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RESUMO

SINTESE, CARACTERIZAGCAO, ESTUDO FOTOFISICO E INTERAGCAO MOLECULAR DE NOVAS
CALCOGENOPORFIRINAS DERIVADAS DA 5,10,15,20-
TETRAKIS(PENTAFLUOROFENIL)PORFIRINA

AUTOR: Patricia Foletto
ORIENTADOR: Oscar Endrigo Dorneles Rodrigues

O presente trabalho teve como objetivo principal a sintese de novas calcogenoporfirinas
derivadas da 5,10,15,20—tetrakis(pentafluorofenil)porfirina, caracterizacdo, estudo das propriedades
fotofisicas e analise de interacGes biomoleculares dos derivados calcogenoporfirinas preparados. Em
conexdo com os objetivos, desenvolveu-se uma rota sintética que permitiu a sintese de diversos
compostos derivados da 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina. Inicialmente foram obtidas
seleno (Mono, di ou tri substituidas) e hidrogenoporfirinas (Mono, di, tri ou tetra substituidas) derivadas
da 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina empregando p-metil-difenil-disseleneto como fonte de
anion de arilselénio. Desta forma, a sintese das seleno e hidrogenoporfirinas envolveu a reacdo de
substituicdo nucleofilica aroméatica entre a 5,10,15,20—tetrakis(pentafluorofenil)porfirina e um nucledfilo
derivado de p-metil-difenil-disseleneto. A formacao dos produtos dependeu apenas de controle rigido
do tempo reacional e uma série de 4 moléculas inéditas seleno e hidrogenoporfirinas foi obtida em bons
rendimentos (na faixa entre 57-99%). Ainda, foram obtidas novas tetra tioporfirinas simétricas derivadas
da 5,10,15,20—-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina empregando diferentes fontes de anion de arilenxofre.
A sintese das tioporfirinas simétricas também envolveu a reacéo de substituicdo nucleofilica aromética
entre a 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina e nucledfilos derivados de dissulfetos de diarila.
Os produtos foram formados em 15 minutos de reag&o e obtidos com rendimentos na faixa entre 82-
93%. Também, foi possivel obter a tetra hidrogenoporfirina derivada da 5,10,15,20—
tetrakis(pentafluorofenil)porfirina empregando p-metil-difenil-ditelureto. O produto foi formado em 10
minutos de reagdo e obtido com rendimento de 80%. Nesta metodologia, destaca-se a formacgéo dos
produtos em 6timos rendimentos, em curto tempo de reacdo, sem a utilizagdo de base no meio
reacional, com emprego de reagentes de facil manuseio e inodoros, diferentemente do que se encontra
na literatura, por exemplo, para a sintese de tioporfirinas (TUXEN et al., 2011) (GOMES et al., 2011).
Além disso, o protocolo sintético demonstrou-se abrangente para véarios dicalcogenetos, possibilitando
a obtencdo de compostos com as mais diversas complexidades. A formac¢do dos produtos foi
racionalizada baseando-se na capacidade nucleofilica do atomo de calcogénio (Te>Se>S) e na
diferenca de labilidade na ligacédo carbono-calcogénio (C-S>C-Se>C-Te). Além disso, os compostos
foram caracterizados por ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e 19F, espectrometria de massas
de alta resolugdo (HRMS-ESI(+)), espectroscopia eletrénica nas regides do ultravioleta-visivel (UV-vis)
e espectroscopia de emissdo fluorescente. Somando-se a isso, foram desenvolvidos estudos de
rendimentos quénticos de fluorescéncia e geragdo de oxigénio singleto (®a). Desta forma, todas as
porfirinas estudadas apresentaram valores inferiores ao padréo (TPP) de geracéo de oxigénio singleto
(®a) e rendimentos quanticos de fluorescéncia, e entre eles, os rendimentos quanticos de geragcédo de
oxigénio singleto (®a) encontrados para a maioria dos compostos tioporfirinas foram menores quando
comparados com as selenoaril-porfirinas. Ainda, os compostos seleno e hidrogenoporfirinas foram
testados quanto a fotoestabilidade e apresentaram resultados satisfatorios, sendo uma caracteristica
apreciavel segundo os principios da terapia fotodinamica. Além disso, as intera¢des das porfirinas com
o CT-DNA foram avaliadas tanto experimentalmente, quanto através de docking molecular,
demonstrando que elas interagem preferencialmente no sulco menor do DNA. Também, as interacdes
das seleno e hidrogenoporfirinas com HSA foram estudadas. Nestes testes foram observadas
variagdes na intensidade na faixa de emissé@o o que é um indicio de interagdo entre a proteina e os
respectivos compostos.

Palavras-chave: DNA. Propriedades fotofisicas. Selenoporfirinas.



ABSTRACT

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION, PHOTOPHYSICAL STUDY AND MOLECULAR
INTERACTION OF NEW CHALCOGENPORPHYRINS DERIVED FROM 5,10,15,20-
TETRAKIS(PENTAFLUOROPHENYL)PORPHYRIN

AUTHOR: Patricia Foletto
ADVISOR: Oscar Endrigo Dorneles Rodrigues

The present work had as main objective the synthesis of new chalcogenporphyrins derived from
5,10,15,20-Tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin, characterization, study of photophysical
properties and analysis of biomolecular interactions of prepared chalcogenporphyrins derivatives.
In connection with the objectives, a synthetic route was developed which allowed the synthesis
of various compounds derived from 5,10,15,20-Tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin.

Initially, were obtained (mono-, di-, or tri-substituted) selenium and (Mono, di, tri or tetra-
substituted) hydrogen-porphyrins derived from 5,10,15,20-tetrakis (pentafluorophenyl)porphyrin
employing p-methyl-diphenyl diselenide as the source of arylcalcogen anion. Thus, the synthesis
of selenium and hydrogenporphyrins involved the aromatic nucleophilic substitution reaction
between 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin and a nucleophile derived from p-
methyl diphenyl diselenide. The formation of the products depended only on rigid control of the
reaction time and a series of 4 unpublished selenium and hydrogenporphyrins molecules was
obtained in good yields (in the range of 57-99%). In addition, were preparared news symmetrical
thioporphyrins derived from 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin employing different
sources of arylsulfur anion. Synthesis of the symmetrical thioporphyrins also involved the aromatic
nucleophilic substitution reaction between 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin and
nucleophiles derived from diaryl disulfides. The products were formed in 15 minutes of reaction
and obtained with yields ranging from 82-93%. Also, hydrogenporphyrin derived from 5,10,15,20-
tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin was obtained employing p-methyl-diphenyl ditelluride. The
product was formed in 10 minutes of reaction and obtained in 80% vyield. In this methodology, the
formation of the products in excellent yields, in short reaction time, without the use of base in the
reactional medium, with the use of reagents of easy handling and odorless, unlike in the literature,
for example, for the synthesis of thioporphyrins (TUXEN et al., 2011) (GOMES et al., 2011), was
highlighted. In addition, the synthetic protocol proved to be comprehensive for several
dichalcogenides, making it possible to obtain compounds with the most diverse complexity. The
formation of the products was rationalized based on the nucleophilic capacity of the calcogen
atom (Te> Se> S) and on the lability difference in the carbon-chalcogen bond (C-S> C-Se> C-
Te).The compounds were characterized by 'H and °F nuclear magnetic resonance, high
resolution mass spectrometry (HRMS-ESI(+)), electron spectroscopy in ultraviolet- visible region
(UV-vis) and fluorescence emission spectroscopy. In addition, studies of fluorescence quantum
yields and singlet oxygen generation were developed. Thus, all the porphyrins studied presented
lower values than the standard (TPP) of singlet oxygen generation and quantum yields of
fluorescence, and among them, the quantum yields of singlet oxygen generation found for most
of the thioporphyrins compounds were lower when compared to the selenoaryl-porphyrins. In
addition, the selenium and hydrogenporphyrins compounds were tested for photostability and
presented satisfactory results, being an appreciable characteristic according to the principles of
photodynamic therapy. The interactions of porphyrins with CT-DNA were evaluated both
experimentally and through molecular docking, demonstrating that they interact preferentially in
the minor groove of the DNA. Also, the interactions of selenium and hydrogenporphyrins with
HSA were studied. In these tests variations in intensity in the emission range were observed
which is an indication of interaction between the protein and the respective compounds.

Keywords: DNA. Photophysical properties. Selenoporphyrins.
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J= Constante de acoplamento (Hz)
m= multipleto

PDT= Terapia fotodinaAmica

ppm= partes por milhdo

RMN= Ressonancia Magnética Nuclear
s= simpleto
t.a.= Temperatura ambiente

TPP= meso-tetrafenilporfirina
TPPF20= 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina
0= Deslocamento Quimico em ppm

® A= Rendimento quantico de producédo de oxigénio singleto

®f= Rendimentos quanticos de fluorescéncia

® Astd= Rendimento guantico de producéo de 02 produzido pela referéncia
e=Coeficiente de absorvidade molar (mol-‘Lcm-1)

Aem= Comprimento de onda de emiss&o

Aexc= Comprimento de onda de excitagdo
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Compostos organocalcogénios tém emergido como uma importante classe
de moléculas desde a descoberta que demonstra o selénio como um elemento
essencial na dieta humana (SCHWARZ, 1951). Aléem disso, 0os compostos
organocalcogénios atuam na constituicdo de precursores importantes para
formacao de tio e seleno-proteinas (BOOSALIS, 2008), operam como cofatores
de enzimas do sistema antioxidante (ZHONG; HOLMGREN, 2000) (ALBERTO;
NASCIMENTO; BRAGA, 2010), sdo responsaveis pelo controle hormonal e
protegem contra as espécies reativas de oxigénio (NOGUEIRA; ZENI; ROCHA,
2004) (STADTMAN, 1991). Da mesma forma, atividades bioldgicas e medicinais,
tais como as antitumorais (TABARELLI et al., 2017) e antimicrobianas (VARGAS
et al., 2012) utilizando compostos organocalcogénios podem ser observadas.

Adicionalmente, uma outra classe de compostos que apresenta uma
diversidade de aplicagbes séo os derivados porfirinicos. Eles tém recebido
grande destaque nos ultimos anos, sendo os derivados da 5,10,15,20-
tetrakis(pentafluorofenil)porfirina amplamente estudados (COSTA et al., 2011).
Tal importancia se deve ao relevante papel desses compostos na possibilidade
de atuarem como reagentes versateis na catalise (CASTRO et al., 2017), na
eletrbnica (SENGE et al., 2007) e como células solares ou sensores (GULDI,
2002).

Apesar das inumeras aplicac6es de porfirinas, seus usos em dispositivos
biomédicos podem ser destacados como um dos seus recursos mais
proeminentes. Deste modo, porfirinas apresentam inumeras aplicacdes, tais
como fotossensibilizadores para problemas na area da oftalmologia (KULKARNI;
KUPPERMANN, 2005)(MITTRA; SINGERMAN, 2002), na fotoinativagédo de virus
e bactérias (COSTA et al., 2008)(OLIVEIRA et al., 2009)(TOME et al., 2004) e,
sobretudo, em oncologia, utilizando técnicas como a terapia fotodinamica (PDT)
(LOVELL et al., 2010)(PEREIRA et al., 2009)(PEREIRA et al., 2012).

O comportamento mais notavel observado em porfirinas para atingir essas
aplicacbes € a atuagcdo como fotossensibilizador e consequentemente a
capacidade para gerar espécies de oxigénio singleto (*O2) (DEROSA;
CRUTCHLEY, 2002). Este processo envolve inicialmente absorcdo de energia

pela porfirina e formacao de um estado excitado tripleto. Em seguida, ocorre a
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transferéncia de energia da porfirina excitada a oxigénio molecular fornecendo

as espécies '02. Neste estado, o oxigénio torna-se extremamente citotéxico
promovendo a destruicdo celular (COSTA et al.,, 2016)(CHITGUPI; LOVELL;
RAJENDIRAN, 2018)(DEROSA; CRUTCHLEY, 2002)(SHI et al., 2017).

Assim, tendo em vista a necessidade de desenvolvimento de novos

agentes terapéuticos e materiais e baseando-se no interesse que 0S compostos

organocalcogénios e compostos porfirinicos apresentam, séo justifichveis os

esforcos para desenvolvimento de novos compostos e novos meétodos de

sintese.

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo geral:

Sintese de novas calcogenoporfirinas derivadas da 5,10,15,20—
tetrakis(pentafluorofenil)porfirina, caracterizacdo, estudo das
propriedades fotofisicas e analise de intera¢cdes biomoleculares dos
derivados calcogenoporfirinas preparados;

E como objetivos especificos:

Desenvolvimento de uma rota sintética apropriada para a
preparacdo de novas calcogenoporfirinas, dentre elas, seleno e
hidrogenoporfirinas derivadas da 5,10,15,20-
tetrakis(pentafluorofenil)porfirina empregando p-metil-
difenildisseleneto como fonte de anion de arilcalcogénio (Esquema
1, estruturas 3a-d);

Desenvolvimento de uma rota sintética apropriada para a
preparacdo de novas tioporfirinas derivadas da 5,10,15,20—
tetrakis(pentafluorofenil)porfirina empregando diferentes fontes de

anion de arilcalcogénio (Esquema 1, estruturas 5a-d);
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Esquema 1. Representagdo da rota sintética para a preparagdo das selenoporfirinas e hidrogenoporfirinas
3 e tio-porfirinas 5.

R=H, p-Me, p-Cl, 0-NH,

Fonte: autora

Caracterizacdo de todos o0s compostos sintetizados utilizando
técnicas como: ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e *°F,
espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS-ESI(+)),
espectroscopia eletrénica nas regides do ultravioleta-visivel (UV-vis)
e espectroscopia de emissao fluorescente;

Avaliacdo das propriedades fotofisicas por absor¢cdo e emissao
fluorescente, rendimentos guanticos de fluorescéncia,
fotoestabilidade e geracdo de oxigénio singleto dos compostos
selenoporfirinas e tioporfirinas simétricas;

Andlise da interacdo dos compostos selenoporfirinas com ct-DNA e
HSA e tioporfirinas simétricas com ct-DNA por técnicas

espectrofotométricas, bem como através de modelagem molecular.
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Em conexdo com nossos objetivos, planejou-se, entdo, o desenvolvimento
de uma nova metodologia que utiliza a 5,10,15,20-
tetrakis(pentafluorofenil)porfirina como plataforma versatil para a obtencédo de
novos e diversos materiais porfirinicos, bem como diferentes fontes de anions de
calcogénio.

Por essa estratégia, selenoporfirinas ou hidrogenoporfirina 3 seriam
preparadas em uma etapa reacional, a partir da TPPF20 1 com p-metil-difenil-
disseleneto 2. Além disso, por esse caminho seria possivel a realizacao de uma
etapa “one pot”, como por exemplo, através de substituicdo do grupamento
organoselénio por hidrogrogénio e a obtencédo de compostos mistos (Mono, Di e
Tri seleno-substituidas). Da mesma forma, tioporfirinas simétricas 5 poderiam
ser preparadas também em uma etapa reacional, a partir da TPPF2 1 com
diferentes fontes de anions de enxofre 4. No caso da sintese de tioporfirinas,
esta nova metodologia, permitiia a sintese desses compostos sem a
necessidade de utlizagcdo de base no meio reacional, além de empregar
reagentes de facil manuseio e inodoros, diferentemente do que se encontra na
literatura (TUXEN et al., 2011) (GOMES et al., 2011).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo serd apresentada uma revisdo da literatura abordando os
temas referentes ao desenvolvimento deste trabalho. Primeiramente, a reviséo
abordaréa sobre porfirinas e organocalcogénios. Em seguida seréo apresentadas
metodologias para a sintese de calcogenoporfirinas, visando protocolos que
utilizaram a porfirina 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina como material
de partida. Apds, serdo abordados assuntos relacionados as propriedades

fotofisicas e espectroscopia de absorcdo e emissao.

2.1 Porfirinas naturais e sintéticas

As porfirinas séo estruturas encontradas na natureza e apresentam papeéis
importantes nos organismos Vivos e em processos bioldgicos, podendo-se
afirmar que ndo h& vida na terra sem porfirinas (HIROTO; MIYAKE;
SHINOKUBO, 2017). Destacam-se, entre 0s representantes naturais mais

importantes, o grupo heme 6 e as clorofilas 7 (Figura 1).

Figura 1. Representacao estrutural de macrociclos tetrapirrolicos naturais

/
HOOC COOH
6
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 0
Heme Clorofila a, R=Me
””””””””  Clorofila b, R= CHO

Fonte: autora

As proteinas heme sdo encontradas naturalmente nas mioglobinas (atua

no armazenamento e como facilitadora no transporte de oxigénio nos musculos)
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(NELSON; COX, 2011), nas hemoglobinas (atua no transporte do oxigénio, dos
pulmbes até aos tecidos e parte do dioxido de carbono no sentido inverso,
podendo-se ligar reversivelmente ao atomo de oxigénio) (NELSON; COX, 2011),
nos citocromos (transferéncia eletrénica e atividade catalitica (citocromo P-450),
nas catalases (catalisam o desproporcionamento de metabdlitos de oxigénio
toxico, peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio) e nas peroxidases (usam
peroxido de hidrogénio para oxidacdo de substratos organicos).

Por outro lado, a clorofila encontrada na natureza atua na fotossintese,
exercendo a funcdo de captura de fétons de luz na regido proxima a 400 nm (
ultravioleta) e na regido de 650-700 nm (do espectro visivel) (MILGROM, 1997).

Tendo em vista a importancia desses compostos naturais em processos
bioldgicos, ao longo dos anos, muitos estudos foram realizados a fim de tornar
compostos sintetizados em laboratérios Uteis para a natureza e para a
sociedade. Desta forma, indmeros compostos derivados de porfirina foram
desenvolvidos e apresentaram aplicabilidade nas mais diversas areas do
conhecimento. Dentre elas, evidencia-se 0 uso destes compostos na conversao
de energia (GULDI, 2002), dispositivos eletrénicos (SENGE et al., 2007), na
catalise(CASTRO et al., 2017) ou ainda na medicina, como na terapia contra o
cancer (DEROSA; CRUTCHLEY, 2002).

2.2 Estrutura das porfirinas

A estrutura da porfirina foi proposta em 1912 por Kuster ao sugerir a
estrutura da clorofila como macrociclica com quatro anéis derivados do pirrol
unidos por pontes metinicas, no entanto somente no ano de 1929 foi sintetizada
a primeira porfirina (protoporfirina IX e seu complexo de Fe (lll)-Heme) em
laboratorio por Hans Fisher e seu grupo de Munique (GOMES; NEVES;
CAVALEIRO, 2018). A correlacao entre a estrutura e sintese das clorofilas e do
grupo heme, rendeu o prémio de Nobel em Quimica no ano de 1930, a este
cientista alemao Hans Fisher (FISCHER, 1930).

As porfirinas sdo uma classe de moléculas organicas cujo nucleo basico é
constituido por quatro anéis do tipo pirrélicos (macrociclo tetrapirrélico), unidos
entre si por pontes metileno (=CH-) 8 (MILGROM, 1997).
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Figura 2. Representacao estrutural do ndcleo porfirinico

Fonte: autora

Devido a isso, o macrociclo porfirinico apresenta 22 elétrons 1, mas
somente 18 elétrons possuem capacidade de deslocalizacdo eletrénica e estao
envolvidos na aromaticidade. Isto vai de acordo com a regra de aromaticidade
de Hiuckel (4n+2= numero de elétrons, onde n= 4) e atribui grande estabilidade

ao anel através das estruturas de ressonancia (Esquema 2).

Esquema 2. Representacao estrutural da deslocalizacéo eletrdnica do macrociclo porfirinico

Fonte: autora

A TPPF2o, porfirina que foi utilizada para o desenvolvimento desse trabalho,
caracteriza-se por ser uma porfirina constituida pelo nacleo basico de quatro
anéis pirrélicos meso-substituida (substituida nas posi¢des 5, 10, 15, 20) com 4

grupos fenil, substituidos por cinco atomos de fldor (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo estrutural da TPPF20

Fonte: autora

2.3 Nomenclatura das porfirinas

Existem dois sistemas de nomenclatura para o macrociclo porfirinico,
sendo o primeiro proposto por Fischer e bem conhecido por ser 0 mais trivial e 0
segundo proposto pela IUPAC.

Na nomenclatura de Fischer, figura 4, as posicoes externas sdo numeradas
de 1 a 8 e também denominadas por -pirrélicas. J& as posicdes entre os pirrdis
(=CH-) séo conhecidas por posi¢cdes meso e também podem ser identificadas
pelas letras gregas a, B, y, 6 (Figura 4).

Figura 4. Representacdo da nomenclatura de Fischer
/,/* B-pirrélica

/“ Posicdo meso
o

Fonte: autora
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Na proposta da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC),
todos os atomos de hidrogénio e carbono sdo numerados, onde os atomos de
carbono externos sdo designados com indices, de acordo com a Figura 5
(POWELL, 1993).

Figura 5. Representag¢é@o da nomenclatura pela IUPAC

( )

Fonte: autora

2.4 Sintese da 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina

A sintese da porfirina 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina se da
através da reacao de condensacédo entre um pirrol e um aldeido, assim como as
demais porfirinas meso-substituidas. Sobre essa reacdo, existem relatos na
literatura datados desde 1935, no entanto, foi em 1967 que essa reacao teve um
grande avanco. Nesse ano, Adler demonstrou o aumento de rendimento na
conducao da reacdo em meio acido e sistema aberto. O procedimento de Adler
consiste em reagir o benzaldeido com pirrol na proporcao de 1:1, em refluxo de
acido propidnico, a 141 °C, por 30 minutos em sistema aberto. O autor destacou
nessa metodologia que tempos de reacdo mais longos no acido propiénico nao
aumentam apreciavelmente o rendimento, mas na verdade diminuem a pureza
dos produtos. Neste caso, o0 rendimento aumentou de 3-5% para 20% e o
produto foi obtido por cristalizag&o, tornando a purificagdo mais simples (ADLER
et al., 1967; KIM; LEONARD; LONGO, 1972).

A partir de entédo, diversas adaptacoes foram sugeridas para este método

e dentre eles destaca-se as modificacoes propostas por Lindsey (LINDSEY et
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al., 1987). Nesta metodologia a sintese € realizada em duas etapas e num
processo one pot. Na primeira ocorre a formacdo de um porfirinogénio através
da condensacéao entre o pirrol e o aldeido em diclorometano seco na presenca
de um catalisador acido, a temperatura ambiente sob atmosfera inerte e
protegido da luz e na segunda fase a adicdo de um agente oxidante (DDQ), oxida
o porfirinogénio formado levando a formag&o da porfirina com rendimento de
11%.

Embora uma gama de metodologias vém sendo descritas ao longo do anos
para a sintese de porfirinas meso-substituidas ((GONSALVES; VAREJAO;
PEREIRA, 1991) (DE PAULA et al., 2008)(SUN et al., 2013)), o método de Adler-
Longo e Lindsey tornaram-se os métodos mais conhecidos e utilizados para a
sintese da porfirina 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina. Portanto, neste
trabalho, o método utilizado no preparo da TPPF2o utilizada como material de
partida foi o de Lindsey por ser experimentalmente mais simples e por
proporcionar a obtencdo da porfirina em bons rendimentos. O procedimento
experimental completo para preparacdo da TPPF20 encontra-se no capitulo 6,
onde estdo descritos os procedimentos experimentais de todos 0os compostos

preparados dessa tese.

2.5 Reatividade da 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina.

A TPPF20 € um composto que se apresenta como um modelo versatil para
sintese de novos derivados de porfirina. Tal porfirina ou seus complexos
metélicos reagem com nucledfilos e permitem a obten¢do de novos compostos
através de acesso simples e geral. Além disso, a reacdo de substituicdo
nucleofilica aromatica que ocorre na porfirina com substituicdo dos atomos para-
F € altamente seletiva e frequentemente ocorre com alto rendimento.

O mecanismo de substituicdo nucleofilica aromatica, neste caso, se da
através de adicdo-eliminacdo. Desta forma, o flior ligado ao carbono arila
permite, através da sua polarizabilidade, o ataque pelo nucledfilo ao carbono
ligado ao halogénio (a), formando um carbanion (b). Este intermediario é
estabilizado pelos substituintes F na posi¢céo orto por ressonancia e na etapa a
seguir, um ion fluoreto é eliminado levando ao produto de substituicdo (c) a

medida que a aromaticidade do anel é recuperada. Sequencialmente, ocorre o
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mesmo processo nas outras 3 posi¢coes para do anel CeFs, levando a formacéo
do produto (d) tetra substituido (Esquema 3). Embora, as estruturas de
ressonancia do estado de transicdo desse tipo de reagdo indicam que o
nucledfilo pode atacar na posicdo orto ou para do anel pentafluorofenila a
substituicdo, nos casos da TPPF2o, ocorre exclusivamente na posi¢cao para,
devido a fatores estéricos (KADISH; HAN; FRANZEN, 1990).

Esquema 3.Substituicdo nucleofilica aromatica pelo mecanismo de adi¢éo-eliminagdo

Fonte: autora

2.6 Aplicacdes biolégicas de compostos organocalcogénios

Na area da sintese organica, moléculas contendo enxofre, selénio e teldrio
estdo ganhando maior atengdo da comunidade devido a iniUmeras aplicagfes
exibidas por essa classe, destacando-se, principalmente na area bioldgica.

Com relacéo a esta area, os compostos de selénio apresentam um grande
namero de aplicacbes e entre os exemplos conhecidos na literatura de

compostos organicos de selénio que apresentam atividades bioldgicas pode-se
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destacar o Ebselen (MULLER et al., 1984)(PARNHAM; KINDT, 1984)(WENDEL
et al., 1984) e os disselenentos arilicos (SEVRIN et al., 1976).

O Ebselen 9 tem sido usado como antioxidante e possui atividade
neuroprotetora em cultura de neurénios, inibe o dano oxidativo ao DNA, reduz o
dano oxidativo em cérebro causado pela isquemia, além de possuir atividade
antiinflamatdria e antinociceptiva (Figura 6) (MEOTTI; NOGUEIRA, 2003).

Figura 6. Representacédo estrutural do Ebselen

SaTe

9

Ebselen

Fonte: autora

Da mesma forma, os disselenetos 10 sdo compostos que também possuem
propriedades interessantes. Estudos demonstram que eles possuem atividade
antiinflamatéria e antinociceptiva para ratos e camundongos em doses nédo
téxicas (Figura 7) (NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004).

Figura 7. Representacédo estrutural de disselenetos

10
R= 0-Me, p-Cl, H e etc

Disselenetos arilicos

Fonte: autora

Além disso, os compostos de selénio apresentam aplica¢des tais como,
controle hormonal, anti-HIV (composto 11, figura 8) (SANCINETO et al., 2015),
atividades antitumorais (composto 12, figura 8) (DE SOUZA et al., 2015) e
antimicrobianas (composto 13, figura 8)(VARGAS et al., 2012) .
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Figura 8. Representacao estrutural de moléculas ativas biologicamente contendo selénio
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Fonte: autora

Em relacdo aos compostos de enxofre, pode-se afirmar que eles
apresentam atividade biolégica semelhante ao selénio. Desta forma, podem
interagir ou neutralizar espécies reativas de oxigénio e atuarem na sinalizacdo e
na deteccao de doencas (JONES, 2010).

Além disso, eles sao muito eficazes no tratamento de varias doencas e ja
sdo utilizados como medicamentos para cancer de ovario 14 (Figura 9,
Tioridazina) (RHO; KIM; KANG, 2011), cancer de prostata 15 (Figura 9,
Bicalutamida) (IVERSEN et al., 2000), lepra 16 (Figura 9, Dapsona) (LIU; LIANG;
MANOLIKAKES, 2016) e HIV 17 (KALDOR et al., 1997). Ainda, compostos de
enxofre sdo utilizados como medicamentos para o tratamento de verminoses 18
(Figura 9, Albendazol )(CRUZ et al., 1995), atuam como anti-histaminicos 19
(Figura 9, captodiamina)(MERCIER-GUYON; CHABANNES; SAVIUC, 2004) e
sao usados para problemas estomacais 20 (Figura 9, Omeprazol) (THIERMANN
et al., 1999)(Figura 9).
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Figura 9. Representacao estrutural de moléculas ativas biologicamente e/ou medicamentos contendo enxofre
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Fonte: Adaptado de (KAZEMI et al., 2018)

Compostos de teldrio, assim como compostos de selénio e enxofre,
apresentam atividades em sistemas biol6gicos, embora com menor niumero de
publicacdes. Tais compostos ja foram descritos como citotoxicos para células de
carcinoma 5637 (composto 21, Figura 10) (DA ROSA et al., 2016), A549
(composto 22, Figura 10) (TABARELLI et al., 2017) e 5637 (compostos 23 e 24,
Figura 10) (MUNCHEN et al.,, 2018), além de atuarem como agentes
antioxidantes.
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Figura 10. Representacé&o estrutural de moléculas biologicamente ativas contendo teldrio.
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2.6 Insercdo de calcogénio em substratos organicos via espécies

nucleofilicas

O desenvolvimento de metodologias para insercdo de atomos de
calcogénio, principalmente enxofre, selénio e telario, em moléculas organicas é
desafiador. No entanto, alguns relatos encontrados na literatura destacam a
introducdo de grupos organoselénio, organoenxofre e organotellrio em outro
substrato organico via espécies nucleofilicas.

Neste sentido, um dos métodos empregados para a obtencdo dessas
espécies é a utilizacao de borohidretos alcalinos, tais como borohidreto de sédio
para clivagem de disselenentos, dissulfetos ou diteluretos de diarila. Este tipo de
metodologia ganha especial atencéo, pois apresenta vantagens como baixa
toxicidade, facilidade de manuseio do agente redutor, economia no consumo de
energia, visto que, na maioria dos casos, nao é necessario utilizar aquecimento
para geracdo das espécies, além de apresentar versatilidade, destacando-se
dentro da Quimica organica, uma vez que se mostra bastante atraente para
sintese de estruturas mais complexas.

Como exemplo, destaca-se a proposta de Alberto (2009), na qual foi

apresentada a geracdo de espécies nucleofilicas a partir da reacdo de
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disseleneto de difenila 26 com borohidreto de s6dio em uma mistura de solventes
de etanol e THF em temperatura ambiente. A insercdo da porgéo
organocalcogénio ocorreu através do ataque nucleofilico destas espécies
geradas a bromoamidas 25. Nessa reacao foi observada a formacao de
selenetos 27 em bons rendimentos (Esquema 4) (ALBERTO et al., 2009).

Esquema 4. Representacdo esquematica para obtencéo de selenetos através de espécies nucleofilicas de
selénio

N INeIEE
Br\)J\NJ}(O\ + Sé _— Se\)J\N)ﬁ(O\
H 5 THF/ EtOH H 5
25 26

27

75-92%

R=Bn, Me, iPr

Fonte: adaptado de Alberto, 2009.

Baseando-se nisso, em 2010, Braga e colaboradores descreveram uma
metodologia para a obtencéo de calcogenoésteres 29 derivados do aminoacido
L-Serina. Os compostos 29 foram obtidos através de nucledfilos de selénio e
teldrio oriundos da clivagem de dicalcogenetos de diarila com borohidreto de

sodio em temperatura ambiente (Esquema 5) (BRAGA et al., 2010).

Esquema 5. Representacdo esquematica para obtencéo de compostos organocalcogénios
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Fonte: Braga, 2010
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Neste método, um éster O-mesilado 28 da L-Serina € gerado “in situ” e
substituido diretamente com varios anions calcogenolatos, obtendo-se derivados
selenocisteina, um derivado telurocisteina, selenolantionina e selenocistina em
bons rendimentos.

Mais recentemente, Da Rosa (2016) aliou em seu trabalho a utilizacdo de
organocalcogénios com borohidreto de sodio, de modo que os autores
desenvolveram uma metodologia interessante para a sintese de derivados 5’-
arilcalcogeno-3-aminotimidina 32. Neste trabalho o NaBH4 atua como agente
redutor da espécie dicalcogeneto 31 e a adicdo de um excesso de redutor, leva
reducdo da porcdo azida em um processo one-pot em bons rendimentos
(Esquema 6) (DA ROSA et al., 2016).

Esquema 6. Representagdo esquematica para obtencdo de compostos organocalcogénio
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R=H, p-Me, p-OMe, p-Cl, o-Me

Fonte: Adaptado de Da Rosa, 2016

Em 2017, Tabarelli e colaboradores sintetizaram e avaliaram o potencial
oxidante e atividade antitumoral de calcogenoazidas 35, frente a células tumorais
A549. Os autores utilizaram um meio redutor de NaBHa4: EtOH em temperatura
ambiente para gerar as espécies reativas provenientes dos dicalcogenetos de
diargonila, e por meio de reacdes substituicdo nucleofilica, adicionaram os
calcogenetos a plataforma amino 33. Posteriormente, os compostos 34 sofreram
desprotecao do grupo N-Boc com acido trifluoroacético e foram reagidos com
TfNslevando a formacéo da azida 35. A metodologia utilizando NaBH4 em uma
mistura de THF e etanol, proporcionou a obtencdo de varios compostos
organocalcogénios 35, em rendimentos bons na faixa de 73%-89%. (Esquema
7) (TABARELLI et al., 2017).
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Esquema 7. Representagdo esquematica para obtencdo dos compostos 35
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Fonte: adaptado de Tabarelli, 2017

Portanto, devido as vantagens apresentadas pela metodologia utilizando
borohidreto de sédio para geracao de espécies nucleofilicas, o presente trabalho
adotou este método para a geracao dos anions nucleofilicos arilcalcogénio. O
procedimento experimental completo para geragdo dessas espécies encontra-se
no capitulo 6, onde estdo descritos os procedimentos experimentais referentes

a essa tese.

2.7 Sintese de Calcogenoporfirinas

A sintese de compostos derivados da 5,10,15,20-
tetrakis(pentafluorofenil)porfirina contendo atomos de calcogénio, em particular,
o atomo de enxofre, vém se destacando devido a possibilidade de sintese de
compostos versateis, através de acesso simples, pratico, seletivo e com alto
rendimento (COSTA et al., 2011).

A seguir serdo apresentadas algumas metodologias que vem sendo
descritas dentro da é&rea de sintese orgénica para a preparacdo de
calcogenoporfirinas derivadas da 5,10,15,20—tetrakis(pentafluorofenil)porfirina.
No entanto, a sintese de seleno e teluro-porfirinas derivadas da 5,10,15,20—-
tetrakis(pentafluorofenil)porfirina ndo serdo descritas, visto que ndo existem
relatos de estudos na literatura abordando a obtencdo desses compostos.
Destaca-se que os estudos encontrados na literatura até o presente momento
sobre sintese de seleno e teluro-porfirinas tratam apenas da obtencdo, por
exemplo, de seleno-porfirinas N-confusas (N-invertidas) 36 e 37 (PACHOLSKA
et al., 2000)(PUSHPAN et al., 2001) ou teluro-porfirinas 38 e 39 derivadas de
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outros compostos e nao derivadas da 5,10,15,20-
tetrakis(pentafluorofenil)porfirina (ULMAN et al., 1978) (LATOS-GRAZYNSKI et
al., 1995), conforme figura 11.

Figura 11. Representacao estrutural de compostos seleno e teluro-porfirinas.

Ph Ph Ar Ar

36 37 38 39

Fonte: autora

2.7.1Sintese de tio-porfirinas simétricas derivadas da 5,10,15,20-

tetrakis(pentafluorofenil)porfirina

Dos estudos relatados até o presente momento, a obtencdo das
tioporfirinas derivadas da 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina, na maior
parte dos casos, ocorre via substituicdo nucleofilica aromatica a partir da
utilizacdo de tidis, com a 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina livre ou
complexada com metais.

Neste sentido, em 1991, Battioni e colaboradores descreveram a sintese
de uma tio-porfirina tetra substituida 42 com rendimento de 85%. Nesta
metodologia, foi utilizada a TPPF20 complexada com zinco (Zn-TPPF2o) 40, oito
equivalentes de butanotiol 41 e uma mistura de DMF e trietilamina (2:1). A reacéo
foi mantida em agitacdo overnight sob temperatura de refluxo do solvente
(Esquema 8) (BATTIONI et al., 1991) .



40

Esquema 8. Representagdo esquematica para sintese de uma tio-porfirina tetra-substituida 42.

DMF: EtzN (2:1) R F
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Fonte: (Battioni, 1991)

Em 2010, Hirohara e colaboradores realizaram a conjugacdo de enxofre e
porfirinas, através da sintese de tiosacarideos-porfirinas 45 para estudos de
PDT. Os compostos 5,10,15,20-tetrakis[4-(1-tiogalactose)-2,3,5,6-tetrafluorfenil]
porfirina (a) e 5,10,15,20-tetrakis[4-(1-tioglicose)-2,3,5,6- tetrafluorfenil]porfirina
(c) foram obtidos com bons rendimentos em uma ou duas etapas reacionais a
temperatura ambiente (HIROHARA et al., 2010). Um estudo sobre a ligacao
seletiva destas duas moléculas conjugadas (tiosacarideo-S-porfirina) com varios
tipos de células cancerigenas foi examinado, seguido por uma investigacado das
propriedades fotodinamicas e verificou-se que o cancro da mama humano (MDA-
MB-231) € inibido preferencialmente com o derivado contendo glicose ao
derivado da galactose (Esquema 9) (PASETTO et al., 2001).
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Esquema 9. Representacdo esquematica para sintese de moléculas conjugadas sacarideos-porfirinas
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Fonte: (Hirohara, 2004)

Adicionalmente, os estudos envolvendo as potencialidades biolégicas
desta classe de compostos vém recebendo a atencdo da comunidade cientifica.
Neste contexto, Samaroo e colaboradores, em 2007, utilizaram a 5,10,15,20—
tetrakis(pentafluorofenil)porfirina 1 como uma plataforma central para obter uma
diversidade de compostos derivados de enxofre 46. A porfirina reagiu com uma
gama de tiois, a temperatura ambiente e os derivados glicosilados desta porfirina
mostraram ser agentes fotodindmicos eficazes na inducdo de necrose ou
apoptose em varias linhas de células de cancer (Esquema 10) (SAMAROO et
al., 2007).
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Esquema 10. Representacdo esquematica para sintese de moléculas derivadas de tiois.
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Fonte: (Samaroo, 2007)

Ainda nesse trabalho, Samaroo descreveu a sintese do composto derivado
do ribosideo 6-mercaptopurina 47 com a TPPF20, para isso foi utilizada a
proporcao reacional de 16 equivalentes de ribosideo 47 em relacdo a TPPF20 1
(4 equivalentes para cada para-F) e a reacao foi mantida sob agitacéo por 5 dias.
Nesta metodologia, como produto principal obtém-se o composto tetra-
substituido 48 e como produto secundario o composto tri-substituido 49
(Esquema 11) (SAMAROQO et al., 2007).
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Esquema 11. Representacdo esquematica para sintese de tioporfirinas derivadas de ribosideo 6-
mercaptopurina
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Fonte: (Samaroo, 2007)

Em 2008, Varotto descreveu a sintese de uma nova porfirina altamente
fluorada 51 que forma filmes finos autoorganizados com fulereno (Ceo) via co-
deposicdo. Nesta metodologia, a porfirina 51 € formada através da reacdo da
TPPF20 1 com 9,5 equivalentes de 1H,1H,2H,2H-perfluorododecano-1-tiol 50
com alto rendimento (Esquema 12) (VAROTTO et al., 2008).
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Esquema 12. Representacdo esquematica para sintese de porfirina derivada de tiol
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Fonte: (Varotto, 2008)

Em 2011, Tixen descreveu a sintese de tetra-porfirinas derivadas de tidis
com cadeias de até 16 atomos de fluor 53. Nesta metodologia, para a sintese
dos compostos, foi utilizado o respectivo tiol em excesso 52 (6 equivalentes) e a
TPPF20 1 em tempos reacionais de 1 hora até 6,5 horas, com rendimentos entre
31%-89%, de acordo com o tiol utilizado (Esquema 13) (TUXEN et al., 2011).
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Esquema 13. Representacdo esquematica da sintese de tetra-porfirinas altamente fluoradas
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Fonte: (Tuxen, 2011)

Gomes e colaboradores relataram também em 2011, a sintese de tetra tio-
porfirinas catidnicas e estudaram sua atividade antifingica (GOMES et al.,
2011). Neste estudo, a TPPF2o foi substituida com 4-mercapto-piridina (4,1
equivalentes) 54 usando dietilamina como base a temperatura ambiente para
produzir a porfirina tetra-substituida 55. Adicionalmente, iodo metano e o 1-
iodopentano reagiram com o0s produtos obtidos anteriormente 55 para obter
derivados porfirinicos tetra-catibnicos 56. Os compostos foram testados na
linhagem Penicillium chrysogenum e a porfirina catidnica tetrametilpiridil

apresentou melhor inativagéo fotodinamica (Esquema 14).
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Esquema 14. Representacao esquematica da sintese de porfirinas tetra-catidnicas.
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Fonte: (Gomes, 2011)

Em 2014, tetra-tiocarboranilporfirinas 58 para terapia de captura de néutrons
pelo boro (BNCT) e terapia fotodinamica (PDT) foram sintetizadas pela reagéo
da TPPF20 com derivados closo-mercaptoboranas (9-mercapto-o-carborana, 9-
mercapto-m-carborana, 7-isopropil-1-mercapto-m-carborana) 57 como fonte
nucleofilicas. Nesta metodologia, a TPPF20 reagiu com oito equivalentes de
mercaptoborana 57 em DMF a temperatura de 40°C em um tempo de 30h. A

formacao dos produtos ocorreu com bons rendimentos (66-87%). A avaliagao
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preliminar da atividade biologica revelou que as tiocarboranilporfirinas 58 séo
agentes promissores para BNCT e PDT (Esquema 15 ) (OL"SHEVSKAYA et al.,
2014).

Esquema 15. Representacdo esquematica da sintese de porfirinas derivadas de mercaptoboranas
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Fonte: (OI'Shevskaya, 2014)

Em 2015, Hewage descreveu a sintese de compostos porfirinicos
funcionalizados com &cido alquil-carboxilico devido a propensdo que esses
compostos apresentam para a aplicacdo em células solares, purificagdo de ar ou
sistemas quimiossensores. A reacdo ocorreu em temperatura ambiente com a
TPPF20 e 6 equivalentes de mercaptopropionato de etila 59 em 30 minutos.

Nesta metodologia, pode-se observar a formacéo de todas as substituicbes
ao mesmo tempo, no entanto, apOs purificacdo da mistura reacional por
cromatografia em coluna seguida de cromatografia por placa preparativa,
permite-se a separagao dos produtos e identificacdo. O produto 60a representa
mono-substituicdo, 60b e 60c representam duas substituicdes de F por tiol e
formacdo de um isémero trans e cis, respectivamente. J& o composto 60d
representa trés substituicées de F por tiol e 60e a tetra-substiui¢cao pelo nucledfilo

de tiol (Esquema 16).
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Neste trabalho, observa-se o favorecimento (direcionamento) para a
sintese de um produto majoritario através do controle estequiométrico. Neste
sentido, para direcionar a formag¢do do produto tetrassubstituido, indica-se a
utilizacao de excesso estequiométrico (Esquema 16) (HEWAGE et al., 2015).

Esquema 16. Representacdo esquematica para sintese de tioporfirinas com varias substituicdes
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60c®S= (12% de rendimento) R',R?= SC,H,COOEt, R3%,R*=F
60d= (37% de rendimento) R'-R3®= SC,H,COOEt, R®*=F

60e= (13% de rendimento) R'-R*= SC,H,COOEt

Fonte: (Hewage, 2015)

Mais recentemente, em 2016, Ferroni e colaboradores descreveram a
sintese de tioporfirinas catibnicas para estudo de atividade antimicrobiana. Nesta
metodologia, a sintese da porfirina 63 partiu da reacdo da TPPF2 1 com
hidrocloreto de 2-dimetilamino etanotiol (21 equivalentes) 61. Adicionalmente,
iodo metano em DMF reagiu com os produtos obtidos anteriormente 62 para
obter derivados porfirinicos tetra-catidnicos 63 (Esquema 17) (FERRONI et al.,
2016).
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Esquema 17. Representacdo esquematica da sintese de tioporfirinas

\H cr
N— K,COs,
TN DMF
61 t.a., 24h

CHsl| DMF, 5h
99%

Fonte: (Ferroni, 2016)

2.8 Propriedades fotofisicas de porfirinas

2.8.1 Espectroscopia eletrénica de absorcéao

As analises de Espectroscopia eletronica de absorc¢do na regidao do UV-vis
de porfirinas sédo muito utilizadas para caracterizacdo dos compostos e, também,

podem ser utilizadas para estudos de interacdo com biomoléculas.

Os espectros eletrbnicos de absorcdo de porfirinas meso-substituidas,
geralmente, apresentam 5 bandas (transicdes) caracteristicas (Figura 12). A
mais intensa é denominada Banda de Soret e apresenta maximo de absorcao

na regido de 400 nm. Esta banda também é conhecida como banda B, e
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apresenta absortividades molares (¢) na ordem de 10° Mol*dm3cm-*. As demais
bandas, sdo denominadas bandas Q, apresentam maximos de absor¢do na
regido entre 500 e 650 nm e absortividades molares (€), aproximadamente, dez
vezes menores que a banda de Soret (DE OLIVEIRA et al., 2015).

No caso de estudos de interacdo com biomoléculas, a Espectroscopia
eletrbnica na regido do UV-vis, fornece informacfes sobre as interacdes, por
exemplo, de porfirinas com DNA, pois essas intera¢cdes causam uma mudanca

na banda de transicdo em uma regido do visivel.

Figura 12. Exemplo de um espectro de absorgdo de uma porfirina na regido do visivel
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Fonte: (DE OLIVEIRA et al., 2015)

2.8.2 Espectroscopia de emisséo fluorescente

A Espectroscopia de emissao de porfirinas € uma técnica util como forma
para caracterizar um composto e utilizar esses dados para quantificar uma
possivel atuacdo como fotossensibilizador ou entender interagbes com
biomoléculas. A caracterizagdo dos processos que ocorrem nessas técnicas se
da pela razéo entre os fotons emitidos em cada etapa pelos fotons absorvidos
durante a excitacdo, através de calculos de constantes, rendimentos de
fluorescéncia e rendimentos quanticos, sendo que a relacdo desses parametros,

determina as propriedades de uma molécula.
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Desta forma, os principios dessa técnica baseiam-se na absorcdo de luz
em forma de féton e formacdo de um estado excitado. Como esse estado
formado é mais energético que o estado fundamental, a molécula precisa entao,
retornar ao seu estado fundamental. Este retorno acontece na forma de liberacéo
de energia através de dois processos: processos nao radiativos (liberacao de
calor) ou processos radiativos (emissdo de luz). Através do diagrama de
Jablonski, os processos de desativacdo dos estados excitados de atomos e
moléculas até o estado fundamental, podem ser explicados (Esquema 18) (DE
OLIVEIRA et al., 2015; DEMAS, 1983).

Se a molécula excitada em seu estado singleto (*PS*) retornar diretamente
ao estado fundamental, pode haver emissdo de energia através da liberacéo de
féton, o que caracteriza a fluorescéncia. No entanto, nesta etapa pode ocorrer
também um processo de inversdo de spins denominado cruzamento
intersistemas indo para o estado excitado tripleto (VALEUR, 2001).

Nesta etapa dois processos podem ocorrer:

e O retorno destas moléculas do estado excitado tripleto ao estado
fundamental de energia envolvendo perda por fosforescéncia,

e Transferéncias de energia para outras moléculas como o oxigénio
molecular formando espécies reativas de oxigénio (*O2) e espécies
radicalares, tais como Oz, H202, HO® que sé@o poderosos agentes
oxidantes, capazes de causar danos, por exemplo, em células e

levar a morte celular.

Esquema 18. Diagrama de Jablonski. Os processos ndo-radiativos foram omitidos para melhor
visualizacgéo.
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Fonte: Adaptado de De oliveira, 2015.
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Nesse contexto, as propriedades fotofisicas das porfirinas tém sido
amplamente estudadas a fim de melhor entender os processos que ocorrem a
partir da absorcao de féton até o final dos processos radiativos. De acordo com
os resultados apresentados por cada composto, pode-se aplica-los nas areas

que se apresentarem como mais promissores.
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APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

3. PREPARACAO DE NOVAS SELENOPORFIRINAS E
HIDROGENOPORFIRINAS DERIVADAS DA 5,10,15,20-
TETRAKIS(PENTAFLUOROFENIL)PORFIRINA.

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos o0s resultados
experimentais obtidos durante a realizagcédo da primeira parte deste trabalho. O
objetivo para este capitulo foi: desenvolvimento de uma rota sintética apropriada
para a preparacdo de novas calcogenoporfirinas, dentre elas, seleno e
hidrogenoporfirinas derivadas da 5,10,15,20—tetrakis(pentafluorofenil)porfirina
empregando p-metil-difenildisseleneto como fonte de anion de arilcalcogénio

Desta forma, as novas selenoporfirinas e hidrogeno-porfirinas derivadas
da 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina que foram sintetizadas, estéo

representadas pela Figura 13.

Figura 13. Representacéo estrutural das seleno e hidrogenoporfirinas sintetizadas.

Fonte: autora
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Através da analise retrossintética (Esquema 19) da porfirina a, pode-se
inferir que o respectivo composto baseado na sua fragmentacéo, teria como
equivalentes sintéticos os respectivos selenolatos que poderiam ser preparados
a partir de p-metil-difenil-disseleneto 2 em meio redutor e a 5,10,15,20-
tetrakis(pentafluorofenil)porfirina, (TPPF20) 1. Por sua vez, a porfirina (TPPF2o0)
1, através de um processo one-pot, poderia ser proveniente diretamente da

condensacéo de benzaldeido 1a e o pirrol 1b.

Esquema 19. Analise retrossintética

Fonte: autora

Assim, baseando-se na analise retrossintética da porfirina a, a primeira
etapa desta rota sintética envolveu a condensacéo do aldeido 1a com o pirrol 1b
numa solucédo de diclorometano seco na presenca do catalisador acido BFs.

OEt, a temperatura ambiente sob atmosfera de argbnio e protegido da luz.
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Numa segunda etapa, o porfirinogénio formado foi oxidado por adicdo do agente
oxidante 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) originando a
correspondente porfirina 5,10,15,20—tetrakis(pentafluorofenil)porfirina (TPPF20)
1 livre dos derivados reduzidos (LINDSEY et al., 1987). De posse desse
composto, foi realizada a reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica,
utilizando-se a 5,10,15,20—-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina (TPPF20) 1, p-metil-
difenil-disseleneto 2 como representante dos dicalcogenetos e borohidreto de
s6dio em uma mistura de etanol e THF como solventes a 50 °C sob atmosfera
inerte de argonio.

Visando chegar a condi¢cdo 6tima de reacao, inicialmente, foi estudada a
modificacdo do tempo reacional empregando-se uma quantidade fixa de 10 umol
(10 mg) da TPPF20, 80 umol (27mg) de p-metil-difenil-disseleneto com 180 pumol
de borohidreto de sédio (6,8 mg, 2,25 eq. em relacdo ao p-metil-difenil-
disseleneto) sob atmosfera inerte de argonio, a 50°C, em uma mistura de etanol
(3 mL) e THF (7 mL) como solventes. Os tempos variaram de 3 minutos a 12
horas, levando a formacgéo dos compostos 3a-d (Tabela 1).

No tempo reacional de 3 minutos, observou-se a formacao majoritaria do
produto 3a, correspondente a substituicdo de 3 &tomos de flior na posicéo para
do anel aromatico da porfirina pela espécie de organoselénio e uma posicao para
do anel aromatico da porfirina substituida por um atomo de hidrogénio. Cabe
ressaltar que foi observada a formacdo dos produtos, porém diversos
subprodutos também foram formados com valores de retencdo muito préximos
entre si, ndo sendo possivel isola-los através de placa cromatogréafica
preparativa e analisa-los (Tabela 1, reacédo 1).

Com base no resultado anteriormente obtido, elevou-se o tempo reacional
para 10 minutos e observou-se ainda a formagcdo do composto 3a na faixa de
57% de rendimento. Além desse composto, também foi observada pela primeira
vez a formacdo do composto 3b, correspondente a substituicdo de 2 atomos de
flior na posicdo para do anel aromatico da porfirina pela espécie de
organoselénio e duas posicdes para do anel aromatico da porfirina substituidas
por atomos de hidrogénio, com 7% de rendimento, (Tabela 1, reacéo 2).

Quando o tempo reacional foi ampliado para vinte e cinco minutos (Tabela
1, reacdo 3), foi possivel ainda observar a formacdo dos compostos 3a e 3b.

Através da faixa dos rendimentos obtidos, verificou-se que com o transcorrer do
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tempo, a proporcao de formacao do composto 3b (Di-Se, Di-H) foi maior (58%)
em relacao ao produto 3a (Tri-Se, Mono-H) (14%).

No momento em que o tempo reacional foi alterado para trinta minutos,
(Tabela 1, reacdo 4), observou-se a formacédo do produto 3b com 17% de
rendimento e um novo composto 3¢ (Mono-Se, Tri-H) com 40% de rendimento.
Durante o tempo de uma hora foi observada a formag¢ao somente do produto 3c
(Tabela 1, reacdo 5) e em duas horas (Tabela 1, reacdo 6), a formacdo do
produto 3c e um novo composto 3d (Tetra-H).

Posteriormente, com o tempo de doze horas de reacéo (Tabela 1, reacéo
7), pode ser observada somente a formacdo do produto tetra substituido pelo
atomo de hidrogénio nas posicbes para do anel aromatico da porfirina, com
excelente rendimento 3d (>99%).

Apoés a determinacdo do padrdo de substituicdo obtida em relacdo ao
tempo reacional, a quantidade de borohidreto de sodio foi estudada. Assim,
guando foi empregada uma quantidade menor deste reagente (80 umol, 1 eq.
em relagéo ao p-metil-difenil-disseleneto ) durante dez minutos de reacéo, ndo
foi observada a formacdo de nenhum produto (Tabela 1, reacdo 8). Este fato
poderia estar relacionado com a clivagem do p-metil-difenil-disseleneto, onde a
quantidade utilizada de agente redutor ndo foi suficiente para gerar a espécie
reativa. Ainda, o emprego de 800 pmol (3 mg, 10 eq. em relacdo ao p-metil-
difenil-disseleneto) de borohidreto de sédio durante uma hora de reacéo levou a
formacao do composto 3d (Tetra-H) com 60% de rendimento (Tabela 1, reacao
9).
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Tabela 1. Otimizacéo das condic¢Bes reacionais

+ /©/ NaBH,
2 EtOH/THF
1 |-se Q
3b 3d
Tempo
NaBH, Rendimento
Reacéo Tempo Composto Produto
(umol) (%)?
) R1, R?, R3=p-Me-Ce¢H4-Se
1 180 3 min 3a 57
R4=H
1 3 =n- _ _
- R, R3 =p-Me-CsHas-Se 7
R2R4=H
2 180 10 min ——
- R*, R4, R° =p-Me-CsHs-Se 57
R4=H
1 3 —n. _ _
o R*, R° =p-Me-CsHs-Se 58
R?,R*=H
3 180 25 min
R1, R?, R3 =p-Me-CesH4-Se 14
3a vy
1 3 —n- - -
3b R, R3, =p-Me-CeHs-Se 17
R2R4=H
4 180 30 min =
3c Rl=p-Me-CesH4-Se 40
R2R3,R4=H
Rl=p-Me-CgsHas-Se
5 180 1h 3c > ¢ 80
R?,R3 R*=H
1=p- - -
3¢ Ri=p-Me-CsHs-Se 50
6 180 2h R?,R3,R%=H
3d R!, R2R3 R4=H 13
7 180 12h 3d R! R2R3 R4=H >99
8 80 10 min - - -
9 800 1h 3d R?, R2,R3,R4=H 60

a2 Rendimentos calculados ap6s purificagdo através de placa cromatogréafica e consistem na média de trés reacdes.
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Salienta-se, que apenas 0S compostos que apresentavam sinais mais
intensos nas placas preparativas e com fatores de retencao possiveis de serem
purificados foram isolados.

Com este estudo, observou-se que através do controle rigido do tempo
reacional, uma nova classe de selenoporfirinas e hidrogenoporfirinas pode ser
preparada, sempre com a formagéo majoritaria de um dos compostos em relagéo

ao outro através do ajuste do tempo reacional, conforme figura 14.

Figura 14. Selenoporfirinas e hidrogenoporfirinas obtidas

Rendimento

7% 14%

3 min 10 min 25 min 1h 12h
Tempo

Fonte: autora

3.1 Mecanismo proposto para a formacéao dos produtos 3a-d

Uma proposta mecanistica para a obtencdo dos produtos sintetizados
neste trabalho, pode ser observada no Esquema 21.

A fim de justificar os resultados obtidos e elucidar um possivel mecanismo
para esta reacao, foi realizado um teste (a) sem a presenca de disseleneto de p-
toluila. Para esta reacéo foi utilizado 10 pmol (10 mg) da TPPF20, 180 umol (6,8
mg) de borohidreto de s6dio em uma mistura de etanol e THF como solventes e
a mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 24 horas a 50°C sob atmosfera
inerte de argbnio. Apos acompanhamento da reacdo por CCD, observou-se que
a TPPF20de partida ndo havia sido consumida, demonstrando a necessidade do

disseleneto no meio reacional.
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Outro teste (b) realizado para elucidar o mecanismo baseou-se numa
reacdo utilizando o composto 3c com a presenca de borohidreto de sédio. Para
esta reacao foi utilizado 10 umol (10 mg) do composto 3c, 180 umol (6,8 mg) de
borohidreto de s6dio em uma mistura de etanol e THF como solventes e a
mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 24 horas a 50°C sob atmosfera
inerte de argbnio. Apés acompanhamento da reacdo por CCD, e conseqiente
purificacdo e analise, observou-se que o composto 3c de partida havia sido
consumido e foi observada a formacdo do composto 3d demonstrando a
substituicdo da espécie organoselénio pelo hidreto proveniente do borohidreto

de sddio (Esquema 20).

Esquema 20. Testes realizados para elucidar o mecanismo reacional.

NaBH,

EtOH/THF
50°C
24h

F F

AL
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(b) X -
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F I F

50°C
24h

F F

3c 3d

Fonte: autora

Baseado nesses experimentos propde-se 0 mecanismo de reagao de
substituicdo nucleofilica aromatica para a formacgéo dos produtos. Esta reacao é
favorecida devido ao fator eletronico apresentado pelos atomos de fltor ligados
aos anéis aromaticos, visto que, esses atomos tornam o carbono susceptivel ao
ataque nucleofilico.

Na primeira etapa, a espécie ativa é originada no meio racional através da

clivagem do p-metil-difenil-disseleneto com borohidreto de sodio em etanol,
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gerando o complexo 4-metil-selenofenil (trietoxi) borato de sddio. Neste sentido,
o carbono para do anel CeFs (a), sensivel a presencga de nucleofilos, sofre um
ataque nucleofilico pelo complexo organoselenolato gerado (b), envolvendo a
formacao de um carbanion com elétrons deslocalizados (c) e a eliminacdo de um
ion fluoreto, levando a formacao do produto seleno substituido a medida que a
aromaticidade do anel é restituida (d). Devido a alta nucleofilicidade das
espécies de selenolatos, esta reacdo se processa de maneira bastante rapida e
apesar destas substituicbes nos 4 atomos de flior ocorrerem, a porfirina tetra-
substituida com selénio néo foi possivel de ser isolada.

Numa segunda etapa, um hidreto proveniente do borohidreto de sédio
ataca o carbono contendo o grupamento p-metil-selenofenil, levando a formacéo
de um carbanion com elétrons deslocalizados (e) seguido de uma eliminacéo da
espécie organoselénio, gerando p-metil-difenil-disseleneto (g) e levando a
formacao do produto (f) a medida que a aromaticidade do anel é restituida.
Sequencialmente, essas duas etapas se processam nas outras trés posicoes
para do anel CeFs muito rapidamente levando a formagéo do produto (h)
(Esquema 21).
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Esquema 21. Mecanismo proposto para a formacéo dos produtos desejados 3a-d

Se /©/
~s¢

Q/ +2NaBH, + 6 EOH —» 2(4-CH3-CgH5SeNa) +2 B(OEt); +7 Hy — = | 2Na*[4-CHy-CoHsSeB(OEt); | +7 H,
2

(b)

(b)

/ ROF
F F )
FF

EtOH/ THF

_—

(h) () (e)

+

oy S%ﬁ /@S%g

(9) @)

Fonte: autora

A entrada do atomo de hidrogénio nas porfirinas sintetizadas pode ser
comprovada como sendo somente possivel apds a entrada do grupamento
organoselénio, visto que, na reacdo em que foi usada somente a TPPFx e
NaBHa, a adi¢&o de hidreto a porfirina levando a formacao da porfirina contendo
hidrogénio néo foi observada (Esquema 20, “a@”). Por outro lado, no momento em
que foi realizada a reagdo de NaBHa4 com a selenoporfirina a entrada do atomo
de hidrogénio pode ser confirmada, demonstrando assim a necessidade deste
grupamento para a formacéo da respectiva porfirina (Esquema 20, “b”). Este
resultado pode ser explicado devido a melhor habilidade de grupo abandonador

do grupamento organoselénio comparado com flaor.
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3.2 Ressonancia Magnética Nuclear e Espectrometria de Massas do

composto 3a

A titulo de exemplo sera discutida a atribuicdo dos sinais do espectro de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H), flior (RMN°F) e selénio
(RMN 77Se) do composto 3a.

A figura 15 mostra o espectro de RMN *H do composto 3a em cloroférmio
deutrado a 600 MHz, onde pode-se observar em 8,88 ppm um simpleto gerado
através da ressonancia de 8 hidrogénios 3 pirrélicos (1-8). Em 7,78 ppm ha um
dupleto com integral relativa para 6 hidrogénios, apresentando constante de
acoplamento 6 Hz referente a ressonancia dos hidrogénios equivalentes orto,
mais desblindados, nos anéis aromaticos 13a, 13b, 13c. O sinal em 7,66-7,59
ppm, apresenta-se como um multipleto, com integral relativa para um hidrogénio
e refere-se a ressonancia do hidrogénio 15 ligado ao anel aroméatico 12. Em 7,26
ppm h& um dupleto, apresentando constante de acoplamento 6 Hz referente a
ressonancia dos outros seis hidrogénios equivalentes nos anéis aroméaticos 13a,
13b, 13c e um referente ao hidrogénio do cloroférmio que foi utilizado como
solvente para realizacdo dos experimentos de RMN. O sinal em 2,43 ppm,
apresenta-se como um simpleto, com integral relativa para nove hidrogénios e
refere-se a ressonancia dos hidrogénios das metilas 14, ligadas aos anéis
aromaticos 13a, 13b e 13c. O sinal em -2,90- -2,94 ppm, apresenta-se como um
multipleto, com integral relativa para dois hidrogénios referente a ressonancia

dos hidrogénios internos 16 e 17 ligados aos nitrogénios pirrélicos.
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Figura 15. Espectro de RMN 1H do composto 3a em CHClz a 600MHz
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Fonte: autora

E interessante observar o comportamento dos sinais na analise dos
produtos obtidos através da mudanca de intensidade no espectro de RMN 1H,
conforme demonstrado na figura 16.

Pode-se observar na regidao de 6 = 8,94-8,88 ppm 0s sinais com integrais
referentes aos hidrogénios ligados a posigao B pirrélica. Esses sinais deveriam
apresentar-se como multipletos em todos os casos devido a assimetria das
moléculas de acordo com as substituicdes, exceto os sinais dos espectros dos
compostos 3b e 3d que deveriam apresentar-se como simpletos, visto que essas

moléculas sao moléculas simétricas.

Os sinais na regiao de 6 =7,79-7,78 ppm e 6 =7,27-7,26 ppm onde ha dois
dupletos referentes a ressonancia de hidrogénios provenientes da espécie 4-
CHsCeHaSe que substituiu os atomos de flior, se mantiveram no espectro
alterando somente a integral. Os valores das integrais inicialmente aumentaram

indicando a substituicdo dos atomos de fltor pelo grupamento arilcalcogénio de



64

acordo com o tempo reacional e posteriormente diminuiram devido a substituicdo

deste pelos &tomos de H.

O sinal na regiao 6 =7,66-7,59 ppm, apresenta-se como multipleto e refere-
se a ressonancia dos hidrogénios que substituiram os grupamentos arilselénio.
De acordo com 0 aumento do tempo reacional e consequentemente aumento da
substituicdo, os sinais nessas regides também aumentam, confirmando ao final,

a formacéo do composto 3d com quatro atomos de H na posicao para.

O sinal em 8=2,43 ppm, apresenta-se como simpleto e refere-se a
ressonancia dos hidrogénios das metilas provenientes da espécie CH3CesHaSe.
De acordo com as substituicbes dos atomos de fllor por esta espécie, as
integrais relativas aumentam proporcionalmente. Entretanto, nos casos em que
os atomos de H substituem 4-CH3CeHsSe, as integrais apresentam-se
inversamente proporcionais as substituicdes e observa-se, de acordo com o
tempo reacional, o completo desaparecimento do sinal nessa regido (Figura 16-

composto 3d).

Figura 16. Espectro de RMN H em CHClsa 600MHz dos compostos obtidos.

A Al -

A ’

—iN

T T T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 727 76 75 74 73 72 25 24

Fonte: autora
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No espectro de RMN '°F, pode-se verificar a presenca de trés sinais
diferentes para o fluor, o-F, p-F e m-F referente a porfirina de partida (TPPF20)
(Figura 17). Apos a ligacao dos diferentes nucledfilos nas 4 posicdes para, o sinal
correspondente ao flior desta posicéo ird desaparecer, demonstrando a ligacéo

entre a porfirina e os substituintes.

Figura 17. Espectro de RMN 1°F da 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina.
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Fonte: autora

O espectro de RMN de '°F da porfirina 3a como era esperado, apresenta
um conjunto de quatro sinais, sendo dois sinais correspondentes aos atomos de
flior da posicdo orto (um correspondendo aos anéis substituidos por 4-
CHsCesHaSe e outro correspondendo ao anel substituido por H) e outros dois que
correspondem aos atomos de fllor da posicdo meta (um correspondendo a
posicdo meta dos anéis substituidos por 4-CH3CesHaSe e outro correspondendo
a posicao meta do anel substituido por H), conforme representado na figura 18.
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Figura 18. Representacdo das posicdes orto-F e meta-F.

Fonte: autora

Os atomos de flior da posicéo orto dos anéis aromaticos substituidos por
4-CH3CsH4aSe aparecem no espectro a um 6 = -127,87 ppm como um duplo
dupleto (dd) devido ao acoplamento com o atomo de fllor da posicdo orto do
outro lado do anel e com o atomo de flior na posicdo meta. Ainda os &tomos de
fldor da posi¢cdo meta 9b, 10b, 11b aparecem no espectro a um & = -136,28 ppm
também como um duplo dupleto (dd) devido ao acoplamento com o atomo de
fldor da posi¢cdo meta do outro lado anel e com o atomo de flor na posi¢éo orto,

conforme figuras 19 e 21.

Figura 19. Representagdo dos acoplamentos no RMN de *°F

Fonte: autora
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No entanto, os atomos de flior da posi¢do orto, 12a, do anel aromatico
substituido por H aparecem no espectro a um § = -137,26 ppm como um duplo
dupleto (dd) devido aos acoplamentos de F-F. Ainda os atomos de fldor da
posicdo meta, 12b, do anel aromatico, aparecem no espectro a um ¢ = -138,59
ppm também como um duplo dupleto (dd), devido aos acoplamentos de F-F

conforme representado nas figuras 20 e 21.

Figura 20.Representagdo dos acoplamentos no RMN de °F.
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Fonte: autora

Figura 21. Espectro de RMN °F do composto 3a em CHClza 565 MHz.
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A formacéo dos produtos também pode ser observada facilmente atraves
da mudanca de intensidade e deslocamento dos sinais no espectro de RMN *°F,
conforme demonstrado na figura 22.

A medida que 4-CH3CsHa4Se substituiu os atomos de F de acordo com o
tempo reacional, os sinais orto (6 = -127,87 ppm) e meta (6 = -136,28 ppm)
referentes a essa substituicdo aumentaram de intensidade.

No entanto, com o transcorrer do tempo reacional e a substituicdo da
espécie de 4-CHsCesHs4Se por H observou-se o inverso dessa proporgéo. Por
exemplo, quando trés atomos de H substituiram a espécie 4-CH3CeH4Se, 0s
sinais correspondentes aos atomos de flior da posicdo orto e meta dos anéis
substituidos por H( = -137,26 ppm e 6 = -138,59 ppm, respectivamente)
aumentaram de intensidade e o inverso foi observado para os outros dois sinais
gue correspondem aos atomos de fllor da posicéo orto e meta, correspondentes
aos anéis substituidos por 4-CHsCsHa4Se (6 = -127,87 ppm e & = -136,28 ppm,
respectivamente).

Neste sentido, pode ser observado que de acordo com o aumento de
substituicbes pelos atomos de H, a intensidade dos sinais correspondentes a
essa substituicdo na regido de 6 = -137,26 ppm e 6 = -138,59 ppm também
aumentam e na regido os sinais correspondentes aos anéis substituidos por 4-
CH3CsH4Se a um 6 = -127,87 ppm e 6 = -136,28 ppm diminuem, confirmando a

obtencéo dos produtos 3a-d, figura 22.
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Figura 22. RMN *°F em CHClz a 565 MHz dos compostos obtidos.

v - - - r - - - - - T - - - T - - -
4128 130 -132  -13¢ -136 138 -140 -142 -144 -146 -148 -150 -152 -154 -156 -158 -160 -162
Fonte: autora

Para corroborar com os dados obtidos foi realizada analise de
Ressonancia Magnética Nuclear de ’Se do composto 3a. Para este experimento
utilizou-se como padrdo o disseleneto de difenila que apresenta um
deslocamento em 463,00 ppm (MENEZES et al., 2003). Por sua vez, o atomo de
Se do composto 3a apresentou um deslocamento quimico em 282,60 ppm
(Figura 23).
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Figura 23. Espectro de RMN 7’Se do composto 3a em CHClza 114 MHz.
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Fonte: autora

A confirmacdo do composto 3a pode ser feita através da analise de
espectrometria de massas de ionizacgdo por eletro pulverizagdo (HRMS) (Figura
24). A massa foi calculada para CesHs2F16N4Ses [M +H], o valor calculado foi de
1412,9940 e o encontrado foi de 1412,9908 confirmando a estrutura proposta

pela andlise de RMN de H,'°F e ""Se.

Figura 24- Espectrometria de massas do composto 3a.
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Fonte: autora
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4. PREPARACAO DE NOVAS TIOARIL-PORFIRINAS DERIVADAS DA
5,10,15,20-TETRAKIS(PENTAFLUOROFENIL)PORFIRINA E ESTUDO DA
INFLUENCIA DE DIFERENTES ATOMOS DE CALCOGENIO NA FORMACAO
DE PRODUTOS

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados
experimentais obtidos durante a realizacdo da segunda parte deste trabalho. O
objetivo para este capitulo foi: desenvolvimento de uma metodologia para a
preparacdo de novas tioporfirinas simétricas 5 (Figura 25) derivadas da
5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenil)porfirina empregando diferentes fontes de

anion de arilcalcogénio.

Figura 25. Estrutura geral das tioaril-porfirinas sintetizadas 5

R=H, Me,Cl, NH,

Fonte: autora

Baseando-se nos resultados da reacdo de substituicdo para a sintese de
selenoporfirinas e hidrogenoporfirinas, utilizou-se TPPF2o 1, dissulfetos de diarila
4 e como agente redutor o borohidreto de sédio para a sintese de tioaril-porfirinas
5a-d (Esquema 22).



Esquema 22. Sintese de compostos tioaril-porfirinas 5a-d
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50 °C, 15 min

—_— > (,/’
EtOH/THF
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Fonte: autora

Assim, foram utilizados como padrao para preparar os compostos 5 e para

otimizar as condigdes reacionais, 5,10,15,20—tetrakis(pentafluorofenil)porfirina,

dissulfeto de difenila e borohidreto de sédio. Inicialmente TPPF2o (10 pumol; 10
mg), dissulfeto de difenila (80 pumol; 17,4 mg), THF (7 mL), EtOH (3 mL) e NaBHa4
(180 pmol; 6,8 mg) foram adicionados em um tubo de schlenk. O sistema foi

agitado a 50 °C e a reacao foi monitorada por cromatografia em camada fina

(TLC) durante 15 min. Nesse caso, a respectiva tioaril-porfirina 5a foi obtida com

rendimento de 84% (Tabela 2, reacao 1).
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Tabela 2. Otimizacéo das condic¢des reacionais para a sintese dos compostos tioaril-porfirina 5a-d

Sws y NaBH )
C VT
EtOH/THF )\

50 °C, 15 min

. CeHaS)2 Tempo Rendimento
Reacao )
(umol) (min) (%)
1 80 15 84
2 40 15 70
3 80 60 77
4 80 5 53

Tendo em vista 0 estudo para a obtencdo da condi¢cdo reacional mais
eficiente na sintese dos produtos de substituicdo desejados, uma variagdo na
quantidade de dissulfeto de difenila e tempo reacional foi realizada (Reagdes 2-
4).

Inicialmente, a variacdo de dissulfeto foi avaliada, mantendo os tempos de
reagdo. Quando foi reduzida a quantidade de dissulfeto de difenila a 40 pmol (8,7
mg), obteve-se o respectivo composto 5a em 70% de rendimento (Reacgao 2).

Posteriormente, a avaliacdo do tempo reacional foi estudada. Neste caso,
guando a reacdo foi realizada em uma hora, proporcionou a tioaril-porfirina 5a
com rendimento de 77% (Reacao 3). Além disso, diminuindo o tempo de reacdo
para cinco minutos permitiu a preparacdo do composto 5a com 53% de
rendimento (Reacéo 4).

Dessa forma, foi fixada como melhor condi¢c&o a reacao realizada utilizando
80 pmol de dissulfeto de difenila, a uma temperatura de 50 °C por um periodo de
15 minutos, empregando THF e etanol como solventes desta reacdo (Reacao 1).

Apos determinada a melhor condicdo para a sintese dos compostos de

interesse, partiu-se para uma andlise mais detalhada da versatilidade da
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metodologia utilizando diferentes dissulfetos de diarila, contendo grupos
ativantes ou desativantes ligados ao anel aromatico (Tabela 3).

Os compostos foram obtidos em rendimentos muito bons a excelentes para
todos os dissulfetos utilizados (Tabela 3). Apesar disso, 0s grupos ativantes
ligados ao anel aromatico na porcdo dissulfeto proporcionaram melhores
rendimentos em comparagdo aos desativantes. Por exemplo, 0s grupos
ativantes metil e amina nos compostos 5b e 5d (Tabela 3, reacOes 2 e 4)
proporcionaram tioaril-porfirinas com 92 e 93% de rendimento, respectivamente.
A presenca de um grupo cloro ligado ao anel aromatico diminuiu o rendimento
para 82% (Reacdo 3). Este comportamento pode ser explicado pela maior
nucleofilicidade dos tiolatos com grupamentos ativantes, seguida dos
grupamentos neutros e menor nucleofilicidade de grupos desativantes ligados

ao anel aromatico na porcao dissulfeto.
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Tabela 3. Sintese dos compostos tioaril-porfirina 5a-d.

. ,R;‘\ S.g 8 I NaBH, |
(\ Z EtOH/THF
N — 50 °C, 15 min
4
1
R=H, Me,CI, NH,
Rendimento
Reacéo Produto
(%)?
1 84
2 92
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82

93

\\
[ NH,
[ i
\ | sd
\ y

a Rendimentos calculados apds purificagédo através de placa cromatografica e consistem na média de trés reagdes.

Com este estudo, observou-se que a metodologia apresenta algumas
vantagens frente aos trabalhos ja descritos na literatura (TUXEN et al., 2011)
(GOMES et al., 2011) para a sintese de tioporfirinas derivadas da 5,10,15,20—
tetrakis(pentafluorofenil)porfirina. Como exemplo, destaca-se a formacdo dos
produtos em 6timos rendimentos, em curto tempo de reacéo (15 minutos), sem
a utilizacdo de base no meio reacional, com emprego de reagentes de facil
manuseio e inodoros. Além disso, o0 protocolo sintético demonstrou-se
abrangente para outros dissulfetos, possibilitando a obtencéo de compostos com
as mais diversas complexidades.

Com base nos resultados obtidos dos derivados de p-metil-difenil-dissulfeto
e disseleneto, decidiu-se ampliar o escopo desta reacéo a derivados de teldrio
para verificar a influéncia dos atomos de calcogénio na formagéao do produto.
Desse modo, p-metil-difenil-dicalcogenetos foram empregados em 10 minutos
de reacdo. Como esperado, utilizando p-metil-difenil-dissulfeto, a respectiva
tetra-tioaril-porfirina foi obtida como um produto Unico, embora com rendimento

de 75%. Neste caso, nenhum atomo de hidrogénio foi detectado no produto, ao
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contrario do que foi observado quando se utilizou p-metil-difenil-disseleneto em
10 minutos de reacdo. Como descrito anteriormente, utilizando p-metil-difenil-
disseleneto foi obtido o produto Tri Se-Mono H (correspondente a substituicdo
de 3 &tomos de flior na posicao para do anel aromatico da porfirina pela espécie
de organoselénio e uma posicdo para do anel aromético da porfirina substituida
por um atomo de hidrogénio), Tabela 1, reacdo 2. No entanto,
surpreendentemente, quando foi empregado o p-metil-difenil-ditelureto, obteve-
se apenas o0 produto 3d, com quatro hidrogénios na posi¢cdo para do anel

aromatico da porfirina, como representado no esquema 23.

Esquema 23. Obtencdo de -calcogenoarilporfirinas e hidrogenoporfirinas via diferentes
calcogenetos em 10 minutos de reacao.

NaBH, ©/ Y=S,SeeTe
Y.
EtOH/THF Y
50°C

10 min 2

Y=Te
Y=Se

=

G

=

Fonte: autora
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Neste sentido, uma possivel racionalizacdo para explicar este
comportamento pode ser proposta com base na capacidade nucleofilica do
atomo de calcogénio e na diferenca de labilidade na ligacdo carbono-calcogénio
(para a insercdo e liberacdo da porcdo organocalcogénio na porfirina
respectivamente). O enxofre tem uma maior energia de ligacdo com carbono,
seguido pelo selénio e o telrio mostra uma energia de ligagdo mais fraca com
carbono. Po outro lado, a habilidade nucleofilica do calcogénio segue a ordem
Te> Se> S.

Como observado, quando telurio foi usado como calcogénio somente a
porfirina tetra-hidrogénio foi observada em 10 minutos de tempo de reacdao.
Neste caso, devido a maior nucleofilicidade do telurolato, este produz uma rapida
substituicdo nucleofilica aromatica, dando os derivados de teltrio em um curto
tempo de reacdo. Ao mesmo tempo, a labilidade da ligacdo carbono telario

permitiu a adicdo imediata de hidreto eliminando o teldrio da porfirina.

No caso do selénio, a troca de seleno-aril por hidreto é mais dificil do que
o teluro-aril devido a menor labilidade da ligacdo do carbono com selénio em
relacdo ao teldrio. Neste caso, o aumento do tempo reacional também aumenta

a troca de seleno-aril por hidreto.

No caso do enxofre, como ele tem uma ligacdo energética mais estavel
com o carbono, pode-se resumir que o NaBH4 néo é nucleofilico o suficiente para
substituir o enxofre-aril do anel aromatico da porfirina, sendo assim a tetra-
tioporfirina 5b obtida como dnico produto. Uma proposta mecanistica
semelhante ao esquema 21 para a troca de tellrio por hidreto € mostrada no
Esquema 24.



Esquema 24. Proposta de mecanismo para a substituicdo de organotelirio por hidreto

Fonte: autora
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Nesta proposta, um hidreto proveniente do borohidreto de sédio ataca o
carbono que contém o grupo 4-CHs-CsHs-Te-, levando a formacdo de um
carbanion com elétrons deslocalizados (b). Posteriormente, uma eliminacéo da
espécie de 4-CHs-CeHas-Te- permite a producéo de p-metil-difenil-ditelureto (d) e
conduz a formacdo do produto (c). Sequencialmente, ocorrem 0S mesmos
processos nas outras 3 posi¢cdes para do anel CsFs, levando a formacdo do
produto (e) tetra substituido. Para selenoporfirinas esta substituicao € controlada
pelo tempo de reacéo e para o telurio a troca € provavelmente realizada assim
que o telario € adicionado na porfirina. No entanto, para tio-porfirinas, esta
substituicdo por hidreto ndo ocorre, parando no composto tetra-substituido por
espécies tiolato.

Esta capacidade na modulacao de substituicdo por TPPF20 pode tornar-se
um caminho interessante para a substituicdo seletiva na preparacdo de

diferentes porfirinas.

4.1 Ressonancia Magnética Nuclear e Espectrometria de Massas do

composto 5b

A titulo de exemplo seréa discutida a atribuicdo dos sinais do espectro de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e flior (RMN*F) do

composto 5b.

A figura 26 mostra o espectro de RMN 'H do composto 5b em cloroférmio
deuterado a 600 MHz, onde pode-se observar em 8,90 ppm um simpleto com
integral relativa para 8 hidrogénios, referente aos hidrogénios 1-8 ligados na
posicao [ pirrdlica. Em 7,65 ppm ha um dupleto com integral relativa para 8
hidrogénios, apresentando constante de acoplamento 6 Hz referente aos
hidrogénios equivalentes orto, mais desblindados, nos quatro anéis aromaticos (
posicdo 13a). O sinal em 7,30 ppm, apresenta-se como um dupleto, com integral
relativa para 8 hidrogénios, apresentando constante de acoplamento 6 Hz
referente aos hidrogénios equivalentes meta, nos quatro anéis aromaticos (
posicdo 13b). O sinal em 2,44 ppm, apresenta-se como um simpleto, com

integral relativa para doze hidrogénios e refere-se aos hidrogénios das metilas
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10a-10d, ligadas a porcao calcogenoaril. O sinal em -2,9 ppm, apresenta-se
como um simpleto, com integral relativa para dois hidrogénios referente aos
hidrogénios internos (NH) do anel porfirinico 11 e 12 que sao fortemente

blindados pela corrente do anel.

Figura 26. Espectro de RMN 'H do composto 5b em CHCls a 600 MHz
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Fonte: autora

O espectro de RMN de 1°F da porfirina 5b como era esperado, apresenta
um conjunto de dois sinais, sendo um sinal correspondente aos atomos de fltor
da posicéo orto, correspondendo aos anéis substituidos por 4-CH3zCeHa4S e outro
que corresponde aos atomos de flior da posi¢cdo meta correspondente a posicao
meta dos anéis também substituidos por 4-CHsCsHs4S. Neste exemplo, os
atomos de flior da posicdo orto dos anéis aromaticos substituidos por 4-
CH3CsH4S aparecem no espectro a um 6 = -133,28 ppm como um duplo dupleto
(dd) devido ao acoplamento com o atomo de flior da posicéo orto do outro lado
do anel e com o atomo de fllor na posigcdo meta apresentando constante de
acoplamento J4=28,2 Hz e outra constante de acoplamento J3=11,3 Hz . Ainda

os atomos de fldor da posicao meta 13b, 14b, 15b e 16b aparecem no espectro
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a um o6 = -136,49 ppm também como um duplo dupleto (dd) devido ao
acoplamento com o atomo de flior da posicdo meta do outro lado anel e com o
atomo de flor na posicdo orto, apresentando também, constante de
acoplamento J4=28,2 Hz e outra constante de acoplamento J3= 11,3 Hz,

conforme demonstrado na figura 27.

Figura 27. Espectro de RMN °F do composto 5b em CHClsa 565 MHz.
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Fonte: autora

A confirmacdo do composto 5b pode ser feita através da andlise de
espectrometria de massas de ionizacao por eletrospray no modo positivo (ESI*)
(Figura 28). A massa foi calculada para C72HssF16N4S4 [M +H]*, o valor calculado
foi de 1391,1802 e o encontrado foi de 1391,1873 confirmando a estrutura
proposta pela andlise de RMN de *H e'°F.



Figura 28. Espectrometria de massas do composto 5b
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5. PROPRIEDADES DOS COMPOSTOS 3a-d E 5a-d

Em conformidade com a sintese e tendo em vista interessantes
propriedades fotofisicas de compostos porfirinicos, foram realizados testes a fim
de investigar as propriedades e avaliar se a presenca de diferentes atomos de
calcogénio influenciaram de maneira significativa as caracteristicas fotofisicas
dos compostos sintetizados.

Os experimentos foram realizados em parceria com o grupo do Professor
Dr. Bernardo Almeida Iglesias e a aluna de doutorado Carolina Hahn da Silveira,
vinculados ao Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Santa
Maria— UFSM.

Deste modo, foram realizados os experimentos de:
e Analise da absorcao no UV-visivel
e Analise de emissao
e [otoestabilidade dos Compostos
e Geracao de Oxigénio Singleto
e Ensaios de ligacdo CT-DNA
e Ensaios de ligagdo da albumina sérica humana (HSA) com
porfirinas

Ainda, para corroborar com os resultados e verificar os modos de ligacao
dos compostos com o DNA, foram realizados experimentos de Docking
molecular em parceria com o grupo do Professor Dr. Jodo Batista Teixeira da
Rocha e o aluno de doutorado Pablo Froner Nogara, vinculados ao

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria— UFSM.

5.1Andlise da absorcédo no UV-visivel dos compostos 3a-d

Os espectros de absorcao no UV-Vis dos compostos 3a-d foram avaliados
em dois pontos relacionados a caracterizagao dos produtos. O primeiro deles foi
quanto a presenca da banda de Soret, visto que as porfirinas apresentam um
perfil caracteristico quanto ao espectro de absorcao na regido do UV-vis. Essa
banda denominada de Soret faz parte de um conjunto de quatro bandas de

absorcéo e é caracterizada por ser uma banda de maior intensidade na regido
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de 400 nm. Neste sentido, conforme os espectros eletronicos de UV-vis dos
derivados 3a-d em solucdo de DCM apresentados na Figura 29, pode-se
observar que ambas as porfirinas exibem uma banda de transi¢cdo intensa em
torno de 415 nm na regido azul, que pode ser atribuida a essa banda de Soret

(T — 1 ™).

Figura 29. Espectros de absorgédo UV-vis dos compostos 3a-d em solugGes de DCM ([] = 1,0 x 107 M).
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Fonte: autora

O segundo ponto analisado foi a identificacdo das bandas Q. Essas bandas
apresentam-se no espectro em menor intensidade e localizadas em maiores
comprimentos de onda (500-650 nm). De acordo com 0s espectros eletronicos
de UV-vis apresentados na Figura 29, observa-se que todas as porfirinas exibem
guatro bandas menos energéticas, atribuidas a uma transicdo do tipo vibrdnica,
gue podem ser atribuidas as bandas Q (Figura 29). Os valores de absorcéo e

absortividade molar (¢) estao listados na Tabela 4.

5.2 Analise espectral de emissdo dos compostos 3a-d

A andlise dos espectros de emissao de selenoaril-porfirinas substituidas
3a-d dissolvidas em solucdo de DCM seco € mostrada na Figura 30 e os

parametros fotofisicos estéo listados na Tabela 4.
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Uma vez determinados os espectros de emissao é possivel calcular os
rendimentos quanticos de fluorescéncia dos compostos sintetizados. Os
rendimentos quanticos de emissédo de fluorescéncia (®q) para derivados de
calcogénio foram estimados a partir da referéncia 5,10,15,20-tetrafenilporfirina
(TPP) por método comparativo.

Em geral, o rendimento quéntico de fluorescéncia das moléculas indica a
capacidade de um composto excitado (no primeiro estado excitado) para retornar
ao estado eletronico inicial por emissdo de foton. Este processo depende da
estrutura molecular, tipo de interacdo com o solvente, e estereoquimica.
Destaca-se que os valores de rendimento quéantico de fluorescéncia foram
determinados a uma densidade 6ptica (DO) no intervalo de 0,05 a 0,1.

Desta forma, ao inserir as por¢des seleno-aril na posicao para dos anéis
CeF4 meso-aril, o rendimento quantico de fluorescéncia apresentou-se inferior
quando comparado com o padrdao TPP(®q = 0,15). Isto pode ser explicado pela
presenca dos grupos seleno-aril (efeito de &tomos pesados nos estados
excitados) ligados nas por¢des meso-arila. Além disso, o maior rendimento de
fluorescéncia quantica pode ser atribuido ao composto meso-tetra-hidrogenado

3d, na auséncia de unidades de selénio (®n = 0,11).

Figura 30. Espectros de emissdo de fluorescéncia em estado estacionario de derivados de porfirina

(excitagdo em cada banda de Soret) em solu¢8es de DCM saturadas com argoénio.
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Tabela 4. Dados fotofisicos de porfirinas 3a-d.

Porfirina A, nm (log £)? Aem, nm (®r)P Pa°

414 (5,12), 507 (3,91), 541
3a 646, 707 (0,05) 0,37
(3,40), 583 (2,99), 643 (2,80)

413 (5,11), 506 (3,90), 540
3b 641, 708 (0,08) 0,39
(3,38), 582 (3,01), 638 (2,80)

414 (5,10), 507 (3,90), 541 (3,39),
3c 645, 706 (0,09) 0,44
582 (3,01), 642 (2,81)

412 (5,14), 506 (3,92), 548
3d 655, 707 (0,11) 0,53
(3,42), 582 (3,02), 636 (2,83)

3Em solugdo de DCM na concentragdo de 1,0 x 107® M; P Medido em DCM e excitagdo em banda de

transi¢ao Soret, usando TPP como padréo (®; = 0,15); ‘Usando CgFsP como padrao em DMF (®, = 0,59).

5.3 Fotoestabilidade dos compostos 3a-d

A fotoestabilidade das porfirinas 3a-d foi estudada através do
monitoramento da diminuicdo da absorbancia das bandas de Soret de cada
porfirina, apos diferentes tempos de irradiagdo com LEDs de luz branca (A = 400-
800 nm), fornecida por um sistema de iluminacdo a uma taxa de fluéncia de 50
mW cm2(AURAS et al., 2018). Em solucdes de DMF, ambos os compostos na
concentracéo de 2,0 uM exibiram uma fotodecomposicao abaixo da faixa de 4-

23% apos receber uma dose total de luz de 90 J cm™ (Tabela 5).

Tabela 5. Fotoestabilidade dos derivados de porfirina 3a-d (banda Soret de cada porfirina) a 2,0
MM, apos irradiagao com sistema LED de feixe de luz branca (400-800 nm) a uma taxa de fluéncia
de 50 mW cm2 durante diferentes periodos de tempo (0 para 30 min).

Tempo de irradiacdo

Porfirina 0 min 10 min 15 min 20 min 25 min
3a 100% 97% 94% 93% 90%
3b 100% 98% 96% 95% 91%
3c 100% 97% 97% 94% 93%
3d 100% 99% 98% 96% 95%

5.4 Geracdo de Oxigénio Singleto (*O2) dos compostos 3a-d

A capacidade dos compostos Se-porfirinas 3a-d em produzir espécies de
oxigénio singleto (*0O2) foi monitorada utilizando 1,3-difenilisobenzofurano
(DPBF) em N, N’-dimetilformamida (PIVETTA et al., 2017). O ensaio de foto-
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oxidacdo de DPBF tem sido amplamente utillizado para analisar
guantitativamente a producédo de oxigénio singleto, visto que o produto da reagéo
(1,2-dibenzoilbenzeno), ndo absorve na regiao do visivel.

Neste experimento, mudancas na absorbancia do DPBF estado diretamente
relacionadas a quantidade de 'Oz gerado. Na Figura 31, encontram-se os perfis
espectrais de foto-oxidacdo do DPBF na presenca das porfirinas 3a-3d que
foram monitorada a 415 nm durante a irradiacdo com LEDs de luz vermelha (A =

635 nm; tempo de irradiacdo = 600 s) em solucédo de DMF.

Figura 31. Foto-oxidagdo do DPBF pela irradiacdo com LEDs de luz vermelha (A = 635 nm) em DMF, na
presenca das porfirinas 3a-3d. Os gréficos em destaque mostram o perfil cinético de primeira ordem.
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Como observado na Tabela 4, os rendimentos quanticos de oxigénio
singleto (®a) encontrados para os compostos 3a-c que possuem porcdes Se-aril
na posicao para dos anéis CsF4 meso-arila sdo menores que CeFsP (®ast = 0,59
para CeFsP) (PINEIRO et al, 1998), embora apresentando ainda uma

capacidade moderada de gerar oxigénio singleto.
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Esse comportamento pode ser atribuido a presenca de unidades de seleno-
aril (efeito de 4&tomo pesado) e, provavelmente, vias de desativacdo eletrdonica
do estado excitado.

Embora a capacidade dos derivados de Se-porfirina para gerar espécies
de 102 seja, em geral, menor do que a TPP ou CsFsP, apds serem expostas a
luz vermelha na presenca de oxigénio, estes compostos ainda podem
demonstrar potenciais aplicacdes para terapia fotodinamica (PDT)(ALVES et al.,
2014).

E interessante destacar um comportamento modular em ®a das porfirinas
3a-d obtidas. Neste caso, a variagédo de o, pode ser modulada dependendo do
grau de substituicdo de seleno-aril incorporado na porfirina, visto que um grau
mais alto permite um menor ®,, a0 passo que um menor grau de substituicdo

leva a um maior ®a (Figura 32).

Figura 32. ®, versus grau de substituicdo por seleno-aril

a5

/ A5 \
\ '/:',—(,_J: \" :

[ ,‘""» * 7
g e o L
1\?17‘“',4 S @
AR GO g
3d '.\L‘L‘., ,,\}J\'.'
3 '

\ 5 J

Fonte: autora

5.5 Ensaios de ligacdo CT-DNA por analise de absorc¢éo de porfirinas 3a-
d

Com esses experimentos permitiu-se fornecer informacbes sobre a
potencial aplicacdo dos compostos derivados 3a-d como possiveis
fotossensibilizadores na aplicagdo em terapia fotodinamica, visto que a interacao
entre porfirinas substituidas e CT-DNA pode oferecer informac¢des sobre sua

capacidade de ligagdo a uma macromolécula.
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A interacéo de derivados de porfirina 3a-d com DNA de timo de bezerro
(CT-DNA) foi estudada por espectroscopia de absor¢cdo UV-vis na faixa de 300-
800 nm em solugcéo de DMSO (1%) com tampéao Tris-HCI (pH 7,4). Em geral, as
porfirinas interagem com o DNA e causam uma mudanca na banda de transicao
em uma regiao do visivel. O efeito de diferentes concentracdes de CT-DNA nos
espectros de absor¢cdo dos compostos é apresentado na Figura 33 e os dados

interativos estao listados na Tabela 6.

Figura 33. Espectros de absorcéo da titulagdo CT-DNA UV-vis dos derivados 3a-d numa solu¢éo tampéo DMSO (1%) /
Tris-HCI (pH 7,4). A concentragdo de CT-DNA variou de 0 a 100 pM. O grafico destacado mostra o grafico de
[DNA] / (ea - €f) versus [DNA].
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Tabela 6. Parametros de ligacdo do DNA por analise de absorc¢ao das porfirinas 3a-d.

Porfirina H%? AA (nm)P Kp (MH)e
3a 3,26 0,0 7,47 x 10°
3b 12,24 0,0 1,02 x 106
3c 5,64 0,0 1,90 x 106
3d 22,95 0,0 4,09 x 108

aH(%) = (AbSinicial = AbSfinal)/(AbSinicia) X 100; PAA(nm)
= Afinal — Ainiciat; ¢ Constante de ligacado intrinseca pela
analise UV-vis CT-DNA
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Desta forma, mediante interacdo com varias concentracdes de CT-DNA, as
porfirinas com Se-aril revelaram mudancas caracteristicas de hipocromicidade
(aumento de absorbancia na banda Soret), de acordo com varias concentracdes
de CT-DNA (0 a 100 uM) na faixa de 400-420 nm para todos os compostos. N&ao
h& evidéncia de deslocamento batocrémico (desvio para o vermelho) em todos
0S compostos e isto € indicativo de interacdo eletrostatica muito fraca ou ndo
observada das moléculas com o DNA (Tabela 6). No entanto, apesar desses
compostos ndo apresentarem potencial de ligacdo com os grupos fosfato de
DNA através dessas forcas eletrostaticas, ha estudos que comprovam que as
porfirinas neutras demonstraram atividade contra a replicagdo de DNA
carcinogénico (AURAS et al., 2018) (BARRAGAN et al., 2004).

Também pode ser observado quando tem-se um numero menor de
unidades Se-aril ligadas as posicdes meso-aril da porfirina, a interacdo
observada com a biomolécula & maior, como a porfirina tetra-hidrogénio
substituida em 3d. Este comportamento pode ser atribuido pela presenca do
macrociclo tetrapirrolico 1-rico em densidade eletrdnica na molécula que pode
interagir com o DNA por meio de interagBes hidrofébicas, como relatado
anteriormente em alguns casos de derivados de porfirina, e possivelmente por
forcas de ligacdo de H nos sistemas fluorados (AURAS et al., 2018).

Além disso, para maior compreensao da ligacdo ao DNA, as constantes de
ligacdo intrinsecas (Kb, de ligacdo das porfirinas a biomolécula) das porfirinas
3a-d foram calculadas como descrito na Tabela 6. No presente estudo, as
porfirinas demonstraram uma forte forca de ligacdo ao CT-DNA, seguindo a

ordem crescente dos valores de Kb: 3a < 3b < 3c < 3d.

5.6 Ensaios deligacdo da albumina sérica humana (HSA) com porfirinas
3a-d

Os espectros de emissao de fluorescéncia de HSA na auséncia e presenca

dos derivados de porfirinas 3a-d sdo mostrados na Figura 34.
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Figura 34. Espectros de extingdo de intensidade de fluorescéncia de emissdo de HSA na
auséncia e presencga dos compostos 3a/3d, 3b/3d, 3¢/3d ([HSA] =1,0x 10°M e [3] =0 - 100
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Para proteina livre de HSA, o pico observado em Amax= 290 nm corresponde
a absorcdo de residuos de triptofano e tirosina (BORDBAR et al., 2007). A

variacao de intensidade na faixa de emissdo de HSA a 334 nm (Aexc = 290 nm),

apos a adicdo das porfirinas relacionadas, indicou que essas estruturas podem

interagir com o sitio ativo da proteina. A alteracdo espectral de emissao em

estado estacionario de HSA, ap6s a adicdo destes derivados, pode refletir a

alteracdo no ambiente dos residuos de aminoacidos (isto €, as alteracGes

estruturais / conformacionais que ocorrem apoés a ligacao a estes compostos).

As constantes de extingdo de Stern-Volmer (Ksv), as constantes aparentes

de ligacéo (Kapp) € 0 numero de sitios de ligacao (n) foram avaliados a partir dos

graficos lineares das intensidades de emisséo versus concentracdo (Tabela 7).
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Tabela 7. Dados de ligagdo HSA por analise de emissao de fluorescéncia de derivados 3a-d.

Porfirina Q(%)? Ksv (M1)P kg (sIMT)E Kapp (M1)d ne
3a 5,40 5,76 x 102 1,01 x 1010 2,69 x 102 0,98
3b 14,52 1,54 x 103 2,71 x 1010 2,07 x 103 0,72
3c 15,25 1,69 x 103 2,98 x 1010 3,07 x 108 0,96
3d 30,98 4,03 x 108 7,10 x 1010 3,83 x 103 1,08

aSupressdo de fluorescéncia = (Intinicial — INtina)) / Intinicia X 100; P Constante de
supressdo de fluorescéncia de Stern—Volmer; cConstante de velocidade de supresséo de

Stern—Volmer; ¢Constante aparente de ligacdo; nimero de sitios de ligacao.

Os valores relativamente mais baixos de supressédo de fluorescéncia e
constante de ligacdo obtidos para os compostos estudados sugerem que ha uma
interacdo fraca entre os compostos e a estrutura de HSA. Este fato pode ser
atribuido a estrutura volumosa das porfirinas. Como exemplo, a porfirina 3d
quando adicionada apresenta inibicdo na intensidade de emissdo de
fluorescéncia da HSA (Figura 34). Além disso, o numero de sitios de ligacdo (n)
em todos os compostos entre 0,7 e 1,10 sugere a presenca de possiveis sitios
de ligacdo dupla para os compostos nas subunidades HSA, mais relevantes no
caso de derivados de porfirinas, que podem ser atribuidos a estereoquimica
desfavoravel para interagir na subunidade da proteina, confirmado por céalculos
de docking molecular.

Além disso, os valores encontrados para constante de supresséo (Ksv) e
constante aparente de ligacéo (Kapp) entre HSA e porfirinas estdo de acordo com
a literatura (AN et al., 2009)(HU et al., 2017). A supressdo de fluorescéncia
controlada por difusdo normalmente resulta em valores de kq préximos a 101° M-

s, 0 que é considerado como o maior valor possivel em solugdo aquosa.

5.6.1 docking molecular de DNA com porfirinas (3a-d)

Simulagdes de docking molecular foram usadas para entender os modos
de ligagdo dos compostos 3a-d com o CT-DNA. Em geral, o docking molecular
mostrou que os derivados de selenoaril-porfirina interagem na regiao do sulco
menor, com praticamente metade da estrutura da molécula intercalada com o
DNA (Figura 35).
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Figura 35. Viséo geral das interacGes entre o DNA e os compostos 3a-d (A). Vista superior do
modo de ligacao de 3a-d com DNA (B). Ambos os compostos interagem na regiéo do sulco
menor do DNA. Anéis em vermelho, azul, rosa e verde (no DNA), indicando desoxideno.

Fonte: autora

Os compostos 3a-c apresentaram uma forma de ligacdo muito semelhante,
interagindo principalmente com os nucleotideos dG198, dG7~A e dT8* por
interacdo hidrofébica -1, ligagdes de H e interacdo eletrostatica anion-tr,
respectivamente (Figura 36 A-C). Por outro lado, a molécula 3d interage com
dG228, dG23® e dA5* por ligagdes H (e 1-0), T-anion e -1 (Figura 36 D).

Geralmente, os compostos apresentaram interagdes eletrostaticas m-anion
entre os grupos fosfato (dos residuos nucleotidicos), o anel pirrol e o grupo fenil
dos derivados das selenoaril-porfirinas, interacdes hidrofébicas 1r-1r entre o anel
de purina da desoxiguanosina e desoxiadenosina e o anel benzénico dos
compostos 3a-d, além de ligacdes de H entre as por¢des flior e 0os grupos amino
dos residuos de desoxiguanosina.

Os dados termodinamicos preditos (AGbind) indicaram que todos os
derivados da selenoaril-porfirina apresentam uma interagdo espontanea com o
fragmento de DNA [3a (-9,7 kcal / mol); 3b (-10,0 kcal / mol); 3c (-10,5 kcal / mol);
3d (-10,3 kcal / mol)], respectivamente. As intera¢cdes dos derivados selenoaril-

porfirina no sulco menor do DNA demonstraram que essas moléculas se ligam
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de modo semelhante a outras porfirinas (PENG et al., 2016)(ROMERA et al.,
2010).

Figura 36. Interacdes entre 0 DNA e os compostos 3a-d (A-D) obtidos pelo docking molecular.
Ambos os compostos interagem na regido do sulco menor do DNA. As linhas pontilhadas
verdes indicam liga¢des H; linhas em laranja representam as intera¢des anion-r;

Fonte: autora

5.7 docking molecular de HSA com porfirinas (3a-d)

Para melhor entender as interacdes entre os compostos 3a-d com a HSA,
foi realizada uma simulacao de docking molecular. De acordo com o docking, as
selenoaril-porfirinas (3a-d) interagem em diferentes locais da HSA (Figura 37). A
molécula 3a interage entre os subdominios IA, 1IA e IlIA da HSA; a 3b liga-se
entre os subdominios IB e IlIA e é o composto que estd mais préximo do residuo
Trp214 (7,9 A); a 3c esta ancorada entre os subdominios IB e 1IIB; e a molécula
3d interage com os subdominios IIIA e 11IB da HSA.
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Figura 37. Visdo geral do modo de ligagdo dos compostos 3a-d na proteina HSA. Os dominios
HSA | A (1-112); | B (113-195); Il A (196-303); Il B (304-383); Il A (384-500) e Il B (501-
583), foram baseados em relatos de Wang et al., (WANG et al., 2016) e Ramezani e Rafii-
Tabar (RAMEZANI; RAFII-TABAR, 2015).

Fonte: autora

Em geral, todas as porfirinas 3a-d interagem na regido da superficie da
HSA, provavelmente devido ao tamanho e a estereoquimica das selenoaril-
porfirinas. De acordo com as simulacdes de docking, a adicdo e remocéo da
porcdo selenoaril interfere no modo de ligacdo das moléculas, visto que, os
compostos 3a-d mostraram interacdes hidrofébicas com os residuos Met, Pro,
Leu, His, lle, Val e Ala; interacfes eletrostaticas com Glu, Arg e Lys; e ligacdes
de H com os residuos Arg, His, Ser, Lys e Glu (figura 38).

A previsdo de AGwn« Mostrou que o0s compostos 3a-d interagem
espontaneamente com a HSA [3a (-11,5 kcal / mol); 3b (-11,3 kcal / mol); 3c (-
12,2 kcal / mol); 3d (-11,2 kcal / mol) ], respectivamente. Destaca-se que ligacdo
de derivados de porfirinas em mais de um sitio de HSA ja € descrita na literatura
(PENG et al., 2016)(SULKOWSKI et al., 2016).
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Figura 38. Interacdes entre os compostos 3a-d (A-D) com a HSA obtida do docking molecular.
As linhas pontilhadas verdes indicam ligac6es H; linhas em laranja representam as
interacdes eletrostaticas anion-1r e cation-1; Linhas de pontos cor-de-rosa mostram as
interagdes hidrofébicas -1 € alquil-Tr.
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Fonte: autora

5.8 Anélise da absorc¢édo no UV-visivel dos compostos 5a-d

As porfirinas 5a-d em solucdo de cloroformio mostram uma banda de
transicdo Soret (m—m* anel macrociclico) a cerca de 417 nm e quatro bandas de
transicbes Q vibronica a 508-652 nm (Figura 39). Todas as porfirinas
apresentaram a mesma absortividade molar (log €; Tabela 8), que esta de acordo
com as estruturas moleculares. Além disso, observa-se que a porgao tioaril
ligada a grupos que doam ou retiram elétrons ndo altera a posi¢do da banda ou

magnitude do pico, e, portanto, € muito provavel que tenha sido sobreposto

devido a intensidade da banda Soret.
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Figura 39. Espectros de absor¢cdo UV-vis de tio-porfirinas 5a-d em DCM.
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5.9 Andlise espectral de emissdo dos compostos 5a-d

A andlise espectral de emisséo de tioaril-porfirinas 5a-d dissolvidas em
solucdo de cloroformio seco (Aexc = 418 nm) sdo mostrados na Figura 40 e na
Tabela 8. Os rendimentos quanticos de emissdo de fluorescéncia (®f) dos
derivados de enxofre foram estimados utilizando a referéncia 5,10,15,20-
tetrafenilporfirina (TPP) por método comparativo. Os valores de rendimento
quantico de fluorescéncia foram determinados a uma densidade 6ptica (DO) no
intervalo de 0,01 a 0,03.

Neste sentido, pode ser observado que inserindo as unidades aril-enxofre
com diferentes grupos eletrénicos na posicao para, o rendimento quantico de
fluorescéncia diminuiu comparado ao padrdo TPP. Isto pode ser explicado pela
presenca dos atomos de halogénio nas por¢des meso-aril (AURAS et al., 2018).
Além disso, o fator de acoplamento spin-Orbita dos atomos de halogénio diminuiu
0s canais radiativos (emissédo de luz) e aumentou o processo de canal néo

radiativo (liberacéo de calor).
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Figura 40. Espectro de emissdo dos derivados porfirinicos (excitagdo Aexc= 418 nm) em solucéo de CHCls
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Tabela 8. Dados de Absorcdo e emissao de derivados de porfirina 5a-d.

Porfirina nm, A (log & M1cm1)? Emiss&do (nm)® (078

5a 417 (5,00), 509 (3,81), 542 (3,00), 585 (3,30), 648, 710 0,03
648 (2,60)

5b 417 (5,04), 509 (3,85), 540 (3,04), 585 (3,34), 648, 710 0,01
647 (2,65)

5¢c 418 (5,02), 508 (3,86), 542 (3,08), 585 (3,36), 652, 710 0,02
652 (2,62)

5d 418 (5,07), 509 (3,96), 543 (3,30), 584 (3,52), 649, 710 0,01
646 (2,69)

a Medido em cloroférmio ([ ]=10-5M);

bMedido em solucéo de cloroférmio seco ([]=2,0x 107 M) a 298 K, (A exc = 418 nm);

¢TPP em DCM com padréo (®r= 0,15)(COMES etal., 2013)

5.10 Geracdo de Oxigénio Singleto (*O2) dos compostos 5a-d

A capacidade de porfirinas 5a-d para produzir 1Oz foi monitorada usando
1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) em solvente aprético (DMF)(PIVETTA et al.,

2017). O método de foto-oxidagdo do DPBF tem sido amplamente utilizado,

como mencionado anteriormente, para analisar quantitativamente a producao de
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oxigénio singleto, pois o produto da reacao (1,2-dibenzoilbenzeno) ndo absorve
na regiao visivel.

Neste ensaio, as alteracdes na absorbancia do DPBF estédo diretamente
relacionadas a quantidade de 'Oz gerada (SPILLER et al., 1998). Isso pode ser
observado na Figura 41, na qual o perfil cinético de primeira ordem da foto-
oxidagcdo de DPBF na presenca das tioaril-porfirinas 5a-d sdo destacados e
foram monitorados a 415 nm durante a irradiacdo com um sistema de LEDs de

luz vermelha (A= 635 nm) em solucdo de DMF.

Figura 41. Perfil cinético na presenca de tioaril-porfirina 5a-d
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Fonte: autora

Desta forma, um dos parametros importantes para avaliar o potencial
fotodindmico de um fotossensibilizador é a producdo de oxigénio singleto, que é
uma das mais importantes espécies reativas de oxigénio (ROS) em processos

fotofisicos e fotoquimicos (PREUSS et al., 2014). Neste estudo, o rendimento
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guantico de oxigénio singleto de porfirinas 5a-d foi determinado, e os valores séo
apresentados na Tabela 9.

Como observado na Tabela 9, 0 ®a encontrado para o composto 5a esta
proximo do padrdo TPP e da TPPF2 em varios solventes (GRANCHO et al.,
2002)(PINEIRO et al., 2001)(CAVALEIRO et al., 2001). No caso das porfirinas
5b - d, que tém unidades S-arilicas com diferentes substituintes (b: 4-CHs, c: 4-
Cl, d: 2-NH2), os valores observados sdo menores que TPP (P,d =
0,66)(PREUSS et al., 2014)(PINEIRO et al., 1998), apesar de ainda exibirem
uma capacidade de gerar oxigénio singleto. Esse comportamento pode ser
atribuido a desativacao eletrbnica do estado excitado devido a presenca dos
substituintes nas porc¢des tioaril. Apesar da capacidade de derivados de enxofre-
porfirina para gerar Oz é, em geral, menor do que a TPP ou a TPPF2o, todos os
derivados de tioaril, depois de serem expostos a luz vermelha na presenca de
oxigénio, demonstraram potencial para aplicacdes de terapia fotodinamica
(PDT).

Tabela 9. Rendimento quantico de oxigénio singleto de tioaril-porfirinas 5a-d

Porfirina D,

5a 0,67

5b 0,10

5c 0,11

5d 0,14

TPP* 0,66
TPPFy 0,70%(GRANCHO et al., 2002); 0,80°(PINEIRO et al., 2001),

0,60¢(CAVALEIRO et al., 2001)

*padrdo em solugdo de DMF; 2 em benzeno; P em CHCIz; ¢ em tolueno

Como observado na Tabela 9, os rendimentos quanticos de oxigénio
singleto (®a) encontrados para os compostos 5b-d sdo menores quando
comparados com as selenoaril-porfirinas, exceto o composto 5a que apresenta
(®a) maior que os compostos 3a-d. No caso das porfirinas selenoaril-porfirinas
3a-c, que possuem fracOes Se-arila na posicdo meso-arila dos anéis CesFs, 0S
valores observados sdo menores que TPP e CsFsP (®Pasta = 0,66 para TPP e
®astd = 0,59 para CsFsP)(PINEIRO et al., 1998), embora ainda apresentam uma
capacidade moderada de gerar oxigénio singleto.
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5.11 Ensaios de ligacdo ao DNA por analises de absorcédo e emissao dos

compostos 5a-d

A interacdo de derivados de porfirina 5a-d com CT-DNA também foi

estudada por espectroscopia de absorcdo UV-vis na faixa de 300-800 nm em

uma mistura de DMSO (2%)-Tris-HCI (pH 7,4). Em geral, as porfirinas interagem

com o DNA e diminuem a banda de transicdo a uma faixa visivel (banda de

Soret). O efeito de diferentes concentracbes de CT-DNA nas bandas de

transicdo de Soret e Q no espectro de absorcdo do compostos 5a-d é

apresentado na Figura 42.

Figura 42. Espectros de absor¢do da titulagdo CT-DNA UV-vis dos derivados 5a-d numa solugdo
tampéao DMSO (1%) / Tris-HCI (pH 7,4).
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Desta forma, mediante interacdo com varias concentracoes de CT-DNA, as

porfirinas

com

S-aril

revelaram

mudancas

caracteristicas

(ligeira

hipocromicidade; H%) nos espectros eletrénicos de absorcdo (Tabela 10). A
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adicao de varias faixas de concentracdes de CT-DNA (0 a 100 yM) demonstrou
diminuicdo na intensidade da banda de Soret. Nenhum desvio para o vermelho
foi observado em todos os casos, o que pode indicar a ndo interacao eletrostética
das moléculas de porfirina com os acidos nucléicos (Figura 42; Tabela 10). Além
disso, as mudancas na intensidade da banda de transi¢cao Soret m — 1 * podem
ser devidas a interacdo da estrutura aroméatica dos derivados tetrapirrolicos e /
ou grupos periféricos, o que é provavelmente devido a interacdes de ligacdo de
H com as nucleobases do DNA.

Este comportamento pode ser atribuido pela presenca do macrociclo
tetrapirrolico 1r-rico em densidade eletrbnica na molécula que pode interagir com
o DNA por meio de interacdes hidrofébicas, como relatado anteriormente em
alguns casos de derivados de porfirina, e possivelmente por forcas de ligacao de
H nos sistemas fluorados (AURAS et al., 2016) (AURAS et al., 2018).

Tabela 10. Dados de ligacdo ao DNA de derivados de tioaril porfirina 5a-d

o Absorgéo Emisséo
Porfirina
H(%)*  AA (nm)° Kp (M) Q%) Ksv (M) Kg (s*MY)!
5a 7,65 0,0 2,08 x 108 32,58 4,92 x 103 2,14 x 10%?
5b 4,72 0,0 1,27 x 10¢ 3,60 3,30 x 102 1,43 x 1011
5c 3,22 0,0 0,76 x 108 21,28 2,66 x 102 1,15 x 10%?
5d 6,31 0,0 2,86 x 108 39,56 6,57 x 10° 2,85 x 10%?

H(%)? = (Absinicial- Absfinal)/(Absinicial) x 100 (banda de Soret ); AA (nm)® = Afinal
— Ainicial (banda de Soret); ¢ Constante de andlise de ligagdo por UV-vis CT-DNA; ¢ Q(%)
= (Emissao inicial —Emisséao final) /(Emissao inicial) x 100; ¢ Espectro de emissdo por
Constante de Stern-Volmer inibindo o brometo de etidio -DNA (BE-DNA); f Andlise da
velocidade da emissado por Constante de Stern-Volmer inibindo o brometo de etidio -DNA
(BE-DNA).

Além disso, as constantes de ligacéo intrinsecas (Kb) das porfirinas 5a-d
foram calculadas como descrito na Tabela 10. No presente estudo, os derivados
de porfirina contendo unidades S-arila demonstraram uma ligacao mais forte ao
CT-DNA (Kb ~ 10% M1), seguindo a ordem crescente dos dados de Kb: 5¢c <5b
<5a <5d.

Os estudos de competicdo no DNA foram realizados usando experimentos

de emissédo de fluorescéncia com CT-DNA na presenca de brometo de etidio
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(BE) e podem fornecer confirmacdo adicional da afinidade de ligacdo dos

compostos.

Os espectros de fluorescéncia de emissao foram monitorados a medida
gue concentracdes crescentes de porfirinas foram adicionadas por titulacéo a
uma concentracdo fixa de CT-DNA pré-tratada com brometo de etidio (BE)

(Figura 43).

Figura 43. Espectros de fluorescéncia de emisséo de ligacdo de BE a CT-DNA na presenca de
porfirinas 5a-5d em uma mistura de DMSO (2%)-Tris-HCI (pH 7,4) a Aex = 510 nm. A seta
indica as mudangas nas intensidades de fluorescéncia em amostras de concentracdes
crescentes. O grafico em destaque mostra o grafico de FO / F versus [porfirina].
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Quando os derivados de tioaril-porfirina foram adicionados ao DNA preé-
tratado com BE, a intensidade de emisséo induzida pelo complexo BE-DNA
diminuiu (Figura 43). Como exemplo, observou-se a interagcdo do complexo BE-

DNA com a porfirina 5d, que mostrou forte emissdo em Aem = 644 nm quando



105

excitada em Aexc= 510 nm, além de apresentar espectro de emisséo do BE ligado
ao CT-DNA tanto na auséncia como na presenga da porfirina.

Os resultados demonstraram uma supressao da intensidade de
fluorescéncia do complexo BE-DNA ap0és a adicao de concentracdes crescentes
de cada derivado de porfirina. Este comportamento espectral pode ser atribuido
a competicao da porc¢éo porfirina com o BE sobre a ligacao a estrutura do DNA.
Neste contexto, os valores de Ksv sugerem o modo de competicao da ligagcéo ao
BE. Além disso, os valores mais altos observados para a constante de supressao
(kq) indicaram uma interacao estética entre as porfirinas e o DNA (Tabela 10).

Os graficos destacados na parte superior de cada figura, Figura 43,
mostram o grafico de Stern-Volmer, que foi obtido como a relagdo entre as
concentracbes de Fo/F e CT-DNA. Os valores da constante de Stern-Volmer

(Ksv) e da constante de supresséo (kq) sdo apresentados na Tabela 10.

5.12 docking molecular de DNA com porfirinas (5a-d)

Simulacdes de docking molecular foram usadas para entender os modos
de ligagdo dos compostos 5a-d com o DNA. O docking molecular mostrou que
os derivados de porfirina interagem na regido do sulco menor, com uma forma
de ligagcao muito semelhante (Figura 44).

Todas as moléculas se ligam na regido entre os residuos de nucleosideo
dG-7, dT-8, dC-9 da cadeia de DNA A, dG-20, dC-21 e dG-22 da cadeia de DNA
B (Figura 44, lado esquerdo). De fato, alguns estudos indicaram que os hibridos
tioaril-porfirina podem se ligar ao sulco menor do DNA (ARBA; TJAHJONO,
2015)(BENNETT et al., 2000).
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Figura 44. Visdo geral das interacdes entre 0 DNA e os compostos 5a-d. Ambos 0os compostos interagem
na regido do sulco menor do DNA. As linhas pontilhadas representam as respectivas interacdes: verde
indica ligagbes de H; laranja representa as interacdes anion- 1; azul claro indica ligagdes carbono-
hidrogénio. Anéis em vermelho, azul, rosa e verde (no DNA) indicam (dG), (dT), (dC) e (dG),

respectivamente. As distancias das interagées estdo em A .

Fonte: autora

Em geral, os compostos apresentaram interacfes eletrostaticas t-anion
entre os grupos fosfato (do DNA), o anel pirrol e o anel aril dos derivados das
tioaril-porfirinas, além de ligacdes de H entre as porcdes fllor e 0os grupos amino
das bases de DNA. Estas observacdes indicam que o0s grupos substituintes néo
interferem significativamente nas interacdes, apesar do composto 5d (que possui
0 grupo orto-amino) apresentar mais ligacées de H com o DNA. Além disso,
observou-se a importancia da ligacéo carbono-hidrogénio com a porc¢ao flaor (C-
H-F-C)(BISSANTZ; KUHN; STAHL, 2010)(BOER; CANALS; COLL,
2009)(MOCILAC; OSMAN; GALLAGHER, 2016)(THALLADI et al., 1998) como
uma interacdo que estabiliza o aduto tioaril-porfirinas-DNA. Os dados
termodinamicos teoricos previstos (DGruing) indicaram que todos os derivados de
tioaril-porfirina apresentaram interacées espontaneas com fragmentos de DNA
(5a (-8,8 kcal/mal); 5b (- 9,3 kcal/mol); 5c (-9,3 kcal/mol), 5d (-8,8 kcal/mol).
Provavelmente, isso ocorre devido ao impedimento estérico dos derivados de
tioaril-porfirina, uma vez que eles se ligam ao sulco menor do DNA e né&o se
intercalam (BOER; CANALS; COLL, 2009).
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Considerando-se 0s objetivos propostos para o presente trabalho e tendo
em vista os resultados obtidos, algumas consideracfes podem ser feitas frente
ao estudo realizado.

Uma série de 4 moléculas inéditas seleno e hidrogenoporfirinas (3a-d) foi
preparada, utilizando uma rota sintética eficiente, partindo da 5,10,15,20-
tetrakis(pentafluorfenil)porfirina. A estratégia sintética adotada, demostrou-se
bastante satisfatoria do ponto de vista sintético, visto que esta envolvida apenas
uma etapa reacional para essa preparacao, dependo apenas de controle rigido
do tempo reacional para a formacéo dos respectivos produtos mistos em bons
rendimentos.

Também, uma série de 4 moléculas inéditas tetra tioporfirinas simétricas
(5a-d) foi preparada, empregando a mesma rota sintética citada anteriormente,
partindo da 5,10,15,20—tetrakis(pentafluorfenil)porfirina e dissulfetos de diarila. A
estratégia sintética empregada neste caso, demonstrou-se bastante satisfatéria
do ponto de vista sintético, pois a formacdo dos produtos ocorre com 6timos
rendimentos em apenas 15 minutos de reacdo. Além disso, o protocolo sintético
mostrou-se abrangente para outros dissulfetos.

Nesta metodologia desenvolvida para a sintese de seleno, hidrogeno e
tiporfirinas foi possivel a formacdo dos produtos em 6timos rendimentos, em
curto tempo de reacdo, sem a utilizacdo de base no meio reacional, com
emprego de reagentes de facil manuseio e inodoros, diferentemente do que se
encontra na literatura, por exemplo, para a sintese de tioporfirinas (TUXEN et al.,
2011) (GOMES et al., 2011).

Todos os compostos obtidos tiveram suas propriedades fotofisicas e
interacdes biomoleculares analisadas durante o curso deste trabalho.

Neste sentido, os compostos sintetizados seleno e hidrogenoporfirinas (3a-
d) e tetra tioporfirinas simétricas (5a-d) foram analisados com espectroscopia
eletrdnica nas regides do UV-vis e estudados quanto a geracdo de oxigénio
singleto e rendimentos quanticos de fluorescéncia. Desta forma, todas as
porfirinas estudadas apresentaram valores inferiores ao padrdo (TPP) de
geracdo de oxigénio singleto e rendimentos quanticos de fluorescéncia, e entre

eles, os rendimentos quanticos de oxigénio singleto (Pa) encontrados para os
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compostos 5b-d sdo menores quando comparados com as selenoaril-porfirinas
3a-d, exceto o composto 5a que apresentou maior rendimento quantico de
oxigénio singleto (®a) que os compostos 3a-d. Os compostos 3a-d também
foram estudados quanto a sua fotoestabilidade e apresentaram resultados
satisfatorios, sendo uma caracteristica apreciavel segundo os principios da
terapia fotodinamica.

No que tange as interagbes biomoleculares desses compostos, as oito
porfirinas estudadas demonstraram um efeito hipercromico que pode ser indicio
de interacdo destes compostos com o DNA. Estudos de interacfes atraves de
docking molecular demonstraram que elas interagem preferencialmente no sulco
menor do DNA.

Da mesma forma, os ensaios de ligacdo da HSA com as porfirinas
sintetizadas (3a-d) mostraram através da variacdo da intensidade na faixa de
emissao que essas estruturas podem interagir com o sitio ativo da proteina, no
entanto, h4 uma interacao fraca entre os compostos e a estrutura de HSA.
Estudos de interacBes através de docking molecular mostraram nesses casos
gue a adicdo e remocao da porcédo selenoaril interfere no modo de ligacdo das
moléculas.

Quanto aos estudos dos compostos 5a-d de competicdo no DNA, os
valores mais altos observados para a constante de supresséao (kq) indicaram uma
interacdo estatica entre as porfirinas e o DNA.

Como perspectivas para esse trabalho, destacam-se estudar as moléculas
sintetizadas em termos de atividade biol6gica, além de complexa-las com alguns
metais para estudar as propriedades e atividades biolégicas dessas novas

moléculas.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 MATERIAIS E METODOS

6.1.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN H, RMN*3C, RMN'°F e RMN 7’Se foram obtidos
em espectrometros Bruker Avance lll, que operam na frequéncia de 600 MHz
para hidrogénio, 565 MHz para fltor e 114 MHz para selénio (Departamento de
Quimica — UFSM). Os deslocamentos quimicos (8) estdo relacionado em parte
por milhdo (PPM) em relacdo ao tetrametilsilano (TMS), utilizado como padréo
interno para os espectros de RMN 'H. Para os espectros de RMN 7’Se,
disseleneto de difenila (6= 463 ppm) foi utilizado como padréo interno(MENEZES
et al., 2003). Entre parénteses a multiplicidade (s = simpleto, d = dupleto, dd =
duplo dupleto, m = multipleto), o numero de hidrogénios deduzidos na integral

relativa e a constante de acoplamento (J) expressa em Hertz.

6.1.2 Espectroscopia eletrénica na regido do Ultravioleta-visivel (UV-vis)
Os espectros eletrénicos nas regifes do ultravioleta e do visivel foram
obtidos em um espectrofotbmetro UV-vis 2600 Shimadzu, localizado no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria. As solucdes
foram feitas em diclorometano (DCM) em concentracdes de 1,0 x 107 M. A partir
disso, pode-se calcular o valor de coeficiente de absortividade molar (¢, em L
mol* cm), utilizando a equagdo A=ebc, onde A é a absorbancia, b o caminho

6tico (cmt), ¢ a concentragdo (mol L1).

6.1.3 Espectroscopia de emissao

Os espectros de emissao fluorescente foram obtidos em um
espectrofluorimetro Cary50 Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (Agilent
Technologies) localizado no laboratério de analises quimicas LACHEM da
Universidade Federal de Santa Maria. O comprimento de onda maximo de
absorcao foi usado como o comprimento de onda de excitagcado para medi¢gdes

de fluorescéncia.
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6.1.4 Fotoestabilidade

A fotoestabilidade dos derivados de porfirina 3a-d foi determinada medindo a
diminuicdo da absorvancia na banda de Soret em solucdo de DMF antes e
depois da irradiacdo com luz branca (400-800 nm) a uma taxa de fluéncia de 50

mW cm2 durante 30 min.

6.1.5 Geracdao de oxigénio singleto (Ensaio DPBF)

O ensaio utilizado para avaliar a geracdo de oxigénio singleto, foi através
da fotodegradacdo de 1,3-difenilisobenzofurano (1,3-Diphenylisobenzofuran,
DPBF)(PIVETTA et al., 2017) onde 2,0 mL de uma solugéo de DPBF 100 uM em
DMF foram misturados com 0,5 mL (50 pM) de porfirinas. A cubeta foi
completada com DMF até um volume final de 3,0 mL. Para medir a geracao de
espécies de 02, os espectros de absor¢cdo das solucdes (amostras e padrao)
foram registrados para diferentes tempos de exposi¢cdo usando um sistema de
matriz de LED caseiro de 635 nm posicionado a 1,0 cm da amostra, com uma
taxa de fluéncia de 25 mW cm ~2? por 135 s (AURAS et al., 2018). Os rendimentos
quanticos de geracao de oxigénio singleto (PA) foram calculados utilizando a

Equacéao abaixo.

q)Stdk std
Pp="" /kstd'I /1

onde, IS%9/I = (1 — 104sta) /(1 — 104), &5 é o rendimento quantico de
oxigénio singleto da amostra padrdo (TPP é @39 = 0,66 e CeFsP é o5 =
0,59))(PINEIRO et al., 1998) k e kS sdo as constantes cinéticas de
fotodegradacao para porfirinas e TPP ou CeFsP (Padréo), respectivamente, e

Ag:q € A s@o as absorbancias para TPP ou CeFsP e porfirinas, respectivamente.
6.1.6 Ensaios de interacdo com biomoléculas

6.1.6.1 Ensaios de absorcéo e emissdo com CT-DNA.
As andlises de interacdes das porfirinas com DNA de timo de bezerro (CT-

DNA) foram realizadas por medidas de UV-vis em temperatura ambiente em uma
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mistura de DMSO (2%)-Tris-HCI (pH 7,4). As solucdes estoques dos compostos
foram feitas em DMSO na faixa de 10° mol L' de 300 a 800 nm. As
concentracbes de par de base de DNA de baixo peso molecular de timo de
bezerro (CT-DNA) foi determinada por espectroscopia de absorc¢éo na regido do
UV-vis, usando coeficiente de absortividade molar 6.600 L.mol cm (por par de
base) em 260 nm. Os ensaios foram conduzidos com solugdes dos derivados de
porfirinas em mistura de solu¢do de DMSO e Tris-HCI, em pH 7,4, onde houve a
titulacdo com concentracdes crescentes de DNA (de 0-100 uM). Os espectros
de absorcéo foram adquiridos na faixa de comprimento de onda entre 250-800
nm.

As constantes intrinsecas de ligacao (Kb) foram calculadas de acordo com
o decaimento das bandas de absor¢cdo dos compostos usando a Equacéo 2,

atraves de um gréfico de [DNA]/(ea — €f ) versus [DNA].

[DNA]/(€a — & ) = [DNA]/(eb — & ) + 1/Kp(eb = &f )

onde [DNA] é a concentracao de DNA nos pares de bases, €a € 0 coeficiente
de absortividade molar (Aobs / [cOmposto]), €b € & sd@o 0s coeficientes de
absortividade molar das formas ligada e totalmente livre, respectivamente.
Atraveés do grafico entre [DNA]/(¢€a - €f) versus [DNA], Kb é obtido pela razdo entre
a inclinacdo e a interceptacdo da equacao da reta.

Os estudos de competicio de BE- DNA foram realizados usando
experimentos de emisséo de fluorescéncia. A partir de uma solugcéo estoque das
porfirinas, em DMSO, houve a adicdo gradual desta na cubeta de quartzo de
quatro faces (comprimento do caminho de 1,0 cm) contendo brometo de etidio
(BE, 2,0 x 10" mol L!) e DNA (2,0 x 10" mol L!) numa solugdo tampéo Tris-HCI
pH 7,4. As concentra¢des das porfirinas variaram de 0 a 100 pM. As amostras
foram excitadas em Aexc = 510 nm e o0s espectros de emisséo foram registrados
na faixa de 550 a 800 nm, ap0s cada adi¢do de aliquota de porfirina, 5 minutos
foi 0 tempo de espera necessario a cada medida para permitir a incubagéo com
o0 DNA. As constantes de extingéao de fluorescéncia de Stern-Volmer (KSV) dos
compostos foram calculadas de acordo com o decaimento das bandas de
emissao de BE-DNA usando a Equacédo abaixo através de um grafico de FO/F
versus [DNA],
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Fo/F =1 + Ksv[Q]
onde [Q] é a concentracdo de compostos de porfirina, FO e F sdo as
intensidades inicial e final de emisséo, respectivamente. Através de um grafico
entre FO/F versus [porfirina], o valor de KSV é obtido pela razdo entre a

inclinacdo e a interceptacdo da equacao da reta.

6.1.6.2 Ensaios de emissdao com HSA

Para o0s experimentos de emissdo com HSA, as interacdes das
porfirinas com albumina de soro humano HSA (solucéo estoque de 1,0 x 10°° M)
foram realizadas por medidas de emissdo de fluorescéncia no estado
estacionario em temperatura ambiente com mistura de solugdo de DMSO (1%)
/ Tris HCI - pH 7,4 (solucdo estoque a 1,0 x10° M) de 300 a 600 nm,
respectivamente. E bem conhecido que a extingdo ocorre através do processo
estatico ou dindmico, ambos os quais podem resultar em um gréfico linear de
Stern-Volmer. Para analisar os dados dos ensaios, utilizou-se a Equacgéao de

Stern-Volmer:

lo/l = 1+ kqTo[Q] = 1 + Ksv[Q]

onde | e 10 sé@o as intensidades de emissdo na presenca e na auséncia de um
supressor, respectivamente. Ksy, kg, 10 e [Q] denotam constante de Stern-
Volmer, constante de velocidade de supressao de fluorescéncia, o tempo de vida
original de HSA (56,7 x 10 s)(ABOU-ZIED; AL-SHIHI, 2008) e a concentragcdo
de supressor, respectivamente.

De acordo com a Equacéo listada acima, as constantes de Stern-Volmer
(KSV) foram calculadas a partir da inclinagéo e kq é igual a Ksy / 10. Além disso,
€ geralmente aceito que a constante maxima de Stern-Volmer para a supressao
dinamica de biomoléculas é em torno de 100 M. Para concluir, portanto, que a
extingdo ndo € um processo dindmico, mas estatico, ocorrendo no complexo -
aduto de HSA, Stern-Volmer e Scatchard (equagcao abaixo), previu o Kapp
(constante de ligagdo aparente) e n (sitio de ligacdo) na proteina HSA:

log (lo— 1)/ =log Kb + n log [Q]



113

onde | e 10 séo as intensidades de emissao na presenca e na auséncia de
derivados de calcogénio, respectivamente, e [Q] a concentracéo do inibidor. De
acordo com a equagao acima, as constantes de ligacéo (Kb) foram calculadas a

partir da interceptacdo e do nimero de sitios de ligacéo (n) pela inclinacéo.

6.1.6.3 Simulacdes de docking molecular

As estruturas de DNA e HSA foram obtidas do Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb/) com o ID PDB: 423D (ROZENBERG et al., 1998) e
1A06 (SUGIO et al., 1999), respectivamente.

O software Chimera 1.8 (PETTERSEN et al., 2004) foi usado para remover
aguas, ions e outras moléculas e adicionar &tomos de hidrogénio as estruturas
de DNA e HSA. Os ligantes foram construidos no software Avogadro
1.1.1,(HANWELL et al., 2012) seguindo a otimizacdo semi-empirica da
geometria PM6 (STEWART, 2007) usando o programa MOPAC2016
(STEWART, 2016) .

Os ligantes, DNA e HSA no formato pdbqgt foram gerados pelo
AutoDockTools, onde os ligantes foram considerados flexiveis (com cargas de
PM®6), e os receptores (DNA e HSA) rigidos (com cargas de Gasteiger) (MORRIS
et al., 2009).

O programa AutoDock Vina 1.1.1 foi usado para o docking cego (TROTT;
OLSON, 2010), usando uma exaustividade de 100 A. Para o docking de DNA,
uma grade de 60 x 60 x 60 A centrada nas coordenadas x = -7,91,y =2,21, z =
-0,18, foi usada ( para compostos 3a-d) e para os compostos 5 (x =-7,914,y =
52,208, z = -0,176). Como modelo de forma de ligacdo, foi selecionado o
conformero do composto com menor energia de ligacao (AG) do aglomerado
mais populoso. Os resultados do docking foram analisados usando o software
Accelrys Discovery Studio 3.5 (DASSAULT SYSTEMES BIOVIA, 2017)

6.1.7 Espectrometria de Massas
Os espectros de massas foram adquiridos com um cromatografo a liquido

com sistema Acquity UPLC e espectrometro de massa do tipo quadrupolo e
tempo de v6o, modelo XEVO G2 Q-TOF (Waters, Milford, MA, USA), no
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Laboratério de Analises Quimicas Industriais e Ambientais — LAQIA da UFSM.
As amostras foram diluidas em metanol, contendo 100 pL de NH4OH 200 mM, e
analisadas por infusdo direta na probe de eletrospray no modo positivo (ESI+).
O controle e aquisicdo dos dados foram feitos usando o software MassLynx V
4.1. Uma alca de amostragem de 250 uL foi carregada com a amostra. A vazéo
da infusdo foi de 20 pL min* e as condi¢Ges de ionizacdo estdo descritas a
seguir: Capilar: 2,5 kV, Cone de amostragem: 112 V, * Cone de extracdo: 4,5V,
Fonte: 150 °C, Dessolvatacao: 400 °C, Vazéao de N2 no cone de amostragem:
10 L h't, Vazao de N2 da dessolvatacdo: 500 L h'!, Faixa de massa monitorada:
50 a 1800 Da

6.1.8 Solventes e Reagentes

Os solventes foram purificados e secos antes de serem utilizados,
conforme técnicas usuais. Os reagentes restantes foram obtidos de fontes
comerciais e utilizados sem prévia purificagdo.

O THF foi refluxado sob sédio metélico utilizando como indicador a
benzofenona e destilado imediatamente antes do uso.

Para os produtos purificados utilizando cromatografia em placa preparativa,
o material utilizado foi uma placa de vidro, gel de silica e, como eluente, mistura

de solventes adequados.

6.2PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
6.2.1 Procedimento para preparacao da 5,10,15,20-

tetrakis(pentafluorofenil)porfirina (1)

Em um baldo de 2 L, munido de agitacéo
magnética, sob atmosfera inerte de argbnio a
temperatura ambiente, contendo 1 litro de
diclorometano, foram adicionados 0

pentafluoro benzaldeido (10 mmol, 1,92g, 1,23

mL) e o pirrol (10 mmol, 0,67g, 0,7 mL). Apos

1 solubilizacdo (em torno de 5 minutos),

adicionou-se o BF3.0OEt2 (2 mmol, 0,28 g, 0,246 mL) e 1 mL de etanol que atuou

como um co-catalisador. A reacédo foi mantida sob agitacdo por 12 horas.
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Decorrido o tempo reacional, adicionou-se DDQ (3g) e trietilamina (1mL) e
manteve-se em agitacdo por mais 2 horas. A mistura resultante foi submetida a
etapa de filtracdo em silica gel utilizando diclorometano como eluente. Apds,
evaporou-se 0 solvente até um concentrado e adicionou-se metanol para

recristalizar.

6.2.2 Procedimento para obtencédo das selenoaril-porfirinas 3a-d

Em um tubo de Schlenk, munido de agitacao

magnética, sob atmosfera inerte de argdnio a 50
°C, foi adicionado o p-metil-fenil-disseleneto
(27 mg, 80 pmol, 8 eq) e THF (7mL). Apos
solubilizacdo, adicionou-se boro hidreto de

sédio (180 umol; 6,8 mg, 2,25 eq) e etanol

(3mL) gota a gota. Decorrido um minuto apés o

Ry, Ry, Ry, Ry= F, H, 4-CHy-CgH,Se gotejamento de etanol e observagdo de

mudanca da coloracdo da solucdo de amarela para incolor, adicionou-se a
TPPF20 (10 pmol; 10 mg). A reacao foi mantida sob agitagdo por 3, 10, 20, 25,
30 minutos, 1 hora ou 12 horas. Transcorrido este tempo, a reacao foi finalizada
com 10mL de &gua e entdo, a mistura foi extraida com diclorometano e os
extratos organicos secos com MgSOa. O sulfato de magnésio foi removido por
filtracdo, e o solvente por aquecimento a pressao reduzida (rotaevaporador). A
mistura resultante foi submetida a etapa de purificacdo por placa preparativa,
empregando-se silica como fase estacionaria em uma mistura de 20% de
diclorometano e 80% de hexano, como eluentes. Ressalta-se que todas as
reacoes foram realizadas em triplicata e os rendimentos baseiam-se nas médias

destas reacoes.
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5-(2,3,5,6-tetrafluorofenil)-10,15,20-tri[2,3,5,6-tetrafluoro-4-(4-

metilfenilselan-1-il)fenil]porfirina (3a)
Rendimento: 57%; Sélido purpura.
H

RMN !H (600 MHz, CDCls):
5=8,88 (s, 8H), 7,78 (d, J= 6 Hz, 6H),
39@ 7,66-7,59 (m, 1H), 7,26 (d, J = 6 Hz,
6H), 2,43 (s, 9H), -2,90 — -2,92 (m,
2H) ppm.

RMN 1°F (565MHz, CDCl3): 6-
127,87 (dd, J*= 22,6 Hz, J3=11,3 Hz,
6F), -136,28 (dd, J*= 22,6 Hz, J3=11,3 Hz, 6F), -137,26 (dd, J*= 22,6 Hz, J3= 11,3
Hz, 2F), -138,59 (dd, J*= 22,6 Hz, J°= 11,3 Hz, 2F) ppm.
RMN 7’Se (114 MHz, CDCls): 6= 282,60 ppm.
HRMS:m/z calcd para CesHs2F16N4Ses [M+H]*; 1412,9940 encontrado:.
1412,9908

5,15-bis(2,3,5,6-tetrafluorofenil)-10,20-bis[2,3,5,6-tetrafluoro-4-(4-

metilfenilselan-1-il)fenil]porfirina (3b)

H Rendimento: 58%; Sélido purpura
RMN *H (600 MHz, CDCls): 6=8,89
(s, 8H), 7,78 (d, J = 6 Hz, 4H), 7,67 —
se<(_)— 7,60 (m, 2H), 7.26 (d, J = 6 Hz, 4H), 2,44
(s, 6H), -2,88 — -2,92 (m, 2H) ppm.
RMN 19F (565 MHz, CDCls): 8=-
H 127,87 (dd, J4=22,6 Hz, J3=11,3 Hz, 4F),
-136,28 (dd, J*=22,6 Hz, J3=11,3 Hz, 4F), -137,26 (dd, J*=22,6 Hz, J3=11,3 Hz,
4F), -138,59 (dd, J*=22,6 Hz, J3=11,3 Hz, 4F) ppm.
RMN 7’Se (114 MHz, CDClz): 6=282,59 ppm.
HRMS: m/z calcd para CsoHsoF16N4Se2 [M+H]* 1243,0305; encontrado:
1243,02636.

R F
FF
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5,10,15-tri(2,3,5,6-tetrafluorofenil)-20-[2,3,5,6-tetrafluoro-4-(4-
metilfenilselan-1-il)fenil]porfirina (3c)

Rendimento: 80%; Sélido purpura
RMN H (600 MHz, CDCIs): 6= 8,92 (s,
8H), 7,78 (d, J = 6 Hz, 2H), 7,66 — 7,61 (m, 3H),
" 7,26 (d, J = 6 Hz, 2H), 2,43 (s, 3H), -2,87 — -
2,89 (m, 2H) ppm.
RMN 1°F (565 MHz, CDCls): 6= -127,87
(dd, J4=22,6 Hz, J3=11,3 Hz, 2F), -136,27 (dd,
J4=22,6 Hz, J3=11,3 Hz, 2F), -137,25 (dd, J*=22,6 Hz, J®=11,3 Hz, 6F), -138,59
(dd, J4=22,6 Hz, J°=11,3 Hz, 6F) ppm.
HRMS: m/z calcd para CsiHz0F1s6N4Se [M+H]* 1073,0670; encontrado:
1073,0660.

5,10,15,20-tetrakis(2,3,5,6-tetrafluorofenil)porfirina (3d)

Rendimento: 99%; Sdélido purpura

RMN H (600 MHz, CDCI3):6=8,91 (s, 8H) 7,65-
7,59 (m, 4H), -2,83, (s, 2H) ppm.

RMN 19F (565 MHz, CDCls): 6=-137,27 (dd,
J4=22,6 Hz, J3=11,3 Hz, 8F), -138,70 (dd, J*=22,6 Hz,
J3=11,3 Hz, 8F) ppm.

HRMS:m/z calcd para CasHiaF16Na [M+H]*
903,1036; encontrado:.903,10206
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6.2.3 Procedimento para obtencéo das tioaril-porfirinas 5a-d

1 Em um tubo de schlenk, munido de agitacao
magnética, sob atmosfera inerte de argonio a
50 °C, foi adicionado o respectivo dissulfeto
(80 umol) e THF (7mL). Apos solubilizacao,
adicionou-se boro hidreto de sédio (180 pmol;
6.8 mg, 2,25 eq) e etanol (3mL) gota a gota.

Decorrido um minuto, adicionou-se a TPPF2o
R o 5a-d

(10 pmol; 10 mg). A reacdo foi mantida sob
R=H, Me,ClI, NH;,

J agitacdo por 15 minutos. Transcorrido este

tempo, a reacao foi finalizada com 10mL de 4gua e entdo, a mistura foi extraida
com diclorometano e os extratos organicos secos com MgSOas. O sulfato de
magneésio foi removido por filtracdo, e o solvente por aquecimento a pressao
reduzida (rotaevaporador). A mistura resultante foi submetida a etapa de
purificacdo por placa preparativa, empregando-se silica como fase estacionaria
em uma mistura de 20% de diclorometano e 80% de hexano, como eluente.
Ressalta-se que todas as reacbes foram realizadas em triplicata e os

rendimentos baseiam-se nas médias destas reacoes.
5,10,15,20-tetrakis[4-(feniltio)-2,3,5,6-tetrafluorofenil]porfirina (5a)
Rendimento: 84%; Sdlido purpura.

RMN *H (600 MHz, CDClz): 6= 8,91 (s, 8H), 7,70
(d, J = 6 Hz, 8H), 7,41-7,49 (m, 12H), -2,85 (s,
2H) ppm.

RMN 1°F (565 MHz, CDCls): -132,87 (dd, J* =
22,6, J3=11,3 Hz, F orto), -136,29 (dd, J*= 22,6,
J3=11,3 Hz, F meta) ppm.

HRMS-ESI:m/z calcd para CesH3zoF16N4Sa4:. [M
+H]* 1335,1176; encontrado:. 1335,1223.

5,10,15,20-tetrakis[4-(4-fenilmetiltio)-2,3,5,6-tetrafluorofenil]porfirina (5b)
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Rendimento: 92%; Sélido purpura.

RMN H (600 MHz, CDCls): 5= 8,90 (s, 8H),
7,65 (d, J = 6 Hz, 8H), 7,29 (d, J = 6 Hz, 8H),
2,44 (s, 12H), -2,91 (s, 2H).

RMN *°F (565 MHz, CDCls): -133,28 (dd, J* =
28,2, J3=11,3 Hz, F orto), -136,49 (dd, J* =
28,2, J3=11,3 Hz, F meta) ppm.

HRMS-ESI:m/z calcd para Cr2HzsF16NaSa:.

[M +H]*1391,1802 encontrado:. 1391,1873.

5,10,15,20-tetrakis[4-(4-clorofeniltio)-2,3,5,6-tetrafluorofenil]porfirina (5c)

Rendimento: 82%; Sélido purpura.

RMN H (600 MHz, CDCls): 3= 8,90 (s,
8H), 7,66 (d, J = 6 Hz, 8H), 7,47 (d, J =6
Hz, 8H), -2,89 (s, 1H).

RMN '°F (565 MHz, CDCls): § -132,80
(dd, J* = 22,6, J3=11,3 Hz, F orto), -
135,90 (dd, J* = 22,6, J3=11,3 Hz, F
meta) ppm.

HRMS-ESI:m/z calcd para

CesH26ClaF16N4S4:. [M +H]* 1472,9588 encontrado:. 1472,9628.

5,10,15,20-tetrakis[4-(2-aminofeniltio)-2,3,5,6-tetrafluorofenil]porfirina (5d)

Rendimento: 93%; Sélido purpura.

RMN H (600 MHz, CDCls): 6= 8,86 (s, 8H),
7,83-7,81 (m, 4H), 7,32-7,29 (m, 4H), 6,88-
6,83 (m, 8H), 4,68 (s, 8H) -2,96 (s, 2H).

RMN 1°F (565 MHz, CDCls): & -133,78 (dd, J*
=28,2, J3=11,3 Hz, F orto), -136,53 (dd, J* =
28,2, J3=11,3 Hz, F meta) ppm.

HRMS-ESI:m/z calcd para CesH34F16NsS4 :.
[M +H]* 1395,1612 encontrado:. 1395,1611.
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Espectroscopia de Ressonéancia Magnética Nuclear
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Espectro de RMN ’Se do composto 3a em CHCls;a 114 MHz
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Espectro de RMN *H (600 MHz, CDCl3s) do composto 3b
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Espectro de RMN 7’Se do composto 3b em CHCls;a 114 MHz
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Espectro de RMN *H (600 MHz, CDCl3) do composto 3¢
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Espectro de RMN *H (600 MHz, CDCl3s) do composto 3d
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Espectro de RMN H (600 MHz, CDCl3) do composto 5a
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Espectro de RMN H (600 MHz, CDCI3) do composto 5b
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Espectro de RMN *H (600 MHz, CDCl3) do composto 5¢
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Espectro de RMN H (600 MHz, CDCl3) do composto 5d
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Espectrometria de massas de alta resolugéo
HRMS do composto 3a
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DiSe-p-Me-DiH_S9S-307-6 #126-135 RT: 2.47-2.62 AV: 10 NL: 567E4
F: FTMS + p ESISIM ms [1233.02-1253.02]
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HRMS do composto 3c

triSe-pMemono_S9S-307-4 #61-65 RT: 1.12-1.18 AV:5 NL: 3.33E4
F: FTMS + p ESI Full ms [800.00-2500.00]
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HRMS do composto 3d
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1100 1200 1300 1400 1500 2000

TetraH_S9L-289 #12-35 RT: 0.19-0.51 AV: 21 NL: 4.05E6
F: FTMS + p ESISIM ms [893.10-913.10]
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HRMS do composto 5a

23 (0.087) Cm (1:48) 1: TOF MS ES+
1335.1223 6.90e4
1336.1235
- 1337.1252
=
1338.1273
1391.1851
1369.1118 S
1307.0834 1339.1222 1353.1201 1367.1152 1370.1333 '
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HRMS do composto 5b

30 (0.524) Cm (4:57)

TOF MS ES+
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HRMS do composto 5¢
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TOF MS ES+
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