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RESUMO

O anion radical superoxido constitui uma das espécies reativas de oxigénio intimamente
relacionada a estados fisiopatologicos associados ao estresse oxidativo. Os niveis
fisiologicos do superdxido sdo controlados in vivo pelas enzimas Superoxido
Dismutases  (SOD).  Mn-porfirinas  pentacationicas  derivadas das  2-N-
alquilpiridilporfirinas tém se destacado como mimicos potentes das enzimas SOD e, por
sua vez, potentes moduladores redox de estresse oxidativo. A eficiéncia in vivo destes
compostos esta relacionada a atividade catalitica intrinseca, & lipofilicidade, a
biodisponibilidade e a toxicidade. No presente estudo, descreve-se a sintese de 2
porfirinas neutras de baixa simetria do tipo AsB (A = 2-piridil, B = 3-metoxi-4-
hidroxifenil ou 3,4-dimetoxifenil), a metilacdo destes compostos para obtencdo de
porfirinas tricationicas e a preparagdo das Mn(lll) porfirinas tetracatibnicos
correspondentes; ao todo sdo descritos 8 compostos inéditos: 5-(3-metoxi-4-
hidroxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina (H.VanTri-2-PyP), 5-(3,4-dimetoxifenil)-
10,15,20-tris(2-piridil)porfirina  (H,MVanTri-2-PyP), cloreto de 5-(3-metoxi-4-
hidroxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-il)porfirina (H2VanTriM-2-PyPCly),
cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-il)porfirina
(HoMVanTriM-2-PyPCls), cloreto  de  5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(2-
piridil)porfirinatomanganés(l11) (MnVanTri-2-PyPCl), cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-
10,15,20-tris(2-piridil)porfirinatomanganés(l11) (MnMVanTri-2-PyPCl), cloreto de 5-
(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-il)porfirinatomanganés(111)
(MnVanTriM-2-PyPCl;) e cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-
metilpiridinio-2-il)porfirinatomanganés(l11) (MnMVanTriM-2-PyPCl,). As
propriedades espectroscopicas, eletroquimicas e de lipofilicidade de todos 0s compostos
foram comparadas com os derivados das 2-N-piridilporfirinas analogas do tipo A4. Os
complexos monocatidnicos MnVanTri-2-PyP™ e MnMVanTri-2-PyP” apresentam
potenciais de reducdo Mn(l11)/Mn(ll) muito baixos para catalisarem a dismutacdo do
superéxido, enquanto o0s complexos tetracatibnicos MnVanTriM-2-PyP*" e
MnMVanTriM-2-PyP* apresentaram potenciais apropriados para o desenvolvimento de
mimicos SOD com base nas relacdes estrutura-atividade reportadas para sistemas
correlatos. A lipofilicidade da MnVanTriM-2-PyP** e da MnMVanTriM-2-PyP** sugere

que os compostos tém biodisponibilidade promissora para testes in vitro e in vivo.

Palavras-chave: Mn-porfirinas, porfirinas tipo A3B; mimicos de SOD



ABSTRACT

The superoxide anion is among the reactive oxygen species closely related to
physiopathological states associated with oxidative stress. The physiological superoxide
levels are controlled in vivo by the superoxide dismutase enzymes (SOD). Pentacationic
Mn porphyrins derived from 2-N-alkylpyridylporphyrins have been explored as potent
SOD mimics and efficient redox modulators of oxidative stress. The in vivo efficiency
of these compounds is related with their intrinsic catalytic activity, lipophilicity,
bioavailability, and toxicity. The present study describes the synthesis of two A3;B-type
neutral porphyrins of low symmetry (A = 2-pyridyl, B = 3-methoxy-4-hydroxyphenyl or
3,4-dimethoxyphenyl), the methylation of these compounds to vyield tricationic
porphyrins and the preparation of the corresponding tetracationic Mn(ll1) porphyrins;
overall, 8 new compounds are described: 5-(3-methoxy-4-hydroxyphenyl)-10,15,20-
tris(2-pyridyl)porphyrin  (H,VanTri-2-PyP), 5-(3,4-dimethoxyphenyl)-10,15,20-tris(2-
pyridyl)porphyrin  (HoMVanTri-2-PyP),  5-(3-methoxy-4-hydroxyphenyl)-10,15,20-
tris(N-methylpiridinium-2-yl)porphyrin ~ chloride  (H,VanTriM-2-PyPCl;), 5-(3,4-
dimethoxyphenyl)-10,15,20-tris(N-methylpiridinium-2-yl)porphyrin chloride
(H.MVanTriM-2-PyPCls), 5-(3-methoxy-4-hydroxyphenyl)-10,15,20-tris(2-
pyridyl)porphinatomanganese(lll)  (MnVanTri-2-PyPCl), 5-(3,4-dimethoxyphenyl)-
10,15,20-tris(2-pyridyl)porphinatomanganese(l1l) chloride (MnMVanTri-2-PyPCl), 5-
(3-methoxy-4-hydroxyphenyl)-10,15,20-tris(N-methylpiridinium-2-
yl)porphinatomanganese(lll)  chloride ~ (MnVanTriM-2-PyPCl;) and  5-(3,4-
dimethoxyphenyl)-10,15,20-tris(N-methylpiridinium-2-yl)porphinatomanganese(l11)
chloride (MnMVanTriM-2-PyPCl,). The spectroscopic, electrochemical properties and
lipophilicity of all compounds were compared with Ag-type 2-N-pyridyl porphyrin
analogues. The monocationic compounds MnVanTri-2-PyP” and MnMVanTri-2-PyP*
showed too low Mn(II1)/Mn(l1) reduction potential incompatible with superoxide
dismuting activity, whereas the tetracationic complexes MnVanTriM-2-PyP** and
MnMVanTriM-2-PyP** showed potential values suitable for the development these
compounds as SOD mimics based on structure-activity relationships reported for
analogous systems. The lipophilicity of MnVanTriM-2-PyP* and da MnMVanTriM-2-

PyP** suggests promising bioavailability for in vitro and in vivo testing.

Keywords: Mn porphyrins, A3B-type porphyrins, SOD mimics
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1 INTRODUCAO
1.1 Porfirinas e Metaloporfirinas: Aspectos gerais

As porfirinas e metaloporfirinas compreendem uma classe de compostos
macrociclicos presentes em todas as formas de vida, sendo denominadas “pigmentos da
vida” (MILGROM, 1997). Elas s&o constituidas por quatro pirrdis ligados nas posicoes
a-pirrélicas por atomos de carbono sp?, formando um sistema altamente conjugado, que
pode acomodar, via coordenacdo aos quatro atomos de nitrogénio centrais, um ion
metalico, resultando em um composto de coordenacdo denominado metaloporfirina
(Fig. 1.1) (FALK, 1964; SMITH, 1975).

meso — meso —

\ \

3-pirrélicas R-pirrélicas
Figura 1.1 - Representacdo do nucleo central estrutural de uma porfirina (esquerda) e
uma metaloporfirina (direita), sendo indicada uma das 4 posi¢cdes meso e uma das 8

posicdes B-pirrolicas.

A enorme diversidade estrutural e eletrbnica das porfirinas e dos seus
respectivos complexos metalicos tem contribuido significativamente para varias
aplicagdes em medicina e biologia (BATINIC-HABERLE et al., 2010; TOVMASY AN
et al., 2014; BENOV, 2012; CALZAVARA-PINTON, et al., 2012; MOURAVIEV, et
al., 2012) nanotecnologia (VIANA et al., 2015; ELEMANS et al., 2006; SAFAR et a.
2014; ZHOU et al. 2016) e catalise (MEUNIER, 1992; MANSUY, 2007; NAKAGAKI
et al., 2014; PINTO et al., 2016). Do ponto de vista biologico, as metaloporfirinas
naturais mais comuns nos seres humanos e em muitos outros seres vivos sdo as
porfirinas de ferro derivadas da protoporfirina IX, conhecidas como grupo heme. Este
grupo esta presente na hemoglobina (atuando como carreador de oxigénio), mioglobina
(armazenamento de oxigénio), citocromos a, b e ¢ (transporte de elétrons) e algumas
enzimas como catalase, peroxidase e citocromos P450 (responsaveis por reacdes de
oxidacdo de biomoléculas enddgenas e metabolismo de xenobidticos) (BONNET, 1979;
MANSUY; BITTONI, 2000; TRAYLOR, 1981). A via metabdlica de sintese da Fe(lll)

protoporfirina 1X em muitos dos organismos parte do Succinil-CoA do Ciclo de Krebs e
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requer varias etapas biossintéticas citoplasmicas e mitocondriais até chegar ao grupo
heme (NELSON et al., 2005).

1.2 Sintese de porfirinas meso-substituidas

As porfirinas de origem natural sdo normalmente substituidas nas posicdes f-
pirrélicas. Contudo, devido a enorme dificuldade de sintese destes compostos via
modificacdo prévia do pirrol, as porfirinas obtidas por rotas sintéticas mais simples
contém substituintes nas posi¢cbes meso. Destacam-se na literatura duas rotas gerais de
sintese de porfirinas meso-substituidas: 1) sintese via condensacéo de pirrol e aldeido(s)
apropriado(s), ciclizacdo e oxidacdo, ocorrendo em um Unico processo reacional; e 2)
sintese em dois processos reacionais distintos, na qual os passos de condensacdo e
ciclizagdo ocorrem em uma primeira etapa e o passo de oxidacdo acontece in situ em

uma segunda etapa.

1.2.1 Método de Rothemund

Em 1936, Rothemund descreveu pela primeira vez a sintese de porfirinas
empregando uma reacdo de condensacdo de pirrol e aldeido, em atmosfera inerte,
usando piridina como solvente. Ao variar o aldeido, foram obtidos diversos compostos
porfirinicos, com diferentes substituintes nas posi¢cdes meso, todos com rendimentos
bastante baixos, exceto quando foi usado o benzaldeido, que deu origem a meso-
tetrafenilporfirina (H,TPP) com rendimentos em torno de 10 % (Fig. 1.2). A obtencéo
de tetralquilporfirinas por esta rota é desfavoravel. Foi observada nestas condicdes de
Rothemund também que a formacéo da porfirina € acompanhada por contaminagdo com
a correspondente clorina, que é uma porfirina reduzida em uma das posi¢bes [-
pirrdlicas (ARONOFF et al., 1943; CALVIN et al., 1943).

H
N Piridina

w + R-CHO R R

90-220 °C, 24-48 h

-

R
Figura 1.2 - Representacdo da sintese de porfirinas pelo Método de Rothemund:

condensacéo de aldeido e pirrol em piridina (onde R = grupos alquila ou arila).



1.2.2 Método de Adler-Longo e adaptacoes

Em 1964, Adler, Longo e colaboradores (ADLER et al., 1964; 1967; 1968)
introduziram melhorias no processo de sintese das meso-tetrarilporfirinas ao efetuarem a
condensacdo de pirrol e aldeido em &cido acético ou propidnico, em substituicdo a
piridina, e em meio aerobio. Esta estratégia permitiu a obtencdo da H,TPP em menos de
1 h, com a purificagdo facilitada pela cristalizagéo direta da porfirina no meio reacional
e rendimentos isolados em torno de 20 %. Apesar de ser 0 método mais empregado e/ou
modificado desde entdo para a sintese de porfirinas, ndo permite preparar, com
rendimentos mais favoraveis (10-20 %), meso-tetraarilporfirinas di-substituidas nas
posi¢cdes orto dos grupos fenila, nem meso-tetraalquilporfirinas de forma reprodutivel
(LINDSEY, 2000; PEREIRA, 2010). Contaminagdo com as respectivas clorinas pode
ser eliminada por oxidacdo dos isolados brutos de cristalizacdo por quinonas de alto
potencial oxidativo como 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) ou 2,3,5,6-
tetracloro-1,4-benzoquinona (p-cloranil) (DOLPHIN et al., 1974; BARNETT et al.,
1975; GROVES et al., 1983). A metodologia de Adler permite a condensacdo de
misturas de dois aldeidos aromaticos A e B com pirrol, levando a formacdo de meso-
tetraarilporfirinas mistas de baixa simetria do tipo A3B, cis-A;B; ou trans-A;B,, como

exposto na Fig. 1.3.

AsB

trans-A,Bp ABs5

Figura 1.3 - Produtos que podem ser formados através da condensacdo de pirrol e uma
mistura equimolar de dois aldeidos A e B. A distribuicdo dos produtos A4 a B, depende
da natureza/reatividade dos aldeidos A e B, das relagdes estequiométricas e condi¢fes

gerais de reacao.



Trés décadas apos a publicacdo de Adler e colaboradores (ADLER et al., 1964),
Gonsalves e pesquisadores (GONSALVES et al., 1991) modificaram o método de
Adler-Longo e otimizaram a sintese de uma série de meso-tetraarilporfirinas derivadas
da H,TPP. O método de Gonsalves, como ficou conhecido, consiste na reacéo de pirrol
com um aldeido (ou uma mistura de aldeidos) a uma temperatura de 130 °C durante 1
hora, utilizando como solvente uma mistura de &cido acético:nitrobenzeno na proporcao
7:3 v/v (Fig. 1.4). Na maioria dos casos em que este método é utilizado, a porfirina néo
possui grupos polares ou protonaveis em meio acido e cristaliza diretamente no meio
reacional ap6s adicdo de metanol. A mistura de reacdo contendo nitrobenzeno em
ambiente aerobio, a temperaturas superiores a 120 °C é capaz de oxidar os
intermediérios de reacao (incluindo clorinas) a porfirinas, diminuindo as contaminagdes.
Os rendimentos do método de Gonsalves ndo diferem de forma significativa daqueles
dos métodos de Alder e Longo (Adler et al., 1964), exceto para 0s sistemas em que
otimizacdes foram efetuadas, como a meso-tetra(p-nitrofenil)porfirina e meso-(p-
metoxifenil)porfirina (GONSALVES et al., 1991).

R
H ACOH: nitrobenzeno (7:3, v/v) R
\ /] R-CHO » R
130°C,1h
R

Figura 1.4 - Representacdo da sintese de porfirinas pelo Método de Gonsalves:
condensacdo de aldeido e pirrol a porfirinogénio e oxidacdo subsequente a porfirina

através do nitrobenzeno (onde R = grupos alquila ou arila).

1.2.3 Método de Lindsey e adaptacdes

O método de Lindsey é considerado um marco historico na sintese de porfirinas
meso-substituidas, em particular aquelas contendo anéis arilas orto di-substituidas. O
método consiste na condensacdo anaerdbia de pirrol e aldeido em diclorometano ou
cloroférmio, catalisada por trifluoreto de boro (BF3) ou acido trifluoroacético (TFA),
para formacéo de porfirinogénio, que é, entdo, oxidado in situ a respectiva porfirina por
DDQ (2,3-Dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona) ou p-cloranil em uma segunda etapa
(LINDSEY et al., 1987) (Fig. 1.5). Este método tem sido utilizado na sintese de varios



tipos de porfirinas meso-arilsubstituidas simétricas e ndo-simetricas e algumas meso-
tetraalquilporfirinas (LINDSEY, 2000).

1% Etapa

iy . BF; ou TFA
M
H

CH,Cly ou CHECI;

Parfirinog énio

Fh Ph

g-cloranil ou DDGQ

CH4Cla 0u CHCl3

Parfirina
Figura 1.5 - Representacdo das duas principais etapas na sintese de porfirinas pelo
Método de Lindsey: condensacdo de aldeido e pirrol a porfirinogénio e oxidagédo

subsequente a porfirina.

Apesar do amplo leque de possibilidades, 0 método de Lindsey possui algumas
desvantagens para a aplicacdo em larga escala e escala industrial, principalmente pela
utilizacdo de quinonas como agentes oxidantes, a necessidade de grandes dilui¢cbes na
primeira etapa de sintese do porfirinogénio e o emprego de processos de purificacao
essencialmente cromatograficos. Na tentativa de eliminar as quinonas como agente
oxidante do porfirinogénio, a utilizacdo de peroxido de hidrogénio foi sugerida como
alternativa (JOHNSTONE et al., 1996; SERRA et al., 2008). O uso de aldeidos
contendo grupos basicos, como 2-, 3- ou 4-piridinacarboxaldeido, que podem desativar
o catalisador &cido, representa também uma grande limitacdo do método de Lindsey.
Assim, a sintese de N-piridilporfirinas pelo método de Lindsey ndo € alcancada
(LINDSEY, 2000), enquanto a sintese de H,TPP por este método pode ser efetuada com
rendimentos de 40 — 50 %.



1.3 Mn-porfirinas como moduladores do estresse oxidativo
1.3.1 Estresse oxidativo e as enzimas superdxido dismutases
O estresse oxidativo é uma condi¢do biologica de desequilibrio redox
caracterizado pelo acimulo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO/ERN;
em inglés, “reactive oxygen/nitrogen species”, ROS/RNS). Dentre as ERO/ERN
comumente associadas ao estresse oxidativo, encontram-se o anion superéxido (O;"),
6xido nitrico ('NO), peroxinitrito (ONOO. aduto formado pela reacdo de O, e ‘NO),
peroxido de hidrogénio (H,0,), di6xido de nitrogénio (NO,) e o radical hidroxila (HO").
Estas espécies reativas podem ter papel benéfico no organismo quando presentes
de maneira controlada fisiologicamente, por exemplo: no metabolismo energético da
maioria dos seres vivos (cadeia de transporte de elétrons e fosforilacdo oxidativa,
responsaveis pela respiracdo celular), no processo de defesa do organismo contra
agentes infecciosos (como bactérias, fungos, parasitas ou virus) e durante a transcricdo
de genes para divisdo e/ou crescimento celular (SLATER, 1984; HALLIWELL, 1987).
O acumulo de ERO/ERN em excesso ou a remediagdo inapropriada pelos
sistemas antioxidantes celulares podem levar a oxidacdo de proteinas e carboidratos,
peroxidacdo de lipideos e danos ao DNA (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1985).
Existem varias patologias ou estados fisiopatologicos relacionados ao estresse oxidativo
em seres humanos, entre as quais podem ser citadas: processos de isquemia/reperfuséo,
alguns tipos de cancer (incluindo processos de metéastase), esclerose multipla, esclerose
lateral amiotrofica, acidente vascular cerebral, diabetes, etc (BATINIC-HABERLE et
al., 2010). Em muitas dessas patologias ou estados patologicos, as enzimas superéxido
dismutases (SOD), uma defesa celular eficaz no controle direto do O, e indireto (via
remocdo de superdxido) de outras ERO/ERN, estdo inativadas ou em baixa expressao.
As enzimas SOD catalisam o desproporcionamento dos ions radicais superdxidos a
oxigénio molecular (O,) e peroxido de hidrogénio (H,O2) em um processo catalitico
redox de duas etapas de transferéncia de 1 elétron (Fig. 1.6). O H,0, formado pode ser
eliminado biologicamente por reacGes de oxirreducdo catalisadas por peroxidases ou
pelo desproporcionado a O, e agua pelas enzimas catalases.
Oz ,[80D™Y', , H0;
0, /\Is0D™ )\ 0, + 2H

Figura 1.6 - Mecanismo de dismutacéo do superoxido catalisado pelas enzimas SOD.



O sitio ativo das enzimas SOD contém um metal de transicdo redox ativo, a
saber: Cu*/Cu®, Mn*/Mn**, Fe**/Fe** ou Ni**/Ni** (na Cu,ZnSOD o Zn tem fungéo
estrutural) coordenado por residuos de aminoacidos da cadeia proteica. Ha quatro
enzimas SOD caracterizadas até entdo: Cu,ZnSOD (SOD1 e SOD3), MnSOD (SOD2),
FeSOD e NiSOD. Apesar de todos 0s seres vivos possuirem enzimas SOD para
regulacdo dos niveis celulares de superdxido, essas metaloenzimas distribuem-se de
maneira diferente entre 0s varios organismos Vvivos e sua sublocalizacao celular também
é diferenciada. Nos seres humanos e animais superiores, em geral, encontram-se apenas
duas isoformas: a Cu,ZnSOD presente no citosol (SOD1) ou no espaco extracelular
(SOD3) e a MnSOD (SOD2) presente na matriz mitocondrial. A FeSOD é comumente
encontrada em microrganismos e plantas (cloroplastos), enquanto a isoforma NiSOD é

relativamente rara, sendo encontrada em procariontes (MICHELSON et al., 1977).

1.3.2 Mn-porfirinas como mimicos das enzimas SOD

Estudos envolvendo Mn-porfirinas mostraram que elas podem atuar como
potentes mimicos de SOD in vitro e in vivo (FAULKNER et al., 1994; BATINIC-
HABERLE et al., 2010; RAJIC et al., 2012; TOVMASYAN et al., 2014). Estes estudos
foram realizados em modelos celulares, como Escherichia coli e Saccharomyces
cerevisiae SOD-deficientes (TOVMASYAN et al., 2014) e em animais superiores,
como ratos, camundongos, coelhos e macacos (BATINIC-HABERLE et al., 2011). As
Mn-porfirinas se mostraram capazes de minimizar os efeitos nocivos de danos causados
por radiacdo (acdo radioprotetora), inibir os tumores (via acdo antiangiogénica ou pro-
oxidante), aumentar a eficacia da radioterapia e hipertermia no tratamento de cancer
(acdo sinergética) e de proteger orgdos e tecidos em transplantes e/ou processos de
isquemia/reperfusio (BATINIC-HABERLE et al., 2010; TOVMASYAN et al., 2015).
As Mn-porfirinas que mais se destacaram como mimicos SOD em modelos biologicos
foram aquelas derivadas das 2-N-alquilpiridinioporfirina (aquil = Me, Et, n-Hex,

ButOEt) e de seus isdmeros de posi¢do 3-N-alquilpiridinioporfirina (Fig. 1.7).
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MnTM-2-PyP5* R =Me MnTM-3-PyP5* R =Me
MnTE-2-PyP>* R = Et MnTE-3-PyP5* R = Et
MnTnHex-2-PyP®* R =nHex MnTnHex-3-PyP°* R =nHex

MnTnBuOE-2-PyP%* R = ButOEt

Figura 1.7 - Mn-porfirinas que tém se destacado como mimicos de enzimas SOD. A

esquerda os isdmeros MnTalquil-2-PyP>* e & direita os isdmeros MnTalquil-3-PyP>*.

Os grupos 2-N-alquilpiridinio de todas das porfirinas cationicas (e de seus
compostos de coordenacgdo) ndo possuem rotacdo livre com relagdo ao plano porfirinico,
devido a repulsdo estérea entre o substituinte N-alquil e as posi¢Bes B-pirrélicas da
porfirina, dando origem a atropoisdmeros (ou isdmeros de rotacdo). Nas meso-
tetraarilporfirinas é possivel serem formados 4 atropoisémeros (Fig. 1.8), a depender da
distribuicdo relativa dos grupos orto-arila em relacdo ao plano da porfirina, a saber, 0s
isdbmeros aoaa, aoof, aapp e afap, onde o termo a denota ao grupo N-alquila
posicionado acima do plano da porfirina e o 3, abaixo do plano (GOTTWALD et al.,
1969; IAMAMOTO et al., 1994; MIZUTANI et al., 1998). Apesar da barreira de
rotacdo ser muito elevada, o que previne a interconversao dos isdmeros a temperatura
ambiente mesmo quando alquil é o grupo metila (SPASOJEVIC et al., 2002), os
compostos sdo geralmente utilizados como uma mistura de atropoisdmeros devido a
dificuldade de separacdo cromatografica dos isdmeros tanto nas porfirinas base livre
(tetracatibnicas) ou Mn-porfirinas (pentacatiénicas). Normalmente os compostos sdo
isolados como wuma mistura de atropoisdmeros cuja distribuicdo estatistica
ocoa:aoaf:oaBBopaf € de 1:4:2:1. No caso da Mn(lll) meso-tetraquis(N-
etilpiridinio-2-il)porfirina (MnTE-2-PyP>"), por exemplo, esta relacdo estatistica é

mantida em fragdes subcelulares (mitocdndrias de coracdo de camundongo) apos



administracdo sistémica intraperitoneal (i.p.) da mistura de atropoisdmeros, indicando
que ndo ha biodistribuicdo celular preferencial de nenhum dos quatro atropoisémeros da
mistura (SPASOJEVIC et al., 2007).

aoof aofp afoap e1ededed

Figura 1.8 — Representacdo da mistura de isdmeros rotacionais das Mn(lll) 2-N-
alquilpiridinioporfirinas. O atropoisdmero aoof ¢é ilustrado acima. Adaptado de
SPASOJEVIC et al. (2002).

1.3.3 Atividade Superoxido Dismutase de Mn-porfirinas
De modo analogo as enzimas SOD, as Mn-porfirinas catalisam a dismutacdo do
O, em duas etapas: i) via oxidacdo de uma molécula de O, a Oy; e ii) reducdo de
outra molécula de O, a H,O; (Fig. 1.9), em um processo redox no qual o estado de

oxidacdo do Mn se alterna entre +2 e +3.

Oz , Mn"PI*,  H,0,

j|
0, 4% Mn'P] A 0, + 2H'

Figura 1.9 - Mecanismos de dismutacdo do superéxido catalisado por Mn-porfirinas
(MnP).

Embora as enzimas SOD ndo apresentem o macrociclo porfirinico como grupo
prostético, verificou-se que Mn-porfirinas sintéticas podem ser desenvolvidas como
modelos biomiméticos funcionais das enzimas SOD (REBOUCAS et al., 2008a; 2008b;
2008c; DEFREITAS-SILVA, 2008). De fato, a atividade catalitica SOD desses
complexos pode ser ajustada a partir do desenho do ligante porfirinico de modo a se
obter atividades muito proximas aquelas das enzimas SOD (BATINIC-HABERLE et
al., 1997; DEFREITAS-SILVA et al., 2008; REBOUCAS et al., 2008a). A atividade
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SOD das Mn-porfirinas pode ser medida em termos da constante de velocidade de
dismutacdo do superoxido (log Ke). O valor de log ket ~9 para as enzimas SOD
indicam que a natureza otimizou evolutivamente o desenho dos sistemas enzimaticos de
tal forma que a dismutacdo fosse controlada por difusdo (ELBERLY et al, 1996;
VANCE et al., 1998; GOLDSTEIN et al, 2006). A modulacdo do log ke, depende de
diversos fatores, como o potencial de reducdo do metal e natureza dos grupos
substituintes das porfirinas. A introducdo de grupos receptores de elétrons as Mn-
porfirinas permite a modulagdo do potencial de reducdo das Mn-porfirinas (MnPs) para
valores semelhantes aqueles das enzimas SOD (+300 mV vs. NHE), contribuindo para o
design de mimicos potentes de SOD (BATINIC-HARBELE et al., 2011). A alquilacio
dos grupos piridilas das 2-N-piridilporfirinas com grupos etilas ou n-hexilas, por
exemplo, resulta nos complexos MnTE-2-PyP>* e MnTnHex-2-PyP>* (Fig. 1.7) com
potencial de redugéo perto do 6timo (BATINIC-HARBELE et al., 2010; 2011).

Além de fatores termodindmicos associados a modulacdo do potencial de
reducdo para valores 0timos, as enzimas SOD também possuem estrutura com residuos
de aminoé&cidos catiénicos ao longo de um canal proteico que guiam o anion superoxido
elestrostaticamente ao metal redox (MICHELSON et al., 1977; YU et al., 1994). Assim,
a presenca de cargas positivas proximas ao centro metalico nos mimicos de SOD ¢
também importante ao direcionar o anion superdxido para o centro ativo via facilitagdo
eletrostatica (SPASOJEVIC et al., 2003; REBOUCAS et al., 2008a). No caso dos
compostos derivados das Mn(l1l) 2-N-piridilporfirinas, a alquilagdo proporciona um
aumento da carga positiva na vizinhanca do sitio ativo redox (Mn), o que favorece a
aproximacdo do anion superéxido por facilitacdo eletrostatica (Fig. 1.10),
diferentemente do que ocorre com porfirinas aniénicas, pelas quais o superéxido sofre
repulsio (SPASOJEVIC et al., 2003; REBOUCAS et al., 2008a; 2008b).

S '.
0, 0,/
\ @ I(/,’/ @
: : & )
@ ,\%@n ®@ g Min O
@ o

(a) (b)
Figura 1.10 — Atracdo eletrostatica ao &nion superdxido exercida por Mn-porfirinas

catibnicas (a). Repulsdo eletrostatica exercida por porfirinas anidnicas (b).
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A combinagdo de um potencial adequado (pré6ximo ao da enzima SOD) e a
facilitacdo eletrostatica fazem com que as Mn(ll1)2-N-alquilpiridinioporfirinas, tais
como a MnTE-2-PyP>* e a MnTnHex-2-PyP>*, apresentem atividades cataliticas SOD
tipicamente na faixa de log ke 7,48 — 7,79, préximas as das enzimas SOD
(SPASOJEVIC et al., 2003; REBOUCAS et al., 2008a; 2008b; 2008c).

Embora a MnTE-2-PyP*" e a MnTnHex-2-PyP>* tenham aproximadamente as
mesmas atividades SOD intrinsecas, a maior lipofilicidade da MnTnHex-2-PyP>* tem
permitido o uso in vivo de doses de 30 a 100 vezes menores que as doses da MnTE-2-
PyP**. Apesar da introducdo de cadeias hexilas resultar em uma Mn-porfirina mais
volumosa (MnTnHex-2-PyP>") que os derivados contendo os grupos etilas (MnTE-2-
PyP>"), a lipofilicidade da MnTnHex-2-PyP>* (solGvel tanto em &gua quanto em
querosene) facilitou sua biodistribuicdo e acamulo nas células e tecidos (BATINIC-
HABERLE et al., 2010; AITKEN et al., 2013). A melhor eficacia in vivo €, entdo,
associada a uma maior concentracio intracelular do catalisador (BATINIC-HABERLE
et al., 2009a).

Um estudo sistematico do impacto dos substituintes meso-arilas na lipofilicidade
de Mn(I1l) N-alquilpiridinioporfirinas mostrou que os isémeros 3-alquilpiridinio
(MnTE-3-PyP>* e MnTnHex-3-PyP°"), embora sejam uma ordem de magnitude menos
ativos cataliticamente, sdo uma ordem de magnitude mais lipofilicos que os analogos 2-
alquilpiridinio. A maior lipofilicidade dos isdmeros 3-alquilpiridinio se traduziu em um
maior acumulo celular, em ensaios in vivo em E. coli, que compensou a menor atividade
catalitica intrinseca e resultou numa eficiéncia biologica semelhante aos isbmeros 2-
alquilpiridinio (KOS et al., 2009a; 2009b). Um dos problemas dos compostos, tais
como a MnTnHex-2-PyP>*, que contém substituintes alquilicos longos é o aumento da
toxicidade associado ao aumento do carater surfactante. Por isso, uma estratégia bem
sucedida para reducdo da toxicidade foi a inclusdo de atomos de oxigénio nas cadeias
alquilicas, como é caso da MnTnBuOE-2-PyP>* (Fig. 1.7), que é um mimico SOD
potente in vivo e in vivo (RAJIC et al., 2012; TOVMASYAN et al., 2015).

Embora o desenvolvimento das Mn-porfirinas como mimicos de SOD tenha se
apresentado como um caminho adequado para o desenho de moduladores redox
potentes de estresse oxidativo, deve-se destacar que as Mn-porfirinas com elevada
atividade SOD ndo sédo seletivas para esta ERO, sendo também catalisadores potentes

para a decomposicdo de outras espécies reativas regularmente associadas com o
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estabelecimento e/ou manutencdo de condigOes de estresse oxidativo, como a ERN
peroxinitrito, ONOO™ (BATINIC-HABERLE et al., 2009a; 2009b). Apesar dessa falta
de seletividade, o que limita o uso de Mn-porfirinas como sonda mecanistica especifica,
a associacdo de atividade potente tanto para ERO quanto para ERN faz desses
compostos candidatos a farmacos redox-ativos de interesse para controle in vivo de
condicBes de estresse oxidativo. De fato, Mn-porfirinas, tais como: a MnTE-2-PyP* e a
MnTnBuOE-2-PyP>" encontram-se atualmente em testes clinicos (fases I e/ou 1/11) em
humanos no Canadd e EUA (TOVMASYAN e at., 2015).

1.3.4 Modelo da Ataxia-Telangiectasia

Dentre os varios modelos experimentais em que as Mn-porfirinas foram testadas
como moduladores redox de estresse oxidativo, o modelo celular da ataxia-
telangiectasia (A-T) apresentou resultados intrigantes (POLLARD et al., 2009). A
ataxia-telangiectasia € uma patologia genética na qual os individuos acometidos
apresentam varias complica¢fes clinicas sendo as mais marcantes a sensibilidade a
radiacdo, limitacdo na coordenacdo fisica e a pré-disposicdo a desenvolver cancer
(BODER, 1985). No modelo experimental celular de A-T foram testados 11 compostos
de 4 classes distintas (Mn-porfirinas catibnicas e aninicas, Mn-salens, aminas
policiclicas de Mn e um sal de Mn) como agentes radioprotetores, tendo duas Mn-
porfirinas catibnicas se destacado (POLLARD et al., 2009). Foi observado que,
enquanto as porfirinas hidrofilicas MnTM-2-PyP°>* e MnTE-2-PyP°" néo apresentaram
atividade radioprotetora a culturas de linfobastoides de individuos com Ataxia-
Telangiectasia, 0 homélogo lipofilico MnTnHex-2-PyP>" mostrou-se excepcionalmente
ativo (POLLARD et al., 2009), em concordancia com dados prévios sobre o impacto
significativo da lipofilicidade no desenvolvimento de moduladores redox eficientes para
distarbios do sistema nervoso central (BATINIC-HABERLE et al., 2009b).
Incidentalmente foi testada neste estudo de A-T, uma mistura comercial vendida como
“MnTM-2-PyP°>*”, mas que foi caracterizada (REBOUCAS et al., 2008d) como uma
mistura de 6 compostos correlatos (sem considerar as misturas de atropoisémeros)
contendo varios graus distintos de metilacdo (Fig. 1.11), onde a participacdo da Mn-
porfirina pentacationica MnTM-2-PyP>* de fato era minoritaria e a espécie
tetracatidnica do tipo AsB (MnPyTriM-2-PyP**) era o componente principal da amostra
(REBOUCAS et al., 2008d). Curiosamente, esta mistura comercial apresentou atividade

radioprotetora no modelo de A-T. Uma vez que foi estabelecido de forma independente
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que a MnTM-2-PyP°* em si ndo é radioprotetora neste modelo de A-T, a eficiéncia da
mistura comercial deve ser originaria de uma das espécies parcialmente metiladas
(POLLARD et al., 2009).

[trans-A,B,]** [B4]" = MnT-2-PyP*

Figura 1.11 - Compostos presentes na mistura comercial vendida como “MnTM-2-
PyPCls” ¢ testada no modelo celular experimental de Ataxia-Telangiectasia
(REBOUCAS et al.,, 2008d; POLLARD et al., 2009), onde A = grupo 2-N-
metilpiridinio e B = grupo 2-piridil. Em destaque a MnPyTriM-2-PyP, que é o

componente majoritario da mistura comercial.

Apesar de 0s estudos ndo terem estabelecido qual dos componentes parcialmente
alquilados da mistura comercial apresentou atividade radioprotecdo para linfoblastos de
individuos com A-T (POLLARD et al., 2009), sugere-se que a MnPyTriM-2-PyP**
(espécie [AsB]**, Fig. 1.11) seja, muito provavelmente, o componente ativo (ou 0 mais
eficiente in vitro). Enquanto a Mn-porfirina sem grupos metila, MnT-2-PyP" (espécie
[B4]", Fig. 1.11) ndo possui atividade SOD (BATINIC-HABERLE et al., 1999;
SPASOJEVIC et al., 2003), as Mn-porfirinas mono e dimetiladas (espécie [ABs]*, cis-
[A:B2]*, e trans-[A;B,]*"; Fig. 1.11), além de apresentarem potencial de reducio
Mn(111)/Mn(11) muito baixo, incompativeis com a dismutacdo catalitica de superoxido
(BATINIC-HABERLE et al., 1999), possuem poucas cargas, diminuindo de forma
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bastante significativa o efeito cinético associado a facilitacdo elestrostatica
(SPASOJEVIC et al., 2003; REBOUCAS et al., 2008a; 2008b; 2008c).

1.4 Design de porfirinas de baixa simetria do tipo AzB derivadas das 2-N-
piridilporfirinas

As Mn-porfirinas catidnicas derivadas das 2-N-piridilporfirinas tém se destacado
como mimicos potentes das enzimas superoxido dismutases (SOD), catalisadores de
decomposicdo de peroxinitrito, modeladores redox de estresse oxidativo e farmacos em
potencial. A eficacia das Mn-porfirinas catibnicas em modelos animais de estresse
oxidativo depende ndo apenas da atividade SOD intrinseca, mas também de
lipofilicidade, biodisponibilidade, biodistribuicdo e toxicidade (BATINIC-HABERLE
et al., 2010). Os estudos com o0 modelo da Ataxia-Telangiectasia revelaram que uma
mistura de derivados parcialmente alquilados da MnTM-2-PyP°* apresentou resultados
bastante significativos quando comparados aqueles obtidos com a uma amostra
auténtica de MnTM-2-PyP>* (POLLARD et al., 2009), indicando que algum dos
componentes parcialmente alquilados poderia estar tendo efeito biolégico. Uma vez que
a atividade catalitica SOD dos compostos é progressivamente reduzida com a
diminuicdo do grau de alquilagio (BATINIC-HABERLE et al., 1999), supde-se que a
espécie ativa na mistura seja uma porfirina tetracationica do tipo [A3B]: MnPyTriM-2-
PyP** (Fig. 1.11), que era o componente principal da mistura comercializada como
“MnTM-2-PyP>*” (REBOUCAS et al., 2008c); a menor atividade catalitica da
MnPyTriM-2-PyP** poderia ser compensada pela maior lipofilicidade, dada a menor
carga total do sistema (SPASOJEVIC et al., 2011), em analogia ao que se observou in
vivo com os complexos de Mn(l11) derivados dos isomeros 3-N-piridilporfirina (KOS et
al., 2009a, 2009b). Assim, a MnPyTriM-2-PyP** se apresentou como inspiracao viavel
para o design de uma nova classe de porfirinas.

A concepcao inicial de design incluia a metilacdo controlada da H,T-2-PyP para
a formacdo e isolamento do derivado trialquilado H.PyTriM-2-PyP** cuja metalacéo
daria origem ao complexo MnPyTriM-2-PyP** (Fig. 1.12), majoritario na mistura
comercial de “MnTM-2-PyP*”. A metilagio controlada da H,T-2-PyP exigiria uma
otimizacdo da concentracdo do agente metilante (tosilato de metila) no meio reacional
e/ou controle do tempo de reacdo e temperatura. Entretanto, a obtengéo seletiva de um
composto trialquilado puro é improvavel; esta estratégia, ao levar a formacdo de uma

mistura de porfirinas catidnicas parcialmente metiladas, exigiria etapas de separacdo
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cromatogréafica bastante laboriosas, dispendiosas e complexas (REBOUCAS et al.,
2008a): devido as cargas dessas porfirinas, o fator de retencdo (Ry) da porfirina de
interesse é muito baixo (REBOUCAS et al., 2008c), mesmo utilizando um eluente
aquoso. Adicionalmente, o eluente KNOj3(q, sa:H20:MeCN (1:1:8, v/v/v) utilizado na
separagio (BATINIC-HABERLE, 1999; REBOUCAS et al., 2008a) contém uma
quantidade muito grande de KNOs, que é dificil de ser separado das Mn-porfirinas

catidnicas de interesse nas fracGes cromatograficas (REBOUCAS et al., 2008a).

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

Figura 1.12 — Proposta da obtencdo de uma Mn-porfirina parcialmente alquilada
através de uma sintese sequencial cujo reagente inicial seria a H,T-2-PyP e o produto
final a MnPyTriM-2-PyP**.

Esta proposta inicial foi, portanto, substituida por um planejamento racional que
minimizasse esses problemas de sintese e purificacdo e possibilitasse a obtencédo
reprodutivel de quantidades apropriadas de Mn-porfirinas cationicas do tipo As;B para
estudos futuros como mimicos de SOD. Considerando as relagdes empiricas de
estrutura-propriedade desenvolvidas para os mimicos de SOD a base de Mn-porfirinas
(REBOUCAS et al., 2008a; 2008b), era importante manter a presenca dos 3 grupos 2-
piridila (A) que, ap6s metilacdo, manteriam (1) o efeito eletrorretirador adequado para
ajuste do potencial de reducdo Mn(l11)/Mn(l1) e (2) a facilitacdo eletrostatica conferida
pelas cargas dos grupos 2-metilpiridinios distribuidas fora do plano porfirinico para
atracdo eletrostatica do anion radical superoxido; e incluir um grupo neutro (B), ndo
sujeito ao desenvolvimento de carga com a metilcao.

A substituicdo de um dos grupos piridila da porfirina padrdo H,T-2-PyP por um
grupo fenila foi a primeira proposta de design racional, cujo resultado seria a obtencéo

de uma porfirina de baixa simetria com um grupo fenila e trés grupos piridila,
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denominada H,PhTri-2-PyP (Fig. 1.13). Essa porfirina é obtida através da reacdo de
pirrol, 2-piridinacarboxaldeido e benzaldeido (SARI et al., 1990). A derivatizagdo desta
porfirina com insercdo de grupos alquila e metalagdo com manganés seria uma
alternativa de aumento da lipofilicidade pela reducéo da carga total do composto final,
resultando na Mn-porfirina tetracatibnica MnPhTriM-2-PyP**, estruturalmente muito
parecida com a MnPyTM-2-PyP**,

H,PhTri-2-PyP

Figura 1.13 — Proposta inicial de uma porfirina de baixa simetria para derivatizacao,
complexacdo e futuros testes bioldgicos em modelos SOD.

A condensacdo de pirrol com a mistura de dois aldeidos pode levar a formacao
de até seis produtos porfirinicos diferentes, dependendo da proporc¢édo utilizada de cada
aldeido (Fig. 1.14). Apesar de este ser um problema intrinseco da preparacdo de
porfirinas do tipo AsB, a proposta envolvendo o uso de benzaldeido também néo foi
executada, pelo fato da mistura dos produtos porfirinicos com grupos fenila e piridila
ser de dificil separacdo cromatografica (SARI et al., 1990), uma vez que o grupo fenila
em porfirinas é cromatograficamente semelhante ao piridila, o que dificultaria o
isolamento da porfirina de interesse H,PhTri-2-PyP sendo necessario, possivelmente,

cromatografia em camada delgada preparativa.
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H,T-2-PyP H,PhTri-2-PyP cis-H,DiPhDi-2-PyP

QLA

o =0

trans-H,DiPhDi-2-PyP H,TriPh-2-PyP H,TPP

Figura 1.14 — Produtos possiveis de serem obtidos a partir da condensacao de pirrol, 2-
piridinacarboxaldeido e benzaldeido. Em destaque, a porfirina de interesse na proposta
de design descartada da H,PhTri-2-PyP.

A escolha de um aldeido derivado do benzaldeido com substituintes que
permitam modificacbes mais rapidas e simples se torna uma alternativa de design
atraente. Para tal propdsito, o aldeido escolhido como protétipo do design de novos
mimicos em potencial das SOD foi o0 3-metoxi-4-hidroxi-benzaldeido (vanilina). Dentre
as vantagens do uso da vanilina em substituicdo ao benzaldeido, citam-se: (1) a presenca
de uma hidroxila que poderia ser o alvo de futura derivatizacdo (por exemplo
alquilacdo, esterificacao, etc) e (2) a presenca de grupos metoxila e hidroxila na vanilina
faz o grupo ser estruturalmente muito diferente dos grupos piridila, o que facilita a
separacdo cromatogréaficas de porfirinas resultantes da mistura de aldeidos. Além disso,
a vanilina é um reagente de baixo custo, abundante na natureza, possui atividade
terapéutica, baixa toxicidade e € utilizado na industria alimenticia como flavorizante
(principal constituinte da baunilha) (BRENES et al., 1999). A modificacdo prévia da
vanilina com um grupo metila, por exemplo, gera o veratraldeido, que também é um

composto encontrado na natureza e de baixa toxicidade. As porfirinas resultantes da
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condensagdo do pirrol com as misturas de 2-piridinacarboxaldeido e vanilina ou
veratraldeido resultaria, respectivamente, nos compostos H,VanTri-2-PyP e
H.MVanTri-2-PyP (Fig. 1.15), que, apos metilacdo e metalacdo com Mn, resultaria nos
complexos MnVanTriM-2-PyP*" e MnMVanTriM-2-PyP*", analogos & MnPyTriM-2-
PyP*.

H,VanTri-2-PyP R=H

H,MVanTri-2-PyP R = CHj

Figura 1.15 — Design interessante de precursores de uma nova classe de porfirinas que
pode ser testada como mimico SOD.

Na sintese de porfirinas mistas, a escolha da relacdo molar entre os aldeidos é
muito importante, uma vez que a condensacdo de pirrol e dois aldeidos em relacdo
equimolar (4:2:2) pode levar a uma mistura de até seis produtos porfirinicos. O ajuste da
relacdo molar dos aldeidos pode se constituir uma estratégia para diminuir a formacao
concomitante de todos os produtos e facilitar, assim, a separacdo cromatografica. Como
as porfirinas de interesse neste design apresentam 3 grupos 2-piridila e um grupo
vanilina ou veratril (Fig. 1.14), o uso de excesso de 2-piridinacarboxaldeido em relacédo
aos aldeidos vanilina ou veratraldeido foi investigado como alternativa para obtencéo
preferencial dos produtos porfirinicos do tipo A4 e AsB, onde A é o grupo 2-piridil e o

B € o grupo derivado da vanilina ou veratraldeido.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo realizar a sintese e caracterizacdo de uma
nova classe de Mn-porfirinas catidnicas de baixa simetria do tipo [AsB]**, utilizando a

plataforma das 2-piridilporfirinas como guia para desenvolvimento de potenciais
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mimicos SOD. Neste contexto, foi proposto explorar a condensacdo de pirrol com uma
mistura de aldeidos buscando-se preparar os compostos de partida 5-(3-metoxi-4-
hidroxifenil)-10,15,20-(2-piridil)porfirina (H,VanTri-2-PyP) e 5-(3,4-dimetoxifenil)-
10,15,20-(2-piridil)porfirina (H,MVanTri-2-PyP) (Fig. 2.1) que, ap0s derivatizagdo via
metilagdo e metalacdo, daria origem a Mn-porfirinas tetracationicas do tipo [AsB]**
analogas & MnPyTriM-2PyP** dos estudos dos modelos de Ataxia-Telangiectasia.

O_
H,VanTri-2-PyP  R=H HyoVanTriM-2-PyP®* R =H MnVanTriM-2-PyP** R =H

H,MVanTri-2-PyP  R=Me H,MVanTriM-2-PyP3* R=Me MnMVanTriM-2-PyP** R= Me

Figura 2.1 - Novos compostos porfirinicos de baixa simetria do tipo AsB de interesse

para este trabalho.

2.2 Objetivos especificos

v’ Realizar a sintese de porfirinas de baixa simetria contendo trés grupos 2-piridila
e um grupo vanilina ou veratril para obtencéo das porfirinas H,VanTri-2-PyP e
H,MVanTri-2-PyP, respectivamente, a partir da condensacédo de pirrol e mistura
de aldeidos adequada;

v Realizar reacGes de metilacdo dos grupos piridila, gerando porfirinas catiénicas;

v Efetuar metalacdo com manganés, obtendo-se Mn-porfirinas tetracatidnicas de
baixa simetria do tipo [AsB]*" analogas @ MnPyTriM-2PyP*";

v Investigar parametros fisico-quimicos, tais como potencial de reducdo
Mn(HD/Mn(l1) e lipofilicidade, que possibilitem estimar o potencial das Mn-

porfirinas em estudo como possiveis mimicos SOD.
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3 METODOLOGIA
3.1 Reagentes e solventes

Os seguintes reagentes e solventes foram usados conforme recebidos: silica-gel
de grau cromatografico (60 A, 70-230 mesh, Sigma-Aldrich), silica-gel para
cromatografia em camada delgada sem indicador de fluorescéncia (Merck), alumina
neutra para cromatografia em camada delgada sem indicador de fluorescéncia (Merck),
2-piridinacarboxaldeido (Alfa Aesar), pirrol (Sigma-Aldrich), veratraldeido (Sigma-
Aldrich), vanilina (Merck), cloreto de tosila (Aldrich), acetona (Tedia ou Quimica
Moderna), acetonitrila (Tedia), cloroféormio (Tedia ou Quimica Moderna), iso-propanol
(Dindmica), N,N-dimetilformamida (DMF; Tedia), éter etilico (Tedia), metanol
(Quimica Moderna ou Tedia), acetato de manganés(ll) tetraidratado (Sigma-Aldrich),
Aliquat® (cloreto de N-trioctilmetilamdnio, Sigma-Aldrich), bicarbonato de sédio
(Nuclear), carbonato de potassio (Vetec), cloreto de manganés (I1) tetraidratado (Vetec),
cloreto de sodio (Vetec), fosfato de sodio dibasico (Sigma-Aldrich), fosfato de sodio
monobasico (Sigma-Aldrich), hexafluorofosfato de aménio (Sigma-Aldrich), hidroxido
de sodio (Vetec), nitrato de potassio (Dinamica).

O tosilato de metila foi sintetizado conforme adaptacdo do método de OIKAWA
(1999), que consiste na reacdo de 60 mL metanol e 18 g de cloreto de tosila em 100 mL
de CH.Cl, (Quimica Moderna) contendo 9,5 mL de solucdo aquosa concentrada de
NaOH (~10 mol L™). Os rendimentos obtidos foram em torno de 80-82 %.

A H,T-2-PyP foi preparada através da condensacdo de 0,7 mL pirrol (10 mmol)
e 0,950 mL de 2-piridinacarboxaldeido (10 mmol) em 100 mL A&cido acético
(solvente/catalisador) a 100 °C, utilizando uma adaptacdo do método de ADLER et al.
(1964) e purificada segundo um procedimento descrito por Hambright e colaboradores
(HAMBRIGTH et al. 1985). 50 mg da H,T-2-PyP (0,08 mmol) foram submetidos a
metalacdo com 158 mg Mn(AcO), (0,8 mmol) em refluxo de cloroférmio/metanol
(WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994) e metilada com MeOTs usando procedimentos da
literatura (REBOUCAS et al., 2002; BATINIC-HABERLE et al., 1998). A porfirina
MnTM-2-PyPCls (rendimento global de 79 %) apresentou caracteristicas
cromatograficas, espectrais e eletroquimicas idénticas aquelas descritas na literatura
(REBOUCAS et al., 2008d).

A sintese da H,VanP foi realizada a partir da condensacdo de 0,7 mL de pirrol
(10 mmol) e 1,52 g de vanilina (10 mmol) em 100 mL &cido propidnico

(solvente/catalisador) sob refluxo, em um procedimento adaptado do método de
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ADLER et al. (1964). A porfirina bruta contendo quatro grupos vanilina, a meso-
tetrakis-(3-metoxi-4-hidroxifenil) porfirina (H,TVanP) foi precipitada com a adi¢do de
metanol. Apds 30 min, a mistura foi filtrada a vacuo, a H,VVanP lavada com MeOH e
seca em estufa a 65 °C durante duas horas. O rendimento isolado da H,VanP foi cerca
de 12 %.

3.2. Andlises e Equipamentos
3.2.1 Cromatografia de camada delgada (CCD)
As andlises por CCD foram realizadas em placas preparadas em laminas de
microscépio recobertas com silica gel ou alumina neutra grau CCD (STAHL, 1969;
TOUCHSTONE,1978) ou placas cromatograficas comerciais de silica-gel suportadas

em aluminio (Sigma-Aldrich), sem indicador de fluorescéncia.

3.2.2 Espectroscopia eletronica de absorcéo na regido do UV-vis
Os espectros eletrénicos de absorcao na regido do UV-visivel foram registrados
em um espectrofotometro Shimadzu (modelo UV-1800) com resolucdo de 1 nm,
utilizando-se cubetas de quartzo ou vidro com 1 cm de caminho Optico. Foram

utilizados solventes como acetona, agua, tampéo fosfato e borato nas medidas.

3.2.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *H
Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear das porfirinas bases livres
foram registrados em aparelho da marca VARIAN Mercury operando a 200 MHz ou
500 MHz. Tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padrdo interno em todos 0s
espectros. Local de aquisicdo dos espectros foi Nucleo da Central Analitica da UFPB
(NUCAL-UFPB).

3.2.4 Anélises termogravimétricas
As analises termogravimétricas e térmicas diferenciais simultaneas (TGA-DTA)
utilizadas para determinacdo do grau de hidratacdo dos compostos isolados foram
realizadas em um equipamento multiusuario Shimadzu DTG-60 do Programa de Pés-
Graduacdo em Quimica da UFPB no Laboratério de Compostos de Coordenacdo de
Quimica de Superficie (LCCQS). As medidas foram realizadas em cadinhos de alumina,

sob atmosfera dindmica de ar sintético (White Martins, O, aproximadamente 20%, N,
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aproximadamente 80 %) com fluxo de 110 cm® min™ e taxa de aquecimento de 10 °C
min,

As porfirinas submetidas as analises foram previamente secas em estufa a 60 °C
por 6 horas, seguido por secagem a vacuo e por ultimo, colocadas overnight em

dessacador.

3.2.5 Voltametria Ciclica

As medidas de voltametria ciclica foram realizadas utilizando um
galvanostato/potenciostato Autolab PGSTAT 101 conectado a um microcomputador,
gerenciado pelo software Nova 1.10, em uma célula eletroquimica composta por trés
eletrodos (um eletrodo de referéncia Ag/AgCIl, um eletrodo de trabalho de carbono
vitreo e um eletrodo auxiliar de platina). Os voltamogramas foram obtidos a partir de
solugdes de 5 x 10 mol L™ das Mn-porfirinas em (a) tamp&o fosfato (0,05 mol L™, pH
7,8) contendo NaCl (0,10 mol L™) (REBOUCAS, 2008d), ou (b) em solucéo
metanol/tampédo Tris salino (9:1, v/v) preparada a partir da mistura de metanol com
tampdo Tris (0,05 mol L™, pH 7,9) contendo NaCl (0,10 mol L™) (SPASOJEVIC et al.,
2001; LAHAYE et al., 2007). Os voltamogramas foram registrados sob atmosfera
dindmica de nitrogénio, sendo as solugbes na célula eletroquimicas previamente
purgadas por 10 min com nitrogénio. A MnTM-2-PyP>* foi utilizada como um padréo
externo para todas as medidas. As medidas foram realizadas no Laboratorio de Ensaios
em Quimica Ambiental (LEQA).

3.3 Sintese de porfirinas neutras de baixa simetria
3.3.1 Sintese da 5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina
(H2VanTri-2-PyP) (1)
3.3.1.1 Reacdes exploratdrias em microescala
Os procedimentos exploratorios das sinteses da H,VanTri-2-PyP (1) (Fig. 3.1)
em microescala foram adaptados do método de Adler e Longo (ALDER et al., 1964)
através da condensacdo de pirrol com os aldeidos 2-piridinacarboxaldeido e vanilina,
utilizando as proporcdes relativas dos aldeidos 3:1, 6:1 e 9:1, mantendo-se a propor¢éo
aldeidos:pirrol fixa a 1:1. O solvente/catalisador utilizado foi o acido acético. A
purificacdo foi efetuada usando uma metodologia adaptada de HAMBRIGHT et al.
(1985).
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HoVanTri-2-PyP (1)

Figura 3.1 - Esquema de sintese da porfirina H,VanTri-2-PyP (1) a partir de pirrol, 2-

piridinacarboxaldeido (verde) e vanilina (azul).

Para as reacdes nas condicOes estequiométricas com 2-piridinacarboxaldeido e
vanilina na proporcdo 3:1, foram adicionados a um tubo de ensaio de 9 mL: 3 mL de
acido acetico, 23 mg de vanilina (0,15 mmol), 43 pL de 2-piridinacarboxaldeido (0,45
mmol) e, por ultimo, 42 pL de pirrol (0,6 mmol). Esse sistema foi agitado manualmente
a temperatura ambiente por 2 minutos e rapidamente colocado em um banho de 6leo
estabilizado a 100 °C por 1 h. As reacdes nas proporcdes relativas dos aldeidos 6:1 e 9:1
foram feitas de maneira analoga, exceto que foram utilizados 49 pL de
2-piridinacarboxaldeido e 13 mg de vanilina para as reagdes na proporcao 6:1, e 51 pL
de 2-piridinacarboxaldeido e 9,1 mg de vanilina para as reac6es na proporcao 9:1.

Apos 1 hora de reacdo, o sistema foi resfriado rapidamente e a mistura da reagéo
foi transferida para um béquer, ao qual se adicionaram 3 mL de agua. A solucdo foi
parcialmente neutralizada com solucdo aquosa de NaOH a 1 mol L™ em quantidade
suficiente (aprox. 4 mL) para se atingir pH 3,2 e levar a formacéo de um precipitado. O
sistema foi centrifugado e o sobrenadante foi descartado. O solido resultante foi
ressuspendido em 3 mL de agua e o sistema foi centrifugado, sendo este processo de
lavagem do material repetido por cinco vezes. O solido foi seco em estufa a 65 °C por
2 horas. O solido foi entdo dissolvido em 1 mL CH,Cl; e a solucdo foram adicionados,
nesta ordem, 2 mL de acetato de etila e 2 mL de n-hexano. Apds a formacdo de um
precipitado escuro, o sistema foi centrifugado e o sobrenadante de cor avermelhada foi
recolhido. O solvente do sobrenadante foi evaporado e o sélido resultante foi purificado
por duas etapas cromatograficas em SiO,, usando uma pipeta Pasteur como coluna. A
primeira coluna foi eluida com CHCI;:MeOH na propor¢do 10:1, sendo as fracdes

fluorescentes recolhidas e evaporadas. Este solido resultante foi purificado em uma
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segunda coluna utilizando a mistura CHCI;:MeCN na proporgdo 7:3 como eluente,
sendo a porfirina de interesse (1) o segundo produto fluorescente a ser recolhido. Todas

as fracOes foram analisadas por UV-vis e CCD-SiO,.

3.3.1.2 Reacdes em escala preparativa

As condicbes de obtencdo da porfirina (1) em escala preparativa foram
adaptadas das condi¢fes em microescala, sendo utilizadas relacdes dos aldeidos 2-
piridinacarboxaldeido e vanilina na proporcéo 3:1 e 9:1.

Para as reacOes usando a relacdo estequiométrica de aldeidos (3:1) o
procedimento € descrito a seguir. Um baldo de fundo redondo contendo 40 mL de acido
acético foi aquecido em um banho de 6leo até que a temperatura do &cido acético se
estabilizasse a 100 °C. Entdo, 360 mg de vanilina (25 mmol) foram quantitativamente
transferidos para o baldo com o auxilio de acido acético, perfazendo um volume total de
solvente na reacdo de 50 mL. Apos 5 minutos para reestabelecimento do equilibrio
térmico a 100 °C, foram adicionados 713 pL de 2-piridinacarboxaldeido (75 mmol) e,
por ultimo, foram adicionados lentamente 700 pL de pirrol (10 mmol). O progresso da
reacdo foi monitorado por CCD-SiO, (CHCI3:MeOH, 9:1 v/v) e espectroscopia de
absorcdo UV-vis. Apds 1 hora de reacdo a 100 °C, a mistura de reacédo foi resfriada a
temperatura ambiente e diluida com 100 mL de &gua. Procedeu-se, entdo, a
neutralizacdo parcial do meio com aprox. 80 mL de solucdo aquosa de NaOH até pH 3,2
(1 mol L™), quando se observou a formacéo de um precipitado escuro denominado
“porfirina bruta”, que foi recolhido por filtracdo a vacuo, lavado com solucdo de
NaHCO; 0,1 mol L™ e 4gua, e foi seco em estufa a 70 °C durante 2 horas. O sélido
resultante foi dissolvido em CHCI3; (20 mL) e a esta solu¢do foram adicionados, nesta
ordem, 20 mL de acetato de etila e 15 mL de hexano, resultando em uma mistura
CHCI3:AcOEt:Hex (4:4:3, v/viv) e levando a formacdo de um novo precipitado, o qual
foi descartado por filtracdo. O sobrenadante violeta foi recolhido e o solvente foi
evaporado em evaporador rotatorio. O sdlido resultante foi purificado por duas etapas
cromatograficas em coluna de silica-gel. Na primeira, utilizou-se com o eluente
CHCI3:MeOH 10:1 (v/v). As fracdes contendo porfirinas foram agrupadas e submetidas
a uma segunda coluna em SiO,, utilizando CHCI3:MeCN 1:1 (v/v) como eluente. A
porfirina (1) foi o segundo produto porfirinico a eluir na segunda coluna. Massa isolada:
40-43 mg, (rendimento: 3 %).
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A sintese da porfirina (1) utilizando a proporcéo relativa 9:1 dos aldeidos
2-piridinacarboxaldeido e vanilina foi feita de maneira analoga a proporcéao 3:1 (acima),
exceto que foram utilizados 863 pL de 2-piridinacarboxaldeido (9 mmol) e 152 mg de
vanilina (~1 mmol). A purificacdo e o isolamento ocorreram também de maneira

analoga. Massa isolada: 6-8 mg (rendimento: 1 %).

CCD-SiO; (CH,Cl;:MeCN, 1:1 v/v): Rt = 0,56.

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

RMN de *H (500 MHz; d®-DMSO; TMS): §9,54 (s, 1H, OH), 9,10 (d, 3H, 3Jusna= 4,1
Hz H3-piridil), 9,01 (s, 2H, Hp-pirrol), 8,84 (s, 6H, Hp-pirrol), 8,36 (d, 3H, *Juens= 7,4
Hz H®-piridil) 8,28 (t, 3H, *Jusre= 7,2 Hz H>-piridil), 7,88 (m, 3H, H*-piridil), 7,82 (s,
H2-fenil), 7,63 (d, 1H, ®Jners= 8,0 Hz, HO-fenil), 7,24 (d, 1H, *Jusne= 8,0 Hz, H>-fenil)
3.93 (s, 3H, m-H3CO), — 2.94 (s, 2H, N-H).

RMN de *H (200 MHz; CDCls; TMS): & 9,14 (m, 3 H, H3-Py), 8,97-8,81 (m, 8H, Hp-
pirrélico), 3,92 (s, 3H, m HsCO), -2,78 (s, 2H, N-H).

3.3.2 Sintese da 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina (H.MVanTri-
2-PyP) (2)

A H,MVanTri-2-PyP (2) foi obtida a partir de uma relagdo estequiométrica de 2-
piridinacarboxaldeido e metil-vanilina (veratraldeido) na proporcdo 3:1, de maneira
anadloga a H,VanTri-2-PyP, exceto que foram usados 393 mg de veratraldeido (2,5

mmol) ao invés de vanilina (Fig. 3.2).

S 0]
3 /)
y T
4 \ / + AcOH
_—
100 °C, 1h
O
1MeO
H

H, MVanTri-2-PyP (2)
Figura 3.2 - Esquema de sintese da porfirina H,VanTri-2-PyP (2) a partir de pirrol, 2-

piridinacarboxaldeido (verde) e metil-vanilina (azul).
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A purificagdo inicial da porfirina (2) foi feita de maneira semelhante a porfirina
(1), através da neutralizacdo parcial do meio acido com solucdo de NaOH (1 mol L™)
para obtengdo da “porfirina bruta” foi conduzida até pH 3,1. A “porfirina bruta” desta
sintese foi totalmente solivel em CHCIs, diferentemente da “porfirina buta” da reagéo
da porfirina (1), portanto, o passo seguinte a obtencdo do solido bruto foi a extracdo
solido-liquido com a mistura CHCIs/AcOEt/n-Hexano na proporgdo 4:4:3 (v/v/v), a
mesma da precipitacdo seletiva de impurezas nas reacgdes da (1). O sistema foi filtrado e
0 sobrenadante foi recolhido, evaporado e o sélido obtido submetido a duas etapas
cromatogréficas. Na primeira, utilizou-se com o eluente CHCI3:MeOH 20:1 (v/v). As
fracGes contendo porfirinas e um produto marrom ndo-porfirinico foram agrupadas,
divididas em duas porcdes equivalentes e submetidas a duas colunas de SiO, em
paralelo, utilizando CHCls:acetona 4:1 (v/v) como eluente. A porfirina (2) foi o segundo
produto porfirinico a eluir em cada coluna. Massa isolada: 48-54 mg (rendimento: 3 %).

CCD-SiO; (CH,Cl;:MeCN, 1:1 v/v): R¢=0,63.

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

RMN de 'H (200 MHz; d®-DMSO; TMS): §9,09 (m, 3H, H*-piridil), 8.97 (d, 2H, Hp-
pirrélico) e 8.83 (m, 6H, Hp-pirrol) 8,43-8,22 (m, 6H, H**-piridil), 7,88 (m, 4H, H*
piridil + H-fenil), 7,73 (d, 1H, H°fenil), 7,39 (d, 1H, H>-fenil), 4.04 (s, 3H, p-H3CO),
3.87 (s, 3H, m-H3CO), —2.99 (s, 2H, N-H).

RMN de *H (200 MHz; CDCls; TMS): & 9,15-9,13 (m, 3 H, H3-Py), 8,97-8,95 (d, 2H,
Hp-pirrolico) e 8,87-8,81 (m, 6H, Hp-pirrdlico), 4,17 (s, 3H, p H3CO), 3,99 (s, 3H, m
H3CO), -2,78 (s, 2H, N-H).

3.4 Obtencéo das porfirinas catidnicas
3.4.1 Sintese da cloreto de 5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(N-
metilpiridinio-2-il)porfirina (H,VanTriM-2-PyPCl3) (3)
A H,VanTriM-2-PyP®* (3) foi obtida através da metilacio seletiva da porfirina
neutra H,VanTri-2-PyP (1) (Fig. 3.3).
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MeOTs
DMF, 105 °C

H,VanTri-2-PyP (1) H,VanTriM-2-PyP3* (3)

Figura 3.3 — Esquema da obtencdo porfirina catidnica de baixa simetria H,VanTriM-2-
PyP%* (3) via alquilacdo com tosilato de metila da porfirina precursora (1).

A um baldo de fundo redondo foram adicionados 29,1 mg de H,VanTri-2-PyP
(1) (0,044 mmol) e 2,9 mL de DMF. O sistema foi levado a um banho de 6leo a 105 °C
e, apés 5 minutos, foram adicionados 1,32 mL (8,8 mmol) de tosilato de metila. O
progresso da reacdo foi monitorado por CCD-SiO, (KNOs(sat):H,0:MeCN, 1:1:8 v/v) e
espectroscopia de absorcdo UV-vis. Apds 3 horas de reacdo a 105 °C, a mistura de
reacao foi resfriada e diluida com 5 mL de H,0. O sistema foi submetido a extracao
com CHCI; (3 mL) por 10 vezes. A fase aquosa foi recolhida e a porfirina foi
precipitada na forma de sal de PFs com adicdo gota a gota de uma solucdo aquosa de
NH.PFs (2 mol L™). O sélido foi filtrado, lavado com a mistura de Et,0:iso-PrOH (9:1
v/V) e secado em estufa a 60 °C. O solido foi, entdo, dissolvido em acetona e a porfirina
foi precipitada na forma de sal de CI” com adic&o gota a gota de Aliquat® (cloreto de N-
trioctilmetilaménio). O sélido resultante foi lavado com acetona, secado em estufa a
60 °C por 2 horas e transferido para um dessecador. Massa da porfirina (3) isolada: 28,9

mg (rendimento: 81 %).

CCD-SiO; (KNOs(sat):H,0:MeCN, 1:1:8 viv/v): R¢ = 0,47.

UV-vis (Hy0): Amax/nm (log &, L mol™ cm™): 264 (4,28), 417 (Soret; 5,29), 517 (4,21),
583 (3,85), 636 (3,22).

RMN de *H (500 MHz; d®-DMSO; TMS): 89,87 (s, 1H, OH), 9,73 (d largo, 3H, H*-
Piridil), 9,27-9,10 (m, 6H, Hp-pirrol), 9,10-9,01 (m, 5H, H°-piridil + Hp-pirrol) 9,01-
8,82 (m, 3H, H>-piridil) 8,74 (t, 3H, H*-piridil), 7,90-7,20 (m, H**°-fenil), 4,01-4,24
(m, 9H, Me-piridil), 3,93 (s, 3H, m-COCH3 ), —2,83 (s, 2H, N-H).
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3.4.2 Sintese da cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-
il)porfirina (H.MVanTriM-2-PyPCls) (4)
A HaMVanTriM-2-PyP** (4) foi obtida por duas rotas distintas partindo-se da
H,MVanTri-2-PyP (Rota 1) ou da H,VanTri-2-PyP (Rota 2) (Figura 3.4).

H,MVanTriM-2-PyP3* (4)

H,VanTri-2-PyP (1)

Figura 3.4 - Obtencdo da H,MVanTriM-2-PyP** por duas rotas: 1) via alquilagdo da

porfirina (2), 2) alquilacdo em meio bésico da porfirina (1).

3.4.2.1 Obtencéo da H,MVanTriM-2-PyPCl; (4) pela Rota 1

Partindo-se da H,MVanTri-2-PyP (2), o procedimento de sintese e purificacéo
da H,MVanTriM-2-PyP®* (4) foi idéntico aquele da (3), exceto que foram utilizados
30,5 mg de H,MVanTri-2-PyP (2) (0,045 mmol), 509 pL de tosilato de metila (3,4
mmol) e 3 mL de DMF. Massa da porfirina (4) isolada: 29,6 mg (rendimento: 80 %).

CCD-SiO; (KNOgs(sat):H,0:MeCN, 1:1:8 v/v/v): Rs = 0,47.
UV-vis (H,0): Amax/nm (log &, L mol™ cm™), H,0: 264 (4,28), 417 (Soret; 5,23), 517
(4,17), 583 (3,83), 635 (3,29).
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RMN de *H (500 MHz; d®-DMSO; TMS): & 9,73 (d largo, 3H, H3-Piridil), 9,25-9,10
(m, 6H, Hp-pirrol), 9,10-9,01 (5H, H°-piridil + Hp-pirrol) 9,01-8,82 (m, 3H, H>-piridil)
8,74 (t, 3H, H*-piridil), 7,90-7,65 (m, H**®-fenil), 4,24-4,01 (m, 9H, Me-piridil), 3,93
(s, 3H, m-HsCO), —2,85 (s, 2H, N-H).

3.4.2.2 Obtencéo da H,MVanTriM-2-PyPCl; (4) pela Rota 2

Partindo-se da porfirina H,VanTri-2-PyP (1), a metilacdo simultanea dos grupos
vanilina e piridilas foi efetuada usando um procedimento adaptado da sintese da
porfirina (3), sendo utilizados 5 mg de H,VanTri-2-PyP (0,0075 mmol), 113,8 pL de
tosilato de metila (0,75 mmol) e 2,7 mg de K,CO3 (0,019 mmol) em 0,5 mL de DMF; a
temperatura utilizada na sintese foi de 70 °C (YANG, 2000). O progresso da reagéo foi
monitorado por CCD-SiO, (KNOs(sat):H,O:MeCN, 1:1:8 v/v) e espectrocopia de
absorcdo UV-vis. Apds 17 horas de reagdo a 70 °C, a purificacdo da porfirina foi
efetuada de modo idéntico aquele descrito para a porfirina (3). Massa da porfirina (4)
isolada: 5,2 mg (rendimento: 83 %). Os dados de cromatografia em camada delgada e

espectroscopia de absorcdo UV-vis foram idénticos aqueles descritos na Rota 1.

3.5 Sintese dos complexos de Mn(I11)
3.5.1 Sintese da cloreto de 5-(3metoxi-4-hidroxixifenil)-10,15,20-tris(2-
piridil)porfirinatomanganés(l11) (MnVanTri-2-PyPCl) (5)

A MnVanTri-2-PyPCl (5) foi obtida pelo método do cloroférmio/metanol
(WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994). A uma solucdo de 29 mg de H,VanTri-2-PyP (1)
(0,044 mmol) em 2 mL de cloroférmio sob refluxo e agitacdo magnética adicionaram-se
2 mL de uma solucdo metandlica de 115,7 mg de Mn(OAc)2-4H,0O (0,44 mmol) (Fig.
3.5).

H,VanTri-2-PyP (1) MnVanTri-2-PyP" (5)
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Figura 3.5 - Esquema de sintese da manganés-porfirina monocatiénica MnVanTri-2-
PyP* (5).

A reacdo foi monitorada por espectroscopia de absorcéo eletronica na regido do
ultravioleta-visivel e CCD-Al,O; (CHCI3:MeOH, 9:1 v/v). Apds 12 h de refluxo, o
solvente foi eliminado em evaporador rotatorio e o sélido resultante foi purificado por
cromatografia em coluna de alumina neutra (atividade Brockman I, 2,0 cm x 10 cm)
usando CHCI3:MeOH (10:1, v/v) como eluente. A Mn-porfirina foi coletada como uma
fracdo castanho-escuro apdés eluicdo de um produto de cor verde. A fragdo de interesse
foi levada a um evaporador rotatorio, o solvente eliminado e sélido resultante foi seco
em estufa a 65 °C por 2 horas. O sdlido resultante foi dissolvido em 40 mL de agua
quente (~90 °C). Apds ajuste do pH da solucdo aquosa para 7,0 com ~4 uL de uma
solugdo de NaOH(aq) (1 mol L™), foram adicionados lentamente 80 mL de uma solugio
de NaCl(aq) (2 mol L™), sendo observada a formagao de um precipitado. A suspens&o
foi deixada em repouso ao abrigo da luz por 12 h para finalizar a precipitagdo da Mn-
porfirina na forma cloreto. A suspenséo foi filtrada, o sélido foi redissolvido em 40 mL
de agua quente (~90 °C) e a solucdo foi tratada novamente com NaCl. O sélido
resultante da reprecipitacdo foi lavado com agua e seco em estufa a 60 °C por 3 h.
Posteriormente, o sélido foi solubilizado em uma mistura de CH,Cl,:MeOH (10:1 v/v).
A solucdo foi filtrada em celite e o filtrado foi levado a secura em evaporador rotatério.
O solido resultante foi seco em estufa a 60 °C por 24 h, obtendo-se 26,6 mg da Mn-

porfirina (5) (rendimento: 90 %).

CCD-AlLO3 (CHCI;:MeOH, 10:1 v/v): R¢ = 0,85.

CCD-SiO; (KNOs(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v): R¢ = 0,81.

UV-vis (H,0): Ama/nm (log &, L mol™ cm™): 220 (4,68), 376 (4,71), 398 (4,68), 465
(Soret; 5,02), 559 (4,08), 773 (3,30).

3.5.2 Sintese da cloreto de 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(2-
piridil)porfirinatomanganés(l11) (MnMVanTri-2-PyPCl) (6)
A MnMVanTri-2-PyPCl (6) foi sintetizada de maneira idéntica a MnVanTri-2-
PyPClI (5), exceto que foram utilizados 20 mg da porfirina (2) (0,0295 mmol) e 77,6 mg
de Mn(OACc),-4H,0 (0,295 mmol) (Fig. 3.6).
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Mn(OAc
(OAc), -
CHCI3/MeOH, refluxo

H,MVanTri-2-PyP (2) MnMVanTri-2-PyP™ (6)
Figura 3.6 - Esquema de sintese da manganés-porfirina monocatiénica MnMVanTri-2-
PyP" (6).

A purificacdo ocorreu também de maneira andloga a Mn-porfirina (5), exceto
que, na etapa de precipitacdo com NaCl, utilizou-se 80 mL de agua quente para
dissolugdo da Mn-porfirina e 80 mL de solucdo de NaCl (2 mol L™?). Massa de
MnMVanTri-2-PyPCl isolada: 20,4 mg (rendimento: 81 %).

CCD-Al,O3 (CHCI3:MeOH, 10:1 v/v): R¢ = 0,85.

CCD-SiO; (KNOs(sat):H20:MeCN, 1:1:8 v/v/v): Rs = 0,81.

UV-vis (H,0): Ama/nm (log &, L mol™ cm™): 220 (4,66), 376 (4,68), 398 (4,66), 465
(Soret; 4,99), 559 (4,04), 773 (3,28).

3.5.3 Sintese da 5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-
il)porfirinatomanganés(l11) (MnVanTriM-2-PyPCl,) (7)

A MnVanTriM-2-PyPCl, (7) foi sintetizada utilizando um procedimento
adaptado da MnTM-2-PyPCls (BATINIC-HABERLE et al., 1998). Ap6s se dissolver
19,2 mg de H;VanTriM-2-PyPCl; (3) (0,0236 mmol) em 1 mL de &gua destilada,
ajustou-se o pH da solucdo resultante para 12 com solucdo aquosa de NaOH e
adicionaram-se 46,7 mg de MnCl,-4H,0 (0,236 mmol) (Fig. 3.7).
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MnCl, 3
NaOH(aq)/O,

H,VanTriM-2-PyP3* (3) MnVanTriM-2-PyP** (7)
Figura 3.7 - Esquema geral de sintese da manganés-porfirina tetracatidnica
MnVanTriM-2-PyPCl, (7).

O progresso da reacdo de metalacdo foi monitorado por CCD-SiO,
(KNO3(sat):H,O:MeCN, 1:1:8 v/v) e espectrocopia de absor¢do UV-vis. Apos 15 min a
temperatura ambiente, o sistema foi aquecido a ~70 °C por 45 min para que a reagéo se
completasse. O sistema foi resfriado para temperatura ambiente e a porfirina foi, entéo,
precipitada na forma de sal de PFs com adicdo gota a gota de uma solugdo aquosa de
NH4PFs (2 mol L™). O sélido foi filtrado, lavado com uma mistura de Et,O:iso-PrOH
(9:1 v/v) e secado em estufa a 60 °C. O sélido foi, entdo, dissolvido em acetona e a
porfirina foi precipitada na forma de CI” com adicio gota a gota de Aliquat®. O sélido
resultante foi lavado com acetona, secado em estufa a 60 °C por 4 horas e transferido

para um dessecador. Massa isolada da Mn-porfirina (7): 20,3 mg (rendimento: 95 %).

CCD-SiO; (KNOs(sat):H20:MeCN, 1:1:8 viv/v): R¢ = 0,13.
UV-vis (Hy0): Amax/nm (log &, L mol™ cm™): 262 (4,40), 369 (4,58), 459 (Soret; 4,91),
559 (4,00), 773 (3,16)

3.5.4 Sintese da 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(N-metilpiridinio-2-
il)porfirinatomanganés(l11) (MnMVanTriM-2-PyPCl,) (8)

A MnMVanTriM-2-PyPCl, (8) foi sintetizada e purificada usando procedimento
idéntico ao da MnVanTriM-2-PyPCl, (7), exceto que foram utilizados 29,6 mg de
H,MVanTriM-2-PyPCl; (0,036 mmol) e 142,4 mg de MnCl,-4H,O (0,72 mmol) (Fig.
3.8). Massa de MnMVanTriM-2-PyPCl, isolada: 30,1 mg (rendimento: 91 %).
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MnCl, 3
NaOH(aq)/O,
o Me

HoMVanTriM-2-PyP3* (3) MnMVanTriM-2-PyP** (7)
Figura 3.8 - Esquema geral de sintese da manganés-porfirina tetracatidnica
MnMVanTriM-2-PyPCl, (8).

CCD-SiO; (KNOs(sat):H,0:MeCN, 1:1:8 v/v/v): Rs = 0,13.

UV-vis (H20): Amax/nm (log €, L mol™ cm™): 220 (4,66), 376 (4,68), 398 (4,66), 465
(Soret; 4,99), 559 (4,04), 773 (3,28).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Porfirinas neutras de baixa simetria
411 Sintese da 5-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina
(H2VanTri-2-PyP)(1)

4.1.1.1 Reagdes exploratdrias em microescala

ReacOes exploratorias em microescala foram feitas utilizando uma mistura dos
aldeidos 2-piridinacarboxaldeido e vanilina nas propor¢des 9:1, 6:1 e na propor¢do
estequiométrica 3:1 para a obtencdo da porfirina (1). Os resultados mais favoraveis
foram aplicados posteriormente em escala preparativa para a obtencdo da H,VanTri-2-
PyP (1) e posteriormente para a H,MVanTri-2-PyP (2).

As reagdes de condensacdo de pirrol com os aldeidos 2-piridinacarboxaldeido e
vanilina em microescala foram realizadas mantendo-se a relagdo estequiométrica (1:1)
de pirrol e aldeidos, mas utilizando proporcbes relativas entre os aldeidos 2-
piridinacarboxaldeido:vanilina que variaram de 3:1 (relagdo estequiomeétrica para
porfirinas AsB; Fig 4.1), 6:1 e 9:1. Obviamente, quanto maior a propor¢do de 2-
piridinacarboxaldeido no sistema, maior a formacdo da porfirina simeétrica (ndo
desejada) H,T-2-PyP. No entanto, o uso de relacbes ndo-estequiométricas, inibe a
formacdo de compostos contendo mais de um grupo vanilina, o que diminui 0 numero
de espécies porfirinicas nas misturas; a simplificacdo da mistura poderia facilitar a
separacdo cromatografica posterior e eventualmente compensar a queda de rendimento
na porfirina AsB de interesse. Essa estratégia de uso de proporcdo de aldeidos distante
da relacdo estequiométrica ja foi usada anteriormente no preparo de porfirinas derivadas
da meso-tetrafenilporfirina (H,TPP) (MONICA et al., 2001).
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H,VanTri-2-PyP (1)
Figura 4.1 - Esquema de obtencéo da porfirina (1) e subprodutos nas reacdes realizadas

em relacdo estequiométrica dos aldeidos 2-piridinacarboxaldeido e vanilina.

Os testes em  microescala na  proporgdo  relativa de @ 2-
piridinacarboxaldeido:vanilina de 3:1 e 6:1 resultaram numa mistura cujas analises por
CCD-SiO; (CHCI3:MeCN, 7:3 v/v) indicaram a presenca de trés manchas fluorescentes
caracteristicas de porfirinas bases-livres, sendo uma delas a H,T-2-PyP. Ja as reagdes na
proporcdo de 2-piridinacarboxaldeido:vanilina 9:1 levaram a duas manchas
fluorescentes, nas analises por CCD-SiO,, correspondentes a H,T-2-PyP e a porfirina de
interesse (1) (Fig. 4.1). A presenca de porfirinas foi comprovada pela fluorescéncia
vermelha caracteristica destes compostos quando visualizados sob lampada UV de
comprimento de onda longo ~ 365 nm (STAHL et al., 1969; TOUCHSTONE et al.,
1969; SARI et al., 1990) e espectroscopia de absorcéo eletrénica na regido do UV-vis.
A identificacdo preliminar das manchas nas placas por CCD foi efetuada por meio da
coeluicdo da mistura de reacdo com amostras auténticas de H,T-2-PyP e com base no
fator de retencdo (Ry) de sistemas analogos de porfirinas de baixa simetria com 0s
grupos fenila descritos na literatura (SARI et al.,, 1990). Auséncia de mancha
correspondente a meso-tetrakis(3-metoxi-4-hidroxifenil)porfirina (H,TVanP) nas placas
CCD confirmou que a H,TVanP ndo se formava na reacdo, mesmo na condicdo de
maior concentracdo de vanilina (3:1).

A separacdo entre porfirinas contendo grupos piridilas e as demais impurezas
(genericamente denominadas “polipirrdis”, produtos majoritarios nessas reagdes) via
precipitacdo requer condicOes bastante diferenciadas das meso-tetrafenilporfirinas, uma
vez que porfirinas contendo grupos fenil precipitam diretamente no meio reacional ap6s

adicdo de metanol. As porfirinas contendo os grupos 2-piridil estdo na forma protonada
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em meio &cido (Fig. 4.2) e permanecem sollveis no meio reacional (HAMBRIGHT et
al., 1985).

H,T-2-PyP HgT-2-PyP** HgT-2-PyP%*

Figura 4.2 - Comportamento acido-base da H,T-2-PyP, também aplicavel as porfirinas

bases livres de interesse neste trabalho.

A purificagcdo das porfirinas formadas nas reagdes exploratdrias foi efetuada
usando-se um procedimento adaptado daquele empregado para N-piridilporfirinas
simetricas (HAMBRIGHT et al., 1985), que envolve o isolamento de uma amostra de
“porfirina bruta” por precipitagio em meio aquoso seguido de purificacdo por
cromatografia em coluna. A adicdo de dgua ao meio acido contendo N-piridilporfirinas
seguida de ajuste do pH para ~3 resultou na precipitacdo das porfirinas, mas o solido
continha também parte de polipirrdis insolliveis neste pH. Ao submeter este precipitado
a extracdo solido-liquido com cloroférmio, observou-se por CCD-SiO, (CHCI3:MeCN,
7:3 v/v) a auséncia de porfirinas no solido remanescente e um enriquecimento
consideravel de porfirinas na fase organica.

A precipitacdo seletiva de grande quantidade de polipirrol ainda presente na fase
cloroférmio foi conseguida por meio do ajuste da polaridade do meio, com adicdo de
acetato de etila e n-hexano de modo a se obter uma mistura CHCl3: AcOEt:n-hexano na
proporcao 4:4:3 v/vlv. Essa estratégia de precipitacdo seletiva de parte dos polipirrdis
ndo tem precedentes na literatura. A escolha do sistema ternario de solventes bem como
a proporc¢do relativa dos componentes foi otimizada para maximizar a eliminacdo de
polipirrdis sem precipitar as porfirinas de interesse. E importante ressaltar que o
rendimento tipico de N-piridilporfirinas nas reacdes de condensacdo de pirrol e aldeido
raramente ultrapassa 10 %, sendo os polipirrdis os 90 % restantes (produtos
majoritarios). Apesar de parecer uma inovagdo simples, esta etapa de precipitacdo

seletiva mostrou-se bastante efetiva para obtencdo de uma fracdo de porfirinas contendo
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pouco polipirrol, facilitando consideravelmente as purificagbes cromatogréficas
subsequentes.

Ao se otimizar as condi¢Bes cromatograficas de purificacdo por CCD-SiO,,
percebeu-se que a estratégia mais eficiente para escalonamento para cromatografia em
coluna, considerando-se a facilidade de separacdo dos componentes de interesse e a
rapidez de eluigdo, seria a realizacdo de duas colunas cromatograficas. Na primeira,
usou-se como eluente a mistura CHCI;:MeOH (10:1 v/v), para eliminagdo dos
polipirrdis remanescentes (Rf = 0 — 0,2), sendo coletada a fracdo contendo a mistura de
porfirinas (Rs = 0,8). J& na segunda coluna, usou-se como eluente a mistura
CHCI3:MeCN (7:3 v/v), para separacdo entre as porfirinas da mistura, incluindo a
porfirina de interesse (1) (Rf = 0,28). Todo o processo cromatogréfico de elui¢do das
porfirinas foi acompanhado por lampada ultravioleta de comprimento de onda longo
(~365 nm), sendo nitida a fluorescéncia caracteristica das porfirinas. Apenas as fracdes
fluorescentes continham porfirinas, o que foi corroborado por analises por
espectroscopia eletronica de absor¢do na regido do UV-vis. Nas reacdes com relacédo
molar 9:1 entre os aldeidos, a porfirina (1) foi a primeira a ser eluida, seguida da H,T-2-
PyP. Ja nas reacbes com propor¢cbes menores de vanilina, a saber, 2-
piridinacarboxaldeido:vanilina 6:1 e 3:1, a H,VanTri-2-PyP foi o segundo produto
porfirinico a ser recolhido na coluna, antecedida por um composto porfirinico ndo
identificado (possivelmente uma porfirina A;B;) e sucedida pela H,T-2-PyP.

E importante destacar que os objetivos dessas reacdes exploratorias eram
fornecer um guia para escalonamento da sintese. A quantidade de material recolhido
ndo foi sequer suficiente para pesagem e determinacdo segura de rendimento, sendo a
avaliacdo relativa de distribuicdo de produtos porfirinicos feita por inspecdo visual da
intensidade relativa das manchas nas placas CCD. A caracterizacdo (tentativa) das
porfirinas isoladas foi efetuada por comparacdo com dados de espectroscopia UV-vis e
CCD-SiO, de amostras padrdao de H,T-2-PyP, H,TVanP e dados da literatura para
sistemas a base de benzaldeido (SARI et al., 1990). Estas reac6es exploratorias foram,
no entanto, essenciais para estabelecimento das condicGes de sintese e purificacdo em
maior escala, que permitiram o isolamento e caracterizacdo dos produtos de interesse.

Alternativamente as reacdes feitas pelo método de classico de condensacdo de
pirrol e aldeido em &cido carboxilico como solvente/catalisador (ADLER et al., 1964),
testes utilizando o método de Gonsalves (GONSALVES et al., 1991) usando uma

mistura de acido acético:nitrobenzeno (7:3, v/v) indicaram a formacdo de porfirinas de
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maneira andloga ao método classico. Estudos com o método de Gonsalves foram, no
entanto, descontinuados devido a grandes dificuldades na obtencdo da amostra de
“porfirina bruta” via ajuste de pH, uma vez que as porfirinas se mantiveram em solugao,
provavelmente solubilizadas no nitrobenzeno; isto implicaria etapas cromatograficas
laboriosas para eliminacdo de todo o polipirrol gerado na reacdo. Uma situagéo
semelhante, onde se preferiu 0 método de Adler-Longo as condi¢des de Gonsalves,
devido a dificuldades na purificacdo, foi reportada para a condensacdo de pirrol e
veratraldeido (uma vanilina O-metilada) (REBOUGCAS, 2006).

4.1.1.2 Reacdes em escala preparativa

As reacdes de obtencdo da porfirina (1) empregando a condensacdo de pirrol
com os aldeidos 2-piridinacarboxaldeido e vanilina nas proporcdes relativas entre os
aldeidos 2-piridinacarboxaldeido:vanilina 3:1 (relagdo estequiométrica) e 9:1 foram
escalonadas para uma quantidade de reagentes cerca de 17 vezes maior em relacdo as
reacOes exploratorias em microescala. As condicdes de sintese e esquema geral de
purificacdo foram semelhantes as reacGes em microescala, sendo necessarios ajustes
pontuais durante o escalonamento.

A coluna cromatografica para isolamento da porfirina de interesse (1) utilizando
a mistura eluente CHCI3:MeCN na propor¢do 7:3 (v/v), definida nos testes
exploratérios, durou 12 horas na escala preparativa. Essa proporcdo de solventes foi,
entdo, ajustada para CHCI3:MeCN 1:1 (v/v) apds um estudo de modelagem de misturas
feito pelo grupo, sendo o tempo de duracdo da coluna reduzido significativamente para
2-3 h (BUENO-JANICE et al., 2015).

O rendimento isolado da porfirina de interesse (1) nas reacdes em propor¢do
estequiométrica de aldeidos foi de aproximadamente 2% a 3% (40-45 mg por batelada).

Analises por CCD-SiO; utilizando como eluente a mistura CHCl3:MeCN (1:1,
v/v) indicaram que a H,VanTri-2-PyP tem o fator de retencdo (Ry) 0,56 e a H,T-2-PyP
0,30. Um maior valor do fator de retencdo implica em maior lipofilicidade. Este
resultado suporta a expectativa de que a introducdo do grupo vanilina na estrutura da
porfirina, em substituicdo a um dos grupos piridilas da H,T2-PyP, resultaria em uma

porfirina com maior lipofilicidade.

Espectros de absorcdo eletrénica na regido do UV-vis da H,VanTri-2-PyP

registrados em acetona apresentaram a banda Soret na regido de 400 nm e quatro bandas
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Q na regido do visivel, tal como a maioria das porfirinas bases-livres (FUHRHOP;
MAUZERALL, 1969; WIJESEKERA; DOLPHIN, 1994). Os dados espectroscopicos
de UV-vis sdo consistentes com aqueles apresentados para compostos analogos
derivados de porfirinas simétricas, tais como H,T-2-PyP e porfirinas de baixa simetria
contendo misturas dos grupos piridil e fenil, como a H,PhTri-2-PyP (SARI et al., 1990).
As menores energias das bandas Soret e Q da H,VanTri-2-PyP em relacdo a porfirina de
referéncia H,T-2-PyP sdo consistentes com o carater eletrorretirador ligeiramente menor
que 0s grupos meso da H,VanTri-2-PyP exercem sobre o anel porfirinico, em
comparagdo com aqueles da H,T-2-PyP de referéncia (Fig. 4.3).
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Figura 4.3 — Espectros comparativos registrados em acetona da H,T-2-PyP (linha azul)
e HpVanTri-2PyP (1) (pontilhado vermelho). A expansdo corresponde a regido das

bandas Q de cada porfirina.

O espectro de RMN de 'H da H,VanTri-2-PyP (1) registrado em d®-DMSO
apresentou um singleto proximo a —2,94 ppm na regiao correspondente aos hidrogénios
NH pirrélicos internos da porfirina, que sdo consideravelmente blindados devido a
corrente © do anel porfirinico (LITTLE et al., 1975; SARI et al., 1990). A presenca de
um singleto em 3,93 ppm ¢é atribuido aos hidrogénios metilicos do grupo metoxila da
vanilina (Fig. 4.4). O hidrogénio fendlico da vanilina (OH), correspondente a um
singleto em 9,54 ppm. As atribui¢cBes dos atomos de hidrogénio trocaveis NH e OH
foram confirmadas pelo desaparecimento dos respectivos sinais com a adi¢do de duas

gotas de D,0 ao sistema (Apéndice B).
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Figura 4.4 — Espectro de RMN de *H 500 MHz em d°-DMSO da H,VanTri-2-PyP (1),
com destaque para as atribuicdes dos hidrogénios internos NH hidrogénios metilicos do
grupo metoxila da vanilina. A regido expandida compreende aos deslocamentos do OH
da vanilina e dos hidrogénios aromaticos dos grupos vanilina, 2-piridila e p-pirrélicos,

cujas atribuicdes serdo detalhadas na Fig. 4.5.

Os sinais correspondentes aos atomos de hidrogénio aromaticos estdo presentes
na regido de 7,00 até 9,30 ppm.

A presenca do grupo vanilina na H,VanTri-2-PyP (1) é caracterizado por um
singleto em 7,82 ppm atribuido ao hidrogénio c¢ (posicdo 2 do grupo fenila), e por dois
dubletos em 7,24 e 7,63 ppm (J = 8,0 Hz) que podem ser atribuidos aos hidrogénios d
(posicéo 5) e hidrogénio e (posicdo 6 do fenila), respectivamente, que acoplam entre si.
O sinal d é mais blindado que o e, devido ao primeiro estar orto ao grupo OH, que é um
grupo doador de elétrons.

Os sinais dos hidrogénios dos anéis 2-piridila aparecem na regido entre 7,85 e
9,15 ppm (Fig. 4.5). Devido a baixa simetria da molécula, existem dois grupos 2-piridil
distintos: aqueles cis o grupo vanilina e aquele trans a vanilina. Os sinais desses dois
grupos apareceram, no entanto sobrepostos nas mesmas regides do espectro. Os

hidrogénios g/g’ (posicdo 4 do piridila) sdo os mais mais blindados (7,88 ppm), por
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estarem na posi¢do mais rica em densidade eletrénica no anel piridinico. Os 4&tomos de
hidrogénio f/f* estdao presentes em 8,28 ppm e acoplam com os hidrogénios h/h’ (J =
7,20 Hz), que estdo presentes em 8,36 ppm (REBOUCAS et al., 2002) (Fig. 4.9). Os
hidrogénios i/i> (posi¢do 3 do piridila), que correspondem a um dubleto em 9,10 ppm,
séo os mais desblindados de cada grupo piridila, por estarem ligados ao carbono vizinho
do nitrogénio (posicdo 2), que exerce efeito indutivo de forma mais pronunciada na
posicao 3 do anel piridila (SARI et al. 1990).
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Figura 4.5 - Espectro RMN de 'H das regifes correspondentes aos atomos de

hidrogénio do grupo fenil e 2-piridil da H,VanTri-2-PyP (1).

Ao contrario do singleto tipico dos hidrogénios B de porfirinas simeétricas, como
a H,T-2-PyP (KAMP; SMITH, 1996; REBOUCAS et al., 2002), espera-se um conjunto
de 4 dubletos para os hidrogénios B-pirrolicos na H,VanTri-2-PyP (1), em razdo da
baixa simetria desta porfirina. O sinal entre 8,98 e 9,04 ppm € correspondente aos dois
hidrogénios B1, mais proximos do grupo vanilina, o que coincide com a regido dos
sinais dos hidrogénios B-pirrolicos da porfirina simétrica H,TVanP (NUTALAPATI,
2011), que contém quatro substituintes vanilina. Os demais sinais dos hidrogénios 2 a

B4, que correspondem aos hidrogénios mais proximos dos anéis piridila, aparecem
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sobrepostos na regido entre 8,78 e 8,90 ppm (B2-p4), que coincidem com a regido dos
hidrogénios B-pirrélicos da porfirina de referéncia H,T-2-PyP (KAMP; SMITH, 1996;
REBOUCAS et al., 2002)

4.2.2 Sintese da 5-(3,4-dimetoxifenil)-10,15,20-tris(2-piridil)porfirina (H,MVanTri-
2-PyP)(2)

A sintese da H,MVanTri-2-PyP (2) foi realizada via condensacéo de pirrol e 0s
aldeidos 2-piridinacarboxaldeido e veratradeido, usando proporcdo relativa entre os
aldeidos 2-piridinacarboxaldeido:vertradeido de 3:1 (relagdo estequiométrica). O
veratraldeido é um composto que pode ser obtido através da metilacdo do grupo OH
para da vanilina (Fig. 4.6). Esperou-se que a metilagdo do grupo OH reduzisse a
polaridade do grupo vanilina e aumentasse a lipofilicidade da porfirina H,MVanTri-2-
PyP em relagéo a H,VanTri-2-PyP.

__ O
3 /
¢ A
4<\ 7/ . AcOH
[EEEE— .
o 100 °C, 1h subprodutos
1 MeO
H

H,MVanTri-2-PyP (2)
Figura 4.6 - Esquema de obtencdo da porfirina (2) e subprodutos nas reacGes

realizadas em relacdo estequiométrica dos aldeidos 2-piridinacarboxaldeido e metil-

vanilina.

O procedimento de sintese da porfirina (2) ocorreu de maneira analoga a
porfirina (1), mas as etapas de purificacdo sofreram alguns ajustes. Apos a obtencédo da
“porfirina bruta” via precipitagio em meio aquoso, verificou-se a necessidade de
substituir o solvente de extracdo sélido-liquido de CHCI; (empregado na (1)) por
CHCI3:AcOEt:n-Hexano na proporcdo 4:4:3 (v/vlv), para evitar a solubilizacdo
completa da “porfirina bruta” da (2) com CHCIl;. O uso da mistura ternaria
CHCI3:AcOEt:n-Hexano (4:4:3, v/v/v) contribuiu para extracdo da mistura dos produtos
porfirinicos e eliminicdo de grande parte das impurezas do sistema, que permaneceram

na fase solida.
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A primeira etapa cromatografica em coluna de SiO, para purificacdo das
porfirinas do extrato em CHCI;:AcOEt:n-Hexano (4:4:3, v/vlv), utilizando como
eluente a mistura CHCIls/MeOH 20:1, permitiu a separacdo efetiva entre a porfirina de
interesse (2) e a H,T-2-PyP, porém ndo levou a eliminacdo de sub-produtos de cor
marrom (n&o-identificados) e de uma outra porfirina (provavelmente uma porfirina com
dois grupos vanilina do tipo A;B;) que tém valores de R muito proximos ao da (2) no
eluente empregado na coluna. Estes contaminantes podem ser facilmente detectados por
CCD-SiO; usando a mistura CHCI3:MeCN (1:1, v/v) como eluente. Testes de CCD-
SiO, com diversos eluentes indicaram que o mais eficiente no processo de purificacdo
final da porfirina (2) seria CHCls:acetona (4:1 v/v). Assim, o isolamento da porfirina de
interesse (2) foi alcangado a partir de uma nova purificacdo cromatogréafica em coluna
de SiO,, utilizando CHCls:acetona (4:1 v/v). A primeira fracdo fluorescente foi
descartada (porfirina ndo identificada) e a segunda fragcdo fluorescente, correspondente a
porfirina de interesse, foi recolhida. Em algumas bateladas, foi necessario uma filtracao
rapida em SiO, utilizando CHCls:acetona (4:1 v/v) para eliminacdo completa do
subproduto marrom. O rendimento isolado da porfirina (2) foi 3 % (48-54 mg por
batelada).

A H;MVanTri-2-PyP (2), tal qual a H,VanTri-2-PyP (1), € um solido roxo.
Anélises por CCD-SiO; feitas de maneira independente com as misturas CHCls:acetona
(4:1, viv) e CHCI3:MeCN (1:1, v/v) como eluentes indicaram que a porfirina (2)
apresenta Ry maior que a (1) e a H,T-2-PyP. Este resultado suporta a expectativa de que
a introducdo do grupo veratril em substituicdo a vanilina, resultaria em uma porfirina

com maior lipofilicidade (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Dados comparativos dos fatores de retencdo (Rg) em CCD-SiO, entre as

porfirinas bases livres neutras relevantes neste trabalho.

Porfirina R¢
CHCI3:MeCN (1:1, CHCl3:Acetona (4:1,
V/V) V/V)
H,T-2-PyP 0,30 0,12
H,VanTri-2-PyP (1) 0,56 0,38
H,MVanTri-2-PyP (2) 0,63 0,52

O espectro UV-vis da porfirina (2) (Fig. 4.7), registrado em acetona, € muito
semelhante ao da (1) e a HoPhTri-2-PyP (onde Ph = fenil), refletindo as semelhangas

eletrbnicas e estruturais entre essas porfirinas As;B de baixa simetria (Tabela 4.2). O
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perfil dos espectros guarda, por sua vez, também bastante similaridade com aquele da
porfirina correspondente de simetria A4, H,T-2-PyP (Tabela 4.2).
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Figura 4.7 — Espectro UV-vis da H,VanTri-2PyP (1) (linha amarela) e H,MVanTri-2-
PyP (2) (pontilhado preto) em acetona. A expansdo compreende as bandas Q.

Tabela 4.2 — Dados de espectroscopia eletronica de absor¢do na regido do UV-vis (em

acetona) para amostras de interesse para este estudo.

Porfirinas Amax/nm
H,VanTri-2-PyP (1) 415 (Soret), 510, 545, 586, 644
H,MVanTri-2-PyP (2) 415 (Soret), 510, 545, 588, 644
H,PhTri-2-PyP® 417 (Soret), 512, 545, 586, 642
H,T-2-PyP 413 (Soret), 509, 540, 586, 650

4Sari et al., 1990

De um modo geral, o espectro de RMN de *H da H,MVanTri-2-PyP (2) (Fig.
4.8), registrado em d®-DMSO, foi bastante semelhante aquele da H,VanTri-2-PyP (1)
(Figs. 4.4 e 4.5). Os sinais correspondentes nos espectros das duas porfirinas
apresentaram apenas pequenos deslocamentos e compartilharam multiplicidades
semelhantes. A presenca de um singleto em 4,17 ppm, correspondente aos hidrogénios
p-OCHj; do grupo veratril da H,MVanTri-2-PyP (2) é consistente com a auséncia do
singleto na regido de 9,5 ppm associado ao sinal p-OH do grupo vanilina da H,VanTri-
2-PyP ().
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Figura 4.8 - Espectro de RMN de *H de 200 MHz da H,MVanTri-2-PyP (2) registrado
em d®-DMSO. A expansdo compreende & regido dos hidrogénios aromaticos: B-

pirrélicos (preto), piridilas (verde), metil-vanilina (azul).

4.3 Obtencdo das porfirinas catidnicas H,VanTriM-2-PyP**(3) e H,MVanTriM-2-
PYP*(4)

Reacdes de metilacdo das porfirinas bases livres neutras HoVanTri-2-PyP (1) e
H,MVanTri-2-PyP (2) com tosilato de metila em N,N-dimetilformamida (DMF) foram
realizadas para obtencéo de porfirinas catiénicas. A H,VanTriM-2-PyP** (3) foi obtida
via metilacéo seletiva dos grupos piridila da (1) em DMF a 105 °C, na auséncia de uma
base, para manter o grupo OH da vanilina inalterado (Fig. 4.9). J4 a H,MVanTriM-2-
PyP** (4) foi obtida por duas rotas distintas: 1) nas mesmas condicdes de obtencdo da
(3), isto é, reagdo com MeOTs em DMF a 105 °C partindo-se, no entanto, da
H,MVanTri-2-PyP (Rota 1, Fig. 4.9); ou 2) via alquilacdo da H,VanTri-2-PyP com
MeOTs em DMF a 70 °C na presenca de K,COj3 (Rota 2, Fig. 4.9).

Na sintese da porfirina (4), a reducdo de temperatura de 105 °C na Rota 1 para
70 °C na Rota 2 foi necessaria evitar a formagéo de um contaminante de cor marrom de
dificil eliminacdo nas etapas de purificacdo. A formacdo de produtos indesejados na

presenca de K,CO; em DMF a temperatura elevada pode estar associada a auséncia de
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uma atmosfera inerte no meio reacional (nitrogénio ou argdnio) e possivel oxidacdo do
fenol (vanilina) (MILGROM et al., 1996; BATINIC-HABERLE et al., 2005). Os
produtos isolados por qualquer das Rotas (1 ou 2) foram idénticos cromatogréfica e
espectroscopicamente (dados abaixo).

O procedimento de isolamento das porfirinas cationicas (3) e (4) foi idéntico e
envolveu, inicialmente, a eliminacdo do solvente e excesso de MeOTs através de
extracdo liquido-liquido com a mistura cloroférmio/agua (fase aquosa). A porfirina
catidnica, que permaneceu na fase aquosa por ser hidrofilica, teve a purificacdo final
realizada via o processo de metatese OTs /PFg /CI™ tipico de isolamento de N-
alquilpiridilporfirinas na forma de sal de cloreto (BATINIC-HABERLE et al., 1998).

Rota 1

MeOTs
DMF, 105 °C

H,VanTriM-2-PyP3* (3)

H,VanTri-2-PyP (1)

Figura 4.9 — Esquema geral de obtencdo das porfirinas catibnicas de baixa simetria. Em
destaque, obtengdo da H,VanTriM-2-PyP*" (3) via alquilagdo com tosilato de metila.
Obtencdo da H,MVanTriM-2-PyP** (4) por duas rotas: 1) mesmas condices da

H,VanTriM-2-PyP**, 2) alquilagdo em meio basico.

A etapa de metétese OTs /PFg resultou na precipitagdo das porfirinas catidnicas

(3) e (4) na forma de sal de hexafluorofosfato. A lavagem dos sélidos com uma mistura
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de éter etilico:alcool isopropilico foi adaptada da literatura (BATINIC-HABERLE et
al., 1998), sendo a proporcéo de éter:alcool ajustada de 1:1 para 9:1 (v/v), devido ao
alcool isopropilico em maior concentracdo levar a dissolucdo das porfirinas. A metatase
PFs /CI foi efetuada em acetona usando o agente de troca i6nica Aliquat® (cloreto de
N-trioctilmetilamdnio). Os processos de metatese foram repetidos para eliminar
possiveis impurezas. O rendimento isolado da porfirina (3) foi 81 % e da (4) foi de 80
(rota 1) e 83 % (rota 2), respectivamente.

As porfirinas catidnicas resultantes de cada de sintese foram analisadas por
CCD-SiO; utilizando, inicialmente, o eluente KNOs(sat):H,O:MeCN na proporgédo
1:1:8 (v/vlv). As porfirinas tricatidnicas (3) e (4) (Rota 1 ou Rota 2) apresentaram
valores de R; maiores que a porfirina tetracatidnica de referéncia H,TM-2-PyP*",
indicando que a diminuicdo da carga total das porfirinas ndo-simétricas preparadas neste
trabalho contribui efetivamente para o aumento da lipofilicidade, em comparagdo com o
composto analogo simétrico tetracatiénico H,TM-2-PyP*".

O fato das porfirinas (3) e (4) apresentarem ambas trés cargas positivas e
diferirem apenas em parte do grupo vanilina (OH (3) vs. CHs (4) na posi¢do para)
contribuiu para que a diferenciacdo destes compostos por CCD-SiO, utilizando
KNOj(sat):H,O:MeCN na proporcdo 1:1:8 (v/v/v) ndo fosse bem sucedida. A
substituicdo da solucdo saturada de KNOj3 no eluente por uma solucao de hidréxido de
sodio explorou a possibilidade de ionizacdo do grupo OH fendlico da (3) (Fig. 4.10),
buscando diferencia-la da (4). Assim, uma mistura eluente que se mostrou efetiva na
diferenciacdo das porfirinas tricatidnicas foi NaOHpq (1 mol L™?):H,0:MeCN na
proporcdao de 1:1:2 v/v/v. Os valores de R; comparativos com o eluente padrédo
H,O/KNOj3(sat)/MeCN 1:1:8 (v/v/v) estdo presentes na Tabela 4.3.
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2+

HaVanTriM-2-PyP®* H,VanTriM-2-PyP?*

Figura 4.10 — Desprotonacdo da hidroxila fenélica acida da H,VanTriM-2-PyP** (3)

atraves da acéo de base.

Tabela 4.3 — Dados comparativos de CCD-SiO, das porfirinas catidnicas relevantes

para este trabalho.

Porfirina R¢
KNOs(sat)/H,0/MeCN  NaOH (1 mol L™)/H,0/MeCN
1:1:8 viviv 1:1:2 viviv
H.VanTriM-2-PyPCl; 0,47 0,65
H,MVanTriM-2-PyPCl3* 0,47 0,58
H,TM-2PyPCl," 0,08

®Rota 1 ou Rota 2. ° Dado da literatura (BATINIC-HABERLE et al., 1998)

A porfirina (3), apesar de ser mais polar que a (4), apresentou valor de Ry maior
ao se utilizar, como eluente da CCD-SiO,, a mistura de solventes NaOH
(1 mol L™*):H,0:MeCN (1:1:2 v/v/v). A explicacdo pode estar associada ao fato de o
grupo OH da (3) poder se ionizar a fenolato diminuindo a carga global da porfirina de
+3 para +2 (Fig. 4.11), enquanto que a carga global da (4) (que ndo possui grupo acido)
permanecer inalterada neste eluente. O efeito do aumento do Ry cromatografico com a
reducdo da carga global de porfirinas catidnicas € bem estabelecido na literatura
(REBOUCAS et al., 2008d; SPASOJEVIC et al., 2011).

Analises termogravimétricas TGA/DTA foram realizadas com o objetivo de se
determinar o grau de hidratacdo das porfirinas e consequentemente a formulacdo dos
solidos isolados. Porfirinas e metaloporfirinas catibnicas isoladas de sistemas aquosos
contém, invariavelmente, aguas de hidratacdo (PINTO et al., 2013). A perda de &gua de

hidratacdo que as porfirinas bases livres catidnicas sofreram foi associada a um evento
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endotérmico no intervalo de 29-138 °C, em uma faixa de temperatura bastante

semelhante aquela reportada para a desidratagdo da porfirina tetracatibnica H,TM-4-
PyPCl,-8H,0 (CARRADO et al., 1992) e da Mn-porfirina pentacationica MnTE-2-
PyPCls-11H,0 (PINTO et al., 2013). As perdas de massa de 11,7 % e 5,7 % para as
porfirinas catdnicas em estudo sdo consistentes, respectivamente, com as formulagdes
H,VanTriM-2-PyPCls-6H,0 (3) (Fig. 4.11) e H,MVanTriM-2-PyPCls-3H,0 (4) (Fig.

4.12) . O maior nimero de 4guas de hidratacdo na H.VanTriM-2-PyP** pode estar

associada a presenca do grupo polar OH fendlico da vanilina.
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Figura 4.11 — TGA, DTG, DTA da H,VanTriM-2-PyPCl5.6H,0 (3).
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Os espectros de absor¢do UV-vis das porfirinas (3) e (4) em H,O foram
praticamente sobreponiveis, 0 que é consistente com a elevada semelhanca estrutural

entre as porfirinas (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 — Dados espectroscopicos das porfirinas catibnicas (registrados em &gua)
relevancia neste trabalho.

Porfirinas Ama /nm (log & /L mol* cm™)

H.VanTriM-2-PyP>* (3) 417 (5,29), 517 (4,21), 583 (3,85), 636 (3,22)
H,MVanTriM-2-PyP**(4) 417 (5,23), 517 (4,17), 583 (3,83), 635 (3,29)
H,PhTriM-2-PyP** 418 (5,40), 517 (4,00 ), 580 (3,60), 640 (3,30)
H,TM-2-Pyp** ° 413 (5,32), 510 (4,13), 544 (3,49), 581 (3,72), 635 (3,13)

%(SARI etal., 1990),° (BATINIC-HABERLE et al., 2002)

As porfirinas bases livres (3) e (4) apresentaram absortividades molares mais
baixas que a porfirina simétrica de referéncia H,TM-2-PyP** e a porfirina de baixa
simetria HoPhTriM-2-PyP (SARI et al. 1990; BATINIC-HABERLE et al., 2002). A
explicacdo deste fato pode ser sugerida analisando-se a largura da banda Soret das
porfirinas catibnicas, as quais sdéo bem mais largas do que as porfirinas com quatro
grupos 2-N-metilpiridinio (Tabela 4.5). A baixa absortividade molar apresentada pelas
porfirinas de baixa simetria H,VanTriM-2-PyP** e H,MVanTriM-2-PyP**pode estar
com a baixa amplitude e alargamento dos picos que geram a banda Soret r em relagédo a
porfirinas de alta simetria como a H,TM-2-PyP*" e H,TE-2-PyP** (que apresentam

bandas mais finas).

Tabela 4.5 — Medidas comparativas da largura a meia altura da banda Soret (espectro
registrado em agua) das porfirinas catidnicas deste trabalho e porfirina simétrica H,TE-
2-PyP*".

Porfirinas log £ (L mol™ cm™) Largura a meia altura
H,VanTriM-2-PyP*"* 5,29 36,0 nm
H,MVanTriM-2-PyP** 5,23 36,4 nm
H,TE-2-PyP* 5,33 28,9 nm

* (BATINIC-HABERLE et al., 2002)
De modo analogo as observagdes nas analises por CCD (pag. 48), foi necessario
0 ajuste do pH para se observar uma diferenciagédo nos espectros UV-vis das porfirinas

(3) e (4). Em um ambiente basico, um composto apresentando uma hidroxila fendlica
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como a porfirina (3), é ionizado a um fenolato que pode se estabilizar como uma espécie
de reminiscente de uma quinona conjugada ao anel porfirinico (grupo cromdforo),
alterando as bandas do espectro UV-vis. Assim, as analises foram realizadas em tampéo
fosfato pH 7,8 (0,05 mol L™) e tampdo borato pH 9,3 (0,1 mol L™). Enquanto os
espectros registrados em tampdo fosfato pH 7,8 foram idénticos aqueles registrados em
agua (Apéndice C), em tampdo borato pH 9,3 foi observada uma mudanca bastante
significativa no espectro da (3) (Fig. 4.13), consistente com a contribuicdo de uma
espécie tipo quinona associado ao grupo vanilina desprotonado (fenolato).
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Figura 4.13 - Espectros UV-vis normalizados da H,VanTriM-2-PyP** (3) registrados
em tampao fosfato pH 7,8 (linha verde) e tampé&o borato pH 9,3 (pontilhado azul).

Os espectros da porfirina (4) registrados em tampdo borato pH 9,3 ndo
apresentaram alteracdo significativa em relacdo aos espectros registrados em agua ou
tampao fosfato pH 7,8 (Fig. 4.14), o que é consistente com a auséncia do grupo fendlico

acido nesta porfirina.
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Figura 4.14 - Espectros UV-vis normalizados da H.MVanTriM-2-PyP** (4) registrados
em tampao fosfato pH 7,8 (linha verde) e tampé&o borato pH 9,3 (pontilhado preto).

Testes qualitativos de acidez feitos por UV-vis nas porfirinas (3) e (4) indicaram
gue os a&tomos de nitrogénio pirrélicos de ambas as porfirinas protonam em pH entre 0 e
1, fato comprovado pelo deslocamento da banda Soret para regido de mais baixa energia
e diminuicdo do numero de bandas Q para dois (Apéndice A). A maior acidez dos
atomos de hidrogénio internos das porfirinas quatro grupos piridila como a H,TM-2-
PyP* e a H,TE-2-PyP*, por exemplo, facilita a desprotonacdo, ionizacdo dos
nitrogénios em pH 12 e a insercdo do manganés no anel porfirinico.

O espectros de RMN de *H das porfirinas tricationicas H,VanTriM-2-PyP** (3) e
H,MVanTriM-2-PyP*" (4) foram registrados em d°~-DMSO. Todas porfirinas cationicas
resultantes da alquilacdo de 2-N-piridilporfirinas apresentam o fenémeno de
atropisomerismo, uma vez gque o grupo 2-piridila alquilado ndo possui livre rotacdo em
torno do plano do anel porfirinico (IAMAMOTO et al., 1994; SPASOJEVIC et al.,
2002; 2007). Assim, ambas as porfirinas catidnicas preparadas neste trabalho foram
isoladas como uma mistura de atropoisdmeros, a saber aao, apa e aop, cuja distribuicdo
estatistica € 1:1:2, respectivamente (Fig. 4.15). Por se tratar de uma mistura de isbmeros
rotacionais, os espectros de RMN de 'H das porfirinas H,VanTriM-2-PyP** (3) e
H,MVanTriM-2-PyP*" (4) sdo complexos, apresentando sinais sobrepostos em algumas
regides e dificultando bastante as atribui¢cGes inequivocas dos sinais as respectivas

espécies (SPASOJEVIC et al., 2002; 2007). Enquanto a separacdo por cromatografia
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em coluna dos atropisdmeros de 2-N-alquilpiridilporfirinas de cadeia longa sdo factiveis
usando misturas de solventes orgéanicos como eluente (IAMAMOTO et al., 1994), a
separagdo de 2-N-alquilpiridilporfirinas de cadeia curta, como metila, é reportada com o
uso de solventes aquosos de alta salinidade em condi¢fes de HPLC preparativo
(SPASOJEVIC et al., 2002). N&o se investiu qualquer esforco na tentativa de separacio
dos atropisomeros da H,VanTriM-2-PyP** (3) e H,MVanTriM-2-PyP** (4) neste
trabalho. Destaca-se que, a excecdo do sistema contendo a cadeia longa n-CisHog
(miristila) (IAMAMOTO et al.,, 1994), as 2-N-alquilpiridilporfirinas simétricas da
literatura sdo também isoladas e utilizadas como misturas de atropoisdmeros
(BATINIC-HABERLE et al., 2002; 2010; 2011), mesmo as amostras aprovadas para

testes clinicos em humanos.

R1 R1 R1 R1
1 R
\ 7 | /
oLoLOL (XBOL R1 O'Q’B\
R'I

Figura 4.15 — Representacdo esquematica da mistura de atropoisémeros das porfirinas
catibnicas H,VanTriM-2-PyP** (3) e H,MVanTriM-2-PyP** (4). R' = grupos 2-N-
metilpiridinio; R? = grupos 3-metoxi-4-hidroxifenil ou 3,4-dimetoxifenil. O grupo R?, por

ndo conter substituinte orto, possui livre rotacéo.

Analisando-se a regido entre 3,5 e 4,2 ppm (Fig. 4.16), que corresponde aos
hidrogénios dos grupos metilas presentes nas porfirinas, nota-se que o singleto em 3,91
ppm do grupo meta-OCHj3 da H,VanTri-2-PyP (1) sofreu uma pequena desblindagem
nas porfirinas catibnicas para 3,93 ppm como resultado da alquilacdo dos grupos 2-
piridila. O singleto em 4,09 ppm presente na H,MVanTriM-2-PyP** e ausente na
H,VanTriM-2-PyP** pode ser atribuido aos hidrogénios do grupo O-CHs; para
(REBOUCAS, 2006; NUTAPATI, 2011). Entre 3,95 e 4,25 ppm, estdo presentes 0s
sinais correspondentes aos hidrogénios metilicos dos grupos 2-N-metilpiridil das
porfirinas catibnicas, que sdo varios devido a mistura de atropoisomeros apresentada por
essas moléculas (SPASOJEVIC et al., 2002; 2007).
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Figura 4.16 — Espectros comparativos de RMN de 'H 500 MHz das regides

correspondentes aos grupos metila da porfirina neutra H,VanTri-2-PyP e das porfirinas
cationicas H,VanTriM-2-PyP** (3) e H,MVanTriM-2-PyP** (4). O grupo Me em

vermelho correspondente aos metilas ligados ao grupo piridila na mistura de

atropoisdmeros presentes nas porfirinas catidnicas.
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Figura 4.17 — Espectros comparativos de RMN de *H 500 MHz da regido entre 7,00
ppm e 10,00 ppm, a-a’ (hidrogénios das posic6es 3 do piridila da H,VanTri-2-PyP (1)),
a (hidrogénios das posicdes 3 do 2-metilpiridinio das porfirnas catiénicas); Py (demais
deslocamentos dos hidrogénios piridila da H.VanTri-2-PyP), Py" = sinais misturados
dos demais hidrogénios piridinio das porfirinas cationicas); p~ = hidrogénios beta das
porfirinas catiénicas, Van" = sinais misturados do grupo vanilina da H,VanTriM-2-

PyP** (3), MVan" = sinais misturados do grupo metil-vanilina da H,MVanTriM-2-PyP**
4).
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Os atomos de hidrogénio internos (NH) e aromaticos das porfirinas catidnicas
apresentaram sinais com maiores deslocamentos quimicos em relagcdo as porfirinas
neutras em virtude da alquilagio dos grupos 2-piridila.

O hidrogénio fenélico da vanilina (OH) presente na H,VanTriM-2-PyP** (3)
apresentou um deslocamento de 9,53 ppm da porfirina de partida H,VanTri-2-PyP (1)
para 9,86 ppm em virtude da alquilacdo (Fig. 4.17), sofrendo da desblindagem
resultante do efeito eletrorretirador do grupo 2-N-metilpiridil. Os 4&tomos de hidrogénio
do NH das porfirinas cationicas deslocaram da regido de —2,90 ppm para —2,80 ppm. AsS
atribuicbes dos hidrogénios trocdveis NH e OH foram confirmadas pelo
desaparecimento dos respectivos sinais com a adi¢do de duas gotas de D,0O ao sistema
(Apéndice C).

Os sinais dos hidrogénios aromaticos dos grupos vanilina e veratril, que estdo
presentes na regido entre 7,20 ppm e 7,90 ppm, ndo puderam ser atribuidos de forma
detalhada, porém eles foram identificados por estarem em uma regido semelhante a da
porfirina neutra HVVanTri-2-PyP (1).

As atribuicdes da maioria dos sinais dos atomos de hidrogénio dos grupos 2-N-
metilpiridilas ndo foram possiveis em virtude da mistura de sinais resultantes da
alquilacdo. O unico sinal que pode ser atribuido com seguranca € o dos hidrogénios da
posi¢do a/a’, que deslocaram da regido de 9,10 ppm (porfirinas neutras) para 9,73 ppm
(a*) por sofrerem forte do grupo eletrorretirador (nitrogénio quaternario).

Os sinais dos atomos de hidrogénio B2, B3 e p4-pirrolicos (originais das
porfirinas neutras), mais proximos dos grupos piridila, aparentemente acabaram se
sobrepondo com os hidrogénios 1, originando um novo grupo de sinais denominados
genericamente B pois as neutras se tornaram mais desblindados por conta da
proximidade com os grupos piridinio. Os espectros completos das porfirinas se

encontram no Apéndice C.

4.4 Sintese dos complexos de Mn(I11)

A metalacdo das porfirinas neutras H,VanTri-2-PyP (1) e H,MVanTri-2-PyP (2)
(Fig. 4.13) foi realizada pelo método classico do cloroférmio/metanol (WIJESEKERA;
DOLPHIN, 1994) com acetato de manganés(ll) (Fig. 4.18). Ja as porfirinas tricatidnicas
H,VanTriM-2-PyP** (3) e HoMVanTriM-2-PyP** (4) foram metaladas com cloreto de
manganés (I1) (Fig. 4.19) em meio aquoso (pH 12), usando um método adaptado da
literatura para N-alquilpiridilporfirinas (BATINIC-HABERLE et al., 1998). Destaca-se
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que a metalacdo quantitativa das bases livres catonicas (3) e (4) exigiu aquecimento da
solugdo a 70 °C por 45 min, enquanto a metalacéo da porfirina H,TM-2-PyP** ocorre
em ~15 min & temperatura ambiente (BATINIC-HABERLE et al., 1999). Em todos os
casos, a formagdo do complexo de Mn(ll1) é favorecida pela atmosfera aerdbia, uma vez
que o complexo de Mn(ll)-porfirina inicialmente formado é rapidamente oxidado in situ
a Mn(l11), resultando em uma metalacdo irreversivel (BOUCHER, 1972).

Mn(OAc
(OAc), -
CHCI3/MeOH, refluxo

o— fo
H,VanTri-2-PyP  R=H (1) MnVanTri-2-PyP* R =H (5)

H,MVanTri-2-PyP R=Me (2) MnMVanTri-2-PyP* R= Me (6)

Figura 4.18 — Esquema geral de sintese das manganés-porfirinas monocationicas.

MnCl, 3
NaOH(aq)/O,

HoVanTriM-2-PyP3* R=H (3) MnVanTriM-2-PyP** R=H (7)
H,MVanTriM-2-PyP3* R = Me (4) MnMVanTriM-2-PyP** R = Me (8)

Figura 4.19 - Esquema geral de sintese das manganés-porfirinas tetracatidnicas.

As reacdes de metalacdo com Mn puderam ser facilmente monitoradas por

espectroscopia UV-vis, devido a um deslocamento consideravel (~30-40 nm) na banda
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Soret para o vermelho e uma reducéo no nimero de bandas Q, associada ao aumento de
simetria local das porfirinas de Dy, (base-livre) para D4, (metaloporfirina). Analises por
CCD indicaram o desaparecimento da base livre fluorescente de partida e o surgimento
de uma nova mancha néo-fluorescente associada & Mn(l11)-porfirina.

4.4.1 Complexos de Mn derivados das porfirinas neutras: MnVanTri-2-PyPClI (5)
e MnMVanTri-2-PyPCI (6)

As Mn-porfirinas monocatiénicas MnVanTri-2-PyP" (5) e MnMVanTri-2-PyP*
(6), obtidas em sinteses independentes, foram purificadas por cromatografia em coluna
de alumina neutra, usando CHCIl;:MeOH (10:1, v/v) como eluente com o objetivo de
eliminar o acetato de manganés (I1) e acido acético (subproduto) do sistema.

A obtencdo dos complexos na forma de sal de cloreto foi efetuada via
precipitacdo da solucdo aquosa da MnP na presenca de excesso de NaCl. As Mn-
porfirinas (5) e (6) se mostraram menos solGveis em agua quente (80-90 °C) do que a
MnP simétrica correspondente meso-tetraquis(2-piridil)porfirinatomanganés(l11), MnT-
2-PyP*: enquanto € possivel obter uma solugdo aquosa de MnT-2-PyP* da ordem de 1,5
mg/mL (FALCAO, 2016), para a dissolucdo total das Mn-porfirinas (5) e (6), a
concentracdo da solucdo é da ordem de 0,38 mg/mL. A adicdo de NaCl 2 mol L™ &
solucdo de Mn-porfirina resultou na precipitacdo das Mn-porfirinas na forma de sal de
cloreto. Para eliminacdo de possiveis tracos de NaCl do sistema, o sélido foi dissolvido
em diclorometano e filtrado em Celite. A determinacdo do grau de hidratacdo dos
produtos isolados foi realizada por analise termogravimétricas na faixa de 30 a 150 °C,
sendo os solidos formulados como MnVanTri-2-PyPCI-H,O (5) (Fig 4.20) e
MnMVanTri-2-PyPCI-H,0 (6) (Fig.4.21), cujos rendimentos isolados foram de 90 e 81

%, respectivamente.
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Figura 4.21 - TGA, DTG, DTA da MnVanTri-2-PyPCI.1H,0.

Anaélises feitas por CCD-Al,O3; com o eluente CHCl3:MeOH (10:1, v/v) e CCD-
SiO, com o eluente KNOjz(san/H.O/MeCN  (1:1:8, v/v/v) indicaram que a formacéo das
Mn-porfirinas compartilham de uma lipofilicidade maior que a MnT-2-PyP" (Tabela
4.6).
Tabela 4.6 — Fatores de retencdo das MnPs ndo-alquiladas em dois diferentes eluentes:
KNOj3(say/H.0/MeCN 1:1:8 v/viv (CCD-SiO;) e CHCI3/MeOH 10:1 v/v (CCD-AI,O3).

Porfirina Rs
KNOj3(sa/H20/MeCN CHCI3/MeOH 10:1 (v/v)
1:1:8 viviv
MnVanTri-2-PyP” (5) 0,85 —
MnMVanTri-2-PyP" (6) 0,85 0,81
MnT-2-PyP* ? 0,80° 0,81

% (Pinto, 2013)
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O espectro UV-vis da Mn-porfirina (5) é praticamente idéntico ao da (6). Em
ambos 0s casos, a caracterizagdo do estado +3 do manganés é confirmada pela
localizacdo da banda Soret na regifo de 460-470 nm (BOUCHER, 1972; SPASOJEVIC
et al. 2007). Os dados das Mn-porfirinas de baixa simetria MnVanTri-2-PyP* e da
MnMVanTri-2-PyP" preparadas neste trabalho se assemelham aqueles da Mn-porfirina
simétrica MnT-2-PyP" (Fig. 4.22 e Tabela 4.7), exceto que ha um ligeiro deslocamento
para o vermelho, o que pode ser associado a substituicdo de um grupo piridila por um
grupo doador de elétrons (vanilina ou veratril). Os valoresA largura da banda a meia

altura para a banda Soret da Mn-porfirinas (5) e (6) é de 19 nm, o que € semelhante
aquele da MnT-2-PyP" (18,0 nm).
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Figura 4.22 - Espectros UV-vis normalizados da MnT-2-PyP” (linha azul), MnVanTri-

2-PyP™ (5) (linha preta) e MnMVanTri-2-PyP* (6) (pontilhado amarelo) e da registrados
em agua.
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Tabela 4.7 — Dados comparativos de espectroscopia eletrénica UV-vis das Mn-
porfirinas ndo-alquiladas registrados em agua.

Porfirinas Amax /nm (log € /L mol™ cm™)
MnVanTri-2-PyP* (5) 376 (4,71), 398 (4,68), 465 (5,02), 559 (4,08), 773 (3,30)
MnMVanTri-2-PyP* (6) 376 (4,68), 398 (4,66), 465 (4,99), 559 (4,04), 773 (3,28)
MnT-2-PyP* 375 (4,66), 397 (4,61), 462 (4,96)%, 511 (3,65), 554 (3,95),

771 (3,13)

® Dado da literatura (FALCAO, 2016)

4.4.2 Complexos de Mn derivados das porfirinas cationicas: MnVanTri-2

PyPCl,4 (7) e MnMVanTri-2-PyPCl, (8)

As Mn-porfirinas tetracatidnicas MnVanTriM-2-PyP** (7) e MnVanTriM-2-
PyP** (8) foram purificadas por filtracdo simples para eliminacdo dos produtos de
hidrolise do sal de Mn(I1) seguido de precipitaces via metatese CI'/PFs /CI™, conforme
descrito para as bases livres catibnicas (3) e (4). As analises por CCD-SiO, das Mn-
porfirinas (7) e da (8) utilizando o eluente KNOg(s/H2,O/MeCN (1:1:8, v/viv)
indicaram a presenca de apenas uma mancha para cada amostra.

A medida do Rf é um parametro de lipofilicidade observado nesses sistemas,
podendo-se chegar a uma estimativa do log do coeficiente de particdo octanol/agua (log
Pow) a partir dele, pois existe uma relacdo entre R; e logP.w, na qual eles séo diretamente
proporcionais (BATINIC-HABERLE et al., 2002; KOS et al., 2009b; SPASOJEVIC et
al., 2011). As Mn-porfirinas tetracationicas (7) e (8) possuem um valor estimado maior
que a MnPyTriM-2-PyP** (proposta inicial de design: secdo 1.4; modelo A-T: secdo
1.3.4), e cerca de 2 ordens de magnitude maior do que a porfirina de referéncia
MnTM-2-PyP°>*. O valor estimado de logP,w -5,85 indica que as MnPs possuem
lipofilicidade intermediaria entre a MnTnPr-2-PyP>* e a MnTnBu-2-PyP>" porfirinas
meso.tetrapiriridil-2-porfirinas tetralquiladas com os grupos n-propila e n-butila. As
MnPs devido as cargas globais dos complexos serem menores (4+), conferindo um

carater mais lipofilico a estas novas moléculas (Tabela 4.8).
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Tabela 4.8 - Dados comparativos dos fatores de retengdo das Mn-porfirinas catidnicas

deste trabalho.

Mn-porfirinas Ry 10g Pow
KNO3(saryH20/MeCN 1:1:8

MnVanTriM-2-PyP*" (7) 0.1 53¢
MnMVanTriM-2-PyP** (8) 0,1 _5.g¢
MnPyTriM-2-PyP** 0,06° 610
MnTnBu-2-PyP>* 0,2° 51"
MnTnPr-2-PyP®* 01° 61"
MnTE-2-PyP** 0,06° 67"
MnTM-2-PyP** 0,03° 79¢

* (REBOUCAS et al., 2008d), ® (SPASOJEVIC et al., 2011), ¢ (KOS et al.,
2009b) ¢ Calculado a partir da relacdo log Poy = 12,18 x Rt — 7,43 (KOS et al.,
2009b)

As 2-N-piridininioporfirinas de manganés simétricas da literatura tais como a
MnTM-2-PyP>* e MnTE-2-PyP>* séo obtidas a 25 °C durante 15-20 min (BATINIC-
HABERLE et al., 1999). As condi¢des mais brandas de metalacdo das porfirinas
simetricas podem ser justificaveis devido a elevada acidez (pKa muito baixo) das bases
livres precursoras H,TM-2-PyP*" e H,TE-2-PyP**, cujos nitrogénios pirrélicos nio
protonam em testes com HCI 1 mol L™ (pH 0).

A perda de agua de hidratacdo que as Mn-porfirinas tetracatiénicas sofreram nas
analises termogravimétricas foi associada a um evento endotérmico no intervalo de 29-
132 °C para a MnVanTriM-2-PyPCl, (7) (Fig. 4.23) e 29-136 °C (Fig.4.24) para a
MnMVanTri-2-PyPCl, (8), em uma faixa de temperatura bastante semelhante aquela
reportada da Mn-porfirina pentacatidonica MnTE-2-PyPCls-11H,0 (PINTO et al., 2013).
As perdas de massa de 4,3 % e 3,4 % para as porfirinas catbnicas em estudo sao
consistentes, respectivamente, com as formulagbes MnVanTriM-2-PyPCl,;-2H,0 (7)
(Fig. 4.23) e MnMVanTriM-2-PyPCl,;-2H,0 (8) (Fig. 4.24). Os residuos intermediarios
das Mn-porfirinas (7) e (8) foram coletados a 120 °C sob condic¢Bes dindmicas e ndo
sofreram  modificagbes (Apéndice A). Analises por CCD-SiO; (KNOsgq,
sa/H20/MeCN, 1:1:8, v/v/v) desses residuos solubilizados em agua indicaram a
presenca de apenas uma Unica mancha, que coelui com as amostras de MnPs submetidas
a TGA/DTA. Os espetros UV-vis desses residuos também apresentaram caracteristicas
indistinguiveis das amostras submetidas as analises termogravimétricas (Apéndice A).

As porfirinas dessa série de baixa simetria, em geral, possuem menos aguas de
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hidratacdo em suas formulacGes que as porfirinas simétricas, por possuirem uma carga a

menos.
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Figura 4.23 - TGA, DTG, DTA da MnVanTriM-2-PyPCl,.2H,0.
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Figura 4.24 - TGA, DTG, DTA da MnMVanTriM-2-PyPCl,.2H,0.

Os espectros de UV-vis da MnVanTriM-2-PyPCl, e da MnMVanTriM-2-PyPCl,
registrados em &gua sdo bastante semelhantes entre si (Fig. 4.25). O perfil geral do
espectro e o grande deslocamento da banda Soret para regifes de mais baixa energia,
em relacdo aos ligantes livres, é caracteristico de Mn(l1l) 2-N-alquilpiridilporfirinas
(BATINIC-HABERLE et al., 2002).
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Figura 4.25 - Espectros UV-vis normalizados registrados em agua da H,VanTriM-2-
PyP** (3) (linha verde), H,MVanTriM-2-PyP** (4) (pontilhado vermelho), MnVanTriM-
2-PyP** (7) (linha azul) e MnVanTriM-2-PyP** (8) (pontilhado preto).

A medida da absortividade molar em agua dos complexos de manganés
tetracatidnicos MnVanTriM-2-PyP*" e MnMVanTri-2-PyP** demonstrou que, assim
como as bases livres precursoras, os valores apresentados foram mais baixos que

aqueles da Mn-porfirina de referéncia MnTM-2-PyP>" (Tabela 4.9).

Tabela 4.9 — Dados espectroscépicos das porfirinas de baixa simetria deste trabalho

medidos em agua.

Mn-porfirinas Amax /nm (log € /L mol™* cm™)
MnMVanTriM-2-PyP** 369 (4,40), 459 (4,79), 559 (3,82), 772 (3,15)
MnVanTriM-2-PyP*" 369 (4,58), 459 (4,91), 559 (4,00), 773 (3,16)
MnTM-2-Pyp>*2 364 (4,64), 411(4,27), 453 (5,11), 499 (3,66), 556

(4,03), 782 (3,15)
* (BATINIC-HABERLE et al., 2002)

A medida da largura a média altura da banda Soret das Mn-porfirinas
demonstrou que, tal qual as bases livres precursoras, as Mn-porfirinas tetracatidnicas

possuem largura bem maior que a porfirina simétrica de referéncia MnTM-2-PyP>*

(Tabela 4.10 e Fig. 4.26).
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Figura 4.26 - Espectros UV-vis normalizados da MnTM-2-PyP>* (linha azul),
MnVanTriM-2-PyP** (7) (linha preta) e MnMVanTriM-2-PyP** (8) (pontilhado

amarelo) e da registrados em agua.

Tabela 4.10 — Medidas da largura da banda a meia altura das porfirinas deste trabalho

em comparacdo a porfirinas da literatura.

Porfirinas log £/L mol™* cm™ Largura a meia altura
(banda Soret)
MnVanTri-2-PyP* 5,02 19,0 nm
MnMVanTri-2-PyP* 4,98 19,0 nm
MnT-2-PyP* 4,96 ° 18,0 nm
MnVanTriM-2-PyP** 4,91 21,8 nm
MnMVanTriM-2-PyP** 4,79 22,9 nm
MnTM-2-PyP** 5,112 15,7 nm

® (BATINIC-HABERLE et al., 2002); °(FALCAO et al., 2016)

Foi observado mais uma vez que porfirinas de bandas Soret mais largas tém
tendéncia a terem absortividades molares menores. A alquilacdo dos grupos 2-N-
metilpiridil MnVanTriM-2-PyP** (7) e MnMVanTri-2-PyP*" (8) pode estar envolvida
de forma determinante para a quebra de simetria de maneira mais pronunciada das Mn-
porfirinas tetracatidnicas.

As Mn-porfirinas foram submetidas a analises por UV-vis em tampdo fosfato pH
7,8 (0,05 mol L™) e tamp&o borato pH 9,3. Foi observada em tamp&o borato pH 9 uma
mudangca bastante significativa no espectro da MnVanTriM-2-PyP** (7) (Figura 4.26). O

espectro da MnMVanTriM-2-PyP** (8) néo apresentou alteracdo significativa em
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relacdo aos espectros registrados em agua (Figura 4.27). Esses resultados sdo
reminiscentes daqueles da HyVanTriM-2-PyP*" (3) e H,VanTriM-2-PyP** (4) (Secéo
4.3).

R
o o -

Absorvancia
o
D

300 400 500 600 700 800
Comprimentode Onda / nm

Figura 4.27 - Espectros UV-vis normalizados da MnVanTriM-2-PyP** (7) registrados
em tampéo fosfato pH 7,8 (condi¢des controladas; linha verde) e tampé&o borato pH 9,3

(pontilhado azul).
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Figura 4.28 - Espectros UV-vis normalizados da MnVanTriM-2-PyP** (8) em tampdo
fosfato pH 7,8 (condi¢des controladas; linha verde) e tampéo borato pH 9,3 (pontilhado

azul).
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4.5 Voltametria ciclica

Os potenciais de meia onda correspondentes as reaces de oxirreducdo foram
calculados como a média dos picos anddicos e catddicos das Mn-porfirinas e
convertidos de Ey, versus Ag/AgCl para Ey, versus NHE (em inglés, Normal Hygrogen
Electrode) (Tabela 4.11 e 4.12). As correntes correspondentes foram medidas em pA
(microampére) e a porfirina MnTM-2-PyP>* utilizada como padrdo externo. A
conversao dos potenciais do eletrodo de referéncia Ag/AgCl para o de hidrogénio foi de
242 mV.

Os potenciais Mn"'/Mn" de meia onda centrados nos valores do ion metalico
(E¥2) para a MnVanTri-2-PyP" (5) e MnMVanTri-2-PyP" (6) (-157 mV vs. NHE),
medidos em mistura de metanol: tampéo tris (pH 7,8) devido a sua baixa solubilidade
dos compostos em sistema aquoso, s&o menos negativos do que as porfirinas simétricas
com quatro grupos piridila MnT-2-PyP* (-280 mV vs. NHE) e a com quatro grupos
fenila MnTPP™ (-270 mV vs. NHE). Eles também mais proximos dos potenciais de Mn-
porfirinas com grupos derivados de fenil nas posi¢cdes meso, tais como 4-carboxifenil
(MnTCPP*:-190 mV vs. NHE) e pentafluorofenil MnTPFP* (-120 mV vs. NHE). Os
voltamogramas ciclicos das Mn-porfirinas monocatiénicas e do padrdo MnTM-2-PyP>*

estdo exibidos na Figura 4.29.

Tabela 4.11 - Potenciais medidos na mistura metanol/tampé&o tris aquoso na propor¢éo
9:1.

Porfirinas Epc (MV) Epa (MV) Eiz (MV) vs Eir (MV) vs
Ag/AgCl NHE
MnVanTri-Z-PyP+ -261 -327 -294 -157
MnMVanTri-Z-PyP+ -261 -327 -294 -157
MnTM-Z-PyP5+ 113 52 83 220
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Figura 4.29 - Voltamogramas ciclicos das Mn-porfirinas monocatidnicas e do padréo

MnTM-2-PyP**obtidos em (9:1) metanol/tampdo tris (0,05 mol L™, pH = 7,8, 0,1 mol
L™ de NaCl), 5 x 10 mol L™ de MnTM-2-PyP>* utilizando eletrodo de carbono vitreo
em um intervalo de potencial de -0,5 a -0,1 V (para as Mn-porfirinas monocationicas) e
de -0,08 a 0,25 (para a MnTM-2-PyP>*) vs. Ag°/AgCl a uma velocidade de varredura de
100 mv s,

Os potenciais Mn""/Mn" de meia onda centrados nos valores do ion metalico
(E%) para a MnVanTriM-2-PyP** (109 mV vs NHE) e MnMVanTriM-2-PyP*" (115
mV vs NHE) foram inferiores em 111 mV e 105 mV comparados ao potencial da
MnTM-2-PyP>* (220 mV vs. NHE), além de serem préximos a porfirina tetracatiénica
MnPhTri-2-PyP** (108 mV vs. NHE) (BATINIC-HABERLE et al., 1999), o0 que é
consistente com a carga global inferior dessas porfirinas de baixa simetria. Os
potenciais de reducdo da MnVanTriM-2-PyP*" (7) e MnMVanTriM-2-PyP** (8) estéo
localizados entre 0s da MnTM-2-PyP°* e do seu isdmero 3-aquilpiridinio, MnTM-3-
PyP>* (+52 mV vs. NHE) (KOS et al., 2009b). Os voltamogramas ciclicos das Mn-

porfirinas tetracationicas e do padrdo MnTM-2-PyP>" estdo exibidos na Figura 4.30.
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Figura 4.30 - Voltamogramas ciclicos das Mn-porfirinas tetracationicas e do padréo
MnTM-2-PyP**obtidos em 0,05 mol L™ de tampé&o fosfato (pH = 7,8), 0,1 mol L™ de
NaCl, 5 x 10 mol L™ de MnTM-2-PyP>" utilizando eletrodo de carbono vitreo em um
intervalo de potencial de -0,35 a 0,25 V vs. Ag°/AgCl a uma velocidade de varredura de
100 mv s,

A adicdo de um grupo CHj resultou em num aumento de lipofilicidade da
MnMVanTriM-2-PyP** em relacdo & MnVanTriM-2-PyP** e aumento do potencial de
reducdo (Tabela 4.12), corroborando com o efeito gerado pelo aumento da cadeia
alquilica nas N-piridilporfirinas reportadas na literatura (BATINIC-HABERLE, 2002).

Tabela 4.12 - Potenciais medidos em tamp&o fosfato 0,05 moL L™ (pH 7,8).

Porfirinas Epc (MV) Epa (MV) Ei (MV) vs Eiz (MV)
Ag/AgCl NHE
MnVanTriM-Z-PyP‘l+ -96 -169 -133 109
MnMVanTriM-Z-PyP‘l+ -94 -160 -127 115
MnTM-Z-PyP5+ 8 -53 -22 220

O aumento do potencial de reducdo dessa nova série de Mn-porfirinas
tetracationicas resultante da metilacdo dos grupos piridila foi menor do que a porfirina
pentacationica padrdo MnTM-2-PyP>*, devido & menor carga da MnVanTriM-2-PyP*" e
MnMVanTriM-2-PyP*" fato de serem adicionadas apenas quatro trés cargas positivas as
porfirinas com a adicdo de grupos alquila a porfirina, enquanto que as tetra-2-
alquilpiridil recebem a adicdo de mais quatro cargas. Porém, este fato pode ser

compensado pela maior lipofilicidade desse sistema de baixa simetria.
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Todas as Mn-porfirinas analisadas apresentaram reversibilidade no processo de
oxirreducdo do manganés. O baixo potencial de meia-onda das Mn-porfirinas néo-
alquiladas MnVanTri-2-PyP* e MnMVanTri-2-PyP* faz com que o uso delas como
mimicos de SOD seja inviabilizado, contudo, a alquilacdo dos grupos piridila na
MnVanTriM-2-PyP* e MnMVanTriM-2-PyP** desloca o potencial para uma faixa mais
positiva que € apropriada para estas porfirinas realizarem as duas semirreacdes de
dismutacio do superéxido (BATINIC-HABERLE et al., 2010).
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5 CONSIDERACOES FINAIS
5.1 Conclusoes

Nesta dissertacédo, foi desenvolvido o design de uma nova classe de porfirinas de
baixa simetria do tipo AsB que apresenta trés grupos piridila e um vanilina (H,VanTri-
2-PyP) ou veratraldeido em substitui¢do a vanilina (H,MVanTri-2-PyP).

A sintese das porfirinas bases livres neutras de baixa simetria levou a formagéo
de uma mistura de porfirinas que puderam ser separadas por combinacdo de técnicas
como extracdo solido-liquido, precipitacdo seletiva e cromatografia em coluna. O
rendimento isolado foi em torno de 2-3%, sendo posteriormente caracterizadas por
CCD-SiO,, UV-vis e RMN de 'H.

A alquilagdo da H,VanTri-2-PyP com tosilato de metila em DMF a 105 °C, gera
a porfirina tricationica H,VanTriM-2-PyP**, que apresenta o grupo OH fendlico da
porfirina precursora preservado e apenas 0s grupos piridila séo alquilados. A adicéo de
K,CO3 a reacdo leva a alquilacdo de todos os grupos meso arila da H,VanTri-2-PyP,
resultando na H,MVanTriM-2-PyP**. A obtencdo da H,MVanTriM-2-PyP*" foi
explorada via alquilacdo da H,MVanTri-2-PyP nas mesmas condi¢cdes da alquilacdo da
H,VanTri-2-PyP. As caracteriza¢des dessas porfirinas foram feitas por CCD-SiO,, UV-
vis e RMN de *H, onde foram confirmadas a presenca OH da H,VanTriM-2-PyP** e a
mistura de atropoisdmeros presente nas duas porfirinas.

As Mn-porfirinas ndo-alquiladas MnVanTri-2-PyPCl e MnMVanTri-2-PyPCl
foram sintetizadas com base na literatura, sendo obtidas de maneira bem simples. As
Mn-porfirinas tetracatibnicas MnVanTriM-2-PyPCl, e MnMVanTriM-2-PyPCl, foram
sintetizadas de um modo adaptado da literatura, através de aquecimento a 70 °C para
metalacdo quantitativa.

As absortividades molares das porfirinas e Mn-porfirinas alquiladas
apresentaram valores mais baixos que as porfirinas simétricas da literatura. Em
contraponto, as Mn-porfirinas apresentaram absortividade molar maior. A largura da
banda Soret a meia altura foi um pardmetro importante para se interpretar esses
resultados. Conclui-se que, quanto mais larga é a banda Soret, menor a absortividade
molar. Outro ponto importante a ser observado é que a alquilacdo dos grupos piridila
parece contribuir mais para a quebra de simetria e diminui¢cdo da absortividade molar do
que a prépria simetria das porfirinas precursoras H,VanTri-2-PyP e H,MVanTri-2-PyP,
visto que estas porfirinas apresentaram largura da banda Soret a meia altura de 16 nm,

que é muito proxima a H,T-2-PyP (15 nm).
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5.2 Perspectivas

As perspectivas envolvem a caracterizagdo dos compostos por ESI-MS e ensaios
bioldgicos. Pretende-se aumentar o substituinte R da posicdo para da vanilina, gerando
derivados mais lipofilicos que as porfirinas desse trabalho, que depois serdo enviados
para estudos bioldgicos. Dentre eles, planejamento para o doutorado envolve:

a) Sintetizar porfirinas de baixa e derivados metilados das porfirinas baixa
simetria catiénicas 2-N-alquilporfirinas, H,RVanTriM-2-PyP** (R= n-Pr, i-
Bu, n-Bu, n-Hex, n-Non);

b) Preparar os complexos de Mn(l11) derivados das porfirinas de baixa simetria.

c) Determinar e correlacionar alguns parametros importantes para os estudos de
mimicos de SOD a base de porfirinas, tais como: potencial de reducédo
Mn""/Mn" dos complexos, atividade SOD (log kex) das Mn-porfirinas e
lipofilicidade dos compostos (ligantes e complexos).

d) Investigar a eficiéncia in vivo de Mn-porfirinas que possuem
hidrocarbonetos lineares, ramificados ou ciclicos em suas estruturas para
controle de lipofilicidade em modelos bioldgicos de estresse oxidativo, tais
como linhagens selvagens e SOD-deficientes de Escherichia coli e
Saccharomyces cerevisiae.

e) Comparar o0s resultados obtidos com os da literatura dos complexos

simétricos de Mn(l11) do grupo 2-piridil.
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Apéndice A

Espectros eletronicos UV-vis comparativos das porfirinas do tipo AsB
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Figura A.1 — Espectros UV-vis da H,VanTriM-2PyP** registrados em HCI 0,1 mol L™
(linha verde) e HCI 1 mol L™ (pontilhado roxo). A expansdo compreende as bandas Q.
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Figura A.2 — Espectros UV-vis da H,MVanTriM-2PyP** registrados em HCI 0,1 mol L
! (linha verde) e HCI 1 mol L™ (pontilhado vermelho). A expansdo compreende as

bandas Q.
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Figura A.3 — Espectro UV-vis dos residuos da TGA/DTA coletados 120 °C
MnVanTriM-2PyP** (linha verde) e H,MVanTri-2-PyP (pontilhado preto) em H-0.
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Apéndice B
Espectros de RMN de *H das porfirinas de bases livres neutras do tipo As;B
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Figura B.1 - Espectro de RMN de 'H de 200 MHz da H,VanTri-2-PyP registrado em
CDCls.
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Apéndice B.3 - Espectro de RMN *H 200 MHz da H,VanTri-2-PyP em d®-DMSO +

D,0.
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Apéndice C

Espectros de RMN de *H das porfirinas de bases livres catiénicas do tipo As;B
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Figura C.1 - Espectro de RMN de *H 200 MHz da H,MVanTriM-2-PyP** registrado
em d®-DMSO. Expansio A= grupos B-pirrélicos e 2-N-metilpiridil, B = grupo veratril
(MVan), C = mistura de sinais dos metilas (em vermelho) dos grupos 2-N-metilpiridil

(atropoisomeria) e para OCHg; do veratril; meta OCHjz (azul).
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Figura C.2 - Espectro de RMN de *H 500 MHz da H,VanTriM-2-PyP*" registrado em
d°-DMSO.
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Figura C.3 - Espectro de RMN de *H 500 MHz da H,MVanTriM-2-PyP*" registrado
em d°-DMSO
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