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RESUMO

SINTESE, CARACTERIZACAO E ESTUDO INTERATIVO COM DNA
DE MESO-TETRA(1-NAFTIL)PORFIRINAS E SEUS COMPLEXOS

AUTOR: Carolina Hahn da Silveira
ORIENTADOR: Prof. Dr. Bernardo Almeida Iglesias

Este trabalho teve como intuito a sintese da meso-tetra(1-naftil)porfirina e seus derivados
metalados com metais da primeira série de transicdo (Zn", Cu', Ni"', Co"', Mn'"""). Os compostos
foram caracterizados por anédlise elementar, espectrometria de massas, ressonancia magnética
nuclear de 'H e 3C, espectroscopia eletrénica nas regides do ultravioleta-visivel e do
infravermelho, espectroscopia de emissédo fluorescente e voltametria ciclica. Somando-se a isso,
também foram desenvolvidos estudos de agregacéo das porfirinas em solucdo, fotoestabilidade,
geracdo de oxigénio singleto e céalculos tedricos por DFT. A interacdo das porfirinas com o ct-
DNA foi avaliada tanto experimentalmente (via espectroscopia UV-vis e de emissdo), quanto
através de docking molecular. Em ambos, observou-se a capacidade dos derivados
estabelecerem interacdes, sendo as principais forcas de ligacdo as interacdes de Van der Waals
e interacdes hidrofobicas. Além disso, também foi feita a avaliagdo prévia da atividade
fotodindmica destes compostos frente a microrganismos.

Palavras-chave: Porfirina, metaloporfirina, DNA.



ABSTRACT

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND DNA INTERACTIVE
STUDY WITH MESO-TETRA(1-NAFTIL)PORFYRINES AND ITS
COMPLEXES

AUTHOR: Carolina Hahn da Silveira
ADVISOR: Prof. Dr. Bernardo Almeida Iglesias

This study aimed to synthesize meso-tetra(1-naphthyl)porphyrin and its metalloporphyrin
derivatives with metals of the first transition series (Zn", Cu'', Ni"", Co'', Mn""). The compounds
were characterized by elemental analysis, mass spectrometry, *H e '*C nuclear magnetic
resonance, electron spectroscopy in ultraviolet- visible and infrared regions, fluorescence
emission spectroscopy and cyclic voltammetry. In addition, studies of porphyrin aggregation in
solution, photostability, singlet oxygen generation and theoretical calculations by DFT were
also evaluated. The interaction of the porphyrin compounds with the ct-DNA were evaluated
for experimentally (via UV-vis and emission spectroscopy) and through molecular docking. In
both, the ability of the derivatives to establish interactions was observed, with the main binding
forces being the Van der Waals interactions and hydrophobic interactions. In addition, the
previous photodynamic activity of these compounds against microorganisms was also
evaluated.

Keywords: porphyrins, metalloporphyrins, DNA.
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1. INTRODUCAO

Os estudos das porfirinas estdo nas mais diversas areas, incluindo bioquimica, quimica,
medicina, entre outras [1]. As porfirinas sdo macrociclos tetrapirrolicos que estdo presentes em
sistemas bioldgicos, desempenhando fungdes especificas, como por exemplo a hemoglobina
(transporte de oxigénio no sangue) e clorofila (captacdo de energia luminosa) [2].

Desde a sintese e comprovacdo da heme (porfirina complexada com ions Fe'!, presente
na hemoglobina), novos estudos que possibilitam a obtencdo desses compostos em laboratério,
a partir do pirrol, vem sendo relatados desde a década de 1930, quando Rothemund e
colaboradores [3] publicaram seus primeiros trabalhos. Porém, somente em 1980, Lindsey e
colaboradores [4], dando continuidade aos estudos de Adler e colaboradores [5], sugeriram uma
rota sintética na qual porfirinas meso-tetra-substituidas fossem o produto majoritério.

Para a sintese da porfirina meso-tetra-substituida desse trabalho, utilizou-se 0 método
proposto por Gonsalves e colaboradores [6, 7]. A metodologia é analoga a de Adler [5], no
entanto empregando uma mistura de acido acético e nitrobenzeno como solvente. O
nitrobenzeno é empregado como auxiliar na oxidacdo do porfirinogénio, intermediario na
sintese da porfirina. Além disso, reduzindo ou evitando a formacéo de clorina.

Tendo em vista a aplicacdo em, por exemplo, terapia fotodindmica, mimetizacdo de
moléculas fotossintéticas e interacio com DNA [8, 9, 10], estudos que investigam as
propriedades eletrdnicas, quimicas e fotofisicas de compostos porfirinicos vem sendo
desenvolvidos.

A interacdo de macrociclos tetrapirrélicos com biomoléculas (como DNA, proteinas)
consiste no objetivo de varios estudos de design de farmacos [11, 12]. Neste sentido, as
porfirinas e metaloporfirinas representam uma classe importante de compostos que interagem
com o DNA [13, 14]. Metaloporfirinas tem sido utilizada em varios campos de anélise de
interacdo com DNA, como mecanismo de quebras de DNA [15], sondas fluorescentes de DNA
[16] e atividade enzimatica de reparo de DNA [17].

H&a um crescente interesse no estudo de complexos de metais de transicdo devido as suas
diferentes geometrias de coordenacéo, processos redox e a capacidade diferenciada de interagir
com o DNA, podendo ser interagdes dos tipos covalente ou ndo covalente [18]. Nas interacGes
covalentes, a ligagdo pode ser irreversivel, ocasionando a substituicdo de ligantes do complexo,
interligacdo inter e intra-cadeia ou possivel alquilagdo de bases nitrogenadas do DNA [19]. No

caso dos processos ndo covalentes, ha uma interacdo reversivel na qual o composto interage
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com biomoléculas por meio de intercalacdo, forcas eletrostaticas ou interacdo no sulco
maior/menor, desencadeando mudancas na estereoquimica do DNA, quebra de fita ou ainda
inibindo a ligacédo ou interacdo proteina-DNA [20].

Uma outra abordagem do emprego de porfirinas € como fotossensibilizador na terapia
fotodindmica (PDT). O principio da PDT baseia-se no emprego de uma molécula
fotossensibilizadora que na presenca de oxigénio e luz pode gerar espécies reativas de oxigénio,
capazes de interagir com um substrato [9, 21, 22, 23]. Entre os propoésitos da PDT estdo a
destruicdo de celulas cancerigenas, bem como a inativacdo e eliminacdo de microrganismos

causadores de doencas [24, 25, 26].
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2. OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS
Sintetizar metalo-naftil-porfirinas com metais da primeira série de transicdo, aléem da
porfirina base-livre. Caracteriza-las utilizando técnicas espectroscopicas e eletroquimicas,

avaliar a interagdo com biomoléculas e o efeito fotodindAmico em micro-organismos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar meso-tetra(1-naftil)porfirina

o Sintetizar metaloporfirinas de zinco(ll), cobre(ll), niquel(ll), cobalto(lll) e
manganés(l11).

o Caracterizar os compostos sintetizados utilizando técnicas como: andlise elementar
CHN%, espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS-ESI(+)), ressonancia
magnética nuclear (RMN) de H e 13C, espectroscopia eletronica nas regides do
ultravioleta-visivel (UV-vis) e infravermelho (IV), espectroscopia de emissdo
fluorescente, eletroquimica.

o Avaliar propriedades fotofisicas por emissdo fluorescente, rendimentos quéanticos de
fluorescéncia, fotoestabilidade e geracdo de oxigénio singleto.

o Analisar a interacdo desses compostos com ct-DNA por técnicas espectrofotométricas,

bem como através de modelagem molecular.

o Avaliar o efeito fotodindmico sobre microrganismos (bactérias e fungos).

Figura 1: Representacdo geral das estruturas dos compostos sintetizados.

TNafPor Zn'= ZnTNafPor Co''= CoCITNafPor

) |
Cu''= CuTNafPor Mnlll= MnCITNafPor
Ni'"= NiTNafPor
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aspectos gerais

A origem da palavra porfirina vem do grego “porphura”, cujo significado se refere a
cor pdrpura, que é uma caracteristica principal dessa classe de compostos [1].

O anel porfirinico é constituido por quatro anéis pirrdlicos conjugados, ligados entre si
por ponte do tipo metenil (CH). Quando ndo apresenta nenhum substituinte € denominada de
porfina [1]. Apresenta 11 ligagOes duplas (22 elétrons m), onde apenas 18 elétrons © estdo
conjugados, cumprindo a regra de aromaticidade de Huckel (4n + 2), tal fato confere
estabilidade ao anel. A Figura 2 traz a representacdo ilustrativa de um anel porfirinico, onde
mostra a classificacao dos atomos de carbonos a (1,4, 6,9, 11, 14,16, 19), B (2, 3,7, 8, 12,13,
17, 18) e meso (5, 10, 15, 20). Além disso, na forma neutra a porfirina é chamada de “base-
livre” [1, 7, 27].

Figura 2: Representagdo estrutural de um anel macrociclo de uma porfirina.

Posicio p

o
[
[=]

b

]

Posigio a

5 . Posigio meso

Fonte: Adaptado de Milgrom, 1997, p. 9.

3.2. Metodologias de sintese de obtencéo de porfirinas

Em 1912, Kister propbs a primeira estrutura de uma porfirina, porém por ser uma
estrutura de alta massa molecular, acreditava-se ndo ser estavel. Em 1929, Fischer e

colaboradores sintetizaram a heme, porfirina complexada com ions Fe'', tendo a comprovacéo
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da estrutura por difracdo de raios X [1]. Baseando-se nesses estudos, varias metodologias
sintéticas de porfirinas foram relatadas.

Em 1935, Rothermund propds uma rota de sintese para obtencdo de porfirinas meso-
substituidas, tendo como material de partida pirrol e benzaldeido. A sintese envolvia o emprego
de metanol como solvente e pequenas quantidades de piridina, o sistema era mantido em
refluxo, por 48 horas [3]. O rendimento obtido para essa reagéo era de 9%, entretanto, continha
cerca de 5% de clorina como impureza.

Com objetivos de alcancar melhores rendimentos para a mesma sintese, Adler e
colaboradores utilizaram meio &cido (&cido acético ou &cido propi6nico) em sistema aberto, sob
refluxo por 30 minutos [5]. O Esquema 1 traz a representacdo da sintese.

Esquema 1: Representacdo da rota sintética geral de uma meso-tetra-(aril)porfirina proposta por Adler e
colaboradores.

CHO
CH;COOH ou CH;CH,COOH,

refluxo, Oy,
4 [/ \3 + 4 30 min _

N
H

Pirrol Benzaldeido

meso-tetra-(fenil)porfirina- H, TPP
Rendimentos aproximados de 20%

Fonte: Adaptado de Adler, Longo e Shergalis, 1964.

Como aprimoramento das metodologias ja existentes, alguns anos mais tarde, Lindsey
e colaboradores buscaram desenvolver uma nova rota de sintese [4]. Nessa nova metodologia,
publicada em 1986, a reacdo ocorre em duas etapas: a primeira envolve a reacdo entre pirrol e
benzaldeido, em diclorometano (DCM) ou cloroférmio (CHCIs), na presenca de 2,2,2-4cido
trifluoracético (TFA) ou eterato de trifluoreto de boro (BF3O(C2Hs)2, como acido de Lewis),
em temperatura ambiente. A reacdo gera um intermediério porfirinogénio, onde possui 0s
quatro nitrogénios internos protonado. Na etapa seguinte, um agente oxidante é utilizado para

oxidar o intermediario porfirinogénio, geralmente 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona
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(DDQ, estrutura no Anexo 8.9), produzindo a meso-tetra(fenil)porfirina. Os autores relatam que
o0 rendimento obtido para este experimento foi de, aproximadamente, 45% [4]. O Esquema 2

traz uma representacdo da rota de sintese.

Esquema 2: Representagao geral da rota sintética proposta por Lindsey e colaboradores.

2+

HO
¢ DCM ou CHCly
// \\ . (j BF3;0(C,Hs), ou TFA DDQ
N
H
Pirrol Benzaldeido
meso-tetra-(fenil)porfirinogénio meso-tetra-(fenil)porfirina- H,TPP

Fonte: Adaptado de Lindsey, Schreiman e Hsu, 1986.

3.3 Metaloporfirinas

As porfirinas “base-livre” podem atuar como ligantes na formacdo de complexos
estaveis com a maioria dos metais, principalmente metais da primeira série de transicdo. Para a
reacdo de metalacdo, onde acontece a complexacdo no centro da porfirna, geralmente é
realizada com um sal do metal (acetato ou cloreto), levando a formacédo de uma metaloporfirina.
Os céations metalicos coordenados nas porfirinas podem estar em estados de oxidacdo variavel
de dois a seis. Dessa forma, essa classe de compostos oferece uma versatilidade e aplicabilidade
ampla na area de quimica de coordenacédo [28].

Em geral, a metalacdo envolve a reacdo entre um sal metalico de interesse MX, (M= ion
de metal, X = CI, Br, OAc) com as porfirinas na forma de base-livre, gerando uma
metaloporfirina. As reagdes podem ocorrer em meio organico utilizando solvente como
cloroférmio, tolueno ou DMF. Ao longo dos anos, diversos métodos foram desenvolvidos para
a sintese das metaloporfirinas, dependendo principalmente da natureza do ion metéalico [29, 30].
Dentre eles, pode-se destacar trés metodologias:

(1) método do acetato, que utiliza acido acetico como solvente, possibilitando uma
maior solubilidade da porfirina e do sal metéalico. Nesse método a reagdo acontece em refluxo
de &cido acético e sal do metal em questdo, em atmosfera inerte.

(2) método da piridina, onde a mesma atua como solvente e catalisador bésico,

comumente empregada para metais divalentes.
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(3) método do acetilacetonato (acac), em solventes organicos, sendo esse um método de
facil purificacdo por cromatografia direta, sendo mais adequado para metais em altos estados

de oxidacéo.

3.4 Terapia fotodinamica

A terapia fotodindmica (Photodynamic Therapy, PDT) é um processo considerado
fotodinamico pois, relaciona a combinacgédo de um fotossensibilizador, luz e oxigénio molecular
com o objetivo de ocasionar destruicdo seletiva de um alvo bioldgico. Esses alvos bioldgicos
podem ser células tumorais ou infec¢Bes localizadas provocadas por microrganismos [31].
Sendo assim, a terapia fotodinamica surge como uma possivel alternativa para o tratamento do
cancer, diferentemente aos métodos convencionais (cirurgia, quimioterapia e radioterapia), uma
vez que a administracdo pode ocorrer também por via parenteral (injecGes intravenosas, intra-
arterial, subcutanea, entre outras) [21, 23].

O primeiro estudo do uso da PDT foi relatado por Oscar Raab em 1900, empregando
luz visivel em combinagdo com o corante acridina para destruir organismos vivos (Paramecium
caudatum, um protozoério) [32]. Posteriormente, vérios relatos de uso de uma fonte de luz para
tratamento de doencas e eliminagdo de microrganismos foram apresentados.

Em 1913, Friedrich Meyer-Betz realizou o primeiro estudo de terapia fotodinamica em
humanos utilizando hematoporfirinas aplicando a substancia na prépria mao [33]. Porém,
somente em 1975, Thomas Dougherty conseguiu obter com sucesso o tratamento de cancer de
pele, o que possibilitou anos mais tarde realizar o primeiro estudo clinico controlado em
pacientes humanos [34]. O Photofrin® (representagdo estrutural no Anexo 8.9) foi um dos
primeiros farmacos aprovados para utilizacdo na terapia fotodindmica, empregado no
tratamento de cancer de esdfago [35].

Em relagdo & utilizacdo de porfirinas como fotossensibilizadores, Bonnett e Martinez
[36] relataram as seguintes vantagens: estabilidade quimica gerada pela aromaticidade presente
na estrutura basica, rendimentos apreciaveis de oxigénio singleto e baixa toxicidade. Sendo
assim, novos derivados porfirinicos tém sido alvo de estudos com o intuito do aumento da
seletividade, para reduzir o possivel dano a células saudaveis.

Além de pesquisas relacionadas a PDT contra células tumorais, muitos derivados
porfirinicos sdo sintetizados para avaliar a eficiéncia do efeito fotodindmico em

microrganismos [37, 38, 39].
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3.5 Interagdo com DNA

O DNA é considerado um alvo de acdo importante a ser atingido pelos farmacos. O
modelo que descreve a estrutura do DNA (acido desoxirribonucleico) é o da dupla hélice
publicado por James Watson e Francis Crick, em 1953 [40]. Nessa estrutura as duas fitas do
DNA se enrolam formando uma dupla hélice, com cavidades que diferem no tamanho.

O DNA ¢ constituido por bases nitrogenadas, responsaveis pelo codigo genético,
derivadas de anéis de purina como adenina (A) e guanina (G) e de pirimidina como citosina (C)
e timina (T) [41]. Outro componente estrutural importante é a desoxirribose classificada como
pentose, responsavel pelo comando das fungdes celulares dos acidos nucleicos. As pentoses
ligam-se entre si através de um grupo fosfato, formando ligacdes fosfodiésteres.

As bases nitrogenadas estdo orientadas para o lado de dentro da dupla fita, devido aos
anéis aromaticos serem hidrofébicos, enquanto que as desoxirriboses ficam na parte externa,
em contato com o meio aquoso [40]. A estrutura do DNA é mantida através de ligacbes de
hidrogénio entre as bases de cada fita, pareando uma adenina com uma timina e uma citosina
com uma guanina [42].

Devido a estrutura quimica do DNA exibir grande quantidade de anions fosfatos e
grupos doadores de elétrons, como oxigénio e nitrogénio, favorece a interagdo com cétions
metalicos de complexos que podem apresentar atividade em clivar o DNA. Dessa forma, o
estudo de interacdo de compostos com o DNA torna-se importante, uma vez que o DNA pode
ser alvo de agentes farmacoldgicos. O reconhecimento desses complexos pode ocorrer através
de interacOes eletrostaticas em que o ion metélico esta carregado positivamente e o esqueleto
carbono-fosfato do DNA esta carregado negativamente, por intercalagdo onde ocorre quando
insercdo entre os pares de bases nitrogenadas, tornando-se estaveis por interacdes nao-
covalente, por ligacdo as cavidades do DNA por interaces covalentes, eletrostaticas, ligacoes

de hidrogénio, van der Waals e hidrofobicas, como ilustrado na Figura 3 [43, 44, 45, 46].
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Figura 3: Imagem representativa dos tipos de interacdes com o DNA.

NAO-COVALENTE NAO-COVALENTE NAO-COVALENTE COVALENTE COVALENTE

Intercalacgio Interagio com os sulcos Interagio eletrostitica Li§ﬂ€5° a base Ligacio ao fosfato
nitrogenada

Fonte: Adaptado de Barra e Netto, 2015.

O processo de formacdo das interacfes entre compostos e 0 DNA segue 0s principios
basicos de quimica geral e de coordenacdo, destacando-se 0s seguintes: &tomos de oxigénio e
nitrogénio presentes nas bases nitrogenadas e nos grupos fosfato representam pontos para a
formacdo de ligagdes com o centro metélico (ions de metais); complexos formados por ions
metalicos menores e pouco polarizaveis ligam-se a atomos de oxigénio, enquanto que 0s ions
metalicos maiores e polarizaveis se ligam preferencialmente ao nitrogénio (teoria de acidos e
bases duros e moles de Pearson); fatores como impedimento estérico e possibilidade de ligacdo
de hidrogénio podem ser determinantes no tipo de interacao observada; a labilidade dos ligantes
presentes no complexo esta diretamente relacionado a capacidade de atingir o alvo
farmacoldgico e também a tendéncia na formacéo da ligacdo covalente com o DNA; além disso,
as caracteristicas estruturais e eletronicas dos ligantes, por exemplo, ligantes planares rigidos

ricos em elétrons = favorecem a intercalacédo [44, 47, 48, 49, 50].
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4. EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes

Os reagentes, solventes e ct-DNA utilizados foram adquiridos em grau analitico e
utilizados sem tratamento prévio. A cromatografia em coluna foi realizada usando silica-flash
230-400. A cromatografia de camada delgada (TLC) foi realizada em folhas de aluminio (1,0

mm de espessura) com silica-gel.

4.2 Ponto de Fusao

Os pontos de fusao dos compostos foram medidos em um aparelho digital Microguimica
modelo MQAPEF-301 pertencente ao laboratério de Materiais Inorganicos da Universidade

Federal de Santa Maria.

4.3 Analise Elementar

As analises elementares de carbono, nitrogénio e hidrogénio foram realizadas pela
Central Analitica do 1Q-USP, utilizando-se um equipamento Perkin-EImer CHN 2400. No
Instituto de Quimica da Universidade de Séo Paulo. Todos as analises foram feitas em duplicata,

utilizando em torno de 3 mg de cada composto (massa por medida).

4.4 Espectrometria de massas

Os espectros de massas de alta resolucdo dos compostos, foram obtidos em um
micrOTOF-QII (Bruker Daltonics, Billerica, MA), com ionizagéo electrospray (ESI), no modo
positivo, no Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul, sob a supervisao do
Prof. Dr. Thiago Barcelos. Os espectros de massa foram registados com solugdes metanolicas

de cerca de 500 ppb de concentragédo com um fluxo de 180 pL/min e capilares de 4000 V.
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4.5 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de *H e RMN de 3C foram obtidos em espectrémetro Bruker
DPX- 400 MHz, pertencente ao Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da
Universidade Federal de Santa Maria. Os deslocamentos quimicos (6) estdo relacionados por
parte por milhdo (ppm), em relagéo ao pico residual de tetrametilsilano (TMS), utilizados como
padrdo interno para os espectros de préton, em cloroférmio deuterado (CDCl3). Colocando-se
entre parénteses os dados de: multiplicidade (s = simpleto, d = dupleto, t = tripleto, quart =
quarteto, quint = quinteto, sex = sexteto e m = multipleto), o nimero de hidrogénios deduzido

da integral relativa e a constante de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

4.6 Espectroscopia na regido do infravermelho

As analises para obter os espectros na regido do infravermelho foram realizadas através
de um equipamento Bruker Tensor-27 Sample Compartment RT- DLa-TGS, janela espectral
de 4.000 - 400 cm®, localizado no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Maria. Para a realizagdo, as amostras foram preparadas em pastilhas contendo 1% de composto

e 99% de brometo de potassio (KBr), sendo as massas medidas em balanga analitica.

4.7 Espectroscopia eletrénica na regido do Ultravioleta-visivel (UV-vis)

Os espectros eletrénicos nas regides do ultravioleta e do visivel foram obtidos em um
espectrofotémetro UV-vis 2600 Shimadzu, localizado no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Maria. As solugées foram feitas em dimetilsulféxido (DMSQ)
em concentragdes de 10* mol L. A partir disso, pode-se calcular o valor de coeficiente de
absortividade molar (¢, em L moltcm™), utilizando a equagdo A=¢bc, onde A é a absorbancia,

b o caminho ético (cm™), ¢ a concentragdo (mol L™1).

4.8 Espectroscopia de emissao

Os espectros de emissao fluorescente foram obtidos em um Cary50 Eclipse

Fluorescence Spectrophotometer (Agilent Technologies). No laboratério de analises quimicas
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LACHEM da Universidade de Santa Maria. As solugfes utilizadas para analises foram em
concentragdes de 10 mol L.

4.9 Calculo tebrico

De modo a confrontar os dados experimentais obtidos, os calculos teéricos foram
realizados no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob a
supervisao do Prof. Dr. Paulo F.G. Gongalves, utilizando o software Gaussian, versao 16,
revisdo B.01 [51]. Para otimizagdes geométricas e analise vibracional fundamental, a
metodologia DFT (Density Functional Theory) foi usada com o conjunto de base cc-pVDZ. As
otimizag&es de geometria e analise vibracional no primeiro estado excitado foram realizadas
utilizando a Teoria Funcional de Densidade Dependente do Tempo (Time Dependent Density
Functional Theory; TD-DFT) e a fungdo de base jun-cc-pVTZ. O conjunto de base jun,
chamado de "conjunto de base de calendario”, é recomendado por Truhlar e colaboradores [52]
como melhor opgdo para conjuntos de bases aumentadas, por apresentar um menor custo
computacional. Os calculos foram realizados como um hibrido de correlagdo-correlagao
funcional, wB97XD, que inclui um modelo de dispersdo empirica, mostrando melhor
concordancia para a descrigao dos estados excitados, de acordo com trabalhos anteriores [53].
O efeito do solvente foi considerado em todos os calculos usando o Modelo de Polarizabilidade
Continua (Polarizable Continuum Model; PCM), o solvente utilizado foi o DMSO. As imagens

das geometrias e orbitais moleculares foram geradas usando o programa ChemCraft 1.8 [54].

4.10 Voltametria Ciclica

As medidas voltamétricas foram feitas em um Potenciostato/Galvanostato EcoChemie
AutoLab PGSTAT 32N, localizado na Universidade Federal de Santa Maria, em solugédo de
diclorometano (DCM), utilizando hexafluorofosfato de tetrabutilamonio como eletrolito
suporte (0,1 mol L™t em solucdo de DCM). Estes experimentos foram realizados empregando
um sistema padrao de trés componentes: um eletrodo de trabalho de carbono vitreo; um eletrodo
auxiliar (fio de platina) e um eletrodo de pseudo-referéncia de platina. Para monitorar o eletrodo
de referéncia, o par redox (Fc*/Fc = 0,64 V vs SHE) foi utilizado como referéncia interna, e 0s

voltamogramas estéo expressos em fun¢do do mesmo.
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4.11 Estudo de agregacao

Os estudos de agregacéo das porfirinas foram feitos em um espectrofotémetro UV-vis
2600 Shimadzu, localizado na Universidade Federal de Santa Maria. Os espectros de absorc¢ao
UV-vis foram medidos em funcdo da concentracdo usando DMSO como solvente, em
concentracgdes variadas de 10 uM a 100 uM de cada porfirna. As mudancas nos Amax das bandas

de transi¢cdo foram monitoradas.
4.12 Fotoestabilidade

Os ensaios de fotoestabilidade dos compostos foram feitas utilizando uma placa de LED
branco (50 mW cm), monitoradas durante 60 min. Em espectrofotometro UV-vis 2600
Shimadzu, localizado na Universidade Federal de Santa Maria. As solu¢des na concentracdo de

10 mol L™ foram preparadas em DMSO.
4.13 Geracao de oxigénio singleto (Ensaio DPBF)

O ensaio utilizado para avaliar a geracdo de oxigénio singleto, foi através da
fotodegradagéo de 1,3-difenilisobenzofurano (1,3-Diphenylisobenzofuran, DPBF) [55], onde
1,5 mL de uma solucéo estoque de 100 uM de DPBF em DMSO foi misturado com 0,5 mL (50
uM) de uma solugdo dos derivados de porfirina. A cubeta foi completada com 2,0 mL de DMSO
até um volume final de 4,0 mL. Para medir a geracéo de O, os espectros UV-vis das solugdes
(amostras e padrao) foram registrados para diferentes tempos de exposi¢do usando um laser de
diodo (A =660 nm) posicionado a 1,0 cm da amostra (TheraLaser DMC, S&o Carlos, SP, Brasil),
com uma poténcia média de 100 mW. Os rendimentos quanticos de geracdo de oxigénio

singleto (®,) foram calculados utilizando a Equacéo 1.

(I)Std k std
Dy = "4 /kstd'l /] 1)

onde, IS4/1 = (1 — 104st¢) /(1 — 104), d3H é 0 rendimento quantico de oxigénio singleto da
amostra padréo (nesse caso, Ftalocianina de Zinco (ZnPc) dissolvido em DMSO, &5t = 0.67)
[56], k e kS sdo as constantes cinéticas de fotodegradacéo para porfirinas e ZnPc (padrio),

respectivamente, e A, € A séo as absorbancias para ZnPc (padréo) e porfirina.
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4.14 Ensaios de interacdo com biomoléculas

As andlises de interacOes das porfirinas, base-livre e metaloporfirinas, com DNA de timo
de bezerro (ct-DNA) foram realizadas por medidas de UV-vis em temperatura ambiente em
uma mistura de DMSO (2%)-Tris-HCI (pH 7,4). As solugdes estoques dos compostos foram
feitas em DMSO na faixa de 10 mol L*. As concentracdes de par de base de DNA de baixo
peso molecular de timo de bezerro (ct-DNA) foi determinada por espectroscopia de absor¢éo
na regido do UV-vis, usando coeficiente de absortividade molar 6.600 L.mol cm™ (por par de
base) em 260 nm, Os ensaios foram conduzidos com solucfes dos derivados de porfirinas em
mistura de solucdo de DMSO e Tris-HCI, em pH 7,4, onde houve a titulagdo com concentracfes
crescentes de DNA (de 0-100 uM). Os espectros de absorcédo foram adquiridos na faixa de
comprimento de onda entre 300-800 nm. As constantes intrinsecas de ligacdo (Kp) foram
calculadas de acordo com o decaimento das bandas de absor¢do dos compostos usando a

Equacgdo 2, através de um grafico de [DNA]/(ea — &f ) versus [DNA].

[DNA]/(ea — &) = [DNA]/(en — & ) + L/Kn(ep — &f) (2)

onde [DNA] é a concentracdo de DNA nos pares de bases, €a € 0 coeficiente de absortividade
molar (Aobs / [cOmposto]), b € & Sdo 0s coeficientes de absortividade molar das formas ligada
e totalmente livre, respectivamente. Através do grafico entre [DNA]/(ea - &f) versus [DNA], Ky
é obtido pela razdo entre a inclinacdo e a interceptacdo da equacéo da reta.

Os estudos de competicdo no DNA foram realizados usando experimentos de emissdo de
fluorescéncia com ct-DNA na presenca de brometo de etidio (EB) (Brometo de 3,8-diamino-5-
etil-6-fenilfenantridinio). A partir de uma solucédo estoque das porfirinas, em DMSO, houve a
adicdo gradual desta na cubeta de quartzo de quatro faces (comprimento do caminho de 1,0 cm)
contendo brometo de etidio (EB, 2,0 x 107 mol L) e ct-DNA (1,0 x 10" mol L) numa solugéo
tampéo Tris-HCI pH 7,4. As concentrac6es das porfirinas variaram de 0 a 100 uM. As amostras
foram excitadas em Aexc = 510 nm e 0s espectros de emissédo foram registrados na faixa de 550
a 800 nm, apos cada adicdo de aliquota de porfirina, 5 minutos foi o tempo de espera necessario
a cada medida para permitir a incubacdo com o DNA. As constantes de extin¢do de
fluorescéncia de Stern-Volmer (Ksv) dos compostos foram calculadas de acordo com o
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decaimento das bandas de emissdo de EB-DNA usando a Equacéo 3 através de um grafico de
Fo/F versus [DNA],

Fo/F = 1 + Ksv[Q] 3)

onde [Q] é a concentracdo de compostos de porfirina, Foe F sdo as intensidades inicial e final
de emissao, respectivamente. Através de um grafico entre Fo/F versus [porfirina], o valor de

Ksv é obtido pela razdo entre a inclinag&o e a interceptacdo da equacéo da reta.

4.14.1 Analise de célculo de docking molecular

As anélises tedricas por docking molecular foram conduzidas na Universidade Rural do
Rio de Janeiro, sob a supervisdo do Prof. Otavio A. Chaves. As estruturas das porfirinas base-
livre (TNafPor) e metaloporfirina (ZnTNafPor, CuTNafPor, NiTNafPor, CoCITNafPor e
MnCITNafPor) foram analisadas e minimizadas energeticamente pelos calculos de DFT,
usando o potencial B3LYP e o conjunto de bases 6-31G*, disponivel no programa Spartan'14.
A estrutura cristalografica do DNA foi obtida no Banco de Dados de Proteina com o
identificador 1BNA (resolucdo de 1,90 A) [57]. Os estudos de docking molecular foram
realizados com o programa GOLD 5.2 (CCDC, Cambridge Crystallographic Data Center).

Os atomos de hidrogénio foram adicionados a estrutura do DNA de acordo com os dados
inferidos pelo programa GOLD 5.2 nos estados de ionizacdo e tautoméricos. O local de
ancoragem molecular para cada ligante no DNA foi definido na dupla hélice do DNA com um
raio de 5,0 A. O nimero de operacBes genéticas (cruzamento, migracdo, mutacdo) em cada
corrida de ancoragem usada no procedimento de pesquisa foi definido como 100.000. A fungéo
de pontuagdo usada foi “ChemPLP”, que ¢ a funcdo padrdo do programa GOLD 5.2 [58]. A
pontuacdo de cada pose identificado foi calculado como o negativo da soma de uma série de
termos de energia envolvidas no processo de interagdo macromolécula-ligante, assim, mais
positiva a pontuacéo significa melhor interacao [59]. Os resultados de docking molecular foram
gerados pelo PyMOL Molecular Graphics System 1.1leval (programa Delano Scientific LLC,
Palo Alto, CA, EUA).
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4.15 Microrganismos

Os ensaios microbiologicos foram realizados no Departamento de Microbiologia e
Parasitologia da UFSM, sob a supervisdo do Prof. Dr. Roberto C. V. Santos e da aluna de
doutorado Marcia Ebling. Os microrganismos utilizados neste estudo foram Staphylococcus
epidermidis ATCC 35985, Pseudomonas aeruginosa PAO1, Klebsiella pneumoniae ATCC
1705, Providencia rettgeri ATCC 2994, Proteus mirabilis ATCC 25933, Aeromonas caviae
IC, Staphylococcus aureus ATCC 6538 Shigella flexneri ATCC 120223232, Escherichia coli
ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa PNCQ Proex 340, Burkholderia cepacia IC, Candida
albicans ATCC 14053, Streptococcus salivarius IC. Streptococcus oralis IC, Streptococcus
mutans IC, pertencentes a bacterioteca/micoteca do Laboratdrio de Pesquisa em Microbiologia
Oral da Universidade Federal de Santa Maria, RS. Os microrganismos foram mantidos em meio
de cultura com glicerol e arrefeceu-se a -80°C. A amostra foi descongelada, inoculada em caldo
de infusdo de coragdo do cérebro (BHI) e incubada durante 24h. Depois, foram semeados em

agar nutriente e incubados durante 24h a 37 °C.

4.15.1 Avaliacado da atividade antimicrobiana por disco de difusao

O teste de suscetibilidade preliminar foi realizado empregando-se a técnica de disco de
difuséo proposta por Bauer e colaboradores [60] em agar Mueller-Hinton (MHB). Os in6culos
contendo os diferentes microrganismos foram semeados em placas de petri contendo agar
Mueller-Hinton (MHB). Ap6s, 20 uL de cada formulacdo foram adicionados aos discos que
por sua vez foram depositados na placa. Apds adicionar os discos, a placa foi incubada por 24h
a 37 °C em estufa bacterioldgica. Apds este periodo, os halos foram medidos (em mm). O ensaio

foi realizado em triplicata.

4.15.2 Concentracdo minima inibitéria (MIC) e concentracéo bactericida minima
(CBM)

A concentra¢do minima inibitoria (MIC) foi determinada pelo método de micro-dilui¢éo
em placas de 96 pocos [61]. Onde, diferentes concentragcdes de porfirinas foram adicionadas
em pogos com caldo Mueller-Hinton (MHB) [62] e a suspensdo com microrganismo. O controle
positivo foi considerado o pogo com a suspensdo e MHB enquanto o controle negativo foi
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apenas MHB. Foram preparadas duas placas da mesma maneira: uma foi irradiada por uma
placa de LED (luz branca; 5,0 cm de distancia; 50 mW/cm?) por 60 minutos e outra por 60
minutos no escuro. Depois, as placas foram incubadas durante 24h a 37 °C. O ensaio foi
revelado com cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazélio (TTC), que desenvolve uma cor vermelha no
crescimento microbiano. A concentracdo mais baixa que ndo mostrou alteracdo na cor foi
considerada como MIC.

Para determinar a concentracdo bactericida minima (CBM) foi tomada uma aliquota de
1 uL de cada pogo, semeada em placa de agar nutriente e incubada por 24h. Depois, as coldnias
foram identificadas e a menor concentracdo que ndo demonstrou crescimento microbiano foi

considerada a CBM. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.15.3 Curva de morte

O ensaio de curva de morte foi realizado de acordo com Lopes e colaboradores [62] com
modificacdes, para determinar o tempo necessario para que as porfirinas eliminem o0s
microrganismos. O mesmo método de experiéncia utilizado no item anterior foi aplicado para
este estudo. Os pogos contendo caldo MHB e porfirinas na concentragdo de CBM foram
incubados a 37 °C, sendo que uma das placas foi exposta a luz branca (50 mW/cm?), e a outra
placa sem exposicao (escuro). Nos tempos de 0, 15, 30 e 60 minutos, uma amostra foi coletada
e semeada em placa com agar nutriente. A placa foi mantida a 37 °C durante 24h e as coldnias
foram contadas. O controle positivo foi considerado o pogo com caldo MHB e 0 microrganismo

em questdo. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.16 Sintese da meso-tetra(1l-naftil)porfirina (TNafPor)

Primeiramente, em um bal&o de fundo redondo de 250 mL, solubilizou-se 3,92 mL do
1-naftaldeido (28,86 mmol, 1 equivalente) na mistura de acido acético glacial e nitrobenzeno
(75 mL/35 mL). O pirrol (2,0 mL, 28,86 mmol, 1 equivalente) foi previamente solubilizado em
acido acético glacial e adicionado lentamente a solugdo contendo o aldeido (gota a gota). A
reacdo foi mantida em condicdo de refluxo de 1h a temperatura de 120 °C. O sistema foi
resfriado até temperatura ambiente, o acido acético e nitrobenzeno foram removidos por
destilacdo sob pressdo reduzida, seguido da adicdo de metanol para ocorrer a precipitacdo da
porfirina. Apds o periodo de 24 horas, filtrou-se a solugédo e o solido obtido foi lavado com
metanol para eliminar as impurezas de polipirrois gerados. O produto obtido foi solubilizado
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em diclorometano e purificado por cromatografia em coluna (silica-gel), utilizando uma mistura
de CH2Clz/n-hexano (2:1) como eluente, seguido de uma recristalizacdo em CH2Clo,/MeOH
(1:3). A primeira fracdo foi identificada por TLC como meso-tetra-(1-naftil)porfirina, como

demonstrado no Esquema 3.

Dados espectroscopicos para a porfirina TNafPor: sélido parpura (1,20 g, 1,473 mmol,
5% de rendimento). T.F. > 300 °C (decomp.). RMN de *H (400 MHz, CDCls): § = —2,24 (bs,
2H, NH interna), 7,11-7,21 (m, 8H), 7,45-7,49 (m, 4H), 7,79-7,84 (m, 4H), 8,09 (d, 4H, J =
10,2 Hz), 8,21-8,28 (m, 8H) e 8,48 (s, 8H, -H). 3C RMN (100 MHz, CDCls): § =117,7, 119,6,
124,2,124,7,125,7, 126,3, 127,8, 128,2, 128,7, 129,2, 130,8, 132,8, 133,3, 134,6, 135,9, 136,4,
136,7, 137,0, 139,1, 146,8. Infravermelho (pastilhas de KBr, cm™): 3315 (vn-n), 3044 (vcr),
1709 (ve-c), 1578 (vc=c), 1344 (dc-c), 950 (6c-H), 790 (dc-n). Anal. calc.: para CeoHaoN4: C
88,43%; H 4,70%; N 6,87%. Encontrado: C 88,52%; H 4,78%; N 6,90%. HRMS-ESI [M + H]™:
m/z = 815,3161 (calculado para CeoHaoN4 + H*: 815,3169).

Esquema 3: Esquema da rota de sintese da meso-tetra(1-naftil)porfirina (TNafPor).

f \ I O
/ \ Acido acético, nitrobenzeno
+ Refluxo, 120 °C, 1 hora _ O Q
N L
H
Pirrol 1-Naftaldeido O

TNafPor

4.17 Sinteses: meso-tetra[(1-naftil)porfirinato]zinco(ll) (ZnTNafPor), meso-tetra[(1-
naftil)porfirinato]cobre(ll) (CuTNafPor) e meso-tetra[(1-naftil)porfirinato]niquel(ll)
(NiTNafPor)

O Esquema 4 retrata de maneira geral as sinteses das metaloporfirinas de Zn", Cu'' e

Ni'" correspondentes, onde em um balo de fundo redondo de 50 mL, solubilizou-se 80 mg de
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TNafPor base-livre (0,091 mmol, 1 equivalente) e 5 equivalentes de acetato do metal em estado
de oxidacdo 2+ (zinco 100 mg, cobre 90 mg e niquel 113 mg) em condicéo de refluxo utilizando
acido acético glacial como solvente (10 mL), por um periodo de 1 a 5 horas. O monitoramento
das reacdes foi feito via espectroscopia na regido do UV-vis. Apds termino da reagéo, o solvente
foi removido em evaporador rotatério e purificado por cromatografia em coluna (silica-gel),
utilizando CH2Cl2 como eluente. Os s6lidos obtidos foram lavados com agua destilada e secos

em dessecador sob vacuo.

Dados espectroscopicos para metaloporfirina ZnTNafPor: Solido purpura (0,076 g,
0,087 mmol, 95% de rendimento). T.F. > 300 °C (decomp.). Infravermelho (pastilhas de KBr,
cm™): 3043 (vcr), 1813 (ve-c), 1590 (ve=c), 1338 (8c-c), 977 (8c-H), 794 (Sc-n). Anal. calc.:
para CeoH3sNasZn: C 82,05%; H 4,13%; N 6,33%. Encontrado: C 82,07%; H 4,13%; N 6,38%.
HRMS-ESI [M]" e [M + H]*: m/z = 876,2225 e m/z = 877,2217 (calculado para CeoH3sNaZn:
876,2225 e CeoHzgN4zZn + H™: 877,2304).

Dados espectroscopicos para metaloporfirina CuTNafPor: sélido purpura escuro (0,064
g, 0,074 mmol, 81% de rendimento). T.F. > 300 °C (decomp.). Infravermelho (pastilhas de KBr,
cm™): 3043 (vcn), 1814 (vec), 1590 (ve=c), 1341 (8c-c), 978 (8c-H), 795 (Sc-n). Anal. calc.:
para CeoH3sN4Cu2H20: C 78,97%; H 4,14%; N 6,15%. Encontrado: C 82,22%; H 4,44%; N
6,39%. HRMS-ESI [M]* e [M + H]": m/z = 875,2155 e m/z = 876,2262 (calculado para
CeoH3sN4Cu: 875,2230 e CeoHzsN4Cu + H*: 876,2308).

Dados espectroscopicos para metaloporfirina NiTNafPor: sélido castanho (0,060 g,
0,069 mmol, 76% de rendimento T.F. > 300 °C (decomp.). Infravermelho (pastilhas de KBr,
cm™): 3044 (ven), 1810 (vec), 1503 (ve=c), 1345 (8c-c), 980 (8c-H), 794 (Sc-n). Anal. calc.:
para CeoH3sNsNi6H20: C 73,57%; H 4,16%; N 5,75%. Encontrado: C 82,68%; H 4,95%; N
6,43%. HRMS-ESI [M + H]*: m/z = 871,2255 (calculado para CeoHasNaNi + H*: 871,2366).
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Esquema 4: Esquema geral da rota de sintese das metaloporfirinas utilizando acetato metalico.

O acetato metalico O
O Q CH;COOH, refluxo O

TNafPor M= Zn" (ZnTNafPor)
M= Cu!f (CuTNafPor)
M= Ni'l (NiTNafPor)

4.18 Sinteses: meso-tetra{[(1-naftil)porfirinato]cloro}cobalto(l11) (CoCITNafPor) e
meso-tetra{[(1-naftil)porfirinato]cloro}manganés(l11) (MnCITNafPor).

O Esquema 5 apresenta de maneira geral a sinteses propostas para as metaloporfirinas
contendo fons Co"' e Mn'!" realizadas em um baldo de fundo redondo de 50 mL, onde
adicionou-se TNafPor base-livre (0,091 mmol, 80 mg, 1 equivalente) e 5 equivalentes do
cloreto metélico em questdo (de cobalto 108,25 mg e de manganés 90 mg), sob condicdo de
refluxo em acido acético glacial como solvente (10 mL), por um periodo de 1 a 5 horas. Os
cloretos metalicos de Co e de Mn, estado de oxidag&o 2+, foram oxidados durante a reacdo em
sistema aberto pelo oxigénio. As reacdes foram acompanhadas via espectroscopia na regiao do
UV-vis. Apos termino da reacdo, o solvente foi removido em evaporador rotatorio e purificado
por cromatografia em coluna (silica-gel), utilizando uma mistura de CH>Clz/n-hexano (1:1)
como eluente. Os solidos obtidos foram lavados com agua destilada e secos em dessecador sob

Vvacuo.

Dados espectroscopicos para metaloporfirina CoCITNafPor: solido castanho-escuro
(0,050 g, 0,055 mmol, 60% de rendimento). T.F. > 300 °C (decomp.). Infravermelho (pastilhas
de KBr, cm™): 3044 (vcn), 1812 (vec), 1591 (ve=c), 1345 (8c-c), 981 (8c-n), 794 (Sc-n). Anal.
calc.: para CeoH3zsN4CoCl4H20: C 73,55%; H 4,00%; N 5,75%. Encontrado: C 79,42%; H
4,54%; N 6,17%. HRMS-ESI [M-CI]*: m/z =871,2254 (calculado para CeoH3sN4Co: 871,2266).
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Dados espectroscopicos para metaloporfirina MnCITNafPor: sélido castanho-escuro
(0,044 g, 0,049 mmol, 54% de rendimento). T.F. > 300 °C (decomp.). Infravermelho (pastilhas
de KBr, cm™): 3053 (vc-n), 1591 (ve-c), 1502 (vie=c), 1340 (8c-c), 983 (8c-+), 797 (Sc-n). Anal.
calc.: para CeoH3sNsMnCI7H20: C 70,05%; H 4,02%; N 5,44%. Encontrado: C 79,77%; H
4,94%; N 6,20%. HRMS-ESI [M-CI]": m/z = 867,2308 (calculado para CeoHzsNsMn:
867,2314).

Esquema 5: Esquema geral da rota de sintese utilizando cloreto metéalico.

O cloreto metalico O
O O CH;COOH, refluxo O Q

TNafPor M= Co™ (CoCITNafPor)
M= Mn'"! (MnCITNafPor)
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 Sintese

Para a sintese da porfirina neste trabalho foi utilizada a metodologia desenvolvida por
Rocha Gonsalves e colaboradores [6]. Nesta metodologia, o aldeido e o pirrol sdo solubilizados
em acido acético glacial na presenca de nitrobenzeno na condi¢cdo de refluxo, seguidos de
purificagcdo direta e recristalizagdo. O nitrobenzeno foi utilizado como agente oxidante,
promovendo a oxidacdo do porfirinogénio em porfirina [7]. Os complexos de metais de
transicdo foram preparados em reacdo de refluxo da porfirina (TNafPor) na presenca de um sal

metalico na forma de acetato ou cloreto, utilizando acido acético como solvente.

5.2 Ponto de fusdo e Anélise elementar (CHN%b)

A Tabela 1 mostra os dados obtidos das analises elementares para 0s compostos desse
trabalho. Nota-se que as metaloporfirinas CuTNafPor, NiTNafPor, CoCITNafPor e
MnCITNafPor apresentam &guas de hidratacdo. As analises por ponto de fusdo para todos os

compostos foram superiores a 300 °C, indicando decomposic¢ao com o gradiente de temperatura.

Tabela 1: Valores encontrado para analise elementar.

Porfirina C% (teor.) H% (teor.) N% (teor.) Foérmula Molecular
TNafPor 88,52 (88,43) 4,78 (4,70) 6,90 (6,87) CeoH3sNs4
ZnTNafPor 82,07 (82,05) 4,13 (4,13) 6,33 (6,38) CeoHzsN4Zn
CuTNafPor 78,97 (82,22) 4,44 (4,14) 6,15 (6,39) CeoHasN4Cu2H20
NiTNafPor 73,57 (82,68) 4,95 (4,16) 5,75 (6,43) CeoH3sN4Ni*6H,0
CoCITNafPor 73,55 (79,42) 4,54 (4,00) 5,75 (6,17) CeoH3sN4CoCl+4H,0
MnCITNafPor 70,05 (79,77) 4,94 (4,02) 5,44 (6,20) CeoHasNsMnCl+7H20

5.3 Espectrometria de Massas

De modo geral, as porfirinas apresentaram nos espectros de massas de alta resolugédo
(HRMS-ESI) picos caracteristicos do tipo [M+H]" (Tabela 2; Anexo 8.1). Para as

metaloporfirinas de zinco(ll) e niquel(Il) observou-se protonacéo do anel, atribuida ao pico do
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ion [M+H]". Nos casos das espécies de cobalto(l11) e manganés(l11), a perda do ligante cloreto
axial foi observada, formando o pico [M-CI]* . A Tabela 2 apresenta um resumo dos picos

encontrados para as porfirinas estudas nesta dissertagéo.

Tabela 2: HRMS-ESI-(+)-TOF-MS das porfirinas (erro experimental <5 ppm).

Porfirina Formula P.M. (g mol?) fon observado
Molecular [M]*

TNafPor CeoHazsNas 814,3096 815,3161 [M+H]"
ZnTNafPor CeoH3asNaZn 876,2231 877,2217 [M+H]*
CuTNafPor CeoH3sN4Cu 875,2236 875,2155 [M]*
NiTNafPor CeoHasNaNi 870,2293 871,2255 [M+H]*

CoCITNafPor CeoH3sN4CoCl 906,1961 871,2254 [M-CI]*
MnCITNafPor CeoH3sN4MnCl 902,2009 867,2308 [M-CI]*

5.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Em geral, 0 espectro de RMN de H da porfirina base-livre TNafPor apresenta o perfil
esperado para porfirinas meso-tetra-substituidas. Para a TNafPor, os sinais em 8,48 ppm
correspondem as ressonancias dos protons B-pirrolicos. Como esperado, os dupletos a 8,09 ppm
com constantes de acoplamento (J) de 10,2 Hz e sinais multipletos a 7,11 a 7,48 e 8,21-8,28
foram identificados como as ressonancias dos prétons das porcGes naftil nas posicdes meso.
Além disso, o sinal tipico correspondente aos protons internos (NH) da porfirina base-livre
aparece em o - 2,24 (Anexo 8.2).

Os espectros de RMN de 'H para os complexos de Zn" e Ni'' ndo foram realizados
devido a precipitagdo dos derivados no tubo durante as analises. Para os derivados Cu'", Co''' e
Mn'!" os espectros de RMN de *H n&o foram realizados devido a presenca de paramagnetismo

das amostras.

5.5 Espectroscopia na regido do Infravermelho

As porfirinas apresentam um padrdo de absor¢do complexo na regido do infravermelho,
possuindo em torno de 100-105 modos vibracionais fundamentais, entre esses inclui:
deformac0es estruturais simetricas e assimétricas do anel macrociclico, vibragdes de &tomos de

hidrogénio ligados aos carbonos e nitrogénio, alem de distor¢des dos grupos substituintes, fora
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do plano do anel porfininico [63, 64]. A Tabela 3 apresenta os principais estiramentos e
deformac0es encontrados para a porfirina base-livre e seus derivados metalados. Os espectros

estdo relatados no Anexo 8.3.

Tabela 3: Principais estiramentos (v) e deformacdes (8) na regido do infravermelho (em pastilha de KBr).

Porfirinas Estiramentos e deformagGes em cm'?
TNafPor 3315 (VN.H), 3044 (VC.H), 1709 (Vc.c), 1578 (Vc:c), 1344 (SC.c), 950 (SC.H), 790 (SC.N)
ZnTNafPor 3043 (vch), 1813 (vec), 1590 (ve=c), 1338 (8¢c-c), 977 (Sc-H), 794 (S¢cn)

CuTNafPor 3432 (von), 3043 (vca), 1814 (vec), 1590 (ve=c), 1341 (8c-c), 978 (Sc-+), 795 (Sc-n)

NiTNafPor 3316 (vo), 3044 (vc), 1810 (vec), 1503 (ve=c), 1345 (3c-c), 980 (8c-n), 794 (Sc-n)
CoCITNafPor 3441 (vor), 3044 (vc.h), 1812 (vec), 1591 (ve=c), 1345 (3c.c), 981 (8c-n), 794 (Sc)
MnCITNafPor 3426 (vor), 3053 (ver), 1591 (vec), 1502 (vesc), 1340 (Sc-c), 983 (Scw), 797 (Scn)

5.6 Espectroscopia de absorcdo na regido do UV-vis e de emissao fluorescente

Porfirinas apresentam um perfil caracteristico quanto ao espectro de absorc¢ao na regido
do UV-vis. Tanto da porfirina base-livre quanto das metaloporfirinas, os espectros consistem
de um conjunto de bandas de absor¢éo sobrepostas na faixa de 400-700 nm, corroborando com
as propriedades de absorcédo caracteristicas das porfirinas, conforme observado na Figura 4a.
Em geral, a porfirina base-livre TNafPor exibe bandas caracteristicas: a banda de absorcdo Soret
em 423 nm (e = 169.824 L.mol cm™), enquanto as bandas Q foram observadas a 516 (Qyu0)) ,
547 (Qy(0-0)), 590 (Qx(1-0)) € 652 nm (Qx(0-0), respectivamente (Tabela 4). A Tabela 4 apresenta
valores correspondentes das bandas de absorgdo Soret e Q para os complexos Zn", Cu", Ni'' e
Co'!', observadas na faixa de comprimento de onda entre 420-470 nm para a banda Soret e entre
525-660 nm para as bandas Q, respectivamente. O derivado MnCITNafPor exibe transi¢des
eletrbnicas na regido entre 375-425 nm, podendo ser atribuidas a transi¢des do tipo MLCT
(transferéncia de carga metal ligante), conforme relatado na literatura [65, 66].

Apesar de suas semelhancas, nota-se que a banda Soret é estreita para os complexos Zn'
e Cu", quando comparada com as porfirinas Ni", Co'"" e Mn'""". Esta observacio é consistente
com a tetra-coordenacéo de ions Zn", Cu" e Ni" gerando uma geometria quadratica-planar e
com a penta-coordenacao das porfirinas de Co'"' e Mn'""' em uma geometria do tipo piramide de
base quadrada distorcida, do ambiente de coordena¢do do macrociclo, pela presenga de um
ligante axial cloreto (CI). Além disso, a inser¢do de ions de metais que s&o pouco
eletronegativos ocasionou um deslocamento batocromico da banda Soret [67].
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Os espectros de emissao de fluorescéncia de porfirinas em solugédo de DMSO (Aexc a 430
nm; faixa de 550-800 nm) e os dados espectrais estdo relacionados na Tabela 4. Os espectros
sdo mostrados na Figura 4b e o rendimento quéantico de emissdo (®s) foi estimado a partir dos
espectros de emissao e absorcao da meso-tetra(fenil)porfirina como referéncia (TPP; ®f = 0,150
em DCM) por um método comparativo.

Constatou-se que os rendimentos quanticos de emissdo dos derivados de porfirinas
estudados nessa dissertacdo sdo menores que o rendimento quantico de emisséo do padrédo TPP.
Este fato pode ser atribuido a um aumento de elétrons d ndo emparelhados nas metaloporfirinas.
Entretanto, a presenca de ions zinco(ll) na porfirina, resulta em um aumento da intensidade de
emissio e do rendimento quéntico, devido a configuracdo de camada cheia (d*°) dos ions Zn'".
Os diferentes valores para os rendimentos quanticos podem também estar atribuido ao
acoplamento eletrénico entre a unidade naftil e o anel porfirinico pela presenca ou auséncia do
ion metélico.

O aumento do numero atdbmico do metal no centro do anel porfirinico ocasiona um
decréscimo nas intensidades de fluorescéncia, isso devido a outros processos de desativacao do
estado singleto. A distor¢cdo da planaridade do anel também pode ocasionar na diminuicédo da

emisséo fluorescente [67].

Figura 4:(a) Espectros de absor¢do UV-vis e (b) Espectros de emissdo fluorescente em solucdes de DMSO.
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Tabela 4: Dados fotofisicos de absorcao e emissdo fluorescente das porfirinas estudadas.

Porfirina A, nm (log €; L.mol cm™)2 Aem, NMP<C @y
TNafPor 423 (5.23), 516 (4.03), 547 (3.50), 590 (3.53), 652 (3.28) 653, 715 0.018
ZnTNafPor 432 (5.54), 562 (4.15), 599 (3.63) 606, 658 0.103
CuTNafPor 424 (5.50), 544 (4.28), 622 (3.66) n.d.* n.d.*
NiTNafPor 420 (5.50), 529 (4.46), 620 (3.96) 656, 716 0.010
CoCITNafPor 424 (5.56), 531 (4.41), 655 (3.70) 656, 714 0.012
MnCITNafPor 399 (5.09), 470 (5.60), 568 (4.56), 600 (4.27) 649, 715 0.011

b em solucédio de DMSO; Cexcitacdo em 430 nm; ¢ referéncia utilizada tetra(fenil)porfirina em DCM (TPP — &g =
0.150); *n.d. = ndo determinado, abaixo de 1%.

5.7 Célculos tedricos DFT

A analise conformacional das porfirinas meso-tetra-(1-naftil)substituidas proporcionou
diferentes estruturas de acordo com a disposi¢do dos grupos naftil ligados as posi¢cdes meso do
anel porfirinico. A estrutura da porfirina base-livre apresenta simetria semelhante a D2n, devido
a disposicdo alternada dos quatro substituintes naftil presentes nas posi¢cbes meso. Ja as
metaloporfirinas pertencem ao grupo de ponto Dsn, com aumento da simetria em relagdo as
porfirinas ndo metaladas [68]. A partir das estruturas otimizadas, o espectro de absorcédo
eletronica foi calculado e os comprimentos de onda de absorcdo sdo mostrados na Tabela 5,
contendo a energia de excitacdo e a forca do oscilador para os cinco estados excitados mais
baixos.

Em relacdo as suas propriedades fotofisicas, as porfirinas podem ser definidas como
regulares ou irregulares. De maneira geral, as porfirinas regulares tém seus espectros de
absorcdo e emissdo determinados essencialmente pelos elétrons z do anel porfirinico, sofrendo
apenas uma pequena perturbacdo devido ao substituinte central. Tanto as porfirinas base-livre
quanto as metaloporfirinas estudadas neste trabalho s@o exemplos desse tipo. Para a porfirina
base-livre TNafPor, observou-se bandas Q mais fracas em 609 e 558 nm com forca de oscilador
igual a 0,0026 e 0,0036, respectivamente. Essas transi¢des séo o resultado da divisdo da banda
Q da base-livre na forma neutra (uma vez que, a presenca de &tomos de nitrogénios protonados
perderia a simetria). A banda Soret consiste em duas transicdes em 392 e 387 nm e forca do
oscilador de 1,7168 e 1,9915, respectivamente. Essa divisdo na banda Soret (banda B) ocorre
pelo mesmo motivo da perda de simetria. Esta mesma banda Soret foi observada com

intensidade para as moléculas de ZnTNafPor e NiTNafPor. Para o composto ZnTNafPor, a
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banda B ocorre a 388,11 e 388,10 nm e a forca do oscilador de 1,8506 e 1,8517, enquanto que
para o derivado NiTNafPor a banda B consiste em transi¢cbes de 375,15 e 375,01 nm e
resisténcia do oscilador de 1,7277 e 1,6826, respectivamente. Os demais valores para as
transicOes observadas das porfirinas estudadas neste trabalho estdo presentes na Tabela 5.

A probabilidade de transicdo para uma dada absor¢cdo pode estar relacionada com a
intensidade de absor¢do através da forca do oscilador f. Para a transi¢do do tipo n — x*, 0s
valores de f ndo sdo maiores que 107. No caso da transicdo = — n*, os valores de f sdo, em
principio, muito maiores (exceto para transi¢cdes proibidas e simétricas): f € proximo de 1.0 para
alguns compostos. De acordo com os valores apresentados na Tabela 5, é possivel observar que
as bandas Q apresentam transi¢fes do tipo n — =*, enquanto as bandas Soret podem ser
atribuidas as transicbes m — w*. Todos os espectros de absorcdo UV-vis calculados

teoricamente sdo apresentados no Anexo 8.4.



Tabela 5: Dados tedricos obtidos utilizando o calculo ®B97XD/jun-cc-pVTZ calculado em DMSO.

TNafPor ZnTNafPor CuTNafPor

A (nm) Eexc (€V) f A (nm) Eexc (€V) F % (nm) Eexc (€V) f
609,73 2,0334 0,0026 568,23 2,1819 0,0006 593,91 2,0876 0,0001
558,45 2,2201 0,0036 568,23 2,1819 0,0006 593,91 2,0876 0,0001
392,75 3,1568 1,7168 388,11 3,1945 1,8506 556,58 2,2276 0,0001
387,48 3,1997 1,9915 388,10 3,1946 1,8517
321,11 3,8611 0,0001 330,80 3,7480 0,0002

NiTNafPor CoCITNafPor MnCITNafPor
A (nm) Eexc (€V) f A (nm) Eexc (€V) F % (nm) Eexc (€V) f
532,21 2,3296 0,0007 659,35 1,8804 0,0001 863,11 1,4365 0,0002
532,15 2,3299 0,0004 616,61 2,0107 0,0012 510,51 2,4286 0,0049
375,15 3,3049 1,7277 530,61 2,3366 0,0084 509,45 2,4337 0,0039
375,01 3,3062 1,6826 492,99 2,5149 0,0001
368,03 3,3689 0,0125

53
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A falta de planaridade na estereoquimica da porfirina pode desempenhar um diferente
papel nas bandas de absor¢cdo do composto. As bandas Soret (banda B) e Q séo atribuidas a
transi¢cbes do tipo 1 — n* e n — x*, portanto as transi¢des do anel porfirinico sdo visiveis as
mudancas conformacionais do anel. A diminuicdo da conjugacéo eletrénica é conhecida por
aumentar a energia do orbital ocupado (HOMO) e do orbital de menor energia desocupado
(LUMO) de moléculas, como mostrado na Tabela 6. Ao distorcer a estrutura do anel da
porfirina, havera uma mudanca para a regido do vermelho. Esse deslocamento batocrémico
ocorre devido a uma maior desestabilizacdo dos orbitais HOMO em relacdo aos niveis orbitais
do LUMO. Nestas estruturas distorcidas, o orbital dxy do ion metélico estd em contato direto
com o orbital p; (x*) do nucleo da porfirina, criando um possivel contato paramagnético com o
anel muito mais pronunciado que na configuracao planar, onde os orbitais dr, que compartilham
o elétron desemparelhado, ndo possuem a mesma interacdo com os orbitais da porfirina, sendo
mais sobrepostas com os orbitais dos ligantes axiais.

Na porfirina base-livre TNafPor e na metaloporfirina ZnTNafPor, onde o ion metalico
apresenta uma configuracio eletronica de camada completa (d*°), nfo hé variacio de energia
envolvendo as transicdes do tipo © — n*. Entretanto, para demais metaloporfirinas, cujo ion
metalico central esta com os orbitais d parcialmente preenchidos, evidenciam uma interacéo
significativa dos orbitais dt do metal com os orbitais ©* do macrociclo (retro-doagéo
eletronica), o que causa um aumento na diferenca de energia do orbital = em relagdo ao orbital
7*. Nos espectros experimentais de UV-vis evidenciados na Figura 4a, este fato é mostrado
pela diminuicdo do niumero de bandas Q (de quatro para duas transicdes observadas).

Outra medida importante para o estudo realizado ¢ o comprimento de onda méximo de
absorcéo e sua relacdo com os valores de diferenca de energia entre os orbitais de fronteira
(AE). Na Tabela 6 estdo presentes valores, que nos quais consistem em valores de menor
diferenca de energia entre o orbital HOMO e o orbital LUMO. Quanto menor a diferenca,
menor a energia necessaria para promover um elétron entre esses orbitais. Uma diferenca entre
os valores de energia HOMO e LUMO proximos a 4,0 eV indica que 0 Amax eStarad na regido do
ultravioleta (UV). Em contrapartida, uma diferenca de energia entre o intervalode 1,5e 3,0 eV,
0 Amax Serd observado na regido do visivel do espectro eletromagnético [69]. De acordo com a
Tabela 6, que apresenta os valores de energia relacionados aos orbitais HOMO e LUMO e a
diferenca de energia entre eles (valores de band gap), pode-se observar que todos os valores

calculados estdo entre 5,5a 6,5 eV.
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Tabela 6:Valores de energia (em eV) calculados teoricamente para os orbitais HOMO e LUMO.

Porfirina HOMO (eV) LUMO (eV) AE (gap, emeV)
TNafPor -7,0892 -1,5181 5,5711
ZnTNafPor -6,9787 -1,3260 5,6527
CuTNafPor -7,0361 -1,2553 5,7808
NiTNafPor -7,0413 -1,2387 5,8026
CoCITNafPor -7,1839 -1,4814 5,7025
MnCITNafPor -8,4835 -2,1179 6,3656

Na Figura 5 e Figura 6, observa-se que os orbitais HOMO e LUMO foram
homogeneamente distribuidos pelo anel porfirinico e que os grupos naftil contribuem para essa
transicdo. Com excecdo das estruturas das porfirinas CoCITNafPor e MnCITNafPor, os orbitais
de fronteira HOMO e LUMO estdo localizados nos atomos de nitrogénio e carbono dos anéis
pirrolicos. Isso pode ter ocorrido como consequéncia da planaridade que as porfirinas base-
livre, assim como as metaloporfirinas de zinco(ll), cobre(ll) e niquel(ll) apresentaram.
Enquanto isso, as porfirinas de cobalto(l11) e manganés(l1l), que contém ligante cloreto axial

nas estruturas, possuem uma distor¢cdo no anel porfirinico.
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Figura 5: Vista frontal das estruturas otimizadas dos compostos estudados obtidos pelo conjunto de base
DFT//cc-pVDZ.
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Figura 6: Vista lateral das estruturas otimizadas dos compostos estudados obtidos pelo conjunto de base
DFT//cc-pVDZ.
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5.8 Eletroquimica

Na Figura 7 estdo presentes 0s voltamogramas ciclicos das porfirinas em DCM anidro,
utilizando uma janela entre -2,00 V a +1,50 V. Ao analisar o comportamento eletroquimico da
porfirina base-livre TNafPor é possivel observar que o voltamograma ciclico mostra picos
irreversiveis na faixa entre 0,0 V a +1,20 V, que pode ser atribuido ao processo de oxidagdo do
substituinte naftil em Epa = +0,64 V versus Fc*/Fc, seguindo dois picos anédicos em Epa = +0,97
V e +1,15 V, o que pode ser atribuido a oxidacdo mono-eletronica do anel da porfirina,
formando uma espécie n-cétion radical seguida de espécies do tipo dication (Tabela 7). J& para
a regido negativa de potencial (de 0,0 V a—1,80 V), observou-se a presenca de um processo de
reducdo em Epc = -1,73 V, que pode ser atribuido & redugdo mono-eletrénica da porfirina,
formando uma espécie n-anion radicalar em solucdo (Tabela 7).

Para as metaloporfirinas no estado de oxidagdo 2+ (ZnTNafPor, CuTNafPor e
NiTNafPor), foram observados dois processos de oxidagdo (quasi-reversivel) e um processo de
reducdo (irreversivel). No caso das metaloporfirinas com o estado de oxidacdo 3+
(CoCITNafPor e MnCITNafPor) foram observados trés processos de oxidacdo (irreversivel e
quasi-reversivel) e um processo de reducdo (irreversivel). O primeiro processo de oxidacdo nas
metaloporfirinas pode ser atribuido & oxidagdo de unidades naftil, provavelmente formando
espécies radicalares em solucdo. Em seguida, 0 segundo e terceiro processos observados na
regido anddica em todas as metaloporfirinas podem ser atribuidos a oxidagdo mono-eletrénica
do anel de porfirina, gerando espécies do tipo n-cation radical e dicétion, respectivamente.
Movendo-se para a regido negativa de potencial (regido catddica), um Unico processo de
reducdo foi observado e este pode ser atribuido a uma reducdo mono-eletrénica do anel da

porfirina, através da formacéao de espécie do tipo n-anion radical em solucdo.
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Figura 7: (a) Voltamograma ciclico comparativo de compostos das porfirinas e (b) processos de oxidacéo das
porfirinas, em diclorometano anidro contendo 0,1 mol/L de TBAPF6, como eletrélito de suporte, utilizando
uma velocidade de varredura de 100 mV/s.
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Tabela 7: Dados eletroquimicos da porfirina base-livre e metaloporfirinas em diclorometano anidro (versus
Fc*/Fc).

Potencial em Volts (versus Fc*/Fc) Valores de energia (em eV)
Porfirina Oxidagéo Redugio HOMO!  LUMO® AEf
Eox1 Eoxe Eoxs Ered1

TNafPor +0,64 V2 +0,97 V@ +1,15 V@ -1,73 VP -5,370 -2,670 2,70
ZnTNafPor +0,34 V¢ +0,61V¢ - -1,84 VP -5,010 -2,560 2,45
CuTNafPor +0,47 V° +0,76 V¢ - -1,82 Vb -5,160 -2,580 2,58
NiTNafPor +0,43 V¢ +0,65Vv¢ - -1,76 V° -5,050 -2,640 2,41
CoCITNafPor +0,44 V2 +0,60 V¢ +1,00 V@ -1,49 Vb -5,000 -2,910 2,09
MnCITNafPor +0,54 V¢ +0,74 V¢ +1,00 V@ -1,76 V° -5,140 -2,640 2,50

3Ep, = potencial de pico anodico; PEpc = potencial de pico catodico; °Ex2 = Epa + Epc / 2; Eromo = —[4.4 + Eoxz (versus Fc*/Fc)]
(em eV); ®ELumo = —[4.4 + Erea1 (versus Fc*/Fc)] (em eV); FAE = ELumo— Enomo.

5.9 Estudo de agregacéao das porfirinas

Dentro das caracteristicas de um fotossensibilizador, para 0 emprego em terapia
fotodindmica, estd a baixa agregacdo do composto em solucdo. Substancias que agregam
tendem a ter menores eficiéncia como fotossensibilizadores, pelo fato de que a agregacéo
diminui a capacidade de geracéo de oxigénio singleto [55].

A avaliacdo do comportamento de agregacao de porfirinas em solugéo foi estudada por
andlise de absorcdo UV-vis em DMSO [70]. Observou-se que ndo houve desvios significativos
nos comprimentos de onda de absorbancia, nenhum desvio para o vermelho ou azul, bem como

nenhum alargamento das bandas ou surgimento de novas bandas foi apresentado. Alem disso,
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constatou-se um aumento linear no espectro de absorc¢do em funcdo da variagéo de concentragéo
de 10-100 uM, monitoramento da banda Soret, indicando que a agregacéo ndo esta presente em
nenhuma das porfirinas estudadas. A Figura 8 apresenta o estudo feito para a porfirina

MnCITNafPor, os demais estudos estdo no Anexo 8.5.

Figura 8: Estudo de agregacdo para MnCITNafPor, utilizando dimetilsulféxido (DMSQO) como solvente. A
insercdo mostra 0 comportamento linear da absorbancia em 470 nm em funcédo da concentracéo.

1.0 T T v T T ¥ T
) MnCITNafPor m-%.=470 nm
—— Linear Fit of Sheet1 Abs

10 ]J.M 06] R=099992
05
' i g

100 uM

0.8 -

Abs

0.6 -

20 40 60 80 100
[m

Abs —~

0.4

0.24 .

0.0 — = -
400 500 600 700 800

Alnm—

300

5.10 Rendimento quantico de oxigénio singleto (*Oz) e fotoestabilidade das porfirinas

O estudo da capacidade de geracdo de 'O foi realizado utilizando o reagente 1,3-
difenilisobenzofurano (DPBF) em DMSO como solvente. O ensaio de foto-oxidacédo do DPBF
tem sido empregado para proporcionar uma andlise quantitativa da producdo de oxigénio
singleto, uma vez que o produto da reacao (1,2-dibenzoilbenzeno) ndo absorve luz na regido do
visivel (400-800 nm), reacdo mostrada no Esquema 6. Dessa forma, as mudancas na
absorbancia do DPBF estdo diretamente relacionadas a quantidade de espécies de 10, gerada
[71].
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Esquema 6:Esquema representativo da reacéo do DPBF e 10,.

1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) 1,2-dibenzoilbenzeno

Fonte: Adaptado de Kruk, 1998, p. 80 .

Na Tabela 8 estdo relacionados os valores de rendimento quéntico de producdo de
oxigénio singleto (@A) para cada derivado porfirinico. No experimento, foi monitorada a
diminuigéo da absorbancia do DPBF, em 415 nm, durante a irradiagdo com um laser de diodo
monocromatico em 660 nm (vermelho), em solugdo de DMSO. O valor de ®a obtidos para
todas as porfirinas foi na faixa entre 0,01 a 0,07, sendo menor que a ftalocianina de zinco (ZnPc,
estrutura no Anexo 8.9), molécula padrdo usada neste trabalho (®astw = 0,67). Assim, 0s
compostos em estudo apresentaram baixa capacidade de gerar oxigénio singleto, provavelmente
devido a presenca de ions metalicos no nucleo da porfirina e pela persisténcia de moléculas no

estado singlete excitado (S1).

Tabela 8: Dados de rendimento quéantico de oxigénio singleto das porfirinas, através da foto-oxidagdo do DPBF.

Composto D"
TNafPor 0,070
ZnTNafPor 0,040
CuTNafPor 0,020
NiTNafPor 0,014

CoCITNafPor *x

MnCITNafPor *x

*usando ftalocianina de zinco em DMSO como padréo (ZnPc - @, = 0,67);

** @, valores <1%.
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A medida de fotoestabilidade mostra-se como um pardmetro importante no que diz
respeito ao possivel emprego de compostos em terapia fotodindmica. Devido ao fato de
moléculas que sdo mais foto-estaveis tenderem a manter as suas caracteristicas fotofisicas apos
serem expostas a irradiacdes, porfirinas de maneira geral possuem boas fotoestabilidade frente
a luz visivel [21, 36]. Deste modo, a andlise de foto-branqueamento € um parametro importante
para o estudo da fotodegradacao de porfirinas apds a irradiacdo com fonte de luz, na qual o
oxigénio singleto pode reagir com o fotossensibilizador promovendo, assim, sua propria
degradacédo [72]. Devido a isso, a fotoestabilidade de porfirinas pode ser acompanhada por
espectroscopia de absorcdo na regido do UV-vis ou pela espectroscopia de emissdo de
fluorescéncia [73].

A Tabela 9 mostra que as porfirinas desse estudo apresentam estabilidade moderada
quando irradiadas com uma placa de LEDs brancos (fluéncia luminosa de 50 mW cm) durante
60 min, sendo a MnCITNafPor a que maior apresentou fotoestabilidade. Seguindo uma ordem
crescente de fotoestabilidade: TNafPor < CuTNafPor < ZnTNafPor < CoCITNafPor <
NiTNafPor < MnCITNafPor. O estudo consistiu ho monitoramento da absorcéo da banda Soret.
Pode-se perceber que as metaloporfirinas apresentam maior fotoestabilidadade em comparacéo
a base-livre, isso se deve ao fato do ion de metal causar maior rigidez ao macrociclo dificultando

0 processo de fotodegradagdo das mesmas.

Tabela 9: Estudo de fotoestabilidade para as porfirinas em solugdo de DMSO.

Porfirina 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min
TNafPor 100% 85,6% 69,8% 58,4% 48,8% 40,0% 35,8%
ZnTNafPor 100% 99,2% 98,2% 94,5% 86,5% 78,9% 78,9%
CuTNafPor 100% 97,8% 94,2% 88,8% 81,9% 75,0% 71,5%
NiTNafPor 100% 99,0% 97,6% 96,7% 95,7% 95,2% 93,4%
CoCITNafPor 100% 96,6% 94,3% 91,7% 88,6% 85,8% 79,4%

MnCITNafPor  100% 99,7% 99,6% 99,5% 99,5% 99,3% 99,0%
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5.11 Interagéo com DNA

5.11.1 Estudos de absor¢do UV-vis com ct-DNA

Como a interacdo entre porfirinas naftil-substituidas e ct-DNA pode oferecer
informacdes sobre sua capacidade de ligacdo a uma macromolécula, este estudo forneceu a
potencial aplicacdo de cada derivado de porfirina em estudo como possivel fotossensibilizador
na aplicacdo em terapia fotodindmica [13, 74].

A interacdo dos compostos com o ct-DNA foi realizada por espectroscopia UV-vis. Uma
série de titulacdes do DNA foram efetuadas usando solugdes de porfirinas com uma faixa de
concentragédo entre 1,0 a 2,0 uM em uma mistura de uma solugdo de DMSO (2%) com tampdao
Tris-HCI (pH 7,4). Como exemplo, a Figura 9 € evidenciado a interagdo da porfirina base-livre

(a) e da metaloporfirina de cobre(ll) (b). Os demais espectros estdo listados no Anexo 8.6.

Figura 9: Espectros de absor¢do UV-visivel das porfirinas (a) TNafPor e (b) CuTNafPor, com concentracéo
crescente de ct-DNA variando de 0,0 a 100 pM em DMSO (2%) - solucdo tampéo Tris-HCI.
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A Tabela 10 (pagina 61) evidencia a tendéncia geral de hipercromismo (0 aumento na
absorbancia da banda Soret) para estas porfirinas ap06s a adi¢éo de solugcbes de ct-DNA. Embora
0s compostos ndo catidnicos ndo tenham o potencial de ligacdo com os grupos fosfato de DNA
através de forcas eletrostaticas, as porfirinas estudadas demonstraram uma tendéncia geral de
variacdo da absorcdo da banda Soret. Ha dados de estudos anteriores que relatam que as
porfirinas ndo carregadas também tém atividade contra a replicacdo de DNA carcinogénico
[75].

Os valores de variacdo de absorcéo obtidos para as porfirinas (em torno de 5 a 20%)

levaram a supor que estes derivados porfirinicos se ligam ao DNA por modos ndo classicos
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envolvendo, provavelmente, a insercdo parcial das unidades naftil entre pares de bases
adjacentes no DNA [76].

De modo a melhor entendimento da ligacdo ao DNA, as constantes de ligacdo das
porfirinas a biomolécula (Ky) foram calculadas conforme descrito na se¢cdo experimental deste
trabalho (pégina 33) e resumidas na Tabela 10. Os valores de Ky indicam que o complexo
zinco(ll) ZnTNafPor e de base-livre TNafPor, podem interagir mais fortemente ao DNA,
seguindo a ordem crescente de Ky: CoCITNafPor < MnCITNafPor < NiTNafPor < CuTNafPor
< ZnTNafPor < TNafPor. Em comparagio a outros compostos que exibem K, na faixa de 10°e
10* as porfirinas desse trabalho apresentam interagdes moderadas com o DNA, uma vez que
apresentam constantes na faixa de 10° [77, 78].

O efeito da interacdo para a base-livre TNafPor foi em torno de 2-3 vezes maior que nas
correspondentes metaloporfirinas. Nenhum desvio para o vermelho (deslocamento
batocrémico) da banda Soret foi observado para todos os compostos ap6s a adi¢do do ct-DNA,
indicando que ndo deve haver uma possivel intercalacdo com a dupla fita de DNA. Os
resultados sugerem que a interacdo dessas porfirinas ocorre mais provavelmente por meio do
empilhamento = e da interacdo secundaria de hidrogénio com o ct-DNA, sem a interferéncia

direta do centro metélico [79].

5.11.2 Ensaios competitivos de emissao fluorescente de EB-DNA

Ensaios de ligagcdo competitiva utilizando a técnica de emisséo de fluorescéncia podem
ser (teis para determinar o deslocamento do brometo de etidio (EB) intercalante na estrutura do
ct-DNA para confirmacéo adicional da afinidade de ligacao de cada derivado de porfirina [80].
Com isso, interpretacdes das alteracdes observadas nos espectros de emissdo do EB ap6s ligar-
se ao ct-DNA sdo frequentemente utilizadas para estudos de interacdo entre DNA e derivados
de porfirinas.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia no estado estacionario foram monitorados
contendo concentragbes crescentes de cada porfirina adicionada por titulagdo a uma
concentragéo fixa de ct-DNA com EB. Como pode ser visto na Figura 10, a interacdo EB-DNA
mostra uma banda de emissdo em A = 650 nm, quando excitada em Xtexc = 510 nm. Como
exemplo, a Figura 10 apresenta os espectros de emissdao de EB ligado a ct-DNA tanto na
auséncia como na presenca das metaloporfirinas CuTNafPor (a) e MnCITNafPor (b). Os

resultados para os outros derivados porfirinicos sdo apresentados no Anexo 8.7.
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Os resultados demonstraram uma extingéo da intensidade de fluorescéncia do complexo
EB-DNA apds a adicdo de concentragGes crescentes de cada derivado de porfirina. Tal fato
observado pode ser atribuido a competicdo de derivados de metaloporfirina com EB sobre a
ligacdo aos sulcos do DNA, uma vez que a presenca de outro composto que pode agir como um
intercalante reduz a fluorescéncia emitida pelo sistema EB-DNA. Em consequéncia disso, a
fluorescéncia do EB-DNA é medida na auséncia e na presenga do composto estudado [81]. Os
valores das constantes de extin¢do de Stern-Volmer (Ksv), para os compostos desse estudo,

estdo listados na Tabela 10.

Figura 10: Espectro de emisséo de fluorescéncia em estado estacionario de EB ligado a ct-DNA na presenca de
(a) CuTNafPor e (b) MnCITNafPor, numa mistura de tampdo DMSO/Tris-HCI a Aexc = 510 nm. A seta indica
as alteracdes na fluorescéncia em concentragdes crescente de amostra.
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Tabela 10: Dados espectrais para a interacéo de porfirinas com ct-DNA por absor¢do UV-vis e analise de emissdo
fluorescente no estado estacionério.

Composto H (%)? Ak (nm)° Ko (MY x10°  Ksv (M1)?x 10
TNafPor 19,40 0,0 9,72 1,90
ZnTNafPor 5,45 0,0 7,30 0,73
CuTNafPor 11,65 0,0 2,86 1,27
NiTNafPor 3,40 0,0 1,74 1,37
CoCITNafPor 9,40 0,0 1,44 0,95
MnCITNafPor 9,73 0,0 1,70 1,36

2H(%) = (AbSinicial — AbSfinar)/ AbSinicial X 100; "Deslocamento para 0 vermelho = Afinal - Ainiciar; “Constante de ligago;

dConstante de extingéo de Stern-Volmer.
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Os valores encontrados para as constantes Ksy das porfirinas estudadas estdo na ordem
de 10% sendo valores moderados, uma vez que na literatura sio encontrados valores menores
que 10° e maiores que 10°[78, 81, 82].

5.11.3 Docking molecular

De modo a oferecer uma explicacdo ao nivel molecular sobre a capacidade de ligacdo
de cada derivado de porfirina meso-tetra(1-naftil)substituida em relacdo ao DNA, realizaram-
se estudos tedricos utilizando o célculo de docking molecular. A Figura 11 mostra a melhor
conformacao para a interacao entre o DNA e cada derivado de porfirina, o que sugere interacdes

de van der Waals e interacdes hidrofobicas como as principais forcas de ligacao.

Figura 11: Estudo de modelagem molecular para os derivados porfirinicos.
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As bases nitrogenadas selecionadas estdo na representagdo em bastdo na cor ciano,
enquanto as porfirinas TNafPor, ZnTNafPor, CuTNafPor, NiTNafPor, CoCITNafPor e
MnCITNafPor séo representadas nas cores amarelo, laranja, rosa, verde claro, marrom e bege,
respectivamente. Demais sequéncia de cores: hidrogénio como branco; oxigénio como
vermelho; nitrogénio como azul escuro e cloreto como verde escuro.

Os resultados de interagdo molecular sugerem que todos os derivados de porfirinas deste
trabalho ndo se ligam dentro do sulco principal do DNA de dupla fita (sulco maior),
provavelmente devido a conformacédo da porfirina [83]. Os resultados para a base-livre TNafPor
sugeriram que ela pode interagir com residuos de nucleobase de guanina, citosina, timina e
adenina DT-07, DT-08, DC-09, DC-15, DG-16 e DA-17 e podem interagir via forcas de van
der Waals com distancias de 1,20; 2,80; 3,30; 1,00; 3,40 e 3,00 A, respectivamente, enquanto
0 anel aromatico da nucleobase DG-10 interage através do empilhamento em "t" com um dos
grupos naftil presentes na estrutura da porfirina, a uma distancia de 3,30 A (Figura 11A).

Experimentalmente ja evidenciado, a presenca dos ions na estrutura da porfirina
diminuiu sua capacidade de ligacdo com o DNA e os resultados da modelagem molecular
sugerem que isso ocorreu devido a auséncia de interacdo hidrofébica entre a metaloporfirina e
0 DNA. Assim, o derivado ZnTNafPor interage através das forcas de van der Waals com 0s
residuos de nucleobases DT-07, DT-08, DC-09, DG-10, DC-15, DG-16 e DA-17 a uma
distancia de 1,20; 3,10; 2,20; 2,70; 1,70; 3,90 e 2,80 A, respectivamente (Figura 11B). Por outro
lado, a porfirina CuTNafPor ndo interage com a guanina (DG), mas com os residuos de
nucleobases DA-06, DT-07, DT-08, DC-09 e DC-15 via forcas de van der Waals a uma
distancia de 1,90; 1,40; 3,50; 1,30 e 3,00 A. Neste caso, o resultado do docking molecular
sugeriu que a diminuicdo experimental na capacidade de ligacdo de CuTNafPor ao DNA pode
estar relacionada com a auséncia de interacao significativa com o residuo de guanina (Figura
11C).

Para os compostos NiTNafPor, CoCITNafPor e MnCITNafPor que mostraram capacidade
de ligacdo experimental similar, a simulacdo computacional sugeriu que ambos pudessem
interagir apenas com quatro residuos de nucleobases através das forcas de van der Waals. A
porfirina NiTNafPor interage com os residuos DT-07, DT-08, DC-09 e DC-15 a uma distancia
de 2,60; 2,90; 2,40 e 3,20 A (Figura 11D), enquanto CoCITNafPor interage com DA-06, DT-
07, DT- 08 e DC-15 a distancias de 1,70; 1,10; 1,90 e 1,80, respectivamente (Figura 11E). Por
ultimo, a porfirina MnCITNafPor interage com as por¢des DA-06, DT-07, DT-08 e DC-15 a
uma distancia de 1,70; 1,00; 2,20 e 2,00 A (Figura 11F).
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Nesta simulacédo, apenas as forcas de van der Waals foram detectadas como a principal
forca de ligacdo para as metaloporfirinas, enquanto as forcas hidrofébicas também foram
detectadas para a porfirina base-livre TNafPor.

Constatou-se que a presenca de ions Cu'', Ni"!, Co""e Mn'"" coordenados no centro do anel
porfirinico, diminuiu sua capacidade de ligacdo experimental (valores de Kp) quando
comparado ao ion Zn'", provavelmente devido a diminuigio de nucleobases que interagem com

estas metaloporfirinas.

5.12 Estudo de interagdo com microrganismos

5.12.1 Teste de disco de difusao

O teste de disco de difusdo € um dos métodos utilizados para avaliar a susceptibilidade
mais simples e confiavel em microbiologia. Os perfis de susceptibilidade apresentados pelos
microrganismos isolados estdo descritos na Tabela 11. Os diametros dos halos de inibicdo do
crescimento bacteriano ao redor de cada disco sdo mensurados. Destacando o fato da
metaloporfirina NiTNafPor ndo ter atividade em nenhum dos exemplos de microrganismos

testados.

Tabela 11: Susceptibilidade bacteriana e fungica das porfirinas através da disco de difuséo.

Microrganismos Composto/ Halo

Staphylococcus epidermidis ATCC N&o apresentaram atividade
Pseudomonagsa?ﬁﬁginosa PAO1 N&o apresentaram atividade
Klebsiella pneumoniae ATCC 1705 N&o apresentaram atividade
Providencia rettgeri ATCC 2994 N&o apresentaram atividade
Proteus mirabilis ATCC 25933 N&o apresentaram atividade
Aeromonas caviae IC N&o apresentaram atividade
Staphylococcus aureus ATCC 6538 N&o apresentaram atividade
Shigella flexneri ATCC 12022323A N&o apresentaram atividade

Escherichia coli ATCC 8739 N&o apresentaram atividade
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Pseudomonas aeruginosa PNCQ N&o apresentaram atividade
Proex 340

Burkholderia cepacia IC Né&o apresentaram atividade

Candida albicans ATCC 14053 TNafPor-1cm-1cm-1cm

CuTNafPor-1,5cm-1,6 cm—1cm

Streptococcus salivarius 1C TNafPor-1cm-1cm-1cm
CuTNafPor-1,5cm—-1,2cm-1cm

Streptococcus oralis 1C MnCITNafPor-1 cm-1,5cm- 1,2 cm

Streptococcus mutans IC ZnTNafPor- 1cm-1,6 cm - 1 cm
CuTNafPor-1,5cm-1cm—1,2cm
CoCITNafPor- 1cm—-12cm-1cm

Pode-se notar que as quatro cepas, nas quais as porfirinas tiveram atividade, séo
causadoras de doencas na cavidade oral. Além disso, as trés bactérias Streptococcus sao
bactérias gram-positivas. Isso corrobora com os dados da literatura, uma vez que ja relatam a
utilizacdo de porfirinas em tratamentos de doencas da cavidade oral [84, 85].

Estudos evidenciam que fotossensibilizadores neutros tendem a interagir causando
destruicdo em bactérias gram positivas, uma vez que a permeacao atraves da membrana ocorre
de maneira mais facil devido as diferengas estruturais entre as membranas das gram-positivas

e gram-negativas [86].

5.12.2 Concentracdo minima inibitéria (MIC) e concentracdo bactericida minima
(CBM).

A sensibilidade in vitro dos isolados microbianos foi verificada através de experimentos
de MIC (Tabela 12) e CBM (Tabela 13). Todos os microrganismos gque apresentaram atividade
no disco de difusdo foram separados e realizados ensaios de interacdo com as porfirinas na
presenca (LEDs branco; 5,0 cm de distancia; 50 mWcem2) e na auséncia de luz (escuro) por 60
minutos. Nenhuma das porfirinas estudadas neste trabalho apresentou atividade nos ensaios
conduzidos no escuro. Foi possivel observar que o Streptococcus mutans IC e o Streptococcus
oralis IC foram as bactérias gram-positivas mais sensiveis as porfirinas quando irradiadas com

luz branca (50 mWcm2) pelo periodo de irradiagio de 60 minutos.
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Tabela 12: Concentracao inibitéria minima (MIC) para as porfirinas meso-tetra(1-naftil) substituidas.

Microrganismos Luz
Candida albicans ATCC 14053 TNafPor- 0,1 mg mL* (122 uM)
CuTNafPor- 0,1 mg mL? (114 uM)
Streptococcus salivarius 1C TNafPor- 0,1 mg mL? (122 uM)
CuTNafPor- 0,1 mg mL? (114 pM)
Streptococcus mutans 1C ZnTNafPor- 0,03 mg mL* (34 uM)

CuTNafPor- 0,03 mg mL? (34 uM)
CoCITNafPor- 0,06 mg mL™ (66 uM)
Streptococcus oralis 1C MnCITNafPor- 0,03 mg mL™ (66 uM)

Os resultados para os testes de MIC, ou seja, da menor concentracdo de antimicrobiano
capaz de inibir o crescimento bacteriano, mostraram que de um modo geral as metaloporfirinas
interagiram de maneira mais sensivel com o0s microrganismos. Destacando o CuTNafPor para

Candida albicans ATCC 14053, Streptococcus salivarius IC e Streptococcus mutans IC.

Tabela 13: Concentracéo bactericida minima (CBM) para as porfirinas meso-tetra(1-naftil) substituidas.

Microrganismos Luz
Candida albicans ATCC 14053 TNafPor- 0,14 mg mL? (171 uM)
CuTNafPor- 0,14 mg mL* (159 pM)
Streptococcus salivarius 1C TNafPor- 0,14 mg mL? (171 uM)
CuTNafPor-0,14 mg mL™ (159 uM)
Streptococcus mutans IC ZnTNafPor- 0,14 mg mL™* (159 uM)

CuTNafPor- 0,14 mg mL* (159 pM)
CoCITNafPor- 0,14 mg mL* (155 uM)
Streptococcus oralis IC MnCITNafPor- 0,14 mg mL™* (155 pM)

A CBM representa a menor concentragdo onde ndo houver crescimento bacteriano, ou
seja, onde houve 99,9% de morte bacteriana. Pode-se perceber que as metaloporfirinas
apresentam valores de concentragdes CBM menores, nos casos em que se tem a base-livre como

comparagao.
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5.12.3 Curva de morte dos microrganismos

Ap0s a contagem das coldnias foi possivel observar que quando as porfirinas estdo sobre
irradiacdo de fonte luminosa, a morte microbiana ocorre em um tempo inferior para todos 0s
isolados testados. Isto pode ser observado na Figura 12, onde pode-se evidenciar a morte das
coldnias de acordo com o tempo de irradiacdo. A curva de morte foi realizada também com os
demais microrganismos que apresentaram sensibilidade aos compostos. Os resultados das
curvas de morte durante o periodo de 60 minutos de irradiacdo mais expressivos foram
evidenciados para os microrganismos Streptococcus mutans IC e o Streptococcus oralis IC
como é mostrado na figura abaixo. As demais estdo apresentadas no Anexo 8.8.

Figura 12: Curva de morte para 0s microrganismos Streptococcus mutans IC e o Streptococcus oralis IC, durante
periodo de irradia¢do de 60 minutos.
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As curvas de morte para 0s microrganismos nao se mostraram de forma linear em
relacdo ao tempo. Onde, na maioria dos casos, se mantiveram constante até aproximadamente
30 min.

Para a metaloporfirina MnCITNafPor o tempo de 60 min ndo se mostrou suficiente para
a morte do microrganismo Streptococcus oralis IC. O mesmo aconteceu para CoCITNafPor
para o0 Streptococcus mutans IC, bem como no caso do CuTNafPor para Streptococcus
salivarius IC. O tempo de morte para a Candida albicans, tanto para TNafPor quanto para

CuTNafPor foi de 30 min, sendo os menores tempos observados em relacéo aos demais estudos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As metodologias sintéticas propostas para a obtencdo das porfirinas meso-tetra(1-
naftil)porfirina (TNafPor), meso-tetra[(1-naftil)porfirinato]zinco(ll) (ZnTNafPor), meso-
tetra[(1-naftil)porfirinato]cobre(ll) (CuTNafPor), meso-tetra[(1-naftil)porfirinato]niquel(ll)
(NiTNafPor), meso-tetra{[(1-naftil)porfirinato]cloro}cobalto(lll) (CoCITNafPor), meso-
tetra{[(1-naftil)porfirinato]cloro}manganés(l11) (MnCITNafPor), mostraram-se validas.

Os compostos foram devidamente caracterizados: por anélise elementar (CHN%),
espectroscopia eletrénica nas regides do UV-vis e do infravermelho, propriedades redox, além
de suas propriedades fotofisicas como rendimento quéntico de fluorescéncia, rendimento
quéntico de geracdo de oxigénio singleto e fotoestabilidade.

As seis porfirinas estudadas mostraram diferente intensidade de ligacdo ao interagir com
o0 ct-DNA. Os valores de constantes seguiram a ordem crescente de valores de Ky (constante
intrinsecas de ligacdo, calculada a partir de dados espectroscopicos na regido do UV-vis):
CoCITNafPor < MnCITNafPor < NiTNafPor < CuTNafPor < ZnTNafPor < TNafPor,
mostrando que a porfirina de base-livre apresenta o maior valor de constante de ligacao.
Provavelmente as interacGes se deram de maneira ndo-intercalativa (fora do sulco), pode-se
evidenciar atraves do docking molecular. Este resultado pode ser melhor entendido pela
estereoquimica e conformacdo das porfirinas, ligante cloreto axial coordenado no caso dos
derivados de Co'"" e Mn"". Os resultados de interagdo molecular sugeriram as interacdes de van
der Waals como as principais forcas de ligacdo para a ligacdo entre cada metaloporfirina e 0s
residuos de nucleobases do DNA, enquanto que as forcas hidrofébicas também foram sugeridas
para o caso TNafPor e DNA. Somando-se a isso, todas as porfirinas estudadas neste trabalho
apresentaram baixos valores de rendimento quantico de geracdo de oxigénio singleto e
fotoestabilidade razoavel, podendo serem atribuidos a presenca do metal no anel porfirinico.

Estudos de interacbes das porfirinas frente a microrganismos foram desenvolvidos.
Onde, de quinze exemplos de microrganismos, contendo bactérias e fungos, houve atividade
frente a quatro: Candida albicans ATCC 14053, Streptococcus salivarius IC, Streptococcus
oralis IC e Streptococcus mutans IC. Entretanto, a NiTNafPor ndo demonstrou atividade contra

nenhum dos exemplares testados.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

De modo a dar continuidade aos estudos, como perspectiva futura, estdo as sinteses de
novas metaloporfirinas, ndo somente com metais da primeira série de transi¢do, mas também
com metais nobres, como pal&dio(ll), platina(ll) e prata(ll).

Como outro seguimento do trabalho, pode-se destacar o estudo de interagdo com a
proteina BSA (albumina do soro bovino) e HSA (albumina humana), por exemplo, para

obtenc&o de valores de constantes de ligacdo e parametros termodinamicos.
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8. ANEXOS

8.1 Espectros de massas

Figura Anexo 1: Espectro HRMS-ESI obtido para TNafPor.
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Figura Anexo 2:Espectro HRMS-ESI obtido para ZnTNafPor.
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2. Expansdo do espectro obtido incluindo os espectros simulados
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Figura Anexo 3: Espectro HRMS-ESI obtido para CuTNafPor
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2. Expansdo do espectro obtido incluindo os espectros simulados
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Figura Anexo 4: Espectro HRMS-ESI obtido para NiTNafPor.
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2. Expansdo do espectro obtido incluindo os espectros simulados
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Figura Anexo 5: Espectro HRMS-ESI obtido para CoCITNafPor.
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8.2 Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear
Figura Anexo 7:Espectro de *H RMN (400 MHz) da TNafPor
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8.3 Espectros na regido do Infravermelho

Figura Anexo 9: Espectro de infravermelho da TNafPor em pastilha de KBr.
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Figura Anexo 10: Espectro de infravermelho da ZnTNafPor em pastilha de KBr.
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Figura Anexo 11: Espectro de infravermelho da CuTNafPor em pastilha de KBr.
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Figura Anexo 12: Espectro de infravermelho da NiTNafPor em pastilha de KBr.
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Figura Anexo 13: Espectro de infravermelho da CoCITNafPor em pastilha de KBr.
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Figura Anexo 14: Espectro de infravermelho da MnCITNafPor em pastilha de KBr.
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8.4 Espectros tedricos para a regido do UV-vis

Figura Anexo 15: Espectro tedrico para o composto TNafPor.
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Figura Anexo 16: Espectro teérico para o composto ZnTNafPor.
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Figura Anexo 17: Espectro teérico para o composto CuTNafPor.
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Figura Anexo 18: Espectro tedrico para o composto NiTNafPor.
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Figura Anexo 19: Espectro teérico para o composto CoCITNafPor.
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Figura Anexo 20: Espectro teérico para o composto MnCITNafPor.
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8.5 Espectros de absorc¢éo na regido do UV-vis para estudos de agregacao

Figura Anexo 21: Estudo de agregacdo para TNafPor, utilizando dimetilsulféxido (DMSO) como
solvente. A inser¢cdo mostra o comportamento linear da absorbancia em 423 nm em funcdo da
concentragéo.
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Figura Anexo 22: Estudo de agregacdo para ZnTNafPor, utilizando dimetilsulféxido (DMSO) como
solvente. A insercdo mostra o comportamento linear da absorbancia em 432 nm em funcéo da concentragéo.
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Figura Anexo 23: Estudo de agregagao para CuTNafPor, utilizando dimetilsulféxido (DMSO) como solvente.
A inser¢do mostra o comportamento linear da absorbancia em 424 nm em fungéo da concentragéo.
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Figura Anexo 24: Estudo de agregacdo para NiTNafPor, utilizando dimetilsulféxido (DMSQO) como solvente.
A insercdo mostra o comportamento linear da absorbancia em 420 nm em funcéo da concentracéo.
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Figura Anexo 25: Estudo de agregacdo para CoCITNafPor, utilizando dimetilsulféxido (DMSO) como
solvente. A insercdo mostra o comportamento linear da absorbancia em 424 nm em funcéo da concentragéo.

1,0 T v T T T ' J ’ :
| CoCITNafPor ] e shett s
10 p.M 071 R =0,99892
0,6
0,8 . l 0,5 i
2 04-
100 M “ 03]
t 0,6+ g I
01
") 0 20 40 60 80 100
- S
b
0,2 - 1
0,0

300 400 500 600 700 800

Alnm—



8.6 Espectros de absorcdo UV-vis de estudos de interagdo com DNA

Figura Anexo 26:Espectros de absor¢do UV-vis de ZnTNafPor em tampdo DMSO/Tris-HCI (pH 7,4).
A concentracdo de ct-DNA variou de 0 a 100 pM. A seta indica que a absorb&ncia muda com o aumento
das concentracdes das amostras.
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Figura Anexo 27:Espectros de absorcdo UV-vis de NiTNafPor em tampdo DMSO/Tris-HCI (pH 7,4). A

concentracdo de ct-DNA variou de 0 a 100 uM. A seta indica que a absorbancia muda com o aumento das
concentracdes das amostras.
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Figura Anexo 28:Espectros de absor¢do UV-vis de CoCITNafPor em tampado DMSO/Tris-HCI (pH 7,4).
A concentracdo de ct-DNA variou de 0 a 100 uM. A seta indica que a absorbancia muda com o aumento

das concentracdes das amostras.
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Figura Anexo 29:Espectros de absor¢do UV-vis de CoCITNafPor em tampdo DMSO/Tris-HCI (pH 7,4).
A concentracdo de ct-DNA variou de 0 a 100 uM. A seta indica que a absorbancia muda com o aumento

das concentracdes das amostras.
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8.7 Espectros de emissdo de estudos de interacdo com DNA

Figura Anexo 30: Espectro de emissdo EB ligado a ct-DNA na presenc¢a de TNafPor numa mistura de tampéo
DMSO/Tris-HCl a hexc = 510 nm. A seta indica as alteragdes na fluorescéncia em concentragdes crescente de
amostra
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Figura Anexo 31: Espectro de emissdo EB ligado a ct-DNA na presenca de ZnTNafPor numa mistura de
tampdo DMSO/Tris-HCl a Aexc = 510 nm. A seta indica as altera¢fes na fluorescéncia em concentragdes
crescente de amostra
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Figura Anexo 32: Espectro de emissdo EB ligado a ct-DNA na presenca de NiTNafPor numa mistura de
tampdo DMSO/Tris-HCl a dexc = 510 nm. A seta indica as alterac6es na fluorescéncia em concentracdes
crescente de amostra.
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Figura Anexo 33: Espectro de emissdo EB ligado a ct-DNA na presenca de CoCITNafPor numa mistura
de tampdo DMSO/Tris-HCl a Aexc = 510 nm. A seta indica as alteracGes na fluorescéncia em concentragdes
crescente de amostra.
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8.8 Curva de morte dos microrganismos

Figura Anexo 34: Curva de morte para o microrganismo Candida albicans, durante periodo de
irradiacdo de 60 minutos
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Figura Anexo 35: Curva de morte para 0 microrganismo Streptococcus salivarius, durante periodo de
irradiacdo de 60 minutos.
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8.9 Estruturas

Figura Anexo 36: Estrutura da 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ).

o

cl c=N

cl Csn
o}

2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona

93



Figura Anexo 37: Representacéo estrutural do Photofrin®.
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Figura Anexo 38: Estrutura da ftalocianina de zinco.
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