitizers

viii



H2P

MnPs

ZnPs

2-Py

Van

MVan

M

nPrVvan

iBuVan

nBuVan
nHexVan
CyEVan
nNonVan

SiO2

Al203

CCD-SiO2
CCD-Al203
MeOTs

EtOTs

nPrOTs

nBuOTs

iBuOTs

nHexOTs
CyEOQOTs
nNonOTs

MeCN

CHCls

AcOEt

MeOH

i-PrOH

SOD

UV-vis

HoT-2-PyP
H2PhTri-2-PyP
H2PyTri-2-PyP
Ha2VanTri-2-PyP
H2MVanTri-2-PyP
Hz2nPrvanTri-2-PyP
HznBuVanTri-2-PyP
HziBuVanTri-2-PyP

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Porfirina base-livre

Mn-porfirinas ou Mn(l11)-porfirinas

Zn-porfirinas ou Zn(I11)-porfirinas

2-Piridila

Vanilina

Metilvanilina/veratradeido

metila

O-n-propilvanilina

O-iso-butilvanilina

O-n-butilvanilina

O-n-hexilavanilina

O-cicloexiletilvanilina

O-n-nonilavanilina

Silica gel/6xido de silicio

Alumina/oxido de aluminio

Cromatografia de camada delgada em silica gel

Cromatografia de camada delgada em alumina
p-toluenosulfonato de metila (ou tosilato de metila)
p-toluenosulfonato de etila (ou tosilato de etila)
p-toluenosulfonato de n-propila (ou tosilato de n-propila)
p-toluenosulfonato de n-butila (ou tosilato de n-butila)
p-toluenosulfonato de iso-butila (ou tosilato de iso-butila)
p-toluenosulfonato de n-hexila (ou tosilato de n-hexila)
p-toluenosulfonato de 2-cicloexiletila (ou tosilato de 2-cicloexiletila)
p-toluenosulfonato de n-nonila (ou tosilato de n-nonila)
Acetonitrila

Cloroférmio

Acetato de etila
Metanol
iso-propanol
Superéxido dismutase
Ultravioleta-Visivel
meso-tetraquis(2-N-piridil)porfirina
5-fenil-10,15,20-tris(2-N-piridil)porfirina
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meso-tetraquis(N-metilpiridinio-4-il)porfirina
meso-tetraquis(4-N-(2-oxietil)piridinio)porfirina
meso-tetraquis(4-N-alilapiridinio-4-il)porfirina
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MnTnPr-2-Pyp5*
MnTnHex-2-PyP5*
MnTnBuOE-2-PyP5*
MnPyTriM-2-PyP4*
MnVanTriM-2-PyP*
MnMVanTri-2-PyP**
MnnPrVanTriM-2-PyP* 5-(3-metoxi-4-n-propoxifenil)-10,15,20-tris(N-piridinio-2-il)porfirinatomanganés(l11)
MnnHexVanTriM-2-PyP** 5-(3-metoxi-4-n-hexiloxifenil)-10,15,20-tris(N-piridinio-2-il)porfirinatomanganés(l11)
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MnTM-3-PyP5*
MnTE-3-Pyp5*
MnTnHex-3-PyP>*
ZnTM-2-PyP*
ZnTE-2-PyP*
ZnTnBu-2-PyP**
ZnTnHex-2-PyP**
ZnTnOct-2-PyP**
ZnMVanTri-2-PyP*
ZnTM-3-PyP*
ZnTE-3-PyP*
ZnTnBu-3-PyP*
ZnTnHex-3-PyP*
ZnTnOct-3-PyP*
ZnTnBu-4-PypP*#
ZnTAIlI-4-PyP*
ZnTEtOACc-4-PyP*

meso-tetraquis(N-metilpiridinio-3-il)porfirinatomanganés(111)
meso-tetraquis(N-etilpiridinio-3-il)porfirinatomanganés(l 1)
meso-tetraquis(N-hexilpiridinio-3-il)porfirinatomanganés(l11)
meso-tetraquis(N-metilpiridinio-2-il)porfirinatozinco(ll)
meso-tetraquis(N-etilpiridinio-2-il)porfirinatozinco(ll)
meso-tetraquis(N-metilpiridinio-2-il)porfirinatozinco(ll)
meso-tetraquis(N-hexilpiridinio-2-il)porfirinatozinco(ll)
meso-tetraquis(N-octilpiridinio-2-il)porfirinatozinco(ll)
5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-piridinio-2-il)porfirinatozinco(ll)
meso-tetraquis(N-metilpiridinio-3-il)porfirinatozinco(ll)
meso-tetraquis(N-etilpiridinio-3-il)porfirinatozinco(ll)
meso-tetraquis(N-metilpiridinio-3-il)porfirinatozinco(ll)
meso-tetraquis(N-hexilpiridinio-3-il)porfirinatozinco(ll)
meso-tetraquis(N-octilpiridinio-3-il)porfirinatozinco(Il)
meso-tetraquis(N-metilpiridinio-4-il)porfirinatozinco(ll)
meso-tetraquis(N-alilapiridinio-4-il)porfirinatozinco(ll)
meso-tetraquis(4-N-(3-etoxi-2-acetil)piridinio)porfirinatozinco(Il)



ZnTHOE-4-PyP*
ZnTAEtPP
ZnTBAP*+
SnTBAP*
ZnT-2-ThP
ZnM4HPTYi-2-ThP
ZnM4BATTi-2-ThP

meso-tetraquis(4-N-(2-oxietil)piridinio)porfirinatozinco(ll)
meso-tetraquis(4-etilfenil)porfirinatozinco(ll)
meso-tetraquis(4-benzoato)porfirinatozinco(ll)
meso-tetraquis(4-benzoato)porfirinatoestanho(1V)
meso-tetraquis(2-tienila)porfirinatozinco(ll)
5-(4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(2-tienila)porfirinatozinco(ll)
5-(4-carboxifenil)-10,15,20-tris(2-tienila)porfirinatozinco(ll)
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Capitulo 1

1 Introducéo Geral

As metaloporfirinas hidrossoltveis de Mn(l1l) e de Zn(ll) derivadas das meso-
tetraquis(2-N-alquilpiridinio)porfirinas, MnTalquil-2-PyP*>* ou ZnTalquil-2-PyP** (Fig
1.1, com o grupo alquil variando geralmente entre metil e n-hexil, e incluindo éteres como
n-butoxietil, por exemplo) s&o compostos importantes para o desenho de catalisadores
biomiméticos de oxidorredutases (PINTO et al., 2016) e agentes terapéuticos redox-
ativos (BATINIC-HABERLE et al., 2016), no caso dos complexos de Mn(lll), e
fotossensibilizadores (BENOV, 2015), no caso dos complexos de Zn(ll) (Fig. 1.1).

MnTM-2-PyP5+, R = Me ZnTE-2-PyP4+, R =Et

MnTE-2-PyP5*, R = Et ZnTnHex-2-PyP** R =% ">\
MnTnHex-2-PyP5*, R =% " "\

MnTnBuOE-2-PyP%* R =%2/\/0\/\/
Figura 1.1 - Representacdo das estruturas de Mn(lll)- e Zn(ll)-porfirinas meso-

substituidas da classe das 2-N-alquilpiridinioporfirinas.

As MnTalquil-2-PyP>* tém sido amplamente estudadas como modelos das
enzimas citocromos P450 (PINTO et al., 2016) e como potentes mimicos das enzimas
superdxido dismutases (SOD) (BATINIC-HABERLE et al., 2016). Essa classe de Mn-
porfirinas  (MnPs) cationicas possuem potenciais de redugdo Mn'"'/Mn"
termodinamicamente apropriados para rea¢des redox com inimeras moléculas bioativas.
Além disso, as cargas positivas presentes nos grupos 2-N-alquilpiridinio resultam em uma
facilitacdo eletrostatica cinética para aproximacdo de compostos anidnicos
(SPASOJEVIC et al., 2003; REBOUCAS et al., 2008a; 2008b). A combinagio entre as
propriedades fisico-quimicas das MnPs e aquelas das espécies reativas de oxigénio,
nitrogénio e enxofre, presentes nos sistemas bioldgicos, permite e suporta a aplicagédo das
MnPs em diferentes modelos celulares ou animais associados ao estresse oxidativo.
Dentre as MnPs em detaques como moduladores redox e agentes terapéuticos redox-
ativos, estdo a meso-tetraquis(N-etilpiridinio-2-il)porfinatomanganés(lll) (MnTE-2-
PyP°") e a meso-tetraquis(N-butoxietilpiridinio-2-il)porfinatomanganés(l11)
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Capitulo 1

(MnTnBUuOE-2-PyP*") (Fig. 1.1), que avancaram dos estudos pré-clinicos para cinco
testes clinicos em humanos no Canada e EUA (BATINIC-HABERLE et al., 2018). Estes
complexos apresentaram-se seguros e bem tolerados na Fase | de estudos clinicos,
progredindo para varios estudos clinicos em Fase I, que incluem terapias para dermatite
atopica e prurido (MnTE-2-PyP**), glioma (MnTnBuOE-2-PyP**), cincer de cabeca e
pescoco (MnTnBUOE-2-PyP®"), metastases cerebrais miltiplas (MnTnBuOE-2-PyP**)
e carcinoma de células escamosas anal (MnTnBuOE-2-PyP*") (BATINIC-HABERLE et
al., 2021; GAD et al., 2013, 2016, 2019).

As Zn(Il)-porfirinas (ZnPs) catidnicas derivadas das 2-N-alquilpiridinioporfirinas,
ZnTalquil-2-PyP* (onde alquil = etila ou n-hexila, por exemplo) (Fig. 1.1) tém se
mostrado potenciais fotossensibilizadores (FSs) para Terapia Fotodindmica (PDT, do
inglés “photodynamic therapy”) (BENOV et al., 2011; 2015) e/ou Inativacdo
Fotodindmica antimicrobiana (aPDI, do inglés “antimicrobial photodynamic
inactivation”) (THOMAS et al., 2015; VIANA et al., 2015; CHARARA et al., 2017;
ANDRADE et al., 2018; SOUZA et al., 2021). Esta classe de ZnPs possui caracteristicas
adequadas para PDT e aPDlI, tais como: (i) baixa toxicidade in vitro e/ou in vivo no escuro;
(i) alta eficiéncia para geracéo intracelular de espécies reativas de oxigénio; (iii) elevados
rendimentos quanticos para geracdo de oxigénio singleto (®'0y); e (iv) versatilidade
estrutural que permite o desenho de fotossensibilizadores anfifilicos, permitindo boa
solubilidade no meio bioldgico, biodisponibilidade e interacdo com estruturas celulares
(MONDAL; BERA, 2014; AMOS-TAUTUA; SONGCA; OLUWAFEMI, 2019). As
ZnPs tém se mostrado FSs ainda mais eficazes do que as porfirinas bases-livres
precursoras (H2P) (PAVANI et al., 2009; MARYDASAN; NAIR; RAMAIAH, 2013). A
insercdo do Zn(ll) aumenta a estabilidade quimica da porfirina e pode potencializar sua
interacdo com as membranas celulares (PAVANI et al., 2009). Alem disso, as ZnPs
geralmente possuem maior 02 do que as HzPs, uma vez que os metais diamagnéticos
facilitam o cruzamento intersistema e tém longo tempo de vida do estado tripleto
(PAVANI et al., 2009; MARYDASAN; NAIR; RAMAIAH, 2013). Outra vantagem do
emprego das ZnPs em aPDI, frente aos complexos de Pd(Il) ou Sn(1V), por exemplo, é 0
fato de o Zn(ll) ser um componente natural da fisiologia humana (MONDAL; BERA,
2014; AMOS-TAUTUA; SONGCA; OLUWAFEMI, 2019).

O desenho de MnPs (como agentes terapéuticos redox-ativos) e de ZnPs (como
fotossensibilizadores para PDT/aPDI) é predominantemente baseado em sistemas

contendo 4 substituintes idénticos no anel porfirinico (usualmente rotulados como
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sistemas [A4] (Fig. 1.2). Sistemas bimodais do tipo [A3B] (Fig. 1.2), onde 1 substituinte
do anel diferente dos 3 demais, apesar de permitirem o controle de propriedades
associadas independentemente aos grupos arilas A e B, ainda sdo pouco explorados como
plataforma de desenho de moduladores redox ou fotossensibilizadores (MERCHAT et
al., 1996b; ENGELMANN et al., 2002; ALVARADO et al., 2018; ALVES et al., 2009),
muito provavelmente devido aos desafios intrinsecos associados a sintese e purificacdo

destes compostos.

[A, M = 2H* [A3B], M = 2H
[ZnAgl, M = Zn?* [ZnA;B], M = Zn?*
[MnA,J*, M = Mn3* [MnA;B]*, M = Mn3*

Figura 1.2 — Representacdo de porfirinas meso-substituidas do tipo [As4] e seus
respectivos complexos de Mn(I11) ([IMnA4]*) e Zn(l1) ([ZnA4]) (a esquerda), e porfirinas
do tipo [AsB] e complexos de Mn(I11) ([MnAzB]") e Zn(l1) ([ZnA3B]) (a direita).

1.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho de tese tem como objetivo geral amplo desenvolver
complexos de Mn(l11) e Zn(Il) de porfirinas hidrossollveis a base de uma nova classe de
porfirinas bifuncionais do tipo [AsB]** (onde A = 2-N-metilpiridinio; B = vanilina ou O-
alquilvanilina; Fig. 1.3). Estes sistemas incorporam as propriedades eletrorretiradoras e
eletrostaticas dos grupos 2-N-metilpiridinio e a possibilidade de modulagéo das lipofilia
dos compostos a partir da derivatizacdo dos grupos vanilina.

Assim, utilizando as 2-N-aquilpiridilporfirinas de Mn(lll) (Fig. 1.1 e 1.2) como
guia, espera-se desenvolver candidatos a mimicos de SOD e potenciais agentes
terapéuticos redox-ativos a base de Mn(lll)-porfirinas do tipo [MnAsB]* (A = 2-N-

metilpiridinio; B = vanilina ou O-alquilvanilina; Fig. 1.3).
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[MnA,B]** [znA;B]**

Figura 1.3 - Novos complexos porfirinicos do tipo [AsB]**: [MnAsB]** e [ZnA3B]** de

interesse para este trabalho; R = grupos alquila.

Nos sistemas a base de Zn(ll)-porfirinas, propde-se revisitar a rota de sintese das
ZnTalquil-2-PyP*" (onde alquil = Et ou nHex), preparar, como prova de conceito, um
complexo do tipo [ZnAsB]** (A = 2-N-metilpiridinio; B = O-metilvanilina) (Fig. 1.3) e,
finalmente, contribuir para o desenvolvimento de candidatos a fotossensibilizadores para
aPDI de Leshmania & base de Zn(ll)-porfirinas catidnicas.

1.2 Aspectos gerais de porfirinas e metaloporfirinas de Mn(I11) e Zn(I1)

1.2.1 Propriedades estruturais e espectroscopicas das porfirinas e

metaloporfirinas

Porfirina ¢ um macrociclo tetrapirrélico ligado por quatro carbonos sp?,
compreendendo um sistema de 22 elétrons = altamente conjugados. Os quatro atomos
centrais de nitrogénio sdo apropriados para quelar um elemento quimico, geralmente um

metal, resultando em uma metaloporfirina (COOK et al., 2017) (Fig. 1.4).

meso—_, | meso—_ \

\ \

B-pirrélicas B-pirrélicas
Figura 1.4 - Representacdo do nucleo central estrutural de uma porfirina (esquerda) e
uma metaloporfirina (direita), sendo indicadas as posi¢cfes meso e S-pirrdlicas do anel
porfirinico. Nas Mn(l1l)-porfirinas, M = M(III), enquanto nas Zn(ll)-porfirinas, M =
Zn(I).

As porfirinas possuem uma grande diversidade estrutural, podendo ser de origem
natural ou sintética. As propriedades espectroscopicas das porfirinas sdo muito
caracteristicas, com bandas bem definidas de intensa absor¢éo eletrdnica na regido do
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visivel (vis). Devido a alta conjugacdo = do anel, as transi¢oes eletronicas (n—n*) se
encontram localizadas na regido do ultravioleta proximo e majoritariamente no visivel
WIJESEKERA; DOLPHIN, 1995; COOK et al., 2017). A banda mais intensa (com
absortividade molar ~ 10° L mol* cm™) é conhecida como banda Soret, geralmente
localizada em torno de 420 nm, nas meso-tetraarilporfirinas. Ha ainda outras quatro
bandas de menor intensidade (com absortividade molar ~ 10* L mol cm™?), entre 500 e
800 nm, denominadas bandas Q e representadas por algarismos romanos em ordem

crescente de energia (Fig. 1.5A).

A Soret B ;
0.7 4
0.6 -
0.6 —\ =
054 _ aEaE
£ @ 0.4+ b I\‘l p
= 044 NI e NS
< < \=/ o
0.3
0.2 -
02 Bandas Q
0.1
m 1 @
0.0 T T T T 1 0.0 T T —- f 1
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
A/ nm Al nm

Figura 1.5 - Espectros de absorcao eletronica tipicos de (A) uma porfirina de base livre
representativa e (B) duas metaloporfirinas representativas de Zn(ll) (vermelho) ou
Mn(l11) (azul).

A localizagdo e a intensidade relativa das bandas Q s&o influenciados por fatores
como a natureza quimica dos grupos de substituicdo, solvente, pH, concentracdo e
interacdo entre porfirinas em solucdo (agregacdo). No caso das metaloporfirinas, sua
formacdo, a partir da base-livre correspondente, é acompanhada por um aumento na
simetria local do anel porfirinico de D2n para Dan, levando a uma diminui¢cdo no nimero
de transicdes eletrdnicas e, portanto, uma reducdo no numero de bandas. Enquanto a
metalacdo é geralmente acompanhada por alguma deslocamento na banda de Soret, a
caracteristica espectral mais marcante € o desaparecimento das quatro bandas Q, que séo
geralmente substituidas por duas bandas, denominadas o e 8, como ilustrado para as MnPs
e ZnPs na Fig. 1.5B. As caracteristicas gerais do perfil do espectro eletrénico dependem
da natureza do cation metalico central: tamanho, localizacao na tabela periddica, nimero
de coordenacéo e estado de oxidacdo (WIJESEKERA; DOLPHIN, 2010; COOK et al.,
2017).
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As porfirinas apresentam grande abundancia e importancia bioldgica (ABREU,
CABELLI, 2010). Este fato sempre despertou o interesse sintético nesses compostos com
0 objetivo de mimetizar (imitar) aspectos eletrénicos, estruturais ou de reatividade dos
sistemas biologicos (MEUNIER, 1992; BATINIC-HABERLE et al., 2018;
MANIKADAN; NAGINI, 2018). As porfirinas e 0S seus respectivos complexos
metéalicos tém contribuido de maneira bastante relevante nas areas de medicina e biologia
(CALZAVARA-PINTON, et al., 2012; MOURAVIEV, et al., 2012; BATINIC-
HABERLE et al., 2018), nanotecnologia (ELEMANS et al., 2006; SAFAR et al., 2014;
ZHOU et al., 2016) e catalise (MEUNIER, 1992; MANSUY, 2000; BARROS; ASSIS,
2013; NAKAGAKI et al., 2014).

1.2.2 Sintese de porfirinas meso-substituidas

As porfirinas de origem natural, como o grupo heme de hemoglobinas e
citocromos, possuem substituicdo nas posic¢des S-pirrdlicas (Fig. 1.4). Contudo, devido a
dificuldade de sintese destes compostos via modificagdo prévia do pirrol, as porfirinas
obtidas por rotas sintéticas mais simples geralmente contém substituintes nas posicoes
meso (Fig. 1.3). Além disso, os substituintes arilas nas posi¢cbes meso introduzem, na
auséncia de grupos proteicos naturalmente presentes nas hemeproteinas, uma certa
protecdo estérea que reduz a suscetibilidade do anel porfirinico a reagdes indesejadas ou
destruicdo oxidativa. Destacam-se na literatura duas rotas gerais de sintese dessas
porfirinas meso-aril substituidas: 1) rotas derivadas do método de Adler-Longo e 2) rotas
derivadas do método de Lindsey.

Adler, Longo e colaboradores otimizaram a metodologia de Rothemund (1936), o
primeiro a descrever a sintese com éxito da meso-tetrafenilporfirina (H.TPP). Alder et al.
(1964; 1967; 1968) sintetizaram uma série de meso-tetrarilporfirinas atraves da
condensacdo de pirrol e um aldeido aromatico sob refluxo em &cido acético ou propidnico
em meio aerdbio. O &cido carboxilico atua simultaneamente como solvente e catalisador.
Esta estratégia permitiu a obtencdo da meso-tetrafenilporfirina (H.TPP) em menos de 1
h, com rendimentos isolados em torno de 20% (Fig. 1.6). A principal limitacao desta rota
¢, sem duvida, a formacao de muitas impurezas distintas, conhecidas genericamente como
polipirréis, que podem dificultar a purificacdo da(s) porfirina(s) de interesse. Um outro
contaminante tipico desse método sdo as clorinas (porfirinas reduzidas em uma das
posi¢Oes S-pirrolicas), que estdo presentes em torno de 1-5% nas preparacGes pelo método

de Adler-Longo, mas podem ser prontamente oxidadas a porfirina correspondente por
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tratamentos com quinonas ou perdxido de hidrogénio (ROUSSEAU; DOLPHIN et al.,
1974; BARNETT etal., 1975; GROVES et al., 1983; JOHNSTONE et al., 1996; SERRA
et al., 2008).

R
H Solvente
R R
K\ /7 + R-CHO
T°C,th
R

Figura 1.6 — Representacdo da sintese de porfirinas pelo Método de Alder-Longo: refluxo
de acido acético ou propidnico por 1 hora (onde R = grupos alquila ou arila). Na
modificacdo introduzida por Gonsalves o solvente é uma mistura de &cido

acético:nitrobenzeno na proporcao (7:3, v/v).

Gonsalves e pesquisadores modificaram o método de Adler-Longo e otimizaram
a sintese da H2TPP e seus derivados. A modificacdo consiste na reagéo de pirrol com um
aldeido (ou uma mistura de aldeidos) a 130 °C durante 1 hora, utilizando como solvente
uma mistura de acido aceético:nitrobenzeno na proporcdo (7:3, v/v) (Fig. 1.6). O
nitrobenzeno, neste caso, atua como oxidante dos intermediarios de reacdo (incluindo
clorinas) a porfirinas, minimizando as contaminagdes. E um método geralmente mais
apropriado quando as porfirinas de interesse ndo apresentam muitos grupos polares na
estrutura ou séo de baixa solubilidade no solvente de reacdo (GONSALVES et al., 1991).

A metodologia de Adler-Longo e a modificacdo de Gonsalves sdo bem versateis
e permitem a obtencdo de porfirinas derivadas da condensacédo de pirrol com misturas de
dois aldeidos arométicos A e B, levando a formagdo de meso-tetraarilporfirinas
bifuncionalizadas, incluindo N-piridilporfirinas do tipo AsB (ENGELMANN et al., 2002;
TOME et al., 2004) e cis-A2B: ou trans-A:B2, ABz (ENGELMANN et al., 2002), além
das tradicionais A4 e B4 (Fig. 1.7).
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cis-A,B,

trans-A,B, AB;

By

Figura 1.7 - Produtos que podem ser formados através da condensacéo de pirrol e uma
mistura de dois aldeidos A e B. A distribuicdo dos produtos depende da

natureza/reatividade dos aldeidos A e B, das rela¢cbes estequiométricas e condi¢des gerais
de reacéo.

O método de Lindsey é um marco na sintese de varios tipos de porfirinas meso-
aril substituidas do tipo A4 derivadas da HTPP, sistemas trans-A2B> dos mais variados
e meso-tetraalquilporfirinas, com rendimentos de 30-50 %. Este método de duas etapas
em um vaso (“one pot”) consiste inicialmente na condensacdo anaerobia de pirrol e
aldeido em CH.CIl, ou CHCI3, catalisada por trifluoreto de boro (BF3) ou é&cido
trifluoroacético (TFA) (Fig. 1.8), na qual se forma o intermediario porfirinogénio, que &,
em uma segunda etapa, oxidado in situ a respectiva porfirina por por quinonas ou H20>
(LINDSEY et al., 1987; 2000; 2010).

12 Etapa
(o) H
i BF TFA
/ \ + 5 3 ou -
N CHCI, ou CHCI4
H
22 Etapa
Ph Ph
p-cloranil ou DDQ
CHClz ou CHCl3
Ph Ph

Figura 1.8 — Representacdo das duas principais etapas na sintese de porfirinas pelo
Método de Lindsey: condensacdo de aldeido e pirrol a porfirinogénio (12 etapa) e
oxidagao subsequente a porfirina (22 etapa).
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Apesar do inegdvel sucesso do método de Lindsey para a obtencdo de
tetrafenilporfirinas diversas, inclusive (e especialmente) aquelas derivadas de
benzaldeidos orto-substitituidos, o emprego de aldeidos contendo grupos bésicos, por
exemplo 2-, 3- ou 4-piridinacarboxaldeidos levam a desativacao do catalisador e frustram
as tentativas de obtencdo de N-piridilporfirinas por este método (DOGUTAN;
PTASZEK; LINDSEY, 2008). Assim, as rotas de sintese das N-piridilporfirinas tém sido
particularmente limitadas as condi¢des do método de Adler-Longo com uma ou outra
pequena adaptagdo ou modificacdo (por exemplo, mudanca do acido carboxilico
empregado simultaneamente como solvente e catalisador, temperatura, tempo de reacao

etc).

1.2.3 Sintese de metaloporfirinas de Mn(l11) e Zn(I1) meso-substituidas

A obtencéo de MnPs e ZnPs ocorre atraves da metalacdo da H2P com excesso de
sal de (MnXz ou ZnXs), formando a Mn""P ou Zn''P e o correspondente acido (HX) (Fig.
1.9). No caso das metaloporfirinas de Mn, a Mn''P inicialmente formada é rapidamente
oxidada in situ em condigGes aerdbias a Mn'"'P, resultando numa metalagdo irreversivel.
A reacdo inversa, a desmetalacdo, € comumente favorecida em presenca de &cido forte,
mas a velocidade e extensdo da desmetalagdo depende também da natureza dos grupos
substituintes porfirinicos e da presenca de determinados anions (BUCHLER, 1975;
LAVALLEE, 1985).

Dentre os métodos para obtencdo de MnPs e ZnPs, destaca-se 0 método conhecido
como “método de cloroférmio/metanol”, no qual uma solugdo concentrada de sal de Mn?*
ou Zn?* em metanol é adicionada a uma solugdo concentrada de H2P em clorofémio, sob
refluxo. A depender da solubilidade e reatividade da H2P precursora e do sal metélico, a
proporcdo de cloroférmio/metanol pode ser alterada. (WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994).
Outro destaque é o método da N,N-dimetilformida (DMF), no qual a metalacéo
geralmente é realizada com sais de cloreto de Mn(l11) ou Zn(ll) sob refluxo de DMF
(ponto de ebulicdo em torno de 150 °C), reduzindo os tempos de metalacdo. O método da
DMF é bastante utilizado para meso-tetrafenilporfirinas e também porfirinas beta-
substituidas, devido & alta estabilidade térmica delas. Além disso, para porfirinas
insollveis em &gua, a adicdo de &4gua ao término da reagdo resulta na precipitacdo das
metaloporfirinas, eliminando-se o excesso de sal metalico e a DMF (WIJESEKERA,
DOLPHIN, 1994). Contudo, a DMF se decompde, 0 que pode levar a reacdes paralelas,

levando a destruicdo atraves do ataque as posi¢des meso-porfirinicas e abertura do anel.
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Porfirinas com grupos aceptores de elétrons sdo mais susceptiveis a esse tipo de evento,
como exemplo as meso-tetrafenilporfirinas fluoradas (KADISH et al., 1990), as N-
alquilpiridinioporfirinas  (BATINIC-HABERLE et al., 1998) apresentaram
decomposicdo em DMF durante a metalagdo com Mn(lll). Os analogos beta-
octabromados das N-alquilpiridinioporfirinas se decomp&em rapidamente em refluxo de
DMF (WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994; REBOUCAS; CARVALHO; IDEMORI,
2002).

Contornando os problemas apresentados pelo método da DMF, a metalacédo das
N-alquilpiridinioporfirinas (e muitas outras porfirinas hidrossolUveis) pode ser realizada
em meio aquoso. A reacdo pode ocorrer sob refluxo de agua destilada pH 7,0
(PASTERNACK et al., 1983) ou a temperatura ambiente ajustando-se o pH para 12
(BATINIC-HABERLE et al., 1997), que facilita a desprotonacéo interna dos nitrogénios
pirrolicos, devido a acidez apropriada das N-alquilpiridinioporfirinas (pKa na faixa de 10
al3) (BATINIC-HABERLE et al., 1998; 2002).

A obtencdo da classe das N-alquilpiridinioporfirinas de Mn(lll) e Zn(ll)
geralmente ocorre em duas etapas (BATINIC-HABERLE et al., 1998; 1999; 2002;
BENOV et al., 2002; EZZEDDINE et al., 2013). Na primeira, a alquilagdo da meso-
tetraquis(X-piridil)porfirina (H2T-X-PyP) (X = 2, 3 ou 4) com tosilato ou haleto de alquila
resulta na base-livre catidnica correspondente, HoTalquil-2-PyP*, que, numa segunda
etapa, é metalada em solucéo aquosa (pH 12) para resultar na metaloporfirina de interesse
MnTalquil-2-PyP%" ou ZnTalquil-2-PyP*" (Rota 1, Fig. 1.9). Todos 0s compostos
catibnicos sdo purificados via reacdes de metatese com NH4PFs em agua, seguida de
metéatese do sal de PFs~ com um cloreto de N-tetraalquilamdnio (por exemplo, cloreto de
N-tetra-n-butilamdnio ou Aliquat 336) em acetona para se isolar o derivado porfirinico

na forma de sal de cloreto.
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Rota 1

MClI,
R NaOH (aq)

MnTR-2-PyP%*, M = Mn®*
ZnTR-2-PyP**, M = Zn?*

Rota 2

H,T-2-PyP

ROTs

DMF, 105 °C

MnT-2-PyP*, M = Mn3* MnTR-2-PyP%*, M = Mn3*
ZnT-2-PyP, M = Zn?* ZnTR-2-PyP*, M = Zn?*

Figura 1.9 - Esquema da obtencdo das 2-N-alquilpiridinioporfirina de Mn(lll) (MnTR-
2-PyP**) e de Zn(ll) (ZnTR-2-PyP*). R: grupos alquila; a) Mn(OAc), em refluxo de
CHCI3/MeOH ou b) MnSO4 em solucéo aquosa de H2SOa.

Nosso grupo propds uma rota alternativa para obtengdo dessas porfirinas de
Mn(l11) (PINTO, 2013; JESUS, 2020) e Zn(Il) (VIANA et al., 2015), realizando a
inverséo das etapas de alquilagdo e metalacdo (Rota 2, Fig. 1.9). Por esta rota, a MnT-X-
PyP™ resultante de metalacdo da H,T-X-PyP representa um intermediario comum para a
sintese das varias MnTalquil-X-PyP%", reduzindo pela metade os processos de
purificacdo e gastos com reagentes de metatese caros (NHsPFs e cloreto de N-
tetraalquilaménio). Neste contexto, a sintese da MnT-2-PyP* também foi modificada
(JESUS, 2020) para eliminar (i) o uso de solvente organico, que foi substituido por
solucdo aquosa de H»SOs; e (ii) a etapa de purificagdo cromatografica descrita
anteriormente para este composto (REBOUCAS; DE CARVALHO; IDEMORI, 2002).
Adicionalmente, as condi¢des de reacdo para metalagdo da HoT-2-PyP com MnSQO4 em
H>SO, aquoso foram otimizadas quimiometricamente (JESUS, 2020). No caso das
Zn(I)-porfirinas, a prova conceitual desta rota alternativa (Rota 2, Fig 1.9) foi realizada
para obtencéo da ZnTE-2-PyP*" (Fig. 1.1) (VIANA et al., 2015).

11
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1.3 Apresentacéo da Tese

A presente tese foi organizada em 6 capitulos. Neste primeiro Capitulo, foram
apresentados, de maneira resumida, alguns dos aspectos gerais da quimica da classe das
2-N-alquilpiridinioporfirinas que norteardo e permeardo os demais Capitulos.

As contribuicOes especificas deste presente trabalho para os sistemas a base de 2-
N-alquilpiridilporfirinas de Mn(lll) e de Zn(ll) sdo apresentadas, respectivamente, nos
Capitulos 2 e 3. Cada capitulo possui leitura independente e foi subdividido em secdes
correspondentes a introducao (onde se apresenta a fundamentacao tedrica relevante para
a temética do Capitulo), objetivos, resultados e discussdo e conclusdes especificas.

Em particular, explora-se no Capitulo 2 o desenvolvimento de Mn(l11)-porfirinas
derivadas do sistema [AsB]*" (A = 2-N-metilpiridinio; B = éteres de vanilina) como
mimicos SOD e agentes terapéuticos redox ativos em potencial.

No Capitulo 3, apresentam-se os estudos de sintese e estabilidade de zZn(Il)-
porfirinas catiénicas do tipo [ZnA4]** e [ZnAsB]** (A = 2-N-alquilpiridinio; B = O-metil-
vanilina) como candidatos a fotossensibilizadores para inativacdo fotodindmica de
Leishmanias. Destaca-se que a introducdo do Capitulo 3 integra um artigo de Revisao,
submetido a publicacdo, sobre ZnPs como candidatos a fotossensibilizadores para aPDI.

No Capitulo 4 sdo apresentadas as considerac@es finais da tese e perspectivas de
continuidade deste estudo.

As referéncias citadas ao longo de toda a tese foram compiladas no Capitulo 5. A
tese conta ainda com o Capitulo 6 para os Apéndices, que contém dados e informacdes

suplementares.
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Capitulo 2

2 Mn(l11)-porfirinas

derivadas do sistema [A3B]**

(A = 2-N-metilpiridinio; B =
vanilina ou O-aquilvanilina)
como agentes terapéuticos redox
ativos em potencial

2.1 Introducéo
2.1.1. Estresse oxidativo e Mn-porfirinas como agentes terapéuticos redox ativos

O estresse oxidativo € uma condicdo bioldgica caracterizada por desequilibrio
redox, na qual os niveis de espécies oxidantes predominam em detrimento ao controle
antioxidante, ocasionando danos oxidativos (AHMADINEJAD et al., 2017). A depender
do nivel de dano, o estresse oxidativo pode implicar em uma série de patologias e estados
fisiopatoldgicos, tais como processos de isquemia/reperfusdo, alguns tipos de cancer
(incluindo processos de metastase) (KRUK; ABOUL-ENEIN, 2017), esclerose multipla,
esclerose lateral amiotrofica, acidente vascular cerebral, diabetes, lesdes pulmonares,
dentre outros (AHMADINEJAD et al., 2017; BATINIC-HABERLE; TOVMASYAN;
SPASOJEVIC, 2018). As espécies que sd0 comumente associadas ao estresse oxidativo
s80 as espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio (ERO/ERN) (FRIDOVICH, 1995).

As enzimas superoxido dismutase (SOD) constituem o sistema mais eficiente no
controle, a nivel celular e extracelular, de ERO (via modulacéo direta do anion radical
superoxido, O2™) e de ERN (via modulacgdo indireta do anion peroxinitrito, ONOO) e,
por consequéncia, na regulacdo do nivel de estresse oxidativo (FRIDOVICH, 1995).
Existem quatro enzimas superoxido dismutases (SOD) caracterizadas até entdo:
Cu,ZnSOD (SOD1 e SOD3), MnSOD (SOD2), FeSOD e NiSOD, sendo a Cu,ZnSOD e
MnSOD de grande relevancia para a maioria dos mamiferos (FRIDOVICH, 1995). O sitio
ativo das enzimas SOD contém um metal de transi¢cdo redox ativo coordenado por
residuos de aminoacidos da cadeia proteica: Cu*/Cu?®* (na Cu,ZnSOD, o ion Zn?* tem
funcéo estrutural), Mn?/Mn%*, Fe?*/Fe** ou Ni?*/Ni*. O controle de O2" nos sistemas
bioldgicos é realizado por meio de uma répida dismutacdo enzimatica do O em Oz e
H.02 (Fig. 2.1) (ABREU; CABELLI, 2010).
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Hgog 05_ [Mn”'F‘]* HQOQ

-
R X Mn"P) l 0y B

[SDDGKI

Y '\ [SOD™] >\

Figura 2.1 — Representacdo simplificada da dismutacdo de superoxido catalisada pelas

+ 2H

enzimas SOD (a esquerda) e por Mn-porfirinas (a direita).

O estresse oxidativo pode ser resultado da inativacdo ou baixa expressdo das
enzimas SOD. Compostos com baixa massa molecular, que sejam capazes de imitar a
enzima SOD (mimicos) poderiam ser candidatos excelentes a farmacos para controle de
fisiopatologias relacionadas ao estresse oxidativo (DISSEMOND; GOOS; WAGNER,
2002; BATINIC-HABERLE et al., 2011). Estudos envolvendo Mn-porfirinas (MnPs)
demonstraram que elas podem atuar como potentes mimicos de SOD in vitro e in vivo
(FAULKNER et al., 1994; BATINIC-HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC, 2010;
RAJIC etal., 2012; TOVMASYAN et al., 2014; BATINIC-HABERLE; TOVMASYAN:;
SPASOJEVIC, 2018). Esses estudos foram realizados em modelos celulares, como
Escherichia coli (E. coli) e Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) SOD-deficientes
(TOVMASYAN et al.,, 2014) e em animais superiores, como ratos, camundongos,
coelhos e primatas ndo-humanos (BATINIC-HABERLE et al., 2011). As MnPs se
mostraram capazes de minimizar os efeitos nocivos de danos causados por radiagao, inibir
0s tumores (via acdo antiangiogénica ou pré-oxidante), aumentar a eficacia da
radioterapia e hipertermia no tratamento de cancer (acao sinergética) e de proteger 6rgaos
e tecidos em transplantes e/ou processos de isquemia/reperfusdo (TOVMASYAN et al.,
2014; BATINIC-HABERLE; TOVMASYAN; SPASOJEVIC, 2018).

De modo analogo as enzimas SOD, as MnPs catalisam o desproporcionamento do
02"~ em duas etapas: i) via oxidacdo de uma molécula de O>" a Og; e ii) reducdo de outra
molécula de O>" a H20 (Fig. 2.1), em um processo redox no qual o estado de oxidagéo
do manganés se alterna entre +3 e +2.

As MnPs que mais se destacaram como mimicos SOD em modelos bioldgicos
foram aquelas derivadas das 2-N-alquilpiridinioporfirina (MnTalquil-2-PyP°*; alquil
sendo, por exemplo, Me, Et, nHex, nButOE) e de seus isdbmeros de posi¢do 3-N-

alquilpiridinioporfirina (MnTalquil-3-PyP*") (Fig. 2.2).
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MnTM-2-PyP%* R =Me MnTM-3-PyP5*  R=Me
MnTE-2-PyP%* R= ??a/\ MnTE-3-PyP5* R= 3%/\
MnTnHex-2-PyP5* R = % >N MnTnHex-3-PyPS* R= % > N

MnTnBuOE-2-PyP5* R =%/\/O\/\/

Figura 2.2 - Mn-porfirinas que tém se destacado como mimicos de enzimas SOD. A

esquerda, os isdmeros MnTalquil-2-PyP°* e, a direita, os isomeros MnTalquil-3-PyP®",

A atividade SOD-mimética das MnPs pode ser medida em termos da constante
de velocidade de dismutacéo do superdxido (log Kcat), onde as enzimas SOD apresentam
log keat ~9 (ELBERLY et al, 1996; VANCE et al., 1998; GOLDSTEIN et al, 2006). O
log Keat pode ser deteminado por métodos indiretos como, por exemplo, 0 método do
citocromo c, ou diretos como, por exemplo, a radidlise de pulso e método de fluxo
interrompido (“stopped flow”). O método do citocromo ¢ foi originalmente configurado
para estabelecer a atividade da enzima SOD (MCCORD; FRIDOVICH, 1969), sendo
bastante utilizado para a determinacdo da atividade SOD de MnPs e outros agentes
terapéuticos redox-ativos (BATINIC-HABERLE et al., 2014; POLICAR, 2016). Neste
ensaio, 0 O>" é produzido a uma velocidade constante como subproduto da oxidagdo da
xantina (X) a urato pela xantina-oxidase (XO), buscando-se manter a concentracao
préxima aquelas dos sistemas bioldgicos sob estresse oxidativo (POLICAR, 2016). O O,
produzido reage com o centro metéalico do ferricitocromo c¢ (Fe'"'-cit ¢), reduzindo-o a
Fe'l-cit c em uma reacéo que é acompanhada por epectrofotometria no comprimento de
onda de 550 nm (FRIDOVICH, 1970). A adi¢do de um candidato a mimico SOD (ou a

propria SOD) provoca uma competicdo cinética entre o Fe'!

-cit ¢ e 0 mimico SOD pelo
superoxido tendo como resultado liquido a inibicdo da formagcéo do Fe''-cit ¢. Uma vez
que a reducdo de Fe'''-cit ¢ a Fe''-cit ¢ pelo superdxido é cineticamente bem definida, a
atividade SOD pode ser determinada a partir da relacdo entre a concentracdo do mimico

e o0 correspondente grau de inibicdo da reducéo de Fe''-cit c.
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A radiolise de pulso consiste na rapida deposicao pulsada de energia, na escala
abaixo de ps, na forma de elétrons acelerados, em uma solucdo (SCHWARZ, 1981,
BUXTON, 1987). Na presenca de O, e formiato (ou etanol), ela fornece um grande
excesso de Oz, em relacdo ao candidato a mimico de SOD, permitindo a catélise SOD
em meio aquoso contendo ndo mais do que concentragdes em mmol L dos mimicos SOD
(SCHWARZ, 1981; BUXTON, 1987). A formacdo e a eliminacdo de Oy~ sdo
acompanhadas por UV-Vis (220-290 nm) (BIELSKI, 1985). Esses recursos tornaram a
radidlise de pulso uma ferramenta importante no estabelecimento dos detalhes dos
mecanismos enzimaticos para todas as SODs. As principais limitacdes desta técnica sao
(i) a concentragéo de Oz~ em um pulso de elétrons ¢ baixa (0,5 e 50 pmmol L2) e (ii) é
uma técnica cara, pois precisa de um acelerador e ndo é uma técnica de rotina laboratorial
(ABREU; CABELLLI, 2010). O método do citocromo ¢ e a radidlise de pulso possuem
pouca disparidade entre si e sdo considerados complementares para determinacdo da
atividade SOD (POLICAR, 2016).

A modulacéo da atividade SOD (log kcat) depende de diversos fatores, como o
potencial de reducdo centrado no metal e a natureza dos grupos substituintes das
porfirinas. A alquilacdo dos grupos 2-piridila das 2-N-piridilporfirinas gera derivados
catidnicos com grupos aceptores de elétrons (2-N-alquilpiridinio) e provoca um aumento
maior que 490 mV no potencial de reducdo Mn(l11)/Mn(Il) nas MnPs: enquanto o
potencial de reducdo da MnP ndo-alquilada MnT-2-PyP* é de —270 mV vs. NHE, os
potenciais das MnTalquil-2-PyP>* apresentam valores positivos (variando de +220 a
+367 mV vs. NHE, dependendo do grupo alquila) e proximos aqueles das enzimas SOD
(+300 mV vs. NHE) (BATINIC-HABERLE et al., 1997; REBOUCAS et al., 2008a;
2008b; 2008c; DEFREITAS-SILVA, 2008; BATINIC-HARBELE et al., 2011).

Além de fatores termodindmicos associados a modulacdo do potencial de reducédo
do sitio ativo (centro metalico redox: Cu®**, Mn3*2*, Fe3*/2* ou Ni®*/?*), as enzimas SOD
possuem em sua estrutura residuos de aminoacidos cationicos que direcionam o O™
eletrostaticamente ao metal redox ativo (MICHELSON et al., 1977; YU et al., 1994). A
presenca de cargas positivas proximas ao centro metalico nos mimicos de SOD a base de
Mn(I11) 2-N-alquilpiridinioporfirinas cumprem a mesma fungdo de direcionamento do
02", conforme evidenciado por estudos de efeito cinético salino (SPASOJEVIC et al.,
2003; REBOUCAS et al., 2008a). No caso dos compostos derivados das Mn(l11) 2-N-
piridilporfirinas, a alquilagdo resulta no aumento da carga positiva préximo ao sitio ativo

redox (Mn) (Fig. 2.3a) e no aumento na atividade SOD. Ao contrario da facilitacdo
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observada nas MnPs catidnicas, nas Mn-porfirinas anidnicas o O™ sofre repulséo
eletrostatica (Fig. 2.3b) resultando em modelos de SOD ineficientes ou sem atividade,
mesmo em MnPs com potencial de redugdo Mn(lI1)/Mn(Il) préximos ao O6timo
termodindmico e enzimatico de +300 mV vs. NHE (SPASOJEVIC et al., 2003;
REBOUCAS et al., 2008a; 2008b).

O,

(@) (b)
Figura 2.3 — Representacdo do efeito eletrostatico do complexo de Mn sobre a
dismutacédo do ion superoxido: (a) Atracdo eletrostatica ao anion superoxido exercida por
Mn-porfirinas cationicas; (b) Repulsdo eletrostatica exercida por Mn-porfirinas

anionicas.

A combinacdo de um potencial mais proximo aos 300 mV (vs NHE), caracteristico
das enzimas SOD, e a facilitacdo eletrostatica do complexo catiénico fazem com que as
Mn(l11) 2-N-alquilpiridinioporfirinas, tais como a MnTE-2-PyP** e a MnTnHex-2-PyP®",
apresentem atividades cataliticas SOD geralmente na faixa de log Kcat 7,48 — 7,79,
proximas aquelas das enzimas SOD (SPASOJEVIC et al., 2003; REBOUCAS et al.,
2008a; 2008b; 2008c).

Embora a MnTE-2-PyP*" e a MnTnHex-2-PyP°" tenham aproximadamente as
mesmas atividades SOD intrinsecas, a maior lipofilia da MnTnHex-2-PyP>* tem
permitido o uso in vivo de doses de 30 a 100 vezes menores, que as doses da MnTE-2-
PyP°*. Apesar da MnTnHex-2-PyP°* ter cadeias alquilicas mais volumosas que a MnTE-
2-PyP>*, a maior lipofilia da MnTnHex-2-PyP°* facilita sua biodistribuicdo e acimulo
nas células e tecidos (BATINIC-HABERLE et al., 2010). A melhor eficécia in vivo é
entdo associada a uma maior concentracdo intracelular do catalisador (BATINIC-
HABERLE et al., 2009a).

Estudos sobre o impacto dos substituintes em MnPs derivadas das meso-
tetraquis(N-piridil)porfirinas na lipofilia dos complexos mostraram que 0s isdmeros 3-N-
alquilpiridino (por exemplo, MnTE-3-PyP°>* e MnTnHex-3-PyP°*), mesmo sendo menos
eficientes cataliticamente (log Keat 6,61 — 6,69 para a série de MnTalquil-3-PyP**"), sdo
uma ordem de magnitude mais lipofilicos que os andlogos 2-N-alquilpiridinio. A maior

lipofilia dos isdbmeros 3-alquilpiridino resultou em maior acimulo em ensaios in vivo em
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E. coli SOD-deficiente, o que resultou em uma compensacdo da menor atividade
intrinseca e levou a uma eficiéncia in vivo semelhante aos potentes isbmeros 2-
alquilpiridinio (KOS et al., 2009a; 2009b).

Os potenciais de reducdo das Mn(I11) N-alquilpiridinioporfirinas pentacatiénicas,
em destaque os isdmeros 2-N-aquilpiridinio, sdo compativeis com rea¢cdes com inimeras
outras moléculas bioldgicas anidnicas e neutras, incluindo ERO/ERN como ONOO-,
COs™, OCI” (FERRER-SUETA et al., 1999; 2003). ObservacOes dessas reacGes em
sistemas quimicos modelo fomentaram investiga¢@es bioldgicas in vitro e in vivo que
indicaram que as MnPs n&o sdo seletivas para O2""; neste sentido, por exemplo, observou-
se que MnPs que séo potentes mimicos de SOD sao também excelentes catalisadores de
decomposicdo de peroxinitrito, tanto in vitro, quanto in vivo (BATINIC-HABERLE et
al., 2009); a ampliagdo do escopo dos estudos das MnPs em sistemas bioldgicos mostrou
que o mecanismo de acéo é diverso e complexo (BATINIC-HABERLE; REBOUCAS;
SPASOJEVIC, 2010; BATINIC-HABERLE et al., 2011a; BATINIC-HABERLE, 2016).
Assim, 0os compostos originalmente desenhados como mimicos de SOD passaram a
incorporar modos de acdo mais abrangentes, incorporando reagdes com varias espécies
do Redoxoma celular, sendo redenominados como agentes terapéuticos redox-ativos
(BATINIC-HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC, 2016).

Além da acdo direta sobre ERO/ERN tipicas, comumente descritas como
antioxidantes, as Mn(l11) N-alquilpiridinioporfirinas atuam também como pré-oxidantes
(PINTO et al., 2016). Isto inclui, por exemplo, a oxidacdo de substratos organicos
bioldgicos como ascorbato e glutationa, de relevancia clinica e mecanistica. Estudos das
MnPs em células de cancer apontaram para reacdo com glutationa e outros tidis em
proteinas especificas (por exemplo, a unidade p65 do fator de transcricdo NF-xB
envolvido em diversos processos celulares). A proposta mecanistica apontou que as MnPs
utilizam H20- e glutationa para catalisar a reagdo de S-glutationilagdo de proteinas de
sinalizacdo, desencadeando apoptose celular (JARAMILLO et al., 2012; 2015). Além
disso, as acdes das MnPs levam a inibicdo da atividade de componentes da cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial, reduzindo a producio de ATP (BATINIC-
HABERLE; TOME, 2019). Essas rea¢des ocorrem no tecido tumoral em propor¢do maior
do que em tecido normal, devido a: i) células tumorais apresentarem niveis mais elevados
de H20,, devido a baixa expressdo de peroxidases por parte de alguns tipos de cancer
(TOVMASYAN et al., 2015; 2018), ii) embora ainda ndo se conhe¢a 0 mecanismo

molecular envolvido, foi observado que as MnPs pentacationicas, como a MnTE-2-PyP°*
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e MnTnBuOE-2-PyP®*, acumulam-se até 10 vezes mais em tecido tumoral do que em
tecido normal (TOVMASY AN et al., 2015; 2018).

O ascorbato possui a capacidade de inibir células tumorais via producdo de H20,
porém a faixa de concentracio inibitdria média (1Cso) tumoral, que é de 1 a 20 mmol L7,
so foi alcancada pelas vias intravenosa e intraperitoneal. A concentracdo plasmatica de
ascorbato em ratos ap6s administracdo por via oral ndo excede 0,2 mM, o que acaba
limitando o uso clinico (CHEN et al., 2008; WELSH et al., 2013). Foi observado que a
combinacgéo de ascorbato com agentes redox como MnP (TIAN; PEEHL; KNOX, 2010),
quinonas (VERRAX et al., 2011) ou vitamina Kz (TAREEN et al., 2008) otimizaram a
formag&o de H.0-, auxiliando os efeitos anticancer. MnP/ascorbato exégeno aumentaram
o rendimento da reacéo de S-glutationilacdo de proteinas de sinalizacdo (TOVMASYAN
et al., 2015; 2018). A administracio de 30 pmol L? de MnTE-2-PyP*" (Fig. 2.2),
MnTnHex-2-PyP®* (Fig. 2.2) ou MnTnHex-3-PyP>* (Fig. 2.2) concomitante com
ascorbato (1 mmol L) produziu H2O in situ de maneira eficiente, diminuindo a
viabilidade de células HTC116 (células humanas de cancer colorretal) e 4T1 (células de
cancer de mama de camundongos) (YE et al., 2011). Administracdo conjunta de ascorbato
(1 mmol L), MnTE-2-PyP>* (Fig. 2.2) ou MnTnBuOE-2-PyP** (Fig. 2.2) (5 mmol L
1) com radioterapia contribuiu para producdo de H20O, em células 4T1 e tecido tumoral de
ratos. O maior acimulo da MnTnBuOE-2-PyP®" nas células cancerosas (in vitro) e no
tumor (in vivo) induziu a maior supressao da viabilidade celular e crescimento do tumor
(TOVMASYAN et al., 2018).

Por fim, um estudo publicado recentemente apontou que a MnTE-2-PyP®* é capaz
de preservar a contratilidade de cardiomidcitos in vitro e também de reduzir e prevenir
arritmias em coragdo isolado de rato e em experimentos in vivo em ratos Wistar. Embora
tenha sido observado que a MnP ndo altera os niveis basais de ERO/ERN em
cardiomidcitos, em situacdo de estresse induzido ela passa a exercer seus efeitos de
cardioprotecdo via modulagcdo de ERO/ERN. Os resultados foram bem semelhantes nos
experimentos in vivo em ratos Wistar. Ao contrério da maioria dos antiarritmicos
classicos, a MnTE-2-PyP®>" conseguiu preservar contratilidade do coragdo in vivo
(BARBOSA et al., 2020).
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2.1.2 Modelo da Ataxia-Telangiectasia

Dentre os varios modelos experimentais que as MnPs foram testadas como
moduladores redox ativos, 0 modelo celular da Ataxia-Telangiectasia (A-T) (POLLARD
et al., 2009) apresentou resultados importantes para inspirar no nosso grupo o desenho de
mimicos de SOD e moduladores redox a base de MnPs. Ataxia-Telangiectasia € uma
patologia genética na qual os individuos acometidos apresentam véarias complicagdes
clinicas, sendo as mais danosas a sensibilidade a radiacao e a pré-disposi¢édo do individuo
a desenvolver cancer (BODER, 1985). No modelo experimental celular de A-T foram
testados 11 compostos redox-ativos, de 4 classes distintas, incluindo Mn-salens (que séo
bases de Schiff bis-coordenadas derivadas do salicilaldeido e etilenodiamina) e aminas
policiclicas de Mn, como agentes radioprotetores, tendo se destacado duas MnPs
catidnicas (POLLARD et al., 2009). Foi observado que as porfirinas hidrofilicas MnTM-
2-PyP%" e MnTE-2-PyP°* ndo foram capazes de proteger da radiacdo culturas de células
linfoblastoides de individuos com A-T, porém o analogo anfifilico MnTnHex-2-PyP°*
mostrou-se bastante ativo (POLLARD et al., 2009), corroborando dados anteriores sobre
a importancia da lipofilia na eficiéncia dos moduladores redox eficientes para distarbios
do sistema nervoso central (BATINIC-HABERLE et al., 2009b). Incidentalmente, foi
testada no mesmo estudo uma mistura comercial vendida como “MnTM-2-PyP*>"” mas
que se tratava, de fato, de uma mistura de 6 compostos correlatos contendo varios graus
distintos de metilagdo (Fig. 2.4), onde a Mn-porfirina pentacatiénica MnTM-2-PyP>* era
um componente minoritario e a espécie do tipo MnA3sB*" (A = grupo 2-N-metilpiridinio
e B = grupo 2-piridil) MnPyTriM-2-PyP*" era o componente majoritario da amostra
(REBOUCAS et al., 2008c).

Curiosamente, esta mistura comercial apresentou atividade radioprotetora no
modelo de A-T. Como foi constatado que a amostra pura da MnTM-2-PyP°>* ndo é
radioprotetora neste modelo de A-T, a eficiéncia da mistura comercial deve
provavelmente estar associada a uma das espécies parcialmente metiladas (POLLARD et
al., 2009).
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[MnA,]%* = MnTM-2-PyP5*  [MnA3;B]** = MnPyTriM-2-PyP% [cis-MnA,B,]**

[trans-MnA,E,]3* [MnAB % [MnB,]* = MnT p*
Figura 2.4 - Compostos presentes na mistura comercial vendida como “MnTM-2-
PyPCls” e testada no modelo celular experimental de Ataxia-Telangiectasia
(REBOUCAS et al., 2008; POLLARD et al., 2009), onde A = grupo 2-N-metilpiridinio
e B = grupo 2-piridil.

Apesar de os estudos nao terem estabelecido qual dos componentes parcialmente
alquilados da mistura comercial apresentou radioprotecdo no modelo de A-T (POLLARD
et al., 2009), especula-se que a MnPyTriM-2-PyP** (espécie [MnAsB]*, Fig. 2.4) seja o
responsavel pela atividade. Enquanto a MnP sem grupos metila, MnT-2-PyP* (espécie
[MnB4]*, Fig. 2.4) ndo possui atividlade SOD (BATINIC-HABERLE et al., 1999;
SPASOJEVIC et al., 2003), as Mn-porfirinas mono e dimetiladas (espécie [MnAB3]?*,
cis-[MnA:B,J*, e trans-[MnA:B2]**; Fig. 2.4), além de apresentarem potencial de
reducdo Mn(111)/Mn(1l) incompativeis com qualquer dismutagéo catalitica apreciavel do
02" (BATINIC-HABERLE et al., 1999), possuem poucas cargas em relacdo a MnTM-
2-PyP®*, diminuindo também de forma bastante significativa o efeito cinético associado
a facilitagdo eletrostatica (SPASOJEVIC et al., 2003; REBOUCAS et al., 2008a; 2008b).
Assim, é de interesse o estudo de MnPs do tipo [MnA3B]**, como potenciais mimicos de
SOD e agentes terapéuticos redox-ativos; esta investigacdo foi iniciada na UFPB na
ocasido dos meus projetos de Iniciacdo Cientifica (PIBIC/CNPg/UFPB) e de Mestrado
(PPGQ/UFPB) (SARMENTO-NETO, 2016), cujos principais resultados aspectos sao
sumarizados a seguir.

A eficacia das Mn-porfirinas catidnicas em modelos de estresse oxidativo depende

ndo apenas da atividade SOD intrinseca, mas também de lipofilia, biodisponibilidade,
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biodistribuigio e toxicidade (BATINIC-HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC,
2016). Apesar de a atividade SOD dos compostos ser reduzida de maneira gradativa
conforme a diminui¢do do grau de alquilagio (BATINIC-HABERLE et al., 1999), os
resultados do modelo A-T permitiram supor a atividade radioprotetora da Mn-porfirina
tetracationica do tipo MnAsB*, MnPyTriM-2-PyP** (Fig. 2.4). A menor atividade SOD
da MnPyTriM-2-PyP* frente ao seu andlogo MnA4>*, MnTM-2-PyP°*, poderia ser
compensada pela maior lipofilia, devido & menor carga do composto (SPASOJEVIC et
al., 2011), em similaridade ao que foi observado in vivo com os complexos de Mn(l1l)
derivados dos isémeros 3-N-piridilporfirina (KOS et al., 2009a, 2009b). Assim, a
MnPyTriM-2-PyP* pode ser um modelo viavel para o desenho de uma nova classe de

mimicos de SOD a base de Mn-porfirinas.

2.1.3 Desenho de uma nova classe de porfirinas

A proposta inicial do desenho de uma nova classe de MnPs do tipo [MnA3B]**
envolvia a metilagdo controlada da H»T-2-PyP, formagdo e isolamento do derivado
trialquilado HoPyTriM-2-PyP3* e obtencdo do complexo MnPyTriM-2-PyP** (Fig. 2.5),
majoritario na mistura comercial de “MnTM-2-PyP*"” (Fig. 2.4). Porém, a obtenc&o
seletiva de um composto trialquilado puro por esta rota € muito improvavel, pois a
tendéncia seria a formacdo de uma mistura de porfirinas catidnicas parcialmente
metiladas. Esta estratégia acabaria exigindo etapas de separacdo cromatografica bastante
laboriosas, dispendiosas e complexas (BATINIC-HABERLE, 1999; REBOUCAS et al.,
2008a; 2008c; SARMENTO-NETO, 2016).

H,T-2-PyP H,PyTriM-2-PyP3* MnPyTriM-2-PyP%

Figura 2.5 — Proposta inicial da obtencdo de uma Mn-porfirina parcialmente alquilada
através de uma sintese sequencial cujo reagente inicial seria a H>T-2-PyP e o produto
final a MnPyTriM-2-PyP**,

A segunda proposta envolvia a substituicdo de um dos grupos piridila da porfirina

padrdo HoT-2-PyP por um grupo fenila, conforme j& explorado na literatura para estudos
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de intercaladores de DNA (SARI et al., 1990). O resultado seria a obtencdo de outra
porfirina de do tipo AsB com trés grupos 2-piridila (A) e um grupo fenila (B) denominada
H2PhTri-2-PyP (Fig. 2.6), a qual € isolada na literatura a partir da mistura de porfirinas
resultantes da reacdo de pirrol com 2-piridinacarboxaldeido e benzaldeido (SARI et al.,
1990). A derivatizacdo desta porfirina via alquilacdo seguida de metalagdo com manganés
resultaria na Mn-porfirina tetracationica MnPhTriM-2-PyP* e representaria uma
estratégia de aumento da lipofilia (reducdo da carga global) em relagdo ao mimico SOD
tipico MnTM-2-PyP®*. Contudo, essa estratégia também foi descartada, pelo fato de a
mistura dos produtos porfirinicos precursores neutros com grupos fenila e piridila ser de
dificil separagdo cromatografica (SARI et al., 1990). O grupo fenila em porfirinas é
cromatograficamente semelhante ao 2-N-piridila neutro, o que dificultaria o isolamento
da porfirina de interesse HPhTri-2-PyP (Fig. 2.6). Portanto seria necessario, como
indicado na literatura, cromatografia em camada delgada preparativa para separacao
efetiva dos compostos (SARI et al., 1990).

H,PhTriM-2-PyP H,PhTriM-2-PyP3* MnPhTriM-2-PyP**

Figura 2.6 — Segunda proposta de sintese de uma porfirina do tipo AsB para

derivatizacdo, complexacao e futuros testes biolégicos em modelos SOD.

A escolha de um aldeido derivado do benzaldeido contendo substituintes que
permitam modificacbes mais rapidas e simples se tornou uma alternativa de desenho
atraente. Com base nesse raciocinio, o aldeido escolhido como protétipo de desenho da
classe de novos mimicos em potencial das SOD foi o 3-metoxi-4-hidroxi-benzaldeido
(vanilina). A vanilina possui algumas vantagens como, por exemplo:

I. a presenca do grupo m-OCHs na vanilina leva a um substituinte meso-arila
estruturalmente muito diferente dos grupos meso-2-piridila em termos estéricos
de ocupagdo das faces a e B do anel porfirinico (acima e abaixo do plano da
porfirina), o que facilitaria a separacdo cromatogréafica das porfirinas resultantes

da mistura desses aldeidos;
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ii. a presenca de um grupo OH (posicdo para) funcionalizavel pode ser alvo de
derivatizacdes subsequentes (alquilacédo, acilacao, etc.);

ili. é um reagente de baixo custo, abundante na natureza, que possui atividade
terapéutica, baixa toxicidade e € utilizado na industria alimenticia como
flavorizante (principal constituinte da baunilha) (BRENES et al., 1999).

A condensacdo do pirrol com a mistura de 2-piridinacarboxaldeido e vanilina
resulta no composto H>VanTri-2-PyP (Fig. 2.7), conforme investigado durante o
Mestrado (SARMENTO-NETO, 2016). A derivatizagdo atraves da metilacdo e metalacao
com Mn resulta no complexo MnVanTriM-2-PyP*" como produto final. Neste contexto,
a modificacdo prévia do aldeido vanilina com grupos alquila permitiria a obtengédo de

derivados mais lipofilicos (Fig. 2.7).

H,VanTri-2-PyP, R =H H,VanTriM-2-PyP3*, R = H MnVanTriM-2-PyP4*, R = H

H,alquilVanTri-2-PyP, R= alquil H,alquilVanTriM-2-PyP3*, R= alquil MnalquilVanTriM-2-PyP#*, R= alquil
Figura 2.7 — Desenho dos precursores de uma nova classe de porfirinas que pode ser

testada como mimico SOD.

O desenho desse sistema do tipo [MnAsB]** pode permitir, de maneira
independente, o controle da lipofilia através da modificacdo da vanilina e o controle das
cargas atraves da alquilacdo dos grupos 2-N-piridilas. O centro redox-ativo de Mn(l1l) é
mantido. As Mn(I11) 2-N-alquilpiridinioporfirinas simétricas [MnA4]°*, apesar de terem
originado potentes mimicos de SOD e eficientes agentes terapéuticos redox-ativos, ndo
possuem a flexibilidade do controle independente de cargas e lipofilia/volume em seu
desenho (Fig. 2.8).
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Controle de carga

RO
| MnTR-2-PyP%* \ MnRVanTriM-2-PypP4*

o)

Lipofilia e carga

| Controle de lipofilia |

Figura 2.8 — Comparativo entre as Mn(lll) 2-N-alquilpiridinioporfirinas do tipo
[MnAs]** (MnTR-2-PyP*") e as Mn-porfirinas tetracationicas do tipo [MnAsB]**
(MnRVanTriM-2-PyP*). A classe das MnTR-2-PyP*" possuem excelente atividade
SOD, mas o controle de cargas/lipofilia ndo pode ser feito de maneira independente (seta
preta). A nova classe MnRVanTriM-2-PyP*" deve ser inferior cataliticamente, mas a
lipofilia (seta vermelha) pode ser controlada de maneira independente das cargas (seta

verde).
2.1.4. Desenvolvimento das rotas de sintese das porfirinas do tipo AsB

O desenvolvimento das rotas de sintese e obtencdo das porfirinas do tipo AsB foi
iniciado durante os estudos de mestrado (SARMENTO-NETO, 2016). Foram
investigadas, desenvolvidas e descritas as condigdes experimentais necessarias para
obtencdo em escala preparativa das porfirinas bases livres neutras HVanTri-2-PyP e
H>MVanTri-2-PyP. Elas foram caracterizadas por cromatografia em camada delgada em
silica (CCD-SiO2), UV-vis e RMN de H.

Em uma segunda etapa, a H>VanTri-2-PyP e a H.MVanTri-2-PyP foram
metiladas com tosilato de metila (MeOTs) em DMF, resultando nos derivados
tricationicos HpVanTriM-2-PyP** e H.MVanTriM-2-PyP*", que foram caracterizadas
também por CCD-SiO,, UV-vis e RMN de ‘H.

A Ultima etapa se configurou na preparacao das Mn(l11)-porfirinas tetracatidnicas
MnVanTriM-2-PyP* e MnMVanTriM-2-PyP*" por meio da metalagio em meio aquoso
bésico aerdbio (pH ~12) com cloreto de manganés(ll). Apds isolamento dos produtos,
foram obtidos como compostos finais o cloreto de 5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-

tris(N-metilpiridinio-2-il)porfirinatomanganés(l11) (MnVanTriM-2-PyPCls) e o cloreto
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de  5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-il)porfirinatomanganés(l11)
(MnMVanTriM-2-PyPCls) (Fig. 2.9).

H,VanTri-2-PyP, R = H H,VanTriM-2-PyP%*, R = H MnVanTriM-2-PyP*, R = H
H,MVanTri-2-PyP, R= Me H,MVanTriM-2-PyP3*, R = Me MnMVanTriM-2-PyP%, R = Me

Figura 2.9 — Porfirinas e Mn-porfirinas do tipo [MnA3sB]*" desenvolvidas no mestrado
(SARMENTO-NETO, 2016).

As propriedades espectroscopicas, eletroquimicas e de lipofilia dos dois
complexos do tipo [MnAsB]* foram comparadas com o complexo do tipo [MnA4]**
derivado das 2-N-alquilpiridilporfirina, MnTM-2-PyP>*. Os complexos tetracationicos
MnVanTriM-2-PyP* e MnMVanTriM-2-PyP*" foram caracterizados por CCD-SiO;,
UV-vis e os dados eletroquimicos foram obtidos por voltametria ciclica. As medidas do
fator de retencdo cromatografico (Rf) em CCD-SiO; indicaram que os complexos da
MnVanTriM-2-PyP*" e da MnMVanTriM-2-PyP* tém lipofilias semelhantes a analogos
[MnA4]** da classe das MnTalquil-2-PyP>* (aquil = n-propila e n-butila). Isto sugere uma
biodisponibilidade promissora dos compostos [MnAzB]** para testes in vitro e in vivo. Os
valores dos potenciais de redugdo Mn(111)/Mn(l1) dos complexos [MnAsB]** (E. = ~110
mV vs NHE) indicaram relevancia para o desenvolvimento de mimicos SOD, pois estéo
a meio caminho dos representantes dos isomeros Mn(l11) 3-N-alquilpiridilporfirina (Ey, =
50 — 60 mV) e Mn(l11) 2-N-alquilpiridilporfirina (E:» > 219 mV). (SARMENTO-NETO,
2016).

As atividades SOD da MnVanTriM-2-PyP* e da MnMVanTriM-2-PyP*" néo

foram determinadas durante os trabalhos do mestrado.
2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo geral
O presente estudo tem como objetivo expandir os conceitos inicialmente
explorados no trabalho de mestrado e realizar a sintese e caracterizacdo de uma nova
classe de Mn-porfirinas cationicas do tipo [MnA3B]**, utilizando as 2-N-piridilporfirinas

como guia para o desenvolvimento de potenciais mimicos SOD. A proposta explora a
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condensacao de pirrol com uma mistura de 2-piridinacarboxaldeido (A) e vanilinas ou O-

alquiladas (B), buscando-se preparar as porfirinas neutras AsB de partida que, ap6s

derivatizacdo via N-metilagdo e metalacdo, dardo origem a Mn-porfirinas tetracationicas
do tipo [MnA3B]** (Fig. 2.10), analogas & MnPyTriM-2-PyP** dos sistemas de Ataxia-

Telangiectasia.

R=H

n-Nonila MnVanTriM-2-Pyp4* .

R =Me

PEN

R=

MnnNonVanTriM-2-PyP4* MnMVanTriM-2-PyP4*

n-Propila
R=%

\ MnnPrVanTriM-2-PyP%

n-Butila

R=31/\/\

MnnBuVanTriM-2-PyP4*

i-Butila

R=g/ﬁ/

MniBuVanTriM-2-PyP**

MnnHexVanTriM-2-PyP%}

Figura 2.10 - Moléculas-alvo baseadas em uma nova classe de MnPs contendo 0s grupos

2-piridinacarboxaldeido e RO-vanilina. Substituintes alquilas (R) dos grupos O-

alquilvanilinas sdo apresentados em destaque nos circulos.

2.2.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Sintetizar as porfirinas meso-substituidas neutras do tipo AsB (A = 2-piridil e
B = R-vanilina; R = H, Me, nPr, iBu, nBu, nHex, nNon, CyE), H,RVanTri-
2-PyP;

Sintetizar derivados metilados catiénicos do tipo [AsB]** (A = 2-
metilpiridinio e B = R-vanilina), HaVanTriM-2-PyP** e H,RVanTriM-2-
PyP3* (R = Me, nPr, iBu, nBu, nHex, nNon, CyE);

Desenvolver a metodologia para obtengdo dos complexos de Mn(lll)
derivados das porfirinas cationicas [AsB]**.

Determinar e correlacionar alguns parametros importantes para 0s estudos de

mimicos de SOD a base de porfirinas, tais como: potencial de reducédo
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Mn/Mn dos complexos, atividade SOD (log keat) das Mn-porfirinas e

lipofilia dos compostos (ligantes e complexos).

e) Comparar os resultados obtidos com aqueles dos complexos do tipo [MnA4]**

MnTalquil-2-PyP°*.

2.3. Parte experimental

2.3.1 Reagentes, solventes e adsorventes

Os seguintes reagentes, solventes e adsorventes de grau analitico ou melhor, foram

usados como recebidos (sem purificacdo adicional) e estdo apresentados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Reagentes, solventes e adsorventes utilizados nos estudos descritos neste

capitulo.

Reagente e solvente

Marca

Alumina neutra (Al,O3) para CCD sem indicador de fluorescéncia

Silica-gel (SiOy) para CCD sem indicador de fluorescéncia

Merck

Silica-gel de grau cromatografico (60 A, 70-230 mesh)
Alumina neutra

Alumina bésica

2-piridinacarboxaldeido 99% (2-PyCHO)

Pirrol 98%

Veratraldeido 98%

Cloreto de tosila 98% (TsCl)

Acetato de manganés(II) tetraidratado >98% (Mn(OAc)2:4H,0)
Cloreto de N-trioctilmetilaménio (Aliquat 336)
Hexafluorofosfato de amonio >95% (NH4PFs)
n-Propanol 99% (n-PrOH)

2-Ciclohexiletanol 99% (2-CyEtOH)

Fosfato de sodio dibésico >99%

Citocromo ¢ de coragdo bovino >95% (cit. €)

Xantina >99% (X)

Xantina-oxidase (XO)

Sigma-Aldrich

Acetona >99%

Cloroformio >99% (CHCls)
Diclorometano >99% (CH.Cl,)

Eter etilico >99% (Et,0)

Metanol >99% (MeQH)
N,N-dimetilformamida >99% (DMF)

Tedia

n-Butanol 98% (n-BuOH)

Jansen Chimica
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i-Butanol 98% (i-BuOH) Jansen Chimica
n-Hexanol 98% (n-HexOH)
n-Nonanol 98% (n-NonOH)

Bicarbonato de s6dio 99% Vetec

Carbonato de potassio 99%

Cloreto de sodio 99%

Hidréxido de sédio 99%

Nitrato de potassio 99% Dinamica
i-Propanol 98% (i-PrOH)

2.3.1.1. Tosilatos de alquila e O-alquilvanilina

Os tosilatos de metila (MeQOTs), etila (EtOTs) e n-propila (nPrOTs) foram
sintetizados conforme adaptacdo da literatura (GUAN et al., 2010). Para o0 MeQOTs, a
reacdo se deu com a adi¢cdo de 60 mL de metanol a um baldo de fundo redondo contendo
100 mL de CH2Cl2em banho de gelo. Ap6s isso, adicionou-se 9,5 mL de solugdo aquosa
concentrada de NaOH (~10 mol L™). Aguardou-se 10 min para reestabelecimento da
temperatura baixa e adicionou-se lentamente 18 g (0,095 mols) de cloreto de tosila. Apds
3 h de reagdo, 0 MeOTs foi purificado por extracéo liquido-liquido com HCI 2 mol L (2
x 10 mL) para neutralizar o sistema basico. As extracdes prosseguiram com &agua
destilada (3 x 10 mL), NaHCO3 0,1 mol L (3 x 10 mL) e solugéo saturada de NaCl (2 x
10 mL). A fase organica final foi recolhida, tratada com Na>SOs anidro, filtrada e o
solvente eliminado em evaporador rotatério (GUAN et al., 2010). Os tosilatos de etila
(EtOTs) e n-propila (nPrOTSs) foram sintetizados de maneira analoga, exceto que foram
utilizados 45 mL de etanol e 40 de n-propanol e ambas as reagdes duraram 6h. Apds
isolamento, os rendimentos obtidos foram em torno de 80-90 %. Os tosilatos de n-butila
(nBuOTs) iso-butila (iBuOTs) e n-hexila (nHexOTs), n-nonila (NNonOTs), e
etilcicloexano (CyEQTS) foram sintetizados conforme descrito na literatura (DOLPHIN
et al., 1973), com rendimentos em torno de 80%.

A vanilina foi submetida a O-alquilacdo através da reacdo com o tosilato de alquila
apropriado (ROTs; R = nPr, nBu, iBu, nHex, nNon, CyE), conforme adaptacdo da
literatura (BARTH; WERMUTH, 1976). Dissolveu-se a vanilina (4 g; 0,026 mols) em
50 mL de DMF a 120 °C. Apo6s 10 min para reestabelecimento do equilibrio térmico, foi
adicionado K>CO3 (7,25 g; 0,052 mols), aguardando-se mais 10 min para a adi¢do do
respectivo ROTs (0,020 mols), que atuou como reagente limitante. Apos cerca de 1 h de

reacdo em DMF a 120 °C, analises por CCD-SiO. em hexano/acetato de etila (ver
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propor¢des na Tabela 2.2) apontaram o desaparecimento da mancha do ROTs e a
formag&o do produto O-alquilvanilina. Apds o término da alquilacéo e resfriamento do
sistema, foram adicionados 50 mL de éter etilico e iniciada a purificagdo via extracdo
liquido-liquido com solucio aquosa de NaOH 1 mol L™ (3 x 10 mL) para eliminar a
vanilina que ndo reagiu. As extragdes prosseguiram com HCI 1 mol L™ (2 x 10 mL), 4gua
destilada (2 x 10 mL), NaHCO3 0,1 mol L™ (2 x 10 mL) e por Gltimo agua destilada (até
pH neutro). A fase organica final foi recolhida, tratada com Na>SO4 anidro, filtrada e o
solvente eliminado em evaporador rotatério. O produto bruto resultante da
correspondente O-aquilvanilina estava com o aspecto amarelado, devido a contaminagéo
com um 6leo amarelo. A corresponde O-aquilvanilina bruta foi submetida a uma coluna
cromatogréfica em SiO2 (8 cm de altura x 3 cm de didmetro) utilizando, como eluente,
misturas de hexano e acetato de etila nas proporcdes informadas na Tabela 2.2, que foram
as mesmas utilizadas nas anélises por CCD-SiO,. As O-alquilvanilinas foram recolhidas
na coluna, seguidas de um 6leo amarelo nédo-identificado. As fracdes contendo as O-
alquilvanilinas tiveram o solvente removido em evaporador rotatorio e resultaram em
liquidos incolores (para O-alquil = nPr, nBu e iBu) ou solidos brancos (para O-alquil =

nHex, NnNon e CyE) e os rendimentos foram na faixa de 65-80%.

Tabela 2.2 — Eluentes utilizados nas analises por CCD-SiO; e purificagdo por coluna

cromatogréfica dos O-alquilvanilina.

O-alquilvanilina Eluente

O-n-propilvanilina Hexano:AcOEt 4:1 (v/v)
O-n-butilavanilina

O-i-butilvanilina

O-n-hexilvanilina Hexano:AcOEt 9:1 (v/v)

O-cicloexiletoxivanilina

O-n-nonilvanilina Hexano:AcOEt 20:1 (v/v)

2.3.2. Analises e Equipamentos
2.3.2.1 Cromatografia de camada delgada (CCD)

As analises por CCD foram realizadas em placas preparadas em laminas de

microscopio recobertas com silica gel ou alumina neutra grau CCD (STAHL, 1969;
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TOUCHSTONE, 1978) ou placas cromatograficas comerciais de silica-gel suportadas em

aluminio (Sigma-Aldrich), com ou sem indicador de fluorescéncia.
2.3.2.2 Espectroscopia eletronica de absor¢do na regido do UV-vis

Os espectros eletrénicos de absor¢do na regido do UV-visivel foram registrados
em um espectrofotdmetro Shimadzu (modelo UV-1800) com resolucdo de 0,5 nm,
utilizando-se cubetas de quartzo ou vidro com 1 cm de caminho Optico. Foram utilizados
solventes como acetona ou cloroférmio para porfirinas neutras e agua ou tampdo fosfato

0,05 mol L (pH 7,8) para porfirinas cationicas.

2.3.2.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *H

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear das porfirinas bases livres foram
registrados em equipamento da marca Varian Mercury operando a 200 MHz ou 400 MHz
ou em equipamento da marca Bruker BioSpin GmbH operando a 400 MHz.
Tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padrédo interno em todos os espectros. Os
espectros foram registrados no Laborat6rio Multiusuario de Caracterizagdo e Anélises da
UFPB (LCMA-UFPB) ou no Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Minas Gerais (DQ-UFMG).

2.3.2.4 Voltametria Ciclica

As medidas dos potenciais das MnPs foram feitas por voltametria ciclica. Os
potenciais foram calculados através da média dos picos anddicos e catodicos das MnPs e
convertidos de E/2 versus Ag/AgCl para Ei/, versus NHE (em inglés, Normal Hygrogen
Electrode). As correntes correspondentes foram medidas em YA (microampere) e a
porfirina MnTM-2-PyP®* utilizada como padréo externo. A conversdo dos potenciais do
eletrodo de referéncia Ag/AgCl para o eletrodo normal de hidrogénio (NHE) foi de 242
mV. O meio utilizado foi tamp&o fosfato 0,05 mol L (pH = 7,8), 0,1 mol L de NaCl e
a concentracgio de MnP foi 5 x 10 mol L. As medidas foram feitas no Laboratdrio de
Estudos em Quimica Ambiental (LEQA-UFPB).

2.3.3 Obtencéo das porfirinas neutras do tipo AsB (A = 2-piridil e B = vanilina ou

O-alquilvanilina)

Em geral, as porfirinas do tipo AsB (onde A = 2-piridil e B = vanilina ou O-
alquilvanilina) foram sintetizadas a partir da condensacdo de pirrol e os aldeidos 2-

piridinacarboxaldeido e R-vanilina, utilizando a relacdo estequiométrica de 3:1 entre 0s

31



Capitulo 2

aldeidos (Fig. 2.11), com base no que foi reportado anteriormente (SARMENTO-NETO,
2016).

2-piridinacarboxaldeido

3

HOAc
41 / + H S
[]
Pirrol 1RO 100°C, 1 h
o
o
\
R-vanilina H,RVanTri-2-Pyp ~ OR
" 3-H CH, 577/\/ ;7/\/\“:77 B NN NN ig/\/m
H)  Metil Propil n-Butila i-Butila n-Hexila n-nonila etilcicloexano
(H) (.\:e')a "(JS,‘.’)'a (nBu) (iBu) (nHex) (nNon) (ECy)

Figura 2.11 - Esquema de sintese da porfirina HoRVanTri-2-PyP a partir de pirrol, 2-

piridinacarboxaldeido e a respectiva R-vanilina.

Um baldo de fundo redondo contendo 40 mL de acido acético foi aquecido em um
banho de 6leo até que a temperatura do acido se estabilizasse a 100 °C. Entéo, o respectivo
aldeido R-vanilina (2,5 mmol) foi quantitativamente transferido para o baldo com o
auxilio de &cido acético, perfazendo um volume total de solvente na reacdo de 50 mL.
Aguardou-se 5 minutos para reestabelecimento do equilibrio térmico do sistema a 100 °C
e, entdo, foram adicionados 713 pL (7,5 mmol) de 2-piridinacarboxaldeido e, na
sequéncia, 700 pL (10 mmol) de pirrol, lentamente. O progresso da reacéo foi monitorado
por CCD-SiO; e espectroscopia UV-vis, cujas condi¢des particulares de analise estdo
especificadas nos paragrafos de cada porfirina do tipo AsB (a seguir). Apds 1 hora de
reacdo a 100 °C, o sistema foi resfriado a temperatura ambiente e diluido com 100 mL de
agua. Procedeu-se, entdo, com ajuste da acidez do meio com aproximadamente 80 mL de
solugdo aquosa de NaOH (1 mol L) até pH 3,2, quando se observou a formagao de um
precipitado escuro, que foi denominado “porfirina bruta”. O sistema foi deixado em
repouso por 2 horas e o precipitado foi, entdo, recolhido por filtragdo a vacuo, lavado com
agua (3 x 100 mL), solucdo de NaHCO3 0,1 mol L™ (3 x 25 mL) e, por ultimo, 4gua
novamente (3 x 100 mL). A porfirina bruta foi seca em estufa a 60 °C durante 12 horas.
O procedimento descrito acima até esta etapa de obtencdo da “porfirina bruta” seca ¢
idéntico para todas as sinteses de porfirinas bases-livres AsB neutras deste capitulo; a
purificacdo subsequente da porfirina bruta foi ajustada para cada R-vanilina e é detalhada

a sequir.
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5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina; H,VanTri-2-PyP: A
“porfirina bruta” da sintese da HVVanTri-2-PyP foi submetida a extracdo sélido-liquido

com aliquotas de CHCIz (8 x 10 mL), sendo o sistema filtrado apos cada extra¢do. Os
sobrenadantes foram, entdo, combinados e evaporados. O sélido resultante foi dissolvido
em CHCI3 (20 mL) e a esta solugdo foram adicionados, nesta ordem, 20 mL de acetato de
etila e 15 mL de hexano, resultando em uma mistura ternaria CHCIl3: AcOEt:Hex (4:4:3,
v/viIv) e levando a formacdo de um precipitado preto, o qual foi filtrado, lavado com a
mesma mistura ternaria e, finalmente, o mesmo foi descartado. O sobrenadante violeta e
as solucdes ternarias de lavagem foram recolhidas, combinadas e os solventes removidos
em evaporador rotatério. O sélido roxo resultante foi purificado em duas etapas por
cromatografia em coluna de silica-gel, sendo a eluicdo monitorada por CCD-SiO;
(eluentes indicados a seguir) e espectroscopia UV-vis. Na primeira coluna de SiO; (23
cm de altura x 3 cm de diametro), utilizou-se como eluente isocratico CHCl3:MeOH 10:1
(v/v), sendo o processo interrompido apos a eluicdo das porfirinas; as impurezas escuras
(“polipirrodis”) foram deixadas na silica e descartadas. As fragdes contendo a mistura de
porfirinas foram agrupadas e submetidas a uma segunda coluna de SiO> (8 cm de altura
x 3 cm de didmetro), utilizando a mistura CHCI3:MeCN 1:1 (v/v) como eluente. A
porfirina HoVVanTri-2-PyP foi o segundo produto porfirinico a eluir nesta segunda coluna
cromatogréafica. As caracteristicas cromatograficas e espectroscépicas foram idénticas
aquelas reportadas anteriormente (SARMENTO-NETO, 2016). Massa isolada: 40-43 mg,
(rendimento: 3%).

CCD-SiO; (CHCI3:MeCN, 1:1 v/v): Rs = 0,58.

CCD-SiO» (CHCI3:MeCN, 9:1 v/v): R¢ = 0,10.

UV-vis (acetona): Amax/nm: 415 (Soret), 517, 545, 586, 644.

RMN de *H (500 MHz; d8-DMSO; TMS): §9,54 (s, 1H, OH), 9,10 (d, 3H, Jusra= 4,1 Hz
H3-piridil), 9,01 (s, 2H, HB-pirrol), 8,84 (s, 6H, HB-pirrol), 8,36 (d, 3H, Juers= 7,4 Hz HE-
piridil) 8,28 (t, 3H, JusHe= 7,2 Hz H5-piridil), 7,88 (m, 3H, H*-piridil), 7,82 (s, H?-fenil),
7,63 (d, 1H, Jnens= 8,0 Hz, H8-fenil), 7,24 (d, 1H, Jusne= 8,0 Hz, H®-fenil) 3.93 (s, 3H,
m-OCHzs), —2.94 (s, 2H, N-H).

5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina; HoMVanTri-2-PyP: A “porfirina
bruta” da sintese da HoMVanTriM-2-PyP foi dissolvida em CHCIs (20 mL) e submetida

a precipitacdo seletiva de impurezas com adi¢do de AcOEt (20 mL) e n-hexano (15 mL),

resultando em uma mistura ternaria CHCIs:AcOEt:hexano na proporcao 4:4:3 (v/viv). O
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sistema foi, ent&o, filtrado e o sobrenadante foi recolhido e evaporado. A HoMVanTri-2-
PyP foi purificada e isolada por meio de duas etapas cromatogréaficas. Na primeira coluna
de SiO2 (17 cm de altura x 3 cm de didmetro), utilizou-se como eluente CHCIl3:MeOH
(20:1; v/v). As fracBes contendo porfirinas contaminadas com uma impureza marrom
ndo-porfirinico foram agrupadas, divididas em duas porcdes equivalentes e submetidas a
duas colunas idénticas de SiO2 (6 cm de altura x 3 cm de didmetro) em paralelo, utilizando
CHCls:acetona 4:1 (v/v) como eluente; a HoMVanTri-2-PyP foi o segundo produto
porfirinico a eluir nestas colunas. As caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas
foram idénticas aquelas reportadas anteriormente (SARMENTO-NETO, 2016). Massa
isolada: 48-54 mg (rendimento: 3%).

CCD-SiO» (CHCI3:MeCN, 1:1 v/v): Rs = 0,62.

CCD-SiO; (CHCIz:MeCN, 9:1 v/v): R = 0,12.

UV-vis (acetona): Amax/nm: 415 (Soret), 511, 545, 588, 644.

RMN de *H (200 MHz; d®-DMSO; TMS): §9,09 (m, 3H, H3-piridil), 8.97 (d, 2H, Hp-
pirrdlico), 8.83 (6H, Hp-pirrol), 8,43-8,22 (6H, H>-piridil), 7,91 (m, 3H, H*-piridil), 7,88
(s, 1H, H%-fenil), 7,73 (d, 1H, H5fenil), 7,39 (d, 1H, H>-fenil), 4,04 (s, 3H, p-OCHz), 3.87
(s, 3H, m-OCHa), —2.99 (s, 2H, N-H).

5-(3-metoxi-4-n-propoxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina; HonPrVanTri-2-PyP: A
“porfirina bruta” da sintese da HonPrVVanTri-2-PyP foi dissolvida em CHCIs (20 mL) e

submetida a precipitacdo seletiva de impurezas, de forma andloga a HoMVanTri-2-PyP.
A HonPrVanTri-2-PyP foi isolada apds duas etapas cromatograficas em silica-gel. Na
primeira coluna de SiO> (17 cm de altura x 3 cm de didametro), utilizou-se como eluente
CHCI3:MeOH (20:1, v/v). As fracGes contendo as porfirinas contaminadas com uma
impureza marrom nao-porfirinico foram agrupadas, divididas em trés porcbes
equivalentes e submetidas a trés colunas de SiO> idénticas (6 cm de altura x 3 cm de
diametro) em paralelo, utilizando CHCI3:MeCN (6:1, v/v) como eluente; a HanPrVanTri-
2-PyP foi o segundo produto porfirinico a eluir nestas colunas. Massa isolada: 40 mg
(rendimento: 3%).

CCD-SiO2 (CH3ClI3:MeCN, 6:1 v/v): Rf= 0,40

CCD-SiO» (CHCI3:MeCN, 9:1 v/v): R = 0,26.

UV-vis (acetona): Amax/nm: 415 (Soret), 511, 545, 588, 644.

RMN de *H (400 MHz; d5-DMSO): & 9,12 (d, 3H, H3-Py), 9,00 (d, 2H, Hp-pirrélico),
8,90-8,81 (6H, Hp-pirrdlico), 8,37 (d, 3H, HE-piridil, Juens= 7,6 Hz), 8,31 (t, 3H, H°-
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piridil, Jusws= 7,6 Hz), 7,91 (t, 3H, H*-piridil), 7,86 (s, 1H, H2-fenil), 7,69 (d, 1H, Juens=
8,1 Hz, Hé-fenil), 7,37 (d, 1H, Jusne= 8,1 Hz, H>-fenil), 4,22 (t, 2H, p-OCH,, p-OnPr),
3.92 (s, 3H, m-OCHs), 1,96 (m, 2H, p-OCH2.CHa, p-OnPr) 1,16 (t, 3H, p-OCH,.CH,-
CHs, p-OnPr), —2,92 (s, 2H, N-H).

5-(3-metoxi-4-n-butoxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina; HonBuVanTri-2-PyP: A
purificacdo da H.nBuVanTri-2-PyP ocorreu de maneira andloga aquela descrita para a
HonPrVanTri-2-PyP.

Massa isolada da HonBuVanTri-2-PyP: 40 mg (rendimento: 3%).

CCD-SiO2 (CHCI3:MeCN, 6:1 v/v): R¢= 0,46

CCD-SiO2 (CHCI3:MeCN, 9:1 v/v): R = 0,32.

UV-vis (acetona): Amax/nm: 415 (Soret), 511, 545, 588, 644.

RMN de 'H (200 MHz; CDCls; TMS): § 9,13 (3 H, H3-Py), 8,98 (d, 2H, Hp-pirrolico),
8,85 (s, 4H, Hp-pirrélico), 8,82 (d, 2H, Hp-pirrélico), 8,25-8,20 (3H, HE-piridil), 8,12-
8,06 (3H, H5-piridil), 7,77-7,73 (3H, H*-piridil), 7,77-7,68 (3H, H2>6-fenil), 4,32 (t, 2H,
p-OCHy), 3,97 (s, 3H, m-OCHpy), 2,04 (q, 2H, p-OCH2.CHa, p-OnBu), 1,67 (st, 2H, p-
OCH2.CH2-CHa, p-OnBu), 1,11 (t, 3H OCH2.CH>-CH2-CHjs, p-OnBu).

5-(3-metoxi-4-i-butoxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina; H.iBuVanTri-2-PyP: A
purificacdo da Hz2iBuVanTri-2-PyP ocorreu de maneira andloga aquela descrita para a
HonPrVanTri-2-PyP.

Massa isolada da HziBuVanTri-2-PyP: 45 mg (rendimento: 3 %).

CCD-SiO; (CHCI2:MeCN, 6:1 v/v): Rf= 0,46

CCD-SiO» (CHCI3:MeCN, 9:1 v/v): Rs = 0,32.

UV-vis (acetona): Amax/nm: 415 (Soret), 511, 545, 588, 644.

RMN de 'H (200 MHz; CDCls; TMS): 8 9,14 (t, 3 H, H3-Py), 8,96 (d, 2H, Hp-pirrdlico),
8,85 (s, 4H, Hp-pirrélico), 8,82 (d, 2H, Hp-pirrélico), 8,25-8,21 (3H, HE-piridil), 8,11-
8,07 (3H, Ho-piridil), 7,78-7,73 (3H, H*-piridil), 7,72-7,68 (3H, H25¢-fenil), 4,08 (d, 2H,
p-OCHy), 3,97 (s, 3H, m-OCHzs), 2,39 (m, 1H, p-OCH,-CH, p-0iBu), 1,21 (d, 6H, p-
OCH.-CH-(CHBa)z2, p-OiBu).

5-(3-metoxi-4-n-hexiloxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina; HonHexVVanTri-2-PyP:
A “porfirina bruta” da HonHexVanTri-2-PyP foi submetida & extragdo solido-liquido

com 75 mL (5 x 15 mL) da mistura AcOEt:acetona na proporcédo 2:1 (v/v). O sistema foi

filtrado, o sobrenadante foi recolhido e o solvente foi evaporado. A HonHexVanTri-2-
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PyP foi purificada e isolada por meio de duas etapas cromatograficas. Na primeira coluna
de SiO2 (20 cm de altura x 3 cm de diametro), utilizou-se como eluente CHCl3:MeOH
(25:1, viIv). As fragdes contendo as porfirinas contaminadas com uma impureza marrom
ndo-porfirinico foram agrupadas, divididas em trés porcdes equivalentes e submetidas a
trés colunas idénticas de SiO (6 cm de altura x 3 cm de didmetro) em paralelo, utilizando
CHClz:acetona (9:1, v/v) como eluente; a H.nHexVanTri-2-PyP foi o segundo produto
porfirinico a eluir nestas colunas.

Massa isolada da HonHexVanTri-2-PyP: 30 mg (rendimento: 2%).

CCD-SiO; (CHCI3:MeCN, 9:1 v/v): Rf=0,55.

UV-vis (acetona): Amax/nm: 415 (Soret), 511, 545, 588, 644.

RMN de 'H (400 MHz; d®-DMSO): § 9,08 (d, 3 H, H3-Py), 8,96 (d, 2H, Hp-pirrdlico),
8,87-8,78 (m, 6H, HB-pirrélico), 8,34 (d, 3H, Hé-piridil, Juers= 7,6 Hz), 8,27 (t, 3H, H°-
piridil, Juswe= 7,6 Hz), 7,87 (t, 3H, H*-piridil), 7,82 (s, 1H, H?-fenil), 7,72 (d, 1H, HE-
fenil, Jners= 8,1 Hz), 7,35 (d, 1H, H>-fenil, JusHe= 8,1 Hz), 4,22 (t, 2H, p-OCHz), 3,87 (s,
3H, m-OCHs), 1,88 (m, 2H, p-OCH2.CHz, p-OnHex), 1,60-1,32 (6H, p-OCH2-CH>-
(CH2)s, p-OnHex), 0,94 (t, 3H, OCH>.CH2-CH-CH2-CH.-CHjs, p-OnHex), —2,97 (s, 2H,
N-H).

5-(3-metoxi-4-n-noniloxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina (H2nNonVanTri-2-
PyP): A “porfirina bruta” da HonNonVanTri-2-PyP foi submetida a extracdo sélido-
liquido com AcOEt (5 x 15 mL). O sistema foi filtrado, o sobrenadante foi recolhido e o

solvente foi evaporado. A H,nNonVanTri-2-PyP foi purificada e isolada por meio de
duas etapas cromatograficas. Na primeira coluna de SiO2 (20 cm de altura x 3 cm de
diametro), utilizou-se como eluente CHCI3:MeOH (30:1, v/v). As fragdes contendo as
porfirinas contaminadas com uma impureza marrom nao-porfirinica foram agrupadas,
divididas em trés porcdes equivalentes e submetidas a trés colunas de SiO; idénticas (8
cm de altura x 3 cm de didmetro) em paralelo, utilizando CHCls:acetona (9:1, v/v) como
eluente; a H:nNonVanTri-2-PyP foi 0 segundo produto porfirinico a eluir nestas colunas.
Massa isolada correspondente & H.nNonVanTri-2-PyP: 20 mg (rendimento: 1%).
CCD-SiO (CHCI3:MeCN, 9:1 v/v): R¢ = 0,81.

UV-vis (acetona): Amax/nm: 415 (Soret), 511, 545, 588, 644.

RMN de 'H (200 MHz; d5-DMSO; TMS): § 9,10 (d, 3 H, H3-Py), 8,97 (d, 2H, Hp-
pirrélico), 8,88-8,78 (6H, Hp-pirrdlico), 8,40-8,21 (6H, H&S-piridil), 7,92 (3H, H*-
piridil), 7,85 (s, 1H, H?-fenil), 7,65 (d, 1H, H8-fenil), 7,32 (d, 1H, H>-fenil), 4,20 (t, 2H,
p-OCHj3), 3,90 (s, 3H, m-OCHj3), 1,87 (m, 2H, p-OCH,-CH>, p-OnNon), 1,60-1,12 (14H,
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p-OCH,-CH2-(CHz)s, p-OnNon), 0,89 (t, 3H, p-OCH2-CH2-(CH2)s-CH3, p-OnNon), —
2,95 (s, 2H, N-H).

5-(3-metoxi-4-cicloexiletoxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina  (H,CyEVanTri-2-
PyP): A H.CyEVanTri-2-PyP foi purificada de maneira analoga aquela descrita para a
HonHexVanTri-2-PyP.

Massa correspondente a Ho.CyEVanTri-2-PyP: 50 mg (rendimento: 3 %).

UV-vis (acetona): Amax/nm: 415 (Soret), 511, 545, 588, 644.

CCD-SiO» (CHCI3:MeCN, 9:1 v/v): R¢=0,67.

2.3.4 Obtencéo das porfirinas catidnicas

De um modo geral, as porfirinas catiénicas H.RVanTriM-2-PyP** foram obtidas

através da alquilacé@o dos grupos 2-piridila com MeOTs (Fig. 2.12).

MeOTs

—_—
DMF, 105 °C
H,RVanTriM-2-PyP3*
= _ SN
R= ${—H CHy, % '
(H) Metila n-Butila n-hexila
(Me) (nBu) (nBu)

Figura 2.12 — Esquema de N-metilacdo das porfirinas neutras HoRVanTri-2-PyP com
tosilato de metila e obtencdo das porfirinas catidonicas H.RVanTriM-2-PyP** (R=H, Me,
nBut, nHex).

A um baldo de fundo redondo foram adicionados 30,0 mg (em torno de 0,03 mmol
para cada porfirina) da correspondente porfirina neutra H,VVanTri-2-PyP ou HoRVanTri-
2-PyP (R= Me, nBu) e 3,0 mL de DMF. O sistema foi aquecido em um banho de 6leo a
105 °C e, apds 5 minutos, foi adicionado um excesso de MeOTs (~4,5 mmol), de modo
que relacdo molar tosilato:porfirina fosse de 150:1. O progresso de cada reacao foi
monitorado por CCD-SiO2 (KNOgz(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v) e espectroscopia de
absorcdo UV-vis utilizando H>O como solvente. Apds 1 hora de reacdo a 105°C, a mistura
de reacdo foi resfriada e ao sistema se adicionou Et2O (5 mL), levando & precipitacao de
um material de aspecto pastoso que se aderiu as paredes do baldo; o solvente foi eliminado

e o0 material viscoso foi lavado mais duas vezes com porcfes de 5 mL de Et20. Apds
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eliminagdo do solvente, o material resultante foi dissolvido em H.O e a porfirina foi
precipitada na forma de sal de PFs~ com adic¢ao de uma solugéo aquosa de NH4PFg (3 mol
L1). O solido foi separado por filtragdo em funil de placa sinterizada, lavado com a
mistura de Et,O:iPrOH (9:1 v/v) e secado em estufa a 50 °C. A porfirina foi resfriada e
imediatamente dissolvida em acetona. A solucéo resultante foi filtrada em funil de placa
sinterizada e a correspondente porfirina tricatibnica H.RVanTriM-2-PyP** foi
imediatamente precipitada na forma de sal de Cl~ com adicéo gota a gota de Aliquat 336
(cloreto de N-trioctilmetilam6nio). O sélido resultante foi lavado com acetona, secado em
estufa a 50 °C por 2 horas. O procedimento de metatese foi repetido, com o objetivo de
garantir a pureza de cada porfirina catiénica. Ap6s a conclusao das etapas de metatese, o

produto correspondente de cada porfirina foi transferido para um dessecador.

Cloreto de 5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-il)porfirina;
(H2VanTriM-2-PyPCls): Massa isolada: 29 mg (rendimento: 90 %).

CCD-SiO2 (KNO3(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/viv): R = 0,47.

CCD-SiO, (KNOs(sat): NaOH (aq, 1 mol L™):MeCN, 1:1:8 v/v/v): Rs = 0,65.

UV-vis (H20): Amax/nm (log &/L mol* cm™): 264 (4,28), 417 (Soret; 5,29), 517 (4,21),
583 (3,85), 636 (3,22).

RMN de 'H (500 MHz; d®-DMSO; TMS): §9,87 (s, 1H, OH), 9,73 (d largo, 3H, H3-
Piridil), 9,27-9,10 (m, 6H, Hp-pirrol), 9,10-9,01 (m, 5H, Hé-piridil + Hp-pirrol) 9,01-8,82
(m, 3H, H-piridil) 8,74 (t, 3H, H*piridil), 7,90-7,20 (m, H2>6-fenil), 4,01-4,24 (m, 9H,
Me-piridil), 3,93 (s, 3H, m-OCHz ), —2,83 (s, 2H, N-H).

Cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-il)porfirina
(H2MVanTriM-2-PyPClz): Massa isolada: 32 mg (rendimento: 95 %).

CCD-SiO7 (KNO3(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/viv): R = 0,47.

CCD-SiO; (KNOs(sat):NaOH (aqg, 1 mol L):MeCN, 1:1:8 v/v/v): Rt = 0,58.

UV-vis (H20): Amax'nm (log &/L mol™ cm™): H,O: 264 (4,28), 417 (Soret; 5,23), 517
(4,17), 583 (3,83), 635 (3,29).

RMN de *H (500 MHz; d8-DMSO; TMS): § 9,73 (d largo, 3H, H3-Piridil), 9,25-9,10 (m,
6H, Hp-pirrol), 9,10-9,01 (5H, Hé-piridil + HpB-pirrol) 9,01-8,82 (m, 3H, H>-piridil) 8,74
(t, 3H, H*-piridil), 7,90-7,65 (m, H>%-fenil), 4,24-4,01 (m, 9H, Me-piridil), 3,93 (s, 3H,
m-OCHs), —2,85 (s, 2H, N-H).
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Cloreto de 5-(3-metoxi-4-n-butoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-il)porfirina
(H2nBuVanTriM-2-PyPClz): Massa isolada: 30 mg (rendimento: 85 %)

CCD-SiO2 (KNO3(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v): Rs = 0,56.

UV-vis (H20): Amax/nm (intensidade relativa): H20: 417 (1), 517 (0,08), 583 (0,038), 635
(0,009).

RMN de *H (500 MHz; dS-DMSO; TMS): § 9,70 (d largo, 3H, H3-Piridil), 9,28-9,12 (m,
6H, Hp-pirrol), 9,12-8,97 (5H, Hé-piridil + HpB-pirrol) 8,97-8,81 (m, 3H, H>-piridil) 8,74
(t, 3H, H*-piridil), 7,55-6,99 (m, H25¢-fenil), 4,28 (t, 2H, p-OCHy), 4,24-4,01 (m, 9H,
Me-piridil), 3,91 (s, 3H, m-OCHz), 1,89 (g, 2H, p-OCH,.CH2, p-OnBu), 1,59 ( 2H, p-
OCH:,.CH2-CHz2, p-OnBu), 1,11 (t, 3H OCH,.CH,-CH2-CHjs, p-OnBu), 2,85 (s, 2H, N-
H).

Cloreto de 5-(3-metoxi-4-n-hexoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-il)porfirina
(Hz2nHexVanTriM-2-PyPCls): Massa isolada: 13 mg (rendimento: 80%).
A HonHexVanTriM-2-PyPCl; foi sintetizada e purificada de modo analogo as

outras porfirinas cationicas do tipo [AsB]**, exceto que foram utilizados 16 mg (0,018
mmol) de HonHexVanTri-2-PyP e 400 pul. (2,7 mmol) de MeQOTs.
CCD-SiO2 (KNOs(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v): R = 0,65.
UV-vis (H20): Amax/nm (intensidade relativa): H20: 417 (1), 517 (0,09), 583 (0,040), 636
(0,010).

2.3.5 Obtencdo das porfirinas de Mn(l11)

2.3.5.1 Sintese da cloreto de 5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(N-
metilpiridinio-2-il)porfirinatomanganés(l1) (MnVanTriM-2-PyPCl,)

A MnVanTriM-2-PyPCl, foi sintetizada utilizando um procedimento adaptado
dos complexos de Mn(l11) das N-alquilpiridilporfirinas do tipo [MnA4]** (BATINIC-
HABERLE et al., 1998). Dissolveram-se 10 mg de H.VanTriM-2-PyPCls (0,015 mmol)
em 1 mL de solucdo aquosa de NaOH (pH 12,5) e adicionaram-se 46,7 mg de
MnCl2-4H,0 (0,236 mmol), sob agitagdo, em meio aerdbio (ar atmosférico) a temperatura
ambiente (Fig. 2.13).
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MnCl,

H,VanTriM-2-PyP3* MnVanTriM-2-PyP4*

Figura 2.13 - Esquema de sintese da Mn-porfirina catibnica MnVanTriM-2-PyPCla.

O progresso da reacdo de metalacdo foi monitorado por CCD-SiO;
(KNO3(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v) e espectroscopia de absorcdo UV-vis. Ap6s 15 min
a temperatura ambiente, o sistema foi aquecido, sob agitacdo, a ~70 °C por 45 min para
que a reacdo se completasse. O sistema foi resfriado até a temperatura ambiente e filtrado
a gravidade (filtracdo simples) em placa sinterizada. A MnP foi, entdo, precipitada do
sobrenadante na forma de sal de PFe~ com adigdo gota a gota de uma solucdo aquosa de
NH4PFs (2 mol L™?). O sélido foi seprado por filtracio, lavado com uma mistura de
Et>O:iPrOH (9:1 v/v) e secado em estufaa 60 °C. O so6lido resultante foi, entdo, dissolvido
em acetona e a Mn-porfirina foi precipitada na forma de ClI- com adic¢do gota a gota de
Aliquat 336. O solido resultante foi lavado com acetona, secado em estufa a 50 °C por 4
horas e transferido para um dessecador. Massa isolada da MnVanTriM-2-PyPCls: 30 mg
(rendimento: 93 %).

CCD-SiO, (KNO3(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v): Rf = 0,13.
UV-vis (H20): Amax/nm (log &/L mol* cm™): 369 (4,58), 459 (Soret; 4,91), 559 (4,00),
773 (3,16).

2.3.5.2 Sintese da 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-
il)porfirinatomanganés(l11) (MnMVanTriM-2-PyPCl.)

A obtencdo da MnMVanTriM-2-PyPCl, foi realizada através de duas rotas
distintas, denominadas Rota 1 (A ou B) e Rota 2.
Rota 1A: Nesta Rota, a MnMVanTriM-2-PyPCl, foi obtida por meio da metalagédo da
respectiva base-livre catidnica HoMVanTriM-2-PyPCls, em metodologia analoga aquela
descrita para a MnVanTriM-2-PyP*" (Secdo 2.3.5.1), exceto que a base-livre catidnica
H.MVanTriM-2-PyP3* foi utilizada ao invés da HoMVanTriM-2-PyP** (Fig. 2.14).

40



Capitulo 2

H,MVanTriM-2-PyP3* MnMVanTriM-2-PyP**
Figura 2.14 - Sintese da Mn-porfirina catibnica MnMVanTriM-2-PyPCl4 pela Rota 1.
Rota 1A: metalagdo com MnCl, em NaOH(aq) pH 12,5. Rota 1B: metalagdo com
Mn(OAc)2 em refluxo de EtOH.

Rota 1B: A MnMVanTriM-2-PyPCls foi obtida por meio da metalacdo da
respectiva base-livre catiénica H-MVanTriM-2-PyPCls em refluxo de etanol, em uma
adaptacdo do meétodo do cloroférmio/metanol (WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994) (Fig.
2.14). Dissolveu-se 30,0 mg (0,036 mmol) da H-MVanTriM-2-PyPClsem 2 mL de etanol
e adicionaram-se 180 mg (0,72 mmol) de Mn(AcO).-4H.0. O sistema foi levado a refluxo
sob agitacdo magnética e o progresso da reacdo de metalacdo foi monitorado por CCD-
SiO2 (KNOs3(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v) e espectroscopia de absor¢do UV-vis. Apos
12 horas de refluxo, o sistema foi resfriado a temperatura ambiente, o etanol foi removido
em evaporador rotatorio e o solido resultante foi seco overnight em estufa a 50 °C. Este
material foi dissolvido em agua e a MnMVanTriM-2-PyP** foi isolada e purificada por
meio de metateses com NHsPFs em agua e CI~ (Aliquat 336) em acetona de maneira
analoga aquela descrita para a purificacdo das bases-livres catibnicas. Massa de
MnMVanTriM-2-PyPCl4 isolada: 30,1 mg (rendimento: 91 %).

CCD-SiO2 (KNO3(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/viv): Rf=0,13.
UV-vis (H20): Amax/nm (log &/L mol™® cm™): 369 (4,40), 459 (4,79), 559 (3,82), 772
(3,15).

Rota 2: A MnMVanTriM-2-PyP** foi obtida em duas etapas via metalacio da HoVanTri-
2-PyP com acetato de manganés(l1) tetraidratado, seguida de N-metilagcdo dos grupos 2-
piridila da MnMVanTri-2-PyP* com MeOTs (Fig. 2.15).
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CHCI;/MeOH
(refluxo)

0_
H;MVanTri-2-PyP MnMVanTri-2-PyP* MnMVanTriM-2-PyP**

Figura 2.15 - Esquema de sintese da Mn-porfirina tetracationica MnMVanTriM-2-PyP**

pela Rota 2.

Em uma primeira etapa, a MnMVanTri-2-PyP* foi preparada pelo método do
cloroformio/metanol (WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994). A uma solucdo de 30 mg
(0,044 mmol) de H:MVanTri-2-PyP em 2 mL de cloroformio sob refluxo e agitagédo
magnética, adicionaram-se 2 mL de uma solucdo metandlica de 115,7 mg (0,44 mmol)
de Mn(OACc)2-4H,0. A reacdo foi monitorada por espectroscopia de absorcéo eletronica
na regido do ultravioleta-visivel e CCD-Al,03 (CHCI3:MeOH, 9:1 v/v). Apos 12 h de
refluxo, o solvente foi eliminado em evaporador rotatério e o sélido resultante foi
purificado por cromatografia em coluna de alumina neutra (atividade Brockman I, 6 cm
de atura x 2,0 cm de didmetro ) usando CHCIl3:MeCN (1:1, v/v) como eluente. A Mn-
porfirina foi coletada como uma fragdo castanho-escuro apés eluigdo de um subproduto
de cor verde. A fracdo de interesse foi levada a um evaporador rotatdrio, o solvente
eliminado e o sélido resultante foi seco em estufa a 65 °C por 2 horas. O sélido resultante
foi dissolvido em 80 mL de agua quente (~90 °C). Apds ajuste do pH da solugdo aquosa
para 7,0 com ~4 pL de uma solugdo aquosa de NaOH (1 mol L), foram adicionados
lentamente 80 mL de uma solugdo aquosa de NaCl (2 mol L™), sendo observada a
formacédo de um precipitado. A suspensdo foi deixada em repouso ao abrigo da luz por
12 h para finalizar a precipitacdo da MnP na forma cloreto. A suspenséo foi filtrada, o
solido foi redissolvido em 40 mL de agua quente (~90 °C) e a solucdo foi tratada
novamente com 40 mL de NaCl (2 mol L™?). O sélido resultante da reprecipitacdo foi
lavado com agua e seco em estufa a 60 °C overnight. Posteriormente, o s6lido foi
solubilizado em uma mistura de CH>Cl>:MeOH (9:1 v/v). A solugéo foi filtrada em Celite
e o filtrado foi levado a secura em evaporador rotatério. O sélido resultante foi seco em
estufa a 60 °C por 24 h, obtendo-se 28 mg da MnMVanTri-2-PyPClI (rendimento: 90 %).

Numa segunda etapa, a MnMVanTri-2-PyPCI foi alquilada com MeQOTs de

maneira analoga a base livres catidnica (Secao 2.3.4), exceto que foram utilizados 10 mg
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(0,013 mmol) de MnMVanTri-2-PyPCl dissolvidos em 1 mL de DMF aquecida a 100°C
e adicionados 296 pL de MeOTs (1,96 mmol). A purificagdo da MnMVanTriM-2-PyP*
foi idéntica aquela descrita para as bases-livres catinicas, via metatese OTs /PFs /CI™. O
produto apresentou as mesmas caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas da
MnMVanTriM-2-PyP*" isolada pela Rota 1 (1A ou 1B).

2.3.5.3 Sintese da cloreto de 5-(3-metoxi-4-n-propoxifenil)-10,15,20-tris(N-
metilpiridinio-2-il)porfirinatomanganés(l11) (MnnPrVanTriM-2-PyPCl,)

A MnnPrVanTriM-2-PyP** foi obtida de pela rota 2 (Fig. 2.16), de maneira
analoga a obtengdo da MnMVanTriM-2-PyP%" (Fig. 2.15).

Mn(AcO),.4H,0
CHCI;/MeOH
(refluxo)

H,nPrVanTri-2-PyP MnnPrVanTri-2-PyP* MnnPrVanTriM-2-PyP**

Figura 2.16 - Esquema de sintese da Mn-porfirina tetracatibnica MnnPrVanTriM-2-
PyP*" pela Rota 2.

Numa primeira etapa, 30 mg (0,043 mmol) de HznPrVanTri-2-PyP foram
complexados com 115 mg (0,43 mmol) de Mn(AcO)..4H,O para obtencdo do
intermediario MnnPrVanTri-2-PyPCl. Massa de MnnPrVanTri-2-PyPCl isolada: 30 mg
(rendimento: 94 %).

CCD-AIl;,03 (CHCI3:MeCN, 4:1, v/v): R = 0,21

UV-vis (H20): Amax/nm (intensidade relativa): 376 (0,53), 397 (0,50), 465 (1,00), 559
0,12)

Numa segunda etapa, 25 mg (0,033 mmol) de MnnPrVanTri-2-PyP* foram N-metilados
755 uL (5 mmol) de Mn(AcO)2.4H,O para obtencdo do produto de interesse
MnnPrVanTriM-2-PyPCls. Massa de MnnPrVanTriM-2-PyPCls isolada: 23 mg
(rendimento: 87%).

CCD-SiO, (KNOs(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v): Rf = 0,42

UV-vis (H20): Amax/nm (intensidade relativa):367 (0,45), 416, 459 (1,00), 559 (0,16)
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2354 Sintese da  5-(3-metoxi-4-hexiloxifenil)-10,15,20-tris(N-
metilpiridinio-2-il)porfirinatomanganés(l11) (MnnHexVanTriM-2-PyPCly)

A obtengdo da MnnHexVanTriM-2-PyPCl, foi realizada através de duas rotas
distintas denominadas Rota 1A e Rota 2.
Rota 1A: A MnnHexVanTriM-2-PyPCls foi obtida por meio da metalagcdo da
HonHexVanTriM-2-PyPCls, de maneira analoga aquela descrita para a MnVanTriM-2-
PyP** (Secdo 2.3.5.1) e MnMVanTriM-2-PyP* (Sec¢do 2.3.5.2), exceto que a base-livre
cationica HonHexVanTriM-2-PyP3* foi utilizada (Fig. 2.17).

HpnHexVanTriM-2-PyP3* MnnHexVanTriM-2-PyP*
Figura 2.17 - Esquema geral de sintese da Mn-porfirina catibnica MnnHexVanTriM-2-
PyPCl,4 pela Rota 1A.

Na Rota 1A, a metalacdo de 8 mg (0,009 mmol) de HonHexVanTriM-2-PyPCl3
foi investigada utilizando-se 25 mg de cloreto de manganés(l1) (Fig. 2.17). A purificacdo
também foi realizada via metatese.

CCD-SiO, (KNOs(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v): Rs = 0,58.
UV-vis (H20): Amax/nm (intensidade relativa): 369 (0,43), 459 (1), 559 (0,10), 773 (0,01).

Rota 2: A segunda rota consistiu na metalagdo da porfirina neutra Ho.nHexVanTri-2-PyP
com acetato Mn(AcO)..4H20, obtencdo do intermediario MnnHexVanTri-2-PyCl e
alquilagdo com MeOTs para obten¢do da MnnHexVanTriM-2-PyP*" (Fig. 2.18).
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Mn(Ac0O),.4H,0 =~ MeQOTs
—_—

CHCI3/MeOH 70 °C, DMF
(refluxo) K,CO; Me
—-:N
- [0 i [0
(/‘\<7 S 1 O)L % St
nHex o) nHex o—
H,nHexVanTri-2-PyP MnnHexVanTri-2-PyP* MnnHexVanTriM-2-PyP**

Figura 2.18 - Esquema de sintese da Mn-porfirina tetracationica MnnHexVanTriM-2-
PyP** pela Rota 2.

A MnnHexVanTri-2-PyPCl foi obtida pelo método do cloroférmio/metanol
(WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994). A sintese da MnnHexVanTri-2-PyPCI ocorreu de
maneira andloga a MnMVanTriM-2-PyP* (Rota 2; secdo 2.3.5.2), exceto que foram
utilizados 22 mg (0,030 mmol) de HonHexVanTri-2-PyP e 145 mg de Mn(OAc).-4H>0
(0,30 mmol). A reacao foi monitorada por UV-vis em agua e CCD-Al,03; (CHCI3:MeCN,
4:1 viv). Ap6s 5 h de refluxo, a reacdo foi finalizada e o solvente foi eliminado em
evaporador rotatorio e o sélido resultante foi purificado por cromatografia em coluna de
alumina neutra (atividade Brockman I, 2,0 cm de didametro x 10 cm de altura) usando
CHCI3:MeCN (4:1, v/v) como eluente. A MnP foi coletada como uma fragdo castanho-
escuro apdés eluicdo de resquicios da base-livre precursora HonHexVanTri-2-PyP. A
fracdo de interesse foi levada a um evaporador rotatorio, o solvente eliminado e solido
resultante foi seco em estufa a 65 °C por 2 horas. O sélido resultante foi dissolvido em 40
mL de &gua quente (~90 °C), a mistura foi filtrada em funil de placa sinterizada para
eliminar compostos formados através da hidrolise do sal de manganés sua hidrolise. Apos
esperar o filtrado chegar a temperatura ambiente, o pH da solucdo aquosa foi ajustado de
5,8 para 7,0 com ~8 pL de uma solugdo de NaOH(aq) (1 mol L™?). Apds isso foram
adicionados lentamente 25 mL de uma solugdo de NaCl(aqg) (4 mol L), sendo observada
a formacdo de um precipitado. A suspenséo foi deixada em repouso ao abrigo da luz por
12 h para finalizar a precipitagdo da Mn-porfirina na forma cloreto. O processo de
dissolugdo em agua e tratamento com NaCl foi repetido. O solido resultante da
reprecipitacdo foi seco em estufa a 60 °C por 3 h. Posteriormente, o sélido foi solubilizado
em uma mistura de CH2Cl>:MeOH (10:1 v/v). A solugéo foi filtrada em Celite e o filtrado
foi levado a secura em evaporador rotatorio. O sélido resultante foi seco em estufa a 60
°C por 24 h, obtendo-se 19 mg da MnnHexVanTri-2-PyPCl (rendimento: 80 %).
CCD-Al203 (CHCI3:MeCN, 1:1 v/v): Rf=0,35.
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CCD-SiO2 (KNO3(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v): R¢=0,88.
UV-vis (H20): Amax/nm (log &/L mol* cm™): 376, 398, 465 (Soret), 559, 773.

A seguir, a MnnHexVanTri-2-PyPCI foi alquilada com MeOTs de maneira
anéloga as outras porfirinas catidnicas deste trabalho (Rota 2, Se¢bes 2.3.4 e 2.3.5), exceto
que foram utilizados 19 mg (0,0237 mmol) de MnnHexVanTri-2-PyPCI dissolvidos em
1,9 mL de DMF e adicdo de 536,5 pL de MeOTs (3,55 mmol). O produto apresentou as
mesmas caracteristicas cromatograficas e espectroscdpicas da MnnHexVanTriM-2-

PyP** isolada pela Rota 1.

2.3.6 Estudos iniciais da acidez das porfirinas cationicas do tipo [AsB]**

As solucBes estoques de HoVanTriM-2-PyP3* e a H.MVanTriM-2-PyP® foram
preparadas em agua na concentracéo de aprox. 1 mmol L e diluidas para concentragGes
da ordem de 5 pmol L para as solugdes de trabalho. Inicialmente foram registrados
espectros em H20 e em solugBes de HCI nas concentracdes de 0,1 e 1,0 mol L (ver
espectros da H,VanTriM-2-PyP3* no APENDICE B).

Foram feitos testes mais detalhados com a HoMVanTriM-2-PyP%*. A partir da
solucgdo estoque (~1 mmol L), foram retiradas aliquotas de 15 uL da solucdo estoque,
diluidas em balGes volumétricos contendo 5 mL o HCI na faixa de 0,1-1 mol L7,
abrangendo o intervalo de 0,1 mol L. A concentragéo final da HoMVanTriM-2-PyP3*
foi em torno de 5 pmmol L. Foram registrados espectros UV-vis de cada solugdo de HCI
preparada. A partir dos espectros registrados, uma estimativa rudimentar do valor de pKas
da HoMVanTriM-2-PyP3* foi realizada a partir dos dados espectrofotométricos em 417
nm, utilizando-se o método grafico de Benesi-Hildebrand (APENDICE B) (BENESI;
HILDEBRAND, 1949; RAMETTE, 1967).

2.3.7 Determinacdo da atividade SOD das MnPs usando o método do citocromo ¢

As solugdes estoques das MnPs utilizadas nesse ensaio foram preparadas em
tampao fosfato (0,05 mol L, pH 7,82) na concentracdo de aprox. 1 mmol L e diluidas
para concentracdes da ordem de 5 a 50 umol L™ para as solucdes de trabalho. As
concentracOes analiticas de todas as solugbes de MnPs foram determinadas foi por
epectrotometria com base nos coeficientes de absortividade molar da banda Soret.

As determinacdes das atividades SOD da MnVanTriM-2-PyP** (e4s9.0nm = 81.233
cm™ L mol™!) e MnMVanTriM-2-PyP*" (g4s60 nm = 61.660 cm™ L mol™) foram feitas
utilizando-se o método espectrofotométrico do citocromo ¢ (MCCORD; FRIDOVICH,
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1969; BATINIC-HABERLE et al., 1999). A MnTE-2-PyP%* (g454,0nm = 138.038 cm™ L
mol ™) (BATINIC-HABERLE et al., 1999) foi utilizada como padréo. Brevemente, a uma
cubeta de plastico com capacidade total de 4 mL e 1 cm de caminho éptico, foram
adicionadas, nesta ordem: um volume de soluc&o de tampéo fosfato 0,05 mol L™ pH 7,82,
150uL de uma solugio aquosa de xantina (1 mmol L), 27uL de uma solugéo de Fe'''-cit
¢ (1,12 mmol L) em tampéo fosfato e, finalmente, um volume das solugdes de trabalho
da Mn-porfirina de interesse (estoque em tampao fosfato), homogeneizando-se o sistema
cuidadosamente. Apos isso, adicionou-se a solucao de da xantina oxidase (30 pL, 5 U/mL
em tampdo fosfato), homogeneizou-se novamente o sistema e realizou-se a leitura
espectrofotométrica da variacdo de absorvancia no comprimento de onda de 550 nm
durante 100 segundos. Os volumes de xantina (X), citocromo ¢ e xantina oxidase (XO)
foram mantidos fixos, sendo variado a cada analise o volume da solucdo de MnP (a
depender da concentracdo desejada no ensaio) e o volume de solugédo de tampéo fosfato
(para um volume total na cubeta de 3000 uL). As concentracdes de MnP na cubeta
variaram na faixa entre 107 e 10® mol L™ para a MnTE-2-PyP>* e entre 10°e 107" mol
L para a MnVanTriM-2-PyP* e a MnMVanTriM-2-PyP**. Todas as medidas foram
repetidas para verificar a reprodutibilidade dos resultados. A geracdo de superoxido
promovida pelo sistema xantina/xantina oxidase foi medida indiretamente através da

formagéo do urato no comprimento de onda 295 nm (APENDICE C).

2.4 Resultados e Discussao

A proposta desse estudo envolveu o desenvolvimento de uma nova classe de
mimicos de SOD baseados em porfirinas do tipo AsB (onde, A = 2-piridila e B = O-

alquilvanilina), como candidatos a agentes terapéuticos redox ativos.

2.4.1. Obtencéo das porfirinas neutras do tipo AsB (A = 2-piridil, B = vanilina ou

O-alquilvanilina)

2.4.1.1 Sintese e purificacdo inicial das porfirinas do tipo AsB: Obtencao

da “porfirina bruta”

De modo geral, a vanilina (ou o éter correspondente) foi condensada com pirrol e
2-piridinacarboxaldeido em &cido acetico a 100 °C durante 1h, utilizando uma adaptacéo
da metodologia tipica para sintese de meso-tetraarilporfirinas (ADLER et al., 1964). O
isolamento das porfirinas de interesse foi realizado por uma combinacao de técnicas de

precipitacdo de N-piridilporfirinas em meio aquoso proposto por HAMBRIGHT et al.
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(1985), sequido por etapas de extracdo solido-liquido, precipitacao seletiva de impurezas
e cromatografia. E relevante destacar que cada porfirina exigiu ajustes especificos das
condigOes de purificacdo. A caracterizagdo dos compostos isolados foi realizada por
técnicas habituais: CCD-SiO», espectroscopia eletronica de absorgdo na regido do UV-
vis e RMN de *H.

A reacdo de condensacdo de pirrol com a mistura dos dois aldeidos (2-
piridinacarboxaldeido e vanilina ou O-alquilvanilina pode resultar em uma mistura de até
seis meso-tetraarilporfirinas (Fig. 2.19) do tipo As, A3B, cis-A2B», trans-A>B», ABz e By,
onde A e B representam, respectivamente, os grupos 2-piridil e vanilina/O-alquilvanilina
(alquil = Me nPr, nBu, iBu, nHex, nNon, CyE). Ao se utilizar a relagdo molar 1:1 entre
os aldeidos, a possibilidade de haver a mistura de seis porfirinas aumenta. Assim, 0
controle da proporcdo molar entre os aldeidos é necessario, para se tentar maximizar a

correspondente porfirina AsB de interesse (Fig. 2.19).

cis-A,B, = cis-H,DiRVanDi-2-PyP
/ 0/

RO RO % or RO OR
N
N\
0 O~ 3 A O
\ \ \
/ J /
/
— = o 0o
N AN
EEa
OR RO b OR
/
trans-A,B, = trans-H,DiRVanDi-2-PyP AB; = Hy,TriRVan-2-PyP B, = H,TRVanP

\

R= S H CH, ?%/\/ 3’/\/\ E/W/ BN NN %/\/m

(H) (Me) (nPr) (nBu) (iBu) (nHex) (nNon) (CyE)

Figura 2.19 - Produtos possiveis de serem obtidos a partir da condensacao de pirrol, 2-
piridinacarboxaldeido e R-vanilina. Em destaque, a porfirina AsB de interesse com

formula geral H.RVanTri-2-PyP.

A escolha da proporcdo molar entre os aldeidos mais adequada foi investigada em
microescala (cerca de 3 mL de mistura reacional) para a HoVanTri-2-PyP. Os resultados

mais favoraveis obtidos foram aplicados em escala preparativa (cerca de 50 mL de
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mistura reacional) (SARMENTO-NETO, 2016). As reagdes em microescala foram feitas
utilizando uma mistura dos aldeidos 2-piridinacarboxaldeido e vanilina nas proporcdes
9:1, 6:1 e na proporcédo estequiométrica 3:1. As analises por CCD-SiO. (CHCIlz:MeCN,
7:3 vIv) mostraram que o uso da proporc¢do de 2-piridinacarboxaldeido:vanilina de 3:1 e
6:1 resultou em trés manchas fluorescentes (confirmadas por lampada UV de
comprimento de onda longo ~365nm) caracteristicas de porfirinas bases-livres, sendo
uma delas a H2T-2-PyP (As; Rf = 0,2) (comprovado pela coeluicdo com o padréo),
seguida do produto majoritario correspondendo a porfirina desejada AsB H2VanTri-2-
PyP (Rf = 0,4) e uma terceira mancha de menor intensidade que era, muito provavelmente,
um representante A2B> (Rf = 0,5). J& as reacbes na proporcdo de 2-
piridinacarboxaldeido:vanilina 9:1 levaram a formacéo de duas manchas fluorescentes
correspondentes ao produto majoritario H.T-2-PyP (confirmado por coeluicdo com o
padrdo) e a porfirina de interesse HoVVanTri-2-PyP. Por formar apenas duas porfirinas, o
que facilitaria a purificacdo, a proporcdo de aldeidos 9:1 foi aplicada para escala
preparativa, porém a massa isolada de H>VanTri-2-PyP foi de apenas 8 mg. Assim,
observou-se que a massa limitada de HoVanTri-2-PyP isolada por batelada de reagéo
proporcdo 9:1 ndo compensava a vantagem de uma menor mistura de produtos
porfirinicos para purificar. Adicionalmente, verificou-se que foi possivel encontrar
misturas de eluentes cromatograficos capazes de separar razoavelmente a mistura de
porfirinas A4, AsB e A2B: obtida com as proporcdes de aldeidos 6:1 e 3:1. Assim, a reagdo
foi escalonada usando a proporcao de aldeidos 3:1 e a massa isolada de HoVanTri-2-PyP
foi de 40 mg.

A coluna cromatogréfica para isolamento da H2VanTri-2-PyP utilizando a mistura
eluente CHCI3:MeCN na proporcao (7:3, v/v), definida nos testes em microescala, durou
12 horas na escala preparativa. Essa proporcdo de solventes foi, entdo, ajustada para
CHCI3:MeCN (1:1, v/v) apés um estudo de modelagem de misturas feito pelo grupo,
sendo o tempo de duracdo da coluna reduzido significativamente para a faixa de 2-3 h
(BUENO-JANICE et al., 2015).

Uma vez estabelecida que se utilizaria a proporcdo de 2-
piridinacarboxaldeido:vanilina (ou O-alquilvanilina) de 3:1, partiu-se para a obtencdo em
escala preparativa de todas as porfirinas do tipo AsB, H2VanTri-2-PyP e H.RVanTri-2-
PyP (R = Me, nPr, nBu, iBu, nHex, nNon, CyE). O curso das reagdes ocorreu de
maneira andloga e analises por CCD-SiO- de cada mistura reacional sempre indicaram a

presenca de trés manchas fluorescentes sob luz UV de comprimento de onda longo ~ 365
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nm. Todas as reagdes formaram a H>T-2-PyP (As; Fig. 2.19) (confirmada por coeluicéo
com o padrdo; menor Rt entre as porfirinas), seguida de uma mancha de Ry intermediério,
atribuida a porfirina de interesse HoRVanTri-2-PyP (AsB; Fig. 2.19) e possivelmente
uma porfirina A2B> (cis- e/ou trans-AzB2; Fig. 2.17), com o maior valor de Rt.

Analises diretas de aliquotas do meio de reacdo por UV-vis em CHCIz (com 2
gotas de trietilamina para neutralizar o AcOH proveniente do solvente da reacéo)
indicaram a formacé&o de porfirinas, com espectro caracterizado por uma banda Soret (418
nm) e bandas Q na regido de 500-650 nm com pouca defini¢do devido, provavelmente a
mistura de porfirinas e presenca de demais impurezas do sistema. A elevada formacéo de
“polipirréis” (observados por CCD) resulta em alteracdo da linha de base do espectro.
Como espectro representativo, apresenta-se a mistura reacional da sintese da H.VanTri-
2-PyP (Fig. 2.20).

0.9 -
0.8 0.2
s 0.7 -
2 06 - 0,1
=
£ 0.5 0 - .
2 04 - 500 600
<03 -
0.2 - /'
0.1 -
0 T T T T 1
300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda /nm
Figura 2.20 — Espectro UV-vis de aliquota do meio de reacdo da sintese da H>VanTri-
2-PyP. Espectro registrado em CHCI3 contendo 2 gotas de trietilamina para neutralizar o

AcOH preveniente do solvente da reacao.

Apo6s completada cada reacdo e resfriamento do sistema a temperatura ambiente,
iniciaram-se os procedimentos de purificacdo. Ao contrario do que ocorre com as meso-
tetrafenilporfirinas (TPPs), que precipitam diretamente do meio reacional em &cido
propidnico (ADLER et al., 1964), as N-piridilporfirinas sdo passiveis de protonagao nos
grupos piridilas e permanecem solveis em meio 4cido (Fig. 2.21). Este comportamento
dificulta o isolamento dessa classe de porfirinas e requer uma separacao via precipitacdo
diferente daquela descrita para as meso-tetrafenilporfirinas. Vale destacar que, ao
contrario das TPPs, este comportamento de solubilidade das 2-N-piridilporfirinas é,
naturalmente, semelhante em &cido acético, propionio e até mesmo butirico (MAIA,
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2015); optou-se, portanto, em se trabalhar neste estudo com &cido acético devido ao
menor custo e maior facilidade de aquisicdo. A purificacdo inicial de cada mistura
reacional foi efetuada através de um procedimento adaptado daquele empregado para 4-
N-piridilporfirinas do tipo As (HAMBRIGHT et al., 1985). Inicialmente, 0 meio de
reacdo em acido acético foi diluido com agua destilada, resultando numa solugdo com pH
em torno de 2. Apos isso, procedeu-se 0 ajuste da acidez do meio com solugdo NaOH até
se atingir pH 3,2, no qual se observou a formagéo de um precipitado escuro, denominado

de “porfirina bruta”.

o o .
/" HyRVanTri-2-PyP " HgRVanTri-2-PyP3* 7 H;RVanTri-2-PyP>

$S~H CH, HZ/\/ E/\/\ E/\( NN NN ;’m

(H) (Me) (nPr) (nBu) (iBu) (nHex) (nNon) (CyE)
Figura 2.21 - Comportamento acido-base das H.RVanTri-2-PyP, também pode ser

aplicavel a outras porfirinas bases-livres neste trabalho.

De maneira geral, a “porfirina bruta” consiste na mistura de porfirinas (A4, AsB e
provavelmente A2B»; Fig. 2.19) e uma mistura de varios compostos de aspecto preto
denominados “polipirr6is”, que sdo os produtos majoritarios das reagdes e parte sdo,
como as N-piridilporfirinas, insoltiveis em pH 3,2. A filtragdo e lavagem da “porfirina
bruta” com solu¢ao de NaHCO3z e 4gua contribuiu para eliminacédo de resquicios de AcOH
(solvente/catalisador), o qual poderia atrapalhar as etapas posteriores de purificacao.

O material coletado como “porfirina bruta” em cada sintese das porfirinas AzB
deste capitulo exigiu procedimentos de purificacdo adaptados para as caracteristicas de
cada H2RVanTri-2-PyP. De um modo geral, entretanto, estes procedimentos podem ser
agrupados em duas grandes etapas denominadas aqui como “eliminagdo seletiva de
impurezas” e “etapas cromatograficas”. Os processos de purificagdo das “porfirinas
brutas” de cada HoRVanTri-2-PyP estdo resumidamente apresentados na Fig. 2.22 e

serdo descritos em maior detalhe nas sec¢des a seguir.
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2.4.1.2 Eliminagao seletiva de parte das impurezas das amostras de “porfirina

bruta”.

O tratamento pré-cromatografico aplicado as amostras de “porfirina bruta” (~750
mg) variou conforme a natureza do grupo B (vanilina; O-alquilvanilina) e envolveu
procedimentos de extracdo solido-liquido (H2RVanTri-2-PyP, R = nHex, CyE, nNon),
precipitacdo seletiva de parte das impurezas (H.RVanTri-2-PyP, R = Me, nPr, nBu,
iBu), ou uma combinacédo sequencial de ambos os procedimentos (H2VanTri-2-PyP) (Fig.
2.21). As semelhancas e particularidades de cada sistema serdo apresentadas a seguir.

Para a HaVanTri-2-PyP, a purificagdo inicial da “porfirina bruta” (~750 mg),
ocorreu através da extragdo-solido liquido com CHCIs (Fig. 2.22). Esta extragdo foi
bastante eficiente em solubilizar as porfirinas e eliminar uma massa insoltvel de
polipirrol, correspondente a cerca de 50% da massa de “porfirina bruta” (~375 mg). Para
a HonHexVanTri-2-PyP e a Ho.CyEVanTri-2-PyP a extragdo solido-liquido foi realizada
com uma mistura de AcOEt:acetona (2:1 v/v), sobrando residuo sélido de 20% da massa
original de porfirina. No caso da H.nNonVanTri-PyP, a extracdo solido-liquido ocorreu
com AcOEt (Fig. 2.22), pois a “porfirina bruta” desta sintese mostrou-se completamente
solivel em cloroférmio e AcOEt:acetona (2:1 v/v). Os extratos ricos em porfirina foram
conduzidos para purificagdo por precipitacéo seletiva de impurezas (H2VanTri-2-PyP) ou
etapas cromatograficas (H.RVanTri-2-PyP, R = nHex, CyE, nNon).

Mesmo ap0s tentativas com varios solventes e misturas, a etapa de extragdo
solido-liquido se mostrou inviavel para purifica¢do inicial das amostras de “porfirina
bruta” da HoRVanTri-2-PyP (R = Me, nPr, nBu, iBu). Por exemplo, a adicdo de CHClI3
levou a dissolu¢do completa da “porfirina bruta”, enquanto testes com AcOEt e
AcOEt:acetona (2:1 v/v) apontaram uma extracdo apenas parcial da porfirina do sélido.
Para estes materiais, a purificacdo inicial foi efetuada por meio de solubilizagdo em
CHCIs seguida de precipitagdo seletiva de parte das impurezas via ajuste da polaridade
do solvente para a mistura ternaria CHCIl3:AcOEt:n-hexano (4:4:3, viviv) (Fig. 2.22).
Neste procedimento é importante destacar que os solventes CHCIs, AcOEt e n-hexano
devem ser adicionados nesta ordem; a adi¢do de n-hexano é acompanhada pela formagéo
de um precipitado escuro de impurezas, enriquecendo o sobrenadante em porfirinas. Esta
etapa de precipitacdo seletiva se mostrou aplicavel também ao extrato de H.VanTri-2-
PyP resultante da extracdo solido-liquido. N&o se conseguiu, no entanto, estabelecer

misturas binarias ou terndrias apliciveis para precipitacdo seletiva dos extratos das
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porfirinas compostos com cadeias mais longas, H.RVanTri-2-PyP (R = nHex, CyE,
nNon).

A etapa com a mistura ternaria CHCIs:AcOEt:n-Hexano (4:4:3, v/v/v) eliminou
~40% de impurezas em termos de massa na purificacdo da H.VanTri-2-PyP e ~20% na
purificacdo da HoMVanTri-2-PyP. Tal procedimento facilitou a purificagcdo nas etapas
subsequentes para essas duas porfirinas. Para as purificacbes das misturas das
HonPrVanTri-2-PyP, HonBuVanTri-2-PyP e H.iBuVanTri-2-PyP, a eliminagdo de
impurezas foi menor do que 10% da massa inicial da “porfirina bruta” (~75 mg).

E importante ressaltar que o rendimento tipico de sintese de N-piridilporfirinas
raramente ultrapassa 10%. Assim, polipirrdis e demais impurezas sdo de fato os produtos
(contaminantes) majoritarios. Esta etapa de purificagdo parcial da mistura de porfirinas
mostrou-se efetiva, ao levar a um material contendo menos polipirrol, o que facilita
consideravelmente as purificacdes finais por cromatografia em coluna. O tratamento pré-
coluna do material da sintese da H.VanTri-2-PyP foi o que mais eliminou impurezas
(cerca de 70% da massa da “porfirina bruta”). Os materiais da sintese das demais
porfirinas HoRVanTri-2-PyP (R = Me, nPr, nBu, iBu, nHex, nNon, CyE) resultou na

eliminacdo de cerca de 10 a 20% de impurezas da “porfirina bruta” de partida.

2.4.1.3 Cromatografia em coluna de silica-gel.

Os materiais resultantes das etapas anteriores sdéo uma mistura de porfirinas e
impurezas persistentes. Os componentes dos materiais sdo, de maneira geral, em ordem
crescente de Rs: (i) polipirrol (Rf ~ 0), (ii) a porfirina do tipo A4 H2T-2-PyP (A = 2-
piridila), (iii) a porfirina de interesse do tipo AsB HxVanTri-2-PyP e H.RVanTri-2-PyP
(R = Me, nPr, nBu, iBu, nHex, nNon, CyE), (iv) “impurezas marrons” (ndo
identificadas) e (v) porfirina A2B.. Destaca-se que as “impurezas marrons” sio COMpPOstos
ndo-porfirinicos de dificil separacdo das porfirinas de interesse, pois ndo sdo uma mancha
de Rt bem definido e sim uma espécie de “esfregaco” escuro em analises de CCD-SiO3.
As porfirinas do tipo AsB foram submetidas a purificagdo final e isolamento, atraves de

duas etapas cromatograficas em coluna, conforme descrito a seguir.

I. Eliminacdo de polipirrol e obtencdo de fracdo rica em porfirinas com uso de

misturas CHCIl3:MeOH como eluente

Na primeira etapa cromatografica em coluna de SiO utilizaram-se, como
eluentes, misturas de CHCI3:MeOH, nas quais a propor¢ao de CHCI3 foi aumentada com
0 aumento do carater lipofilico de cada sistema (Tabela 2.3). O processo de elui¢do e
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separacdo das porfirinas foi acompanhado por luz ultravioleta de comprimento de onda
longo (~365 nm). Apenas as fracdes de fluorescéncia vermelha continham porfirinas, o

que foi corroborado por anélises por CCD-SiO; e UV-vis.

Tabela 2.3 — Condi¢bes experimentais da primeira coluna em CHCI3:MeOH e
composicdo relativa qualitativa da fracdo agrupada rica em porfirinas, em particular a

porfirina AsB de interesse.

Porfirina de interesse  CHCI3:MeOH Tempo de Composicéo relativa da fra¢do agrupada
(AsB) (v/v) Eluicéo? rica em porfirinas

(ordem crescente de Ry)

polipirrol As AsB “impurezas A,B;

marrons”

HzVanTri-2-PyP 10:1 40min + — ++
HMVanTri-2-PyP 20:1 2 horas + — o+t + +
H2nPrVanTri-2-PyP

H2nBuVanTri-2-PyP 20:1 3 horas ++ — ++ -
H.iBuVanTri-2-PyP

H>nHexVanTri-2-PyP 25:1 4 horas

H,CyEVanTri-2-PyP ++ — 4+ +++ —
H.nNonVanTri-2-PyP 30:1 6 horas ++ -+t ++4+ -

2 Coluna cromatografica a pressao ambiente (eluigdo por forcga gravitacional).

A coluna do material da H2VanTri-2-PyP (AsB) eliminou em quase a totalidade o
polipirrol e as fragdes de interesse continham praticamente apenas porfirinas (Tabela
2.3). A fracdo agrupada contendo essa porfirina de interesse gerou o material com menor
teor de polipirrol e impureza marrom da classe de porfirinas AzB deste trabalho.

A coluna do material da HoMVanTri-2-PyP (AsB) eliminou a HoT-2-PyP (As)
nesta etapa. Contudo, as fragdes contendo a porfirina de interesse também continham a
impureza marrom e a provavel porfirina A2B2, que tém valores de Rf muito proximos ao
da HoMVanTri-2-PyP no eluente CHCIl3:MeOH (20:1, v/v) (Tabela 2.3).

Para as porfirinas HonPrVanTri-2-PyP (AsB), HonBuVanTri-2-PyP (AsB) e
HziBuVanTri-2-PyP (AsB), o eluente CHCIl3:MeOH (20:1, v/v) foi capaz de separar cada
porfirina AsB de outros produtos porfirinicos, porém parte consideravel de “impurezas
marrons” e polipirrol permaneceu misturada (Tabela 2.3). A repeticdo da coluna em

CHCI3:MeOH (25:1, v/v) deixou o sistema um pouco mais puro, mas essas condi¢oes
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cromatograficas elevaram o gasto de CHCI3 (400 mL por coluna) e aumentaram o tempo
de coluna.

Para as porfirinas HonHexVanTri-2-PyP e H.CyEVanTri-2-PyP, o eluente foi
ajustado para CHCI3:MeOH (25:1, v/v). A escolha auxiliou na eliminacdo das outras
porfirinas da mistura e de parte do polipirrol, que ficou retido na coluna. Foram recolhidas
fracdes contendo a respectiva porfirina de interesse AsB, outro produto porfirinico
(provavelmente o produto A2B>) e as “impurezas marrons” estavam presentes num tom
intenso (Tabela 2.3).

Para a HonNonVanTri-2-PyP, o tempo de coluna foi elevado (6h), devido ao R¢
relativamente baixo (0,4) no eluente CHCI3:MeOH (30:1, v/v). A coluna eliminou os
demais produtos porfirinicos da sintese, contudo houve a persisténcia das “impurezas

marrons” (Tabela 2.3).

1. Isolamento das porfirinas AsB com misturas CHCIl3:MeCN ou CHCIs:acetona

como eluentes

Nesta etapa cromatografica, usaram-se, como eluente, misturas de CHCl3:MeCN
ou CHCls:acetona para isolamento das porfirinas HVanTri-2-PyP e HoRVanTri-2-PyP
(R = Me, nPr, nBu, iBu, nHex, nNon, CyE). A determinacdo de cada eluente foi
realizada através de testes por CCD-SiO,. Considerando a extensdo de grupos O-
alquilvanilina avaliados neste estudo, é natural se esperar, portanto, ajustes nas condi¢des
e métodos de purificacdo que reflitam a ampla variacdo de polaridade dos compostos de
interesse.

De modo geral, a porfirina do tipo AsB H>VanTri-2-PyP e HoRVanTri-2-PyP (R
= Me, nPr, nBu, iBu, nHex, nNon, CyE) foi isolada a partir da fracdo agrupada rica em
porfirinas recolhidas da coluna anterior em CHCIl3:MeOH (Tabela 2.3). A excecio da
sintese da HoVanTri-2-PyP, as amostras das demais sinteses de HoRVanTri-2-PyP (R =
Me, nPr, nBu, iBu, nHex, nNon, CyE) apresentavam um subproduto nao-porfirinico de
aspecto amarronzado escuro, com Rt proximo a porfirina AsB correspondente. Tentativas
de fazer uma coluna Unica para isolamento das respectivas porfirinas do tipo AsB de
interesse ndo obtiveram éxito. Devido a isso, optou-se por manter as dimensfes das
colunas menores, fracionar as amostras em massas iguais e eluir duas ou trés colunas
independentes, a depender do grau de impurezas presentes nas amostras (Tabela 2.4).

A coluna cromatogréafica para isolamento da porfirina de interesse HoVanTri-2-

PyP (Tabela 2.4) foi caracterizada pela eluicdo inicial da possivel porfirina A2B; (Rf =
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0,70) e a HoVanTri-2-PyP (Rf = 0,55) foi o segundo produto porfirinico. Apés a
HoVanTri-2-PyP ser recolhida da coluna, o eluente CHCI3/MeCN (1:1, v/v) foi trocado
para CHCI3/MeOH (2:1, v/v), com o objetivo de recolher a H,T-2-PyP (A4) da coluna
mais rapidamente. O rendimento isolado da H>VanTri-2-PyP foi 3% (48-54 mg por
batelada).

Tabela 2.4 — Proporg¢do do eluente da segunda etapa cromatografica de purificacdo das
porfirinas e a composicao qualitativa das fragdes recolhidas.

Porfirina de interesse Eluente (v/v) Tempo de Fracionamento da
(A3B) eluicdo? amostra original®

H>VanTri-2-PyP CHCIl3:MeCN (1:1) 2-3h Né&o

HMVanTri-2-PyP CHCls:acetona (4:1) 2-3h Y por coluna

HonPrvanTri-2-PyP

HonBuVanTri-2-PyP  CHCl3:MeCN (6:1) 4h Y5 por coluna

HziBuVanTri-2-PyP

HonHexVanTri-2-PyP
H,CyEVanTri-2-PyP CHCls:acetona (9:1) 4h Y3 por coluna
H.nNonVanTri-2-PyP

2 Coluna cromatogréafica a pressido ambiente (elui¢do por forca gravitacional). ® Quando a amostra original
foi fracionada em 2 ou 3 partes iguais, as colunas para cada fracionamento foram idénticas e eluidas em

paralelo.

O isolamento da HoMVanTri-2-PyP necessitou que o eluente CHCI3/MeCN (1:1,
v/v) fosse trocado para CHCls/acetona (4:1, v/v) (Tabela 2.4). Apos eluicdo da possivel
porfirina A2Bz (R¢= 0,67) e da impureza marrom, foi eluida a HoMVanTri-2-PyP (Rf =
0,52). O rendimento isolado da H>MVanTri-2-PyP (AsB) foi 3% (46-50 mg por
batelada).

As amostras das porfirinas HanPrVanTri-2-PyP, H:nBuVanTri-2-PyP e
HziBuVanTri-2-PyP apresentaram comportamento semelhante entre si e foram isoladas
com o mesmo eluente (Tabela 2.4). O polipirrol e “impurezas marrons” foram eliminados
durante o processo. O rendimento isolado de cada porfirina foi 3% (40-45 mg para cada
porfirina).

Para as amostras das porfirinas HonHexVanTri-2-PyP e H,CyEVanTri-2-PyP, a
possivel porfirina A2B; foi o primeiro componente porfirinico eluir. Apos isso, a eluicdo

da possivel a HoRVanTri-2-PyP (R = nHex ou CyE) foi o segundo produto porfirinico a
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eluir. O rendimento isolado da H:nHexVanTri-2-PyP (AsB) foi 2% (30 mg). O
rendimento isolado da H.CyEVanTri-2-PyP (AzB) foi 3% (50 mg).

A amostra contendo a porfirina de interesse HonNonVanTri-2-PyP, polipirrol e
uma impureza marrom foi fracionada em trés colunas em CHCls:Acetona (9:1, v/iv). A
massa agrupada de HonNonVanTri-2-PyP aparentemente pura foi 20 mg (rendimento
1%). Uma parte das fragdes contendo HonNonVanTri-2-PyP continham impurezas e
demandaram uma coluna adicional no mesmo eluente.

De maneira geral, as porfirinas HoVVanTri-2-PyP (R = H) e H-MVanTri-2-PyP (R
= Me) possuem purificacdo com etapas mais rapidas e com menos gasto de solvente, o
isolamento foi reprodutivel, sendo verificado em varias bateladas de sintese realizadas.
As demais porfirinas H2RVanTri-2-PyP (R = nPr, iBu, nBu, nHex, CyE) possuem
purificacdo mais demorada, mas o isolamento foi reprodutivel nas poucas bateladas de

sintese realizadas.

2.4.1.4 CaracterizagOes das porfirinas neutras do tipo AsB

Os espectros UV-Vis das porfirinas neutras H:RVanTri-2-PyP (R = H, Me, nPr,
nBu, iBu, nHex, nNon, CyE) foram registrados em acetona (para comparagdo com dados
de sistemas correlatos da literatura) e apresentaram caracteristicas espectroscopicas
tipicas de porfirinas bases-livres (FUHRHOP; MAUZERALL, 1969; WIJESEKERA;
DOLPHIN, 1994). Os espectros sdo caracterizados por uma Soret em 415 nm e quatro
bandas Q (511, 545, 588, 644) na regido do visivel, como ilustrado com a H.VanTri-2-
PyP, em comparacéo a porfirina As HoT-2-PyP (Fig. 2.23).

1
0,9
0,8

0,3 . P 500 600 700

0,1 7 _ /ﬂ

300 400 500 600 700 800
Comprimento de Onda / nm
Figura 2.23 — Espectros de absor¢do no UV-vis registrados em acetona da HoT-2-PyP

(linha azul) e H2VanTri-2PyP (pontilhado vermelho). A ampliacdo corresponde a regido
das bandas Q.
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Os dados de UV-vis sdo consistentes com aqueles reportados anteriormente para
a porfirina do tipo AsB correlata H2PhTri-2-PyP (Fig. 2.6) (SARI et al., 1990). Os

espectros das demais porfirinas estdo presentes no APENDICE A.

Os espectros de RMN de *H das porfirinas do tipo AsB foram registrados em d®-

DMSO ou CDCl3 e apresentaram muitas semelhangas entre si (Tabela 2.5). Observou-se

diferencas pequenas nos deslocamentos dos hidrogénios g-pirrélicos, grupos 2-piridila,

vanilina/O-alquilvanilina e NH-pirrolicos. Os espectros diferiram consideravelmente,

como esperado, nas regides associadas aos substituintes p-OR da vanilina (H ou alcanos).

Tabela 2.5 - Dados dos espectros de RMN de *H com os respectivos deslocamentos

quimicos o (ppm) das porfirinas do tipo A3B de representacdo geral HoRVanTri-2-PyP.

Porfirina / Solvente

p-pirrols 2-Py Ph(Van) NH-pirrol  m-MeO e p-RO
(Van)
H,RVanTri-2-Pyp ~ OR
HoVanTri-2-PyP" 9,01 (d, 2H, p1) 9,10 (d, 3H, b/b’) 7,82 (s, 1H, f) 3,93 (s, 3H, 2)
éff_;&go ooz B8 (M EH. BB 8,36 (d, 3H, ¢/c) 7,63 (d, 1H, h) 204(s,3) 954 (s, 1H, OH)
8,28 (t, 3H, d/d’) 7,24 (d, 1H, g)
7,88 (t, 3H, e/e’)
HMVanTri-2-PyP” 8,97 (d, 2H, 1) 9,09 (d, 3H, b/b’) 7,88 (m, 1H, ) 3,87 (s,3H, 2)
(R =Me) 8,83 (m, 6H, p2-p4) 8,43-8,22 (6H, c/c’-d/d’) 7,73 (d, 1H, h) -2.98(s,a) 4,04 (s, 3H, i)
d5-DMSO (500 MHz) 7,91 (t, 3H, ele’) 7,39 (d, 1H, g)
HonPrvanTri-2-PyP 9,00 (d, 2H, p1) 9,12 (d, 3H, b/b’) 7,86 (5, 1H, f) 3,92 (s, 3H, 2)
(R=nPr) 8,90-8,81 (m, 6H, B2-p4) 8,37 (d, 3H, ¢/c”) 7,69 (d, 1H, h) —2,92(s,a) 4,22 (t, 2H, i)
d®-DMSO (400 MHz) 8,31 (t, 3H, d/d’) 7,37 (d,1H,9) 1,96 (st, 2 H, j)
7,91 (t, 3H, e/e’) 1,16 (t, 3 H, k)
H2nBuVanTri-2-PyP 8,96 (d, 2H, B1) 9,13 (d, 3H, b/b’) 3,97 (s,3H, 2)
(R =nBu) 8,85 (s, 4H, p3-4) 8,25-8,20 (d, 3H, c/c’) 7,72-7,68 (3H, f-h) 4,32 (t, 2H, i)
CDCls (200 MHz) 8,82 (d, 2H, B2) 8,11-8,07 (t, 3H, d/d’) 2,04 (g, 2H, j)
7,77-7,73 (t, 3H, e/e’) 1,67 (st, 2H, k)
1,11 (t, 3H, 1)
H,iBuVanTri-2-PyP 8,96 (d, 2H, 1) 9,13 (d, 3H, b/b*) 3,97 (s, 3H, 2)
(R=iBu) 8,85 (s, 4H, p3-p4) 8,25-8,21 (d, 3H, c/¢’) 7,72-7,68 (3H, f-h) *ox 4,08 (d, 2H, i)
CDCl; (200 MHz) 8,82 (d, 2H, 2) 8,11-8,07 (t, 3H, d/d’) 2,39 (m, 1H, j)
7,78-7,73 (t, 3H, e/e’) 1,21 (d, 6H, k/k’)
HonHexVanTri-2-PyP 8,96 (d, 2H, B1) 9,08 (d, 3H, b/b’) 7,82 (s, 1H, f) 3.87 (5, 3H, 2)
(R = nHex) 8,87-8,78 (m, 6H, p2-p4) 8,34 (d, 3H, c/c?) 7,68 (d, 1H, h) —297(s,a) 4,22 (t, 2H, i)
d®-DMSO (400 MHz) 8,27 (t, 3H, d/d’) 7,35 (d, 1H, g) 1,88 (m, 2H, j)
7,87 (t, 3H, efe’) 1,60-1,32 (6H)
0,94 (t, 3 H, n)
H.nNonVanTri-2-PyP 8,97 (d, 2H, 1) 9,10 (d, 3H, b/b*) 7,85 (s, 1H, f) 3,90 (s, 3H, 2)
(R = nNon) 8,88-8,78 (M, 6H, p2-p4)  8,40-8,21 (6H, ¢/c>-d/d’) 7,67 (d, 1H, h) —2,95(s,a) 4,20 (t, 2H, i)
d®-DMSO (200 MHz) 7,92 (3H, e/e’) 7,32 (d, 1H, g) 1,87 (t, 2H, j)
1,60-1,12 (14H)
0,89 (t, 3H, q)

“SARMENTO-NETO, 2016, “N4o foi realizada a aquisigdo do espectro na regido abaixo de 50,00 durante a analise.
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A seguir sera discutida a atribuicao do espectro de RMN de *H da HonPrvanTri-
2-PyP (Figs. 2.24 e 2.25), como uma representante da classe. Os espectros de RMN de
'H das demais porfirinas estdo apresentados no APENDICE A.

Hidrogénios g-pirrolicos: Os hidrogénios S-pirrélicos das porfirinas do tipo A4 HoT-2-
PyP (A= 2-piridila) (KAMP; SMITH, 1996; REBOUCAS et al., 2002) e do tipo Bs
H>TVanP (B= vanilina) (NUTALAPATI, 2011), aparecem como um singleto. Devido a

menor simetria da HanPrVanTri-2-PyP, espera-se um conjunto de 4 dubletos para os
hidrogénios B-pirrolicos. O dubleto em 9,00 ppm é correspondente aos dois hidrogénios
B1 (Fig. 2.24), mais proximos do grupo vanilina, que se assemelha a regido dos sinais dos
hidrogénios p-pirrélicos da porfirina Bs H,TVanP (8,90 ppm; dé-DMSO)
(NUTALAPATI, 2011), que contém quatro meso-substituintes vanilina. Um dubleto em
8,85 ppm correspondente aos hidrogénios B2 aparecer sobreposto aos sinais dos
hidrogénios B3 e p4 (8,87 ppm), que sdo mais proximos dos anéis 2-piridila, (Fig. 2.24).
A regido em que os hidrogénios B3 e p4 aparecem se assemelha a regido dos hidrogénios
B-pirrélicos da porfirina As HoT-2-PyP (8,85 ppm; CDCIs) (SARI et al., 1990; KAMP;
SMITH, 1996).

Hidrogénios arilas do grupos 2-piridila: Os sinais dos hidrogénios dos anéis 2-piridila

aparecem na regido de 7,60 — 9,50 ppm. Devido a menor simetria da HznPrVanTri-2-
PyP, existem dois grupos de sinais 2-piridil distintos: aqueles cis ao grupo vanilina e
aquele trans a vanilina. Os sinais desses dois grupos apareceram, no entanto, sobrepostos
nas mesmas regides do espectro. Os hidrogénios b/b’ (posicdo 6 do piridila)
correspondem a um dubleto em 9,10 ppm e sdo os mais desblindados em cada grupo
piridila, por estarem ligados ao carbono vizinho ao nitrogénio, que influencia no efeito de
desblidagem de forma mais pronunciada (SARI et al., 1990). Os hidrogénios ¢/¢” (posi¢édo
3 do piridila) ddo origem aos sinais em 8,37 ppm e acoplam (J = 7,6 Hz) com os
hidrogénios d/d’ (posigdo 4 do piridila), que aparecem em 8,31 ppm. Os hidrogénios e/e’
(posicéo 5 do piridila) sdo os mais blindados (7,91 ppm), por estarem na posi¢cdo mais
rica em densidade eletrdnica no anel piridinico (REBOUCAS et al., 2002) (Fig. 2.24).

Hidrogénios arilas do grupo Vanilina/O-alquilvanilina: Os sinais dos hidrogénios do

grupo O-n-propilvanilina aparecem na regido de 7,30 — 7,80 ppm. A presenca de um
singleto em 7,86 ppm é atribuido ao hidrogénio f (posicéo 2 do grupo fenila), e por dois
dubletos em 7,37 e 7,69 ppm (J = 7,70 Hz) que podem ser atribuidos aos hidrogénios g

(posicdo 5) e h (posicdo 6 do fenila), respectivamente, que acoplam entre si. O sinal g é
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mais blindado que o h (Fig. 2.24). Esses sinais se assemelham bastante aos sinais da
porfirina do tipo B4 correspondente, HoTVanP (NUTALAPATI, 2011).
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Figura 2.24 — Expansio do espectro de RMN de ‘H (400 MHz) da HznPrVvanTri-2-PyP
em d®-DMSO na regido de 7,3-9,5 ppm, correspendente aos hidrogénios aromaticos.

Hidrogénios N-pirrolicos (H internos): A HonPrVanTri-2-PyP possui um singleto de

deslocamento quimico em —2,92 ppm, correspondente aos hidrogénios NH-pirrélicos a
(Fig. 2.25), que sdo consideravelmente blindados devido a corrente © do anel porfirinico
(LITTLE et al., 1975; SARI et al., 1990). As atribui¢cdes dos hidrogénios trocaveis NH
podem ser confirmadas pelo desaparecimento dos respectivos sinais com a adi¢édo de D20
ao sistema, como realizado no trabalho de mestrado para a HzVanTri-2-PyP e
H2MVanTri-2-PyP (SARMENTO-NETO, 2016).

Hidrogénios alcoxilas: A H2nPrVanTri-2-PyP possui um singleto em 3,97 ppm

correspondente aos hidrogénios z do grupo m-OCHa, em regido semelhante a H.TVanP
em dé-DMSO (3,89 ppm) (NUTALAPATI, 2011). O valor de integral deste sinal é
significativamente afetado pela linha de base resultante da sequéncia de aquisicao
associada a supressdo do sinal intenso da H2O residual do d®>-DMSO em torno de 3,33 pm
(GOTTILIEB; KOTLYAR; NUDELMAN, 1997; FULMER et al., 2010). Um tripleto
centrado em 4,22 ppm pode ser atribuido aos hidrogénios i do grupo p-OCH: e sdo

desblindados pela proximidade do heterodtomo O (Fig. 2.25). Um tripleto mais blindado
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centrado em 1,16 ppm ¢é atribuido aos hidrogénios k do grupo CHs terminal da cadeia n-
propila. Um sexteto em 1,96 ppm ¢é atribuido aos hidrogénios j do grupo CH> da cadeia

n-propila, que acoplam com os hidrogénios i e k.
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Figura 2.25 — Espectro RMN de *H (400 MHz) em d®-DMSO da HznPrVanTri-2-PyP
na regido proxima ao TMS, registrado com supressao do sinal de agua residual.

As porfirinas do tipo AsB H:RVanTri-2-PyP (R = H, Me, nPr, nBu, iBu, nHex,
nNon, CyE) foram analisadas por CCD-SiO., buscando-se encontrar um eluente que
diferenciasse o Rf de cada porfirina. Apos alguns testes, o eluente CHCI3/MeCN (9:1,
v/v) foi o que mostrou melhor relacdo e demonstrou a tendéncia de variacéo de lipofilia
das porfirinas AsB neste trabalho. A substituicdo de um dos grupos 2-piridila da porfirina
do tipo A4 HoT-2-PyP pelo grupo meso-vanilina (ou O-alquilvanilina) resulta em
porfirinas AsB mais lipofilicas. A medida que o grupo alquilvanilina vai ficando maior,
o valor de Rf também aumenta (Tabela 2.6). Com isso, temos uma tendéncia de

correlacdo entre lipofilia e Rt cromatografico.

A partir dos dados da Tabela 2.6, foi possivel observar que o valor de R¢ das
porfirinas do tipo AsB H:RVanTri-2-PyP segue uma tendéncia linear com nimero de

carbonos (nC) das cadeias ndo ramificadas (R = Me, nPr, nHex, nNon). Além disso,
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verificou-se que esta tendéncia também contempla aproximadamente os compostos

contendo grupos ramificados (iBu) ou ciclicos (CyE) (Fig. 2.26).

Tabela 2.6 — Dados comparativos de fator de retencdo em CCD-SiO2 com o eluente

CHCI3:MeCN (9:1, v/v) das porfirinas de relevancia para este trabalho.

0,9
0,8
0,7
0,6

- 0,5
a 0,4
0,3
0,2
0,1

Porfirina R R-vanilina
H,T-2-PyP 0,03 -
H2VanTriM-2-PyP 0,10 H
HMVanTriM-2-PyP 0,12 Me
HnPrVanTri-2-PyP 0,26 nPr
H.nBuVanTri-2-PyP 0,32 nBu
HziBuVanTri-2-PyP 0,32 iBu
HonHexVanTri-2-PyP 0,55 nHex
H.CyEVanTri-2-PyP 0,67 CyE
H.nNonVanTri-2-PyP 0,81 nNon
nNon__.
. .A-"';'.CVE
nHex g

nBu

nPr @ iBu

1 2 3 4

J

y =0,0885x+0,0047
R?=0,9912

7 8 9 10

Numero de Carbonos (nC) em R-Van

Figura 2.26 — Grafico da correlacdo entre Fator de retencdo cromatografico (Rf) em
CCD-SiO2 (CHCI3:MeCN, 9:1, v/v) e nimero de carbonos (nC) ligados ao grupo R-
vanilina das porfirinas do tipo AsB H:RVanTri-2-PyP. Os pontos correspondentes as

cadeias ndo-ramificadas (R = Me, nPr, nHex, nNon) estdo em azul, enquanto os

compostos com cadeias ramificada (iBu) ou ciclica (CyE) estdo indicadas com triangulos

em vermelho.
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2.4.2 Porfirinas cationicas do tipo [AsB]**
2.4.2.1 Sintese das porfirinas do tipo [AsB]**

A N-metilacdo dos grupos piridilas das porfirinas de representacdo geral
H>VanTri-2-PyP ou HoRVanTri-2-PyP (R = Me, nBu, nHex) foi realizada com MeOTs
(na proporgédo molar porfirina:MeOTs 1:150) em DMF por 1h (Fig. 2.27), com base na
adaptacédo das condicOes experimentais de metilacdo das N-piridilporfirinas descritas na
literatura (BATINIC-HARBELE et al., 1998; 1999; 2002). As reacdes envolvendo a
HoVanTriM-2-PyP%" e Ho.MVanTriM-2-PyP3** (Fig. 2.27) foram descritas no trabalho de
mestrado (SARMENTO-NETO, 2016), cujos produtos foram isolados como os hidratos
HoVanTriM-2-PyPCl3-6H0 e HaMVanTriM-2-PyPCl3-3H.O, sendo o grau de
hidratacdo determinado por analises termogravimétricas (TG/DTG) (APENDICE B), e
caracterizadas também por espectroscopia UV-vis, RMN de !H e CCD-SiO;
(SARMENTO-NETO, 2016). A preparacéo dessas porfirinas foi revisitada neste trabalho
de doutorado e o estudo foi ampliado para incluir os derivados inéditos H.nBuVanTriM-
2-PyP* e HanHexVanTriM-2-PyP3* (Fig. 2.27). A HznHexVanTriM-2-PyP3* foi
preparada em associa¢do com o plano de trabalho da bolsista de inicia¢do cientifica de
Anne Caroline Pinheiro de Freitas, durante a vigéncia PIBIC/CNPg/UFPB 2016-2017.

MeOTs
—_—

DMF, 105°C

RO
H,VanTri-2-PyP, R = H H,VanTriM-2-PyP3*, R = H
HoMVanTri-2-PyP, R = Me H,MVanTriM-2-PyP3*, R = Me
HpnBuVanTri-2-PyP, R = %Q H,nBuVanTriM-2-PyP%, R = y{(\é
HpnHexVanTri-2-PyP, R = 1‘7«{/\/2 H,nHexVanTriM-2-PyP®*, R ﬂd/\}s

Figura 2.27 — Esquema geral de obtenc&o das porfirinas cationicas do tipo [AsB]** via

N-alquilagdo com tosilato de metila (MeOTSs).

A metilacdo seletiva dos grupos 2-piridila (N-metilagdo) da H.VanTri-2-PyP
ocorreu em DMF a 105 °C na auséncia de base, preservando o grupo OH da vanilina e
levando a obtencdo da porfirina do tipo [AsB]** H.VanTriM-2-PyP3* (Fig. 2.27)
(SARMENTO-NETO, 2016). A preservacao do grupo p-OH da vanilina na HoVanTriM-
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2-PyP?" foi investigada. O sinal do hidrogénio do grupo p-OH da vanilina (9,87 ppm) foi
observado por RMN de H. Utilizou-se da espectroscopia UV-vis em meio basico, com o
objetivo acompanhar a desprotonacgédo do grupo fenol, alterar o espectro da H2VanTriM-
2-PyP3* de maneira significativa e diferencia-la da HoMVanTriM-2-PyP3* e demais
porfirinas do tipo [AsB]*". Algo muito semelhante foi realizado por CCD-SiO, (ver
adiante), onde se utilizou a HoMVanTriM-2-PyP®" a nivel comparativo.

As N- e O-metilagdes simultaneas da H2VVanTri-2-PyP com MeOTs ocorreram na
presenca de K:COsem DMF a 70 °C. A presenca de KoCOz desprotonou o grupo p-OH
da vanilina e possibilitando a O-metilagdo do grupo vanilina concomitantemente com a
N-alquilagido dos grupos 2-piridila, obtendo-se a H.MVanTriM-2-PyP3* (Fig. 2.28)
(SARMENTO-NETO, 2016).

H,VanTri-2-PyP

O_
H,MVanTriM-2-PyP3*

Figura 2.28 — Esquema de derivatizacdo da H>VanTri-2-PyP para obtencdo das porfirinas
cationicas (a) H2VanTriM-2-PyP3* via N-metilacio seletiva e (b) H2MVanTriM-2-PyP3*

via N- e O-metilagdes simultaneas em meio basico.

Este produto se mostrou indistinguivel da HoMVanTriM-2-PyP3" isolada a partir
da N-metilagdo da HoMVanTri-2-PyP preparada pela rota geral (Fig. 2.27). A reducéo de
temperatura da reacdo de 105 °C para 70 °C aumentou o tempo de reacdo de 1 para 17
horas, mas foi necessaria para evitar a formacéo de uma impureza de cor marrom de dificil
eliminacdo nas etapas de purificacdo. A formacgéo de produtos indesejados na presenca
de K2COs em DMF a temperatura elevada pode estar associada & decomposic¢do da DMF,

a reacOes paralelas nos grupos arilas ou a destrui¢do da porfirina (KADISH et al., 1990;
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WIESEKERA; DOLPHIN, 1994; BATINIC-HABERLE et al., 1998; 2005;
REBOUCAS; CARVALHO; IDEMORI, 2002).

A alquilagéo dos grupos 2-piridilas das 2-N-piridilporfirinas gera derivados que
apresentam o fendmeno de atropoisomerismo (isomeria axial), uma vez que o
impedimento estérico entre o grupo “orto” alquila e os hidrogénios B-pirrélicos limita a
livre rotacdo do grupo 2-N-alquilpiridinio; este grupo arila adota, entdo, uma geometria
aproximadamente perpendicular ao plano do anel porfirinico IAMAMOTO et al., 1994;
SPASOJEVIC et al., 2002; 2007). Assim, todas as porfirinas catidnicas preparadas neste
trabalho foram isoladas como uma mistura dos atropoisomeros aoa, afo e aoafp, que
diferem na posicao relativa dos substituintes metilas dos grupos 2-N-metilpiridinio frente
ao plano do anel porfirinico (Fig. 2.29), e cuja distribuicdo estatistica esperada
aoo:ofozaaf € de 1:1:2.

Me Me Me
\ Me Me \ e \ /Me
— D —hH <
ALOLOL afo Me aof \

Me
Figura 2.29 — Representacdo esquematica da mistura de atropoisdbmeros das porfirinas
cationicas HoRVanTriM-2-PyP®" e seus analogos O-alquilados. As metilas dos 3 grupos
2-N-metilpiridinio (representado por “Me”) ndo possuem livre rotacdo e posicionam-se
acima (o) ou abaixo (B) do plano do anel porfirinico. O grupo vanilina/O-alquilvanilina,
por ndo conter substituinte orto, possui livre rotacdo e esta representado apenas por um

traco.

Enquanto a separacdo por cromatografia em coluna dos atropoisémeros de 2-N-
alquilpiridilporfirinas de cadeia longa sdo factiveis usando misturas de solventes
organicos como eluente (IAMAMOTO et al., 1994), a separacdo de 2-N-
alquilpiridilporfirinas de cadeia curta, como metila, é reportada com o uso de solventes
aquosos de alta salinidade em condi¢des de HPLC preparativo (SPASOJEVIC et al.,
2002). Néo se investiu qualquer esforco neste trabalho na tentativa de separacdo dos
atropoisdmeros das porfirinas [AsB]** deste trabalho. As 2-N-alquilpiridinioporfirinas
[As]*" da literatura sdo também isoladas e utilizadas como misturas de atropoisdmeros
(BATINIC-HABERLE et al., 2002; 2010; 2011), mesmo as amostras aprovadas para
testes clinicos em humanos (GAD et al., 2013; 2016; 2019).
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A purificacio de todas as porfirinas catidnicas [AsB]** seguiu um procedimento
idéntico. Inicialmente, eliminou-se o solvente DMF e 0 excesso de MeOTs por meio da
adicdo de éter etilico (Et20), que levou a separacdo das porfirinas catibnicas como um
material viscoso hidrofilico e, consequentemente, insolivel em Et20. A DMF e 0 MeQOTs
sdo misciveis em éter, sendo diluidos e eliminados do sistema. A purificacdo final das
porfirinas foi realizada via processo de metatese OTs /PFs /Cl™ tipico para isolamento de
N-alquilpiridilporfirinas (BATINIC-HABERLE et al., 1998). A etapa de metatese OTs"
IPFs~ foi realizada em agua resultou na precipitacio das porfirinas do tipo [AsB]** na
forma de sal de hexafluorofosfato. A lavagem dos s6lidos [A3B](PFs)s com uma mistura
de Et2O:iPrOH foi adaptada da literatura (BATINIC—HABERLE et al., 1998), sendo a
propor¢do de Et,O:iPrOH ajustada de 1:1 (v/v) para 9:1 (v/v), devido ao élcool
isopropilico em maior concentracdo levar a dissolugdo das porfirinas. A metatase PFe
/CI” foi efetuada em acetona usando o agente de troca i6nica Aliquat 336 (cloreto de N-
trioctilmetilamdnio). Os processos de metatese foram repetidos para eliminar possiveis
impurezas. O rendimento isolado das porfirinas do tipo [AsB]** na forma de sal de cloreto
foi em torno de 90-95 %.

2.4.2.2 CaracterizagOes das porfirinas catiénicas do tipo [AsB]**

Os espectros UV-vis das porfirinas catiénicas do tipo [AsB]** sdo bastante
semelhantes entre si, 0 que é consistente com a expectativa de que a natureza do grupo
alquila no grupo p-OR vanilina, muito distante do macrociclo porfirinico, deva exercer
pouca influéncia nas transi¢des do grupo cromdforo porfirinico. Também se assemelham
ao espectro da porfirina H.PhTriM-2-PyP3* (A = 2-metilpiridinio, B = fenil). Os espectros
da HaVanTriM-2-PyP** e H,RVanTriM-2-PyP** (R = Me, nBu e nHex) sio
caracterizados por uma banda Soret (417 nm) e trés bandas Q nos mesmos comprimentos
de onda e com intensidades relativas bastante semelhantes (Tabela 2.7).

A nivel de comparagdo ilustrativa, estdo apresentados o0s espectros da
Hz:nBuVanTriM-2-PyP3* e HonHexVanTriM-2-PyP®* (Fig. 2.30). Embora haja também
uma certa semelhanca entre os espectros das porfirinas [AsB]**, HoVanTriM-2-PyP3* e
H:RVanTriM-2-PyP¥* (R = Me, nBu e nHex), e aqueles das 2-N-
alquilpiridinioporfirinas do tipo [A4]*" (H2Talquil-2-PyP*"), especialmente na regido da
banda Soret, observa-se uma reducdo do numero de bandas Q nos compostos do tipo
[AsB]®*, com o desaparecimento ou baixa intensidade da banda em ~544 nm regularmente

observada nas porfirinas do tipo [A4]**.
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Tabela 2.7 — Fatores de retencdo cromatograficos (Rf) em CCD-SiO; e dados

espectroscopicos registrados em H,0 das porfirinas cationicas do tipo [AsB]*" e [A4]*" de

relevancia para este trabalho.

Porfirinas Rt Omax /nm (log £ /L mol™! cm™)
H2VanTriM-2-PyP>" 0,47% 417 (5,29), 517 (4,21), 583 (3,85), 636 (3.22)
0,60°
H:MVanTriM-2-PyP® 047 417 (5.23), 517 (4,17), 583 (3,83), 635 (3,29)
0,46"

H.nBuVanTriM-2-PyP3*  0,56°
HznHexVanTriM-2-PyP3* 0,652

417 (1,000), 517 (0,080), 583 (0,038), 636 (0,009)°
417 (1,000), 517 (0,090), 583 (0,040), 636 (0,010)°

HzPhTriM-2-Pyp3* ¢ —

418 (5,40), 517 (4,00), 580 (3,60), 640 (3,30)

H2TM-2-Pyp** ¢ 0,13%
H2TnBu-2-Pyp*e 0,46
H2TnHex-2-PyP** € 0,63

413 (5,32), 510 (4,13), 544 (3,49), 581 (3,72), 635
(3,13)
415 (5,37), 511 (4,24), 544 (3,60), 583 (3,84), 636
(3,39)
416 (5,34), 511 (4,24), 543 (3,62), 585 (3,84), 638
(3,43)

3 Eluente KNOs(ag, sat):H,O:MeCN (1:1:8, v/v/v). b Eluente KNOs(ag, sat):NaOH (1 mol L™):MeCN
(1:1:2 viviv). © Os coeficientes de absorgdo molar () da HonBuVanTriM-2-PyP3* e HonHexVanTriM-2-
PyP%* ndo foram determinados, sendo reportadas as intensidades relativas a intensidade da banda Soret. ¢
Dados de UV-vis (SARI et al., 1990). ¢ Dados de CCD-SiO; e UV-vis (BATINIC-HABERLE et al., 2002).
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Figura 2.30 — Espectros UV-vis normalizados da H:nBuVanTriM-2-PyP** e

HonHexVanTriM-2-PyP3* registrados em H20. A expansdo compreende a regido das
bandas Q.

Devido as porfirinas do tipo [AsB]** deste trabalho diferirem apenas no grupo
vanilina/O-alquilvanilina em H,0, o espectro da HzVanTriM-2-PyP** se apresenta
indistinguivel das demais porfirinas dessa classe. Para fazer a diferenciacdo da
HoVanTriM-2-PyP3* foi necessario o ajuste do pH para valores mais bésicos. A porfirina
que foi utilizada para comparar com ela foi a H.MVanTriM-2-PyP*". Em meio baésico,
um composto apresentando um OH fendlico (Van-OH) como a HaVanTriM-2-PyP3* é
ionizado a um fenolato (Van-O~) que pode se estabilizar como uma espécie que se
assemelha a uma quinona (Van=0) conjugada ao anel porfirinico, alterando as bandas do
espectro UV-vis. Assim, as andlises foram realizadas em tampéo fosfato pH 7,8 (0,05 mol
L) e tampé&o borato pH 9,3 (0,1 mol L™1). Enquanto os espectros registrados em tamp&o
fosfato pH 7,8 (0,05 mol L) foram idénticos aqueles registrados em agua (APENDICE
B), os espectros em tampao borato 9,3 (0,1 mol L) revelaram uma mudanca bastante
significativa no espectro da HpVanTriM-2-PyP*" (Fig. 2.31a), consistente com a
contribuicdo de uma espécie tipo quinona associado ao grupo vanilina e a Van-O~. Os
espectros da HoMVanTriM-2-PyP3* em tampao borato pH 9,3 (0,1 mol L) e pH 7,8

(Fig. 2.31b) ndo apresentaram alteragdo significativa entre si, 0 que é consistente com a
auséncia do Van -OH nesta porfirina.
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Figura 2.31 — Espectros UV-vis normalizados registrados em a) tampéo fosfato pH 7,8
da HzVanTriM-2-PyP** (pontilhado preto) e H.MVanTriM-2-PyP** (linha verde), b)
tamp&o borato pH 9,3 da H,VanTriM-2-PyP** (pontilhado vermelho) e Ho-MVanTriM-2-
PyP3* (linha cinza).

Devido a mistura de atropoisdmeros, os espectros de RMN de *H registrados em
d-DMSO  das  porfirinas  HxVanTriM-2-PyP%*,  HMVanTriM-2-PyP** e
HznBuVanTriM-2-PyP3* sdo complexos, apresentando sinais sobrepostos em algumas
regides e dificultando bastante as atribui¢des inequivocas (SPASOJEVIC et al., 2002;
2007). N&o foram registrados espectros de RMN de 'H para o composto

Hz.nHexVanTriM-2-PyP3*. Os espectros estdo grupados na tabela abaixo (Tabela 2.8).

Tabela 2.8 - Dados dos espectros de RMN de *H com os respectivos deslocamentos
quimicos & (ppm) das porfirinas do tipo [AsB]** de representacéo geral H.RVanTriM-2-
PyP3*,

Porfirina / Solvente

p-pirrols 2-Py Ph(Van) NH-pirrol m-MeO e p-RO
(Van)
H,RVanTriM-2-PyP3* OR

HoVanTriM-2-PyP3* 9,27-9,10 (8H, f*) 9,73 (3H, b/b”) 3,93 (s, 3H, 2)

(R=H) 9,10-8,70 (9H) 7,90-7,20 (3H) -2.83(s,a") 9,87 (s, 1H, OH)

d5-DMSO (500 MHz)

HMVanTriM-2-PyP3* 9,27-9,10 (8H, %) 9,73 (3H, b/b?) 7,95-7,35(3H) -2.85(s,a") 3,91(s,3H,2)

(R = Me) 9,10-8,70 (9H) 4,07 (s, 3H, i)

d5-DMSO (200 MHz)

H2nBuVanTriM-2-PyP%* g 28.9,12 (8H, ) 9.69 (3H, b/b’) 3,91 (s, 3H)

(R = n-Bu) 9,10-8,70 (9H) 7,55-6,99 (3H) -2.85(s,a") 4,27 (t, 2H, i")

d5-DMSO (200 MHz) 191 (2H. 1)
1,61 (2H, k")
1,06 (t, 3H, I)
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A sequir ¢ descrita a atribuicdo do espectro de RMN de H da HonBuVanTriM-2-
PyP3*, como forma representativa das porfirinas do tipo [AsB]3*. Os espectros das demais
porfirinas estdo no APENDICE B.

Hidrogénios g-pirrolicos: Utilizando-se as porfirinas neutras AsB como referéncia

(Tabela 2.5), a metilagdo dos grupos 2-piridilas nas porfirinas cationicas [AsB]**foi
acompanhada por uma desblindagem dos sinais dos hidrogénios B-pirrélicos (Tabela
2.8), mais proximos dos grupos 2-piridila. O deslocamento dos sinais associados aos
hidrogénios B2, p3 e p4 resultou em sobreposicéo parcial com os hidrogénios p1. Essa
sobreposicao, associada a presenca de uma mistura de atropoisdbmeros, originou um
conjunto complexo de sinais rotulados genericamente como p* (Fig. 2.32).

Hidrogénios aromaticos dos grupos meso-arila: Os sinais dos hidrogénios aromaticos

meso-arilas (grupos 2-N-metilpiridinio e O-n-butilvanilina) aparecem entre 6,99 e 9,75
ppm. As atribuicbes da maioria dos sinais dos atomos de hidrogénio dos grupos 2-N-
metilpiridinio ndo foram possiveis em virtude da mistura de atropoisdmeros resultantes
da metilacdo. O Unico sinal que pode ser atribuido com seguranca é o sinal dos
hidrogénios da posicdo b/b’, que se deslocou da regiéo de 9,10 ppm (porfirinas neutras)
para 9,73 ppm por sofrerem forte influéncia do grupo eletrorretirador (nitrogénio

quaternario) (Fig. 2.32).

2—P§3+
|
b/b’ |
n | ‘ { \ 2-Py3*_nBuVan
\ ]
‘“’\‘\ ’ \/\J/ Vo N “‘m
.// I“\..._ h \ A/\wa " AN //\ ,
L — 1 T T T =
T (\ﬂ T Iv_4 T T T T T T r‘\‘ T T T = T T = T T T =

T T T T T T T T T T
98 97 96 95 94 93 92 91 9.0 89 88 87 86 85 fB.(‘% S.)3 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 7.0 6!
1 (ppm

Figura 2.32 - Espectro de RMN de 'H da H.nBuVanTriM-2-PyP*" (200 MHz; d°-
DMSO) na regido dos sinais aromaticos. p* = p-pirrdlicos das porfirinas; 2-Py** = sinais
misturados dos atomos de hidrogénio dos grupos 2-metilpiridinio das porfirinas
cationicas; b/b’> = posicdes 6 do 2-Py/2-Py** das porfirinas; nBuVan = sinais arila do

grupo O-n-butilvanilina.
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Os sinais dos hidrogénios aromaticos do grupo O-n-butilvanilina (nBuVan), que
estdo presentes na regido entre 6,99 ppm e 7,55 ppm (Fig. 2.32), ndo puderam ser
atribuidos de forma individual, mas aparecerem em uma regiao semelhante aos sinais do
grupo fenila da H.PhTriM-2-PyP3* (SARI et al., 1990).

Hidrogénios N-pirrodlicos (NH): Os hidrogénios NH-pirrélicos (a”) das porfirinas

cationicas se deslocaram da regido de —2,9 ppm caracteristica das porfirinas neutras
(Tabela 2.5) para —2,8 ppm (Tabela 2.8), como resultado da alquilagéo dos grupos 2-
piridila. Para a HznBuVanTriM-2-PyP?®, ele aparece como em singleto em —2,85 ppm
(Fig. 2.33).

Hidrogénios alifaticos _dos grupos alcoxilas e 2-N-metilpiridinio: Os hidrogénios

alifaticos dos grupos alcoxilas do grupo nBuVan estdo presentes na regido entre 1,0 ppm
e 4,5 ppm (Fig. 2.33). O singleto em 3,91 ppm correspondente ao grupo m-OCHjs (z; Fig.
2.33) da HznBuvanTriM-2-PyP3",

H,0 d*-DMSO
|
[
i-Me [
|
Il 1
| V
iz [V !
Ml A I ok | ™S a
b / ~ \ | A A I i
4 \ \A | o M, I I A
et M R v VSRR, WP A S —
T i R =
o = 8 = 3 & =
na a N b 3
: - : - -
5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05 0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0

Figura 2.33 — Espectro de RMN de H (200 MHz; d®-DMSO) das regides
correspondentes aos grupos alcoxila e hidrogénios internos (NH-pirrélicos; a”) da
Hz.nBuVanTriM-2-PyP3*. O grupo Me (em verde) correspondente aos metilas ligados ao
grupo 2-metilpiridinio na mistura de atropoisdmeros presentes nas porfirinas cationicas.

Ossinaisi’, j*, k¥, I" correspondem aos hidrogénios do alcano n-butila.

O sinal atribuido aos hidrogénios do grupo p-OCH: i* se sobrepuseram com os
sinais dos hidrogénios Me dos grupos 2-N-metilpiridinio na regido de 3,95 e 4,25 ppm
(Fig. 2.33); os hidrogénios metilas dos grupos 2-N-metilpiridinio aparecem como um
conjunto de sinais devido a mistura de atropoisdmeros (SPASOJEVIC et al., 2002; 2007).
O tripleto em 1,06 ppm foi atribuido aos hidrogénios I do grupo CHs, que sdo os mais

blindados da cadeia n-butila. O sinal em 1,91 ppm, que seria, em tese um quinteto, foi
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atribuido aos hidrogénios j* e o sinal em 1,61 ppm, em tese um sexteto, foi atribuido aos
hidrogénios k™. Ambos os sinais dos hidrogénios j" e k” estdo com a resolucdo baixa (Fig.
2.33), provavelmente devido também a mistura de atropoisdmeros.

As analises por CCD-SiO; das porfirinas cationicas do tipo [AsB]3* foram feitas
utilizando o eluente KNOs(sat):H.0:MeCN (1:1:8, v/viv) (Tabela 2.7). Todas as
porfirinas do tipo [AsB]** apresentaram valores de R maiores que a porfirina do tipo
[A4]*" de referéncia H,TM-2-PyP** (R 0,13), indicando que a diminuigdo da carga total
de +4 para +3 com a substituicdo de um grupo 2-N-piridila por um grupo vanilina ou O-
alquilvanilina neste trabalho contribui efetivamente para o aumento da lipofilia da
porfirina  [AsB]**, em comparacdo ao composto anadlogo H:TM-2-PyP*. A
H.nBuVanTriM-2-PyP®* (R 0,56) e H.nHexVanTriM-2-PyP** (R¢ 0,65), mesmo
apresentando apenas uma cadeia n-butila e n-hexila, apresentam valores de Rt
comparaveis as porfirinas tetra-n-butilada H2TnBu-2-PyP** (R¢ 0,46) e tetra-n-hexilada
H.TnHex-2-PyP*" (R 0,63).

Ambas H2VanTriM-2-PyP3* e H.MVanTriM-2-PyP** apresentam o mesmo valor
de Rf em KNOs3(sat):H20:MeCN (1:1:8, v/v/v). O fato de ambas as porfirinas serem
moléculas tricatidnicas grandes que diferem apenas em parte do grupo vanilina (p-OH vs.
p-OCHgs) dificultou a diferenciacdo destes compostos por CCD-SiO; utilizando
KNOz3(sat):H20:MeCN na proporgéo 1:1:8 (v/v/v). A alcalinizagdo do eluente com uma
solucdo de NaOH 1 mol L™ explorou a ionizag&o do grupo p-OH fendlico da HaVanTriM-
2-PyP3* (Fig. 2.34) e possibilitou diferencia-la da HoMVanTriM-2-PyP3* por CCD-SiO;
utilizando a mistura KNOs(aq, sat):NaOH(ag, 1 mol L*):MeCN (1:1:2, v/v/v) como
eluente (Tabela 2.7).

2+

o_
H,VanTriM-2-PyP%* H,VanTriM-2-Pyp2*

Figura 2.34 — Desprotonagao da hidroxila fendlica acida da HoVanTriM-2-PyP3* através

da acdo da base OH".
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O valor de Rf da HxVanTriM-2-PyP*" utilizando um eluente basico é
consideravelmente maior que aquele da H,MVanTriM-2-PyP** (Tabela 2.7). A
explicacdo pode estar associada ao fato de o grupo p-OH da vanilina na HoVanTriM-2-
PyP3* ser ionizado ao fenolato correspondente, diminuindo a carga global da porfirina de
+3 para +2 (Fig. 2.34), enquanto a carga global da HoMVanTriM-2-PyP**, que ndo possui
grupo acido, permanece inalterada neste eluente. O efeito do aumento do Rg
cromatografico com a reducdo da carga global de porfirinas catiénicas é bem estabelecido
na literatura (REBOUCAS et al., 2008d; SPASOJEVIC et al., 2011).

2.4.2.3 Estudos iniciais da acidez das porfirinas cationicas do tipo [AsB]3*

Foram realizados estudos espectrofotométricos iniciais com a HoVanTriM-2-
PyP¥* e a H.MVanTriM-2-PyP*", os quais forneceram um indicativo de que os
nitrogénios pirrolicos de ambas as porfirinas protonam na faixa de pH entre 0 e 1. Os
espectros foram registrados no intervalo de pH 0-1, mantendo-se fixa a concentragéo de
H2P e variando-se a concentracdo de HCI na faixa de 0,1 a 1,0 mol L™, com incrementos
de 0,1 mol L. Os testes com a HoMVanTriM-2-PyP3* sdo detalhados nesta secio,
enquanto os espectros da HpoVanTriM-2-PyP*" e dados adicionais da HoMVanTriM-2-
PyP3%* estdo apresentados no APENDICE B.

Embora ndo tenham sido registrados espectros em HCI em concentragdes abaixo
de 0,1 mol L™, a HoMVanTriM-2-PyP3* parece comecar a protonar nos nitrogénios
pirrdlicos internos em pH superior a 1. Essa hipotese foi lancada comparando-se o
espectro registrado em HCI 0,1 mol L, com o espectro em H20, que apresentou diferenca
de perfil bastante significativa. Pode-se notar o alargamento e diminui¢do da absorvancia
da banda Soret, que é acentuada a medida que a [H*] aumenta. A banda Q de maior
energia diminui de intensidade e as demais bandas Q aumentam de intensidade, em
especial das bandas proximas ao vermelho entre 600 e 650 nm, caracteristicas de
porfirinas (mono ou di)protonadas. Um conjunto de pontos isosbésticos bem definidos
em 338, 428, 508 e 532 nm é observado até HCI 0,2 mol L™ (Fig. 2.35). A partir de 0,3
mol Lt de HCI, esse conjunto de pontos isosbésticos comega a perder definicdo, em
especial na regido das bandas Q (Fig. 2.36), mas o comportamento é evidentemente
alterado ap6s 0,7 mol L~! de HCI (Fig. 2.37). Isto sugere que se trata de um sistema onde
coexistem pelo menos 3 cromdforos, 0 que pode estar associado aos equilibrios de
protonacéo descritos pelas equacdes (1) e (2).

[H2A38]3+ + H = [H3A35]4+ , PKas (@)
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[HsAsB]* + H* = [HsAB]*" |, pKas (2

|
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Figura 2.35 - Espectros UV-vis da HoMVanTriM-2PyP3* registrados em H,O (linha
verde), HCI 0,1 mol L e HCI 0,2 mol L™ (linha preta). A expansdo correspondente a

regido das bandas Q.

0,8 - — HC10,3 mol L!
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Figura 2.36 - Espectros UV-vis da HoMVanTriM-2PyP?* registrados em HCI 0,3 mol L-
L (linha azul), HC1 0,4 mol L™ (pontilhado vermelho), e HCI 0,5 mol L (linha vermelha)
e HCI 0,6 mol L (linha vermelha). A expansdo da esquerda corresponde a regido da

banda Soret e a expansao a direita a regido das bandas Q.
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0,7
— HCI 0,7 mol L
0,6 - HC1 0,8 mol L!
— HC10,9 mol L!
0,5 HCI 1 mol L!
=
E 0.4 0,2
é 03 0,15 :l Bandas Q
= 0,1 T T
02 0,05 %«: ,.: ,,_.
0
o1 | et 500 600 700
0 . .

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de Onda / nm

Figura 2.37 - Espectros UV-vis da HoMVanTriM-2PyP3* registrados em HCI 0,7 mol
L (linha azul), HCI 0,8 mol L (pontilhado vermelho), HCI 0,9 mol L™ (linha cinza) e

HCI 1 mol L™ (pontilhado laranja). A expansio correspondente a regido das bandas Q.

Uma estimativa rudimentar do valor de pKaz igual a aproximadamente 0,9 para a
H.MVanTriM-2-PyP3* foi calculada considerando-se os dados espectrofotométricos em
417 nm na faixa de concentragio de HCI de 0 a 0,6 mol L™, utilizando o método grafico
de Benesi-Hildebrand (APENDICE B) (BENESI; HILDEBRAND, 1949; RAMETTE,
1967). Destaca-se que este valor € de fato muito aproximado, uma vez que: i) pressupde
o isolamento parcial do equilibrio (1) frente ao equilibrio (2), visto que o método de
Benesi-Hildebrand apresenta desvios consideraveis quando ha mais de duas espécies
cromoforas contribuindo para o equilibrio; ii) foram registrados poucos espectros na
regido de interesse para o isolamento do equilibrio (1); iii) a forca iébnica do meio nédo foi
mantida constante ao longo da titulacdo; iv) nas situacBes onde h& sobreposicdo de
equilibrios, 0 uso de métodos computacionais para determinacdo simultanea das
constantes de equilibrio é indicado, por exemplo, com o programa SQUAD (LEGGETT
et al., 1983). Apesar de todas essas limitagOes, estes estudos iniciais representaram um
ponto de partida para avaliacio da acidez da H.MVanTriM-2PyP?",

Dados da literatura para a HoPhTriM-2-PyP3* (Fig. 2.6), um sistema [AsB]**
(onde A = 2-metilpiridinio, B= fenil), bastante semelhante estruturalmente com a
H.MVanTriM-2PyP%*, reportam um valor de pKas para esta porfirina [AsB]**
(H2PhTriM-2-PyP%*) da ordem de 0,53 (BATINIC-HABERLE et al., 1999), sendo
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consideravelmente maior do que aquele para a porfirina [As]* H.TM-2-PyP*", cujo pKas
é -0,9 (HAMBRIGHT, 1977). O valor negativo do pKas para a porfirina [As]** H,TM-2-
PyP** indica que esta permanece na forma de base-livre HoP* (ndo protonada) mesmo
em pH 0, sendo a porfirina mais acida reportada na literatura até 0 momento. Percebe-se,
assim, o impacto na densidade eletrénica dos nitrogénios pirrdlicos do anel porfirinico
causado pela substituicdo de um grupo eletorretirador 2-N-metilpiridinio por um grupo
fenila. No caso da H2MVanTriM-2-PyP3*, o valor estimado de pKas (0,9) sugere que esta
tenha propriedade 4cido-base reminiscente da porfirina [AsB]** equivalente H.PhTriM-
2-PyP3* (0,53); 0 pKas ligeiramente maior da HoMVanTriM-2-PyP3* (mais basica) em
relagdo & HoPhTriM-2-PyP3* é consistente com o carater mais eletrodoador do grupo O-
metilvanilina em relagdo ao grupo fenila. Considerando que os isdbmeros 3- e 4-N-
metilpiridilporfirinas do tipo [A4]**, H.TM-3-PyP* e H,TM-4-PyP*, séo
consideravelmente menos &cidos, com valores de pKaz iguaisa 1,8 e 1,4 (HAMBRIGHT,
1977), respectivamente, pode-se propor que as porfirinas catidnicas do tipo [AsB]**
preparadas neste trabalho, representadas pela Ho-MVanTriM-2-PyP®*, devam ter valores
de pKa proximos da HoPhTriM-2-PyP3* na série de acidez: H, TM-2-PyP** > H,PhTriM-
2-PyP3* > HoMVanTriM-2-PyP3* > H,TM-4-PyP** >H,TM-3-PyP*.
2.4.3 Obtencéo dos Complexos de Mn(l11) do tipo [MnA3B]**

A obtenc&o das MnPs do tipo [MnA3B]** deste trabalho foi investigada por duas
rotas, denominadas de Rota 1 e Rota 2. Ambas as rotas ja foram discutidas no Capitulo
1 (Secdo 1.2.3 e Fig. 1.9) para as 2-N-alquilpiridinioporfirinas.

A Rota 1 consistiu na metalacéo das porfirinas cationicas HVanTriM-2-PyP3*,
HMVanTriM-2-PyP** e HonHexVanTriM-2-PyP®* com cloreto de manganés(ll) (Rota
1A) ou acetato de manganés(ll) (Rota 1B), com o intuito de obter as MnPs do tipo
[MnA3sB]* MnVanTriM-2-PyP* MnMVanTriM-2-PyP*" e MnnHexVanTriM-2-PyP*
(Figs. 2.38 e 2.39).

A Rota 2 consistiu na metalacdo das porfirinas neutras HoMVanTri-2-PyP,
H2nPrVanTri-2-PyP e HonHexVanTri-2-PyP com acetato de manganés(ll) (Fig. 2.39) e
subsequente metilacdo do grupos 2-piridilas do complexos de Mn(I1l), MnMVanTri-2-
PyP*, MnnPrVanTri-2-PyP" e MnnHexVanTri-2-PyP*, com MeOTs, obtendo-se as
MnPs do tipo [MnA3B]* MnMVanTriM-2-PyP*, MnnPrVanTriM-2-PyP* e
MnnHexVanTriM-2-PyP**.
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A purificagdo das MnPs do tipo [MnAsB]*" ocorreu via metatese OTs/PFs/Cl,
de maneira bastante semelhante aos procedimentos descritos para as correspondentes

bases-livres catidnicas.

243.1Rotal

A metalacdo da H,VanTriM-2-PyP** foi feita com cloreto de manganés(ll) (Fig.
2.38) em meio aquoso (pH ~ 12) aer6bio, usando um método adaptado da literatura para
N-alquilpiridilporfirinas (BATINIC-HABERLE et al., 1998). As Mn(lll) 2-N-
piridininioporfirinas da literatura tais como a MnTM-2-PyP** e MnTE-2-PyP*" sdo
obtidas rapidamente (10-15 min) pela Rota 1A a temperatura ambiente (BATINIC-
HABERLE et al., 1998; 1999). J4 a metalacio quantitativa da H,VanTriM-2-PyP3* exigiu
aquecimento da solucdo a 70 °C por 45 min. Analises por CCD-SiO; utilizando
KNOz3(sat):H20:MeCN (1:1:8, v/v/v) como eluente indicaram o desaparecimento da
mancha fluorescente correspondente a base-livre ao passo do surgimento de uma nova
mancha ndo-fluorescente associada a Mn(l11)-porfirina. As condi¢gdes mais brandas de
metalagdo das 2-N-alquilpiridilporfirinas [A4]** podem ser justificaveis devido a elevada
acidez das bases-livres precursoras, como a H,TM-2-PyP*, que possui pKas = —0,9
(HAMBRIGHT, 1977) e pKaz = 10,97 (BATINIC-HABERLE et al., 1998), implicando
em consideravel desprotonagdo dos hidrogénios pirrolicos em pH 12 e favorecendo a

metalacao.

MnCl,

H,VanTriM-2-PyP3* MnVanTriM-2-PyP4*
Figura 2.38 — Esquema geral de sintese da MnVanTriM-2-PyP*" pela Rota 1A, através
da metalacéo da H,VanTriM-2-PyP** com MnCl; em meio aquoso basico aerdbio.

A metalagdo da HMVanTriM-2-PyP** e da H:nHexVanTriM-2-PyP3*
utilizando a mesma metodologia descrita acima para a H2VanTriM-2-PyP3* resultou nas
Mn-porfirinas MnMVanTriM-2-PyP* e MnnHexVanTriM-2-PyP** contendo tragos de
base-livre. Mesmo com as etapas de purificacdo via metatese, ndo foi possivel eliminar

0s resquicios de base-livre. Destaca-se que estes resquicios de base-livre estdo presentes
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em quantidades tdo pequenas que ndo sdo detectaveis por espectroscopia UV-vis, sendo
observadas apenas por CCD-SiO2, como manchas de dificil visualizacdo devido a baixa
intensidade. Uma estimativa visual muito conservadora desta contaminacgéo a partir das
analises por CCD-SiO; seria da ordem de < 1%. A atribuicdo da impureza a residuo de
porfirina base-livre (reagente) foi confirmada inequivocamente por CCD-SiO2 por
coeluicdo com uma base-livre de partida e pela fluorescéncia caracteristica da mancha
guando observada sob lampada de comprimento de onda longo ~365 nm. Mesmo
tentando fazer ajustes na temperatura para usar sistema aquoso em refluxo e/ou
aumentando de excesso do sal de manganés(I1), a metalacao seguiu ndo sendo quantitativa
em até 24h de tentativa de metalacéo.

Uma variacdo da Rota 1A, inspirada num dos métodos tradicionais de metalagdo
de porfirinas neutras, conhecido como “método do cloroféormio/metanol”
(WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994), resultou na Rota 1B, sendo mudado o solvente da
reacdo de metalacdo para refluxo em etanol (EtOH) e acetato de Mn(ll) como fonte do
metal (Fig. 2.39). No método do cloroférmio/metanol usa-se sal metalico na forma de
acetato, ao invés de cloreto, uma vez que 0 acetato auxilia na captura dos prétons
liberados pelo ligante porfirina durante a metalacdo, especialmente em porfirinas menos
acidas (WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994).

Mn(AcO),

H,MVanTriM-2-PyP3* MnMVanTriM-2-PyP4*

Figura 2.39 - Esquema geral de sintese da MnMVanTriM-2-PyP* pela rota 1B, através
da metalagdo da H.MVanTriM-2-PyP** com Mn(AcO)..

A troca de sistema aquoso (Rota 1A) por etanol (Rota 1B) tornou a metalagédo da
H.MVanTriM-2-PyP3* quantitativa apos 12 horas de refluxo. O tempo elevado de reagéo
se deve provavelmente a auséncia de base para auxiliar a desprotonacao dos nitrogénios
pirrdlicos da H,MVanTriM-2-PyP** e é reminiscente dos tempos de metalagéo
caracteristicos de porfirinas como a H.T-2-PyP (REBOUCAS; CARVALHO;
IDEMORI, 2002).
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Todas as MnPs tetracationicas foram purificadas por filtracdo simples para
eliminacdo dos produtos de hidrélise do sal de Mn(ll), seguida de precipitacfes via
metatese, conforme descrito para as porfirinas bases-livres catidnicas. Em qualquer das
Rotas 1A ou 1B, a insercdo de Mn no anel porfirinico é favorecida pela atmosfera aerobia.
Inicialmente o Mn(I1) € inserido no estado de oxidacdo +2, resultando na Mn(I1)-porfirina
e depois é rapidamente oxidado in situ a Mn(lll), resultando em uma metalacdo
irreversivel (BOUCHER, 1972). A obtencdo dos complexos Mn(lI11) p6de ser facilmente
monitorada por espectroscopia UV-vis, como exemplo a obten¢do da MnMVanTriM-2-
PyP*" (Fig. 2.40), devido a um deslocamento batocrémico caracteristico consideravel na
banda Soret (~42 nm; de 417 nm na base-livre para 459 nm na MnP) e uma redugdo no
numero de bandas Q, associada ao aumento de simetria local do macrociclo porfirinico
de D2n (base-livre) para Dan (metaloporfirina).

1
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0,5
0.4
0,3
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0

Absorvancia

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Comprimento de onda / nm
Figura 2.40 — Espectro UV-Vis representativo da H.MVanTriM-2-PyP** (pontilhado
preto) e MnMVanTriM-2-PyP** (linha verde) registrados em HO.

2.4.3.2 Rota 2

A metalagdo das porfirinas neutras HoMVanTri-2-PyP, HonPrVanTri-2-PyP e
HonHexVanTri-2-PyP foram feitas com acetato de manganés(ll) sob refluxo de
CHCI3/MeOH (1:1, v/v), adaptado da literatura (Fig. 2.41) (WIJESEKERA; DOLPHIN,
1994). Como comentado na secdo anterior, a inser¢cdo do Mn altera drasticamente o
espectro UV-vis das porfirinas e modifica os valores de Rr. A MnMVanTri-2-PyP* foi
purificada por coluna em alumina neutra utilizando CHCIl3:MeCN (1:1, v/v) como
eluente, com o objetivo de eliminar o acetato de manganés(l1) e acido acético (coproduto)
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do sistema. Apds a eluicdo de resquicios da base-livre correspondente, a MnMVanTri-2-
PyP* foi recolhida. A MnMVanTri-2-PyP* foi isolada na forma sal de cloreto por
precipitagdo com NaCl. Para eliminacao de possiveis tracos de NaCl do sistema, o sélido
foi dissolvido em CHCIl3:MeOH (10:1, v/v) e filtrado em Celite. A purificacdo da
MnnPrVanTri-2-PyP* e da MnnHexVanTri-2-PyP* ocorreu de maneira analoga a
MnMVanTri-2-PyP*, exceto que na coluna em alumina neutra utilizou-se CHCl3:MeCN
(4:1, v/iv) como eluente.

A MnMVanTriM-2-PyP*, MnnPrVanTriM-2-PyP* e MnnHexVanTriM-2-
PyP*" foram obtidas através da metilacdo dos grupos 2-piridila da MnMVanTri-2-PyP*,
MnnPrVanTri-2-PyP" e MnnHexVanTri-2-PyP* em DMF (Fig. 2.41).

Mn(AcO),.4H,0 =
CHCI3/MeOH
(refluxo)

X /{” 3
RO o RO o—
H,MVanTri-2-PyP, R = Me MnMVanTri-2-PyP*, R = Me MnMVanTriM-2-PyP%*, R = Me
HonPrVanTri-2-PyP, R = nPr MnnPrVanTri-2-PyP*, R = nPr MnnPrVanTriM-2-PyP%*, R = nPr
HynHexVanTri-2-PyP, R = nHex MnnHexVanTri-2-PyP*, R=nHex  MnnHexVanTriM-2-PyP**, R = nHex

Figura 2.41 - Esquema de sintese das MnPs do tipo [MnA3B]** pela Rota 2. a) DMF a
105 °C para a MnMVanTriM-2-PyP*" e MnnPrVanTriM-2-PyP* ou b) DMF a 70°C,
K.COs para a MnnHexVanTriM-2-PyP**,

A MnMVanTriM-2-PyP*" foi obtida via metilacdo dos grupos 2-piridila com
MeQOTs (relagcdo molar tosilato:MnP de 100:1) em DMF a 105 °C (Fig. 2.40-a) durante
40 min. Ela apresentou as mesmas caracteristicas espectroscépicas e de CCD-SiO; do
produto isolado utilizando a Rota 1.

As tentativas de se obter a MnnPrVanTriM-2-PyP* e MnnHexVanTriM-2-
PyP* nas mesmas condicGes usadas para a MnMVanTriM-2-PyP** foram infrutiferas:
durante o curso da N-alquilacdo, foi observada a desmetalagdo parcial das porfirinas,
aparecendo resquicios da H:nPrVanTriM-2-PyP3* e H.nHexVanTriM-2-PyP*, de
acordo com analises por CCD-SiO utilizando KNO3(sat):H20:MeCN (1:1:8, v/v/v) como
eluente. Especula-se que a presenca agua no meio reacional (provavelmente oriunda da
sintese do MeOTSs) possa levar a decomposi¢do térmica da DMF (em CO + HNMey), o
que pode gerar um sistema redutor na presenca de agua em DMF, j& foi documentado em

sistemas a base de Ru-porfirinas (REBOUCAS et al., 2008c), e que poderia reduzir as
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Mn(l11)-porfirinas ao correspondente complexo de Mn(ll). Aliado a isso, a hidrdlise do
MeOTs sob condigdes de aquecimento em DMF, poderia formar o acido p-
toluenosulfonico e gerar um meio de caréater acido capaz de desmetalar Mn(I1)-porfirinas.

Buscando-se contornar esse problema de desmetalacdo, optou-se pela adicdo de
K>COs ao sistema, bem como a reducdo da temperatura para 70°C (Fig. 2.40b), o que
poderia retardar a decomposicdo da DMF e hidrolise do MeOTs. Apo6s 20 horas, a
obtencdo da MnnHexVanTriM-2-PyP** foi completada sem haver perda de manganés
detectavel por UV-vis ou CCD-SiO>. A relacdo molar utilizada de MeOTs:MnP foi de
150:1. Devido a limitacGes de tempo, ndo se reinvestigou a metilagdo da MnnPrVanTri-
2-PyP™ utilizando este novo sistema a base de MeOTs/K.COs/DMF a 70 °C.

Andlises por espectroscopia UV-vis das MnPs do tipo [MnAsB]** MnVanTriM-
2-PyP* e MnRVanTriM-2-PyP* (R= Me, nPr, nHex) mostraram tendéncia de
propriedades espectroscopicas bastante semelhantes, corroborando o que foi observado
nas porfirinas precursoras. Os valores observados demonstraram que a substituicdo de um
grupo eletrorretirador 2-N-metilpiridinio da MnP de referéncia MnTM-2-PyP>* por um
grupo eletrodoador, como a vanilina ou O-alquilvanilina, resultou em deslocamento da
banda Soret para o vermelho (Tabela 2.9). As demais bandas das [MnAsB]*
apresentaram comportamento semelhante. Foi possivel observar uma banda adicional em
416 nm no espectro da MnnPrVanTriM-2-PyP**, que se aproxima bastante do valor da
banda Soret em 417 nm da base-livre catidnica, sugerindo que este complexo contém

residuo de porfirina base-livre. Todos os dados estdo compilados na Tabela 2.9.

Tabela 2.9 — Dados de UV-vis espectroscopicos registrados em H,O das MnPs cationicas

do tipo [MnA3sB]*" e [MA4]®* de relevancia para este trabalho.

Mn-porfirinas Omax /nm (log £ /L mol™ cm™)
MnVanTriM-2-PyP?* 369 (4,58), 459 (4,91), 559 (4,00), 773 (3,16)
MnMVanTriM-2-Pyp*+2 369 (4,40), 459 (4,79), 559 (3,82), 772 (3,15)

MnnPrVanTriM-2-Pyp** b 367 (0,45), 416", 459 (1,00), 559 (0,16)

MnnHexVanTriM-2-Pyp*+® 369 (0,45), 459 (1,00), 559 (0,12), 773 (0,015)

MnTM-2-Pyp>*ac 364 (4,64), 411(4,27), 453 (5,11), 499 (3,66), 556
(4,03), 782 (3,15)

aValor de € em L mol? cm™® Os coeficientes de absorgdo molar (¢) da MnnPrVanTriM-2-PyP* e

MnnHexVanTriM-2-PyP** ndo foram determinados, sendo reportadas as intensidades relativas a
intensidade da banda Soret) "A amostra da MnnPrVanTriM-2-PyP** possui resquicio de base-livre e a
banda em 416 nm pode ser correspondente a esta impureza. ¢ (BATINIC-HABERLE et al., 2002)
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2.4.3.3 Potenciais de redugdo Mn(II1)/Mn(Il) da MnVanTriM-2-PyP** e
MnMVanTriM-2-PyP**

Os valores dos potenciais de meia onda (E:;) correspondentes as reacdes de
oxirreducdo centrados no metal da MnVanTriM-2-PyP*" e da MnMVanTriM-2-PyP**
foram obtidos atraves de voltametria ciclica (Tabela 2.10). Os potenciais de reducéo
Mn'"/Mn"" (E»,) para a MnVanTriM-2-PyP** (109 mV vs NHE) e paraa MnMVanTriM-
2-PyP* (115 mV vs NHE) foram inferiores em 111 mV e 105 mV, respectivamente,
quando comparados ao potencial da MnTM-2-PyP>* (220 mV vs. NHE) (Tabela 2.11)
(voltamogramas no APENDICE C). Além disso, os potenciais da MnVanTriM-2-PyP**
e da MnMVanTriM-2-PyP*" sdo proximos aqueles da MnP do tipo [MnAsB]*
MnPhTriM-2-PyP** (108 mV vs. NHE) (BATINIC-HABERLE et al., 1999), devido a
diminuicdo do carater eletrorretirador no sistema [MnA3B]**. Os potenciais de reducio
da MnVanTriM-2-PyP* e da MnMVanTriM-2-PyP*" estdo localizados entre os da
MnTM-2-PyP*" (220 mV vs. NHE) e do seu ismero 3-N-metilpiridinio, MnTM-3-PyP>*
(+52 mV vs. NHE) (KOS et al., 2009b).

Tabela 2.10 — Potenciais de meia onda (E12) das MnPs de interesse medidos em tampéo
fosfato 0,05 moL L™ (pH 7,8).

Porfirinas Epc (MV) Epa (MV) Ewz(MmV)vs Ez (MV)vs
Ag/AgCI NHE
MnVanTriM-2-PypP* —96 -169 -133 109
MnMVanTriM-2-PyP** -94 -160 -127 115
MnTM-2-PyP>* 8 53 22 220

Destaca-se que a adi¢do de um grupo CHs na posi¢do p-OH da MnVanTriM-2-
PyP** para resultar no grupo p-OMe da MnMVanTriM-2-PyP*" foi acompanhada por um
aumento modesto (6 mV) do potencial de reducdo. Este fato corrobora a diminuicdo do
caréter eletrodoador do grupo O-metilvanilina da MnMVanTriM-2-PyP** em relagéo ao

grupo vanilina da MnVanTriM-2-PyP**.
2.4.3.4 Atividade SOD da MnVanTriM-2-PyP4* e MnMVanTriM-2-PyP**

Os valores das atividades SOD da MnVanTriM-2-PyP*" e da MnMVanTriM-2-
PyP*, representados por log Kca, foram determinados pelo método do citocromo ¢
(MCCORD; FRIDOVICH, 1969). A MnTE-2-PyP®* (Fig. 2.2) foi utilizada como padrao.

O teste do urato foi realizado para verificar se o sistema X/XO estava gerando O™ de
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maneira adequada. Ele consistiu na determinagdo da taxa de conversdo de xantina em
urato, acompanhado em 220 nm. Uma vez verificada que a formacdo de urato estava
ocorrendo na velocidade adequada, foram feitos testes de adigédo das MnPs ao meio, para
verificar que as [MnAsB]** ndo inibem a XO e consequentemente producgdo de O, . Esse
teste também foi acompanhado pela conversao de xantina em urato (220 nm). Ambas as
Mn-porfirinas MnVanTriM-2-PyP* e MnMVanTriM-2-PyP*" ndo interferiram na
producéo de O2". A adicdo de EDTA ao sistema néo alterou de maneira significativa a
acdo de todas as MnPs utilizadas no teste.

Os valores de log keat da MnVanTriM-2-PyP* e MnMVanTriM-2-PyP**, bem
como os valores de potencial de reducéo centrado no ion metalico Mn"'/Mn'"" (Es,, mV vs
NHE) e valores de Rt estdo compilados na Tabela 2.11. Os dados deste trabalho foram

comparados com aqueles de algumas N-alquilpiridinioporfirinas de Mn(l11) da literatura.

Tabela 2.11 - Valores de E», (Mn''/Mn'"), atividade SOD e R para diferentes complexos
de Mn(I11) derivados das N-aquilpiridilporfirinas.

Mn-porfirina log Kcat Ew°
(mV vs NHE)

MnVanTriM-2-PyP* 6,24  +115mV°®
MnMVanTriM-2-PyP* 6,27 +109 mV°¢
MnTM-3-PyP>* 6,612  + 52m\V@
MnTE-3-PyP°* 6,658  + 54mV?
MnTM-2-PyP** 7,79°  +220 mVP
MnTE-2-PyP5* 7,76° +228 m\P

aKOS et al., 2009a ® BATINIC-HABERLE et al., 2002, ¢ Dados obtidos em 0,05 mol L™ de tampé&o fosfato
(pH =7,8), 0,1 mol L de NaCl, 5 x 10* mol L' de Mn-porfirina

Os valores de log ket indicam que a MnVanTriM-2-PyP*(log Kkeat 6,24) € a
MnMVanTriM-2-PyP** (log ket 6,27) possuem atividade SOD intrinseca inferior as 2-
N-alquilpiridinioporfirinas de Mn(l1l) (log Kcar 7,48-7,79) (Tabela 2.11). Isso ja era
esperado e ocorreu devido a diminuicdo do da carga global do composto (efeito
eletrostatico) e do carater eletrorretirador no sistema [MnAsB]** (REBOUCAS et al.,
2008d), em virtude da troca de um grupo 2-N-alquilpiridinio catiébnico por um grupo
neutro vanilina ou O-metilvanilina. Outro fator de importancia para a menor atividade
SOD é a diminuicdo do Ex, mV vs NHE, que torna a MnVanTriM-2-PyP*" e a
MnMVanTriM-2-PyP*" mais distantes do potencial ideal apresentado pela enzima SOD
(~300 mV).
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A MnVanTriM-2-PyP* e a MnMVanTriM-2-PyP*" possuem atividades SOD
proximas das 3-N-alquilpiridinioporfirinas de Mn(111) (log Kcat ~ 6,6) (Tabela 2.11); os
valores ligeiramente menores para os complexos tetracationicos do tipo [MnAsB]*
(frente as Mn-porfirinas pentacatiénicas do tipo [MnA4]®* derivadas das 3-N-
alquilpiridinioporfirinas) séo provavelmente resultados da menor facilitacdo eletrostatica
associada a menor carga global dos compostos (REBOUCAS et al., 2008b). As 3-N-
alquilpiridinioporfirinas de Mn(lll) possuem valores de Ew, na faixa de 50-55 mV vs

NHE, o que também contribuiu para tornar os valores de log Kcat proximos.

2.4.3.5 Estimativa da lipofilia das MnPs do tipo [MnA3sB]**

A medida do Rf & um parametro de lipofilia importante nos sistemas das N-
alquilpiridinioporfirinas de Mn(lI11). Foi observada uma relacdo linear entre o valor de R¢
e o coeficiente de particdo octanol/agua (log Pow). Sendo assim, a medida do R¢ € um
recurso muito importante, quando ndo se pode determinar o logPo.w diretamente. A
determinacéo direta da lipofilia desses sistemas consiste na determinagdo do coeficiente
de particdo n-butanol/agua (log Pow), que pode ser convertido a logPow (BATINIC-
HABERLE et al., 2002; KOS et al., 2009a; SPASOJEVIC et al., 2011).

As tentativas de se determinar o valor de logPow da MnVanTriM-2-PyP*" e da
MnMVanTriM-2-PyP** a partir da medida de log Pyw ndo foram efetivas, pois estas MnPs
ndo sdo lipofilicas o suficiente para particionarem no n-butanol em uma concentragdo
minimamente detectavel por UV-vis. A partir da determinacdo dos valores de R
cromatograficos, os valores de logPow da MnVanTriM-2-PyP*" e da MnMVanTriM-2-
PyP* foram estimados utilizando uma equagdo determinada para as 2-N-
alquilpiridinioporfirinas da literatura (log Pow = 12,18 x Rf — 7,43) (KOS et al., 2009a)
(Tabela 2.12). Os valores estimados de logPow = —5,8 para a MnVanTriM-2-PyP** e a
MnMVanTriM-2-PyP*" indicaram que essas MnPs possuem lipofilia maior do que a
MnPyTriM-2-PyP* (proposta inicial de desenho: segdo 2.1.2; modelo A-T), e cerca de
2 ordens de magnitude maior do que a porfirina de referéncia MnTM-2-PyP** (Tabela
2.12). Além disso, os resultados para a MnVanTriM-2-PyP*" e a MnMVanTriM-2-PyP**
indicam que essas MnPs possuem lipofilia intermediaria entre a MnTnPr-2-PyP°* e a
MnTnBu-2-PyP®*, que sdo 2-N-alquilpiridinioporfirinas tetraalquiladas do tipo [MnA4]°>*
com os grupos n-propila e n-butila, respectivamente.

Os dados de CCD-SiO; da MnnPrVanTriM-2-PyP* (Rf 0,42) e da
MnnHexVanTriM-2-PyP* (R¢ 0,58) sugeriram que elas possuem lipofilia
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consideravelmente maiores que as MnPs do tipo [MnA4]°* tetra-n-propilada MnTnPr-2-
PyP** (R 0,11) e tetra-n-hexilada MnTnHex-2-PyP** (Rr 0,38). A MnnPrVanTriM-2-
PyP** possui valor de Rf comparavel com a MnTnBuOE-2-PyP** (Fig. 2.2) (R¢0,42), que
é uma representante da classe das 2-N-piridinioporfirina de Mn(111) com estudos clinicos
em fase Il (BATINIC-HABERLE et al., 2021). A MnnHexVanTriM-2-PyP** parece ser
consideravelmente mais lipofilica do que as MnPs agentes terapéuticos redox-ativos que
estdo na fase clinica MNTE-2-PyP>* e MnTnBUuOE-2-PyP** (Tabela 2.12).

Tabela 2.12 - Dados comparativos dos valores de Rf de CCD-SiO2 em

KNO3(satyH20/MeCN (1:1:8, v/v/v) das MnPs deste trabalho com a literatura.
Mn-porfirinas Rt log Pow
MnVanTriM-2-PyP** 0,13 -5,8¢
MnMVanTriM-2-PyP* 0,13 -5,8¢
MnnPrVanTriM-2-PyP* 0,42 —2,34
MnnHexVanTriM-2-PyP** 0,58 —0,4¢
MnPyTriM-2-PyP** 0,062 6,74
MnTnPr-2-PyP°* 0,11° —6,1°
MnTnBu-2-PyP%* 0,19° -5,1°
MnTnHex-2-PyP%* 0,38° -2,8"
MnTnBuOE-2-PyP®* 0,42°¢ -4,1°
MnTE-3-PyP** 0,10° —5.9°

& Estimado a partir do valor comparativo de CCD-SiO, usando a MnTM-2-PyP5* como referéncia

(0,03x2,1) (REBOUCAS et al., 2008d), b (KOSetal., 2009a), ¢ (RAJIC etal., 2012), d Calculado
a partir da relacdo log Pow = 12,18 x Rt — 7,43 (KOS et al., 2009a)

Com base nos valores de Rt (Tabela 2.12) e comparagdo com os sistemas a base
de Mn-porfirinas do tipo [MnA4]** correlatas (KOS et al., 2009a), especula-se que seja
possivel medir o log Pow da MnnPrVanTriM-2-PyP*" e MnnHexVanTriM-2-PyP* para
conversdo ao log Pow; devido a limitacGes de tempo, esta hipotese ndo foi testada.

Os protdtipos MnVanTriM-2-PyP*" e a MnMVanTriM-2-PyP*" com atividade
SOD determinada possuem valores de R¢ proximos a MnTE-3-PyP** (R¢ 0,10), uma
representante das Mn(l11) 3-N-alquilpiridinioporfirinas. Cada representante das Mn(lll)
3-N-alquilpiridinioporfirinas é mais lipofilico do que o correspodente isdbmero das
Mn(I11) 2-N-alquilpiridinioporfirinas, o que fez com que a eficiéncia in vivo de ambos 0s
sistemas fosse equiparavel (KOS et al., 2009b). Como a MnVanTriM-2-PyP*" e a
MnMVanTriM-2-PyP* possuem valores de Ry altos em relagdo aos sistemas
tetrametilado (MnTM-2-PyP>*; MnTM-3-PyP>*) e tetraetilado (MnTE-2-PyP>*; MnTE-
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3-PyP") (Tabela 2.12) das N-alquilpiridinioporfirinas, espera-se que a caracteristica
mais lipofilica resulte em MnPs de boa biodisponibilidade em modelos in vivo.

2.5 Conclusoes

Os trabalhos realizados desenvolveram a sintese de uma nova classe de porfirinas
do tipo AsB HzVanTri-2-PyP ou H2RVanTri-2-PyP (R= Me, nPr, iBu, nBu, nHex,
nNon, CyE). A purificagdo destas porfirinas foi possivel através da combinacdo de
técnicas como extracdo sélido-liquido, precipitacao seletiva de impurezas e cromatografia
em coluna. As porfirinas foram caracterizadas por CCD-SiO,, UV-vis e RMN de *H.

A N-alquilagdo da HzVanTri-2-PyP ou da H.RVanTri-2-PyP (R = Me, nBu,
nHex) com MeOTs gerou os derivados cationicos H.RVanTriM-2-PyP3*. A metodologia
de sintese e purificagdo das H.RVanTriM-2-PyP** foi semelhante as N-
alquilpiridinioporfirinas de referéncia. Elas foram caracterizadas por CCD-SiO2, UV-vis
e RMN de *H.

A obtengdo da MnVanTriM-2-PyP*" envolveu a complexagdo com MnCl, em
meio aquoso, sob aquecimento. A MnMVanTriM-2-PyP*" foi obtida quantitativamente
por duas rotas (1 e 2). A rota 1 envolveu a alquilacdo da H.MVanTri-2-PyP com
MeOTs, obtencéo do intermediario H-MVanTriM-2-PyP3" e metalagdo com Mn(AcO)
em meio etanolico. A rota 2 envolveu metalacdo da H.MVanTri-2-PyP, obten¢do do
intermediario MnMVanTri-2-PyPCl e alquilacdo do intermediario com MeOTs em DMF
a 105 °C. A MnnHexVanTriM-2-PyP** obtida pela rota 2, exceto que a alquilagio com
MeOTs em DMF a 70 °C na presenca de K>COz. Todas as rotas podem exploradas para
a obtencéo da nova classe de MnPs do tipo [MnA3B]**.

Os dados obtidos das [MnAsB]** sugerem que essa nova classe pode possuir
candidatos a novos agentes terapéuticos redox-ativos. Os prototipos iniciais MnVanTriM-
2-PyP*" e a MnMVanTriM-2-PyP*" exibiram atividade SOD inferior em uma ordem de
grandeza das 2-N-alquilpiridinioporfirinas de Mn(lll). No entanto, a lipofilia das duas
[MnA3B]* é consideravelmente maior do que as porfirinas MnTM-2-PyP°* e MnTE-2-
PyP>*. A menor atividade SOD, assim como ocorreu com as 3-N-alquilpiridinioporfirinas
de Mn(lll), pode ser compensada in vivo pela lipofilia e possivel melhor
biodisponibilidade. Dados cromatograficos preliminares de representantes [MnA3B]**
mais lipofilicos sugerem que a MnnPrVanTriM-2-PyP* possui lipofilia comparavel com
a MnTnHex-2-PyP>* e MnTnBuOE-2-PyP*". A MnnHexVanTriM-2-PyP*" é mais

lipofilica do que as mesmas MnPs.
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3 Zn(ll)-porfirinas cati6nicas

do tipo [ZnA4]* e [ZnA3sB]**

(A = 2-N-alquilpiridinio; B =
O-metilvanilina) como candidatas a
fotossensibilizadores para inativacao

fotodinamica de Leishmanias?
3.1 Introduc&o?

3.1.1 Inativagdo fotodinamica antimicrobiana (aPDI, do inglés “antimicrobial

photodynamic inactivation”)

A multirresisténcia microbiana as terapias farmacologicas tradicionais se
configura hoje como um problema global crescente do século XXI, pois o ritmo de
desenvolvimento de novos farmacos diminuiu consideravelmente (ALANIS, 2005). Em
contraponto, o uso indiscriminado dos farmacos disponiveis aumentou em ritmo
notavelmente desproporcional (BROWN; WRIGHT, 2016; KHAMENEH et al., 2016).
O uso indiscriminado da terapia antimicrobiana constitui um dos fatores responsaveis
pelo surgimento de micro-organismos multirresistentes (WALSH; WENCEWICZ,
2014). A longa lista de cepas de micro-organismos resistentes a diversos farmacos
incluem bactérias, como Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, dentre outras (WILLYARD, 2017); fungos,
como Candida auris e Lomentospora prolificans (RODRIGUES et al., 2016); e parasitas,
como Plasmodium falciparum (THU et al., 2017).

Os antimicrobianos convencionais se utilizam de alvos especificos, como
enzimas, DNA, parede celular etc. A acdo em apenas um alvo contribuiu para o

desenvolvendo de mecanismos de defesa microbianos cada vez mais eficientes (BLAIR

! Parte dos dados apresentados neste Capitulo foram publicados:

(i) T.H.S. Souza, C.G. Andrade, F.V. Cabral, J.F. Sarmento-Neto, J.S. Rebougas, B.S. Santos,
M.S. Ribeiro, R.C.B.Q. Figueiredo, A. Fontes, Efficient photodynamic inactivation of
Leishmania parasites mediated by lipophilic water-soluble Zn(Il) porphyrin ZnTnHex-2-
PyP**, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects, 2021, 1865(7), 129897,
https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2021.129897.

(i) C. G. Andrade, R.C.B.Q. Figueiredo, K.R.C. Ribeiro, L.1.O. Souza, J.F. Sarmento-Neto, J.S.
Rebougcas, B.S. Santos, M.S. Ribeiro, L.B. Carvalho Jr., A. Fontes, Photodynamic effect of
zinc porphyrin on the promastigote and amastigote forms of Leishmania braziliensis,
Photochemical & Photobiological Sciences, 2018, 17, 482-490,
https://doi.org/10.1039/C7PP00458C.

2 Parte da introdugdo deste Capitulo compde um artigo de Revisdo aceito (no prelo): T.H.S. Souza, J.F.
Sarmento-Neto, S.O. Souza, B.L. Raposo, B.P. Silva, C.P.F. Borges, B.S. Santos, P.E. Cabral Filho, J.S.
Reboucas, A. Fontes, Advances on Antimicrobial Photodynamic Inactivation Mediated by Zn(ll)
Porphyrins, Journal of Photochemistry & Photobiology, C: Photochemistry Reviews, 2021, 49, 100454,
https://doi.org/10.1016/j.jphotochemrev.2021.100454.
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et al. 2015). Uma das estratégias mais promissoras para se combater a resisténcia
microbiana consiste em atingir simultaneamente varios alvos vitais dos micro-organismos
(BROOKS, 2014). Essa estratégia pode minimizar o desenvolvimento de mutacGes
génicas de resisténcia dos micro-organismos que anulam o efeito do farmaco (BROWN;
WRIGHT, 2016; RODRIGUES et al., 2016).

A inativacdo fotodinamica antimicrobiana (aPDI) de agentes patogénicos aparece
como uma alternativa a resisténcia microbiana. Os principios basicos e mecanismos da
aPDI sdo muito semelhantes aos da terapia fotodinamica (PDT) (HAMBLIN, 2016). O
fundamento de ambas envolve o fotossensibilizador (FS), que é ativado por meio do uso
de luz em um comprimento de onda apropriado. O FS ativado pode gerar espécies reativas
que resultam em processos de destruicdo oxidativa do micro-organismo alvo em poucos
minutos. As espécies reativas geradas pela reacdo do FS com o Oz ndo tém alvos
biomoleculares especificos, sendo pouco seletivas, o que reduz a probabilidade de a célula
desenvolver mutacOes especificas para contornar a acdo de destruicdo celular
(HENDERSON; DOUGHERTY, 1992; AGOSTINIS et al., 2011). O colapso celular
pode ocorrer pela mistura dos diferentes tipos de morte celular: os danos na mitocondria
podem levar a apoptose, a perda de integridade da membrana plasmatica pode induzir
necrose e 0s danos nos lisossomos ou no reticulo endoplasmatico podem provocar
autofagia (KWIATKOWSKI et al., 2018).

Embora a PDT tenha sido inicialmente proposta para tratamento de cancer, as
aplicacdes mais bem-sucedidas sdo ndo-oncologicas. Destacam-se algumas aplicacdes
clinicas atuais, tais como: o tratamento para degeneracdo macular relacionada a idade (N.
M. BRESSLER; S. B. BRESSLER, 2000), psoriase (BOEHNCKE; ELSHORST-
SCHMIDT; KAUFMANN, 2000), artrite (TRAUNER; HASAN, 1996), es6fago de
Barrett (BARR, 2000), aterosclerose (ROCKSON et al., 2000) e reestenose (JENKINS et
al., 1999). As aplicacGes da aPDI sdo excelentes para tratamentos dermatoldgicos,
incluindo processos infecciosos superficiais e de cicatrizacdo (SPERANDIO et al., 2010),
e tratamentos odontoldgicos, como, por exemplo, placa dentéria (SANTIN et al., 2014) e
herpes labialis (LA SELVA et al., 2020). Os FSs que mais se destacam possuem como
base um nucleo macrociclico, como as porfirinas, clorinas, bacterioclorinas, ftalocianinas
e texafirinas (DOLMANS; FUKUMURA,; JAIN, 2003).
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3.1.2 Processos fotodinamicos mediados pelo fotossensibilizador

Os processos fotodindmicos pelos quais o FS participa envolvem tanto

transferéncia de elétrons quanto transferéncia de energia ndo-radiativa. Os processos se

iniciam com absor¢cdo de um foton e excitacdo do FS, podendo evoluir até reacdes

envolvendo o dioxigénio (O2). Esses fendomenos sdo descritos no diagrama de Jabtonski
(Fig. 3.1):

1.

Durante o processo de excitacdo do FS no estado fundamental (So), ocorre a
promoc¢do de um elétron para um orbital de maior energia, resultando em um
estado singleto excitado (Si). A promogdo do elétron também pode ocorrer
diretamente do So para um segundo (S2), terceiro (Sz) ou outros estados singleto
excitados.

O elétron, presente em um dos estados singletos excitados, pode sofrer uma
conversdo interna (processo ndo-radiativo), voltando ao estado fundamental; ou
Decair rapidamente e emitir um foton, no processo radiativo conhecido como
fluorescéncia; ou

Passar pelo processo de cruzamento intersistema, onde ocorre a mudanca de spin,
resultando no estado tripleto (TFS*), de maior tempo de vida (FOOTE, 1991;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; WAINWRIGHT, 2008).

Estados singletos excitados

T_ Tipo I: transferéncia de elétrons

B —— -
] ! . @ Lipideos de DNA

membrana

i Conversio °
- + Interna Aminoacidos
S1 Y Estado tripleto excitado
T v S
Cp, .|
_l rllzalh S
Is¢,

. [
L_

Absor¢ao
Conversao Interna
Fluorescéncia

Figura 3.1 — Adaptacdo do diagrama de Jablonski para um FS, com os mecanismos

fotodindmicos que podem ser desencadeados (Adaptado de BAYONA et al., 2016).

O TFS* pode decair mais lentamente de maneira radiativa, em um processo

conhecido como fosforescéncia, ou reagir com O, cujo estado fundamental é tripleto

(302).

A reacdo com O, pode ocorrer de duas principais maneiras: reagdes do Tipo |
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(transferéncia de elétrons) ou do Tipo Il (transferéncia de energia). Reacdes essas que
podem ocorrer simultaneamente (FOOTE, 1991; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999;
WAINWRIGHT, 2008).

Nas reacOes do Tipo I, o FS é reduzido por algum agente redutor e transfere o
elétron para o O2, gerando o anion radical superoxido (O2™), que é uma das ERO. Uma
vez formado o O, essa espécie pode inativar enzimas diretamente, sofrer
autodismutacgédo ou ser desproporcionada pelas enzimas SOD (como um mecanismo de
defesa dos micro-organismos) a peréxido de hidrogénio (H202) e O2. Uma vez o H20;
acumulado, por sua vez, pode oxidar biomoléculas relevantes para a célula, participar de
processo de peroxidacdo, ou ser dismutado em H>O e O pela enzima catalase (outro
mecanismo de defesa). Se o H20O. for submetido & quebra homolitica via reacdo de
Fenton, é gerado o radical hidroxila ("OH), o qual reage rapidamente, em velocidades
difusionais, com qualgquer componente celular, como lipideos de membrana e proteinas,
sem que haja qualquer mecanismo de defesa (FOOTE, 1991; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999; WAINWRIGHT, 2008).

A reacdes do Tipo Il sdo caracterizadas pela transferéncia de energia do "FS* no
estado tripleto excitado diretamente para o 0., produzindo o oxigénio singleto (*O2).
Devido ao seu curto tempo de vida, o local de a¢do do 1O; é restrito ao local de acimulo
de FS dentro da célula, reagindo rapidamente com qualquer substrato diamagnético
proximo da célula-alvo, como lipideos de membrana, proteinas e DNA. Acredita-se que
o 1O, seja a espécie predominante nos processos de PDT e aPDI (FOOTE, 1991;
DAVIES, 2004).

As reacdes do Tipo I e do Tipo Il podem ocorrer simultaneamente, e a distribuigédo
entre esses processos depende, por exemplo, (i) do tipo de FS utilizado e (ii) das
concentracbes de substrato (biomoléculas) e oxigénio molecular (CASTANO;
DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; HAMBLIN, 2016; KWIATKOWSKI et al., 2018). O
azul de metileno ou o azul de toluidina sdo predominantemente FSs do Tipo | (TARDIVO
et al, 2005), enquanto que porfirinas e derivados sdo mais do Tipo Il (TAVARES et al.,
2011). Isso significa que ambos os mecanismos (Tipo | e Tipo IlI) podem ocorrer
simultaneamente durante o processo fotodinamico, mas geralmente um deles é o
predominante (AGOSTINIS et al., 2011). Apesar disso, existem FSs, como a
perinaftenona, que séo exclusivamente do Tipo Il (NONELL; GONZALEZ; TRULL,
1993; CIEPLIK et al., 2013).
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3.1.3 Fotossensibilizadores a base de porfirinas

As porfirinas e seus derivados contendo metais sdo compostos tetrapirrolicos
avaliados como fotossensibilizadores em varios estudos, a maioria relacionados a
destruicdo de celulas de cancer (BROEKGAARDEN et al., 2015). As porfirinas possuem
propriedades fotofisicas apropriadas para processos fotodinamicos, tais como: longo "FS”
e alto rendimento quantico na geragio de ROS (BENOV, L.; CRAIK; BATINIC-
HABERLE, 2011). AlteragOes estruturais no macrociclo podem ser realizadas com o
objetivo de modular o carater lipofilico ou idnico da porfirina (ALVES et al., 2015;
ALENEZI et al., 2017), trazer maior seletividade de captacéo pelo tecido alvo (PAVANI;
IAMAMOTO; BAPTISTA, 2012; ALVES et al., 2015) e facilitar a excre¢do do FS do
organismo  poés-tratamento  fotodindmico, minimizando os efeitos colaterais
(FURUKAWA et al., 2003; LUSTIG et al., 2003; ALLISON et al., 2004).

O primeiro FS a base de porfirina aprovado para uso clinico na década de 90 foi a
Fotofrina (Fig. 3.2), um polimero semissintético derivado do composto de origem natural
hematoporfirina (PANDEY 1990; DOLMANS; FUKUMURA,; JAIN, 2003 et al., 2003).
A Fotofrina é utilizada em paises como EUA, Japdo, Canada e Rdssia para o tratamento
PDT de brénquios (DOLMANS; FUKUMURA,; JAIN, 2003), cancer de esdfago
(YOSHIDA et al., 1995), carcinoma de celulas escamosas da cabeca (STYLLI et al.,
2004) e pescogo (BIEL, 1998), tumores intratoracicos (DOLMANS; FUKUMURA,;
JAIN, 2003) e intraperitoneais (DELANEY et al., 1993). Apesar disso, a Fotofrina
apresenta algumas limitages, tais como alto peso molecular, alto carater aniénico e baixa
fotoestabilidade. Ela possui atividade contra as bactérias Gram positivas com
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis, Propionobacter acne,
dentre outras (MALIK et al., 1990).

Porfirinas sintéticas derivadas de meso-tetrafenilporfirinas surgiram como uma
segunda geracao de FSs para suprir algumas das limitacGes da Fotofrina e analogos de
primeira geracdo. As propriedades desses FS de segunda geracdo sdo geralmente
otimizadas pela introducao de grupos aceptores de elétrons préximos ao macrociclo da
porfirina, facilitando o cruzamento intersistema, aumentando o "FS* (PAVANI et al.,
2009) e a producdo de 'O, e EROS (KALYANASUNDARAM, 1984; REDDI et al.,
2002). Alguns desses compostos a base de porfirina incluem moléculas neutras (por
exemplo, hidroxifenilporfirinas), aniénicas (por exemplo, derivados da hematoporfirina)
e catidnicas (por exemplo, N-alquilpiridinioporfirinas e N,N,N-alquilanilinioporfirinas)
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(BOYLE; DOLPHIN, 1996; MODY, 2000; PANDEY, 2000). Conjugados de porfirinas
com carboidratos (MAKKY et al., 2012) e peptideos (SIBRIAN-VAZQUEZ et al., 2008)
também vém sendo estudados como parte de uma terceira geracdo de FSs. As porfirinas
naturais e sintéticas tém sido usadas em doencas dermatoldgicas infecciosas, como
ceratose actinica hipertrofica (SILVA et al., 2010), candidiase, acne vulgaris e feridas
superficiais (WAN; LIN, 2014).

A influéncia da carga, tamanho, forma, acessibilidade e orientacdo espacial do FS
afetam as propriedades fotofisicas, bem como a absorcéo e distribuicdo celular. Em geral,
a superficie das células € carregada negativamente, o que implicaria em uma maior
captacdo celular de FSs cationicos (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004).
Embora ainda nédo totalmente compreendido, o mecanismo de interacdo do FS com
barreiras celulares externas e captagdo parece ocorrer por meio de uma combinacgdo de
atracdo eletrostatica e interacGes hidrofobicas (BOYLE; DOLPHIN, 1996; ALVES et al.,
2015).

As porfirinas catibnicas, como a meso-tetraquis(N-metilpiridinio-4-il)porfirina
(H2TM-4-PyP*) e a meso-tetraquis(N,N,N-trimetilanilinio-4-il)porfirina
(H2TriMAPP*") apresentaram um espectro de atuagido mais amplo do que a porfirina
aniénica meso-tetraquis(4-sulfonatofenil)porfirina (H.TPPSs*) (Fig. 3.2). Ambas as
porfirinas tetracatiénicas H.TM-4-PyP* e H,TriMAPP*" inibiram o crescimento tanto
de bactérias Gram-positivas quanto de Gram-negativas, enquanto que a porfirinas
anionica H,TPPS4* inibiu apenas as Gram-positivas (MERCHAT et al., 1996a). A
explicacdo para essa diferenca de atividade pode estar na composicdo da parede celular
de cada tipo de bactéria. As bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana externa
constituida por uma camada de lipopolissacarideos (LPS), que resulta em uma superficie
com caracteristica fortemente ani6nica, favorecendo da repulsdo eletrostatica dos
fotossensibilizadores aniénicos (SILHAVY; KAHNE; WALKER, 2010; VOLLMER;
SELIGMAN, 2010). Apesar disso, existem alternativas para se utilizar FSs aniénicos
contra bactérias Gram-negativas, como, por exemplo administrar o FS anibnico
juntamente com polimixina B (NITZAN et al., 1992).

Aliado as cargas, o controle da lipofilia do FS melhora sua a interacdo e a captacéo
celular (PLAETZER et al., 2009). Utilizando-se H, TM-4-PyP** (Fig. 3.2) e seu isomero
meta H,TM-3-PyP*" (Fig. 3.2) como modelos, foi observado que a modulagéo da lipofilia
através da troca de alguns grupos N-metilpiridinio (catiénicos) por grupos fenila

(neutros), reduzindo a carga global da porfirina resultante, melhora a interacdo com
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lipossomas e com membrana mitocondrial simulada e aumenta a eficiéncia fotodindmica
em eritrécitos. As porfirinas cis-dicationicas H.DiPhDiM-X-PyP?* (X = 3, 4; Fig. 3.2) se
destacaram pela combinacdo de interacBes hidrofilicas dos dois grupos X-N-
metilpiridinio (X= 3 e 4) e hidrofébicas pelos dois grupos fenila (ENGELMANN et al.,
2007). Apesar disso, o grau de lipofilia por si s6 ndo € garantia de alta captacéo celular.
Em células de fibrossarcoma (células HT-1080), foi observado que a captacdo do FS
aumenta com o tamanho da cadeia alquil em H,TR-4-PyP* (R = CHs, n-CgsHis, n-
C14H29). Porém, o representante da porfirina com R = n-CxHss apresentou queda em
relacdo ao R = n-Ci4Ha2; a agregagdo em solucdo e o tamanho das cadeias alquilicas

podem ser um fator importante para esses resultados (RICCHELI et al., 2005).

Na0,C O,Na R N { =
’ N
n
- - R = Me /] © —
Fotofrina (n=1to 9) —® H,TPPS*, R= %O AB=i—{ "
HyTR-4-PyP*, R=i— NRL R=pcy, H,DiPhDIM-4-PyP?*,
= ey Ve
- e c.D=}
R = n-CqyH . N D=\ 4/
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Figura 3.2 - Porfirinas que se destacaram como FSs em PDT e aPDI.

Para aPDI de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, a substituicdo dos
grupos catiénicos 4-N-metilpiridinio da H2TM-4-PyP*" por um ou dois grupos fenilas
reduziu a carga total dos compostos resultantes para +3 ou +2. Os FSs do tipo cis-[A2B2]*
resultantes H,DiPhDiM-X-PyP?* (X = 3 ou 4; Fig. 3.2) foram mais eficazes do que a
H,TM-4-PyP* em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (MERCHAT et al.,
1996b). Substituicdo semelhante levou a uma porfirina tricationica do tipo [AsB]**
contendo trés grupos 4-N-metilpiridinio e um grupo meso-pentafluorofenil
(H2PFPhTriM-4-PyP%"; Fig. 3.2) com melhor atividade que a HoTM-4-PyP* (ALVES
etal., 2015).

FSs baseados em meso-porfirinas do tipo trans-A2B> se mostraram muito potentes
contra Staphylococcus aureus sensivel e S. aureus resistente a meticilina (MRSA) e E.
coli. O desenho dessas porfirinas consiste em duas cargas positivas provindas dos grupos
meta ou para (3-N,N,N-trimetilamdniopropoxi)fenil, resultando no compostos XF70 e
XF73, respectivamente (Fig. 3.2). As cadeias de n-propila d&o flexibilidade
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conformacional para as porcdes carregadas positivamente e facilitam as interacOes

hidrofdbicas com os componentes da parede celular bacteriana (MAISCH et al., 2009).

3.1.4 Fotossensibilizadores a base de Zn(ll)-porfirinas

Porfirinas bases-livres de diversas classes tém sido tradicionalmente investigadas
como fotossensibilizadores. Dentre as metaloporfirinas, as Zn(ll)-porfirinas (ZnPs) tém
tém recebido grande atencdo mais recentemente (SOUZA et al., 2021) ao apresentarem
potencial de serem FSs ainda mais eficazes do que suas respectivas bases-livres. A
insercdo do Zn(Il) na estrutura das porfirinas aumenta a estabilidade quimica, a interacdo
com as membranas e outros componentes celulares (PAVANI; IAMAMOTO,;
BAPTISTA, 2012) e promove um longo estado tripleto  (TFS*)
(KALYANASUNDARAN, 1984), levando a um maior rendimento quantico de oxigénio
singleto (®'02) (PAVANI et al., 2009; MARYDASAN; NAIR; RAMAIAH, 2013).

Como mencionado na Secéo 3.1.2., 0s mecanismos de fotossensibilizacdo do Tipo
I e Tipo Il (Fig. 3.1) podem ocorrer simultaneamente, e isso ndo é diferente para os FSs
baseados em ZnPs. As contribuicGes relativas de cada processo dependem do tipo de FS
utilizado, suas concentracOes, distribuicdo/localizacdo subcelular, as biomoléculas
proximas, os niveis de O dissolvido no meio, a constante dielétrica do tecido e o pH,
dentre outros fatores (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; HAMBLIN, 2016;
KWIATKOWSKI et al., 2018). A maneira mais direta de se avaliar a competi¢do entre
essas vias é medir o rendimento quantico de oxigénio singleto (®*02) e a producio de
02" de maneira independente. Para uma revisédo abrangente sobre o desenho de FSs
baseados em porfirina e suas reagdes fotoinduzidas com O, recomenda-se a seguinte
referéncia (ARNAUT, 2011).

Em geral, existem poucos estudos dedicados a atribuir de maneira incontestavel
as contribuicdes relativas das vias de Tipo | ou Tipo Il nos processos fotodindmicos
mediados pelas ZnPs. No entanto, os FSs baseados em ZnP s&o frequentemente
classificados de acordo com a formagio de ®'O; e/ou experimentos de ressonancia
paramagnética de elétrons (RPE) pela metodologia de spin trapping do O2™". Por exemplo,
Zoltan e colaboradores relataram que a ZnTPPS4s* (Fig. 3.4) e a ZnTEtOAc-4-PyP**
(Fig. 3.4) apresentaram valores de ®*O, baixos (0,142 e 0,033 em &gua, respectivamente)
e foram classificados como FSs do Tipo I, com maior eficiéncia para produzir ERO/ERN

(ZOLTAN et al., 2015). Por outro lado, Pavani e colaboradores relataram que a ZnTM-
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4-PyP*" ¢ caracterizada como um FS do Tipo II, devido aos altos valores de @ 'O (0,78
em MeOH) (PAVANI et al., 2009).

Em geral, parecem ndo haver ainda caracteristicas estruturais claramente definidas
para fornecer uma classificacdo geral Unica de ZnPs como FSs do Tipo | ou Tipo II.
Entretanto, sabe-se que a capacidade de o FS induzir a producdo de ERO/ERN esta
correlacionada com TFS* mais longos, nos quais se incluem porfirinas com metais
diamagnéticos, tais como o Zn(ll) (ESPITIA-ALMEIDA et al., 2020). Kalyanasundaram
(1984) relatou que os tempos de vida do estado tripleto para as N-metilpiridinioporfirinas
estdio na faixa de 1,16, 0,39 e 0,17 ms para os isbmeros 2-, 3 e 4-N-
metilpiridinioporfirinas, ZnTM-X-PyP*, (X = 2, 3, ou 4), respectivamente. A
incorporacdo do Zn(ll) no anel porfirinico aumenta os tempos de vida do estado tripleto
da ZnTM-2-PyP* para 1,4 ms e de ambas ZnTM-3-PyP* e ZnTM-4-PyP** para 2,0 ms.
Quando as ZnPs apresentam um alto ®'O, em relagdo ao rendimento quantico de
fluorescéncia (®r), pode-se indicar que ha um aumento na eficiéncia do cruzamento
intersistemas (KALYANASUNDARAM, 1984). Muitas vezes, espera-se que na via do
Tipo Il os gaps de energia singleto-tripleto (AEs_t) do FS devam ser maiores que 0,98 eV,
que é a energia necessaria para produzir o agente citotoxico (*O) nas fotorreagdes do
Tipo Il (DE SIMONE et al., 2017).

As vias do Tipo | com ZnPs como FSs sdo fotoquimicamente complexas e muito
trabalho ainda é necessario para desvendar totalmente as nuances das reacdes de
transferéncia de elétrons correspondentes, em um contexto molecular. Em principio, as
reacdes do Tipo | que levam a radicais baseados em Oz ou em biomoléculas podem
envolver a oxidac¢do ou a redu¢do da ZnP para produzir radicais m-cation (ZnP™*) ou -
anion (ZnP™), respectivamente. Consequentemente, a viabilidade de tais reagdes depende
dos potenciais redox da ZnP em relagdo ao O e as biomoléculas proximas. Os processos
eletroquimicos de um elétron de ZnPs sollveis em agua de FSs de aPDI tipicos, como
ZnTM-4-PyP* e ZnTPPS,*, sdo centrados no anel porfirinico, produzindo radicais ZnP
n-cation ou m-anion (KALYANASUNDARAM; NEUMANN-SPALLART, 1982;
SEBASTIAN et al., 2020). Em relacdo a ZnPs neutras, como a ZnTPP, as ZnPs anidnicas
sdo mais faceis de oxidar, enquanto as ZnPs cationicas sdo mais dificeis de oxidar, o que
¢ consistente com a carga iénica geral dos compostos (NEUMANN-SPALLART;
KALYANASUNDARAM, 1981). Os potenciais redox dos pares ZnP**/ZnP e ZnP/ZnP*~
(a carga i6nica total da representagdo ZnP foi omitida) para ZnTM-4-PyP* sdo +1,18 V

e 0,85 V vs. eletrodo normal de hidrogénio (NHE), respectivamente; 0s potenciais
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correspondentes para ZnTPPSs* sdo +0,87 V e —-1,16 V vs. NHE, respectivamente
(NEUMANN-SPALLART; KALYANASUNDARAM, 1981;
KALYANASUNDARAM; NEUMANN-SPALLART, 1982). Considerando as energias
dos estados singleto e tripleto excitados da ZnTM-4-PyP** (1,98 eV e 1,63 eV,
respectivamente) e ZnTPPS:* (2,05 eV e 1,61 eV, respectivamente) junto com as
propriedades redox do estado fundamental, Kalyanasundaram e Neumann-Spallart (1982)
estimaram as propriedades redox de estado excitado dessas ZnPs hidrossoluveis tipicas.
Assim, os potenciais de reducdo de um elétron de ZnTM-4-PyP** para os pares fotoredox
ZnP*/ZnP* e ZnP*/ZnP* foram 0,45 V e +0,78 V, respectivamente, e os valores
correspondentes para esses pares em ZnTPPS,* foram —0,75 e +0,45 V, respectivamente
(KALYANASUNDARAM; NEUMANN-SPALLART, 1982). Os diagramas do tipo
Latimer resumindo esses processos redox do estado fundamental e de estado excitado séo
apresentados na Fig. 3.3. Os valores de ZnP*/ZnP"~ para essas ZnPs, particularmente as
anibnicas, implicam que: (i) elas ndo tém forca motriz o suficiente para abstrair um elétron
da maioria dos alvos bioldgicos (cujos potenciais de pseudo-reducdo de um elétron
normalmente variam de 0,5 a 2,1 V), e (ii) eles sdo, portanto, oxidantes fotoquimicos
improvaveis (BAPTISTA et al., 2021).

E importante notar, no entanto, que com base no par de reducdo excitado
ZnP*/ZnP*~ para ZnTM-4-PyP*, a possibilidade de essa ZnP catidnica atuar como
oxidante fotoquimico de redutores bioldgicos eficientes, como ascorbato, acidos graxos
poliinsaturados e a-tocoferol, ndo podem ser totalmente excluidos neste ponto. O par
redox do estado excitado ZnP*"/ZnP* de ambas as ZnPs catidnicas e ani6nicas as torna
sensibilizadores adequados para a fotorredugdo de O, para produzir O e a
correspondente ZnP m-cation; o alto potencial de reducgéo do estado fundamental da ZnP**
(+0,87 a +1,18 V) implica que esta espécie pode abstrair um elétron da maioria dos alvos
bioldgicos, levando a reacdes em cadeia de radicais de base organica juntamente com
aquelas relacionadas ao O~ e sua progénie. E particularmente importante notar a
auséncia de estudos que investiguem o destino das ZnPs apo6s a (foto)oxidacdo. Apesar
da termodinamica favoravel para a fotoproducao de O™ por oxidacdo do FS, Baptista e
colaboradores (2021) apontaram que é improvavel que isso seja responsavel pela
interacdo mais prevalente entre o FS e O2. O cruzamento intersistema do FS para o estado
tripleto seguido pela transferéncia de energia para o O para formar O, (via do Tipo 11)

é geralmente muito mais provavel (BAPTISTA et al., 2021); a este respeito, as Zn(ll) 4-
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N-alquilpiridilporfirinas foram geralmente cunhadas como fotossensibilizadores do Tipo
Il (PAVANI et al., 2012).
3[ZnTM-4-PyP]"

-0,45V
hv | 1,63 eV

[ZnTM-4-PyP]* <« [ZnTM-4-PyP] — > [ZnTM-4-PyP]~
+1,18V -0,85V

3[ZnTPPS,]"
-0,75V +0,45V
hv |1,61 eV

[ZnTPPS,]" «———— [ZnTPPS,] [ZnTPPS,I
+0,87V

’

-1 16V

Figura 3.3 - Diagramas do tipo Latimer representando os processos redox de estado
fundamental e de estado excitado de Zn(Il)-porfirinas hidrossoluveis catiénicas (ZnTM-
4-PyP*") e anibnicas (ZnTPPS4*) frequentemente usadas como fotossensibilizadores em
aPDI. As cargas catibnicas (4+) e anidnicas (4-) associadas aos substituintes do anel
porfirina foram omitidas para maior clareza. Todos os valores de potencial sdo vs. NHE
(eletrodo normal de hidrogénio). As energias do estado singleto sdo 1,98 eV e 2,05 eV
para ZnTM-4-PyP* e ZnTPPS4*, respectivamente. Diagrama desenhado com base em
dados relatados por Neumann-Spallart e Kalyanasundaram (NEUMANN-SPALLART;
KALYANASUNDARAM, 1981; KALYANASUNDARAM; NEUMANN-
SPALLART, 1982).

Embora tenha havido muitos estudos sobre as aplica¢Ges bioldgicas da ZnPs como
FSs em PDT e aPDI, a literatura sobre as propriedades fotofisicas e mecanismos
fotoquimicos das ZnPs ainda € limitada e esta longe do volume de dados disponiveis sobre
as porfirinas bases-livres. Uma caracterizacdo mais completa da fotofisica e fotoquimica
de ZnPs é necessaria para projetar FSs melhorados para aPDI e langar alguma luz sobre
0s aspectos mecanisticos das a¢cdes do FS baseado em ZnP em sistemas bioldgicos.

Também € importante notar que a eficiéncia bioldgica do FS depende nao apenas
da capacidade da ZnP em fotogerar 1O, ou outros tipos de ROS, mas também da captagdo
celular efetiva, distribuicdo subcelular e interacdo geral com os sistemas bioldgicos, que

podem ser alcancados modulando o lipofilia e carga idnica da porfirina (SHARMAN;
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ALLEN; van LIER, 2000; ZOLTAN et al., 2015; KWIATKOWSKI et al., 2018). Esses
aspectos serdo explorados mais detalhadamente nas proximas secoes.

3.1.4.1 Zn(I1) N-alquilpiridinioporfirinas em aPDI de bactérias e fungos

Os estudos envolvendo ZnPs catiénicas em aPDI comegaram no inicio do século
XXI. A classe de ZnPs catidnicas mais estudada envolve os derivados das N-
alquilpiridinioporfirinas.

Benov e colaboradores (2002) realizaram um estudo comparativo da eficiéncia
fotodinamica dos isdmeros 2, 3 e 4-N-metilpiridilporfirinas (H2TM-X-PyP*, onde X =
2, 3 ou 4; Fig. 3.4), seus complexos de Zn(Il) (ZnTM-X-PyP*, onde X = 2, 3 ou 4; Fig.
3.4) e 0 analogo 2-N-piridinio etilado ZnTE-2-PyP** (Fig. 3.4) na inativacio da bactéria
Gram negativa E. coli (BENOV et al., 2002). Foi avaliada inicialmente a capacidade
dessas porfirinas e ZnPs em foto-oxidar o NADH em ensaios in vitro, como um indicador
indireto da capacidade dessas porfirinas em fotogerar ROS. FS cléssicos, como a
Fotofrina® (sem purificacdo prévia; denominada HpD) e azul de metileno, foram usados
como controles positivos. A concentracio usada nos ensaios foi de 25 pmol Lt e o
crescimento de E. coli foi monitorado por turbidimetria a 700 nm. A luz visivel utilizada
foi a lampada single Solux 4700 Kelvin de 50 W (BENOV et al., 2002).

Os resultados mostraram que o isdbmero meso-tetraquis(N-metilpiridinio-2-
iporfirina (H,TM-2-PyP*"), seu respectivo complexo ZnTM-2-PyP** e o analogo
etilado ZnTE-2-PyP*" e o corante azul de metileno (que é monocatiénico) foram os
compostos mais eficientes em oxidar o NADH, seguido pelas demais porfirinas, sendo a
HpD menos ativa. O resultado foi o indicativo in vitro de melhor eficiéncia fotodinamica
dos isbmeros 2-N-alquilpiridinioporfirinas em gerar ROS (BENOV et al., 2002).

Nos testes de PDI, a ordem de atividade foi H,TM-2-PyP*, ZnTR-2-PyP* (R =
metil ou etil) < H,TM-3-PyP*, ZnTM-3-PyP* = H,TM-4-PyP*, ZnTM-4-PyP*. Os
isdmeros 3- e 4-N-metilpiridinioporfirinas e seus complexos de Zn(ll) erradicaram a E.
coli em meio liquido em aproximadamente 3 min. Os isébmeros 2-N-
alquilpiridinioporfirinas (alquil = metil ou etil) levaram cerca de 15 min. A HpD e o azul
de metileno ndo foram capazes de erradicar a E. coli nos tempos testados, sendo a HpD
novamente a menos ativa (BENOV et al., 2002).

O mecanismo de morte bacteriana ndo foi elucidado naquele estudo. Em estudos
anteriores envolvendo intercalagdo do DNA, foi demonstrado que o isdmero 4-

metilpiridilporfirina (H2TM-4-PyP*") e seu complexo de Mn(lll) apresentavam alta
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afinidade pelo DNA. Os isdmeros 3-metilpiridil também apresentaram afinidade pelo
DNA, porém em menor proporcdo (FIEL; MUNSON, 1980; BANVILLE et al., 1983;
FORD et al., 1987; SENTAGNE et al., 1992).

O impacto da lipofilia na eficiéncia em aPDI de N-alquilpiridilporfirinas foi
avaliado atraves do aumento da cadeia alquilica lateral. Gyulkhandanyan et al. (2009)
testaram porfirinas tetracatidnicas derivadas da 2-N-piridilporfirinas, com 0s grupos
funcionais oxi-etila (HOE), alila (All) e n-butila (nBu). As porfirinas envolvidas foram a
meso-tetraquis(4-N-(2-oxietil)piridinio)porfirina (H, THOE-4-PyP*"), meso-tetraquis(4-
N-alilapiridinio)porfirina ~ (H2TAIl-4-PyP*"), meso-tetraquis(N-n-butilpiridinio-4-
ilporfirina (H,TnBu-4-PyP*") e seus respectivos complexos de Zn(ll) (Fig. 3.4). As
bactérias-alvo foram as Gram positivas S. aureus e Streptococcus epidermidis e as Gram
negativas E. coli e Salmonella sp. (GYULKHANDANY AN et al., 2009). Os resultados
demonstraram uma eficiéncia fotodindmica maior das ZnPs em relacdo as bases-livres. A
ordem crescente de eficiéncia entre as ZnPs foi ZnTnBu-4-PyP*>ZnAll-4-
PyP*>ZnTHOE-4-PyP* (GYULKHANDANYAN et al., 2009).

Korchenova e colaboradores (2016) investigaram as porfirinas derivadas das 3- e
4-N-alquilpiridinioporfirinas na aPDI das bactérias S. aureus sensivel a meticilina
(MSSA), MRSA, E. coli e Staphylococcus simulans. As porfirinas utilizadas foram a
H, THOE-4-PyP*, seu complexo de Zn(ll) (ZnTHOE-4-PyP*"; Fig. 3.4) e os analogos
N-n-butila (ZnTnBu-4-PyP*"; Fig. 3.4) e seu isdbmero ZnTnBu-3-PyP*" (Fig. 3.4) foram
sintetizados. Os ensaios de aPDI com concentracdes de porfirina e ZnP variando entre
0,001 e 1%. A fonte de luz utilizada para irradiacdo foi um LED (A = 405 + 15 nm, 47
mW cm), com tempo de incubagio de 15 min e tempo de exposicio de 5, 10, 15 e 30
min.

Como esperado, o crescimento das bactérias foi inibido em relacdo ao controle em
todos os tempos de exposicdo, aumentando o grau de inibicdo de acordo com o aumento
do tempo de exposicdo. O grau de redugdo das Unidades Formadoras de Colonia (UFC)
foi dose-dependente. A supressdo maxima das UFC para todas as porfirinas e ZnPs foi
observada na concentracdo de porfirina de 0,1% e tempo de exposicdo de 30 min. Os
melhores resultados encontrados foram: MSSA (99,6%), MRSA (99,7%), E. coli (98,9%)
e S. simulans (100%) de inativacéo bacteriana. A ZnTnBu-3-PyP*" foi destaque na dose
tempo de exposicdo de 15 min. Os autores atribuiram essa reducdo mais eficaz ao alto
®'0; da ZnTnBu-3-PyP* (®'0, = 97%) e ZNTHOE-4-PyP* (®'0, = 85%), mas ndo
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descartaram que a eficiéncia de ligagdo da celula ZnP pode desempenhar um papel
importante. As porfirinas e ZnPs comegaram a ser toxicas no escuro na concentracéo de
1%. Nesse estudo, os autores relataram reducdo da viabilidade de cepas bacterianas com
irradiacdo de fonte de luz (KORCHENOVA et al., 2016).

Em um estudo sistematico, Thomas e colaboradores (2015) prepararam e testaram
Zn(I1) 2-N-alquilpiridiniopofirinas com a cadeia alquilica lateral progressivamente mais
longa variando entre metil, etil, n-butil, n-hexil e n-octil, bem como a base-livre do
isdomero 2-N-metilpiridinioporfirina (H.TM-2-PyP**) e a ZnP tetra-aniénica ZnTBAP*
(Fig. 3.4). O estudo realizado envolveu do efeito do aumento da lipofilia no acumulo e
toxicidade das ZnPs catidnicas na bactéria Gram negativa E. coli (THOMAS et al., 2015).
Todas as porfirinas cationicas testadas reduziram a respiragéo celular e provocaram danos
na membrana plasmatica da E. coli, sendo a ZnTnHex-2-PyP* a mais eficiente. O
analogo com cadeia n-octil, ZnTnOct-2-PyP*, demonstrou ser tdxico no escuro

(THOMAS et al., 2015), o que limita sua aplicacdo como FS.
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Figura 3.4 — Zn(Il) N-alquilpiridinioporfirinas e derivados da meso-tetrafenilporfirina

envolvidas nos estudos de aPDI em bactérias, fungos e Leshmania.

Awad e colaboradores (2016) estudaram quais componentes celulares da E. coli
foram afetados pela aPDI mediada pela ZnTM-2-PyP*" (Fig. 3.4) e seu analogo mais
lipofilico ZnTnHex-2-PyP** (Fig. 3.4). A iluminagdo foi feita por 1 h com luz
fluorescente branca (exposicdo radiante de 19.5 J cm), em comparagio aos controles
sem ZnP na luz e com ZnP no escuro. Como resultados, foi observado que as ZnPs ndo
causaram danos ao DNA bacteriano. Em contraponto, a atividade das enzimas citosolicas,
como glicose-6-fosfato desidrogenase (G6FD), gliceraldeido-3-fosfatase desidrogenase
(GAFD) e isocitrato desidrogenase (ICD), foi significativamente reduzida e as células
bacterianas foram incapazes de se recuperar dos danos causados. Os processos de aPDI
mediados por estas ZnPs também danificam a membrana plasmaética. O grau de dano aos
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componentes celulares seguiu a tendéncia ZnTnHex-2-PyP* > ZnTM-2-PyP*. A
ZnTnHex-2-PyP* reduziu a viabilidade da E. coli em mais de 99% e afetou a atividade
de todas as enzimas estudadas com mais intensidade (AWAD et al., 2016). Resultados
semelhantes foram obtidos na avaliagdo dos danos das ZnTR-2-PyP*" (R = metila, n-
butila, n-Hexila, n-octila) da aPDI de S. cerevisiae (MOGHNIE et al., 2017).

Um estudo complementar ao de Awad et al. (2016) comparou as ZnPs do isdmero
3-N-alquilpiridinioporfirinas ZnTR-3-PyP** (R = n-hexil, n-octil), que sdo cerca de 10
vezes mais lipofilicas que as ZnPs correspondentes do isdbmero 2-N-
alquilpiridinioporfirina, ZnTR-2-PyP* (R = n-hexil, n-octil). Os resultados da
comparacao demonstraram que os isdmeros 3-N-alquilpiridinioporfirina se acumularam
mais na E. coli. Mais uma vez, foi observada a toxicidade no escuro das porfirinas N-n-
octiladas de ambos os isomeros (ALENEZI et al., 2017).

Em culturas bacterianas, multiplas exposi¢cdes fotodindmicas e regeneracdo de
células sobreviventes ou crescimento continuo sob condic¢des fotodindmicas subletais,
usando ZnTnHex-2-PyP*, ndo levaram ao desenvolvimento de resisténcia aos
fotossensibilizadores (AL-MUTAIRI, 2018).

Viana e colaboradores (2015) compararam a eficiéncia fotodinamica de trés
sistemas fotossensibilizadores: (i) ZnTE-2-PyP*" (Fig. 3.4), (ii) pontos quanticos de
telureto de cadmio (CdTe) conjugados com &cido mercaptosuccinico e (iii) a ZnP
associada aos pontos quanticos, em aPDI de Candida albicans. Todos os materiais
demonstraram ser bons produtores de EROs (VIANA et al., 2015). A ZnTE-2-PyP*" foi
mais eficiente na diminuicdo da viabilidade celular da C. albicans. Os pontos quanticos
de CdTe e seu respectivo conjugado com a ZnTE-2-PyP** apresentaram efeito limitado.
A ZnTE-2-PyP*" atravessou a parede celular e a membrana plasmatica da C. albicans e
se acumulou dentro do fungo, diferentemente dos pontos quanticos de CdTe. O conjugado
ZnP-pontos quanticos teve sua acdo como FS limitada a membrana da C. albicans
(VIANA et al., 2015).

3.1.4.2 Zn(1)-porfirinas na aPDI de Leshmania

O emprego dos FSs para a PDI de parasitas € bastante nova, quando comparada
com bactérias e fungos. A alta toxicidade dos antiparasitarios classicos e 0s mecanismos
de resisténcia adquiridos pelos parasitas sdo fatores que tém sido observados ao longo
dos anos (SANTOS et al., 2018). A literatura reporta o uso de em aPDI antiparasitaria de

alguns compostos catidnicos derivados de porfirinas (KASSAB et al., 2002), Zn-
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ftalocianinas (SEGALLA et al., 2002) e porfirinas expandidas safirinas/heterosafirinas
(HOOKER et al., 2009).

Estudos envolvendo aPDI de protozoarios do género Leishmania vém sendo
realizados. Esse interesse esta no fato de a Leshmaniose ser considerada uma das doencas
parasitarias mais comuns no mundo, sendo um problema mundial de saude publica e com
poucas alternativas terapéuticas. A leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum da
doenca (OMS, 2021). A LC é caracterizada pela presenca de lesdes cutaneas que causam
desconforto e dor ao portador, tanto fisica quanto psicolégica. Os protozoarios do género
Leishmania estdo presentes na forma promastigota, que € a forma infectante
(extracelular), ou amastigota, que é a forma intracelular e de dificil acesso dos farmacos
antiparasitarios (IQBAL et al., 2016). O ciclo de vida, epidemiologia aplicada e pesquisa
clinica das principais espécies de Leishmania tém sido objeto de revisdo na literatura
(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; IQBAL et al., 2016). Uma revisdo sobre LC
amplamente difundida na literatura foi publicada por Reithinger e colaboradores
(REITHINGER et al., 2007).

O uso de porfirinas tetracationicas ja foi descrito para a espécie Leshmania major
(BRISTOW et al., 2006). Em um estudo mais recente, a Zn(ll) meso-tetraquis(4-
etilfenil)porfirina (ZnT4EtPP; Fig. 3.4), uma ZnP neutra, destacou-se na aPDI contra L.
panamensis (ESPITIA-ALMEIDA et al., 2020). O mesmo grupo fez um estudo
comparativo entre a meso-tetraquis(4-benzoato)porfirina  (H,TBAP*), também
conhecida como meso-tetraquis(4-carboxifenil)porfirina (H.TCPP*), e seu complexo de
Zn(l1) e Sn(1V), ZnTBAP* (Fig. 3.4) e SN TBAPZ, na aPDI das formas promastigotas da
L. panamensis e L. brasiliensis. A ordem de fotoinibicdo foi ZnTBAP* > H,TBAP* >
SnTBAP? (ESPITIA-ALMEIDA et al., 2021).

Dentre as 2-N-alquilpiridilporfirinas, Andrade e colaboradores (2018) avaliaram
a acdo da ZnTE-2-PyP* (Fig. 3.4) contra a infec¢cdo de Leshmania brasiliensis em
macrofagos. Os dados do estudo demonstraram a eficacia da ZnTE-2-PyP* como FS
contra a forma promastigota e reducdo da viabilidade da amastigota em 40% (ANDRADE
et al., 2018). Souza e colaboradores (2021) avaliaram a ZnTnHex-2-PyP*" (Fig. 3.4)
como FS na aPDI de L. amazonensis e L. Brasiliensis. A ZnTnHex-2-PyP** erradicou a
forma promastigota e reduziu o numero de formas amastigotas/macréfago em torno de
54% (na concentracdo de 0,62 pmol L) e em torno de 64% (na concentracio de 1,25
umol L) (SOUZA et al., 2021).
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3.1.4.3 Sistemas do tipo ZnAsB e [ZnAsB]** em aPDI

Os estudos envolvendo ZnPs sdo geralmente realizados com porfirinas meso-
substituidas do tipo ZnAs (neutras ou carregadas), onde todos 0s grupos meso Sao
idénticos. Os sistemas de aPDI a base de porfirinas AzB sdo ainda muito escassos,
possivelmente devido a maior demanda experimental nos processos de
sintese/purificacdo destes compostos. Entretanto, o uso de ZnPs do tipo ZnAsB e
[ZnA3sB]** como FS para aPDI tém se mostrado promissor.

— @
H,M4APTriM-4-PyP3*, M = 2H*, | A= @NfMe

ZnM4APTriM-4-PyP3*, M =Zn?*, | B= EO—NHZ

ZnM4HPTri-2-ThP, M = Zn?*,

ZnM4BATri-2-ThP, M = Zn?*,
B= gOcozH
Figura 3.5 — Porfirinas e Zn-porfirinas do tipo AsB envolvidas em estudos comparativos
de aPDI.

Alvarado e colaboradores estudaram materiais a base das porfirinas do tipo AzB
5-(4-aminofenil)-10,15,20-tris-(4-N-metilpiridinio-4-il)porfirina (H2M4APTriM-4-
PyP*") (Fig. 3.3) e seu respectivo complexo de Zn(l11) (ZnM4APTriM-4-PyP**) (Fig. 3.5)
como potenciais auto-desinfetantes de superficies e vestimentas hospitalares. Ambas as
porfirinas foram ligadas covalentemente pelos grupos amino a triazina da superficie
modificada de celulose nanofibrilada (NFC) ou papel (Pap). Os materiais foram testados
em cepas de bactérias causadoras de infeccdo hospitalar: as bactérias Gram-positivas
MRSA e E. faecium a vancomicina (VRE) e as bactérias Gram-negativas A. baumannii
multiresistente (MDRAB) e Klebsiella pneumoniae multirresistente produtora de
carbapenemase (KPC multirresistente). Todos os materiais foram eficientes em
concentragdes de 20 umol LT em NFC e Pap para todas as cepas bacterianas apos

irradiacdo de 30 min. Na concentragdo de 5 umol L%, ambos os materiais a base de NFC
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e Pap erradicaram as bactérias MRSA, MDRAB e VRE; apenas 0s materiais contendo a
ZnP apresentaram atividade contra a KPC multirresistente nas condigdes do experimento.
Apenas em tempos maiores de incubacgéo (60 min), os materiais contendo a H2P (base-
livre) passaram a apresentar efeito fotodinamico contra KPC (ALVARADO et al., 2018).

Shabangu e colaboradores desenvolveram conjugados de ZnPs com
nanoparticulas de prata (AgNPs) que foram capazes de erradicar S. aureus € MRSA. As
ZnPs gque mais se destacaram foram a ZnT-2-ThP (tipo A4, A = 2-tienila) (Fig. 3.3) e as
ZnPs do tipo AsB ZnM4HPTri-2-ThP (AsB, onde A = 2-tienila; B = 4-hidroxifenila)
(Fig. 3.3) e ZnM4BATTi-2-ThP (AsB, onde A = 2-tienila; B = 4-carboxifenila)
(SHABANGU et al., 2020a; 2020b) (Fig. 3.5). Segundo os autores dos estudos, as
porfirinas com os substituintes 2-tienila associados a AgNPs apresentam boas
propriedades fotofisicas e aumentam a interacdo do conjugado com a membrana
bacteriana (SHABANGU et al., 2020b). Comparando-se o conjugado ZnT-2-ThP/AgNP
com ZnM4HPTri-2-ThP/AgNP, a substituicdo de um dos grupos 2-tienila por 4-
hidroxifenila melhorou o ®'O, de 0,71 para 0,78 e a atividade bacteriana (SHABANGU
et al., 2020a).

3.1.5 Sintese de Zn(I1)-porfirinas hidrossoluveis e estabilidade frente a solvélise

A obtencdo de ZnPs ocorre através da metalacdo da H2P com excesso de sal de
Zn(Il). O zinco(Il) ¢ um metal muito versatil para sistemas envolvendo porfirinas,
podendo atuar, por exemplo, como grupo de protecdo em reacOes de derivatizagdo do
macrociclo porfirinico, com posterior desprotecdo via solvolise &cida (TRAYLOR;
TSUCHIYA, 1987; HOFFMANN et al., 1990; 1992). A reacéo inversa da metalacéo, a
desmetalacdo (ou solvolise), € comumente favorecida em presenca de acido forte, mas a
velocidade e extensdo da desmetalacdo depende também da natureza dos grupos
substituintes porfirinicos e da presenca de determinados anions (BUCHLER, 1975;
LAVALLE, 1985). Os fatores que influenciam a metalacédo e a desmetalagéo seguem uma
tendéncia bastante semelhante. De maneira geral, sdo observadas que: (i) as constantes
de formacéo e de solvolise e as respectivas velocidades sdo dependentes da natureza do
solvente (HAMBRIGHT; CHOCK, 1974; BUCHLER, 1975), (ii) anions que sdo
fortemente coordenantes podem acelerar ambas as reacdes, sendo as porfirinas catidnicas
mais susceptiveis do que anidnicas para este tipo de variacdo (NWAEME;
HAMBRIGHT, 1984; LAVALLE, 1985), (iii) porfirinas mais basicas podem ser
metaladas ou desmetaladas mais rapidamente (PASTERNACK; SUTIN; TUMER, 1976;
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HAMBRIGHT, 1977) e (iv) a lei de velocidade para a solvolise é inversamente
proporcional a estabilidade da metaloporfirina (BUCHLER, 1975; LAVALLE, 1985).

Dentre os métodos para obten¢ao de ZnPs, o método conhecido como “método de
cloroférmio/metanol” ¢ bastante utilizado, especialmente em porfirinas neutras
(WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994). No caso das N-piridilporfirinas, este método foi
utilizado para obtengdo da meso-tetraquis(2-piridil)porfirinatozinco(ll) (ZnT-2-PyP) em
1 hora de reagdo (REBOUCAS; de CARVALHO; IDEMORI, 2002).

Algumas ZnPs hidrossoluveis que sdo destaques como FSs em PDT/aPDI foram
metaladas em meio aquoso (PASTERNACK et al., 1983) ou DMF. Thompson e
Krishnamurthy (1979) e RAHIMI e colaboradores (2016) realizaram a metalagdo da
H.TTriMAPP* com acetato de zinco(ll) em refluxo de 4gua (tempo de reacdo néo
informado) (THOMPSON; KRISHNAMURTHY, 1979; RAHIMI; FAYAAZ; RASSA,
2016). Zoltan e colaboradores metalaram a H.TPPSs* com ZnO em refluxo de agua
deionizada por 24h (ZOLTAN et al., 2015). Espitia-Almeida e colaboradores (2020)
reportaram a metalagdo da H,TBAP* utilizando ZnCl, em DMF a 100 °C durante 7 horas
(ESPITIA-ALMEIDA et al., 2021). As meso-2-, 3- e 4-N-alquilpiridinioporfirinas foram
metaladas com Zn(Il) em meio aquoso béasico (pH ~ 12), em reacBes que duram desde
15-20 minutos (quando os grupos alquila eram pequenos), até horas (quando os grupos
alquila eram longos) (BENOV et al., 2002; EZZEDDINE et al., 2013).

O comportamento &cido-base dos nitrogénios internos do macrociclo porfirinico
€ um parametro importante para se entender reatividade das porfirinas frente a metalacéo
e estabilidade dos complexos formados. Este comportamento é influenciado pela natureza
dos grupos substituintes nas posi¢des meso e/ou beta do anel da porfirina (HAMBRIGHT;
FLEISCHER, 1970; DATTA-GUPTA et al., 1986). Abaixo, estd apresentado o
comportamento acido-base geral do macrociclo, onde ndo estdo explicitos 0s grupos

substituintes meso e beta (Figura 3.6).

H,P* H,P HP- pZ
Figura 3.6 - Representacao geral do comportamento acido-base dos nitrogénios internos

das porfirinas.
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Partindo-se do entendimento do equilibrio é&cido-base das porfirinas
hidrossoluveis, a diferenga de basicidade influencia na reatividade frente a metalacéo,
quando as condicGes reacionais sdo iguais. Em pH 7, a tendéncia correlativa observada
por Hambright (1977) foi que as porfirinas mais basicas metalavam com Zn(ll) mais
rapidamente. Alguns dados das constantes de formacédo (Ks) das ZnPs e constantes de
dissociacdo acida das respectivas H2P estdo compilados na Tabela 3.1. O valor negativo
do pKas (-0,9) para a H,TM-2-PyP* indica que esta permanece na forma de base-livre
H2P* (ndo protonada) mesmo em solucdes aquosa de pH 0. Os isémeros 3- e 4-N-
metilpiridilporfirinas, H,TM-3-PyP*" e H,TM-4-PyP*", sdo consideravelmente menos
acidos, com valores de pKaz iguaisa 1,8 e 1,4 (HAMBRIGHT, 1977). A H, TPPS4*possui
Ks normalizada bem acima das 2 e 4 N-metilpiridinio, bem como é mais basica em

algumas ordens de grandeza.

Tabela 3.1 - Constantes de formacdo (Kr) para reacGes de metalacdo de ZnPs
hidrossollveis em pH 7 e constantes de dissociacdo 4&cida das bases-livres
correspondentes (Adaptado de HAMBRIGHT, 2007).

Zn-porfirina Kt normalizada®  pKaz (H3zP*/H2P)

ZnTM-2-Pyp* 1 0,9
ZnTM-4-Pyp* 76 1,4
ZnTM-3-Pyp* - 1,8
ZnTTriMAPP* - 41
ZnTPPS* 980 4,9
ZnTBAP* - 55

Valores normalizados com base no valor da K¢ da ZnTM-2-PyP** reportado por Hambright (1977)

A estabilidade de uma metaloporfirina frente a dissociagdo metal-ligante é
comumente definida como o grau de resisténcia a remogao do atomo metalico central em
um determinado meio (BUCHLER, 1975). As investigacdes sobre a estabilidade de
metaloporfirinas sdo datadas desde metade do século passado (BARNES; DOROUGH,
1950; CAUGHEY; CORWIN, 1955). A avaliagdo da transmetalacdo da meso-
tetrafenilporfirina (H2TPP) sugeriu a ordem de estabilidade dos ions em: metais

divalentes pequenos (geralmente do bloco d) > metais divalentes grandes > metais dos
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grupos 1 e 2 da tabela periddica (BARNES; DOROUGH, 1950). A tendéncia de
estabilidade vai desde porfirinas de VO?* estaveis em H2SO4 concentrado, a derivados
gue desmetalam em meio aquoso (FALK, 1964). Um estudo comparativo realizado com
metaloporfirinas derivadas da H,TTriMAPP* (Fig. 3.2) apontou que a ordem
decrescente de estabilidade dos complexos em HCI foi Ni?* > Cu?* > Co?* > Zn?" > Fe?*
> Mn?* > Mg?" > Cd?* (VALIOTTI; VALEYEMO; HAMBRIGHT, 1981). Observou-se
uma tendéncia de reatividade semelhante entre a metalacdo da H,TM-4-PyP** e solvdlise
dos respectivos complexos com diferentes metais da primeira série de transi¢cdo. A ordem
de reatividade frente metalacdo e solvélise foi Ni?* < Mn?" < Co%*" < Zn?* < Cu?
(HAMBRIGHT; CHOCK, 1974).

Comparando-se diferentes porfirinas do mesmo metal, o grau de estabilidade dos
compostos € influenciado por aspectos intrinsecos, tais como, substituintes do anel
porfirinico, cargas periféricas, basicidade de porfirina e impedimento estérico (INAMO
et al., 1997; HAMBRIGHT, 2000); e fatores extrinsecos, como natureza do solvente, pH
e forca ibnica (HAMBRIGHT; CHOCK, 1974; NWAEME; HAMBRIGHT, 1984;
HAMBRIGHT, 2000).

Muitas das ZnPs catibnicas e aninicas tiveram estabilidade avaliada em sistemas
mais simples, como solugdes aquosas de HCI, HNOs, H>SO4 etc. Shah e Hambright
(1970) observaram o aumento da constante de velocidade de solvélise da ZnTM-4-PyP*
na seguinte ordem HI < HSO4 < HNOz < HBr < HCI. As constantes de solvolise foram
determinadas a partir do desenvolvimento matematico da lei de velocidade. A equacéo da
lei de velocidade pode mudar, de acordo com qual &cido serd utilizado na reacdo (SHAH;
HAMBRIGHT, 1970). Um estudo de solvolise em sistema HCl/metanol ([HCI] = 7,5 x
10~ mol L) envolvendo complexos de uma série de zinco(ll) deuteroporfirinas 2,4-beta-
dissubstituidas demonstrou que as porfirinas mais basicas perderam o Zn(ll) mais
rapidamente; os valores de k (em s) e pKas foram, respectivamente: 1,59 e 5,85 para a
mesoporfinatozinco(ll); 0,57 e 5,5 para deuteroporfinatozinco(ll); 0,130 e 4,8 para
protoporfinatozinco(ll) e 1,30 x 102 e 3,0 para dibromodeuteroporfinatozinco(ll)
(HAMBRIGHT; SHEARS; SHAD, 1971). A cinética de solvolise para esses sistemas é
geralmente de primeira ordem em metaloporfirina, segunda ordem em [H*], com lei de
velocidade = ks [MP] [H*]> (SHAH; HAMBRIGHT, 1970; HAMBRIGHT; SHEARS;
SHAD, 1971; LAVALEE, 1985).

De maneira geral, 0 mecanismo comumente proposto para solvélise considera,

como etapa inicial, que prétons H* sdo atacados por nitrogénios pirrélicos opostos entre
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si da ZnP. O processo faz com que o ndcleo da porfirina, acomodando simultaneamente
Zn(I1) e dois protons, fique deformado e formalmente neutro. Esta nova conformagéo
direciona o Zn(l1), agora biscoordenado, para uma posicao fora do nucleo porfirinico e o
expde mais diretamente ao solvente e meio de rea¢do (SHAH; HAMBRIGHT, 1970;
HAMBRIGHT; SHEARS; SHAD, 1971). A protonacédo dos atomos de nitrogénio ocorre
mais rapidamente em porfirinas mais basicas. Ap6s isso, dois anions monodentados
(quando haletos, HSO4s~ ou CIO4s) ou um NOs bidentado ocupam a esfera de
coordenagdo do metal, antes ocupada pelos atomos de nitrogénio protonados, formando
0 estado de transi¢do [X2M~PHz2] de caracteristica “tetraédrica” (SHAH; HAMBRIGHT,
1970). A constante de solvélise e, consequentemente a taxa da reacdo, tém tendéncia a
aumentar de acordo com a afinidade do respectivo &nion com o M™; por exemplo, Zn?*,
Mn?* e Mg?* de porfirinas catidnicas possuem afinidade por haletos nesta ordem Cl~>
Br~> I". Para as porfirinas mais béasicas, o intermediario [X2M~PH2] decompde-se em
H2P?* e é rapidamente protonado para a espécie dication H4P?* (Fig. 3.6 e Equacéo 1). O
M™ ndo é reincorporado nessa condicdo (FLEISCHER et al., 1964: WEAVER;
HAMBRIGHT, 1969). Porfirinas cujo pKas sdo bem abaixo do pH do meio permanecem
como a espécie HoP (Fig. 3.6 e Equacgéo 2). As equacdes globais estdo descritas abaixo:
MP®-2* + 4HX — HsP? + M™ + 4X~ (Equacdo 1)
MP®2* + 2JHX — HoP + M™ +2X- (Equacéo 2)

Como esperado, considerando o efeito cinético salino, a forga idnica exerce um
papel importante na alteracdo na velocidade da solvdlise das ZnPs carregadas. Um estudo
comparativo feito com as ZnPs catiénicas ZnTriMAPP*e ZnTM-4-PyP** e a porfirina
anionica ZnTPPS4* indicou que as velocidades de metalacdo das porfirinas positivas e
negativas se aproximam com o aumento da forca iébnica. Comparando as duas porfirinas
tetracatiénicas, a solvolise da ZnTriMAPP** (que é mais basica) é 200 vezes mais rapida
do que a ZnTM-4-PyP*" em qualquer forga ionica (NWAEME; HAMBRIGHT, 1984).

Hambright e colaboradores (1976) fizeram um estudo comparativo entre 0s
complexos de Zn(I1) dos isdmeros das N-piridilporfirinas, ZnT-X-PyP (X =2, 3 ou 4), e
das N-metilpiridinioporfirinas, ZnTM-X-PyP* (X = 2, 3 ou 4). O comportamento da
solvolise dessas ZnPs foi comparado em solugdes acidas de HCl e HNOs (1,0 mol L?) a
25 °C. A ordem descrescente de solvdlise seguiu a tendéncia de basicidade da respectiva
porfirina, ZnT-3-PyP > ZnTM-3-PyP* > ZnT-4-PyP > ZnTM-4-PyP* > ZnT-2-PyP >

ZnTM-2-PyP*" | expressa pelos valores de pKas para as bases-livres correspondentes
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(Tabela 3.1) (HAMBRIGHT; GORE; BURTON, 1976). A ZnP mais reativa foi a ZnT-
3-PyP, seguida de seu derivado ZnTM-3-PyP**, que foram ligeiramente mais reativas do
que a ZnT-4-PyP e seu derivado metilado ZnTM-4-PyP**, todas com tempo de meia-vida
(t) na ordem de segundos (Tabela 3.2). A ZnT-2-PyP apresentou t, para solvolise em
HCI 1 mol Lt de 22 min, enquanto seu derivado metilado ZnTM-2-PyP**, que é menos
béasica, apresentou ty, de mais de 1 hora nas mesmas condicGes (Tabela 3.2). Para todas
as ZnPs, a solvdlise acida foi mais lenta em HNO3 que aquela em HCI, corroborando
dados anteriores para a ZnTM-4-PyP*" (SHAH; HAMBRIGHT, 1970), o que foi
atribuido ao efeito coordenante do contra-ion CI-, enquanto o NO3z™ € um anion com

capacidade de coordenagao ao Zn(ll) limitada.

Tabela 3.2 — Tempos de meia-vida (t:;) para a solvdlise &cida de ZnPs da classe das N-
piridilporfirinas e derivados metilados. (Adaptado de HAMBRIGHT; GORE; BURTON,
1976)

Zn-porfirina t,em HCl 1 mol L*  t, em HNOs1 mol L™
ZnT-3-PyP 13s 57s
ZnTM-3-PyP* 17 s 89s
ZnT-4-PyP 24's 131s
ZnTM-4-Pyp** 28's 165 s
ZnT-2-PyP 22 min -
ZnTM-2-PyP** 1,4h 19,1 h

Outro fator importante para a estabilidade das Zn(I1) 2-N-alquilpiridinioporfirinas
estd no efeito estérico dos grupos N-alquila. Davila e colaboradores (1987) observaram
que o representante n-hexilado ZnTnHex-2-PyP** foi estavel em HNO3z (1 mol L?)
durante 1 semana de andlise, ndo sendo reportadas medidas acima deste tempo (DAVILA
et al., 1987). Hambright e colaboradores (2003) também observaram um aumento
significativo do tempo de meia-vida para solvélise de ZnPs em HCI (1 mol L™?) de um
pouco mais de 1h no caso da ZnTM-2-PyP*" para 10h no caso da ZnTnHex-2-PyP*
(HAMBRIGHT et al., 2003). O impedimento estérico causado por grupos periféricos
hidrofébicos parece dificultar o acesso do H* ao centro metalico, resultando numa menor

velocidade de solvolise.
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3.2 Objetivos
3.2.1. Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivos gerais: 1) reportar de obtencdo de duas
representantes das ZnTalquil-2-PyP*" (alquil = etil ou n-hexil) por um método
alternativo da literatura para as N-alquilpiridinioporfirinas; 2) avaliar a estabilidade da
ZnTE-2-PyP* e ZnTnHex-2-PyP*" contra desmetalac&o por solvélise acida e em fluidos
digestivos simulados; e 3) descrever a obtengdo da ZnP do tipo [AsB]** ZnMVanTriM-
2-PyP**, um novo candidato a FS em potencial & base de uma classe de Zn(l1) porfirinas
do tipo AsB (onde A = 2-N-metilpiridinio, B = metil-vanilina).

3.2.2 Objetivos especificos

a) Revisitar a sintese da ZnTE-2-PyP*", estender o método alternativo para a
ZnTnHex-2-PyP*, através da metalagdo da H.T-2-PyP com Zn(ll) e
alquilacédo dos grupos 2-piridila.

b) Estabelecer condi¢des de armazenamento e manuseio da ZnTE-2-PyP*e
ZnTnHex-2-PyP* em solucdo para estudos biologicos.

c) Reportar a obtengdo da ZnMVanTri-2-PyP*, realizar caracterizacGes e

comparar com dados dos analogos 2-N-alquilpiridilporfirinas do tipo Aas.

d) Reportar recorte de estudos envolvendo a ZnTE-2-PyP* e ZnTnHex-2-PyP**
como fotossensibilizadores para aPDI de parasitas do género Leshmania.

3.3 Metodologia
3.3.1 Reagentes, solventes e adsorventes

Os seguintes reagentes, solventes e adsorventes (Tabela 3.3), de grau analitico ou

melhor, foram usados como recebidos, sem purificacéo adicional.

Tabela 3.3 — Reagentes, solventes e adsorventes utilizados neste capitulo.

Reagente e solvente Marca

Alumina neutra para cromatografia em camada delgada (CCD) sem

indicador de fluorescéncia
Merck

Silica-gel para CCD sem indicador de fluorescéncia

Silica-gel de grau cromatografico (60 A, 70-230 mesh) Sigma-Aldrich

Alumina neutra (Al,O3)
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2-piridinacarboxaldeido 99% (2-PyCHO)

Pirrol 98%

Veratraldeido 98%

Cloreto de tosila 98% (TsCl)

Acetato de zinco(IT) diidratado >98% (Zn(OAc),-2H;0)
Cloreto de N-trioctilmetilamonio (Aliquat 336)

Hexafluorofosfato de aménio >95% (NH4PFe)

Sigma-Aldrich

Acetona >99%

Cloroférmio >99% (CHCls)
Diclorometano <99% (CH2Cl.)
Eter etilico >99% (Et,0)
Metanol >99% (MeOH)

N,N-dimetilformamida >99% (DMF)

Tedia

Bicarbonato de s6dio 99% (NaHCO3)
Carbonato de potéssio 99% (K.COs)
Cloreto de sddio 99% (NacCl)

Hidroxido de s6dio 99% (NaOH)

Vetec

Acido fosforico 85% (H3POq)

Alphatec

Acido nitrico 65% (HNO3)

Quimica moderna

Nitrato de potassio 99% (KNO3)

Iso-Propanol 98% (i-PrOH)

Dinamica

Os tosilatos de metila (MeOTys), etila (EtOTs) e de n-Hexila (nHexOTs) foram

sintetizados conforme descrito no Capitulo 2, utilizando adaptacdes de rotas da literatura

(GUAN et al., 2010; DOLPHIN et al., 1973).

A H,T-2-PyP foi preparada através da condensacgéo de 0,7 mL pirrol (10 mmol) e

0,95 mL de 2-piridinacarboxaldeido (10 mmol) em 100 mL 4&cido acético

(solvente/catalisador) a 100 °C, utilizando uma adaptacdo do método de ADLER et al.
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(1964). A purificacao foi realizada por procedimento adaptado do descrito por Hambright
e colaboradores (HAMBRIGHT et al. 1985).

3.3.2 Equipamentos

Os espectros eletronicos de absor¢édo na regido do UV-vis (300-800 nm) foram
registrados em espectrofotdmetro da marca Shimadzu (modelo UV-1800), com resolugéo
0,5 nm, utilizando-se cubetas de vidro e/ou quartzo com caminho éptico de 1 cm, em
solventes como cloroférmio e agua. Algumas medidas em solucdo aquosa foram

realizadas também em cubetas de plastico.

3.3.3 Sintese das Zn(Il) N-alquilpiridinioporfirinas do tipo [ZnA4]**

A obtencéo das Zn(11)-porfirinas cationicas do tipo [ZnA4]** foi efetuada por duas
rotas: (i) utilizando os procedimentos descritos na literatura (Rota Classica) (BATINIC-
HABERLE et al., 2002; BENOV et al., 2002; EZZEDDINE et al., 2013); ou (ii)
utilizando uma Rota alternativa (Fig. 3.7) desenvolvida no nosso Grupo (VIANA et al.,

2015), que foi revisitada neste trabalho e é descrita a seguir.

Zn(OAc), ROTs

CHCI3/MeOH DMF, 105°C

H,T-2-PyP ZnT-2-PyP

ZnTE-2-PyP*, R = Et

ZnTnHex-2-PyP**, R = n-Hex

Figura 3.7 - Esquema geral de sintese das Zn-porfirinas ZnTE-2-PyP*" e ZnTnHex-2-
PyP*" pela Rota Alternativa (VIANA et al., 2015), revisitada neste trabalho.

3.3.3.1 Sintese da cloreto de meso-tetraquis(N-etilpiridinio-2-
il)porfirinatozinco(ll) (ZnTE-2-PyPCls)

Em uma primeira etapa, procedeu-se a metalacdo da H.T-2-PyP com
Zn(OAC)2-2H20 pelo método do cloroformio/metanol, conforme descrito na literatura
(REBOUCAS; de CARVALHO; IDEMORI, 2002). A uma solucdo contendo 50 mg
(0,081 mmol) de H.T-2-PyP em 2,5 mL de CHCIs sob refluxo e agitagdo magnética
adicionaram-se 2,5 mL de uma solucdo metandlica contendo 178 mg (0,81 mmol) de
Zn(OAC)2-2H20. A reacéo foi monitorada por espectroscopia de absorcéo eletronica na
regido do ultravioleta-visivel e CCD-AIl;03 (CHCl3:MeOH, 9:1 v/v). Apos 1 h de refluxo,
o solvente foi eliminado em evaporador rotatério e o sélido resultante foi purificado por
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cromatografia em coluna contendo como fase estaciondria uma mistura de alumina neutra
e alumina bésica na propor¢do 4:1 (m/m), com dimensdes de 2,5 cm de didmetro x 5,0
cm de altura. A fase mével foi CHCI3:MeOH (9:1, v/v). A ZnT-2-PyP foi coletada como
uma fracdo violeta. A fracao de interesse foi levada a um evaporador rotatorio, o solvente
foi eliminado e o solido resultante foi seco em estufa a 60 °C por 24 h, obtendo-se 51 mg
da ZnT-2-PyP (rendimento: 93 %).

A seguir, a ZnT-2-PyP foi alquilada com tosilato de etila (EtOTs) utilizando um
procedimento adaptado da rota de obtencdo da base-livre H,TE-2-PyP* (BATINIC-
HABERLE et al., 2002). Em um bal&o de fundo redondo acoplado a um condensador, a
ZnT-2-PyP (30 mg; 0,048 mmol) foi dissolvida em 3 mL de DMF aquecida em um banho
6leo a 105 °C. Apos se esperar 10 min para estabelecimento do equilibrio térmico, o
agente alquilante EtOTs (860 pL; 4,8 mmol) foi adicionado e o sistema foi protegido da
incidéncia direta de luz ambiente com papel aluminio. O progresso da reacdo foi
monitorado por CCD-SiO2 (KNOgz(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v) e espectroscopia de
absorcdo eletrénica na regido do UV-vis. Apos 24 horas, a mistura reacional foi resfriada
e a DMF removida com a adic¢do de Et;O (3 x 5 mL). O material viscoso resultante foi
colocado em estufa a 50 °C por 40 min, resfriado a temperatura ambiente e dissolvido em
2 mL de H20. A seguir, a ZnP foi precipitada na forma de sal de PFs~ metatese OTs/PFs~
com a adicdo de 1 mL de uma solugdo aquosa de NH4PFgs (3 mol L™?). O sélido foi
separado por filtracdo em funil de placa sinterizada, lavado com 20 mL de Et2O:iso-
propanol (1:1, v/v) e secado em estufa a 50 °C por 8 horas. Entdo, o material foi resfriado
em dessecador e dissolvido em aprox. 4 mL de acetona. A solucdo resultante foi filtrada
em funil de placa sinterizada, sendo o funil lavado com pequenas por¢des de acetona (o
volume total do filtrado ndo deve exceder 8 mL). A ZnP no filtrado foi imediatamente
precipitado na forma de sal de Cl~ com adicdo, sob agitacdo, de 1 mL de solucdo a 10%
(v/v) de Aliquat 336 (cloreto de N-trioctilmetilam6nio) em acetona. O sélido resultante
foi filtrado em funil de placa sinterizada, lavado com 20 mL de acetona e secado em estufa
a 50 °C por 2 horas. O material foi redissolvido em &gua e 0s procedimentos de metatese
com NH4PFgs (em 4gua) e Aliquat 336 (em acetona) foram repetidos mais uma vez. O
produto isolado ZnTE-2-PyPCls; (massa = 39 mg; rendimento = 93%) apresentou
caracteristicas cromatograficas e espectrais idénticas aquelas descritas na literatura
(BENOQV et al., 2002). O rendimento global, partindo da H,T-2-PyP, foi 80%. Apoés

isolamento, a ZnTE-2-PyPCl4 foi armazenada na forma de solu¢do aquosa (agua destilada
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em equilibrio com ar atmosférico, pH 5,8) em frascos de plasticos fechados, a temperatura
ambiente sob abrigo da luz.

CCD-SiO2 (KNO3(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v): Rs = 0,25.

UV-vis (H20): Amax/nm: 325, 425 (Soret), 557,5, 592

3.3.3.2 Sintese da cloreto de meso-tetraquis(N-n-Hexilpiridinio-2-
il)porfirinatozinco(ll) (ZnTnHex-2-PyPCla)

A preparacdo da ZnTnHex-2-PyPCl,; foi realizada de modo idéntico aquele
descrito para a ZnTE-2-PyPCls, exceto que (i) foram utilizados 2260 pL de tosilato de n-
Hexila (NHexOTs; 9,6 mmol) ao invés de EtOTs; (ii) a reacdo de alquilacdo a 105°C
durou 3 dias (ao invés de 1 dia); (iii) o sistema foi monitorado a cada 1 dia; e (iv) a mistura
Et>O:iso-propanol foi substituida por EtoO para lavagem do material viscoso resultante
do tratamento com Et>O imediatamente apos a alquilagdo. A ZnTnHex-2-PyPCls (massa
= 51 mg; rendimento = 95%) apresentou caracteristicas cromatograficas e espectrais
idénticas aquelas descritas na literatura (EZZEDDINE et al., 2013). O rendimento global,
partindo da H,T-2-PyP, foi 85%. Apos isolamento, a ZnTnHex-2-PyPCl, foi armazenada
na forma de solucdo aquosa (dgua destilada em equilibrio com ar atmosférico, pH 5,8)
em frascos de plasticos fechados, a temperatura ambiente sob abrigo da luz.

CCD-SiO2 (KNO3(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/viv): R = 0,53.
UV-vis (H20): Amax/nm: 327, 427 (Soret), 557,5, 593,5

3.34  Sintese da  5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-
il)porfirinatozinco(ll) (ZnMVanTriM-2-PyPCls)

A ZnMVanTriM-2-PyPCls foi sintetizada utilizando um procedimento adaptado
da ZnTM-2-PyPCls (BENOV et al., 2002). A sintese consistiu na dissolu¢édo de 19 mg
(0,023 mmol) de H.MVanTriM-2-PyPClz (descrita no Capitulo 2) em 1 mL de solugéo
aquosa de NaOH (pH 12,5), ao que se adicionaram, a temperatura ambiente, 50 mg de
Zn(Ac02)-2H20 (0,23 mmol) (Fig. 3.8).
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Zn(AcO),

NaOH(aq)

H,MVanTriM-2-PyP3* ZnMVanTriM-2-PyP%*

Figura 3.8 - Esquema geral de sintese da Zn-porfirina cationica ZnMVanTriM-2-PyP3",

O progresso da reacdo de metalacdo foi monitorado por CCD-SiO;
(KNO3(sat):H2.0:MeCN, 1:1:8 v/v) e espectroscopia de absor¢do UV-vis. O sistema foi
mantido sob agitacdo por 3 horas a temperatura ambiente. Apos o consumo total da base-
livre, o sistema foi filtrado em funil de placa sinterizada e a ZnMVanTriM-2-PyP3*
presente no filtrado foi precipitada na forma de sal de PFs~ com adi¢éo gota a gota de uma
solugdo aquosa de NH4PFs (3 mol L™). O solido foi separado por filtragdo, lavado com
uma mistura de Et20:iso-PrOH (9:1 v/v) e secado em estufa a 50 °C por 4 horas. O sélido
foi, entdo, resfriado e dissolvido em acetona, sendo a ZnMVanTriM-2-PyP3* precipitada
na forma de CI- com adicdo gota a gota de Aliquat 336. O sélido resultante foi lavado
com acetona, secado em estufa a 60 °C por 4 horas e transferido para um dessecador. A
massa isolada da ZnMVanTriM-2-PyPClz foi 12 mg (rendimento: 91%).

CCD-SiO, (KNOs(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v): R = 0,30.
UV-vis (H20): Amax/nm: 322, 428 (Soret), 558, 590

3.3.5 Estabilidade da ZnTE-2-PyP** e ZnTnHex-2-PyP** frente a solvélise

A estabilidade da ZnTE-2-PyP*" e ZnTnHex-2-PyP*" frente & desmetalacio em
solucéo foi avaliada utilizando-se estudos de solvolise acelerada. O tempo de meia-vida
de solvolise de ZnP** (t.,) foi determinado por UV-vis em condi¢Bes acidas severas e em
fluidos digestivos simulados. As concentragOes das solucOes estoque de ZnP foram
determinadas espectrofotometricamente usando valores de absortividade molar
publicados para a ZnTE-2-PyP*" (e255nm = 288.403 cm™ L mol 1) (BENOV et al., 2002)
e paraa ZnTnHex-2-PyP*" (e27,0nm = 436.516 cm™* L mol™!) (EZZEDDINE et al., 2013).
As solucdes aquosas de acido cloridrico (1 mol L), acido nitrico (1 mol L) e 4cido
fosforico (1 mol L) foram padronizadas por titulagio. O fluido gastrico simulado (em
inglés Simulated Gastric Fluid, SGF; pH 2,6) e fluido intestinal simulado (em inglés

Simulated Intestinal Fluid, SIF; pH 7,0) foram preparados como soluc@es eletroliticas
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ndo-enzimaticas, conforme descrito na literatura (MINEKUS et al., 2014). A composi¢édo
do SGF contém: KCI (6,9 mmol L), KH,PO4 (0,9 mmol L?), NaHCO3 (25 mmol L),
NaCl (47,2 mmol L?), MgClz:(H20)s (0,1 mmol L), (NH4)2CO3 (0,5 mmol L?) e
CaCl,-(H20)2 (0,075 mmol L), sendo o pH final ajustado para 2,6 com HCI (6 mol L™).
O SIF contém: KCI (6,8 mmol L), KH,PO,4 (0,8 mmol L), NaHCO3 (85 mmol L?),
NaCl (38,4 mmol L), MgCl,-(H20)s (0,33 mmol L) e CaClz:(H20)2 (0,3 mmol L),
sendo o pH final ajustado para 7,0 com HCI (6 mol L™).

O procedimento experimental consistiu na dilui¢do de aliquotas de uma solucéo
estoque aquosa da ZnP de interesse (geralmente 1 mmol L) em 3 mL de cada acido (HCI,
HNO3 ou HsPO4a 1 mol L) ou fluido (SGF ou SIF) em uma cubeta UV-vis para produzir
uma solucdo de trabalho de ZnP na faixa de concentragdo de pumol L. Apds mistura
rapida, a solvdlise de ZnP foi imediatamente acompanhada espectrofotometricamente, ao
longo do tempo. O tempo de meia-vida da reacdo foi determinado em condicdes de
pseudo-primeira ordem (HAMBRIGHT; SHEARS; SHAD, 1971; CONNORS, 1990).

3.3.6 Estudos exploratérios de aPDI de Leshmania usando ZnTE-2-PyP** e

ZnTnHex-2-PyP** como fotossensibilizadores

As solucdes estoque de ZnTE-2-PyP* e ZnTnHex-2-PyP* foram preparadas em
HO e as concentragbes da ordem de 1 mmol L foram determinadas
espectrofotometricamente utilizando os seguintes valores de absortividade molar
publicados para a ZnTE-2-PyP*" (e255nm = 288.403 cm™ L mol™) (BENOV et al., 2002)
e paraa ZnTnHex-2-PyP*" (e27,0nm = 436.516 cm™! L mol™!) (EZZEDDINE et al., 2013).

Os ensaios de aPDI de Leishmania foram realizados no grupo da Profa. Dra.
Adriana Fontes (UFPE), em parceira com as Profas. Dra. Beate S. Santos (UFPE), Dra.
Regina C.B.Q. Figueiredo (IAM-Fiocruz/PE) e Dra. Martha S. Ribeiro (IPEN-
CNENY/SP), sendo conduzidos pela Dra. Camila G. Andrade (UFPE) para a ZnTE-2-
PyP* (ANDRADE et al., 2018) e pelo doutorando Tiago H. S. Souza (UFPE) para a
ZnTnHex-2-PyP* (SOUZA et al., 2021).
ZnTE-2-PyP*: Aliquotas de 100 pL de suspensio de células promastigotas de Leshmania

braziliensis (1 x 107 células por mL) foram transferidas para uma placa de 96 pocos. Para

cada pogo, foram adicionados 100 uL de tampao fosfato-salino (PBS) (controle) ou PBS

contendo a ZnTE-2-PyP*" (FS) para atingir a concentragdo final de 5 ou 10 pmmol L1,
Os grupos experimentais foram divididos em: (1) controle negativo; (2) luz -

tratamento apenas com irradiacdo (controle positivo), (3) tratamento com 5 ummol L de
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ZnP no escuro; (4) ZnP 5 pmmol L + luz — adicdo de ZnP, seguido por irradiacio; (5)
10 pmmol L ZnP - tratamento com 10 ummol L de ZnP no escuro; e (6) 10 pmmol L
! de + luz — adicdo de ZnP, seguido por irradiacéo. Para todas as amostras contendo ZnP,
as células foram incubadas com o FS por 10 min. Como fonte de luz a 455 + 20 nm foi
utilizado LED (fotopolimerizador LEC, MMOptics, Brasil) e irradiagdo de aprox. 300
mW cm2 durante 5 ou 10 min (correspondente a doses leves de 90 ou 180 J cm™ 2,
respectivamente).

Para as formas amastigotas, os ensaios foram realizados em microplaca de 24
pocos, € 500 uL. de cada sistema de tratamento foram adicionados a cada pogo contendo
os macrofagos infectados com L. braziliensis. Os grupos de tratamento foram idénticos
aos descritos para as promastigotas. Os pogos da microplaca usados para o ensaio da
forma amastigota tiveram uma maior &rea em relacdo as promastigotas; a fim de irradiar
toda a area de cada poco, a ponta do guia de LED foi removida e a poténcia da luz foi
aumentada para manter irradiancia e uma dose leve semelhante a usada para tratar as
formas promastigotas (aprox. 300 mW cm2, 90 J cm2). L. As formas amastigotas foram
submetidas a irradiagdo por 5 min: i) apenas luz, ii) ZnTE-2-PyP* a 5 pymmol L + luz e
ZNnTE-2-PyP* a 10 ummol L + luz, seguindo o mesmo protocolo descrito para as
promastigotas. Depois, as células foram fixadas em fixador de Bouin e corado com
solucdo de coloragdo Giemsa (Sigma-Aldrich) por 15 min. O nimero de amastigotas foi
determinado analisando uma centena de células hospedeiras infectadas distribuidos em
campos microscépicos escolhidos aleatoriamente.

O efeito citotdxico dos tratamentos em macrofagos J774.A1 (ATCC® TIB-67™),
células Vero (ATCC® CCL-81™), e macrofagos peritoneais obtidos de camundongos
BALB/C foi avaliado via ensaio colorimétrico por MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio], um tipo de teste de viabilidade celular. Os procedimentos de
adicdo de ZnP e tratamento com luz foram idénticos aos reportados para as formas

promastigotas.

ZnTnHex-2-PyP*: Ensaios fotodindmicos com formas promastigotas foram realizados

em microplacas de 96 pogos. Duas concentragdes finais de ZnTnHex-2-PyP** 0,62 (A) e
1,25 pmmol L* (B), foram usadas. Duas condi¢bes de irradiagdo também foram
realizadas: Luz 1 = aprox. 38,2 mW cm por 1 min; e Luz 2 = aprox. 19,1 mW cm por

3 min.
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Grupos avaliados: (1) Controle = sem nenhum tratamento (no escuro); (2) Luz 1
= tratamento apenas com irradiagdo em aprox. 2,3 J cm; (3) Luz 2 = irradiag4o a aprox.
3,4Jcm?; (4) 1,25 pmmol L't de ZnP no escuro; (5) PDT Al = 0,62 ummol L de ZnP
+ Luz 1; (6) PDT A2 = 0,62 uM de ZnP + Luz 2; (7) PDT B1 = 1,25 ummol L de ZnP
+Luz 1; ¢ (8) PDT B2 = 1,25 pmmol L de ZnP + Luz 2.

As concentracdes, tempo de pré-incubacdo e tempo de irradiagdo usados foram
inicialmente escolhidos com base no estudo realizado com a ZnTE-2-PyP*. A mesma
configuracéo de irradiacéo foi aplicada. Os sistemas foram irradiados de cima para baixo,
sem a tampa de plastico. Um LEDbox (Biolambda) em 410 + 10 nm foi usado como fonte
de luz. Para todos os grupos tratados com a ZnTnHex-2-PyP*, as células foram pré-
incubadas com o FS por 5 min na auséncia de luz. Para todos os experimentos, a
suspenséo de promastigota (1 x 107 células por mL) foi transferida para o pogo e incubada
com 1 x solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, para grupos "controle™ e "apenas
luz") ou PBS contendo ZnP, na proporcao de volume de 1: 1 (volume total de 200 uL,
preparado na hora).

Ensaios de citotoxicidade com células de mamiferos foram realizados, utilizando
em macréfagos derivados da medula dssea de camundongos BALB/c (6-8 semanas de
idade) (BMDMs), seguindo o protocolo relatado na literatura (CABRAL et al., 2019).
Foram utilizadas as mesmas doses de ZnTnHex-2-PyP** (0,62 ou 1,25 ummol L) e os
controles foram os mesmos das formas promastigotas. O tratamento na exposicao radiante
mais alta (3,4 J cm?) foi adotado. As placas foram irradiadas conforme descrito
anteriormente para promastigotas e 0 mesmo tempo de pré-incubacéo foi aplicado. Apds
o tratamento, as células foram lavadas e incubadas em meio RPMI-1640 contendo 5 mg
mL™ de MTT, a 37 ° C e 5% de CO; por 4 h. Apés a incubagdo, o sobrenadante foi
descartado e os cristais formados foram solubilizados em dimetilsulfoxido. As
absorvancias foram medidas em um espectrofotébmetro Spectramax M4 a 570 nm. Os

testes foram realizados em triplicata em trés experimentos independentes.

3.4 Resultados e Discussao
3.4.1 Sintese da ZnTE-2-PyP** e ZnTnHex-2-PyP**

A Rota Classica para a obtencdo de 2-N-alquilpiridinioporfirinas de Zn(ll),
ZnTalquil-2-PyP* (alquil = etil ou n-Hexil) envolve: (i) alquilagio da porfirina base-
livre HoT-2-PyP com o correspondente tosilato de alquila para isolamento, por sinteses

independentes, das duas bases-livres catibnicas correspondentes, H,TE-2-PyP* e
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H,TnHex-2-PyP*, e (ii) insercdo de Zn(ll) em cada porfirina tetracatiénica, por
procedimentos independentes (Fig. 3.9, Rota Classica). Ao todo, sdo executadas 4 etapas
de sintese e purificagdo para obtencdo das duas ZnTalquil-2-PyP** (alquil = etil ou n-
Hexil) a partir da HoT-2-PyP (BENOQV et al., 2002; EZZEDDINE et al., 2013). A Rota
Alternativa consiste em: (i) metalagéo da porfirina base livre neutra H,T-2-PyP, formando
0 intermediario ZnT-2-PyP (REBOUCAS; de CARVALHO; IDEMORI, 2002), e (ii)
alquilacdo da ZnT-2-PyP com o correspondente tosilato de alquila (alquil = etil ou n-
Hexil) por sinteses independentes (Fig. 3.9, Rota Alternativa). Com isso, a obtencéo da
ZnTE-2-PyP* e ZnTnHex-2-PyP*" utilizando a Rota Alternativa pode ser realizada em
3 etapas de sintese e purificacdo. Destaca-se que a Rota Alternativa foi proposta
anteriormente pelo nosso Grupo para a sintese da ZnTE-2-PyPCls (VIANA et al., 2015);
a sintese desta ZnP foi revisitada no presente trabalho e o escopo da reagéo foi estendido

para incluir a ZnTnHex-2-PyPCla.
Rota
Classica

/ ——— [ZnTE2-PyP*
H,T-2-PyP

H,TnHex-2-PyP* | — [ ZnTnHex-2-PyP* |

Rota
Alternativa
/ ZnTE-2-PyP*™

[ H,T2-PyP | —> [ ZnT2PyP |

Figura 3.9 - Rotas para obtencdo de 2-N-alquilpiridinioporfirinas de Zn(ll): a classica

(em vermelho) e a alternativa, realizada neste trabalho (em preto).

Enquanto a preparagdo da ZnT-2-PyP, que corresponde a primeira etapa da Rota
Alternativa, estad bem estabelecida (REBOUCAS; de CARVALHO; IDEMORI, 2002) e
foi reproduzida aqui sem maiores novidades, as discussdes deste trabalho se concentrardo
nas reacoes de alquilacéo e no isolamento das ZnPs catidnicas resultantes.

A ZnTE-2-PyP*" foi obtida através da alquilagdo da ZnT-2-PyP com EtOTs
incorporando algumas modificagdes que otimizaram as condigdes descritas pelo nosso
Grupo na literatura (VIANA et al., 2015), sem comprometimento do tempo de reagéo de
24 h ou rendimento: (i) neste trabalho a razdo molar ZnP/EtOTs foi reduzida de 1:150

para 1:100, e (ii) o volume de solvente foi reduzido pela metade. Para a alquilacdo da
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ZnT-2-PyP com nHexOTs e obtencdo da ZnTnHex-2-PyP**, o tempo de reacéo foi de 72
horas (3 dias) usando um sistema com concentracdo equivalente aquela da ZnTE-2-
PyP**, mas com uma razao molar ZnP/nHexOTs de 1:200. Os compostos isolados ZnTE-
2-PyP* (BENOV et al.,, 2002) e ZnTnHex-2-PyP** (EZZEDDINE et al., 2013)
apresentaram caracteristicas cromatograficas e espectrais semelhantes aquelas reportadas
para estas amostras obtidas pela Rota Classica. E importante frisar que ambas as
alquilacdes foram concluidas em tempos similares aos reportados para as alquilagfes da
base-livre H.T-2-PyP (Rota Classica; Fig. 3.9), que deu origem a H.TE-2-PyP*
(BATINIC-HABERLE et al., 1999) e a H,TnHex-2-PyP*" (BATINIC-HABERLE et al.,
2002). O tempo de alquilagdo maior para a ZnTnHex-2-PyP*" em relagdo a ZnTE-2-
PyP* na Rota Alternativa também é observado na Rota Classica e esta associado ao
impedimento estérico imposto pelas cadeias alquilicas mais longas (EZZEDDINE et al.,
2013).

Tentativas de reduzir o excesso de nHexOTs na sintese da ZnTnHex-2-PyP*" da
proporcdo molar ZnP/nHexOTs 1:200 para 1:100 pela Rota Alternativa foram
insatisfatorias. Apds cinco dias de reacdo, foi necessario dobrar a razdo molar
ZnP/nHexOTs (1:200) e a alquilacdo foi finalizada apenas apds 9 dias. O produto da
alquilacdo apresentou o valor da banda Soret em 425 nm, diferente dos 427 nm da
literatura reportados para a ZnTnHex-2-PyP*" (EZZEDDINE et al., 2013), o que pode
sugerir desmetalacdo parcial. Analises por CCD-SiO2 ndo foram conclusivas.

As reacdes de alquilacdo da ZnT-2-PyP na Rota Alternativa foram monitoradas
por CCD-SiO. utilizando KNOs(sat.)/H2O/MeCN na propor¢do 1:1:8 (v/v/v) como
eluente. Nestas andlises, observou-se a formacdo e desaparecimento de multiplas
manchas com fatores de retencéo (Rf) menores que aquele da ZnT-2-PyP de partida, que
finalmente deram origem a apenas o produto de interesse, com R¢ idéntico aquele
reportado na literatura (ODEH et al., 2014) para a ZnTE-2-PyP*" (Rf = 0,20) ou para a
ZnTnHex-2-PyP*" (Rt = 0,53). A reducéo dos valores de Rt para as manchas observadas
ao longo da alquilacdo é consistente com o aumento de polaridade que acompanha a
formacdo das espécies catibnicas intermediarias mono-, di-, e trialquiladas, que
progressivamente evoluem para o composto tetraalquilado (tetracatiénico) de interesse.
Este comportamento é comparavel com aquele observados nos sistemas de base-livre
(BATINIC-HABERLE et al., 1998) e Mn(ll1)-porfirinas (REBOUCAS et al., 2008d)

anélogos.
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Ainda sobre as analises por CCD-SiO,, destaca-se que todas as porfirinas e
metaloporfirinas da classe das 2-N-alquilpiridinioporfirinas existem como uma mistura
de atropoisdmeros (isbmeros rotacionais), o que pode influenciar o perfil das manchas na
spalcas CCD. Nos compostos com cadeias alquilas curtas, como na ZnTE-2-PyP*, a
diferenca de polaridade entre os atropoisdmeros ndo € suficiente para separacdo
cromatogréafica efetiva nas condicdes de analises por CCD-SiO2, resultando em uma
Gnica mancha para esta ZnP. Ja para compostos com cadeias mais longas (IAMAMOTO
etal., 1994; MIZUTANI et al., 1998) € possivel o aparecimento de mais de uma mancha
para o produto na CCD, devido a diferenca de polaridade entre os atropoisémeros. No
caso da ZnTnHex-2-PyP*, a placa de CCD apresenta um conjunto de 2 manchas
ligeiramente espacadas (Rr meédio = 0,53) consistente com a mistura de atropoisdémeros
no produto isolado.

Os procedimentos de purificacdo e isolamento da ZnTE-2-PyP*" e ZnTnHex-2-
PyP*" foram semelhantes entre si e envolveram, inicialmente, a eliminacéo do solvente
DMF e o0 excesso de tosilato através de adicdo/extragdo com éter etilico (Et20). As duas
ZnP*" sdo hidrofilicas e, consequentemente, insollveis em Et,0O, resultando num material
viscoso que se adere as paredes do baldo de reacdo. A DMF e os tosilatos utilizados em
excesso sdo misciveis em Et>O, sendo diluidos e eliminados do sistema. O material
viscoso bruto da reacdo de alquilacdo das porfirinas contém impurezas, como uma
provavel contaminacdo de acido p-toluenosulfonico (TsOH) provindos a hidrélise do
correspondente tosilato de alquila, que podem catalisar a desmetalagéo das ZnP#*, se ndo
devidamente controlado. A purificacdo final dos compostos catiénicos da classe das N-
alquilpiridilporfirinas é comumente realizada via procedimentos de metatese em duas
etapas: (i) com NH4PFs em agua (metatese OTs /PFs") e com Aliquat 336 (metéatese PFs-
/CI"), levando tipicamente ao isolamento de N-alquilpiridilporfirinas na forma de sal de
cloreto (BATINIC-HABERLE et al., 1998).

Apos isolamento, a ZnTE-2-PyPCls e a ZnTnHex-2-PyPCls foram armazenadas
em frascos de plasticos fechados na forma de solugdo aquosa (agua destilada em
equilibrio com ar atmosférico, pH 5,8) a temperatura ambiente sob abrigo da luz. Ap6s
~1 ano néo foi constatada, seja por CCD-SiO. ou UV-vis, nenhuma alteragdo aparente
nas amostras de ZnTE-2-PyP*. N&o foram avaliadas degradages nas amostras em
tempos inferiores ou posteriores a esse. O mesmo foi observado ap6s ~2 anos para a
ZnTnHex-2-PyP*",
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Os espectros UV-vis da ZnTE-2-PyP*" e ZnTnHex-2-PyP*" foram caracteristicos.
A ZnTE-2-PyP*" apresenta uma banda Soret (425 nm) e duas bandas o e B de menor
intensidade na regido de 500 a 600 nm. O espectro da ZnTnHex-2-PyP*" é quase idéntico,
com Soret em 427 nm e as duas bandas a e p (Fig. 3.10). Os dados de espectroscopia
eletrénica das ZnP** sintetizadas s&o idénticos aqueles da literatura (BENOV et al., 2002;
EZZEDDINE et al., 2013).
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Figura 3.10 - Espectros UV-vis normalizados da ZnTE-2-PyP* (linha vermelha) e
ZnTnHex-2-PyP** (pontilhado preto) registrados em H2O. A expansdo corresponde a

regidao das bandas de menor energia.

E comum no grupo de pesquisa deixar o solido bruto das porfirinas catidnicas
secando em estufa a 50 ou 60 °C por algumas horas ou, as vezes, overnight nesta
temperatura. Em uma batelada da ZnTE-2-PyP*, foi observada a desmetalagéo quando
deixada para secar overnight a 50 °C. Este episodio foi verificado com o sélido bruto da
sintese, no qual apenas o solvente havia sido removido e que nédo tinha sido submetido
ainda a purificacdo por metatese (OTs/PFs), trazendo evidéncias da reatividade do
Zn(I1) frente a presenca de impurezas deste sistema. Desmetalacéo néo foi observada com
nenhum dos sélidos sujeitos a pelo menos uma etapa de purificagdo por metatese.
Partindo-se dessas observacdes, a secagem das ZnPs em estufa antes da primeira etapa de
metatese (OTs/PFe") foi substuida por uma secagem rapida em evaporador rotatério a 35
°C. Essa metodologia manteve a integridade de ambas as ZnPs ZnTE-2-PyP* e
ZnTnHex-2-PyP*,
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Em todos os casos em que houve desmetalacdo parcial ou total, as porfirinas foram
remetaladas com Zn(ll) pelo método cléssico e a purificacdo final via metatese foi
realizada dentro da normalidade (BATINIC-HABERLE et al., 1998).

E possivel a obtencdo da ZnTE-2-PyP* e ZnTnHex-2-PyP*" via alquilacdo dos
grupos 2-piridila da ZnT-2-PyP pela Rota Alternativa sem que ocorra a solvdlise do
Zn(1l). No entanto, é necessario garantir a qualidade dos respectivos tosilatos e controlar
a presenca de 4gua no meio, especialmente por se tratarem de reagcfes que demoram cerca
de 1 e 3 dias. A eliminacdo do solvente e a primeira metatese (OTs/PFs") devem ser
realizadas logo apos terminada a sintese. Caso o0 contrario, impurezas como 0 TsOH,
resultantes da hidrélise dos tosilatos de alquila, podem propiciar a desmetalacdo das
ZnP*,

A obtencgdo da ZnTnHex-2-PyPCls e ZnTE-2-PyPCl, pela rota alternativa (Fig.
3.9) possibilita a reducdo do numero de etapas de sinteses/purificacdes em 25%. Além
disso, a sintese do intermediario ZnT-2-PyP, que pode resultar em custos financeiros um
pouco menores nos processos de purificacdo. Esse fato ocorre devido a reducdo do uso
de reagentes de alto custo, como Aliquat 336 e NH4PFs, que sdo os compostos nos
processos de purificacdo das alquilacGes e metalacdes pela rota classica (Fig. 3.9).

3.4.2 Sintese da cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-
il)porfirinatozinco(ll) (ZnMVanTriM-2-PyPCls)

Nesta secao se descrevem as condi¢cOes de sintese e obtencdo de uma nova ZnP
do tipo [ZnAsB]** (onde A = 2-N-metilpiridinio, B = metilvanilina), a ZnMVanTriM-2-
PyP3%*. Utilizando a ZnTM-2-PyP** como modelo estrutural para a classe das ZnP do tipo
[ZnAsB]*, a ZnMVanTriM-2-PyP** ¢ o protdtipo N-metilado nos grupos 2-piridila (2-
Py) e O-metilado no grupo vanilina (MVan). A escolha do desenho da ZnMVanTriM-2-
PyP3* se deu devido as propriedades fotoquimicas conhecidas das Zn(Il) 2-N-
alquilpiridinioporfirinas, aliado ao aumento da lipofilia resultante da troca de um grupo
catiénico 2-N-metilpiridinio por um grupo neutro metilvanilina (Fig. 3.11).
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O\
ZnTM-2-PyP** ZnMVanTriM-2-PyP3*

Figura 3.11 — Estrutura da ZnTM-2-PyP*, ZnP do tipo [ZnAs]** que foi modelo
estrutural para a ZnP do tipo [ZnAsB]**, a ZnMVanTriM-2-PyP3*,

A obtencdo da ZnMVanTriM-2-PyP3** através da reagdo do acetato de zinco(ll)
com a base-livre precursora H2MVanTriM-2-PyP3* em meio aquoso basico (pH ~ 12), a
temperatura ambiente, durou cerca de 3 horas. As Zn(ll) 2-N-alquilpiridininioporfirinas
da literatura, tais como a ZnTM-2-PyP*" e ZnTE-2-PyP*" sio obtidas rapidamente (10-
15 min) a temperatura ambiente (BENOV et al., 2002).

Durante o curso da reagdo, as andlises por CCD-SiO; utilizando o eluente
KNOs(sat.)/H2O/MeCN na propor¢do 1:1:8 (v/v/v) indicaram o desaparecimento da
mancha fuorescente correspondente a base-livre H.MVanTriM-2-PyP*" (Rf= 0,47) e a
formacdo de uma outra mancha fluorescente correspondente ao complexo
ZnMVanTriM-2-PyP** (R = 0,30). Apesar de a metalagio com zinco(ll) ter sido
quantitativa, a purificacio e isolamento da ZnMVanTriM-2-PyP3* envolveu duas etapas
de metatese (OAC/PFs~ e PFe/CI7), de maneira bastante semelhante ao que ocorre para
as Zn(l) 2-N-piridininioporfirinas, como ZnTE-2-PyP* e ZnTnHex-2-PyP*".
Inicialmente, o produto da ZnMVanTriM-2-PyP** foi filtrado em funil de placa
sinterizada para eliminar o excesso de 6xidos e hidroxidos de Zn(ll) do sistema. O
sobrenadante aquoso recolhido necessitou de pré-concentracdo antes da adicdo de
NH4PFg, pois um sistema mais diluido dificulta a precipitagdo da ZnMVanTriM-2-PyP3*
na forma de sal de PFs . Para a metatese PF¢/CI~ com Aliquat 336, a ZnP precisou de
secagem prévia em estufa a 50 °C por 4 horas para que excesso de dgua ou umidade ndo
dificultasse a precipitacdo da ZnP na forma de sal de cloreto. O rendimento do produto
isolado ZnMVanTriM-2-PyPCls correspondeu a 90%.

Os espectros de UV-vis registrados em H20 (Fig. 3.12) indicaram que a insercao
do Zn(Il) no anel da porfirina foi acompanhada por (i) um deslocamento da banda Soret
para o vermelho (de 417 nm para 428 nm) e (ii) uma diminui¢do do nimero de bandas do

visivel (Tabela 3.4), devido ao aumento da simetria local de D2n (base-livre) para Dan
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(metaloporfirina) (WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994). A ZnMVanTriM-2-PyP3* possui
pequeno deslocamento para o vermelho da banda Soret (428 nm) em relagéo & porfirina
do tipo [A]* ZnTM-2-PyP* (Soret = 425 nm). Esse deslocamento se da pelo maior
carater eletrodoador da ZnMVanTriM-2-PyP®", devido & presenca do grupo O-
metilvanilina substituindo um grupo eletrorretirador 2-N-metilpiridinio.
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Figura 3.12 - Espectros UV-vis normalizados da porfrina base-livre H-MVanTriM-2-
PyP** (pontilhado vermelho) e seu respectivo complexo ZnMVanTriM-2-PyP3** (linha

azul) registrados em H>O. A expanséo corresponde a regido das bandas de menor energia.

Tabela 3.4 — Dados espectroscopicos (registrados em agua) das porfirinas cationicas e
seus complexos de Zn(ll) de relevancia neste trabalho.

Porfirinas log € da Amax /nm (intensidade relativa)

Soret

H.MVanTriM-2-PyP3*  523% 417 (1,00), 517 (0,087), 583 (0,040), 635 (0,011)

ZnMVanTriM-2-PyP3* b 322(0,10), 428 (1,00), 558 (0,070), 590 (0,015)

aValor de € em L mol™ cm™. PN4o determinado.

A medida do fator de reten¢do cromatogréafico (Ry), assim como ocorre com as N-
alquilpiridinioporfirinas e seus complexos de Mn(I1l) (KOS et al., 2009), fornece um
parametro indicativo da lipofilia desses sistemas a base de ZnP catidnicas. Foi observado
por Thomas e colaboradores (2015) uma relacdo linear entre o valor de Rt e 0 coeficiente
de particdo octanol/agua (log Pow). Sendo assim, a medida do Rf € um recurso muito
importante, quando n&o se pode determinar o logPow diretamente. Esse tendéncia também

é observada quanto se faz a correlagdo entre R¢vs nimero de carbonos da cadeia alquilica
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(nC) (THOMAS et al., 2015). A Tabela 3.5 apresenta os valores comparativos de Rs da
ZnMVanTriM-2-PyP3®* com ZnPs correlatas da literatura (ZnTM-2-PyP*, ZnTE-2-
PyP*, ZnTnBu-2-PyP*").

Tabela 3.5 — Dados comparativos dos fatores de retencdo cromatograficos (Rf) da ZnP
do tipo [ZnAsB]** ZnMVanTriM-2-PyP3" deste trabalho com ZnPs [ZnA4]*" da
literatura, usando silica, como fase estacionaria, € KNO3z(saryH20/MeCN 1:1:8 (v/V/v),

como fase mével.

Zn-porfirinas R
ZnMVanTriM-2-PyP3* 0,30
ZnTM-2-PyP** 0,102
ZnTE-2-PyP* 0,20°
ZnTnPr-2-PyP* 0,28°
ZnTnBu-2-PyP* 0,38°

3(ODEH et al., 2014), ® Valor estimado com base na equagio da reta da correlagio entre R¢vs nC
das ZnPs (y = 0,0671x + 0,0794) (THOMAS et al., 2015).

A ZnP do tipo [ZnAsB]** ZnMVanTriM-2-PyP3* apresenta valor de Rf em
KNOs(sat)/H20/MeCN 1:1:8 (v/v/v) bem maior do que a ZnP do tipo [ZnAs]** de
referéncia ZnTM-2-PyP*", mostrando o grande impacto na lipofilia resultante da
substituicdo de um grupo catiénico 2-N-metilpiridinio por um neutro grupo metilvanilina.
O anélogo tetra-n-butilado ZnTnBu-2-PyP** é mais lipofilico do que a ZnMVanTriM-2-
PyP%*. E importante destacar que, nos sistemas do tipo [ZnA4]** s&o necessarios quatro
grupos N-n-butila no complexo ZnTnBu-2-PyP** para alcancar um valor de Rt maior que
aquele do sistema [ZnAsB]** representado pela ZnMVanTriM-2-PyP3*, onde os
substituintes N-piridilas séo simples metilas. Considerando que os valores de Rt podem
ser indicadores razoaveis da lipofilia nestes sistemas (KOS et al., 2009; ODEH et al.,
2014), o uso de compostos menos volumosos, como a ZnMVanTriM-2-PyP%*, em
sistemas biologicos poderia ser uma alternativa atraente para substituir complexos mais
volumosos de lipofilia semelhante, como a ZnTnBu-2-PyP*, e talvez reduzir algum
impedimento estéricos dos processos de internaliza¢do celular das ZnPs, melhorando o
acumulo e biodistribuicdo. A ZnP tetra-n-propilada ZnTnPr-2-PyP* nio foi sintetizada,
porém a estimativa de Ry e foi observado parece estar bem proximo da ZnMVanTriM-2-
PyP3* (Tabela 3.5).
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Devido a limitagGes de tempo, ndo foi possivel fazer caracteriza¢des adicionais,
como RMN de H, infravermelho, analise elementar, entre outros, para se confirmar a
formulacio da ZnMVanTriM-2-PyP3*,

3.4.3 Estudos de estabilidade dos fotossensibilizadores ZnTE-2-PyP** e ZnTnHex-

2-PyP**frente a solvolise

Em geral, as ZnPs sdo estaveis no estado solido, porém o conhecimento da
estabilidade quimica em solucdo dos complexos de interesse farmacoldgico, sob varias
condigdes. Isso é relevante para orientar os protocolos de armazenamento e manuseio,
estratégias de formulagio e vias de administracdo in vivo (ALCANTARA et al., 2013).
Estudos de estabilidade acelerada avaliam a degradacdo de drogas sob condicbes
extremas, para aproximar seu comportamento as condigdes reais (BRASIL, 2019).

A insercdo do Zn(Il) nas porfirinas é explorada na quimica sintética como uma
forma eficiente de aumentar a estabilidade quimica e térmica de derivados de porfirinas
(HAMBRIGHT, 2000). Entretanto, uma reacéo bastante comum que pode comprometer
a estabilidade das ZnPs em meio aquoso é a desmetalacao do Zn(I1) por meio de hidrélise.
A estabilidade dos fotossensibilizadores promissores para aPDI, ZnTE-2-PyP* e
ZnTnHex-2-PyP*, frente a desmetalagio em solucdio foi  avaliada
espectrofotometricamente usando estudos de solvélise acelerada sob condi¢des acidas
(HCI, HNO3 e HsPO4 a 1 mol L) e em fluidos digestivos simulados (SGF e SIF). Os
dados obtidos para as solvdlises acidas foram determinados em condi¢des de pseudo-
primeira ordem (HAMBRIGHT; SHEARS; SHAD, 1971; CONNORS, 1990). Todos 0s
dados estédo compilados na tabela abaixo (Tabela 3.6).

A solvélise das ZnPs catibnicas catalisada por acido é amplamente afetada pela
natureza do anion (HAMBRIGHT; SHEARS; SHAD, 1971; HAMBRIGHT, 2000).
Assim, 0 HNOs, embora de pouco significado bioldgico, € um éacido amplamente
acessivel e relevante, do ponto de vista quimico/mecanistico, por conter um anion de
capacidade de coordenagéo limitada. Em HNO3 (1 mol L), as meias-vidas da ZnTM-2-
PyP* (HAMBRIGHT; GORE; BURTON, 1976) e ZnTE-2-PyP*, que diferem por
apenas um grupo CH> nas cadeias alquilas laterais s&o aproximadamente 1 dia e 5 dias
(Tabela 3.6), respectivamente. O profundo impacto da cadeia lateral alquila na
estabilidade da ZnP foi confirmado com a ZnTnHex-2-PyP**, que ndo mostrou nenhuma
perda detectavel de Zn(l) mesmo ap6s uma semana em HNO3 (1 mol L™) (DAVILA et
al., 1987).
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Tabela 3.6 — Tempos de meia-vida (t,) para a solvélise de ZnPs em estudos de

estabilidade acelerada a temperatura ambiente.

Solvente Zn-porfirina Meia-vida  Referéncia
(t)
HCI (1 mol L?) ZnTM-2-PyP** 1,4h a
1,9h b
ZnTE-2-PyP* 1,3h b
1,0h Este trabalho
ZnTnHex-2-PyP* 10,7 h b
9,5h Este trabalho
HNO3 (1 mol L) ZnTM-2-PyP** 19,2 h a
ZnTE-2-PyP* ~5 Este trabalho
ZnTnHex-2-PyP* dias c
estavel
HsPO4 (1 mol LY) ZnTE-2-PyP* ~9 Este trabalho
dias
HsPO4 (1 mol L) + NaCl (1 mol L)  ZnTE-2-PyP* «1 Este trabalho
diad
Fluido gastrico simulado® ZnTE-2-PyP* estavel Este trabalho

ZnTnHex-2-PyP* estavel

Este trabalho

Fluido intestinal simulado® ZnTE-2-PyP*

estavel

ZnTnHex-2-PyP* estavel

Este trabalho

Este trabalho

aHAMBRIGHT; GORE; BURTON, 1976, ® HAMBRIGHT, BATINIC-HABERLE, SPASOJEVIC, 2003,
¢ DAVILA et al. , 1987, 9 O espectro de UV-vis no tempo de reagdo de 24 h revelou caracteristicas
espectrais de porfirina base-livre (H.TE-2-PyP*), indicando que a desmetalacdo de ZnP ja estava

essencialmente completa em 1 dia, ¢ MINEKUS et al., 2014.

Com base na relevancia dos anions ClI- e POs*>~ em meios bioldgicos, foram

realizados ensaios usando HCI (1 mol L) ou HsPO4 (1 mol LY). Estudos de solvdlise
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com &cido fosforico ndo parecem ter sido reportados na literatura ainda. Com HCI (1 mol
L1), que é um acido com um anion coordenante, as meias-vidas da ZnTE-2-PyP*" e da
ZnTnHex-2-PyP*" cairam consideravelmente para aprox. 1 e 10 h (Tabela 3.6),
respectivamente, em concordancia com dados da literatura (HAMBRIGHT; BATINIC-
HABERLE; SPASOJEVIC, 2003). Por outro lado, a estabilidade da ZnP foi bastante alta
em HsPOs (1 mol L%); por exemplo, a meia-vida da ZnTE-2-PyP*" foi de
aproximadamente 9 dias (Tabela 3.6). Digno de nota, a adi¢do de NaCl (1 mol L) no
sistema H3POs (1 mol L) levou a uma desmetalagdo completa de ZnTE-2-PyP* em
24 h, 0 que esta de acordo com os dados em HCI e revela o papel negativo que o cloreto
tem na estabilidade desses sistemas de ZnP sob condicdes aceleradas de degradagdo em
pH extremamente baixo. Os CI~ sdo bons anions de coordenacdo, ocupando as posi¢oes
de coordenacéo liberadas pelos dois &tomos de nitrogénio protonados da porfirina durante
a solvolise, reduzindo ainda mais a separacdo de carga necessaria para a dissociacdo do
Zn(ll) (HAMBRIGHT; SHEARS; SHAD, 1971). Considerando que o mecanismo de
hidrélise e cinética de ZnP estdo bem estabelecidos (SHAH; HAMBRIGHT, 1970;
HAMBRIGHT; SHEARS; SHAD, 1971; HAMBRIGHT, 2000), a desmetalacdo de
ambas ZnTE-2-PyP*" e ZnTnHex-2-PyP*" em soluc&o em curtos periodos de tempo deve
ser desprezivel em pH proximo da neutralidade.

Os fotossensibilizadores de PDT em geral tém sido usados tanto topicamente
quanto sistemicamente, via injecdo ou via oral. A aplicacdo de formulagdo tdpica ou
injecdes locais em protocolos aPDI de Leishmaniose Cutanea (em oposicdo a terapia
sistémica) € altamente desejavel e estd em conformidade com o tratamento. Considerando
isso, a avaliacdo da estabilidade de ZnPs foi estendida para condi¢Ges que sdo relevantes
para uma via de administragdo oral sistémica. Dois fluidos digestivos simulados
padronizados foram preparados com composi¢do ricaem eletrélitos (K*, Na*, Cl-, HoPO4~
, HCO3~, COs%, Mg?*, NH4*, Ca?") e pH controlado (MINEKUS et al., 2014). Em ambos,
o fluido gastrico simulado (SGF, pH 2,6) e o fluido intestinal simulado (SIF, pH 7,0),
nenhuma indicagdo de perda de Zn(11) foi observada para a ZnTE-2-PyP* e ZnTnHex-
2-PyP**. Isso sugere que a administragdo oral de qualquer uma dessas ZnPs pode ser
considerada onde a administracdo sistémica € prescrita ou aceitavel, como uma via de
administracdo alternativa/complementar, por exemplo, para tratamentos de lesbes
profundas (ALLISON et al., 2004).

No geral, os dados obtidos sugerem que a ZnTE-2-PyP* e ZnTnHex-2-PyP** séo

estaveis em solucdo, a depender do controle do pH e da concentragdo de alguns ions,
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como o CI~. Sendo assim, por curtos periodos (horas a dias), a preparagdo de solucdes
estoque e diluicdes em agua destilada ndo deve apresentar problemas quanto a hidrolise
da ZnP. Por periodos mais longos (semanas a meses), sugere-se 0 uso de estoques em
tampdes de fosfato em pH proximo do neutro. O uso de tampao fosfato salino (em inglés
Phosphate-Buffered Saline, PBS) para estocar as ZnPs ndo é recomendado, para prevenir
a hidrolise catalisada por Cl-, que pode se tornar relevante em periodos mais longos
(escala de tempo de més). Para armazenamento das ZnPs por periodos bem mais longos
(de meses a anos), sugere-se manter a ZnTE-2-PyP*" e ZnTnHex-2-PyP* no estado
solido.

3.4.4 Estudos exploratérios de aPDI de Leshmania usando ZnTE-2-PyP** e

ZnTnHex-2-PyP** como fotossensibilizadores

A ZnTE-2-PyP* e a ZnTnHex-2-PyP*" sintetizadas neste trabalho foram
utilizadas em dois estudos de aPDI em Leshmania conduzidos pelo grupo da Prof. Dra.
Adriana Fontes (UFPE), em parceira com as Profas. Dra. Beate S. Santos (UFPE), Dra.
Regina C.B.Q. Figueiredo (IAM-Fiocruz/PE) e Dra. Martha S. Ribeiro (IPEN-
CNENY/SP), e publicados em coautoria no decorrer desta Tese (ANDRADE et al., 2018;
SOUZA et al., 2021). Nesta Secao sera apresentado apenas um pequeno recorte dos dados
de aPDI de L. amazonensis e L. braziliensis destes dois estudos, para demonstrar o
impacto do desenho estrutural de Zn(ll)-porfirinas mais lipofilicas como
fotossensibilizadores para o desenvolvimento de uma possivel terapia alternativa para
leishmaniose. Os estudos de aPDI com a ZnTE-2-PyP* foram realizados pela Dra.
Camila G. Andrade como parte de sua Tese de Doutoramento (ANDRADE, 2018),
enquanto os estudos com a ZnTnHex-2-PyP* foram realizados por Tiago H. S. Souza
como parte de sua Dissertacdo de Mestrado (SOUZA, 2020).

Os dados do estudo sobre a agdo da ZnTE-2-PyP** contra a infecgio de Leshmania
brasiliensis demonstraram que a ZnTE-2-PyP* (10 pumol L? + luz) (Fig. 3.13) tem
eficacia em reduzir a viabilidade da forma promastigota extracelular do L. brasiliensis
em 90% em apenas 5 min de irradiacdo de lamada LED.

As analises por microscopia eletronica de varredura indicaram lise da membrana
plasmética da forma promastigota do parasita. A forma amastigota (intracelular) teve a
viabilidade reduzida em 40%, o que evidencia a dificuldade maior de irradiagcdo do LED

e internalizacdo da ZnP em relagdo a forma promastigota. As células de mamifero foram
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pouco sensiveis ao efeito fotodindmico da ZnTE-2-PyP**, sendo um resultado favoravel,
pois é mais seletivo ao protozoario (ANDRADE et al., 2018).

120 -
100 -
80 - T r
60

40 A

Viabilidade Celular (%)

20 A

0 -
Controle Luz ZnTE 5 pM ZnTE 5 pM+ luz ZnTE 10 pM ZnTE 10 pM +
luz

Figura 3.13 - Viabilidade das formas promastigotas de L. brasiliensis apds tratamento
com a ZnTE-2-PyP* (barras laranjas) e 5 min de irradiacdo de luz (90 J cm). Grupos
estatisticamente significantes (p <0,05) quando comparados ao controle (barra amarela),
ao tratamento com luz (barra azul) e & ZnP no escuro na concentracdo correspondente
(barras cinzas); ZnTE = ZnTE-2-PyP*" (Adaptado de ANDRADE et al., 2018).

O analogo mais anfifilico ZnTnHex-2-PyP*" foi avaliado na aPDI de L.
amazonensis e L. Brasiliensis. O efeito fotodinamico da ZnTnHex-2-PyP** (0,62 e 1,25
umol L + luz) foi bastante significativo, sendo as formas promastigotas de ambas das
Leshmanias eliminadas pelo tratamento. Os resultados para a L. amazonensis estdo
apresentados na Figura 3.14. Sabendo-se que a ZnTnHex-2-PyP*" acumula mais na
mitocondria do que a ZnTE-2-PyP** (EZZEDINE et al., 2013), a disfunc&o desta organela
resulta em uma reducdo parcial, ou inibicdo completa, da producdo de trifosfato de
adenosina (ATP) (SOUZA et al., 2021).

A ZnTnHex-2-PyP*" reduziu o nimero de formas amastigotas/macréfago em
torno de 54% (0,62 umol L™ de ZnP) e em torno de 64% (1,25 pmol L de ZnP) (SOUZA
et al., 2021). Tal como ocorreu nos estudos com a ZnTE-2-PyP*", os macrofagos foram
bem menos afetados pela ZnTnHex-2-PyP**, sugerindo que a internalizagdo do FS parece
ocorrer preferencialmente no protozoarios ou que os macréfagos possuem mecanismos

mais eficientes de protecdo celular frente as espécies reativas fotogeradas.
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Figura 3.14 - Viabilidade das formas promastigotas de L. amazonensis apds tratamento
com a ZnTnHex-2-PyP**. Controle - células ndo tratadas; Luz 1 — Irradiacéo de 38,2 mW
cm? por 1 min (2,3 J cm™); Luz 2 — irradiagdo de 19,1 mW cm durante 3 min (3,4 Jcm’
2); ZnP — ZnTnHex-2-PyP** a 1,25 mmol L; PDT A1 - ZnTnHex-2-PyP*" a 0,62 mmol
Lt ZnTnHex-2-PyP* + Luz 1; PDT A2 - ZnTnHex-2-PyP* a 0,62 mmol L™ + Luz 2;
PDT B1 - ZnTnHex-2-PyP*" a 1,25 mmol L™ + Luz 1; PDT B2 - ZnTnHex-2-PyP* a
1,25 mmol L + Luz 2. Dados apresentados como média + erro padrdo. Grupos
estatisticamente significativos (p <0,0001) quando comparados ao controle. Quatro
experimentos independentes foram realizados em duplicata (n = 8); ZnTnHex =
ZnTnHex-2-PyP* (Adaptado de SOUZA et al., 2021).

A eficiéncia da ZnTnHex-2-PyP* em concentragcbes menores que aquelas
observadas para a ZnTE-2-PyP** é consistente com a maior lipofilia e provavel acimulo

da ZnTnHex-2-PyP*" nas leishmanias.

3.5 Conclusoes

A obtencédo das 2-N-alquilpiridinioporfirinas de Zn(ll) (ZnTalquil-2-PyP*) via
uma rota alternativa, partindo da metalacdo da H,T-2-PyP, obtencdo do intermediario
ZnT-2-PyP e alquilacdo dos grupos piridila foi descrita nesse capitulo com a sintese da
ZnTE-2-PyP* e ZnTnHex-2-PyP*", obtendo-se rendimentos isolados superiores a 90%.
Sa0 necessarios ajustes nas etapas de sintese e purificagdo, a fim de evitar desmetalagédo
das porfirinas. A escolha da rota alternativa, em comparagéo a rota classica, para obtengédo
dessas ZnPs reduz o numero de etapas de sintese e purificacao.

Os estudos de solvolise acelerada em HCI (1 mol L), HNOs(1 mol L) e HsPO4
(1 mol LY da ZnTE-2-PyP* e ZnTnHex-2-PyP* foram realizados e trouxeram
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pardmetros importantes para armazenamento de amostras de N-alquilpirdinioporfirinas
de Zn(I1). A teste de estabilidade em fluidos digestivos sugere boa estabilidade do Zn(ll)
de ambas as ZnPs nesses fluidos bioldgicos.

A obtencéo de uma nova ZnP catidnica do tipo [AsB]®* que apresenta trés grupos
2-metilpiridinio e um metil-vanilina (ZnMVanTriM-2-PyP%") ocorreu através de um
método adaptado da literatura, através da complexacdo com zinco(ll) a temperatura
ambiente. Analises de CCD-SiO2 e UV-vis sugeriram que a metalacdo Zn(ll) ocorreu de
maneira quantitativa. Analises por CCD-SiO, demonstraram que a lipofilia das Zn-
porfirinas de interesse pode estar perto da ZnTnBu-2-PyP**, um fotossensibilizador de
boa atividade in vivo.

Ambas as ZnPs ZnTE-2-PyP* e ZnTnHex-2-PyP* demonstraram ser bons
fotossensibilizadores em aPDI de Leshmania. A maior lipofilia da ZnTnHex-2-PyP** fez

com que ela apresentasse atividade em concentragdes menores do que a ZnTE-2-PyP*".
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4 Consideracoes Finais e
Perspectivas

4.1 Conclusoes gerais

Neste trabalho foi desenvolvida uma nova classe de porfirinas do tipo AsB (A= 2-
piridil, B= vanilina ou O-alquilvanilina), de representacdo geral H>VanTri-2-PyP ou
H2RVanTri-2-PyP (R = Me, nPr, iBu, nBu, nHex, nNon, CyE). Utilizando a H,T-2-
PyP (As) como modelo estrutural, chegou-se na HzVanTri-2-PyP, que possui uma
diferenca estrutural significativa entre os grupos A e B, de modo que a diferenciacao
cromatografica foi possivel de ser realizada e encontrou-se um prototipo estrutural a ser
explorado. A introducdo de variadas cadeias alquilicas saturadas no aldeido vanilina
trouxe uma diferenca significativa entre a lipofilia das porfirinas resultantes HoRVanTri-
2-PyP. Todas as porfirinas compartilharam uma metodologia de sintese via condensacao
de pirrol e da mistura de dois aldeidos, 2-piridinacarboxaldeido e vanilina ou O-
alquilvanilina. A purificagdo inicial gerou um precipitado denominado “porfirina bruta”.

As condi¢des de purificagdo da “porfirina bruta” precisaram ser ajustadas
conforme a natureza de cada sistema. Isso ocorreu devido ao fato de, como esperado, as
porfirinas apresentarem lipofilias diferentes e, portanto, solubilidades e propriedades
cromatograficas diferentes. Em contrapartida, ndo foi exatamente 6bvio que as impurezas
majoritarias da “porfirina bruta”, denominadas de polipirrol e “produtos marrons”,
fossem se tornando cada vez mais dificeis de serem eliminadas com o aumento da cadeia
lateral R, dificultando as purificacdes ndo-cromatogréficas. A porfirina H2VanTri-2-PyP
demandou menor esforco para purificacdo. Ja entre os derivados da série HoRVanTri-2-
PyP, a ordem de dificuldade de eliminacdo de impurezas foi: R = Me < nPr, iBu, nBu <
nHex, CyE < nNon. Em geral, as técnicas empregadas como métodos de purificagdo
parcial envolveram extracdo solido-liquido e/ou precipitacdo seletiva de impurezas. As
colunas cromatograficas foram as Gltimas etapas realizadas para o isolamento das
porfirinas de interesse H2VanTri-2-PyP ou H.RVanTri-2-PyP (R= Me, nPr, iBu, nBu,
nHex, nNon, CyE) (detalhes experimentais no Cap. 2).

A metodologia de sintese e purificagdo das porfirinas cationicas do tipo [AsB]3*
de representacdo geral HoVanTriM-2-PyP3* e H,RVanTriM-2-PyP** (R = Me, nBu,
nHex) foi semelhante a H,TM-2-PyP** de referéncia. Os dados de UV-vis das porfirinas
do tipo [AsB]** sdo idénticos entre si, 0 que é condizente com a diferenca estrutural
limitada as cadeias de hidrocarbonetos saturados localizadas em posicdes espacial e
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eletronicamente distantes do centro porfirinico. Os dados de CCD-SiO. obtidos da
HoVanTriM-2-PyP%" e H,RVanTriM-2-PyP** (R = Me, nBu, nHex) sugeriram que pode
haver uma relacéo direta entre Rt e lipofilia para essa nova classe, tal qual ocorreu com
as 2-N-alquilpiridinioporfirinas [A4]**.

A obtencgdo da porfirina catidnica H2VanTriM-2-PyP3* na auséncia de base,
preservando-se o p-OH do grupo vanilina, confirmou a diferenca de reatividade entre 0s
grupos 2-piridila (A) e vanilina (B) nessas condicdes. Na presenca de base, o grupo p-OH
da vanilina € mais reativo do que o grupo 2-piridila, principalmente quando envolver
introducdo de grupos volumosos, devido ao impedimento estérico do macrociclo
porfirinico em relacdo ao grupo 2-piridila. A possibilidade de fazer modificagdes de modo
independente em cada grupo traz uma vantagem estrutural. 1sso pode ser explorado para
diversos fins, como conjugar (bio)moléculas complexas na vanilina, tais como: proteinas,
enzimas, agucares, acidos nucleicos, etc.

As porfirinas do tipo [AsB]** parecem ser menos reativas frente & metalagio com
manganés e zinco do que o modelo estrutural H, TM-2-PyP**, nas condicdes testadas
neste trabalho. Isso ocorreu provavelmente pela maior basicidade das porfirinas dessa
nova classe. Apesar disso, duas rotas para obtencdo dos complexos de Mn(l11) puderam
ser exploradas:

e ARota 1 envolveu: (i) obtencdo da respectiva porfirina cationica do tipo [AsB]**,
e (i) insercdo de Mn(l11) em: a) meio aquoso para a MnVanTriM-2-PyP* e b)
meio etanélico para a MnMVanTriM-2-PyP**,

e A Rota 2 envolveu: (i) metalacdo da porfirina neutra, formando o intermediério
de Mn(I1l) MnRVanTri-2-PyP* (R = Me, nPr, nHex), e (ii) alquilagdo da MnP
MeOTs em a) DMF a 105°C, no caso da MnMVanTriM-2-PyP* ou b) DMF a
70°C na presenca de K2COs, no caso da MnnHexVanTriM-2-PyP*, que evitou a
desmetalacdo da mesma.

e A MnnPrVanTriM-2-PyP*" desmetalou quando se utilizou a rota 2a). A rota 2b)
néo foi testada, devido a limitagdes de tempo.

A variagio de metodologia nas rotas de obtengdo de cada MnP do tipo [MnA3B]**
se deu pela provavel diferenca de reatividade entre as porfirinas dessa classe. E provavel
que metodologias semelhantes possam ser Uteis para se preparar outras representantes
desta nova classe. As MnPs do tipo [MnA3B]** apresentaram dados de UV-vis bastante
semelhantes entre si, assim como ocorreu com as porfirinas precursoras. Os dados
eletroquimicos e atividade SOD dos prototipos de MnPs dessa classe, a MnVanTriM-2-
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PyP* e MnMVanTriM-2-PyP*" O potencial de redugdo Mn(I11)/Mn(ll) e a atividade
SOD dos protétipos MnVanTriM-2-PyP* (Ex 109 mV vs NHE; log Kea 6,24) e
MnMVanTriM-2-PyP* (E:, 115 mV vs NHE; log ke 6,27) foram inferiores a MnP
analoga do tipo [MnA4]**, MNTM-2-PyP>* (Ex, = 220 mV vs NHE; log Kcat = 7,79), sendo
consistentes com o desenho estrutural resultante da substituicio de um grupo
eletrorretirador 2-N-metilpiridinio por um grupo eletrodoador vanilina ou metilvanilina e
consequente reducdo da facilitacdo eletroestatica, associada a reducdo da carga global dos
complexos [MnAsB]**. Os dados de Rr cromatograficos obtidos (lipofilia) da
MnVanTriM-2-PyP* e MnRVanTriM-2-PyP*" (R= Me, nPr, nHex) sugerem que essa
nova classe € promissora para ensaios in vivo. A menor atividade SOD, assim como
ocorreu com as 3-N-alquilpiridinioporfirinas de Mn(lll), pode ser compensada pela
lipofilia e possivel melhor biodisponibilidade.

A obtencdo da ZnMVanTriM-2-PyP3* ocorreu através da complexagdo com
zinco(Il) a temperatura ambiente em meio aquoso. Analises por CCD-SiO- sugeriram que
a lipofilia da ZnMVanTriM-2-PyP*" (R¢= 0,30) pode estar perto da ZnTnBu-2-PyP** (R¢
= 0,38), representante da classe das Zn(ll) 2-N-alquilpiridinioporfirinas que é um
fotossensibilizador de boa atividade in vivo.

A sintese da ZnTE-2-PyP*" por uma rota alternativa foi revisitada e o escopo da
reacdo foi estendido para incluir a ZnTnHex-2-PyP**. A rota alternativa possui uma
vantagem em relacdo a rota classica: apenas um intermediario, a ZnT-2-PyP, o0 que pode
ser explorado para N-alquilacdo via reagdo com outros tosilatos de alquila.

Os estudos de estabilidade da ZnTE-2-PyP* e da ZnTnHex-2-PyP*" frente a
solvolise em écido nitrico, cloridrico e fosforico contribuiram para estabelecer condigdes
de armazenamento e manuseio desses compostos em solugdo para estudos bioldgicos. A
ordem de estabilidade foi ZnTnHex-2-PyP* > ZnTE-2-PyP*", em todos os &cidos,
refletindo o impacto do efeito estérico da cadeia N-alquila sobre a reacdo de
desmetalacdo. A estabilidade das ZnPs foi sensivel a natureza dos contra-ions do &cido,
aumentando na ordem: fosfatos > nitrato > cloreto. O preparo de solug¢des estoque com
pH neutro em tampéao fosfato na auséncia de CI~ contribui para a estabilidade das ZnPs.
Ambas as ZnPs se mostraram estaveis frente a solvolise em fluidos digestivos simulados,
sugerindo estabilidade em condigdes reais.

Ambas as ZnPs ZnTE-2-PyP* e ZnTnHex-2-PyP*" demonstraram ser bons
fotossensibilizadores em aPDI dos parasitas do género Leshmania. Adicionalmente, as

células de mamiferos testadas, incluindo macréfagos, foram bem menos afetadas do que
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as Leshmanias. 1sso € um adicional positivo para possivel uso dessas ZnPs em tratamento

clinico de Leshmaniose cutanea via aPDI futuramente. A maior lipofilia da ZnTnHex-2-

PyP** fez com que ela apresentasse atividade em concentragdes menores do que a ZnTE-
2-PyP*,

4.2 Perspectivas

As perspectivas para continuagéo dos trabalhos envolvendo porfirinas de Mn(111) como

agentes terapéuticos redox ativos incluem:

Caracterizar as porfirinas do tipo AsB e seus derivados cationicos [AsB]**,
[MnA3B]* por Andlise Termogravimétrica, ESI-MS e Analise Elementar;
Determinar e correlacionar do potencial de reducio Mn"'/Mn'" das MnPs do tipo
[MnAsB]*, atividade SOD (log kca) € lipofilia dos compostos (ligantes e
complexos).

Investigar a eficiéncia in vivo dessa nova classe de MnPs que possuem
hidrocarbonetos lineares, ramificados ou ciclicos em suas estruturas para controle
de lipofilia em modelos bioldgicos de estresse oxidativo, tais como linhagens
selvagens e SOD-deficientes de Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae.
Comparar os resultados obtidos com os da literatura dos complexos de Mn(l11) do
tipo [MnA4]**, MnTalquil-2-PyP®*,

Investigar uma nova rota de obtencdo as porfirinas do tipo AzB (A= 2-piridil, B=
O-alquilvanilina) de representacdo H.RVanTri-2-PyP (R= nPr, iBu, nBu, nHex,
nNon, CyE) via O-alquilagdo do grupo vanilina da H2VVanTri-2-PyP (Fig. 4.1):

ROTs
- S

DMF, K,CO,

H,VanTri-2-PyP H,RVanTri-2-PyP

Figura 4.1 — Esquema da O-alquilagdo do grupo vanilina da H.VanTri-2-PyP para

obtencgéo dos derivados H2RVanTri-2-PyP (R= nPr, iBu, nBu, nHex, nNon, CyE).

A continuacéo dos estudos da Zn(11) porfirina ZnMVanTriM-2-PyP** do tipo [ZnAsB]**

inclui:
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Caracterizagdo por RMN de 'H, espectrometria de massas (ESI-MS), analise
elementar (CHN) e Espectroscopia de Fluorescéncia.

Avaliar a ZnMVanTriM-2-PyP** como fotossenbilizador para inibicio
fotodindmica antimicrobiana de microrganismos como, por exemplo,
representantes do género Leishmania.

Realizar estudos de solvolise da ZnMVanTriM-2-PyP**. As condigGes testadas
poderdo envolver HCI (1 mol L™), HNOs (1 mol L) e HsPOs (1 mol LY.
Adicionalmente, é de interesse a investigacdo da estabilidade (ao longo de
semanas/meses/ano) de solucdes desta ZnP do tipo [ZnAsB]** e dos sistemas
correlatos, ZnTalquil-2-PyP*" do tipo [ZnA4]**, preparadas em H.O e tampéo
fosfato em pH préximo do neutro.

Estender os estudos para outras [ZnAsB]** (A= 2-N-metilpiridinio, B = O-
alquilvanilina) com grupos O-alquilvanilina mais lipofilicos. Comparar com as

Zn(11) 2-N-alquilpirinioporfirinas da literatura.
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6 Apéndices

Apéndice A — Caracterizacdes das porfirinas do tipo AsB
A.1 Espectros eletrénicos UV-vis comparativos das porfirinas do tipo AsB
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Figura A.1.1 — Espectro UV-vis da H.MVanTri-2PyP registrado em acetona. A
expansdo compreende as bandas Q.
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Figura A.1.2 — Espectro UV-vis normalizado da HonPrVanTri-2PyP registrado em

acetona. A expansao compreende as bandas Q.

164



Capitulo 6

0.1 -

0,05 1
- 0,5 -1 J\,\/\A

450 550 650

&

o =
1 )

—

ancia

o i
S ~1 S0
L L L

”

L
=N
1

=

Absorv
;FeEl
il s B
L L L

A

350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de Onda / nm

=]

Figura A.1.3 — Espectro UV-vis normalizado da HnBuVanTri-2PyP registrado em

acetona. A expansao compreende as bandas Q.
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Figura A.1.4 — Espectro UV-vis normalizado da H.iBuVanTri-2PyP registrado em
acetona. A expansdo compreende as bandas Q. A expansdo corresponde as bandas Q.
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CHCls. A expansdo compreende as bandas Q.
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Figura A.1.7 — Espectro UV-vis normalizado da H.CyEVanTri-2PyP registrado em
acetona. A expansdo compreende as bandas Q.

A.2 - RMN de 'H das porfirinas neutras do tipo AsB

Os espectros de RMN de *H das porfirinas do tipo AsB foram registrados em d®-
DMSO ou CDCIz e apresentaram muitas semelhancas entre si. Foram observadas
diferencas pequenas nos deslocamentos atribuidos aos hidrogénios g-pirrélicos, grupos
2-piridila, vanilina/O-alquilvanilina e NH-pirrélicos. Os espectros diferiram
consideravelmente, como esperado, nas regifes associadas aos substituinte p-OR da

vanilina (H ou alcanos).

5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina (H,VVanTri-2-PyP)

Hidrogénios N-pirrdlicos (H internos): um singleto préximo a —2,94 ppm na regido

correspondente aos hidrogénios NH pirrélicos a internos da porfirina, que é o sinal mais
blindado das porfirinas (Figura A.2.1) (LITTLE et al., 1975; SARI et al., 1990).

Hidrogénios alcoxilas: A presenca de um singleto em 3,93 ppm z é atribuido aos

hidrogénios do grupo m-OCHjs da vanilina. O hidrogénio fendlico da vanilina (OH),
correspondente a um singleto em 9,54 ppm (Figura A.2.1), que coincide com o sinal dos
hidrogénios OH em 9,50 ppm da pofirina do tipo B4 HoVanP (NUTALAPATI, 2011).
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Figura A.2.1 — Espectro de RMN de *H 500 MHz em d®-DMSO da HxVanTri-2-PyP,
com destaque para os hidrogénios NH-pirrélicos a, OH da vanilina e do grupo m-OCHz

z da vanilina. As atribuicGes da regido dos hidrogénios aromaticos serdo detalhadas na
Fig. A.2.2.

Os sinais correspondentes aos hidrogénios aromaticos estdo presentes na regiao
de 7,00 até 9,30 ppm.
Hidrogénios g-pirrolicos: Ao contrario do singleto tipico dos hidrogénios S de porfirinas
meso-tetrassubstituidas, como a H.T-2-PyP (KAMP; SMITH, 1996; REBOUCAS et al.,

2002), espera-se um conjunto de 4 dubletos para os hidrogénios -pirrélicos na H.VanTri-

2-PyP, em razdo da menor simetria desta porfirina. O dubleto em 9,00 ppm ¢é
correspondente aos dois hidrogénios p1 (Fig. A.2.2), mais proximos do grupo vanilina, o
que coincide com a regido dos sinais dos hidrogénios p-pirrélicos da H.TVanP
(NUTALAPATI, 2011), que contém quatro substituintes vanilina. Os demais sinais dos
hidrogénios B2 a B4, que correspondem aos hidrogénios mais proximos dos anéis 2-
piridila, aparecem sobrepostos na regido entre 8,78 e 8,90 ppm (p2-p4) (Fig. A.2.2), que
coincidem com a regido dos hidrogénios S-pirrélicos da porfirina do tipo A4 de referéncia
H>T-2-PyP (KAMP; SMITH, 1996; REBOUCAS et al., 2002).

168



Capitulo 6

8.8
—8.3
828
— 7.8
— 78
763

B2-pa4

o= -

g
/NL
8
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
96 95 94 93 92 91 90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72
f1 (ppm)

s Y % & I

Figura A.2.2 - Espectro RMN de 'H das regides correspondentes aos atomos de
hidrogénio do grupo fenil e 2-piridil da HVVanTri-2-PyP.

Hidrogénios arilas do grupos 2-piridila: Os sinais dos hidrogénios dos anéis 2-piridila

aparecem na regiao entre 7,85 e 9,15 ppm (Fig. A.2.2). Os hidrogénios b/b’ (posicéo 6
do piridila), que correspondem a um dubleto em 9,10 ppm, sdo os mais desblindados de
cada grupo 2-piridila, por estarem ligados ao carbono vizinho ao nitrogénio, que exerce
efeito de deblindagem de forma mais pronunciada na posicdo 6 do anel piridila (SARI et
al., 1990). Os hidrogénios c¢/c’ (posicdo 3 do piridila) estdo presentes em 8,28 ppm e
acoplam (J = 7,2 Hz) com os hidrogénios d/d’ (posicéo 4 do piridila), que estdo presentes
em 8,36 ppm (Fig. A.2.2). Os hidrogénios e/e’ (posicdo 5 do piridila) sdo os mais mais
blindados (7,88 ppm), por estarem na posi¢cao mais rica em densidade eletrénica no anel
piridinico (REBOUCAS et al., 2002).

Hidrogénios arila do grupo Vanilina: Os sinais dos hidrogénios do grupo vanilina da

H>VanTri-2-PyP aparecem na regido entre 7,20 e 7,85 ppm. A presenca de um singleto
em 7,82 ppm ¢ atribuido ao hidrogénio f (posicdo 2 do grupo fenila). Dois dubletos em
7,24 e 7,63 ppm podem ser atribuidos aos hidrogénios g (posicdo 5) e hidrogénio h
(posicéo 6 do fenila), respectivamente, que acoplam (J = 8,0 Hz) entre si. O hidrogénio d
é mais blindado que o hidrogénio e (NUTALAPATI, 2011).
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5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(2-piridilporfirina (H,MVanTri-2-PyP)

De um modo geral, o espectro de RMN de *H (200 MHz) da H.MVanTri-2-PyP,
registrado em d®-DMSO, foi bastante semelhante aquele da HzVanTri-2-PyP.

Hidrogénios #-pirrdlicos: O dubleto em 8,97 ppm é correspondente aos dois hidrogénios
p1 (Fig. A.2.3), mais proximos do grupo metilvanilina (NUTALAPATI, 2011). Os
demais sinais dos hidrogénios B2 a p4, que correspondem aos hidrogénios mais proximos
dos anéis piridila, aparecem sobrepostos na regiao entre 8,85 ¢ 8,80 ppm (B2-p4) (Fig.
A.2.3) (KAMP; SMITH, 1996; REBOUCAS et al., 2002).

Hidrogénios arilas do grupos 2-piridila: Os sinais dos hidrogénios dos anéis 2-piridila

aparecem na regido entre ppm (Fig. A.2.2). Os hidrogénios i/i’ (posi¢do 3 do piridila),
que correspondem a um dubleto em 9,09 ppm (SARI et al., 1990). Os hidrogénios g/g’
(posicdo 4 do piridila) aparecem em 7,91 ppm. Os hidrogénios f/f> e h/h’> aparecem
sobrepostos na regido entre 8,22-8,43 ppm (Fig. A.2.3).

Hidrogénios arila do grupo metilvanilina: Os sinais dos hidrogénios dos anéis fenila

da HoMVanTri-2-PyP aparecem na regido entre 7,30 — 7,85 ppm. Um singleto em 7,82
ppm atribuido ao hidrogénio f (posicdo 2 do grupo fenila) estd sobreposto com o sinal
e/e’ do grupo 2-piridila. Dois dubletos em 7,24 e 7,63 ppm podem ser atribuidos ao
hidrogénio g (posicdo 5) e hidrogénio h (posicdo 6 do fenila), respectivamente, que
acoplam entre si. O sinal do hidrogénio g € mais blindado que o sinal do hidrogénio h
(Fig. A.2.3).
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Figura A.2.3 - Espectro de RMN de *H de 200 MHz da HoMVanTri-2-PyP registrado
em d®-DMSO da regido dos hidrogénios aromaticos: -pirrélicos (preto), piridilas (verde),

metilvanilina (azul).
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Hidrogénios N-pirrolicos (H internos): um singleto proximo a —2,98 ppm na regido

correspondente aos hidrogénios NH pirrdlicos a internos da porfirina, que € o sinal mais
blindado (Fig. A.2.4) (LITTLE et al., 1975; SARI et al., 1990).
Hidrogénios alcoxilas: A presenca de um singleto em 3,87 ppm b na H.MVanTri-2-PyP

¢ atribuido aos hidrogénios metilicos do grupo m-OCHs da vanilina, em regido
semelhante a HoVanTri-2-PyP. Os hidrogénios p-OCHs vanilina, correspondentes a um
singleto em 4,04 ppm, que coincidem com os sinais em 4,10 ppm da H.TMVanP
(NUTALAPATI, 2011) (Figura A.2.4).
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Figura A.2.4 - Espectro de RMN de H de 200 MHz da H,MVanTri-2-PyP registrado

em d®-DMSO da regido dos hidrogénios alcoxila, perto do sinal do TMS.
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5-(3-metoxi-4-n-propoxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina (H.nPrVVanTri-2-PyP)
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Figura A.2.5 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz) em d®-DMSO da HznPrVvanTri-2-
PyP. Destaque para as atribui¢es dos hidrogénios NH internos a, m-OCHz z e do grupo
p-OCH: i. As regides expandidas compreendem aos deslocamentos dos hidrogénios
aromaticos dos grupos O-n-propilvanilina, 2-piridila e g-pirrolicos e os hidrogénios p-
OCH2CHz (i) e p-OCH2CH2CH3 (K).

5-(3-metoxi-4-n-butoxifenil)-10,15,20-tris(2-piridi)porfirina (H.nBuVanTri-2-PyP)

O espectro de RMN de 'H 200MHz em CDCl; da HznBuVanTri-2-PyP sera
apresentado a seguir (Fig. A.2.6).
Hidrogénios g-pirrdlicos: A HonBuVanTri-2-PyP apresentou um dubleto em 8,96 ppm

correspondente aos dois hidrogénios p1 (Fig. A.2.6) mais proximos do grupo O-n-
butilvanilina. Um dubleto em 8,82 ppm correspondente aos hidrogénios B2, que acoplam
(J=4,7 Hz) com os hidrogénios p1. Os demais sinais dos hidrogénios g3 e p4 (8,85 ppm),
que s&o mais proximos dos anéis 2-piridila (Fig. A.2.6). A regido em que os hidrogénios
B3 e p4 aparecem em regido idéntica (8,85 ppm) aos hidrogénios S-pirrélicos da porfirina
As HoT-2-PyP (SARI et al., 1990; KAMP; SMITH, 1996).
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Hidrogénios arilas do grupos 2-piridila: Os hidrogénios b/b’ (posicdo 6 do piridila),

que correspondem a um dubleto em 9,13 ppm (SARI et al., 1990). Os hidrogénios c/¢’
(posicdo 3 do piridila) aparecem na regido 8,11-8,07 ppm. Os hidrogénios d/d’ (posi¢do
4 do piridila) aparecem na regido entre 8,20-8,25 ppm (Fig. A.2.6). Os hidrogénios g/g’
(posicéo 5 do piridila) aparecem aparecem sobrepostos com os sinais dos hidrogénios do

grupo O-n-butilvanilina, entre 7,78-7,68 ppm.
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Figura A.2.6 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz) da H.nBuVanTri-2-PyP registrado

em CDClz na regido dos hidrogénios aromaticos.

Hidrogénios arila do grupo O-n-butilvanilina: Os sinais dos hidrogénios dos anéis

fenila aparecem na regido entre 7,78-7,68 ppm. Eles estdo muito sobrepostos para serem
atribuidos.

Hidrogénios N-pirrdlicos (H internos): Nao foi realizada a aquisicdo do espectro na

regido abaixo de 80,00 (ppm) durante a analise.

Hidrogénios alcoxilas: A presenca de um singleto em 3,97 ppm z é atribuido aos

hidrogénios metilicos do grupo m-OCHjs da vanilina. Um tripleto centrado em 4,32 ppm
pode ser atribuido aos hidrogénios i do grupo p-OCH; e sdo desblindados pela
proximidade do heteroatomo O (Fig. A.2.7). Um tripleto mais blindado centrado em 1,11
ppm € atribuido aos hidrogénios | do grupo CHs terminal da cadeia n-butila. Um sexteto
em 2,04 ppm é atribuido aos hidrogénios j do grupo p-OCH2CH,. Outro sexteto é
atribuido aos hidrogénios k do grupo p-OCH2CH2CHz, que acoplam com os hidrogénios

jel
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Figura A.2.7 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz) em CDCl; da HonBuVanTri-2-PyP

na regido proxima ao TMS.

5-(3-metoxi-4-iso-butoxifenil)-10,15,20-tris(2-piridiDporfirina (H.iBuVanTri-2-PyP)

Os espectros de RMN de *H 200MHz em CDCls da porfirina HziBuVanTri-2-PyP
apresenta muitas semelhancas com HziBuVanTri-2-PyP, pois sdo isdmeros de posicao.

Hidrogénios #-pirrdlicos: A HziBuVanTri-2-PyP apresentou um dubleto em 8,96 ppm

correspondente aos dois hidrogénios g1 (Fig. A.2.8) mais proximos do grupo O-iso-
butilvanilina. Um dubleto em 8,82 ppm correspondente aos hidrogénios B2, que acoplam
(J=4,7 Hz) com os hidrogénios p1. Os demais sinais dos hidrogénios g3 e p4 (8,85 ppm),
que sdo mais proximos dos anéis 2-piridila (Fig. A.2.8). A regido em que os hidrogénios
B3 e p4 aparecem em regido idéntica (8,85 ppm) aos hidrogénios S-pirrélicos da porfirina
As HT-2-PyP (SARI et al., 1990; KAMP; SMITH, 1996).

Hidrogénios arilas do grupos 2-piridila: Os hidrogénios b/b’ (posicdo 6 do piridila),

que correspondem a um dubleto em 9,13 ppm (SARI et al., 1990). Os hidrogénios c/¢’
(posicdo 3 do piridila) aparecem na regido 8,11-8,07 ppm. Os hidrogénios d/d’ (posi¢do
4 do piridila) aparecem na regido entre 8,20-8,25 ppm (Fig. A.2.8). Os hidrogénios g/g’
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(posicéo 5 do piridila) aparecem aparecem sobrepostos com os sinais dos hidrogénios do
grupo O-iso-butilvanilina, de 7,78-7,68 ppm.
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Figura A.2.8 — Espectro de RMN de H (200 MHz) da H.iBuVanTri-2-PyP registrado

em CDClz na regido dos hidrogénios aromaticos.

Hidrogénios arila do grupo O-i-butilvanilina: Os sinais dos hidrogénios dos anéis

fenila aparecem na regido entre 7,78-7,68 ppm. Eles estdo muito sobrepostos para serem
atribuidos (Fig. A.2.8).
Hidrogénios N-pirrdlicos (H internos): Nao foi realizada a aquisicdo do espectro na

regido abaixo de 60,00 durante a analise.

Hidrogénios alcoxilas: A presenca de um singleto em 3,97 ppm z é atribuido aos

hidrogénios metilicos do grupo m-OCHzs da vanilina. Um dubleto centrado em 4,08 ppm
pode ser atribuido aos hidrogénios i do grupo p-OCH: e sdo desblindados pela
proximidade do heteroatomo O (Fig. A.2.9). Dois singletos mais blindados centrados em
1,21 ppm sdo atribuido aos hidrogénios k/k’> dos grupos CHs terminais da cadeia i-butila.
Um septeto em 2,39 ppm € atribuido ao hidrogénio j, que acopla com os hidrogénios k/k’
(Fig. A.2.9).
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Figura A.2.9 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz) em CDCl; da HziBuVanTri-2-PyP

na regido proxima ao TMS.

5-(3-metoxi-4-n-hexiloxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina (H.nHexVVanTri-2-PyP)

Os dados de RMN de *H da H.nHexVanTri-2-PyP corroboraram com o que foi
apresentado até agora para as porfirinas de do tipo AsB.

Hidrogénios #-pirrdlicos: A HonHexVanTri-2-PyP apresentou um dubleto em 8,96 ppm

correspondente aos dois hidrogénios p1 (Fig. A.2.10) mais proximos do grupo O-n-
hexilvanilina. Os demais sinais dos hidrogénios 2, p3 e p4 (8,78-8,88 ppm) aparecem
como sinais sobrepostos (Fig. A.2.10).

Hidrogénios arilas do grupos 2-piridila: Os hidrogénios b/b’ (posi¢do 6 do piridila),

que correspondem a um dubleto em 9,08 ppm. Os hidrogénios ¢/¢” (posi¢éo 3 do piridila)
estdo presentes em 8,27 ppm e acoplam (J = 7,5 Hz) com os hidrogénios d/d’ (posicéo 4
do piridila), que estdo presentes em 8,34 ppm (Fig. A.2.10). Os hidrogénios e/e’ (posicao
5 do piridila) s&o sinais em 7,87 ppm.

Hidrogénios arila do_grupo O-n-hexilvanilina: Os sinais dos hidrogénios dos anéis

fenila aparecem na regido entre 7,78-7,68 ppm. Eles estdo muito sobrepostos para serem
atribuidos (Fig. A.2.10).
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Figura A.2.10 — Espectro RMN de *H de 400 MHz da HznHexVanTri-2-PyP registrado

em em d®-DMSO na regido dos hidrogénios aromaticos.

Hidrogénios N-pirrélicos (H internos): um singleto préximo a —2,97 ppm na regido

correspondente aos hidrogénios NH pirrdlicos a internos da porfirina, que € o sinal mais
blindado das porfirinas (Figura A.2.11) (LITTLE et al., 1975; SARI et al., 1990).

Hidrogénios alcoxilas: A presenca de um singleto em 3,87 ppm z é atribuido aos

hidrogénios do grupo m-OCHz da vanilina. Um tripleto centrado em 4,08 ppm pode ser
atribuido aos hidrogénios i do grupo p-OCH: e s&o desblindados pela proximidade do
heterodtomo O (Fig. A.2.11). Um tripleto mais blindado centrado em 0,99 ppm ¢é
atribuido aos hidrogénios n do grupo CHzs terminal da cadeia n-hexila. Os hidrogénios j
correspondem ao sinal de um quinteto em 1,94 ppm. Os hidrogénios k correspondem ao
sinal em 1,59 ppm. Os sinais em 1,45 ppm correspondem aos demais hidrogénios I-m da

cadeia alquilica, que estdo sobrepostos.
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Figura A.2.11 — Espectro RMN de H (400 MHz) em d®-DMSO da H.nHexVanTri-2-

PyP na regido proxima ao TMS, registrado com supressdo do sinal de agua residual.

5-(3-metoxi-4-n-noniloxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina (H.nNonVanTri-2-PyP)
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Figura A.2.12 — Espectro RMN de H (400 MHz) em d8-DMSO da HznNonVanTri-2-

PyP na regido dos aromaticos.

Hidrogénios g-pirrdlicos: A HanNonVanTri-2-PyP apresentou um dubleto em 8,97

ppm correspondente aos dois hidrogénios p1 (Fig. A.2.10) mais proximos do grupo O-n-
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nonilvanilina. Os demais sinais dos hidrogénios g2, p3 e p4 (8,78-8,88 ppm) aparecem
como sinais sobrepostos (Fig. A.2.10).

Hidrogénios arilas do grupos 2-piridila: Os hidrogénios b/b’ (posi¢do 6 do piridila),

que correspondem a um dubleto em 9,10 ppm. Os hidrogénios ¢/¢” (posicao 3 do piridila)
e d/d’ (posicdo 4 do piridila) estdo presentes na regido entre 8,21-8,40 ppm. Os
hidrogénios e/e’ (posigdo 5 do piridila) sdo sinais em 7,92 ppm (Fig. A.2.12).

Hidrogénios N-pirrolicos (H internos): um singleto proximo a —2,95 ppm na regido

correspondente aos hidrogénios NH pirrélicos a internos da porfirina, que € o sinal mais
blindado das porfirinas (Figura A.2.13) (LITTLE et al., 1975; SARI et al., 1990).
Hidrogénios alcoxilas: A presenca de um singleto em 3,87 ppm z é atribuido aos

hidrogénios do grupo m-OCHjs da vanilina. Um tripleto centrado em 4,20 ppm pode ser
atribuido aos hidrogénios i do grupo p-OCH: e sdo desblindados pela proximidade do
heterodtomo O (Fig. A.2.11). Um tripleto mais blindado centrado em 0,89 ppm é
atribuido aos hidrogénios q do grupo CHs terminal da cadeia n-nonila. Os hidrogénios j
correspondem ao sinal de um quinteto em 1,87 ppm. Os hidrogénios k correspondem ao
sinal em 1,54 ppm. Os sinais entre 1,20-1,50 ppm correspondem aos demais hidrogénios

I-p da cadeia alquilica, que estdo sobrepostos.

H,0 d*-DMSO 7 757
|

l‘ T™S

_JL\J@’L@J,\J% l”\L.' ‘ J
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~

11.87—

3

157

4.0 35 3.0 25 20 1.5 10 0.5 0.0 0.5 -10 15 2.0 2.5 -3.0
f1 (ppm)

Figura A.2.13 - Espectro RMN de *H (400 MHz) em d8-DMSO da H.nNonVanTri-2-

PyP na regido proxima ao TMS.
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Apéndice B - CaracterizagGes das porfirinas do tipo [AzB]**

B.1 Espectros eletronicos UV-vis das porfirinas catiénicas do tipo [AsB]**
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Figura B.1.1 — Espectros UV-vis da HoVanTriM-2PyP3" registrado em H,0. A expanséo

compreende as bandas Q.
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Figura B.1.2 — Espectros UV-vis da H,MVanTriM-2PyP** registrado em H.0. A

expansdo compreende as bandas Q.
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B.2 RMN de H das porfirinas catiénicas do tipo [AsB]**

Cloreto de 5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-il)porfirina;
(H2VanTriM-2-PyPCls):

Hidrogénios g-pirrolicos: O deslocamento dos sinais associados aos hidrogénios 2, p3

e P4 resultou em sobreposicdo parcial com os hidrogénios B1. Essa sobreposicao,
associada a presenca de uma mistura de atropoisémeros, originou um conjunto complexo
de sinais rotulados genericamente como p* (Fig. B.2.1).
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=
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T
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=
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1,79 = p—m—

+ 00 2p—

b s s 7 e R
Figura B.2.1 - Espectro de RMN de 'H da H,VanTriM-2-PyP** (500 MHz; d®-DMSO)
na regido dos sinais aromaticos. B~ = S-pirrdlicos; 2-Py**/Me = sinais misturados dos
atomos de hidrogénio dos grupos 2-metilpiridinio das porfirinas catiénicas; b/b’> =

posicOes 6 do 2-Py/2-Py** das porfirinas; Van = sinais arila do grupo vanilina.

Hidrogénios aromaticos dos grupos meso-arila: Os sinais dos hidrogénios aromaticos

meso-arilas (grupos 2-N-metilpiridinio vanilina) aparecem entre 7,20 e 9,73 ppm. As
atribuicbes da maioria dos sinais dos atomos de hidrogénio dos grupos 2-N-metilpiridinio
ndo foram possiveis em virtude da mistura de atropoisdmeros resultantes da metilagdo. O

sinal em 9,73 ppm pode ser atribuido aos hidrogénios b/b’> (Fig. B.2.1). Os sinais dos
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hidrogénios aromaticos do grupo vanilina (Van), que estdo presentes na regido entre 7,20
ppm e 7,90 ppm, ndo puderam ser atribuidos de forma individual, mas aparecerem em
uma regido semelhante aos sinais do grupo fenila da HPhTriM-2-PyP** (SARI et al.,
1990).

Hidrogénios N-pirrolicos (NH) e OH: Os hidrogénios NH-pirrdlicos a” sdo um singleto
em —2,83 ppm (Fig. B.2.1).

Hidrogénios alifaticos dos grupos alcoxilas e 2-N-metilpiridinio: O singleto em 3,93

ppm correspondente ao grupo m-OCHjs (z; Fig. B.2.1) da HoVanTriM-2-PyP%". Os sinais
dos hidrogénios Me dos grupos 2-N-metilpiridinio aparecem na regido entre 3,95 e 4,25
ppm (Fig. B.2.2); os hidrogénios metilas dos grupos 2-N-metilpiridinio aparecem como
um conjunto de sinais devido a mistura de atropoisdmeros (SPASOJEVIC et al., 2002;
2007).

Cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-il)porfirina;
(H2MVanTriM-2-PyPCls):

Hidrogénios g-pirrolicos: A caracteristicas dos hidrogénios p* da HoMVanTriM-2-
PyP3%" ¢ idéntica a observada para a HoVanTriM-2-PyP®* (Fig. B.2.2).

Hidrogénios aromaticos dos grupos meso-arila: Os sinais dos hidrogénios aromaticos

meso-arilas (grupos 2-N-metilpiridinio metilvanilina) aparecem entre 7,20 e 9,73 ppm.
As atribuices da maioria dos sinais dos atomos de hidrogénio dos grupos 2-N-
metilpiridinio ndo foram possiveis em virtude da mistura de atropoisémeros resultantes
da metilagdo. O sinal em 9,73 ppm pode ser atribuido aos hidrogénios b/b’ (Fig. B.2.2).
Os sinais dos hidrogénios aromaticos do grupo vanilina (Van), que estdo presentes na
regiao entre 7,20 ppm e 7,90 ppm, ndo puderam ser atribuidos de forma individual, mas
aparecerem em uma regifo semelhante aos sinais do grupo fenila da H.PhTriM-2-PyP3*
(SARI et al., 1990).
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ppm,

FiguraB.2.2 - Espectro de RMN de *H da H.MVanTriM-2-PyP** (200 MHz; dé-DMSO)
na regido dos sinais aromaticos. p* = p-pirrolicos; 2-Py%*/Me = sinais misturados dos
atomos de hidrogénio dos grupos 2-metilpiridinio das porfirinas catiénicas; b/b’> =

posicOes 6 do 2-Py/2-Py** das porfirinas; Van = sinais arila do grupo vanilina.

Hidrogénios N-pirrdlicos (NH): Os hidrogénios NH-pirrélicos (a”) da H.MVanTriM-

2-PyP3" estdo presentes em para —2,85 ppm (Fig. B.2.2).

Hidrogénios alifaticos dos grupos alcoxilas e 2-N-metilpiridinio: O singleto em 3,91

ppm correspondente ao grupo m-OCHs (z; Fig. 2.32) da H.MVanTriM-2-PyP3*. O sinal
atribuido aos hidrogénios do grupo p-OCHs i se sobrepuseram com o0s sinais dos
hidrogénios Me dos grupos 2-N-metilpiridinio na regido de 3,97 e 4,17 ppm (Fig. B.2.2);
os hidrogénios metilas dos grupos 2-N-metilpiridinio aparecem como um conjunto de
sinais devido & mistura de atropoisémeros (SPASOJEVIC et al., 2002; 2007).
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B.3 Estudos iniciais da acidez das porfirinas catidnicas do tipo [AsB]**

1A
0,9 -

2R e .

500 600 700 800

Comprimento de Onda / nm

300 400

Figura B.3.1 — Espectros UV-vis normalizados da H,VanTriM-2PyP3* registrados em
H0 (linha vermelha), HCI 0,1 mol L™ (pontilhado verde) e HCI 1 mol L (linha preta).
A expansdo compreende as bandas Q.

1 -
09 Solvente Comprimento de
onda / nm
0,8 1 (Absorvancia)
) 0,7 1 — H,0 417,5(0,996)
20,6 1 516,5 (0,086)
< 1 583,0 (0,038)
£ 0,5 636,0 (0,009)
204 - HC1 0.1 1
—HC10,1 molL 417,5(0,898)
0,3 516.,5 (0,077)
i 584.0 (0,042)
0,2 638.5 (0,014)
0,1
0 I I — 7- I 1
300 400 500 600 700 800

Comprimento de Onda / nm

Figura B.3.2 - Espectros UV-vis da Ho2MVanTriM-2PyP3* (concentragio de ~5,6 pmol
L") registrados em H.O (linha verde) e HCI 0,1 mol L? (linha preta). A tabela

corresponde aos valores das bandas.

Comparando-se os espectros em H,O e em HCI 1 mol L™ (concentragdo de
porfirina em ~5,6 pmol L), pode-se verificar que a relagdo entre as absorvancias em HCI
1 mol Lt e H,0 é de 0,7 (Figura B.3.2). Esse dado contribui para se ter uma estimativa

o coeficiente de absortividade molar da espécie protonada.
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1 -
0,9 -
0.8 Solvente Comprimento de onda
’ /nm (Absorvancia)
0,7 A
E 0.6 - — HC10,1 molL-*  417,5(0,898)
s 516.5 (0.077)
0,5 - 584,0 (0,042)
E 0.4 - 638,5 (0,014)
<’ HCl1molL! 424,0 (0,690)
0,3 - 590,0 (0,052)
0,2 648.0 (0,060)
0,1 -
0 T T T T 1
300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda / nm

Figura B.3.3 - Espectros UV-vis da HoMVanTriM-2PyP*" (concentragdo de ~5,6 pmol
L) registrados em H,O (linha preta) e HCI 1 mol L (linha laranja). A tabela
corresponde aos valores das bandas.

Solvente Comprimento de onda
/nm (Absorvancia)
0.8 -
.- HCl02 mol L 418,5(0.840)
0,7 - 516.0 (0,070)
0.6 585,0 (0,048)
s 634.5 (0,023)
2 05 - — HCl03mol L' 418,0(0,767)
«E 516,0 (0,066)
s 04 585.5 (0,045)
é 03 643,0 (0,021)
— HCl04molL!  420,0(0,668)
02 549.5 (0,042)
589,0 (0,051)
0,1 - 645.5 (0,035)
0 T T T 1 1
300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda / nm

Figura B.3.4 - Espectros UV-vis da H,MVanTriM-2PyP** (concentracdo de ~5,6 umol
L) registrados em HCI 0,2 mol L (pontilhado dourado), HCI 0,3 mol L (linha azul) e
HCI 0,4 mol L (linha vermelha). A tabela corresponde aos valores das bandas.
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0,7 -
0,6 1 Solvente Comprimento de onda
/ nm (Absorvancia)
0,5
= — HCl0,5mol L' 421,5(0,643)
< i 549,0 (0,044)
& 04 590,0 (0,052)
E 647,0 (0,040)
2 0,3
i - HCl0.6 mol L' 422,5(0,668)
02 - 590,0 (0,052)
> 647,0 (0,046)
0,1 -
0 T T T T 1
300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda / nm
Figura B.3.5 - Espectros UV-vis da HoMVanTriM-2PyP3* (concentragio de ~5,6 pmol
L) registrados em HCI 0,5 mol L (linha azul) e HCI 0,6 mol L™ (pontilhado vermelho).

A tabela corresponde aos valores das bandas.

Solvente Comprimento de onda/
0,7 - nm (Absorvancia)
— HCI0,7molL!  423,5(0,560)
0,6 - 590.5 (0,044)
6475 (0,043)
0,5 1 - HCl0SmolL1  424,0(0,576)
= 591,0 (0,047)
§ 04 646.,0 (0,051)
<
4 — HC1 0,9 mol L! 424,0(0,996)
E 03 590,0 (0,052)
< 648,5 (0,058)
02 HCl 1 mol L 424,0 (0,690)
590,0 (0,052)
648.0 (0,060
0’1 4 > ( > )
0 ; : : S .

300 400 500 600 700 800
Comprimento de Onda / nm

Figura B.3.6 - Espectros UV-vis da Ho.MVanTriM-2PyP** (concentragio de ~5,6 pmol
L) registrados em HCI 0,7 mol L (linha azul), HCI 0,8 mol L™ (pontilhado vermelho),
HCI 0,9 mol L (linha cinza) e HCI 1 mol L™ (pontilhado laranja). A tabela corresponde

aos valores das bandas.
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Figura B.3.7 — Estimativa rudimentar do pKas da HoMVanTriM-2PyP®" utilizando o

método grafico de Benesi-Hildebrand a partir de dados espectrofotométricos no

comprimento de onda 417 nm e concentragdo de HCI de 0 a 0,6 mol L. O coeficiente

linear da linearizacdo corresponde ao valor de pKa.

B.4 Curvas de TGA/DSC das porfirinas cationicas do tipo [AsB]**
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FiguraB.4.1 - TGA, DTG, DTA da H2VanTriM-2-PyPClz.6H20.
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Figura B.4.2 - TGA, DTG, DTA da HoMVanTriM-2-PyPCl3.3H-0.
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Apéndice C - Caracterizagdes das Mn-porfirinas do tipo [MnA3B]**

C.1 Espectros eletronicos UV-vis comparativos das Mn-porfirinas do tipo
[MnA3B]**
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Figura C.1.1 — Espectro UV-vis normalizado da MnnPrVanTri-2PyP* registrado em

H20. A expansao compreende as bandas a e f3.
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Figura C.1.2 — Espectro UV-vis normalizado da amostra de MnnPrVanTriM-2PyP**

contendo tragos de base-livre registrado em H2O. A expansdo compreende as bandas a e

B.
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Figura C.1.3 — Espectro UV-vis normalizado da MnnHexVanTri-2PyP™ registrado em

H20. A expansdo compreende as bandas o e 3.
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Figura C.1.4 — Espectro UV-vis normalizado da MnnHexVanTriM-2PyP*" registrado

em H20. A expansdo compreende as bandas a e f3.
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C.2 Voltametria Ciclica das Mn-porfirinas do tipo [MnAsB]**

1/pA

. ) MnTM-2-PyP®*
F .-+ MnvanTriM-2-PyP*”
- —— MnMVanTriM-2-PyP*"

0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2
E /V vs. Ag®/AgCl

Figura C.2.1 - Voltamogramas ciclicos das MnPs MnVanTriM-2-PyP*
MnMVanTriM-2-PyP** e do padrdo MnTM-2-PyP>*obtidos em 0,05 mol L™ de tamp&o
fosfato (pH = 7,8), 0,1 mol L de NaCl, 5 x 10* mol L de MnTM-2-PyP** utilizando
eletrodo de carbono vitreo em um intervalo de potencial de -0,35 a 0,25 V vs. Ag°/AgCl

a uma velocidade de varredura de 100 mV s,
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C.3 Dados da atividade SOD da MnVanTriM-2-PyP** e MnMVanTri-2-PyP**

O teste do urato foi realizado para verificar se o sistema X/XO estava gerando O™
de maneira adequada, sem inibicdo provocada pelos compostos testados. Ele consistiu na
determinacéo da taxa de conversdo de xantina em urato, acompanhado por UV-vis em
220 nm (MCCORD; FRIDOVICH, 1969). Uma vez verificada que a formacéo de urato
estava ocorrendo na velocidade adequada (Figura C.3.1a), foram feitos testes de adigéo
da MnVanTriM-2-PyP* ou MnMVanTriM-2-PyP*, para verificar se as MnPs inibiriam
a XO e consequentemente producéo de O, (220 nm). Ambas as MnVanTriM-2-PyP** e
MnMVanTriM-2-PyP*" ndo afetaram de maneira significativa a curva de formagio de

urato na produgéo de O>" (Figura C.3.1Db).
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=]
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0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tempo (s) Tempo (s)

(a) (b)

Figura C.3.1 - Representacdo dos dados obtidos nos testes do urato (295 nm), como
medida indireta de geracdo de O>™, nos experimentos para determinacdo da atividade
SOD. (a) Reacdo de formacéao de urato em funcéo do tempo e (b) formacao de urato na
presenca de 1 pummol L?! de MnVanTriM-2-PyP* ou MnMVanTriM-2-PyP*,

demonstrando n&o haver inibi¢do do sistema gerador de O™

O ion radical O, produzido pelo sistema X/XO reduz o centro metélico Fe(lll)
do citocromo ¢ (Fe''-cit c) a Fe(ll) (Fe'-cit c) em uma reacdo acompanhada
espectrofotometricamente no comprimento de onda de 550 nm, sendo a curva associada
a reducdo do Felll-Citc para Fell-citc registrada durante 100 s (Fig. C.3.2a). A presenca
da MnTE-2-PyP*>*, MnVanTriM-2-PyP* ou MnMVanTri-2-PyP* no sistema remove o
fon superoxido do meio, via dismutacdo, resultando na diminuicdo progressiva da
inclinacdo da curva a medida que a concentracdo de MnP é aumentada (Fig. C.3.2b). A
constante de velocidade kcat é calculada a partir da inclinagéo do grafico correlacionando

a grandeza (Vo/vi — 1) versus a concentra¢do do mimico, onde vo € a velocidade inicial da
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reacdo ndo inibida e v; sdo as velocidades iniciais das reacdes na presenca de variadas

concentragcOes da MnP.

0,05 - 0,05 -
0,045 - 0,045 -
0,04 - 0,04
= 0,035 A = 0,035 -
§ 0,03 - § 0,03 -
£ 0,025 £ 0,025 -
2 0,02 A 2 0,02
< 0,015 - < 0,015
0,01 - 0,01 -
0,005 - 0,005 -

0 : : : : , 0 . . : : .
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tempo (s) Tempo (s)

() )
Figura C.3.2 - Representagdo dos dados obtidos no acompanhamento da reacdo de

reducdo do Felll-Citc pelo ion O (550 nm), nos experimentos para determinacéo da
atividade SOD. (a) Reacdo néo-inibida (vo) (linha marrom) e (b) reacdo inibida pelas
concentragdes de 0,5 pmol L™ (linha cinza) e 2 umol L (linha preta) da MnVanTriM-2-
PyP** (vi), por exemplo.

Determinou-se a atividade SOD (Kcat) considerando-se o valor da inclinacdo da

reta do grafico (Figs. C.3.3 e C.3.4), a concentracéo de Fe'"-cit ¢ (fixa em 10 umol L

em todos os ensaios) e a constante de velocidade da redugdo do Fe''-cit ¢ (Kcir) por

superdxido, que é conhecida neste sistema (MCCORD; FRIDOVICH, 1969; SAWADA;
YAMAZAKI, 1973).
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= 0,4 -
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0 1E-08 2E-08 3E-08 4E-08 SE-08 6E-08

Figura C.3.3 - Gréfico de (vo/vi) — 1 vs concentragdo de MnP para o padrdo MnTE-2-
PyP°*. Condig@es: solucio tampao de fosfato 0,05 mol L (pH 7,8), xantina 40 pmol L-
1 Fe"citc (10 umol L), xantina oxidase ~ 2 nmol L™, EDTA 0,1 mmol L, 25° C.
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Figura C.3.4 - Gréfico de (vo/vi) — 1 vs concentracdo de MnP para (a) MnVanTriM-2-
PyP* e (b) MnMVanTriM-2-PyP*". CondigGes: solugdo tamp&o de fosfato 0,05 mol L
(pH 7,8), xantina 40 umol L, Fe""-citc (10 umol L), xantina oxidase ~ 2 nmol L%,
EDTA 0,1 mmol L, 25° C.
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Apéndice D — Produgéo cientifica

Durante o periodo do curso de doutorado (2016 — 2021), os estudos no Grupo de
Porfirinas Aplicadas a Problemas Quimicos, Medicinais e Tecnoldgicos resultaram em 4
artigos cientificos, 3 depdsitos de patentes e 1 premiacdo em evento internacional,
conforme listados a seguir (Sec¢des D.1, D.2 e D.3).

D.1 Artigos completos publicados em periodicos

1. SOUZA, T. H. S.; ANDRADE, C. G.; CABRAL, F. V.; SARMENTO-NETO, J. F,;
REBOUCAS, J. S.; SANTOS, B. S.; RIBEIRO, M. S.; FIGUEIREDO, R. C. B. Q,;
FONTES, A. Efficient photodynamic inactivation of Leishmania parasites
mediated by lipophilic water-soluble Zn(ll) porphyrin ZnTnHex-2-PyP4+,
Biochim. Biophys.  Acta  Gen.  Sub., 1865(7): 129897, 2021.
https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2021.129897.

2. ANDRADE, C. G.; FIGUEIREDO, R.; RIBEIRO, K.; SOUZA, L.; SARMENTO-
NETO, J. F.; REBOUCAS, J. S.; SANTOS, B. S.; RIBEIRO, M.; CARVALHO, L ;
FONTES, A. Photodynamic effect of zinc porphyrin on the promastigote and
amastigote forms of Leishmania braziliensis, Photochem. Photobiol. Sci., 17: 482-
490, 2018. https://doi.org/10.1039/C7PP00458C.

3. SOUZA, T. H. S.; SARMENTO-NETO, J. F.; SOUZA, S. O.; RAPOSO, B. L;
SILVA, B. P.; BORGES, C. P. F.; SANTOS, B. S.; CABRAL FILHO, P. E;
REBOUCAS, J. S.; FONTES, A. Advances on Antimicrobial Photodynamic
Inactivation Mediated by Zn(Il) Porphyrins, J. Photochem. Photobiol. C:
Photochemistry Reviews, 2021, 49, 100454.
https://doi.org/10.1016/j.jphotochemrev.2021.100454.

4. BARBOSA, A. M.; SARMENTO-NETO, J. F.; MENEZES FILHO, J. E. R.; JESUS,
I.C. G.; SOUZA, D. S.; VASCONCELOS, V. M. N.; GOMES, F. D. L.; LARA, A;;
ARAUJO, J. S.S.; MATTOS, S. S.; VASCONCELOS, C. M. L.; GUATIMOSIM, S.;
CRUZ, J. S.; BATINIC-HABERLE, I.; ARAUJO, D. A. M.; REBOUCAS, J. S.;
GOMES, E. R. Redox-active drug, MnTE-2-PyP>", prevents and treats cardiac
arrhythmias preserving heart contractile function, Oxid. Med. Cell. Long., 2020:
4850697, 2020. https://doi.org/10.1155/2020/4850697.

D.2 Inovacéo — Patentes

1. BARBOSA, A. M. ; VASCONCELOS, C. M. L.; CRUZ,J.S.; SARMENTO-NETO,
J.F.; SOUZA, D. S. ; ARAUJO, D. A. M. ; FONSECA, S. C. G. ; GOMES, F. D. L.
; GOMES, E. R. M. ; REBOUCAS, J. S. ; MENEZES FILHO, J. E. R. ; JESUS, I. C.
G. . Processo Para Protecédo Cardiaca Por Meio Do Uso De Porfirina. NUmero do
registro: BR1020170217612. Instituicdo de registro: INPI - Instituto Nacional da
Propriedade Industrial, Brasil. Depdsito: 10/10/2017.

2. GOMES, E. R. M.; BARBOSA, A. M.; VASCONCELOQGS, C. M. L.; SARMENTO-
NETO, J. F.; MENEZES FILHO, J. E. R.; SOUZA, D. S.; ARAUJO, D. A. M;
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https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2021.129897
https://doi.org/10.1039/C7PP00458C
https://doi.org/10.1016/j.jphotochemrev.2021.100454
https://doi.org/10.1155/2020/4850697

Capitulo 6

REBOUCAS, J. S.; NASCIMENTO, V. M. V.; GOMES, A. A. L. Processo Para
Prevencdo E Tratamento De Arritmias Cardiacas Por Meio Do Uso De Porfirina.
Numero do registro: BR1020180077678. Instituicdo de registro: INPI - Instituto

Nacional da Propriedade Industrial, Brasil. Deposito: 18/04/2018.

3. GOMES, E. R. M.; BARBOSA, A. M.; VASCONCELOQOS, C. M. L.; CRUZ, J.
S.; SARMENTO-NETO, J. F.; SOUZA, D. S.; ARAUJO, D. A. M.; FONSECA, S.
C. G.; REBOUCAS, J. S.; MENEZES FILHO, J. E. R.; JESUS, I. C. G.; GOMES, A.
A. L. Processo Para Bloqueio De Canais De Calcio Por Meio De Porfirina.
Numero do registro: BR10201807374. Instituicdo de registro: INPI - Instituto

Nacional da Propriedade Industrial, Brasil. Deposito: 19/11/2018.

D.3 Premiagdo em evento internacional

I 18%*International Conference on
Biological Inorganic Chemistry

e 4D

BEST POSTER AWARD CERTIFICATE

|
. We certify that the abstract entitled “_4;B-type Mu(I11) 2-N-methylpyridylporphyrins for

development of superoxide dismutase mimics and redox-active therapentics * authored by José F.

Samento-Neto, Jacqueline C. Bueno-Janice, Ines Batinic-Haberle, Julio S. Reboucas
presented during the 18th International Conference on Biological Inorganic Chemistry,
from July 31% to August 4™, has been recognized by the sponsor ROYAL SOCIETY
OF CHEMISTRY as best poster
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