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Resumo

SINTESE, CARACTERIZAGAO, ESTUDO FOTOFISICO DE MESO-TRANS-
(PENTAFLUOROFENIL)CORROIS E AVALIAGAO DA INTERAGAO COM
BIOMOLECULAS

AUTOR: Thiago Vargas Acunha
ORIENTADOR: Prof. Dr. Bernardo Almeida Iglesias

Este trabalho tratou da sintese do 5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(fenil)corrol — [HsPh(CeFs).Cor] e
do 5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(pirenil)corrol — [H3Pyr(CsFs).Cor], partindo dos precursores
benzaldeido e 1-pirenocarboxaldeido, respectivamente, além do 5-
(pentafluorofenil)dipirrometano. Estas moléculas foram caracterizadas através de diferentes
técnicas como analise elementar CHN%, espectroscopia de absorcao eletrénica na regido do
UV-vis, ressonancia magnética nuclear de 'H, 1°F e COSY 2D 'H-1H, espectrometria de massas
de alta-resolucdo, voltametria ciclica, bem como seus rendimentos quéanticos de geragao de
oxigénio singleto, fotodegradacao e fluorescéncia. Também foi avaliada a capacidade dos corroéis
em interagir com biomoléculas tais como a albumina de soro humano (HSA) e DNA. Ao serem
comparados a outros corrois na literatura, o HsPh(CgFs)2Cor e o HzPyr(CgsFs).Cor apresentaram
satisfatorios rendimentos quanticos de oxigénio singleto e elevada fotoestabilidade,
carateristicas estas que os tornam potenciais agentes em aplicagfes bioldgicas como interagao
com proteinas e DNA. Diante destes fatos, interacdes com as biomoléculas foram realizadas
através de ensaios de espectroscopia de fluorescéncia e de absorcéo eletrénica na regido do
UV-vis e determinou-se que HsPh(CsFs).Cor e o HsPyr(CgsFs).Cor apresentaram elevadas
constantes de associacdo (Ka) em 37 °C, os quais foram 7,00 x 103 L mol! (HsPh(CeFs).Cor) e
1,11 x 10* L mol* (HsPyr(CsFs)2Cor), e ocorrem espontaneamente, uma vez que foi constatado
que a variacdo da energia livre de Gibbs para os corréis foi negativo (AG < 0). A interacdo entre
corrol e DNA também foi investigada. Por espectroscopia eletrénica na regido do UV-vis obteve-
se, como constantes de ligagédo (Kb), 1,49 x 10° L mol* (HsPh(CgsFs).Cor) e 1,05 x 108 L mol*
(HsPyr(CsFs)2Cor), valores estes que estdo acima das constantes de ligagdo encontradas na
literatura. Por espectroscopia de fluorescéncia, a constante de Stern-Volmer (Ksv) foi utilizada
para determinar a capacidade interativa dos corréis com o DNA. Os valores de Ksy determinados
foram: 1,36 x 10* L mol* (HsPh(CeFs)2Cor) e 1,59 x 104 L mol-*(H3Pyr(CesFs).Cor). Também, com
0 auxilio de estudos tedricos de docking molecular, foi possivel estimar a posi¢éo preferencial
dos corréis ao interagirem com as biomoléculas. Para os dois corréis, as pontuag6es de docking
indicaram o sulco menor como sitio preferencial do DNA e o subdominio IlA, para o HSA. Por
fim, a principal interacé@o entre corréis e DNA/HSA é por forcas de van der Waals.

Palavras-chave: Corrois, Fotofisica, DNA e HSA.



Abstract

Synthesis, Characterization, Photophysical studies of Meso-trans-
(pentafluorophenyl)corroles and Evaluation of Biomolecules Interaction

AUTHOR: Thiago Vargas Acunha
ADVISOR: Prof. Dr. Bernardo Almeida Iglesias

This study treated the synthesis of 5,15-bis(pentafluorophenyl)-10-(phenyl)corrol —
[HsPh(CeFs)2.Cor] and 5,15-bis(pentafluorophenyl)-10-(pyrenil)corrol — [H3Pyr(CsFs)2.Cor],
starting from the precursors benzaldehyde and 1-pyrenocarboxaldehyde, respectively, in addition
to the 5-(pentafluorophenyl)dipyrromethane. These molecules were characterized by different
technigues such as elemental CHN analysis, UV-vis electronic absorption spectroscopy, H, 1°F
and COSY 2D !H-H nuclear magnetic resonance, high-resolution mass spectrometry, cyclic
voltammetry, as well as its singlet oxygen generation, photodegradation and emission
fluorescence. The ability of the corroles to interact with biomolecules such as human serum
albumin (HSA) and DNA was also evaluated. When compared to other corroles in the literature,
HsPh(CsFs)2Cor and HsPyr(CsFs).Cor presented satisfactory singlet oxygen quantum yields and
high photostability, characteristics that make them potential agents in biological applications such
as interaction with proteins and DNA. In view of these facts, interactions with biomolecules were
performed through emission fluorescence and UV-vis absorption assays and it was determined
that HsPh(CgFs).Cor and HsPyr(CsFs)2Cor presented high association constants (Ka) at 37 °C,
which were 7.00 x 103 L mol* (HsPh(CeFs)2Cor) and 1.11 x 104 L mol* (HsPyr(CeFs).Cor), and
occur spontaneously, once it was found that the variation of Gibbs free-energy for the corroles
was negative (AG < 0). The interaction between corrole and DNA was also investigated. By UV-
vis electronic spectroscopy, 1.49 x 10° L mol?! (HsPh(CsFs).Cor) and 1.05 x 108 L mol?
(HsPyr(CsFs).Cor) values were obtained as binding constants (Kp) and 1.05 x 10% L mol?
(HsPyr(CsFs)2Cor), values that are above the binding constants found in the literature. By steady-
state emission fluorescence spectroscopy, the Stern-Volmer constant (Ksv) was used to determine
the interactive ability of the corroles with DNA. The Ksv values determined were: 1.36 x 104 L mol
1 (HsPh(CsFs)Cor) and 1.59 x 104 L mol?! (HsPyr(CeFs).Cor). Also, theoretical studies by
molecular docking, it was possible to estimate the preferential position of the corroles when
interacting with the biomolecules. For both corroles, the docking scores indicated the minor
groove as the preferred site of DNA and the subdomain IIA for the HSA. Finally, the main
interaction between corroles and DNA/HSA is by van der Waals forces.

Keywords: Corroles, Photophysics, DNA e HSA.
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1. INTRODUCAO

Corrois sdo moléculas formadas por unidades de pirrol e semelhantes a seus
anélogos porfirinicos. Sua diferenga estrutural encontra-se na auséncia de um
carbono meso nos corréis, o que ocasiona em uma ligacdo direta entre duas
unidades de pirrol [1]. Esta ligacdo modifica a simetria molecular do corrol (Czy)
em relacdo a porfirina (Dan) [2]. Assim como as porfirinas, 0s corréis sao
compostos aromaticos devido as suas conjugacfes formadas por elétrons r,
permitindo que eles também sejam utilizados em reacdes organicas como
reacbes de substituicdo eletrofilica/nucleofilica, nitragdo, sulfonagéo, entre
outras [3].

A sintese destes compostos baseia-se na utilizacdo de pirrol e aldeidos em
diferentes proporcdes estequiométricas. Entre os principais produtos, os corréis
do tipo trans-A2B e do tipo Az sdo os mais conhecidos na literatura (onde A e B
sao os substituintes) (Esquema 1). Para tais resultados, pode-se utilizar como
reagentes aldeidos contendo grupos funcionais diversos e unidades de pirrol, ou
mesmo dipirrometanos substituidos. A reacdo de oxidacdo para a aromatizacao
do intermediario formado ocorre utilizando-se agentes oxidantes, mais
usualmente o 2,3-dicloro-5,6-diciano-benzoquinona (DDQ) ou tetra-cloro-p-
benzoquinona (p-cloranil), transformando o corrol em uma molécula aromatica
[1, 4, 5].

Esquema 1: Exemplo geral da reagéo de formag&o de uma corrol do tipo trans-

A2B e de um corrol do tipo As.

R
R
—
rcuo * { _— ,
\__NH HN__/ R R

Corrol do tipo frans-A,B

R
R
= =
R-cHO T g

Corrol do tipo A;



De maneira geral, os corréis apresentam propriedades fotofisicas
(fluorescéncia, geracao de espécies reativas de oxigénio e fotoestabilidade) que
0s tornam potenciais moléculas para interacbes com biomoléculas como o DNA
e proteinas como albuminas de soro humano (HSA) e de soro bovino (BSA), as
quais desempenham fun¢des essenciais no organismo.

Devido a capacidade transportadora de agentes quimicos do HSA, ela
credencia-se como um dos principais alvos de pesquisas envolvendo
biomoléculas. A interacao entre HSA e corrois pode ser investigada por técnicas
espectroscopicas de emissédo fluorescente e de absor¢do na regidao do UV-Vis
[6, 7, 8].

A interacdo entre corréis e DNA pode ocorrer através de, principalmente,
ligacbes covalentes (coordenagdo) ou por interacdes nao-covalentes
(intercalacdo ou via sulcos) [9]. Para o modo covalente, se faz necessério a
presenca de ions metalicos com orbitais disponiveis para ocorrer a coordenacao.
Ja o modo ndo-covalente é investigado a partir da utilizacdo de competidores por
sitios de interacdo, como os corantes alaranjado de acridina (intercalacdo de
bases nitrogenadas), verde de metila (sulco maior do DNA) e 4’,6-diamino-2-
fenilindol, DAPI (sulco menor do DNA) [9, 10].

Nesta tese, com o objetivo de avaliar seu comportamento fotofisico em
solucdo e potencial aplicacdo em ensaios interativos com biomoléculas, foram
sintetizados meso-trans-(pentafluorofenil)corréis. Desta forma, com o auxilio de
técnicas espectroscépicas e espectrométricas, as amostras foram devidamente
caracterizadas. Para determinacéo de suas potencialidades interativas com DNA
e HSA, utilizou-se como modelo os parametros termodinamicos e constantes
fotofisicas, além de calculos tedricos por modelagem molecular (molecular
docking) que permitem predizer o modo preferencial de interagao.

Para melhor entendimento, esta tese esta dividida em capitulos, sendo o
capitulo 5 destinado aos conceitos e resultados fotofisicos das moléculas
sintetizadas e, o0 capitulo 6, aos conceitos e resultados de ensaios da interacéo
do DNA e HSA com os corrois. O capitulo 5 estd publicado em Physical
Chemistry Chemical Physics, 2020, 22, 16965-16977. JA o capitulo 6 esta
publicado em Journal of Porphyins and Phthalocyanines (DOI:
10.1142/S1088424620500534).



Gupitule 2 - Objetivos



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Sintetizar meso-trans-(pentafluorofenil)corrois, utilizando como materiais de
partida o 5-(pentafluorofenil)dipirrometano [5-(CsFs)DPM] e aldeidos aromaticos
como benzaldeido e 1-pirenocarboxaldeido, para formar respectivamente, 5,15-
bis(pentafluorofenil)-10-(fenil)corrol e o] 5,15-bis(pentafluorofenil)-10-

(pirenil)corrol (Figura 1).

Figura 1: Representacéo estrutural dos corrois sintetizados nesta tese.

5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(fenil)corrol 5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(pirenil)corrol

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Sintetizar o 5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(fenil)corrol - H3Ph(CsFs)2Cor,
inédito na literatura,;

[I.  Sintetizar o 5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(pirenil)corrol - HsPyr(CeFs)2Cor,
inédito na literatura;

lll.  Caracterizar as espécies sintetizadas via analises elementar (CHN%),
espectrometria de massas de alta resolugédo acoplada a ioniza¢ao quimica
por pressao atmosférica (HRMS-APCI), ressonancia magnéticas nuclear
(RMN) de 'H, °F e COSY 2D 'H-H, espectroscopia de absorcdo
eletronica na regido do UV-Vis e espectroscopia de fluorescéncia

molecular;



VI.

VII.

Quantificar os parametros fotofisicos como rendimento quéantico de
oxigénio singleto (¢a), rendimento quantico de fluorescéncia (¢r) e
rendimento quéantico de fotodegradacdo (¢rp); avaliar, também, a
capacidade dos corrdis em produzir outras espécies reativas de oxigénio
pela técnica de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR);

Avaliar a interacdo dos corréis sintetizados com biomoléculas como
albumina de soro humano (HSA) e acido desoxirribonucleico (DNA) por
meio de parametros obtidos experimentalmente como a constante de
Stern-Volmer (Ksv), a constante cinética biomolecular de Stern-Volmer
(kq), de Ligacdo (Kn), de Associacdo (Ka), além dos termos
termodinamicos como variacao da energia livre de Gibbs (AG), de entalpia
(AH) e de entropia (AS);

Determinar, por meio de calculos tedricos de modelagem molecular, os
sitios preferenciais de interacdo do HSA e DNA com os respectivos corrois
e

Estimar, a partir das informacdes obtidas, se os corrdis apresentam
propriedades que as habilitem para estudos mais aprofundados sobre

interagbes com biomoléculas.
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3. ASPECTOS GERAIS

3.1.CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS

Assim como as porfirinas, os corrdis apresentam macrociclo tetrapirrélico
formados por quatro moléculas de pirrol, porém a diferenca estrutural entre elas
esta na auséncia de um carbono meso em sua estrutura, 0 que ocasiona em
uma ligacdo direta entre dois pirréis (Figura 2), e, por consequéncia, h4 um
encurtamento da distancia entre eles sendo, aproximadamente, 1,433 A, ao
passo que esta distancia &, em porfirinas, aproximadamente, 1,799 A
(considerando a presenca do carbono meso) [1, 11].

Individualmente, as unidades de pirrol sdo estruturalmente planares, mas aos
formarem o anel macrociclico, a auséncia de um carbono meso impede que o
corrol torne-se completamente planar devido as distor¢cdes necessarias para que
haja uma ligagédo C-C efetiva entre dois pirréis [11, 12]. Contudo, detalhes como
estes conferem caracteristicas distintas ao seu analogo porfirinico como

propriedades eletrénicas [13], fotofisicas [14] e bioldgicas [15].

Figura 2: Representagdes estruturais de porfirina e corrol e suas posigoes.

LS
18 20 "2 S A
19~ ' ¢— Posi¢des B
17 3

<! .
16 4 < Posicio a
15 5 {Posigdo meso
14 6
13 7
11 9
12 10 8
Corrol Porfirina

Fonte: Préprio autor.

Outra particularidade observada em corrois é a possibilidade de a molécula
existir na forma de tautomeros (Figura 3) quando estiver na forma base-livre. Isto
€ causado pela inexisténcia de um carbono em sua estrutura, resultando em uma

menor simetria (Czv) quando comparada a das porfirinas (Dan), permitindo que



existam trés hidrogénios em vez de dois na cavidade de molécula [2], j& que a
energia necessaria para formacéo de tautdmeros € menor para corrol (2,45 kcal
mol?) [16] do que para porfirina (17 kcal mol?l) [17]. Além das diferencas
estruturais supracitadas, a presenca de diferentes substituintes nas posi¢oes
meso do macrociclo pode proporcionar diferentes caracteristicas aos corrois
como, por exemplo, grau de acidez, propriedades eletrénicas e eletroquimicas
[18].

Figura 3: Representacfes de tautdmeros em corrdis do tipo base-livre.

— W
e

Tautomero T1 Tautomero T2

Fonte: lvanova, Y. B., et al. The Journal of Physical Chemistry, 2012, 116, 10683-
10694.

A quimica de coordenagcdo em corrdis € peculiar. O anel macrociclico dos
corréis apresenta um ambiente propicio a quelacdo de céations metalicos de
pequeno raio idnico, pois 0s quatro nitrogénios podem atuar como bases de
Lewis, tornando o corrol um ligante tetradentado [19]. Além disso, outras
caracteristicas podem facilitar a coordenacdo como: (i) a presenca de trés
hidrogénios ionizaveis na cavidade do anel podendo conduzir o corrol a uma
molécula tri-anibnica, e (ii) possuir uma cavidade menor do que de uma porfirina
e, caso haja a desprotonacdo, havera uma maior densidade eletrdnica nesta
regido tornando o corrol um bom c-doador, permitindo o corrol coordenar ions
metélicos em elevados estados de oxidacao [19,20, 21].

Os corrois também obedecem a Regra de Huckel (4n + 2 elétrons n) para
moléculas aromaticas ja que possuem um sistema altamente conjugado [22]. A
aromaticidade confere alta estabilidade a este tipo de estrutura, além de permitir

gue sistemas assim possam participar de diferentes tipos de reag¢édo envolvendo



moléculas arométicas como substituicdo eletrofilica/nucleofilica, nitracdo e

sulfonacéao [23].

3.2. METODOLOGIAS DE SINTESE

3.2.1 Sintese de Gross e colaboradores

As metodologias sintéticas atualmente utilizadas baseiam-se na sintese de
porfirinas proposta por Rothemund (1935) [24].

Tendo conhecimento de que o benzaldeido € capaz de formar porfirinas
meso-aril-substituidas e de que porfirinas substituidas com grupos
pentafluorados (CsFs) podem coordenar ions metélicos capazes de atuar como
catalisadores para oxidacao de hidrocarbonetos [25], Gross, Galili e Saltsman
(1999) produziram diferentes corréis meso-substituidos tendo estes aldeidos
como materiais de partida em quantidades equimolares de pirrol, na auséncia de
solvente [1].

Estas rea¢cdes sucederam-se por quatro horas em uma temperatura de 100°C
e, para obter a aromaticidade do macrociclo, o produto foi oxidado com 2,3-
dicloro-5,6-diciano-benzoquinona (DDQ) em atmosfera ambiente (Esquema 2)
[1]. A sintese de Gross e colaboradores possibilitou a formacéo de corréis com
um unico tipo de substituinte, conhecidos como corrdis tri-substituidos do tipo As.
Entretanto, porfirinas correspondentes também foram obtidas na mesma rota

sintética com, aproximadamente, 8% de rendimento.



Esquema 2: Representacdo geral da metodologia sintética de Gross, Galili e

Saltsman.
R
H
N
I
R-CHO + § /7 —» R R
I: 100 °C; 4 horas; DDQ rendimento: 10%

Fonte: Gross, Z., Galili, N., & Saltsman, I. Angewandte Chemie International
Edition, 1999, 38, 1427-1429.

3.2.2. Sintese de Paolesse e colaboradores

Diferindo ligeiramente do que Gross, Galili e Saltsman fizeram, Paolesse e
colaboradores (2001) conseguiram determinar que a formacdo de corrol é
influenciada pela raz&o molar entre pirrol e aldeido aromatico, ja que foi possivel
obter o produto desejado em quantidades consideraveis quando a razao foi 3:1
(pirrol:aldeido) na presenca de acido acético sob condicédo de refluxo [26]. Além
disso, quando o aldeido apresentava grupos retiradores de elétrons, como o
NO2, pode-se obter um rendimento préximo a 22% dependendo da posi¢édo do
substituinte no respectivo aldeido, além de evitar a formacdo da porfirina na
mesma rota de sintese.

A presenca deste tipo de substituinte, segundo 0s autores, aumenta a
reatividade do aldeido. Entretanto, quando aldeidos arométicos possuiam
substituintes nas posicdes 2 e 6 do anel aromatico, o rendimento foi quase nulo
independente do substituinte, tendo como causa possivel o efeito estérico que
impede a efetiva aproximagdo entre os reagentes durante o processo de
formacado do macrociclo. Outro fato observado foi de que a presenca do agente
oxidante tetra-cloro-p-benzoquinona (p-cloranil) reduziu o tempo reacional sem
alteracdo do rendimento do corrol, isto podendo ser atribuido ao poder oxidante

desta quinona [27, 28].



3.2.3. Sintese de Gryko

A sintese proposta por Gross e colaboradores apenas obteve corrois tri-
substituidos do tipo As porque usava apenas um Unico aldeido. Uma metodologia
apresentada por Gryko, em 2001 [29], consistiu na obtencdo de corréis trans-
substituidos do tipo A2B utilizando aldeidos aromaticos e dipirrometano, ambos
substituidos, como materiais de partida (Esquema 3).

Esta metodologia teve como base a sintese de porfirinas trans-substituidas do
tipo A2B: relatada por Littler, Ciringh e Lindsey (1999) [30]. O objetivo desta
pesquisa ndo foi apenas sintetizar corrdis trans-susbstituidos, mas também
descobrir quais foram as melhores condicdes experimentais para este fim. Para
isto, parametros como concentracdo de reagentes, tipo de solvente, forca do
acido de Lewis, tempo reacional e tipo de substituinte nos materiais de partida

foram avaliados. Nestas reac0fes, foi utilizada a DDQ como agente oxidante.

Esquema 3: Representacédo geral da metodologia sintética de Gryko.
R’

I: 1 - 5 horas; acido de Lewis; DDQ rendimento: 3 - 25%
Fonte: Gryko, D. T. & Jadach, K. The Journal of Organic Chemistry, 2001, 66,
4267-4275.

Apoés as reacdes, os autores chegaram as seguintes conclusdes: (i) a reacao
com maiores gquantidades de reagentes, tendo como contrapartida baixas
quantidades de acido trifluoroacético (TFA) como acido de Lewis, favoreceu a
formacdo de corrdis e suprimiu a obtencdo de porfirina e (ii) as melhores
condicdes reacionais foram com CH2Cl2 como solvente, [DPM]:[aldeido] = 2:1,
[TFA] = 1,3 mmol L (para DPM com impedimentos estéricos) ou [TFA] = 0,26

mmol L (para a maioria dos DPM), 5 horas de reacéo e a temperatura ambiente.



Todas as sinteses supracitadas obtiveram rendimentos satisfatérios na faixa
de 3 a 25% quando se tratou de corrois, porém, uma das principais dificuldades
em se obter o produto desejado foi a formacao de muitos subprodutos da reacao
como oligocondensados de pirrol, adutos formados entre a DDQ e o
dipirrometano e também aldeidos que possuem reatividades similares ao

produto desejado [31].

3.2.4. Sintese de Koszarna e Gryko

Um relato importante ocorreu em 2004, quando Kral e colaboradores
utilizaram as diferentes solubilidades de pirrol e aldeido em agua para se obter
dipirrometanos [32]. Os autores também citaram, sem detalhamento, que a
presenca de metanol foi capaz de reduzir a formacgédo de oligo-condensados
durante a sintese.

A partir destas contribui¢cdes, Koszarna e Gryko (2006) testaram uma nova
metodologia para sintetizar corréis dos tipos As e trans-A2B em duas etapas
utilizando aldeidos e pirr6is a partir de uma mistura de H20 e MeOH contendo
HCI como catalisador [33]. A primeira etapa sintética consistiu na formacao do
anel macrociclico na sua forma reduzida e a segunda, na oxidacado do anel para
conferir aromaticidade a molécula (Esquema 4).

Para a sintese dos corrois, diversas condi¢cdes reacionais foram utilizadas
para verificar qual o melhor rendimento. Sendo assim, a razéo entre aldeido e
pirrol, a concentracdo do HCI (a4cido de Lewis), a razdo entre agua e metanol,
tempo reacional, agente oxidante, além de testar outro co-solvente foram
avaliados.

As conclusdes obtidas, de maneira geral, para esta metodologia foram:

¢ A razéo entre aldeido e pirrol mais eficiente foi 1:2 (aldeido:pirrol);

e A concentracdo do &cido de Lewis né&o influenciou no rendimento do
produto;

¢ A razéo entre H20 e MeOH que apresentou melhor rendimento (21%) foi
1.1 (viv);

oA utilizacdo de outros co-solventes (i-PrOH, CHsCN, DMF e THF)

decresceu o rendimento para quase nulo;



¢ O tempo reacional pouco influenciou no rendimento: 19% apds 16 horas

e 21% apos 3 horas e
oA utilizacdo do agente oxidante p-cloranil em vez de DDQ fez o

rendimento aumentar de 21 para 32%.

Esquema 4: Representacédo geral da metodologia sintética de Koszarna e Gryko.
R

R
N 7 I I
\ / + R-CHO—> R R— R 5
NH HN
R=R'ou R#R'
I: H,0:MeOH (1:1); HCI; 1 hora rendimento: 5 - 50%

II: p-cloranil; CHCI, ou CH,CI,; 24 horas

Fonte: Koszarna, B. & Gryko, D. T. The Journal of Organic Chemistry, 2006, 71,
3707-3717.
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4. SINTESES DOS CORROIS
O 5,10,15-tri(fenil)corrol  (HsPhsCor) utilizado nesta tese foi obtido
comercialmente pela Frontier Scientific® (Logan, Utah, EUA). A sintese dos

corréis descritas abaixo foram baseadas na metodologia sintética de Gryko e
Koszarna (2006) [5].

4.1. SINTESE DO 5,15-BIS(PENTAFLUOROFENIL)-10-(FENIL)CORROL

Esquema 5: Sintese do H3sPh(CsFs)2Cor.

Benzaldeido 5-(CgF5)DPM e e H3Ph(CgF5)2Cor
A = MeOH:H,0 (1:1); HCI; 1 hora;
1B.C» CH,Cly; p-cloranil; 24 horas | rendimento: 18%

Procedimento:

Etapa A: em um bal&do de fundo redondo de 250 mL, adicionou-se 0,30 mmol
(94 mg) de 5-(pentafluorofenil)dipirrometano 5-(CeFs)DPM. Em seguida,
adicionou-se 50 mL MeOH para solubilizar o 5-(CeFs)DPM. Apds, adicionou-se
0,15 mmol (16,00 uL) de benzaldeido. Por fim, adicionou-se 2,50 mL de &cido
cloridrico (12 mol L) diluidos em 50 mL de H20 destilada. Deixou-se a reagao
ocorrer por uma hora a temperatura ambiente. Apds este periodo, foi realizada
uma extragao do produto em funil de separacao de 500 mL utilizando CH2Cl2. O
produto separado no solvente orgéanico foi transferido para um baldo de fundo
redondo de 500 mL, seguido da evaporacgéo do solvente.

Etapa B: adicionou-se 250 mL de CH2Clz ao baldo reacional e, em seguida,
adicionou-se 0,45 mmol (111 mg) de p-cloranil, deixando reagir por 24 horas.

Apds o periodo reacional, o produto foi purificado através de cromatografia
em coluna e, posteriormente, por placa preparativa, ambas em silica gel. A
mistura de solventes utilizada para eluicdo foi Hexano:CH2Cl2 (2:1) em ambas

as separacdes. Obteve-se um produto de coloragdo purpura. O rendimento foi



de, aproximadamente, 18% (19 mg). RMN de 'H (600 MHz, CDCl3): & 7,77 (m,
3H, Ha), 8,19 (m, 2H, Hb), 8,57 (bs, 2H, Hs17), 8,70 (s, 4H, Hg), 9,13 (d, 2H, J =
6,0 Hz, Hz2,18). RMN de °F (596 MHz, CDCl3): -161,78 (m, 4F, Fmeta), —152,85
(bs, 2F, Fpara), —137,84 (m, 4F, Foro). Espectros de RMN estdo no capitulo 8
(Anexos).

4.2. SINTESE DO 5,15-BIS(PENTAFLUOROFENIL)-10-(PIRENIL)CORROL

Esquema 6: Sintese do HsPyr(CsFs)2Cor.

1-pirenocarboxaldeido 5-(C¢F5)DPM

H,Pyr(CgFs5),Cor

rendimento: 12%

Procedimento:

Etapa A: em um baldo de fundo redondo de 250 mL, adicionou-se 0,30 mmol
(94 mg) de 5-(pentafluorofenil)dipirrometano 5-(CeFs)DPM. Em seguida,
adicionou-se 50 mL de MeOH para solubilizar o 5-(CsFs)DPM. Apdés, adicionou-
se 0,15 mmol (34 mg) de 1-pirenocarboxaldeido. Por fim, adicionou-se 2,50 mL
de &cido cloridrico (12 mol L1) diluidos em 50 mL de H20 destilada. Deixou-se a
reacao ocorrer por uma hora a temperatura ambiente. Apds este periodo,
realizou-se a extracdo do produto em funil de separacdo de 500 mL utilizando
CH2Cl2. O produto separado no solvente organico foi transferido em um baléo de
fundo redondo de 500 mL, seguido da evaporacéo do solvente.

Etapa B: adicionou-se 250 mL de CH2Cl2 ao balédo reacional e, em seguida,
adicionou-se 0,45 mmol (111 mg) de p-cloranil, deixando reagir por 24 horas.

Apos o periodo reacional, o produto foi separado através de cromatografia em
coluna e, posteriormente, por placa preparativa, ambas em silica gel. A mistura
de solventes utilizada para eluicdo foi Hexano:CH2Cl2 (2:1) em ambas as
separacoes. Obteve-se um produto de coloragéo purpura. O rendimento foi de,
aproximadamente, 12% (15 mg). RMN de 'H (600 MHz, CDClz): 5 7,48 (d, 1H, J
= 12,0 Hz, Hd), 7,73 (d, 1H, J = 12,0 Hz, He), 8,08 (t, 1H, J = 12,0 Hz, H.), 8,13



(d, 1H, J = 12,0 Hz, Hs), 8,35 (dd, 4H, J1 = 12,0 Hz e J> = 6,0 Hz, Hi, Hb e H3,17),
8,40 (d, 1H, J = 6,0 Hz, Hg), 8,53 (d, 1H, J = 6,0 Hz, Ha), 8,59 (s, 4H, Hg), 8,73
(d, 1H, J = 12,0 Hz, H;j), 9.15 (d, 2H, J = 6,0 Hz, H2,18). RMN de '°F (596 MHz,
CDCl3): —165,78 (m, 4F, Fmeta), —156,86 (bs, 2F, Fpara), —141,85 (m, 4F, Fono).
Espectros de RMN estédo no capitulo 8 (Anexos).

4.3. MECANISMO DAS SINTESES

O mecanismo proposto para as sinteses dos respectivos corréis esta

representado no esquema a seqguir.

Esquema 7: Mecanismo proposto para sintese dos  meso-trans-

(pentafluorofenil)corrois.

Fenil Pirenil

Fonte: Préprio autor.
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5. PROPRIEDADES ELETRONICAS E FOTOFISICAS

5.1. REVISAO DA LITERATURA

5.1.1. Espectroscopia de absorcéo eletrénica na regido do UV-visivel

De maneira geral, se um féton possuir energia correspondente a variagcao de
energia entre os orbitais HOMO e LUMO, podera haver uma transicéo eletronica
e elevar uma espécie do estado fundamental para seu estado excitado [34]. A
absortividade molar (¢) € uma propriedade de uma espécie que indica o quanto
de radiacdo eletromagnética é capaz de ser absorvida por um mol daquela
substancia em um respectivo comprimento de onda [35], a qual varia entre 0 e
108 L molt cm™. Transicdes eletronicas com € > 10* L molt cm™ sdo absorcdes
de maior intensidade, e quando o € < 103 L mol* cm™, estas absorcdes serdo
menos intensas [34].

Os espectros de UV-Visivel apresentam, em forma de bandas eletronicas,
estas transicfes, as quais podem ter suas absortividades molares calculadas a

[t

partir da equacao de Lambert-Beer (Equacgéo 1), na qual “A” é a absorbancia, “

é a absortividade molar (L molt cm™), “b” € o caminho 6ptico (cm™) e “c”, a

concentracdo (mol L) da espécie quimica [34].

Equacédo 1: Equacéo de Lambert-Beer.

A = €bc

Qualquer corrol, seja do tipo base-livre ou coordenado por ions metalicos,
apresenta transicdes eletrbnicas caracteristicas no espectro de absorgéo
eletrbnica nas regides do ultravioleta e visivel. Estas bandas podem ser
explicadas pela Teoria dos Quatro Orbitais de Fronteira, proposta por Gouterman
(1961) [36], uma vez que as transi¢cdes se originam de elétrons r presentes tanto

em porfirinas quanto em corrois.



Figura 4: Perfil caracteristico de absorgdo eletrénica em UV-Vis de um corrol

base-livre.
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Fonte: Bursa, B., et al. Phisycal Chemistry Chemical Physics, 2016, 18, 7216-
7228

No espectro de absorcéo eletrénica de um corrol base-livre ndo-substituido,
observa-se bandas eletrénicas de diferentes intensidades. Entre 500 a 700 nm,
h& um conjunto de transi¢fes eletronicas conhecidas como bandas Q, e ha outra
entre 400 e 430 nm, a banda Soret (Figura 4) [37]. Baseado na teoria de
Gouterman, elas correspondem a transi¢cées eletrénicas do tipo = — =" entre os
orbitais HOMO e HOMO - 1 e LUMO e LUMO + 1 da molécula [36].

5.1.2. Espectroscopia de fluorescéncia

Quando uma espécie é elevada ao seu estado excitado pela absorcéo de
fétons, a tendéncia termodindmica é de que essa espécie libere parte desta
energia e retorne ao seu estado fundamental [35].

Entre os processos de dissipacédo de energia, observados no diagrama de
Jablonski simplificado (Figura 5), o relaxamento vibracional ocorre primeiro
através de colisbes entre moléculas do solvente e da amostra, transferindo parte
desta energia para o solvente, com consequente aumento da temperatura do



meio [34]. A dissipacdo também pode ocorrer por vibracdo intramolecular,
conhecido como conversdo interna e acontece entre os diferentes estados
excitados da molécula [38].

Se um elétron retornar diretamente do estado Si ao estado So dos seus
respectivos niveis energéticos, pode haver a emisséo luminescente conhecido
como fluorescéncia.

Porém, através de um cruzamento interssistemas, a espécie pode alcancar
outro estado, no caso, o estado tripleto. Os estados singleto e tripleto referem-
se a multiplicidade de spin dos elétrons [39].

No estado singleto, todos os elétrons estdo emparelhados (spin +1/2 e spin -
1/2) e a molécula, pela regra da multiplicidade de spin (2S+1), apresentara
namero quantico de spin igual a 1. JA no estado tripleto, os elétrons
desemparelhados apresentam-se com mesmo spin (+1/2), e pela mesma regra,
um momento quantico de spin igual a 3 é obtido [39, 40].

Para atingir o estado tripleto, os dois estados necessitam ter energias
semelhantes e que possam sobreporem-se efetivamente. Isto pode ser
alcancado por efeito de algum campo magnético presente. A presenca de uma
perturbacdo intramolecular conhecida como acoplamento spin-Orbita pode

causar a sobreposicao destes estados [35].



Figura 5: Diagrama de Jablonski simplificado, destacando os processos de

emissao e seus respectivos tempos pelos quais a energia pode ser dissipada.
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Primeira Ed., 2014, 312.

O acoplamento spin-Orbita € um efeito relativistico que pode ser visualizado
pela acdo do campo magnético observado pelo elétron enquanto orbita ao redor
de um nucleo carregado. Este campo magnético pode induzir a uma mistura dos
estados singleto e tripleto com a consequente inversao do spin de um de seus
elétrons desemparelhados, quando estiver no seu estado excitado. O
acoplamento spin-6rbita € mais pronunciado com a presenca de atomos com alta
densidade eletrénica, chamado de efeito do atomo pesado.

Apds o0 cruzamento interssistemas, novos relaxamentos vibracionais
acontecem e a transigéo entre T1 — So ocorre com emissédo fosforescente em
tempos de vida mais longos que a fluorescéncia devido a inversao de spin
necessaria para retorno ao estado fundamental [38, 41].

Tratando-se de corrois, duas bandas de emissao sao visualizadas na regiado
do vermelho (600 — 800 nm) quando excitadas em qualquer uma de suas bandas
de absorcdo eletrbnica (Figura 6) [13]. TransicOes estas que podem

corresponder aos diferentes tautbmeros (T1 e T2) existentes para este tipo de



molécula [42], sendo a emissdo entre 600 a 650 nm correspondente a transi¢ao
entre niveis energéticos de S1 > So, e aquela entre 700 e 750 nm sendo da
transicao do nivel energético Si para o nivel vibracional de menor energia do So.
Porém, a emissao de T1 € cerca de trinta vezes mais intensa que de T2, sendo,

desta forma, o espectro do tautbmero predominante [42].

Figura 6: Exemplo dos perfis espectroscopicos de seis diferentes corraois.
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Fonte: Bursa, B., et al. Physical Chemistry Chemical Physics, 2015, 17, 7411-
7423.

Se houver emissdo fluorescente, a molécula pode ter seu rendimento
quantico de fluorescéncia (¢r) calculado. Este calculo envolve a comparacgéo
com um padrdo. Conhecendo-se parametros como rendimento quéantico de

fluorescéncia de uma amostra padréo (¢p), a integral das areas de fluorescéncia

(), a absorbancia (A) relativa aos respectivos A de excitacdo e o indice de
refracdo dos solventes (n) utilizados, é possivel calcular o rendimento quantico
de fluorescéncia de uma espécie quimica [13]. Estes parametros séo
relacionados na Equacao 2, no qual o subscrito “p” corresponde aos valores

relativos a uma amostra padrao.



Equacéo 2: Rendimento quantico de fluorescéncia [13].
I 1-107%), n?
Pr = Pp -
TP, (1-1078) (np)?

5.1.3. Espécies reativas de oxigénio (ERO)

A presenca de oxigénio no meio o qual a molécula alcancou o estado tripleto
pode evidenciar a formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais
sdo altamente reativas sobre substratos biolégicos. Classicamente, ha dois
mecanismos pelos quais as ERO podem ser geradas: mecanismo Tipo | e
mecanismo Tipo Il (Figura 7).

No mecanismo do tipo |, o fotossensibilizador (Fs) no estado tripleto, pode
interagir diretamente com o substrato RH (molécula ou membrana) e uma
transferéncia de elétron produzira um substrato oxidado (Re¢) e um
fotossensibilizador na forma reduzida (FsH). O substrato radicalar produzido
pode, entdo, reagir com 0 oxigénio para formar espécies reativas de oxigénio.
Neste mecanismo, podem ser geradas espécies como anions peréxido (Oz27) e
hidroxil (OH"), radicais superédxido (¢O27) e hidroxil (*OH), além de perdxido de
hidrogénio (H2032) [43, 44, 45].

O mecanismo do tipo Il envolve a transferéncia de energia do
fotossensibilizador para o oxigénio molecular no estado tripleto e formacao de
oxigénio singleto (*0O2). O oxigénio molecular, entdo, é excitado do seu estado
fundamental tripleto (3Zg7) para um dos seus dois estados singleto, Aqde energia
95 kJ molte 24+ de energia 158 kJ mol?, sendo o primeiro mais estavel (maior
tempo de vida) pois necessita de inversao de spin para retornar ao estado tripleto
[45, 46, 47].



Figura 7: Mecanismos de geracdo de espécies reativas de oxigénio.
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Fonte: Adaptado de Abdel-Kader, M. H. Photodynamic Therapy: From Theory to
Application. Primeira Ed., 2014, 312.

Espécies, como o oxigénio singleto, podem ser determinadas de diferentes
formas:

Determinacédo direta: mede-se a luminescéncia do 'Oz gerado em,
aproximadamente, 1270 nm, referente a transicdo eletronica do estado 'Ag —
¥4~ entre os niveis vibracionais menos energéticos de cada estado [48, 49].

Determinacdao indireta via DPBF: avalia-se a foto-oxidacdo de um substrato
presente no meio, servindo como sequestrador da prépria espécie reativa [48].
O 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) é a molécula mais utilizada para este fim. A
reacdo com o0 oOxigénio singleto gera a 1,2-dibenzilbenzona (Esquema 8). O
monitoramento desta foto-oxidacdo pode ser realizado por espectroscopia de
absorcao eletronica na regidao do UV-Vis, pois o0 DPBF apresenta uma transicéo
em 418 nm e, ao ser oxidado, esta banda sofre uma supresséo de intensidade
(hipocromismo) e uma nova transicdo, em 700 nm, geralmente é observada.

Nesta metodologia, 0 ¢a pode ser medido através da Equacao 3.



Esguema 8: Representacdo da reacdo entre DPBF e 1Oo.

Fonte: Adaptado de Pradeepa, S. M., et al. Inorganica Chemica Acta, 2015, 428,
138-146.

Equacao 3: Rendimento quéntico de oxigénio singleto [48].
_ kK (1- 10“‘)p 1
P = P03 Ta— 104 7,

Na qual “k” é a constante cinética de foto-oxidacdo (L mol? s1), “A” é a

absorbancia minima no comprimento de onda estudado e “n” é o indice de

refragdo do solvente utilizado. O subscrito “p” corresponde a valores relativos a
uma molécula utilizada como amostra padrao.

Determinacao indireta via EPR: de maneira simplificada, a ressonancia
paramagnética eletrénica (EPR, do inglés Electronic Paramagnetic Resonance)
tem a capacidade de detectar elétrons desemparelhados de espécies quimicas,
como é o caso do 'Oz e das espécies radicalares. Desta forma, pelo fato de as
espécies reativas de oxigénio apresentarem um tempo de vida muito curto (10°
12.5) [50], opta-se por sequestradores de spin (spin traps), cujos formam adutos
(adutos de spin) detectaveis por serem mais estaveis [51]. O spin-trap utilizado
para 0 oxigénio singleto € o TEMP (2,2,6,6-tetrametilpiperidina), o qual
transforma-se em TEMPO (N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina) ao formar-se o
aduto de spin. O EPR também ¢é particularmente atil quando se trata de
determinar espécies produzidas pelo mecanismo tipo I. Desta forma, para a
formacao do aduto de spin utiliza-se como spin trap moléculas como o a-fenil-N-
terc-butil-nitrona (PBN) e o N-Oxido de 5,5-dimetilpirrolina (DMPO), sensiveis

para o radical hidroxila e o &nion superoxido, respectivamente (Esquema 9).



Esquema 9: Spin traps TEMP, PBN e DMPO reagindo com 'Oz, *OH e 02",

respectivamente.
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Fonte: Janzen, E. G. & Blackburn, B.J. Journal of the American Chemical
Socciety,1968, 90, 5909-5910.

A gquantificacdo destas espécies pode ser realizada mediante utilizacao de
solucbes de concentracdes conhecidas dos adutos de spin a serem
determinados, as quais também sdo analisadas por EPR sob mesmas condi¢des

das amostras e comparadas entre si apos o ensaio [52].

5.1.4. Rendimento quantico de fotodegradacao (grp)

O rendimento quéantico de fotodegradagéo (¢rp) € um parametro fotofisico

importante porque em funcdo dele pode-se afirmar se a molécula mantém suas
propriedades fisicas e quimicas apés a excitacdo por radiacdo eletromagnética.
Neste ponto de vista, espécies fotoestaveis podem permanecer mais tempo sob
irradiacdo sem se degradarem e, consequentemente, mantém suas
caracteristicas fotofisicas por mais tempo [53].

Clinicamente, moléculas deste tipo sdo mais utilizadas em terapia
fotodinamica, porém € preciso ter cuidado ao escolher uma espécie como

farmaco pois uma elevada estabilidade pode levar a dificuldade de eliminacao



pelo organismo. Desta forma, uma molécula que seja suficientemente foto-
estavel e passivel de ser eliminada pelo organismo sem efeitos indesejaveis
ainda é um desafio para aplicacdes medicinais [54, 55].

O ensaio de fotodegradacao é realizado por espectroscopia de absor¢ao
eletronica na regido do UV-Vis e envolve a irradiagéo do fotossensibilizador por
radiacdo eletromagnética e observa-se mudancas espectroscopicas durante o
ensaio. Acredita-se que o0s principais causadores da fotodegradacao sejam as
espécies reativas de oxigénio geradas pelo proprio fotossensibilizador [53].

Existem algumas maneiras pelas quais o rendimento quantico de
fotodegradacdo pode ser determinado. Uma das mais simples (Equacéo 4)
consiste em conhecer a quantidade de moléculas fotodegradadas no ensaio de
fotodegradacdo e o numero de fétons que foram absorvidos ao fim do
procedimento [56]. O numero de fotons absorvido é calculado na equagédo de
Einstein, no qual calcula a energia de um féton em um respectivo comprimento

de onda e a energia fornecida pela fonte de luz utilizada no experimento.

Equacéo 4: Rendimento quéantico de fotodegradacéo.

moléculas fotodegradadas

Prp fotons absorvidos

5.2. MATERIAIS E METODOS

Todos os reagentes utilizados foram adquiridos em grau analitico de maneira

comercial, sem purificacdo prévia.

5.2.1. Absortividade molar e teste de agregacao

As andlises para absortividade molar (¢) e teste de agregacdo foram
realizados utilizando o espectrofotdmetro Shimadzu UV2600 e cubeta de quartzo
de 1,00 cm de caminho éptico utilizando dois solventes: diclorometano (CH2Cl2)
e dimetilsulféxido (DMSO).

Absortividade molar (g): adicionou-se 10,00 pyL do respectivo corrol a 2,00
mL de solvente para se obter o primeiro espectro. Os célculos das absortividades

molares foram realizados apds uma média de dez espectros. Avaliou-se,



também, o efeito do solvente nas transi¢cbes eletrénicas. Para isto, foram
escolhidos o DCM e o DMSO. O momento de dipolo (u) e constante dielétrica
(¢r) do DCM séo py = 1,80 e & = 9,10. J4 para 0 DMSO sédo u = 3,96 e & = 46,6
[57]. O ¢ foi obtido utilizando-se a Equagéo 1.

Teste de agregacdao: adicionou-se 5,00 uL da solugcéo estoque do respectivo
corrol a 2,00 mL de solvente para obter o primeiro espectro. Para 0os préximos
espectros, novas aliquotas de 5,00 uL foram adicionadas a solucéo presente na
cubeta. A adicdo do corrol repetiu-se até totalizar 20 espectros. Ensaios
desenvolvidos em diferentes solventes (CH2Cl. e DMSO) foram realizados para

avaliar suas possiveis influéncias nos espectros de absorcao eletrénica

5.2.2. Rendimento quéantico de oxigénio singleto (pa) via decomposic¢éo
do DPBF

Esta metodologia foi realizada em espectrofotometro Shimadzu UV2600 e
cubeta de quartzo de 1,00 cm de caminho Optico. Para determinacdo de
rendimento quantico utilizou-se o 5,10,15-tri(fenil)corrol (HsPhsCor) como
comparativo.

Foi realizada a metodologia indireta, utilizando uma solugéo estoque de DPBF
(3,0 x 10 mol L?), em DMSO. Devido os corréis apresentarem transicéo
eletrbnica na mesma regido da transicao eletrénica do DPBF (418 nm), calibrou-
se 0 primeiro espectro com a presenca do corrol. Desta forma, na calibracéo
foram utilizados 2,00 mL de DMSO mais 50,00 yL do respectivo corrol (4,02 x
104 para o HzPyr(CsFs)2Cor e 4,72 x 10 para o HsPh(CsFs)2Cor). Adicionou-
se, entdo, 50,00 pL da solugéo estoque de DPBF a cubeta para obter o primeiro
espectro na auséncia de irradiagcdo. Em seguida, irradiou-se a solugéo na cubeta
com luz monocromatica (100 mW) no vermelho (660 nm) por dez segundos e
obteve-se o proximo espectro. Sob condi¢do de irradiacdo, foram obtidos dez
espectros de UV-visivel, compreendendo um total de 100 segundos de
irradiacao (10 segundos por espectro). O mesmo procedimento foi realizado com
0 HsPhsCor para avaliar o efeito dos atomos de fldor no resultado. O oa foi
calculado usando a Equacéo 3, utilizando como padrao a ftalocianina de zinco,
ZnPc (pa= 0,67, em DMSO, k = 0,0506 L molt st e “A” = 0,010) [58].



5.2.3. Geracgao de espécies reativas de oxigénio via EPR.

As medidas de EPR foram realizadas em Spectrometro Miniscope MS 400 de
acordo com os parametros: frequéncia de micro-ondas de 9,40 GHz, energia da
micro-onda de 10 Mw, amplitude da modulacéo de campo de 0,2 mT (miliTesla),
e de campo central de 337 mT, tempo de escaneamento de 60 segundos. Para
0s experimentos de captura de spin, solucdes estoque de DMSO contendo
diferentes spin traps (TEMP, PBN ou DMPO) e na presenca de um dos corréis
(HsPh(CsFs)2Cor ou HsPyr(CeFs)2Cor) foram iluminadas por uma luz branca de
lampada de LED ou uma luz vermelha filtrada desta luz branca. A radiacéo
integrada medida sob condi¢cdes experimentais para luz branca e vermelha
foram 16 mW cm e 4,0 mW cm?, respectivamente, e foram calibradas com um
medidor de poténcia Lasermate/D. Apds diferentes tempos de iluminacéo,
aliquotas de 50 pL da solucao foram inseridas em capilares e determinadas por
EPR dentro de um tubo de quartzo.

Para a captura de oxigénio singleto, utilizou-se o sequestrador TEMP (2,2,6,6-
tetrametilpiperidinol) em concentracédo de 1,0 mol L em DMSO, juntamente com
0s respectivos corréis em concentragées de 57 pmol L. Para o sequestro de
espécies radicalares, usou-se PNB (N-terc-butil-a-fenilnitrona) para o radical
hidroxila (*OH) e o DMPO (6xido de N-5,5-dimetll-1-pirrolina) para o radical

superéxido (*O2) em concentracdes de 0,1 mol Lt e 0,3 mol L, respectivamente

5.2.4. Rendimento quantico de fotodegradacéao (¢rp)

Esta metodologia foi realizada em espectrofotbmetro Shimadzu UV2600 e
cubeta de quartzo de 1,00 cm de caminho O6ptico. Para determinagdo do
rendimento quantico utilizou-se o 5,10,15-tri(fenil)corrol (HsPhsCor) como
comparativo.

Adicionou-se 50,00 yL do corrol correspondente a 2,00 mL de DMSO e
obteve-se o0 primeiro espectro. Em seguida, irradiou-se a solugao na cubeta com
luz branca (fluxo luminoso de 25 mW cm) por cinco minutos, obtendo-se, em
seguida, o proximo espectro, e assim por diante. No total, irradiou-se a amostra
por 60 minutos. O H3PhsCor também foi utilizado como padréo e analisado para
avaliar a influéncia dos atomos de flior na estabilidade do HsPh(CeFs)2Cor e



HsPyr(CsFs)2Cor. A Equacdo 4 foi utilizada para determinar o rendimento
qguantico de fotodegradacdo. Além disso, utilizou-se a equacédo de energia

proposta por Einstein (E = Ac/)) para determinar a energia de um féton em 426

nm (banda Soret). As constantes cinéticas de fotodegradacdo (krp) foram
determinadas pelo plot de In (Ao/A) (eixo Y) por tempo (eixo X), no qual o krp

corresponde ao coeficiente angular da reta.

5.2.5. Rendimento quantico de fluorescéncia (¢F)

Os espectros de emissao para determinacdo do rendimento quantico de
fluorescéncia (¢r), foram obtidos em espectrofotbmetro Cary50 Eclipse
Fluorescence com cubeta de quartzo de 1,00 cm de caminho éptico e abertura
de fenda (slit) de 5,0 mm (emissao/excitacao). Para estas analises, utilizou-se as
solugdes de H3Ph(CsFs)2Cor, HsPyr(CsFs)2Cor em DMSO e CH2Cl.

Adicionou-se 10,00 uL da solugéo estoque do respectivo corrol a 2,00 mL de
solvente para obter 0 espectro de emisséo (Aexcitagsio = banda Soret) na faixa de
600 a 800 nm. O efeito sobre o rendimento quantico de fluorescéncia causado
por solventes com constantes dielétricas e momentos de dipolo diferentes foi
avaliado, sendo os solventes: CH2Clz2 (u = 1,80 e & = 9,10) e 0 DMSO (u = 3,96
e & = 46,6) [106]. O ¢rfoi calculado com base na Equacéo 2, tendo como padréo
0 HzPhsCor (pr=0,16 em diclorometano (n = 1,424) e “I’ = 5479,1999 e “A416 nm”
=0,3752) [59].

5.2.6. Voltametria ciclica

Os voltamogramas ciclicos foram registrados em um sistema EcoChemie
AutoLab PGSTAT 32N em temperatura ambiente em atmosfera de argbnio em
solucdo de diclorometano seco. Foi utilizado como eletrolito auxiliar o
hexafluorofosfato de tetrabutilaménio (TBAPFs) em concentra¢do 0,1 mol L.
Estes experimentos de voltametria ciclica foram realizados empregando um
sistema de trés componentes padrdo: um eletrodo de trabalho de platina, um
eletrodo de fio de platina auxiliar e um eletrodo de pseudo-referéncia de fio de

platina. Para monitorar o eletrodo de referéncia, o par redox Fc*/Fc



(ferroceno/ion ferrocenium) foi utilizado como uma referéncia interna (Ev2 = 0,4
V).

5.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.3.1. Espectroscopia de absorcao eletrénica naregido do UV-visivel

5.3.1.1. Absortividade molar (g)

A Figura 8 apresenta os espectros de absorcéo eletrénica na regido do UV-
Vis dos corrois sintetizados nos solventes escolhidos. Foi possivel observar as
transicoes eletrbnicas referentes ao anel macrociclico, entre 400 e 430 nm
(banda Soret), confirmadas pelas absortividades molares acima de 10° L mol*
cm?. Entre 500 — 700 nm encontram-se as bandas Q. Estas transicdes
confirmam a formacdo dos corrois. Também se nota no espectro do
HsPyr(CeFs)2Cor transi¢cdes do tipo m — =n* proveniente do substituinte pirenil,

proximos a 320 nm.

Figura 8: Espectros de UV-visivel do HsPh(CsFs).Cor e HsPyr(CeFs)2Cor, em
CH2Cl2 e DMSO.
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A presenca de solventes com propriedades diferentes causa mudancas tanto
na posicao das transicdes eletrénicas quanto em suas formas. Estas mudancas
tém origem na estabilizacdo que eles proporcionam a molécula. Tendo em vista
que o H3Ph(CsFs)2Cor e H3Pyr(CsFs)2Cor apresentam ligacdes polarizadas (C-
F e N-H), elas causam um certo tipo de polarizagédo tanto em suas ligacoes
guanto na molécula em si. Solventes polares podem interagir com a espécie
quimica e estabiliza-las, principalmente, por meio de interacdes intermoleculares
do tipo ligacdes de hidrogénio ou do tipo dipolo-dipolo [34].

Sendo assim, o DMSO, por ser um solvente polar (4 = 3,96), pode estar
estabilizando através de uma destas situacfes, ocasionando uma diminuicdo da
energia entre os orbitais HOMO e LUMO dos corrois e, consequentemente,
deslocando as bandas eletronicas do espectro para a regidao do vermelho
(deslocamento batocromico).

A aparéncia das bandas no DMSO também se destaca em comparacao com
as bandas nos demais solventes. Na regido da banda Soret ocorrem duas
transicoes eletronicas e na regido das bandas Q, a Ultima transicdo apresenta
maior absorbéncia que o comum em outros solventes. As principais explicagdes
para isto estdo na quantidade de tautbmeros T1 e T2 em solucéo, a possibilidade
de desprotonacdo dos nitrogénios pirrolicos ou ligacdes de hidrogénio entre
corrois e solvente [37].

Os corréis, como ja citado, apresentam-se principalmente em duas formas
tautoméricas principais e, dependendo do tipo de solvente utilizado, a presenca
delas no espectro de absorcédo eletrbnica torna-se mais pronunciado. Por mais
gue os tautdbmeros T1 e T2 sejam quase idénticos estruturalmente, as energias
dos orbitais moleculares sdo levemente distintas entre si, sendo a forma T2 a
mais energética e a forma T1, a menos energética. A mesma percep¢ao ocorre
com as bandas Q [42].

A desprotonacgao dos corrois é outro fator de relevancia pois a menor cavidade
interna dos corrois comparado ao das porfirinas induz a um direcionamento da
ligagcdo N-H para fora da cavidade. Desta forma, o corrol torna-se menos planar
e faz com que os nitrogénios figuem mais suscetiveis a desprotonacéo, efeito
este que € potencializado pela presenca de solventes altamente polares e que

realizam ligacfes de hidrogénio [60].



A reducéo da planaridade do anel corrdlico também pode facilitar interacdes
intermoleculares do tipo ligacdes de hidrogénio com solventes polares, pois com
os hidrogénios dispostos para fora da cavidade a aproximacéo e estabilizacéo
por algum solvente polar tende a acontecer. Estas interagbes néo
necessariamente ocasionardo a desprotonacéo do nitrogénio pirrélico [108].

Para finalizar, a Tabela 1 compila os parametros espectroscépicos do corrois

frente aos solventes utilizados.

Tabela 1: Parametros espectroscopicos dos corrdis, relacionando as transicées

eletrénicas (A (nm); € (L molt cm)) em diferentes solventes.

H3Ph(CeF5)2COI’
Solvente M & TransicGes eletronicas (A (nm); € (L mol? cm™))
ToOT Banda Soret Bandas Q
. 4
CH.Cl, 1,80 9,10 - 410;1,81x 105 ~ °00:2.8x10
612; 1,8 x 10*
. 5 . 4
DMSO 396 4660 - 426; 1,35 x 10 588; 1,5 x 10
440; 1,26 x 10° 628; 4,1 x 10*
HsPyr(CeFs)Cor
. 4 : 3
CH.Cl, 1,80 910 324 13x10% 4144710 568,8,0x 10
338; 1,4 x 10* 616; 6,0 x 10°
. 4 . 4 . 3
DMSO 306 46,60 328;1,9x10 428; 7,8 x 10 590; 9,0 x 10
342; 2,1 x10* 442;7,4x10* 626; 2,3 x 10*

5.3.1.2. Teste de agregacéo

Os ensaios de agregacdo visaram determinar quais as concentracoes
maximas que 0s corrdis podem alcancar antes de comecarem a agregar em
solucdo. Moléculas que agregam em solucéo tendem a absorver menos radiacao
eletromagnética em um ensaio em espectroscopia de absor¢éo eletronica.

Tecnicamente, ha duas maneiras principais pelas quais pode ocorrer uma
agregacdo. A primeira ocorre quando as moléculas se dispdem de forma

empilhada umas sobre as outras, literalmente (agregados H), e a outra quando



elas agregam de forma em que uma extremidade de uma molécula tende a
agregar-se com a extremidade da molécula vizinha (agregados J). O modo
prioritario de agregacao vai depender do tipo de molécula, pois a principal
interacao intermolecular que ocorre € a for¢a de van der Waals [61].

No entanto, € possivel diferencia-los no espectro de absorcao eletrbnica, uma
vez que a formacdo de agregados H causam um deslocamento batocrémico
(maiores comprimentos de onda) no espectro de absorcdo eletrénica, e 0s
agregados J, um deslocamento hipsocromico (menores comprimentos de onda)
[62]. O teste foi realizado em CH2Cl2. A Figura 9 apresenta os ensaios realizados
nos dois solventes. A banda de absorcdo eletrbnica sondada para este
procedimento foi a banda Soret.

Foi possivel observar que houve uma certa linearidade nos testes de
agregacdo até uma concentracdo de 2,25 x 10° mol L. Entretanto, o
HsPh(CsFs)2Cor dissolvido em CH2Cl2 apresentou um pequeno desvio a partir
de 1,71 x 10 mol L'1. N&do se constatou variacdo de linearidade acentuada em
relacdo ao HsPyr(CeFs)2Cor.

Apesar das variagdes observadas em ensaios envolvendo o HsPh(CeFs)2Cor,
pode-se afirmar que este corrol ndo agrega em solu¢cdo nas concentracées
estudadas porque sua variacdo no comprimento de onda da banda Soret variou
somente 2,0 nm desde seu primeiro espectro.

A mudanca de substituinte entre os corrois também pode ter influenciado a
linearidade dos resultados. Partindo da premissa de que solventes estabilizam
as moléculas em solucéo a partir de uma solvatacédo [37], a solugdo com menor
constante dielétrica utilizado — CH2Cl2 (er = 9,10) solvata o HsPh(CeF5)2Cor de
modo menos eficiente porque a presenca de dez atomos de flior na estrutura
torna a molécula em si mais polarizada. O mesmo efeito ndo é observado quando
se trata do HsPyr(CsFs)2Cor j& que a presenca de um substituinte mais apolar
(pirenil) atenua o efeito causado pelos atomos de fldor, sendo assim, melhor
solvatado pelos solventes utilizados e evitando uma possivel agregacgéao.

Por fim, a Tabela 2 apresenta os coeficientes de determinacdo (R?) nos
respectivos solventes, além da maxima concentracédo (mol L!) observada antes
de haver desvio quanto a linearidade. Utilizou-se a transicdo correspondente a

banda Soret para calcular as concentracdes maxima.



Tabela 2: Coeficiente de correlacdo (R?) e concentracéo (mol L) dos corréis em

diferentes solventes.

CHCI> DMSO
R? 0,9599 0,9991
H3Ph(C5F5)2COI’
Concentragao Limite 1,71 x 10 2,25 x 10
R? 0,9986 0,9985
H3Pyr(CeF5)2C0r
Concentragao Limite 2,25 x 10 2,25 x 10

Figura 9: Ensaios de agregacdo dos corrois em diferentes solventes (DMSO e
DCM), sendo (A) e (B) H3sPh(CsFs)2Cor e, (C) e (D), H3sPyr(CsFs)2Cor. Ensaios
em DMSO sGdoem Ae C, e DCM saoem B e D.
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5.3.2. Rendimento quéantico de oxigénio singleto (pa) via fotodegradacéao
do DPBF

Conforme citado no inicio deste capitulo, a determinacdo do rendimento
qguantico de oxigénio singleto partiu da oxidacdo do DPBF, em 418 nm. A Figura
10 apresenta os perfis espectroscopicos da espécie sequestradora de oxigénio
singleto (*O2) na presenca dos respectivos fotosensibilizadores sob irradiacéo de
luz monocromética vermelha (660 nm) por 100 segundos, além do HsPhsCor
usado como comparativo. A escolha pela ftalocianina de zinco(ll) (ZnPc) como
padrao foi justamente por apresentar uma estrutura eletrénica similar aos dos
corrdis sintetizados [108]. Sendo assim, a Tabela 3 apresenta 0os parametros
fotofisicos utilizados para determinacdo do rendimento quéantico de oxigénio

singleto das moléculas.

Figura 10: Espectros de absorcao eletronica do DPBF em DMSO, na presenca
dos corréis, sob irradiacdo com luz vermelha (660 nm), sendo (A)
HzPh(CsFs)2Cor, (B) HsPyr(CsFs)2Cor e (C) HsPhsCor.
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Como pode ser observado nos espectros de absorcéo eletrbnica, tanto os
corrois HsPh(CsFs)2Cor e o HsPyr(CsFs)2Cor quanto o HsPhsCor produziram
oxigénio singleto. Em comparacao com o HsPhsCor, a presenca dos atomos de
fldor nos corréis aqui estudados provavelmente estabiliza e potencializa o
cruzamento intersistemas por meio do acoplamento spin-6rbita, uma vez que séo
grupos com alta densidade eletrénica. Relacionando os rendimentos quanticos
das espécies analisadas, notou-se que o HsPyr(CeFs)2Cor mostra-se mais
eficiente na geracdo da espécie reativa de oxigénio que o HsPh(CsFs)2Cor, e
2,56 vezes em relagéo ao HsPhsCor.

Tabela 3: Parametros fotofisicos para determinacdo do rendimento quantico de
10..

k
Molécula (L mol s1) (1-10%)  m (owmso) R? QA
HsPh(CeFs)Cor 0,3220 0,604 1,479 0,9977 0,32
HsPyr(CsFs)2Cor 0,4877 0,461 1,479 0,9956 0,41
HsPhsCor 0,1729 0,122 1,479 0,9852 0,16
ZnPc (padréo) 0,0506 0,023 1,479 _ 0,67

k: Constante cinética de supressdo bimolecular; A: Absorbancia; n: indice de
refracédo; R%: Coeficiente de correlacdo; ¢a: Rendimento quantico de 1Oz.

Comparando-se os rendimentos quanticos de 'Oz do HsPh(CesFs)Cor e
HsPyr(CeFs)2Cor, a Unica diferenga estrutural entre elas € a presenca dos
substituintes pirenil e fenil, os quais modificam o resultado. Por ser um grupo
mais conjugado e com mais orbitais moleculares do que o fenil, o substituinte
pirenil pode estar dissipando com maior frequéncia a energia absorvida para o
sentido S1 — So em vez de Si1 — T1. O mesmo efeito ndo deve ocorrer com tanta
constancia para o HsPh(CsFs)2Cor por apresentar um substituinte menor.

Entretanto, em relagdo a ftalocianina de zinco(ll), os dois corréis
apresentaram rendimentos quanticos abaixo do padrdo. A ftalocianina de
zinco(ll) apresenta um fon metdlico de alta densidade eletronica (Zn", d9)
coordenado na cavidade da ftalocianina. A presenca do Zn' eleva o rendimento

quantico de 'O2 devido, principalmente, a alguns fatores: (i) o Zn" apresenta



elevada densidade eletronica, o que potencializa o efeito do cruzamento
intersistemas [63, 64] e (i) a coordenacdo por centros metalicos aumenta a
planaridade e a rigidez do anel macrociclico, permitindo que a molécula produza
mais espécies de 'O Desta forma, o rendimento quantico de 'Oz da ZnPc
apresenta-se maior do que o HzPh(CsFs)2Cor e ao HzPyr(CsFs)2Cor.

Contudo, 0 HsPh(CeFs)2Cor e 0 HaPyr(CsFs)2Cor, em comparagdo com outros

corrois da literatura, apresentam rendimentos quanticos satisfatorios (Tabela 4).

Tabela 4: Comparativo entre rendimentos quanticos de 02 do HsPh(CeFs)2Cor

e HsPyr(CsFs)2Cor com corrois da literatura.

Molécula oA
5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(fenil)corrol — HsPh(CgsFs).Cor 0,32
5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(pirenil)corrol — HzPyr(CsFs).Cor 0,41
Ftalocianina de zinco(ll) — (ZnPc)?2 0,67
5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(4-metil-bipiridil)corrol? 0,47
5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(fenil)-(piridil)galio(lll)corrol® 0,57

a ref, [107], P ref. [65].

5.3.3. Geracgéo de espécies reativas de oxigénio via EPR

A geracao de espécies reativas de oxigénio é uma importante etapa para
saber se os derivados tetrapirrélicos, como porfirinas e corréis, podem ser
utilizados como fotosensibilizadores em, por exemplo, terapia fotodinamica e
fotoinativagdo de micro-organismos.

Para a primeira etapa, o TEMP, cujo € um spin trap especifico para oxigénio
singleto, foi usado em estudos de EPR. O espectro de EPR dos adutos de spin
(Figura 11), ou seja, dos radicais TEMPOL, apresentam um tipico espectro linear
tripleto, o qual é causado por transi¢cbes eletrbnicas de spin envolvendo
interacdes hiperfinas com o nicleo do '“N. A dupla integracédo do espectro de
EPR permite a quantificacdo dos adutos apoés a calibracao deles com solucéo de

TEMPOL e DMSO de solu¢ées conhecidas de 1,0 mol L.



Das curvas de quantificacdo dos adutos de spin (Figura 12) devido a captura
do 02 pelo TEMP, todas as curvas sdo descritas pela cinética de primeira-ordem
e ambos os fotosensibilizadores mostram eficiéncias similares sobre iluminacdes
com luz branca e vermelha, corroborando os resultados obtidos pela foto-
oxidacao do DPBF. Além disso, quando a iluminacao é realizada somente sobre
as bandas Q (luz vermelha), a concentracdo do aduto de spin total é,
aproximadamente, 50 e 75%, das concentracbes dos corréis quando
comparados com irradiagdes feitas com luz branca, comprovando que quanto

mais se absorve luz, mais oxigénio singleto é produzido.

Figura 11: Espectros de EPR do TEMPOL em funcdo da iluminacdo do
HsPh(CeFs)2Cor e HsPyr(CesFs)2Cor. Cada cor corresponde a uma medida de
EPR, sendo o tempo zero a auséncia de irradiacao.
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Figura 12: Concentracao dos adutos de spin de TEMP em funcéo da irradiacao
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Com o objetivo de estudar se as outras espécies reativas de oxigénio sao
formadas, o spin trap PBN foi utilizado. Para exemplificar, na Figura 13a sao
apresentados dois espectros de EPR: em preto, o espectro experimental dos
aduto de spin de PBN apls a irradiagdo com luz branca da solucado de
HsPyr(CsFs)2Cor e, em vermelho, o espectro simulado com o software
Easyspin®. Por estes espectros, é possivel afirmar que o aduto de spin de PBN
é formado com o radical metila (PBN* / «CH3), proveniente da geracao de radical
hidroxila pelo corrol. O espectro deste aduto é caracterizado pelo espectro de
linha tripleto resultante da interacéo hiperfina com o **N, o qual é posteriormente
dividida em dubletos para interacéo hiperfina com o *H na posi¢éo beta do corrol.
O radical metila em DMSO ¢é produzido de radicais hidroxila, de acordo com o

esquema a seguir:

Esquema 10: Formacao do radical metila a partir do DMSO e radical hidroxila.

CH,SOCH, + OH' —»CH,’ + CH,SO,H

Figura 13: a) Espectro do aduto de spin de PBN experimental e simulado ap6s
irradiacdo com luz branca. b) Comparacao entre concentracdes de adutos de
spin para os corrois.

Experimental

4 S 184 b) Luz Branca
1 a) Simulado =2
34 < .
£15-
1 o .
=2 312 I
. - R »
‘_;', 1: ;] -l ¢ L]
"R 5 0.9+ &8
& 04 o
§ 'g 0.6
a1 -9 ’ HsPh(CF5),Cor
g 0.3
-2 £ ; H3Pyr(CsFs),Cor
-3 $00q ¢
4 : 1 . L - 8 T T T T T T T
333 334 335 336 337 338 339 0 10 20 30 40 50 60
Campo magnético (mT) Tempo (min)

Na mesma figura (Figura 13b), também é realizado um comparativo entre as
concentracfbes dos adutos de spin formados para os dois corrois sintetizados
apos irradiacdo com luz branca. Comparando as Figura 12 e Figura 13, notou-



se que a concentracdo de radicais hidroxila é, aproximadamente, 60 vezes
menor que a geracdo de oxigénio singleto. Geralmente, este é o0 cenario para
fotosensibilizadores porfirinicos, os quais tem a geracdo de oxigénio singleto
como 0 mecanismo principal de geracdo de espécies reativas de oxigénio [45].

Para entender se a formagé&o do radical hidroxila & formado pelo mecanismo
tipo | ou, indiretamente, através da protonacéo do oxigénio singleto (mecanismo
tipo 1), experimentos com PBN (sequestrador de radical hidroxila) foram
repetidos, agora na presenca de iodeto de potassio (Kl, 1,0 mol L), conhecido
como sequestrador de 102 [66]. Nestas condi¢cdes, o aduto de spin do PBN com
radical metila ndo foi formado, indicando que o oxigénio singleto é responsavel
pela formacao do radical hidroxila, ou seja, ele é formado indiretamente através
do mecanismo tipo II.

A formacéo do radical superdxido (*O2) durante a irradiagdo com luz branca
foi identificada utilizando o spin trap DMPO em solucéo de HsPyr(CsFs)2Cor (0,3
mol Lt), em DMSO. Dois diferentes adutos de spin de DMPO foram identificados
apos irradiacdo com luz branca: (a) DMPO* / « OOH e (b) DMPO*. Estes adutos
foram identificados por simulagdes espectrais utilizando o software Easyspin®. O
espectro do primeiro aduto é caracterizado pela interacdo do spin eletrénico S =
Y% com “N e mais dois atomos de hidrogénio (linha azul na Figura 14) [67]. O
segundo aduto (DMPO¥) é representado por um tripleto. Este ultimo € tipico para
interacdo do DMPO com !O2. A repeticdo deste procedimento com o iodeto de
potassio ndo apresentou alteracdes no espectro EPR (espectro azul), indicando
que o radical superoxido € formado pelo mecanismo tipo Il através de uma
transferéncia de energia durante o cruzamento intersistemas, sendo coerente

com o estudo de Wang e colaboradores [68].



Figura 14: Espectro de EPR (linha preta) de adutos de DMPO sob irradiagdo com
luz branca de soluc¢des de HsPyr(CesFs)2Cor em DMSO, na presen¢ga de DMPO
(0,3 mol L?). Simulacdes espectrais de EPR do aduto de spin DMPO*/«OOH

(azul) e DMPO* (linha rosa). O espectro em vermelho € a soma de ambos 0s

espectros.
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5.3.4. Rendimento quantico de fotodegradacéao (¢rp)

Assim como nos ensaios para rendimento quantico de oxigénio singleto,
nestes ensaios utilizou-se o HsPhsCor como comparativo para avaliar a
capacidade dos substituintes pentafluorofenil (CsFs) em estabilizar ou
desestabilizar a molécula. A Figura 15 apresenta os perfis espectroscédpicos das
espécies analisadas quando submetidas a irradiacdes com luz branca ao longo
do tempo (60 min).

Comparando o HsPh(CsFs)2Cor e HsPyr(CeFs)2Cor ao HsPhsCor (espectro
omitido), pode-se observar uma grande diferenca em relacdo a fotoestabilidade
das espécies. Os dois corrois pentafluorados apresentaram-se mais estaveis do
gue seu analogo, pois no 5,10,15-tri(fenil)corrol é possivel observar um
hipocromismo acentuado. Além disso, a molécula formou algum subproduto ndo
identificado resultante da fotodegradacdo ja que suas transicOes eletrbnicas
conhecidas sofreram, visualmente, modificagbes ao longo do ensaio. A
explicacdo mais plausivel de acordo com o perfil espectral observado pode ser
a formacdo de espécies foto-oxidadas, possivelmente gerando espécies



poliméricas conjugadas, pela quebra da ligacdo C-C entre os pirréis do
macrociclo.

Tendo em vista que a principal diferenca entre as estruturas sintetizadas e o
HsPhsCor é a presenca de substituintes CeFs, ficou evidente a contribuicdo
destes grupos para a estabilizagdo do HsPh(CesFs)2Cor e HsPyr(CsFs)2Cor. O
mesmo efeito ocorre quando estes substituintes estdo presentes em outras
espécies, como o 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol [69] e meso-
tetrakis(pentafluorofenil)platina(ll)porfirina [70].

Observando os espectros de absorgdo eletronica do HsPh(CeFs)2Cor e
HsPyr(CeFs)2Cor, constatou-se que houve apenas um hipocromismo das
transicOes eletronicas existentes, ou seja, diferentemente do que ocorrera com
o HsPhsCor, ndo houve surgimento de novas bandas eletrbnicas ou
deslocamentos batocrémico ou hipsocrémico. Isto € um indicio de que os corrois
presentes em solucdo apenas foram fotodegradados sem o surgimento de um

subproduto.

Figura 15: Espectros de absorcdo eletronica do HsPh(CesFs)2Cor e do
HsPyr(CeFs)2Cor, em DMSO.
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A maior fotoestabilidade apresentada pelo HzPyr(CsFs)2Cor tem relagdo com
a caracteristica do substituinte pirenil. As transicOes eletronicas observadas no
espectro sao correspondentes ao anel macrociclico do corrol, e desta forma,
sendo o pirenil um grupo doador de elétrons “mais eficiente” que o fenil, o

HsPyr(CeFs)2Cor torna-se mais estavel frente a fotodegradacgéo, resultando em



uma fotoestabilidade 5,42 vezes maior do que seu analogo e 9,51 vezes maior
se comparado ao 5,10,15-tri(fenil)corrol.

Por fim, a Tabela 5 contém os parametros fotofisicos obtidos para
determinacdo dos rendimentos quanticos de fotodegradacdo das espécies
estudadas, além da constante cinética de fotodegradacéo (k), esta obtida através
de um grafico de tempo (eixo X) x In (Ad/A) (eixo Y), no qual “k” é o coeficiente

angular.

Tabela 5: Parametros fotofisicos para determinagéo do rendimento quantico de

fotodegradacao.
[corrol] inicial [corrol] final k QrD
Molecula (mol L) (mol L) (s
H3sPh(CsFs)2Cor 1,15 x 105 555x 106  1,64x102 0,11

H3Pyr(CeFs)2Cor 9,78 x 10 8,68 x 106 2,70 x 103 0,02

HsPhsCor 1,54 x 10° 4,99 x 106 1,91 x 1072 0,20

k: Constante cinética de fotodegradagdo; orp: Rendimento quéntico de
fotodegradacao.

5.3.5. Rendimento quantico de fluorescéncia (¢F)

Os corrdis estudados apresentaram emissao fluorescente nos dois solventes
utilizados, e apesar de similares, seus perfis espectroscopicos diferem
ligeiramente entre um solvente e outro (Figura 16). As emiss@es das moléculas
provém, basicamente, do anel macrociclico porque é onde existem 18 elétrons
n conjugados. Portanto, as emissdes observadas estdo atreladas as transi¢coes

de elétrons de orbitais 1 — «".



Figura 16: Espectros de emissao dos corrois em seus respectivos solventes apos

excitacao na banda Soret.
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A diferenca espectral entre os ensaios deve-se a presencga dos tautdbmeros T1
e T2 em solucdo, o quais tém suas emissdes potencializadas pelo tipo de
solvente utilizado no ensaio. De acordo com a literatura, os dois tautbmeros
emitem fluorescéncia basicamente na mesma regido, porém a emissao de T1 &
dominante em relagdo ao T2, sendo, aproximadamente, 30 vezes mais intensa
que seu analogo [47], sobrepondo, desta forma, a emissao de T2. Atribuem-se
estas emissdes a transicdes entre niveis vibracionais menos energéticos dos
estados S1 e So [37, 47]. O mesmo comportamento foi observado em outros
corrois da literatura [37, 71].

O perfil das emissbes dos corréis em solventes diferentes apresentaram
diferencas quanto as suas formas e energias. Assim como na espectroscopia de
absorcéo eletrénica no UV-Visivel, as diferencas observadas estéo relacionadas
com a estabilidade que cada solvente fornece a molécula em seu estado
excitado.

Teoricamente, ao alcancar o estado excitado (Si1), um fluoroforo apresenta
maior momento de dipolo (u) do que em seu estado fundamental. Um solvente
polar, portanto, pode reorientar-se em torno da espécie de modo a estabilizar o

estado excitado, uma vez que reduz a diferenca energética entre estados Si1 e



So [38]. Desta forma, emissdes em solventes mais polares tendem a ocorrer em
maiores comprimentos de onda, ou seja, com menores energias.

A tabela a seguir apresenta os parametros fotofisicos para determinacao do
rendimento quantico de fluorescéncia que incluem a integral da &rea de emisséo
(), absorbancia da espécie na banda Soret (A) e indice de refracdo dos solventes

(n), utilizados na Equacéo 2.

Tabela 6: Parametros fotofisicos utilizados para célculo do rendimento quantico

de fluorescéncia.

HsPh(CsFs).Cor
Solvente [ A n 0F
CHzCl> 7380,47 0,835 1,424 0,11
DMSO 4373,05 0,621 1,478 0,06
HsPyr(CeFs)2Cor
Solvente I A n OF
CH2Cl2 2733,34 0,465 1,424 0,11
DMSO 2527,11 0,758 1,478 0,06

I: Integral da area de emissdo; A: Absorbancia, n: indice de refracdo; oF:
Rendimento quéntico de fluorescéncia.

Em geral, os valores dos rendimentos quanticos de fluorescéncia dos corrois
estudados foram maiores em DMSO do que em CH2Clz, ja que um solvente mais
polar tende a estabilizar melhor moléculas no estado excitado quando atingem
um momento de dipolo mais elevado, facilitando a emissdo de radiacao
fluorescente ao retornar para o estado fundamental. Por fim, a tabela a seguir
apresenta um comparativo dos rendimentos quanticos de fluorescéncia dos

corrois sintetizados nesta tese com outros relatados na literatura.



Tabela 7: Comparativo entre rendimentos quanticos de fluorescéncia do

H3Ph(CsFs)2Cor e do H3Pyr(CeFs)2Cor com outros corrois.

Molécula Solvente 0F
5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(fenil)corrol — HsPh(CgFs).Cor DMSO 0,06
5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(pirenil)corrol — HzPyr(CsFs)Cor DMSO 0,06
5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(4-nitro-fenil)corrol 2 DMSO < 0,001
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol 2 DMSO 0,48
5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(fenil)corrol — HsPh(CgsFs).Cor CH2Cl2 0,11
5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(pirenil)corrol — HzPyr(CeFs).Cor CH2Cl2 0,11
5,10,15-tris(4-nitro-fenil)corrol © CH2Cl2 0,03
5,10,15-tris(4-metéxi-fenil)corrol b CH2Cl2 0,16

aref. [37]; P ref. [108]; ¢r: Rendimento quantico de fluorescéncia.

5.3.6. Voltametria Ciclica

O perfil da voltametria ciclica dos corréis base-livre HsPh(CsFs)Cor e
HsPyr(CeFs)2Cor mostra processos de transferéncia de elétrons irreversiveis e
quase-reversiveis entre -2,00 V e + 1,50 V versus EPH (Eletrodo Padrdo de
Hidrogénio) em DMC anidro em 100 mV st (Figura 17). A atribuicédo das espécies
foi realizada pela comparagédo com a eletroquimica de corrdis contendo meso-
substituintes na literatura, os quais apresentam comportamento semelhante [72].

Os processos de oxidacdo dos corréis HsPh(CsFs)2Cor e HzPyr(CsFs)2Cor
(espécies neutras representadas por HzCor) em eletrodo de trabalho de platina
exibem complexas caracteristicas redox com picos potenciais para o
escaneamento anodico em +0,60 V a 1,30 V (Figura 17). O primeiro pico de
oxidacao dos corrois em +0,65 V é atribuido a formacéo de espécies radicalares
n-cétion mono-eletrénicas, seguido pela segundo e terceiro picos de oxidacao
mono-eletrénico, gerando cation e dications, respectivamente. Além disso,
ambos os corréis estudados exibiram perfis de oxidag&o similares independente
do substituinte na posi¢do 10 do anel macrociclico.

Na regido negativa (regido catodica), dois processos de reducdo foram

observados, para ambos os corrois, em faixa de potencial de -0,30V a-1,30 V.O



primeiro processo de reducdo pode ser atribuido a espécies radicalares n-anion
em -0,54 V para o HsPh(CsFs):Cor e -0,34 V para o HsPyr(CsFs)2Cor,
respectivamente (Figura 17). O segundo pico de reducdo monoeletronica foi
observado em -1,29 V para o0 HsPh(CeFs)2Cor e -1,24 V para o H3Pyr(CsFs)2Cor,

0s quais sdo semelhantes devido a formacgéo de espécies dianions (Tabela 8).

Figura 17: Voltamograma ciclico do HsPh(CsFs)2Cor (a) e HsPyr(CsFs)2Cor (b),
ambos em solucdo de DCM contendo 0,1 mol L' de hexafluofosfato de
tetrabutilaménio (TBAPFs) como eletrolito, utilizando taxa de escaneamento de
100 mV s,
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Tabela 8: Potenciais redox do HsPh(CsFs)2Cor e HsPyr(CeFs)2Cor em solugéo
de DCM (E versus EPH).

Corrol Eoxi1 Eoxi2 Eoxia Ered1 Ered2 Eromo ELumo® AE

HsPh(CesFs)2Cor  +0,65V2  +0,78V°¢ +0,95V¢ -0,54Vv°  —1,29VvP | 5450 —4,260 1,19

HaPyr(CeFs)2Cor  +0,65V2  +0,77V¢ +0,93v2 -0,34va  -1,24Vv2 | -5,450 —4,460 0,99

a; Potencial do pico anddico (Epa); °: Potencial do pico catddico (Epc); ¢: E12 = Epa + Epc/ 2; 9: EHomo
= —[4,8 + Eoxi (versus EPH)]; ©: ELumo = — [4,8 + Ered (versus EPH)].
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6. INTERACAO COM BIOMOLECULAS

6.1. REVISAO DA LITERATURA

6.1.1. Interagcdo com HSA

A albumina presente no soro humano (HSA) desempenha a funcdo de
transportar componentes de alto peso molecular e tem nos acidos graxos seu
principal substrato pois estes acidos sdo importantes em dois aspectos
principais: (i) eles sdo a base para a formacdo de lipidios que formam as
membranas celulares e (ii) séo a fonte para a producéo de adenosina trifosfato
(ATP) [73].

O HSA é uma proteina que esta presente no sangue humano sendo composta
por 585 aminoacidos e de, aproximadamente, 65 kD em massa. No soro
humano, ela corresponde a 60% do total das proteinas. Sua estrutura € formada
por trés dominios helicoidais similares (I, I, Ill), os quais apresentam dois
subdominios cada um. A saber: 1A e IB, lIA e lIB, e lllA e llIB (Figura 18) [74, 75].

Esta biomolécula apresenta dois sitios principais de interacdo, conhecidos
como Sitios de Sudlow (1975) [76], os quais tém caracteristicas hidrofébicas, ou
seja, interagem preferencialmente com regides hidrofébicas das moléculas.
Desta forma, moléculas aromaticas e heterociclicas tendem a se localizar nestes
sitios [75].

A fungéo transportadora do HSA atraiu pesquisas envolvendo diversos
substratos, inclusive corrois [77]. Diversas informac¢des podem ser obtidas em
relacdo a interacdo entre a biomoléculas e corrol, entre elas esta a determinacéo
do sitio de interacdo preferencial do substrato. Para isto, moléculas tratadas
como sondas sédo utilizadas para alguns sitios especificos do HSA como a
varfarina (agente anticoagulante), que se localiza preferencialmente no
subdominio IIA (Sitio de Sudlow I) e o ibuprofeno (anti-inflamatério), o qual se
encontra no subdominio IlIA (Sitio de Sudlow II). Ha também um terceiro sitio
(subdominio IB) o qual também se avalia a interagcdo com o HSA, que geralmente

utiliza-se a digitoxina como sonda [78].



Figura 18: Representagdo do HSA com seus respectivos dominios e

subdominios.

Fonte: Pragna Lakshmi, T., et al. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, 2017, 183, 90-102.

Também pode-se avaliar o quéo forte ocorre esta interacdo. Este estudo
ocorre, principalmente, por espectroscopia de fluorescéncia, na qual € avaliada
a supressdo da emissdo de fluorescéncia do HSA ap0ds titulagbes com uma
espécie quimica. A investigacao é realizada excitando-se o0 HSA em 290 nm e
observando sua emisséao fluorescente no intervalo entre 300 a 500 nm (Figura
19). Este comprimento de onda de excitacdo é escolhido devido ao residuo de
aminodcido de triptofano (Trp?'4), que esta no localizado no Sitio de Sudlow | e
absorve nesta regido [15, 79].



Figura 19: Espectros de emissdo do HSA na presenca de corrol.
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Fonte: Zhang, Y., et al. Luminescence, 2015, 30, 1045-1054.

Conhecendo termos como intensidade relativa do HSA na auséncia do
supressor (Fo), intensidade relativa do HSA na presenca do supressor (F),
constante de Stern-Volmer (Ksv, L molt), concentracédo do supressor ao fim da
titulacdo ([Q], mol L), constante cinética de supressédo bimolecular (kq, L mol?
s1) e o tempo de vida do HSA (1o, 5,67 ns), é possivel realizar uma estimativa da
forga de interacdo entre aduto HSA:corrol [38, 80].

Estes termos estdo compreendidos na Equacao 5. Porém, também é possivel

estimar o valor de Ksv a partir de um plot de [corrol] (eixo X) e o (eixo Y , ho qual
F

a constante de Stern-Volmer € igual ao coeficiente angular. De acordo com a
literatura, uma constante de Stern-Volmer de, aproximadamente, 10* L mol? é

considerada uma interacéo forte [77].

Equacédo 5: Determinacéo da constante de Stern-Volmer [38].

Fo
T 1+ Kw[Q] =1+ kq70[Q]

A partir desta equacdo também € possivel determinar se a interacdo é de
natureza estatica ou dindmica. Uma supressao de fluorescéncia estatica envolve

a formacdo do aduto nado-fluorescente que acaba por suprimir a emissdo do



fluoroforo, neste caso o HSA. Na interacdo dindmica, o supressor deve difundir-
se no fluoréforo durante o tempo de vida do mesmo e desativa-lo por um caminho
nao-radiativo. No processo dinamico, porém, ndo se forma o aduto uma vez que
pode haver algum tipo de efeito estérico entre as moléculas [77, 81].

A determinacdo do termo kq na equacéo acima define a natureza desta
interacdo. Em uma supresséao por difusao controlada, ou seja, no decaimento da
fluorescéncia ideal apés contato entre as espécies, 0 kq € de 101°L molt s A
interacdo sera estatica se o kq > 10'°L mol? s?, e sera dinamica se kq < 10%°L
molt s, A determinacédo do kq ocorre pela razdo entre o Ksv € to. Em outras
palavras, a constante de supressao bimolecular fornece informacdes a respeito
da acessibilidade do supressor ao fluoréforo [38, 82].

Se 0 modo de interacéo for estatico, a constante de associagdo, Ka (L mol?),
pode indicar a forca de interacdo entre ambas as moléculas. Esta constante é
apresentada na Equacéo 6, a qual € a equacao de Stern-Volmer adaptada. Dos
termos ainda nao apresentados, “I” € a fragado de fluoréforos acessiveis pelo

ligante (f = 1,00). De maneira alternativa, o Ka também pode ser determinado

1
[corrol]

Fo

(Fo—F)
guociente entre coeficiente linear e angular.

pelo plot de (eixo Y) por (eixo X), no qual Ka corresponde ao

Equacéo 6: Determinag&o da constante de associacao (Ka).

Fpb, 1 1
Fop—F f[QIK, f

As forcas de interacdo sdo as que seguem: < 10 L mol? (fraca), 10* L mol*
(intermediéaria) e > 10* L mol* (forte). Ressalta-se aqui que a forca de interacéo
ideal é a intermediéria, pois uma interacdo forte entre o aduto pode fazer com o
que o HSA mantenha retida a molécula, dificultando sua biodistribuicdo no
plasma sanguineo [83].

Utilizando parametros termodindmicos (AH, AS e AG), pode-se definir os
modos de interagao principais. Desta forma, a equacao de van’t Hoff e a equacao
da Variacdo da Energia Livre de Gibbs séo utilizadas, nas quais R € a constante
termodinamica dos gases ideias (8,3145 J K1 mol?), T é a temperatura em Kelvin

e Ka é a constante de associagdo (L mol?) [81]. Baseado na equagdo de van't



Hoff , ha uma forma alternativa de determinar o AH e o AS plotando um grafico

de (%) (eixo X) por (In Ka) (eixo Y), onde o coeficiente angular obtido corresponde

AH° - . <
—€o coeficiente linear a

N AS©
a— —.
R

Equacéo 7: Equacao modificada de van't Hoff
AH® AS

“RT TR

o

InK, =

Equacéo 8: Equacao da Variacao da Energia Livre de Gibbs.
AG® = AH® — TAS® = —RTIn(K,)

Uma vez determinados, os parametros termodinamicos possibilitam estimar
como ocorre a formacdo do aduto HSA:corrol. Sob condigcbes normais de
temperatura e presséo, a Tabela 9 apresenta estes parametros associados aos

possiveis processos que podem ocorrer em meio proteico [84].

Tabela 9: Processos associados aos parametros termodinamicos
Processo AH° AS°

Associacao Hidrofébica >0 >0
van der Waals <0 <O
Ligacéo de Hidrogénio <0 <0
Eletrostatica <0 >0

Protonacéo <0 <O

Fonte: Ross, P. D. & Subramanian, S. Biochemistry, 1981, 20, 3096-3102.

Por meio da espectroscopia de dicroismo circular também pode-se observar
interacdo com o HSA, pois a biomolécula apresenta estruturas secundarias (a-
hélice e B-folha), cujas absorvem a luz circularmente polarizada (Figura 20) [85].

Esta técnica consiste na passagem de radiacdo eletromagnética por um
polarizador, gerando luz linearmente polarizada e, apds passar por um campo
magneético oscilante, esta luz torna-se circularmente polarizada (CPL, do inglés

Circularly Polarized Light). Porém, de acordo com a oscilacdo do campo



magnético, a luz circularmente polarizada rotaciona tanto no sentido horario
(RCPL, do inglés Right Circularly Polarized Light) quanto no sentido anti-horario
(LCPL, do inglés Left Circularly Polarized Light). Quando a RCPL e a LCPL
atravessam um meio opticamente ativo, elas podem ser absorvidas de maneiras
diferentes (Figura 21) [86].

As conformacdes a-hélice e B-folha de sua estrutura secundaria apresentam
perfis diferentes quando submetidas ao ensaio de dicroismo circular, sendo a
primeira apresentando duas transi¢cdes na regido negativa, 208 nm (x — n’) e
222 nm (n — '), € uma transicéo eletrénica na regido positiva em 192 nm (n —
n'). Ja a conformagéo B-folha exibe uma transi¢éo na regido negativa em 215 nm

(n — =) e uma na regido positiva em 198 nm (r — =) [87, 88].

Figura 20: Espectros de dicroismo circular de a-hélice e B-folha.
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Fonte: Adaptado de Wey, Y., Thyparambil, A. A., & Latour, R. A. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) — Proteins and Proteomics, 2014, 1844, 2331-2337.

Figura 21: Representacéo simplificada da espectroscopia de dicroismo circular.
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Fonte: Adaptado de Fasman, G. D. Circular Dicrhoism and the Conformational

Analysis of Biomolecules, 1996, 1 ed., 738.



Uma vez que proteinas abrangem uma grande quantidade de peptideos, a
medida da intensidade do sinal é expressa em dicroismo molar residual (MRE,
do inglés Mean Residue Ellipcity) que é uma medida especifica para residuos de
proteina. O MRE pode ser determinado pela Equacédo 9 [89], na qual “0” é o

dicroismo circular observado em miligraus, “n” € o numero de residuos de

“l”

aminoacidos da proteina, “I” € o caminho 6ptico (1,00 cm) e Cp é a concentracéo

da proteina.

Equacao 9: Determinacéo do dicroismo molar residual (MRE).

MRE = ————
(10niIC,)

Também é possivel calcular a porcentagem da mudanca na a-hélice de uma
proteina. Para isto, utilizam-se as equacdes abaixo para avaliar as mudancas

nas transicoes na regido negativa do espectro (208 e 222 nm).

Equacdo 10:Determinagédo da porcentagem de mudangas na a-hélice em 208
nm.

. (~MRE;og — 4000)
o — hélice (%) = (33000 — 4000) x 100

Equacdo 11: Determinagao da porcentagem de mudangas na a-hélice em 222

nm.

. (~MRE,;, — 2340)
o — hélice (%) = (30300) x 100

6.1.2. Interagcdo com DNA

O &cido desoxirribonucleico (DNA) € uma molécula organica em dupla hélice
na qual cada uma é formada por uma sequéncia de nucleotideos contendo um
grupo fosfato, uma pentose (desoxirribose) e uma base nitrogenada (timina,
guanina, citosina ou adenina). As hélices interagem entre si através de ligacdes

de hidrogénio presentes entre as bases nitrogenadas (Figura 22) [90].



Em sua forma mais conhecida — a forma B — a forma helicoidal surge da
organizacao estrutural que tende a evitar o maior acimulo de agua possivel no
interior da dupla-hélice e garantir uma maior aproximacao entre as bases
nitrogenadas. Diante disso, formam-se cavidades ao longo da sequéncia de
nucleotideos. Estas cavidades sdo conhecidas como sulco maior e sulco menor
[90].

A complexidade molecular do DNA possibilita interacbes com moléculas em
diferentes regibes ao longo de sua estrutura. Estas interagbes ocorrem,
principalmente, com as bases nitrogenadas, porém de naturezas diferentes
(Figura 23) como (i) intercalacado (interacdo ndo-covalente), no qual a espécie
encontra-se entre as bases nitrogenadas, (ii) via sulco (interacdo ndao-
covalente), onde a espécie encontra-se entre sulco menor ou maior do DNA.
Estes dois tipos de interagdo encontram estabilizag&o, principalmente, por meio
de ligacdes de hidrogénio. A (iii) coordenacéao (ligacdo covalente) ocorre se a
molécula apresentar ion metélico disponivel para tal ligacdo. Também € possivel
que interacdes eletrostaticas ocorram de modo a complementar as anteriores,

uma vez que o DNA apresenta grupos fosfato em sua estrutura [91, 92, 93].

Figura 22: Representacdo estrutural do DNA e suas cavidades.
Sequéncia

de
pentose e fosfato Sulco menor Sulco maior
A s |

Bases
nitrogenadas

Fonte: Adaptado de Menk, C. F. M. & Sluys, M. V. Genética Moleculas Basica:
dos genes aos genomas, 2017, 528.



Figura 23: Principais modos de interacdo observados entre DNA e espécie

quimica.

Interagao via sulcos

Fonte: Adaptado de da Silva, M. P. Sintese, Caracterizacdo e Estudos Cinéticos
de Complexos de Cobre (lI) com Ligantes Triazinicos como Modelos
Biomiméticos da Metaloenzima Catecol Oxidase, Dissertacdo (Mestrado em
Quimica), 2014, 110.

A constante de Stern-Volmer é utilizada, em espectroscopia de fluorescéncia,
para calcular a forca de interacdo entre DNA e espécie quimica, através da
supressao da fluorescéncia. Se a espécie apresentar emissao fluorescente, a
supressdo de sua fluorescéncia pela presenca de DNA pode ser investigada.
Neste caso, avalia-se o efeito do DNA sobre a molécula em seu estado excitado.

Entretanto, os ensaios mais comuns envolvem a presenca de moléculas que
servem como competidores pelos sitios de interacdo do DNA. Desta forma, como
o DNA isoladamente nao apresenta fluorescéncia, a formacdo de um aduto
DNA:competidor possibilita que a emisséo seja observada.

Assim, a espécie quimica é adicionada a solucédo contendo o aduto e observa-
se o efeito espectroscépico causado pela sua presenca. O valor de Ksy determina
Se a espécie quimica é capaz de deslocar o competidor presente e alojar-se no
respectivo sitio de ligagdo, comprovando uma maior afinidade com o DNA em
relacdo ao competidor [94].

Trés sdo os competidores mais utilizados para este tipo de analise: o brometo
de etidio (EB, do inglés Ethidium Bromide), o qual se localiza entre as bases
nitrogenadas (Lexcitagdo = 510 NM; 550 < Aemissso < 800 nm), o verde de metila (MG,
do inglés Methyl Green) para competicdes entre 0s sulcos maiores (Aexcitagao =
318 nm; 330 < Aemissdo < 600 nm), e 0 DAPI (4’,6-(diamidino)-2-(fenil)indol), para
sulcos menores (Aexcitagigo = 359 NM; 380 < Aemissso < 600 nm). Os testes sao

realizados independentes um do outro [95, 96, 97].



Para os corrois, entretanto, € aconselhavel utilizar o alaranjado de acridina
(Aexcitagao = 492 nm; 500 < Aemissao < 700 Nm) em vez do brometo de etidio porque
este absorve na mesma regido das bandas Q e, desta forma, poderia mascarar
o resultado do procedimento.

Por espectroscopia de absorcao eletrdnica na regido do UV-visivel também é
possivel avaliar a interacdo entre a espécie e o DNA. Nesta maneira, observa-
se deslocamentos batocromicos/hipsocrémicos nas transicoes eletrbnicas da
espécie quimica, além de variagbes nas intensidades das respectivas
absorbéancias.

Via espectroscopia de absorcdo eletrbnica, a Equacdo 12 apresenta 0s
parametros necessarios para determinar a constante de ligacdo (Kp) entre DNA
e uma espécie quimica. Sdo imprescindiveis a concentracdo de DNA (mol L)
ao fim do ensaio, as absortividades molares (L mol* cm) da espécie quimica
na auséncia de DNA (&r) e da espécie apos todas as adi¢cdes de DNA (eb), além

da absortividade molar aparente (L mol* cm), que corresponde a razédo entre a

absorbancia observada e a concentracédo da espécie (g, = [es;:csle ), excetuando

a absorbancia inicial e final do procedimento [98, 99].

Equacao 12: Determinagéo da constante de ligagéo (Kb).
[DNA] _ [DNA] 4 1

(a— &) (8pb— &) Kp(ep — &)

Porém, também € possivel obter esta constante a partir da constru¢do de um

[DNA

gréafico utilizando um plot de (elxo Y) e [DNA] (eixo X), no qual o “Ky” é

determinado pela razdo entre os coeficientes angular e linear. Sabendo das
possibilidades de interacdo com o DNA, corrdéis e outras espécies quimicas tém
suas propriedades quimicas avaliadas a fim de desenvolver possiveis farmacos

e medicamentos [100, 101].



6.2. MATERIAIS E METODOS

Todos 0s experimentos espectroscopicos e interativos envolvendo proteinas
foram realizados em colaboragdo com o estudante Otavio Augusto Chaves, da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

O HSA, varfarina, ibuprofeno, digitoxina, solucdo tampéao de PBS, DNA de
timo de bezerro (Calf-Thymus, CT-DNA), alaranjado de acridina (Orange
Acridine, OA), 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) e o verde de metila (Methyl Green,
MG) foram adquiridos comercialmente sem posterior purificacdo. A solugcao de
HSA foi preparada em meio PBS (pH = 7,4) contendo 1,00 x 102 mol L de
tampao fosfato, 2,7 x10° mol L de cloreto de potassio e 1,37 x 101 de cloreto
de sbédio. O metanol, acido cloridrico, cloroférmio, diclorometano e hexano
também foram obtidos comercialmente. A &gua utilizada em todos os

procedimentos estava em nivel milliQ.

6.2.1. Ensaios de interacdo com HSA

6.2.1.1. Espectroscopia de absorcao eletrbnica na regido do UV-visivel

Os ensaios foram realizados em espectrémetro 6ptico Jasco J-815, utilizando
célula de quartzo de 1,00 cm de caminho Optico e cubeta termostatica Jasco
PFD-425S15F. Todos os espectros foram registrados com corre¢édo de linhas-
base. A faixa determinada foi entre 200 a 500 nm, em 37 °C (310 K), em trés
diferentes condicées, de acordo com a ordem: solucéo de HSA (1,00 x 10 mol
L1, em PBS); solu¢ées de um dos corréis (2,78 x 10° mol L1, em PBS) e mistura
HSA:Corrol (1,00 e 2,78 x 10°° mol L™, respectivamente, em PBS).

6.2.1.2. Espectroscopia de fluorescéncia no estado fundamental

Os procedimentos foram realizados na faixa de 305 — 405 nm (hexc. = 295 nm),
16 °C (289 K), 26 °C (296 K), 30 °C (303 K), 37 °C (310 K) e 44 °C (317 K). A
adicao de corrois HsPh(CsFs)2Cor ou HsPyr(CsFs)2Cor em 3,0 mL de solugéo
HSA (1,00 x 10 mol L** em PBS) alcangou as concentragées finais de 0,35;
0,70; 1,05; 1,40; 1,74; 2,09; 2,44 e 2,78 x 10° M (intervalo de concentracéo de



corroéis escolhido devido a baixa solubilidade aquosa). Cada espectro foi obtido
como a média de trés varreduras.

Pelo fato dos corréis serem capazes de absorver mais do que 0,10 no
comprimento de onda de excitagdo do HSA (295 nm) e de emisséo (340 nm),
aplicou-se um filtro interno para corrigir os resultados de fluorescéncia. Esta
correcdo esta abrangida na equacéo abaixo, sendo Fcor € Fobs as fluorescéncias
corrigida e observada, respectivamente. Aexc € Aem, as absortividades molares
dos corrbis nos respectivos Aabsorcio (295 nm, € = 4424 e 4699 L moltcm?, para
0 H3sPh(CeFs)2Cor e HsPyr(CeFs)2Cor, respectivamente € Aemissao (340 nm, € =
3438 e 5320 L mol' cm?, para o HsPh(CsFs)2Cor e HsPyr(CeFs)2Cor,

respectivamente.

Equacédo 13: Equacao para correcao de filtro interno de emissao do HSA.

(AeXC+ Aem)
Feor = Fops X 10 2

Para avaliar a capacidade e os modos de interacao dos corréis com o HSA,
as constantes de Stern-Volmer (Equacao 5), de associacdo (Equacgéo 6) e os
parametros termodinamicos (Equacéo 7 e Equacao 8) foram determinados.

Em outro estudo, visou-se determinar qual é o sitio de interacdo mais provavel
de ocorrer. Desta forma, escolheu-se trés competidores: varfarina (subdominio
[IA) e ibuprofeno (subdominio IlIA) e digitoxina (subdominio IB). As
concentracfes do HSA e do competidor foram fixadas em razéo 1:1. Antes dos
corrdis serem adicionados a solucdo de albumina, o HSA e cada competidor
foram incubados por 5 minutos em 37 °C (310 K). AdicOes sucessivas de cada
corrol foram realizadas

Sendo assim, adicionou-se 100,00 pL da solucéo estoque de HSA a 2,00 mL
de DMSO e obteve-se 0 primeiro espectro (Aexcitagso = 290 nm; 300 NM < Aemisszo
< 500 nm). Em seguida, 100,00 uL do respectivo competidor foram adicionados
e, apos trés minutos de interacdo, obteve-se 0 proximo espectro. Para avaliar a
competicdo pelo sitio, adicionou-se 10,00 mL da solugcéo estoque do corrol,
esperou-se trés minutos para interagir e obteve-se o proximo espectro. Ao todo,
foram adicionados 100,00 mL da solucéao estoque do corrol. Este procedimento
foi realizado para todos os competidores a uma temperatura de 37° C (310 K).



Por fim, determinou-se a constante de Stern-Volmer para definir qual o sitio
prioritario de interacao entre corrol e HSA. AdicGes sucessivas dos corrois foram
realizadas nas mesmas concentra¢cdes mencionadas anteriormente.

Os espectros de fluorescéncia sincronizada (faixa de 240 — 320 nm) foram
obtidos em fluorimetro Xe900. Os espectros foram conduzidos em solucéo de
3,0 mL de HSA (1,00 X 10° mol L1, em PBS) na presenca e auséncia dos corrois
nas mesmas concentracbes dos ensaios de fluorescéncia no estado
fundamental em A\ = 60 e AL = 15 nm para os residuos de triptofano e tirosina,

respectivamente. Cada espectro foi obtido como a média de trés varreduras.

6.2.1.3. Espectroscopia de dicroismo circular

Os ensaios foram realizados em Espectrémetro Optico Jasco J-815, utilizando
cubeta termostatica de quartzo de caminho 6ptico de 1,00 cm. Para as medidas
utilizou-se 3,00 mL da solucéo estoque de HSA (1,00 x 10°® mol L1, em tampéo
PBS) na auséncia e presenca de diferentes propor¢des entre corrois e HSA (1:0;
1:5; 1:10 e 1:15), em comprimentos de onda nas faixas de 200 a 250 nm
(ultravioleta distante) e 260 a 320 nm (ultravioleta proximo) e em temperatura de
37 °C (310 K). Cada espectro foi obtido apds uma média de trés medidas. A
intensidade dos sinais de dicroismo circular foi expressa em dicroismo molar
residual (MRE), de acordo com a Equacdo 9. Também foram utilizadas a
Equacdo 10 e Equacédo 11 para determinar a porcentagem de mudanga na a-

hélice apos interagdo com os corrais.

6.3.2. Ensaios de interacao com DNA

6.3.2.1. Espectroscopia de absorcao eletronica na regido do UV-visivel

A interacdo entre cada corrol e CT-DNA foi registrada em espectro de
absorcdo eletrébnica na regido do UV-visivel de modelo Shimadzu UV2600,
utilizando cubeta de quartzo de 1,00 cm de caminho éptico, em temperatura
ambiente (298 K), em solucdo tamponada (pH = 7,4) com mistura de
DMSO(2%)/Tris-HCI. A faixa espectroscépica escolhida foi 250 — 800 nm.



A concentragcdo do CT-DNA foi determinada utilizando a absortividade molar
de 6.600 molt* L cm?, em Xaps = 260 nm. Os corréis HsPh(CeFs)2Cor e
HsPyr(CsFs)2Cor (solucdo estoque de 4,72 x 10“ mol L1, em solugcdo de
DMSO(2%)/Tris-HCI) foram titulados com concentracdes crescentes de CT-DNA
(0 a 100 umol LY). A constante de ligacdo (Kb) foi determinada pela Equacéo 12.
A Variagao da Energia Livre de Gibbs Padrao (AG®) dos adutos corrol:DNA foram

calculados pela Equacéo 8.

6.3.2.2. Espectroscopia de fluorescéncia

Os ensaios de competicdo pelos sitios de ligacdo do CT-DNA foram
realizados em fluorimetro Varian Cary50, utilizando cubeta de quartzo de 1,00
cm de caminho optico.

Os corréis de concentragées estoque 4,72 x 10 mol L1, em DMSO, foram
gradualmente adicionados (até um maximo de 100 pumol L) a solugbes de CT-
DNA (2,00 x 10° mol L%, em Tris-HCI e pH = 7,4), na presenca de um dos
competidores: alaranjado de acridina, AO (intercalador), DAPI (sulco menor) ou
verde de metila, MG (sulco maior), todos abrangendo concentragéo 2,00 x 10/
mol L1. O tempo de interacdo foi de trés minutos por cada adi¢éo do corrol.

As constantes de Stern-Volmer e constantes cinética de supressao
bimolecular (kq) foram determinadas através da Equacao 5. Para isto, utilizou-se
como tempos de vida (t0) dos fluoroforos que, neste caso, sdo os adutos
formados como sendo 1,70 x 10° s (CT-DNA:AQ), 2,20 x 10° s (CT-DNA:DAPI)
e 2,80 x 10°s (CT-DNA:MG) [102, 103].

6.3.3. Estudo das interagdes com biomoléculas via docking molecular

As estruturas do HsPh(CsFs)2Cor e HsPyr(CsFs)2Cor foram construidas por
calculos da Teoria do Funcional da Densidade (DFT) com potencial B3LYP e
conjunto de bases 6-13G*, disponiveis em programa Spartan’14.

A estrutura cristalogréafica do HSA foi obtida no banco de dados de proteinas.
Os estudos de docking molecular foram realizadas com programa GOLD 5.6. Os
atomos de hidrogénio foram adicionados aos estados tautomeéricos e ionizados

do HSA de acordo com os dados do programa 5.6. Para a albumina, os calculos



foram explorados com raios de 10 A em torno dos trés principais sitios de ligacao:
residuos de aminoacidos de Trp2%4, Tyr*! e Tyr'%! para os subdominios IIA, IlIA
e IB, respectivamente.

A estrutura cristalogréfica do DNA foi obtida a partir de um banco de dados,
na qual foi definido um raio de 5,0 A em torno dos sulcos menor e maior da dupla
hélice. Os estudos de docking molecular foram realizadas com programa GOLD
5.6.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.3.1. Interagdo com HSA

6.3.1.1. Espectroscopia de absorcao eletrénica na regido do UV-visivel

Com o objetivo de obter informacgdes sobre as interacdes, foram registrados
espectros de: HSA na auséncia dos corrois, corréis HsPh(CsFs)2Cor e
HsPyr(CeFs)2Cor e, mistura HSA:corrol.

O espectro de HSA apresentou duas bandas eletrénicas, uma em 222 nm e
outra em 280 nm, correspondentes a transicbes 1 — 7n* e n — w¥,
respectivamente, os quais estdo associados com os residuos de aminoacidos de
triptofano (Trp), fenilalanina (Phe) e tirosina (Tyr) [102]. Por outro lado, os
espectros dos corréis apresentam, como banda de absorcdo maxima, transicoes
em, aproximadamente, 420 nm (banda Soret), atribuida principalmente a
transicdes = — n*, referente a transi¢cdo do anel macrociclo.

Apo6s a adigcdo dos corréis ao HSA, houve hipercromismo (aumento de
absorbéncia) da transicdo em 280 nm da albumina sem deslocamento
batocrémico observado (Figura 24), indicando que a interacdo corrol:HSA parece
acontecer via mecanismo estatico, sem ocasionar perturbagdo no microambiente
nos arredores dos residuos de aminoacidos da albumina [88]

Para avaliar se o efeito hipercromico observado € uma consequéncia da
interacdo HSA:corrol e ndo simplesmente um resultado da absorcao do corrol,
0s espectros de absor¢cdo da mistura HSA:corrol e dos corrois foram subtraidos.
O espectro resultante (Figura 24) mostra que existe um pequeno efeito

hipercrémico devido a interagcdo HSA:corrol na interacao estatica. Além disso, a



banda eletronica do HSA observada a 222 nm sofreu alteracdo na presenca dos
corrois (deslocamento batocrémico), indicando que os corroéis HsPh(CsFs)2Cor e

HsPyr(CsFs)2Cor podem perturbar a estrutura da albumina.

Figura 24: Espectros de UV-vis do HSA (linha preta), corréis (linha vermelha)
HSA:corrol (linha azul) e espectro subtraido (HSA:corrol) — (corrol) (linha verde)
em solucdo de PBS (pH = 7.4) em 37 °C. [HSA] = 1.00 x 10> mol L e [corrol] =
2.78 x 10°° mol L.
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6.3.1.2. Espectroscopia de fluorescéncia

Para todos os ensaios, o perfil espectroscopico das interacdes foram as
mesmas, ou seja, houve hipocromismo da transicdo eletronica proveniente do
residuo de aminoacido de triptofano-214, porém sem grande deslocamento do
comprimento de onda de emissao maximo (Figura 25). Isto é um indicio de que
os corréis, ao interagirem com este residuo, ndo alteram a polaridade do

microambiente ao redor do mesmo.



Figura 25: Perfil espectroscépico de fluorescéncia do HSA (pH 7,4) na presenca

de concentracdes diferentes dos corroéis a 37 °C, em DMSO.
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Observou-se que os valores das constantes de Stern-Volmer tornavam-se
menores a medida em que a temperatura aumentava, indicando uma interagdo
estatica entre o corrol e o sitio de ligagdo do HSA (Tabela 10) [104]. A Figura 26
apresenta o plot de [corrol] x (Fo/F) dos quais séo obtidas as constantes de Stern-
Volmer (Ksv).

Através da equacdo de Stern-Volmer, determinou-se as constantes de
supressédo bimolecular (kq) do aduto, os quais sdo apresentados na mesma
tabela. Todas as constantes estiveram na ordem de 10'? L mol* s, sendo, desta
forma, superiores a constante de difusdo maxima (kair = 7,40 x 10° L mol? s?)
[105], confirmando, portanto, o que ja havia sido previsto pelos valores de Ksy,
uma interacdo estatica, ou seja, a formacdo de um aduto ndo-fluorescente que
suprimiu a emissao do fluoréforo (HSA). Esta mesma tendéncia foi observada

para corréis semelhantes na literatura [15]



Figura 26: Grafico de [corrol] x (Fo/F) para obter-se as constantes de Stern-

Volmer nas diferentes temperaturas analisadas.

1.45- ) 1.50- )
1.40 A 1.45 s
et 2 ]
1.35- = L o
1.30- EET 1.357 s o
e 22228 i ) P
=1.25 R < 120 L
w 0siiit? L 1251 o
1.20- F
e el + 16°C (289 K) 1.20 '3’:3:"‘ » 16 °C (289 K)
15+ W:E;EL" s 23°C (296 K) 1.15- P 23 °C (296 K)
1.10- o s 30°C (303 K) 1101 o 2 + 30°C (303 K)
1.05] .. » 37°C(310K) 105] 257 » 37°C (310 K)
- 44°C (31T K g T o
1.00-————— —— Ll 1.00L5—, ; . et iALR
5.0x10° 1.0x10° 1.5x10° 2.0x10° 2.5x10° 3.0x10° 5.0x10° 1.0x10° 1.5%x10° 2.0x10° 2.5x10° 3.0x10°
[H:Ph(CsF;5).Cor] (mol L") [H;Pyr(C¢Fs),Cor] (mol L)

As constantes de associacdo (Ka) utilizadas para avaliar a magnitude da

interacdo entre proteinas e ligantes tiveram seus valores determinados a partir

Fo
Fo—F)

1
[corrol]

(eixo Y) e

do grafico de . (eixo X), sendo o Ka 0 quociente entre 0os

coeficientes angular e linear (Figura 27). Os valores contidos na Tabela 10 para
0 H3Ph(CeFs)2Cor e HsPyr(CsFs)2Cor situam-se entre 4,7 x 10% e 3,08 x 10 L
mol?, os quais encontram-se abaixo de outras constantes encontradas na
literatura [15, 77,106]. Entretanto, ressalta-se que € desejavel que o Ka obtido
esteja em um valor intermediario (Ka= 10% L mol?) para que o ligante esteja apto

a ligar-se eficientemente a proteina e que possa ser biodistribuido no organismo.

Figura 27: Grafico de termos da equacdo de Stern-Volmer adaptado para
interacdo entre HSA e corrois em 16, 23, 30, 37 e 44 °C.
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cinco temperatura e pH = 7,4.

Tabela 10: Parametros de associacao para a interagdo entre HSA e corréis em

T Ksv Kq Ka
Corrol

(°C) (L mol?) (L molts?) (L mol?)

16 1,42 x10* £ 0.02 2,47 x1012 3,08 x10%+ 0.13

23 1,41 x10* £ 0.01 2,45 x1012 2,29 x10%+ 0.13
HsPh(CeFs)2Cor 30 1,39 x10%+ 0.02 2,43 x1012 1,36 x104+£ 0.13

37 1,36 x10%+ 0.01 2,37 x1012 7,00 x10%+ 0.01

44 1,35 x104+ 0.01 2,35 x10%2 4,70 x10%+ 0.01

16 1,65 x10%+ 0.02 2,87 x1012 1,79 x104+£ 0.13

23 1,62 x104+ 0.03 2,81 x10%2 1,62 x104+£ 0.13
HsPyr(CeFs)2Cor 30 1,61 x10%+ 0.02 2,80 x1012 1,39 x104+ 0.13

37 1,59 x104+ 0.03 2,77 x1012 1,11 x10%£ 0.05

44 1,57 x10%£ 0.02 2,73 x10%? 9,10 x10%+ 0.04

Em uma comparacgao direta entre os corrois sintetizados, as constantes de
associacdo obtidas a 37 °C indicam que o substituinte pirenil influencia na
formacdo do aduto com o HSA, provavelmente devido sua planaridade e maior
volume quando comparado ao grupo fenil de seu congénere. Isto pode criar um
ambiente favoravel ao HsPyr(CsFs)2Cor, pois 0 substituinte pirenil poderia
imergir no ambiente hidrofébico da proteina [107].

Para determinar qual € o modo de associac¢do predominante, os parametros
termodinamicos (AH, AS e AG) foram calculados (Tabela 11).

Baseado na equacgao modificada de van’t Hoff, um gréfico de In Ka (eixo Y) e
% (eixo X) foi realizado para determinar AH e AS (Figura 28), e de acordo com 0s

processos associados aos parametros termodinamicos descritos por
Subramanian e Ross [84], intera¢gbes envolvendo a AH < 0 e AS < 0, cujo caso
corresponde ao HsPh(CsFs)2Cor e HsPyr(CsFs)2Cor, podem ser classificadas
como ligacdes de hidrogénio, interacbes de van der Waals ou protonacao.
Partindo do principio de que os corrois contém uma quantidade razoavel de
hidrogénios e é relativamente planar, as duas primeiras hipéteses podem ser as
mais provaveis de ocorrer. Tendo em vista que os valores calculados de AG
foram negativos, os processos de interacdo dos corréis com o HSA ocorrem de

maneira espontanea. Além disso, os valores negativos obtido do AH e negativo



para o termo (TAS) para o HsPh(CsFs)2Cor indicam que o processo envolvendo

este corrol é entalpicamente, enquanto que para o HsPyr(CsFs)2Cor, 0 processo

€ entropica e entalpicamente dirigido, ja que o AH < 0 e o termo TAS > 0. Em

resumo, a presenga do substituinte pirenil em vez do fenil aumenta a habilidade

da molécula em interagir com o HSA do ponto de vista termodinamico,

corroborando com os maiores valores de Ka obtidos.

Figura 28: Grafico da equagado modificada de Van’t Hoff para interagao entre HSA

e corrdis em 16, 23, 30, 37 e 44 °C.
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Tabela 11: Parametros termodinamicos para a interacéo entre HSA e corrdis em

cinco temperatura e pH = 7,4.

T AH AS AG
Corrol
(K) (kJmol?) (kJmoltK1) (kJmol?)
16 -53.5 -0.0981 -25.1
23 -53.5 -0.0981 -24.5
HaPh(CeFs)2Cor 30 -535 -0.0981 -23.8
37 -53.5 -0.0981 -23.1
44 -53.5 -0.0981 -22.4
16 -19.0 -0.0162 -23.7
23 -19.0 -0.0162 -23.8
HsPyr(CeFs).Cor 30 -19.0 -0.0162 -23.9
37 -19.0 -0.0162 -24.0
44 -19.0 -0.0162 -24.1




6.3.1.3. Fluorescéncia sincronizada

Com o objetivo de obter informacdes a respeito do ambiente molecular da
vizinhancga dos residuos de aminoacidos triptofano e tirosina, tanto na auséncia
quanto na presenca dos corrdis, a fluorescéncia sincronizada foi utilizada. Para
esta avaliacdo, os espectros de fluorescéncia sincronizada da tirosina (AA = 15
nm) e triptofano (AL = 60 nm) sdo apresentados de modo a tentar elucidar se 0s
corrois afetam também as respectivas vizinhancas (Figura 29). Para ambos os
casos, a presenca dos corréis causou decréscimo da intensidade fluorescente
sem grandes deslocamentos bato ou hipsocrémico, indicando que os corréis ndo

afetam o microambiente em torno destes residuos de aminoéacidos [108].

Figura 29: Espectros de fluorescéncia sincronizada da interacao entre corrois e
HSA. [HSA] = 1,00 x 10° mol L e [corréis] = 0,35; 0,70; 1,05; 1,40; 1,74; 2,09;
2,44 e 2,78 x 10> mol L.

[Tirosina (AA = 15 nm) ]

1.6x10" SA 1.6x10"1

1.4x10"] 1.4x10" 1
4 18 % 1.2x10"{ yea.
2 1.2x1071 HsA:H;Ph(C.Fs),Cor - 2 H5A:H;Pyr(CgFs),Cor
£ 1.0x10"] £ 1.0x10"4
El 14 | ﬁ "]
3 8.0x10 € 8.0)(10“
7'.; 6.0x10" - g 6.0x10 " 4
§ 4.0x10™ g 4.0x10™
T 2.0x10"4 ~ 2.0x10"

0.0 ; : . . ; 0.0 —
240 255 270 285 300 315 240 250 260 270 280 290 300 310 320
A (nm) A (nm)
[Triptofano (AA = 60 nm) ]

1.8x10™- L HSA 1.8x10" C-HSA

1.6x10" ; 1.6x10"- [
T 1.4x10" ] 7 1.4x10"
= . e 15 |
E 1.2x10" = HSA:H;Ph(C¢F),Cor E 1.2x10 HSAH Pyr{CoFs),Cor
5 1.0x10" F 1.0x10"-
e s
= 14 14 |
_§8.0x10 1 3 8‘0)(10‘
T 6.0x10"1 T 6.0x10"4
£ 4.0x10%], § 4.0x10"
~ 2.0x10"1 T 2.0x10"

0'0 T T T T T T T 00 T T T T 1
240 250 260 270 280 290 300 310 320 240 260 280 300 320 340

A (nm) A (nm)



Na analise da tirosina, o deslocamento observado foi de 1,0 nm, o que pode
ser entendido como um erro experimental e ndo, necessariamente, um
fendmeno fisico, corroborando com resultados obtidos tanto por espectroscopia

de absorcao eletronica quanto por fluorescéncia.

6.3.1.4. Espectroscopia de dicroismo circular

A técnica de dicroismo circular permite observacfes acerca de perturbacoes
nas estruturas secundarias (UV distante) e terciarias (UV proximo) de proteinas.
Como citado no capitulo 3, a a-hélice do HSA apresenta dois sinais negativos no
espectro de dicroismo circular: uma em 208 nm (transicdo = — =') € outra em
222 nm (transicdo n — =), cujos correspondem as ligacdes peptidicas [109].

Os espectros a seguir indicaram que os corréis interagem com a estrutura
secundéaria (200 — 250 nm) do HSA pois quanto maior se tornava a concentracao
do corrol, maior era perturbagéo observada na a-hélice (Figura 30). Além disso,
também ocorreram deslocamentos batocrémicos de 208 para 212 nm para
ambos 0s corrdis nas maiores concentracdes estudadas, evidenciando uma
reducdo do conteldo helicoidal da proteina quando submetida a altas
concentracdes dos corrois [89].

Os espectros de dicroismo circular da Figura 31 sdo correspondentes a
estruturas terciarias da proteina. Sinais negativos proximo a 262, 268, 279 e 290
nm séo assinaladas como sendo de liga¢cGes entre enxofres de cadeias laterais
de residuos de aminoacidos de cisteina, ligacbes estas que possibilitam a
aproximacao entre estruturas secundarias e a formacado da estrutura terciaria da
proteina [110].

As perturbacdes observadas nesses comprimentos de onda indicam que 0s
corrgis sado capazes de interagirem com a estrutura, porém, por serem menos
intensas que as da estrutura secundaria, acredita-se que as interacdes
preferenciais ocorrem nesta.

Na tabela abaixo sdo apresentadas as porcentagens de conteudo helicoidal

(a-hélice) restantes apds o HSA estar em contato com 0s respectivos corrois.



Tabela 12: Conteudo de a-hélice restante (%) para o HSA (em tampé&o PBS)
apo6s contato com HsPh(CeFs)2Cor e H3Pyr(CesFs)2Cor, em 37 °C.

Razéo Molar H3sPh(CeFs)2Cor  HsPh(CgFs)2Cor  HsPyr(CsFs)2Cor  HsPyr(CeFs)2Cor

(HSA:corrol) (208 nm) (222 nm) (208 nm) (222 nm)
1:.0 58.2% 56.1% 58.7% 56.8%
1:5 56.2% 55.3% 58.4% 56.3%
1:10 46.7% 53.7% 50.2% 55.6%
1:15 37.9% 53.1% 35.2% 55.0%

Figura 30: Espectros de dicroismo circular do HSA (UV distante) na auséncia e

na presenca de diferentes proporcdes dos corrdis. [HSA] = 10 mol L.
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Figura 31: Espectros de dicroismo circular do HSA (UV préximo) na auséncia e

na presenca de diferentes proporcdes dos corréis. [HSA] = 10 mol L.
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6.3.1.5. Interagcdo com HSA: estudo de docking molecular



Ap6s a interacdo com a biomolécula, o corrol pode localizar-se,
preferencialmente, em um dos trés sitios de intera¢cdes do HSA: sitio de Sudlow
| (subdominio IIA), sitio de Sudlow Il (subdominio IlIA) e sitio Il (subdominio IB),

representados na

Figura 32. Para isto, estudos via docking molecular foram utilizados pois
permitem uma aproximacado em nivel atdmico da habilidade de ligacdo de cada
ligante dentro dos trés possiveis sitios [81].

Os valores de pontuacdo de docking para a interacdo entre HSA e os corrois
HsPh(CesFs)2Cor e HsPyr(CesFs)2Cor nos trés sitios estudados séo apresentados
na Tabela 14 e Tabela 15. De acordo com a tabela, o subdominio Il1A apresentou
a menor pontuacdo entre os trés sitios para os dois corrois. Desta forma,
assume-se que é pouco provavel que os ligantes tendam a localizar-se neste
subdominio (sitio de Sudlow Il. A proximidade, em pontuacao, entre os outros
dois sitios indicam que o HsPh(CeFs)2Cor e 0o HsPyr(CeFs)2Cor poderiam ligar-
se em qualquer um dos subdominios IIA ou IB.

Na literatura, ndo ¢é incomum derivados porfirinicos interagirem
preferencialmente com o subdominio IIA ou IB. Por exemplo, o Fe(lll)-2,17-
bis(sulfonato)-5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol e o0 anion meso-tetra-
(fenilsulfonato)porfirina na forma livre e na sua forma coordenada com ion Mg"
também localizam-se no sudominio 1A [15, 111,112], enquanto a protoporfirina

IX acomoda-se no interior do subdominio 1B [113].

Tabela 13: Pontuacao de docking molecular para interacdo do HsPh(CsFs)2Cor
e do HsPyr(CsFs)2Cor com o0 HSA.

HSA
Corrol Subdominio I1A Subdominio 1A Subdominio 1B
H3sPh(CeFs)2Cor 71.2 6.70 69.5
HsPyr(CsFs)2Cor 86.9 24.9 81.8

Os resultados do docking molecular sugerem interacdes de van der Waals e
ligacOes de hidrogénio como as principais forcas de interacéo para cada corrol

dentro dos trés principais sitios do HSA. Entretanto, as tabelas abaixo também



apresentam interagbes via mn-cétion para os subdominios IIA e IB (os dois
principais sitios possiveis para 0s corrois).

Como exemplo, para a interagdo HSA:H3Ph(CeFs)2Cor no subdominio IIA, o
hidrogénio do grupo guanidina dos residuos de aminoéacido de arginina-221
(Arg??t) e arginina-256 (Arg?®®) sdo os principais atomos para ligacdes de
hidrogénio com os atomos de flior presentes no ligante, os quais estéo distantes
2,50 e 3,50 A, respectivamente. J& os residuos de aminoacidos de triptofano-
214 (Trp?'4), histidina-241 (His?*!) e alanina-290 (Ala?®) podem interagir via
forcas de van der Waals com o HsPh(CsFs)2Cor, os quais distanciam-se 2,40,
3,20 e 2,50 A, respectivamente. Além disso, o niicleo do corrol pode interagir via
n-cation com o residuo de aminoacido de lisina-194 (Lys!®#), dentro de uma
distancia de 3,00 A.

Assim como em outras interacdes nao-covalentes envolvendo sistemas
aromaticos, as interacdes w-cation incluem um componente eletrostatico
substancial que aumenta as energias de ligacdo em 2 — 5 kcal/mol, tornando-as
competitivas com as ligacdes de hidrogénio e pares de ions nas interacdes
farmaco-receptor e proteina-proteina.

Assim, estudos tém estabelecido a importancia da interacdo n-cation no que
diz respeito a processos biologicos [114]. Uma vez que somente 0s subdominios
IIA e IB apresentaram interacao n-cétion para os corrois, provavelmente este tipo
de forca poderia ser uma das razdes pelas quais os corrdis ligam-se dentro

destes sitios.



Figura 32: Resultados de docking molecular para a interacdo HSA:corrol dentro
dos subdominios IIA (sitio I), IlI1A (sitio 1) e IB (sitio Ill). Residuos de aminoacidos
selecionados estdo representados como bastbes em marrom, enquanto o
HsPh(CsFs)2Cor e o HsPyr(CeFs)2Cor estdo em amarelo e rosa,
respectivamente. Cores dos elementos: hidrogénio (branco), nitrogénio (azul-

escuro), flior (azul-claro) e oxigénio (vermelho).
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Tabela 14: Resultados de docking molecular para a interacdo entre
HsPh(CesFs)2Cor e HSA.

Subdominio Residuo de Tipo de interacdo Distancia (A)
aminoécido
Lysto4 n-cation 3.00
Trp?14 van der Waals 2.40
Arg?2t Ligac&o de hidrogénio 2.50
Subdominio 1A His4 van der Waals 3.20
Arg256 Ligacéo de hidrogénio 3.50
Ala2% van der Waals 2.50
Leu38s van der Waals 2.80
lles38” van der Waals 1.80
Tyr410 Ligacéo de hidrogénio 2.30
Val414 van der Waals 1.80
Subdominio IlIA Leu42® van der Waals 1.80
Leu#6 van der Waals 2.10
Phe487 van der Waals 1.50
Leu#% van der Waals 3.30
Arg13 n-cation 2.70
Leult4 van der Waals 3.40
Leut4 (C=0) Ligacéo de hidrogénio 3.20
Arglé van der Waals 1.20
lle4! van der Waals 1.30
Subdominio IB His145 van der Waals 3.60
Phet%6 van der Waals 3.50
Tyr16o van der Waals 1.80
Leuld? van der Waals 2.90
Argtes van der Waals 3.40

Lys180 van der Waals 2.00




Tabela 15: Resultados de docking molecular para a interacdo entre
HsPyr(CsFs)2Cor e HSA.

Subdominio Residuo de Tipo de Interagéo Distancia

aminoéacido A)

Lysto4 n-cation 2.50

Leut®” van der Waals 3.10

Lysto8 van der Waals 1.90

Trp2i4 van der Waals 2.70

Val?40 van der Waals 3.60

Subdominio 1A His?4 van der Waals 2.30
His287 van der Waals 2.60

Val34? van der Waals 2.90

Val343 van der Waals 3.20

Leu480 van der Waals 3.00

Leu3s van der Waals 2.40

Arg?0® van der Waals 1.70

Tyr410 van der Waals 2.40

Subdominio HlIA Lys#13 van der Waals 1.40
Leu4?® van der Waals 3.10

Leu?? van der Waals 2.70

Leu?ss van der Waals 2.70

Ser+88 van der Waals 3.00

Arglts van der Waals 2.50

Leul4 van der Waals 3.60

Arg'1é n-cation 3.80

Arg16 (N-H) Ligagédo de hidrogénio 1.80

Tyrts? van der Waals 2.30

Subdominio IB llet4t van der Waals 3.40
His145 van der Waals 2.00

Phet%6 van der Waals 2.00

Tyr160 van der Waals 2.10

Gly88 van der Waals 2.90

Lyste? Ligagédo de hidrogénio 1.80




6.3.2. Interagcdo com DNA

6.3.2.1. Espectroscopia de absorcao eletrénica na regiao do UV-visivel

A espectroscopia de absorcao pode ser utilizada para investigar a interagao
do DNA com complexos metalicos e moléculas organicas. Assim, com o objetivo
de entender as mudancas espectrais causadas pela interacdo entre DNA e o0s
corréis estudados, a espectroscopia de absorcédo na regido do UV-visivel foi
utilizada. A Figura 33 apresenta o espectro de UV-visivel dos corrois
HsPh(CsFs)2Cor e H3Pyr(CsFs)2Cor na auséncia e na presenca de sucessivas
adicoes de DNA de timo de bezerro (CT-DNA).

Os dois corrbis apresentaram hipocromismo de suas principais transicoes
eletrdnicas. Além disso, a pequena variacdo de absorbancia observada na
banda Soret do HsPh(CeFs)2Cor e HsPyr(CsFs)2Cor (6,1% e 7,2%,
respectivamente) indica que os substituintes fenil e pirenil conseguem adentrar
parcialmente entre as bases nitrogenadas, mas que a interagao principal ocorre
na regido externa da biomolécula [115]. Na regido de 290 nm, houve o
surgimento de uma transicao eletrénica correspondente a absorcéo por parte do
DNA.

Embora exista similaridade entre os espectros de absorcéo eletrbnica dos
corrgis, as constantes de ligacdo determinadas foram diferentes, tendo o
HsPyr(CeFs)2Cor como a espécie que interagiu mais fortemente com o DNA. As
constantes de ligacéo obtidas foram 1,49 x 10° L mol* para o HsPh(CsFs)2Cor e
1,05 x 10° L mol! para o HsPyr(CeFs)Cor, este apresentando-se,
aproximadamente, 7 vezes mais eficiente quando se trata da formacéo do aduto
DNA-corrol.

Em relacdo ao perfil espectral da interacdo entre DNA e aduto, efeitos de
intercalagcdo do DNA séo indicados através de hipocromismo e batocromismo
acentuados, uma vez gue os orbitais do tipo © das espécies podem se sobrepor,

reduzindo a energia das transi¢cdes n— n" (batocromismo) [15, 99].



Figura 33: Espectros de absorcéo eletrénica dos corrois apos adicdes de CT-
DNA, em DMSO/Tris-HCI pH 7,4.
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Interacao via sulcos séo indicados por pequeno deslocamento batocrémico e
pouco hipocromismo [15, 99, 116]. Como o0s espectros de absorcao eletronica
apresentam, essencialmente, pouco hipocromismo, ha indicios para afirmar que
o modo principal de interagdo com o DNA é o de interacdo via sulcos. O
HsPh(CsFs)2Cor também apresentou pouco deslocamento batocrémico (2 nm),
mas como este deslocamento é pequeno, é pouco provavel que este fato indique
uma intercalacao.

Por fim, as constantes de ligacdo apresentadas pelo HsPh(CeFs)2Cor e
HsPyr(CeFs)2Cor sdo um pouco maiores quando comparadas a outros corréis
presentes na literatura (Tabela 16), o que as habilitam para estudos mais

aprofundados para interac6es com biomoléculas.



Tabela 16:Constante de ligagdo (Ko) do HsPh(CeFs)2Cor e HsPyr(CsFs)2Cor

comparados aos da literatura.

Molécula Kp (L mol?)
5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(fenil)corrol — HsPh(CsFs).Cor 1,49 x 10°
5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(pirenil)corrol — H3Pyr(CgFs).Cor 1,05 x 108
5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(4-metdxicarbonilfenil)-(piridil)galio(lll)corrol2 2,52 x 10°
5,15-bis(4-metdxicarboxifenil)-10-(pentafluorofenil)-(piridil)galio(l1l)corrol2 6,23 x 10*
2,17-bis(sulfonato)-5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol® 5,76 x 104
5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(p-hidroxi-fenil)ferro(lll)corrolc 1,28 x 10°
5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(p-hidroxi-fenil)manganés(lil)corrol® 2,94 x 10°
5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(p-hidroxi-fenil)cobre(lll)corrol® 2,20 x 10°

a ref. [100]; P ref. [15]; © ref. [117].

6.3.2.2. Espectroscopia de fluorescéncia

Primeiro, avaliou-se o efeito da presenca do DNA no estado excitado dos
corréis. A Figura 34 demonstra que adicbes sucessivas de CT-DNA (solucao
tampdo de DMSO/Tris-HCI pH 7,4) as solugcdes de HsPh(CeFs)2Cor e
HsPyr(CeFs)2Cor causaram hipocromismo (5 a 12%) da emissédo observada,
sendo mais acentuado no corrol com substituinte pirenil.

A pequena hipocromicidade, sem apresentar deslocamento batocrémico,
demonstra que estes corrois podem interagir com o DNA através de um modo
ndo-intercalativo. Portanto, 0o modo preferencial de interacéo entre corrois e DNA

parece ser por forcas de ligacdo através de sulcos da biomolécula.



Figura 34: Espectros de emissdo dos corréis apos sucessivas adigcbes de
solucdes de CT-DNA.
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Com o objetivo de determinar qual é a localizacao preferencial dos corroéis ao
interagir com o DNA, realizou-se ensaios de competicdo utilizando alaranjado de
acridina (AO), DAPI e verde de metila (MG) como competidores pela intercalacéo
de bases nitrogenadas, sulco menor e sulco maior do DNA, respectivamente.
Para isto, observou-se o efeito da adicdo do respectivo corrol a mistura de CT-
DNA:competidor. Pelo plot de [corrol] (eixo X) e (Fo/F) (eixo Y), calculou-se a
constante de Stern-Volmer (Ksv), principal parametro utilizado para predizer qual
a localizacao preferencial dos corréis.

Observando a Figura 35 e a Figura 36, pdde-se constatar que as adi¢cdes
sucessivas dos corrois as misturas de CT-DNA:competidor causaram reducéo
na emissao fluorescente da solucédo, indicando que os corréis tém a capacidade
de estarem em qualquer um dos sitios de interacao possiveis.

Os valores de Ksy calculados para as interagdes estao dispostas na Tabela
17, onde indica que o DAPI sofre maior competicdo com o corrol pelo sulco
menor do DNA, uma vez que a constante de Stern-Volmer obtida € a maior entre
0s ensaios de competicdo. Além disso, os valores da constante cinética de
supressao bimolecular (kq) indicam que as interacdes séo estaticas pois todos
os termos calculados foram acima da constante de difuséo controlada ideal (101°

L molt s?).



Tabela 17: Constantes de Stern-Volmer obtidos para os corréis apos interacao
com DNA, em DMSO, a 37 °C. Os possiveis desvios dos valores obtidos foram

omitidos para melhor visualizacao.

1 |
Competidor Ksv (L mol™) Kq (L mol?ts?)
H3sPh(CeFs)2Cor  HsPyr(CeFs)2Cor  HsPh(CeFs)2Cor  HsPyr(CsFs)2Cor
AO 3 . > S
(intercalag&o) 3:43x10 3,46 x 10 2,02x10 2,03x10
DAPI 3 . b b
(sulco menor) 58x10 6,12x10 2,64x10 2,78 x 10
MG
1,04 x 103 1,20 x 103 3,71 x 1012 4,28 x 1012

(sulco maior)

Figura 35: Espectros de fluorescéncia resultantes da interagdo entre HSA e
HsPh(CesFs)2Cor, em DMSO/Tris-HCI (pH = 7,4). [CT-DNA] = 2,00 x 10°° mol L™,
[AQ] = [DAPI] = [MG] = 2,00 x 10" mol L' e [corrol] = 0 a 100 pmol L.
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Figura 36: Espectros de fluorescéncia resultantes da interagdo entre HSA e
HsPyr(CsFs)2Cor, em DMSO/Tris-HCI (pH = 7,4). [CT-DNA] = 2,00 x 10°> mol L
1, [AQ] = [DAPI] = [MG] = 2,00 x 10" mol Lt e [corrol] = 0 a 100 pmol L.
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6.3.2.3. Interagdo com DNA: estudo de docking molecular

Calculos de docking molecular também foram empregados para oferecer uma
explicacdo em nivel molecular entre cada corrol e DNA. Assim como pode ser
visto na Tabela 18, a pontuacao atribuida aos corrdis indicam que eles podem
encaixar-se tanto em sulcos maiores quanto em sulcos menores do DNA.
Entretanto, ha um indicativo de que o HsPh(CeFs)2Cor insere-se melhor no sulco
maior e o HzPyr(CsFs)2Cor, no sulco menor, corroborando os ensaios realizados
por fluorescéncia utilizando os competidores Methyl Green e DAPI.

A Figura 37 apresenta a melhor posi¢cao para cada corrol dentro das fitas de
DNA e a Tabela 19 mostra as principais forcas intermoleculares envolvidas na
interacdo. Os resultados do docking molecular sugerem interacdes de van der
Waals e ligacbes de hidrogénio como as principais for¢as entre os nucleotideos
e 0s corréis, exceto para o HsPyr(CsFs)2Cor, no qual ndo foram detectadas
ligacdes de hidrogénio. Como exemplo, o oxigénio do grupo carboxila do DG-10

€ um potencial receptor para ligacdo de hidrogénio com o hidrogénio do grupo



amino do HsPh(CsFs)2Cor no sulco maior, os quais estdo distantes 2,90 A,
enguanto os residuos de nucleotideos DT-08, DC-09, DC-13, DC-14 e DC-15
interagem com o H3Ph(CsFs)2Cor via forgas de van der Waals, distantes entre si
1,80, 3,50, 2,80, 3,00 e 3,00 A, respectivamente.

Figura 37: Resultados de docking molecular para a interacdo DNA:corrol.
Residuos de nucleotideos estdo representados como bastdes em marrom,
enquanto o HsPh(CsFs)2Cor e H3Pyr(CesFs)2Cor s&o nas cores amarelo e rosa,
respectivamente. Cores dos elementos: hidrogénio (branco).
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Tabela 18: Pontuacao de docking molecular para interacado do HsPh(CsFs)2Cor
e do HsPh(CsFs)2Cor com o DNA.

DNA:corrol
Corrol Sulco menor Sulco maior
HsPh(CeFs)2Cor 55,3 50,2
HsPyr(CeFs).Cor 57.7 53.8

Tabela 19: Resultados de docking molecular para a interacdo entre DNA e

corrois.

Corrol Residuos de Tipo de interacdo Distancia

(Sulco) nucleotideos R)

DT-08 van der Waals 1,80

DC-09 van der Waals 3,50

HsPh(CeFs).Cor DG-10 Ligacdes de hidrogénio 2,90

(Sulco maior) DC-13 van der Waals 2,80

DG-14 van der Waals 3,00

DC-15 van der Waals 3,00

DG-02 Ligacdo de hidrogénio 2,90

DG-04 van der Waals 1,70

HsPh(CeFs).Cor DA-05 van der Waals 3,10

(Sulco menor) DC-21 van der Waals 3,30

DG-22 van der Waals 3,10

DC-23 van der Waals 3,70

DC-09 van der Waals 2,80

DG-10 van der Waals 2,50

HsPyr(CsFs).Cor DC-11 van der Waals 3,60

(Sulco maior) DC-13 van der Waals 3,00

DG-14 van der Waals 2,90

DC-15 van der Waals 1,60

DG-04 van der Waals 3,30

DA-05 van der Waals 3,00

HsPyr(CsFs)2Cor DA-06 van der Waals 3,60

(Sulco menor) DT-20 van der Waals 3,40

DC-21 van der Waals 3,10

DG-22 Ligacdo de hidrogénio 3,80
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7. MICROANALISES E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

7.1. ANALISE ELEMENTAR (CHN%)

As andlises elementares de carbono, nitrogénio e hidrogénio foram obtidas
utilizando-se um equipamento Perkin-Elmer CHN 2400e. As analises foram
realizadas em duplicata.

A Tabela 20 apresenta os resultados para analise elementar (%) de carbono,
nitrogénio e hidrogénio do HsPh(CeFs)2Cor e HsPyr(CeFs)2Cor. Além disso, o
HsPhsCor adquirido comercialmente também foi analisado para comprovar sua
pureza. Os resultados confirmaram a pureza das amostras, uma vez que as
porcentagens de carbono, nitrogénio e hidrogénio calculadas teoricamente

aproximaram-se das porcentagens obtidas experimentalmente.

Tabela 20: Resultado das anélises elementares de CHN (%) das amostras

Elemento HsPh(CsFs)2Cor HsPyr(CsFs).Cor HsPhs;Cor
%Cobtido; %0Cecalculado 62,98; 62,90 68,03; 67,96 84,66, 84,38
%Hobtido; Y0Hcalculado 2,29; 2,28 2,46; 2,43 5,02; 4,98
%Nobtido; %0Ncalculado 7,97; 7,93 6,88; 6,74 10,66; 10,64
Férmula molecular Cs7H16F10N4 Ca7H20F10N4 Cs7H26N4

7.2. ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO (HRMS)
ACOPLADA A IONIZACAO QUIMICA POR PRESSAO ATMOSFERICA (APCI)

Os espectros de massa de alta resolugdo dos compostos foram obtidos em
um espectrometro Bruker Micro TOF-QII 10416, com ionizagdo quimica por
pressdo atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric-Pressure Chemical
lonization), no modo positivo. Os espectros de massa foram registrados com
solugdes diluidas em MeOH, aproximadamente, 500 ppb de concentracdo com
um fluxo de 150 yL min e capilares de 3500 V.



Para confirmar a formacao dos corréis HsPh(CsFs)2Cor e HsPyr(CsFs)2Cor
utilizou-se a técnica de espectrometria de massas (HRMS-APCI) no modo
positivo. Nos espectros de massa obtidos (Figura 38), notou-se que os corroéis
foram observados, uma vez que os fragmentos de seus pesos moleculares
correspondentes foram detectados (HsPh(CeFs)2Cor, m/z = 706,117478;
HsPyr(CeFs)2Cor, m/z = 830,144455) nas suas formas protonadas,
representados pela sigla [M+H]* e pela distribuicdo isotopica (diferenca entre os
picos) de +1. Estes resultados estdo de acordo com o esperado e com 0s
espectros que foram simulados anteriormente, confirmando a existéncia das

espécies.

Figura 38: Espectros de massa do HsPh(CsFs)2Cor e do HsPyr(CeFs)2Cor.
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7.3. ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H

Figura 39: Espectro de *H-RMN do HzPh(CeFs)2Cor em CDCla.
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Figura 40: Espectro de *H-RMN do H3zPyr(CsFs)2Cor em CDCls.
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7.4. ESPECTROS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR COSY 2D H-

H

Figura 41: Espectro de COSY 2D *H-'H do HsPh(CsFs)2Cor em CDCls.
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Figura 42: Espectro de COSY 2D !H-'H do HsPyr(CeFs)2Cor em CDCls.
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7.5. ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE °F

Figura 43: Espectro de °F-RMN do HsPh(CesFs)2Cor em CDCls.
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Figura 44: Espectro de °F-RMN do H3Pyr(CeFs).Cor em CDCls.
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8. CONCLUSOES

Neste trabalho, apresentou-se da sintese do 5,15-bis(pentafluorofenil)-10-
(fenil)corrol — [H3Ph(CsFs)2Cor] e do 5,15-bis(pentafluorofenil)-10-(pirenil)corrol
— [HsPyr(CeFs)2Cor], partindo dos precursores benzaldeido e 1-
pirenocarboxaldeido, respectivamente, além do 5-
(pentafluorofenil)dipirrometano.

Estas moléculas foram caracterizadas através de diferentes técnicas como
andlise elementar CHN%, espectroscopia de absorcdo eletronica na regiao do
UV-vis, ressonancia magnética nuclear de 'H, F e COSY 2D 'H-1H,
espectrometria de massas de alta-resolugéo, voltametria ciclica, bem como seus
rendimentos quanticos de geracdo de oxigénio singleto, fotodegradacéo e
fluorescéncia.

Também foi avaliada a capacidade dos corrois em interagir com biomoléculas
tais como a albumina de soro humano (HSA) e DNA. Ao serem comparados a
outros corrdis na literatura, o HsPh(CsFs)2Cor e o0 HsPyr(CsFs)2Cor
apresentaram satisfatérios rendimentos quanticos de oxigénio singleto e elevada
fotoestabilidade, carateristicas estas que os tornam potenciais agentes em
aplicacoes biolégicas como interacdo com proteinas e DNA.

Diante destes fatos, interacées com as biomoléculas foram realizadas através
de ensaios de espectroscopia de fluorescéncia e de absorcdo eletronica na
regido do UV-vis e determinou-se que HsPh(CsFs)2Cor e o HsPyr(CeFs)2Cor
apresentaram elevadas constantes de associacao (Ka) em 37 °C, os quais foram
7,00 x 10% L molt (HsPh(CeFs)2Cor) e 1,11 x 10* L mol* (HsPyr(CsFs)2Cor), e
ocorrem espontaneamente, uma vez que foi constatado que a variacdo da
energia livre de Gibbs para os corrois foi negativo (AG < 0). A interagcédo entre
corrol e DNA também foi investigada. Por espectroscopia eletrdnica na regiao do
UV-vis obteve-se, como constantes de ligacdo (Kb), 1,49 x 10° L mol?
(HsPh(CeFs)2Cor) e 1,05 x 108 L mol?! (HsPyr(CsFs)2Cor), valores estes que
estdo acima das constantes de ligacao encontradas na literatura.

Por espectroscopia de fluorescéncia, a constante de Stern-Volmer (Ksv) foi
utilizada para determinar a capacidade interativa dos corréis com o DNA. Os
valores de Ksv determinados foram: 1,36 x 10* L mol? (HzPh(CeFs)2Cor) e 1,59



x 10* L mol1(HsPyr(CsFs)2Cor). Também, com o auxilio de estudos tedricos de
docking molecular, foi possivel estimar a posicdo preferencial dos corrdis ao
interagirem com as biomoléculas. Para os dois corrois, as pontuacdes de docking
indicaram o sulco menor como sitio preferencial do DNA e o subdominio lIA, para
o HSA. Por fim, a principal interacdo entre corréis e DNA/HSA é por forcas de
van der Waals.



Gupttuls 9 - Artigos ' Rublicadlos



9. ARTIGOS PUBLICADOS

Journal of Porphyrins and Phthalocyanines Published at https:/www.worldscinat.com/fipp/
J. Porphyrins Phthalocyanines 2020; A=T
DOI: 10.1142/31088424620500534

(pp. 20}

Fluorescent pyrene moiety in fluorinated C.,F;-corroles
increases the interaction with HSA and CT-DNA

Thiago V. Acunha?, Otavio A. Chaves*® and Bernardo A. Iglesias*?

*Laboratory of Bieinorganics and Porphyrinic Materials, Department of Chemistry, Federal University
of Santa Maria — UFSM, Roraima 1000, Santa Maria — RS, 97105-900, Brazil
"SENAI Institute of Innovation in Green Chemistry. Morais e Silva 53, Rio de Janeiro — RJ, 20271-030, Brazil

Received 26 August 2020
Accepted 02 October 2020

View Article Online

View lournal | View lssue

| M) Check for updates | Photophysical and electrochemical properties
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The present study reports on the optical and photophysical properties of trans-AzB-corroles possessing
pyrenyl units attached at the meso-10-position and compares them with those of model trans-AzB-
corroles having phenyl substituents at that position. In contrast to the model meso-substituted corrole,
the new pyrenyl-corrole shows slightly red-shifted absorption bands and blue-shifted emission, slightly
higher fluorescence quantum yield, and more importantly, it shows better photo-stability under white-
light illumination. Theoretical calculations were used to determine the electronic transitions and
geometries of the singlet and triplet excited states (TD-DFT and NTO). Moreover, we demonstrate that
the pyrenyl-corrole in analogy to previously studied model corroles is able to generate reactive oxygen

Received 2nd May 2020, species (ROS) under visible light using photo-degradation of 1,3-diphenylisobenzofuran (DBPF), a singlet
Accepted 1st July 2020 oxygen guencher, and EPR spectroscopy allied with the spin-trapping method is used for identifying
DOI: 10.1039/d0cp02364g singlet oxygen species. The results show that the pyrenyl unit attached at the meso-10-position of

the corrole increases the photo-stability and efficiency in ROS generation compared to the phenyl
rselifpeep substituent.
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