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bis(difenilfosfina)propano, 5,10,15,20-tetrakis-piridilporfirina paladio(ll);

PFy
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{TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFs)s: hexafluorofosfato de 1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno,
5,10,15,20-tetrakis-piridilporfirina paladio(ll).
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Resumo

A presente dissertagdo teve como objetivo a sintese de novos compostos
fotossensibilizadores para uso na Terapia Fotodindmica através da modificacdo da
porfirina meso-tetra(4-piridil) (TPyP). Para isso foram inseridos ligantes fosfinicos
contendo  atomos de  palddio:  1,2-bis(difenilfosfina)etano  (dppe), 1,3-
bis(difenilfosfina)propano (dppp), 1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb) e 1,1°-
bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf), resultando nas porfirinas:
{TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)s, { TPYP[PdCI(dppp)]s}(PFs)s, {TPYP[PdCI(dppb)]s}(PFe)s €
{TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFs)s, respectivamente. Apds a sintese, foi realizada a
caracterizacdo estrutural utilizando as técnicas espectroscopicas de infravermelho
(FTIR), andlise elementar e ressonancia magnética nuclear (RMN) de H, *C{H} e
3Ip{H}. A difracio de raios X (DRX) foi utilizada para comprovar a estrutura do
monocristal obtida da porfirina {TPyP[PdCI(dppb)]s}BFs. Através das técnicas
espectroscopicas de absor¢do UV-Vis, emissdo fluorescente e flash-fotolise foi possivel
determinar a lipofilicidade das amostras, os coeficientes de absor¢cdo molar (g), o tempo
de vida do estado tripleto ¢ os rendimentos quanticos de fluorescéncia (®s) e de produgéo
de oxigénio singlete (®A). Além disso, foi avaliada a interacdo com o DNA através da
titulacdo espectrofotométrica e pela viscosidade. Por fim, foi avaliada a fototoxicidade e
citotoxicidade na linhagem celular tumoral MDA-MB231 e das sadias HACAT. Os testes
bioldgicos foram realizados em duas linhagens celulares: MDA-MB231 e MCF-10A. Os
experimentos foram feitos no escuro e na presenca de irradiacdo, para determinar a
eficiéncia fotodinamica dos compostos sintetizados. Os complexos derivados da porfirina
exibiram valores de ICso similares ao apresentado pela cisplatina, na célula de mama
MDA-MB231, entretanto, com respeito a célula de mama ndo tumoral, MCF-10A, 0s
mesmos foram mais citotoxicos que o farmaco comercial, de forma que os valores de
indice de seletividade foram bem mais baixos para as porfirinas que o apresentado pela

cisplatina.

Palavras-chave: TFD, porfirina, paladio, cancer.



Abstract

The present dissertation had as objective at the synthesis of new photosensitizing
compounds for use in Photodynamic Therapy through the modification of meso-tetra (4-
pyridyl) porphyrin (TPyP). For that, phosphine binders containing palladium atoms were
inserted: 1,2-bis(diphenylphosphine)ethane (dppe), 1,3-bis(diphenylphosphine) propane
(dppp), 1,4-bis(diphenylphosphine)butane (dppb) and 1,1'-bis
(diphenylphosphine)ferrocene (dppf), dating in porphyrins: {TPyP[PdCI(dppe)]4}(PFe)a,
{TPyP[PdCI(dppp)]4}(PFe)s, {TPYP[PACI(dppb)]s}(PFs)s € {TPYP[PACI(dppf)]a}(PFé)a,
respectively. After synthesis, structural characterization was performed using infrared
spectroscopic techniques (FTIR), elementar analysis and *H, BC{*H} e 3'P{*H} nuclear
magnetic resonance (NMR). X-ray diffraction (XRD) was used to prove a structure for
obtaining monocrystal porphyrin {TPyP[PdCI(dppb)]4}BFa4. Through spectroscopicUV-
Vis absorption, fluorescent emission and flash-photolysis techniques, it was possible to
determine the lipophilicity of the molar absorption coefficients (), the lifetime of the
triplet state and the fluorescence (®f) and oxygen production quantum singlet (D). In
addition, an interaction with DNA was evaluated through spectrophotometric titration and
viscosity. Finally, phototoxicity and cytotoxicity in the tumor cell line MDA-MB231 and
healthy HACAT were evaluated. Biological tests were performed on two cell lines:
MDA-MB231 and MCF-10A. The experiments were carried out in the dark and in the
presence of irradiation, to determine the photodynamic efficiency of the synthesized
compounds. The porphyrin-derived complexes exhibited ICso values similar to that
presented by cisplatin, in the MDA-MB231 breast cell, however, with respect to the non-
tumoral breast cell, MCF-10A, they were more cytotoxic than the commercial drug, so
that the selectivity index values were much lower for porphyrins than that presented by

cisplatin.

Keywords: PDT, porphyrin, palladium, cancer.
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1. Introducéo

1.1. Terapia Fotodinamica

O céncer é uma das principais causas de mortalidade em todo mundo, perdendo
apenas para as doencas cardiacas isquémicas. Sua caracteristica principal € o crescimento
desordenado de células, quando estas se dividem rapidamente, passam a se tornar
extremamente agressivas, formando tumores, que podem alcancar diversas regides do

corpo [1].

E uma doenca que surge quando ha uma modificacdo na informacdo do DNA
celular, ocasionando padrfes anormais de expressdo génica. H4 mais de cem tipos de
canceres conhecidos, porém nem todos sdo malignos. Quando as células se multiplicam
lentamente e semelhante ao tecido normal, o tumor formado € classificado como benigno,
porém quando este crescimento é rapido, além de serem agressivos e capazes de infiltrar

em outros 0rgéos, este passa a ser considerado como maligno. [2]

Uma pesquisa realizada pela GLOBOCAN (Agéncia Internacional para Pesquisa
sobre o Céancer do Observatorio Mundial do Cancer, Organizacdo Mundial da Saude),
prevé que em 2040 haja um aumento de 61,7% nos casos de cancer do mundo todo. Isto
ird ocorrer gracas a fatores demograficos, como o grande crescimento populacional além
de uma alta taxa de envelhecimento. Na Figura 1.1, é possivel verificar que os paises de
alta renda possuem maiores taxas de incidéncia em relacdo ao cancer, porém como
possuem tratamentos mais eficazes a taxa de mortalidade é baixa, ao contrario dos paises
de baixa renda, onde esta mortalidade é mais alta devido a falta de recursos suficientes

para o tratamento [2]
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Figura 1. 1: Taxas estimadas (por 100.000) de incidéncia padronizadas no mundo em
2018; todos os canceres, ambos 0s sexos, todas as faixas etarias [2].

Na Figura 1.2, temos a representacdo por tipo de cancer e as taxas de incidéncia

padronizadas por idade estimadas em todo o mundo em 2018 [2].

Mundo por 100.000

Figura 1. 2: Taxas de incidéncia estimadas e padronizadas no mundo em 2018, para 0s
tipos de canceres mais recorrentes [2].



Em relacdo ao Brasil, de acordo com o INCA, para 2020, had uma previsdo de
309.230 novos casos de cancer em homens, sendo que 29,2 % dos casos sdo referentes ao
cancer de prostata. Ja nas mulheres tem-se 316.140 novos casos, € 0 tipo mais

predominante é o de mama com 29,7% [3].

Para o tratamento do cancer, o primeiro fator mais importante é o seu diagndstico,
que pode se dar através de uma bidpsia ou por um processo cirdrgico, para que se possa
determinar 0 quanto esse tumor se propagou no organismo do individuo, além de
classifica-lo como benigno ou maligno. ApoOs esta investigacdo, determina-se o
tratamento que serd utilizado, podendo ser algum dos métodos mais classicos como, a
quimioterapia, radioterapia ou cirurgia. No entanto, estes métodos de tratamento s&o
extremamente agressivos para o paciente, causando uma grande debilidade [1]. Dessa
forma, a terapia fotodinamica (TFD) tem se mostrado uma atrativa opcéo téo eficiente ou

até melhor do que os métodos convencionais de tratamento [4].

1.2. Historico

As civilizagdes egipcias, indianas e chinesas, ja tinham o conhecimento de que
poderiam combinar diferentes tipos de plantas com a utilizacdo da luz solar para tratar
doencas de pele, como o vitiligo. Porém, a historia da TFD comeca em 1900 quando
Oscar Raab combinou uma fonte de luz com a acridina e verificou que essa combinagéo

se tornava toxica para as culturas de Paramecium caudatum [5].

Assim, Raab e seus professores JodIbauer, Jesionick e von Tappeiner chegaram a
concluséo de que a acridina era um agente fotossensibilizador, e trouxeram um novo tipo
de terapia, que apresentou excelentes resultados para tumores cutaneos. Nas décadas de
1950 e 1960, os fotossensibilizadores a base de porfirina foram capazes de alcancar
sucesso clinico intermitente. Lipson investigou como se dava o acumulo da
hematoporfirina em tumores localizados em ratos e camundongos, verificando que
juntamente com a incidéncia da luz havia uma regressao destes tumores. Mas seu sucesso
mesmo, foi atingido quando Lipson utilizou a TFD no tratamento de uma paciente
portadora de cancer de mama. Este acontecimento fez com que a TFD fosse utilizada

como um novo método para o tratamento do cancer [6].



Thomas Doughert, no final da década de 1970 e inicio da década de 1980,
procurou novos tipos de fotossensibilizadores, que pudessem ser eficazes, além de
comercializaveis. Seus esfor¢os, resultaram em compostos que tinham uma alta eficiéncia
no tratamento do cancer utilizando a TFD. Devido a isso, Dougherty é referido como o

pai da PDT, embora existam muitos outros membros distintos que contribuiram [6].

1.3. Mecanismo de agéo

Para que a TFD ocorra, € necessaria a presenca de trés componentes: um
fotossensibilizador (FS), luz e oxigénio presente nos tecidos. E a acdo conjunta destes trés
fatores que desencadeiam o efeito desejado da TFD, que ocorre através de reacdes
fotoquimicas e fotofisicas, que resultard na formacao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), como o oxigénio singlete e radicais oxigenados, e a acdo destes, leva a morte

celular [7]

O procedimento da TFD consiste na administragdo de um FS por via intravenosa
ou topica. Em seguida, espera-se um intervalo de tempo (chamado de intervalo farmaco-
luz), para que o FS se acumule no alvo a ser tratado. Apos este intervalo, o tumor é

irradiado com luz de comprimento de onda adequado [7].

O mecanismo fotofisico e fotoquimico da acdo da TFD, pode ser explicado através

de um diagrama de niveis de energia conhecido por Diagrama de Jablonski (Figura 1.3)

[7].
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Figura 1. 3: Diagrama de Jablonski, representado de forma esquematica 0s processos
fotofisicos [7].

Quando o FS € irradiado, este pode absorver um féton da radiacdo incidente e um
elétron sofre uma transicdo eletronica do estado fundamental (Sp) para um estado
eletronico excitado de maior energia (S: ou Sn). Mas a fim de generalizar, iremos
considerar que essa absorcao leve o elétron para o estado Sy. Esta excitacdo leva o elétron
a um determinado nivel de energia vibracional dentro desta banda S». Em seguida, o
elétron sofre processos de relaxacdo até atingir seu nivel vibracional de menor energia. A
partir dai, pode ocorrer 0 processo nao radiativo de conversdo interna (CI), onde o elétron
passa do estado eletronico excitado, Sn, para um estado eletronico excitado de menor
energia Sn.1, seguido por réapida relaxacdo até atingir seu nivel vibracional de menor
energia. Esse processo se repete até o elétron atingir nivel vibracional de menor energia

no estado eletrdnico excitado S; [8].

No estado Si, a molécula pode perder energia por trés processos: radiativo de
fluorescéncia, e pelos processos nao radiativos Cl e cruzamento intersistemas (CIS). O
elétron pode passar do estado S; para 0 So pelo processo de Cl ou por um processo
radiativo, via emissdo de fotons, chamado de fluorescéncia. No CIS o elétron sofre uma
inversdo de spin passando a um estado tripleto excitado (T1). No estado Ty, o elétron pode
retornar ao estado So, perdendo energia pelo processo de fosforescéncia (processo

radiativo), ou sofrendo um novo CIS seguido por uma CI [8].



No estado Tz, podem ocorrer dois tipos de reagdes fotodinamicas, caracterizando
0s mecanismos tipo | e tipo 1. No mecanismo fotodinamico do tipo I, ocorre a retirada
de atomos de hidrogénio, ou reacdes de transferéncia de elétrons, entre o estado excitado
do fotossensibilizador e algum tipo de substrato biolégico, um solvente ou até mesmo
outra molécula de fotossensibilizador, produzindo radicais livres e ions radicalares. Estas
espécies possuem uma alta reatividade e dessa forma, podem reagir com o oxigénio
molecular originando as espécies reativas de oxigénio (EROs), como radicais hidroxila e

superdxidos, que causam danos irreversiveis nas células [8].

J& 0 mecanismo tipo Il consiste na transferéncia de energia do estado Ti do
fotossensibilizador para o oxigénio molecular em estado fundamental triplete (302),
gerando seu estado excitado, o oxigénio singlete (*O2). O 02 surge entdo devido a
inversio do spin de um dos elétrons mais externos. Para o 2O, os dois elétrons que
possuem a maior energia estao localizados separadamente com o0 mesmo spin, nos orbitais
antiligantes (Tzpx+ € T2py*), a0 contrario do *O2, onde os dois elétrons de maior energia

estdo no mesmo orbital antiligante (m2px=) com spins opostos (Figura 1.4) [9].
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Figura 1. 4: Representacdo esquematica da ocupacdo dos elétrons nos orbitais

moleculares para o oxigénio em seu estado triplete (302) e do estado singlete (*Oy).

A grande reatividade do 'O, esta relacionada com o emparelhamento dos dois
elétrons em um dos orbitais antiligantes. No estado fundamental, os elétrons mais
externos se distribuem de acordo com a regra de Hund, ocupando dois orbitais antiligantes
(m2px € m2py ). Durante a interagdo com o FS excitado, ocorre uma inversdo do spin do
elétron, permitindo que este se emparelhe no orbital antiligante (m2px ) que ja contém um
elétron, resultando em uma desestabilizacdo da molécula, e por isso a sua maior
reatividade [9].



1.4. Vias de morte celular na TFD

Com a producdo das EROs e do 'O, estes podem atacar organelas celulares
levando a morte celular por algumas vias como a necrose, apoptose ou autofagia (Figura
1.5). Porém, o FS pode levar a morte celular por mais de uma via. Sabe-se que altas
concentracdes de FS e uma alta dose de luz induz a morte por necrose. Quando estes
parametros sdo utilizados em doses menores podem ocorrer a autofagia ou a apoptose
[10].
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Figura 1. 5: As trés vias mais notadas de morte celular [10].

A necrose € a forma de morte celular mais rapida, que leva a falha das bombas
ibnicas que estdo presentes na membrana plasmaética [10]. Além disso, ocorre um
aumento de permeabilidade da membrana, resultando em um aumento da quantidade de
agua e de alguns ions, que ocasiona o inchaco da célula e de suas organelas. A necrose
também esta relacionada com o tempo de incubacdo do FS com as células. Quando este
tempo é curto (1-3 h), o FS ird se acumular mais facilmente na membrana plasmética
ocasionando a morte por necrose, ao contrario de quando se tem um tempo de incubacéo

de 24 h que ha um maior acimulo no aparelho de Golgi [10].

A apoptose ocorre quando ha alteracGes intracelulares ou extracelulares que
envolvem contato direto com organelas essenciais a célula, como a mitocéndria. Neste
caso, ndo ha alteracbes na membrana plasméatica e ocorre uma autodigestdo dos
constituintes celulares, e é considerada uma morte programada, ja que a propria célula

causa a sua morte [10].



A autofagia pode ocorrer como um mecanismo de sobrevivéncia devido a
liberacdo de material celular danificado ou como um mecanismo de morte que levam a
danos nas organelas. Neste, ocorre a formacdo de uma vesicula de membrana de dupla
camada que tem a funcdo de envolver o material que esta danificado, separando-o do
citoplasma. Assim, ocorrera a degradacdo deste material e os nutrientes obtidos passam a
ser reutilizados. Dependendo do dano que a TFD provocar, isto ira determinar se a morte

se dara apenas por um meio de sobrevivéncia ou a levara a morte celular de fato [10].

1.5. Fontes de luz

A escolha da fonte de luz é de extrema importancia na TFD, ja que esta, ira ativar
o FS. Portanto, deve-se escolher o comprimento de onda e a intensidade mais viaveis para
0 FS empregado. Caso as lesGes a serem tratadas sejam mais profundas, é necessario
utilizar comprimentos de onda maiores para que haja uma maior penetracdo no tecido
(630-700 nm). Entretanto, para 6rgaos internos, a luz pode ser aplicada de forma direta
ou ser levada ao alvo através de dispositivos chamados difusores, geralmente a base de

fibra dptica.

As primeiras fontes de luz utilizadas na TFD foram as lampadas de descarga de
gas, cuja saida da luz poderia ser filtrada para que s6 houvesse o comprimento de onda
escolhido. Porém, estas lampadas entraram em desuso, jd que produziam um grande
aquecimento nos tecidos e ndo tinha uma boa distribuicéo de luz [6]. Com isso, houve o
desenvolvimento dos lasers que passaram a ser as fontes de luz mais utilizadas. Como é
uma luz monocromatica, permite uma dosimetria mais facil, pode ser acoplada a uma
fibra dptica, e o comprimento de onda pode ser escolhido a depender do FS utilizado e do
local a se tratar. Entretanto, nos ultimos anos fontes de luz policromaticas tem se mostrado
viaveis devido sua eficiéncia e baixo custo inclusive o uso da luz solar vem sendo também
avaliada (day light) [11].



1.6. Fotossensibilizadores

Os FSs sdo compostos que devem absorver luz em um comprimento de onda
especifico, para que haja as rea¢bes do tipo | e 1. Assim, para que se tenha um bom FS
que seja viavel para a TFD, este deve ter [12]:

e Alto grau de pureza quimica;

e Ser de baixo custo;

e Boa estabilidade para permitir o armazenamento;

o NA&o apresentar toxicidade no escuro;

e Facil solubilidade nos tecidos do organismo;

e Sintese simples;

e Deve se acumular de maneira efetiva no tecido tumoral;

e Ter uma alta producéo de EROs e/ou 1Og;

e Possuir, de preferéncia, um alto coeficiente de absortividade molar na faixa de
600 a 800 nm, ja que nesta faixa ha energia suficiente para que ocorra maior

penetracdo nos tecidos.
1.6.1. Primeira geragéo de fotossensibilizadores

Na década de 1970 Thomas Dougherty e colaboradores, introduziram os primeiros
FSs para serem comercializados. Inicialmente, eles utilizaram uma porfirina soltvel em
agua conhecida como “derivado de hematoporfirina” (HpD), que apresentou uma maior
seletividade aos tecidos tumorais quando comparada com a hematoporfirina (Hp) (Figura
1.6) [12].
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Figura 1. 6: Representacao estrutural da hematoporfirina (a) e do derivado de
hematoporfirina (HpD) (b) [12].

Logo em seguida, isolou-se uma mistura de dimeros e oligbmeros da HpD, tendo
esta o nome comercial de “Photofrin”. Porém, devido a sua baixa pureza quimica, baixa
penetracdo tecidual, pois absorve em comprimentos de onda menores que 630 nm, e 0
seu alto acumulo na pele durando varias semanas, resultaram na necessidade do

desenvolvimento de novos FSs que apresentassem menores desvantagens [12].

1.6.2. Segunda geracéo de fotossensibilizadores

Os estudos para esta nova geragdo, comegaram a partir da década de 1980, tendo
muitos compostos aprovados para o0 uso clinico na TFD. Nesta geracdo temos FSs
sintéticos, como: é&cido 5-aminolevulinico (ALA), porfirinas, benzoporfirinas,
texafirinas, derivados de tiopurina, clorina, bacterioclorina e ftalocianinas. Estes
compostos possuem uma maior pureza, uma maior penetracdo nos tecidos e maior
producgdo de 1O,. Porém, dependendo dos substituintes destes compostos, causa uma
limitacdo em sua solubilidade em &gua, o que prejudica seu uso [12,13].

1.6.2.1. Acido 5-aminolaevulinico (ALA)

O ALA é um pro-farmaco, que é convertido em um FS ativo, a protoporfirina IX
(PPIX), que em seguida é convertida em heme. Quando h4 um excesso de ALA, a PPIX
se acumula levando ao dano celular quando irradiado. E um FS que permite aplicacdo

oral, intravenosa ou topica. Por via topica a aplicacdo se d& apenas na area em que se
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deseja tratar. As outras vias demandam uma espera de 48 h para o seu acumulo. O ALA,
permite a utilizacdo de comprimentos de onda no azul (410 nm), verde (510 nm) ou
vermelho (635 nm). Porém, a luz azul permite uma maior producéo de 1O, por isso € o

comprimento de onda mais utilizado [6].

Comercializado sob o nome de levulan (Figura 1.7), € um dos compostos mais
eficazes na TFD, utilizado principalmente no tratamento de doencas malignas de pele,
dentre elas a queratose actinica e lesbes superficiais de células basais. Também
apresentou resultados promissores em tumores de cabeca, pescoco, es6fago, bexiga e
préstata [14].

~
NH, Y /
© Pp IX
7
HO,C
ALA CO,H COLH

Figura 1. 7: Representacdo estrutural do Levulan [15].

1.6.2.2. Verteporfina

A comercializada verteporfina possui uma estrutura derivada de uma
benzoporfirina (Figura 1.8). Comercializado com o nome de visudyne, é muito utilizado
no tratamento da degeneracdo macular, ja que é uma das principais doengas causadoras
de cegueira em pessoas acima de 50 anos. Esta doenca causa um rapido crescimento dos
vasos sanguineos anormais sob a retina. Como a TFD induz a perda de vascularizagéo, a

verteporfina, passa a ser um composto promissor para este tipo de tratamento [6].
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Figura 1. 8: Representacdo estrutural da verteporfina [14].

1.6.2.3. Temoporfina

Conhecido comercialmente como foscan (Figura 1.9), € um dos FSs com maior
capacidade de acumulacdo nos tumores, além de uma grande fotocitoxicidade. Obtido
através da reducdo da diimida de 5,10,15,20-tetraquis(3-hidroxifenil)porfirina, teve os
seus primeiros estudos realizados em 1989. Na TFD, pode ser administrada via
intravenosa, e apos 24-96 h pode ser feita a irradiacdo em um comprimento de onda de
652 nm. Porém, uma das suas desvantagens é um longo tempo de depuracéo, sendo este
de 4 a 6 semanas. Muito utilizada para cancer de esdfago, pulmao, gastrico, prostata, pele,

além de cabeca e pescoco [6].

OH

Figura 1. 9: Representacdo estrutural da termoporfina [14].
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1.6.3. Terceira geracao de fotossensibilizadores

Esta geracdo visa principalmente compostos que possuam uma maior afinidade
com o tecido tumoral, evitando danos as células saudaveis. Assim, algumas modificacdes
estdo sendo realizadas para atingir este objetivo. Dentre elas combinar FSs de segunda
geracdo, acoplar anticorpos e proteinas a estrutura do FS, dentre outras. Isto possibilita
uma maior seletividade destes compostos ao alvo desejado [12].

1.7. Porfirinas

As porfirinas sdo compostos que possuem quatro anéis de pirrol que estdo
dispostos em circulo que vem sendo amplamente utilizadas na TFD. Possuem um total de
22 elétrons 7, dos quais destes 18 elétrons estdo em um macrociclo continuo e plano.
Além disso, os atomos de carbono denominados como a do pirrol, estdo conectados por

pontes metileno [16].

Devido a sua estrutura versatil as porfirinas passaram a ser utilizadas e exploradas
em diversas areas e como solucdes para o desenvolvimento tecnoldgico. Além disso, suas
propriedades fisico-quimicas podem ser modificadas, dependendo dos substituintes que
sdo ligados ao macrociclo tetrapirrdlico [16]. A figura 1.10 ilustra o grande potencial de

aplicacdo das porfirinas.
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Figura 1. 10: Exemplos de aplicacdes para porfirinas.

Além disso, a utilizacdo de complexos metélicos para se coordenar ao macrocilo
tetrapirrolico também afeta as propriedades, ja que ha uma alteracdo nos angulos e na
distancia das ligacfes. De maneira geral, utilizar metais que estao localizados na primeira
linha de metais de transicdo pode diminuir expressivamente a toxicidade da porfirina
resultante [17].

Assim, o planejamento e desenvolvimento de novos compostos FSs com maior
eficacia para TFD tem se tornado um importante ramo de pesquisa cientifica. Para isso,
diferentes estratégias vém sendo empregadas, dentre elas destacam-se a incorporacao de
ions ou complexos metalicos a estrutura das porfirinas ou de compostos com potencial

atividade anticancerigena.

1.8. Paladio

Em 1978, a cisplatina (cis-diaminodicloridoplatina) (1) foi aprovada para uso
clinico na terapia contra o cancer. Os farmacos que possuem platina (11) em sua estrutura,
conseguem agir se ligando ao DNA, formando ligagdes cruzadas estaveis que impedem
que haja a replicacdo. Porém, depois de muito tempo de uso, verificou-se que estes
compostos contendo platina possuiam desvantagens significativas, como: graves efeitos

colaterais, além de agirem somente para alguns tipos de canceres [17].
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Assim, houve uma busca de novos metais que pudessem substituir a platina (11),
visando reduzir tais desvantagens. Devido a semelhanca entre a quimica de coordenacéao
da platina (I1) com o pal&dio (1), estudos envolvendo o palédio (Il) tiveram inicio. Muitos
compostos contendo paladio (Il) apresentaram atividade antitumoral muito superior
quando comparado com a cisplatina e até mesmo outros medicamentos comumente
usados [18].

O primeiro composto contendo palddio (1), que apresentou uma excelente
atividade contra células de sarcoma 180J, foi o [Pd(bpy)(ONO?).] (bpy = 2,2’-bipiridina).
Em 1989, Mital e colaboradores obtiveram os complexos: [Pd(bpy)(ddtc)]NOs - H2O e
[Pd(fen)(ddtc)]NOs - H.O (ddtc = dietil ditiocarbamato; fen = fenantrolina), que
comparados com a cisplatina tinham uma atividade antitumoral cerca de 10 vezes maior,
ja que por conterem anéis planares em sua estrutura, estes podem se intercalar com o
DNA [18].

Navarro-Ranninger e Quiroga e colaboradores sintetizaram trés complexos
contendo paladio (II) com ligantes de tiossemicarbazona [18]. Estes compostos se
mostraram ativos em Varios tipos de cancer, até mesmo aqueles em que a cisplatina ndo
conseguia combater. Em relacdo a células de glioma estes compostos apresentaram
melhor resposta em comparacdo com o farmaco que é usado clinicamente para o

tratamento de tumores cerebrais [18].

Assim, compostos contendo paladio (I1) apresentam uma boa atividade contra
linhagens celulares tumorais. Porém, varios fatores devem ser levados em consideracéao
para a sintese de novos compostos, como orientacdo dos ligantes, volume dos ligantes,
propriedades eletronicas, solubilidade, lipofilicidade, e uma boa interacdo com o DNA e

proteinas.

A sintese de novos compostos de paladio, ainda € um grande desafio, ja que estes
compostos podem possuir uma alta labilidade, uma alta taxa de troca dos ligantes e uma
baixa solubilidade. Assim, deve-se ter grupos ligados ao paladio que minimizem estes

efeitos, tornando os compostos viaveis para uso clinico.

Spencer em 2009, propds a utilizacdo do ligante difenilfosfina (dppe) associado
ao paladio para o tratamento do cancer. Com este composto obtiveram valores de ICso

menores que a cisplatina utilizando diferentes linhagens celulares (K562, Vero e B116).
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Assim, as fosfinas comegaram a ser investigadas como grupos promissores para 0

tratamento do céancer [18].

Uma das principais caracteristicas dos ligantes fosfinicos é a sua capacidade de
estabilizar centros metéalicos, devido a sua propriedade de retrodoagdo (Figura 1.11). As
fosfinas possuem um par de elétrons que ¢ capaz de formar ligacdes o estaveis e orbitais

hibridos do tipo 3pc dn vazios, e por isso conseguem receber elétrons [19].

//’_'\‘ Retrodoacio

o ¥
P
0 ™0
Doacao o

Figura 1. 11: Esquema da ligagdo metal-fosfina [19].

Além disso, permitem a variacdo dos grupos substituintes que estdo ligados ao
atomo de fosforo, podendo ser estes grupos doadores ou receptores, que irdo influenciar
na ligacdo P-M-R (P = fésforo; M = metal; R = ligante). O impedimento estérico também
é um outro fator que deve ser levado em consideracao, ja que isto afetara diretamente nos
angulos de ligagdo R-P-R (Figura 1.12) (&ngulo de cone), influenciando drasticamente
em suas propriedades [19].

Figura 1. 12: Angulo de cone R-P-R [19].
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Na busca por uma maior eficiéncia terapéutica e um efeito sinérgico, o presente
trabalho buscou sintetizar novas moléculas que empregam a combinacdo de compostos
com potencial atividade biologica e agentes FSs utilizados na TFD. O projeto foi
idealizado e realizado em parceria com o Laboratorio de Estrutura e Reatividade de
Compostos Inorganicos (LERCI) da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar),
liderado pelo prof. Dr. Alzir A. Batista. O LERCI tem desenvolvido nos altimos anos
complexos fosfinicos, para tratamento de diversas doencas como maléria, leishmania,
cancer, entre outras. Neste grupo, Wilmer e colaboradores, sintetizaram complexos de
paladio associados a ligantes fosfinicos visando utilizacdo em linhagens de células
tumorais. Assim, complexos fosfinicos foram utilizados neste trabalho como substituintes

no macrociclo tetrapirrélico.

Tendo em vista que estes novos compostos serdo utilizados na TFD, é importante
investigar ndo somente as propriedades eletrdnicas, quimicas e fotofisicas, mas também
a interacdo com biomoléculas (como DNA). Sabendo deste tipo de interagdo é possivel
estudar design de novos farmacos, além de determinar qual o tipo de mecanismo de dano

ao DNA, como mecanismos de quebra e de interacéo.

1.9. O estudo da interagdo com alvos moleculares bioldgicos DNA

O DNA (é&cido desoxirribonucleico) é uma substancia polimérica, na qual contém
todas as informacdes genéticas de um determinado individuo. E constituido por
nucleotideos, dos quais sdo compostos por trés partes: uma pentose, uma base

nitrogenada, um ou mais grupos fosfato [20].

As bases nitrogenadas, sé@o classificadas em dois grupos: as pirimidinas e purinas.
As pirimidinas (citosina, timina e uracila) possuem apenas um anel de seis atomos, sendo
ele composto de carbono e nitrogénio. Ja as purinas (adenina e guanina) possuem dois

anéis, sendo um anel de seis &tomos ligado a um anel de cinco atomos [20].

Os nucleotideos se ligam entre si, formando uma cadeia de desoxinucleotideos,
que através de ligagdes de hidrogénio interage com outra cadeia de desoxinucleotideos,
formando uma dupla fita de DNA. Entre as fitas de DNA, as ligacdes de hidrogénio sdo
formadas pela combinacdo de interacdo entre as bases nitrogenadas: adenina-timina e

citosina-guanina (Figura 1.13).

17



© Hidrogénio
© Oxigénio
@ Nitrogénio
© Carbono
© Fasforo

®

Pirimidinas Purinas

Figura 1. 13: Estrutura do DNA [21].

O DNA desempenha um papel importante nos processos biologicos, além de
controlar a estrutura e a funcéo da célula, este carrega também os codigos de informacéo
genética, que sdo utilizados para sintetizar proteinas e enzimas. Assim, o interesse em
compostos que atinjam a estrutura do DNA causando algum dano, vem sendo cada vez
mais buscado, j& que atingindo o DNA, haveria dano a célula, levando a morte de um

determinado tipo de tumor.

A interagdo com o DNA pode ocorrer de maneira covalente e ndo-covalente, ou
seja, amolécula se liga reversivelmente a estrutura do DNA. As interagcdes covalentes séo
as que mais causam danos ao DNA, ja que se ligam de maneira irreversivel, podendo

causar a fragmentacdo do DNA [21].

Jé as interacOes ndo covalentes sdo divididas em: eletrostaticas, ligacdo de sulcos
e ligacdo intercalativa. A ligagéo eletrostatica ocorre devido a interagdo entre o esqueleto

fosfato do DNA que possui carga negativa e as extremidades com carga positiva de uma
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determinada molécula. A ligacdo do sulco se baseia nas ligagdes de hidrogénio ou

interacOes de van der Waals de moléculas com bases de acidos nucléicos [22-23]

A Ultima interacdo que também tem sido explorada sd@o as interacOes
intercalativas, que ocorre quando pequenas moléculas se intercalam dentro dos pares de
bases de acidos nucléicos formando interagdes do tipo de Van der Waals e n-stacking.
Estas interacfes levam ao aumento do volume do DNA, ocasionando a desnaturacao do

mesmo e consequente perda da fungéo [22-23].

Com o auxilio de técnicas espectroscopicas, como espectroscopia de absor¢do na
regido do UV-Visivel, ressonancia magnética nuclear, dicroismo circular, dentre outras,
pode-se determinar esses tipos de interacdes. Outras técnicas sao também amplamente

empregadas, como as técnicas eletroquimicas, eletroforese em gel e viscosidade [24].
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho foi a sintese de novos compostos

fotossensibilizadores para uso na Terapia Fotodinamica utilizando complexos de paladio

com potencial atividade anticancerigena, com a porfirina meso-tetra(4-piridil) (TPyP).

2.2. Objetivos especificos

A fim de alcangar o objetivo geral, foram delineados o0s seguintes objetivos

especificos:

e Sintetizar os complexos de paladio associados a ligantes fosfinicos (precursores):

(@)

o

(@]

(@)

[PACl2(dppe)] (Cis-dicloro,1,2-bis(difenilfosfina)etano paladio(ll));
[PACIl2(dppp)] (Cis-dicloro,1,3-bis(difenilfosfina)propano paladio(ll));
[PACI2(dppb)] (Cis-dicloro,1,4-bis(difenilfosfina)butano paladio(ll));
[PACl2(dppf)] (Cis-dicloro, 1,1°-bis(difenilfosfina)ferroceno paladio(ll)).

e Reagir a meso-tetra(4-piridil)porfirina (TPyP), com 0s respectivos precursores

para a obtencdo dos seguintes compostos porfirinicos:

o

o

o

o

{TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)s (hexafluorofosfato de tetra-cloro,1,2
bis(difenilfosfina)etano, 5,10,15,20-tetrakis-piridilporfirina paladio(ll));
{TPyP[PdCI(dppp)]s}(PFe)s (hexafluorofosfato de tetra-cloro,1,3-
bis(difenilfosfina)propano,5,10,15,20-tetrakis-piridilporfirina
paladio(ll));

{TPyP[PdCI(dppb)]s}(PFs)s  (hexafluorofosfato de tetra-cloro,1,4-
bis(difenilfosfina)butano ,5,10,15,20-tetrakis-piridilporfirina paladio(ll));
{TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFs)4 (hexafluorofosfato de ,1,10-
bis(difenilfosfina)ferroceno,5,10,15,20-tetrakis-piridilporfirina
paladio(ll);

e Caracterizacgéo estrutural dos compostos obtidos, pelas técnicas de RMN H, $3C,
HSQC, HMBC, 3P{H}, IV, andlise elementar e difracdo de raios X de

monocristal;

e Caracterizacdo fotofisica e fotoquimica dos compostos sintetizados;
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e Avaliar a interacdo destes compostos com calf thymus — DNA, por titulacdo
espectrofotométrica e viscosidade;

e Avaliar a citotoxicidade nas linhagens: MDA-MB-231 (tumoral de mama) e
MCF-10A (sadia de mama), sem e com a irradiacdo, para determinar o potencial

fotodinamico.
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3. Parte Experimental

3.1. Sintese dos precursores e modificacdo da TPyP

3.1.1. Tratamento do argénio para sintese

As sinteses dos precursores e a modificacdo da TPyP foram realizadas sob
atmosfera de argonio, para que ndo se tenha a presenca de umidade e oxigénio. O argonio
passa por uma coluna de silica gel e, em seguida uma coluna contendo o catalisador BTS-
R-3-11, mantida a 60° C (para que a eficiéncia do catalisador fosse méxima) para a

eliminacdo do oxigénio presente no argonio.

3.1.2. Solventes

Os solventes utilizados foram da marca Synth P.A, sem purificacdo prévia. O

DMSO deuterado (Merck), também foi usado sem purificacdo prévia.

3.1.3. Sintese dos precursores: [PdClz(P-P)] (P-P = dppe, dppp, dppb e dppf)

Os precursores foram sintetizados via método descrito por Dopke e colaboradores,
com pequenas adaptacOes [25]. Em um frasco Schlenck contendo 50 mL de CH2Cl;
desaerado dissolveu-se 1,85 mmol (1,30 g) de trans-[Pd(PPhs3).Cl;] e em seguida
adicionou-se 2 mmol de dppe (0,80 g), dppp (0,90 g), dppb (1,00 g) ou dppf (1,10 g).
Apo6s a adicdo, agitou-se durante 24 h. Concentrou-se a mistura (20 mL) e esta foi
precipitada com hexano e filtrada. O produto resultante foi secado sob vacuo, obtendo os
seguintes rendimentos: 90% para [PdClz(dppe)], 88% para [PdCl2(dppp)], 80 % para
[PdACI2(dppb)] e 85 % para [PACI2(dppf)].

3.1.4. Modificagéo das porfirinas: {TPyP[PdCI(P-P)]s}(PFe)4

Em um frasco Schlenk contendo 200 mL de CH.Cl, desaerado dissolveu-se 0,16
mmol de TPyP. Em seguida, adicionou-se os respectivos precursores [PdCIl2(P-P)] em
uma razdo estequiométrica de 1:4 (TPyP:[PdCIx(P-P)]). Deixou-se em refluxo por um
periodo de 2h. Em seguida, adicionou-se uma solucdo de AgBFs em metanol, em uma
razao estequiométrica de 1:1 ([PdCIl>(P-P)]:AgBF.), e deixou-se sob agitacdo durante 48
h. Essa mistura foi filtrada em uma coluna de celite. Concentrou-se a mistura (5 mL) e
adicionou-se 15,5 mmol de NH4PFs e precipitou-se com hexano. O produto resultante foi

secado sob vacuo, obtendo um rendimento entre 60-80% para as porfirinas.
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3.4. Caracterizacao estrutural dos compostos

3.4.1. Analise elementar (C,H, N e S)

A determinacdo do teor de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre, para todos
0S compostos sintetizados foram realizados em um analisador CHN modelo EA 1108 da

FISONS, no laboratoério de anélise elementar do departamento de Quimica da UFSCar.
3.4.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 3'P{*H}

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 3P{*H} em CHCl,, foram
obtidos em um espectrémetro Bruker DRX 400 MHz, do Departamento de Quimica da

UFSCar.

3.4.3. Espectroscopia Vibracional na Regiédo do Infravermelho

Os espectros vibracionais de absor¢do na regido do infravermelho foram obtidos
utilizando-se o espectrofotobmetro PerkinElmer, Spectrum 400, na Central Analitica do
Instituto de Quimica da UFG, em uma faixa de 4000 a 400 cm, utilizado pastilhas de
KBr.

3.4.4. Difracdo de Raios X

O monocristal foi obtido através da evaporacéo lenta de CH.Cl; e para a realizacédo
dos experimentos de difracdo de raios X foram utilizados dois difratbmetros diferentes
para a resolucdo das estruturas cristalinas: um pertencente ao grupo de cristalografia do
IFSC-USP do tipo automatico NONIUS KAPPA CCD e o outro localizado no
Departamento de Quimica da USP de S&o Carlos da marca Bruker APEX DUO, ambos
utilizando radiagdo da linha Ko do molibdénio (0,71070 A).

As estruturas foram refinadas usando o programa SHELXS 97 usando métodos
diretos, sucessivos mapas de Fourier-Diferenca permitiram a localizacdo dos atomos nédo
hidrogénios. Excetuando-se os atomos de hidrogénio, todos os demais foram refinados
anisotropicamente. Os refinamentos foram feitos pelo método dos minimos quadrados
através do programa SHELXL 97. Detalhes especificos sobre coleta de dados e os

parametros para cada complexo séo fornecidos nos apéndices apropriados.
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3.4.5. Fotoestabilidade

A fotoestabilidade das porfirinas foi verificada com a utilizacdo de espectros de
31p{H}, que foram obtidos em um espectrometro Bruker Avance II1 500 RMN,
localizado no Instituto de Quimica da UFG. As amostras das porfirinas foram
solubilizadas em DMSO. Em seguida, foram irradiadas por 90 min com uma fonte de luz
branca, constituida por uma lampada hal6gena emitindo na faixa de 400 a 900 nm a uma
irradiancia de 100 mW/cm?. Foram obtidos espectros antes, logo apds a irradiacéo e
depois de 1 dia de irradiadas.

3.4.6. Ressonancia Paramagnética Eletronica

Os espectros foram obtidos no Laboratério de Biofisica no Instituto de Fisica da
UFG. O equipamento utilizado foi um espectrémetro Bruker ESP300 com uma cavidade
ressonante ER4102 ST. As medidas foram realizadas em temperatura ambiente (25 °C).
Os parametros utilizados foram: poténcia de microonda, 10mW; frequéncia de
modulacdo, 100 KHz; amplitude de modulacéo, 1,024 G; varredura de campo magnético,
100 G.

3.5. Caracterizagao Fotofisica

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

Os espectros referentes a absorcao na regidao do ultravioleta-visivel foram obtidos
em um espectrofotdmetro Hitachi U-2900, localizado no Laboratdrio de Biofotnica do
Instituto de Fisica da UFG.

3.5.2. Rendimento quantico de fluorescéncia (®x)

Os espectros de emissao de fluorescéncia foram obtidos em um espectrofotdmetro
FL F-7000, localizado no Laboratorio de Biofisica do Instituto de Fisica da UFG. As
solucBes das porfirinas em DMSO foram diluidas até que a absorvancia no comprimento
de onda de excitacdo da amostra (511 nm) fosse menor que 0,05, para evitar o efeito de

filtro interno.

3.5.3. Determinacéao do tempo de vida do estado tripleto
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A técnica de flash-fotélise permite determinar os valores de tr. Esta técnica é baseada
num sistema de bombeio e prova (pump-probe), em que a amostra é irradiada
ortogonalmente por dois feixes de luz. Um intenso feixe laser pulsado (pump) transfere
uma consideravel populacao eletrdnica do estado fundamental (So) para o estado excitado
que relaxam e se acumula brevemente no estado tripleto (T1). Um feixe continuo (probe)
monitora a absorcdo transiente devido a diferenca de populagdo entre os estados
fundamental e tripleto. A absorcéo transiente AA(A,t) é dada pela relagéo:

AA(A t) = AMy(Dexp(T7) = [er (D) — es(D)]Cr ()¢ (Equagho 4.2)

onde A4o(4) é a absorcao transiente inicial (t = 0), 7o tempo de vida do estado tripleto.
A equacdo traz ainda a relagdo entre 44(4) e os coeficientes de absor¢do do estado
fundamental &s, do estado tripleto ¢r, a concentracdo molar do estado tripleto C+(t) e 0
caminho dptico da cubeta £. Uma vez que os coeficientes de absorcao sdo constantes ao
longo do tempo (Equagéo 4.2), a absorgéo transiente permite determinar o tempo de vida

do estado tripleto, pois é proporcional ao termo Cr(t).

Para as medidas de tempo de vida do estado tripleto foi utilizada a técnica de
Flash-fotolise. O sistema da Flash-fotélise encontra-se instalado no Grupo de Biofotdnica
do Instituto de Fisica da UFG e utiliza como bombeio um laser Brillant da Quantel de
Nd:YAG emitindo pulsos de 5-7 ns no segundo harménico (532 nm) e uma lampada de
xendnio como prova. Apds passar por um monocromador, o sinal é entdo coletado por
uma fotomultiplicadora e digitalizado por um osciloscopio Tektronix 500 MHz e coletado

num computador.

Utilizou-se uma cubeta de quartzo (caminho éptico: 1 cm) para acondicionar as
amostras. Os perfis de decaimento da absorc¢éo transiente foram monitorados em 470 nm.
Para fins de analisar o efeito do oxigénio da solugédo, as amostras foram desoxigenadas

através do borbulhamento de nitrogénio na solucdo por 30 min.

3.5.4 Determinacio do rendimento quéntico de oxigénio singlete (®a)

Para a determinagdo do ®a, monitorou-se a degradacdo do cido urico por UV-vis
[26]. Onde, 1 mL da solug&o de &cido drico em DMSO foi misturada com 1 mL da solucéo

de porfirina (5 p mol L), também em DMSO. A mistura foi irradiada com um modulo
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laser (iZi - LaserLine) emitindo em 532 nm por um periodo total de 30 s, sendo obtidos

espectros de absorcdo a cada 5s.

3.6. Estudo da lipofilicidade

3.6.1. Determinacéao do coeficiente de particéo (log P)

O coeficiente de particdo foi determinado utilizando volumes de 3 mL de octanol
e 3 mL de agua. Adicionou-se 0,5 mg de porfirina na mistura e agitou-se vigorosamente
durante 24 h, a temperatura ambiente. Em seguida, centrifugou-se a mistura para a
separacdo da fase aquosa e da organica. As concentracgdes das porfirinas nessas duas fases
foram determinadas por UV-vis. O valor do log P foi calculado a partir da Equacéo 3.1.
Nesta, Aorg € Aag S80 0s valores de absorvancia da fase orgénica e da fase aquosa, na
banda de Soret, Vaq € Vorg S80 0S Volumes finais da fase aquosa e organica, respectivamente
[27].

log P = Iog(Af;’Trj X %) (Equacéo 3.1)

3.7. Estudo da interagdo com DNA

3.7.1. Titulacdo espectroscépica

Preparou-se as solucdes das porfirinas em uma concentracdo de 2 umol L™ em
DMSO. O CT-DNA (Calf Thymus) foi preparado em tampdo PBS (pH 7,4). A
concentracdo foi determinada através de UV-vis, sabendo que a absortividade molar do
DNA ¢ de 6600 L mol™* cm™ em 260 nm [28]

As titulagdes foram feitas, utilizando concentragcdes de DNA de: 10; 20; 30; 40;
50 e 60 umol L. Adicionou-se, em uma cubeta de quartzo de caminho Optico de 1 cm,
20 pL da solucéo de porfirina e 1980 pL de solugéo tampéo. Em seguida, adicionou-se
10 pL da solucdo de DNA.

3.7.2. Viscosidade

Preparou-se 10 solucdes, em tubos de ensaio, descritas na Tabela 3.1, com a

concentragdo do composto analisado em 1,2.10° mol L solubilizado em DMSO, e
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utilizou-se o tampdo trizma-HCIl. As medidas foram feitas em um viscosimetro de
Oswald, mergulhado a um banho a uma temperatura de 25°C e com auxilio de um
crondbmetro para aferir o tempo de escoamento. Os experimentos foram feitos em

triplicata.

Tabela 3. 1: Volumes (uL) utilizados das solucGes de porfirina, DNA, DMSO e tampao.

Tubos porfirina DNA DMSO tampao
1 0 0 0 4000
2 0 0 200 3800
3 0 500 0 3500
4 0 500 200 3300
5 50 500 350 3100
6 100 500 300 3100
7 200 500 200 3100
8 300 500 100 3100
9 400 500 0 3100
10 400 0 0 3600

3.8. Testes de citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade foram feitos no Laboratorio de Genética do ICB da
UFG. Utilizou-se duas linhagens celulares, sendo uma de célula tumoral MDA-MB231
(adenocarcinoma de mama humana) e uma sadia de mama, MCF-10A.

As células foram cultivadas como cultura de monocamada aderente em meio
DMEM ou RPMI, suplementado com soro fetal bovino (FBS) 10%. As culturas foram
mantidas a 37 °C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO,. Para a realizacdo dos
ensaios de citotoxicidade, as células foram tripsinizadas para a contagem e ajuste da
concentracdo. Em seguida, aplicou-se as células em placas de cultura de 96 pocos
(estéril). As placas foram armazenadas em estufa (37°C/5% CO3) por 24 h para a adesao
celular. Em seguida, as solugdes das porfirinas, em DMSO, em diferentes concentragdes,
foram adicionadas as placas, que foram deixadas na estufa por mais 24 h. As placas que
sofreriam irradiacdo, apds 24 h de adicdo das porfirinas, foram irradiadas com uma fonte
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de luz branca (25,52 mW/cm?, 34,22 J/cm?) por um tempo de 20 min. Em seguida foram
mantidas na estufa por mais 24 h.

Apos este periodo, retirou-se todo o meio de cultura das placas e lavou-se duas
vezes com PBS (pH 7,4) e, em seguida, adicionou-se 50 uL. de MTT. As mesmas foram
deixadas em estufa por um periodo de 3-4 horas e adicionou-se DMSO para solubilizar
os cristais formados e mediu-se espectrofotometricamente. A absorbancia das placas,
foram medidas em um espectofotometro de microplacas.

Os dados coletados foram tratados em planilha no Excel e no programa GraphPad

Prism 5, e assim foi possivel calcular o IC50 (concentracdo inibitoria de 50% das células).
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4. Resultados e discussao

4.1. Caracterizacéo estrutural

4.1.1. Sintese das porfirinas

A TPyP foi modificada utilizando os precursores [PdCl>(P-P)], que foram
sintetizados. Utilizou-se inicialmente a trans-[Pd(PPhz)2Cl-], reagindo com a dppe, dppp,
dppb e dppf. Apo6s essa reacdo, os compostos adquiridos foram: [PdClx(dppe)],
[PACl2(dppp)], [PACl2(dppd)] e [PACI>(dppf)] (Esquema 4.1).

Com os precursores sintetizados, estes foram reagidos com o AgBFs, para a
formacdo do AgCl, que precipitou. Dessa forma, os precursores perderam um atomo de
cloro, ficando com um sitio livre para reagir com a TPyP. Logo ap0s a reacdo, foi
adicionado NH4PFs, que resultou na formacédo do contra-ion das porfirinas, no caso o PFg
(Esquema 4.1).

U
Q 5P o
<© AgBF, NH,PF,
N T~ CH,Cl,
5 ok

P

Esquema 4. 1: Esquema da rota sintética da porfirina {TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)a.

4.1.1. Andlise elementar

A andlise elementar é uma técnica Util para saber a pureza dos compostos, a partir
do que se € esperado teoricamente. A partir da analise dos dados obtidos, verificou-se que

os teores de carbono, hidrogénio e oxigénio foram condizentes com a estrutura proposta.
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Tabela 4. 1: Dados de andlise elementar para as porfirinas. Valores experimentais
seguidos dos valores teoricos entre parénteses.
Porfirina C (%) N (%) H (%)
{TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)2 51,76 (51,48) 3,17 (3,34) 3,50 (3,66)

C144H122N8P12ClaF24Pd4

{TPyP[PdCI(dppp)]4}(PFs)a 51,95 (52,04) 3,10 (3,28) 3,68 (3,83)
C148H130N8P12ClaF24Pd4

{TPyP[PdCI(dppb)]4}(PFs)s 52,30 (52,58) 3,15 (3,23) 3,70 (4,00)
C1s52H138NsP12ClaF24Pd4

{TPyP[PdCI(dppf)]a}(PFe)a 53,21 (53,07) 3,00 (2,81) 3,53 (3,49)

C176H138N8ClaF24P12FesPd4

4.1.2. Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho

Com a utilizacéo de espectros de absor¢do na regido do infravermelho, é possivel
obter informacg6es sobre a complexacdo dos precursores na estrutura da porfirina. Para
isso, analisou-se, separadamente, os espectros dos precursores e da porfirina (TPyP)
utilizados para a complexacéo, para fins de comparagdo. Assim, os valores caracteristicos
das bandas dos precursores e da TPyP foram obtidos na literatura presentes na Tabela 4.2
e 4.3[29-30].

Para os precursores, foi possivel verificar uma banda em 3450 cm™ referente ao
O-H, da presenca de H2O do KBr. Ha a presenca de bandas C=C na regido de 1490 e
1430 cm™ e C-H aromatico presente em 3053 cm™ referentes aos anéis ligados ao atomo
de P. Além disso, ha uma banda em 1100 cm™ da ligacdo P-C e em 695 cm™ das
deformac0es das ligagdes Ph-P-Ph. Na Tabela 4.2 encontram-se todas as atribuigdes que

foram obtidas para os precursores.

30



Tabela 4. 2: Atribuicdo das bandas caracteristicas (cm™) nos espectros de absor¢do na

regido do infravermelho dos precursores [MCI2(P).], em KBr.

Precursores C-H C-H Cc=C P-C P-Ph M-P
(aromatico) (alifatico)

[PACl2(dppe)] 3053 2923 1482; 1453 1104 688 531

[PACl2(dppp)] 3054 2922 1484; 1435 1101 692 515

[PACl2(dppb)] 3054 2922 1484; 1434 1100 690 530

[PACI(dppf)] 3054 2923 1481; 1435 1097 694 514

Para a TPyP, temos bandas caracteristicas da ligagdo C=C presente no anel
porfirinico em 1345; 1475 cm™. As deformacdes referentes a ligagdo C-H, encontram-se
nas frequéncias de 1345, 1475 cm™. A banda referente a ligagdo C=N encontra-se em
1587 cm e das ligagOes C-H aromaticas em 3022, 3061 e 3095 cm™. Estes dados estdo
organizados na tabela 4.3.

Tabela 4. 3: Atribuicio das bandas caracteristicas (cm™) nos espectros de absorcio na

regido do infravermelho para a TPyP em KBr [29-30].

Atribuicéo Frequéncia (cm™)
C-H 653; 712; 797; 990
C=C 887; 1345; 1393; 1475
C=N 1587
C-H (aromatico) 3022; 3061; 3095

Para as porfirinas sintetizadas neste trabalho, os espectros de infravermelho
apresentaram bastante semelhanca entre si (Figura 4.1), ja que todas foram substituidas
com ligantes fosfinicos. Além disso, houve uma sobreposicdo das bandas presentes nos
precursores e na TPyP. Assim, as atribui¢fes das bandas dos espectros, estdo organizados
na Tabela 4.4.
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Figura 4. 1: Espectros vibracionais na regido do infravermelho para (a)

{TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFes)a, (b) {TPyP[PdCI(dppp)]s}(PFe)4, (c)
{TPyP[PdCI(dppb)]a}(PFe)4 € (d) {TPyP[PdCI(dppf)]4}(PFs)a.

Tabela 4. 4: Atribuicdo das bandas caracteristicas (cm™) nos espectros de absor¢do na
regido do infravermelho das porfirinas em KBr.

Porfirinas P-C C-H C=N C-H P-F
{TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)4 1102 1425 1425 3055 838
{TPyP[PdCI(dppp)]s}(PFe)4 1081 1433 1433 3055 846
{TPyP[PdCI(dppb)]s}(PFe)4 1096 1429 1429 2927 842
{TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFs)4 1080 1432 1430 2945 846

4.1.3. Difracéo de raios-X

Para a porfirina {TpyP[PdCI(dppb)]s}(BF4)s, foi possivel a obtengdo de
monocristais, e empregando a técnica de difracdo de raios-X obtivemos uma estrutura
cristalina que exemplifica e confirma as estruturas propostas nesta série (Figura 4.2).

Todas as porfirinas deste trabalho, como contra-ion foi utilizado o PFs’, com excecéo do
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monocristal, cujo contra-ion utilizado foi 0 BF4". Estas estruturas sao o primeiro relato de
ligantes porfirinicos do tipo TPyP contendo o paladio coordenado em seus periféricos, 0s
relatos na literatura concentram-se em estruturas metaladas ao centro e/ou contendo

metais como Ru, Pt, Cu, Zn, dentre outros nos periféricos [31-34].

Figura 4. 2: Estrutura cristalina da {TPyP[PdCI(dppb)]4}BFa.

A porfirina cristalizou com a adi¢do do sal NaBF4, apresentando 4 ions BF4 como
contra-ions. Por se tratar de uma molécula muito grande e cheia de espagos acessiveis a
solventes, observou-se a presenca de varias pequenas moléculas desordenadas ao redor
do complexo, como CHCIz e H20, que para a obtencdo de dados cristalograficos mais
consistentes foram removidos do refinamento final empregando a técnica SQUEEZE
[35]. A presenca de desordem nos atomos de carbono, em alguns anéis dos ligantes dppb,

levou a exibicdo de elipsoides com dimensdes maiores que 0 comum, ndo se adequando
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em modelos de refinamento de desordem em duas ou mais posi¢coes, representando o
resultado obtido o melhor modelo de refinamento dentre as tentativas. O modo de
coordenacdo da porfirina ao paladio via atomo de nitrogénio foi inequivocamente
confirmado, apresentando o paladio uma geometria quadrado planar distorcida, conforme
evidenciado pelos angulos de ligacdo (# 90°) exibidos pelas ligacdes P4-Pd2-P3, P3-Pd2-
Cl2 e N8-Pd2-P4, além da confirmagdo da presenca do cloreto também ligado ao palédio.
Os dados de refinamento estruturais dos comprimentos e angulos de ligacdo sdo

apresentados nas Tabelas 4.5, 4.6 e 4.7.

Tabela 4. 5: Dados de cristal e refinamento de estrutura para {TPyP[PdCI(dppb)]4}BFa.

Férmula empirica C152H138B2ClaFgNgP24Pda4

Peso molecular 3065,48
Temperatura/K 150,03
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P2i/a
alA 21,2707(11)
b/A 23,0586(12)
c/A 31,8123(19)
pBre 93,226(4)
Volume/A3 15578,3(15)
Z 4
peaicg/cm® 1,307
u/mm'1 5,546
F(000) 6240,0

Tamanho do cristal/mm?3
Radiacao
Faixa de 20 para coleta de dados/°

Intervalo de indices
Reflexdes coletadas

Reflexbes independentes

Dados/restri¢cbes/parametros
Qualidade do ajuste em F?
indices R final [I>=2c (I)]

0,113 x 0,08 x 0,012
CuKa (A =1.54178)
4.736 a 87.996

-18<h<19,-20<k<20,-28<1<28

98363

11913 [Rint = 0,2499, Rsigma = 0,1049]

11913/1824/1411
1,589
R1=0,1578, wR2 = 0,4087
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indices R (todos os dados) R1 =0,2062, wR2 = 0,4478
Maiores picos e valores de difracdo 3,23/-1,09

Tabela 4. 6: Comprimento de ligacéo (A) para {TPyP[PdCI(dppb)]4}BFa.

Ligacao Comprimento de Ligacao Comprimento de
ligacdo (A) ligacéo (A)
Pd2-ClI2 2,357(9) N1-C1 1,37(3)
Pd2-P3 2,267(7) N1-C4 1,45(3)
Pd2-P4 2,253(10) N2-C6 1,33(3)
P3-C231 1,838(16) N2-C9 1,44(3)
P3-C241 1,855(17) N3-C11 1,44(3)
P4-C221 1,839(16) N3-C14 1,44(3)
P4-C211 1,857(17) N4-C19 1,47(3)
Pd2-N8 2,088(18) N4-C16 1,40(3)

Tabela 4. 7: Angulos de ligacio (°) para { TPyP[PdCI(dppb)]4}BFa4,

Atomos Angulos (°)
P4-Pd2-CI2 178,5(3)
P4-Pd2-P3 92,3(3)
P3-Pd2-CI2 89,2(3)
N8-Pd2-P4 92,3(6)
N8-Pd2-P3 175,3(6)
C6-N2-C9 112(2)
C1-N1-C4 105(2)

C14-N3-C11 104(2)
C16-N4-C13 104(2)

Em relacdo aos substituintes, o efeito trans provocado pelo ligante fosfinico pode
ser observado nas distancias das ligagdes Pd-Cl para os ligantes da porfirina, j& que estes
ligantes estdo em posi¢éo trans a ligacdo Pd-P. O ligante fosfinico desloca a densidade

eletronica do atomo de Pd para mais proximo dele. Uma vez que o ligante Cl é um ligante
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doador de elétrons, o atomo de P que esta em posicdo trans a ele fica mais carregado

eletronicamente e isso ocasiona um encurtamento na ligacdo Pd-P (Tabela 4.6) [35].

A porfirina cristalizou no grupo espacial monoclinico P21/a, apresentando uma
molécula por unidade assimétrica (Z'=1), e quatro moléculas por cela unitaria (Z = 4). O
empacotamento cristalino estabilizou-se formando interagdes intermoleculares fracas
com os contraions, do tipo F...H-C, interacdes C...H, e interacGes do tipo CI...H-C entre
ligante cloreto coordenado e hidrogénios dos anéis da bifosfina de moléculas vizinhas.
Estas interagcdes sao importantes na formacéo do empacotamento cristalino, pois mesmo
sendo fracas sdo numerosas e conferem estabilidade a rede cristalina formada. Na Figura

4.3 pode-se observar 0 empacotamento cristalino resultante do arranjo das moléculas.

Figura 4. 3: Empacotamento cristalino exibido na estrutura de raios X obtida para o
complexo {TPyP[PdCI(dppb)]s}BFs. Cada unidade assimétrica foi representada por uma

cor e o plano formado pelas ligagdes Pd-ligante sdo destacados em cada molécula.
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4.1.4. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) é extremamente Util para a
elucidacdo estrutural dos precursores e das porfirinas obtidas, j& que se pode analisar
varios nucleos fornecendo o nimero de atomos ndo equivalentes do isétopo estudado.
Combinando dados de RMN com a espectroscopia vibracional na regido do

infravermelho, € possivel determinar estruturalmente um composto.

4.1.4.1. Precursores

Os espectros de RMN 3P{H} dos precursores [PdCl,(P-P)] (P-P — dppe, dppp,
dppb ou dppf), apresentaram apenas um singleto, o que indica que os a&tomos de fosforo
presentes nos ligantes fosfinicos, sdo magneticamente equivalentes. A tabela 4.8,
apresenta os respectivos deslocamentos quimicos referente a cada precursor. Para 0s
precursores, apenas o RMN 3!P{'H}foi obtido, ja que para estes compostos a sua
caracterizagdo ja consta na literatura [36].

Tabela 4. 8: Deslocamentos quimicos (6) em ppm dos precursores referentes aos sinais

no RMN 3P{*H} em CD-Cl./D,0.

Precursor Deslocamento quimico (ppm)
[PACl2(dppe)] 64,5
[PACl2(dppp)] 11,2
[PACl2(dppb)] 29,3
[PACl2(dppf)] 33,8

O precursor que contém o ligante dppe apresenta um maior deslocamento
quimico, quando comparado aos demais, devido a formacdo de um anel de cinco
membros, 0 que causa uma maior desblindagem dos atomos de fésforo, efeito conhecido
como “ring contribuition”. J& 0s precursores que possuem os ligantes dppp (pKa = 4,50),
dppb (4,72) e dppf (< 3,81) o deslocamento quimico passa a estar relacionado com o0s
valores de pKa. Como, a dppp é mais basica que a dppf, esta apresenta um deslocamento

guimico em uma frequéncia menor [36, 37].

4.1.4.2. Porfirinas
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A partir da técnica de RMN *H, foi possivel determinar alguns sinais
caracteristicos das porfirinas. No entanto, a atribui¢éo se tornou bastante dificil devido a
alta complexidade destes compostos. Como as porfirinas modificadas possuem uma
grande quantidade de anéis aromaticos, 0s sinais estdo em uma mesma regido do espectro
(7-9 ppm) (Figura 4.4).

Os sinais referentes aos hidrogénios do macrociclo tetrapirrolico ligados aos
atomos de nitrogénio estdo localizados em 6 -3,26 ppm como um singleto largo (Figura
4.4). Este deslocamento nessa regido, indica uma grande blindagem proveniente do efeito
de corrente de anel, ou seja, quando um anel aromatico € submetido em um campo
magnético, os elétrons 7 circulam de modo a gerar um campo magnético local, o que faz
com que a regido localizada acima ou abaixo do anel sofra uma grande blindagem, ja que
nesta regido o campo magnético local € contrario ao Bo.

Além disso, como a TPyP foi utilizada na modificacdo utilizando os precursores,
é possivel determinar alguns deslocamentos caracteristicos desta estrutura. Por exemplo,
os deslocamentos em 9,1 ppm, se referem aos 4&tomos de hidrogénio que estdo proximos
ao nitrogénio do anel. O deslocamento em 7,5 ppm, possui uma banda alargada, referente
aos hidrogénios presentes nos anéis dos ligantes. As demais atribuicdes, estdo presentes
na Tabela 4.9.
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Figura 4. 4: Espectro de RMN !H obtido para a porfirina {TPyP[PdCI(dppp)]s}(PFe)a,
em CDCls-d.

Tabela 4. 9: Deslocamentos quimicos e atribuicdo dos possiveis sinais de hidrogénio para
a porfirina {TPyP[PdCI(dppp)]4}(PFe)a.

6 (ppm) Atribuicdes
-3,26 HleHI’
1,30 H8
2,34 H7 e H9
8,09 H2 e H3
8,09 H4 e H4’
8,95 H5 e HS’
7,63 H10

Foi utilizado também para comprovar a estrutura 0 RMN 3P{*H}, ja que

proporciona espectros mais simples para as atribuicdes. Em relacéo as porfirinas, para as
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{TPyP[PdCI(dppp)]s}(PFe)a, {TPyP[PdCI(dppb)]s}(PFe)a, e
{TPyP[PdCI(dppf)]a}(PFe)a, 0s espectros de RMN 3P{*H} apresentaram dois dubletos,
referentes aos atomos de fdésforo dos ligantes fosfinicos, que possuem um ambiente
quimico diferente (Figura 4.6). Isso ocorre, pois um dos atomos de fosforo esta trans ao
atomo de cloro e como o atomo de cloro atrai menos os elétrons da ligacéo, isto resulta
em uma maior blindagem, o que causa um menor deslocamento quimico. Ja o outro a&tomo
de fdsforo esta trans ao atomo de nitrogénio, que atrai mais os elétrons para si, j& que este
¢ m aceptor de elétrons, resultando em uma maior desblindagem deste 4&tomo de fosforo,
e um maior deslocamento quimico.

A {TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)s4 apresentou no espectro de RMN 3P{'H}, um
singleto em 68 ppm, indicando que houve uma sobreposicéo dos dois dubletos que eram
esperados [38,39] (Figura 4.5). Os deslocamentos quimicos paras as porfirinas estdo na
Tabela 4.10. Além disso, ha a presenca de um septeto em -144 ppm, designado para o

contra-ion PFg presente em todas as porfirinas.

S R

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
160 140 120 100 a0 60 40 20 o -20 -40 -60 -80 -120 -160 -200 -240
ppm

Figura 4. 5: Espectro de RMN 3!P{*H} {TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)s em CD-Cl./D,0.
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Figura 4. 6: Espectro de RMN 3P{*H} {TPyP[PdCI(dppp)]s}(PFs)s em CD,Cl./D-O.

Como esperado, os dubletos das porfirinas foram levados para regides de maior
frequéncia em relacdo aos precursores, pois o nitrogénio localizado no anel da porfirina
desblindam os atomos de fdésforo mais eficientemente que os cloretos presentes nos
precursores, 0 que é possivel constatar nos deslocamentos quimicos presentes na Tabela
4.10 [39].

Tabela 4. 10: Valores de §3'P{*H} (ppm), para as porfirinas e J (Hz).

Porfirina 33P{*H} (ppm) J (H2)
{TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)4 68,0 -
{TPyP[PdCI(dppp)]4}(PFs)4 10,9;12,7 10,9
{TPyP[PdCI(dppb)]s}(PFs)a 34,18; 34,4 35,2
{TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFs)4 34,3; 37,4 34,3

Com todos os dados referentes a caracterizacdo estrutural dos precursores e das
porfirinas, foi possivel constatar que se obteve as estruturas desejadas, ou seja, a rota
sintética utilizada foi eficaz, além de apresentar um alto rendimento do produto resultante,
0 que € extremamente interessante, ja que se obtém baixos valores de rendimento seja na

sintese ou na modificagdo de macrociclos tetrapirrolicos.
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4.1.5. Fotoestabilidade

Para 0 monitoramento da estabilidade das porfirinas, foram obtidos espectros em
DMSO, antes e apds a irradiacdo por 90 min (Figura 4.6). Verificou-se que para todas as
porfirinas houve uma modificacdo do espectro feito em DMSO, quando comparado com
0s espectros obtidos em CH2Cl.. Assim, percebeu-se que o solvente foi capaz de alterar
as caracteristicas fisicas dos atomos de fosforo, ocorrendo uma coalescéncia dos dois
dubletos que eram esperados inicialmente. Uma das possibilidades desta ocorréncia € a
variacdo no angulo de cone e de solvatagdo dos ligantes fosfinicos. Além disso, para
compostos fosfinicos o tempo de relaxagdo de spin pode variar de acordo com o solvente

e a temperatura, por causa de mudancas na rotacdo da ligacdo de fosforo [40, 41].

Apbs a irradiacdo

Antes de irradiar

I N

200 140 80 40 0 -60 -120 -180
ppm

Figura 4. 7: Espectros de RMN 3'P{*H} antes e depois da irradiagdo por 90 min da
{TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)s, em DMSO2-ds.

Para as porfirinas {TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFe)s, {TPYP[PACI(dppp)]s}(PFe)s €
{TPyP[PdCI(dppb)]a}(PFe)4 ap6s 90 min de irradiacdo e 0 monitoramento apos um dia,
ndo houve modificagio no espectro de 3P{*H}, sendo, portanto estaveis. Porém, para a
{TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFs)s, houve uma grande modificagdo no espectro, ja que apés 90
min, houve o desaparecimento do pico em 40,03 ppm. A medida foi realizada novamente
para esta porfirina, apés um dia mantida no escuro, e o0 espectro continuou nao
apresentando o pico em 40,03 ppm (Figura 4.8). Isso pode ter ocorrido, devido a mudanca
no estado de oxidacdo do ferro presente no ligante 1,1°-bis(difenilfosfina)ferroceno, que

passou de 2+ para 3+.
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Apb6s um dia da irradiagdo W
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Apbs irraciiar VAR
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Antes de irradiar WMWMW
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200 140 80 40 0 -60 -120 -180
ppm

Figura 4. 8: Espectro de RMN 3'P{*H} antes e depois da irradiagdo por 90 min da
{TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFs)s, em DMSO2-ds.

Para verificar se de fato, ha a formacdo do Fe (111) na {TPyP[PdCI(dppf)]4}(PFe)a,
utilizou-se a técnica de RPE, ja que nesta é possivel verificar a existéncia de espécies
paramagnéticas que ndo sdo vistas quando se utiliza o RMN. Primeiro analisou-se
somente o precursor [PdCl>(dppf)], ja que a sua anexacao a estrutura da TPyP, poderia
causar alguma alteracdo nos espectros de RPE. Os espectros (Figura 4.9) exibem
transicbes caracteristicas de impurezas de Fe (Ill) estruturadas no tubo de vidro e
apresenta a formacdo de espécie paramagnética ou radical livre estavel, com fator g
=1.9992 (62) e largura de linha pico-a-pico ABpp = 13,89 (0,83) Gauss. A cinética de
geracdo desta espécie paramagnética desconhecida é mostrada na Figura 4.10. Como
mostrado, a concentracdo de SPINS gerados em funcdo do tempo de irradiacdo tem
dependéncia linear. Ademais, ndo se verificou um aumento na geracdo de espécie de Fe
(111), pois a intensidade de transi¢do na regido de impurezas de Fe (Il1) estruturadas no

tubo de vidro porta amostras permanece constante durante todo o processo de irradiacao.
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12000 |- Espécie paramagnética
- Impurezas de Fe(IIl) no estavel
10000 B capilar vitreo

Intensidade (U.A)
5
]
I

0 ' 10'00 ' 20'00 ' 30'00 ' 40'00 ' 50'00 ' 60'00
Campo Magnético (Gauss)

Figura 4. 9: Espectros da amostra [PdCl>(dppf)] medidos como funcdo do tempo de
irradiacao.
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0.8

Concentragso de SPINS (U.A)
>

0.6
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(=]

Tempo de imadiagzo (min)

Figura 4. 10: Cinética de geracdo de uma espécie paramagnética desconhecida como
funcdo do tempo de irradiagdo. A concentracdo de SPINS gerado no processo de
irradiacdo tem dependéncia linear com o tempo de irradiacéo.
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As Figuras 4.11 e 4.12 mostram o0s espectros medidos da amostra
{TPyP[PdCI(dppf)]4}(PFs)s e a cinética de geracdo de uma espécie paramagnética
desconhecida com fator-g = 1,9997 (53) a e largura de linha pico-a-pico de ABpp = 14,44
(0,50). Gauss. A amostra foi irradiada durante uma hora e meia e 0s coletados neste
intervalo de tempo. Diferentemente da cinética de geracdo do precursor a concentracao
de SPINS aumenta até 60 min de irradiacdo e a partir de entdo se verifica um processo de
decaimento na geracdo de SPINS. Similarmente a amostra [PdCl2(dppf)], a intensidade
de transicdo na regido de impurezas de Fe (lll) estruturadas no tubo de vidro porta

amostras permanece constante durante todo o processo de irradiacéo.

30000 -
Impurezas de Fe(IIl) do
tubo de vidro
20000 L Geragdo da espécie
— paramagnéetica
<
= 10000 L
L H]
3
L]
=
2z of
2
E
-10000 -
-20000 +
L 1 1 M 1 i 1 1 1 1 ]
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Campo Magnético (Gauss)

Figura 4. 11: Espectros da amostra {TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFs)s medidos como funcao
do tempo de irradiagéo.
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Figura 4. 12: Cinética de geracdo de uma espécie paramagnética desconhecida como
funcdo do tempo de irradiacdo. a concentracdo de SPINS aumenta até 60 min de

irradiacdo e a partir de entéo se verifica um processo de decaimento na geracéo de SPINS.

Dessa forma, é possivel comprovar que ndo houve a oxidacao do Fe (1), porém
outra espécie é formada com o processo de irradiacdo. O que ocorreu foi a fragmentacdo
do 1,1°-bis(difenilfosfina)ferroceno levando a formacao do radical ciclopentadienila, que
foi verificado através do espectro de EPR, tanto do precursor, como da porfirina. Devido
a poténcia da fonte de irradiacdo utilizada, foi possivel causar a fragmentacdo, o que

ocasionou 0 seu ndo aparecimento nos espectros de RMN apds o processo de irradiacao.

4.2. Caracterizacgao fotofisica e fotoquimica

4.2.1. Espectroscopia de absorcdo UV-Visivel

A absorcdo de fotons com frequéncia na faixa do ultravioleta e visivel por
moléculas é comumente denominada de absorcédo eletronica, ja que provoca transicoes
eletronicas, onde um elétron localizado em um orbital no estado fundamental é promovido

até um orbital excitado ndo ocupado.
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O espectro de absor¢do das porfirinas exibe uma intensa absor¢do em
aproximadamente 400 nm, chamada de banda de Soret ou B e a outra regido consiste na
faixa entre 450 a 700 nm, conhecida como bandas Q. Esse espectro € bastante
caracteristico das porfirinas, sendo explicado pelo modelo dos quatro orbitais de

Gouterman.

Para isso Gouterman utilizou como modelo, inicialmente, o espectro de uma
metaloporfirina. De acordo com o modelo, as bandas surgem atraveés da promocao de um
elétron dos orbitais de maior energia (HOMO), designados como ay, € aiy referente a
simetria Dsn de uma metaloporfirina, e os dois orbitais vazios de menor energia (LUMO)

que possuem simetria eg.

Através de célculos referentes as densidades eletrdnicas sobre todos os &tomos do
macrociclo tetrapirrélico, foi possivel obter uma representacdo da distribui¢do da nuvem

eletrbnica dos quatro orbitais envolvidos.

As transicOes axy — eg e awu — eg Nas metaloporfirinas, gera estados excitados de
simetria Ey. Esta degenerescéncia é consequéncia da equivaléncia dos dipolos nas
direcBes x e y no plano da molécula. Gouterman estabeleceu que as interacdes de
configuracdo entre estes estados eram importantes para compreender 0S espectros
eletronicos das porfirinas. Dessa maneira, a interagao resulta em bandas de comprimento
de onda e intensidades diferentes. A interagdo construtiva resulta na banda de maior
intensidade (banda de Soret) com menor comprimento de onda, e a interacdo destrutiva
resulta nas bandas que apresentam menor intensidade, que sao as bandas Q, com maiores

comprimentos de onda [42].

Nas metaloporfirinas, verifica-se somente duas bandas Q, sendo uma delas
referente a transicdo para o estado singleto excitado de menor energia e a outra, a
transicdo envolvendo o nivel vibracional vo do estado fundamental e o nivel vi do estado

singleto excitado [42].

Para as porfirinas de base livre, a simetria passa a ser D2n, e 0s estados Ey passam
a ser ndo degenerados e desdobram-se em dipolos de transicdo nas direces x e y. Com
isso, surgem duas outras transi¢cfes, dando ao todo quatro bandas: Qy(1,0), Qy(0,0),

Qx(1,0) e Qx(0,0) em ordem decrescente de energia e intensidade [42].
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Para o calculo do valor do ¢, as porfirinas foram solubilizadas em DMSO, cuja
concentragdes eram de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 umol L. A partir dos espectros de absorvancia
foi possivel calcular os valores de ¢ para a banda de Soret e as bandas Q, para todas as
porfirinas estudadas (Figura 4.13). O valor de ¢(4), para um dado comprimento de onda,
pode ser obtido pelo coeficiente angular da curva da absorvancia 4() em funcdo da
concentracdo C. De acordo com a Lei de Lambert-Beer, A(4) = &(4)Cl, onde | € o caminho
Optico da cubeta, o produto &(4)I serd a inclinagdo da reta no grafico 4(4) x C (inset Figura

4.13). Os valores obtidos de (1) estdo apresentados na Tabela 4.11.

—5 pmol L-1 2,0'
2,04|—10 pmol L-! "
—15 pmol L-1 g 1,5
1| —20 pmol L-1 ‘§
L5 —25 umol L-1 § 1,01
5~ || =30 umol L-1 =
< < 0,51
2
0,0+
«3 D
2 1,0- —
2 0 5 10 15 20 25 30
2 Concentragdo umol L-1,
0,54
Qy1-0)
Qy0-0) Quz-0) Quo0)
0’0_ —
300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 4. 13: Espectro eletrénico de absorcdo UV-vis da {TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)a,
em DMSO (caminho o6ptico: 0,2 cm). O inset refere-se a curva obtida pela relagéo entre

os valores de absorvancia da banda de Soret e as diferentes concentracdes utilizadas.
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Tabela 4. 11: Valores de (L) obtidos para as bandas B e Q apresentados em unidades de

10°mol™ L cm™, os respectivos comprimentos de ondas (entre parénteses) em nm.

Porfirinas B Qxo0  Qyuo) Qx(0-0) Qy(0-0)

{TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFe)4 3,20 0,160 0,463  0,0492 0,0246
(416) (511) (544) (585) (643)

{TPyP[PdCI(dppp)]+}(PFe)4 2,30 0,106 0,302 0,0344 0,0161
(416) (510) (544) (585) (641)

{TPyP[PdCI(dppb)]s}(PFe)4 3,48 0,182 0,506  0,0585 0,0567
(416) (510) (545) (585) (641)

{TPyP[PdCI(dppf)]4}(PFe)a 2,98 0,185 0,508 0,0608 0,0288

(416)  (510) (542)  (585)  (639)

4.2.2. Rendimento quantico fluorescéncia (@), Tempo de vida do estado tripleto

(t7) e Rendimento quantico de oxigénio singlete (Pa)

Espectros de fluorescéncia sdo geralmente apresentados como espectros de
emissdo, que nada mais € do que uma curva de intensidade de fluorescéncia versus
comprimento de onda. O comportamento do espectro de emissdo € altamente sensivel a
estrutura quimica do composto em solucdo e da polaridade do solvente. Os espectros

referentes as porfirinas, estdo representados na Figura 4.14.
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1.0- — {TpyP[PdCl(dppp)141}(PF¢),
| — {TpyP[PdCl(dppb)]4]} (PF¢),

0.8 = {TpyP[PdCl(dppN]41} (PF¢)4

{TpyP[PdCl(dppe)]41} (PFg)y |

Intensidade

600 650 700 750 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 4. 14: Espectros de emissao normalizados das porfirinas em DMSO (Aexc = 511

nm).

Este espectro surge quando ocorre uma transicao de um nivel vibracional excitado
de menor energia (eg), para um nivel vibracional de mais alta energia (b1), e com isso
ocorre 0 aparecimento de uma banda Q(0,0), sendo esta a de maior energia. Ja as
transicbes que ocorrem para niveis superiores vibracionais sendo designados por n,
originam a banda Q(0,n), onde n pode ser 0,1,2..., sendo esta a banda de menor energia,
que possui um formato semelhante a banda Q(0,0) [43].

Tendo o espectro de emissdo e absor¢do das porfirinas (Figura 4.14), foi possivel

calcular os valores de ®f (Tabela 4.12) atraves da equagdo 4.1:
®r= DR x ~ x 2B (Equagdo 4.1)
IR A
onde @}, é o rendimento quantico de fluorescéncia da referéncia, neste caso, utilizou-se
a TPP (@ = 13% em DMSO) [19], | e Ir € a integral do espectro de fluorescéncia do

composto e da referéncia, respectivamente e Ar e A, € a absorvancia no comprimento de

onda de excitacdo do composto referéncia e da amostra, respectivamente.

Determinar o tempo de vida do estado tripleto (t1) para moléculas

fotossensibilizadoras é de extrema importancia, ja que quanto maior o valor do tempo de
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vida, maior é a probabilidade das moléculas estando no estado tripleto transferirem
energia para o oxigénio molecular, resultando na formacgdo de espécies altamente

citotoxicas.

As curvas de decaimento para as porfirinas foram obtidas na presenca e auséncia
de O> (Figura 4.15). Ambas as curvas apresentaram 0 mesmo comportamento, sendo de
uma distribuicdo exponencial descrita para uma reacéo de primeira ordem. No entanto, o
aumento da concentracdo de O reduziu o valor do T, ja que este causa a supressao do
estado tripleto (Tabela 4.12).

0,07
0,061
0,051
0,041
0,031
0,021
0,014
0,00

-0,01

20,0001 0,0000 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004
tempo (s)

sem a presenga de Oy

—— com a presencga de Oy

AA

Figura 4. 15: Perfil de decaimento do estado tripleto para {TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)4 na

presenca e auséncia de Oz (caminho oOptico: 1,0 cm).

A forma mais utilizada para determinar o ®, de uma molécula, consiste na
utilizagio de compostos que sdo capazes de capturar o 'O, formado, através da foto-
oxidacao deste. Neste trabalho, o composto utilizado foi o acido Urico. Assim, a medida
que ocorre a formagdo do Oz, mediante o processo de excitacdo da porfirina, este é
capturado pelo &cido Urico causando uma diminui¢éo na intensidade da banda de absorgéo
[44]. A partir deste decaimento, é possivel quantificar o ®a. A reacdo 4.1, representa a

foto-oxidacdo do acido Urico.
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Esquema 4. 2: Foto-oxidagdo do &cido Urico.

Para o célculo do @, utilizou-se a equagéo abaixo (Equacéo 4.3):

m 1-
Or=DR x = X
A A mg 1100D

(Equac;ao 4.3)

onde, @ é o rendimento quantico de fluorescéncia do composto de referéncia (TPP, cujo
@, = 52% em DMSO) [19], m e mr € o0 coeficiente angular da diferenca na variagao de
absorvancia do &cido urico em relacdo ao tempo de irradiacdo do composto de referéncia
e da amostra, respectivamente e OD é o fator de correcdo da absorcéo.

Com os coeficientes angulares obtidos pelos graficos que relacionam o In A versus
o tempo (Figura 4.16), realizou-se os célculos utilizando a Equacédo 4.3 e obteve-se 0s

valores de @A dos compostos mostrados na Tabela 4.12.
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Figura 4. 16: Degradacdo do acido urico, irradiado com um laser 532 nm. O inset refere-
se a cinetica de degradacéo das porfirinas TPP e {TPyP[PdCI(dppe)]+}(PFs)s em DMSO

(caminho optico: 1,0 cm).

Tabela 4. 12: Valores de ®f, ®a(%) € tr (US).

Porfirinas O, LN TT TT
(sem a presenca (coma
de O2) presenca de O2)
{TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)a 0,06 50,9 73,37 69,12
{TPyP[PdCI(dppp)]s}(PFs)s 0,054 39,5 217,7 116,1
{TPyP[PdCI(dppb)]s}(PFs)s 0,047 22,3 73,17 72,41
{TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFe)a 0,018 2,80 31,73 28,03

Com os valores calculados de ®f, pode-se verificar que todas as porfirinas

apresentaram um valor inferior a porfirina utilizada como estrutura para a modificacdo

com os ligantes fosfinicos (TPyP @ = 0,07) [45]. Acreditamos que essa redugdo no ¢

possa estar associada ao aumento estrutural das porfirinas devido a adi¢do dos grupos

periféricos. A presenca dos grupos periféricos pode gerar uma reducdo da rigidez
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estrutural favorecendo a perda de energia de excitagcdo por meio do processo néo radiativo
de conversdo interna, reduzindo assim a eficiéncia do processo de fluorescéncia. Nesse
sentido, pode-se observar que as porfirinas que possuem maior semelhanca estrutural,
{TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)s, { TPYP[PdCI(dppp)]a}(PFe)s € {TPYP[PdCI(dppb)]a}(PFe)4,
apresentam valores relativamente proximos de @f, No entanto, a porfirina
{TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFs)s, que €é mais volumosa devido a presenca do 1,1’-
bis(difenilfosfina)ferroceno, apresenta o0 menor valor de ®r. Esse mesmo efeito fica mais
evidente nos valores do rendimento quantico de oxigénio singlete e no tempo de vida do
estado triplete. Nesse caso, um ligeiro aumento na estrutura das porfirinas representa uma
significativa reducéo nos valores de ®a (TPyP @A = 76%) [45], e novamente a presenca

do ferroceno leva a uma maior reducdo no valor de ®x e t7[46,49].

4.3. Coeficiente de particao

A lipofilicidade das porfirinas esta relacionada com a capacidade de captagédo
celular e consequentemente, a capacidade do FS em eliminar algum alvo especifico. A
afinidade das porfirinas por membranas celulares pode ser determinada a partir do calculo
do log P, utilizando um sistema n-octanol/agua que é um bom simulador para a interface
membrana/agua. A lipofilicidade é uma das propriedades mais importantes, pois esta
diretamente relacionada com a absorcéo, distribuicdo, poténcia e eliminacdo na célula.
Os farmacos que possuem maiores valores de lipofilicidade, tendem a apresentar maior
taxa de permeabilidade pelas membranas hidrofdbicas, apresentando melhor perfil de
biodisponibilidade, que pode resultar no aumento de seus efeitos farmacoldgicos.

A porfirina que apresentou 0 maior log P e consequentemente possui uma maior
afinidade por membranas celulares foi a {TPyP[PdCI(dppf)]4}(PFs)s, pois 0s substituintes
possuem uma maior quantidade de atomos de carbono, e consequentemente uma maior
hidrofobicidade [27]. Utilizando a equacdo 3.1 foi possivel calcular os valores de log P.
(Tabela 4.13) Dessa forma, o log P cresce na ordem: {TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFs)s >
{TPyP[PdCI(dppb)]s}(PFe)4 > {TPyP[PdCI(dppp)]s}(PFs)4 >
{TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)4, ja que nesta ordem ha um aumento do nimero de 4&tomos de

carbono nos substituintes periféricos.
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Tabela 4. 13: Valores de log P.

Porfirinas LogP
{TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFe)4 2,15
{TPyP[PdCI(dppp)]s}(PFs)4 2,20
{TPyP[PdCI(dppb)]s}(PFs)4 2,56
{TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFe)a 3,10

4.4, Estudos da interacao das porfirinas com o DNA

4.4.1. TitulacGes espectroscopicas

O DNA possui uma funcéo primordial nos processos bioldgicos, ja que é nele que
se encontra os cddigos de informacédo hereditéaria para a sintese de proteinas e enzimas,
que controlam a estrutura e a funcdo celular. Dessa forma, o desenvolvimento de
moléculas que possam ser utilizadas como farmacos devido a interacdo com o DNA, tem
sido bastante explorado. Estas moléculas podem interagir ndo somente com proteinas que
estdo associadas ao DNA bem como ligar-se diretamente a hélice do DNA, resultando na
atividade das enzimas e proteinas e como consequéncia nas funcdes da célula [51].

Sabendo disso, um dos objetivos deste trabalho foi avaliar o comportamento das
porfirinas frente ao ct-DNA (calf thymus-DNA) utilizando de variadas técnicas que

permitem direcionar o estudo para um tipo de interacdo especifica.

Uma das técnicas monitoramento da interacdo das porfirinas com o DNA foi a
utilizacdo da espectroscopia de absorcdo na regido do UV-vis, sendo um dos métodos
mais utilizados e eficazes para determinar este tipo de interacdo. De maneira geral,
guando ocorre a interacao de moléculas com o0 DNA e a formacdo de um novo complexo,
ocorre uma modificacdo na intensidade e na posicao das bandas do espectro. Dessa forma,
utilizou-se uma concentracdo fixa de porfirina e adicionou-se aliquotas da solucdo de
DNA. Duas caracteristicas podem ser observadas no espectro, o efeito “hipocrémico” e
o efeito “hipercromico”, que surgem gracas a alteracdo na hélice do DNA. O
hipercromismo ocorre quando ha uma desestabilizacdo da estrutura secundaria do DNA,
enquanto o hipocromismo se origina da estabilizacdo da estrutura do DNA, seja por

efeitos eletrostaticos ou da intercalagdo das moléculas [51].
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Assim, na Figura 4.17, foi obtido o espectro de absorcdo para a porfirina
{TPyP[PdCI(dppf)]4}(PFs)s. Percebe-se um ponto isobéstico em aproximadamente 460
nm que indica a presenga de duas formas de porfirinas: a forma livre e as porfirinas que
se ligam ao DNA. Os espectros mostraram um pequeno desvio na banda de Soret para a
regido do vermelho (efeito batocrdmico), com isso, foi possivel calcular o quanto estes

compostos se deslocaram para a regidao do vermelho (AL) (Tabela 4.14) [51,52].

Conclui-se que na regido entre 230 e 300 nm, houve um efeito hipercrémico
ocasionado pelo aumento dos grupos cromoforos que estdo presentes na solucéo.
Observou-se uma diminuicdo na intensidade de absorcdo, na regido de 400-450 nm,
caracterizando um efeito hipocrémico, causado devido a alteragdes na energia de
transicdo eletrénica, resultante da interacdo entre a porfirina e 0 DNA, a porcentagem de
diminuicdo desta banda foi calculada (Tabela 4.14) para todos os compostos, dando
valores caracteristicos de interacdes consideradas fortes, no caso, as interacdes
intercalativas. O efeito hipocrémico ocorre devido a estabilizacdo do DNA através de
uma forte interacdo, como a intercalacdo, o que ja é de se esperar, pois a porfirina tem
uma grande quantidade de anéis aromaticos, além de atomos de nitrogénio protonados.
Além disso, o efeito hipocrdmico também pode ser atribuido a interagéo de empilhamento
n-m* entre a porfirina e o orbital 7 dos pares de bases do DNA [51,52]. Além disso, com
os valores de AG obtidos, esta interagdo que ocorre entra a porfirina e o DNA ¢

espontanea.
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Figura 4. 17: Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis do complexo
{TPyP[PdCI(dppf)]4}(PFs)s com a adicdo de sucessivas aliquotas de DNA.

Utilizando a equacdo de Neighbor-Exclusion [50], é possivel determinar a
afinidade entre complexo e DNA por meio do célculo da constante de ligacdo (Kby) que se
baseia nos maximos de absorcdo em um determinado comprimento de onda para cada

composto.

[DNA] _ _[DNA] 1
(ea—ef) B (eb—€¢f) Kb(eb—¢

5 (Equacéo 4.4)

Onde,

[DNA] = concentracdo do DNA nas adi¢0es;

€a = coeficiente de extincdo aparente (razdo entre a absorvancia e a respectiva
concentracéo da porfirina);

ef = coeficiente de extin¢do da porfirina livre em solucdo (razéo entre a absorvancia antes

de adicionar o DNA e a respectiva concentragdo da porfirina);

57



&b = coeficiente de extingdo do composto ligado ao DNA.

Os dados obtidos, permitem a obtengdo de uma reta com uma inclina¢do de 1/(ep - &) €
uma interceptacdo y de 1/Kn(ep - &), onde Kb é determinado a partir da razdo entre a
inclinagdo e a interceptacao.

Em relacdo aos valores de K, as porfirinas apresentaram valores
consideravelmente altos, da ordem de 10° (Tabela 4.14), o que indica que as porfirinas se
ligam fortemente a estrutura do DNA devido ao nimero de cargas positivas. Dessa forma,
ndo se pode descartar a possibilidade da ocorréncia de interacfes eletrostaticas. Assim,
experimentos complementares foram realizados para comprovar o tipo de ligagdo que

realmente pode ocorrer [45,47].

Tabela 4. 14: Valores de Ky (10° mol? L2 cm), H (%), A (nm) e AG (KJ mol L) a25°C

Porfirinas Kb H (%) Al(nm) Energialivre (AG =-RTInK)
{TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFe)a 0,3 20,98 2,33 -252,03
{TPyP[PdCI(dppp)]4}(PFs)s 0,9 32,56 1,16 -278,89
{TPyP[PdCI(dppb)]a}(PFs)s 1,0 29,30 3,49 -281,47
{TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFe)a 2,0 25,03 2,32 -298,41

A {TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFe)s é a que possui 0 maior valor de Ky, isso porque o
design no ligante 1,1°-bis(difenilfosfina)ferroceno é baseado no fato de que a distancia
entre os dois anéis ciclopentadienil do ferroceno, 3.3 A [53] esta proximo da distancia
entre dois anéis aromaticos empilhados entre si. Além disso, é sabido que o sulco menor
de DNA pode acomodar anéis aromaticos empilhados. Portanto, era esperado que 0s
derivados do 1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno pudessem ser um novo tipo de moléculas

de ligacdo ao DNA se anéis arométicos adequadamente projetados.

4.4.2. Medidas de viscosidade

A medida de viscosidade, € um dos métodos que podem ser utilizados para
determinar o modo de ligacdo do composto com o DNA [53]. Além disso, com esta

técnica pode se diferenciar as interagGes intercalativas das interagcdes ndo-intercalativas.
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Quando um composto se intercala a hélice do DNA, ocorre uma separacdo dos pares de
bases para acomodar a moléculas que esta se ligando na hélice, ocorrendo um aumento
da estrutura do DNA, refletindo em um aumento da viscosidade. J& a diminui¢cdo da
viscosidade ocorre quando o composto que se liga ao DNA leva a sua flexdo. As
interacdes covalentes ocasionam a fragmentacdo do DNA, devido a ligacdo da porfirina
ao grupo fosfato levando uma diminuicdo da viscosidade. J& as interagdes eletrostaticas
ndo causam mudanga no perfil do gréfico de viscosidade, j& que estas interagcdes ocorrem
somente na superficie do DNA, ndo tendo uma alteracdo consideravel na estrutura do
DNA [54].

Assim, a medida € feita utilizando uma solucdo com uma concentracdo fixa de
DNA, variando a concentracdo do composto, neste caso de porfirina, podendo ocorrer a
variaco da viscosidade em uma solucio de DNA. Construindo um grafico (n/m0)* (onde
M e no sao as viscosidades especificas da solugdo de DNA, na presenca e auséncia das
porfirinas, respectivamente) vs. [complexo]/[DNA], com isso obtém-se uma curva da
interagdo que ocorre.

No grafico obtido para as porfirinas (Figura 4.18) percebeu-se que inicialmente
houve uma elevagéo da viscosidade, e esta atingiu uma constancia. Assim, como houve
um aumento da viscosidade, pode-se dizer que em partes ocorre a interacdo de
intercalacdo. Esta interacdo, permite o aumento da separacao de pares de bases adjacentes,
além de uma distor¢do na hélice. Como dito anteriormente, para que esta interacdo ocorra
€ necessario que 0S compostos possuam carga positiva para que as interagdes
eletrostaticas possam ocorrer entre a molécula intercalada e o DNA carregado

negativamente.
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Figura 4. 18: Gréfico de viscosidade para as porfirinas e o tiazol.

4.5. Ensaios de citotoxicidade

As porfirinas sintetizadas foram submetidas a ensaios de fototoxicidade e
citotoxicidade frente a linhagem celular de cancer de mama metastatico (MDA-MB231),
e a linha de cancer de mama, sadia MCF-10A. Para isso, os valores de 1Cso foram obtidos
para as células na presenca das porfirinas tanto irradiadas quanto no escuro, conforme

apresentado na tabela 4.15 e descrito na secgdo 3.8.

Tabela 4. 15: Valores médios de 1Cso.

Composto MDA-MB231  MCF-10A IS* MDA-MB231
(irradiada)
{TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)4 3,27 £ 0,01 4,90 + 0,08 1,49 9,88 £0,35
{TPyP[PdCI(dppp)]}(PFs)2 1,33+0,08  143+0,10 1,07 3,08 + 1,64
{TPyP[PdCI(dppb)]s}(PFs)s 2,66 +0,03  3,13+0,03 1,18 1,86 + 0,43
{TPyP[PdCI(dppf)Js}(PFe)s 3,78 +0,02  6,49+069 1,71  0,0021+0,0004
Cisplatina 243+0.20 2945+085 1212 @ -----

*S = IC50(MCF-10A)/IC50(MDA-MB231)

60



Os complexos derivados da porfirina exibiram valores de ICso similares ao
apresentado pela cisplatina, na célula de mama MDA-MB231, entretanto, com respeito a
célula de mama ndo tumoral, MCF-10A, os mesmos foram mais citotdxicos que o
farmaco comercial, de forma que os valores de indice de seletividade foram bem mais
baixos para as porfirinas que o apresentado pela cisplatina. Ressalte-se também que os
valores de I1Cso obtido para as porfirinas sob irradiagdo ndo sdo conclusivos, ja que 0s
compostos ndo sdo estaveis sob a irradiacdo utilizada neste trabalho, como mostram os
espectros de RMN de 3P{*H}.

Os fotossensibilizadores se acumulam nas células tumorais, devido
principalmente a maior permeabilidade da neovasculatura do tumor. Estes sdo retidos
seletivamente devido ao baixo valor de pH e a drenagem linfatica mal desenvolvida dos
tumores. O transporte de fotossensibilizadores dentro das células pode ocorrer por difusdo
passiva e, em casos particulares, também por transporte ativo mediado [55, 56].

Uma vez chegado dentro da célula, os fotossensibilizadores se localizam
preferencialmente em organelas especificas e membranas celulares dependendo de suas
propriedades fisico-quimicas, como mudanga, anfifilicidade e coeficientes de particéo.
Assim, mesmo que determinadas porfirinas mostraram uma alta producéo de O, deve-
se levar em consideracdo as outras propriedades calculadas. Um exemplo disso é a
porfirina {TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFe)4, que apresentou um baixo ®a, porém possue um
alto valor de log P, além de uma alta afinidade com o DNA, o que resultou em valores de
IC50 menores em algumas linhagens celulares [55,56]

N&o se pode afirmar que as porfirinas causam a morte celular por um tipo de
mecanismo especifico, ja que, para isto, é necessario determinar onde o
fotossensibilizador se localiza dentro da célula, o que, no momento, ainda néo foi feito
neste trabalho. J& que para esta determinacdo deve-se realizar métodos imageéticos
sensiveis, como: imagens de fluorescéncia do fotossensibilizador em meio bioldgico,
tomografia computadorizada de raios-X, tomografia por emissdo de poésitrons, dentre
outros [55,56].
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5. Conclusobes

Neste trabalho obteve-se porfirinas inéditas através da modificacdo da porfirina
TPyP, com complexos de paladio, obtendo as seguintes composicdes:
{TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)s, {TPYP[PdCI(dppp)]s}(PFe)s, {TPYyP[PdCI(dppb)]s}(PFs)s €
{TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFs)s, que foram confirmadas através das caracterizacbes
estruturais feitas: ressonancia magnética nuclear 3P(*H), H, BC(*H), HSQC e HMBC,
IV, andlise elementar e difracdo de raios X de monocristal.

As caracterizacOes fotofisicas e fotoquimicas foram feitas a partir da analise por
espectroscopia de absorcdo nas regides do ultravioleta visivel, para a determinacéo do
coeficiente de absortividade molar (g), rendimento quantico de fluorescéncia (®s),
rendimento quantico de oxigénio singlete (Da) e tempo de vida do estado tripleto (t).

Todas as porfirinas apresentaram menores valores de ®r e ®» quando comparadas
a TPyP, o que indica que a presenca dos grupos periféricos pode gerar uma reducao da
rigidez estrutural favorecendo a perda de energia de excitacdo por meio do processo nao
radiativo de converséo interna, reduzindo assim a eficiéncia do processo de fluorescéncia
e da formagdo do oxigénio singlete (*O2). Através da técnica de Flash-fotdlise, foi
confirmar a formacdo de estados tripletos e determinar o tempo de vida de todas as
amostras.

A lipofilicidade e a interagdo com o DNA foi verificada, indicando que todas as
porfirinas sdo lipofilicas, apresentando afinidade pelo meio bioldgico. Além disso, com
as medidas de viscosidade, foi possivel fazer obervac@es referentes ao tipo de ligacdo das
porfirinas pelo DNA. Como houve um aumento da viscosidade, pode-se dizer que a
interacdo de intercalacdo tem efeito preponderante, porém as interacGes eletrostaticas
também ocorrem, ja que as porfirinas apresentam carga positiva e a estrutura do DNA
apresenta carga negativa.

Os testes biologicos foram realizados em duas linhagens celulares: MDA-MB231
e MCF-10A. Os experimentos foram feitos no escuro e na presenca de irradiacéo, para
determinar a eficiéncia fotodindmica dos compostos sintetizados. Os complexos
derivados da porfirina exibiram valores de 1Cso similares ao apresentado pela cisplatina,
na célula de mama MDA-MB-231, entretanto, com respeito a célula de mama nao
tumoral, MCF-10A, os mesmos foram mais citotoxicos que o farmaco comercial, de
forma que os valores de indice de seletividade foram bem mais baixos para as porfirinas

que o apresentado pela cisplatina.
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Como etapa futura, pretende-se realizar novos testes bioldgicos com diferentes
linhagens celulares, além de determinar qual estrutura é formada quando os compostos

sofrem irradiagdo, para compreender o processo de citotoxicidade.
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Figura 1A: Espectro de RMN H obtido para a porfirina {TPyP[PdCI(dppe)]4}(PFe)s, em

CDCls-d.
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Figura 2A: Espectro de RMN *C(*H) {TPyP[PdCI(dppe)]s}(PFs)s, em CDCls-d.
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Figura 3A: Espectro de RMN - HSQC {TPyP[PdCI(dppe)]+}(PFs)s, em CDCls-d.
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Figura 4A: Espectro de RMN - HMQC {TPyP[PdClI(dppe)]a}(PFs)4, em CDCls-d.
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Figura 6A: Espectro de RMN - HSQC {TPyP[PdCI(dppp)]4}(PFs)4, em CDClIz-d.
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Figura 7A: Espectro de RMN - HMQC {TPyP[PdCI(dppp)]4}(PFe)s, em CDCls-d.
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Figura 8A: Espectro de RMN *H obtido para a porfirina {TPyP[PdCI(dppb)]«}(PFe)s, em
CDClz-d.
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Figura 9A: Espectro de RMN *C(*H) {TPyP[PdCI(dppb)]4}(PFs)s, em CDCls-d.
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Figura 10A: Espectro de RMN - HSQC {TPyP[PdCI(dppb)]4}(PFs)s, em CDCls-d.
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Figura 11A: Espectro de RMN - HMQC {TPyP[PdCI(dppb)]4}(PFe)4, em CDCls-d.
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Figura 12A: Espectro de RMN *H obtido para a porfirina {TPyP[PdCI(dppf)]4}(PFe)a4,

em CDCls-d.
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Figura 13A: Espectro de RMN *C(*H) {TPyP[PdCI(dppf)]4}(PFs)4, em CDCls-d.

Figura 14A: Espectro de RMN - HSQC {TPyP[PdCI(dppf)]4}(PFs)s, em CDCls-d.
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Figura 15A: Espectro de RMN - HSQC {TPyP[PdCI(dppf)]4}(PFs)s, em CDCls-d.
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Figura 16A: Espectro de RMN 3!P{*H} {TPyP[PdCI(dppb)]s}(PFs)s em CD2Cl./D-0.
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Figura 17A: Espectro de RMN 31P{*H} {TPyP[PdCI(dppf)]a}(PFs)s em CD.Cl./D,0.
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Figura 18A: Espectro de RMN 3P{*H} {TPyP[PdCI(dppp)]s}(PFs)s em CDCls-d,
antes da irradiagé&o.
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Figura 19A: Espectro de RMN 3P{*H} {TPyP[PdCI(dppp)]s}(PFs)s em CDCls-d, ap6s

90 min sob irradiacéo.
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Figura 20A: Espectro de RMN 3P{*H} {TPyP[PdCI(dppp)]s}(PFs)s em CDCls-d, apos

90 min sob irradiacgé&o.
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Figura 21A: Espectro de RMN 31P{*H} {TPyP[PdCI(dppb)]s}(PFs)s em CDCls-d,

antes da irradiacao.
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Figura 22A: Espectro de RMN 3P{*H} {TPyP[PdCI(dppb)]s}(PFs)s em CDCls-d, ap6s
90 min sob irradiacg&o.
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Figura 23A: Espectro de RMN 3P{*H} {TPyP[PdCI(dppb)]s}(PFs)s em CDCls-d, ap6s
1 dia irradiada.
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Figura 24A: Espectro eletrénico de absorcdo UV-vis da {TPyP[PdCI(dppp)]4}(PFe)s, em
DMSO (caminho oOptico: 0,2 cm). O inset refere-se a curva obtida pela relagéo entre o0s

valores de absorvancia da banda de Soret e as diferentes concentragdes utilizadas.
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Figura 25A: Espectro eletrénico de absorcdo UV-vis da {TPyP[PdCI(dppb)]4}(PFs)4, em
DMSO (caminho éptico: 0,2 cm). O inset refere-se a curva obtida pela relacdo entre os

valores de absorvéncia da banda de Soret e as diferentes concentracgdes utilizadas.
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Figura 26A: Espectro eletrdnico de absor¢do UV-vis da {TPyP[PdCI(dppf)]a}(PFs)as, em

DMSO (caminho oOptico: 0,2 cm). O inset refere-se a curva obtida pela relagdo entre 0s

valores de absorvancia da banda de Soret e as diferentes concentra¢des utilizadas.
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Figura 27A: Degradacédo do &cido urico, irradiado com um laser 532 nm. O inset refere-
se a cinética de degradacao das porfirinas TPP e {TPyP[PdCI(dppp)]4}(PFs)s em DMSO
(caminho éptico: 1,0 cm).
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Figura 28A: Degradacdo do acido urico, irradiado com um laser 532 nm. O inset refere-
se a cinética de degradacéo das porfirinas TPP e {TPyP[PdCI(dppb)]4}(PFs)s em DMSO
(caminho optico: 1,0 cm).
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Figura 29A: Degradacéo do &cido urico, irradiado com um laser 532 nm. O inset refere-
se a cinética de degradacédo das porfirinas TPP e {TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFs)4a em DMSO

(caminho éptico: 1,0 cm).
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Figura 30A: Perfil de decaimento do estado tripleto para {TPyP[PdCI(dppp)]s}(PFe)s
na presenca e auséncia de Oz (caminho éptico: 1,0 cm).
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Figura 31A: Perfil de decaimento do estado tripleto para {TPyP[PdCI(dppb)]4}(PFe)4
na presenca e auséncia de Oz (caminho 6ptico: 1,0 cm).
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Figura 32A: Perfil de decaimento do estado tripleto para {TPyP[PdCI(dppf)]s}(PFe)4
na presenca e auséncia de Oz (caminho éptico: 1,0 cm).

85



—_
-

1 O —sem adi¢io :E:
b = 10 umol Ll ) 1 0.
—20 pmol L-! l._]
—30 pmol L-! al 9-
w40 pumol L g
0, 8 —50 umol L-! &S 8.
—60 pmol L-! -—2 7]
= T 6
= 5 5
<§ él ]
-
o) Z 10 20 30 40 50 60
@ =}
O
<

[DNA] (umol L-1)

0,04

300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 33A: Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis do complexo
{TPyP[PdCI(dppe)]2}(PFs)s com a adi¢do de sucessivas aliquotas de DNA.
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Figura 34A: Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis do complexo
{TPyP[PdCI(dppp)]4}(PFs)s com a adicdo de sucessivas aliquotas de DNA.
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Figura 35A: Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis do complexo
{TPyP[PdCI(dppb)]4a}(PFs)s com a adicdo de sucessivas aliquotas de DNA.
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