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Resumo

Porfirinas de Mn(lll) catidnicas hidrossollveis e derivadas das 2-N-piridilporfirinas foram
originalmente desenvolvidas como potentes mimicos das enzimas superdxido dismutase
(SOD), catalisadores de decomposicdo de peroxinitrito e, mais tarde, provaram ser agentes
terapéuticos redox-ativos eficientes. Nesta tese foram desenvolvidos trés estudos
independentes, tendo como foco as Mn-Porfirinas & base de N-alquilpiridilporfirinas e N-
alquilquinolilporfirinas. Inicialmente, realizou-se o primeiro estudo sobre a cinética de
degradacéo térmica (sob condicOes isotérmicas e ndo isotérmicas) de uma MnP redox-ativa, a
MnTE-2-PyPCls, sendo o composto de escolha da maioria dos estudos pré-clinicos
exploratorios, por ter uma reputacdo estabelecida para o design de mimicos SOD
biodisponiveis. Nesse estudo, uma rede neural multicamadas (MLP) permitiu a avaliacdo
simultanea de dez modelos cinéticos; os valores de energia de ativacdo calculados a partir de
dados isotérmicos e ndo isotérmicos concordam entre si e sdo consistentes com a alta
estabilidade térmica da MnTE-2-PyPCls observada no estado solido. O valor de vida Util de tgos
a 25 °C estimado a partir dos dados de decomposi¢do isotérmica foi de aproximadamente 17
anos. Adicionalmente, foi desenvolvido um protocolo espectrofotométrico para a determinacéo
da absortividade molar da MnTE-2-PyPCls assistida por analises termogravimétricas (TG) e
analise térmica diferencial (DTA) como ferramentas. As condi¢fes para a determinacdo da
absortividade molar a partir da etapa de desidratacdo de andlise térmica foram estabelecidas.
Por fim, o altimo estudo diz respeito a tentativa de desenvolver uma nova classe de porfirinas
contendo o grupo 2-quinolina. Algumas dificuldades foram enfrentadas durante a sua
realizacdo, dentre elas, destaca-se a ndo reprodutibilidade das sinteses, que foi associada a
qualidade do 2-quinolinacarboxaldeido comercial. Apesar das dificuldades, rotas sintéticas
foram desenvolvidas para a obtencdo da H,T-2-QnP, H,TM-2-QnP* e MnTM-2-QnP**,

isoladas com rendimentos de 5, 68 e 78 %, respectivamente.

Palavras-chave: Mn-porfirinas, cinética de decomposicdo, determinacdo de absortividade

molar, sintese de porfirinas contendo o grupo 2-quinolil.



Abstract

Water-soluble cationic Mn(I11) porphyrins derived from 2-N-pyridylporphyrins were originally
developed as potent mimics of superoxide dismutase (SOD) enzymes, catalysts of peroxynitrite
decomposition, and later proved to be efficient redox-active therapeutic agents. In this thesis,
three independent studies were developed, focusing on Mn-Porphyrins based on N-
alkylpyridylporphyrins and N-alkylquinolylporphyrins. Initially, the first study was carried out
on the kinetics of thermal degradation (under isothermal and non-isothermal conditions) of a
redox-active MnP, MnTE-2-PyPCls, being the compound of choice in most exploratory
preclinical studies, for having an established reputation for the design of bioavailable SOD
mimics. In this study, a multilayer neural network (MLP) allowed the simultaneous evaluation
of ten kinetic models; activation energy values calculated from isothermal and non-isothermal
data agree with each other and are consistent with the high thermal stability of MnTE-2-PyPCls
observed in the solid state. The teos Shelf-life value at 25 °C, estimated from the isothermal
decomposition data, was approximately 17 years. Additionally, a spectrophotometric protocol
was developed to determine the molar absorptivity of MnTE-2-PyPCls using thermogravimetric
analysis (TG) and differential thermal analysis (DTA) as a tool. The conditions for the
determination of molar absorptivity from the thermal analysis dehydration step were
established. Finally, the last study concerns the attempt to develop a new class of porphyrins
containing the 2-quinoline group. Some difficulties were encountered during its execution:
among them, the non-reproducibility of the syntheses, which was related to the quality of the
commercial 2-quinolinecarboxaldehyde. Despite the difficulties, synthetic routes were
developed to obtain HzT-2-QnP, H,TM-2-QnP*" and MnTM-2-QnP>*. The compounds were
isolated in 5, 68 and 78 % yields, respectively.

Keywords: Mn-porphyrins, decomposition kinetics, determination of molar absorptivity,
synthesis of porphyrins containing the 2-quinolyl group.
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C. Lista de Siglas e Abreviaturas

SOD

MnPs

NHE

CCD

UV-vis

RMN

Rf

CCD-SiO2

MeOTs
H.T-2-PyP
H2T-2-QnP
H,TM-2-QnP**
MnTM-2-QnP>*
MnTnHex-2-PyP>*
MnTE-2-PyP5*
MnTnBuOE-2-PyPS*
MeCN

CHCls

AcOEt

MeOH

Enzimas Superoxido dismutase

Mn-porfirinas

Eletrodo Normal de Hidrogénio

Cromatografia de camada delgada

Ultravioleta-Visivel

Ressonancia Magnética Nuclear

Fator de Retencao

Cromatografia de camada delgada em silica gel

Tosilato de metila

meso-tetraquis(2-N-piridil)porfirina
meso-tetraquis(2-N-quinolil)porfirina
meso-tetraquis(N-metilquinolinio-2-il)porfirina
meso-tetraquis(N-metilquinolinio-2-il) porfinatomanganés(I11)
meso-tetraquis(N-hexilpiridinio-2-il)porfirinatomanganés(l11)
meso-tetraquis(N-etilpiridinio-2-il) porfinatomanganés(l11)
meso-tetraquis(N-butoxietilpiridinio-2-il)porfirinatomanganés(l11)
Acetonitrila

Cloroférmio

Acetato de etila

Metanol
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D. Organizacao da Tese

Com o objetivo de melhorar a distribuicdo do contetdo, bem como de facilitar a
leitura, este trabalho foi dividido em seis capitulos, conforme descrito a seguir.

No Capitulo 1 (Introducdo geral) sdo apresentados alguns aspectos a respeito das
porfirinas e aplicacbes com énfase em sistemas biomiméticos das enzimas superoxido
dismutases (SOD). Nesse capitulo, estdo apresentados também o0s objetivos gerais da tese.

No Capitulo 2 (Estudo Cinético da Decomposi¢do Térmica da meso-tetraquis(N-
etilpiridinio-2-il)porfirinatomanganés(lll) (MnTE-2-PyPCls)) sdo apresentados o0s
resultados do estudo de cinética do fendbmeno de decomposicdo térmica da MnTE-2-
PyPCls utilizando métodos isotérmicos e ndo isotérmicos e modelos cinéticos de
decomposic¢éo analisados via rede neural multicamadas MLP. Este estudo foi publicado
na Oxidative Medicine and Cellular Longevity em 2021 (MAIA et al., 2021%).

O Capitulo 3 (Desenvolvimento de um Protocolo Espectrofotométrico assistido por
Termogravimetria para determinacdo da absortividade molar da MnTE-2-PyPCls),
apresenta um estudo da determinagéo da absortividade molar da MnTE-2-PyPCls, a partir
da amostra anidra obtida por desidratacdo térmica, assistido por analises
termogravimétricas (TG) e analise térmica diferencial (DTA).

O Capitulo 4 (Tentativa de sintese de uma Mn-porfirina catidnica a base de
quinolina como modulador redox em potencial), revisa a relevancia da classe das N-
piridilporfirinas como moduladores redox de estresse oxidativo, destaca as rotas de
sintese para obtencdo de porfirinas meso-substituidas e a importancia da lipofilia no
desenvolvimento de novos compostos a base de metaloporfirinas. Esse Capitulo aborda
as tentativas de sintese e isolamento do complexo de Mn(lll) derivado da 2-N-
quinolilporfirina.

O Capitulo 5 sdo apresentadas as consideracfes finais da tese e perspectivas de
continuidade deste estudo.

No Capitulo 6 estdo as referéncias citadas ao longo de toda a tese.

1 MAIA, CLARISSA G. C.; DE ARAUJO, BARBARA C. R.; DE FREITAS-MARQUES, MARIA B.; DA
COSTA, ISRAEL F.; Yoshida, Maria Irene; DA NOVA MUSSEL, WAGNER; SEBASTIAO, RITA DE
CASSIA O.; Rebougas, Jalio S. Thermal Stability Kinetics and Shelf Life Estimation of the Redox-Active
Therapeutic and Mimic of Superoxide Dismutase Enzyme, Mn(l11) meso-Tetrakis(N-ethylpyridinium-2-
yl)porphyrin Chloride (MnTE-2-PyPCI5, BMX-010). Oxidative Medicine and Cellular Longevity, v. 2021,
p. 1-12, 2021
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Cap. 1

1 Introducao geral

1.1 Porfirinas: aspectos gerais

Porfirinas sdo compostos macrociclicos tetrapirrélicos altamente conjugados
derivados da porfina (Figura 1.1). Tais compostos estdo presentes em diferentes
proteinas exercendo fungdes indispensaveis para 0 organismo, tais como o transporte e 0
armazenamento de oxigénio promovidos pela hemoglobina e mioglobina,
respectivamente, o transporte de elétrons mediado por citocromos a, b e ¢ (entre outros),
a oxidag&o de substratos organicos e inorganicos catalisada por enzimas monooxigenases,
como citocromos P450 e peroxidases, e a dismutacdo de perdxido de hidrogénio
catalisada pela catalase (MILGROM, 1997; EICHER et al., 2003).

Figura 1.1 - Estrutura da porfina.

Dos 22 elétrons m no macrociclo da porfirina, 18 participam na deslocalizacéo.
Este sistema eletronico altamente conjugado permite que as transi¢des n—* encontrem-
se na regido do visivel e ultravioleta proximo, o que torna a espectroscopia de absorcao
no visivel uma ferramenta poderosa para investigar a estrutura das porfirinas
(WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994). A substituicdo dos atomos de hidrogénio centrais das
porfirinas base livre por um cation metalico da origem as metaloporfirinas (MILGROM,
1997).
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Espectros tipicos de uma porfirina base livre e de uma metaloporfirina sdo
mostrados na Figura 1.2. A maioria das porfirinas base livre apresenta uma banda de
absorcéo bastante intensa (¢ ~ 10° L mol* cm™), em comprimentos de onda préximos a
410 nm, denominada de banda B ou Soret. O outro conjunto de bandas é constituido por
quatro bandas de menor intensidade denominadas de bandas Q, na regido entre 500-700
nm (WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994). O aumento de simetria de D2n na base livre para
Danh em uma metaloporfirina ou porfirina diacida (WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994) é
acompanhada por uma reducdo no ndmero de bandas Q nesses sistemas. Em geral, 0
espectro de metaloporfirinas ou porfirinas didcidas apresenta uma banda intensa B (Soret)

de 420-460 nm e duas bandas Q na regido entre 550-600 nm.

a) Soret
1,04 b) Soret

0,5
Bandas do visivel

Absorbéncia
Absorbéncia
o

v B
11X a
II
_._/ o L - L e
0,0
300 400 500 600 700 300 400 500 €00 700
i/nm

A/ nm
Figura 1.2 - Espectros UV-vis tipicos de (a) uma porfirina base livre e (b) uma

metaloporfirina.

Esses compostos apresentam grande ocorréncia e importancia biologica, por isso
hd um grande interesse em sintetizar porfirinas que sejam capazes de mimetizar as
caracteristicas eletronicas, estruturais ou de reatividade dos sistemas bioldgicos
(MEUNIER, 1992; MILGROM, 1997). Dentre os estudos, pode-se citar o interesse em
desenvolver sistemas modelos de diversas metaloproteinas que desempenham papéis
bioldgicos importantes, com destaque para os moduladores redox de estresse oxidativo,
como as enzimas superdxido dismutases (SOD), citocromos P450 e peroxidases
(BATINIC-HARBELE et al., 2010; 2015). Todas essas enzimas fazem parte do
Redoxoma celular e estdo intimamente associadas aos processos de estresse oxidativo,
que sdo caracterizados por um desequilibrio celular no qual os niveis normais de

oxidantes predominam sobre 0s niveis normais de antioxidantes.
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1.2 Porfirinas em Sistemas Biomimeticos

Os complexos de Mn(l11) derivados das N-piridilporfirinas, em particular, tém sido
utilizados como modelos biomiméticos de diversas hemeproteinas e metaloproteinas que
desempenham papéis biologicos importantes e se destacam como moduladores redox de
estresse oxidativo (IAMAMOTO et al.,1995; REBOUCAS et al., 2002). Recentemente,
tém sido reportadas as atividades antioxidantes & base de metaloporfirinas para
eliminacdo in vitro de espécies reativas e eficacia in vivo em relacdo a modelos de doencas
relacionadas com o estresse oxidativo (BATINIC-HABERLE et al., 2019).

A capacidade das Mn-porfirinas e outros complexos sintéticos em doar e aceitar
facilmente elétrons Ihes permite exercer atividades anti- e pro-oxidativas (SPASOJEVIC
etal, 2011; BATINIC-HABERLE et al., 2012).

O desenvolvimento de moduladores redox a base de Mn-porfirinas pode ser
dividido em trés momentos. Em um primeiro momento, os esfor¢os foram voltados para
sintetizar compostos que pudessem ser possiveis mimicos das enzimas SOD, que fossem
capazes de imitar as propriedades eletrostaticas e termodinamicas da enzima. O segundo
momento envolveu estudos para melhorar a lipofilia, e consequentemente, tornar esses
compostos mais biodisponiveis. E, por fim, no terceiro momento buscou-se alcancar a
reducdo da toxicidade desses compostos com propriedades oxidativas (SPASOJEVIC et
al., 2011).

Mn-porfirinas derivadas das N-alquilpiridilporfirinas encontram-se hoje como
alguns dos melhores modelos biomiméticos das enzimas SOD. Elas tém se destacado em
estudos pré-clinicos como uma das classes mais importantes de reguladores redox
cataliticos, e dois compostos, a meso-tetraquis(N-etilpiridinio-2-
ilporfinatomanganés(l11) (MnTE-2-PyP°*) e a meso-tetraquis(N-n-butoxietilpiridinio-2-
iporfinatomanganés(1) (MnTnBuOE-2-PyP°*) (Fig. 1.3), foram aprovados para
estudos clinicos em humanos no Canada (Fases clinicas I/11) e nos EUA (Fase clinica I)
(BATINIC-HABERLE et al., 2021; GAD et al., 2013, 2016, 2019) .O uso dessas MnPs
é justificado por apresentarem caracteristicas como alta estabilidade metal-ligante, baixo
peso molecular (possibilitando a penetragdo nas membranas celulares), constantes de
velocidade para dismutacdo do O. (Keat) proximas a da enzima SOD natural e
versatilidade estrutural (que permite modular propriedades como lipofilia, carga,
potencial de reducéo, entre outros) (BATINIC-HABERLE et al., 2015).
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MnTE-2-PyP5* MnTnHex-2-PyP5* MnTnBuOE-2-PyP>*

Figura 1.3- Estruturas das Mn-porfirinas catidnicas derivadas da meso-tetraquis(N-

alquilpiridinio-2-il)porfirinas.

Dentre essas Mn-porfirinas, estudos farmacocinéticos foram realizados com a
MnTE-2-PyP>* (SPASOJEVIC et al., 2007; 2008; WEITNER et al., 2013) e MnTnHex-
2-PyP°* (SPASOJEVIC et al., 2011) para detectar seus niveis tanto no plasma como em
alguns 6rgdos (figado, rim, pulmao, coracdo, baco e cérebro) de ratos. Nesses artigos,
Spasojevic e colaboradores avaliaram diversos parametros, como a concentragdo
méaxima, tempo de meia-vida, vias de administracdo, entre outros. Porém, no que diz
respeito a estabilidade desta classe de compostos, apenas um artigo foi publicado (PINTO
et al., 2013), avaliando a estabilidade térmica da MnTE-2-PyP>*. Vale ressaltar que as
informacdes a respeito da estabilidade de MnPs d&o suporte em purificacdo, manuseio,
armazenamento, formulacdo, data de validade e uso geral desses compostos (JELIC,
2021, OLIVEIRA et al., 2011).

1.3 Objetivos Gerais
Pretende-se neste trabalho contribuir para o avango no desenvolvimento dos
sistemas biomiméticos baseados em Mn-porfirinas sintéticas como moduladores redox de

estresse oxidativo. Diante disso, 0s objetivos gerais deste trabalho envolvem:

e Descrever o primeiro estudo sobre a cinética de degradacdo térmica de uma MnP

redox-ativa (MnTE-2-PyP°*) sob condicdes isotérmicas e nio isotérmicas;
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Determinacdo espectrofotométrica da absortividade molar da MnTE-2-PyPCls
assistida por termogravimetria;

Tentativa de sintese de uma nova classe de porfirinas derivadas das N-
quinolilporfirinas de Mn(lll) como potencial modulador redox de estresse

oxidativo.
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2 Estudo Cinético de Decomposicao

Térmica da Cloreto de meso-Tetraquis(N-
etilpiridinio-2-il)porfirinamanganés(l11)
(MnTE-2-PyPCls)?

2.1 Introducao
2.1.1 Mn-porfirinas

Porfirinas de Mn(lll) catidnicas hidrossollveis e derivadas das 2-N-
piridilporfirinas foram originalmente desenvolvidas como potentes mimicos das enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalisadores de decomposicdo de peroxinitrito e, mais
tarde, provaram ser agentes terapéuticos redox-ativos eficientes (BATINIC-HABERLE
et al.,, 2021, BATINIC-HABERLE et al., 1999, FERRER-SUETA et al.,, 2018,
POLICAR, 2016, RADI, 2018, SLOSKY, VANDERAH, 2015). Dois compostos, cloreto
de  meso-tetraquis(N-etilpiridinio-2-il)porfirinatomanganés(lll)  (MnTE-2-PyPCls,
também conhecido como BMX-010) (BATINIC-HABERLE et al., 1999) e cloreto de
meso-tetraquis(N-n-butoxietilpiridinio-2-il)porfirinatomanganés(lll) ~ (MnTnBuOE-2-
PyPCls, também conhecido como BMX-001) (RAJIC et al., 2012, RAJIC et al., 2017),
foram considerados seguros e bem tolerados em ensaios clinicos de fase | (BATINIC-
HABERLE et al., 2021, GAD et al., 2013, GAD et al.,, 2019, GAD et al., 2016,
BATINIC-HABERLE et al., 2011, BATINIC-HABERLE et al., 2016). A MnTE-2-
PyPCls progrediu para ensaios clinicos de fase Il sobre dermatite atopica e coceira,
enquanto o analogo MnTnBuOE-2-PyPCls, que foi desenvolvido baseado no prototipo
MnTE-2-PyPCls, estd sendo investigado em quatro ensaios clinicos fase Il como

radioprotetores para glioma, cancer de cabeca e pescoco, multiplas metastases cerebrais,

2 Os dados apresentados neste capitulo foram publicados:

MAIA, CLARISSA G. C.; DE ARAUJO, BARBARA C. R.; DE FREITAS-MARQUES, MARIA B.; DA
COSTA, ISRAEL F.; Yoshida, Maria Irene; DA NOVA MUSSEL, WAGNER; SEBASTIAO, RITA DE
CASSIA O.; Rebougas, Julio S. Thermal Stability Kinetics and Shelf Life Estimation of the Redox-Active
Therapeutic and Mimic of Superoxide Dismutase Enzyme, Mn(l11) meso-Tetrakis(N-ethylpyridinium-2-
yl)porphyrin Chloride (MnTE-2-PyPCI5, BMX-010). Oxidative Medicine and Cellular Longevity, v. 2021,
p. 1-12, 2021.
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e carcinoma de células escamosas anais (BATINIC-HABERLE et al., 2021, GAD et al.,
2019, GAD et al., 2016, ZAKERI et al., 2019).

A MnTE-2-PyPCls tem uma reputacéo estabelecida de ser o protdtipo a base de
Mn(I11) 2-N-alquilpiridilporfirina para o design de mimicos de SOD biodisponiveis, para
0 desenvolvimento de antioxidantes cataliticos e estudos mecanisticos (BATINIC-
HABERLE et al., 2021, BATINIC-HABERLE et al., 2016, BATINIC-HABERLE et al.,
2011a, BATINIC-HABERLE, TOME, 2019, LEE et al., 2013, BATINIC-HABERLE et
al., 2011b). Dado o seu perfil de toxicidade seguro em modelos animais e humanos
(BATINIC-HABERLE et al., 2021, GAD et al., 2013, GAD et al., 2019, BATINIC-
HABERLE et al., 2016), a MnTE-2-PyPCls é geralmente o composto de escolha na
maioria dos estudos pré-clinicos exploratorios (BATINIC-HABERLE et al., 2011a,
BATINIC-HABERLE et al., 2011b, TOVMASYAN et al., 2014, VICENT et al., 2021,
BARBOSA et al., 2020, GRIESS et al., 2020, TOVMASYAN et al., 2018, YANG et al.,
2020, ZHU et al., 2020), sendo encaminhado para a medicina translacional e ensaios
clinicos (BATINIC-HABERLE et al 2021, GAD et al., 2013, GAD et al., 2019), e agora
é reconhecido como um excelente agente terapéutico redox-ativo (BATINIC-HABERLE
et al 2021), com farmacocinética bem definida (SPASOJEVIC et al., 2008, WEITNER
etal., 2013).

Apesar do grande nimero de estudos dedicados para desvendar os aspectos
bioldgicos e clinicos da MnTE-2-PyPCls tanto in vitro quanto in vivo (BATINIC-
HABERLE et al., 2021, LEE et al., 2013, BATINIC-HABERLE et al., 2011b,
TOVMASYAN et al., 2014, TOVMASYAN et al., 2018), estudos sobre a estabilidade
desta classe de compostos ainda séo limitados (PINTO et al., 2013, TOVMASYAN et
al., 2015a, TOVMASYAN et al., 2015b). Vale ressaltar, no entanto, que as informacoes
da estabilidade da MnTE-2-PyPCls pode langar luz sobre a estabilidade de outros
analogos de MnP (PINTO et al., 2013) e suportar protocolos de purificacdo, manuseio,
armazenamento, formulacdo, data de validade e uso geral desses compostos (JELIC,
2021, OLIVEIRA et al., 2011).

Como uma caracteristica tipica de Mn-porfirinas, a MnTE-2-PyPCls apresenta o
Mn no estado de oxidacdo +3 sendo extremamente estavel contra a solvdlise acida: a
desmetalacdo de Mn(lIll) é dificil mesmo sob condi¢cdes de H>SOs concentrado
(BATINIC-HABERLE et al., 1999). A MnTE-2-PyPCls é relativamente estavel contra a

degradacdo oxidativa sob condicGes bioldgicas, particularmente a presenca de muitos
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substratos reativos ou redutores biologicos de sacrificio (PINTO et al., 2013). Nao so as
Mn-porfirinas resistem a reacfes com espécies de oxigénio e nitrogénio (ROS/RNS), mas
também o H202 é uma molécula chave nos efeitos terapéuticos das Mn-porfirinas, como
claramente demonstrado por Jaramillo et al. (JARAMILLO et al., 2012) e recentemente
revisado (BATINIC-HABERLE et al., 2021). Enquanto a MnTE-2-PyPCls sofre alguma
degradacdo bimolecular quando incubado com H202 (TOVMASYAN et al., 20153,
TOVMASYAN et al., 2018), a decomposicdo por perdxidos ndo é um problema para
armazenamento em solucéo aquosa/estado solido e/ou formulagdo geral deste composto
(PINTO et al., 2013).

A degradacdo térmica da MnTE-2-PyPCls, como representante da classe das
Mn(111) 2- N-alquilpiridilporfirinas, foi abordada em um Unico estudo termogravimétrico
até o momento (PINTO et al., 2013). O comportamento térmico de sais de MnTE-2-
PyPCls sob condigdes aerobicas é caracterizado por trés eventos: (i) perda de moléculas
de agua associadas ao composto (temperatura ambiente a 134°C), (ii) N-desalquilacao via
perda de cloreto de etila (134-279°C) para produzir MnT-2-PyPCI (Figura 2.1), e (iii)
varios processos sobrepostos de decomposicao do anel porfirinico para produzir 6xidos
de manganés como residuos de combustéo (279-950°C) (PINTO et al., 2013).

MnTE-2-PyPCls MnT-2-PyPClI

Figura 2.1: N-desalquilacdo térmica da MnTE-2-PyPCls sob condic¢des aerdbias durante

analise termogravimétrica com taxa de aquecimento de 10°C/min.

Como a MnTE-2-PyPCls é frequentemente administrada como formulacGes
aquosas por varias vias (por exemplo, intraperitoneal, subcutanea, intravenosa e oral)
(BATINIC-HABERLE et al., 2011, WEITNER et al 2013, SPASOJEVIC et al., 2008),

a atividade bioldgica intrinseca de MnP, ndo é afetada pela desidratagdo reversivel
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(PINTO et al., 2013). Por outro lado, a N-desalquilacdo de MnTE-2-PyPCls altera a
estrutura da porfirina de forma irreversivel, reduzindo a carga total da molécula, que afeta
o potencial redox Mn(111)/Mn(ll), a facilitagdo eletrostatica para superoxido/peroxinitrito,
reagbes com tiolatos de proteinas e a atividade farmacoldgica da MnTE-2-PyP°*(aq)
(BATINIC-HABERLE et al., 2021, (BATINIC-HABERLE et al. 2011, SPASOJEVIC et
al 2011, POLLARD et al., 2009).

As andlises termogravimétricas (TG) sdo importantes para a avaliagdo e/ou
comparacdo de estabilidades térmicas de materiais farmacéuticos, o estudo da
compatibilidade farmaco-excipiente em medicamentos e a determinacdo de parametros
cinéticos associados a processos térmicos (como energias de ativacao, fator de frequéncia,
e ordem de reacdo) (JELIC, 2021, OLIVEIRA et al., 2011, BLESSY et al., 2014). No
geral, essas informacdes sdo Uteis para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos e
controle de qualidade (JELIC, 2021, OLIVEIRA et al., 2011, BLESSY et al., 2014,
KHAWAM, FLANAGAN, 2006). Estudos sobre a cinética de degradacdo térmica séo
recomendados para avaliar a estabilidade térmica de principios ativos e/ou suas
formulacdes farmacéuticas em estado sélido (JELIC, 2021, OLIVEIRA et al., 2011,
BLESSY etal., 2014, KHAWAM, FLANAGAN, 2006, REN et al., 2020). Esses estudos
cinéticos sdo frequentemente realizados no campo farmacéutico por analises
termogravimétricas ndo isotérmicas (dindmicas) ou isotérmicas (VYAZOVKIN, EIGHT,
1999, VYAZOVKIN, 1997, VYAZOVKIN et al., 2011, VYAZOVKIN et al., 2020,
VYAZOVKIN et al., 2014, SEBASTIAO et al., 2004, SEBASTIAO et al., 2003).
Estudos cinéticos em condi¢es isotérmicas de TG sdo particularmente relevantes, pois
sdo passiveis de tratamento pela equacdo de Arrhenius e tornam possivel a estimativa da
taxa de degradacdo a temperatura ambiente a partir da extrapolacdo de dados
experimentais (JELIC, 2021, REN et al.,, 2020). Esses estudos cinéticos sdo
particularmente Uteis para fornecer estimativas confiaveis da vida uatil de produtos
farmacéuticos sob varias condigdes de armazenamento e manuseio (OLIVEIRA et al.,
2011).
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2.1.2 Estudos de Estabilidade Térmica de Farmacos

A anélise térmica tornou-se uma importante ferramenta de trabalho em todos os
setores que se dedicam a pesquisa, ao desenvolvimento de novos produtos e ao controle
de qualidade da producdo (IONASHIRO, 2004).

Os métodos analiticos térmicos para anélise de novos farmacos tornaram-se uma
ferramenta importante, pois envolvem técnicas precisas, utilizam-se pequenas
quantidades de amostra (1-10 mg) que podem ser estudadas em uma ampla faixa de
temperatura com atmosfera controlada (HATAKEYAMA & QUINN, 1997; SOVIZI,
2010; POURMORTAZAVI et al., 2006; LEVER et al., 2004).

No que diz respeito ao desenvolvimento de farmacos, a aplicacdo de analises
térmicas, especialmente TG e calorimetria exploratéria diferencial (DSC) permitem a
caracterizacdo dos farmacos com a definicdo de eventos térmicos em estudos de pureza,
na identificacdo de polimorfos, em estudos de compatibilidade de formulacdes
farmacéuticas de dosagem sélida e na determinacdo da vida util para cinética de
degradacdo isotérmica, permitindo assim, sua qualidade, seguranca e eficacia (BARBAS
etal., 2007; SANTOS et al., 2008; SOVIZI, 2010; OLIVEIRA et al., 2011).

Nesse sentido, diversos estudos ja foram relatados quanto ao uso de analises
térmicas para avaliar caracteristicas de farmacos e insumos farmacéuticos. Pompeu e
colaboradores (2013) avaliaram o comportamento térmico do farmaco Cetoprofeno e suas
possiveis interacBes com 0s excipientes estearato de magnésio e lactose utilizando-se das
curvas TG-DTA e DSC (POMPEU et al., 2013). Um outro estudo (SOVIZI, 2010) relatou
a estabilidade térmica de dois anti-inflamatoérios ndo-esteroidais, haproxeno e celecoxibe,
determinada por DSC e analises termogravimétrica/térmica diferencial simultaneas
(TG/DTA). Os resultados da analise de TG revelaram que a principal degradacédo térmica
do naproxeno e do celecoxibe ocorre nas faixas de temperatura de 196-300 e 245-359
°C, respectivamente.

Um estudo relatado por Oliveira e colaboradores (2005) avaliou possiveis
interacOes entre alguns excipientes farmacéuticos e glibenclamida utilizando técnicas
termoanaliticas (TG/DSC). Os dados da cinética térmica e isotérmica mostraram

incompatibilidade entre glibenclamida e estearato de magnésio (OLIVEIRA et al., 2005).
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2.1.3 Decomposicdo Térmica de Solidos

O estudo da estabilidade térmica de solidos é uma area que envolve conceitos
multidisciplinares e esta em plena expansdo devido as suas aplicacfes tecnologicas. As
reacOes de decomposicdo de sdlidos podem ser tratadas como reacfes topoquimicas e
apresentam a caracteristica fundamental de ocorrer na interface entre duas fases solidas,
0 reagente e o produto (YEREMIM, 1980). Uma representacdo dessa reacdo €
apresentada na equacao 2.1:

A->B+C (21

O caminho da reagdo depende da velocidade de consumo do reagente e, em
condicGes favoraveis, ocorre o desenvolvimento e 0 aumento de espacos de fase estavel
B(s) até que se complete todo o consumo do reagente. A formacéo de B(s) pode se dar de
forma lenta ou rapida. Quando é lenta, apenas uma pequena parte do sistema sera coberta
por uma camada de produto. Quando a formac&o de B(s) se da de forma répida, o reagente
sera coberto rapidamente por uma camada fina do produto e a velocidade do processo de
decomposicdo sera dada pelo desenvolvimento da interface formada para o interior do
sélido (SEBASTIAO, 2002).

O processo de decomposicdo térmica é usualmente analisado por meio do
parametro de conversao o, definido como a quantidade de reagente perdido no tempo t,
normalizada para a quantidade de reagente total, como pode ser visto na equacéo 2.2, em
que No € a quantidade de reagente total e N a quantidade de reagentes no instante da
medicdo (GALWEY; BROWN, 2000; GALWEY, 2004).

(2.2)

O mecanismo de decomposicdo térmica de solidos pode ser diferente em
condicBes isotérmicas ou ndo-isotérmicas. O tratamento ndo-isotérmico é um método
confiavel, tradicional e disponivel na literatura, que pode ser realizado com o uso de
aproximacgdes em alguns métodos para avaliar a energia de ativacdo da decomposicédo
térmica. Os métodos mais usados para o tratamento sdo: Friedman (FR)
(SBIRRAZZUOLI, 2007), Flynn-Wall-Ozawa (FWO) (FLYNN; WALL, 1966;
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OZAWA, 1970), Kissinger-Akahira-Sunose (KAS) (AKAHIRA; SUNOSE, 1971;
KISSINGER, 1957) e Vyazovkin (VYAZOVKIN; SBIRRAZZUOLI, 2006). Estes
métodos tratam o processo por meio de uma equagdo cinética de etapa Unica usando o
principio de isoconversdo, isto €, em uma taxa constante de conversao no tempo (o), a
taxa de reacdo depende apenas da temperatura. A teoria fundamental € que a equacdo de
uma etapa € aplicavel apenas a uma conversdo de extensdo especifica e a uma faixa de
temperatura relacionada a essa conversdo. Essa metodologia permite a anélise de vérias
etapas, a serem verificadas por uma mudanca de energia de ativacdo, um dos parametros
de Arrhenius em relagdo a o. Experimentalmente, a analise deve ser realizada usando
varios programas de temperatura com diferentes razdes de aquecimento.

Nesses métodos de tratamento ndo isotérmico, a taxa de conversdo a é definida

como uma relagdo de massas, onde:

my —myg
a= — (2.3)
mo - mf
sendo mo a massa inicial da amostra; ms a massa final da amostra; m: a massa da amostra

no tempo t.

Os processos de decomposicao térmica podem ser descritos, em muitos casos, pela
equacéo geral da velocidade da reagéo (equacéo 2.4) (YOSHIDA, 1993; VYAZOVKIN;
WIGHT, 1999)

dx—A_% 2.4
— ST ACT () (24)

em que A é a constante pré-exponencial, R € a constante dos gases, Ea é a energia de
ativacdo, x é a fracdo da amostra que nao reagiu e T é a temperatura. Essa equacdo € uma
combinacdo da equacdo geral da velocidade expressa em termos da concentracdo do

reagente e da equacédo de Arrhenius.

De forma geral, as equagdes cinéticas podem ser separadas em cinco grupos
distintos de processos que estdo relacionados com a etapa determinante da reacgdo
(SEBASTIAO et al., 2004): 1. Exponencial; 2. Poténcia - equacdes aplicadas apenas a
parte inicial da regido de aceleracdo da decomposicéo; 3. Decaimento unimolecular; 4.

Contracgéo; 5. Sigmoide - equagOes que descrevem as partes de aceleragdo e decaimento.
29



Cap. 2

A decomposicao térmica de sélidos é, usualmente, avaliada por meio de modelos

matematicos que descrevem os fendmenos de forma generalista. Nesta abordagem, os

dados experimentais de decomposicdo térmica sdo comparados a modelos cinéticos

existentes na literatura (Tabela 2.1) e procura-se um modelo, 0 que apresentar menor

erro, para descrever o mecanismo de decomposicao térmica do material.

Tabela 2.1: Modelos matematicos para cinética de decomposicdo térmica de solidos e

seus respectivos simbolos.

Simbolo da
Funcéao

Equacdes Cinéticas

Modelos

F1

Am

Au

R1

R2

R3

D1

D2

D3

D4

[—In(1 — )] = kt + kg

comm = 2,3,4

1
1
a’ = kt+ k,

A-—a)h (11— a)+ a= kt+ k,

1 12

2
1-2a —(1— a)i=kt+ ko

Nucleagdo cadtica (12
ordem)

Nucleacdo cadtica seguida de

crescimento nuclear a
velocidade constante
(Avrami-Erofeyev)

Nucleacdo em cadeias
ramificadas (Avrami-
Erofeyev)
Contracdo Linear

Contracdo Superficial
Contracdo Volumeétrica

Difusdo unidimensional
Difusdo bidimensional

Difuséo tridimensional

Difusao tridimensional
(Gistling —Brounshtein)

Adaptado de VYAZOVKIN, Sergey; WIGHT, Charles A. Model-free and model-fitting approaches to

kinetic analysis of isothermal and non-isothermal data. Thermochimica Acta, v. 340, p. 53-68, 1999.
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Ajustar os dados experimentais de acordo apenas com os modelos cinéticos ou
com os métodos isoconversionais, aplicados um a um, pode gerar erros muito grandes,
visto que estes métodos ndo sdo suficientes na compreensdo de diversos processos
complexos de decomposicéo de solidos. Uma das alternativas para contornar o problema
é 0 uso de um método de modelagem baseado na contribuicdo de mais de um modelo,
como Redes Neurais Artificiais, pelo método isoconversional (VYAZOVKIN;
DOLLIMORE, 1996; VYAZOVKIN, 1997).

2.1.4 Redes Neurais Artificiais

A Rede Neural Artificial (RNA) é uma poderosa ferramenta matematica baseada
no modelo de comunicacdo bioldgico para resolver problemas lineares e ndo lineares em
diversas areas da ciéncia e tem como unidade de processamento o neurénio artificial (XU,
2003). Essas unidades estdo dispostas em paralelo em uma ou mais camadas e se
comunicam unidirecionalmente entre si através das conexdes sinapticas, através dos quais
0s seus pesos associados sdo modificados de forma ordenada pela fungéo de ativagéo no
intuito de armazenar o conhecimento da rede feito pelo processo de aprendizagem
(HAYKIN, 1997).

A Figura 2.2 traz uma compara¢do entre um neurdnio artificial e um neurénio
biol6gico. No modelo artificial, os pesos sinapticos assumem a funcdo dos dendritos de
receber os impulsos nervosos (informagdes) dos neurdnios vizinhos e transmiti-los para
o corpo celular. A funcéo aditiva, em conjunto com a funcdo ativacdo, assume a funcéo
do corpo celular, local responsavel pelo processamento das informacdes recebidas
anteriormente pelos pesos sindpticos. Como consequéncia, novos impulsos sdo gerados e

transmitidos para as camadas sucessivas até gerarem a saida da rede, a sinapse artificial.
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ENTRADA [ xm | ... [ x2 | | x|

PESOS DENDRITOS
SINAPTICOS e

FUNGAO CORPO
ADITIVA CELULAR
L A
t AXONIOS
FUNCAO
ATIVAGAO ¢ ()
SINAPSE
SAIDA Y

Figura 2.2: Comparacdo entre os neurdnios artificiais e bioldgico.

Em uma Rede Neural, os neurdnios e interconexdes tem valores associados que
sdo o estado do neurdnio e peso de interconexao, respectivamente. Os pesos podem ser
escritos como W, onde K, neste caso, é o neurbnio e j é o neurdnio diretamente ligado a
ele (Figura 2.2).

Com a Rede Neural Artificial (RNA), os dados experimentais sdo usados
diretamente e sem aplicacdo de filtros, como é feito convencionalmente. Além disso, €
proposto o0 uso do MATLab®, um software de programacédo — visto que a técnica utiliza
analise numérica para se chegar a resultados de problemas complexos que serdo
resolvidos pelo método algébrico — de alto desempenho, de facil entendimento e acessivel
em relagdes a outras linguagens de programacao.

Ha diversos modelos de Redes Neurais Artificiais, uma vez que a arquitetura é
variavel e pode ser otimizada de acordo com as caracteristicas do problema em estudo.
Neste trabalho, optou-se pelo uso das redes Multilayer Perceptron (MLP).

Para a realizagdo desse trabalho, foram utilizadas RNAs em linguagem
MATLab®, com presenga de neurdnios em camada oculta. Essas redes consideram 0s
modelos cinéticos da Tabela 2.1, equacdes que envolvem a taxa de decomposicdo, e
podem ser alimentadas com dados isotérmicos ou ndo-isotérmicos de diferentes técnicas

analiticas de analise térmica.
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2.2 Objetivos

Descreve-se aqui o primeiro estudo sobre a cinética de degradacéo térmica de uma
MnP redox-ativa sob condicdes isotérmicas e ndo isotérmicas. Além disso, vale a pena
notar que os modelos cinéticos de decomposicdo térmica foram avaliados usando uma
abordagem de Ultima geracdo, baseada na rede neural artificial de maltiplas camadas
(MLP).

A MnTE-2-PyPCls foi escolhida por ser um forte candidato a farmaco pertencente
a classe das Mn(l11) 2-N-alquilpiridilporfirinas, atualmente desenvolvido como mimico
de SOD, modelos biomiméticos, antioxidantes cataliticos e agente terapéutico redox-

ativo.

2.3 Metodologia Experimental
2.3.1 Mn-Porfirinas

A MnTE-2-PyPCls e o0 andlogo ndo alquilado MnT-2-PyPCI (Figura 2.1) foram
preparados e purificados conforme relatado anteriormente (BATINIC-HABERLE et al.,
1999, REBOUCAS et al., 2002) e mostraram caracteristicas consistentes com os dados
publicados (PINTO et al., 2013, REBOUCAS et al., 2002, REBOUCAS et al., 2008,
REBOUCAS et al., 2009). Embora esses compostos sejam geralmente rotulados como
espécies anidras (ou seja, MnTE-2-PyPCls), os solidos isolados geralmente contém
quantidades variaveis de moléculas de agua, dependendo do processamento da amostra,
do manuseio e do armazenamento da amostra (PINTO et al., 2013). Neste trabalho, a
MnP catidnica (MnTE-2-PyPCls,) continha 8 moléculas de 4gua, enquanto a MnP neutra,
MnT-2-PyPCl, foi analisada como uma espécie anidra, de acordo com dados
termogravimétricos (ver secdo de Resultados e Discussdo). Todas as amostras foram
investigadas por termogravimetria e andlises térmicas diferenciais (TG/DTA) em

condigdes isotérmicas e ndo isotérmicas.

2.3.2 Andlise Térmica

As andlises experimentais de TG foram realizadas nos Departamentos de Quimica
da Universidade Federal Paraiba (UFPB) e na Universidade Federal de Minas Gerais

(UFMG), em diferentes razdes de aquecimento e temperaturas. As curvas TG foram
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obtidas em uma termobalanca Shimadzu DTG60, usando amostras de 2 a 3 mg, pesadas
com precisdo em cadinhos de alumina diretamente na termobalanga, sob atmosfera
dinamica de ar sintético com uma taxa de fluxo de 50 mL.min"2.

Para os estudos cinéticos, varias curvas TG foram registradas independentemente
usando taxas de aquecimento de 5, 7,5, 10 e 12,5°C min™* na faixa de temperatura de 30
a 900 °C para experimentos nao isotérmicos. Experimentos isotérmicos foram realizados
a 158, 160, 162 e 164°C por um periodo de 60 minutos; nestes experimentos, as amostras
foram aquecidas da temperatura ambiente para a temperatura isotérmica alvo com uma

taxa de aquecimento de 10°C min™.

2.3.3 Método isoconversional de Vyazovkin a partir de dados ndo

isotérmicos de TG

O processo de decomposi¢cdo em estado sélido segue a equacdo cinética geral de
primeira ordem:
da

a7 = KDf(@  (2.5)

com k(T) como a constante de velocidade seguindo a equacao de Arrhenius e f(a) como
mo— Mg
mo— mf

inicial da amostra, ms € a massa final da amostra e m; € a massa da amostra no tempo t.

o modelo de reagdo, com o como 0 grau de conversdo a = em que mo é a massa

O procedimento ndo-linear de Vyazovkin (VYAZOVKIN, 1997) considera a

integral,

T

exp (— Q) dt (2.6)

1(E,T) = f P

0

que, caso seja assumida como uma reacao de primeira ordem pode ser descrita por

gla) = é fTexp (—E) dt = é I(E,T) (2.7)
B Jo RT g
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Com g(a) = foa[f(a)]_l da e assumindo que o modelo de reacdo é independente da

taxa de aquecimento, B; (i = 1, ..., n), para uma determinada conversao, é visto que:

(55) 1 Coted = (5) 1 GaTad) = = (5) 1 GaTa) @)

O fator de frequéncia, Aa, ¢ considerado constante para 0S processos submetidos
a uma pequena variacao da taxa de aquecimento, entdo esta equacdo pode ser tratada

considerando a seguinte otimizagao:

Z Z I(Eal Tal)IBJ = minimum (2.9)

i=1 j=1 I(Ea:T 1)ﬁl

A integral de temperatura pode ser resolvida assumindo a seguinte aproximacéo
(PEREZ -MAQUEDA, CRIADO, 2000):

T E E (*exp(—x) E
J; exp (— ﬁ) dt = 7 joo 7 dx = i p(x)

com x = E/RT e p(x) calculado usando a aproximacdo Senum-Yang (PEREZ -
MAQUEDA, CRIADO, 2000) de terceiro grau:

exp (—x) x?+ 10x + 18
X x3 4+ 12x2% + 368x + 24

p(x) =

O erro percentual da funcdo p(x) para o 3° a aproximacéo racional é de cerca de
10" por cento (PEREZ-MAQUEDA, CRIADO, 2000).
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2.3.4 Aplicacdo de uma Rede Neural MLP para o estudo cinético de

decomposicédo quimica a partir de dados isotérmicos de TG

A rede neural MLP aplicada neste estudo foi proposta inicialmente por Sebastido
et al., 2003, 2004. A arquitetura dessa MLP possui apenas um neurénio nas camadas de
entrada e saida. A camada intermediaria, no entanto, tem dez neurénios artificiais, de
acordo com o numero de modelos cinéticos considerados no processo de decomposicao
solida térmica (Tabela 2.1). Quando trabalhamos com rede multicamadas, devemos saber
que, em cada camada, 0s neurénios usam como dado de entrada os dados de saida do
neurdnio que os precede. Assim, com notacao vetorial, a Equacao 2.8 pode descrever 0s

estados dos neurdnios da rede:
m
op = f Zwijj (2.12)
j=0

em que Xo, X1,...,Xm Sa0 as entradas; Wko, Wk1,...,Wkj S40 0S pesos sinapticos entre os

neurdnios k e j, T é a sua funcéo ativacio e Xk € a saida do neurdnio — seu estado.

Neste tipo particular de rede, também existem pesos chamado bias, wio, definidos
como parametros unitarios para amplificar ou reduzir a correlacdo linear da rede
(SEBASTIAO et al., 2003a, 2004). Nessa arquitetura proposta de MLP, 0s pesos wiz € 0s
bias wio foram pré-determinados a partir do ajuste dos dados experimentais por cada
modelo cinético em cada temperatura estudada, em que 0s pesos sdo as constantes de
velocidade e coeficiente lineares dos modelos cinéticos. A perda de informacdo quimica
gue acontece no processo € compensada com a fixacdo dos pesos na camada de entrada
(SEBASTIAO et al., 2003b). A figura 2.3 mostra uma representacéo de uma Rede Neural
MLP.
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Camada
Oculta

Entrada Saida

Figura 2.3: Esquema de Rede MLP

Para outra representagédo dessa rede, podemos dispor os dados em forma matricial

e definir o vetor peso (W1) como:

s N

W1 Wy

W, =| W31 Wsp
Wi1 Wy

Wn1 Who

o _/

Assumindo que x sdo os dados de tempo experimentais para cada temperatura

estudada,

X = (i) (2.14)

A linearizacao dos dados é feita com a multiplicagdo das duas matrizes. Com esse

processo € obtida a matriz Wix:

wyit +  wy
w3t + wyg
Wyt + Wy
wsit +  wgg

Wy X = (2.15)
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Os neurdnios na camada intermediéria devem ser ativados por uma funcéo de
ativacgdo, f, para enviar informacOes a camada de saida. A partir disso, seus estados sdo
definidos por

o = f (wix) (2.16)

A funcdo ativacdo a ser aplicada para simular o impulso dos neurdnios e,
consequentemente, obter os estados dos neurdnios na camada de saida, deve seguir alguns
requisitos: (i) as funcGes de ativacdo devem assumir um valor pré-determinado
(geralmente, f(x) = 0 antes de calcular o estado dos neurdnios); (ii) ativar os neurénios
assumindo valores préximos de 1; e (iii) certificar de que esta é uma fungdo crescente
df(x)/dx > 0, para garantir a otimizac&o da funcéo energia (SEBASTIAO et al., 2003). Se
foi escolhida uma funcdo de ativacéo linear na camada de saida, a resposta da rede, dada

pelo estado do neur6nio na camada de saida, é
o = wof Wyx)  (2.17)
com w- sendo o vetor de peso de interconexao da camada de saida.

A Rede MLP trabalha em um processo de aprendizagem que acontece pela
otimizacdo da funcdo energia, a partir do qual os pesos de interligacdo de saida sdo
estimados (SEBASTIAO et al., 2003). Considerando cexp cOmo dado experimental, a

funcéo energia é:
E = ”sz(Wlx) - aexpllzz (2.18)

Para resolver esta equagdo, a contribuicdo w> de cada modelo cinético para
descrever os dados experimentais pode ser calculado pelo conhecido algoritmo pseudo-
inverso (SEBASTIAO et al., 2003):

wy, = (BT B)™' BT a,y, (2.19)

onde B = f (w1x).
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2.4 Resultados e discussao

2.4.1 Decomposicdo Térmica da MnTE-2-PyPCls

Estudo anterior sobre a estabilidade térmica da MnTE-2-PyPCls (PINTO et al.,
2013), sob atmosfera dindmica de ar sintético, estabeleceu trés eventos
termogravimeétricos principais: (i) desidratacao, (ii) N-desalquilacéo, e (iii) degradacao da
matéria organica, tendo o 6xido de Mn como residuo final a 900 ou 950°C. A reacédo de
N-desalquilacdo da MnTE-2-PyPCls ocorreu entre 134 e 279°C (Figura 2.4), sob
atmosfera dinamica de ar sintético, a uma taxa de aguecimento de 10°C min*. A perda
de cloreto de etila (EtCI) foi caracterizada por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS) e pela caracterizacdo do residuo a 279°C, o que é
consistente com as analises espectroscopicas e cromatograficas da MnT-2-PyPClI (Figura
2.1) (PINTO et al., 2013).

100 =
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Figura 2.4: Curva termogravimétrica da MnTE-2-PyPCls (traco vermelho, MnTE-2-
PyPCls-8H,0) e MnT-2-PyPClI (traco azul) sob ar dindmico a uma taxa de aquecimento de 10°C
min-1. Eventos térmicos correspondem a: I-desidratacéo; II-N- desalquilagéo; e I1l-decomposicéo
do anel da porfirina para produzir éxidos de Mn. Dados correspondentes para a amostra ndo
alquilada MnT-2-PyPCI (traco azul) é apresentado como um controle, indicando que n&o ocorreu

nenhum processo de N-desalquilacdo na temperatura destacada entre 134 — 279°C.
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Além disso, a analise termogravimétrica de uma amostra de MnT-2-PyPCI
(Figura 2.1), preparada independentemente (REBOUCAS et al., 2002) e com 0s grupos
N-etilas da MnTE-2-PyPCls ausentes, ndo apresentou eventos importantes na faixa de
temperatura associada a perda de EtCl em MnTE-2-PyPCls (ver Figura 2.4 e
APENDICE A e B) para dados complementares de termogravimetria derivada (DTG) e
andlise térmica diferencial (DTA)). Enquanto a desidratacdo € um processo reversivel, a
N-desalquilacdo de MnTE-2-PyPCls para produzir MnT-2-PyPCI (Figura 2.1) representa
0 primeiro evento térmico irreversivel que compromete a integridade estrutural da MnP,
afetando permanentemente sua eficiéncia catalitica, lipofilia, biodisponibilidade e
eficiéncia terapéutica esperada (BATINIC-HABERLE et al., 2011, PINTO et al., 2013,
POLLARD et al., 2009, REBOUCAS et al., 2008).

Assim, a compreensdo da cinética do processo de N-desalquilacdo térmica da
MnTE-2-PyPCls pode ser util para fornecer aos pesquisadores e a industria farmacéutica,
informacBes a respeito de manuseio/armazenamento de MnTE-2-PyPCls, prazo de
validade e seu wuso. Amostras comercialmente impuras de Mn(lll) 2-N-
alquilpiridilporfirinas, contendo uma mistura de compostos N-desalquilados
provavelmente derivados de processos de degradacdo térmica (POLLARD et al., 2009,
REBOUCAS et al.,, 2008), ja atrapalharam algumas conclusbes bioldgicas sobre a
atividade SOD in vivo dessas Mn-porfirinas (REBOUCAS et al., 2008, MONROE et al.,
2007).

Os estudos cinéticos sobre a N-desalquilacdo térmica da MnTE-2-PyPCls foram
realizados por métodos ndo isotérmicos e isotérmicos conforme apresentado a seguir,
observando as recomendacdes da Confederacdo Internacional de Analise Térmica e
Calorimetria (ICTAC) (VYAZOVKIN et al., 2011, VYAZOVKIN et al., 2014). As
faixas de temperatura especificas para os estudos cinéticos foram escolhidas com base no
intervalo em que prevalece apenas o processo de N-desalquilacdo da MnTE-2-PyPCls
(Figura 2.1) (REBOUCAS et al., 2008). Embora os dados termocinéticos sejam
geralmente coletados em experimentos sob alta temperatura sob condi¢6es de degradacéo
térmica acelerada, os resultados isotérmicos podem ser extrapolados para temperaturas
mais baixas, usando a equacdo de Arrhenius, para fornecer estimativas da estabilidade
térmica do farmaco sob diferentes temperaturas, alvo de interesse para manuseio e
armazenamento associado a boas praticas de fabricagdo (OLIVEIRA et al., 2011, REN et
al., 2020).
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2.4.2 Estudo Cinético ndo isotérmico usando o método isoconversional

de Vyazovkin

O processo de decomposicdo associado a N-desalquilacdo térmica da MnTE-2-
PyPCls em condig¢Bes ndo isotérmicas foi investigado. A partir desta metodologia, 0s
parametros cinéticos de Energia de Ativacdo (Ea) e o fator de frequéncia (A) foram
determinados de acordo com o grau de conversao (a). A isoconversdo ndo linear, método
proposto por Vyazovkin et al. (VYAZOVKIN et al., 2011) foi usado. Este método
permite uma andlise indireta de processos multietapas, considerando a energia de ativacao
em funcédo do grau de converséo.

A Figura 2.5 mostra os dados experimentais ndo isotérmicos obtidos das quatro
taxas de aquecimento escolhidas para o processo de N-desalquilagcdo da MnTE-2-PyPCls:
5,0,7,5,10,0 e 12,5°C.min1. As curvas ndo s&o sobrepostas e seguem as recomendagdes
do ICTAC para estudos cinéticos (VYAZOVKIN et al., 2011, 2014, 2020). Essas curvas
foram tratadas pelo método néo linear de VVyazovkin.

1,0
0,8 1
0,6 -
e
0,4 -
——5 °C-min”’'
0,2 ——7.5°C-min”
—+—10 °C-min™’
-12.5 °C-min
0’0_ - + T T T T t T } T
140 160 180 200 220 240 260

Temperatura / °C

Figura 2.5: Curvas ndo isotérmicas para a decomposicdo térmica da MnTE-2-PyPCls.
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A Figura 2.6 apresenta a energia de ativacdo determinada para o processo de
decomposicdo térmica da MnTE-2-PyPCls, em fungdo do grau de conversdo. A Figura
2.6 revela que a energia de ativacdo aumenta a medida que a conversdo prossegue,
partindo de 75 kJ mol™ no inicio do processo, chegando a 100 kJ mol™ em o = 0,5, e
terminando com valores de 125 kJ mol™. Essas altas energias de ativacio ndo apenas
indicam, mas também sdo consistentes com a alta estabilidade térmica observada do
composto (PINTO et al., 2013).
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Figura 2.6: Energia de ativacdo de acordo com a extensao da conversao determinada pelo

método de Vyazovkin para a N-desalquilacdo térmica da MnTE-2-PyPCls.

Os desvios padrao para os ajustes de Vyazovkin séo apresentados na Tabela 2.2,
e seus pequenos valores garantem que 0 método de Vyazovkin foi usado adequadamente
para tratar os dados da N-desalquilacao térmica da MnTE-2-PyPCls. Vale ressaltar que a
energia de ativacdo representa a energia necesséria para iniciar a decomposicdo
irreversivel da MnTE-2-PyPCls.
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Tabela 2.2: Desvio padrido para o método de Vyazovkin de acordo com a conversao (o)

para a N-desalquilagdo térmica da MnTE-2-PyPCls.

Conversao (o) Desvio padrio/1073
0,10 1,1930
0,20 1,5438
0,30 2,8396
0,40 4,2336
0,50 1,5133
0,60 45673
0,70 3,3551
0,80 2,1008
0,90 3,8991

2.4.3 Estudo cinético isotérmico através da Rede Neural Artificial MLP

A decomposicao isotérmica de sélidos geralmente ocorre na interface produto-
reagente (VYAZOVKIN et al., 1997), sendo descrita por modelos cinéticos bem
estabelecidos na literatura (SEBASTIAO et al., 2004, 2003, MARQUES et al., 2020).
Esses modelos correlacionam a fragdo de decomposi¢do, a(t), com o tempo em
temperaturas apropriadas escolhidas. Um algoritmo de rede neural maltiplas camadas
(MLP) foi desenvolvido pelo grupo da Profa. Rita Sebastifo da UFMG (SEBASTIAO et
al., 2004, 2003), usando a linguagem MATLAB (MARQUES et al., 2020, FERREIRA
et al., 2019). O algoritmo é diferente das abordagens tradicionais de MLP, pois ndo varia
0s pesos de interconexdo entre as camadas de entrada e intermediarias. Nesta abordagem
MLP, apenas 0s pesos entre as camadas intermediéria e de saida sdo otimizados, o que
proporciona a contribuicdo de cada modelo cinético na descricdo dos dados

experimentais.
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No estudo atual, um total de 12 modelos cinéticos (ver Tabela 2.1) foram
investigados simultaneamente, dos quais 10 modelos (ou seja, D1, D2, D3, D4, R1, R2,
R3, Am2, Am4 e Au) foram relevantes para descrever, de maneira combinada, a cinética
de decomposicdo térmica associada a reacao de N-desalquilacdo da MnTE-2-PyPCls.

As curvas de fragdo de decomposicdo, a(t), para experimentos isotérmicos da
MnTE-2-PyPCls a 158, 160, 162 e 164°C séo apresentadas na Figura 2.7. Estas
temperaturas foram escolhidas para coincidirem com o inicio da N-desalquilacdo;
destaca-se, no entanto, que o processo classificado de modo geral como N-desalquilacéo
pode englobar, na MnTE-2-PyPCls, a um conjunto de quatro desalquilagdes consecutivas.
Assim, a selecdo de uma faixa de estudo pequena de temperatura, bem no inicio da etapa
de perda de massa associada aos grupos EtCl, foi efetuada buscando-se isolar
cineticamente o processo de perda do primeiro grupo etila, minimizando a possibilidade
de sobreposicao (e correspondente contaminagdo dos dados cinéticos) com processos de
perda de grupos etilas subsequentes. E importante destacar que a perda do primeiro grupo
etila compromete irreversivelmente a estrutura da MnTE-2-PyPCls, caracterizando-se,
assim, como a primeira etapa de decomposicdo formal da porfirina e, portanto, de
interesse para estudo da estabilidade térmica temporal e vida Gtil deste agente terapéutico
experimental redox-ativo.

Conforme mostrado na Figura 2.7, o erro residual do ajuste MLP em todos os

casos é de cerca de 104, atestando a robustez do método.
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Figura 2.7: Fracdo de decomposicdo de MnTE-2-PyPCls, a(t), em fun¢ao do tempo (t) a
158, 160, 162 e 164°C. Os simbolos sdo para os dados experimentais, e a linha continua
é para resultados de MLP. Os erros residuais (e) dos ajustes de MLP em cada temperatura

também sdo apresentados.

A abordagem da rede neural MLP é excepcionalmente precisa em comparagédo
com o ajuste de cada modelo cinético individual separadamente. A Figura 2.8 apresenta
o erro residual de cada modelo cinético considerado individualmente para ajustar os dados
experimentais. Vale a pena notar que o ajuste de dados experimentais com varios modelos
cinéticos resultou em erros residuais comparaveis, muitos dos quais sdo da mesma ordem
de grandeza (ver Figura 2.7). Este resultado sugere fortemente que a N-desalquilacéo da
MnTE-2-PyPCls através de um processo de decomposicdao térmica é melhor
compreendida como uma contribui¢cdo sobreposta de muitos mecanismos combinados
(SEBASTIAO et al., 2004, 2003); para este caso, 0s mecanismos R1, R2, Am2 e Amé4

apresentaram menor erro residual para ajustar os dados experimentais.
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Figura 2.8: Erros residuais para o ajuste dos dados experimentais isotérmico sobre a N-
desalquilagdo da MnTE-2-PyPCls para cada modelo cinético individualmente.

Os modelos de contracdo R1 e R2 explicam os dados experimentais com mais
precisdo. O modelo R2 assume a nucleacdo ocorrendo rapidamente na superficie do
cristal, que apresenta forma cilindrica. Neste modelo cinético, isso representa uma area
de contracdo; a contragdo do raio segue r = ro — k¢, em que r € 0 raio no instante t, ro € 0
raio inicial e k é a constante de velocidade, conforme esquematicamente representado na
Figura 2.9. Os modelos Rn generalizados, que englobam R1 e R2, sdo funcgdes
matematicas que descrevem reacdes que ocorrem na fase limite, com processos de difusdo
extremamente rapidos, o que impede uma interacdo adequada dos reagentes na interface
(KHAWAM, FLANAGAN, 2006a, KHAWAM, FLANAGAN, 2006b). Esses processos
de reagéo controlados por limites de fase sdo, portanto, controlados pelo rearranjo dos
reagentes no limite. Os modelos Rn s&o conhecidos como modelos de contragdo
geométrica, mas R1 é semelhante aos usualmente aplicados para descrever o0s
mecanismos de ordem de reagdo em um sistema homogéneo, seguindo uma taxa de reagdo

de ordem zero.
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Figura 2.9: Contracdo geométrica de cristais cilindricos que apresentam 0 mecanismo

cinético R2.

Na abordagem de rede neural artificial MLP, dez modelos cinéticos (ou seja, D1,
D2, D3, D4, R1, R2, R3, Am2, Am4 e Au, ver Tabela 2.1) foram considerados
simultaneamente na camada intermedidria, com a matriz wi determinada pela constante
de velocidade (k) e coeficiente linear (ko) dos modelos cinéticos pelos dados
experimentais de ajuste de cada curva isotérmica. A contribuicdo dos modelos cinéticos
para o processo de decomposicao isotérmica da MnTE-2-PyPCls é apresentada na Figura
2.10, que revela que para as temperaturas estudadas (158, 160, 162 e 164°C), as
contribui¢Bes mais significativas foram aquelas associadas com 0s modelos de contragéo
R1 e R2. Assim, os modelos de contracdo R1 e R2 apresentaram menor erro e maior

contribuicdo na descricdo do fenémeno da decomposicdo térmica do MnTE-2-PyPCls.
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Figura 2.10: Contribui¢cdes dos modelos cinéticos para a descricdo dos processos de
decomposigdo isotérmica da MnTE-2-PyPCls em 158, 160, 162 e 164°C (valores

normalizados) conforme determinado pela abordagem de rede neutra artificial MLP.

As constantes de taxa de decomposi¢do determinadas pelos dados experimentais
nos modelos cinéticos através da rede neural MLP (matriz w1) foram usados para calcular
a energia de ativacdo da decomposicao térmica da MnTE-2-PyPCls. Os valores derivados
de MLP mostrados na Figura 2.11 sdo comparaveis as energias de ativacdo calculadas
usando o método de Vyazovkin (Figuras 2.6 e 2.11). Esta consisténcia com o resultado
ndo isotérmico indica que o processo da decomposicdo ndo € afetado pela condicdo
experimental (ou seja, protocolo isotérmico ou ndo isotérmico) e, novamente, os valores
de MLP de energia de ativacdo sdo consistentes com a estabilidade global da MnTE-2-
PyPCls
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Figura 2.11: Energia de ativacdo (Ea) determinada pela rede neural artificial

multicamada (MLP) para a decomposi¢do térmica da MnTE-2-PyPCls.

A MnTE-2-PyPCls é frequentemente armazenada como um sélido ndo formulado
ou como formulacdes de solugéo aquosa (GAD et al., 2013, 2019, BATINIC-HABERLE
et al., 2011). A MnTE-2-PyPCls solida ndo formulada tem sido frequentemente
armazenada a temperatura ambiente, presumivelmente entre 15 e 35 °C (GAD et al.,
2013, 2019, PINTO et al., 2013). Assim, considerando os valores de energia de ativagdo
e constantes de velocidade determinados em alta temperatura, 0s parametros cinéticos a
25 °C foram estimados, utilizando a equacdo de Arrhenius. Esses dados cinéticos também
permitiram a estimativa do valor de vida util de toos para a MnTE-2-PyPCls (ou seja, 0
tempo em que a concentracao inicial de MnP decai em 10%) a 25 e 158 °C (ver Tabela
2.3). O valor tegy% € um pardmetro importante que € recomendado para estimar a vida util
de um principio ativo (OLIVEIRA et al., 2011, YOSHIDA et al., 2011).
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Tabela 2.3: Energia de ativacdo (Ea), fator de frequéncia In(A) e tempo, para o qual a
concentracdo decai em 10% (teoss valor de vida util), determinado pela rede neural
artificial maltiplas camadas (MLP) para decomposi¢do térmica da MnTE-2-PyPCls a 158
e 25 °C.

Modelo Ea (kJ mol?) In (A) toos @ 158 °C (h) toos @ 25 °C
Cinético (anos)
D1 85,2302 17,3056 59,4421 5
D2 84,9668 16,1542 69,1946 5
D3 83,9006 15,1482 141,75 9
D4 83,8007 14,5778 242,58 16
R1 95,5999 19,2077 62,05 17
R2 90,7974 17,6960 74,48 11
R3 89,5753 17,1541 91,42 12
Am4 97,6001 19,6486 69,58 25
Am2 93,7599 19,1985 37,77 8
Au 99,2897 22,0898 9,70 4

Como o modelo R1 apresentou menor erro e maior contribui¢do para o fenémeno
de decomposicao térmica do material, o valor de teos determinado por este modelo é o
mais adequado para descrever o comportamento da MnTE-2-PyPCls ao longo do tempo.
Portanto, espera-se que levaria cerca de 17 anos para que a MnTE-2-PyPCls no estado
solido atingisse uma desalquilacdo de 10% a 25 °C, o que é consistente com a alta
estabilidade observada empiricamente para este composto na rotina diaria de manuseio e
armazenamento no laboratério (REBOUGCAS et al., 2008). E importante destacar que uma
amostra sélida de MnTE-2-PyPCls de alta pureza armazenada em um frasco fechado a
temperatura ambiente no escuro por 7 anos em nossos laboratdrios ndo mostrou sinais
perceptiveis de N-desalquilacdo quando analisada por cromatografia em camada fina
(dados cedidos pela Dra. Jacqueline C. Bueno-Janice e pelo Dr. Victor H. A. Pinto, do

N0Sso grupo de pesquisa).
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Como os valores de vida util podem ser significativamente afetados pelo
armazenamento e pelas formulagbes dos medicamentos (incluindo a natureza dos
excipientes) (OLIVEIRA et al., 2011, SILVA et al., 2021, YOSHIDA et al., 2011), o
valor teoy calculado para a MnTE-2-PyPCls é valido se o material solido for mantido em
condicdes ideais de umidade. Conforme observado, a MnTE-2-PyPCls ¢ uma molécula
hidratavel. A presenca de umidade pode desencadear processos hidroliticos. Condigdes
de alta umidade favorecem a absorcdo do excesso de umidade do ar, que pode ser tdo
destrutiva quanto ambientes com baixa umidade. Um excesso de umidade pode
comprometer a poténcia e eficacia, levando a degradacdo ou mesmo a toxicidade de
alguns produtos. Pode também promover o crescimento de microrganismos,
comprometendo sua integridade bioldgica.

A Conferéncia Internacional de Harmonizacdo (ICH) no topico Q1 A(R2) trata
dos testes de estabilidade de novos medicamentos e produtos, delimitando boas praticas
de manipulacdo e armazenamento quanto aos parametros de temperatura e umidade.
Essas variaveis levam em consideracdo a classificacdo da zona climatica do pais. A
MnTE-2-PyPCls deve ser armazenada em frasco hermeticamente fechado e mantida em
temperatura de armazenamento de 30 °C * 2 °C e umidade relativa de 75% + 5% visto
que o Brasil pertence a zona climatica IV (MARKENS, 2009). Vale ressaltar que os dados
reportados aqui estimulam estudos adicionais sobre formulagdes e estabilidade da MnTE-
2-PyPCls.

2.5 Conclusao

O primeiro estudo sobre a cinética de estabilidade térmica da Mn(lll) 2-N-
alquilpiridilporfirina foi realizado com o composto prot6tipo MnTE-2-PyPCls usando
termogravimetria (TG) sob condi¢des ndo isotérmicas e isotérmicas. Uma rede neural
multicamadas (MLP) permitiu o estudo simultaneo de dez modelos cinéticos e mostrou
que a N-desalquilagdo associada com degradacdo da MnTE-2-PyPCls é melhor explicada
por uma combinagdo de varios mecanismos, com grandes contribui¢cdes dos modelos de
contracdo R1 e R2.

Os valores de energia de ativacdo calculados a partir de dados isotérmicos e nao
isotérmicos concordam entre si e sdo consistentes com a alta estabilidade térmica da

MnTE-2-PyPCls observada no estado sélido. O valor de vida Gtil de tgos a 25 °C estimado
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a partir dos dados de decomposicéo isotérmica foi de aproximadamente 17 anos. Esses
resultados contribuem para o desenvolvimento desta classe de agentes terapéuticos redox-
ativos e mimicos de SOD e fornecem dados de suporte para protocolos de purificacao,
manuseio, armazenamento, formulacao, data de validade e uso geral desses compostos.

Além disso, esses resultados da MnTE-2-PyPCls ndo apenas estabelecem as bases
para estudar outros mimicos de SOD a base de Mn(l1l) porfirina e agentes terapéuticos
redox-ativos, mas também representam uma primeira aproximagdo aos pardmetros
cinéticos de estabilidade térmica de porfirinas de Zn(ll) (quimicamente relacionado)
ZnTE-2-PyPCls, e seu analogo Zn(ll) 2-N-alquilpiridilporfirina, que estdo sendo
ativamente desenvolvidos como fotossensibilizadores eficientes e seletivos para inibicédo
fotodindmica antimicrobiana (aPDI) (BENOQV, 2015, VIANA et al., 2015, ANDRADE
etal., 2018, SOUZA et al., 2021a, 2021b, SOUZA et al., 2022).
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3 Desenvolvimento de um

Protocolo Espectrofotometrico
assistido por Termogravimetria
para determinacao da
absortividade molar da
MnTE-2-PyPCls

3.1 Introducéo

Como foi reportado no capitulo anterior, Mn-porfirinas (MnP) hidrossolUveis da
classe das Mn(lll)-2-N-alquilpiridilporfirinas (alquil = etila, por exemplo) tém sido
amplamente estudadas como agentes terapéutivos redox-ativos (BATINIC-HABERLE et
al., 2016). As formulacdes farmacéuticas comumente usadas nos ensaios pre-clinicos e
clinicos sdo a base de solucdes aquosas, que geralmente tém as concentracdes
determinadas por meio de espectroscopia de absorcao eletronica na regido do UV-vis.
Para a determina¢do da concentracdo de MnPs, o valor da absortividade molar () em
meio aquoso precisa ser conhecido. Contudo, o protocolo de formulacdo muitas vezes
pode ser demorado e complexo, pois a quantidade de agua no material sélido nao é facil
de determinar, visto que amostras hidratadas apresentam quantidades variaveis de agua
nos solidos.

Em meio aquoso, mesmo a altas temperaturas (fervura), ndo se observa a
desalquilacdo dessas MnPs (PINTO et al., 2013). Na area farmacéutica, um método redox
que é muito utilizado para determinar agua em compostos organicos e solventes, por
exemplo, € a titulacdo de Karl-Fischer. Porém, esse método € ineficaz para MnPs, por
exemplo, pois elas podem reagir com o indicador de iodo, e assim, a determinagdo néo
pode ser feita com precisdo (SIMOES et al., 2017).

Em estado solido, a tentativa de obtencdo da MnP anidra poderia ser testada por
aquecimento, mas um cuidado precisa ser tomado, pois 0 aquecimento sem controle e a

temperaturas muito elevadas resulta em decomposicédo (PINTO et al., 2013). No caso da
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classe das Mn-porfirinas de interesse deste capitulo, essa determinacdo vem sendo
realizada na literatura a partir de analise elementar (CHN), onde o0 nimero das moléculas
de 4gua é suposto, ou seja, é estimado de maneira indireta (BATINIC-HARBELE et al.,
1999).

Como observado anteriormente pelo grupo (PINTO et al., 2013) e no Capitulo 2
desta tese (MAIA et al., 2021), a desidratacdo de Mn(Ill) N-alquilporfirinas pode ser
quantitativamente efetuada por TG, de maneira controlada, sem comprometer por
exemplo, a estrutura formal da metaloporfirina (ver Fig. 2.4 e APENDICE A e B). Assim,
a obtencdo de uma Mn-porfirina anidra via analise térmica é possivel, dando a
possibilidade de se estudar, por exemplo, a determinacéo da absortividade molar a partir

de Mn-porfirinas anidras, de formulagéo definida.

3.2 Objetivos

O objetivo desse capitulo foi realizar o estudo da determinacdo da absortividade
molar de Mn-porfirinas anidras, assistida a partir de analises termogravimétricas (TGA)
e analise térmica diferencial (DTA). A MnTE-2-PyP>* (olhar a Figura 2.1) foi escolhida
como prova de conceito, por se tratar de um composto redox-ativo potente e que se
encontra em estudos clinicos em humanos (BATINIC-HABERLE et al., 2021, GAD et
al., 2019, GAD et al., 2016, ZAKERI et al., 2019).

3.3 Metodologia Experimental

3.3.1 Reagentes

A MnTE-2-PyP°* utilizada para os ensaios de determinacdo de moléculas de agua
de hidratagdo e da absortividade molar (g) foi doada pelo grupo da Profa. Dra. Ines
Batini¢-Haberle (Duke University, EUA) ou preparada pelo grupo na ocasido dos estudos
iniciais de analise termogravimétrica (PINTO et al., 2013).

3.3.2 Equipamentos
Os espectros eletronicos de absor¢do na regido do UV-vis (190-900 nm) foram
registrados em espectrofotdmetros Shimadzu (modelo UV-1800) ajustados para uma

resolucdo de 1 nm, utilizando-se cubetas de quartzo com caminho Optico de 10 mm.
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A andlise termogravimétrica (TGA) e analise térmica diferencial (DTA) foram

obtidas em um equipamento da marca Shimadzu DTG-60.

3.3.3 Analise para avaliar o efeito da atmosfera na decomposicdo da
MnTE-2-PyP°>* (N, versus Ar)
A andlise foi realizada no intervalo de temperatura de 25 a 900 °C, em cadinhos de

alumina, sob atmosfera dinamica N2, com fluxo de 110 cm3/min e taxa de aquecimento
de 10 °C/min.

3.3.4 Analise da etapa de desidratacdo térmica e determinacdo da

absortividade molar ()

As analises para a determinagdo da absortividade molar (g) envolveram amostras
de MnP anidras preparadas termicamente a partir de dez condi¢des diferentes, dispostas
adiante na secdo de Resultados e Discussdo. A analise espectrofotométrica para
determinacdo da absortividade molar (¢) foi realizada usando amostras anidras (apds o
tratamento térmico) e amostras hidratadas (sem tratamento térmico). Os dados foram
obtidos na banda Soret da MnTE-2-PyP>* em 454 nm.

Para as analises das amostras anidras, o procedimento consistiu em: apos a analise
térmica por TG nas condicdes apropriadas, o residuo remanescente no cadinho foi
transferido quantitativamente para um baldo volumétrico de 10,0 mL. Aliquotas da
solucgéo aquosa resultante foram transferidas para uma cubeta de quartzo contendo 3 mL
de H20 deionizada e o valor do € foi determinado a partir de um grafico de Abs vs [MnP].

Para as analises das amostras hidratadas, o procedimento seguido foi: a amostra de
MnP de massa semelhante aquela utilizada para as analises por TGA (amostra anidra) foi
quantitativamente transferida para um baldo volumétrico de 10,0 mL, que foi entdo
aferido com H»O deionizada. O valor do ¢ foi determinado a partir de um grafico de Abs
vs [MnP] considerando uma formulagdo contendo o numero de moléculas de 4gua dadas

(MnP.xH-0) pela analise TGA correspondente.
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3.4 Resultados e discussao

Nesse capitulo, algumas analises foram realizadas com a MnTE-2-PyP°* (Fig. 2.1)
para avaliar a determinacao da absortividade molar (€) assistida por termogravimetria,
usando amostras anidras resultantes de tratamento térmico (30 — 130 °C). Amostras
hidratadas da MnP foram utilizadas como controle.

3.4.1 Analise para avaliar o efeito da atmosfera na decomposicdo da
MnTE-2-PyP>* (N, versus Ar sintético)

Uma anéalise foi feita a fim de avaliar o efeito da atmosfera de N» durante a
decomposicdo térmica da MnTE-2-PyP°*, visto que Pinto e colaboradores (2013)
realizaram a analise em atmosfera de ar sintético. Os resultados das andlises de
TG/DTG/DTA sdo sumarizados nas Tabelas 3.1 e 3.2, nas quais observam-se que 0S
processos termogravimétricos puderam ser associados a trés grandes processos: )
desidratacéo, I1) desalquilacédo e I11) degradacao.

A Tabela 3.1 apresenta os dados obtidos durante a realizacdo desse estudo e a tabela
3.2, os dados obtidos por Pinto (2013). As analises foram realizadas com amostras de
MnTE-2-PyP>* e sob atmosferas diferentes (N2 e O, respetivamente). Comparando os
resultados das Tabelas 3.1 (em N2) e 3.2 (em ar sintético), percebe-se que 0S processos
(1, 1, 1) ocorrem em faixas semelhantes de temperatura, no entanto, as etapas de
desidratacdo e desalquilagdo sdo diferentes dependendo da natureza da atmosfera
utilizada. O processo Ill, que corresponde a degradacdo do anel porfirinico apresenta
diferencas pronunciadas, devido ao fato de que em atmosfera inerte de o N2, ndo se
verifica, evidentemente, a decomposicdo total por combustao observada em atmosfera de
ar sintético. Os experimentos seguintes foram realizados sob atmosfera de N2 apenas por
conveniéncia técnica (era o gas normalmente acoplado ao equipamento multiusuario de

TG nas analises de rotina).
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Tabela 3.1 - Dados da anélise térmica para a MnTE-2-PyP°>* sob atmosfera de N2 (fluxo
de 110 cm®/min) e razdo de aquecimento de 10 °C/min.

Processo TG/DTG DTA Atribuicdo
Intervalo (°C) % Perda Pico DTA, °C
de massa
I 34-136 14,01 92,8 (endo) Desidratagéo
(-9 H20)

] 136-257 21,50 236,0 (endo) Desalquilagéo
(-4 EtCI)

i 257-900 27,12 261,2 (endo) Decomposicéo
parcial da
matéria
organica

Tabela 3.2 - Dados da analise térmica para a MnTE-2-PyP°* sob atmosfera dindmica de
ar sintético (fluxo de 110 cm3/min) e razdo de aguecimento de 10 °C/min.

Processo TG/IDTG DTA? Atribuicao
Intervalo de % Perda de Pico DTA, °C
temp.(°C) massa
I 26-134 17,15 75,6 (endo) Desidratagédo
(-11 H.0)
I 134-279 22,50 205,2 (endo) Desalquilagao
(-4 EtCI)
Ila 279-421 10,42 300,1 (exo) Perda da
matéria
b 421-479 10,18 423,6 (endo), organica;
447,4 (ex0) incorporacéo
Iic 479-606 30,43 481,9 (endo), de O, para

11 521,4 (ex0) produzir 0
6xido de Mn

residual.
Id 606-901 2,91 709,9 (exo)
"""" 270901 53,94
Residuo 902 6,35 — MnzOs4 como
residuo final
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3.4.2 Analise da etapa de desidratacdo: determinacdo da absortividade

molar (g)

As andlises para a determinagao da absortividade molar (¢) foram realizadas em dez
condices diferentes (I, I, 111, 1V, VI, VI, VII, VIII, IX, X). As condi¢Ges de analise, 0s
dados de TG, e os valores de ¢ estdo resumidos na Tabela 3.3. A determinagao do €
envolveu analises distintas, visto que as medidas das amostras anidras e hidratadas séo
independentes. Em todos os casos, a massa da amostra de MnP-xH.O foi medida,
transferida para um bal&o volumétrico e analisada espectrofotometricamente ao mesmo
tempo em que outra a massa de outra amostra foi medida, submetida a anélise de TG para
analise espectrofotométrica do residuo térmico. A absortividade molar (¢) foi determinada
na banda Soret da MnTE-2-PyP>*em 454 nm.

Tabela 3.3 — Dados de anélise térmica para MnTE-2-PyP>* e os valores de absortividade
molar (g) que foram obtidos para cada amostra analisada.

Con. Atm. Taxade Faixade Perda xH20  Absortividade molar (g) (L mol~lcm™)
Aquecimento temperatura de agua
(°C/min) (°C) (%)
Residuo da TG? Amostra sem

tratamento térmico®

MnP MnP  MnP-xH:O

I Ar 10 30-130 14,50 9,09 147465 123766 144749
I Ar 1 30-130 16,03 10,20 146048 123519 151870
Illa N2 10 30-130 13,50 8,30 147392 130012 143857
b N2 10 30-130 13,03 8,00 146380 127309 140467
IV N 10 30-120 11,56 7,03 143187 125683 142162
\Y N 10 30-110 11,40 6,89 138722 123206 139061
Vi N 10 30-100 11,40 6,90 142311 126499 141555
VIl N 10 30-90 10,3  6,20* 141932 123778 140332
VIl N2 10 30-80 75  4,30* 147369 131041 140478
IX N 10 30-70 58  3,30* 140562 130150 141952
X N 10 30-60 3,7 210* 131695 124784 141485

* analises que correspondem a desidratagdes incompletas

2 ¢ calculado a partir da massa de residuo da TG, considerando uma formulagéo anidra da MnP: MnTE-2-
PyPCls (MM = 965,12 g mol?)

b ¢ calculado a partir da amostra original hidratada, (sem tratamento térmico), considerando duas
formulacdes: Uma como se a amostra fosse anidra (MnP, para avaliar a variabilidade) e outra formulada
como MnTE-2-PyPCls-xH,0, com 0 nimero de &guas de hidratacdo determinada por TG.
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As condicdes das andlises variaram de acordo com cada experimento. Inicialmente,
testaram-se taxas de aquecimento de 1 e 10 °C/min (condigGes | e 1I) para verificar se
teria alguma influéncia na desidratacdo da Mn-porfirina. Os resultados mostram que néo
héa alteracdo quanto a taxa de aquecimento, logo, optou-se por realizar as analises a uma
taxa de 10 °C/min. Um outro parametro que foi avaliado diz respeito a faixa de
temperatura, onde observa-se que nas condic¢bes (I, Il, Illa e Illb) cuja faixa de
temperatura é mais elevada (30-130 °C) ndo houve interferéncia na N-desalquilacdo dos
grupos etila, sendo possivel a determinagdo do € a partir da amostra anidra. No entanto,
nas condicBes (VII, VIII, 1X e X) cujas temperaturas sdo mais baixas (25 até 90 °C), a
desidratacdo é incompleta.

Os valores de absortividade molar (¢) da MnP obtidos neste trabalho (Tabela 3.3)
foram comparados com o valor daquele reportado pela literatura (log = 5,14) (BATINIC
— HABERLE et al., 1998; 1999). E importante relembrar que a determinagio de log &
reportada na literatura ocorreu ap6s o resultado de analise elementar (CHN), onde o
namero de moléculas de agua foi estimado. Apesar disso, os valores obtidos por TGA sdo
préximos aos valores da literatura.

A Figura 3.1 mostra a determinacdo do & a partir de um grafico tipico Abs Vs
[MnP], considerando a formulacdo contendo o numero de moléculas de agua dadas
(MnP.xH-0) pela anélise TGA correspondente. Para as analises dessa figura, estimou-se
uma perda de 16,03%, o que corresponde a 10 moléculas de H2O presentes na formulacao.
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Figura 3.1 — Gréficos tipicos de Abs vs [MnP] de uma amostra anidra e hidratada (sem
tratamento térmico) para a determinacao da absortividade molar.

3.5 Concluséo

Para a determinacdo da concentracdo de MnPs, o valor da absortividade molar (¢)
em meio aquoso precisa ser conhecido, no entanto alguns protocolos podem ser
demorados e complexos. Na literatura, a determinagé@o do € vem sendo realizada a partir
de andlise elementar (CHN), em que o numero de moléculas de agua é estimado de
maneira indireta.

Aqui foi proposto um protocolo por meio de analise térmica, visto que o
aquecimento da MnTE-2-PyP>* até ~130 °C altera a composicdo da amostra pela perda
de moléculas de 4gua, mas, uma vez que a parte porfirinica ndo é afetada, sendo assim, é
possivel a determinacdo da absortividade molar a partir da amostra anidra da Mn-
porfirina.

A partir dos resultados obtidos com a etapa de desidratacdo da andlise térmica,
observa-se que a metodologia proposta nesse estudo pode ser Gtil para a re-determinacao

da absortividade molar (¢) de outras Mn-porfirinas.
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4 Tentativa de sintese de uma

Mn-porfirina cationica a base de
qguinolina como modulador
redox em potencial

4.1 Introducéo

4.1.1 Porfirinas em Sistemas Biomiméticos das Enzimas Superoxido

Dismutase

Metaloporfirinas estdo sendo exploradas no tratamento de patologias em que o
desequilibrio redox associado ao estresse oxidativo resulta em danos oxidativos a
biomoléculas e compromete a integridade metabolica de células, tecidos e/ou 6rgaos
(TOVMASYAN et al, 2014a, BATINIC-HABERLE et al., 2011la, BATINIC-
HABERLE et al., 2010). Dentre as espécies envolvidas no estresse oxidativo, pode-se
destacar o superoxido (O2™), o perdéxido de hidrogénio (H203), 0 6xido nitrico (*NO) e 0
peroxinitrito (ONOQO"). Essas espécies tém sido amplamente reconhecidas como espécies
que afetam o equilibrio redox celular e desempenham um papel central na maioria dos
processos de estresse oxidativo e sdo comumente chamadas espécies reativas de oxigénio
e/ou nitrogénio (ROS/RNS, do inglés reactive oxygen/nitrogen species) (BATINIC-
HABERLE et al., 2011a).

Embora algumas dessas espécies estejam envolvidas em processos fisiologicos
importantes (por exemplo, controle da pressdo arterial), a producdo exacerbada e
descontrolada de ROS/RNS resulta em oxidacdo/nitracdo de proteinas, lipideos, acidos
nucléicos, entre outros, alterando a integridade fisica da célula, seus processos
metabolicos e as vias de transdugdo de sinal celular; isto conduz eventualmente a
condicGes patolégicas (BATINIC-HABERLE et al., 2011a). Uma vez que ROS/RNS séo
sensiveis a modulagdo redox, h4 um grande interesse no desenvolvimento de complexos
metalicos redox-ativos como farmacos em potencial.

As enzimas superoxido dismutase tém papel essencial no controle do nivel

celular de ROS (via modulagéo direta de O2™) e de RNS (via modulagéo indireta de
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ONOOQO") e, por conseguinte, na regulacdo do nivel de estresse oxidativo de células, 6rgaos
e tecidos (BATINIC-HABERLE et al.,2009a). Essas enzimas existem em quatro
isoformas: Cu,ZnSOD, MnSOD, FeSOD e NiSOD, porém apenas duas isoformas estdo
presentes em humanos (CuzZnSOD e MnSOD).

Uma vez que o estresse oxidativo pode ser resultado da inativacdo ou baixa
expressdo dessas enzimas, compostos de massa molecular pequena que apresentem
atividade SOD elevada (constante de velocidade para dismutacdo do superdxido, Kcat),
seriam, potencialmente, candidatos excelentes a farmacos para o controle de patologias
e/ou disfungdes associadas a desequilibrios celulares oxidativos (BATINIC-HABERLE
etal., 2011a).

Muitos compostos, tais como fulerenos (YUDOH et al., 2007), nitroxidos
(GOLDSTEIN et al., 2006), Mn salens (DESSOLIN et al., 2002), metalocorréis (HABER
et al., 2008), poliaminas ciclicas de Mn(ll) e metaloporfirinas, entre outros, tém sido
investigados como mimicos de SOD. O primeiro marco veio na década de 90 com o grupo
de Irvin Fridovich, que iniciou os estudos de Mn-porfirinas como mimicos das enzimas
SOD. Esses estudos continuaram com o grupo de Batinic-Haberle que estabeleceu uma
relacdo estrutura-atividade entre a capacidade redox do metal e a constante catalitica para
a dismutagdo do O2" (BATINIC-HABERLE et al., 2010).

A partir dessa relacdo, tornou-se possivel modular a atividade SOD da porfirina
pela escolha de substituintes apropriados para regulacdo do potencial redox do sistema
para valores biologicamente relevantes: as enzimas SOD possuem potencial de reducao
(Ew) de aproximadamente +300 mV vs NHE e catalisam a dismutacgdo do superoxido em
velocidades difusionais (log ket € aproximadamente 9). A correlacdo entre as
propriedades redox e a atividade catalitica (log kca) foi revisitada com o estudo de
metaloporfirinas neutras, aniénicas e catidénicas para incorporar o impacto da contribuicao
eletrostatica na dismutacdo do superoxido, também presente nos sistemas enzimaticos
(REBOUCAS et al., 2008). Observou-se que as Mn-porfirinas cationicas d&o origem a
mimicos promissores de SOD, sendo alguns complexos capazes de oxidar e reduzir o
superoxido com constantes de velocidade de dismutagdo essencialmente indistinguivel
daquela da enzima SOD (DE FREITAS-SILVA et al., 2008).

Embora essas enzimas nao apresentem o anel porfirinico como grupo prostetico,
o0 planejamento de modelos biomiméticos de SOD a base de metaloporfirinas tém se

destacado em diversos modelos celulares e animais por apresentarem caracteristicas como
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alta estabilidade metal-ligante, baixo peso molecular (possibilitando a penetracdo nas
membranas celulares), constantes de velocidade para dismuta¢do do O™ (Kcat) proximas
aquelas da enzima SOD natural e versatilidade estrutural (que modula propriedades como
lipofilia, carga e potencial de reducédo) (BATINIC-HABERLE et al., 2015).

Esses compostos tém se mostrado, por exemplo, capazes de minimizar os efeitos
nocivos e danos causados por radiacdo (acdo radioprotetora), de inibir o crescimento de
tumores (via acdo anti-angiogénica), de aumentar a eficicia de radioterapia,
quimioterapia e hipertermia no tratamento de cancer (agdo sinergética) e de proteger
Orgdos e tecidos em transplantes e/ou processos de isquemia/reperfusdao (BATINIC-
HABERLE et al., 2010; BATINIC-HABERLE et al., 2011). A eficécia terapéutica desses
compostos estd relacionada com a capacidade de remover cataliticamente O™,
peroxinitrito (ONOO") e outras espécies reativas, a capacidade de modular vias de
sinalizacdo redox, a acumulacdo dentro de compartimentos celulares (como as
mitocondrias) e a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (importante para
mitigar danos e processos indesejados no sistema nervoso central) (WEITNER et al.,
2013).

No que diz respeito ao potencial terapéutico de moduladores redox a base de
metaloporfirinas, € relevante avaliar alguns pardmetros, como biodisponibilidade e
propriedades fisico-quimicas (BATINIC-HABERLE et al., 2015).

4.1.2 Lipofilia como controle de biodisponibilidade de Mn — porfirinas

A lipofilia é um parametro extremamente importante para o controle da
biodisponibilidade, pois permite uma maior penetracdo das porfirinas no interior da célula
e, consequentemente, uma maior acumulacdo em oOrgdos e tecidos (OKADO-
MATSUMOTO et al., 2004; BATINIC-HABERLE et al., 2009a). Embora a carga
catidnica seja uma forca motriz para localizacdo em regides importantes com potencial
de membrana negativo (tais como mitocondrias), a lipofilia é outro fator importante que
afeta o transporte através das membranas celulares e barreiras (tais como a
hematoencefalica), a distribuigcdo subcelular entre as varias organelas e compartimentos,

e, por sua vez, a eficicia terapéutica de Mn-porfirinas.
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Algumas estratégias foram adotadas para aumentar a lipofilia dos complexos de
Mn(l11) derivados das N-alquilpiridilporfirinas. Dentre eles, podem-se citar: 0 aumento
da cadeia lateral e a mudanca da posi¢do do nitrogénio no anel piridinico (BATINIC-
HABERLE et al., 2011). Alguns estudos ja foram reportados relacionando o aumento da
lipofilia como consequéncia do aumento da cadeia lateral. Nesse caso, a lipofilia aumenta
em 10 vezes para cada carbono adicionado a cadeia. Devido a esse aumento da lipofilia,
Mn-porfirinas de cadeias alifaticas longas, acumulam-se nas células em niveis mais
elevados (KOS et al., 2009b; TOVMASYAN et al., 2012).

Em 2004, OKADO-MATSUMOTO e colaboradores estudaram como o aumento
da cadeia alquilica de Mn-porfirinas catiénicas (derivadas das N-alquilpiridil e N-N-
dietilimidazol), e consequentemente, o aumento da lipofilia, melhoraria a
biodisponibilidade em relacdo ao crescimento aerdbico da Escherichia coli SOD-
deficiente. Os resultados mostraram que os compostos mais lipofilicos foram eficazes no
crescimento da E. coli SOD- deficiente quando administrado em concentracdes mais
baixas do que os compostos menos lipofilicos. A maior eficacia desses compostos foi
conseguida ao custo de maior toxicidade que se tornou aparente quando estes compostos
foram aplicados a concentracGes mais elevadas (OKADO-MATSUMOTO et al., 2004).

A determinacdo da lipofilia de Mn-porfirinas era estimada de maneira indireta em
termos do valor do fator de retencéo (Rf) em cromatografia de camada delgada. Em 2009,
metodologias para a quantificacdo da lipofilia de Mn-porfirinas foram desenvolvidas por
Kos e colaboradores (2009), que propés um método adaptado a partir da determinacéo do
coeficiente de parti¢do n-octanol/agua (log Pow)). Assim, Kos determinou o log Pow dos
isdbmeros orto e meta de Mn-porfirinas derivadas de N-alqulpiridilporfirinas por meio de
medidas espectrofotométricas. CorrelacOes entre log Pow e os fatores de retencdo (Rr) dos
compostos em cromatografia de camada delgada foram observados. Esta correlacao,
associada a praticidade da medida de Ry, possibilitou a estimativa rapida e barata do log
Pow desta classe de compostos. Esse estudo mostrou que os isdmeros meta séo 10 vezes
mais lipofilicos do que os correspondentes isdmeros orto. (KOS et al., 2009Db).

Em 2009 Batinic-Haberle e colaboradores (BATINIC-HABERLE et al., 2009b)
destacaram a relevancia da lipofilia quando mostram a sua importancia no aumento da
eficacia de Mn-porfirinas in vivo. Sabendo-se que a MnTnHex-2-PyP®" ¢
significativamente mais lipofilica do que a MnTE-2-PyP>*, esse estudo mostrou que a

MnTnHex-2-PyP>" é mais biodisponivel e, por sua vez, 30 vezes mais efetivo no blogueio
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do desenvolvimento da tolerancia crénica da morfina do que a MnTE-2-PyP°*. Sendo a
MnTE-2-PyP>* mais hidrofilica e a MnTnHex-2-PyP>* mais lipofilica foram,
respectivamente, 10 e 300 vezes mais efetivas na inibicéo da tolerancia a morfina, sendo
a MnTnHex-2-PyP>* administrada (via intraperitoneal) com doses de 0,1 mg/kg /dia e 3
mg/kg/dia para a MnTE-2-PyP>* (BATINIC-HABERLE et al., 2009b).

Um aumento na carga de Mn-porfirinas catidnicas pode influenciar na ligacéo a
outras biomoléculas, o transporte através das membranas bioldgicas a na distribui¢do nos
tecidos. O estado de oxidagdo do Mn nestes complexos também tem papel importante no
controle da lipofilia, uma vez que 2-N-alquilpiridilporfirinas de Mn(l1) s&o tetracatiénicas
e consideravelmente mais lipofilicas que aquelas de Mn(lll), pentacatibnicas
(SPASOJEVIC et al., 2011).

4.1.3 Métodos de Sintese de Porfirinas meso-substituidas

As porfirinas possuem uma estrutura bastante versatil, permitindo a introducéao de
grupos substituintes, responsaveis pela modulacéo das suas propriedades fisico-quimicas.
Nas ultimas décadas observou-se o0 desenvolvimento e otimizacdo dos métodos de sintese
de porfirinas, em especial das meso-substituidas, a partir de pirrol e aldeidos.

Um dos estudos pioneiros no processo de condensacdo de pirrol e aldeido, ocorreu
com o trabalho de Adler/Longo na década de 60, que mostrou um aumento significativo
nos rendimentos da obtencdo de porfirinas meso-substituidas, caso a reacdo fosse
realizada em meio acido, meio aerdbico e a pressdo atmosférica. Para a obtencdo da meso-
tetrafenilporfirina (H2TPP), o procedimento consistia em reagir benzaldeido e pirrol na
proporcdo em quantidade de substancia de 1:1, em refluxo de &cido propiénico (141 °C),
por 30 minutos em condicdes aerdbicas. O rendimento foi de aproximadamente 20% e o
produto, obtido por cristalizacdo sob resfriamento, apresentava alguns contaminantes, tais
como polimeros de pirrol e clorina (ADLER et al., 1967).

Vaérias propostas foram investigadas para aprimorar o processo de sintese destes
compostos de modo que melhores rendimentos sejam obtidos e a eliminacdo de
subprodutos contaminantes seja eficaz. Dentre eles destacam-se as alteracdes propostas
por Lindsey e colaboradores (LINDSEY et al., 1987), que modificaram o0 método de
Adler/Longo e obtiveram maiores rendimentos para porfirinas meso-substituidas em
condicBes de reacbes mais brandas. O método consiste em duas etapas, em que ndo ha a
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necessidade de purificacao entre elas. Na etapa I, o porfirinogénio é formado a partir da
condensacdo anaerdbia de pirrol e aldeido, na presenca de um catalisador acido e a
temperatura ambiente. Na etapa Il, o porfirinogénio é oxidado a porfirina in situ por
oxidantes tais como p-cloranil ou 2,3-dicloro-5,6-dicianobenzoquinona (DDQ). Os
rendimentos obtidos para H>TPP encontravam-se em torno de 40%.

Na década de 90, uma modificacdo no método de Adler/Longo foi proposta por
Gonsalves e colaboradores (GONSALVES et al., 1991) para a sintese de uma série de
porfirinas derivadas da H.TPP. Esse método consiste na condensacdo de pirrol e aldeido,
usando como solvente uma mistura de &cido acético:nitrobezeno (7:3 v/v), a uma
temperatura de aproximadamente 130 °C. Esse método permite a oxidacdo de
intermediarios de reacdo a porfirinas (sem contaminagdo com as clorinas
correspondentes) e com rendimentos relativamente maiores aqueles oriundos do metodo
de Adler/Longo.

Apesar de inumeros trabalhos envolvendo o desenvolvimento de rotas de sintese
de porfirinas, 0s baixos rendimentos ainda constituem uma caracteristica marcante na
obtencdo destes compostos. A possivel causa esta relacionada as etapas de condensagdo
e ciclizacdo do anel, nas quais sdo necessarias a reacdo orquestrada e alternada de 4
moléculas de pirrol e 4 de aldeido, para permitir a formacéo do anel porfirinico. Quando
isso ndo ocorre, observa-se a presenca de polimeros de pirrol, ocasionando a reducao de
rendimentos e dificuldade na purificacdo e isolamento da porfirina.

As condicdes dos métodos tradicionais, que incluem os procedimentos de
Adler/Longo, Lindsey e Gonsalves precisam ser geralmente adaptadas de acordo com a
porfirina de interesse. Por exemplo, enquanto a H.TPP pode ser obtida por qualquer dos
métodos (embora com rendimentos bastante diferentes entre si), a 2-N-piridilporfirina
(H2T-2-PyP) tem sido preparada apenas pelo método de Adler/Longo com rendimentos
geralmente inferiores a 6 %. Com o uso do método de Lindsey para a sintese da H,T-2-
PyP, ndo se observam sequer tracos dessa porfirina, uma vez que o proprio aldeido pode
desativar o catalisador.

Recentemente, um novo método foi proposto pelo nosso grupo de pesquisa
(MAIA, 2015) para a sintese do isdmero orto da N-piridilporfirina (H2T-2-PyP), o que
permitiu a otimizacgao das condigdes propostas por Adler/Longo (ADLER et al., 1967),
bem como o desenvolvimento de métodos de isolamento e purificagdo da H.T-2-PyP. O

método consiste na condensacéo de pirrol e aldeido, com relagdo estequiométrica (1:0,75)
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na presenca de acido acético ou butirico como solventes/catalisadores, a uma temperatura
de 100 °C com um tempo de reagéo entre 1,5 — 3h. O rendimento da H>T-2-PyP passou
de 1 a5 % (condicdes classicas, ndo-otimizadas) para 25% da porfirina isolada.

4.2 Objetivos

O objetivo inicial era desenvolver uma nova classe de moduladores redox, contendo
0 grupo 2-quinolina (Figura 4.1), incluindo os compostos de cadeias maiores (MnTE-2-
QnP°*, MnTnBu-2-QnP°*, MnTnHex-2-QnP°"). No entanto, problemas com
irreprodutibilidade nas sinteses apareceram no decorrer do estudo. Sendo assim, neste

capitulo descreve-se uma tentativa de sintese apenas do complexo MnTM-2-QnP%*.

Dentre os objetivos especificos, podem-se destacar:

v Sintetizar a porfirina base livre neutra H.T-2-QnP por condensagédo de
pirrol e 2-quinolinacarboxaldeido;

v Sintetizar o derivado cationico H.TM-2-QnP** por metilagdo da H,T-2-
QnP com tosilato de metila;

v Sintetizar o complexo catidnico MnTM-2-QnP>* por da metalagdo com
cloreto de manganés;

v Caracterizacdo dos compostos por CCD, espectroscopias UV-vis, RMN
de H (para os compostos diamagnéticos);

v Determinar e correlacionar alguns parametros importantes para os estudos
de mimicos de SOD a base de porfirinas, tais como: potencial de reducdo

Mn(111)/Mn(11) do complexo e lipofilia dos compostos (complexo).

H,T-2-QnP

Figura 4.1 — Porfirinas de interesse nesse estudo.
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4.3 Metodologia Experimental

4.3.1 Reagentes
Os reagentes utilizados foram: pirrol (Sigma-Aldrich), 2-quinolinacarboxaldeido
(Sigma-Aldrich), NaOH (Vetec), CHCIs (Tedia), NaHCOz (Quimica Moderna), H20-
(Quimica Moderna), acido acético (Quimica Moderna), hexano (Tedia), etanol (Tedia),
DMF (Tedia), cloreto de tosila (Aldrich), éter etilico (Vetec), NH4PFg (Sigma-Aldrich),
acetona (Tedia), MeCN (Tedia), Aliquat (Sigma-Aldrich), MnCl; (I) (Sigma-Aldrich),
THF (Tedia). Todos os reagentes e solventes foram adquiridos em grau P.A. e utilizados

sem purificagdo prévia.

4.3.2 Equipamentos

Os espectros eletronicos de absorcdo na regido do UV-vis (300-800 nm) foram
registrados em espectofotdbmetro Shimadzu (modelo UV-1800), ajustado para uma
resolucdo de 1 nm, utilizando-se cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm.

Os espectros de RMN de *H foram registrados na Central Analitica da Universidade
Federal da Paraiba em um espectrometro VARIAN Mercury operado na frequéncia de
200 MHz.

A determinacdo do potencial de redugdo Mn(I1)/Mn(Il) foi realizada no
Laboratério do Grupo de Estudos Avangados em Quimica Analitica (GEAQA) —
DQ/CCEN/UFPB em um potenciostato/galvanostato da marca Autolab PGSAT 101,

conectado a um microcomputador gerenciado pelo software NOVA 1.10.5.

4.3.3 Sintese da meso-tetraquis(2-quinolil)porfirina (H,T-2-QnP)

A sintese da H2T-2-QnP seguiu um método adaptado daquele proposto para a 2-N-
piridilporfirina (MAIA, 2015). O procedimento iniciou-se com a adi¢do de 50 mL de
acido acético a um baldo de 100 mL. O acido foi aquecido em um banho de 6leo e, quando
a temperatura interna do sistema se estabilizou em 100 °C, foram adicionados 295 mg de
2-quinolinacarboxaldeido (1,875 mmol). Apds sua total dissolucdo, adicionaram-se
lentamente 175 pL de pirrol (2,5 mmol) e, posteriormente, 1350 uL de H2>O destilada (75
mmol). Apos alguns segundos, o meio de reagdo adquiriu coloragdo preta azulada. A
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reacdo foi monitorada por CCD-SiO: (CHCls:hexano:EtOH, 50:10:1 v/viv) e
espectroscopia de absorcédo UV-vis.

Apos 1,5 h a 100 °C, o aquecimento foi descontinuado e o baldo de reacédo foi
resfriado a temperatura ambiente. Apds estabelecido o equilibrio térmico, foram
adicionados 561 uL de uma solugdo aquosa de H20, a 8,9 mol L* e o sistema foi deixado
em repouso por 30 minutos. A seguir, o sistema foi diluido com 100 mL de H20, e
neutralizado com ~3 mL de NaOH (1 mol L) até pH 2,0. O precipitado resultante foi
recolhido por filtragdo a vacuo, lavado com ~ 200 mL de solucdo de NaHCO3 (0,1 mol
L) e posteriormente, com &gua destilada até o filtrado apresentar-se neutro.

O solido resultante, denominado de “porfirina bruta”, foi seco em estufa a 50 °C
por 6 h. Este sélido foi parcialmente dissolvido em aproximadamente 40 mL de CHCla.
O sobrenadante foi recolhido e o solvente foi eliminado em evaporador rotatério. O solido
resultante foi purificado por meio de cromatografia em coluna de silica-gel. Uma primeira
coluna foi realizada usando como eluente a mistura CHCls:hexano:EtOH 50:10:1 (v/v/v).
As fracGes contendo porfirinas foram agrupadas e submetidas a uma segunda coluna
eluida com CHCI3:THF 9:1 (v/v). As fragcdes contendo a porfirina de interesse (H2T-2-
QnP) foram combinadas e o solvente foi eliminado em evaporador rotatério. Este
procedimento de sintese e purificacdo resultou em rendimento isolado da H2T-2-QnP da
ordem de 17 mg (5,0 %). Este procedimento foi repetido 5 vezes para acimulo de material
em maior quantidade, visto que problemas de reprodutibilidade e oxidacdo do 2-

quinolidacarboxialdeido foram observados ao longo do desenvolvimento do trabalho.

CCD-SiO2 (CHCI3:THF, 9:1 v/v): Rf = 0,35
UV-vis (THF): Amax/nm: 422 (Soret), 515, 549, 591, 647.

4.3.4 Sintese da 2-N-metilquinolilporfirina (H,TM-2-QnP**)

A H,TM-2-QnP** foi obtida por meio da reacdo de metilagio da H,T-2-QnP com
tosilato de metila (MeOTs), através de um procedimento adaptado das 2-N-
piridilporfirinas anédlogas (BATINIC-HABERLE et al., 2002). A um baldo de fundo
redondo foram adicionados 47 mg de H>T-2-QnP (0,057 mmol) e 5 mL de DMF. O
sistema foi levado a um banho de éleo a 107,5 °C e, apds 5 minutos, foram adicionados
1,8 mL de MeOTs (11,4 mmol). O progresso da reagdo foi monitorado por CCD-SiO>
(KNO3(sat:H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v) e espectroscopia de absor¢cdo UV-vis. Apés 21 h de
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reagdo a 107,5 'C, o sistema foi resfriado até atingir temperatura ambiente.
Posteriormente, adicionaram-se aliquotas de éter etilico até completa precipitacdo da
porfirina e total extracdo de DMF. O sobrenadante foi eliminado e o material foi lavado
com porcOes de éter etilico. O material resultante foi solubilizado em agua, sendo a
porfirina precipitada com a adicdo gota a gota de uma solucéo aquosa de NH4PFs (3 mol
L1). O solido foi filtrado, lavado com éter etilico e levado a secura na estufa a 50 °C por
24 h. A porfirina na forma de sal de PF¢~ foi dissolvida em MeCN e, entdo, precipitada
na forma de sal de cloreto com adicdo gota a gota de Aliquat® (cloreto de
tricaprililmetilaménio). O soélido resultante foi filtrado, lavado com acetona e levado a
secura na estufa a 50 °C por 5 h. Esse procedimento de purificacdo foi repetido mais uma
vez, resultando em 40 mg de H,TM-2-QnP** (rendimento: 68 %).

CCD-SiO2 (KNO3(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/viv): Rf=0,24
UV-vis (MeCN): Amax/nm: 430 (Soret), 516, 589, 643.

4,35 Sintese do complexo de Mn(lll) derivado da 2-N-
metilquinolilporfirina (MnTM-2-QnP%*)

A MnTM-2-QnP>* foi sintetizada utilizando um procedimento adaptado para a
obtencdo da MnTM-2-PyP5* (BATINIC-HARBELE et al., 1998; 1999; 2002). O
procedimento inicia-se com a dissolucgdo de 20 mg da H2TM-2-QnP** (0,0196 mmol) em
1 mL de solucdo aquosa de NaOH (pH = 12). Posteriormente, foram adicionados 38,8 mg
de MnCl2-4H,0O (0,196 mmol) a temperatura ambiente, sob agitacdo magnética. O
progresso da reacdo foi monitorado por CCD-SiO2 (KNO3sar:H20:MeCN, 1:1:8 v/v) e
espectroscopia de absorcdo UV-vis. Apds 20 horas, o sistema foi desligado e a solucéo
foi filtrada para eliminagdo de sais de manganés hidrolisados (6xidos, hidroxidos, entre
outros) que se formaram durante a reacdo. A porfirina foi, entdo, precipitada da solugéo
aquosa na forma de sal de PFs~ com adicdo gota a gota de uma solucéo aquosa de NH4PFeg
(3 mol LY. O sélido foi filtrado, lavado com éter etilico e secado em estufa a 50 °C. O
solido foi, ent&o, dissolvido em acetona e a porfirina foi precipitada na forma de CI- com
adicdo gota a gota de Aliquat®. O sélido resultante foi lavado com acetona, secado em
estufa a 50 °C por 5 horas. Massa isolada da MnTM-2-QnP°*: 17 mg (rendimento: 78 %).
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CCD-SiO2 (KNOg(sa:H20:MeCN, 1:1:8 v/viv): Rf =0,22
UV-vis (H20): Amax/nm: 459 (Soret), 565, 781.

4.3.6 VVoltametria Ciclica

Os potenciais de meia onda correspondentes as reacdes de oxirredugdo foram
calculados como a média dos picos anddicos e catddicos das Mn-porfirinas e convertidos
de Ei versus Ag/AgCI para Ei» versus NHE. As correntes correspondentes foram

medidas em pA.

Para a realizacdo dos voltamogramas ciclicos, prepararam-se solu¢es das Mn-
porfirinas em solugdo tampdo fosfato 0,05 mol L* (pH 7,8). As solucdes foram
preparadas em balGes volumétricos de 3,00 mL e continham 0,1 mol L de NaCl e 5,0 x
10* mol L das MnPs. A porfirina MnTM-2-PyP>* foi utilizada como padrio externo.

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando eletrodo de carbono vitreo
em um intervalo de potencial de -0,25 a 0,25 V vs. Ag°/AgCl a uma velocidade de

varredura de 100 mV s,

4.4 Resultados e discussao

A proposta desse estudo envolveu a tentativa de sintetizar uma nova classe de
porfirinas contendo o grupo 2-quinolil. A escolha dessa nova classe se deve ao fato da
semelhanca estrutural entre a classe das N-piridilporfirinas com as N-quinolilporfirinas.

Neste capitulo foram estabelecidas as rotas de sintese para a obtencéo das porfirinas
de interesse, bem como algumas caracterizacGes espectroscopicas e eletroquimicas dos

produtos isolados.

4.4.1 Sintese e Purificacdo da H,T-2-QnP

A sintese da H2T-2-QnP (Figura 4.2) foi reportada por Costa (2013), que mostrou
que a obtencdo da porfirina por meio de um método adaptado de Adler/Longo. As
condigdes de reacdo envolveram o uso de uma mistura de solventes (acido propidnico e
anidrido aceético, 3:1 v/v), uma relagéo estequiométrica (1:1) de aldeido (7 mmol) e pirrol
(7 mmol), sob refluxo (~140 °C) durante 4 horas (COSTA, 2013). O rendimento
reportado foi de aproximadamente 15 %. No entanto, duas reagdes foram realizadas
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usando as condicdes propostas por Costa (2013) e os resultados obtidos com a
espectroscopia eletronica de absor¢do UV-vis e de cromatografia de camada delgada
(CCD) do produto bruto (aliquota retirada do meio de reacdo, apds as 4 horas de reacéo)
mostraram uma grande quantidade de impurezas e apenas tracos da porfirina de interesse.

Assim, reacOes exploratdrias a partir das condi¢cdes propostas por Adler/Longo
também foram realizadas, envolvendo um meio reacional mais concentrado (0,2 mol L)
e uma relacdo estequiométrica (1:1) para pirrol e o 2-quinolinacarboxaldeido. Os
rendimentos obtidos foram de aproximadamente 3%.

Diante disso, a sintese da H>T-2-QnP foi realizada por meio do método adaptado
para a obtencdo da 2-N-piridilporfirina que foi desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa
(MAIA, 2015). O procedimento consistiu de uma mistura de reagdo contendo 0,050 mol
L de pirrol e 0,038 mol L™ da 2-quinolinacarboxaldeido, o que é quatro vezes mais
diluido do que o método classico desenvolvido por Adler/Longo. Os rendimentos isolados
para a H2T-2-QnP foram de aproximadamente 5% e se mostraram reprodutiveis ao longo
de 5 bateladas.

<Q"?” \\I/\/
\ S MONH N —

I\ i HOAC/O 7N/ Ay
LY+ 0T, e N
N ~= N /4 =N /_ N HN A N 4<

H LF 100 °C/1,5h \___;’ LY // —
pirrol NN A
2-quinolina carboxialdeido 2SN
!

Figura 4.2 — Esquema proposto para a sintese da porfirina base livre neutra H>T-2-QnP.

A purificagéo da porfirina iniciou com uma precipitagéo, resultando na obtengéo de
um precipitado escuro a partir da neutralizacdo parcial do &cido acetico. Testes de
precipitacdo demonstraram que o pH 6timo para precipitacdo desta porfirina em solugédo
aquosa de acido acético € cerca de 2, ndo sendo necessario elevar o pH até 3,4 como
inicialmente utilizado e reportado para as N-piridilporfirinas (HAMBRIGHT et al.,
1985). A filtragdo resultou em um solido rico em H>T-2-QnP (contaminado com
polipirrol) e na eliminagdo do acido acético do sistema.
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A etapa seguinte consistiu em uma purificacdo parcial do sistema, na qual se
submeteu o precipitado a separagdo solido-liquido com CHCIs3, possibilitando a extragao
de grande quantidade de porfirina para fase orgénica liquida. Por fim, na ultima etapa,
realizaram-se colunas cromatograficas para a eliminacdo das impurezas restantes. Para
otimizar a separacdo cromatografica, foi necessario a realizacdo de uma serie de testes
para descobrir um eluente que fosse capaz de separar a porfirina de suas impurezas. Foram
testados inicialmente misturas de CHCIlz:MeOH em diversas proporgdes (9:1, 20:1, 30:1
e 50:1), porém ndo se observou uma separacdo efetiva. Testes com a mistura
CHCls:acetona (1:1, 9:1 e 20:1) tambem foram realizadas, mas também n&o obteve éxito
na separacdo. Por fim, uma mistura ternaria contendo CHCls:hexano:EtOH 50:10:1
(v/iviv) (REBOUCAS et al., 2002) foi testado e permitiu a separacdo da porfirina e grande
parte das impurezas (de Rf maiores do que a porfirina). Porém, ao término da realizacdo
da purificacdo por coluna, foram observadas duas manchas além da correspondente
porfirina. Sendo assim, realizou-se uma segunda coluna cromatografica usando uma
mistura de THF:MeOH 9:1 (v/v) a partir do que foi reportado na literatura (COSTA,
2013) como eluente. Ao término da segunda coluna, a porfirina estava isolada e com
rendimento de aproximadamente 5%.

Os resultados, obtidos a partir da analise por espectroscopia eletrénica de absorcéao
UV-vis, estdo registrados na Figura 4.3. O espectro da H2T-2-QnP apresenta as quatro
bandas Q e uma banda Soret em 422 nm (em THF). Esses dados s&o consistentes com
aqueles reportados na literatura (COSTA, 2013). Os dados espectroscépicos de UV-vis
(Tabela 4.1 e Figura 4.3) também sdo consistentes com aqueles apresentados para

compostos analogos, tais como a H>T-2-PyP.

Tabela 4.1 — Dados de espectroscopia eletrénica de absor¢do UV-vis para a HoT-2-
QnP e a H2T-2-PyP.

A (nm)
Soret Bandas Q
422 515,552, 590, 648 THF (COSTA, 2013)
HoT-2-QnP 422 515,552, 590, 648 THF este trabalho
418 513,546, 588,643 MeCN este trabalho
HoT-2-PyP 416  511,542,584,649 MeCN este trabalho

Porfirinas Solvente Referéncias
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Figura 4.3 — Espectros eletronicos de absorcéo na regido do UV-vis comparativos da

H>T-2-QnP (linha azul) e H2T-2-PyP (linha laranja) e registrados em acetonitrila.

Além da caracterizacao por espectroscopia de absor¢ao UV-vis para a comprovacao
de formagé&o do anel porfirinico a H2T-2-QnP foi também caracterizada por RMN de 1H
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Figura 4.4 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CHCls3) da H2T-2-QnP isolada.
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Analisando o espectro é possivel observar um singleto com deslocamento quimico
d —2,61 que é caracteristico dos atomos de hidrogénio internos NH da porfirina, que séo
altamente blindados pela corrente @ do anel porfirinico. Na regido dos hidrogénios
aromaticos foi observado um singleto a 6 8,88 que pode ser atribuido aos 8 4&tomos de
hidrogénio das posi¢des B-pirrolicas (COSTA, 2013). A titulo de comparacao estes sinais
na HoT-2-PyP aparecem, respectivamente, em & —2,83 ¢ & 8,87 (HAMBRIGHT et al.,
1985; MAIA, 2015).

Esta porfirina é simétrica, o que significa que os quatro grupos quinolina presentes
nas posi¢oes meso-porfirinicas sdo equivalentes. Os atomos de hidrogénios referentes a
esses grupos deveriam apresentar 6 grupos de sinais distintos (com aspectos de 2 tripletos
e aspectos de 4 dupletos), pois se encontram em 6 regies quimicas diferentes (COSTA,
2013), porem ndo foi possivel fazer as atribuicGes de modo inequivoco, pois 0s sinais
encontram-se sobrepostos. As atribui¢fes sO seriam possiveis com a realizacdo de um
espectro bidimensional de correlacdo espectroscépica homonuclear (COSY) ou RMN
13C. Porém ¢ possivel notar que os sinais aparecem na mesma multiplicidade e na mesma

regido do grupo quinolina reportada na literatura (COSTA, 2013).

4.4.2 Sintese e Purificacdo da H,TM-2-QnP**

A reacdo de metilacdo dos quatro grupos quinolina (Fig. 4.5) foi feita com tosilato
de metila em DMF como descrito na literatura para os sistemas analogos a base de N-
piridilporfirinas (BATINIC-HARBELE et al., 1998). Apds 21 horas, a reagio terminou
conforme monitoramento por CCD-SiO> e por espectroscopia eletronica de absor¢éo UV-
Vis.

A purificacdo da H,TM-2-QnP** iniciou-se com a eliminacdo da DMF e/ou excesso
de MeQOTs por meio da precipitacdo da porfirina com a adi¢do de aliquotas de éter etilico.
A porfirina catidnica teve a sua purificacdo final realizada por meio do processo de
metatese Ots/PFes/Cl™ tipico de isolamento de N-alquilpiridilporfirinas na forma de sal
de cloreto (BATINIC-HABERLE et al., 1998). Os rendimentos desta etapa foram em
torno de 68 %.
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MeQTs

DMF/105 °C

Figura 4.5 — Esquema proposto para a obtencdo da porfirina hidrossollvel e catiénica
H2TM-2-QnP*".

A partir da alquilacdo, a porfirina apresenta-se solivel em agua, o que é consistente
com a obtencdo da porfirina catiénica (H.TM-2-QnP*"). Analises de CCD mostram a
presenca de apenas uma mancha para a porfirina isolada e fluorescéncia vermelha
caracteristica sob a lampada UV de comprimento de onda longo. Comparando o R da
H,TM-2-QnP* com a H,TM-2-PyP** (Tabela 4.2), percebe-se que o maior valor de Ry
da H2TM-2-QnP* ¢ consistente, visto que é mais lipofilica do que a H,.TM-2-PyP**,

Tabela 4.2 — Fatores de retencdo em CCD-SiO, (KNOz(sat.)/H20 /MeCN 1:1:8 v/v/v) de
porfirinas base-livre relevantes para este trabalho.

Porfirinas Fatores de Retencéo
(Ri)
H,TM-2-PyP** 0,15
HoTM-2-QnP* 0,24

Os resultados obtidos a partir da analise por espectroscopia eletrdnica de absor¢éo
UV-vis estdo apresentados na Tabela 4.3 e Figura 4.6, nas quais observa-se um
deslocamento do espectro para a regido do vermelho. A banda Soret desloca-se de 418
nm na base livre neutra para 430 nm na base livre cationica (Fig. 4.6). A H,TM-2-QnP**
é uma porfirina hidrossoltvel, porém os espectros mostrados abaixo foram registrados
em acetonitrila, devido a especie base livre (H2T-2-QnP) ndo ser hidrossoltvel. Sendo
assim, escolheu-se a MeCN pois é capaz de dissolver tanto a HT-2-QnP quanto a H,TM-
2-QnP*,
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Figura 4.6 — Espectros Uv-vis da H,T-2-QnP (linha azul) e da H,TM-2-QnP** (linha
laranja) em acetonitrila.

Para fins comparativos, a Tabela 4.3 mostra os dados de espectroscopia eletrénica
de absorcdo UV-vis das espécies base livre e catidnicas derivadas das 2-N-
quinolilporfirinas e 2-N-piridilporfirinas.

Tabela 4.3 — Dados de espectroscopia eletronica de absorcdo UV-vis para a HoTM-2-
QnP** e derivados da HoT-2-PyP.

. A (nm)
Porfirinas Solventes
Soret Bandas Q
H.T-2-QnP MeCN 418 513, 546, 589, 643
MeCN 430 516, 589, 643
H2TM-2-QnP**
H-0 427 517, 586, 639
MeCN 414 509, 544, 584, 637
H,TM-2-PyP*
H-.0 413 510, 543, 581, 634

A partir dos dados de espectroscopia eletronica de absor¢do UV-vis, que séo
bastante caracteristicos em Quimica de Porfirinas, e os dados de CCD, corroborados por
dados dos sistemas analogos a base de N-piridilporfirinas, deu-se prosseguimento a etapa
de metalacao deste macrociclo.
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4.4.3 Sintese e Purificagdo da MnTM-2-QnP>*

A reacio de obtencdo do complexo de manganés MnTM-2-QnP°* (Fig. 4.7) foi
realizada utilizando uma adaptacdo do sistema correlato a base de N-
alquilpiridilporfirinas (BATINIC-HARBELE et al., 1998; 1999; 2002). A reagéo ocorreu
a temperatura ambiente, com excesso de cloreto de manganés(l1) (MnCl2.4H>0) em meio
aquoso (pH = 12) e sob a agitacdo magnética. Apos 21 horas, as analises por CCD-SiOz
(KNOg3(sat.)/H20 /MeCN 1:1:8 v/v/v) e espectroscopia eletronica de absor¢do UV-vis
indicaram que a porfirina estava metalada, devido a perda de fluorescéncia vermelha,
caracteristica das porfirinas base livre sob luz ultravioleta, bem como mudangas no
espectro UV-vis, no qual observa-se um deslocamento na banda Soret para o vermelho e
reducdo no nimero de bandas Q, confirmando a presenca da MnTM-2-QnP>*,

A purificacdo do complexo porfirinico MnTM-2-QnP°* inicia-se com uma filtragdo
para promover a eliminacdo dos subprodutos gerados devido a hidrdlise do sal de
Mn?*(aq) que ocorre paralelamente & reacdo de metalacio, gerando oxidos e hidréxidos
de manganés. Posteriormente, finaliza-se a purificacdo com processos de metateses Ots™
IPFs /CI- de modo semelhante aquela da base-livre precursora. Apds as purificacdes,
observou-se por CCD-SiO2 (KNOz3(sat.)/H.O/MeCN 1:1:8 v/viv) que a porfirina estava

isolada e totalmente metalada e o rendimento foi de 78 %.

Figura 4.7 — Esquema proposto para a obtencio do complexo MnTM-2-QnP>*,

Os resultados obtidos a partir da analise por espectroscopia de absorcéo na regido
do visivel, registrados na Tabela 4.4 e Figura 4.8, mostram o deslocamento da banda

Soret e a diminui¢do do numero de bandas para a porfirina metalada. Isso ocorre devido
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a mudanca de simetria local de D2n para Dan que acompanha a metalagcdo da H.TM-2-
QnP*" (D2n) para resultar na MnTM-2-QnP®" (Da4n), 0 que implica na diminuicdo do
nimero de bandas Q, em decorréncia do aumento da simetria da molécula
(WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994).

Tabela 4.4 — Dados de espectroscopia eletronica de absor¢do UV-vis para a H,TM-2-
QnP*, a MnTM-2-QnP5* e a MnTM-2-PyP** em H,0.

o A (nm)
Porfirinas
Soret Banda Q
HoTM-2-QnP** 427 517, 586, 639
MnTM-2-QnP%* 459 565, 781
MnTM-2-PyP>* 453 556, 686
1
0,8
;g w— M NTM-2-QNP5+
'g 0.6 H2TM-2-QnP4+
-, MnTM-2-PyP5+
04

N—r ‘/-,\"'\

0 ——————

300 400 500 60 700 800
0 0 5 A (nm) 600 700 0

Figura 4.8 — Espectros Uv-vis da HoTM-2-QnP** (linha laranja), da MnTM-2-QnP>*
(linha preta) e MnTM-2-PyP®* (linha cinza), em agua.

A medida do Rr € um parametro de lipofilia observado nesses sistemas. Os valores
de Rf da MnTM-2-QnP®" bem como para Mn-porfirinas derivadas das 2-N-
piridilporfirinas, (MnTM-2-PyP°*, MnTM-2-PyP%", MnTnPr-2-PyP>* e a MnTnBu-2-
PyP°") estdo mostrados na Tabela 4.5. O valor de Rf obtido para a MnTM-2-QnP>" é
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muito préximo ao da MnTnBu-2-PyP®*, mostrando que a Mn-porfirina derivada das 2-N-
quinoliporfirinas é mais lipofilica do que seu derivado analogo MnTM-2-PyP>* (KOS et
al., 2009a, KOS et al., 2009b).

Tabela 4.5 — Dados comparativos dos fatores de retencdo das Mn-porfirinas catiénicas
em CCD-SiO; (KNOs(sat.)/H20 /MeCN 1:1:8 v/v/Iv).

Mn-porfirinas Fatores de Retencéo (Rr) Referéncias
MnTM-2-QnP%* 0,22 Esse trabalho
0,20 Esse trabalho
MnTnBu-2-Pyp™* 0,24 SPASOJEVIC et al., 2011
0,14 Esse trabalho
MnTnPr-2-Pyp™* 0,11 SPASOJEVIC et al., 2011
MnTE-2-PyP>* 0,06 SPASOJEVIC et al., 2011
MnTM-2-PyP>* 0,03 SPASOJEVIC et al., 2011

4.4.4 \/oltametria Ciclica

Foram observados processos redox centrados no ion metalico para a MnTM-2-
QnP>*. Os voltamogramas ciclicos da MnTM-2-QnP°* e do padrdo MnTM-2-PyP>" estdo
exibidos na Figura 4.9 e os potenciais de meia-onda (E1/2) determinados sdo apresentados
na Tabela 4.6. O potencial Mn"'/Mn'" de meia onda centrado nos valores do ion metalico
(E%) para a MnTM-2-QnP>* apresenta um valor (212 mV) bem préximo ao complexo de
Mn derivado das 2-N-piridilporfirinas (220 mV) (BATINIC-HABERLE et al.,1999;
SPASOJEVIC et al., 2011).
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—— MNnTM-2-QnP*"
—— MnTM-2-PyP™
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Figura 4.9 — Voltamogramas ciclicos da MnTM-2-QnP** e do padrdo MnTM-2-PyP** obtidos
em 0,05 mol L de tampéo fosfato (pH = 7,8), 0,1 mol L™ de NaCl, utilizando eletrodo de carbono
vitreo em um intervalo de potencial de -0,25a 0,25 V vs. Ag°/AgCl a uma velocidade de varredura
de 100 mV s*. Concentragéo das solugdes de porfirinas 5 x 10 mol L™

A Tabela 4.6 mostra os valores dos potenciais de reducdo Mn'""/Mn" e o log Keat
para a dismutagédo do ion O™ de algumas Mn-porfirinas. Analisando a tabela, observa-se
que a MnTM-2-QnP®" apresenta um potencial de redugdo Mn''/Mn" préximo aos
compostos analogos derivados das 2-N-piridilporfirinas e, em especial a MnTE-2-PyP>*
que é considerada como um dos melhores mimicos da enzima SOD. Além disso, a
MnTM-2-QnP°* apresenta também uma lipofilia maior que a MnTM-2-PyP° e semelhante
com a MnTnBu-2-PyP®*.

Tabela 4.6 — Potenciais de redu¢do (mV vs NHE) para o processo centrado no ion
metalico (Mn""/Mn'") e o log keat para a dismutacdo do ion O~ da MnTM-2-QnP>* e
compostos analogos derivados das 2-N-piridilporfirinas.

Mn-porfirinas E12 (mV vs NHE) log Kcat Referéncias
MnTM-2-QnP%* 212 * Esse trabalho
MnTM-2-PyP°* 254 7,25 SPASOJEVIC et al., 2011
MnTE-2-PyP5* 238 7,38 SPASOJEVIC et al., 2011
MnTnPr-2-PyP®* 228 7,76 SPASOJEVIC et al., 2011
MnTnBu-2-PyP%* 220 7,78 SPASOJEVIC et al., 2011

‘o log keat da MNnTM-2-QnP>* ndo foi determinado
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4.5 Conclusdes

Esperava-se que o complexo de Mn(I11) derivado das 2-N-alquilquinolilporfirinas
pudesse imitar os efeitos eletronicos, eletrostaticos das N-piridilporfirinas possibilitando
explorar as propriedades e vantagens ja conhecidas por esse grupo, aliado ao aumento da
lipofilia (devido a extensdo do grupo arila nos sistemas a base de 2-quinolinas). No
entanto, devido as dificuldades enfrentadas durante o desenvolvimento desse trabalho,
optou-se por interromper os estudos com compostos de cadeias laterais maiores (MnTE-
2-QnP>*, MnTnBu-2-QnP>*, MnTnHex-2-QnP>*), ficando o estudo restrito apenas a
obtencio da MnTM-2-QnP°*,

A sintese da porfirina base livre neutra H.T-2-QnP foi realizada através de um
método adaptado das condi¢des de Adler/Longo, o qual levou a formacéo da porfirina de
interesse, que posteriormente foi purificada por combinacdo de técnicas como extracao
solido-liquido, precipitacdo seletiva e etapas cromatograficas e a H.T-2-QnP foi isolada
com rendimento de aproximadamente 5 %. A porfirina foi caracterizada por CCD-SiOg,
espectroscopia eletronica de absor¢édo na regido do UV-vis e RMN de 1H.

O derivado tetracatiénico H,TM-2-QnP** foi sintetizado por alquilagdo dos grupos
quinolinas com tosilato de metila. O método de purificacdo envolveu etapas de extracdo
liquido-liquido, seguido por precipitacdo via metatese Ots/PFe/Cl~. O rendimento
isolado ficou em torno de 68 %. O RMN de ‘H n&o foi registrado até o presente momento,
porém, por meio de CCD-SiO, e espectroscopia de absorcdo no UV-vis,
comparativamente as caracteristicas de solubilidade, cromatografica e espectroscopica do
analogo H.TM-2-PyP**, foi possivel a indicar da formagdo da HoTM-2-QnP**.

Por fim, a H,TM-2-QnP** foi submetida a metalagdo com cloreto de manganés(ll)
e sua purificacdo foi semelhante a porfirina base-livre catidnica precursora. O rendimento
isolado do complexo MnTM-2-QnP°* ficou em torno de 78 %. A Mn-porfirina foi
caracterizada por CCD-SiO2, espectroscopia eletronica de absor¢cdo no UV-vis e

voltametria ciclica.
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5 Consideracoes Finais e
Perspectivas futuras

O primeiro estudo da cinética de estabilidade térmica de uma Mn-porfirina foi
realizado. Os resultados foram excelentes e contribuem para o desenvolvimento da classe
das Mn(111) 2-N-alquilpiridilporfirina, possibilitando a realizacdo de novos estudos com
outros mimicos de SOD a base de Mn(l11) porfirina e porfirinas de Zn(Il).

As condigdes para a determinacdo da absortividade molar a partir da etapa de
desidratacdo de analise térmica foram estabelecidas. Entéo, para os proximos estudos, 0s
esforcos serdo voltados para:

v" Ampliar o estudo térmico da classe das Mn(l11) 2-N alquilpiridinioporfirinas
(MnTnBu-2-PyP**,  MnTnHex-2-PyP®*), a partir de analises
termogravimeétricas (TGA) e andlise térmica diferencial (DTA);

v Avaliar se 0 tamanho da cadeia alquilica ira influenciar na estabilidade dessas
Mn-porfirinas;

v' A determinag¢do do ¢ para as outras Mn-porfirinas derivadas das 2-N-
alquilpiridinioporfirinas, bem como estudar a etapa de desalquilacdo, pois

essa etapa ira ter efeito na atividade catalitica desses compostos.

Para o estudo de desenvolvimento de uma nova classe de Mn-porfirinas a base do
grupo 2-quinolina, os resultados ndo foram animadores, visto as dificuldades enfrentadas
no decorrer do projeto. Diante disso, optou-se por ndo prosseguir com o0s estudos

envolvendo essa classe de compostos.
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APENDICE

Apéndice A: Andlises termogravimétricas (TG), termogravimeétricas derivadas
(DTG) e térmicas diferenciais (DTA) para MnTE-2-PyPCls
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Figura Al: Curvas termogravimétricas (TG), termogravimétricas derivadas (DTG) e analises

térmicas diferenciais (DTA) para MnTE-2-PyPCls (formalmente MnTE-2-
PyPCls-8H,0) sob ar dinamico a uma taxa de aquecimento de 10 °C min-1.
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Tabela Al: Dados de andlise térmica para MnTE-2-PyPCls (formalmente MnTE-2-
PyPCls-8H,0) sob atmosfera dindmica de ar 1 atm (110 cm® min™) a uma taxa de
aquecimento de 10 °C min2.

Eventos TG/DTG DTA? Atribuicao
Temperatura,°C % Perda massa Pico DTA, °C
Faixa  Tonset Tofiset  PicO DTG Exp Calcd
| 27-134 57,3 1011 775 13,9 12,9 89,7 (endo) Perda de 4gua de
hidratacdo (-8 H.0)
I 134-279 192,3 219,07 206,2 24,4 23,3 234,3 (endo) Perda de EtCI
(-4 EtCI)
Il
Ila 279-438 344,1 4276 380,44 13,5 302,0 (exo) Perda de matéria
b 438-492 448,7 477,4 462,1 9,8 439,8 (endo), organica, cloreto,
466,2 (exo) incorporacédo de O
Iic 492-605 526,5 560,5 541,7 29,8 493,7 (endo), para produzir o 6xido
535,3 (ex0)  de Mn residual.
279-900 53,1 56,9
Residuo 900 8,3 6,9 - MnsO4 como residuo

final

@ Endo significa um evento endotérmico, enquanto exo significa um evento exotérmico.
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Apéndice

Apéndice B: Analises termogravimétricas (TG), termogravimétricas derivadas
(DTG) e térmicas diferenciais (DTA) para MnT-2-PyPCI

T T T T T T T T T T T T T T T T T r
100 5 1160 L 0,002
. : 4140 t
90 + 1 120 - 0,001
80 1 4100 |- 0,000
704 18 [ 0001
© | 460 [
o 4
— 60+ g 440 [ -0,002
(1] r D _- 20 I
% 50 4+ ] -0,003
@ lrececcecoonecsaccacsnssonsnesese 40 L
2 40 + _' -20 —-0,004
301 149 |-0,005
I 4 -60
20+ ——TG/% Jso -0,006
[ eeeones DTA/uV 1 F
10 T DTG /mgs™ - -100_- -0,007
J-120
0 L 0,008

T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura / °C
Figura B2: Curvas termogravimétricas (TG), termogravimétricas derivadas (DTG) e analises

térmicas diferenciais (DTA) para MnT-2-PyPCl sob ar dindmico de 1 atm a uma taxa
de aquecimento de 10 °C min™,

Tabela B2: Dados de andlise térmica para MnT-2-PyPCl sob atmosfera dindmica de ar de 1 atm
(110 cm?® min ) a uma taxa de aquecimento de 10 °C min*.

Evento® TG/DTG DTAP Atribuicdo
Temperatura,°C % Perda massa Pico DTA, °C
Faixa  Tonset Toset PicODTG Exp Calcd

11

Ila 285-428 321,0 3352 325,77 53,4 326,2 (exo)  Perda de matéria

b 428-600 447,0 455,7 512,0 36,7 502,7 (exo) organica, cloreto,
incorporacdo de O,
para produzir o 6xido
de Mn residual

285-900 90,1 89,2

Residuo 900 9,5 10,8 - MnsO4 como residuo
final

@ Evento | (desidratacdo) e Il (N-desalquilagéo) estavam ausentes (ver Tabela Al).
® Endo significa um evento endotérmico, enquanto exo significa um evento exotérmico.
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