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A presente dissertacao contempla estudos de reactividade na periferia € no
interior do macrociclo corrélico, nomeadamente do 5,10,15-
tris(pentafluorofenil)corrol. Nesses estudos foram estabelecidas novas rotas de
sintese para a preparacéo de novos derivados tetrapirrélicos do tipo corrol,
alguns deles com potencial aplicacado medicinal.

Na primeira parte, foi estudado o comportamento de 5,10,15-
tris(pentafluorofenil)corrol como componente 21 em reacgbes de cicloadicao
de Diels-Alder com hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, designadamente
antraceno, tetraceno, nafto[2,3-a]pireno e pentaceno. Estas reac¢des foram
efectuadas em aquecimento classico e com radiagdo de microondas. Desses
estudos concluiu-se que todos os hidrocarbonetos aromaticos considerados, a
excepc¢ao do nafto[2,3-a]pireno, reagem segundo reac¢des de Diels-Alder, mas
apenas com o pentaceno se obtém aductos provenientes de reacc¢des de
cicloadicao [4+4]. Os resultados obtidos em algumas destas reac¢des levaram
a um estudo aprofundado sobre a estabilidade do macrociclo considerado.
Este estudo foi efectuado sob condigbes térmicas, sob a acgdo da luz e na
presenga de um agente promotor de radicais. Desses estudos concluiu-se que
apenas com aquecimento classico é possivel obter o dimero com o anel ciclo-
octatetraeno ligado pelas posi¢des C-2, C-2’ e C-18, C-18’ e o dimero
assimétrico ligado pelas posi¢des C-2 e C-3’. Na presenca de luz ou na
presenga de agente promotor de radicais obtém-se o dimero simétrico ligado
pelas posi¢des C-3 e C-3’. O estudo do mecanismo da reacc¢éo de dimerizagao
na presenca de luz levou ainda a sintese de um corrol mono-iodado.

Foi ainda analisado o comportamento de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol e
de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(lll)(piridina) na presenca de iletos
de azometino. Destes estudos resultou o desenvolvimento de novas rotas de
sintese para a obtenc&o de novos derivados do tipo amina e do tipo éter.

Na terceira parte, descrevem-se estudos de complexacao do 5,10,15-
tris(pentafluorofenil)corrol com diferentes sais metélicos por espectrometria de
massa. Foram usados como fontes de ionizag&o o Electrospray e o LSIMS. Os
resultados obtidos comprovaram que os metalocorréis obtidos na fonte sao
idénticos aos metalocorréis sintetizados.

Na quarta parte deste trabalho foram sintetizados novos conjugados corrol-
ciclodextrina por meio de reac¢des de substituicdo nucledfila. A actividade
fotodinamica destes derivados foi avaliada numa linha celular cancerigena.

A estrutura dos compostos sintetizados foi estabelecida recorrendo a diversas
técnicas espectroscépicas actuais, principalmente esgectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H, "°C e "°F, DEPT, COSY, HSQC,
HMBC e NOESY), espectrometria de massa em LSIMS, ESI e MALDI e ainda
recorrendo a espectrofotometria de Ultravioleta-Visivel (UV-vis).
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This dissertation reports reactivity studies on the peripheral and internal core of
the corrole macrocycle, namely of 5,10,15-tris(pentafluorophenyl)corrole. In
these studies new synthetic routes for the preparation of new corroles were
established. Some of the corroles prepared have potential applications in
medicine.

In the first part, it was studied the behavior of corrole as 21T component in Diels-
Alder cycloaddition reactions with polycyclic aromatic hydrocarbons, namely,
anthracene, tetracene, naphto[2,3-a]pyrene and pentacene. These reactions
were carried out under classical heating and microwave radiation. From these
studies it was concluded that with exception of naphto[2,3-a]pyrene, all the
other aromatic hydrocarbons react through Diels-Alder reactions. However,
only with pentacene the [4+4] cycloadduct was obtained. The previous results
led to a more detailed study concerning the stability of 5,10,15-
tris(pentafluorophenyl)corrole.

These studies were carried out under classical heating, in the presence of light
and in the presence of a radical promoter. From these studies, it was observed
that the dimer with a cyclo-octatetraene ring linked by positions C-2, C-2’ and
C-18, C-18’ and the asymmetric dimer linked by positions C-2 and C-3’ were
only obtained with classical heating. On the other hand the symmetric dimer
linked by positions C-3 and C-3’ was obtained in the presence of light or in the
presence of a radical promoter. The study of the mechanism of the
photodimerization led to the synthesis of a mono-halogenated corrole.

The behavior of 5,10,15-tris(pentafluorophenyl)corrole and 5,10,15-
tris(pentafluorophenyl)corrolategallium(lIl)(pyridine) in the presence of
azomethine ylides was also studied. These reactions provided the development
of new synthetic routes for the synthesis of new amino and ether derivatives of
corrole.

In the third part, complexation reactions between 5,10,15-
tris(pentafluorophenyl)corrole and several metallic salts, in the ionization
sources (Electrospray and LSIMS) of mass spectrometers were reported. The
results obtained proved that the metallocorroles formed in the ionization
sources were identical to the previously synthesized ones.

In the fourth part of this work new corrole-cyclodextrin conjugates were
synthesized through nucleophilic reactions. These new derivatives were tested
as photosensitizers in Photodynamic Therapy, on a cancer cellular line.

The structural analysis of the synthesized compounds was made by using
several spectroscopic techniques mainly NMR ('H, "*C and "°F, DEPT, COSY,
HSQC, HMBC and NOESY), mass spectrometry (LSIMS, ESI and MALDI) and
UV-Visible spectrophotometry.
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DEPT- “distortionless enhancement of NMR signals by polarization transfer”
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HDL- High Density Lipoprotein
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Introdugéo

1 Introducio

1.1 O corrol

A procura de novos principios activos para as varias doengas que assolam a
populacdo mundial ¢ um mobil para a descoberta e sintese de novos compostos. Foi esta a
principal razdo para o aparecimento de um novo tipo de macrociclos tetrapirrdlicos
aromaticos, os corrois. Este tipo de macrociclo sintetizado pela primeira vez em 1999,
numa reac¢do num sé passo, tem suscitado elevado interesse da comunidade cientifica pela
sua quimica, que ¢ tdo propria, tdo especial e tdo criativa.

A histdria dos corrdis comeca no estudo desenvolvido na segunda década do séc. XX
por George Whipple. Este cientista estudou a influéncia da dieta alimentar, na regeneragao
da hemoglobina, em cdes com anemia, dando particular aten¢do a dietas ricas em figado.
Em 1926, Minot e Murphy impulsionados por este trabalho, aplicaram a dieta do figado a
pacientes com anemia perniciosa € observaram que a mesma dieta rica em figado cru,
restaurava o nivel normal dos globulos vermelhos.

Esta nova terapia denominada de “terapia do figado” aplicada ao tratamento da
anemia perniciosa valeu a G. Minot, G. Whipple ¢ W. Murphy o Prémio Nobel da
Fisiologia e Medicina, em 1934."

No final dos anos 40, Folkers et al.® na procura do principio activo desta nova
metodologia, isolaram um pigmento vermelho cristalino do figado, o qual designaram de
vitamina Bi,. Em1949, Pierce et al.® isolaram duas formas cristalinas de vitamina B2,
igualmente eficazes no combate da anemia perniciosa: a cianocobalamina ¢ a
hidroxicobalamina.

Em 1956, Dorothy Crowfoot-Hodgkins através de estudos de difrac¢do por Raios X
elucidou a estrutura da cianocobalamina (Figura 1) e as suas formas coenzimaticas,’
valendo-lhe o Prémio Nobel da Quimica em 1964.° Estes estudos identificaram pela

primeira vez um novo tipo de macrociclo denominado de corrina.
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Figura 1 — Estrutura da cianocobalamina

Este novo macrociclo tetrapirrélico ¢ menos simétrico que o macrociclo porfirinico e
¢ caracterizado por uma ligacdo directa entre duas unidades afins de tipo pirrolidina.

Ao examinar possiveis métodos de sintese para a preparacdo de corrinas, Jonhson e
Price® descobriram uma rota sintética para preparar varios derivados metélicos de um
macrociclo contendo onze ligacdes duplas, que por sugestdo do editor da revista (J. Chem.
Soc.), denominaram de CORROL I (Estrutura 1 - Esquema 1). Cinco anos mais tarde,
Jonhson e Kay’ corrigiram a 1* estrutura e sugeriram o termo corrol para designar a
estrutura II (Esquema 1) que contém dez ligacdes duplas.

Em 1971 foi elucidado, pela primeira vez por cristalografia de Raios X, a estrutura
de um corrol, o 8,12—dietil-2,3,7,13,17,18—hexametilcorrol,8 confirmando tratar-se da
estrutura I do Esquema 1 constituida por quatro unidades pirrélicas unidas por uma

ligacdo directa e trés ligacdes metinicas.

Esquema 1
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1.1.1 Estrutura e Propriedades gerais dos corrois

Os corrdis IV sdo macrociclos tetrapirrdlicos que podem ser considerados
intermedidrios entre as corrinas III e as porfirinas V (Figura 2). O nucleo corrdlico contém
uma ligacdo directa entre duas unidades de pirrol, idéntica a estrutura da corrina, € mantém
o sistema aromatico de 18 electrdes © como a porfirina, ou seja s6 nove das dez ligagoes
duplas existentes no macrociclo contribuem para o caracter aromatico.

A nomenclatura dos macrociclos corrolicos ¢ andloga ao sistema de nomenclatura
das porfirinas, no entanto, embora a posi¢do 20 seja inexistente, os atomos de azoto
internos mantém-se numerados de 21 a 24. E de referir que as posicdes 2, 3, 7, 8, 12, 13,
17 e 18 também sdo designadas de posi¢des P pirrdlicas e as posicdes 5, 10 e 15 de

posicdes meso, como se apresenta na Figura 2.

posigdes Bpirrdlicas

Figura 2- Estruturas e numeragio segundo a [UPAC dos nucleos corrina (III), corrol

(IV) e porfirina (V)

Sendo os corrdis, macrociclos relacionados com as porfirinas os seus espectros de
absorc¢do sdo similares. Os corrdis também apresentam uma banda intensa na regido dos
400-440 nm e bandas de absor¢do entre 500-700 nm que sdo identificadas, tal como nas
porfirinas, por bandas Soret e Q, respectivamente.

Os espectros de absor¢@o dos corrois, nomeadamente dos meso-triarilcorrois, exibem
duas diferengas importantes em relagdo aos espectros de absor¢do das porfirinas: ocorre
uma maior variagdo nas bandas Opticas dos corrdis com a substitui¢do dos grupos fenilo do
que nas porfirinas correspondentes e a posicdo das bandas de absor¢do dos corrdis sdo

bastante dependentes do tipo de solvente usado, em contraste com os pequenos desvios
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observados nas porfirinas correspondentes. Em solventes polares, esta dependéncia ¢
justificada, pela ocorréncia de interacgdes por ponte de hidrogénio internas entre os grupos
NH e o solvente.”'”

Os corrdis apresentam elevados rendimentos quanticos de fluorescéncia que também
dependem da natureza do solvente, por exemplo o rendimento quantico de fluorescéncia do
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol duplica o seu valor em solventes polares.”'°

Os corrdis VI (Esquema 2) na sua forma livre podem comportar-se como acidos ou
bases.

Em solugdes basicas diluidas, ocorre a desprotonacdo de um atomo de azoto,
formando o anido representado pela estrutura VII e em solugdes acidas diluidas, ocorre a
protonag¢@o do azoto iminico, formando o catifo representado pela estrutura VIII (Esquema
2). Ambas as formas carregadas sdo aromaticas e apresentam nos seus espectros de
absorc¢do bandas Q mais intensas, que as respectivas formas neutras. A presenca de grupos
sacadores ou de doadores de electrdes nos grupos arilo das posigdes meso também
influencia a formagdo destas espécies.' "'

Estudos efectuados por Gross et al., " provaram que os corrdis sio mais acidicos que
as porfirinas, pois a remog¢ao de um dos seus protdes internos diminui a tensdo estérea no
interior do macrociclo, formando a base conjugada VII mais planar que a forma neutra ou

protonada. De facto, em estruturas observadas por Raio X, um dos trés protdes internos do

. yq: . 14
macrociclo corrélico encontra-se desviada do plano cerca de 0,89A.

VI

Esquema 2

Uma das propriedades mais importantes dos corrois € a capacidade de estabilizar ides
metalicos com estados de oxidagdo elevados Cr(V), Fe(Ill) e Fe(IV), Co(IV) e Co(V),
Mn(III). Os corrdis actuam como ligandos trianidnicos, sendo a sua cavidade interna

6
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menor que a da porfirina, conseguindo estabilizar ides metalicos com menor raio idnico e
com um estado de oxida¢do mais alto. Geralmente, o nimero de oxidagdo mais estavel nos
metalocorrois é o estado de oxidagao trés.

Segundo os célculos efectuados pela Teoria da Funcional da Densidade (DFT), o ido
galio no estado de oxidagdo trés, Ga(Ill), é o 130 metdlico que melhor se encaixa na
cavidade interna do corrol,"” sendo considerado o protétipo de metalocorrdis, assim como
0 5,10,15,20-tetrafenilporfirinatozinco(Il), Zn(II)TPP, é a metaloporfirina modelo.'®

O método sintético por exceléncia para a formacdo de metalocorrdis envolve a
metalacdo directa do corrol, a partir de sais metalicos divalentes. Desta forma, a formagao

de metalocorrdis, a partir de catides metadlicos no estado de oxidagdo (+2) envolve a

oxida¢do do centro metalico.

1.2 Métodos de sintese de meso-triarilcorrois

A sintese de macrociclos corrolicos durante a década de 90 envolvia a ciclizagdo de
a,c-biladienos (maioritariamente B-alquilados), na presenca de catalisadores bdasicos ou
acidos ou mediada por metais.'”'® No entanto, estas rotas sintéticas eram bastante
limitativas, pois sO permitiam a obtengdo de corrois substituidos nas posi¢cdes B ou
totalmente substituidos nas posigdes B € meso.

Desta forma a quimica dos corrdis, nomeadamente de meso-triarilcorrois,
permaneceu pouco desenvolvida até a descoberta de novas e eficientes rotas sintéticas
envolvendo poucos passos e recorrendo a reagentes comerciais.

Em 1999 dois grupos, um liderado por Gross e outro por Paolesse, desenvolveram
dois métodos diferentes para a sintese de meso-triarilcorrdis, a partir de pirrol e aldeidos
comerciais.

A rota sintética proposta por Gross et al.'*'*

(Esquema 3 — rota 1) baseia-se na
condensacdo de pirrol e aldeidos na auséncia de solvente. O método consiste em aquecer a
100°C, durante 4 horas, uma mistura de pirrol e aldeido em quantidades equimolares num
suporte solido (florisil, silica ou alumina bésica), seguindo-se a oxida¢do com 2,3-dicloro-
5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ). Quando se utiliza o benzaldeido como reagente

obtém-se apenas a porfirina correspondente, mas quando o aldeido escolhido ¢ o
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pentafluorobenzaldeido, o corrol correspondente, o 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol
(TPFC) € obtido com um rendimento de 11%.

A via desenvolvida por Paolesse et al.”’ baseia-se no método de Rothemund para a
preparagdo de meso-tetrarilporfirinas, variando apenas a propor¢do de pirrol e benzaldeido
(3:1) (Esquema 3 — rota 2). A reaccdo ¢é efectuada em acido acético, a refluxo durante 4
horas. Nestas condigdes, sdo obtidos como produtos principais da reac¢do o meso-
trifenilcorrol e a correspondente meso-tetrafenilporfirina, ambos com rendimentos de 6%,
sugerindo uma possivel competicdo entre a formagdo dos dois macrociclos. Em 2001, os
mesmos autores estenderam o método de Rothemund “modificado” a outros aldeidos
aromaticos mono-substituidos, permitindo a sintese de uma vasta gama de meso-
triarilcorrdis, incluindo a sintese do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com rendimento de
apenas 4%.%!

Rota 1

1) suporte so6lido, 100°C
2)DDQ Ar Ar

N+ AcHO Ar Ar

H Rota 2
CH3COsH a refluxo

Ar Ar 4+ Ar Ar

Ar Ar

Esquema 3

No entanto, estes métodos apresentam algumas limitagdes: o método proposto por
Gross so ¢ aplicavel a aldeidos aromaticos com grupos sacadores de electrdes, enquanto
que o método de Paolesse, embora mais versatil, ndo funciona com aldeidos estereamente
impedidos e os corrdis sdo geralmente acompanhados pela formagdo da porfirina
correspondente.

Foi ainda publicado outro método, por Lee er al.,* que relata a sintese de corrdis
com elevados rendimentos, a partir do acoplamento oxidativo com DDQ de
tetrapirrometanos, o precursor directo do macrociclo corrolico. Os tetrapirrometanos foram

sintetizados por condensagdo directa de aldeidos e pirrol (Esquema 4), em varios solventes
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e na presenga de sais inorganicos (NH4Cl, KCl, NaCl, KBr e NH4sNO3) que provaram ser

. ~ 22
fundamentais para a reac¢ao OCOrrer.

Ar Ar

~I
=0
—
+
—
ul
>
=
Z
T
T
pz4
NS

CHO

Ar = CsH5
Ar = CgHsCOOMe
R = CH3Y CH3CH2

Ar

Esquema 4

Em 2003, Gryko et al.”> desenvolveram um procedimento mais abrangente, baseado
no trabalho de Lee, para a sintese de meso-triarilcorrois que permite a utilizagdo de
aldeidos reactivos, moderadamente reactivos e estereamente impedidos, variando apenas as
condi¢des reaccionais.

O procedimento geral desta sintese a partir de aldeidos reactivos consiste em
adicionar acido trifluoroacético (TFA) a uma mistura de aldeido e pirrol. Esta mistura
reaccional permanece sob agitacdo durante 10 min, a temperatura ambiente. ApoOs este
periodo de tempo a mistura reaccional ¢ dissolvida em diclorometano seguindo-se a
oxidacdo com uma solugdo de DDQ. Neste método obtém-se o 5,10,15-
tris(pentafluorofenil)corrol com um rendimento de 21%.

As condig¢des reaccionais da sintese de meso-triarilcorrdis estdo optimizadas para
cada tipo de aldeido. Estas condi¢des consistem na variacdo do tempo de reac¢do (10 min

para aldeidos reactivos e 16 h para aldeidos estereamente impedidos), proporcao de pirrol e

9
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aldeido (1,5:1 para aldeidos reactivos e 5:1 para aldeidos estereamente impedidos) € no

numero de equivalentes de TFA.

Em 2006, Gryko e Koszarna® desenvolveram um novo e eficiente método em meio
aquoso para a sintese de meso-triarilcorrdis, incluindo meso-triarilcorréis com grupos
doadores de electrdes, baseando-se na optimizacdo da formacdo do tetrapirrometano e na
oxida¢do deste a corrol. O primeiro passo deste método, envolve a reac¢do de aldeido com
pirrol numa mistura de agua/metanol, na presenca de &cido cloridrico (HCI). Apos
extraccdo dos compostos organicos da mistura reaccional com cloroférmio, procede-se a
oxida¢do com cloranil. O rendimento obtido para o 5,10,15-trifenilcorrol é de 32%, o mais
alto até hoje publicado.

Recentemente, foi publicada uma nova rota sintética, considerada mais eficiente, a
partir de aldeidos aromaticos e de pirrol. Esta metodologia consiste na condensagdo de
aldeidos e pirrol numa propor¢do de 1:2, catalisada com Amberlyst 15, seguida de
ciclizagdo oxidativa com DDQ & temperatura ambiente.” Esta sintese tem a particularidade
de ser realizada na auséncia de solvente. Alids Chauhan et al. referem que a auséncia de
solvente é ideal para a formagdo de tetrapirrometanos e consequentemente do corrol,
enquanto condi¢cdes mais diluidas, que envolvam solvente, favorecem a formagdo do
porfirinogénio e consequentemente do macrociclo porfirinico. Com este método & possivel,
obter o 5,10,15-trifenilcorrol com 15% de rendimento e o
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com um rendimento de 30%, o mais alto até hoje
divulgado para este macrociclo.

Como se pode  verificar na  Tabela 1, o rendimento do
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol ¢ superior no método de Chauhan (entrada 4). No
entanto o tempo de reac¢do no método de Gryko é consideravelmente menor, apenas 15
min (entrada 3), ao invés das 4 horas usadas nos métodos de Gross e Paolesse (entradas 1 e
2), respectivamente.

Os métodos de Gryko e Chauhan apresentam ainda outra vantagem, para aldeidos
reactivos, ndo se observa a formagdo da porfirina correspondente. A porfirina sé se isola e
em baixissimo rendimento ~2%, no método de Gryko, para aldeidos moderadamente
reactivos e estereamente impedidos, o que simplifica bastante o processo de purificagdo do

corrol.
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No nosso trabalho foi usado o método de Gryko para a sintese de meso-triarilcorrois,
nomeadamente para a obten¢do do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol, o macrociclo base
desta tese, por ser o método mais eficiente e rapido. Nao se usou o método de Chauhan,

pois apenas data de Maio de 2008.

Tabela 1: Tabela comparativa dos quatro métodos usados para a sintese 5,10,15-

triarilcorrdis, nomeadamente do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (TPFC)

Proporcio pirrol/aldeido Tempo de
Entradas Método TPFC (%)
(mmol) reaccio
1 Gross 3/1 4h 11
2 Paolesse 171 4h 4
3 Gryko 1,51 15 min 21
4 Chauhan 2/1 2h 30

O mecanismo reaccional proposto para a formagdo de meso-triarilcorrdis (Esquema
5), envolve dois passos independentes. No primeiro passo estd envolvido o ataque
nucleodfilo do pirrol ao aldeido, em meio 4cido, originando uma mistura de oligdmeros,
incluindo o tetrapirrometano, precursor directo do corrol e no segundo passo da sintese
ocorre a macrociclizagdo oxidativa do tetrapirrometano a corrol. O agente oxidante mais
utilizado nos diferentes métodos ¢ a DDQ.

E de referir que a eficiéneia deste passo depende da concentragdo do
tetrapirrometano e do solvente onde ocorre a oxidagio.**

A formagdo de tetrapirrometano em detrimento da formagdo de dipirrometanos e

tripirrometanos € o passo chave para melhorar os rendimentos de meso-triarilcorrdis.
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® H Ar A Ar
® + +H* o O \ A
f/J \Ef*,C—Ar éWOH ‘——‘W%H 22, | | —
” H H H H H
/%)
N
H
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Ar

Esquema 5

1.3 Funcionalizacio de meso-triarilcorrois

As reacgoes de bromagio, clorossulfonagao, nitracdo ¢ formila¢do tém sido as mais
usadas na derivatizag¢do de meso-triarilcorrois, permitindo a sintese de uma vasta variedade
de compostos.

No caso de reac¢des de halogenagdo de corrdis, nomeadamente nas de bromagao, foi
referida a obteng¢do de produtos bromados em todas as posi¢des B-pirrdlicas mesmo na
presenca de pequenas quantidades de agente bromante (Br,”> ¢ NBS?®). Mais recentemente,
verificou-se que, com corrolato de germanio e um ligeiro excesso de Br, obtém-se um
derivado parcialmente bromado nas posi¢des 2, 3 ¢ 17.%

A reacgdo de clorossulfonagdo foi a primeira reac¢do de substituicdo aromatica
electrofilica aplicada aos corrdis, a qual demonstrou ser altamente selectiva para a
funcionaliza¢do destes e respectivos complexos, permitindo a preparagdo de derivados
anfifilicos.”® Nesta reac¢do, o corrol é dissolvido num excesso de acido clorossulfénico
permanecendo em agitagdo, durante 5 min, obtendo-se o derivado di-clorosulfonilico,
substituido nas posi¢des 2 ¢ 17, quantitativamente (Esquema 6).”> A sua hidrélise posterior

.. , . . 2
origina o correspondente 4cido com rendimento de 71%.*
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As vantagens apresentadas para se proceder a reac¢do de clorossulfonagdo ao invés
da sulfonacdo directa das posi¢des PB-pirrdlicas do corrol baseiam-se nas condigdes
reaccionais mais suaves apresentadas para a clorossulfonacdo. Esta reac¢do ¢ realizada a
temperatura ambiente, enquanto a reac¢do de sulfonacdo ¢ realizada a 100°C e o produto
clorossulfonico permite a obteng@o de outros derivados, incluindo os de tipo sulfonilo.

A preparagdo de compostos anfifilicos levou ainda a sintese de compostos

monocarboxilados, através da reac¢do com fosgénio.*

A introducdo do grupo nitro na periferia do corrol também tem sido amplamente
estudada. O agente nitrante mais comummente utilizado é o NaNO, em acetonitrilo
seguindo-se a oxidagdo com tris(4-bromofenil)amino-hexacloroantimonato, originando o
composto nitrado na posi¢cdo 3, com rendimento de 84% (Esquema 6). No entanto, se se
usar uma maior quantidade de oxidante obtém-se produtos di-nitrados nas posi¢des 3,17 e
produtos tri-nitrados nas posi¢des 2, 3 e 17.%

Outro método publicado mais recentemente, utiliza AgNO, como agente nitrante.
Neste caso, o corrol é usado na sua forma livre obtendo-se o 3-nitro-5,10,15-
triarilcorrolatoprata(IIT).>" Note-se que esta reac¢do é favorecida em corris com grupos

doadores de electrdes nos anéis fenilo.
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Ar Ar
M = 3H
Ar M = Ga(py)
Clorossulfonagao Formilagédo Nitragao
CISO3H a) DMF, POCl3 NaNO, (4-bromofenilsN*(SbhClg")

b) Na,CO5 (aq.)

ClO,S
SO,CI CHO
Ar Ar Ar Ar
Ar Ar
Ar =Cg4F5 M=3H Ar =CgHs, M = 3H
M= Ga(py) Ar = CgF5, M = Ga(py)
Esquema 6

A reac¢do de formilagdo de Vilsmeier também tem sido usada para funcionalizar o
. i1 . 32 o 29,33
macrociclo corrélico nas posi¢des meso™ e nas posi¢des P.
Na reac¢do de formilagdo “directa” nas posi¢cdes meso em B-alquilcorrdis obteve-se
como produto maioritario o derivado 10-dimetilaminometeno (Esquema 7). O derivado
formilado esperado s6 se forma, apos se proceder a metalagdo do corrol com cobalto e

subsequente hidrolise.

POCI;/DMF a) Co®*/PPh
b) Ho0

NMe2

Esquema 7
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A formilag@o nas posi¢des B-pirrdlicas de meso-triarilcorrolatogélio(IlIl) demonstrou
ser mais eficiente e versatil. Dependendo do excesso de reagente de Vilsmeier usado, pode
obter-se, como produtos maioritarios, o corrol-3-carbaldeido na posi¢do 3 (Esquema 6) ou
o derivado di-formilado nas posi¢des 3 e 17. E importante referir que o grupo de Quimica
Organica da Universidade de Aveiro, usando as mesmas condigdes utilizadas por Gross et
al., isolou o derivado mono-formilado na posi¢do 2, com rendimento de 17%.*

Note-se que quando a formilagdo de Vilsmeier ¢ efectuada num corrol livre,

nomeadamente com o 5,10,15-trifenilcorrol,™

o produto mono-formilado é obtido em
menor rendimento. O produto principal da reac¢do corresponde a um derivado com uma
ponte de etano no interior do macrociclo, obtido pelo ataque dos azotos internos do corrol
ao reagente de Vilsmeier. As condigdes reaccionais usadas para a formilagdo dos corrdis

s30 mais suaves que as usadas para outros macrociclos tetrapirrlicos.™

Os resultados demonstrados nas reac¢des de substitui¢do revelam que a primeira
substitui¢do ocorre sempre em C-3 e a segunda substitui¢do ocorre em C-17 (nitragdo) ou
em C-18 (formilagdo e clorossulfonago), ou seja, os atomos de carbono (C-2, C-3, C-17 ¢
C-18) da unidade bipirrolica do corrol apresentam uma maior reactividade que os da
unidade de dipirrometeno (C-7, C-8, C-12, C-13).

Em relagdo a diferenga de selectividade entre C-2 e C-3, os dados cristalograficos
sugerem que esta diferenca ndo se deve a efeitos estéreos, mas sim a efeitos electronicos.
De acordo com estudos de DFT, a posi¢do C-3 ¢ muito mais rica em electrdes que as
restantes direccionando o ataque dos reagentes electrofilicos para C-3.

Pode-se concluir que as rotas sintéticas descritas anteriormente, favorecem a inser¢do
de novos grupos funcionais na posi¢do 3 do macrociclo corrolico.

Mais recentemente, foi publicada por Osuka ef al.’® um método de derivatizar
selectivamente a posicdo C-2 do macrociclo, que se baseia na borilagdo directa de C-2
catalisada com iridio, segundo o procedimento de Miyaura-Hartwig-Smith. Este derivado
borilado pode reagir com compostos aromaticos halogenados, segundo uma reac¢do de
Suzuki-Miyaura. No Esquema 8 estd representada a sintese de um dimero C-2,2° por
acoplamento de duas unidades de derivado borilado, que por oxidacdo origina um dimero

corrdlico altamente conjugado.®’
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0
O\B
PinB-BPin
CeFs CéFs [r(cod)OMe], CeFs CeFs
dibpi >
1,4-dioxano
CeF s CeFs
PdCly(dppb), H2O
Cloroacetona, THF
C6F5 CGF5 CGFS

CeFs CeFs  CoFs CgFs Cofs w CeFs
O NaBH, THF . DDQ, tolueno
F
CeFs CeFs CeF's CeFs CeFs m CeFs

CﬁFs C6F5 CG F5

Esquema 8

Nos ultimos anos o grupo de Aveiro mostrou que as reacgdes de cicloadi¢do sdo um
método eficiente para funcionalizar as posi¢des B-pirrolicas de meso-arilporfirinas.*® Este

39-47

grupo provou que as porfirinas participam em reacgdes de Diels-Alder e em reacgoes

de cicloadi¢do 1,3-dipolar*®™°

originando novas porfirinas, clorinas, bacterioclorinas e
1sobacterioclorinas.

A possibilidade de wusar reacgdes de cicloadicdo na funcionalizagdo de
meso-triarilcorrois pareceu ser uma aposta promissora e pioneira na funcionalizagdo destes
macrociclos.

Os  primeiros estudos comegaram  em 2004  com o 5,10,15-

tris(pentafluorofenil)corrol na presenca de pentaceno, um derivado policiclico aroméatico
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comercial. A reac¢do foi efectuada com 2 equivalentes de dieno, a 200°C durante seis
horas, originando, com rendimentos moderados, os cicloaductos de Diels-Alder esperados
desidrogenados e um terceiro composto desidrogenado resultante da reacc¢io de cicloadig¢do
[4+4]. A formagdo destes compostos com os dados anteriormente obtidos demonstrou,
mais uma vez, que a unidade bipirrdlica apresenta uma elevada selectividade local.

Nesta publicagdo foi, pela primeira vez, reportado que os corrdis podem reagir como
componentes 21 em reac¢des de Diels-Alder e como componentes 4n em reacgdes de
cicloadi¢do [4+4]. Quando se pretendeu estudar a versatilidade do caracter diénico noutros
macrociclos, como a safirina,”> usando a mesma reac¢io com o pentaceno, observou-se
que apenas se forma o cicloaducto de Diels-Alder, ndo se tendo detectado o cicloaducto
[4+4].

Estes resultados demonstraram mais uma vez, a peculiaridade do macrociclo

corrélico e a sua Unica reactividade.

CeFs CeFs + OOOOO 1,2,4-triclorobenzeno, 200°C, N,

"
J

CeFs CeFs ¥ CeFs CeFs

C6F5 CeFs CGF5

Esquema 9

A possibilidade de usar um derivado corrolico como ileto de azometino em reacgdes
de cicloadigdo 1,3-dipolar foi também considerada.
Em 2007,7* decidiu-se usar o complexo de galio(Ill) (piridina) de 5,10,15-

tris(pentafluorofenil)corrol-3-carbaldeido como precursor do ileto de azometino, em
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reacgdes de cicloadicdo 1,3-dipolar com varias quinonas. As reac¢des foram efectuadas
refluxando uma solugdo de corrol-3-carbaldeido em tolueno, na presenca de N-metilglicina
e da correspondente quinona. E interessante notar que a reac¢do com 1,4-naftoquinona
(Esquema 10) originou para além do cicloaducto 1,3-dipolar esperado e desidrogenado, um
composto em que o residuo de quinona se encontra fundido ao corrol, como produto

maioritario da reacg¢ao.

CHO

CeFs CeFs

CeFs

N-metilglicina
tolueno, refluxo

©
SN

®
N
I

CeFs CeFs

L C6F5

Esquema 10

1.4 Aplicagdes

O interesse pelos corrdis e, nomeadamente pelas suas caracteristicas fisicas e
quimicas, levou a que este macrociclo se tornasse alvo de estudo em diversas areas de

. ~ 54 . . , - .. . . ~
aplicacdo.”” Hoje em dia, os corrois participam numa variedade de aplicagdes desde o seu

55-57 58-60 61,62

uso como catalisadores, sensores e eléctrodos, no desenvolvimento de células

63 : A s .64 . . -
solares™ e sistemas de transferéncia de energia, e a sua potencial aplicagdo como
, 65-68
farmacos.

Em 1999, ¢ descoberta uma das primeiras aplicacdes de meso-triarilcorrdis,

nomeadamente do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol. Os seus complexos metalicos
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demonstraram ser bons catalisadores, quase tdo potentes como as correspondentes
metaloporfirinas na oxigena¢@o de hidrocarbonetos pelo iodosilbenzeno e mais eficientes
na ciclopropanagio de olefinas por carbenoides.”” No entanto, uma das aplicacdes mais
recentes e importantes ¢ a capacidade deste corrol, quando se encontra complexado com
i0es ferro ou manganés, de disproporcionar o peroxinitrito.

O peroxinitrito é uma espécie bastante toxica e perigosa, visto ndo haver nenhuma
enzima especifica para impedir a sua decomposicdo radicalar. As espécies oxidantes e
nitrantes resultantes da decomposicdo radicalar do peroxinitrito, provocam danos
irreversiveis nas células, tornando de extrema importincia a descoberta de novos
compostos capazes de decompor o peroxinitrito em produtos benignos. Gross et al.”’
quando publicaram o uso de corrolatos de manganés(Ill) e de ferro(Ill) na
disproporcionagdo do peroxinitrito, demonstraram que este complexo actua em valores de
pH fisiologicamente relevantes e ndo é decomposto ou modificado no meio (Figura 3).

Estes resultados tornaram possivel o uso de derivados corrélicos na prevengdo da acgdo do

peroxinitrito em moléculas biologicas.

Mnlll
0, + HNO, HOON=0
0
m v
HOON=0 Mn HNO,

Figura 3 — Ciclo catalitico para a disproporcionag¢do do peroxinitrito catalisada pelo

complexo de Mn (III)

A possibilidade de usar corrdis como sensores também foi descrita. Por exemplo, os
corrolatos de cobalto(Ill) foram referidos como tendo uma selectividade muito elevada
para monoxido de carbono, quando comparada com a demonstrada para N e O,, através da
coordenagdo ao centro metalico Co(Ill). Esta selectividade ¢ favorecida pela presenca de
grupos sacadores de electrdes no corrol e pelo caricter de acido de Lewis do ido Co

(11D).""72
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Os corrois foram ainda usados em eléctrodos selectivos de i6es, nomeadamente de
compostos fendlicos,* 4cido salicilico e salicilato,” como sensores quimicos 6pticos de
pH™ ¢ de ides Hg*". Verificou-se que o 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol apresentou
resultados satisfatérios na determinagdo de Hg*" em amostras de agua.”

Em relago ao uso de corrdis em aplicagdes medicinais, existem algumas referéncias
até a data, nomeadamente de derivados hidrossoltiveis ou anfifilicos (Figura 4).

O derivado IX foi o primeiro corrol anfifilico usado em medicina e revelou ser
eficiente na inibicdo da proliferagdo de células endoteliais e na progressdo de tumores e
metéastases.” No campo da descoberta de agentes anti-tumorais, as estruturas que
estabilizam G-quadruplex t€m recebido uma especial atencdo pela familia corrdlica. Zhou
et al. sintetizaram diversos corrdis catidnicos, tais como X, capazes de estabilizar as
estruturas de G-quadruplex e inibir a actividade da telomerase.””’® Também Gross et al.
descreveram que complexos cationicos como XI podem interagir especificamente com o
DNA.”

Outros estudos com o derivado di-sulfonado e os seus complexos metalicos XII
demonstraram que estes se ligam covalentemente a albuminas do soro.”® Estes derivados
carregados negativamente ndo penetram nas membranas celulares, mas formam
espontaneamente conjugados proteicos que induzem “uptake” celular e acumulagdo no
citoplasma.®®

O conjunto destes resultados com os obtidos na disproporciona¢do do peroxinitrito
levou ao estudo dos compostos do tipo XII como antioxidantes para a atenuacdo do
desenvolvimento da arteriosclerose in vitro e in vivo. Gross et al.** demonstraram que os
complexos se ligam preferencialmente a lipoproteinas LDL e HDL em detrimento de
outras proteinas do soro, utilizando-as como meio de transporte até as paredes arteriais,
onde vao desempenhar um papel vital na atenuag¢do da arteriosclerose. Dados in vivo
demonstraram que num grupo de ratos sujeitos a tratamento com o complexo XII de Fe,
dois ndo desenvolveram arteriosclerose € nos restantes as lesdes foram reduzidas em 60%,
em relagdo ao grupo de ratos controlo. Estes resultados superaram os obtidos com o
tratamento com antioxidantes naturais. De facto, o complexo XII de Fe mostrou ser um

antioxidante bastante potente.
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®/— J \®
> o
| @ 31
N
I
X M = Cu, Mn
HO5S
SO3H
C6F5 C6F5
CeFs
XII
M =Mn, Fe, Ga

Figura 4 — Estruturas de corrois anfifilicos

Com o objectivo de estudar a reactividade e potenciais aplicagdes de corrois, neste
trabalho desenvolveram-se os seguintes topicos:

- a reactividade de corrdis como componentes 2w ¢ 47, em reac¢des de cicloadigdo na
presenga de dienos e dienofilos (capitulo 2). Estes estudos permitiram, posteriormente,
desenvolver reacgdes de dimerizagdo sob varias condigdes.

- a reactividade de corrdis na presenca de iletos de azometino em diferentes
solventes.

- Estudos de complexag¢do de corrdis na fonte de espectrometros de massa e
comparag¢do do seu comportamento com metalocorrois sintetizados previamente.

- Estudos de avaliacdo da actividade bioldgica de novos conjugados corrol-

ciclodextrina numa linha celular cancerigena HeLa.
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2 Estudos de reactividade do macrociclo corroélico

2.1 Transformacdes na presenca de dienos e diendéfilos

2.1.1 Introducao

Como ja foi referido no capitulo 1, as reacgdes de cicloadi¢do tém sido das mais
estudadas para a obten¢do de novos derivados porfirinicos, de tipo clorina, bacterioclorina

e isobacterioclorina.
1,2

>

Na década de 90, o grupo de Quimica Organica da Universidade de Aveiro
demonstrou pela primeira vez que meso-tetra-arilporfirinas podem comportar-se como
dienofilos, na presenga de dienos reactivos como, por exemplo, orto-quinodimetanos

gerados in situ’ e pentaceno™ (Esquema 11).
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Esquema 11
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Mais recentemente, 0 mesmo grupo provou que o 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol
participa com o pentaceno em reac¢des de cicloadigio do tipo [4+2] e [4+4].° Com o
intuito de prosseguir e aprofundar estes estudos serdo em seguida apresentados novos

resultados obtidos na reaccdo do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com pentaceno e
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ainda na presenca de outros dienos aromaticos, tais como tetraceno, antraceno, 9,10-
dimetilantraceno e nafto[2,3-a]pireno.

Dado o comportamento do corrol como componente 47 na reac¢do com o pentaceno,
também se decidiu estudar o caracter diénico do corrol em reac¢des de Diels-Alder, na
presenca de varios diendfilos, tais como fulereno Cgy, 3,4-di-hidro-2H-pirano,

acetilenodicarboxilato de dimetilo e fumarato de dimetilo.

2.1.2 Reaccdes na presenca de dienos aromaticos

Nos estudos ja publicados das reacgdes de cicloadi¢do do corrol 1 com
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, nomeadamente com pentaceno, as reac¢des foram
realizadas com aquecimento classico.”’ Nessas reac¢des uma solugdo de corrol 1 e 2
equivalentes de pentaceno em 1,2,4-triclorobenzeno (TCB) (3 mL) foi aquecida a 200°C,
durante 6 horas, tendo sido isolados os trés compostos apresentados no Esquema 12. O
monoaducto 2 (19%) e o bis-aducto 3 (15%) foram identificados como resultantes da
desidrogenacdo dos correspondentes aductos de Diels-Alder e o monoaducto 4 (6%) foi
identificado como resultante de uma reacc¢do de cicloadi¢ao [4+4]. Nestas condi¢des nao
foi recuperado corrol de partida. De forma a aumentar a quantidade dos monoaductos, a
reaccdo foi ainda repetida, mas usando apenas 1 equivalente de pentaceno. Nestas
condi¢des, o rendimento dos monoaductos 2 (23%) e 4 (13%) melhorou ligeiramente, € o
do bis-aducto 3 diminuiu praticamente para metade (6%). Recuperou-se ainda 10% de
corrol de partida.

Assumindo-se que existiria uma reaccdo de competi¢do entre a reac¢do de
cicloadicdo [4+2] e [4+4] e que esta poderia ser influenciada pela temperatura, foram ainda
efectuados ensaios a duas temperaturas diferentes, um a 110°C e outro a 250°C. Em ambos
0s casos, apenas foram obtidos os compostos 2 e 3.

Estes resultados mostraram que apenas a formacdo do monoaducto 4 depende da
temperatura da reac¢do, ao contrario da dos derivados 2 e 3.

Ja no presente trabalho, procurou-se avaliar a estabilidade térmica do composto 4 a
200°C. O ensaio foi realizado mantendo uma solugdo deste aducto em TCB, a 200°C

durante seis horas. O TLC de controlo da reac¢do revelou que o composto inicial foi
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convertido numa mistura complexa de produtos, mostrando que o composto 4 ndo ¢ muito

estavel a esta temperatura.

TCB, 110°C, 48

JAN

g [

TCB,200°C,6 h

C6F5 CeFs
1 4

MW ‘\ge L =D

DCB, 180 °C, 40 min

CeFs CeFs + CeFs

Esquema 12

Assim, estas reac¢des foram novamente abordadas com o intuito de utilizar a
radiacdo de microondas como aquecimento alternativo e deste modo minimizar a
decomposic¢ado dos aductos.

A sintese organica assistida por microondas ¢ considerada uma metodologia eficiente

em reacgdes de cicloadi¢do. Os menores tempos de reac¢do associados com a activagao por

31



Capitulo 2

microondas minimizam a decomposi¢do dos reagentes e produtos € sdo responsaveis por
um aumento significativo nos rendimentos dos produtos de reac¢do; consequentemente, 0s
processos de purifica¢io tornam-se muito mais simples.* "

A radiacdo de microondas ¢ uma radiagdo electromagnética que apresenta
frequéncias na gama 0,3-300 GHz. Geralmente, tanto os microondas domésticos como 0s
reactores usados em sintese organica operam a uma frequéncia de 2,45 GHz, para evitar
interferéncias com as frequéncias de telecomunicagdes e telemdveis. A sintese orgénica
assistida por microondas baseia-se na capacidade de um material especifico (solvente ou
reagente) em absorver radiagdo electromagnética na regido espectral das microondas e
converté-la em calor.

A capacidade do solvente em converter a radiagdo electromagnética em calor, a uma
dada frequéncia e temperatura depende das suas propriedades dieléctricas e ¢ determinada
pelo seu factor de perda (tano). Alids, para uma transformacdo ocorrer de forma eficiente
sob a ac¢do de radiaccdo microondas ¢ importante que exista no meio reaccional um
componente com factor de perda elevado. Nestas condigdes existird uma absor¢do eficiente
de radiagdo e consequentemente, um aquecimento rapido.'"'?

Os estudos da reacgdo do corrol 1 com o pentaceno (1 e 2 equivalentes) sob radiagdo
de microondas foram efectuados inicialmente em 0,5 mL de TCB. Estas condi¢des foram
seleccionadas adaptando as usadas em reac¢des analogas com macrociclos porfirinicos.’

O uso de um menor volume de solvente levou a que as reacgdes em aquecimento
classico fossem repetidas, mas agora em 0,5 mL de TCB. As reacc¢des corrol-pentaceno
usando como meio de aquecimento a radiagdo de microondas também foram realizadas em
1,2-diclorobenzeno (DCB).

As reacgdes ocorreram numa cavidade de microondas multimodo em vaso aberto, a

200°C, durante 40 min. Os resultados destes estudos estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2: Tabela de rendimentos dos compostos obtidos nas reac¢des de cicloadig¢do

do corrol 1 com pentaceno, usando aquecimento classico e com microondas

" : )
Entrada aql"felgiom(lento OOOOO - : - Rendimento (A))4 S
[4+2]aducto [ 1442] desidrogenado | [4+4] desidrogenado bisaducto
1 Térmico 1 equiv 6 | - 35 4 9
2 2equiv. | - [ e 16 13 10
3 Mw 1 equiv 36 32 | N e
4 (TCB) 2 equiv 9 34 2| e Mistura complexa
5 MW (DCB) 2 equiv 34 44 3 | e e

Analisando a Tabela 2, verificou-se que no aquecimento cldssico e usando um
equivalente de dieno (entrada 1), o rendimento do composto 2 (35%) ¢ praticamente o
dobro do obtido da reaccdo com dois equivalentes de pentaceno (entrada 2). No entanto,
nestas condi¢des, o uso de dois equivalentes de dieno (entrada 2) ¢ mais favoravel para a
formacdo do composto 4.

Como se pode verificar, quando se usou radiacdo de MW e 1 equivalente de
pentaceno (Tabela 2- entrada 3), recuperou-se 36% de corrol de partida, obteve-se 11% de
aducto 2 e 32% de um composto novo que foi identificado como sendo o aducto §
resultante da reaccdo de Diels-Alder (Esquema 12). Observou-se que este aducto sofria um
processo de retro-Diels-Alder, a temperatura ambiente, tornando mais dificil a sua
elucidagdo estrutural. Quando a reacg¢do foi efectuada usando 2 equivalentes de pentaceno,
o rendimento do composto 5, aumentou ligeiramente, no entanto o rendimento de 2 (2%) e
a recuperagdo do material de partida foi bastante menor. Observou-se ainda a formacao de
varios compostos, cujos espectros de massa (m/z 1350) sugeriram estar-se na presenga de
misturas de bis-aductos e bis-aductos oxidados. Quando foi efectuada a reaccdo em DCB,
usando dois equivalentes de pentaceno (Tabela 2- entrada 5) o aducto 5 foi obtido com
maior rendimento (44%), tendo-se recuperado 34% de corrol de partida. O composto 2 foi
obtido, apenas com rendimento de 3%.

Analisando as reacg¢des efectuadas com aquecimento classico (Tabela 2, entradas 1 e
2) e microondas (Tabela 2, entradas 3 e 4), observam-se duas diferengas principais. O
composto 4, monoaducto desidrogenado resultante da reac¢do de cicloadicdo [4+4], sé se
formou com aquecimento cldssico, enquanto o composto 5, monoaducto resultante da

reac¢do de cicloadi¢do [4+2], sO se observou com radiacdo de microondas.
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Atendendo aos resultados descritos, nomeadamente a baixa estabilidade do aducto 5
e o facto da forma¢do de 4 apenas se observar em condi¢des de aquecimento classico
levou-nos a seleccionar as condigdes experimentais da entrada 2 da Tabela 2 para realizar
as reacgoes de cicloadicdo com outros hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Assim, as
reac¢des com tetraceno, 9,10-dimetilantraceno, antraceno e nafto[2,3-a]pireno foram
efectuadas usando 0,5 mL de TCB e dois equivalentes de dieno, durante seis horas.

Estas reac¢des originaram os correspondentes cicloaductos desidrogenados de Diels-
Alder 6, 7, 8 ¢ 9 (Figura 5) e nos casos do tetraceno ¢ do 9,10-dimetilantraceno foram
também isolados os correspondentes bisaductos 10 e 11 (mistura de isémeros devido a
assimetria presente). Na reac¢do com o 9,10-dimetilantraceno a separag¢do e purificagdo
dos compostos foi dificil, uma vez que tanto o corrol 1 como o monoaducto 9 ¢ o bis-
aducto 10 tém Rys bastante proximos.

Os rendimentos dos compostos obtidos encontram-se descritos na Tabela 3.
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Figura 5 — Estruturas dos compostos resultantes da reac¢do de Diels-Alder entre o

corrol 1 e os correspondentes hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
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Tabela 3 - Tabela de rendimentos dos compostos obtidos nas reac¢des de cicloadigdo

do corrol 1 com tetraceno, 9,10-dimetilantraceno, antraceno e nafto[2,3-a]pireno.

Hidrocarbonetos Rendimentos(%)

Entradas Bisaducto Corrol

aromaticos policiclicos [4+2] desidrogenado
Desidrogenado recuperado
15
1 31 32
(1:1)
. |COC ’ : .
3 = :

OO“ R

EN

Note-se que os rendimentos dos monoaductos desidrogenados (Tabela 3 - entradas 1-
3) diminuiram com o nuimero de anéis benzénicos lineares presentes no hidrocarboneto
aromatico policiclico. No entanto, na presenca de nafto[2,3-a]pireno, um hidrocarboneto
angular, a quantidade de monoaducto obtido foi apenas vestigial (entrada 4). Estes
resultados estdo de acordo, com a reactividade estudada para estes dienos. Segundo Clar,"
o aumento da reactividade dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos quando se caminha
do benzeno para o pentaceno, ocorre devido a perda gradual do caricter benzenodide.
Enquanto no benzeno os seis electrdes m podem ser representados por um sexteto
aromatico, no antraceno o sexteto aromatico ¢ partilhado por trés anéis, no tetraceno por
quatro e no pentaceno por cinco. Deste modo, quando se passa do benzeno para o
pentaceno ocorre uma “dilui¢do” do sexteto aromdtico e consequentemente uma
diminui¢do do caracter benzendide, que se traduz num aumento de reactividade do
composto.

Por outro lado, quando um anel ¢ adicionado angularmente a um hidrocarboneto
aromatico policiclico, cria-se um novo sexteto aromatico. Ou seja, com o aumento do
nimero de sextetos aromaticos, o novo sistema policiclico angular apresenta um maior
caracter benzendide e consequentemente uma menor reactividade que o seu correspondente
linear. Dai a pouca quantidade que se obteve do cicloaducto resultante da reac¢ado de Diels-

Alder do corrol com o nafto[2,3-a]pireno.
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E de referir que nas reac¢des com o antraceno e com o nafto[2,3-a]pireno, para além
dos aductos de Diels-Alder desidrogenados foram isolados mais dois compostos
minoritarios. Os espectros de massa destes compostos apresentaram o ido molecular M™® a
m/z 1590 e 1588, sugerindo estar-se na presenga de aductos corrol-corrol. Estes novos
compostos, embora minoritarios, ndo foram considerados de todo surpreendentes, uma vez
que poderd existir uma competi¢do entre os dienos pouco reactivos e o corrol 1, que
também pode actuar como componente 4w nas reac¢des de cicloadicao.

Decidiu-se entdo optimizar a formacdo destes dimeros, fazendo um ensaio em
branco. No entanto, os resultados preliminares desta reaccdo ndo apontaram para
cicloaductos diméricos, mas sim para dimeros resultantes de acoplamento C-C entre duas

unidades corrdlicas. Estes estudos serdo desenvolvidos em 2.2.

2.1.3 Reaccdes na presenca de dienofilos

No estudo do comportamento do corrol como componente 4n em reac¢des de Diels-
Alder seleccionaram-se dienofilos com caracteristicas sacadoras de electrdes,
acetilenodicarboxilato de dimetilo € o fumarato de dimetilo, um diendfilo com
caracteristicas dadoras, o 3,4-di-hidro-2H-pirano e o fulereno.

O primeiro dienofilo a ser testado foi o fulereno Cgp. Foram utilizadas as mesmas
condi¢des reaccionais das reac¢des de cicloadicdo com hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (200°C, 2 equiv., 6 horas). O TLC da mistura reaccional revelou a presenca de
compostos minoritarios de Ry inferior ao do corrol de partida. Os espectros de massa dos
novos compostos formados apresentaram ides moleculares a m/z 1590 e 1588, revelando
tratarem-se de espécies diméricas do corrol e ndo do aducto esperado corrol-fulereno. O
rendimento global destes dimeros foi baixo, tendo-se recuperado a maior parte do corrol de
partida.

De seguida, testaram-se diendfilos mais reactivos, como o fumarato de dimetilo e o
acetilenodicarboxilato de dimetilo. Nestes dois casos, foram testadas varias condi¢des

reaccionais tais como: temperatura, nimero de equivalentes e tempo de reacgdo. Os
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compostos separados por cromatografia preparativa, das varias misturas reaccionais nao
evidenciaram ser os aductos esperados.

Experimentou-se ainda outro tipo de dienofilo como o 3,4-di-hidro-2H-pirano. Mais
uma vez, testaram-se varias condi¢des reaccionais ¢ em nenhuma foi obtido o cicloaducto

de Diels-Alder pretendido.

2.1.4  Caracterizacio estrutural

As estruturas dos novos produtos sintetizados foram deduzidas pela anélise dos seus
espectros de RMN de 'H e com o auxilio de técnicas de RMN bidimensionais.

As estruturas dos compostos 2, 3 e 4 ja tinham sido bem estabelecidas em estudos
anteriores por espectroscopia de ressondncia magnética nuclear.’® Os novos compostos
sintetizados foram caracterizados com base nos estudos efectuados para os compostos 2 ¢ 3
e nos estudos de RMN mono ('H e °C) e bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC).

Na Figura 6 estdo apresentados os espectros parciais de RMN de 'H dos novos

compostos 6 ¢ 7 e também o do composto 2 para fins comparativos.
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Figura 6 —Espectros parciais de RMN de 'H dos compostos 2, 6 ¢ 7

Como se pode observar na Figura 6, os espectros de RMN dos compostos 2, 6 ¢ 7 sdo
muito similares. Todos apresentaram seis dupletos entre 6 9,40 ppm e 6 8,41 ppm que
correspondem a ressondncia dos seis protoes -pirrolicos. O dupleto a campos mais baixos
0 9,40 ppm para 6 e 6 9,36 ppm para 7, foi rapidamente identificado como correspondendo
a ressonancia do protdo B-pirrolico H-18, visto apresentar o desvio quimico tipico de
protdes B-pirrolicos junto a ligacdo directa da unidade bipirrdlica."

A semelhanca do monoaducto oxidado obtido na reacgdio entre o pentaceno e a meso-
tetraquis(pentafluorofenil)porfirina'® a estrutura 2 apresenta dois anéis naftalénicos que sdo
equivalentes, estando ambos inclinados cerca de 120° em rela¢do ao plano do macrociclo.

No entanto, a estrutura do composto 6 apresenta dois tipos de anéis, benzénico e
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naftalénico, pelo que os espectros de COSY, NOESY e HMBC foram determinantes para o
assinalamento inequivoco das ressonancias dos protdes aromaticos.

No espectro de COSY, observou-se correlagdo entre os trés multipletos a & 7,76-7,73
ppm, & 7,40-7,37 ppm e & 7,05-7,03 ppm e ainda correlagdo entre o multipleto a & 7,66-
7,63 ppm com o a & 7,31-7,28 ppm. Estes dados permitiram identificar os pares dos
protdes de cada anel aromatico.

No espectro de NOESY (Figura 7) observou-se a existéncia de correlagdo entre o
singuleto a & 6,97 ppm com sinal correspondente a H-18, permitindo atribuir a este
singuleto a ressonancia do protdo H-1’. Observaram-se ainda correlagdes entre H-1 com o
multipleto a & 7,76-7,73 e o singuleto a ¢ 8,03 ppm permitindo atribuir a estes sinais as
ressondncias dos protdes H-12° e H-2’, respectivamente. Note-se que o sinal
correspondente a H-2” ainda se correlaciona espacialmente com o multipleto a & 7,66-7,63
ppm, permitindo assinald-lo como correspondente a ressondncia dos protdes H-3",6’.

O mesmo tipo de correlagdes espaciais foi observado para o singuleto a 6 5,60 ppm
correspondente a H-8 com os sinais a ¢ 7,40-7,37 ppm e 6 7,66 ppm correspondentes a H-

9’ e H-7’, respectivamente.
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Figura 7 — Espectro de NOESY do composto 6

Uma vez, identificados alguns sinais relativos aos protdes dos anéis aromaticos, o
espectro de COSY, permitiu a elucidagdo dos restantes. Assim, observou-se correlagdo
entre o sinal a H-12° e o multipleto a 6 7,05-7,03 ppm que por sua vez também se

correlaciona com o multipleto a 6 7,40-7,37 ppm. Atendendo a integracdo apresentada no
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espectro de RMN de 'H, foram identificados como correspondendo a ressonincia dos
protdoes H-10",11° e H-9’. Verificou-se ainda correlagdo entre o sinal H-3°,6" com o
multipleto a 6 7,31-7,28 ppm, o qual se identificou como a ressonancia dos protdes H-
4°,5. O mesmo tipo de estudos foi efectuado para o composto 7.

A diferenca dos desvios quimicos para as ressonancias dos protdes H-1" e H-6, ndo
¢ de todo surpreendente, uma vez que a ressonancia do protdo H-6’ sofre influéncia do anel
pentafluorofenilo, protegendo-o para campos mais altos. No entanto, a ressondncia dos
respectivos carbonos C-1’ e C-6’, cujos sinais aparecem a 0 49,1 e 49,6 ppm nao sofre esse

tipo de influéncia.

O monoaducto desidrogenado 9 apresentou um espectro de RMN de "H um pouco
mais complicado que o correspondente composto 7. Na zona alifatica apresentou dois
singuletos a & 3,25 e 1,25 ppm correspondentes a ressonancia dos dois grupos metilo que
foram identificados por analogia aos protdes H-1’ ¢ H-6’ do composto 7. Assim ao
singuleto a & 3,25 ppm foi atribuida a ressonancia do grupo metilo 1’ e ao sinal a & 1,25
ppm foi atribuida a ressonancia do grupo metilo 6°. Os restantes sinais do espectro de
RMN de 'H foram identificados por analogia aos estudos efectuados para o monoaducto 7.

Dada a pouca quantidade obtida do aducto resultante da reac¢do do corrol com o
nafto[2,3-a]pireno, ndo foi possivel proceder a sua caracterizagdo por ressonancia
magnética nuclear. No entanto, o seu espectro de massa apresentou o ido a m/z 1097
indicando a formag¢do do composto 8.

O aducto Diels-Alder 5 apresentou um espectro de RMN de "H mais complexo que o
do seu correspondente oxidado e observou-se, como ja foi referido, que sofria reac¢do de
retro Diels-Alder, tornando dificil a sua caracterizacdo. No entanto foi possivel identificar
o sinal correspondente a ressonancia do protdo H-18 a & 8,66 ppm (note-se que o sinal H-
18 estd desviado para campos mais altos que o correspondente em 2) e quatro singuletos a
0 8,15, 7,76, 7,39 e 7,35 ppm correspondentes a ressonancia dos protdes H- 2°, 7°, 9°, 14°,
respectivamente.

Na regido alifatica apresentou dois dupletos a 6 4,77 ppm e o 5,81 ppm
correspondentes a ressonancia dos protdes H-8” e H-1’, respectivamente, ¢ dois duplos

dupletos a 6 5,18 ppm e 0 5,59 ppm correspondentes a ressonancia dos protdes B-pirrdlicos
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H-2 e H-3. Foi ainda possivel observar o desvio quimico da ressonancia de dois protoes
internos NH a 6 -0,87 e -3.04 ppm.

A diferenga dos desvios quimicos entre o aducto oxidado 2 e o aducto 5 reside na
aromaticidade dos respectivos macrociclos; no composto 2 o macrociclo ¢ um corrol
enquanto no 5 o macrociclo ¢ uma corrolina. A partir dos valores dos desvios quimicos
observados nos espectros dos compostos 2 e 5 pode-se concluir que os protdes B-pirrolicos
de 5 sdo gradualmente desviados para campos mais altos devido a redugdo da corrente do
anel. Estas observacdes estdo consistentes com os resultados obtidos para porfirinas

. 15
reduzidas.

1 . .

O espectro de RMN de H do bis-aducto desidrogenado 10 apresentou elevada
complexidade na zona aromdtica, ndo tendo sido possivel a sua caracterizagdo por
ressonancia magnética nuclear. No entanto, o seu espectro de massa apresentou o ido

molecular a m/z 1204, confirmando a bis-adigao.

A caracterizacdo dos bis-aductos resultantes da reaccdo do corrol como tetraceno,
ndo se mostrou de todo facil, uma vez que, como ja foi referido, ocorreu a formagio de
dois bis-aductos desidrogenados com Ry similares. De facto, analisando a bis-adigdo
seguida de desidrogenagdo entre o corrol e duas moléculas de tetraceno, verifica-se que
pode ocorrer a formagao de dois produtos: um isémero cis com dois anéis naftalénicos (ou
benzénicos) para cima do plano ou um isomero trans com um anel naftalénico (ou
benzénico) para cima e outro para baixo do plano do corrol. A separagao desta mistura foi
tentada em HPLC, mas mesmo usando esta técnica ndo foi possivel isolar cada bis-aducto.
Assim, procedeu-se a elucidacao estrutural da mistura 11.

O espectro de RMN de 'H da mistura 11 (Figura 8) permitiu rapidamente verificar
que as reac¢des de cicloadi¢do ocorreram nas posigdes 2, 3 ¢ 17, 18 da unidade corrdlica,
uma vez que apenas apresentou dois dupletos a 6 8,66 ¢ 8,44 ppm com uma constante de
acoplamento de J 4,8 Hz. Este valor de J ¢ tipico dos protdes B-pirrolicos das posi¢des 7, 8,
12 e 13 do corrol. Assim, aos dupletos 6 8,66 e 8,44 ppm foram atribuidas as ressonancias
dos protoes H-7,13 e H-8,12. Em analogia com o composto 6 os singuletos a & 5,654 ¢
5,648 ppm, foram identificados como pertencendo as ressonancias dos protdes H-8°, H-1",

H-8* e H-1" e aos singuletos a 6 7,36 ppm foram atribuidas as ressonancias dos protdes H-
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8’, H-1°, H-8"” e H-1". Como ndo foi possivel isolar os dois compostos e visto a diferenca
das ressonancias dos protdes aromaticos ser muito pequena, procedeu-se a identificagdo
geral das ressonancias dos protdes dos anéis naftalénicos e benzénicos dos dois isdmeros.
Aos singuletos a 6 8,25 e 8,22 ppm atribuiram-se as ressonancias dos protdes H-2",7", 2°°,
7°, aos dupletos a 6 8,00 e 7,97 ppm as dos protdes H-12°,9°", 12°°,9°, aos singuletos a o
7,74 ¢ 7,72 ppm as dos protdes H-7°,2°°,7°",2’ e aos dupletos a 6 7,48 e 7,47 ppm as dos
protdes H-12°,9°, 12°,9”".

As ressonancias dos protdes aromaticos nas posig¢des 3°,3°’ ¢ 6°,6°” foram atribuidas
ao multipleto a & 7,77-7,68 ppm, as dos protdes nas posi¢cdes 4°,4>’ e 5°,5° foram
atribuidas ao multipleto a 6 7,41-7,34 ppm e as dos protdes 10°,10°” e 11°,11°" foram

atribuidas ao multipleto a & 7,22-7,10 ppm.
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Figura 8 - Espectro de RMN de 'H da mistura de bis-aductos 11
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A cicloadi¢gdo de uma molécula de dieno aroméatico ao macrociclo corrélico ndo
produziu grandes altera¢des nos espectros de absor¢do dos compostos obtidos. A titulo de
exemplo, na Figura 9 esta representado o espectro de absor¢do do composto 7 e do corrol
1. Note-se que ndo existe conjugacdo entre o macrociclo corrdlico e os anéis do tipo
benzénico, razdo pela qual ao comparar-se os espectros de visivel do composto 7 com o
espectro de visivel do corrol ndo se observaram alteragdes significativas.

Como ¢ tipico dos macrociclos reduzidos, o espectro de absor¢do do aducto 5
apresentou uma banda de absor¢do a A 701 nm. No entanto, a banda Soret mais larga que a

banda Soret do corrol 1, sofreu um desvio hipsocrdmico apresentando-se a A 392 nm.

1,2 1
1
0,8
0,6
composto 5
04 —-—--corrol 1
--------- composto 7

0,2

Figura 9 — Espectro de visivel do corrol 1, do composto 7 e do aducto §

2.1.5 Conclusdes

Os resultados obtidos mostram que, nas condi¢des utilizadas, todos os dienos
aromaticos reagem com o corrol segundo reacgdes de cicloadi¢do [4+2], mas apenas na
presenga de pentaceno, o corrol também reage segundo uma reac¢do de cicloadi¢do [4+4].

Como ¢ esperado, os rendimentos obtidos com os varios hidrocarbonetos aromaticos

policiclicos diminuem consoante a reactividade do dieno utilizado.
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Todos os compostos sintetizados apresentam os residuos de benzeno ou naftaleno na
unidade bipirrolica do corrol, o que significa que existe uma selectividade local nesta
reac¢ao.

Na reac¢do modelo corrol-pentaceno, efectuada sob radiagdo de microondas, o
composto maioritario obtido ¢ o aducto de Diels-Alder, ndo sendo assim o tempo da

radiagdo de MW suficiente para provocar a oxidagdo do aducto.

2.2 Transformacoes oxidativas

Nas reac¢des do corrol 1 com o fulereno ¢ com os dienos aromaticos menos reactivos
(antraceno e nafto[2,3a]pireno) foram isolados compostos, cujos espectros de massa
sugeriram ser espécies diméricas, resultantes de acoplamento C-C entre duas unidades
corrolicas. Por outro lado, durante a pratica laboratorial verificou-se que o mesmo corrol
em solu¢do se comecgava a “decompor” ao fim de algum tempo, em compostos, cujos
espectros de massa também sugeriram ser espécies diméricas.

Estes dados indicaram que a estabilidade do corrol 1 merecia ser investigada, tanto
sob aquecimento como sob a ac¢do da luz.

Sabe-se que os corrodis livres, na presenca de ar e luz sdo pouco estaveis em solugao.
A primeira referéncia a esta foto-instabilidade surgiu em 1998, tendo-se verificado que o
2,3,17,18-tetraetil-10-fenil-7,8,12,13-tetrametilcorrol I em diclorometano, na presenga de
ar e luz, é lentamente convertido num derivado de cadeia aberta do tipo biliverdina ITI'®
(Esquema 13).

O mecanismo proposto para esta transformagdo consiste numa reac¢do de
cicloadicdo [2+2] com o oxigénio, originando o intermedidrio dioxetano II, o qual, com a

consequente abertura do anel (Esquema 13) leva a formagao de III.
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11 11

Esquema 13

O mesmo mecanismo foi sugerido por Paolesse e colaboradores'’ para justificar a
formacdo da diade porfirina-biliverdina IV (Figura 10), a partir de uma solu¢do da
correspondente diade porfirina-corrol em diclorometano. Neste caso, foram analisados os
espectros de absor¢do e de luminescéncia da solucdo da diade porfirina-corrol, e
verificaram-se mudangas significativas, apos 15 minutos de exposicdo a luz ambiente. No
espectro de absor¢do, a banda Q atribuida a sub-unidade corrolica da diade desapareceu, e
o espectro de luminescéncia, apenas evidenciou emissdes caracteristicas do nucleo
porfirinico. Estes resultados indicaram a ocorréncia de uma reac¢do fotoinduzida apenas na

sub-unidade corrodlica da diade.
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Figura 10 — Diade porfirina-biliverdina IV

Estes exemplos referem-se a corrdis beta alquilados e a partir de 2004, surgem os
primeiros estudos de estabilidade envolvendo meso-arilcorrdis, nomeadamente o 5,10,15-
trifenilcorrol e o 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol.'®" Os estudos foram realizados por
espectrofotometria de UV-vis, observando o decréscimo das bandas Soret dos
meso-arilcorrdis em analise, apds 5 horas de exposicdo a luz e ao ar. Neste caso,
verificaram que o 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol em diclorometano e tolueno era mais
estavel que os outros corrois, mas também sofria alguma decomposi¢do quando deixado
em solucdo e a luz. No entanto, ndo foram identificados os correspondentes produtos de
decomposicdo. Estes estudos mostraram ser consistentes com a literatura, que descreve que
os corr6is com grupos substituintes sacadores de electrdes sdo mais estaveis.”"*!

Outro estudo importante foi efectuado em 2006, com o 10-(4-nitrofenil)-5,15-
bis[2,4,6-tris(metilfenil)]corrol V,22 onde se verificou que este corrol em MeOH/C¢Dg, na
presenca de ar e a temperatura ambiente, era convertido lentamente (30 dias) na
correspondente trans-A,BC-porfirina VI (Esquema 14). A reacc¢ao foi ainda acelerada apds
iluminacdo directa e produziu a porfirina com um rendimento de 19%, em 2 dias. Foi o
primeiro exemplo publicado de conversdo de corrol em porfirina.

Para além da porfirina como produto da reacc¢do, isolou-se ainda um derivado de
cadeia aberta VII, cuja estrutura ¢ bastante similar a do composto obtido na
fotodecomposi¢do de corrdis B-alquilados. No entanto, este produto de cadeia aberta tinha
menos um carbono e um grupo arilo que os ja descritos. O mecanismo proposto, para esta
conversdo de corrol a porfirina, sugere que esteja envolvida uma reac¢do de cicloadicao
[2+2] obtendo-se um intermedidrio spiro, que ¢ facilmente oxidado originando a porfirina

VI e o produto de cadeia aberta VII (Esquema 14).
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CgDg/MeOH,
Ar1’Ar1 1 més, t amb. Ar Ary +
Ary

Ary

Arq = 2,4,6-(CH3)3CgH>
Ary = 4-NO,CgHgy

Esquema 14

Tendo em conta os resultados preliminares obtidos nas reac¢des sob aquecimento
propds-se ainda estudar a formagdo de compostos diméricos, sob ac¢do de um agente
oxidante.

O acoplamento oxidativo de compostos aromaticos via transferéncia de electrdes de
arenos ¢ um método eficiente e directo para sintetizar compostos de tipo biarilo. Existem
varios reagentes que podem ser utilizados no acoplamento oxidativo como metais pesados,
no entanto, o uso de reagentes de iodo(IIl) hipervalente ¢ uma alternativa menos toxica e
mais barata.”

Os reagentes de iodo(III) hipervalentes como o diacetato de iodobenzeno (PIDA) e o
di(trifluoroacetato) de iodobenzeno (PIFA) tém sido usados para o acoplamento oxidativo
de compostos arométicos como: porfirinas,” benzo[c]fenantridinas® entre outros. Estes
promotores de radicais sdo usados para a sintese de compostos bi-aromaticos através da
geracdo do correspondente catido radical arilico via um mecanismo SET (Single Electron

Transfer) (Esquema 15). >

QO C

Esquema 15
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De seguida, descrever-se-2o os resultados obtidos da avaliacdo da estabilidade do
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol sob condigdes térmicas, sob a acgdo da luz e na

presenga de um agente promotor de radicais.

2.2.1 Transformacoées oxidativas de meso-arilcorréis em condicdes térmicas

O estudo da estabilidade do corrol 1 em condi¢des térmicas foi iniciado, usando as
condigdes experimentais referidas nos estudos com dienos aromadticos, mas agora na
auséncia destes.

Assim, uma solucdo de corrol 1 (20 mg) em 1,2,4-triclorobenzeno (0,3 mL) foi
mantida sob agitacdo, a 200°C durante 6 h. Apds o término da reac¢do, o TLC de controlo
revelou para além de corrol de partida, trés novos produtos. A mistura reaccional foi sujeita
a cromatografia em coluna, a fim de retirar o TCB e separar o corrol ndo consumido (52%)
dos novos compostos formados. Estes foram posteriormente purificados por cromatografia
preparativa de camada fina e identificados por ordem decrescente de Ry como sendo os
derivados 12 (7%), 13 (11%) e 14 (2%) (Esquema 16).”’

O espectro de massa do composto de maior Ry apresentou o ido molecular a m/z 1590
correspondente a duas unidades corrdlicas menos dois Th. O espectro de RMN de 'H
apresentou varios sinais aromaticos evidenciando um composto assimétrico. Estudos de
RMN bidimensionais e a presenca de dois singuletos a & 9,57 e 8,49 ppm, permitiram
atribuir a este composto a estrutura 12.

O composto de Ry intermédio apresentou o ido molecular a m/z 1588 correspondente
a massa de 12 menos dois Th, evidenciando um dimero corrélico num maior estado de
oxidagdo. O seu espectro de RMN bastante simples, mostrou apenas dois dupletos um a o
8,66 ppm e outro a 6 8,49 ppm e ainda um singuleto a & 8,92 ppm. Este perfil sugeriu um
composto com elevado grau de simetria, tendo-lhe sido atribuida a estrutura 13.

O espectro de RMN do composto menos abundante e com menor Ry apresentou sete
sinais na zona aromatica seis dupletos e um singuleto a & 9,12 ppm, evidenciando também
um composto simétrico. Os dados espectroscopicos obtidos permitiram atribuir-lhe a

estrutura 14.
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CeFs Cef's 1,2,4-triclorobenzeno
200°C, 6h
CeFs
1

Esquema 16

Os resultados obtidos evidenciam um novo método oxidativo e rdpido para a
obtengdo de novos dimeros corrolicos. De modo a provar a utilidade pratica desta
dimerizagdo oxidativa, efectuou-se a mesma reaccdo numa escala 10 vezes superior. Desta
forma, uma solu¢do de corrol (200 mg) em 1,2,4-triclorobenzeno (2 mL) foi aquecida a
200°C, durante 24 horas, sob atmosfera de azoto. Apds separacdo por cromatografia em
coluna, os rendimentos dos produtos obtidos foram de 10% para o dimero 12, 18% para o
dimero 13 e 3% para o dimero 14. Foi recuperado 32% de corrol 1.

Analisando as estruturas diméricas obtidas, verificou-se que os complexos de
cobalto™ e cobre” do dimero 14 ja haviam sido reportados na literatura. De forma a
confirmar a estrutura do dimero 14, procedeu-se a complexa¢do do dimero com acetato de
cobre(Il) em piridina, a temperatura ambiente (Esquema 17). Os espectros de massa e
RMN de 'H do complexo formado 15 sdo consistentes com os dados reportados na

literatura, permitindo concluir que se tratava do mesmo dimero.
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Cu(OAc),
piridina
CeFs
CsFs CeFs
14 15

Esquema 17

Pela elucidagdo estrutural dos compostos obtidos nesta reaccdo, verificou-se que,
efectivamente, os dimeros formados nido eram aductos provenientes da reaccdo de
cicloadi¢do de Diels-Alder, em que o corrol se comporta simultaneamente como
componentes 27 e 47, mas sim de dimeros resultantes de um acoplamento C-C (compostos
12 ¢ 14). O mecanismo de formagdo destes dimeros ainda estd por confirmar, mas
provavelmente envolve a formacgdo de radicais. No entanto, a formacdo do dimero 13
sugere um mecanismo do tipo [4+4] em que duas unidades corrdlicas actuam como
componentes 4n. Como alternativa, este derivado poderd formar-se, a partir do dimero
ligado pelas posi¢des C-2 e C-2°, que no entanto ndo foi isolado. Uma das evidéncias para
esta ultima sugestdo, surge da sintese do dimero C-2,2” por acoplamento oxidativo de duas

unidades de derivado borilado, que por oxidagdo origina o dimero 14 (ver introdugio).*

De forma a avaliar o efeito dos substituintes nas posicdes meso, decidiu-se estudar a
reac¢do de dimerizagdo com corrdis com diferentes grupos arilo, nomeadamente, com o
5,10,15-tris[3,5-bis(trifluorometil)fenil |corrol 16, 0
5,10,15-tris(2,3,5,6-tetrafluorofenil)corrol 17, o 5,10,15-tris(4-metilfenil)corrol 18 ¢ o
5,10,15-tris(4-metoxi-2,3,5,6-tetrafluorofenil)corrol 19 (Figura 11).

As sinteses dos trés primeiros corrdis 16, 17 e 18 foram efectuadas segundo as
condigdes de Gryko.3 'O corrol 5,10,15-tris(4-metoxi-2,3,5,6-tetrafluorofenil)corrol foi

sintetizado a partir de uma solugdo de corrol 1 em DMSO na presenga de excesso de
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metanol e carbonato de potassio. A mistura reaccional permaneceu em refluxo durante 2
dias, tendo-se procedido a duas adi¢des de metanol seco e de carbonato de potassio.

Apds o término da reacc¢do o TLC controlo ndo evidenciou corrol 1 de partida,
revelando a presenca de um composto maioritario. Apds a separagdo cromatografica o
composto foi identificado como sendo o corrol pretendido tri-substituido 19 obtido com
um rendimento de 87%.

As reac¢des de dimerizacdo foram efectuadas segundo as condig¢des reaccionais

descritas para a dimerizacdo do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol.

FsC

16
HsC Q m O CH; H3CO

CH3
18 19

CF3

Figura 11 — Estruturas dos meso-arilcorrdis sintetizados

No caso do 5,10,15-tris[3,5-bis(trifluorometil)fenil]corrol 16, apods seis horas de
aquecimento a 200°C, o TLC da mistura reaccional nio revelou a formac¢do dos dimeros
esperados, detectando-se apenas corrol de partida (60%) e produtos de decomposi¢do na
base do TLC. Com o 5,10,15-tris(2,3,5,6-tetrafluorofenil)corrol recuperou-se 52% do
material de partida e os dimeros correspondentes 20 e 21 foram obtidos apenas em

quantidades vestigiais e foram identificados por espectrometria de massa.
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No caso do 5,10,15-tris(4-metilfenil)corrol 18 o TLC de controlo da mistura
reaccional revelou, apds seis horas de aquecimento, apenas compostos de degradacdo na
base do TLC.

Na reac¢do de dimerizacdo do corrol 19, apds as seis horas de reac¢do, o TLC de
controlo da mistura reaccional, revelou material de partida, trés novos produtos
maioritdrios e varios compostos em quantidade vestigial. Depois da separagdo e
purificagdo dos compostos da mistura reaccional, onde se recolheu uma pequena
quantidade de corrol de partida (3%), os produtos maioritarios isolados foram identificados
como sendo os dimeros pretendidos 22, 23 e 24 com rendimentos de 11%, 5% e 4%,

respectivamente (Esquema 18).
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Esquema 18

Como ja foi referido, o mecanismo de formagdo dos dimeros ainda estd por
confirmar, mas provavelmente envolverd a formacdo de radicais. De forma a verificar esta
hipdtese, efectuou-se a reac¢do com o 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol na presenca de

um captador de radicais.
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E sabido que o 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-N-oxilo (TEMPO) é um captador de
radicais selectivo e reactivo perante outros radicais e dependendo da quantidade de
TEMPO que se utilize, a reac¢do radicalar pode ser travada na totalidade®® ou parcialmente
obtendo-se aductos com TEMPO?”.

Assim, foram efectuados varios ensaios com o 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol e
TEMPO (0,5 -lequiv.), a 200°C, durante 5 horas. Em nenhum dos ensaios efectuados a
reac¢do foi travada na totalidade observando-se sempre a formagdo dos dimeros. A
formagdo do aducto corrol-TEMPO também nao foi observada. Quando se usou um maior
n® de equiv. de TEMPO observou-se a formagdo de varios compostos originando uma
mistura bastante complexa e de dificil separagdo. Infelizmente, este estudo ndo nos
permitiu tirar uma concluséo concreta, sobre o possivel mecanismo radicalar envolvido nas

reac¢des de dimerizagdo.

2.2.2 Transformacdoes oxidativas de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol na

presenca de luz

Os estudos de estabilidade do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol na presenga de luz
foram realizados em cloroféormio, cloroformio deuterado, diclorometano e tolueno. As
reacgdes de fotoestabilidade foram efectuadas mantendo uma solug@o de corrol (20 mg em
2 mL de solvente) a temperatura ambiente, sob agitacdo e na presenca de luz solar. Todas
as reacgdes foram monitorizadas por TLC e no caso do cloroféormio deuterado, também por
RMN de 'H.

Apos oito dias, o TLC das misturas reaccionais revelou a formagao de um composto
maioritdrio com um Ry inferior ao do corrol de partida, quantidades vestigiais de varios
compostos e ainda algum material na base do TLC. Quando se usou o tolueno como
solvente, foi apenas detectado um composto maioritario.

De forma a aumentar a quantidade dos novos produtos, as reac¢des foram mantidas

sob agitag@o e expostas a luz solar durante 30 dias.

Na Figura 12 pode-se verificar a evolu¢do da reaccdo por RMN de 'H. Ao fim de

oito dias de reac¢do, observou-se o aparecimento de um novo dupleto a & 9,16 ppm, que
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foi aumentando com o decorrer da reac¢do. Note-se, que ao fim de 30 dias, observaram-se

para além do referido dupleto, o aparecimento de outros sinais entre o §,76-8,29 ppm.

Apds o término das reacgdes, os compostos das misturas reaccionais foram separados
por cromatografia preparativa usando como eluente uma mistura de éter de
petroleo/diclorometano. Em todas as reac¢des foi isolado um Unico composto maioritario
que foi identificado como sendo o dimero 14, em que as unidades corrélicas estdo ligadas
pelas posi¢des 3,3’. Nas reaccdes que ocorreram em diclorometano e cloroférmio, foi
ainda isolado um composto minoritario que foi identificado, com base nos espectros de
massa ¢ RMN de 'H, como sendo o composto 25, um trimero constituido por trés unidades

corrdlicas ligadas entre si pelos carbonos 3 (Esquema 19).

8 dias
15 dias
H-22
&
H-18,18° H-p Dimero
30 dias

Figura 12 — Espectros parciais de RMN de 'H da mistura reaccional

Note-se que nesta reac¢do nao se verificou a formag¢ao dos dimeros 12 e 13.
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CeF solvente, luz solar
6T CoFs 30 dias, tamb.

CeFs

1,M=3H
26, M = Ga(py)

CeFs CsFs

CeFs .
CeFs
CeFs
CeFs
CeFs
14, M = 3H
27, M = Ga(py)
CeFs
25
Esquema 19

Nas reaccgdes em que se utilizaram solventes halogenados, isolaram-se ainda
quantidades vestigiais de outros compostos, cujos espectros de massa sugeriram ser
espécies diméricas (m/z 1590) e ainda um composto azul minoritario <1%. No entanto,
embora haja evidéncias de que se trata de um composto aberto, os estudos
espectroscopicos efectuados ndo permitiram chegar a estrutura do composto.

Os rendimentos dos compostos obtidos, nas reac¢des de exposi¢do a luz de solucdes

de corrol 1 em varios solventes, durante 30 dias, encontram-se sumariados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Rendimentos dos produtos obtidos nas reac¢des de exposi¢do a luz de

solucdes de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol durante 30 dias, em varios solventes.

Entrada Solvente Corrol 1 (%) Dimero 14 (%) Trimero 25 (%)
1 CHCI; 35 28 4
2 CHCI; 500W 47 18 1
3 CH,Cl, 50 15 1
4 C¢HsCH; 90 O

Os resultados apresentados na Tabela 4 mostram que o corrol 1 € muito mais estavel
em tolueno do que em solventes halogenados, tendo-se recuperado 90% de corrol de
partida e isolado apenas 10% do dimero 14 (entrada 4). Nos outros solventes recuperou-se
metade ou menos do corrol de partida e comparando a estabilidade do corrol 1 nos dois
solventes halogenados (entradas 1 e 3) ¢ evidente que o corrol 1 é menos estavel em
cloroférmio.

A estabilidade sob luz artificial (500W, luz branca) do corrol 1 em cloroféormio
também foi avaliada (entrada 2). Apos 30 dias de irradiagdo (cerca de 8 h por dia) mais de
metade do corrol de partida foi consumido e o dimero 14 foi isolado com 18% de
rendimento.

Com o objectivo de comparar a extensdo da fotoestabilidade do corrol livre com a de
um corrol complexado, também se averiguou a fotoestabilidade do
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(Ill) 26 em cloroférmio deuterado. Este

. . . L. , . 34
complexo foi seleccionado por ser considerado o protétipo de metalocorréis.’

O 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(Ill) foi  preparado de forma
quantitativa por reaccdo do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com GaCl; em piridina
seca, a refluxo, seguindo o procedimento j4 descrito na literatura.”

Assim, uma solu¢do de corrolato de gélio em cloroféormio deuterado (a fim de se
monitorizar a reac¢do por RMN de 'H) foi colocada sob agitagdo, na presenca de ar e luz
solar, durante 30 dias. O TLC de controlo da mistura reaccional revelou que apenas se
tinha formado um composto maioritario e que praticamente todo o corrol de partida tinha
sido consumido. Também, neste caso, o composto maioritdrio recorrendo as técnicas

espectroscopicas foi identificado como sendo o dimero 27, constituido por duas unidades
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de corrolato de galio ligadas entre si pelas posi¢des 3, 3’ (Esquema 19). Este dimero foi
obtido com um rendimento de 54%.

De forma a compreender o mecanismo da reac¢do e de que forma os seus
componentes (luz, oxigénio, solvente), influenciam a reac¢do, procedeu-se ainda a alguns
estudos adicionais. Desta forma, prop0Os-se realizar a reaccdo em condi¢des acidas, na
auséncia de luz e em atmosfera inerte.

Note-se que nesta reac¢do pode estar envolvido um de dois mecanismos: um
mecanismo radicalar (presenga de luz) ou um via idnica, induzido pela formacdo in situ de
HCI, a partir da decomposicdo radicalar de solventes halogenados.

Considerando a hipotese de se tratar de um mecanismo idnico, colocou-se a reagir
uma solugdo de corrol em cloroférmio com TFA na presenga de luz e um controlo que
consistia apenas numa solu¢@o de corrol em cloroférmio. A reacgdo foi efectuada durante 5
dias sob a radiacdo de um projector de 500 W e foi controlada por TLC. Ao fim de 5 dias,
o TLC da reac¢do com TFA ndo apresentava dimero ao contrario do do controlo. Assim
pode-se concluir que nesta reacg¢do ndo esta patente um mecanismo i6nico.

Para confirmar a importancia da luz no processo de dimerizagdo, a reac¢do decorreu,
sob as mesmas condi¢des reaccionais, mas no escuro. Neste caso e apos 15 dias em
escuriddo, o TLC controlo revelou que o unico composto presente na mistura reaccional
era o corrol 1.

Este resultado indicou que a luz tem um papel importante nesta reaccdo e que com

maior certeza se pode afirmar que a reac¢do segue um mecanismo radicalar.

A reaccdo foi ainda considerada em atmosfera de azoto de forma a avaliar a
participagdo do oxigénio na reac¢do. A reaccdo foi realizada em cloroférmio, e exposta a
luz de uma lampada de tungsténio de 500 W, 9 horas por dia, durante 30 dias, num total de
270 h, sob a atmosfera de azoto purificado. O dimero 14 foi obtido com um rendimento de
11%, inferior ao da reac¢do efectuada na presenga de ar. O trimero foi isolado com
rendimento de 2%.

Estes dados permitem concluir que o oxigénio tem influéncia na reaccdo de

fotodecomposi¢do do corrol.
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De modo a confirmar o mecanismo radicalar da reacg¢ao, efectuou-se ainda a reacgao
na presenca de iodo molecular.®® E conhecido que nas reac¢des de iodacdo radicalar, a
remocdo de atomos de hidrogénio pelo radical iodo ¢ bastante desfavoravel. A energia
libertada no segundo passo ndo ¢ suficiente para que todo o processo seja favoravel. (No

Esquema 20 apresentam-se os valores da variacdo de entalpia na reac¢do do iodo com

metano).”’
I*+CHy; —» HI + CH5* AH’= +138 kJ/mol
CH;® + 1, — CH;I +I° AH*= -84 kJ/mol
AH*= +54 kJ/mol
Esquema 20

Assim, sé na presenca de radicais previamente formados ¢ que as reacg¢des de
iodacdo radicalares poderdo ocorrer.

Tendo em conta o ja estabelecido, efectuou-se a reac¢cdo de dimerizagdo do corrol na
presenca de iodo sob a ac¢do da luz, a temperatura ambiente. Nestas condi¢des apds 8 dias
de irradiacdo com lampada de tungsténio (cerca de 9h por dia), o TLC controlo revelou a
formacdo de um composto maioritario roxo com Ry ligeiramente superior ao do corrol 1,
um composto verde minoritario e o dimero 14. Embora ainda permanecesse corrol 1 por
reagir, optou-se por terminar a reac¢ao.

Os compostos foram separados por cromatografia preparativa e efectuados os seus
espectros de RMN de 'H e massa. O corrol 1 foi recuperado com 25% de rendimento e o
dimero 14 foi obtido com um rendimento de 3%.

O composto com R superior ao do corrol evidenciou o ido molecular a m/z 922 a que
corresponde um corrol substituido com um atomo de iodo. O espectro de RMN de 'H
apresentou sete sinais relativos a sete protdes -pirrdlicos ndo equivalentes, dos quais se
destacaram um dupleto e um singuleto que, conjuntamente com o espectro de NOESY
permitiram identificar que o atomo de iodo se encontrava na posi¢do 2 do macrociclo
corrolico, atribuindo-lhe assim a estrutura 28 (Esquema 21). Este novo derivado foi obtido

com um rendimento de 29%.
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O composto verde com Ry superior ao do dimero 14 apresentou o ido molecular a m/z
1726 que corresponde a massa de um dimero corrol-corrol substituido com dois atomos de
iodo. No entanto, a pouca quantidade obtida ndo permitiu a sua elucidagdo estrutural por

RMN.

CeFs CeFs + I, 8 dias, tamb.
hv, CHCl3

C6F5 C6F5 + 14

CeFs CeFs

Esquema 21

Esta reac¢do foi ainda efectuada na auséncia de luz, de modo a verificar que na
reac¢do estd realmente envolvido um processo radicalar. Ao fim de 72 horas na auséncia
de luz, sob agitag¢do, o TLC controlo apenas evidenciou a presenga de corrol de partida.

Com a formagdo do composto 28, cuja proposta mecanistica se apresenta no
Esquema 22, ficou provado que nas reac¢des de dimerizacdo na presenga de luz estd

envolvido um mecanismo radicalar.

hv

— 2

-

hv
CeFs CeFs  ——  CeFs CeFs

CGF5 C5F5

. HY
CeFs CeFs + 1 = GCgFs CeFs

CgFs CeFs

Esquema 22
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2.2.3 Transformacdes oxidativas de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol na

presenca de PIDA

Para o estudo do comportamento do corrol 1 na presenga de um promotor de radicais
selecionou-se o diacetato de iodobenzeno (PIDA) reconhecido, como ja foi referido, como
bastante eficiente para o acoplamento oxidativo de compostos aromaticos.

Estes estudos foram iniciados em cloroféormio e na presenca de 1 equivalente de
PIDA. A mistura reaccional permaneceu, sob agitagdo, a 25°C, durante 4 horas, ao fim, das
quais o TLC de controlo revelou a formagdo de varios compostos, incluindo a do dimero
14. No entanto, como a mistura reaccional se mostrou bastante complexa para posterior
purificagdo, optou-se por diminuir o tempo de reacg¢ao.

Assim, mantendo as mesmas condi¢des reaccionais, a reac¢do foi controlada por
TLC ao fim de uma hora, que revelou a presenga de corrol de partida, a formagdo de trés
novos compostos maioritarios € varios compostos minoritarios. Optou-se por terminar a
reaccdo nestas condi¢des e proceder a separagdo e purificagdo dos compostos obtidos.
Nestas condigdes isolou-se 28% de corrol de partida e conseguiu-se identificar os dois
compostos mais polares (Esquema 23).

O espectro de massa do composto de maior R¢ revelou ser uma mistura apresentando
dois sinais a m/z 1590 e m/z 2384, sugerindo a formagdo de um dimero e de um trimero.
No entanto, a separagdo da mistura ndo foi conseguida, ndo tendo sido possivel identificar
e caracterizar estes compostos por RMN.

O terceiro composto provou ser por espectrometria de massa ¢ por RMN, o ja
referido dimero 14 e foi isolado com rendimento de 12%.

O espectro de massa do composto mais polar de cor azul apresentou o ido molecular
a m/z 828, sugerindo a adi¢do de uma molécula de oxigénio ao corrol 1. O espectro de
RMN de 'H apresentou quatro dupletos entre & 6,88 ¢ 6,32 ppm relativos a ressondncia dos
protdes B-pirrolicos e um singuleto largo a & 8,26 ppm relativo a ressonancia de um protao
NH sugerindo estar-se na presenga de um composto aberto. A andlise do espectro de RMN
de 'H, assim como estudos de RMN bidimensionais confirmaram a estrutura 29 do tipo
biliverdina; este composto foi isolado com rendimento de 9%.

Procurou-se ainda testar outras condi¢des, nomeadamente diminuir o nimero de

equivalentes de PIDA. A reacg¢do foi realizada com 0,5 equiv. de PIDA, durante 1 hora a
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25°C. Neste caso, o rendimento do dimero 14 ndo se alterou (12%), embora se tenha
recuperado uma maior percentagem de corrol de partida (33%). O composto do tipo

biliverdina 29 foi isolado com 6% de rendimento.
CsFs

CeFs

CeFs CgFs ﬂ%éfm» +
CeFs

CeFs
CeFs

CeFs
14

Esquema 23

A formagdo do dimero 14 ¢ facilmente explicada, apds a gera¢do de um catido
radical arilico, vie um mecanismo SET, andlogo ao representado genericamente no
Esquema 15.

O mecanismo de formacgdo do composto aberto 29 estd proposto no Esquema 24.
Apos a formacdo de um corrol catido radical, (via mecanismo SET) ocorre a adi¢do de uma
molécula de oxigénio no estado fundamental com formacdo do perdxido ciclico
(dioxetano) como intermedidrio. Segue-se a abertura do anel, sucedendo-se a redugdo do

composto do tipo biliverdina.
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o
PIDA
CeFs CeFs —— |CeFs CeFs O,
CoFs - CeFs -
— 050
W
CeFs
- CoFs
29
Esquema 24

2.2.4 Caracterizacao Estrutural

Os espectros de absor¢do dos dimeros 12, 13, 14 estdo apresentados na Figura 13. O
mesmo comportamento foi observado para os dimeros 22, 23 e 24. Note-se que nos
dimeros 12, 14 e no trimero 25, ndo existe conjugagdo entre os macrociclos corrélicos, ao
contrario do que acontece no dimero 13, que apresenta um espectro de absor¢do
significativamente diferente. Neste caso, os electrdes m estdo deslocalizados nas duas
unidades corrolicas, resultando num cromoféro m-extendido, responsavel pela banda de
absorc¢do intensa a 723 nm. Como se mostra no Esquema 25, para o mesmo tautémero,
podem ser desenhadas varias estruturas de ressondncia com ou sem um centro anti-

aromatico ciclooctatetraeno.
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Figura 13 - Espectros de absorcdo electronica dos dimeros 12, 13 e 14

CeFs CeFs

C6F5 . C6F5

CeFs CeFs
CeFs CsFs
CGFS O CGFS
CeFs CsFs
Esquema 25

~ - CoFs

CgFs CeFs

CeFs . CeFs

CsFs5 CeFs
6Fs Fs
CeFs CsFs

As estruturas dos novos produtos sintetizados foram deduzidas pela anélise dos seus

espectros de RMN mono e bidimensionais e pelos espectros de massa.

Na Figura 14 estdo apresentadas as zonas arométicas dos espectros de RMN de 'H

dos dimeros 12, 13 ¢ 14, que ilustram a diversidade de espectros obtidos.

66



Estudos de reactividade do macrociclo corrdlico

H-3,3°,17,17

H-2,2 H-17,17

/

H-18, 18’

H-18’
H-z’ J )ljw\//
T T T T T
9.6 9.4 9.2 9.0 8.8

Figura 14 - Espectros parciais de RMN de 'H dos dimeros 12, 13 ¢ 14

O espectro de RMN de 'H do dimero 13 apresentou-se bastante simples com um
singuleto a & 8,92 ppm correspondente a ressonancia dos quatro protdes B-pirrdlicos H-
3,3°,17,17°e dois dupletos a 6 8,66 e 8,49 ppm que correspondem as ressondncias dos
restantes protdes B-pirrolicos. A simplicidade do espectro de RMN de 'H sugere uma
molécula altamente simétrica; de facto esta molécula apresenta dois planos de simetria e
um eixo de simetria C2.

O dimero 14 apresentou um espectro de RMN de 'H com sete sinais, cada um
correspondente a dois protdes B-pirrdlicos: um singuleto largo a 6 9,12 ppm e seis dupletos
entre 8 9,16 e 8,31 ppm.

Salvaguardando que a reac¢@o ocorreu na unidade bi-pirrdlica do corrol, as duas

unidades corrélicas sé podem estar ligadas pelas posicdes 2, 2° ou pelas posigdes 3, 3°. A
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presenca de um singuleto largo a 6 9,12 ppm, desvio quimico tipico de protdes B-pirrdlicos
H-2,18 sé ¢é consistente com a substituicdo C-3 nas duas unidades de corrol. Se se tratasse
do dimero 2, 2’ o singuleto correspondente aos protdes H-3, 3’ deveria aparecer a 6 8,5
ppm.

Para a identificag@o inequivoca o espectro de HSQC foi fundamental. A correlagdo
entre os singuletos a & 9,12 ppm e o sinal a 6 118,1 ppm tipico dos carbonos da posi¢do 2
do corrol, confirmou a ligagdo 3, 3’ sugerida para este dimero.

O espectro de RMN de 'H do dimero 12 apresentou dois singuletos um a & 9,57 ppm
e outro a o 8,49 ppm, cada um, correspondente a ressonincia de um protdo B-pirrélico e
varios sinais entre § 8,83-8,26 ppm correspondentes as ressondncias de doze protdes -
pirrolicos.

O singuleto a 6 9,57 ppm desviado para campos baixos, sugere a ressonancia de um
protdo junto a ligagdo directa H-2 ou H-18 e o singuleto a & 8,49 ppm aponta para a
ressonancia de um protdo H-3 ou H-17. Estes sinais parecem indicar que uma das unidades
corrolicas esteja substituida em C-3 e outra unidade em C-2.

O espectro de NOESY foi imprescindivel para o assinalamento inequivoco da
estrutura. No espectro de NOESY (Figura 15) observou-se um efeito NOE entre o
singuleto a 6 9,57 ppm e (i) o dupleto a & 9,20 ppm, (ii) o singuleto a 6 8,49 ppm e (iii) o
dupleto a 6 8,38 ppm. Apenas um protdo com desvio quimico tdo alto podia apresentar trés
correlacdes NOE com outros sinais, assim, ao singuleto a 8 9,57 ppm foi atribuida a
ressonancia do protdo H-2".

A proximidade espacial de H-2’ com o dupleto a 6 9,20 ppm com J 4,2 Hz permitiu
identificar este sinal como pertencendo a ressonancia do protdo P—pirrolico H-18" e ao
singuleto a o 8,49 ppm foi atribuida a ressonancia de H-3.

O dupleto a & 8,26 ppm apresentou uma constante de acoplamento de J 4,2 Hz
suspeitando-se tratar do protdo H-17 ou H-18. Pelo espectro de HSQC foi possivel
identificar este sinal como pertencendo a ressonincia de H-17, que por sua vez se
correlaciona (COSY) com o sinal a ¢ 8,38 ppm. O dupleto a 6 8,38 ppm foi assinalado
como correspondente a ressonancia do protdo H-18.

E evidente que os desvios quimicos correspondentes aos protdes H-18 ¢ H-18’ sdo
bastante diferentes, talvez devido a geometria adoptada pela molécula, onde uma das

unidades de corrol € quase perpendicular “a outra”, com uma rotagao parcial na liga¢do C-
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2 e C-3’. O protao H-18 encontra-se escudado pelo efeito anisotropico da unidade corrol

adjacente.

H-18" —»
H-3 —

H_]g-p:;

—

Figura 15 — Espectro de NOESY do dimero 12

O espectro de RMN de 'H do 5,10,15-tris(2,3,5,6-tetrafluoro-4-metoxi-fenil)corrol
19  apresentou um  espectro  andlogo ao do seu  precursor, O
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol 1, com quatro dupletos a 6 9,06, 8,79, 8,60 e 8,57 ppm,
relativos a ressondncia dos protdes B-pirrdlicos e um singuleto a & 4,39 ppm, relativo as
ressonancias dos nove protdes dos trés grupos metoxilo.

O espectro de RMN de '"F evidenciou como era esperado, a auséncia daa
ressonancias dos atomos de fluor nas posi¢des para, evidenciando dois duplos dupletos a o
-162,76 e -163,29 ppm correspondentes a ressonancia de seis atomos de flior nas posi¢des
orto e dois duplos dupletos a 6 -186,02 e -181,74 ppm correspondentes a ressondncia de
seis atomos de fliior nas posi¢des meta.

Os espectros de RMN de 'H dos dimeros 22, 23 ¢ 24 obtidos por dimeriza¢io do
corrol 19, foram caracterizados por analogia com os dimeros 12, 13 ¢ 14. O espectro de

RMN de 'H do dimero 22 apresentou uma zona aromatica rica em sinais entre 6 9,75 -8,21
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ppm relativos as ressonancias de catorze protdes B-pirrdlicos ndo equivalentes. Na zona
alifatica apresentou cinco multipletos entre & 4,44-4,31 ppm relativos as ressonancias dos
dezoito protdes dos nove grupos metoxilo.

O espectro de RMN de 'H do dimero 24 apresentou um perfil semelhante ao do
dimero 14, com seis sinais entre 6 9,27 - 8,25 ppm relativos a ressonancia dos sete pares de
protdes PB-pirrdlicos equivalentes. As ressonancias dos protdes dos grupos metoxilo
apresentaram-se como dois multipletos a 6 4,44 - 4,43 ppm e 6 4,38 - 4,37 ppm.

Em relagdo ao dimero 23 o espectro de RMN de 'H mostrou-se, mais uma vez,
bastante simples com um singuleto a & 8,93 ppm e dois dupletos a & 8,66 ¢ 8,49 ppm,
relativos as ressonancias dos trés grupos de protdes PB-pirrdlicos equivalentes. Aos
multipletos a § 4,44-4,43 ppm e 6 4,41-4,30 ppm foram atribuidas as ressonancias de doze

e seis protdes dos grupos metoxilo, respectivamente.

O espectro de RMN de 'H do composto 27 apresentou um perfil ligeiramente
diferente do apresentado pela correspondente base livre 14. As ressonancias dos protdes [3-
pirrdlicos H-18,18° foram também atribuidas ao dupleto com maior desvio quimico a o
9,30 ppm, mas os protdes B-pirrolicos H-2 e H-2’ aparecem na forma de dois singuletos a o
9,212 ppm ¢ a o 9,206 ppm. Observaram-se ainda entre O 8,94-8,67 ppm sinais
correspondentes a ressonancia dos restantes protdes B-pirrélicos.

A presenga de dois ligandos axiais em cada unidade corrdlica poderd provocar-lhe
algum desvio planar, levando a uma menor simetria, justificacdo essa que podera estar na

base das ressonancias de H-2 e H-2” aparecerem como dois singuletos.

O espectro de RMN de 'H do trimero 25 apresentou um dupleto a § 9,20 ppm e um
singuleto a 6 9,13 ppm, ambos correspondentes a ressonancias de dois protdes B-pirrdlicos.
Estes sinais s3o similares aos observados para a ressonancia dos protdes H-18,18’ ¢ H-2,2°
do dimero 14, respectivamente. No espectro HSQC (baseado na deteccdo inversa de °C),
observou-se correlacdo entre os sinais a 0 9,20 e 9,13 ppm e o sinal de carbono a & 118,0
ppm, confirmando que, os protdes respectivos aos sinais a 0 9,20 ¢ 9,13 ppm estdo ligados
ao mesmo tipo de carbonos. Assim, o sinal a & 118,0 ppm, caracteristico da ressonancia

dos carbonos C-2,18, foi identificado como pertecente as ressonancias dos carbonos C-
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2,18, C-2°,18’ e C-2"°, 18’; ao dupleto a 6 9,20 ppm atribuiu-se a ressonancia dos protdes
H-18,18"" ¢ ao singuleto a 6 9,13 ppm a ressonancia dos protdes H-2",18” ¢ H-2,2"".

O espectro de RMN de 'H do composto 28 apresentou varios sinais na zona
aromatica dos quais se destacam um dupleto bastante desprotegido a 6 9,48 ppm e um
singuleto a d 8,77 ppm. Como ja foi referido aos dupletos mais desprotegidos pertencem as
ressonancias dos protdes H-2 e H-18, assim atribuiu-se a este sinal a ressonancia de um
destes protdes. No entanto, a multiplicidade e o desvio quimico apresentados, sugerem que
o protdo estard sob o efeito desprotector, através do espago, do halogéneo, que
provavelmente se situara em C-2, assim atribuiu-se ao dupleto a 6 9,48 ppm a ressonancia
de H-18. O desvio quimico do singuleto a & 8,77 ppm sugere a ressonancia do protdo H-3,
indicando que a substituicdo no macrociclo corrélico por um atomo de iodo, tenha ocorrido
em C-2. De forma a assinalar inequivocamente a posi¢do do atomo de iodo, efectuou-se
um espectro NOESY. Neste espectro nio foi observado nenhum tipo de correlagio espacial
entre o protdo H-18 e o singuleto, permitindo atribuir inequivocamante ao singuleto a

ressonancia H-3 e concluir que o atomo de iodo se encontra, efectivamente, na posicao 2.

O espectro de absor¢cdo do composto 29 assemelha-se ao espectro de absorcdo da
biliverdina com duas bandas, uma a A 381 nm e outra a A 625 nm.

O composto 29 do tipo biliverdina apresentou no seu espectro de RMN de 'H um
singuleto largo a & 8,26 ppm relativo a ressonancia de dois protdes NH e quatro dupletos a
0 6,88, 6,66, 6,38 e 6,32 ppm relativos a ressondncia de oito protdes B-pirrolicos. A
presenga destes quatro dupletos indica a existéncia de uma molécula simétrica, o que ¢
consistente com a reac¢do do corrol com oxigénio, na ligagdo directa da unidade
bipirrdlica.

Apbs a confirmagdo pelo espectro de °C, de um sinal a 8 170,9 ppm, indicativo da
presenga de grupos carbonilo na estrutura, o espectro de HMBC (Figura 16) foi essencial
para a sua correcta identificagdo. Neste espectro foi possivel correlacionar o sinal a 6 6,32
ppm com o sinal relativo ao grupo carbonilo a 6 170,9 ppm. Desta forma, atribuiu-se ao
dupleto a & 6,32 ppm as ressonancias dos protdes H-2,18. Pelo calculo das constantes de
acoplamento foi possivel identificar o sinal correspondente ao par dos protdes anteriores,

assim o dupleto a 6 6,88 ppm foi identificado como pertencendo as ressondncias dos
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protdes H-3,17. Os dupletos a 6 6,66 e 6,38 ppm foram identificados como pertencendo as

ressonancias dos protdes H-7,13 e H-8,12.

29
H-7,8,12,13 H-2,18
H-3,17 - ~_
u L ppm
&e
e L 130
@
L 140
7D
=== B o & |
L 150
@ g B
L 160
c-0 L 170
SN S e S SN S —
6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 ppm

Figura 16 — Espectro de HMBC do composto 29
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2.2.5 Conclusoes

Os resultados obtidos permitiram identificar, pela primeira vez, os produtos de
decomposic¢ao do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol.

Comparando os resultados das reacgdes sob aquecimento cldssico e sob radiagdo
verifica-se que sob aquecimento obtém-se os trés dimeros 12, 13 ¢ 14 e sob ac¢do de
radiacdo solar/lampada isolou-se apenas o dimero 14.

Estes dados indicam que a radiacdo promove apenas a formacdo de um tipo de
dimero ou trimero ligado pelas posi¢des 3 do macrociclo corrdlico, enquanto a 200°C
ocorre também a formacdo de um dimero assimétrico e de outro altamente conjugado.
Pode-se sugerir que para a formag¢do dos compostos 12 ¢ 13 seja necessario uma maior
energia (200°C) ou que estejam envolvidos dois tipos de mecanismo.

Estes dados permitem concluir que as reacg¢des de decomposicdo efectuadas sdo
reacgOes de oligomerizagdo. A adi¢do de iodo a reac¢do confirmou o mecanismo radicalar
da reac¢do de fotodecomposi¢do e permitiu caracterizar o unico corrol mono-halogenado
até hoje sintetizado.

A presenca de um promotor de radicais na reac¢do, favorece a formagao dimero 14, e
do derivado de cadeia aberta do tipo biliverdina. Embora haja exemplos de compostos de
cadeia aberta provenientes de macrociclos corrdlicos, este foi o primeiro derivado

sintetizado a partir do corrol 1.
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2.3 Transformagdes com iletos de azometino

2.3.1 Introducio

O corrol pode participar em reac¢des de cicloadigdo [4+2] e em reaccdes de
cicloadi¢do [4+4], comportando-se como componente 2w e 4w, respectivamente. Estes
resultados levaram-nos também a estudar o comportamento do macrociclo corrélico como
componente 2m noutra classe de reac¢des periciclicas — as reac¢des de cicloadigdo 1,3-
dipolar.

As reacgdes de cicloadicdo 1,3-dipolar, tal como as de Diels-Alder, sdo reac¢des do
tipo [4+2], uma vez que se encontram envolvidos seis electrdes m. A componente 4w &
geralmente designada por 1,3-dipolo e a componente 2n € designada por dipolardfilo.

Existem varios tipos de 1,3-dipolos dos quais se destacam as nitronas, os iletos de
azometino, iminas de nitrilo, 6xidos de carbonilo, 6xidos de nitrilo, diazoalcanos e
azidas.®® Para dar inicio ao estudo da reactividade de corréis como dipolardfilos em
reac¢des de cicloadicdo 1,3-dipolar seleccionaram-se os iletos de azometino, como

componentes 4.

Os iletos de azometino sdo das espécies mais reactivas e versateis dentro da classe de
1,3-dipolos. Por serem espécies extremamente instaveis, estes dipolos sdo geralmente
gerados in situ na presenga do dipolarofilo.

Na literatura estdo descritos varios métodos para gerar iletos de azometino,
destacando-se: a abertura do anel de aziridinas por termélise ou fotdlise’”; a reac¢do entre

. . .. . .40 -~
um a-diazo-éster e uma imina na presenca de um catalisador adequado; ™ a transposi¢do de
~ . . . . , 41 ~
um protdo em iminas derivadas de a-aminoésteres’ e por condensac¢do de compostos de
carbonilo com a-aminoéacidos, com subsequente descarboxilagao.

Dos varios métodos disponiveis para gerar iletos de azometino seleccionou-se a

condensa¢do de compostos de carbonilo com a-aminodcidos, por permitir o uso de

materiais de partida comercialmente disponiveis e baratos.
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O mecanismo da formacao do ileto ocorre através do ataque do grupo terminal amino
ao composto de carbonilo gerando a imina que, por descarboxilagdo, origina o respectivo

ileto de azometino (Esquema 26).*

0 oH -H,0
+ HNCHCOOH  — »  R——NCH,COOH ——2—>
R4 Ro Rs Rz Rs
Rs Rs

Ri, @ = -CO ' RE.N
—NCH,COO —2> R1 =N - 1 ~
RO Yoo E@

\ R3 /602
R1#N'J\§§>:O
Ro

Esquema 26

O primeiro exemplo da utilizagdo de iletos de azometino na presen¢a de macrociclos
porfirinicos foi publicado pelo grupo de Quimica Organica da Universidade de Aveiro.
Este estudo envolveu a sintese de pirrolidinoclorinas por reac¢do de meso-tetra-
arilporfirinas com iletos de azometino gerados in sifu, a partir de o-aminodcidos e

paraformaldeido (Esquema 27).% Esta reac¢do mostrou ser bastante versatil tendo-se

44,45

. .. . . . . . . . e 46
utilizado varios tipos de iletos de azometino, incluindo derivados glicosidicos™ e N-

o TimiacdT - (4850
flavonilglicinas™" e derivados porfirinicos.

HCHO + HNCHZCOOH
CHy ,CH;

Ar l Ar N
R

Ar Ar + _N

Ar Ar

Esquema 27
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No decorrer deste trabalho, o grupo de Quimica Organica do Departamento de
Quimica explorou as reacc¢des de cicloadi¢do 1,3-dipolar usando o macrociclo corrélico,
nomeadamente o 3-carbaldeido-5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(IIT)(piridina)
como precursor da espécie 1,3-dipolar (ver introducao).

Em seguida serdo apresentados os resultados obtidos em reacgdes com iletos de
azometino utilizando o corrol quer na forma livre quer na forma de complexo de gélio (III),

como componente 27.

2.3.2 Reaccoes do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(IlT)(piridina) com

iletos de azometino

Este estudo foi iniciado com 0
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(Ill)(piridina), recorrendo as mesmas condigdes
reaccionais descritas pelo grupo de Aveiro para as reac¢des de meso-arilporfirinas com
iletos de azometino, gerados a partir de paraformaldeido e sarcosina.*

Assim, a uma solu¢do de complexo de galio (IIT) 26 em tolueno foram adicionados 5
equivalentes de paraformaldeido e 2 equivalentes de sarcosina. A mistura reaccional
permaneceu a refluxo, sob-agitacdo, durante cinco horas. O TLC de controlo desta reaccao
revelou a presenca de dois compostos de cor roxa, em quantidades muito pequenas ¢ a de
um elevado nuimero de outros compostos em quantidade vestigial. O processo de
purificagdo da mistura reaccional mostrou-se bastante dificil, no entanto, foi possivel isolar
os dois compostos minoritarios de cor roxa, por cromatografia preparativa de camada fina.
A anélise dos espectros de massa mostrou, em ambos os casos, o ido molecular [M]*" a m/z
920, correspondente a razao massa/carga do aducto 1,3-dipolar esperado.

De forma a favorecer a formagdo destes aductos, optou-se por efectuar a mesma
reac¢do usando um menor niamero de equivalentes de sarcosina e paraformaldeido. Assim,
a uma solug¢do de 1 equivalente de paraformaldeido e 1 equivalente de sarcosina em
tolueno adicionou-se 1 equivalente de 5,10,15-
tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(Ill)(piridina). A mistura reaccional permaneceu a
refluxo, sob agitacdo e em atmosfera de azoto. Apds duas horas de reac¢do, o controlo por
TLC revelou a presenga de corrol de partida, a dos aductos esperados, bem como a de

outros compostos em quantidade vestigial. Optou-se por adicionar mais 1 equivalente de
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paraformaldeido e 1 equivalente de sarcosina, prolongando o aquecimento por mais duas
horas. Ao fim deste tempo, o TLC de controlo continuou a revelar a preseng¢a dos dois
compostos pretendidos, mas acompanhados por uma mistura complexa de muitos outros
produtos. Assim, mantendo a propor¢do de sarcosina:paraformaldeido (1:1) decidiu-se
diminuir a temperatura de reac¢o para 80°C, de modo a minimizar a formag¢o de produtos
secundarios em quantidade vestigial.

Nestas condi¢des, apos duas horas, o TLC de controlo da mistura reaccional revelou
a presenca de corrol de partida e dos dois compostos de cor roxa. Com o intuito de forgar a
reac¢do, foi adicionado mais um equivalente de sarcosina ¢ um equivalente de
paraformaldeido. Apds quatro horas de reac¢do o TLC revelou a presenga de corrol de
partida ¢ um aumento substancial na quantidade dos dois compostos pretendidos, assim
como uma menor forma¢ao de compostos vestigiais do que nas condi¢des anteriores.

Desta forma, decidiu-se terminar a reac¢do nestas condigdes e procedeu-se a
separagdo e purificagdo da mistura reaccional por cromatografia preparativa de camada
fina. Em resultado desta cromatografia recolheu-se, 65% do complexo de galio que ndo
reagiu e os dois compostos de cor roxa.

O espectro de RMN de 'H do composto de maior Ry apresentou na zona aromatica
um singuleto a & 8,75 ppm e varios dupletos entre 6 9,32 e 8,65 ppm correspondentes a
ressonancia de sete protdes B-pirrdlicos e na zona alifatica dois singuletos a & 5,10 e 2,70
ppm correspondentes a ressonancia de dois e seis protdes, respectivamente. A presenca do
singuleto aromatico e dos dois singuletos alifaticos ndo se mostrou consistente com a
estrutura do aducto 1,3-dipolar esperado, sugerindo a presenga de um corrol substituido em
C-2, por um grupo N,N’-dimetilaminometilo. Os estudos bidimensionais de RMN
efectuados permitiram atribuir a este composto a estrutura 30 (Esquema 28). Este
composto foi isolado com rendimento de 15%.

O espectro de RMN de 'H do composto de menor Ry também ndo se mostrou
consistente com o aducto 1,3-dipolar esperado. Na zona aromatica apresentou um singuleto
a 6 8,99 ppm e varios sinais entre 8 9,07 e 8,52 ppm correspondentes a ressonancia de sete
protdes B-pirrolicos e na zona alifatica dois singuletos a 6 4,03 ¢ 2,09 ppm correspondentes
a ressondncia de dois e seis protdes, respectivamente. Mais uma vez, os estudos
bidimensionais de RMN efectuados permitiram identificar este derivado como sendo o

composto 31, que foi isolado com rendimento de 17%.
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A elucidagdo estrutural destes compostos, por RMN e por espectrometria de massa
revelou que os compostos formados ndo sdo os aductos 1,3-dipolar esperados, mas sim
derivados corrdlicos substituidos em C-2 (composto 30) ¢ em C-3 (composto 31) com

residuos de N, N’-dimetilaminometilo (Esquema 28).

HCHO + HN CH,COOH /
l CHs —N SN
\ o
C6F5 C6F5 + 4N\ 80 C,toluen»o C6F5 C6F5 + C6F5 C6F5
®o
CeFs CeFs CeFs
26 30 31

Esquema 28

A obtengdo das aminas 30 e 31 em vez do cicloaducto 1,3-dipolar previsto foi
inesperada e levanta dividas quanto ao modo como o processo ocorre.

A abertura térmica do anel pirrolidina no aducto 1,3-dipolar (Esquema 29) ¢ pouco

1-54 \
31554 penhum se refere a

provavel e embora existam alguns exemplos referidos na literatura,
abertura “espontanea” desse anel. Por outro lado se o processo de formagdo das aminas
fosse via reaccdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar o aducto correspondente deveria ter sido
isolado. Mais se confirma pelos estudos teodricos (Figura 17) efectuados pelo grupo do
Prof. Paulo Abreu, do Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra, que

demonstraram que a estabilidade do aducto ¢ superior a das aminas obtidas.

Com base em estudos recentes onde sistemas diénicos analogos a unidade bipirrolica
na presenca de iletos de azometino originaram derivados do tipo azepina (Esquema 30),”
uma outra via para a formagdo de 30 poderia envolver a formagdo de um intermediario
com um anel azepina. Este, apds abertura do anel originaria o derivado 30. No entanto, os
estudos tedricos demonstraram que este intermedidrio é comparativamente mais instavel e
portanto esta via é pouco provavel.

Assim, outras questdes permanecem em aberto: porqué este tipo de comportamento
em corrdis, quando nunca foi observado em porfirinas?; serda que o corrol, num possivel

processo de oxidagdo do anel pirrolidina a pirrolina, sofre uma clivagem?
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-4

< L (¥ -

30 (-464,3 kcal/mol) 31 (-463,26 kcal/mol)

Aducto pirrolidina (-482,65 kcal/mol) Aducto azepina (-435,72 kcal/mol)

Figura 17 — Calculos do minimo de energia das estruturas dos compostos 30, 31,

aducto pirrolidina e aducto azepina’

Assim, estes factos levam-nos a sugerir que na reac¢do esteja provavelmente

envolvido um processo do tipo Mannich®® como se apresenta no Esquema 31. No entanto,

pelo que nos foi possivel pesquisar, ndo existem exemplos onde este tipo de

comportamento esteja descrito para iletos de azometino.

" Os calculos foram efectuados usando o MOPAC2007, no nivel PM3.
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Os resultados obtidos traduzem um novo método de sintetizar novos derivados
corrdlicos aminados, a partir da reac¢do com iletos de azometino. Optou-se, entdo por
explorar esta via de formag¢do de novas aminas, recorrendo a outros aminoacidos, como:
glicina, L-prolina, N-benzilglicina e N-(porfirin-2-ilmetil)glicina.*®

As condi¢des experimentais utilizadas para a reaccdo entre o 5,10,15-
tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(Ill)(piridina) 26 e o ileto gerado in situ, a partir do
paraformaldeido e da N-benzilglicina, foram idénticas as referidas para a N-metilglicina.
No entanto, apos 5 horas de reac¢do o TLC de controlo apenas revelou corrol de partida.
Optou-se por adicionar mais 4 equiv. de cada reagente, no entanto apds 10 horas de
aquecimento, o TLC da mistura reaccional continuou a revelar apenas a presenca de corrol
de partida.

Observou-se uma situacdo idéntica quando se estendeu a reaccdo a L-prolina.
Também se procedeu a varias adigdes de L-prolina e paraformaldeido (4 adigdes, durante
24 horas), no entanto, o TLC da mistura reaccional apenas indicou a presenca de corrol de
partida.

A reac¢do do corrol 26 com a glicina e o paraformaldeido também nio foi bem
sucedida, o TLC de controlo revelou bastante corrol por reagir e a presenga de uma mistura
complexa de compostos, cujos espectros de massa indicavam ser espécies diméricas.

Melhores resultados foram obtidos quando se testou a N-(porfirin-2-ilmetil)glicina
sintetizada segundo a sequéncia reaccional apresentada no Esquema 32.*%°7 Apés a
preparacio da 5,10,15,20-tetrafenilporfirina segundo a literatura,”® e consequente
complexacdo com acetato de niquel (II) procedeu-se a introdugdo de um grupo formilo na
posi¢do B-pirrdlica 2 segundo o método de formilagdo de Vilsmeier-Haack.” De seguida,
preparou-se a correspondente imina com glicinato de metilo que apds redugdo com boro-
hidreto de s6dio originou o correspondente éster metilico (passos c¢) e d)).

No ultimo passo o éster metilico foi sujeito a hidrdlise alcalina originando a N-

(porfirin-2-ilmetil)glicina pretendida 32.
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CeHs CgHs CsHs CHO
a) b)
CeHs CeHs = CgHs CeHs — = GCgHs CeHs
C6H5 C5H5 CGH5
c)
CeHs CH2~NH-CH,COOH CeHs CH,;~NH-CH,COOCH; CeHs CH=N—CH,COOCH3
e d
CeHs CeHs‘i) CeHs CeHs 2 CeHs CeHs
CeHs CsHs CgHs
32

a) Ni(CH3COz),, CHCI3/CH30H, refluxo

b) i) POCI3/DMF, 1,2-dicloroetano, ii) Na,CO3 (aq)

¢) HCI.NH2,CH2,CO,CHs, La(OTf)3, KoCOg3, tolueno a refluxo
d) NaBH,, CH3;0H/CH,CI,, 0°C

e) NaOH (aq)

Esquema 32

Uma vez sintetizada a N-porfirinilmetilglicina procedeu-se a sua utilizacdo como
ileto de azometino porfirinico (gerado in situ a partir da N-(porfirin-2-ilmetil)glicina 32 e
do paraformaldeido).

A uma solu¢do de 1 equivalente de N-porfirinilmetilglicina e 1 equivalente de
paraformaldeido em tolueno foi adicionado um equivalente de complexo de galio 26. A
mistura reaccional permaneceu sob aquecimento a 80°C, sob agitagdo e em atmosfera de
azoto, durante duas horas. O TLC de controlo revelou corrol de partida, a formagdo de dois
novos produtos, bem como compostos de degradacdo da N-(porfirin-2-ilmetil)glicina.
Optou-se por terminar a reac¢do e proceder a separacdo e purificagdo dos compostos por
cromatografia preparativa de camada fina.

Os dois novos produtos apresentaram espectros de massa idénticos com ides
moleculares a m/z 1590 [M+H]" correspondentes & formagdo das duas aminas esperadas.

Os espectros de RMN de 'H dos dois compostos apresentaram sinais correspondentes

a formacdo de duas aminas, semelhantes aos obtidos com N-metilglicina. Os estudos
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bidimensionais efectuados por RMN permitiram confirmar as estruturas das duas novas
diades porfirina-corrol 33 e 34 (Esquema 33).

De modo a maximizar a formacdo destes novos produtos e diminuir a degradacdo da
porfirina, optou-se por diminuir o numero de equivalentes do ileto de azometino
porfirinico. Assim, a mesma reac¢do foi testada em tolueno, usando 1 equivalente de
corrolato de gélio (III), 1 equivalente de paraformaldeido, 1/3 equivalente de N-(porfirin-2-
ilmetil)glicina, durante 3 horas a 80°C. Neste caso, a reac¢do nio s6 foi mais limpa como
permitiu obter os dois novos compostos 33 e 34 com um rendimento de 10% e 13%. Nesta

reac¢do recuperou-se 53% de corrol precursor.

+ HCHO

CgH CeH
> 65 6H5 CeHs CaHs
HOOC
32
CgH CgH
6M5 6Ms CoHs CeHs
v/
_ _ N N
CeHs CeHs
+
CeHs CeHs
® CeF CeF
CsFs _No 655 6r5
26 — o — 33 34
Esquema 33

2.3.2.1 Caracterizagdo estrutural

Os espectros de absor¢ao dos derivados aminados 30 ¢ 31 (Figura 18) apresentaram
um perfil semelhante ao do corrol precursor 26, com um banda Soret e duas bandas Q na
regido dos 550-620 nm. Note-se que a presengca do grupo N,N’-dimetilaminometilo no
corrol ndo provocou grandes alteragdes no espectro de absor¢do, apenas um pequeno

desvio das bandas Q.
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Figura 18 — Espectros de absor¢do dos compostos 30, 31 ¢ 26

Os espectros de RMN dos compostos 30 e 31 foram efectuados em cloroférmio
deuterado com 3 a 4 gotas de piridina deuterada. Os espectros s6 em cloroformio deuterado
(Figura 19) ndo apresentaram definicdo nem resolugdo, exibindo bandas largas,
provavelmente, devido a fenomenos de agregacdo e a uma menor solubilidade dos
derivados aminados em cloroféormio. Assim a adi¢do de 3 a 4 gotas de piridina deuterada
foi imprescindivel para melhorar a resolugdo e defini¢do dos sinais dos espectros de RMN.
Pode-se afirmar que a adicdo de piridina deuterada permitiu “revelar” os espectros de
RMN destes compostos e proceder a sua identificagao.

Note-se que todos 0os compostos possuem na sua estrutura uma unidade de piridina
como ligando axial do ido metalico Ga(Ill). Apds a adigdo da piridina deuterada, a
piridina-“ligando” serd provavelmente substituida por uma unidade de piridina deuterada,
passando a piridina-“ligando” para o solvente, como piridina livre. Assim os espectros de
RMN passaram a exibir sinais correspondentes a ressonancia dos protdes nas posicoes 2, 4
e 3 da piridina livre a § 8,46, 7,51 e 7,12 ppm, respectivamente.

Se a piridina permanecesse coordenada ao ido metdlico, os sinais referentes a
ressondnica dos protdes nas posi¢cdes 2, 4 e 3 surgiriam a o6 7,07, 6,40 ¢ 4,79 ppm,

respectivamente.
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Figura 19 — Espectro parcial de RMN de 'H do composto 30: a) sem a adi¢io de

piridina deuterada, b) com a adi¢do de piridina deuterada

A atribui¢do do grupo dimetilaminometilo ao carbono B-pirrélico C-2 do composto
30 foi averiguada por estudos de RMN bidimensionais: COSY, HMBC, NOESY e HSQC.

Como ja foi referido, o espectro de RMN de 'H do composto 30 apresentou na zona
aromatica quatro dupletos a 6 9,32, 8,86, 8,80, 8,65 ppm e um singuleto 6 8,75 ppm,
relativos a ressonancia dos sete protdes P-pirrdlicos e na zona alifatica verificou-se a
presenca de dois singuletos a & 5,10 e 2,70 ppm relativos a ressonancia dos oito protdes
alifaticos. A constante de acoplamento de J 4,6 Hz dos dupletos a & 8,86 e 8,65 ppm,
correspondentes a quatro protdes f-pirrélicos, indicou que as posi¢des p-pirrolicas C-7, C-
8, C-12 e C-13 do corrol, ndo se encontravam substituidas, atribuindo-se as ressonancias
desses protdes aos referidos dupletos a 6 8,86 ¢ 8,65 ppm.

A presenga do singuleto a § 8,75 ppm mostrou que uma das posi¢des C-2 ou C3 de
uma unidade pirrdlica do bipirrol se encontrava substituida. A primeira evidéncia que se
tratava de um macrociclo substituido em C-2 veio do espectro HSQC. Neste espectro foi
possivel correlacionar o dupleto a & 9,32 ppm com o sinal a 6 118,4 ppm, exclusivo da
ressonancia de carbonos [ junto a ligacao directa do corrol (C-2,18), identificando o sinal a
0 9,32 ppm como correspondente a ressondncia do protdo H-18. Ora, se a substitui¢do

ocorresse em C-3 o singuleto a 6 8,75 ppm devia-se correlacionar com um carbono com
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desvio quimico similar a C-18 (118,4), no entanto, correlaciona-se com um sinal a 6 125,0
ppm, caracteristico dos carbonos C-3 ¢ C-17. Desta forma, atribuiu-se a o 8,75 ppm a
ressonancia do protdo H-3 e a & 125,0 ppm a ressonancia do carbono C-3.

O espectro de NOESY (Figura 20) permitiu confirmar a estrutura do composto 30.
Neste espectro foi observado efeito NOE entre o singuleto a 6 5,10 ppm e os sinais a 6 8,75
e 9,32 ppm pertencentes aos protdes B-pirrodlicos H-3 e H-18. Desta forma, foi atribuido ao
singuleto a 6 5,10 ppm a ressonancia dos protdes do grupo CH, e ao singuleto a 6 2,70 ppm

as ressonancias dos grupos metilo.
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Figura 20 — Espectro NOESY do composto 30

86



Estudos de reactividade do macrociclo corrdlico

Em relag¢do ao derivado aminado 31 o espectro de RMN de 'H apresentou, na zona
aromatica, seis dupletos a 6 9,07, 8,74, 8,66, 8,62, 8,52 e 8,48 ppm e um singuleto 6 8,99
ppm, correspondentes a ressonancia de sete protdes B-pirrdlicos. Note-se que este espectro
apresentou um perfil semelhante ao do dimero 14. Na zona alifética, tal como no derivado
30, observaram-se dois singuletos a 6 4,03 ¢ 2,09 ppm, aos quais foram identificados como
sendo devidos a ressonancia dos protdes CH;, e CHs, respectivamente.

Neste caso, o espectro de HMBC (Figura 21) mostrou-se muito util para o
assinalamento inequivoco dos sinais. Neste espectro, verificou-se correlacdo a longa
distancia entre o sinal do CH; (8 4,03 ppm) com o sinal a 6 45,3 ppm, tipico de carbonos
alifaticos, ao qual foi atribuida a ressondncia dos grupos metilo e ainda com o sinal a
120,2 ppm, identificado como pertencendo a ressonancia do C-2. Observaram-se ainda
correlagdes com os sinais a O 134,7 ppm e 0 139,4 ppm, identificados como as
ressonancias dos carbonos C-1 e C-4, que por sua vez também se correlacionaram com o

sinal do H-2.
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Figura 21 - Espectro HMBC do composto 31

No caso das diades porfirina-corrol 33 e 34, o perfil dos seus espectros de absorgdo ¢
igual entre si (Figura 22), no entanto sofreu alteragdes, comparativamente com o do corrol
precursor. Nestes casos, a banda Soret a 423 nm apresentou-se mais larga e surgiu uma

nova banda Q a 532 nm, devido a presenca do macrociclo porfirinico.
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Figura 22 — Espectros de absor¢do dos compostos 33, 34 e 26

Os espectros de RMN de 'H das diades 33 e 34 (Figura 23) apresentaram-se mais
complexos que os correspondentes derivados aminados 30 e 31, devido a presenca em cada
composto de dois nucleos tetrapirrdlicos. Nestes espectros observou-se que o perfil da
unidade corrdlica nas diades era ligeiramente diferente, quando comparado com o

correspondente derivado aminado.

33 34

Figura 23 — Estruturas das diades 33 e 34 e efeitos NOE observados na diade 33
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O espectro de RMN de 'H da diade 33 apresentou na zona aromatica varios sinais
relativos aos protdes B-pirrélicos das duas unidades tetrapirrdlicas, dos quais se salientam:
o singuleto a § 9,01 ppm referente a ressonancia do protdo H-3 da porfirina, o dupleto a &
8,90 ppm correspondente a ressondncia do protdo H-18" da unidade corrdlica e o singuleto
a 0 8,62 ppm relativo a ressonancia do protdo H-3’ também da unidade corrdlica. Na zona
alifatica apresentou trés sinais a d 5,24, 4,28 e 2,03 ppm correspondentes as ressonancias
dos protdes CH, e as dos protdes do grupo metilo.

A substitui¢do do carbono C-2 da unidade corrolica pelo derivado porfirinico ficou,
mais uma vez, comprovada pelo espectro de NOESY. Neste espectro observaram-se
efeitos NOE entre o singuleto a d 5,24 ppm correspondente a ressonancia dos protdes CH,-
2% ¢ os sinais correspondentes a H-3" ¢ a H-18” do macrociclo corrélico. Da mesma forma,
observaram-se efeitos espaciais entre CH,-2! € os sinais correspondentes a H-3" ¢ HPhye,
do macrociclo porfirinico. O assinalamento dos restantes sinais foi efectuado por analogia

com o derivado aminado 30 e pelos estudos de RMN bidimensionais.

O espectro de RMN de 'H do composto 34 apresentou na zona aromatica um
singuleto a & 9,18 ppm, que corresponde a ressondncia do protdo H-3 da unidade
porfirinica e varios sinais, dos quais se destacaram o dupleto a & 8,94 ppm relativo a
ressonancia do protdo H-18" da unidade corrdlica e o singuleto a & 8,71 ppm
correspondente a ressonancia do protdo H-2’. A zona alifatica do espectro apresentou ainda
trés singuletos a 6 4,95, 3,89 e 2,03 ppm relativos as ressonancias dos protdes CH, e do
grupo metilo, respectivamente.

Nesta diade as ressonancias relativas aos protdoes H-18" e H-2’ encontram-se
desviadas para campos mais altos (em relacdo, aos desvios quimicos apresentados num
nucleo corrdlico ndo substituido), o que poderd sugerir uma conformacao tal, em que a
unidade porfirinica esteja a escudar os protdes H-18 e H-17 da unidade bipirrdlica do
corrol.

O assinalamento dos restantes sinais também foi efectuado por analogia com o

derivado aminado 31 e pelos estudos de RMN bidimensionais.

Para os derivados aminados 30 e 31 foram ainda efectuados estudos de

espectrometria de massa, em colabora¢do com a Prof. Dra M. Graca Santana Marques do
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grupo de espectrometria de massa do Departamento de Quimica da Universidade de
Aveiro. Nestes estudos foram usadas trés fontes de ionizagdo, o Electrospray, o MALDI e
o lon trap, porém no ambito deste trabalho apenas se fard uma breve andlise dos dados
recolhidos.

Os espectros de massa em MALDI dos compostos 30 ¢ 31, obtidos sob as mesmas
condi¢gdes experimentais foram similares. Ambos apresentaram o sinal a m/z 920
correspondente a [(M-Py)+H]", com baixa abundincia relativa e um pico a m/z 875

bastante abundante.

Pela analise dos espectros de massa, verificou-se que o sinal a m/z 875, correspondia
a um ido fragmento, com perda de 45 Th, o que sugere a saida de NH(CH3),. De modo, a
confirmar este ido fragmento foram efectuados estudos de massa Tandem (MS/MS) dos
10es a m/z 920 e a m/z 875.

Os espectros MS/MS do 180 m/z 920 dos dois compostos ndo apresentaram nenhuma
diferenga significativa observando-se apenas o sinal a m/z 875, correspondente a perda de
dimetilamina NH(CHs),. No entanto, os espectros MS/MS do ido m/z 875 obtidos sob as
mesmas condi¢des experimentais ja permitiram a distingdo dos dois isémeros aminados 30
e 31. Para o composto 30, o io fragmento mais abundante ¢ o ifo a m/z 855, que
corresponde a perda de uma molécula HF, enquanto que para o composto 31, o ido
precursor permanece sensivelmente intacto, com o ido a m/z 855 a surgir em pequena
abundancia.

Este comportamento pode ser justificado pela formag¢do de uma espécie com um
anel de seis ligagdes para o derivado 31 (Esquema 34) e a formagdo de uma espécie com
um anel de cinco ligagdes para o derivado 30 (Esquema 35). A formacdo de anéis de cinco

60,61

ligagdes por perdas sucessivas de HF, ja foi estudada, no caso de porfirinas, clorinas™ e

corrodis (capitulo 3).
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2.3.3  Reaccio do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com ileto de azometino

A formagdo dos derivados aminados 30 e 31 e das diades porfirina-corrol 33 ¢ 34
levou ao estudo da mesma reacg¢do, mas agora na presenca do correspondente corrol livre,
0 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol. Tendo em conta, as condi¢des reaccionais adoptadas
na reaccdo do complexo de gélio(IIl) 26 com ileto de azometino, decidiu-se efectuar a
reacc¢do do corrol 1 usando essas condicdes.

Desta forma, a uma solug@o de N-metilglicina (1 equiv.) e paraformaldeido (1 equiv.)
em tolueno seco (0,5 mL) adicionou-se 1 equivalente de
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol 1. Apds 2 horas de reaccdo o TLC de controlo da

mistura reaccional revelou para além de uma pequena quantidade de corrol de partida, uma
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mistura complexa de produtos. Assim, optou-se por dar a reac¢do como terminada e testar
novas condi¢des.

Sabendo que as reac¢des de cicloadi¢do 1,3-dipolar das porfirinas com iletos de
azometino sdo efectuadas usando uma propor¢do de 2 equivalentes de sarcosina e 5
equivalentes de paraformaldeido, numa solu¢do de tolueno a refluxo,”** decidiu-se
realizar a reac¢@0o com o corrol 1 nestas condi¢des, mantendo o mesmo volume de tolueno.

A uma solugdo de N-metilglicina (2 equiv.) e paraformaldeido (5 equiv.) em tolueno
seco (0,5 mL) adicionou-se 1 equivalente de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol 1. A
mistura reaccional foi mantida a refluxo, em agitacdo e sob atmosfera de azoto. O TLC
controlo da mistura reaccional revelou apds 2 horas, corrol de partida e a presenga de um
composto de cor verde bastante polar e de varios compostos minoritarios. Optou-se por
prolongar o aquecimento mais trés horas, de forma a consumir a totalidade do corrol de
partida. Apds 5 horas de reac¢do, o TLC controlo revelou o consumo total de corrol de
partida e a presenca de um composto verde como produto maioritario e ainda varios
produtos minoritarios. A reac¢do foi dada como terminada, procedeu-se a separacdo e
purificagdo dos constituintes da mistura reaccional por cromatografia preparativa de
camada fina. Devido a complexidade demonstrada nas placas de cromatografia preparativa,
apenas se isolou e caracterizou o composto polar de cor verde.

O espectro de RMN de 'H deste composto apresentou apenas cinco sinais; trés na
zona aromadtica, correspondentes a ressondncia de protdes B-pirrdlicos e dois na zona
alifatica correspondentes a ressonancia de dez protdes alifaticos.

O espectro de massa apresentou o ido molecular a m/z 866 que ndo corresponde a
massa do cicloaducto 1,3-dipolar (m/z 853) ou a massa de um derivado aminado andlogo a
30 ou a 31. Atendendo aos espectros de RMN e massa, o novo derivado sugere a adigdo de
uma molécula de ileto de azometino e de um grupo metilo a unidade corrolica. Foram
efectuados estudos de espectrometria de massa Tandem e de espectroscopia de ressondncia
magnética nuclear mono e bidimensional que permitiram atribuir-lhe a estrutura peculiar

35 (Esquema 36). Este composto foi obtido com um rendimento de 19%.

93



Capitulo 2

HCHO + HNGH,COOH

GHs
Cer C6F5 + ¢g\® CSF5 CGF5
CeFs CeFs
1 35

Esquema 36

Dada a estrutura particular do composto 35, decidiu-se proceder ao estudo de
condigdes reaccionais, que permitissem obté-lo em maior rendimento. Optou-se por
investigar o efeito do volume de solvente na reac¢do e do niimero de equivalentes de
sarcosina e de paraformaldeido. Assim o novo estudo foi iniciado usando um volume de 3
mL de tolueno, mantendo as restantes condi¢des reaccionais: propor¢do de sarcosina e
paraformaldeido (2:5), tolueno a refluxo e tempo de reac¢do de 5 horas. Nestas condigdes
(entrada 2, Tabela 5) o composto 35 foi obtido com um rendimento de 57%. No entanto,
uma vez que as placas preparativas de cromatografia fina continuavam a revelar a
formacdo de muitos compostos minoritarios, optou-se por diminuir o excesso de
equivalentes de sarcosina e paraformaldeido (1:3), mantendo o volume de 3 mL e as
restantes condig¢des reaccionais. Nestas condigdes, o composto 35 foi obtido apenas com
38% de rendimento (entrada 3, Tabela 5), indicando que a diminui¢do do numero de
equivalentes de sarcosina e paraformaldeido, ndo era favoravel, a formag¢do do composto
35. Assim estabeleceu-se que a proporc¢do ideal de sarcosina e paraformaldeido, para
efectuar a reac¢do seria de 2:5.

Como se pode ver na Tabela 5, o aumento do volume de tolueno levou a um aumento
consideravel no rendimento do composto 35. Optou-se entdo por efectuar a reaccio num
volume ainda maior de solvente, usando 6 mL e 9 mL de tolueno (entrada 4, entrada 5,
Tabela 5). Nestas condi¢des, apds as cinco horas de reac¢do, precipitou-se directamente do
baldo reaccional o composto 35 com hexano, procedendo-se de seguida a sua filtragdo e
posterior purificagcdo. Nestes casos, o composto 35 foi obtido com rendimento ainda maior,

70% e 73%, respectivamente.
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Tabela 5 — Condi¢des reaccionais usadas na reac¢do do corrol 1, durante 5 horas, a

120°C

Entradas | V (tolueno) mL | n° equiv. Sarcosina | n° equiv. HCHO | n 35 (%)
1 0,5 2 5 19
2 3 2 5 57
3 3 1 3 38
4 6 2 5 70
5 9 2 5 73

Alguns produtos minoritarios foram isolados e efectuados os seus espectros de
massa, que revelaram ides moleculares a m/z 1617, a que correspondem espécies diméricas

com duas ligacdes metilénicas.

A elucidacdo estrutural do composto 35 levantou problemas, nomeadamente no seu
mecanismo de formacao.

Uma das propostas mais plausiveis e tendo em conta a formag¢do das aminas 30 e 31
propde-se que o intermedidrio chave seja um composto diaminado. Nesta proposta, ocorre
a formagdo de um sal de amoénio quartendrio, pelo ataque de um dos terminais N,N’-
dimetilaminometilo a uma molécula de paraformaldeido, facilitando o ataque
intramolecular do azoto ao carbono electrofilico, de acordo com o Esquema 37. Uma
reac¢do do mesmo tipo estd representada no Esquema 38.%
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Esquema 38

No entanto algumas questdes ficam em aberto, tais como as de ndo se terem isolado

as correspondentes aminas 30 e 31 nem o intermediario diaminado A.

2.3.3.1 Caracterizagdo Estrutural

O espectro de absor¢do do composto 35 apresenta a banda Soret a A 426 nm e as
bandas Q a A 594 e 623 nm. Todas as bandas sofreram um desvio batocrémico de cerca de

20 nm, relativamente ao corrol 1.

A estrutura atribuida ao derivado 35 estd suportada por estudos mono e
bidimensionais de RMN.

O espectro de RMN de 'H do composto 35 (Figura 24) apresentou um espectro
bastante simples, na zona aromatica exibiu um singuleto a 6 7,75 ppm e dois dupletos a o
8,51 e 8,35 ppm e na zona alifatica um sinal largo a 8 5,10 - 5,08 ppm e um singuleto a o
1,15 ppm.

Analisando o espectro de RMN, os dupletos a d 8,51 e 8,35 ppm foram identificados
com base na constante de acoplamento apresentada J 4,4 Hz, como pertencentes as
ressonancias dos protdes P-pirrdlicos H-7,13 e H-8,12, o singuleto a & 7,75 ppm
correspondente a integracdo de dois protdes B-pirrdlicos, sugeriu uma substitui¢do em C-2
e em C-18 da unidade bipirrolica, sendo necessario estudos de RMN bidimensionais para o
correcto assinalamento deste singuleto. O sinal largo a § 5,10 - 5,08 ppm, mostrou-se um

pouco controverso, no entanto, atendendo a sua integracdo sugeriu a presenga de protdes
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do tipo CH,, ao singuleto a 1,15 ppm, cuja integragcdo evidenciou seis protdes, atribuiu-se

as ressonancias dos protdes dos dois grupos metilo.

H-3,17

H-7,8,12,13 JL

\ CH;
1_I_I_|_|'
_.-f'\‘u_ppm A

9 8 7 6 5 4 3 2 ppm
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Figura 24 — Espectro de RMN de 'H do derivado 35

Como ja foi referido, os estudos de RMN bidimensionais, nomeadamente 0 HMBC
foram de extrema importancia para a correcta elucidagao estrutural. O espectro de HMBC
(Figura 25) apresentou correlag@o entre o singuleto a & 7,75 ppm com: os sinais a 0 69,4 e
69,3 ppm correspondentes a ressonancia de carbonos CH;; com os sinaisa 6 119,4 ¢ 119,1
ppm que sdo tipicos das ressonancias de carbonos C-2,18 e ainda com os sinais a 0 134,2 ¢
140,8 ppm correspondentes a ressonancia de carbonos quaterndrios. Desta forma, e
atendendo a correlagdo a longa distancia observada entre este singuleto e os carbonos C-2 e
C-18, atribuiu-se ao singuleto a o 7,75 ppm, as ressondncias dos protdes H-3 e H-17 ¢
confirmou-se, por intermédio de um espectro de HSQC, que o singuleto largo a 6 5,10 -
5,08 ppm se refere a ressonancia de quatro protdes alifaticos do tipo CH,.

Foram ainda efectuados estudos a baixa temperatura que permitiram distinguir os

dois protdes do mesmo carbono CH,. Neste caso, o espectro de RMN de 'H, apresentou

97



Capitulo 2

dois sinais a & 6,08 e 5,50 ppm, cujas integragdes confirmaram a ressondncia de dois
protdes do tipo CH,.

Assim foi possivel assinalar inequivocamente os sinais correspondentes aos protdes e
aos carbonos dos grupos CHy, e dos grupos metilo e confirmar que as posi¢des p-pirrdlicas

C-2 e C-18 se encontram substituidas.
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Figura 25 — Espectro de HMBC do composto 35

Dada a estrutura peculiar do composto 35 também foi estudado o seu padrdo de
fragmentacdo, em colaboragdo com o grupo de espectrometria de massa do Departamento

de Quimica da Universidade de Aveiro, permitindo confirmar a estrutura proposta para o
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composto 35. Nestes estudos foi usado o Electrospray como fonte de ionizagdo e os
analisadores TOF e quadrupolo para efectuar os estudos de MS/MS.
O espectro do ido produto do derivado 35, patente na Figura 26 apresentou varios

sinais, dos quais se destacou o 130 m/z 823 com maior abundancia relativa.

Figura 26 — Espectro do ido produto do derivado 35

A andlise dos varios ides produto evidenciou duas vias de fragmentagdo possiveis
para o composto 35.

Na primeira via de fragmentagcdo proposta ocorre eliminagdo de N(CH3;)CHa,
originando o sinal a m/z 823, que apds a perda de um radical metilo CH;® sofre eliminagdo
de uma, duas e trés moléculas de HF (m/z 788, 768 e 748) ou alternativamente, logo apds a
formagdo do 130 a m/z 823, ocorre a perda de uma a seis moléculas de HF, dando origem
aos 10es m/z 803, 783, 763, 743, 723 e 703, respectivamente. Estas duas alternativas foram
corroboradas pelo espectro MS/MS/MS do 130 a m/z 823, o qual apresentou todos os ides

produto referidos e apresentados no Esquema 39.
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Esquema 39

A segunda via de fragmentacdo proposta baseia-se no sinal a m/z 851 apresentado
pelo espectro MS/MS do ido m/z 866, relativo a razdo m/z do composto 35. Nesta via

ocorre a perda de um radical metilo CH;* dando origem ao sinal a m/z 851, seguindo-se a
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eliminacdo de N(CH3)CH; originando o sinal a m/z 808. Este por sua vez, sofre a perda de
uma a trés moléculas de HF, dando origem aos ides m/z 788, 768 e 748. No Esquema 40
apresentam-se as estruturas provaveis para os ides resultantes da fragmentacdo do ido m/z

866, por esta via.

H3C\ /CHS C\:H3
5 N
.
CHs
g NCH3(CH 2
CeFs CeFs CsFs CeFs B2 CoFs CeFs
m/z 808
CeFs 1z 866 CeFs vz 851 CeFs M7
<>
- 3HF
) CeFs CeFs

CeFs

Esquema 40

Estas vias de fragmentacdo propostas reforcam a estrutura apresentada para o

composto 35.

2.3.4 Reaccido do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com iletos de azometino na

presenca de alcoois

Sabendo que o rendimento dos cicloaductos 1,3-dipolares é favorecido em solventes
préticos como o metanol, decidiu-se efectuar a reac¢do em metanol.”
Desta forma a uma solugdo de 5 equivalentes de paraformaldeido e 2 equivalentes de

sarcosina em metanol seco, adicionou-se o corrol 1. A mistura reaccional foi sujeita a
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aquecimento num banho de o6leo a 80°C, durante 5 horas. Apds este periodo de tempo,
observou-se por TLC, a formag¢o de varios compostos roxos ¢ uma mistura de compostos
verdes mais polares. Foi efectuado um TLC comparativo para aferir se o composto 35 se
encontrava presente na referida mistura, no entanto, o TLC confirmou que este ndo se tinha
formado e que era mais apolar que os novos compostos verdes formados na reac¢do em
metanol. A reacc¢do foi dada como terminada e procedeu-se a separagdo dos produtos roxos
formados por cromatografia preparativa. Foram isolados quatro novos compostos de cor
roxa, tendo-se recuperado 42% de corrol de partida (Esquema 41).

Os espectros de massa dos novos compostos ndo evidenciaram nenhum sinal a m/z
851 correspondente a adi¢do de uma molécula de ileto de azometino ao corrol, mas sim
10es moleculares a m/z 840, m/z 884 € a m/z 928.

O espectro de massa do composto com menor Ry do que o corrol de partida revelou o
120 molecular a m/z 840, que corresponde a introdug¢do de um grupo metoximetilo numa
das unidades pirrdlicas. O espectro de RMN de 'H comprovou a entrada deste grupo no
carbono C-2 do corrol, observando-se sinais na zona alifatica correspondentes aos protdes
CH; e CHj3 e na zona aromatica sinais correspondentes a ressondncia de sete protdes [3-
pirrdlicos. Os espectros de RMN e de massa estdo de acordo com a estrutura proposta para
o derivado 36, que foi isolado com rendimento de 5%.

O espectro de massa do segundo composto evidenciou o ido molecular a m/z 884, a
que corresponde um corrol di-substituido com dois grupos metoximetilo. No entanto, o
espectro de RMN de 'H sugere uma mistura de compostos di-substituidos, ndo tendo sido
possivel separar os trés isomeros possiveis. A mistura 37 dos compostos di-substituidos foi
obtida com 2% de rendimento.

Os espectros de massa do terceiro e quarto compostos apresentaram o ido molecular
a m/z 928, que corresponde a corrois tri-substituidos com trés grupos metoximetilo. O
espectro de RMN de 'H do terceiro composto ndo foi claro, mas sugeriu a estrutura 38 em
que a introdugdo dos trés grupos metoximetilo teria ocorrido nos carbonos C-2, C-3 e C-
18. O espectro de RMN 'H do quarto composto permitiu confirmar a substituicio dos trés
grupos metoximetilo nos carbonos C-2, C-3 e C-17, sendo-lhe atribuida a estrutura 39. Os

derivados 38 ¢ 39 foram isolados, respectivamente, com um rendimento de 3% e 5%.
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Esquema 41

Este resultado revelou-se surpreendente. Ao invés da reac¢do de cicloadigdo 1,3-
dipolar esperada com o ileto de azometino ocorre uma reac¢do de eterificagdo com o
metanol.

Numa tentativa de obter o corrol tetra-substituido 40 (Figura 27), a reaccdo foi
forgada, adicionando-se um maior nimero de equivalentes de sarcosina e paraformaldeido.
Neste caso, usaram-se 4 equivalentes de sarcosina e 10 equivalentes de paraformaldeido,
mantendo a temperatura ¢ o tempo de reac¢do. Apds 5 horas, a reaccdo foi terminada e o
TLC controlo da mistura reaccional revelou a formacdo de dois compostos maioritarios.
Apos a separagdo e purificagdo dos componentes da mistura reaccional, os compostos
foram identificados por ordem decrescente de Rs. O composto de maior Ry correspondeu ao
composto 38 ja obtido anteriormente, agora com rendimento de 13%. O espectro de massa
do outro produto apresentou o ido molecular a m/z 972 que corresponde a adi¢do de quatro
grupos metoximetilo. O espectro de RMN de 'H evidenciou uma molécula simétrica,
apresentando apenas dois dupletos na zona aromdtica e quatro sinais correspondentes a
protdes alifaticos. Assim este composto foi identificado como sendo o composto

pretendido 40, e foi isolado com um rendimento de 5%.
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CeFs
40

Figura 27 — 2,3,17,18-tetraquis(metoximetil)-5,10, 1 5-tris(pentafluorofenil)corrol 40

Para testar a versatilidade deste novo método de formagdo de éteres, decidiu-se
realizar a mesma reac¢do com alcoois de cadeia carbonada maior, nomeadamente 1-
propanol e 1-octanol.

A reac¢do usando 1-propanol como solvente foi efectuada, usando uma proporg¢io de
sarcosina e paraformaldeido de (2:5), seguindo o procedimento experimental anteriormente
descrito. Apds cinco horas de reac¢do, o TLC da mistura reaccional revelou a formagdo de
dois novos compostos roxos ¢ uma mistura de compostos verdes bastante polares. Os
componentes da mistura reaccional foram separados e purificados por cromatografia em
camada fina e caracterizados por ordem decrescente de Ry.

Assim, o espectro de massa do composto com maior Ry evidenciou o 130 molecular a
m/z 1012, a que corresponde um corrol tri-substituido com trés grupos propoximetilo. O
espectro de RMN de 'H apresentou cinco sinais correspondentes a ressondncia de cinco
protdes P-pirrdlicos e varios sinais na regido alifatica com diferente multiplicidade,
confirmando a presenga de trés grupos propoximetilo. Tendo em conta estes dados, a este
composto, que foi isolado com um rendimento de 10%, atribuiu-se a estrutura 41
(Esquema 42).

Da mesma forma, o espectro de massa do composto com menor Ry evidenciou o ido
molecular a m/z 1084, a que corresponde um corrol tetra-substituido com quatro grupos
propoximetilo. O espectro de RMN de 'H evidenciou uma estrutura simétrica analoga ao
do composto 40, apresentando apenas dois dupletos correspondentes a ressonincia de
quatro protdes B-pirrolicos e a presenga de sinais na regido alifatica, a que correspondem as
ressonancias dos protdes alifaticos dos grupos propoximetilo. Este composto, identificado

com a estrutura 42, foi obtido com um rendimento de 15%.
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Tendo em vista a formagdo do composto tetra-substituido procurou-se forgar ainda
mais a reac¢do, adicionando maior excesso de sarcosina e paraformaldeido, numa
proporgdo de (4:10). Neste caso, e segundo as mesmas condigdes reaccionais, 0 composto

41 foi obtido com um rendimento de 4%, e o composto 42 com um rendimento de 40%.

ooy

f1 ° N
(6]
T N\o0 0 0
NH(CH,)CH,COOH,
HCHO, CH3(CH, ),OH
CeFs CeFs N CeFs CeFs  + CgFs CeFs
80°C, N,
CeFs CeFs CeFs
41 42

1

Esquema 42

Quando se estendeu a reac¢do do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com ileto de
azometino ao l-octanol, optou-se por utilizar o maior excesso de sarcosina:
paraformaldeido (4:10), de modo a obter o maior nimero de substituicdes na unidade
bipirrdlica do corrol. Assim, a uma solu¢do de paraformaldeido e sarcosina em 1-octanol,
adicionou-se o corrol 1. Apds cinco horas de reac¢do, o TLC da mistura reaccional revelou
uma pequena quantidade de corrol de partida e dois novos compostos roxos.

O espectro de massa do primeiro composto apresentou o 130 molecular a m/z 1228, a
que corresponde uma unidade corrdlica substituida com trés grupos octiloximetilo. De
facto, o espectro de RMN de 'H do composto de maior Ry apresentou na zona aromatica
dois dupletos e um singuleto entre 6 8,64 - 8,46 ppm, correspondentes a ressonancia de
cinco protdes B-pirrdlicos e varios sinais na zona alifatica, correspondentes as ressonancias
dos protdes da cadeia carbonada. Tendo em conta estes dados a este derivado foi-lhe
atribuida a estrutura 43, em que a introdugdo dos trés grupos octiloximetilo ocorreu nas
posigdes C-2, C-3 e C-18 (Figura 28). Este composto foi isolado com rendimento de 18%.

Por espectroscopia de RMN verificou-se que a segunda frac¢do correspondia a uma
mistura de dois compostos, o composto tri-substituido 44 e o composto tetra-substituido 45
(Figura 28), cujas estruturas foram deduzidas por analogia aos compostos ja descritos 41 e
42. O espectro de massa desta mistura confirmou a presenca de dois compostos, ao

evidenciar dois ides moleculares a m/z 1222 e a 1364. O calculo do rendimento foi
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efectuado tendo em conta a massa da mistura obtida e a propor¢do apresentada no espectro
de RMN. Assim os compostos 44 ¢ 45 foram obtidos com rendimento de 16% e 29%,
respectivamente.

Na tentativa de aumentar o rendimento do composto tetra-substituido 45, efectuou-se
a mesma reac¢cdo do corrol em I-octanol, mas com maior excesso de sarcosina e
paraformaldeido, numa propor¢do de 6:12. Nestas condi¢des e mantendo as cinco horas de
reaccdo e a temperatura de 80°C, o composto 45 foi obtido com um rendimento de 35%.
Obtiveram-se ainda os compostos tri-substituidos 43 e 44, com rendimentos de 10% e

13%, respectivamente.

C4F CeF

C4F
CoFs 5 61 5
44
43
J ¢ J_/_/J
Q 0

Figura 28 — Estrutura dos compostos obtidos na reac¢do em 1-octanol
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2.3.4.1 Consideracdes Mecanisticas

Considerando os reagentes presentes no meio reaccional: corrol, paraformaldeido, N-
metilglicina e alcool, e atendendo aos produtos eterificados que se obtém, poderia
considerar-se que neste processo estariam envolvidas reacgdes de substituicdo aromatica
electrofilica, seguindo-se reacgdes de eterificagdo promovidas pelas condi¢des acidas

(Esquema 43).

RO OR
“ OR RO
7= — 7 N—" X
Y NHHN NHHN \ = - NHHN
4 \
Esquema 43

Assim, de forma a justificar o mecanismo e averiguar a possivel participacdo da
N-metilglicina na reacc¢do, realizaram-se varios ensaios, onde apenas se substituiu a N-
metilglicina por acidos.

Para estes ensaios seleccionou-se o l-propanol como solvente, atendendo ao
rendimento do composto tetra-substituido bem como a facilidade de purificagdo dos
produtos. Os acidos escolhidos foram os acidos: citrico, acético, trifluoroacético e o para-
toluenosulfonico (PTSA). Como se pode constatar na Tabela 6, apenas quando se usaram
os acidos acético e trifluoroacético se detectou e isolou o composto mono-substituido 46

(Figura 29). Na presenga dos acidos citrico € PTSA ndo houve reacgao.

¢

0]

CeFs CeFs

CeFs
46

Figura 29 — 5,10,15-tris(pentafluorofenil)-2-propoximetilcorrol 46
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Tabela 6 — Rendimentos do composto 46 obtidos na presenca de varios acidos

Acido Corrol recuperado (%) Composto 46 (%)
Citrico 100 | -
Acético 75 qq vestigial
Trifluoroacético 67 12
para-toluenossulfonico 100 | -

Estes resultados mostraram que esta via, a ocorrer, tem apenas uma pequena
participacdo na formac¢do do derivado mono-substituido 46. Em nenhum dos ensaios foram
detectados compostos poli-substituidos. Assim pode-se concluir que a presenga da N-
metilglicina € necessaria para a formacao deste tipo de compostos.

De modo a elucidar o mecanismo da reacg¢do foram analisados os compostos verdes
polares que também se formavam. Esses compostos foram separados por cromatografia
preparativa em camada fina e efectuados os seus espectros de RMN de 'H e massa. Os
espectros de RMN adquiridos, por se apresentarem muito complexos, ndo permitiram
retirar alguma informagdo em relagdo a estrutura destes compostos. No entanto os seus
espectros de massa apresentaram varios sinais cuja analise evidenciou tratar-se de
compostos do tipo A sugerindo que no processo de formacdo dos éteres as aminas sejam

potenciais intermedidrios.

Deste modo, o mecanismo proposto para a formacdo dos derivados do tipo éter
baseia-se mais uma vez na formag@o de compostos aminados analogos a 30 e 31, seguindo-
se o ataque nucledfilo do alcool e consequente saida de N, N -dimetilaminometanol. Este
processo ocorrerd até a completa substitui¢do dos protdes da unidade bipirrélica por grupos
alquiloximetilo. No Esquema 44 propde-se um mecanismo para a formagdo do composto
mono-substituido e a de um composto di-substituido em C-2 e C-3, permanecendo em

aberto a ordem pela qual ocorrem as substituigdes.

108



Estudos de reactividade do macrociclo corrdlico

AN
/N \,CHZOH OR
2NN 6
___HCHO, HCHO, H ROH 2NN
Y NHHN \NH(CHs)CHzCOOH -N(CHz)2CH20H NHHN

4 \

OR HQ-R OR OR
OR . HOH,C
% Ny _teHo , NN N e N =N
- NH(CH3)CH2COOI1I HCHOH, NHHN
/ NHHN N\ J NHHN \\ . ROH 7 A\
OR RO
RO 740 S OR
/J NHHN A

Esquema 44

Em suma, o macrociclo corrélico na presenga de N-metilglicina, paraformaldeido e
usando um alcool como solvente, origina derivados eterificados. Este comportamento do
corrol ndo sé ¢é inesperado como inovador, permitindo a sintese de corrdis com
substituintes éter. Mas serd esta reac¢do particular do macrociclo corrélico ou estaremos na
presenga de uma nova metodologia para introduzir grupos éter em macrociclos
tetrapirrolicos?

Assim decidiu-se estudar esta reac¢do em macrociclos porfirinicos, seleccionando-se
a porfirina correspondente ao corrol 1, a 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina 47
(Esquema 45).

O élcool escolhido para efectuar estas reacgdes foi o l-octanol, uma vez que a
porfirina ¢ soluvel neste alcool. Foram testadas varias condi¢des reaccionais, tais como:
variagdo de temperatura, nuimero de equivalentes de paraformaldeido e sarcosina e tempo
de reac¢do. No entanto, o TLC controlo das vérias reac¢des revelou apenas porfirina de
partida. Efectuou-se ainda um ensaio usando uma mistura de tolueno/l1-octanol, mas os
produtos da reac¢do foram apenas a clorina 48 esperada e a isobacterioclorina, ndo se

tendo verificado a formagao de compostos porfirinicos eterificados.
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Esquema 45

Atendendo aos resultados obtidos com a correspondente porfirina 47 pode-se

concluir que € o macrociclo corrdlico o responsavel pela inovagdo desta nova reacgao.

2.3.4.2 Caracteriza¢do Estrutural

Os espectros de absor¢do dos derivados do tipo éter apresentaram, de forma geral,
um desdobramento na banda Soret e duas bandas Q na regido dos 550-620 nm. Embora o
desdobramento da Soret seja caracteristico de solugdes de corrdis do tipo trans-A;B em
solventes polares e seja justificada pela falta de simetria apresentda pelo corrol, este
comportamento, no caso dos éteres, ¢ comum aos diferentes graus de substitui¢do e ¢ mais
evidente nos compostos tetra-substituidos. Na Figura 30 estdo presentes, como exemplo, os

espectros de absor¢do para os compostos 38 e 40, onde ¢ visivel o desdobramento da Soret.
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Figura 30 - Espectros de absor¢ao dos compostos 38 ¢ 40

As estruturas dos compostos eterificados foram deduzidas pela andlise dos espectros
de RMN de 'H e com o auxilio de técnicas bidimensionais de correlagio espectroscopica
homo (COSY, 'H/'H) e heteronuclear (HMBC, HSQC, 'H/"°C) e a estudos de efeito
nuclear de Overhauser (NOE).

O espectro de RMN de 'H do composto 36 apresentou na zona aromatica cinco sinais
correspondentes a ressonancia de sete protdes B-pirrdlicos, nomeadamente trés dupletos a &
9,15, 8,60, 8,56 ppm, um multipleto a & 8,78-8,77 ppm e um singuleto a & 8,48 ppm. Na
zona alifatica apresentou dois singuletos a & 5,81 e 3,77 ppm correspondentes as
ressonancias de dois e trés protdes alifaticos, respectivamente. Estes sinais foram
atribuidos aos protdes CH, na posicdo 2' e aos protdes CHj na posigdo 2°, respectivamente.

Tendo em conta a andlise efectuada para o derivado aminado 30, verificou-se que
este também apresentou no seu espectro de RMN de 'H um dupleto e um singuleto a
desvios quimicos similares. Assim, ¢ por analogia, atribuiu-se ao dupleto a 6 9,15 ppm a
ressonancia do protdo H-18 e ao singuleto a & 8,48 ppm a ressonancia do protdo H-3,
concluindo-se que a adicdo do grupo metoximetilo ocorreu na posi¢do 2 do corrol.

O composto 46 apresentou um espectro de RMN semelhante ao do composto 36,
embora com maior nimero de sinais na zona alifatica, devido as ressonancias dos protdes

do grupo propoximetilo.
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O espectro de RMN de 'H do composto 38 apresentou na zona aromatica um
singuleto a & 9,11 ppm e trés dupletos a & 8,62, 8,61 e 8,51 ppm correspondentes a
ressonancia dos cinco protdes B-pirrolicos. Na zona alifatica mostrou trés singuletos a o
5,79, 5,05 e 5,02 ppm que foram identificados como pertencendo as ressonancias dos
protdes dos grupos CH, e apresentou ainda trés singuletos a o 3,74, 3,38, 3,28 ppm
pertencentes a ressonancia dos protdes metilicos.

Tratando-se de um composto tri-substituido com trés grupos metoximetilo, era
necessario clarificar em qual dos protdes B-pirrdlicos, H-17 ou H-18, ocorreu a
substitui¢do. Neste caso, o espectro HSQC teve um papel crucial. Neste espectro observou-
se a correlacdo entre o singuleto a 6 9,11 ppm e o sinal de carbono a 6 119,0 ppm,
caracteristico das ressonancias dos carbonos C-2 e C-18. Assim, foi atribuido ao singuleto
a 0 9,11 ppm a ressonancia do protdo H-18, e ao sinal a 6 119,0 ppm a ressonadncia do
carbono C-18.

Para o assinalamento inequivoco das ressonancias dos protdes alifaticos recorreu-se
ao espectro de HMBC (Figura 31). Neste espectro verificou-se correlagdo a longa distancia
entre o singuleto a & 5,05 ppm respectivo a ressonancia de um grupo CH, e o sinal
referente a C-18, permitindo atribuir ao singuleto a é 5,05 ppm as ressonancias dos protdes
H-17'. Observou-se ainda correlagdo deste singuleto com o sinal a & 58,1 ppm permitindo
atribuir-lhe a ressonincia do carbono C-17°. De uma forma geral, foram observadas
correlacdes a longa distdncia entre os grupos CH, e CH; de cada grupo metoximetilo,
permitindo atribuir as ressonancias dos protdes H-3' ¢ H-3" aos singuletos a & 5,02 ppm ¢ &
3,28 ppm, respectivamente, e as ressonancias dos protdes H-2' ¢ H-2® aos singuletos a &
5,79 ppm e a o 3,74 ppm, respectivamente, assim como, as ressonancias relativas aos

carbonos.
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Figura 31 — Espectro de HMBC (detec¢do inversa) do composto 38

Os espectros de RMN dos compostos 41 e 44 substituidos com cadeias propoxilo e
octiloxilo, respectivamente, apresentaram na zona aromatica, o mesmo perfil de sinais que
o espectro do composto 38. Para a correcta atribuicdo dos sinais relativos as ressonancias
dos protdes das cadeias carbonadas, o calculo das constantes de acoplamento, assim como

a multiplicidade apresentada foram cruciais.
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Em relagdo ao composto 43, no qual ocorreu tri-substituicdo, nos carbonos 2, 3 e 18
do nucleo corrdlico, por trés cadeias octiloxilmetilo, a zona aromatica do espectro de RMN
de 'H mostrou-se bastante simples. Nesta zona apresentou trés sinais, dois dupletos a &
8,64 ¢ 8,56 ppm, referentes as ressonancias de apenas dois protdes B-pirrdlicos e um
singuleto largo a & 8,46 ppm correspondente as ressonancias de trés protdes B-pirrdlicos.
Sabendo que as ressonancias dos protdes H-3 e H-17 do ntcleo corrdlico ocorrem a
desvios quimicos entre 6 8,80 e 8,40 ppm (dependendo do grupo substituinte no carbono
adjacente) e atendendo ao espectro HSQC, que indicou a correlagdo do singuleto largo a 6
8,46 ppm com dois sinais de carbono a 6 126,7 e 121,0 ppm (caracteristico de carbonos da
unidade bipirrélica), ao singuleto a 6 8,46 ppm foram atribuidas as ressonancias do protao
H-17 e as de dois protdes B-pirrolicos.

Este espectro apresentou ainda trés singuletos a & 5,89, 5,78 e 5,06 ppm que foram
identificados como pertencendo as ressondncias dos protdes dos grupos CH,, sendo que aos
singuletos com maior desvio quimico foram atribuidas as ressonancias dos protdes H-2' ou
H-18'. Os sinais relativos as ressonincias dos protdes das cadeias carbonadas dos grupos

octilo aparecem entre 6 3,81 e 0,76 ppm.

O espectro de RMN de 'H do composto 42 evidenciou um composto bastante
simétrico. Na zona aromatica apresentou dois dupletos a & 8,49 e 8,36 ppm, com uma
constante de acoplamento de J 4.7 Hz, aos quais foram atribuidas as ressonancias dos
protdes B-pirrdlicos H-7,13 e H-8,12, respectivamente. A zona alifatica deste espectro
mostrou-se bastante rica em sinais; a & 5,77 e 5,05 ppm surgem dois singuletos
correspondentes aos grupos CH; ligados directamente ao nucleo corrélico e entre 6 3,89 e
0,89 ppm surgem os tripletos e sextetos correspondentes as ressonancias dos protdes das
cadeias propilo. Atendendo, ao espectro de RMN de 'H do composto 38, em que as
ressondncias do grupo propoximetilo junto a ligacdo directa aparecem desviadas para
campos mais baixos, o singuleto a 0 5,77 ppm foi identificado como pertencendo as
ressonancias dos protdes H-2',18' e ao singuleto a § 5,05 ppm foi atribuido as ressondncias
dos protdes H-3',17'. Os restantes sinais do espectro de RMN de 'H foram identificados
pelo mesmo principio e tendo em conta as constantes de acoplamento apresentadas. Assim,

aos tripletos a & 3,80 e 3,31 ppm foram atribuidas as ressondncias dos protdes H-2*,18% ¢
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H-3° s 17 , respectivamente, aos sextetos a 6 1,79 e 1,55 ppm as ressonancias de H-24,184 e
H—34,174 e aos tripletos a 6 1,02 e 0,86 ppm as ressonancias de H-2°,18° e H-3°,17°.

O espectro de RMN de ">C do composto 42 apresentou na zona aromatica entre &
148,2 e 115,4 ppm os sinais correspondentes as ressonancias dos carbonos dos anéis
pentafluorofenilo e entre & 145,9-124,9 ppm os sinais correspondentes as ressonancias dos
carbonos do nucleo corrdlico. O espectro evidenciou ainda entre 6 72,9 ¢ 10,4 ppm oito
sinais referentes as ressonancias dos carbonos alifaticos das cadeias de propoximetilo,

como se pode ver na Figura 32.

183 23
18“% 924
18 23
174 (0] 4
7 181 2 3 35
17 2 033
17! 3!
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CH, G
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I j I j I j I j I j I j I j |
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Figura 32 — Espectro de ">C do composto 42
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Para assinalar inequivocamente todos os tipos de sinais, foi realizado um espectro
DEPT 135 (Figura 33), onde os sinais dos carbonos CH, aparecem invertidos. Note-se
neste espectro a auséncia de sinais aromaticos, indicando que se tratam de ressonancias de
carbonos que nio possuem qualquer hidrogénio a eles ligados.

Pelo espectro de DEPT foram atribuidos aos sinais & 129,1 e 127,0 ppm a
ressonancia dos carbonos B-pirrdlicos C-7,13 e C-8,12. Os sinais a 6 72,9, 72,8, 63,8, 63,5,
23,2 e 22,8 ppm foram identificados como pertencendo as ressondncias dos carbonos dos
grupos CH, e aos sinais a & 10,9 e 10,4 ppm, foram atribuidas as ressonancias dos
carbonos dos grupos metilo. Os assinalamentos respectivos, a cada grupo de carbonos

foram efectuados por intermédio de um espectro HSQC.

C-2°5,1853%517°

C-7,8,12,13
C'23,1 83,33,1 73 C-21,1 81 ’31’1 71 C'24,1 84,34,1 74
e
140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 33 - Espectro DEPT 135 do composto 42

Mais uma vez, os compostos idénticos a 42, mas com cadeias metoxilo 40 e
octiloxilo 45 apresentaram espectros de RMN semelhantes, variando apenas o numero de
sinais correspondentes as ressonancias dos protdes das referidas cadeias alifaticas. Estes

compostos foram caracterizados de forma analoga ao composto 42.
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2.3.5 Conclusoes

Nas reacc¢des dos corrdis com iletos de azometino obtém-se novos compostos do tipo
amina, em vez dos esperados cicloaductos 1,3-dipolares. Face aos resultados obtidos
conclui-se que os corrdis ndo reagem com iletos de azometino segundo reaccdes de
cicloadicdao 1,3-dipolar, mas sim segundo reac¢des do tipo Mannich. Comparando com o
trabalho anteriormente desenvolvido que descreve o uso eficiente de corrois como 1,3-
dipolos nas reac¢des de cicloadi¢do 1,3-dipolar, pode-se concluir que os corrdéis com
func¢do carbaldeido, na presen¢a de N-metilglicina podem gerar 1,3-dipolos actuando como
componentes 4r nas reacgdes de cicloadi¢do 1,3-dipolar, mas como componentes 27 na
presenca de iletos de azometino, o seu mecanismo provavelmente ndo seguird o de uma
reaccdo de cicloadicdo 1,3-dipolar.

Nas reacgdes efectuadas usando um alcool como solvente, obtiveram-se novos
derivados corrdlicos do tipo éter, com varios tamanhos de cadeia alifatica (dependendo do
alcool usado).

Todas as reaccdes efectuadas na presenca de iletos de azometino sugerem novos
comportamentos para este tipo de macrociclos tetrapirrolicos que merecem ser explorados

num trabalho futuro.
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2.4 Parte experimental

2.4.1 Reagentes, solventes e equipamento

Os reagentes comerciais utilizados nas transformagdes e nas sinteses estudadas foram
usados sem qualquer purificacdo prévia, uma vez que os seus graus de pureza assim o
permitiam.

Os solventes utilizados nas transformacdes e operagdes de purificagdo efectuadas
eram analiticamente puros ou foram, sempre que necessario, purificados por destilagdo ou
passados, antes de serem usados, por uma coluna de alumina neutra activada.

O metanol foi seco por aquecimento a refluxo com magnésio e iodo e destilado em
seguida.

O tolueno encontrava-se acondicionado em fio de sddio.

A piridina foi seca por aquecimento a refluxo sobre hidroxido de sdédio e destilada
em seguida.

O I-propanol e o dimetilsulféoxido encontravam-se acondicionados com peneiros
moleculares.

A evolugdo das reaccdes foi seguida por cromatografia em camada fina (TLC),
usando pequenas folhas plastificadas revestidas de silica gel 60 de espessura de 0,2 mm.

As purificagdes por cromatografia em camada fina preparativa foram efectuadas em
placas de vidro (20x20 cm), previamente revestidas com uma camada de silica gel 60 com
uma espessura de 0,5 mm.

As purificagdes por cromatografia em coluna foram efectuadas com silica gel 60 da
Merck de granulometria 32-63 ou 63-200 mesh.

Os espectros de massa em FAB (modo positivo) foram registados num
espectrometro VG AutoSpecQ, operando a 70 eV, usando como solvente o CHCl; ou
CH,Cl; e como matriz o alcool 3-nitrobenzilico (NBA). Os espectros de massa obtidos por
MALDI foram efectuados num espectrometro MALDI/TOF/TOF 4800 Applied
Biosystems MDS Sciex, usando como solvente o CHCl; ou CH,Cl, e sem matriz.

Os espectros de massa de alta resolugio em FAB' e ESI' foram realizados na

Universidade de Vigo, num espectrometro VG Autospec M.
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Os espectros de RMN de 'H, "°C e "F foram registados em grande maioria num
aparelho Bruker Avance 300 operando a 300,13; 75,47 e 282,38 MHz, respectivamente.
Outros foram obtidos num aparelho Bruker Avance 500 operando a 500,13 ¢ 125,76 MHz,
respectivamente para 'H e "°C, sendo esse facto devidamente assinalado. Como padrio
interno usou-se o tetrametilsilano (8=0 ppm). Nos espectros de RMN de "F foi usado
como referéncia o C¢Fs considerando o correspondente sinal a 6 -163 ppm, tendo como
referéncia primaria o CFCl; (6=0 ppm). Os desvios quimicos (8, ppm) indicados para cada
composto foram obtidos, na sua maioria, em solugio de cloroférmio deuterado CDCls.

Os assinalamentos inequivocos das ressondncias dos protdes e carbonos foram
efectuados com recurso as técnicas bidimensionais de HSQC e HMBC e em alguns casos
também a técnica de COSY e NOESY.

Os espectros de ultravioleta-visivel foram obtidos em solugdes de cloroférmio,
diclorometano ou DMSO num espectrofotometro Uvikon 922 e num espectrometro UV-
2501-PC Shimadzu utilizando células de vidro ou de quartzo (determinacdo de log €) de 1

cm.
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2.4.2 Sintese de 5,10,15-triarilcorroéis

2.4.2.1 Procedimento Geral para a preparacao de 5,10,15-triarilcorrdis

Num baldo de fundo em péra de 50 mL com pirrol (0.105 mL, 1,50 mmol) foram
adicionados, sob agitacdo, o aldeido (1,0 mmol) e 10 pL (0.012 mmol) de uma solugéo
pré-preparada de TFA (10 mL) em CH)Cl, (100 mL), a temperatura ambiente. Apds 10
minutos a mistura reaccional foi dissolvida em CH,ClI, (10 mL) e sonicada durante 1-2min.
De seguida, adicionou-se uma solu¢do de DDQ (273 mg, 1,20 mmol) em tolueno (1 mL) e
THF (2 mL). A mistura resultante manteve-se sob-agitacdo, a temperatura ambiente
durante 5 minutos. A separagdo e purificagdo dos macrociclos tetrapirrdlicos estd descrita

para cada caso.

2.4.2.1.1 Sintese do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol

Antes de iniciar a sintese do corrol correspondente, o pentafluorobenzaldeido foi
previamente aquecido até fundir.

O procedimento de sintese do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol segue os passos do
procedimento geral, tendo sido utilizado o dobro das quantidades referidas. No entanto, por
se tratar de um aldeido muito reactivo, a ordem de introdug¢do dos reagentes foi diferente.
Assim, primeiro ¢ adicionado 0,22 mL (2 mmol) de pentafluorobenzaldeido, seguindo-se
20 pL (24 pmol) da solugdo de TFA e por ultimo a adi¢do de 0,21 mL (3 mmol) de pirrol.
A condensagdo e a oxidacdo com DDQ (546 mg, 2,40 mmol) decorreram, segundo o
procedimento geral. Apds a sintese, a mistura reaccional foi aplicada no topo de uma
coluna cromatografica de silica para coluna ou silica para TLC preparativa (sob vazio),
usando como eluente uma mistura éter de petréleo/diclorometano (3:1) originado o corrol
pretendido contaminado com outros produtos. Esta frac¢@o foi, na fase seguinte, purificada
por cromatografia em coluna usando como eluente uma mistura éter de

petroleo/diclorometano (4:1). A fracgdo correspondente ao corrol puro foi adicionado
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hexano quente e a suspensdo permaneceu durante a noite no frigorifico. O corrol

pretendido foi obtido com um rendimento de 12% (64 mg).

5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol 1 RMN de "H (CDCl;, 300,13 MHz): 6 9,12 (d,
2H, J 4,4 Hz, H-2,18); 8,77 ¢ 8,59 (2d, 4H, J 4,8 Hz, H-7, 13 ou H-8, 12); 8,58 (2d, 2H, J
4,4 Hz, H-3, 17). RMN de "°F (CDCls, 282,38 MHz): & -160,8 (dd, 2F, J 24,0 ¢ 8,5 Hz, F-
2, 6”); -161,3 (dd, 4F, J 23,3 ¢ 6,4 Hz, F- 2°,2°°, 6°, 6°**); -175,7 (t, 2F, J 21,2 Hz, F-
4, 4); -176,3 (t, 1F, J 21,2 Hz, F- 4°°); -185,0 (dt, 4F, J 23,3 ¢ 6,4 Hz, F- 3°, 3", 5,
5°°"); -185,4 (dt, 2F, J 24,0 e 8,5 Hz, F- 3°*, 5>*). UV-Vis em CH,Cl; Amax (log €): 408 (4,7)
560 (2,9) 602 (2,2).” EM FAB m/z: 797 [M+H]".

2.4.2.1.2 Sintese do 5,10,15-tris[3,5-bis(trifluorometil)fenil]corrol

O procedimento de sintese segue os passos do procedimento geral, tendo-se usado
0,33 mL de 3,5-bis(trifluorometil)benzaldeido, 0,21 mL pirrol, 20 pL de solugdo de TFA e
546 mg de DDQ. Apds a sintese, a mistura reaccional foi aplicada no topo de uma coluna
cromatografica de silica para TLC preparativa, sob vazio, usando como eluente uma
mistura éter de petrdleo/diclorometano (3:1) originado o corrol contaminado com outros
produtos. A frac¢do correspondente ao corrol foi adicionado hexano quente e a suspensdo
permaneceu durante a noite no frigorifico. O 5,10,15-tris[3,5-bis(trifluorometil)fenil]corrol

foi obtido com rendimento de 17% (52 mg).

5,10,15-tris[3,5-bis(trifluorometil)fenil]corrol 16 RMN de 'H (CDCls, 500,13 MHz): 6
8,99 (s largo, 2H, H-Ar); 8,76 (slargo, SH, H-Ar); 8,65 (slargo, 4H, H-Ar), 8,49 (slargo,
2H, H-Ar); 8,36 (s largo, 4H, H-Ar); -2,60 (slargo, 2H, NH). RMN de '°F (CDCls, 282,38
MHz): 6 -85,87 (s, 18F, CF3). UV-Vis em tolueno Amax (log €): 423 (5,1) 580 (4,3) 615
(4,1).> EM FAB m/z 934 [M]"".

121



Capitulo 2

2.4.2.1.3 Sintese do 5,10,15-tris(2,3,5,6-tetrafluorofenil)corrol

O procedimento de sintese segue os passos do procedimento geral, usando 0,12 mL
de 2,3,5,6 —tetrafluorobenzaldeido, 0,10 mL de pirrol, 10 puL de solugdo de TFA e 280 mg
de DDQ. Apés a sintese, a mistura reaccional foi purificada por cromatografia em coluna,
usando como eluente uma mistura éter de petroleo/diclorometano (1:1). A fraccdo
correspondente ao corrol foi adicionado hexano quente e a suspensido permaneceu durante
a noite no frigorifico. O 5,10,15-tris(2,3,5,6-tetrafluorofenil)corrol foi obtido com

rendimento de 12% (30,2 mg).

5,10,15-tris(2,3,5,6-tetrafluorofenil)corrol 17 RMN de 'H (CDCl3, 500,13 MHz): 6
9,09 (d, 2H, J 4,3 Hz, H-2,18); 8,79 (2d, 2H, J 4,8 Hz, H-7, 13 ou H-8, 12); 8,62-8,58 (m,
4H, H-3, 17 e H-7, 13 ou H-8, 12); 7,62-7,49 (m, 3H, Ho). RMN de "°F (CDCl;, 282,38
MHz): 6 -161,3 - -161,5 (m, 2F, F-3°,5">" ou F-5’,3°""); -161,97 e 161,99 (2s, 8F, F-
2°,6°,2>°,3°,5°,6°,2>°,6°”°); -162,4 - -162,6 (m, 2F, F-3°,5"" ou F-5°,3""). UV-Vis em
CHCl3 Amax (%) 410 (100%) 563 (16%) 604 (10%). EM FAB m/z 742 [M]"".

2.4.2.1.4 Sintese do 5,10,15-tris(4-metilfenil)corrol

Num baldo de fundo em péra de 50 mL colocou-se o 4-metilbenzaldeido (0,24 mL,
2,0 mmol) e de seguida adicionou-se sob agitacdo, pirrol (0.42 mL, 6,00 mmol) e 40 pL
(0.047 mmol) de uma solucdo pré-preparada de TFA (10 mL) em CH,Cl, (100 mL). Apds
10 min a temp. ambiente, a mistura reaccional foi dissolvida em 10 mL de diclorometano e
foi adicionado, sob agitacdo vigorosa, 40 mL de diclorometano simultaneamente com uma
solucdo de DDQ (454 mg, 2,00 mmol) em THF (10 mL) durante 10 min. A mistura
resultante manteve-se sob-agitacdo, a temperatura ambiente, por mais 5 minutos. Apos o
término da reacgcdo, a mistura reaccional foi aplicada no topo de uma coluna
cromatografica de silica usando eluente uma mistura de diclorometano/hexano numa
proporg¢ao de 2:3. A primeira frac¢do recolhida da coluna corresponde ao corrol pretendido
contaminado com outros produtos. A esta frac¢do foi adicionado hexano quente ¢ a

suspensao permaneceu durante a noite no frigorifico.
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0 5,10,15-tris(4-metilfenil)corrol foi obtido com rendimento de 2% (20 mg).

5,10,15-tris(4-metilfenil)corrol 18 RMN de 'H: (CDCl;, 300,13 MHz): & 8,94 (d,
2H, J 4,0 Hz, H-2,18); 8,88 (2d, 2H, J 4,7 Hz, H-7, 13 ou H-8, 12); 8,59 (d, 2H, J 4,0 Hz,
H-3,17); 8,55 (2d, 2H, J 4,7 Hz, H-7, 13 ou H-8, 12); 8,26 (d, 4H, J 7.8 Hz, H-
2°,6°,2°°.,6°""); 8,06 (d, 2H, J 7,8 Hz, H-2",6°"); 7,63 (d, 4H, J 7,8 Hz, H-3",5,3°"",5""");
7,55 (d, 2H, J 7,8 Hz, H-3"",5""). UV-vis em CH,Cl; Amax (log €): 418 (5,1) 518 (4,0) 566
(4,3) 617 (4,2) 648 (4,1).°** EM FAB m/z 568 [M]"".

2.4.2.2 Sintese do 5,10,15-tris(4-metoxi-2,3,5,6-tetrafluorofenil)corrol

Num baldo de 25 mL preparou-se uma mistura de metanol seco (10 uL, 300 pmol) e
carbonato de potassio (41,4 mg, 300 umol) em DMSO (1,5 mL) e deixou-se a agitar a
temp. ambiente durante 10 min., em atmosfera de azoto. Adicionou-se o 5,10,15-
tris(pentafluorofenil)corrol (40 mg, 50,2 umol) e aqueceu-se a mistura resultante a 100°C,
durante 24 horas. Foi adicionado mais excesso de metanol seco (10 pL, 300 pmol) e
carbonato de potéssio (41,4 mg, 300 umol) e prolongou-se o aquecimento mais 24h. Apods
o término da reacg¢do, neutralizou-se a mistura reaccional com uma solucdo aquosa de
acido citrico, extraindo a fase organica em diclorometano e secando-a com sulfato de sddio
anidro. Apds evaporacdo retomou-se o residuo em diclorometano e purificou-se o corrol
pretendido em cromatografia em coluna usando como eluente o diclorometano. O corrol

foi obtido com rendimento de 86% (36 mg).

5,10,15-tris(4-metoxi-2,3,5,6-tetrafluorofenil)corrol 19. RMN de H (CDCls,
300,13 MHz): 6 9,06 (d, 2H, J 4,2 Hz, H-2,18,); 8,79 (d, 2H, J 4,8 Hz, H-7,13 ou H-8,12);
8,60 (d, 2H, J 4,8 Hz, H-7,13 ou H-8,12); 8,57 (d, 2H, J 4,2 Hz, H-3,17); 4,39 (s, 9H,
OCH;). RMN de *C (CDCls, 75,77 MHz,): & 148,7-147.8 (C¢Fs); 142,3-144.4 (CgFy,);
130,2; 134,7- 135,1 (C-1,19,4,16); 142,8; 142,7; 142,5; 142,3 (C-6,9,11,14); 139,5-138,9
(CeFa); 127,5 (C-7,13 ou C-8,12); 126,1 (C-7,13 ou C-8,12); 121,5 (C-3,17); 116,8 (C-
2,18); 62,47 ¢ 62,43 (OCH3). RMN de "°F (CDCls, 282,38 MHz): & -162,76 (dd, 2F, J;
23,9 Hz, J, 14,1 Hz, F,,4,); -163,29 (dd, 4F, J; 21,2 Hz, J, 8,46 Hz, F,,); -186.02 (dd, 4F,
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J; 21,2 Hz, J> 8,46 Hz, Fpew): -181,74 (dd, 2F, J; 21,2 Hz, J> 8,46 Hz, Fpew). UV-Vis em
CHCl5 Amax (%) 413 (100%) 564 (16%) 604 (10%). EM FAB m/z 832 [M]"".

2.4.2.3 Sintese de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(IIT)(piridina)

0 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(Ill)(piridina) foi sintetizado, tendo por
base o procedimento descrito por Bendix et al.**

Num baldo de 500 mL dissolveu-se 2 g de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol em
150 mL de piridina seca e adicionou-se 5 g de cloreto de galio(Il). A mistura reaccional
foi deixada a refluxo durante 2 horas, ap6s as quais o TLC controlo da mistura reaccional
revelou a auséncia de corrol 1 e a formagdo quantitativa do complexo esperado. Apds
arrefecimento da mistura reaccional, procedeu-se a sua lavagem com uma solu¢do de 4cido
citrico. Extraiu-se a fase organica com diclorometano e lavou-se a mesma com agua
destilada (duas vezes). Esta foi seca com sulfato de sddio anidro e evaporada a secura. O

5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogélio(II)(piridina) foi cristalizado em

diclorometano/-hexano e foi obtido com um rendimento quantitativo.

5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(IIT)(piridina) 27: RMN de 'H (CDCl; +
gotas de CsDsN, 500,13 MHz): 6 9,24 (d, 2 H, J 3,9 Hz, H-12 e H-18); 8,86 (d, 2 H, J 4,4
Hz, H-7 e H-13); 8,80 (d, 2 H, J 3,9 Hz, H-7, H-3 e H-17); 8,65 (d, 2 H, J 4,4 Hz, H-2, H-8
e H-12); 6,64 (t, 1 H, J 7,5 Hz, Hpara-Py), 5,84 (dd néo resolvido, 2H, Hyewa-Py), 2,91 (d,
2H, J 5,3 Hz, Hoo-Py). UV-Vis em CHCIl3 Apax (log €): 398 (4,8) 420 (5,4) 568 (4,2) 594
(4,4). EM MALDI m/z 863 [(M+H)-py]".

2.4.3 Reaccoes dos corréis com hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

2.4.3.1 Procedimento Geral

A uma solugdo de corrol (20 mg) em 1,2,4-triclorobenzeno adicionou-se (1-2)

equivalentes de hidrocarboneto policiclico. A mistura obtida foi aquecida, num banho de
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oleo, a 200°C, sob atmosfera de azoto purificado por meio de uma solug¢do de Fieser,
durante 6 horas. Ao fim desse tempo efectuou-se o controlo da reac¢do por TLC. Depois
de arrefecida a temperatura ambiente, a mistura reaccional foi purificada por cromatografia
em coluna usando um gradiente de elui¢do. A elui¢do foi iniciada com éter de petroleo, de
forma a remover o 1,2,4-triclorobenzeno, seguindo-se a elui¢gdo com o eluente apropriado
para separar os componentes de cada reac¢do. Os componentes da mistura foram
posteriormente purificados por cromatografia preparativa em camada fina utilizando os
eluentes adequados para cada caso. Finalmente, depois de recolhidos e de concentrados, os

compostos foram cristalizados em diclorometano/hexano.

2.4.3.2 Reacgdes de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com pentaceno

2.43.2.1 Reaccdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com pentaceno, usando

aquecimento classico

Esta reac¢do foi efectuada a partir de uma solugdo em 1,2,4-triclorobenzeno (0,5 mL)
de corrol 1 20,0 mg (10,7 umol) e 2 equiv. pentaceno (14 mg, 10,7 umol) de acordo com o
procedimento geral. Depois de terminada a reac¢do, a mistura obtida foi purificada por
cromatografia em coluna. A elui¢do foi iniciada com éter de petrdleo, de forma a remover
o 1,24-triclorobenzeno, seguindo-se a eluigdo com uma mistura de éter de
petroleo/diclorometano (3:1). Com esta mistura obteve-se uma primeira fraccdo composta
por uma mistura de material corrdlico e uma segunda frac¢do composta por material
resultante da degradacdo do pentaceno. A primeira fracc¢do foi, na fase seguinte,
purificada por cromatografia preparativa em camada fina usando a mesma mistura como
eluente. Desta separa¢do recolheram-se, por ordem decrescente de Ry, o composto 2 (4,2

mg, 16%), o composto 4 (3,5 mg, 13%) e o composto 3 (3,3 mg, 10%).

A reacgdo realizada com 1 equiv. de pentaceno foi efectuada a partir de uma solucdo
de corrol 1 (20,0 mg, 13,9 umol) e 1 equiv. pentaceno (7,0 mg, 13,9 umol) em 1,2,4-
triclorobenzeno (0,5 mL), segundo o procedimento geral. Apds a separagdo e purificag@o

dos compostos, de acordo com o procedimento anterior, obteve-se o corrol de partida 1,
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(1,5 mg, 6%), o composto 2 (9,5 mg, 35%), o composto 3 (3 mg, 9%) e o composto 4 (1,3
mg, 4%).

Composto 2: RMN de 'H (CDCls, 500,13 MHz): & 9,40 (d, 1H, J 4,1 Hz, H-18); 8,69
(d, 1H, J 4,1 Hz, H-17); 8,75 ¢ 8,53 (2d, 2H, J 4,7 Hz, H-7,8 ou H-12,13); 8,60 ¢ 8,41 (2d,
2H, J 4,4 Hz, H-7,8 ou H-12,13); 8,08 (s, 2H, H-2",14"); 7,70 (s, 2H, H-7°,9°); 7,68-7,65 ¢
7,31-7,28 (2m, 8H, H-3",6°,10°,13* ¢ H-4",5",117,12°); 7,06 (s, 1H, H-1"); 5,69 (s, 1H, H-
8”). RMN de "°F (CDCls, 282,38 MHz): & -160,68 (dd, 2F, J 24,2 ¢ 8.2 Hz, Foro); -160,83
(dd, 2F, J 17,2 Hz, Foro); -161,07 (dd, 2F, J 23,2 ¢ 7,02 Hz, Fono); -174,03 (t, 1F, J 21,2
Hz, Fpan); 176,10 (t, IF, J 20,7 Hz, Fpur); -176,47 (t, 1F, J 21,0 Hz, Fpa); -184,44 - -
185,66 (m, 6F, Fineww). RMN de °C (baseado nas projecedes HSQC ¢ HMBC): & 141,5 (C-
1’a,7’a,8’a,14’a); 131,7 (C-2’a,6’a,9’a,13’a); 129,5 (C-B); 127.9 (C-p); 127,5 (C-
3°.6°,10°,13%); 126,1 (C-4°,5°,11°,12); 125,8 (C-B); 125,2 (C-B); 123,1 (C-17); 122.8 (C-
2°,14’); 122,4 (C-7°,9’); 117,0 (C-18); 49,5 (C-8°); 48,9 (C-1°). UV-Vis em CH,Cly Amax
nm (log €): 411 (5,8) 567 (5,1) 609 (4,9). EMAR FAB m/z 1072,1698 [M]" (calculado
para CsoHa3N4F ;s 1072,1683).”

Composto 4: RMN de '"H (CDCl;, 500,13 MHz): 6 8,64 (d, 2H, J 4,5 Hz, H-7, 13 ou
H-8,12); 8,61 (s, 2H, H-3,17); 8,47 (d, 2H, J 4,5 Hz, H-7,13 ou H-8,12); 8,19 (s, 4H, H-
2°.,7°.,9°,14%); 7,72-7,69 e 7,28-7,25 (2m, 8H, H-3",6’,10°,13* ¢ H-4",5°,11°,12°); 6,68 (s,
2H, H-1°,8”). RMN de "°F (CDCls, 282,38 MHz): & -160,81 (dd, 2F, J 22,6 ¢ 8,5 Hz, Foro);
-161,14 (dd, 4F, J 50,8 e 16,9 Hz, Foro); -175,9 (m, 2F, Fuara); -176,28 (t, 1F, J 21,2 Hz,
Fpara); -184,95 (m, 6F, Fiew); -185,45 (ddd, 2F, J 22,6, 21,2 e 5,6 Hz, Fieta). RMN de Bc
(baseado nas projeccoes HSQC e HMBC): 138,0 (C-1’a,7’a,8’a,14’a); 132,6 (C-
2’a,6’a,9’a,13’a); 127,5 (C-2,7°,9°14°); 127,2 (C-3°,6°,10°,13"); 126,0 (C-4’,5",11",12°);
125,0 e 124,7 (C-7,13 e C-8,12); 115,6 (C-1",8"); UV-Vis em CH,Cl; Amax nm (log €): 424
(5,0) 565 (4,1) 615 (3,9). EMAR FAB m/z 1073,1791 [M+H]" (calculado para CsoH24N4F 5
1073,1791).”

Composto 3: RMN de 'H (CDCls, 500,13 MHz): & 8,66 ¢ 8,43 (2d, 4H, J 4,7 Hz, H-
7,13 e H-8,12); 8,39 (s, 4H, H-2°,14°,7"°,9°"); 7,81 (s, 4H, H-7°,9,2"°,14°"); 7,82-7,80 (m,
4H, H-6°,10°,3*°,13""); 7,79-7,76 (m, 4H, H-3°,13°,6°",10*"); 7,56 (s, 2H, H-1°,8""); 7,47-
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7,39 (m, 8H, H-4°,12°,5",11"" ¢ H-5°,11°,4°",12°"); 5,78 (s, 2H, H-8",1”"). RMN de "C
(baseado nas projeccoes HSQC e HMBC): 141,7 e 141,6 (C-1’a,7’a,14’a,8’a ¢ C-
1”’a,7’a,14’a,8’a); 138,0 (C-2,3,17,18); 131,9 e 131,8 (C-6’a,2’a,9’a,13’a e C-
6’a,2’’a,9"’a,13"’a); 128,0 (C-7,13 ou C-8,12); 127,7 ¢ 127,5 (C-6°,10°,3",13"’); 126,9
(C-7,13 ou C-8,12); 126,35 e 126,29 (C-4°,12°,5°,11" ¢ C-5°,11",4"°,12""); 122,7 (C-
2°,14°,7°,9); 122,6 (C-7°,9°,2>°,14’); 50,4 (C-1°,8""); 49,5 (C-8°,1’). UV-Vis em
CH,Cl; Amax nm (log €): 415 (5,1) 573 (4,4) 612 (4,2). EM FAB m/z 1347 [M+H]".

2.4.3.2.2 Reaccdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com pentaceno, usando radiagdo

de microondas

Num vaso aberto, a uma solugdo de corrol 1 (40 mg, 50,2 pmol) em 1,2,4-
triclorobenzeno (1 mL) adicionou- se 2 equiv de pentaceno (28 mg, 50,2 umol). A reacg¢ao
foi efectuada a poténcia constante de 600 W, a uma temperatura de 190°C, durante 20 min,
ao fim dos quais, o TLC controlo revelou bastante corrol por reagir, pelo que se prolongou
a reaccdo mais 20 min. Apds a separagdo e purificacdo dos compostos, de acordo com o
descrito em 2.4.3.1. obteve-se, por ordem decrescente de Ry o composto 5 (18,6 mg, 34%),

o corrol 1 (3,5 mg, 9%) e o composto 2 (1 mg, 2%).

A reaccdo efectuada em 1,2,4-triclorobenzeno (I mL), mas utilizando apenas 1
equiv. de pentaceno, 1 equiv. de corrol 1 (40 mg, 50,2 umol) e 2 equiv de pentaceno (28
mg, 50,2 pmol). O procedimento seguido (condi¢des reaccionais no aparelho de
microondas e o processo de purificagdo) foi igual ao anterior. Neste caso obteve-se o

composto 5 (17,3 mg, 32%), o corrol 1 (14,1 mg, 36%) e o composto 2 (5,9 mg, 11%).

Na reaccdo efectuada em 1,2-diclorobenzeno (1 mL) utilizou-se 1 equiv. de corrol 1
(40 mg, 50,2 umol) e 2 equiv. de pentaceno (28 mg, 50,2 pmol). O procedimento seguido
(condi¢des reaccionais no aparelho de microondas e o processo de purificacdo) foi igual ao
anterior. Neste caso obteve-se o composto 5 (23,7 mg, 44%), o corrol 1 (13,7 mg, 34%) e o

composto 2 (1,8 mg, 3%).

127



Capitulo 2

Composto 5: RMN de H (CDCls, 300,13 MHz): 6 8,66 (d, 1H, J 3,0 Hz, H-18); 8,15
e 7,76 (2s, 2x1H, H-2’ e H-14"); 8,06 (d, 2H, J 5,0 Hz, H-B); 8,02 (d, 2H, J 5,0 Hz, H-B);
7,88-7,82 (m, H-Ar + H-B); 7,71-7,70 (m, H- Ar); 7,63-7,59 (m, H-Ar); 7,50-7,47 (m, H-
Ar); 7,39 e 7,35 (2s, 2x1H, H-7" ¢ H-9); 7,18-7,15 (m, H-Ar); 6,93-6,90 (m, H-Ar); 5,81
(d, 1H, J 3,3 Hz, H-17); 5,59 (dd, 1H, J; 8,5 Hz, J> 3,3 Hz, H-2); 5,18 (dd, 1H, J; 8,5 Hz, J,
2,8 Hz, H-3); 4,77 (d, 1H, J 2,8 Hz, H-8’); -0,87 e -3.04 (2s, 2x1H, NH). UV-vis em
CHCI3 Amax nm (%): 392 (100%) 566 (10%) 608 (9%) 701 (8%). EM FAB m/z 1075
[M+H]".

2.4.3.3 Reacgdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com antraceno

Esta reac¢@o foi efectuada a partir de uma solugéo de corrol (20,3 mg, 25,5 pmol) em
1,2,4-triclorobenzeno (0,5 mL) e 2 equiv. antraceno (10,0 mg, 56,2 umol) de acordo com o
procedimento geral, durante 6 horas. Depois de terminada a reac¢do, a mistura obtida foi
purificada por cromatografia em coluna. A elui¢do foi iniciada com éter de petrdleo, de
forma a remover o 1,2,4-triclorobenzeno, seguindo-se a eluicdo com uma mistura de éter
de petroleo/diclorometano (3:1). Com esta mistura obteve-se uma frac¢do composta pelos
derivados corrdlicos pretendidos. Esta fracccdo foi, na fase seguinte, purificada por
cromatografia preparativa em camda fina usando a mesma mistura como eluente. Desta
separacdo foram isolados dois compostos maioritarios que se identificaram por ordem

decrescente de R como sendo o corrol 1 (11 mg, 54%) e o composto 7 (2,7 mg, 11%).

Composto 7. RMN de "H (CDCls, 300,13 MHz): 6 9,36 (d, 1H, J 4,2 Hz, H-18); 8,78
(d, 1H, J 4,9 Hz, H-p); 8,71 (d, 1H, J 4,2 Hz, H-17); 8,65 (d, 1H, J 4,5 Hz, H-B); 8,58 (d,
1H, J 4,9 Hz, H-B); 8,47 (d, 1H, J 4,5 Hz, H-B); 7,69-7,66 (m, 2H, H-7,2"); 7,33-7,30 (m,
2H, H-5°,10"); 7,01-6,96 (m, 4H, H-3",4°.8°.9"); 6,84 (s, 1H, H-1"); 5,46 (s, 1H, H-6").
RMN de "*C (CDCls, 75,77 MHz): 8 129,8 (C-B); 128,2 (C-B); 125,8 (C-B); 125,6 (C-
3°.4°,8°,9); 125,5 (C-B); 124,3 (C-2°,7°); 123.9 (C-5°,107); 123,2 (C-17); 117,0 (C-18);
49,9 (C-6); 49,4 (C-17). RMN de '"°F (CDCl;, 282,38 MHz): & -160,62 (dd, 2F, J, 8,46, J
25,38, Foro); -161,02 (dd, 4F, J 5,6 J; 22,6, Foro); -174,16 (t, 1F, J 21,2, F-pra); 176,12 (1,
1F, J 21,2, Fpura); -176,47 (t, 1F, J 21,2, Fpara); -184,57 (dt, 2F, J; 8,5 € J; 22,6, Feta); -
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185,20 (dt, 2F, J, 6,6 ¢ J; 21,9, Fineta); -185,55 (dt, 2F, J, 7.5 e J; 22.6, Fiera). UV-vis em
CHCl3 Amax nm (%): 411 (100%) 567 (18%) 608 (13%). EM FAB m/z 973 [M+H]". EMAR
ESI m/z 973,1404 [M+H]" (calculado para Cs;H,0N4F5 973,1442).

2.4.3.4 Reaccdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com tetraceno

Esta reacg¢do foi efectuada a partir de uma solug@o em 1,2,4-triclorobenzeno (0,5 mL)
de corrol 1 (20,0 mg, 25 pmol) e 2 equiv. tetraceno (11,6 mg, 50,8 umol) de acordo com o
procedimento geral, durante 6 horas. Depois de terminada a reacc¢do, a mistura obtida foi
purificada por cromatografia em coluna. A elui¢do foi iniciada com éter de petrdleo, de
forma a remover o 1,2,4-triclorobenzeno, seguindo-se a eluicdo com uma mistura de éter
de petroleo/diclorometano (3:1). Com esta mistura obteve-se uma frac¢do composta pelos
derivados corrdlicos pretendidos. Esta fracccdo foi, na fase seguinte, purificada por
cromatografia preparativa em camada fina usando a mesma mistura como eluente. Desta
separacdo recolheram-se, por ordem decrescente de Rf o corrol 1 (6,4 mg, 32%), o

composto 6 (7,9 mg, 31%) e a mistura 11 (4,7 mg, 15%).

Composto 6 RMN de H (CDCl;, 300,13 MHz): 6 9,40 (d, 1H, J 4,2 Hz, H-18); 8,79
(d, 1H, J 4,8 Hz, H-B); 8,73 (d, 1H, J 4,2 Hz, H-17); 8,65 (d, 1H, J 4,4 Hz, H-B); 8,58 (d,
1H, J 4,8 Hz, H-B); 8,47 (d, 1H, J 4,4 Hz, H-B); 8,03 (s, 1H, H-2"); 7,76-7,73 (m, 1H, H-
12%); 7,66 (s, 1H, H-7); 7,66-7,63 (m, 2H, H-3 ¢ H-6); 7,40-7,37 (m, 1H, H-9’); 7,31-
7,28 (m, 2H, H-4’ ¢ H-5"); 7,05-7,03 (m, 2H, H-10" ¢ H-11"); 6,97 (s, 1H, H-17); 5,60 (s,
1H, H-8"). RMN de "°C (CDCls, 75,77 MHz): & 145,2 (C-2 ou C-3); 145,1 (C-1a); 141,97
e 141,91 (C-12a e C-6a); 139,4 (C-2 ou C-3); 134,5 (C-16); 131,5 (C-7a ¢ C-11a); 129,5
(C-B); 129,2 (C-19); 128,0 (C-B); 127,5 ¢ 127,3 (C-3 ¢ C-67); 126,1 (C-4’ e C-5"); 125,9
(C-10° e C-117%); 125,8 (C-B); 125,2 (C-B); 124,4 (C-12%); 124,1 (C-9’); 123,3 (C-17);
122,5 (C-27); 122,2 (C-77); 117,1 (C-18); 49,6 (C-8’); 49,1 (C-1°). RMN de "’F (CDCls,
470,54 MHz): 6 -136,47- -136,57 (m, 2F, Foro), -136,73- -136,93 (m, 4F, Foro); -149,92 - -
149,95 (m, 1F, Fpara); -151,93 - -151,97 (m, 1F, Fpa); -152,33 (t, 1F, Fpara, J 21,2 Hz); -
160,31- -160,44 (m, 4F, Fipern); -161,06- -161,10 (m, 2F, Fyera); -160,38- -160,47 (m, 2F,
Fineta). UV-Vis em CHCI3 Apax nm (%): 412 (100%) 568 (21%) 610 (16%). EM FAB m/z
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1023 [M+H]+. EMAR ESI m/z 1023,1555 [MJrH]+ (calculado para CssHpN4Fs
1023,1599).

Mistura 11 RMN de 'H (CDCls, 300,13 MHz,): & 8,66 (d, 2H, H-7,13 ou H-8,12, J
4,8 Hz); 8,44 (d, 2H, H-7,13 ou H-8,12, J 4,8 Hz); 8,25 ¢ 8,22 (2s, 4H, H-2".7"", 2°.7"");
8,00 e 7,97 (2d, 4H, J 7.5 Hz e J 8,1 Hz, H-12°.9"", 12°,9”); 7,74 ¢ 7,72 (2s, 4H, H-
7°,2°°.7°.2°°); 7,77-7,68 (m, 8H, H-3,6°,37°,67°,3°,6°,37°,67"); 7,48 ¢ 7,47 (2d, 4H, J 6,2 Hz
e J 6,9 Hz, H-127,9°,12°.9"); 7,36 (s, 4H, H-1".8",1".8""); 7.41-7,34 (m, 8H, H-
45475745 4”5, 7,22-7,10 (m, 4H, H-10°,11°,10°*,11>°,10°,11°,10"",11°); 5,654
e 5,648 (s, 4H, H-8’,1°*, 8’ 1°"); -2.03 (bs, 6H, NH). RMN de "*C (CDCls, 75,77 MHz,): &
145, ¢ 138,8 (C-8'a,12°a,8a,12’a,8°a,12°a,8°’a,127’a); 142,25, 142,19, 142,15 (C-
2’a6’a2a,67’a,2’a,6’a,2’a,6’a);  131,7, 131,64, 131,57, 131,54  (C-
1’a,7’a,17’a,77’a,1’a,7a,1>’a,7""a); 128,1 (C-7,13 ou C-8,12); 127,4 127,43, 127,36, 126,7,
126,0 (C-3°,6’,37,6,3.,6°,37,6); 1270 (C-7,13 ou C-812); 1262 (C-
4,5°,10°,11°,47,5,10°,11°°,4°,5°,10°,11°,4°°,5°°,10,11°); 1243 (C-9°,12°,9°°,12",
9°,12°,97°,12°%); 122,5 (C-2°,77°,2°,77); 122,4 (C-7°,2°°,7°,2°"); 121,2 (C-2 ou C-3); 121,1
(C-2 ou C-3); 50,7 (C-1,8,1°,8°"); 49,8 (C-8°,1°°,8°,1”"). RMN de'’F (CDCls, 470,54
MHz,): § -136,48 (dd, 12F, J; 56,4 Hz ¢ J, 23,5 Hz, Fono); -150,33 (t, 4F, Fpar, J 18,8 Hz);
-152,49 (t, 2F, Fpar, J 18,8 Hz); -160,57- -160,70 (m, 8F, Finers); -161,49 - -161,58 (m, 4F,
Fineta). UV-Vis em CHCl3 Amay nm (%): 415 (100%) 574 (22%) 612 (16%). EM FAB m/z
1249 [M+H]".

2.4.3.4.1 Reaccdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com 9,10-dimetilantraceno

Esta reac¢@o foi efectuada a partir de uma solugéo de corrol (20,5 mg, 25,7 pmol) em
1,2,4-triclorobenzeno (0,5 mL) e 2 equiv. 9,10-dimetilantraceno (10,8 mg, 52,4 umol) de
acordo com o procedimento geral, durante 6 horas. Depois de terminada a reac¢do, a
mistura obtida foi purificada por cromatografia em coluna. A eluig@o foi iniciada com éter
de petroleo, de forma a remover o 1,2,4-triclorobenzeno, seguindo-se a eluicdo com uma
mistura de éter de petroleo/diclorometano (3:1). Com esta mistura obteve-se uma fraccao

composta pelos derivados corrdlicos pretendidos. Esta fraccdo foi, na fase seguinte,
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purificada por cromatografia preparativa em camada fina usando a mesma mistura como
eluente. Desta separagdo recolheram-se, por ordem decrescente de Ry, o corrol 1 (6,1mg,

30%), o monoaducto 9 (3,0 mg, 12%) e o bis-aducto 10 (3,8 mg, 9%).

Composto 9: RMN de 'H (CDCls, 300,13 MHz): § 9,42 (d, 1H, J 4,3 Hz, H-18); 8,82
(d, 1H, J 4,7 Hz, H-p); 8,77 (d, 1H, J 4,7 Hz, H-17); 8,66 (d, 1H, J 4,7 Hz, H-p); 8,61-8,57
(m, 1H, H-p); 8,47 (d, 2H, J 8,1 Hz, H-2",10°); 8,43 (d, 1H, J 4,3 Hz, H-17); 8,22 (d, 2H, J
8,8 Hz, H-5",7"); 7,55-7,48 ¢ 7,40-7,35 (2m, 2x2H, H-3",4".8°,9"); 3,25 (s, 3H, CH;-1");
1,25 (s, 3H, CH3-6"). RMN de "°F (CDCls, 282,38 MHz): & -160,7 (dd, 2F, J; 22,6, J> 5.6
Hz Foro); -160,20 - 160,29 (m, 2F, Foo); -161,81 - 161,87 (m, 2F, Foro); -174,30 - -
174,41 (m, 1F, Fpary; 175,65 - -175,87 (m, 2F, Fpara); -184,14 - -184,21 (m, 2F, Frer); -
184,82 - -185,11 (m, 2F, Fiew); -185,28 - -185,52 (m, 2F, Fueta). UV-Vis em CHCl3 Apax
nm (%): 411 (100%) 564 (15%) 605 (8%). EM FAB m/z 1001 [M+H]".

Composto 10: EM FAB m/z 1204 [M+H]".

2.4.4 Reaccdes de dimerizacio

Procedimento geral

Num baldo em forma de péra de 25 mL colocou-se o corrol em 0,2-0,3 mL de 1,2,4-
triclorobenzeno. A solugdo foi aquecida, num banho de 6leo, a 200°C, sob atmosfera de
azoto purificado por meio de uma solugdo de Fieser, durante 6 horas. Ao fim desse tempo
efectuou-se o controlo da reac¢do por TLC. Depois de arrefecida a temperatura ambiente,
os componentes da mistura reaccional foram separados por cromatografia em coluna. A
eluicdo foi iniciada com éter de petréleo de forma a remover o 1,2,4-triclorobenzeno.
Prosseguiu-se com a adi¢do do eluente apropriado para separar os varios componentes da
reac¢do. Os componentes da mistura foram posteriormente purificados por cromatografia
preparativa em camada fina utilizando os eluentes adequados para cada caso. Finalmente,
depois de recolhidos e de concentrados, os compostos foram cristalizados em

diclorometano/ n-hexano.
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2.4.4.1 Reaccdo de dimerizagdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol

Esta reacg¢do foi efectuada, num baldo em forma de péra de 25 mL, com uma solugédo
de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (20 mg, 25 umol) em 1,2,4-triclorobenzeno (0,3
mL) foi aquecida a 200°C durante seis horas em atmosfera de azoto. O TLC da mistura
reaccional revelou corrol de partida e trés novos produtos. A mistura reaccional foi
separada por cromatografia em coluna usando como primeiro eluente éter de petroleo para
remover 1,2,4-triclorobenzeno, seguindo-se a eluicdo com uma mistura de éter de
pétroleo/diclorometano 2:1. Os produtos da reac¢do foram posteriormente, purificados em
cromatografia preparativa em camada fina usando como eluente uma mistura de éter de
pétroleo/diclorometano (2:1). Os compostos foram isolados e identificados por ordem
decrescente de Ry, como sendo o composto 12 (2,8 mg, 7%), composto 13 (4,4 mg, 11%) e

o composto 14 (0,8 mg, 2%).

2,3’-bis[5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol] Composto 12. RMN de 'H (CDCl;,
500,13 MHz): 6 9,57 (s, 1H, H-2); 9,20 (d, 1H, J 4,2 Hz, H-18’); 8,83-8,79 (m, 3H, H-);
8,06-8,61 (m, 4H, 3H- B + H-17); 8,56 ¢ 8,59 (2d, 2x1H, J 4,6 Hz, H- B); 8,49 (s, 1H, H-
3); 8,38 (bd, 1H, J 4,2 Hz, H-18); 8,26 (d, 1H, J 4,2 Hz, H-17). RMN de "*C (CDCl;,
125,77 MHz): 8 127,8 (3xC-B); 127,2 (C-p); 126,5 (C-3°, C-B); 125,9 (C-B); 121,8 (C-17);
119,9 (C-27); 117,3 (C-18, C-18’). RMN de "°F (CDCls, 282,38 MHz): & -134,59 - -134,63
(m, 4F, Foro); -134,98 - - 135,22 (m, 6F, Fouo); -135,59 (slargo, 2F, Foro); -149,27 (slargo,
2F, Fpara); -149,79 - - 149,88 (m, 2F, Fpar); -150,46 (slargo, 2F, Fpar);, -158,60 - -158,76
(m, 6F, Fueta); -159,01 - -159,09 (m, 4F, Fiera); -160,52 (slargo, 2F, Fien). UV—vis em
CHCl3 Amax nm (log €): 412 (5,3) 572 (4,6) 625 (4,6). EM FAB m/z 1590 [M]"". EMAR
ESI m/z 796,0737 [M+2H]2+ (calculado para C74H2:NgF39 796,0739).

2,2°,18,18’-bis[5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol] Composto 13. RMN de 'H
(CDCl;, 500,13 MHz): 6 8,92 (s, 4H, H-3,17,3",17°); 8,66 e 8,49 (2d, 2 x 4H, J 4,7 Hz, H-
7,13,7°,13° e H-8,12,8°,12”). RMN de B (CDCl5,125,77 MHz): & 142,6; 136,3; 136,1;
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135,7 (C-2 ou C-1); 129,1; 129,0 (C-2 ou C-1); 127,7 e 126,9 (C-7,13,7°,13° ¢ C-
8,12,8°,12°); 1184 (C-3,17,3°,17°). RMN de "°F (CDCls, 282,38 MHz): & -160,60 - -
160,80 (m, 12F, Foro); -175,01 (t, 4F, J 21,2 Hz, Foura); -175,76 (t, 2F, J 21,2 Hz, Fpara); -
184,26 - -184,42 (m, 7F, Finew); -184,85 - -185,03 (m, 5F, Fiew). UV—vis em CHCls Amax
nm (log €): 396 (5,2) 433 (4,9) 476 (4,9) 723 (5,2). EM FAB m/z 1588 [M]"". EMAR ESI
m/z 795,0663 [M+2H]*" (calculado para C74HaoNsF39 795,0660).

3,3’-bis[5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol] Composto 14. RMN de 'H (CDCl;,
300,13 MHz): 6 9,16 (d, 2H, J 4,2 Hz, H-18, 18°); 9,12 (s, 2H, H-2, 2°); 8,76 e 8,44 (2d,
2x2H, J 4,8 Hz, H-B); 8,73 (d, 2H, J 4,2 Hz, H-17, 17°); 8,54 ¢ 8,31 (2d, 2x2H, J 4,6 Hz,
H-P). RMN de "°C (CDCls, 75,77 MHz): 8 128,5 (C-B); 127,9 (C- B); 126,8 (C-B); 125,9
(C-B); 118,1 (C-2,2°); 117.1 (C-18, 18’). RMN de "F (CDCls, 282,38 MHz): & -160,59
(dd, 3F, J 22,6, 5,6 Hz, Fono); -160,85 - 161,27 (m, 9F, Foro); -175,58 - -175,74 (m, 2F,
Fpara); -176,05 (t, 2F, J 21,2 Hz, Fpan); -177,43 - -177,65 (m, 2F, Fpur); -184,79 - -185,03
(m, 4F, Frew); 185,14 - -185,42 (m, 4F, Few); -186,60 (t, 2F, J 22,6 Hz, Fpew); -187,88
(slargo, 2F, Fiew). UV—vis em CHCl3 Amax nm (log €): 414 (5,2) 575 (4,5) 616 (4,4). EM
FAB m/z 1591 [M+H]". EMAR ESI m/z 796,0735 [M+2H]*" (calculado para C74H2,NgF3g
796,0739).

2.4.4.2 Reaccdo de dimerizagdo de 5,10,15-tris(4-metoxi-2,3,5,6-tetrafluorofenil)corrol

Esta reac¢do foi efectuada, num baldo em forma de péra de 25 mL, com uma solugédo
de corrol 19 (19,7 mg, 23,7 umol) em 1,2 4-triclorobenzeno (0,2 mL), segundo o
procedimento geral. Apods eliminagdo do 1,2,4-triclorobenzeno por elui¢do com n-hexano
em coluna de silica gel, os produtos maioritarios da reac¢do foram retirados da coluna, com
uma mistura de n-hexano/diclorometano (2:3) e os produtos minoritarios com
diclorometano. Os produtos maioritarios da reaccdo foram separados recorrendo a
cromatografia preparativa em camada fina usando como eluente uma mistura de n-
hexano/diclorometano (2:3), tendo-se obtido quatro compostos principais. Os produtos

minoritarios da reac¢do foram separados recorrendo a cromatografia preparativa usando
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como eluente diclorometano. Os compostos obtidos por ordem decrescente de Ry foram: o
corrol de partida 19 (1 mg, 3%), o composto 22 (2 mg, 11%), o composto 23 (1 mg, 5%) ¢
o composto 24 (0,8 mg, 4%).

2,3’-bis[5,10,15-tris(4-metoxi-2,3,5,6-tetrafluorofenil)corrol] Composto 22: RMN
de 'H (CDCl3, 300,13 MHz): § 9,75 (s, 1H, H-2"), 9,22 (d, 1H, J 4,2 Hz, H-18), 8,86 (d,
1H, J 4,8 Hz, H-B), 8,81 (d, 2H, J 4,8 Hz, H-B), 8,69-8,66 (m, 2H, H-17, H-B), 8,64 (d, 1H,
J 4,6 Hz, H-B), 8,63 (s, 1H, H-3), 8,60 (d, 1H, J 4,7 Hz, H-B), 8,48 (d, 1H, J 4,7 Hz, H-p),
8,42-8,41 (m, 1H, H-B), 8,26 (d, 1H, J 4,1 Hz, H-18), 8,22-8,21 (m, 1H, H-pB), 4,44-4,42
(m, 3H, OCHj;), 4,42-4,41 (m, 3H, OCH,), 4,40-4,37 (m, 6H, OCH3), 4,39-4,32 (m, 3H,
OCH3), 4,32-4,31 (m, 3H, OCH3). RMN de "F (CDCl;, 282,38 MHz): § -162,75 - -160,95
(m, 5F, Foro); -163,19 - -163,38 (m, 7F, Fopo); -181,16 - -181,71 (m, 9F, Fipera); -183,86 - -
183,82 (m, 4F, Fieta). UV—=vis em CHCl3 Ay nm (%): 416 (100%) 574 (21%) 621 (20%).
EM FAB m/z 1663 [M + H]".

2,2°,18,18’-bis|[5,10,15-tris(4-metoxi-2,3,5,6-tetrafluorofenil)corrol] Composto 23.
RMN 'H (CDCl;, 300,13 MHz): & 8,93 (s, 4H, H-3,17,3,17), 8,66 ¢ 8,49 (2d, 2x4H, J 4,8
Hz, H-7,13,7°,13’e H-8,12,8°,12°), 4,44-4,43 (m, 12H, OCH3), 4,41-4,30 (m, 6H, OCH3).
RMN de "F (CDCl3, 282,38 MHz): & -162,69 - -162,90 (m, 12F, Foy,); -180,89 (dd, 8F, J;
21,2 Hz J, 5,6 Hz, Fpera); -181,47 (dd, 4F, J; 22,6 Hz J, 8,5 Hz, Fyeta). UV—vis em CHCl;
Amax M (%): 413 (100%) 577 (22%) 619 (21%) 723 (27%). EM FAB m/z 1661 [M+H]".

3,3’-bis[5,10,15-tris(4-metoxi-2,3,5,6-tetrafluorofenil)corrol] Composto 24. RMN
de 'H (CDCls, 300,13 MHz): & 9,27 (s, 2H, H-2, 2°), 9,19 (d, 2H, J 4,3 Hz, H-18, 18),
8,77-8,75 (m, 4H, 3H-B, H-17,17°), 8,54 (d, 2H, J 4,6 Hz, H-B), 8,42 (d, 2H, J 4,9 Hz, H-
B), 8,25 (d, 2H, J 4,4 Hz, H-B), 4,44-4,43 (m, 9H, OCHs), 4,38-4,37 (m, 9H, OCH3). RMN
de "F (CDCls, 282,38 MHz): & -162,62 - -163,08 (m, 8F, Foro); -163,46 - -163,56 (m, 4F,
Foro); -163,51 (dd, 4F, J; 21,2, J> 7,0 Hz, Foro); -181,15 (dd, 2F, J; 22,6, J> 8,5 HZ, Fipera); -
181,38 (dd, 2F, J; 24,0, J> 7,1 Hz, Fieta); -181,68 - -181,83 (m, 5F, Fieta); -183,64 - -
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183,73 (m, 3F, Fieta). UV—vis em CHCl3 Amax nm (%): 416 (100%) 576 (20%) 623 (18%).
EM FAB m/z 1663 [M+H]".

2.4.4.3 Reaccdo de fotodecomposi¢do do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol em vérios

solventes.

Procedimento geral: Solugdes de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (20mg, 25,1
umol) em diferentes solventes (2 mL) foram mantidas sob agitacdo a temperatura
ambiente, e expostas a luz do dia ou a uma lampada de halogéneo de 500 W, durante 30
dias. No caso do uso da lampada, a solugdo de corrol foi irradiada durante 8 horas por dia,
num total de 240 h. A evolugdo das reacc¢des foi monitorizada por TLC ou RMN de 'H, no
caso da reac¢do em cloroformio deuterado. Os compostos resultantes de cada reaccdo
foram isolados e purificados em cromatografia preparativa em camada fina usando como
eluente uma mistura de cloroférmio/éter de petréleo (2:1). Os rendimentos dos compostos

obtidos das varias reac¢des encontram-se descritos na Tabela 7.

Tabela 7 — Rendimentos obtidos nas reac¢des de fotodecomposi¢do em diferentes

solventes
Solvente Corrol 1 (%) Dimero 14 (%) | Trimero 25 (%)
CHCl, 35 28 4
CHCl; 500W 47 18 1
CH,Cl, 50 15 1
CeHsCH; 90 10 |

3,3%,3”’-tris|5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol] Composto 25: RMN de 'H
(CDCls, 300,13 MHz): 6 9,20 (d, 2H, J 4,3 Hz, H-18, 18°"); 9,13 (s, 4H, H-2’, 18’ ¢ H-2,
2’); 8,78-8,77 (m, 4H, H-P); 8,61-8,36 (m, 10H, H-B). RMN de “C (a partir das
projeccdes de HSQC): 6 129,0 (C-B); 126,9 (C-B); 126,8 C-B); 118,0 (C-2,18, C-2°,18" e
C-27,18""). RMN de "F (CDCls, 282,38 MHz): & -160,53 - -161,03 (m, 18F, Foxo); -
175,62 - -176,04 (m, 9F, Fpara); -176,05 (t, 2F, J 21,2 Hz, Finew); -177,43 - -177,65 (m, 2F,
Frneta); -184,79 - -185,03 (m, 4F, Fet); -185,14 - -185,42 (m, 4F, Fiew); -186,60 (t, 2F, J
22,6 Hz, Frpea); -187,88 (m, 2F, Fppern). UV-vis em CHCl3 Apax nm (log €): 414 (5,52) 579
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(4,92) 618 (4,88). EMAR ESI m/z 1193,1007 [M+2H]2+ (calculado para C;;1H3;Nj2F4ss
1193,1033) e m/z 795,7373 [M+3H]>" (calculado para C1Hs N12F4s 795,7379).

2.4.43.1 Reaccdo de fotodecomposicio do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol em

atmosfera de azoto

Uma solugdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (19,7 mg, 24,7 pumol) em
cloroférmio (2 mL), sob atmosfera de azoto (purificado por meio de solugdo de Fieser), foi
mantida sob agitacdo a temperatura ambiente, e exposta a luz de uma lampada de
tungsténio de S00W, 9 horas por dia, durante 30 dias, num total de 270 h. Os compostos
resultantes foram isolados e purificados de acordo com o descrito no procedimento geral.

Foram isolados corrol 1 (14,5 mg, 73%), dimero 14 (2,2 mg, 11%) e o trimero 25
(0,6 mg, 2%).

2.4.4.4 Reacgao de fotodecomposicao do 5,10,15-

tris(pentafluorofenil)corrolatogéalio(Ill)(piridina)

Uma solugdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogélio(III)(piridina) (22,5 mg,
24,0 umol) em cloroférmio deuterado (2 mL) foi mantida sob agitacdo, a temperatura
ambiente e exposta a luz do dia, durante 30 dias. A reaccdo foi monitorizada por TLC e
RMN de 'H. Apés o término da reacgio, os compostos resultantes da mistura reaccional
foram separados e purificados por cromatografia preparativa em camada fina usando como
eluente acetato de etilo/éter de petrdleo/piridina numa propor¢ad de 150:50:1. O composto

maioritdrio obtido foi identificado como sendo o composto 27 (12 mg, 54%).

3,3’-bis[5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(IIl)(piridina)] Composto 27: RMN
de 'H (CDCl; + gotas de CsDsN, 300,13 MHz): § 9,30 (d, 2H, J 4,03 Hz, H-18,18°"); 9,212
(s, 1H, H-2 ou H-27); 9,206 (s, 1H, H-2 ou H-2"); 8,94-8,92 (m, 4H, H-B); 8,84 (d, 2H, J
4,6 Hz, H-); 8,70-8,67 (m, 4H, H-B). RMN de "*C (CDCls, 75,47 MHz): & 117,6 (C-
18,18”); 119,8 (C-2, 2°); 124,0 (C-B); 125,3 (C-B); 127,2 (C-17); 127,4 (C-B); 137,0; 140,7;
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141,3; 143,2; 143,38. RMN de '°F (CDCls, 282,38 MHz): 6 -159,28 (dd, 2F, J; 30,0 Hz, J,
8,5 Hz, Foro); -161,31 - -161,76 (m, 10F, Fono); -177,42 (t, 2F, J 21,2 Hz, Fpan); -177,73 (t,
2F, J 21,2 Hz, Fpara); -179,66 (t, 2F, J 21,2 Hz, Fpu); -185,88 - -186,49 (m, 8F, Frer); -
187,59 - -187,75 (m, 2F, Fiera); -189,19 - -189,29 (m, 2F, Fera). UV-Vis em  Apax nm (log
g) 425 (5,07) 582 (4,16) 616 (4,42). EM-MALDI m/z 1722 [M+H-2py]". EMAR MALDI
m/z 1722,9446 [M+H-2py]+ (calculado para C74H sNgF30Ga, 1722,9471).

2.44.4.1 Reaccdo de fotodecomposi¢do do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol na

presenca de iodo

A uma solugdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (17,8 mg, 24,7 pmol) em
cloroférmio (2 mL), foi adicionado 1 equiv. de iodo (6,5 mg, 25,6 pumol). A mistura
reaccional manteve-se sob agitagdo e exposta a luz de uma lampada de tungsténio de
500W, 9 horas por dia, durante 8 dias, num total de 64 h. Apds o término da reacgdo,
procedeu-se a lavagem da mistura reaccional com uma solugdo de tiossulfato de sodio e a
fase organica foi extraida com diclorometano, seca com sulfato de sodio anidro e
evaporada até a secura. Os componentes do residuo obtido foram separados e purificados
por cromatografia preparativa em camada fina, usando como eluente uma mistura éter de
petréleo/diclorometano (3:1). Os compostos foram isolados e identificados por ordem
decrescente de Ry, como sendo o composto 28 (6,0 mg, 29%), corrol 1 (5,0 mg, 25%),
dimero 14 (0,6 mg, 3%) e o dimero iodado (0,9 mg, 4%).

2-iodo-5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol Composto 28: RMN de 'H (CDCL;,
300,13 MHz): § 9,48 (d, 1H, J 4,2 Hz, H-18); 8,82 (d, 1H, J 4,6 Hz, H-p); 8,77 (s, 1H, H-
3); 8,73 (d, 1H, J 4,6 Hz, H-p); 8,61 (d, 1H, J 4,6 Hz, H-B); 8,57-8,54 (m, 2H, H-B + H-
17). RMN de "C (a partir das projecedes de HSQC): & 126,9 (C-p + C-17); 125,4 (C-p);
120,9 (C-3); 117,1 (C-18). RMN de "’F (CDCls, 282,38 MHz): 6 -160,7 (2F, dd, J; 24,0, J,
8,6 Hz, Foro); -161,0 (2F, dd, J; 22,6, J; 8,6 Hz, Foro); -161,35 (2F, dd, J; 23,5, J; 10,3 Hz,
Foro); -175,1 (t, 1F, J 18,9 Hz, Fpan); -175,4 (t, 1F, J 20,6 Hz, Fpur); -175,7 (t, 1F, J 20,9
Hz, Fpur); -184,46 - -184,83 (m, 4F, Fpew); -184,91 - 185,09 (m, 2F, Fpea). UV-vis
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(CHCl3) Amax nm (log €): 411 (5,63) 423 (5,63) 561 (4,84) 608 (4,63) 635 (4,41). EM
MALDI m/z 922 [M]"*

2.4.5 Reaccoes de Oxidagcao com PIDA

Procedimento Geral

A uma solugdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (20 mg) em cloroférmio (20
mL) adicionou-se 0,5 - 1 equiv. de PIDA. A mistura reaccional foi mantida sob agitagao,
num banho de dgua a 25°C, sob atmosfera de azoto, na auséncia de luz, durante 1 hora.
Procedeu-se ao término da reaccdo, aplicando directamente a mistura reaccional num topo
de uma coluna cromatografica, procedendo-se a elui¢do dos seus componentes, usando
como eluente, uma mistura éter de petréleo/cloroformio numa proporcao de (3:1). Quando
necessario, os compostos obtidos foram posteriormente purificados, recorrendo a

cromatografia preparativa em camada fina, usando o mesmo eluente.

2.4.5.1 Reaccdo de Oxidagdo com PIDA

A uma solugdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (16,3 mg, 20,5 pmol) em
cloroformio (20 mL) adicionou-se 1 equiv. PIDA (6,5 mg, 20,1 pmol). A mistura
reaccional foi mantida sob agitacdo, num banho de dgua a 25°C, sob atmosfera de azoto, na
auséncia de luz, durante 1 hora. Procedeu-se ao término da reaccdo, aplicando
directamente a mistura reaccional num topo de uma coluna cromatografica, procendendo-
se a eluicdo dos seus componentes, usando como eluente, uma mistura éter de
petrdleo/cloroformio numa propor¢do de (3:1). Os compostos obtidos foram
posteriormente purificados, recorrendo a cromatografia preparativa em camada fina,
usando o mesmo eluente

Os compostos foram isolados e identificados por ordem decrescente de Ry como

sendo o corrol 1 (4,6 mg, 28%), dimero 14 (2,0 mg, 12%), e o composto 29 (1,6 mg, 9%).
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A reaccdo realizada com 0,5 equiv. de PIDA foi efectuada a partir de uma solugdo de
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (20,3 mg, 25,5 pmol) em cloroférmio (20 mL) e 0,5
equiv. de PIDA (4,1 mg, 12,7 umol), de acordo com o procedimento anterior.

Os compostos foram isolados e identificados por ordem decrescente de Ry como

sendo o corrol 1 (6,8 mg, 33%), dimero 14 (2,5 mg, 12%), e o composto 29 (1,2 mg, 6%).

Composto 29: RMN de "H (CDCls, 300,13 MHz) ¢ 8,26 (1H, bs, NH); 6,88 (2H, d, J
5,7 Hz, H-3,17); 6,66 (2H, d, J 4,4 Hz, H-7,13 ou H-8,12); 6,38 (2H, d, J 4,4 Hz, H-7,13
ou H-8,12); 6,32 (2H, d, J 5,7 Hz, H-2,18). RMN de *C (CDCl;, 75,47 MHz): 170,9
(C=0); 152,9 e 143,2 (C-6,9,11,14); 141,9 (C-2,18); 136,7 (C-3,17); 129,2 ¢ 121,9 (C-7,13
e C-8,12). RMN de "F (CDCls, 282,38 MHz): & -160,86 (dd, 4F, J; 19,7 Hz, J, 6,8 Hz,
Forto); -161,03 - -161,14 (m, 2F, Foro); -173,8 (t, 1F, J 20,7 Hz, Fpan); -174.,4 (t, 2F, J 20,6
Hz, Fpara); -183,25 - -183,44 (m, 8F, Fieta). UV-vis (CH2Cly) Amax nm (log €): 318 (4,04)
382 (4,21) 613 (3,89). EM MALDI m/z 829 [M+H]".

2.4.6 Reaccoes de corrois com iletos de azometino

2.4.6.1 Reaccdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogéalio(III)(piridina) com ileto de

azometino

A uma solucdo de 1 equiv. de paraformaldeido (0,8 mg, 22,6 umol) e 1,1 equiv. de
N-metilglicina (2,3 mg, 25,8 umol) em tolueno adicionou-se
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(IlI)(piridina) (21,3 mg, 22,6 umol). A mistura
reaccional foi mantida sob aquecimento a uma temperatura de 80°C, sob atmosfera de
azoto e sob-agitacdo, durante 2 horas. A reac¢do foi monitorizada por TLC. Apos as 2
horas de reac¢do procedeu-se a adi¢do de mais 1 equiv. de sarcosina (2,3 mg, 25,8 umol) e
1,4 equiv. de paraformaldeido (1,0 mg, 33,3 pumol), permanecendo a mistura reaccional a
80°C por mais 2 horas.

Ao fim de um total de 4 horas terminou-se a reac¢do e procedeu-se a separagcdo dos

componentes da mistura reaccional em cromatografia preparativa em camada fina usando
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como eluente uma mistura de acetato de etilo:éter de petrdleo:piridina na proporcao
(50:65:1),respectivamente.

Os compostos obtidos, por ordem decrescente de Ry, foram: o corrol 26 recuperado
(13,6 mg, 65%), o composto 30 (2,9 mg, 15%) e o composto 31 (3,1 mg, 17%)

Quando necessario os compostos foram posteriormente purificados em cromatografia
preparativa em camada fina usando como eluente uma mistura de acetato etilo:éter de

petroleo:piridina na proporgdo (50:65:1), respectivamente.

2-[(NV,N’-dimetilamino)metil]-5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(I1I)(piridi-
na) Composto 30: RMN de 'H (CDCls + gotas de CsDsN, 300,13 MHz): 6 9,32 (d, 1H, J
4,1 Hz, H-18); 8,86 (d, 2H, J 4,6 Hz, H-PB); 8,80 (d, 1H, J 4,1 Hz, H-17); 8,75 (s, 1H, H-3);
8,65 (d, 2H, J 4,6 Hz, H-B); 5,10 (s, 2H, CH,); 2,70 (s, 6H, 2xCH3). RMN de "*C (CDCls,
CDCls, baseado nas projecgdes de HSQC e HMBC): 6 149.4; 143,2; 140,6; 127,4; 125,0
(C-5,6,9,10,11,14,15); 135,2 (C-1,19); 128,9 (C-4); 127,4 (2xC-B); 125,0 (C-17, C-3);
123,4 (2xC-B); 118,4 (C-18); 56,7 (CHy); 45.0 (2xCHj3). UV-Vis em CHCl3, Amax nm (%):
422 (100%) 579 (13%) 595 (15%). EM-MALDI m/z 919 875 (NCH;CH,) [M]". EMAR
ESI m/z 920,0425 [MJrH-py]+ (calculado para C49H6NsF;sGa 920,0422).

3-[(V,N’-dimetilamino)metil]-5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(I11)(piridi-
na) composto 31: RMN de 'H (CDCl; + gotas de CsDsN, 300,13 MHz): 6 9,07 (d, 1H, J
4,1 Hz, H-18); 8,99 (s, 1H, H-2); 8,74 (d, 1H, J 4.5 Hz, H-B); 8,66 (d, 1H, J 4.1 Hz, H-17);
8,62 (d, 1H, J 4,6 Hz, H-B); 8,52 (d, 1H, J 4.5 Hz, H-B); 8,48 (d, 1H, J 4.6 Hz, H-p); 4,03
(s, 2H, CH,); 2,09 (s, 6H, 2xCHj3). RMN de B (CDCls, baseado nas projecgdes de HSQC
e HMBC): 6 142,6; 140,7; 139,4; 134,7; 133,7; 127,1 (2xC-B); 124,7 (C-17); 123,3 (2xC-
B); 120,2 (C-2); 118,0 (C-18); 58,5 (CH,); 45,3 (2xCH3). RMN de "°F (CDCl;, 282,38
MHz): § -161,40- -161,59 (m, 6F, Fy,), -177,60 (t, 1F, J 21,2 Hz, Fpar), -177,79 (t, 1F, J
21,2 Hz, Fpara), -178,97 (t, 1F, J 21,2 Hz, Fpa), -186,02 (dt, 2F, J; 22,6 Hz, J> 9,4 Hz,
Frrewa), -186,37 (dt, 2F, J; 23,3 Hz, J> 7,5 Hz, Fpe1a), -187,80 - -188,00 (m, 2F, Fdpera). UV-
Vis em CHCI3 Amax nm (%): 421 (100%) 576 (11%) 593 (14%). EM MALDI m/z 919 875
(NCH;CH,) [M]". EMAR ESI m/z 920,0413 [M+H-py]" (calculado para C4HsNsF5Ga
920,0422).
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2.4.6.2 Reaccdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(Ill)(piridina) com a
N-(Porfirina-2-ilmetil)glicina 32

A uma solugdo de 1,5 equiv. paraformaldeido (1 mg, 33,3 umol) e 0,33 equiv. de
N-(Porfirina-2-ilmetil)glicina 32 (5,4 mg, 7,1 umol) em tolueno (0,5 mL) adicionou-se 1
equiv. 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatogalio(IIl)(piridina) (17,0 mg, 18,0 pumol). A
mistura reaccional foi mantida sob aquecimento a uma temperatura de 80°C, sob atmosfera
de azoto e sob-agitacdo, durante 2 horas. A reac¢do foi monitorizada por TLC. Apos 2
horas, terminou-se a reac¢do e procedeu-se a separacdo dos componentes da mistura
reaccional em cromatografia preparativa em camada fina usando como eluente uma
mistura de acetato etilo:éter de petroleo:piridina na proporg¢ao (50:65:1), respectivamente.

Os compostos obtidos, por ordem decrescente de Rg, foram: o corrol 26 recuperado
(9,0 mg, 53%), a diade 33 (1,0 mg, 10%) e a diade 34 (3,1 mg, 13%)

Quando necessario os compostos foram posteriormente purificados em cromatografia
preparativa em camada fina usando como eluente uma mistura de acetato etilo:éter de

petroleo:piridina na proporg¢ao (50:65:1), respectivamente.

Diade 33: RMN de 'H (CDCl; + gotas de CsDsN, 300,13 MHz): 9,01 (s, 1H, H-3);
8,90 (d, 1H, J 4,0 Hz, H-18); 8,85 (d, 2H, J 4,4 Hz, H-B); 8,68-8,64 (m, 5H, H-B); 8,60-
8,58 (m, 3H, H-B); 8,62 (s, 1H, H-3"); 8,54 (d, 1H, J 4,0 Hz, H-17"); 8,00-7,91 (m, 10H,
8H-Aroro + 2H-Arpara); 7,72-7,64 (m, 4H, H-Arpew); 7,46-7,44 (m, 2H, H-Arprn); 7,16-
6,99 (m, 4H, H-Armew); 5,24 (s, 2H, H-2); 4,28 (s, 2H, H-2"); 2,03 (s, 3H, N-CH3). RMN
de °C (CDCl;, baseado nas projec¢des HSQC): 135,5 (C-18, C-B, C-3); 133,49 (C-3");
133,5-132,5 (C-Aforo, C-Alpara); 126,9 (C-Almeta, C-Alpara); 124,6 (C-17); 123,1 (C-B); 49,1
(C-2%); 47,5 (C-2"); 45,9 (N-CH3). RMN de "F (CDCls, 282,38 MHz): & -161,41 (dt, 6F,
J123,3,J> 5,6 Hz, Foro,). -177,28- -177,66 (m, 3F, Fpara); -185,84 - - 186,27 (m, 6F, Fpeta).
UV-vis em CHCI3 Apax nm (%): 423 (100%) 532 (8%) 571 (9%) 594 (8%). EM ESI m/z
1590 [M+H]".

Diade 34: RMN de 'H (CDCIl; + gotas de CsDsN, 300,13 MHz): 6 9,18 (s, 1H, H-3);
8,94 (d, 1H, J 4,0 Hz, H-18"); 8,83 (d, 2H, J 4,6 Hz, H-B); 8,79 (d, 2H, J 4,6 Hz, H-P); 8,71
(s, 1H, H-2"); 8,38 (d, 1H, J 4,0 Hz, H-17’); 8,71-8.68 (m, 3H, H-B); 8,63-8,61 (m, 3H, H-
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B); 7,96-7,91 (m, 6H, H-Arpa); 7,84-7,81 (m, 2H, H-Arpr); 7,68-7,61 (m, H-Atpyr, + H-
Almew); 7,39-7,37 (m, H-Armew); 4,95 (s, 2H, H-2%); 3,89 (s, 2H, H-2"); 2.03 (s, 3H, N-
CH3;). RMN de "C (CDCl; baseado na projecgio HSQC): & 134,5 (C-3°); 132,5 (C-2);
132,5 (C-B); 135,7, 133,7, 132,6, 132,5, 127,1 (C-Arloro, C-Almeta, C-Alpara); 127,1 (C-P);
126,9 (C-Afmeta, C-Alpara); 124,5 (C-17); 123,4 (C-); 123,1 (C-B); 119,4 (C-18); 57,6 (C-
2"); 56,0 (C-2°); 43,7 (N-CH3). RMN de "F (CDCls, 282,38 MHz): & -161,41 (dt, 6F, J;
23,3, J; 5,6 Hz, Fono); -177,22- -177,47 (m, 2F, Fpar); -177,69 (t, 1F, J 21,0 Hz, Fpar); -
185,86 - - 186,08 (m, 4F, Finew); - 186,19- -186,38 (m, 2F, Fiew). UV-Vis em CHCls Apax
nm (%): 423 (100%) 532 (8%) 571 (9%) 594 (8%). EM ESI m/z 1590 [M+H]".

2.4.6.3 Reacgdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com ileto de azometino

A uma solu¢do de paraformaldeido (3-5 equivalentes) e N-metilglicina (1-2
equivalentes) em tolueno seco (0,5 mL — 9 mL) adicionou-se 5,10,15-
tris(pentafluorofenil)corrol (20 mg, 25,1 pumol). A mistura reaccional foi mantida sob
aquecimento a uma temperatura de 80°C, sob atmosfera de azoto e sob-agita¢do. A reaccdo
foi monitorizada por TLC. Apods cinco horas, a reac¢do foi dada como terminada e
procedeu-se a separagdo dos componentes da mistura reaccional em cromatografia
preparativa em camada fina usando como eluente uma mistura de acetato etilo:cloroférmio
(9:1). O tnico composto isolado foi um composto verde bastante polar, identificado como

sendo o composto 35. Os rendimentos obtidos encontram-se na Tabela 5.

Composto 35 RMN de 'H (CDsCOCDs, 500,13 MHz a 25°C e a 10°C): & 8,51 (d,
2H, H-7,13 ou H-8,12, J 4,4 Hz); 8,35 (d, 2H, H-7,13 ou H-8,12, J 4,4 Hz); 7,75 (s, 2H, H-
3,17); 6,08 (sinal largo, 2H, CH; (-10°C)); 5,50 (sinal largo, 2H, CH; (-10°C)); 1,15 (s, 6H,
CH3). RMN de "°C (CD;COCDs3, 125,77 MHz): 143,1 e 142,6 (C-9,11 e C-6,14); 140,8 ¢
134,2 (C-1 e C-19); 126,5 (C-7,13 ou C-8,12); 125,6 (C-7,13 ou C-8,12); 120,1 (C-3,17);
119,4 (C-2 ou C-18); 119,1 (C-2 ou C-18); 69,34 (CH,); 69,33 (CHy); 29,0 (CH3). RMN de
PF (CD;COCD;3, 282,38 MHz); -163,6 (dd, 6F, J; 23,9 Hz ¢ J; 7,1 Hz, Foro); -181,48 (t,
2F, J 21,2, Fpara); - 181,96 (t, 1F, J 19,7, Fpara); -189,06 (dt, 4F, J; 22,6 Hz, J, 19,7 Hz e J;
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8,5 Hz, Fiewa); -189,65 (dt, 2F, J; 21,2 Hz, J, 19,7 Hz e J; 8,5 Hz, Fiew). UV-Vis em
acetona Aym nm (log €): 426 (4,83) 594 (3,98) 623 (4,42). EM ESI m/z 866 [M]"".

2.4.7 Reacc¢ao de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com ileto de azometino em

alcoois

Procedimento Geral

Num baldo de 25 mL em forma de péra dissolveu-se o paraformaldeido, a N-
metilglicina em 3 mL do 4lcool adequado. A essa solucdo adicionou-se o
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (20 mg, 25 pumol). A mistura reaccional permaneceu
sob atmosfera de azoto e agitacdo, durante 5 horas a 80° C. Depois de arrefecida a
temperatura ambiente, a mistura reaccional foi levada a secura, com a ajuda do evaporador
rotativo, o residuo foi retomado em diclorometano ou cloroféormio. No caso do 1-octanol,
procedeu-se a sua remog¢ao do meio reaccional por arrastamento de vapor, num evaporador
rotativo. A separacdo e a purificacdo dos compostos obtidos foram efectuadas por
cromatografia preparativa em camada fina, usando o eluente adequado para cada caso. Os

compostos isolados foram cristalizados em diclorometano/n-hexano.

2.4.7.1.1 Reaccdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com ileto de azometino em

metanol

A uma solugdo de 5,0 equiv. de paraformaldeido (3,8 mg, 127 pmol) e 2,1 equiv. de
N-metilglicina (4,7 mg, 52,8 umol) em metanol seco (3 mL), foi adicionado 1 equiv. de
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (20,2 mg, 25,4 umol), de acordo com o procedimento
geral. A separacdo e purificagdo dos compostos obtidos foram efectuadas por
cromatografia preparativa em camada fina usando como eluente uma mistura de n-
hexano/diclorometano (2:1). Os compostos obtidos, por ordem decrescente de Ry, foram: o
corrol 1 recuperado (8,4 mg, 42%), o composto 36 (1 mg, 5%), o composto 37 (1,3 mg,
2%), o composto 38 (0,7 mg, 3%) e o composto 39 (0,9 mg, 5%).
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2-metoximetil-5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol Composto 36: RMN de 'H (CDCls,
300,13 MHz): ¢ 9,15 (d, 1H, J 4,2 Hz, H-18); 8,78-8,77 (m, 2H, H-B); 8,60 (d, 2H, J 4,6
Hz, H-P); 8,56 (d, 1H, J 4,2 Hz, H-18); 8,48 (s, 1H, H-3); 5,81 (s, 2H, CH,, H-3"); 3,77 (s,
3H, CH;, H-3’). RMN de "F (CDCls, 282,38 MHz): & -160,73- -161,3 (m, 6F, Foqo); -
175,6 (m, 3F, Fpara); -184,9 - -185,2 (m, 6F, Feta). UV-Vis em CHCI3 Apax nm (%): 409
(100%) 565 (18%) 605 (12%). EM MALDI m/z 840 [M]"".

Composto 37: EM ~MALDI m/z 884 [M]™".

2,3,17-tris(metoximetil)-5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol Composto 38: RMN de 'H
(CDCl3,300,13 MHz): 8 9,11 (s, 1H, H-18); 8,62 (d, 1H, J 4,6 Hz, H-B); 8,61 (d, 1H, J 4,6
Hz, H-p); 8,51 (d, 2H, J 4,6 Hz, H-B); 5,79 (s, 2H, H-2"); 5,05 (s, 2H, H-17"); 5,02 (s, 2H,
H-3"); 3,74 (s, 3H, H-2%); 3,38 (s, 3H, H-17°); 3,28 (s, 3H, H-3%). RMN de "*C (CDCl;,
baseado na projec¢do de HSQC): 6 131,9, 131,2, 128,5 (C-4,16,19); 127,1 (C-1); 126,4 (C-
B); 128,5 (C-B); 119,0 (C-18); 68,4 (C-17"); 66,1 (C-2"); 65,0 (C-3"); 58,8(C-2%); 58,1 (C-
17° e C-3%). RMN de "°F (CDCls, 282,38 Hz): 6 -160,7 (2F, dd, J; 25,4, J; 8,5 Hz, Foro); -
160,81 - -160,89 (2F, m, Foro); -161,21 - -161,27 (2F, m, Foro); -175,87- - 176,06 (m, 2F,
Fpar); -176,20 (2F, dd, J 19,7 Hz, Fpar); -185,26 - -185,45 (m, 2F, Finera); -185,75 - -186,04
(m, 4F, Frew). UV-Vis em CHCl3 Amax nm (%): 411 (100%) 427 (78%) 573 (21%) 609
(15%). EM MALDI m/z 928 [M]". EMAR ESI m/z 929,15831 [M+H]" (calculado para
C41Ha4F 1sN4O3 929,15571).

Composto 39: EM -MALDI m/z 928 [M]™".

2.4.7.1.2 Reacgdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com ileto de azometino em

metanol

A uma solugdo de 9,2 equiv. paraformaldeido (7,1 mg, 237 umol) e 4 equiv. de N-
metilglicina (9,0 mg, 101 umol) em metanol seco (3 mL), foi adicionado 1 equiv. de
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (20,0 mg, 25,1 umol), de acordo com o procedimento

geral. A separacdo e purificagdo dos compostos obtidos foram efectuadas por
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cromatografia preparativa em camada fina usando como eluente uma mistura de n-
hexano/diclorometano (2:1). Os compostos obtidos, por ordem decrescente de Ry, foram: o

composto 39 (3 mg, 13%) e o composto 40 (1 mg, 5%).

2,3,17,18-tetra(metoximetil)-5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol Composto 40.
RMN de 'H (CDCls, 300,13 MHz): § 8,48 (d, 2H, J 4,8 Hz, H-); 8,34 (d, 2H, J 4,8 Hz, H-
B); 5,68 (s, 4H, H-18', H-2"); 4,97 (s, 4H, H-17',3"); 3,71 (s, 6H, H-18% H-2%); 3,28 (s, 6H,
H-17°,3%. RMN de "°C (CDCls, baseado na projecgdo de HSQC): & 129,3 (C-); 127.2 (C-
B); 65,4 (C-2',18"); 65,1 (C-3',17"); 58,6 (C-2°,18%); 58,2 (C-3°,17°). RMN de "F (CDCls,
282,38 MHz): & -160,67 - -160,72 (m, 6F, Foro); -176,05 - 176,30 (m, 3F, Fpara); -185,23- -
185,36 (2F, m, Fppera); -186,06 - -186,16 (4F, m, Fiera). UV-vis em CHCl3 Apax nm (%): 409
(100%) 430 (68%) 579 (27%) 610 (24%). EM MALDI m/z 972 [M]"". EMAR ESI m/z
973,18655 [M+H]" (calculado para C4sHagF15N4O4 973,18244).

2.4.7.1.3 Reac¢do de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com ileto de azometino em 1-

propanol

A uma solugdo de 5,2 equiv. paraformaldeido (4,1 mg, 137 pmol) e 2,1 equiv. de N-
metilglicina (4,9 mg, 55,1 umol) em 1-propanol (3 mL) foi adicionado 1 equiv. de 5,10,15-
tris(pentafluorofenil)corrol (20,7 mg, 26,0 umol), de acordo com o procedimento geral. A
separacdo e purificagdo dos compostos obtidos foram efectuadas por cromatografia
preparativa em camada fina usando como eluente uma mistura de n-hexano/diclorometano
(2:1). Os compostos obtidos, por ordem decrescente de R¢, foram: o composto 41 (2,5 mg,

10%) e o composto 42 (4,2 mg, 15%).

A reacgdo realizada com maior excesso de paraformaldeido e sarcosina foi efectuada
a partir de uma solucdo de 10,1 equiv. paraformaldeido (9,1 mg, 303 umol) e 4,1 equiv. de
N-metilglicina (10,6 mg, 119 pumol) em I-propanol (3 mL), a qual foi adicionado 1 equiv.
de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (21,5 mg, 27,0 pmol), de acordo com o

procedimento geral. A separacdo e purificacdo dos compostos foram efectuadas segundo o
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procedimento anterior. Os compostos obtidos foram: o composto 41 (1,1 mg, 4%) e o

composto 42 (11,7 mg, 40%).

2,3,17-tris(propoximetil)-5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol Composto 41 RMN
de "H (CDCls, 300,13 MHz): & 9,17 (s, 1H, H-18); 8,62 (d, 1H, J 4,6 Hz, H-p); 8.61 (d,
1H, J 4,6 Hz, H-B); 8,51 (d, 2H, J 4,6 Hz, H-B); 5,87 (s, 2H, H-2"); 5,11 (s, 2H, H-17");
5,09 (s, 2H, H-3"); 3,89 (t, 2H, J 6,7 Hz, H- H-2%); 3,41 (t, 2H, J 6,9 Hz, H-17°); 3,32 (t,
2H, J 6,9 Hz, H-3%); 1,83 (sex, 2H, J 7,0 Hz, H-2%); 1,68-1,57 (m, 4H, H-3*,17%); 1,02 (t,
2H, J 7,4 Hz, H-2%); 0,91 (t, 2H, J 7,7 Hz, H-17°); 0,86 (t, 2H, J 7,7 Hz, H-3"). RMN de
BC (CDCls, 75,14 Hz): & 148,2-113,6 (C-anéis pentafluorofenilo); 131,1 (C-19, C-1);
129,02 (C-16); 127,2 (C-17); 126,3 ¢ 127,3 (C-7,13 e C-8,12); 119,5 (C-2); 119,3 (C-18);
72,6 (C-3°,17%); 70,0 (C-2%); 66,7 (C-17"); 64,6 (C-2"); 63,4 (C-3"); 23,2 (C-2%); 22,86 ¢
22,80 (C-3*17%); 10,84 (C-2%); 10,44 ¢ 10,41 (C-3°,17°). RMN de "F (CDCl;, 282,38
MHz): 5 -160,67 (4F, dd, J; 24,0 e J; 14,1 Hz, Fono); -161,09 (2F, d, J 22,6, Foro); -176,29
(3F, t, J 21,1, Fpara); -185,31- -185,50 (2F, m, Finera); -185,64- -185,83 (4F, m, Fpnera). UV-
vis em CHCl3 Amax nm (log €): 411 (5,04) 427 (4,93) 569 (4,31) 610 (4,15). EM MALDI
m/z 1012 [M]"".

2,3,17,18-tetra(propoximetil)-5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol Composto 42
RMN de 'H (CDCls, 300,13 Hz): & 8,49 e 8,36 (2d, 2x2H, J 4,7 Hz, H-7,13 ¢ H-8,12); 5,77
(s, 4H, H-2",18"); 5,05 (s, 4H, H-3",17"); 3,80 (t, 4H, J 6,6 Hz, H-2,18%); 3,31 (t, 4H, J 6,9
Hz H-3°,17°); 1,79 (sex., 4H, J 7,0 Hz, H-2*,18%); 1,55 (sex., 4H, J 7.2 Hz, H-3*,17"); 1,02
(t, 6H, J 7,4 Hz, H-2",18%); 0,86 (t, 6H, J 7,44 Hz, H-3°,17°). RMN de "°C (CDCls, 75,77
MHz): & 148,2-113,4 (C-anéis pentafluorofenilo) 145,9 e 142,9 (C-6,14 e C-9,11); 130,6
(C-2,18); 130,3 (C-4,16); 126,8 (C-3,17); 129,1 ¢ 127,0 (C-7,13 ¢ C-8,12 ); 124,9 (C-1,19);
72,9 (C-2°,18%); 72,8 (C-3°,17°); 63,8 (C-2",18"); 63,5 (C-3",17"); 23,2 (C-2*,18%); 22,8 (C-
3*.17%; 10,9 (C-2°,18); 10,4 (C-3°,17°). RMN de "F (CDCls, 282,38 Hz): & -160,40 (4F,
dd, J; 25,1, J> 5,6 Hz, Fono); -160,62 (2F, dd, J; 25,4, J> 8,5 Hz, Fono); -176,35 (3F, t, J
19,7, Fpara); -185,38 (2F, dd, J; 21,2, J; 8,5 Hz, Finew); -185,92 (4F, dd, J; 22,6, J; 5,6 Hz,
Fineta). UV-Vis em DMF A (log €) 430 (5,19) 442 (5,23) 594 (4,38) 628 (4,69). EM
MALDI m/z 1084 [M]"".
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2.4.7.1.4 Reaccdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com ileto de azometino em 1-

octanol

A uma solucdo de 10 equiv. de paraformaldeido (7,8 mg, 260 umol) e 4 equiv. de N-
metilglicina (9,3mg, 140 pumol) em I-octanol (3 mL), foi adicionado 1 equiv. de
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (19,5 mg, 24,5 umol), de acordo com o procedimento
geral. Apds o término da reac¢do, adicionou-se a mistura reaccional dgua destilada e
procedeu-se a remoc¢do do 1-octanol por arrastamento de vapor, a pressdo reduzida. De
seguida, a mistura reaccional foi dissolvida em diclorometano ¢ lavada com agua. A fase
organica foi extraida com diclorometano e seca através de sulfato de sodio anidro. O
residuo obtido apos evaporacdo do solvente foi purificado por cromatografia preparativa,
usando como eluente uma mistura de n-hexano/diclorometano (4:1). Os compostos
obtidos, por ordem decrescente de Ry, foram: composto 43 (17%), composto 44 (16%) e o

composto 45 (29%).

A reacgdo realizada com maior excesso de paraformaldeido e sarcosina foi efectuada
a partir de uma solugdo de 15 equiv. paraformaldeido (15,3 mg, 510 umol) e 6 equiv. de N-
metilglicina (12,5 mg, 140 umol) em de I-octanol (3 mL), foi adicionado 1 equiv. de
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (20,2 mg, 25,4 umol), de acordo com o procedimento
geral. A separacdo e purificagdo dos compostos foram efectuadas segundo o procedimento
anterior. Os compostos obtidos foram: o composto 43 (9%), o composto 44 (13%) e o

composto 45 (35%).

2,3,18-tris(octiloximetil)-5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol Composto 43: RMN
de 'H (CDCls, 300,13 Hz): 6 8,64 (d, 1H, J 4,8 Hz, H-B); 8,56 (d, 1H, J 4,8 Hz, H-B); 8,46
(bs, 3H, H-17+2 H-B); 5,89 (s, 2H, H-2" ou H-18"); 5,78 (s, 2H, H-2' ou H-18"); 5,06 (s,
2H, H-17"); 3,81 (t, 4H, J 6,7 Hz, H-2*,18%); 3,37 (t, 2H, J 6,9 Hz, H-3%); 1,73 (sex., 4H, J
7,4 Hz, H—24,184); 1,64 - 1,23 (m, H-cadeia carbonada); 0,92-0,76 (m, ,23 (m, H-cadeia
carbonada). RMN de "*C (CDCls, baseado na projecgdo HSQC): & 128,6 (C-p); 126,7 (C-
B); 121,0 (C-17); 71,3 (C-2°,3%,18%); 66,8 (C-2' ou C-18"); 63,5 (C-2"' ou C-18' ¢ C-17");
31,7, 29,6, 26,2, 22,6, 19,7 (C-cadeia carbonada). RMN de '°F (CDCls, 282,38 Hz): & -
160,45 (2F, dd, J; 22,6 € J> 5,6 Hz, Foo); -160,63 (2F, dd, J; 25,4 € J> 8,5 Hz, Fono); -
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160,92 (2F, dd, J; 22,6 € J> 5,6 Hz, Foro); 175,73 (1F, t, J 19.7, Fpura); -176,17- -176,41
(m, 2F, Fpa); -184,9 (2F, dd, J; 19,7¢ J5 5,6 Hz, Frew); -185,4 (2F, dd, J; 22,6 € J> 8,5 Hz,
Few); -185,8 (2F, dd, J; 25,4 € J5 5,6 Hz, Few). UV-vis em CHCL Amax nm (%): 411
430(100) 578 (15%) 607 (20%) 665 (15%). EM MALDI m/z 1222 [M]"".

2,3,17-tris(octiloximetil)-5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol Composto 44: RMN
de "H (CDCl;, 300,13 Hz): & 9,18 (s, 1H, H-18); 8,63- 8,60 (m, 2H, H-p); 8,52-8,50 (m,
2H, H-B); 5,86 (s, 2H, H-2"); 5,11 (s, 2H, H-3' ou H-17"); 5,09 (s, 2H, H-3' ou H-17"); 3,91
(t, 2H, J 6,6 Hz, H-2%); 3,44 (t, 2H, J 7,0 Hz, H-3’ ou H-17°); 3,36 (t, 2H, J 7,1 Hz, H-3’ ou
H-173); 1,78-1,73 (m, 7H, H-cadeia carbonada); 1,52-1,43 (m, 14H, H-cadeia carbonada).
UV-vis em CHCl3 Apex nm (%): 413 429 (100%) 577 (20%) 614 (20%) 657(15%). EM
MALDI m/z 1222 [M]"™".

2,3,17,18-tetra(octiloximetil)-5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol Composto 45:
RMN de 'H (CDCls, 300,13 Hz): & 8,49 ¢ 8,36 (2d, 2x2H, J 4,9 Hz, H-7,13 ¢ H-8,12); 5,75
(s, 4H, H-2",18"); 5,04 (s, 4H, H-3",17"); 3,83 (t, 4H, J 6.7 Hz, H-2°,18%); 3,43 (t, 4H, J 6,9
Hz, H-3°,17°), 1,78-1,73 (m, 14H, H-cadeia carbonada); 1,52-1,43 (m, 14H, H-cadeia
carbonada). RMN de "°F (CDCls, 282,38 Hz): -160,4 (2F, dd, J; 25,5 ¢ J; 7,1 Hz, Foro); -
160,6 - -160,7 (4F, m, Foo); -176,2 - -176,4 (3F, m, Fpar); -185,3 - -185,5 (4F, m, Finera); -
185,8 - -185,9 (2F, m, Fieww). UV-vis em CHCl3 Amax nm (%): 413 429(100%) 577 (20%)
614 (20%) 657(15%). EM MALDI m/z 1364 [M] ™"

2.4.7.1.5 Reacc¢do de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com paraformaldeido em 1-

propanol na presenca de TFA

A uma solucdo de 11 equiv. paraformaldeido (7,1 mg, 237 umol) e 1 equiv. de
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (14,8mg, 18,6 pmol) em 1-propanol (3 mL) foram
adicionados 4 equiv. de TFA (7,5 uL, 10,1 mmol). A reac¢do permaneceu sob agitagao, a
uma temperatura de 80°C e sob atmosfera de azoto. Apos cinco horas de reacgao,
procedeu-se a uma adi¢do de paraformaldeido (7,1 mg, 237 umol) e TFA (7,5 uL, 10,1
mmol). Ao fim de um total de 10 horas de reaccdo, terminou-se a reac¢do procedeu-se a

separacdo dos componentes da mistura reaccional em cromatografia preparativa em
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camada fina, usando como eluente uma mistura de éter de petroleo/diclorometano (3:1).
Obteve-se o composto 46 (2,0 mg, 12%), tendo-se recuperado de corrol de partida (9,9 mg,
67%).

2-propoximetil-5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol Composto 46: RMN de 'H
(CDCls, 300,13 MHz): 8 9,21 (d, 1H, J 4,3 Hz, H-18); 8,76-8,75 (m, 2H, H-B); 8,58 (d,
3H, J 4,6 Hz, H-B+H-17); 8,49 (s, 1H, H-3); 5,87 (s, 2H, H-2"); 3,88 (t, 2H, J 6,7 Hz, H-
H-2%); 1,85 (sex., 2H, J 7,2 Hz, H-2%); 1,04 (t, 2H, J 7,4 Hz, H-2°). RMN de "’F (CDCls,
282,38 MHz): 6 -160,69 (dd, 2F, J; 25,4 e J, 8,46 Hz, Fouo); -161,10- -161,25 (m, 4F,
Foro); -175,66 - -179,80 (m, 2F, Fpara); -176,29 (t, 1F, Fpan); -184,88 - -185,09 (m, 4F,
Freta); -185,40 (dt, 2F, J; 24,0 € J> 8,46 Hz, Fpaa). UV-vis em CHCl3 Amax nm (%): 411
(100%) 568 (21%) 609 (18%). EM MALDI m/z 868 [M]"".
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Complexagdo de corrois na fonte de LSIMS e electrospray

3 Estudos de complexaciao do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol por

espectrometria de massa

A reactividade dos grupos presentes na cavidade interna dos macrociclos corrdlicos
esta intimamente ligada a coordenacdo de metais de transi¢do. Os corrois comportam-se
como ligandos trianionicos e tém a propriedade peculiar de estabilizar metais de transicao
com estados de oxidag¢do mais elevados do que os que sd@o complexados pelas porfirinas.
Esta, e outras propriedades, fazem com que a quimica de coordenacdo dos corrdis seja

actualmente alvo de interesse crescente.

As metodologias mais comuns, descritas na literatura para a sintese de
metalocorrois, envolvem o uso de sais metélicos divalentes, obtendo-se o correspondente
metalocorrol, com o centro metdlico num estado de oxidagdo (III),
12 ou seja, a formacdo de metalocorrdis, a partir de sais metalicos divalentes ocorre com a
oxidac¢do do centro metalico.

A formagdo de complexos de ides metalicos com ligandos organicos, em
espectrometria de massa, tem sido alvo de interesse cientifico nos ultimos anos.”” Este
tipo de estudos permite estabelecer ligacdes entre a quimica de coordenacdo em solugédo e
em fase gasosa.

Estudos prévios sobre a formacdo de metaloporfirinas e metaloclorinas na fonte de
10es secundarios de um espectrometro de massa, mostraram que a formagao de complexos
metalicos divalentes, envolvia a substituicdo dos protdes internos do macrociclo
correspondente pelo catido metélico, e que esta complexagdo era favorecida quando se
usavam acetatos metalicos.” Nestes estudos, as reaccdes de complexacdo ndo envolveram
alteracdo do estado de oxida¢do do centro metalico, no entanto, se se utilizarem os
corrois, a complexagdo na fonte, a partir dos respectivos macrociclos neutros e de sais de
metais divalentes, terd que ser acompanhada pela oxidag¢do do metal.

As reac¢des quimicas que podem ocorrer durante a formagdo de espécies idnicas
nas fontes de espectrometros de massa sdo importantes, ndo s6 porque podem fornecer
informacdes uteis sobre os processos de ionizagcdo, mas também devido ao seu interesse
intrinseco como sistemas reaccionais. Este é o caso da formagdo na fonte de

metalocorrois sob bombardeamento de ides e electrospray, em que o tipo de ides
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formados podera dar informagéo sobre as reac¢des redox que poderdo ocorrer durante a
ionizag@o, e também contribuir para elucidar o caracter “inocente” ou “nao-inocente” dos
corrolatos, que é hoje em dia, alvo de controvérsia.*’

No presente trabalho foram usados dois métodos de ionizag¢@o: o bombardeamento
com ides e o electrospray para estudar a complexagdo in situ do
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol com varios ides metéalicos de transi¢do seguindo uma
metodologia semelhante a descrita para as porfirinas. O uso de dois métodos diferentes de
ionizagdo permitiu obter informa¢fo complementar e mais alargada sobre a formacgdo de
metalocorrodis in situ € a propor mecanismos gerais ¢ abrangentes para a formagdo dos

10es observados.

3.1 Consideracdes gerais sobre espectrometria de massa

No ultimo século, a espectrometria de massa revelou-se uma técnica analitica eficaz
e largamente usada, com multiplas aplica¢des, sendo a mais comum a identificacdo de
compostos desconhecidos, através da razio massa/carga das suas moléculas ionizadas.
Foram, no entanto, outras aplicacdes como a determinacdo da estrutura de compostos € o
estudo da quimica dos seus i0es em fase gasosa, que tornaram a espectrometria de massa
uma das técnicas mais usadas na caracterizagdo de compostos quimicos, especialmente na
caracterizacdo estrutural de biomdleculas.

Como ja foi referido, a espectrometria de massa baseia-se na identificacdo e analise
da razdo massa/carga (m/z) de ides em fase gasosa.

O espectrémetro de massa é constituido por trés partes fundamentais: fonte de
ionizacdo, analisador e o detector (Figura 34). A amostra ¢ introduzida na fonte de
ionizagdo e as moléculas que a constituem sdo ionizadas e aceleradas para o analisador.
No analisador, os ides sdo separados, no espaco e no tempo, de acordo com a sua razio
massa/carga. Por ultimo, no detector o sinal da intensidade da corrente ionica que é
proporcional a abundancia dos ides que o atingem, ¢ amplificado de modo a poder ser
finalmente traduzido sob a forma de espectro. Num espectro de massa estdo representadas
em abcissas as razdes massa/carga em Th (thomson) e em ordenadas as intensidades

relativas dos ides formados, em percentagens relativas do ido mais abundante (100%) .
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sinal

Fonte Analisador] |[=»| Detector

Figura 34 — Principais componentes do espectrometro de massa

A versatilidade da espectrometria de massa reside na variedade de fontes de
ionizagdo e de analisadores que se podem combinar para elucidar e caracterizar
determinada amostra.

As moléculas podem ser ionizadas por varios métodos: pela remogao/adicdo de um
electrdio para formar os ides [M]*" e [M]*", pela remogdo/adi¢do de um protdo para formar
os ides [M+H]" e [M-HT, ou pela adi¢do de outros catides/anides. No caso de espécies
contendo ides a sua passagem a fase gasosa ocorre através da sua desadsor¢do ou
desolvata¢do. Dependendo das propriedades fisicas e quimicas da amostra, podem ser
usados diferentes métodos de ionizagao.

Os primeiros métodos de ionizagdo usados foram o EI (Electron Ionization) e o CI
(Chemical Ionization) e requeriam amostras volateis e termicamente estaveis para que
pudessem ser ionizadas em fase gasosa, tanto por colisdo de um feixe de electrdes
acelerados (EI) como por reac¢des em fase gasosa com um gas reagente (CI).

A técnica de EI era denominada de “ionizagdo dura” por provocar uma
fragmentacdo extensiva da amostra, que embora ajudasse a identificar os seus
componentes, muitas vezes devido a auséncia do pico referente ao ido molecular ndo
permitia a sua identificagao.

As limitagdes destas técnicas levaram ao aparecimento de técnicas mais “suaves”,
tais como LSIMS (Liquid secondary ion mass spectrometry), FAB (Fast Atom
Bombardment), ESI (Electrospray Ionization) e MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization).

As técnicas de FAB e LSIMS foram descritas pela primeira vez, em 1982'*' e
rapidamente se tornaram técnicas imprescindiveis em espectrometria de massa. Estas
técnicas permitem analisar compostos polares, i0nicos, termo e energeticamente labeis e

com massa molecular relativamente elevada, quando comparada com as massas dos
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compostos susceptiveis de serem ionizados por EI. Na técnica de FAB (Figura 35), a
amostra ¢ dissolvida numa matriz liquida com uma pressio de vapor baixa e
bombardeada com um feixe de atomos (Ar ou Xe) com energias de 4 a 10 keV.

LSIMS ¢ uma técnica de desadsor¢do de particulas que apenas difere do FAB na
natureza do feixe de particulas usada; neste caso o feixe € constituido por ides
(geralmente Cs") de elevada energia (10 a 50 keV). Devido & sua carga, os ides podem ter
energias cinéticas mais elevadas do que os 4&tomos neutros o que aumenta a sensibilidade
de LSIMS para massas maiores, quando comparada com o FAB.

A formagdo da molécula protonada [M+H]" depende da afinidade proténica da
matriz e do analito, pelo que a matriz desempenha um papel importante no processo de
ionizacdo. No entanto, e apesar destas técnicas permitirem a analise de uma larga gama de
compostos, todas as matrizes produzem um “ruido quimico”, o que pode mascarar os

sinais provenientes da amostra a analisar.

®
@ h‘ﬁ\_\‘ Lentes
®
Feixe atomos @ (%) @ \\ Placa
.. ] .| @ @ @ @ Feixe de ides secundarios
°, & @ eH>® o @
* PO @ e
= 1= - . ® L]

Sonda
Analito/matriz

Figura 35 - Representagio esquematica do processo de FAB

Apesar do progresso alcancado com a introdugdo das fontes de FAB e LSIMS foi,
no entanto, o método de ionizacdo por electrospray o que mais contribuiu para o
desenvolvimento da espectrometria de massa, nos ultimos 30 anos. A técnica de
electrospray permite a analise directa de compostos em solu¢do, podendo ionizar
compostos ndo volateis e muito polares.'” Apresenta ainda, a vantagem de analisar
compostos de massa molecular mais elevada quando comparada com as massas dos
compostos susceptiveis de serem ionizados por FAB e LSIMS, porque pode produzir ides

multicarregados, que sdo detectados para valores de razao m/z relativamente baixos.
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No processo de electrospray, o que geralmente acontece ¢ a transferéncia do analito,
ja ionizado, para a fase gasosa mediante a formagdo de goticulas electricamente
carregadas; a divisdo dessas gotas em gotas cada vez menores, acompanhada da
evaporacdo do solvente, possibilita a forma¢do de ides em fase gasosa. No entanto a
formagdo de ides a partir de espécies neutras por oxidagdo (ides positivos) ou redugdo
(ides negativos) pode também ocorrer.

No método de ionizagdo por electrospray, uma solucdo diluida do analito ¢
introduzida num capilar que estd sob um potencial elevado. Quando a amostra atinge a
ponta do capilar e assumindo um potencial positivo, os ides positivos em solugdo
acumular-se-do a superficie, provocando uma deformagdo na gota emergente (cone de
Taylor). Este cone torna-se instavel produzindo um filamento com uma superficie
carregada. A uma certa distdncia do fim do capilar, este filamento torna-se instavel
produzindo pequenas goticulas com excesso de cargas positivas (Figura 36).

A evaporagdo do solvente das gotas inicialmente formadas, a medida que passam
por um gradiente de pressdo, em direc¢@o ao analisador, origina uma reducéo do tamanho
da gota. A gota dividir-se-4, quando o excesso de carga a superficie for suficiente para
anular a tensdo superficial da gota (este limite de carga ¢ denominado de limite de
Rayleigh), formando um spray de goticulas carregadas. A evaporagdo do solvente ¢
facilitada pela utilizagdo de um gas nebulizador. O processo de cisdo/evaporagdo leva
finalmente a formacao dos ides.
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Figura 36 - Representagdo esquematica do processo de electrospray
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A par do electrospray, o MALDI ¢ outra técnica de ionizag¢do bastante utilizada nos
dias de hoje. O principio de ionizagdo por MALD baseia-se na deposi¢cdo de um analito
ndo volatil disperso numa matriz, co-dissolvidos em solventes organicos ou aquosos. A
mistura liquida € aplicada numa placa, onde ocorre a evaporacio do solvente, formando-
se uma camada de cristais matriz/analito. A placa ¢ colocada numa regido de alto vacuo e
irradiada por um laser, cujo comprimento de onda é escolhido de modo a que a matriz
absorva energia e o analito ndo, o que vai conduzir a desadsor¢do e ionizacdo deste

ultimo.

Os 10es formados na fonte sdo entdo introduzidos no analisador. Existem diversos
analisadores: analisadores eléctricos e magnéticos, trapas de ides, analisadores de
ressonancia ciclotronica de transformada de Fourier, quadrupolos, e analisadores de
tempo de voo. Uma vez os ides separados sdo conduzidos para o detector do
espectrometro de massa.

No presente trabalho foram utilizados varios analisadores: eléctricos, magnéticos,
quadrupolos e tempo de voo. No entanto, dada a crescente preferéncia dos utilizadores e
consequentemente dos fabricantes de instrumentos, pelos dois ultimos tipos de
analisadores, devido ao seu tamanho e versatilidade, far-se-4 apenas uma descri¢do

sumaria do modo de funcionamento destes ultimos.

O analisador quadrupolo € constituido por quatro barras cilindricas condutoras; a
cada par (cruzado) ¢ aplicado um potencial de corrente directa (dc) e um de corrente
alterna (ac), respectivamente, o que vai gerar um campo quadrupolar. Variando os valores
do potencial da corrente directa, apenas os ides com determinada razdo m/z possuem uma
trajectoria estavel no interior do quadrupolo e atingem o detector. Os restantes ides sdo

eliminados durante a trajectdria e ndo sdo detectados.

O principio basico de um analisador de tempo de voo, envolve a medi¢do do tempo
que um ido demora a percorrer o tubo de voo, desde a fonte de ionizagdo até ao detector.
Os 10es, com razdes m/z diferentes, saem da fonte de ionizagcdo e sdo acelerados por
aplicagdo de um potencial, de modo a que todos possuam a mesma energia cinética.
Como tém massas diferentes v@o percorrer o tubo de voo a velocidades diferentes,

atingindo o detector em tempos diferentes (os ides de menor massa chegam primeiro ao
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detector). No entanto, se os ides tém massas muito semelhantes, o espaco de voo pode
ndo ser suficiente para os separar efectivamente. Por isso, a maioria dos analisadores de
tempo de voo possui um sistema de lentes ou anéis de voltagens crescentes, colocado no
fim do tubo de voo, chamado reflectrdo, que permite uma separa¢do mais eficiente e um
aumento da resolucdo. Os ides penetram no reflectrdo até atingirem uma velocidade nula,
sendo depois re-acelerados num sentido inverso ao da trajectéria inicial. Os ides de maior
massa penetram mais no reflectrdo o que aumenta a sua trajectoria e consequentemente o

tempo que demoram a atingir o detector.

No ambito deste trabalho foram também estudados os ides que resultaram (ides-
fragmento) da decomposi¢do de espécies idnicas formadas. Este tipo de aplicagdo exige o
acoplamento de, pelo menos, dois analisadores. No primeiro analisador ¢ seleccionado o
ido precursor, cuja fragmentagdo ¢ induzida por colisdo com um gas (geralmente He ou
Ar) numa célula de colisdes situada entre o primeiro ¢ o segundo analisador. Os ides-
produto ou ides-fragmento sdo entdo separados no segundo analisador.

Este método permite adquirir informag¢des adicionais sobre os analitos,
nomeadamente no que toca a sua analise estrutural. Esta técnica é correntemente usada na

caracterizacdo estrutural de diversos compostos tendo sido aplicada com sucesso a outros

6-13
macrociclos tetrapirrolicos, como varias meso-tetra-arilporfirinas.

3.2 Reaccdes de complexacio de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol nas fontes de

diferentes espectrometros de massa

3.2.1 Complexacio de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol na fonte de ides

secundarios

Os estudos de complexagdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (Figura 37) por
espectrometria de massa foram iniciados usando como método de ionizacdo o
bombardeamento por ides rapidos. A matriz usada foi de NBA (4lcool 2-nitro-benzilico)
por ser uma matriz que favorece a ocorréncia de reacg¢des de oxidagdo-reducdo.” Para

efectuar a complexagdo foram seleccionados os seguintes sais metalicos: os acetatos de
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zinco(Il), cobre(Il), cobalto(Il), niquel(Il), manganés(Il) e paladio(Il) e acetato de
manganés(IIl) e ainda os cloretos de ferro(Il), ferro(Ill) e rodio(II). Com esta seleccdo
pretendia-se atingir os seguintes objectivos: verificar se ocorria a formacdo dos ides
M(IIT)C*" por oxidagdo, a partir de sais de metais divalentes; comparar a complexagio de
metais divalentes, com estados de oxidagdo superiores facilmente acessiveis, como € o
caso dos i0es Mn2+, C02+, com a complexag¢do de metais divalentes com estados de
oxidacdo superiores dificilmente acessiveis, como ¢ o caso dos ides Ni*, Pd *', zZn*";
averiguar se a formagdo na fonte do ido M(III)C*®" ¢ facilitada pelo uso de sais metéalicos
trivalentes, como os sais de Fe3+, Mn** e Rh*".

Para efectuar os estudos de complexagdo numa fonte de LSIMS, as amostras foram
preparadas na ponta da sonda de introdugdo por adicdo de 2 puL de solugdo de corrol em
cloroférmio a matriz previamente saturada com o sal metalico. A matriz saturada foi
preparada por adi¢do de 40,7umol de sal metélico, 60 pL de metanol e trés gotas de 3-
NBA.

Antes da descricdo dos resultados é de referir que se ira usar a notagdo CH,' para
identificar o corrol livre protonado, M(IIN)C*" ¢ M(II)C* para identificar os ides
moleculares dos complexos metéalicos formados em modo positivo e modo negativo,

respectivamente, ¢ M(IICH" ¢ M(II)CH' para identificar os complexos metalicos

protonados.

CeFs CeFs

CeFs
1

Figura 37 — Estrutura do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol

Nos espectros de massa obtidos em LSIMS observou-se o aparecimento do ido
molecular M(III)C*", demonstrando a formacdio de metalocorréis. Na Tabela 8
encontram-se descritos os i0es e respectivas abundancias relativas, observados nos

espectros de massa obtidos com varios sais.
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Tabela 8 - Ides observados no espectro de massa em LSIMS e respectivas

abundancias relativas

Contra-iio Metais MC
Mn(II) 848, M(IINC*" (86)
796, CH;** (100)
Mn(Ill) | 848, M(IINC*" (100)
Co(Il) | 852, M(III)C*" (100)
g 796, CH;"" (14)
3 Cu(Il) 856 M(IIH)C*" (100)
< 857 M(I)CH"
Ni(II) 796, CH;*" (100)
Zn(1l) 796, CH;*" (100)
Pd(II) 901, M(INCH" (14)
796, CH;** (100)
s Fe(II) 797, CH," (100)
?5’ Fe(III) 797, CH,' (100)
&) Rh(1II) 797, CH,' (100)

A complexac¢do do corrol 1 na fonte com os acetatos de Mn(II) e Mn(III), originou
em ambos os casos, a formacio dos mesmos ides Mn(IIT)*", verificando-se a oxidagio do
metal Mn®" a Mn’"; com o acetato de Mn(II) também se observou o ido correspondente ao
corrol livre CH3®". No caso, dos acetatos de Co(II) e Cu(Il) também se presenciaram os
ides Co(IINC*" e Cu(IIN)C*", respectivamente, com 100% de abundéncia relativa. Para o
acetato de Cu(Il), foi também observado um ido com valores de m/z 1 Th superior ao dos
ides Cu(IIN)C*".

Quando se usou o acetato de Pd(II), para além do ido molecular correspondente ao
corrol CH;*", observou-se o ifio a m/z 901 com baixa abundancia relativa. Como o Pd nio
tem estados de oxidagdo superiores facilmente acessiveis, esta espécie foi identificada
como sendo Pd(I)CH"".

No caso dos sais de Fe(Il), Fe(Ill) e Rh(IIl), apenas se observou o ido
correspondente ao corrol protonado CH," e com os sais de Zn(II) e Ni(II) apenas o ido

N
correspondente ao corrol CH;®".
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Os padrdes isotopicos dos ides M(IIT)C*" sintetizados na fonte foram comparados
com os correspondentes padrdes isotopicos calculados, o que permitiu a identificacdo

inequivoca dos varios complexos formados, como se exemplifica na Figura 38.

856 857 858 859 8&0 8€1 BE2 Mass

Figura 38 — Padrdo isotopico do Cu(II1)C*" a)experimental b) calculado

Analisando os resultados obtidos por LSIMS, verificou-se que s6 se observou a
formacdo dos ides correspondentes aos metalocorrdis quando se utilizaram acetatos. No
caso dos cloretos de Fe(II), Fe(Ill) e Rh(III), apenas se presenciou o ido correspondente
ao corrol protonado CH,". O favorecimento da complexagio na presenga dos ides acetato
pode ser devido ao facto do acido acético ser um acido fraco: o ido acetato pode aceitar
protdes formando o correspondente acido, o que ndo acontece no caso do ido cloreto. Na
auséncia de uma base de Bronsted, como o ido acetato os protdes formados durante o
processo de desadsor¢io irdo favorecer a reac¢do de protonagio do corrol,’

desfavorecendo a reac¢@o de metalagdo que ocorre paralelamente.

Como os melhores resultados em LSIMS foram obtidos para os acetatos de
cobre(Il), cobalto(Il) e manganés(Il) e (III), optou-se por continuar o estudo com estes
sais.

De forma a confirmar que as espécies formadas na fonte correspondiam aos ides
M(II)C*" formados, a partir dos sais metélicos de cobre(II), cobalto(IT) ¢ manganés(II) e
(I1I), foram sintetizados 0s seguintes complexos (Figura 39):

5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatocobre(I1I) la,
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5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatocobalto(I11) 1b,
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatomanganés(Ill) 1c¢, recorrendo a metodologias

. ., . . 14,1
sintéticas ja referidas na literatura.'*"

Sintese dos complexos metalicos de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol, 1a, 1b e 1¢

A sintese do complexo 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatocobre(Il) foi efectuada
adicionando a uma solu¢@o de corrol 1 em piridina excesso de acetato de cobre(Il). A
mistura  reaccional  manteve-se em  agitacdo, durante 30 min. O
5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatocobre(Ill) 1a pretendido foi obtido com um
rendimento quantitativo e colocado imediatamente no congelador.'*

O 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatocobalto(III) 1b foi sintetizado de acordo
com a metodologia anterior, usando uma temperatura de 40°C, e foi também, obtido com
rendimento quantitativo."

No caso do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatomanganés(Ill) 1¢, a complexagio
ocorreu em DMF a refluxo, durante 10 min. O rendimento do complexo 1lc foi

quantitativo.

CeF s CeFs CeFs CeFs CgFs CeFs

C6F5 C6F5 CGF5
1a 1b 1c

Figura 39 - Estrutura dos complexos de Cu(Ill), Co(Ill) e Mn(Ill) do

5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol.

Apds a sintese dos metalocorrdis pretendidos 1a, 1b e 1¢ foram adquiridos os seus

espectros de massa em LSIMS (Tabela 9-B).
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Tabela 9 - I6es observados no espectro de massa em LSIMS

A (m/z, formula) B (m/z, formula)
848, Mn(II1)C*" 848, Mn(IIN)C*"
849, Mn(IITI)CH"
852, Co(IINC*" 852, Co(IINC*"
853, Co(III)CH"
856, Cu(IINC*" 856, Cu(IINC*"
857, Cu(I)CH*" 857, Cu(IIN)CH"

(C denota o trianido do H;C)
A: espectros de massa obtidos a partir da adi¢do de 1 e diferentes sais metalicos.

B: espectros de massa obtidos a partir dos metalocorrois sintetizados.

Nos espectros de massa dos metalocorrois sintetizados l1a, 1b e 1c¢ foram
observados os ides moleculares com valores de m/z 848 para Mn(III)C*", m/z 852 para
Co(IINC*" e m/z 856 para Cu(II)C*". Para além da presenca destes ides M(IINC*", o
envelope isotopico dos complexos 1a, 1b e 1¢ também revelou a presenca de sinais com
valor m/z 1 Th superior, que foram identificados como os ides M(II)CH". Estes ides

forma-se-2o por protonacdo de um dos atomos de azoto internos do metalocorrol.

Analisando a Tabela 9, verifica-se que os ides M(III)C*" obtidos na fonte ou
previamente sintetizados, t€ém, como era esperado, a mesma razio m/z. Sabendo que, nas
reac¢des de complexacdo “convencionais” do macrociclo corrolico com sais metélicos
divalentes, ocorre a oxida¢do do metal para o estado de oxidagao III, pode-se afirmar que
na formac¢do dos metalocorrdis na fonte de LSIMS, a oxida¢do do metal também devera
ocorrer. No entanto, a formagio de ides com m/z 1 Th superior aos ides M(IINC*" pode
constituir um indicio de que a oxidacdo M(II)/M(III) poderda ser um processo mais

complexo, do que a simples transferéncia de um electréo.
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3.2.2 Complexacio do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol numa fonte de

Electrospray

O segundo método de ionizagdo usado no estudo da formagdo de metalocorrdis a
partir do corrol livre e dos diferentes sais metalicos foi o electrospray. O electrospray ¢
um método de ionizagdo mais suave que o LSIMS e o que melhor traduz o
comportamento dos ides em solugao.

A natureza electrolitica dos processos que ocorrem em electrospray foi postulada ha

, 16,17
cerca de uma década ™

e ¢ geralmente aceite que ocorrem reacc¢des de oxidagao-reducao
no capilar, sendo estas as responsaveis pelo balan¢o de cargas.'®** No modo positivo o
balanco de cargas processa-se através de reac¢des de oxidacdo no capilar, enquanto no
modo negativo sdo reacgdes de redugdo as que ocorrem.

Tendo em consideragdo o exposto, as experiéncias analogas as de LSIMS foram
realizadas, nos modos de ides positivos e negativos com a finalidade de se obter
informacdo o mais detalhada possivel, sobre o mecanismo das reac¢des de complexagao.
Neste caso, o sal metalico foi solubilizado em metanol, e a mistura resultante desta
solucdo com a solugdo de corrol em cloroférmio, foi injectada no electrospray.

No modo positivo estudou-se a formacdo dos complexos corrolicos, a partir dos sais
de Co(II), Cu(II), Mn(IT), Mn(III) e ainda do acetato de Zn(II) (Tabela 10). Tal como nos
estudos anteriores, para os acetatos de Mn(Il), Co(Il) e Cu(ll) observou-se
predominantemente a formagdo dos ides M(III)C*" e a presenca de M(I)CH®".

Com o acetato de Zn(II), observou-se a formagdo dos ides a m/z 857 (baixa
abundancia relativa) e m/z 858 (alta abundancia relativa), que foram identificados como
Zn(I1)C" e Zn(I)CH®". Uma hipdtese para a formagdo de Zn(II)C" podia ser um processo
em fase gasosa: a perda de um radical hidrogénio a partir do ido Zn(II)CH®'. Esta
hipdtese foi confirmada por obtencdo do espectro das fragmentagdes induzidas por
colisio (espectro de ides-produto) do ido Zn(I)CH®', tendo-se verificado que se
fragmentava perdendo um radical hidrogénio.

No caso do acetato de Mn(III), ndo se observou a formacgao de ides correspondentes
a razdo m/z do Mn(II1)C*".

Os espectros de massa dos metalocorrois sintetizados 1a, 1b e 1c¢, também foram
adquiridos e apresentaram, tal como em LSIMS, ides correspondentes a M(IIT)C*" ¢ ides

com m/z com 1 Th superior correspondentes a M(IIN)CH". A formacio dos ides M(III)C**
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e M(IIN)CH" ocorre por remogdo de um electrdo e protonacdo dos corrdis neutros
respectivamente.

No modo negativo, estudou-se a formagdo de metalocorrois, a partir dos sais
metalicos divalentes Co(II), Cu(Il), Mn(Il) e Zn(Il). Neste caso, quando se usaram o0s
referidos acetatos (Tabela 10) observou-se a formag¢do dos ides M(II)C'.

Como ja foi referido, quando se usa electrospray no modo negativo ndo ocorrem
reac¢des de oxidag@o no capilar pelo que a formacdo dos ides M(II)C™ era esperada. Em
contrapartida para os metalocorrdis neutros sintetizados ocorre formagao de M(III)C* com

captura de um electrio.

Tabela 10 - Ides observados em electrospray no modo positivo (ESI") e no modo

negativo (ESI)

ESI" EST

A (m/z, formula)

B ( m/z, formula)

A ( m/z, formula)

B ( m/z, formula)

848, Mn(1II)C*"
849, Mn(II)CH*®"

848, Mn(IINHC*"
849, Mn(III)CH"

848, Mn(II)C

848, Mn(II)C*

852, Co(III)C**
853, Co(II)CH*"

852, Co(IIT)C*"
853, Co(III)CH"

856, Cu(IIHC**
857, Cu(I)CH*"

856, Cu(IIHC*"
857, Cu(IlI)CH"

857, Zn(INC"
858, Zn(IHCH""

A: espectros de massa obtidos a partir da adi¢do de 1 e diferentes sais metalicos.

B: espectros de massa obtidos a partir dos metalocorrdis sintetizados

Analisando a Tabela 10 (ESI"), verifica-se que, por exemplo para o caso do
complexo de Mn, os ides com m/z 849 foram identificados in situ como Mn(II)CH®",
enquanto os mesmos ides foram identificados como Mn(III)CH", nos espectros de massa
obtidos directamente de solucdes dos metalocorrois sintetizados. A explicagdo encontra-
se nos mecanismos envolvidos na formag¢ao dos 16es, nas fontes de ionizago.

A formagdo dos metalocorréis M(III)C pode ser explicada por uma substituicdo dos
protdes internos do corrol pelo ido metalico de acordo com o seguinte mecanismo

(Esquema 46).
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H;C + M* — M(I)CH;** (1)
M(II)CH;* — M(I)CH," + H" )
M(II)CH," — M(II)CH + H" (3)
M(II)CH — M{DC + H' 4)
M(II)CH — M(II)CH*" + ¢ 4"
Esquema 46

As espécies correspondentes aos ides M(II)CH;** ou M(DCH," ndo sdo
observadas, provavelmente porque o primeiro e segundo passos de desprotonagdo sdo
processos muito rapidos (2 e 3); no entanto a cinética da ultima desprotonagdo (4) pode
ser lenta.

No modo positivo, a espécie neutra M(II)CH pode perder um electrdo, formando-se
o catidio radical M(I)CH*" que é detectado, quando se usa a fonte de electrospray.

Em contrapartida e ainda no modo positivo, a formagdo dos ides M(III)C*" ocorre
através da oxidacdo do ido M(II)C a M(II)C (5) (Esquema 47). A oxidagdo destes
ultimos origina os ides M(IIT)C*", que sdo detectados.

Ainda no modo positivo e no caso especifico do acetato de Mn(III), a formacdo do
idio Mn(III)C*" pode ser explicada por uma substituicio semelhante dos protdes pelo
metal, passo a passo, levando ao metalocorrol neutro M(III)C (5) que € posteriormente

oxidado formando-se o ido M(II)C*" (6) (Esquema 47).

MAI)C— M{IIC +¢ (5)
M(IIT)C — MIINC*" + ¢ (6)
Esquema 47

Nesta altura deve-se salientar que a formacdo do metalocorrol neutro M(III)C (5)
pode conduzir a uma nova discussdo, acerca do estado de oxidacdo do metal e da

“inocéncia” ou “ndo-inocéncia” do ligando corrdlico nas reacgdes de oxidagdo. Quando
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ocorre a oxida¢do do M(II)C" para o M(IIT)C (5°) (Esquema 48), de onde sai o electrao?:
do metal, oxidando-o ao estado (III) ou do ligando corrolico formando a espécie neutra

radicalar M(II)C® (5)?

MAD)C — MII)C*® + ¢ (57)
MUIII)C
Esquema 48

O estado de oxidag@o dos centros metalicos nos complexos corrolicos ¢ actualmente
alvo de controvérsia. Como ja foi referido, os corrdis livres tém trés protdes internos
ionizaveis e actuam como ligandos trianidnicos, o que fornece uma explica¢do parcial
para a estabilizacdo de metais com estados de oxidacdo elevados. No entanto, a opinido
da comunidade cientifica estd dividida entre as seguintes alternativas: 1) nos
metalocorrois os centros metalicos estdo efectivamente num estado de oxidag@o superior
ou 2) o ligando corrdlico estd oxidado e o metalocorrol é uma espécie radicalar.

O esclarecimento desta questdo esta intimamente relacionado com a natureza do
metal e dos ligandos axiais, havendo um certo nimero de artigos que apresentam indicios
convincentes de um comportamento “néo-inocente” de alguns corréis.”> >

O 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolato, em particular, ¢ um ligando cujo
macrociclo tetrapirrdlico tem uma densidade de carga electronica baixa, devido a
presenca dos trés grupos pentafluorofenilo, o que o torna mais resistente a oxidacdo e
mais “inocente” em termos da oxidacdo do metal vs a do macrociclo.”® Por isso no
presente caso, pode-se considerar que os metalocorrois formados na fonte estdo
efectivamente no estado de oxidacdo (III) e o corrol ndo tem um caracter radicalar,
comportando-se como ligando “inocente”.

O facto de sinais devidos a formagdo dos ides dos metalocorrdéis ndo serem
observados, quando os acetatos de Mn(III) e Zn(II) sdo usados (para as duas técnicas de
ioniza¢do), dever-se-a provavelmente a baixa solubilidade desses sais, nas condi¢des

experimentais usadas.

No modo negativo, analogamente ao que se passa no modo positivo, apds a perda

dos trés protdes internos do corrol (2), (3) e (4) (Esquema 49), ha a formacdo dos ides
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M(I)C" que sdo, evidentemente, detectados em modo negativo, uma vez que neste modo

apenas ocorrem redugdes no capilar.

H;C + M* — M(I)CH;** (1)
M(II)CH;* — M(D)CH," + H" )
M(II)CH,” — M(II)CH + H" (3)
M(I)CH — MDC + H" (4)
Esquema 49

Os dados obtidos nos dois modos de operacdo do espectrometro de massa
permitiram-nos propor os mecanismos atras indicados. Em nosso entender estes explicam,
de um modo coerente e satisfatorio, a formacdo das diferentes espécies idnicas
observadas nos modos positivo e negativo. Deve-se recordar que em ambos os modos de
funcionamento dos espectrometros de massa ocorre a formacgdo de espécies neutras, de
catides e de anides. No entanto no modo positivo apenas se detectam os catides, enquanto

no modo negativo sé os anides sdo detectados.

3.2.3 Estudos das fragmentacdes em fase gasosa das espécies ionicas formadas

Para uma elucida¢ido mais completa de alguns dos aspectos relativos a formagédo dos
complexos in situ e para uma melhor caracterizagdo das espécies correspondentes aos
metalocorrois sintetizados, adquiriram-se os espectros de ides-produto de varios ides.

Para o 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol livre foram obtidos espectros de ides-
produto para o idio CH4" (modo positivo) e para o CH,” (modo negativo).

O espectro do ifio produto do idio CH, a m/z 797, esta apresentado na Figura 40.
Neste espectro foram observados os ides produto a m/z 777, 757, 737, 717, 697, 677
relativos a perda de uma, duas, trés, quatro, cinco e seis moléculas de HF. Em menor
abundancia relativa, foram ainda observados o 130 produto a m/z 630 relativo a perda de
um radical C¢Fs® e ainda sinais a m/z 610, 590, 570 e 550 relativos a perdas de um grupo

CeFs° com mais uma a quatro moléculas de HF.
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No Esquema 50 apresentam-se as estruturas provaveis para alguns dos diferentes

ides resultantes da fragmentagio do idio CH,'.
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Figura 40 — Espectro de ides-produto do ido CHy" (m/z 797)

- (CgF5 + 4HF)

Esquema 50

Em estudos anteriores ao presente trabalho as perdas de HF ja tinham sido

observadas para outros macrociclos (clorinas, isobacterioclorinas e porfirinas fluoradas) e
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a formacdo de estruturas com anéis de cinco e seis lados para os ides resultantes das

referidas perdas ja tinha sido proposta.”’>*

Quando o artigo que resultou dos estudos
descritos neste capitulo estava a ser escrito® foi publicado um artigo por outros autores,
que relatavam o mesmo padrdo de fragmentagdo para ido CH," deste mesmo corrol, o
que, se por um lado nos retirou a originalidade da descoberta, por outro corroborou os

dados aqui apresentados.*

No espectro de ides-produto do ido CH, a m/z 795 (Figura 41) também se
observaram perdas de HF mas em menor nimero que no caso do ido CH;": observaram-se
10es a m/z 775, 755, 735 relativos a perda de uma, duas e trés moléculas de HF,
respectivamente.

No Esquema 51 apresenta-se a estrutura provavel para o ido resultante da

fragmentacdo do ido CHy'.
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Figura 41 — Espectro de ides-produto do ido CH, a m/z 795
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Esquema 51

Comparando os espectros dos dois ides verifica-se que o ido CH," apresenta maior
fragmentacdo, podendo perder até seis moléculas de HF simples e até quatro moléculas de
HF mais um grupo pentafluorofenilo. Este comportamento parece indicar uma estrutura
do ido desviada da planaridade.

Por outro lado € possivel que a desprotonagdo do corrol, originando a espécie CHy”
diminua a sua tensdo estereoquimica (em relacéo ao corrol protonado) e dé origem a uma

~ . Lol 1,32
configuragdo mais proxima do plano.*'”

Perdas até quatro moléculas de HF permitiriam
a conservagao total ou parcial de uma estrutura planar, sendo o méximo de planaridade e
de deslocalizagdo da nuvem electronica m atingido para a estrutura (i80 com maior
abundancia relativa a m/z 735) formada pela perda de trés moléculas de fluoreto de

hidrogénio.

Os espectros de ides-produto foram também obtidos para os metalocorrois gerados
na fonte e para os metalocorroéis sintetizados. Os espectros de massa de ides-produto dos
ides M(III)C*" (ou dos ides com m/z 1 Th maior) dos metalocorrdis 1a, 1b e lc
sintetizados foram adquiridos e comparados com os espectros de ides-produto dos ides
com os mesmos valores de m/z formados na fonte.

Para os ides M(III)C*" formados na fonte os espectros obtidos foram idénticos aos
obtidos, a partir dos metalocorrois sintetizados. Como exemplo, apresentam-se na Figura
42 os espectros de ides-produto dos ides Co(III)C*" para os dois casos.

Nestes espectros foram observados ides-produto a m/z 832, 812 e 792, relativos a
perda de uma, duas e trés moléculas de HF e ainda, em menor abundancia relativa, 10es-
produto a m/z 685, 665 ¢ 645 relativos a perda de C4Fs*com mais uma e duas moléculas

de HF.
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Figura 42 — Espectro de ides-produto dos ides Co(IIN)C™", m/z 852: (A) sintetizados;

(B) formados na fonte

A completa semelhanga destes espectros confirma a conclusdo (estabelecida a partir
dos valores das razdes m/z e dos padrdes isotdpicos, obtidos nos espectros de massa) de
que os 10es dos metalocorrdis formados na fonte e os sintetizados por processos classicos
sS40 0S mesmos.

No Esquema 52 apresentam-se as estruturas provaveis para os ides resultantes da

fragmentacdo dos metalocorréis no modo positivo.

- (CeF 5 + 2HF)

Esquema 52
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Se comparamos os espectros de ides-produto dos ides CHy™ e M(III)C™', verifica-se
que o ido CH,' se fragmenta mais extensamente do que os correspondentes metalocorrdis.
E possivel que a metalagdo do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (de um modo idéntico
a sua desprotonagdo) diminua a sua tensdo estereoquimica € que os metalocorrdis
apresentem estruturas mais planares e menos distorcidas do que a do corrol protonado.

Os espectros de ides-produto dos metalocorrdis sintetizados 1a, 1b e 1¢ também
foram adquiridos e comparados com os espectros de ides-produto dos ides M(II)C
formados, a partir do corrol 1 e dos acetatos metalicos na fonte. Os espectros de ides-
produto dos ides M(III)C* sdo muito semelhantes aos obtidos para os ides M(II)C,
relativos aos metalocorrois formados na fonte. Esta semelhanga confirma, embora
indirectamente, a “inocéncia” do corrol enquanto ligando.

Assim no modo negativo, todos os metalocorrdis formados na fonte estdo
efectivamente no estado de oxidagdo (II) (formagdo dos i1des M(II)C"), ndo ha oxidacdo no
capilar € o corrol ndo € radicalar. No caso dos ides M(III)C", formados a partir dos
metalocorrois neutros, M(III)C, embora o electrdo possa ser capturado inicialmente pelo
corrol, a semelhanga dos espectros de ides produto indica que a forma predominante ¢
M(I)C com a transferéncia do electrdo para o centro metéalico e a consequente reducéo
deste.

Na Figura 43 apresentam-se, como exemplo, os espectros de ides-produto dos ides
Co(IINC* e dos ides Co(IT)C". Nestes espectros foram observados ides-produto a m/z 836,

816 e 796, relativos a perda de uma, duas e trés moléculas de HF, respectivamente.

= HF = HF = HF
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Figura 43 - Espectro de ides-produto dos ides Cu(III)C*/Cu(INC’, m/z 856: (A)

sintetizados; (B) formados na fonte

178



Complexagao de corrdis na fonte de LSIMS e electrospray

No Esquema 53 apresenta-se a estrutura provavel para o ido resultante da

fragmentacdo dos ides dos metalocorrois no modo negativo.

Esquema 53

14

E interessante notar, que o espectro de ides-produto para o ido CH; ¢é muito
semelhante aos espectros de ides-produto dos ides M(IIN)C*/M(INC": ides-produto

formados por perdas de uma, duas, trés moléculas de HF, a partir dos ides precursores.

3.3 Conclusoes

Neste trabalho, observou-se que nas fontes de ionizag¢do estudadas (LSIMS e ESI)
ocorre a formagdo de metalocorrois. Os metalocorrois formados na fonte foram
identificados comparando ndo sé os seus espectros de massa (razdes massa/carga e
padrdes isotopicos) como também os seus espectros de ides-produto. Estes revelaram ser
equivalentes aos obtidos a partir de metalocorrdis sintetizados por vias classicas.

A formacdo dos complexos nas fontes de ionizagdo forneceu informagdes
importantes sobre a quimica de coordenacdo dos corrois, sobretudo no que toca aos
estados de oxidacdo do centro metalico e sobre os seus mecanismos de formacdo em fase
gasosa.

Esta formag¢do ¢ um processo complexo que envolve passos sucessivos de
desprotonagao e oxidacdo/ou captura electrénica.

Os resultados obtidos parecem indicar uma “inocéncia”, pelo menos parcial, do
macrociclo corrolico, com os electrdes envolvidos a serem adquiridos preferencialmente

pelo centro metalico.
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A comparagio dos espectros de ides-produto aponta para que os ides M(IINC*" e

M(II)C*/M(II)C " tenham estruturas predominantemente planares.
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3.4 Parte experimental

3.4.1 Reagentes, solventes e equipamento

Os sais metalicos usados para a forma¢do dos metalocorrdis na fonte foram acetato
de zinco (Zn(CH3COO),.2H,0, Erba), acetato de cobre (Cu(CH3;COO),.H,O, Fluka),
acetato de cobalto (Co(CH3;COO),.4H,0, BDH) e acetatos de manganés
(Mn(CH3C00),.4H,0, Panreac) e (Mn(CH3C0OO);.4H,0, Aldrich). A matriz usada foi o
alcool 3-nitrobenzilico (3-NBA, Merck). Todos os reagentes foram usados sem
purificagdo prévia.

Os espectros de massa no modo de ides positivos foram adquiridos com um
espectrometro de massa VG AutospecQ (VG Analytical, Manchester, UK), com o
instrumento a trabalhar com uma geometria EBE. O instrumento ¢ equipado com uma
fonte de ides césio. A voltagem de aceleragdo aplicada foi de 8kV e a intensidade do feixe
de césio foi 2 pA a 20 kV. Os espectros foram obtidos com uma resolugdo de 1500 (50%
vale) a uma velocidade de scan de 5 s por década.

Outro instrumento, um espectrémetro de massa Micromass Q-Tof 2 (Micromass
Manchester, UK), foi também usado nos modos de ides positivos e negativos. O aparelho
tem uma fonte “Z-spray”, e a introdu¢do das amostras faz-se através de uma bomba com
seringa. As temperaturas da fonte e de dessolvatacdo foram de 80 e 150 °C,
respectivamente. A voltagem do capilar foi de 3000 V no modo positivo e de 2600 V no
modo negativo. A resolucdo usada foi de 9000 (FWHM - full width at half maximum).

Os espectros de massa foram adquiridos numa gama de voltagem de cone de 30 a
40 V. Os espectros de 10es-produto foram adquiridos seleccionando o ido precursor com o
quadrupolo e uasando o hexapolo como célula de colisdes (energias de colisdo entre 40 a

80 eV). O azoto foi usado como gas nebulizador e o &rgon como gés de colisdes.
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3.4.2 LSIMS

As amostras foram preparadas na ponta da sonda de introducdo por adicdo de 2 uL
de solugdo de corrol em cloroférmio a matriz previamente saturada com o sal metalico.

A matriz saturada foi preparada por adi¢do de 40,7 pmol de solugdo de sal metélico,
60 uL de metanol e trés gotas de 3-NBA. O metanol foi usado como co-solvente para
aumentar a solubilidade dos sais metélicos. Apds a adicdo dos reagentes, a mistura com a
matriz foi vortexada durante varios segundos. As amostras dos metalocorrdis sintetizados

foram dissolvidas em cloroférmio e foram-lhe adicionadas algumas gotas de 3-NBA.

3.4.3 Electrospray

O corrol foi dissolvido em cloroformio e adicionado as solugdes de acetatos
metalicos em metanol. Uma mistura de 50/50 metanol/agua foi usada como eluente. As
amostras foram introduzidas a uma velocidade de 10 pL/min. Os espectros de ides-
produto foram obtidos seleccionando o ido de interesse com o analisador quadrupolo e

usando o hexapolo como célula de colisdes, para uma gama de energias de colisdo.

3.4.4 Sintese do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatomanganés(I1I)

A uma solugdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (5,0 mg, 6,28 pumol) em
dimetilformamida (1 mL) foram adicionados 10,8 equivalentes de acetato de manganésio
(IT) tetra-hidratado (16,7 mg, 68,1 umol). A mistura reaccional foi sujeita a refluxo,
durante 10 minutos. De seguida, procedeu-se a lavagem da mistura reaccional com éter
etilico (3 vezes), extraindo-se a fase organica. Esta foi seca através de sulfato de sodio
anidro e evaporou-se o solvente a secura, com auxilio de um evaporador rotativo.

O 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatomanganés(I1I) foi obtido

quantitativamente.
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3.4.5 Sintese do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatocobre(III)

A uma solugdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (5,1 mg, 6,41 pumol) em
piridina (1 mL) foi adicionado 2,6 equivalentes de acetato de cobre (II) mono-hidratado
(5,9 mg, 16,7 umol). A mistura reaccional permaneceu a temperatura ambiente, durante
30 min. De seguida, adicionou-se gelo a mistura reaccional e também uma solucdo
aquosa de acido citrico. Extraiu-se a fase organica com diclorometano e esta foi seca
através de sulfato de sédio anidro. O solvente foi evaporado a secura, com auxilio de um
evaporador rotativo.

O 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatocobre(IIl) foi obtido quantitativamente e

foi mantido no congelador para minimizar a sua decomposi¢ao.

3.4.6 Sintese do 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatocobalto(I1I)

A uma solugdo de 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol (40,0 mg, 50,3 pumol) em
piridina (4 mL) adicionaram-se 3 equivalentes de acetato de cobalto (II) tetra-hidratado
(37 mg, 149 pmol). A mistura reaccional permaneceu a 40°C, sob agitacdo, durante 1
hora. De seguida, adicionou-se a mistura reaccional gelo e uma solu¢do aquosa de acido
citrico. Extraiu-se a fase organica com diclorometano e esta foi seca através de sulfato de
sodio anidro. O solvente foi evaporado a secura, com auxilio de um evaporador rotativo.

O 5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrolatocobalto(I1T) foi obtido

o 33,34
quantitativamente.”™
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Estudo da actividade fotodindmica de corrdis em células Hela

4 Estudo da actividade fotodinamica de corrois em células HeLa

4.1 Terapia Fotodinamica (PDT)

A Terapia Fotodinamica (Photodynamic Therapy - PDT) representa uma modalidade
terapéutica recentemente aprovada para o tratamento paliativo e curativo de patologias
oncologicas e ndo oncoldgicas. Esta terapia tem revelado um grande potencial no
tratamento e deteccdo de algumas formas de cancro, lesdes pré-cancerosas e também no
tratamento oftalmolégico da degeneracdo da macula da retina.

A PDT baseia-se na combinacdo de trés componentes ndo toxicos per si:
fotossensibilizador (FS), luz e oxigénio molecular. Numa primeira fase ¢ administrado
tdpica ou sistemicamente o agente fotossensibilizador, que apds se acumular de forma
selectiva em células tumorais ¢ promovido a um estado excitado, mediante a iluminagdo da
lesdo, com luz de comprimento de onda adequado (A > 600 nm). Inicia-se assim uma
sequéncia de processos fotoquimicos e fotofisicos que origina espécies citotoxicas e
altamente reactivas, como o oxigénio no estado singuleto 'O,, que provocam danos
irreversiveis nas biomoléculas e conduzem a morte das células tumorais.

Os resultados obtidos apds o tratamento com PDT sdo varios e vao desde o atraso no
crescimento do tumor, o que provoca uma melhoria significativa na qualidade e tempo de
vida dos doentes até a completa remissdo tumoral.

As maiores vantagens da PDT sobre outros tratamentos oncoldgicos convencionais
sdo0: a baixa toxicidade sistémica (que se deve a activacdo do FS apenas sob accdo da luz);
a sua habilidade em destruir tumores selectivamente, apresentando um efeito cosmético
muito acentuado e a sua possivel aplicacio em combinagdo com outras modalidades
terapéuticas, como a quimioterapia, cirurgia e radioterapia.

O objectivo do trabalho realizado e descrito neste capitulo foi o de contribuir para o
desenvolvimento de novas moléculas de tipo corrdlico com potencial aplicagdo em PDT.
Procedeu-se ao estudo da sintese, caracterizagdo estrutural e avaliagdo bioldgica de novas
moléculas resultantes do acoplamento do corrol 1 com p-ciclodextrinas, unidades
estruturais com propriedades biolégicas conhecidas e relevantes.'

Depois de uma breve descricdo sobre o aparecimento da PDT serdo apresentadas

algumas defini¢des e consideracdes importantes sobre esta terapia. Apresentar-se-ao ainda
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alguns conceitos basicos sobre biologia celular para facilitar a interpretacdo dos resultados

obtidos.

4.1.1 Antecedentes historicos

As propriedades terapéuticas da luz para o tratamento de varias doengas incluindo
psoriase ou vitiligo sdo conhecidas desde as civilizagcdes mais antigas, mas s6 no inicio do
séc. XX, a importancia da luz para o tratamento de doencas cutaneas foi reconhecida.’

No final do séc XIX, Niels Finsen demonstrou o efeito curativo da luz solar,
nomeadamente dos raios ultravioleta que ele denominou de “raios quimicos” no tratamento
da tuberculose ¢ do lupus. Esta descoberta valeu-lhe o prémio Nobel da Medicina em
1903.%7

Em 1900, Oscar Raab (aluno de von Tappeiner) descreveu o efeito letal induzido
pela combinagdo de luz e de acridina nos protozoarios Paramecium Caudatum. Nesta
altura, Von Tappeiner sugeriu que determinados compostos fluorescentes, em combinacao
com luz, podiam ter efeitos benéficos em dermatologia. Em 1903, von Tappeiner e
Jesionek, entusiasmados com o resultado de Raab, publicaram o uso de uma solugéo topica
de eosina, em combinagdo com a luz para tratar tumores cutaneos e verificaram que o
oxigénio ¢ um requisito necessario para o processo de fotossensibilizagcdo. Deste estudo
surgiu, pela primeira vez, o uso do termo “fotodinamico” descrevendo uma ‘“ac¢do
fotodinamica” ou “efeito fotodindmico”, em que o oxigénio ¢ um requisito fundamental
para o processo. **

Em 1911, Hausmann realizou os primeiros estudos bioldgicos com hematoporfirina
(Hp) (Figura 44) e descreveu o seu efeito em combinagdo com luz nos protozoarios
Paramecium, glébulos vermelhos e em ratos. Neste ultimo caso, foram observadas

alteragdes cutaneas.

190



Estudo da actividade fotodindmica de corrdis em células Hela

OH

CO,H  HO,C

Figura 44 — Estrutura da hematoporfirina (Hp)

Um ano mais tarde, Meyer-Betz injectou-se com 200 mg de hematoporfirina e apos
exposi¢do a luz solar, apresentou edema e fotossensibilidade nas zonas directamente
expostas a luz. Esta foi a primeira experiéncia relatada do efeito fotodinamico das
porfirinas em Humanos.’

Nos anos 20, Policard observou a fluorescéncia vermelha -caracteristica da
hematoporfirina em tumores de rato, aquando da sua irradiagdo com luz ultra-violeta. A
fluorescéncia foi atribuida a localizagdo da porfirina endégena no tumor. Este facto, levou
Figge e Weilland a investigar de que forma as porfirinas se localizam nos tumores,
procurando desenvolver a sua aplicacdo no diagndstico de tecidos cancerigenos. Apds
varios ensaios, verificaram que cada porfirina testada se localizava preferencialmente no
tumor e ndo nos tecidos sdos. '’

Em meados dos anos 50, Schwartz descreveu que a hematoporfirina até entdo
utilizada era constituida por uma mistura de porfirinas com diferentes propriedades.
Schwartz mostrou, apds purificacdo parcial de Hp, que a hematoporfirina “pura”
apresentava baixo poder de localiza¢@o nos tecidos tumorais, ao contrario do seu residuo,
que exibia grande selectividade para com estes tecidos. Estes novos conhecimentos
levaram Lipson a procurar um derivado da hematoporfirina (HpD) que se acumulasse
preferencialmente nas células tumorais.''

Estes derivados da Hp foram preparados por reac¢do da hematoporfirina com uma
mistura de 4cido acético/acido sulfurico. A mistura intermédia foi tratada em seguida com
uma solucdo de hidréxido de sodio. Deste tratamento resultou uma mistura complexa
formada por monomeros, dimeros e tetrdmeros, nos quais as unidades de porfirina estdo
ligadas por ligagdes éter, éster e carbono-carbono (Esquema 54). Esta nova formulagdo

denominada de HpD - derivado da hematoporfirina revelou ser mais eficiente na
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localizagdo tumoral e na diferenciagdo de tecidos tumorais do que a Hp inicial, sendo

/ o . . A 12
também necessaria uma menor quantidade para proceder aos ensaios fotodinamicos.
OH Ac

H Ac
H,SO, AcOH

COH HOC COH HO,C
OH NaOH (aq.)
o)
OH
L

Co, OC
Na* Na*

Esquema 54

Em 1975, Dougherty descreveu a primeira cura completa de um tumor, através da
administracdo de HpD e activagdo com luz vermelha. Trés anos mais tarde, o mesmo
investigador descreveu o primeiro caso clinico de tratamento de tumores em humanos com
HpD." Nos anos 80, Dougherty purificou a HpD por ultra-filtracdo, removendo a parte da
frac¢do monomérica, designando a nova mistura de Photofrin II. Esta mistura de porfirinas,

de natureza controversa, estd comercialmente disponivel ¢ é denominada de Photofrin®.
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Esta formulagao esta aprovada para uso clinico em varios paises como nos Estados Unidos
da América, Canada, Japao, Italia, Portugal e ¢ utilizada para o tratamento do cancro do

. x . 14
esofago, pulmao, bexiga, etc.

4.1.2 Mecanismo de accio fotodindmica e fotossensibilizadores

As reacgdes fotodinamicas t€ém a sua origem na absor¢ao de energia (fotdes de luz)
por parte do fotossensibilizador, o qual a transfere (via cruzamento de intersistemas) a
moléculas, como por exemplo o oxigénio molecular originando as espécies responsaveis
pelos efeitos citotoxicos, nos tecidos tumorais. Este ¢ o principio basico do mecanismo da
accao fotodinamica.

Tém sido sugeridos dois processos como sendo os principais responsaveis por
provocar ou promover danos nos tecidos tumorais. Esses dois processos sdo referidos
como processos ou mecanismos do tipo I e do tipo II e encontram-se indicados no
diagrama de Jablonski modificado e apresentado na Figura 45."

Os valores de comprimento de onda da luz absorvida pelo fotossensibilizador, para o

seu uso em PDT, devem estar entre 600-800 nm, onde a penetracdo da luz no tecido é

maxima.
J

S, y %

S

¢ o o
S1 MMMM»—%— Radicais livres (mecanismo tipo I)

T4 B
Oxigénio Singuleto (mecanismo tipo Il)
fluorescéncia
absorgdo
fosforescéncia

So )

Figura 45- Diagrama modificado de Jablonski

Ambos 0s processos comecam com a absor¢do de luz de A adequado por parte do
fotossensibilizador, que passa do estado fundamental (Sy) para qualquer um dos estados
excitados singuleto (S,). No entanto, por conversdo interna a molécula ¢ conduzida ao
estado energético singuleto de mais baixa energia (S;). O FS pode, entdo, relaxar
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regressando ao seu estado fundamental, por emissdo de radiag@o (fluorescéncia) ou passar
a um estado excitado tripleto isoenergético, por cruzamento intersistemas. Este processo
envolve a inversdo de spin de um electrdo, decaindo em seguida para um estado excitado
de tripleto T, de menor energia. A partir deste estado, o cromoforo pode, ainda, regressar
ao estado fundamental emitindo radiacdo (fosforescéncia). No entanto esta ¢ uma transi¢ao
proibida pelo que o FS neste estado apresenta tempos de vida bastante longos (~0,5 us) o
que aumenta a probabilidade de transferéncia de energia para outras moléculas.

E, a partir do estado tripleto que o fotossensibilizador pode originar as espécies
reactivas de oxigénio (ROS) seguindo os mecanismos do tipo I ou do tipo IL. '*"7

Nas reac¢des do mecanismo do tipo I, o fotossensibilizador, no estado tripleto, gera
espécies radicalares por transferéncia de um electrdo com o substrato e/ou oxigénio no
estado fundamental, ou captacdo de um atomo de hidrogénio da molécula de substrato
(Esquema 55). As espécies radicalares formadas sdo capazes de reagir com oxigénio no
estado fundamental, resultando na producdo de espécies muito reactivas como anides
superoxido, perdxido ou radicais hidroxilo que atacam, de seguida, biomoléculas presentes

1
nos alvos celulares.®'®

FS* + sub — FS™ + sub™
FS* + sub — FS™ +sub™

FS* + %0, N FS™+0,"

FS* + subH,» — FSH" + subH"
subH+ *0, — subH-OO’ — produtos

FS™+ 30, N FS(Sp) + O,

Esquema 55

Apesar do 130 radical superoxido ndo ser particularmente reactivo, a sua forma
protonada, o radical hidroperoxido, pode sofrer dismutacdo espontdnea ou catalizada por
superdxido dismutase, originando oxigénio e peroxido de hidrogénio. Este ultimo, quando
gerado num processo fotoquimico in vivo, numa situagdo em que as catalases (ou outras

peroxidases) estdo ausentes, € na presenca de metais de transicdo vestigiais, originam
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radicais hidroxilo. Estas espécies sdo muito reactivas e promovem reacgdes radicalares,

incluindo processos de autooxidagdo em biomoléculas (Esquema 56)."

. _HY .
O, = HOO

2 HOO®* —— H,0, + O,
H,0, + Fe(Il) — OH® + OH" + Fe(III)
BiomoléculasH + OH®* — Biomolécula® + H,O

Biomolécula® + *0, — Biomolécula-OO® — produtos

Esquema 56

As reacgdes do mecanismo do tipo I envolvem a transferéncia de energia do estado
tripleto do fotossensibilizador para o oxigénio molecular no estado tripleto >0, produzindo
oxigénio excitado no estado singuleto 'O, (Esquema 57). O 'O, é uma espécie altamente
reactiva e apesar do seu tempo de vida curto (0,04 ps) e um raio de ac¢cdo pequeno, cerca
de 0,02 um, cré-se que é o agente chave dos danos causados as células. O 'O, reage com
varias moléculas incluindo lipidos insaturados, colesterol e a-aminoacidos como o

triptofano, histidina e metionina.'

FS*+°0, — FS(So) +'0,

1O2+bi0rnoléculas — produtos

Esquema 57

As contribui¢des relativas das reac¢des do tipo I ou do tipo II para a morte celular
dependem de varios factores, incluindo os do FS, da localizagdo subcelular, do substrato e
da presenga de O,. No entanto, ¢ geralmente aceite que o mecanismo do tipo II predomina
sobre o do tipo I, e que o oxigénio no estado singuleto € o principal responsavel pela morte

celular.

Os fotossensibilizadores mais usados e estudados em PDT tém por base o nucleo
porfirinico e os seus congéneres reduzidos como clorinas (di-hidroporfirinas) e

bacterioclorinas (tetra-hidroporfirinas). Outros porfirindides, tais como as ftalocianinas e
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as texafirinas, t€ém também sido bastante estudados. Actualmente encontram-se ja
ro_* N4 ~ . ®
aprovadas para uso clinico varias formulagdes das quais se destacam o Foscan™ e o
. ® 14

Visudyne™ (Figura 46).

Existe outro tipo de abordagem também com sucesso terapéutico em que nao se
utiliza directamente o FS, mas o acido 5-aminolevulinico ALA que ¢ precursor do Heme.
Este e derivados na forma de éster encontram-se comercializados com o nome de

Levulan®, Metvix®, Hexvix® e Benzvix®.

Visudyne
/
Levulan R=H
Metvix R=Me
Benzvix R=CH,Ph
Hexvix R=n-CgH13
CO,H HO,C

Protoporfirina IX

Figura 46 - Fotossensibilizadores comerciais

Os varios estudos ja realizados consideram que um fotossensibilizador para ser
considerado ideal em estudos de PDT deve apresentar as seguintes propriedades: pureza
quimica, capacidade de se localizar preferencialmente no tecido neoplasico, ndo apresentar
toxicidade na auséncia de luz, apresentar elevados rendimentos quanticos de formacgao de
oxigénio singuleto, ter uma forte absor¢do, com elevados coeficientes de extingdo, entre

600-800 nm (onde a penetracdo da luz nos tecidos ¢ maxima e onde os comprimentos de
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~ . . L. .1 1
onda da luz sdo ainda suficientemente energéticos para produzir "O,), ser anfifilico e ser

excretado rapidamente dos tecidos.’

4.1.3 Nocdes basicas de Biologia Celular

A linha celular cancerigena escolhida para desenvolver a avaliagdo biologica dos
novos conjugados sintetizados foi a linha HeLa.

As células HelLa sd3o um exemplo classico de uma linha celular imortalizada,
podendo dividir-se um numero ilimitado de vezes, desde que estejam asseguradas as
condigdes basicas de sobrevivéncia. S3o células epiteliais humanas de um carcinoma
cervical do colo do utero transformada pelo papilomavirus humano.

A denominagdo HeLa, provém da dadora destas células Henrietta Lacks que faleceu
em 1951, vitima de cancro do colo do utero.

A acgdo fotodinamica dos fotossensibilizadores afecta os componentes celulares e as

varias fases do ciclo celular.

Ciclo Celular

O ciclo de divisdo celular esta dividido em duas partes: a mitose e a interfase.'’

A interfase corresponde ao tempo que a célula passa entre o fim de uma divisdo
celular até ao inicio da divisdo seguinte. A célula estd cerca de 95% do seu ciclo celular em
interfase. Nesta fase, os cromossomas encontram-se descondensados e bem distribuidos no
nucleo, ocorre a replicagdo do ADN e a célula estd em constante crescimento.

A mitose ¢ um processo de divisdo celular, a partir de uma célula-méae inicial, que
origina duas células filhas com a mesma composi¢do genética (mesmo niimero e tipo de
cromossomas), mantendo assim inalterada a composi¢do e teor de ADN caracteristico da
espécie (Figura 47). Este processo de divisdo celular € comum a todas as células eucariotas
que constituem os animais, plantas e alguns organismos unicelulares. E um processo

continuo que se divide em quatro fases: Profase, Metafase, Anafase e¢ Telofase.
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Final da profase

Telof: a.s.:l o
B € Interfase

Profase

Figura 47 — Divisdo Celular -Mitose®

Na Profase os cromossomas condensam-se, ficam menores e mais espessos e
visiveis. Ao mesmo tempo come¢a a formag¢do do fuso mitdtico, um conjunto de
microtibulos orientados de um polo ao outro da célula, cuja funcdo ¢ conduzir as
cromatides dos cromossomas para os polos celulares, durante a anafase. Na Metafase
todos 0s cromossomas se situam no polo equatorial do fuso mitotico, formando a placa
metafésica. Nesta fase os cromossomas estdo mais condensados e sdo ainda mais visiveis.
Na fase seguinte, a Anafase, comeca a separagdo simultanea dos centrémeros, separando-
se as duas cromatides do cromossoma que passam a formar dois cromossomas
independentes. Cada cromatide migra para um dos polos da célula, orientados pelos
microtibulos. No final da anafase, os cromossomas estdo separados € em dois grupos
iguais. Na ultima fase a Telofase, ocorre a organizacdo da membrana nuclear em torno dos
cromossomas de cada futura célula-filha nos dois polos da célula e desaparece o fuso
mitdtico. Os cromossomas dentro de cada nucleo comecam a descondensar-se.

A divisdo celular termina quando o citoplasma se divide o que leva a

individualizagdo das células-filhas (citocinese).
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Citoesqueleto

O citoesqueleto é o esqueleto interno das células eucariontes (Figura 48), formado
por uma rede de filamentos proteicos que se estendem por todo o citoplasma. O
citoesqueleto confere a célula a sua forma e movimento, permitindo-lhe rearranjar os seus
organelos no citoplasma a medida que crescem, dividem-se e se adaptam ao meio exterior.
As funcdes do citoesqueleto dependem de trés tipos de filamentos presentes neste:
filamentos intermédios, filamentos de actina e filamentos de tubulina, geralmente

designados por microtibulos.

fembrana nuclear

Lisosomas -
) | NOCLEO
Mitocondrias

Vacuolas Cromatina

A. de Golgi

RE. Liso Microfilamentos de actina

Riosomas : Microtibulos

Figura 48 — Célula animal eucarionte®'

Os filamentos intermédios sdo fibras proteicas resistentes com 10 nm de didmetro
que desempenham uma funcdo estrutural e mecénica na célula.

Os filamentos de actina representados na Figura 49b) também denominada de actina
F sdo filamentos duplos helicoidais formados por uma proteina globular actina G presente
em células musculares. Estes microfilamentos tém de didmetro 7 a 9 nm.

Os microfilamentos de actina sdo os responsaveis pela locomogdo celular, pela
contrac¢do muscular e reforgam a membrana citoplasmatica.

Os microtubulos sdo cilindros ocos constituidos por filamentos proteicos (Figura
49a)) com um diametro de 24 nm. Cada filamento é formado por sub-unidades proteicas de
tubulina e cada sub-unidade ¢ um dimero formado por duas proteinas globulares
denominadas de a- e B-tubulina ligadas por interac¢des electrostaticas.

Os microtibulos sdo estruturas dinamicas envolvidas em varias fungdes celulares,
tais como: a segregagdo de cromossomas, a determinagdo da forma celular, a organizacao

intercitoplasmatica e o transporte dos organelos no citoplasma. Todos estes processos
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baseiam-se na capacidade dos microtibulos se polimerizarem e despolimerizarem,
tornando estas estruturas labeis e susceptiveis a drogas.

O fuso mitdtico ¢ um exemplo da dinamica dos microtubulos e ¢ formado apos a
desorganiza¢do dos microtubulos citoplasmaticos na mitose e ¢ a sua rapida organizacao
que explica a extrema sensibilidade desta estrutura a inibidores de tubulina. Desta forma, o
efeito dos inibidores dos microtibulos no fuso mitotico pode-se traduzir nas alteragdes da

. . ~ I . 22
mitose, como bloqueio da metafase e a formagao de células multinucleadas.

Figura 49- a) Microtiibulos — filamentos de tubulina, b) Filamentos de Actina
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4.2 Sintese de novos fotossensibilizadores

Tendo como objectivo a sintese de corrdis com potencial aplicagdo em PDT
decidiu-se conferir alguma anfifilia ao corrol 1, através da sua ligacdo a moléculas de
[-ciclodextrina.

As ciclodextrinas (CD’s) sdo oligdmeros ciclicos constituidos por moléculas de a-D-
glucopiranose ligadas por ligagdes a-(1,4). As ciclodextrinas sdo classificadas, de acordo
com o numero de unidades glicosidicas que apresentam, se a ciclodextrina detém seis
unidades de actucar é denominada de a-ciclodextrina, se apresenta sete unidades ¢
denominada de B-ciclodextrina (Figura 50) e se contiver oito unidades ¢ denominada de y-
ciclodextrina.

A estrutura cristalina das CD’s foi estabelecida em 1942,% por estudos de difrac¢do
de raios X. Estes estudos demonstraram que as ciclodextrinas apresentam uma forma
conica com uma cavidade estreita de um lado e mais larga no outro. Na cavidade mais
estreita residem os grupos hidroxilo primarios e na parte mais larga estdo os grupos
hidroxilos secundarios. Os grupos hidroxilo nas extremidades tornam as ciclodextrinas
soluveis em agua, devido a possibilidade de formarem ligagdes de hidrogénio com o
solvente. Por outro lado, o interior da cavidade ¢ delimitado pelo alinhamento dos
hidrogénios C(3)-H e C(5)-H e pelo oxigénio da ligagao C(1)-O-C(4), o que lhes confere

caracter hidrofébico (Figura 50).%*

OH
f 50
A 5 OH
HO 0o OQHO 5 OH
HO . . i
(0} Cavidade hidrofobica
Hidroxilos secundarios
O (0]
9] ;
OH v
o) n n
HO OH
Q oH :
OH L
%%M/o
O OH Hidroxilos primérios

Figura 50 — Estrutura da B-ciclodextrina
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Actualmente existem varias aplicacdes para as ciclodextrinas na industria alimentar,
farmacéutica, quimica, entre outras. Uma das propriedades mais importantes das CDs ¢ a
sua capacidade de formar complexos de inclusdo com uma grande variedade de moléculas
hospedes (compostos organicos ou inorganicos) em solugdo.”*®

Estes complexos de baixa toxicidade sdo geralmente usados como transportadores de
drogas insoluveis ou pouco soluveis em agua em muitas aplicagdes farmacoldgicas. A
complexacdo da droga com a CD produz um aumento da solubilidade em meios aquosos e
modificagdes significativas nas suas propriedades fotofisicas, fotoquimicas e
farmacoldgicas.”

Na procura de um fotossensibilizador ideal, como ja foi referido, a anfifilia é um
requisito importante, porque permite uma melhor incorporagio na membrana celular.”’ Os
corrdis, as porfirinas e derivados tetrapirrolicos de um modo geral apresentam um caracter
lipofilico acentuado exibindo baixa solubilidade em ambientes aquosos € uma tendéncia
elevada para agregarem. Estudos prévios ja demonstraram que o acoplamento de uma
unidade de B-ciclodextrina a uma ftalocianina torna este macrociclo solavel em agua®
assim como a ligacgdo de duas unidades de  PB-ciclodextrina  a
5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina.?

Assim, tendo em conta estes resultados e sublinhando o objectivo principal deste
trabalho, encetou-se o acoplamento de unidades de [-ciclodextrina ao

5,10,15-tris(pentafluorofenil)corrol.

4.2.1 Sintese de novos conjugados corrol-ciclodextrina

A metodologia usada para acoplar directamente uma unidade de BCD ao corrol foi
via substituicdo nucleofila de um atomo fluor (na posi¢do para dos anéis pentafluorofenilo)

por uma unidade alcoxido de B-ciclodextrina.

Na sintese de novos conjugados corrol-ciclodextrina comegou-se por testar a reac¢ao
do corrol 1 em DMSO na presenca de 4 equivalentes de CD. Esta mistura foi sujeita a
aquecimento a 80°C, durante 30 min. Ao fim deste tempo, o TLC controlo em fase reversa
revelou a auséncia de corrol de partida e a formagdo de varios compostos. Apds a
neutralizacdo da mistura reaccional com acido citrico, esta foi aplicada no topo de uma

coluna de fase reversa e a elui¢do dos novos produtos foi efectuada por gradiente
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agua/acetonitrilo. No entanto, na coluna de fase reversa verificou-se que a mistura dos
novos produtos formados era bastante complexa e de dificil separacdo e purificagdo. Uma
vez que o acoplamento de BCD ao corrol pode formar até 5 compostos (2 compostos
mono-conjugados, dois compostos di-conjugados € um composto tri-conjugado), pensou-se
em definir duas abordagens sintéticas diferentes; uma que favorecesse a formacdo dos
mono-conjugados ¢ outra que favorecesse a formagdo do composto tri-conjugado,

alterando o nimero de equivalentes de BCD usados.

Para a formacdo dos macrociclos mono-substituidos 47 e 48 (rota A) colocou-se a
reagir uma solucdo de corrol 1 em DMSO na presenca de 5 equivalentes da B-ciclodextrina
(BCD) e de carbonato de potdssio. A reac¢do decorreu sob atmosfera de azoto a
temperatura ambiente e sob agitacdo (Esquema 58). A reacc¢do foi monitorizada por TLC e
ap6s 48 h, o TLC controlo de fase reversa revelou a presenca de corrol de partida e um
novo composto. Optou-se por prolongar o tempo de reac¢do por mais 24 horas, ao fim das
quais o TLC controlo revelou a presenca de dois novos produtos, tendo-se terminado a
reacc¢do. Procedeu-se a neutralizacdo da mistura reaccional com acido citrico e consequente
separacdo dos compostos por cromatografia em coluna em fase reversa usando, como
eluente, um gradiente de acetonitrilo/agua. Os novos conjugados foram precipitados em

acetona.

Desta reac¢do isolaram-se dois compostos, um maioritdrio € outro minoritario, que
foram identificados com base nos seus espectros de massa como sendo o conjugado
mono-substituido e um conjugado di-substituido. Recuperou-se 70% de corrol de partida.
A analise do espectro de RMN de 'H do conjugado mono-substituido revelou tratar-se de
uma mistura de dois isomeros. De facto, na cromatografia efectuada em HPLC, o
cromatograma apresentou dois sinais numa propor¢do de 7:1, confirmando a presenga de
dois isomeros. O rendimento global da mistura dos conjugados mono-substituidos foi de

23%.

Considerando a adi¢do de uma molécula de ciclodextrina, verifica-se que existem
dois conjugados possiveis 47 e 48, resultantes da entrada de BCD no anel pentafluorofenilo
localizado no carbono 5 ou no carbono 10 do corrol. No entanto, para a obtengdo do
conjugado 47, existem dois locais possiveis de reac¢do, as posigcdes C-5 e C-15, e para a
obten¢do do conjugado 48 existe apenas um local de reaccdo, a posi¢cdo C-10, o que podera
explicar a propor¢do obtida de cada isdmero. Apos separagdo dos dois isomeros por HPLC

0 composto maioritario foi identificado como sendo o composto 47.
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Na tentativa de obter o corrol tri-substituido com trés unidades de ciclodextrina
adicionou-se o corrol 1 a uma solugdo em DMSO de 10 equivalentes de BCD e carbonato
de potdssio em excesso. A mistura reaccional foi mantida sob atmosfera de azoto e
agitacdo, a temperatura ambiente. A evolu¢do da reacgdo foi seguida por TLC de fase
reversa, que ao longo do tempo evidenciou o consumo total do corrol 1 e a formagao dos
conjugados 47 ¢ 48 ¢ de um conjugado di-substituido. Ao fim de uma semana de reaccdo
optou-se por forcar a reaccdo adicionando mais excesso de BCD e carbonato de potassio.
Ao fim de 3 semanas, por TLC de controlo verificou-se a formacdo de um composto
maioritario (previamente identificado como tratando-se de um conjugado di-substituido) e
a mistura de conjugados mono-substituidos em pequena quantidade. Todavia, ndo se
verificou a formacdo de um composto mais polar, o composto tri-substituido que se
pretendia. Optou-se por terminar a reac¢do, € proceder a separacdo e purificacdo dos
produtos formados, de acordo com o procedimento anterior. Neste caso, foi isolada a
mistura dos conjugados 47 ¢ 48 com um rendimento de 8% e de um conjugado di-

substituido com um rendimento de 23%.

O espectro de RMN de "°F do conjugado di-substituido, revelou tratar-se de apenas
um composto, que foi identificado como sendo o corrol substituido 49 nas posi¢des 5 e 15
por duas unidades de BCD.

E de realgar que nesta reaccdo ndo se isolou o conjugado di-substituido 50,
provavelmente devido ao impedimento estéreo, o que também pode explicar o facto de ndo

se ter isolado o composto tri-substituido.
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A, 5 equiv. BCD, K,COg3, N,, 3 dias
B, 10 equiv. BCD, K2CO3, Ny, 3 semanas
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De forma a facilitar a interpretacdo dos resultados dos estudos bioldgicos efectuados
com os compostos sintetizados, € na caracterizacdo estrutural denominar-se-4 o corrol 1
como PFC, o composto 47 como BCD1 e o composto 49 como BCD2. O composto 48 ndo
foi considerado para avaliacdo biologica, porque ndo se obteve com o grau de pureza

necessario.

4.2.2 Caracterizacao estrutural

A caracterizacdo estrutural dos compostos BCD1 e BCD2 foi efectuada recorrendo a
espectrometria de massa (MALDI-TOF) e aos estudos de ressonancia magnética nuclear de

YF ¢ 'H.

O espectro de massa de BCD1 apresentou o pico do ido molecular [M+H]" a m/z
1911 correspondente a adicdo de um molécula de ciclodextrina a uma unidade corrdlica
com perda de HF.

O espectro de RMN de 'H de BCD1 apresentou trés dupletos e dois multipletos na
zona aromatica e varios multipletos na zona alifatica entre & 5,85-3,24 ppm. Embora o
espectro de RMN de 'H tenha apresentado baixa resolucdo, o que ndo permitiu elucidar
concretamente a estrutura, foi possivel identificar as ressonancias devidas aos protdes da
BCD e do nucleo corrdlico.

Assim, ao dupleto a & 9,03 ppm atribuiram-se as ressondncias dos protdes [-
pirrélicos H-2,18; aos dupletos a & 8,66 ¢ a 6 8,52 ppm as ressonancias dos protdes [-
pirrdlicos H-3 e H-17 e aos multipletos 6 8,60-8,57 ppm e a 6 8,48-8,46 ppm a ressonancia
dos restantes quatro protdes B-pirrdlicos do nucleo corrol, H-7,8,12,13. As ressonancias
dos protdes da BCD foram atribuidas aos multipletos entre & 5,85-3,24 ppm.

O espectro de RMN de '°F (Figura 51) foi essencial para a caracterizagdo inequivoca
da estrutura do conjugado BCDI.

O correcto assinalamento foi efectuado por analogia com o espectro de RMN de "°F
do corrol 1 que apresentou: dois duplos dupletos a & -160,8 ppm e 6 -161,3 ppm
correspondentes as ressonancias dos atomos de fluor das posicdes ortfo, dois tripletos a o -

175,7 ppm e a d -176,3 ppm referentes as ressonancias dos dtomos de fluor das posicdes
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para ¢ dois duplos tripletos a 6 -185,0 ppm e a 6 -185,4 ppm correspondentes as
ressonancias dos atomos de flaor das posi¢des meta.

O espectro de RMN de "F de BCD1 apresentou: na regido mais desprotegida, um
multipleto entre & -162,65 e -162,74 ppm e um duplo dupleto a & -164,81 ppm
caracteristico das ressonancias dos 4tomos de fluor nas posi¢des orto; dois tripletos a o -
179,76 e -179,95 ppm caracteristico das ressondncias dos atomos de fllior nas posi¢des
para ¢ dois multipletos entre 6 -186,98 e -187,17 ppm e entre 6 -187,55 e -187,74 ppm e
um dupleto a d -180,60 ppm referentes aos &tomos nas posi¢des meta.

Para a exacta atribui¢do da posicdo da BCD no macrociclo corrdlico, a andlise das
ressonancias dos a&tomos de fliior nas posi¢des para e meta foi crucial.

A observagao de dois tripletos correspondentes a ressonancia de dois atomos de flior
nas posi¢des para indica que estes ndo sdo equivalentes, evidenciando uma estrutura
assimétrica, que apenas ¢ consistente com a substitui¢do no anel pentafluorofenilo em C-5.
Deste modo, aos tripletos a 6 179,76 e -179,95 ppm foram atribuidas as ressonancias de F-
4 e F-4’. Em relagdo aos atomos de flior nas posicdes meta, a presenca de dois
multipletos entre o -186,98 e -187,74 ppm confirma a presenca de dois anéis
pentafluorofenilo ndo equivalentes e ndo substituidos. Analisando a estrutura de BCD1
(Figura 51), verifica-se que apenas os anéis B e C sdo ndo equivalentes, permitindo atribuir
aos referidos multipletos as ressonancias dos dtomos de fluor meta dos anéis B e C.

A ressonancia dos Fpe, do anel A (F-3°, 57) foi atribuida ao dupleto a & -180,60 ppm.
Note-se que ocorreu um desvio quimico deste sinal de aproximadamente 7 ppm, o que leva
a concluir que BCD tem um efeito desprotector sob os dtomos de fluor. No caso de
complexos host-guest, estd descrito na literatura que a inclusdo de moléculas aromaticas na
cavidade da ciclodextrina se caracteriza pela desproteccdo dos protdes da molécula
hoéspede, no entanto, todos os protdes do complexo podem sofrer alteracdes nos seus

. ;. 30
desvios quimicos.
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Figura 51 — Espectro total de RMN de "’F de pCD1, com identificagdo dos sinais

relativos a ressondncia dos atomos de fluor nas posi¢des orto, para e meta
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O espectro de massa de PCD2 apresentou o ido molecular [M+H]" a m/z 3048,
correspondente a adi¢do de duas moléculas de ciclodextrina a uma unidade corrélica, com

perda de duas moléculas de HF.

O espectro de RMN de '°F do conjugado BCD2 (Figura 52) apresentou apenas dois
sinais em forma de multipleto, evidenciando tratar-se de um composto simétrico. Tendo
em conta a caracterizacdo anterior e atendendo a integragdo de cada sinal, ao multipleto
entre d -164,91 e -165,39 ppm atribuiu-se as ressondncias dos seis atomos de fliior das
posi¢cdes orto e ao multipleto entre & -179.83 e -180,24 ppm as ressonancias de seis flliores
na posicdo meta ¢ um fluor na posicdo para. Dada a simetria apresentada pelo espectro,
este sO € consistente com um macrociclo corrolico substituido nos atomos de flior para
dos anéis pentafluorofenilo dos carbonos 5 e 15. Note-se que o efeito das duas mdleculas
de BCD, sobre o desvio do sinal relativo aos F, ainda ¢ mais evidente, as suas
ressondncias aparecem na zona tipica de Fpyara, mascarando inclusivé, o sinal relativo a F-

4.

Figura 52 —Estrutura do composto BCD2 e respectiva numeragao

4.3 Determinaciio de parametros fotofisicos

Tal como ja foi referido, a PDT tira partido da ac¢do conjugada de oxigénio, de um
fotossensibilizador e de radiagdo de determinado A. Torna-se assim, importante determinar
alguns parametros fotofisicos que envolvam a absorcdo de radiacdo e que sdo relevantes na

avaliacdo da ac¢do de um fotossensibilizador. Os pardmetros fotofisicos determinados
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foram a absortividade molar, o rendimento quantico de fluorescéncia, o rendimento
quantico de formagao de oxigénio singuleto e a fotoestabilidade.

Os espectros de absorcdo de BCD1 e BCD2 (Figura 53) ndo apresentaram diferengas
significativas entre si, no entanto o seu perfil ¢ diferente do do corrol 1. A banda Soret dos
conjugados sofreu um desvio batocrémico de 20 nm em relagdo ao corrol precursor € em
ambos os conjugados existe uma banda Q de absor¢do (BCDI1, A 615 nm e BCD2, A 617

nm) bastante pronunciada, em vez de duas bandas Q de intensidade similar como no corrol
1.

1,5 -
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Figura 53 - Espectro de absor¢do dos compostos fCD1, BCD2 ¢ PFC

A Tabela 11 apresenta os valores obtidos para os rendimentos quanticos de
fluorescéncia (@) e de formagdo de oxigénio singuleto (¢,). Estas determinacdes foram
realizadas pela Prof. M. A. Faustino no grupo da Prof. Beate Roder (Institute of Physics,
Humboldt-University of Berlin).

Pode-se verificar que os compostos PFC, BCD1 e BCD2 apresentam rendimentos
quanticos de fluorescéncia superiores a 5,10,15,20-tetrafenilporfirina (TPP) (entrada 4).
Observa-se ainda que o BCD2 apresenta o maior rendimento quantico de fluorescéncia,
0,30 (entrada 3), e o BCDI1 o menor, 0,22 (entrada 2). Relativamente ao (¢@,), os valores
situam-se entre 0,29 para BCD1 (entrada 2) e 0,54 para PFC (entrada 1). Estes valores,
embora se encontrem abaixo do valor da referéncia (entrada 4), estdo acima dos valores

encontrados para a Photofrin (0,26). Assim, estdo dentro dos encontrados para outros
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fotossensibilizadores e sdo considerados aceitaveis para que possam ser utilizados em

PDT.

Tabela 11 - Rendimentos quanticos de fluorescéncia (gr) e de oxigénio singuleto (4,

dos diversos compostos, em DMF.

Entradas Composto [a] Pr P
1 PFC 0,27 0,54
2 BCD1 0,22 0,29
3 BCD2 0,30 0,32
4 TPP 0,12°" | 0,65

[a] densidade optica para todos os compostos 0,05 a 616 nm

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia ¢r e de oxigénio singuleto ¢, foram

determinados usando o método comparativo, com base na seguinte equagao:

¢ _ Aamostra (1 — 1 OiAbS,ﬁef )
amostra ref Ar‘{f (1 _ 1 O—Absamostra)

Onde, ¢rr € 0 rendimento quantico da referéncia (TPP) em DMF; Aynostra € Arers80 as
areas das curvas de emissdo da amostra e da referéncia, respectivamente; AbSamostra € AbSrer
sdo as absorvéncias da amostra e da referéncia num comprimento de onda de excitagdo,

respectivamente.

4.4 Foto-estabilidade

Antes de se proceder aos ensaios fotodindmicos ¢ de maior interesse conhecer a
fotoestabilidade dos compostos, quando irradiados com luz de comprimento de onda
analogo ao da radiag¢do que vai ser usada nos estudos de terapia fotodinamica. Deste modo,
todos os compostos foram sujeitos a ensaios de fotoestabilidade, permitindo determinar a
percentagem de fotossensibilizador degradado ao longo do tempo de exposi¢do, a mesma
poténcia de luz usada nos tratamentos fotodindmicos. Deste modo pode-se verificar se o
espectro de absorcdo de cada composto sofre alteragdo, quer ao nivel de um decréscimo ou
deslocamento acentuado das bandas tipicas de absor¢do, quer ao nivel de aparecimento de

novas bandas.
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Estes estudos foram realizados expondo a luz branca (5SmW/cm?) uma solugdo de
concentracdo de fotossensibilizador em DMF, mantida em agitagdo e a temperatura
ambiente, numa célula de quartzo.

As leituras de absor¢do foram efectuadas a tempos definidos de tempo: 0, 1, 2, 3, 4,
5, 7 ¢ 10 minutos. Na Figura 54 apresentam-se, como exemplo, os espectros de absor¢ao

de BCD2.
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Figura 54 - Espectros de visivel de pCD2 a vérios tempos de irradiagdo a 5 mW/cm®

Da andlise dos resultados da Tabela 12 pode-se considerar que, em geral, os
compostos sdo bastante fotoestaveis. Os trés compostos mantém-se praticamente

inalterados durante os 10 minutos de irradiagao.

Tabela 12 — Resultados de fotoestabilidade dos compostos estudados, a diferentes

tempos de irradiagdo, em percentagem de fotossensibilizador ndo degradado

Tempo de irradiacdo (min.)
Compostos 0 1 2 3 4 5 7 10
PFC 100 99 99 99 99 99 99 99
BCD1 100 100 99 100 99 99 99 99
BCD2 100 99 99 99 99 99 99 99
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4.5 Determinacio dos coeficientes de particio

A interaccdo do fotossensibilizador ou outros farmacos com sistemas bioldgicos
pode ser avaliada pelos coeficientes de particdo, i.e, pela propor¢do da solubilidade de um
soluto com a fase organica e a fase aquosa. Os coeficientes de parti¢do influenciam as
propriedades de transporte dos farmacos que pode estar relacionada com a absor¢do do
farmaco, retengdo, distribuicdo e eliminagdo. Como os farmacos sdo distribuidos pelo
sangue, eles devem penetrar nas membranas celulares até alcangarem o seu local de acg¢@o.
Assim, os coeficientes de particdo podem estar relacionados com o tipo de tecidos que os
compostos podem atingir.>>~

Como os coeficientes de parti¢do sdo dificeis de medir em sistemas vivos, sdo
geralmente determinados in vitro num sistema bifasico organico/aquoso.

Os logaritmos dos coeficientes de parti¢do dos compostos PFC, BCD1 e BCD2 foram

determinados a 22°C numa mistura I-butanol/agua (log Pgw), de acordo com o

procedimento experimental.

Tabela 13 — Coeficientes de particdo dos diversos compostos numa mistura 1-

butanol/agua
Composto log Pg/w
PFC 2,10
BCD1 1,95
BCD2 -1,71

Os resultados presentes na Tabela 13 indicam, tal como esperado, que o caracter
hidrofilico aumenta com o nimero de unidades de ciclodextrina. O corrol precursor PFC ¢
o mais hidrofébico (2,10) seguindo-se o BCD1 com um log Pg/w de 1,95 semelhante ao do
PFC. Apenas o BCD2 (-1,71) se mostrou solivel em agua.

Tendo em conta estes resultados, os compostos BCD1 e PFC serdo incorporados em
vesiculas de lipossomas para se efectuarem os ensaios biologicos € o composto BCD2 sera

administrado em solugdo aquosa.
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4.6 Ensaios biologicos

A avaliag@o das propriedades bioldgicas de determinado composto € um processo
moroso, dispendioso e requer uma elevada interdisciplinaridade. Com o objectivo de
avaliar a potencial actividade em Terapia fotodindmica do corrol PFC e dos conjugados
corrol-ciclodextrina sintetizados, efectuaram-se alguns ensaios sobre uma linha celular
imortal - HeLa. Estes estudos foram realizados no grupo da Prof. Angeles Juarranz do
Departamento de Biologia da Universidade Auténoma de Madrid.

Em seguida, serdo abordados de forma sucinta, os procedimentos e as técnicas
utilizadas nos ensaios biologicos.

Os compostos BCD1 e PFC apresentaram um caracter hidrofobico e a sua
administracdo nas culturas celulares foi efectuada, através da sua incorporacdo em
vesiculas de lipossomas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). Estudos de
desenvolvimento de sistemas transportadores de drogas demonstraram que a
lipossomalizacdo de fotossensibilizadores aumenta a acumulagido destes e ainda provoca
um aumento do efeito terapéutico da PDT, nos vérios tipos de neoplasia estudados.”’

O composto BCD2 provou ser hidrosoltivel e foi administrado nas culturas celulares
em solugdo aquosa.”

Para a incorporacdo do fotossensibilizador em lipossomas foram preparadas duas
solucdes stock, uma de fotossensibilizador (0,5 mg droga em 1 mL de piridina) e outra de
DPPC (10,5 mg em 1 mL de etanol absoluto). Posteriormente, misturaram-se as duas
solugdes stock numa propor¢do de: 0,265 mL (solu¢do de FS) e 0,735 mL (solugdo de
DPPC). De seguida a um volume de 10 mL de PBS estéril (mantido a 55°C), sob agitagdo
magnética continua) injectou-se lentamente 0,75 mL desta mistura.

Esta solu¢do mantida a temperatura ambiente, foi submetida a didlise em PBS a 1%.

A concentragdo de fotosensibilizador existente em cada solugdo “stock™ foi
determinada por medicdo da absorvancia no pico maximo de absor¢do, segundo a lei de
Lambert-Beer. As diferentes concentracdes que se utilizaram nos tratamentos obtiveram-se
por dilui¢cdo da solugdo original com meio branco (DMEM/antibidtico).

Como ja se referiu, as células a utilizar nos diferentes testes e os testes realizados
implicaram a manuten¢do de uma linha celular HeLa, que foi cultivada em frascos de

astico . Quando um desses frascos possuia o de confluéncia procedeu-se a sua
last F25 d d fi 70% d fl d
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passagem quer para a manuten¢do da linha celular quer para outros fins, nomeadamente, o

de inoculacdo nas placas de tratamento fotodinamico.

4.6.1 Tratamentos fotodinimicos

Os tratamentos fotodindmicos foram realizados em placas P24 e P12. Em cada pogo
da placa P12 colocou-se uma lamela para permitir o crescimento celular sobre esta. Os
tratamentos s6 foram efectuados quando as células nos pocos apresentavam 70% de
confluéncia. Apés 5 h de incubagdo das células no escuro com o fotossensibilizador, as
placas de cultivo foram irradiadas directamente, durante os tempos de radiagdo
pretendidos. Apds o periodo de irradiacdo, o meio de cultivo com fotossensibilizador foi
substituido por meio completo e a cultura foi mantida no incubador, durante 24 horas.

Estabeleceram-se em todos os tratamentos realizados, trés controlos com o objectivo
de:

a) avaliar a toxicidade per si de cada fotossensibilizador incubando o

fotossensibilizador sem irradiar as células — controlo droga.

b) Comprovar o efeito da radiacdo sobre as células ndo tratadas com o
fotossensibilizador e compara-lo com células tratadas com a droga e irradia-
las — controlo radiacao.

c) avaliar a viabilidade celular em células que ndo foram submetidas nem a

presenca de droga nem a radiag@o — controlo total.

A estimativa da viabilidade celular depois dos tratamentos fotodinamicos foi
determinada pelo teste de reducdo do 4,5-dimetil-3-tiazolil-2,5-difeniltetrazolio (MTT).
Este ¢ um método colorimétrico baseado na redu¢do do MTT (cor amarela) a “formazan”,
um precipitado insolivel de cor azul-escuro (Esquema 59). A redugdo é catalisada pelas

. . .. . . i . o -39
desidrogenases mitocondriais e outras enzimas citoplasmaticas nas células viaveis.
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Apo0s 24 horas do tratamento fotodindmico, a cada pogo da P24 foi adicionado um
volume de 500 uL da solu¢do MTT/meio, e a placa foi incubada a 37° C, durante 3-4
horas. Terminado o periodo de incubagdo, aspirou-se o meio de cultura e adicionou-se a
cada pogo 500 uL de DMSO para dissolver o formazan. De seguida, foi lida a absorvéncia
a 542 nm.

As medig¢oes de absorvéncia dos controlos totais (células que ndo foram submetidas a
presenca de composto e radiagdo) foram tomadas como 100% de viabilidade celular e a
partir dessas estimaram-se as percentagens de viabilidade para as células submetidas a

tratamento completo.

Os tratamentos fotodindmicos foram iniciados com o composto BCDI, usando
concentragdes de 1x107M e 5x10"M. Verificou-se que a proliferagdo celular se mantinha
independentemente da dose de luz aplicada. Optou-se por aumentar a concentragdo de
BCDI para 1x10°M. Com esta concentragio e apos tratamento fotodinimico houve uma
diminui¢do do numero de células vivas. A sobrevivéncia celular com doses de luz de 9 e
12 J/em® & semelhante e estd compreendido no intervalo de valores sub-letais (40-70%),

tomando-se a concentra¢io de BCD1 a 1x10°M como dose sub-letal.*’

Tendo em conta os resultados anteriores, os tratamentos fotodinamicos com BCD2
foram iniciados com a concentragio de 1x10°M. No entanto, verificou-se que esta
concentragdo de BCD2 ndo induzia alteragdes na sobrevivéncia celular. Assim, optou-se
por testar a concentragio de 1x10*M. Na Tabela 14 encontram-se os resultados obtidos e
verificou-se que quanto maior a dose de luz aplicada, menor a percentagem de
sobrevivéncia celular. Com uma dose de luz de 12 J/em?® a percentagem de sobrevivéncia
celular diminuiu consideravelmente para 58%. Este valor também estd compreendido no
intervalo de valores sub-letais (40-70%), tomando-se a concentra¢do de BCD2 a 1x10™*M

como dose sub-letal.

O corrol PEC foi testado a uma concentragio de 1x10°M permitindo comparar a
sobrevivéncia celular dos trés compostos testados, & mesma concentracdo. Assim,
verificou-se que a concentragio de 1x10°M induz alteragdes significativas na
sobrevivéncia celular das células HeLa (Tabela 14). Apds 9 e 12 J/cm?, a percentagem de
células vivas foi de 44% e 38%, respectivamente, valores que também estio
compreendidos dentro do intervalo de valores sub-letais. Desta forma, foi considerada a

concentragdo de 1x10°M para o PFC como dose sub-letal.
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Note-se que a administracdo dos fotossensibilizadores sobre células HeLa no escuro
e empregando as maximas concentra¢des estudadas para os fotossensibilizadores, nao
ocasionaram efeitos citotoxicos e a radiagdo também ndo teve qualquer efeito sobre as

células.

Tabela 14 - Efeitos citotoxicos induzidos pelos fotossensibilizadores em célula HeLa.

FS [FS] (M) Dose de luz (J/cm?) Sobrevivéncia celular (%)
BCD1 1x10° 3 83,3423,1
6 82,2+4,5
9 72,749.8
12 72,6+10,2
BCD2 1x107 6 110,8+7,5
9 112,349,5
12 110,4+4,0
BCD2 1x10™ 6 85,9+3,1
9 77,4455
12 57,6+2,3
PFC 1x10° 6 75,0+8,8
9 44.2+10,4
12 37,6+6,0

A diferente eficiéncia dos trés fotossensibilizadores & mesma concentragdo de 1x10”
M ¢ facilmente confirmada na Figura 55. Nesta figura pode-se observar que o composto
BCD2 nio teve qualquer efeito sobre a cultura celular, o BCD1 mostrou ter um efeito suave
e o PFC provou ter um efeito agressivo.

A aplicacdo dos trés fotossensibilizadores 4 mesma concentracio de 1x10°M com
uma dose de luz de 12 J/em® provocou efeitos diferentes na viabilidade destas células.
Segundo a percentagem de sobrevivéncia das células HeLa obtida pelos ensaios de reducio
de MTT, observou-se que o PFC foi a droga mais eficiente apresentando uma
sobrevivéncia de apenas 38%, o que corresponde a uma dose sub-letal. O fCD1 e o BCD2
apresentaram uma sobrevivéncia celular de 73% (dose sub-letal) e proliferagdo celular de
110%, respectivamente. Contudo, o composto PCD2 a 1x10™*M mostrou ter um efeito

moderado na viabilidade celular.
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Figura 55- Comparagao dos trés fotossensibilizadores

4.6.2 Alteragdes morfologicas causadas pelo tratamento fotodindmico - azul de

toluidina

Nestes estudos, apds tratamento das células HelLa com as concentracdes dos
fotossensibilizadores que apresentaram maior percentagem de morte celular, foram
analisadas as alteracdes morfologicas nas células, por meio de azul de toluidina. Este
método permite efectuar uma primeira avaliagdo global dos danos causados a cultura
celular pelo fotossensibilizador.

Estes ensaios foram efectuados apenas para as culturas celulares tratadas com fCD2
a concentragdo de 1x10“*M e PFC a concentragio de 1x10°M, sujeitas & dose de luz
méxima 12 J/em®. Apos 24 horas do tratamento fotodindmico, as células aderidas as
lamelas foram fixadas com metanol absoluto a -20°C e depois de secas, foram coradas com
azul de toluidina (Figura 56).

Nestes ensaios também se efectuou um controlo do fotossensibilizador, onde as
células foram tratadas com a dose sub-letal do composto, mas ndo foram irradiadas, com o

objectivo de avaliar a toxicidade per si dos compostos usados.
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Figura 56- Alteragdes morfoldgicas induzidas por tratamento fotodinamico,
observadas 24h depois dos tratamentos: a), b) — células tratadas com a dose sub-letal de
BCD2, sem irradiagdo; c) e d) - células tratadas com a dose sub-letal de CD2, apods 12
J/em® de luz; e), f) — células tratadas com a dose sub-letal de PFC, sem irradiagdo; g) e h) -
células tratadas com a dose sub-letal de PFC, apods 12 J/cm® de luz. Escala: cada divisdo

corresponde a 2,5um.

Como podemos ver na Figura 56 as alteracdes morfologicas provocadas pelo
composto PFC, foram mais pronunciadas que os danos causados pelo fCD2. Em relagéo
ao PFC observou-se uma menor densidade celular relativo ao controlo, evidenciando um
elevado niimero de morte celular, o que esta de acordo com o ensaio de MTT. No ensaio
realizado com BCD2 a cultura celular apresentou células mortas e células com uma forma

redonda, indicando perda de adesdo celular.

4.6.3 Efeitos da PDT sobre o citoesqueleto e niicleo

A localizagdo dos fotossensibilizadores na célula determina as estruturas celulares
que serdo afectadas pelo efeito fotodindmico. Desta forma, antes de se iniciarem os estudos
de imunofluorescéncia procurou-se identificar em que compartimentos celulares os
fotossensibilizadores se localizavam.

As concentragdes usadas para este estudo foram as que provocaram uma menor

sobrevivéncia celular (teste MTT); para os compostos BCD1 e PFC foi usada uma

219



Capitulo 4

concentragdo de 1x10°M e para o composto BCD2 a concentragio de 1x10*M. Desta
forma, as culturas celulares foram incubadas com cada fotossensibilizador, por um periodo
de 24 horas. Apds este periodo as preparagdes celulares de HelLa, foram analisadas por
microscopia de fluorescéncia usando luz de excitacdo azul. A Figura 57 apresenta a

localizagdo subcelular dos compostos testados.

PFC BCD1 BCD2

Figura 57 - Localizagdo subcelular nas células HeLa dos compostos a) PFC, b) BCD1

e ¢) BCD2, apos 24 horas de incubagdo das células na presenca de cada FS

As estruturas celulares identificadas onde os fotossensibilizadores BCD1 e PFC se
acumularam preferencialmente, foram o complexo de Golgi (Figura 57b) e os lissosomas
(Figura 57a), respectivamente, o que indica que estas duas drogas se comportam como a
maioria dos fotossensibilizadores que se localizam em sistemas de membranas
intracelulares.

No caso do composto BCD2, embora a incorporacdo na célula seja difusa, acumulou-

se com alguma selectividade no complexo de Golgi (Figura 57¢).
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4.6.3.1 Alteragdes da estrutura geral da actina nas células HeLa

As alteragdes provocadas na estrutura geral da actina, apds tratamento fotodindmico
foram analisadas recorrendo a ensaios imunologicos com faloidina, que é uma toxina que
se liga a actina impedindo a sua despolimerizagao.

Para todos os compostos foram empregues as condi¢des de tratamento sub-letais
(BCD1 e PFC a 1x10°M, e BCD2 a 1x10™*M). Apds 24 horas do tratamento fotodinamico,
as células crescidas sobre lamelas foram fixadas em formol (solugdo aquosa de
formaldeido a 3,7%), lavadas com PBS e permeabilizadas com Triton X-100, durante 30
min a temperatura ambiente. Em seguida, depois de uma nova lavagem com PBS, as
células foram incubadas em camara humida, durante 20 minutos a 37° C, com 50 pL da
solucdo de TRITC-faloidina. Seguindo-se nova lavagem com PBS 1% e coloragdo dos
nucleos das células com Hoechst-33258.

De uma forma geral, foi observado que apods os tratamentos fotodindmicos com os
diferentes compostos, os filamentos de actina sofreram redu¢do, perda de organizacdo e
perda das propriedades de adesdo ao substrato.

Comparando com os filamentos de actina das células controlo (Figura 58a), no caso,
dos compostos BCD1 (Figura 58b) e BCD2 (Figura 58c) as células apresentaram uma
forma redonda, evidenciando a perda de adesdo dos filamentos de actina ao substracto. No
caso, do PFC (Figura 58d), para além da perda das propriedades ja referidas, observou-se
ainda fluorescéncia relativa a actina livre, o que indicou, mais uma vez um elevado nimero

de morte celular.
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Figura 58 — Fotomodifica¢des induzidas pelos compostos nos filamentos de actina ,
marcadas com faloidina: a) células controlo; b-d) apds 24 h do tratamento fotodinamico b)

BCD1; ¢) BCD2; d) PFC (fluorescéncia da actina livre esta evidenciada)

4.6.3.2 Alteracdes da estrutura geral dos microtiibulos nas células HeLa

Os efeitos fotodinamicos dos trés compostos sobre os microtibulos também foram
analisados por ensaios imunologicos. Tal como nos ensaios anteriores foram empregues as
condicdes de tratamento sub-letais (BCD1 e PFC a 1x10°M e BCD2 a 1x10™*M).

O procedimento seguido foi semelhante ao anterior. Apds 24 horas do tratamento
fotodinamico, as células crescidas sobre as lamelas foram fixadas em metanol absoluto e
lavadas com PBS. De seguida, as preparagdes foram incubadas com uma solugdo de
anticorpo primario anti a-tubulina em camara humida, durante 1 h a 37°C. Seguidamente
lavaram-se as células com PBS e procedeu-se a incuba¢do com o anticorpo-secundario,
seguindo o mesmo procedimento. Apds se proceder a lavagem das preparacdes com PBS,
os nucleos celulares foram corados com Hoechst-33258 durante 4-7 min.

A Figura 59 apresenta as imagens de microscopia de fluorescéncia captadas apos

tratamento imunoldgico.
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Figura 59 — Ensaios imunoldgicos de a-tubulina em células HeLa: a) células
controlo; b-d) ap6s 24 h do tratamento fotodindmico de: b) BCDI1; ¢) BCD2; d) PFC.

Escala: cada divisdo corresponde a 10 pm

De uma forma geral, apods tratamento fotodindmico com os diferentes compostos a
rede dos microtubulos perdeu a sua organizagdo. Comparando com os microtubulos das
células controlo (Figura 59a), observou-se que as alteragdes mais significativas tiveram
lugar com o composto PFC (Figura 59d). Com a ac¢do deste composto, os efeitos na rede
dos microtiibulos foram mais pronunciados e a maioria das células apresentou uma forma
redonda, com acumulagdo de tubulina e uma quantidade varidvel de vacuolos
perinucleares.

No caso de BCD2, os efeitos fotodindmicos sobre a rede de microtiibulos foram
também evidentes, ocorrendo a formacgdo de células polipldides (Figura 59c), ou seja, foi
visivel a formag¢do de células com mais que um nucleo.

Em relacdo as células tratadas com BCDI1 (Figura 59b), os filamentos de tubulina

também se apresentaram desorganizados e com perda de adesdo nas células vizinhas.
Recordando o espectro de absor¢do do composto BCDI1 (Figura 60) é claro que a

radiacdo de luz vermelha A 635 nm, com que se irradiam as culturas celulares ndo

corresponde a0 maximo de absor¢do de CD1. Desta forma, propds-se avaliar as alteragdes

223



Capitulo 4

provocadas nos microtubulos das células HeLa, sob ac¢do de luz azul A 360-460 nm,

permitindo irradiar no maximo de absor¢ao do composto.
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Figura 60 — Espectro de absorcdo do composto BCD1, indicando os comprimentos de

onda da regido do azul e do vermelho, utilizados nos tratamentos fotodinamicos

O procedimento seguido foi igual ao anterior, no entanto devido a forma da fonte de
luz (irradiador) azul, as células foram cultivadas sob lamelas, em caixas de Petri de 35 mm.
Os ensaios imunologicos (Figura 61) foram efectuados, apds 24 h do tratamento

fotodinamico com BCD1 a 1x10°M com um tempo de irradiagdo de 30 minutos.
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Figura 61 — Ensaios imunolédgicos de a-tubulina em células HeLa tratadas com BCD1
1x10™M, apés 24h do tratamento fotodinimico e irradiadas com luz azul a) e ¢) e com luz
vermelha b) e d). Em a) e b) estdo apresentados os filamentos de tubulina; em c) e d) estdo
apresentados o0s respectivos nucleos corados com Hoescht. Escala: cada divisdo

corresponde a 10 um

A Figura 61 ilustra os danos provocados as células com os dois tipos de luz, onde
esta patente que a radiacdo com luz azul (Figura 61a) produziu um maior efeito nos
microtibulos que a radia¢do com luz vermelha (Figura 61b). Com luz azul os microtibulos
encontravam-se mais acumulados nas células e houve um aumento qualitativo de morte
celular (Figura 61c), enquanto com luz vermelha os microtubulos apresentaram-se apenas
bastante desorganizados. Como ja se havia referido para BCD2 com radiagdo de luz
vermelha, também neste caso com radiacdo de luz azul houve a formagdo de células

poliploéides (Figura 61d).

4.6.3.2.1 Bloqueio mitdtico

O eixo mitotico ¢ um exemplo da dindmica dos microtibulos. E formado apds a

desorganizacdo dos microtubulos citoplasmaticos na mitose e € a sua rapida organizagdo e
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desorganizagdo, que explica a extrema sensibilidade desta estrutura a inibidores de
microtibulos. Desta forma o efeito dos inibidores dos microtibulos no eixo pode-se
traduzir nas alteragcdes das células mitéticas, como bloqueio da metafase e a formagao de
células multinucleadas.

Para avaliar o bloqueio mitotico provocado pelos compostos anteriores analisaram-se
os centromeros dos cromossomas por microscopia de fluorescéncia. O procedimento foi
em todo semelhante ao seguido nos ensaios imunoldgicos com a tubulina, mas neste caso
utilizou-se também o anticorpo ACA.

Estes ensaios apenas foram efectuados para os compostos BCD1 e BCD2 por
apresentarem maiores taxas de sobrevivéncia aos valores de concentragdo sub-letais. Para o
composto PFC que apresentou uma menor taxa de sobrevivéncia a concentragdo tomada
como sub-letal, efectuou-se um ensaio TUNEL (ver 4.6.3.3).

A Figura 62 apresenta as imagens de microscopia de fluorescéncia captadas apos

tratamento imunoldgico.

Figura 62 - Marcagdo dos centrdmeros: a) células controlo; b-c) apds 24 h do

tratamento fotodindmico b) BCD1; c¢) BCD2. Escala: cada divisdo corresponde a 10pum

De uma forma geral para os dois compostos (Figura 62) observaram-se vdrias células
em metafase multipolar, evidenciando um nimero de centrdmeros (nimero de pontos

fluorescentes vermelhos) consideravelmente superior em comparagdo as células controlo.
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Este maior nimero de centromeros evidenciou metafases multipolares a que correspondem
células polipléides (com mais que um nucleo).

De modo a avaliar a quantidade de células em bloqueio mitotico procedeu-se a sua
contagem em cada fase da mitose, para os compostos BCD1 a 1x10°M e BCD2 a 1x10™*M
(Figura 63).
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Figura 63 - Percentagem de células nas diferentes fases da mitose, apds 24h do
tratamento fotodindmico de a) BCD1 a concentragdo de 1x10°M; b) BCD2 a concentragdo

de 1x10*M

Para as células sujeitas a tratamento fotodindmico com BCD1 a mitose foi bloqueada
na profase e na metafase, no entanto com BCD2 foi a segunda fase do ciclo da divisdo

celular a mais afectada.

4.6.3.3 Ensaio TUNEL

Como j4 foi referido, o composto PFC a 1x10°M quando sujeito a radia¢io vermelha
¢ uma dose de 12 J/cm® apresentou uma elevada taxa de mortalidade celular (63%). De
forma a determinar o mecanismo de morte celular envolvida foi efectuado um ensaio
TUNEL, que permite distinguir quais as cé€lulas mortas por apoptose.

Assim, apos 24 horas dos tratamentos fotodindmicos, as células crescidas sobre as
lamelas foram fixadas em formol e permeabilizadas em Triton, Em cada lamela foi
adicionado um volume de 33,75 pL de TUNEL Label e de 5 pL. de TUNEL enzyme. As
preparacdes foram incubadas em cdmara himida, durante 1 h a 37°C.

A Figura 64 apresenta as imagens de microscopia de fluorescéncia captadas apds o

tratamento imunoldgico.
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Figura 64 — Mecanismos de morte celular determinado apds tratamento fotodindmico
com PFC: microscopia de fluorescéncia apos marcacdo com H-33258 em células: (a)
controlo; () sujeitas a tratamento fotodindmico com PFC a 1x10°M; microscopia de
fluorescéncia apds ensaio TUNEL de células: (b) controlo; (d) sujeitas a tratamento
fotodindmico com PFC a 1x10°M. As setas a branco indicam células em apoptose. Escala:

cada divisdo corresponde a 10 pm.

O ensaio TUNEL, efectuado 24 horas depois do tratamento fotodindmico, revelou a
presenca de varias células em apoptose, caracterizadas pela fluorescéncia verde. Procedeu-
se a contagem das células apoptdticas e verificou-se que apenas 44% das células HeLa
apresentavam morte por apoptose. Este resultado ndo esta consistente com o ensaio MTT,
que evidenciou 63% de células mortas. Para esta diferenca de valores sugerem-se as
seguintes hipdteses: ou apds as 24 horas do tratamento fotodindmico, poderia existir um
elevado numero de células mortas em suspensdo nos pogos das placas P12, que como nao
estavam aderidas as lamelas, ndo foram contabilizadas ou para além da apoptose estdo
envolvidos outros mecanismos de morte celular que ndo sdo revelados pelo ensaio

TUNEL.
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4.7 Conclusoes

Os novos conjugados corrol-ciclodextrina foram sintetizados com rendimentos
moderados, por meio de uma substituicdo aromatica nucleodfila. Face aos conjugados
obtidos pode-se concluir que o ataque do alcoxido formado por desprotonagdo de uma
molécula de ciclodextrina ocorre preferencialmente nos anéis pentafluorofenilo localizados
nos carbonos 5 e 15 do macrociclo corrdlico. Embora na sintese do mono-conjugado o
ataque também ocorra no carbono 10, o ataque no carbono 5 € preferencial. No conjugado
di-substituido, as moléculas de ciclodextrina encontram-se em anéis pentafluorofenilo
opostos, provavelmente devido ao impedimento estéreo, razao essa que provavelmente sera
a responsavel por ndo se ter conseguido obter o corrol tri-substituido.

Antes de avangar para a deducdo das informagdes retiradas dos diferentes estudos,
convém sublinhar que esta parte do trabalho foi sobretudo um trabalho bioldgico, ndo se
dispondo na altura dos dados fotofisicos destes compostos. Apds o estabelecimento das
doses sub-letais dos trés compostos analisados e em relagdo aos resultados obtidos da
avaliacdo da actividade fotodinadmica, conclui-se que a presenca da ciclodextrina altera as
propriedades bioldgicas do PFC. Assim, dos compostos analisados o que apresentou um
potencial mais promissor foi o PFC, seguindo-se o BCD1 e depois o BCD2 o que
curiosamente segue a ordem de hidrofilicidade.

Os ensaios imunoldgicos efectuados permitiram concluir quais os reais efeitos que os
fotossensibilizadores testados tém nas células HeLa. Assim, verificou-se que todos os
fotossensibilizadores tém um efeito moderado a grave nos filamentos de tubulina e actina,
provocando-lhes de forma geral, perda de desorganizacdo e de adesdo entre as células
vizinhas e de substracto.

Os resultados obtidos com BCD1 sob radiacdo de luz azul denunciaram um maior
efeito sob as células, o que permite concluir que a fonte de irradiacdo e o comprimento de
onda da radiacdo é um aspecto a ter em consideracdo neste tipo de compostos. Quando se
irradiou na regido que compreende o maximos de absor¢do do composto (banda Soret), a
eficiéncia na absor¢do e na transferéncia de energia foi maior e consequentemente os danos
causados a linha celular mais severos.

A andlise do ensaio TUNEL permitiu ainda concluir que o tipo de morte
predominante provocado pelo PFC ¢ a apoptose, seguindo o padrio de muitos dos

compostos em estudo para PDT.
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A localizagdo de um fotossensibilizador na célula influencia os mecanismos
fotodinamicos do mesmo e a sua eficiéncia terapéutica. Verificou-se que os compostos
BCD1 e PCD2 localizaram-se no complexo de Golgi e o PFC localizou-se
preferencialmente nos lisossomas, o que também podera justificar a diferenca observada na
viabilidade celular, apds irradiacdo e nos diferentes efeitos causados as células.

Em relagdo aos parametros fotofisicos determinados, verificou-se que o corrol
precursor 1 foi o que apresentou maior rendimento de formacdo de oxigénio singuleto
(0,54), o que também podera estar na origem dos melhores resultados apresentados sob as
células HeLa.

Pelos resultados obtidos verificou-se que a presenca de B-ciclodextrinas no corrol
infere um menor poder fotodindmico ao macrociclo, mas uma maior solubilidade em agua,
como ¢ o caso de BCD2. Provavelmente, uma das causas envolvidas para esta diferencga
podera envolver uma menor entrada destas macromoléculas nas células, sendo importante
estudar, num trabalho futuro, o “uptake” celular.

Os resultados obtidos sdo fundamentais para a compreensao do mecanismo de acgdo
dos corrdis sobre as células HelLa e permitir-nos-do desenvolver novos derivados

corrdlicos com melhor efeito fotodinamico.
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4.8 Procedimentos Experimentais

4.8.1 Parte Experimental da sintese

A descrigdo dos reagentes e equipamento utilizados neste capitulo ¢ similar a do
capitulo anterior.

A separagdo cromatografica HPLC dos conjugados mono-substituidos foi efectuada
num cromatdgrafo Merck-Hitachi L6200A usando o detector Merck-Hitachi UV-vis L-
4250, o integrador Merck-Hitachi D2500 e uma coluna Waters Sep-Pak Vac 35cc tCig —

10g. Foi usado como eluente uma mistura 1:1 de acetonitrilo/dgua com fluxo 0,2 mL/min.

4.8.1.1 Sintese do novo conjugado 47

A uma solucdo de B-ciclodextrina (4,7 equiv. 143,6 mg, 0,13 mmol) e carbonato de
potassio (5,1 equiv., 19,2 mg, 0,14 mmol) em DMSO seco (5 mL) adicionou-se o 5,10,15-
tris(pentafluorofenil)corrol (21,6 mg, 0,27 pumol). A mistura reaccional permaneceu sob
agitacdo e sob atmosfera de azoto a temperatura ambiente. A reacc¢do foi monitorizada por
TLC em fase reversa; apos 48 h, TLC de controlo revelou a presenca de corrol de partida e
um novo composto. Optou-se por prolongar o tempo de reac¢do por mais 24 horas, ao fim
das quais novo controlo revelou a presenca de dois novos produtos, tendo-se terminado a
reac¢do. Procedeu-se a neutralizacdo da mistura reaccional com uma solucdo aquosa de
acido citrico. Esta nova solu¢do neutra foi introduzida numa coluna de fase reversa, sob
vazio. A eluicdo foi iniciada com agua destilada, de forma a remover a B-ciclodextrina que
ndo reagiu, seguindo-se um gradiente de eluicdo, usando como eluentes acetonitrilo e agua.
A primeira mistura de eluentes utilizada foi uma mistura de acetonitrilo:agua (2:8) que
permitiu a separagdo do conjugado di-substituido 49, de seguida aumentou-se a propor¢ao
de acetonitrilo, usando como eluente uma mistura de acetonitrilo:agua (4:6) afim de
separar os conjugados mono-substituidos 47 e 48, por fim eluiu-se apenas com acetonitrilo

permitindo a elui¢do do corrol 1.
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A mistura dos conjugados mono-substituidos foi isolada com rendimento global de
23%, tendo-se recuperado 70% de corrol de partida.
A separagdo dos conjugados mono-substituidos 47 ¢ 48 foi efectuada por HPLC,

usando uma coluna C18 e tendo como eluente uma mistura 1:1 de acetonitrilo/agua.

Composto 47 BCD1 RMN de 'H (DMSO-d, 300,13 MHz): & 9,03 (d, 2H, J 3,9 Hz, H-
2,18); 8,66 (d, 1H, J 4,2 Hz, H-3 ou H-17); 8,60-8,57 (m, 2H, H-B); 8,52 (d, 1H, J 3,8 Hz,
H-3 ou H-17); 8,48-8,46 (m, 2H, H-B); 5,85-5,60 (m, 19H, OH-BCD); 4,97-4,85 (m, 10H,
H-BCD); 4,70-4,45 (m, 16H, OH-BCD + H-BCD); 4,14-4,13 (m, 2H, H-BCD); 3,65-3,24
(m, 33H, H-BCD). RMN de "°F (DMSO-d, 282,38 MHz): & -162,65- -162,74 (m, 4F, For);
-164,81 (dd, 2F, J; 21,2 J, 14,1 Hz, Fono); -179,76 (t, 1F, J 19,7 Hz, Fpa); -179,95 (t, 1F, J
25,4 Hz, Fpara); -180,60 (d, 2F, J 25,4 Hz, Frera); -186,98- -187,17 (m, 2F, Frnera); -187,55 - -
187,74 (m, 2F, Fuew). UV-Vis Amex nm (log €) em DMSO: 434 (5,09) 615 (4,42). EM-
MALDI m/z 1933 [M+Na]" . EMAR ESI: [M+H]" m/ 1911,44583 (Calculado para
CroHsN4F 14035 m/z  1911,44523; [M+Na]" m/z 193343152 (Calculado para
Cr9HsoN4F14Na, 035 m/z 1933,42718).

4.8.1.2 Sintese do conjugado di-substituido 49 fCD2

A uma solugdo de B-ciclodextrina (10,1 equiv. 288 mg, 0,25 mmol) e carbonato de
potéssio (11,1 equiv., 38,5 mg, 0,28 mmol) em DMSO seco (5 mL) adicionou-se 5,10,15-
tris(pentafluorofenil)corrol (20,4 mg, 0,25 pmol). A reac¢do decorreu de forma andloga,
durante 3 semanas. A separagdo cromatografica dos compostos da mistura reaccional foi
efectuada, sob vazio, numa coluna de fase reversa, como descrito em 4.8.1.1. Nesta
reac¢do obteve-se a mistura dos conjugados mono-substituidos 47 e 48 com rendimento

global de 8%, e o conjugado 49 com rendimento de 23%.

Composto 49 pCD2 RMN de "°F (DMSO-d, 282,38 MHz): & -164,91 - -165,39 (m, 6F,
Forto); 179,83 - -180,24 (m, 7F, 6Feta + 1Fpara). UV-Vis Amay nm (log €) em DMSO: 435
(4.91) 617 (4,26). EM- MALDI m/z 3048 [M+Na]". EMAR ESI: [M+Na]" m/z 3047,7811
(Calculado para Cj21H 49N4F3Na;O79 m/z 3047,7907).
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4.8.1.3 Determinagdo da Foto-estabilidade

Para cada composto foi preparado uma solugdo em DMF numa célula de quartzo,
cuja absorvéncia ndo excedesse 0,1.

As medi¢des foram realizadas numa sala com a menor quantidade de luz possivel,
sendo as solugdes, nas células de quartzo, irradiadas com luz branca de poténcia (4,0
mW.cm™) e comprimento de onda 350-800 nm. Entre a fibra e a célula de quartzo colocou-
se uma lente convergente seguida de um filtro laranja, que delimita o comprimento de onda
da radiacdo para 550-800nm.

A absorvéncia de cada solu¢do foi medida entre 350-700 nm nos intervalos de
tempo: 0,1,2,3,4,5,7 e 10 minutos.

Todos os ensaios foram efectuados em células de quartzo de 1 cm de largura e a

temperatura ambiente.

4.8.1.4 Determinagdo dos coeficientes de parti¢ao

Os coeficientes de particdo foram determinados a 22°C numa mistura de 1-butanol e
agua (log Pg/w) de acordo com o método de shake-flask. Essencialmente os compostos
foram solubilizados individualmente com agua saturada com 1-butanol para dar origem a
solugdo stock (absorvancia de =~ 0,8 na banda Soret). Em seguida, em tubos “vial”
fechados, foram adicionados diferentes volumes de agua saturada com 1-butanol e a
solugdo stock de fotossensibilizador, de forma a obter pelos menos trés propor¢des
diferentes de 1-butanol/dgua. Cada tubo foi vigorosamente vortexado, e depois
centrifugado para permitir separacdo de fases e mantido em equilibrio térmico durante 2
horas antes da andlise. A absorvéncia da banda Soret foi medida em ambas as fases e o log
Pp/w determinado usando a expressdo log Pgw = log (Absg*Vw/Absw*V3g), onde Absy e
Absg sdo as absorvéncias da banda Soret em 4dgua e 1-butanol, respectivamente ¢ Vy e Vg

sdo os volumes das fases aquosa e de 1-butanol.”
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4.8.2 Parte Experimental dos ensaios biologicos

4.8.2.1 Meios, reagentes, solventes, material e equipamento utilizado

O meio de cultura utilizado foi 0o DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) de
Gibco. O soro fetal bovino (SFB), a tripsina (0,25%)-EDTA(0,02%), os antibidticos
(penicilina G-sulfato de estreptomicina, 10.000 unidades/mL-10.000 pg/mL) e o PBS
(Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline) empregados foram também de Gibco.

A linha celular utilizada foi cultivada em meio DMEM com 10% de SFB e 1% de
antibidticos (penicilina-estreptomicina).

A cultura das células realizou-se em monocamada ¢ em condigdes de esterilidade,
mediante um incubador termostatizado de CO, (Heraus Hera Cell), a uma temperatura de
37°C e com 5% CO;. O meio de cultivo foi renovado a cada 24 horas.

O meio de cultura utilizado para a manuten¢do das células durante os tratamentos
fotodindmicos foi preparado a partir de meio DMEM ao qual se adiciona 1% de
antibidticos (penicilina-estreptomicina).

As culturas para manutengdo celular efectuaram-se em frascos de culturas celulares
de 25 cm’® e boca angular (F25) e para congelagdo e armazenamento celular utilizaram-se
criotubos de 2 mL (Costar). Foram ainda utilizados para culturas celulares tubos roscados
de capacidade de 12 e 30 mL (Dismadel) e filtros de 0,22 pm de diamétro de poro
(Milipore).

Os meios de cultura foram adquiridos estéreis assim como o material de plastico
descartavel. O material que ndo se encontrava estéril foi esterilizado por autoclavagem.

O ambiente estéril necessario para a realizagdo do trabalho com as células, foi criado
no interior de uma camara de fluxo laminar vertical.

Os espectros de visivel das placas de 24 pocos foram registados num
espectrofotometro modelo Espectra fluor 4 (TECAN).

A concentragdo de fotosensibilizador foi determinada num espectrofétometro

Schimadzu UV-1601 de duplo feixe de luz.
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4.8.2.2 Culturas celulares

4.8.2.2.1 Tipo celular

A linha celular usada neste trabalho foi a linha celular HeLa. As células HeLa sdo
células epiteliais humanas procedentes de um cancro cervical transformadas por um

papilomavirus humano 18 (HPV18).

4.8.2.2.2 Condigdes de cultura ¢ manutengao das células

A linha celular utilizada foi cultivada em meio DMEM com 10% de SFB e 1% de
antibioticos (penicilina-estreptomicina).

A cultura das células realizou-se em monocamada ¢ em condigdes de esterilidade,
mediante um incubador termostatizado de CO, (Heraus Hera Cell), a uma temperatura de
37°C e com 5% CO;. O meio de cultivo foi renovado a cada 24 horas.

Para a manutengdo celular, as células cresceram em frascos de cultura F25 e para
efectuar os tratamentos as células cresceram em placas de 24 pocos (P24), placas de 12
pocos (P12) e em placas de Petri de 35 mm de didmetro. Nas placas P12 e nas caixas de
Petri foram colocadas lamelas esterilizadas, permitindo o crescimento celular na lamela.

Sempre que num frasco (F25) de cultivo de células se observa pouco espago entre
elas, isto &, sempre que a maioria da 4rea disponivel esteja ocupada, diz-se que a camada
celular atingiu 70% de confluéncia, ¢ neste ponto que se procede a sua passagem para
outro frasco de cultivo ou para as placas de tratamento.

As células em cultura encontram-se ancoradas a matriz polimérica que faz parte do
frasco de cultura, como tal, para se proceder a sua passagem, ¢ necessario descola-las. Para
este proposito foi aspirado o meio de cultivo do F25-mée e adicionado um volume de 600
uL de tripsina/EDTA que permanece em contacto com a monocamada celular breves
segundos. Depois de aspirado foi adicionado outro volume de tripsina/EDTA e o F25-mae
foi colocado de imediato no incubador, durante 2-3min. Apos se verificar por observagio
ao microscopio, que todas as células se encontravam suspensas, adicionaram-se 2 mL de

meio completo.
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Para passar para um novo F25, adicionaram-se um volume de 4 mL de meio de
cultura completo ao novo F25 e 500 pL da suspensdo celular anterior, homogeneizando
lenta e cuidadosamente. A cultura foi colocada na estufa a 37°C.

Para passar para placas de tratamento P12 e P24, preparou-se uma solucdo mais
diluida de suspensao celular (1-2 mL de suspensdo celular para 25 mL de meio completo) e
adicionou-se a cada pogo: para P12 700-800 uL de suspensao celular; P24 300-500 uL de
suspensao celular e para uma caixa de Petri (35mm de diamétro) adicionou-se 1300 pL de

suspensao celular.

4.8.2.3 Administracdo dos fotossensibilizadores em culturas celulares.

Os compostos BCD1 e PFC apresentaram um caracter hidréfobico e a sua
administracdo nas culturas celulares foi efectuada, através da sua incorporacdo em
vesiculas de lipossomas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). A droga BCD2 foi

.. . 38
administrada nas culturas celulares em meio aquoso.

4.8.2.3.1 Preparagdo de Lipossomas

Para a incorporagdo dos compostos em lipossomas foram preparadas duas solugdes
stock, uma de fotossensibilizador (0,5 mg de fotossensibilizador em 1 mL de piridina) e
outra de DPPC (10,5 mg em 1 mL de etanol absoluto).

Posteriormente, misturaram-se as duas solugdes stock numa proporg¢io de: 0,265 mL
(solugdo de droga) e 0,735 mL (solugdo de DPPC). De seguida a um volume de 10 mL de
PBS estéril, mantido a 55°C (temperatura de transi¢do dos lipossomas) em banho maria,
sob agitacdo magnética continua, injectou-se gota a gota 0,75 mL desta mistura.

Esta solugdo apos arrefecer a temperatura ambiente, foi submetida a didlise em PBS
a 1%. A dialise decorreu em 4 horas e em quatro intervalos de tempos de 30 minutos e dois
intervalos de tempo de uma hora, a solucdo de PBS 1% foi substituida em todos os
intervalos. A mistura dialisada foi depois esterilizada, segundo uma filtragdo com filtro
Milipore de 0,22 pm de didmetro de poro. A solugdo esterilizada foi armazenada a 4°C e

no €scuro.
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A concentragdo de fotosensibilizador foi determinada por medi¢do da absorvéncia
na banda Soret, segundo a lei de Lambert-Beer. Utilizou-se um espectrofétometro
Schimadzu UV-1601 de duplo feixe de luz. As células de quartzo utilizadas tinham um
cumprimento optico de 10 mm.

As diferentes concentracdes que se utilizaram nos tratamentos obtiveram-se por
diluicdo da solugdo original com meio branco (DMEM/antibiotico). Todas as solugdes

foram mantidas até a sua administracao, no escuro ¢ a 4°C.

4.8.2.4 Localizacdo celular dos fotossensibilizadores

A localizacdo dos fotossensibilizadores nas células foi efectuada em placas P12,
depois de 48 horas do cultivo, as células foram incubadas com cada um dos
fotossensibilizadores durante 24 horas. Os fotossensibilizadores foram administrados na
maxima concentracdo utilizada nestes estudos. Posteriormente, as lamelas foram lavadas e
montadas com PBS em Ilaminas, sendo depois examinadas por microscopia de

fluorescéncia de baixa luz de excitacdo ultravioleta e verde.

4.8.2.5 Tratamentos fotodinAmicos

4.8.2.5.1 Procedimento geral do tratamento fotodindmico

Os tratamentos fotodindmicos foram realizados em placas P24 e P12 e os tratamentos
so foram efectuados quando as células apresentavam 50%-70% de confluéncia. Para se
aplicar o FS, o meio foi aspirado e a solucdo de FS em meio branco foi administrada. Apos
5 h de incubagdo das células no escuro com o fotossensibilizador, as placas de cultivo
foram irradiadas directamente, durante os tempos de radiagcdo pretendidos. Apds o periodo
de irradia¢do o meio de cultivo com fotossensibilizador foi substituido por meio completo
e a cultura foi mantida no incubador, durante 24 horas.

A fonte de luz (irradiador) que se utilizou para os tratamentos consta de uma placa de
233,4x160 mm, com uma superficie util de irradiacdo de 192,5 cm®. A placa esta composta

por 1512 elementos radiantes, formando uma matriz de 72 colunas x 21 filas. A matriz de

237



Capitulo 4

LED’s esta dividida em 18 grupos de quatro colunas, estando cada grupo controlado por
um circuito integrado. Cada elemento luminoso tem como principais caracteristicas: 635
nm de comprimento de onda dominante com uma poténcia de 5 mW/cm?. O irradiador est4
provido de um ventilador para evitar aquecimento da cultura celular, durante o periodo de
radiacdo. A intensidade de luz mediu-se com um densitometro Universal Energy/Power
Meter.

O irradiador de cor azul consistia num retroprojector de slides Reflecta equipado com
uma lampada de 150 W. A luz foi filtrada através de um filtro de agua de 0,3 cm (para
absorver o calor) e um filtro azul com uma gama de comprimentos de onda seleccionada
360-460 nm. A intensidade da luz no local do tratamento foi de 31 mW/cm®.

Tanto as células de controlo de radiagdo como as de controlo total foram incubadas

em meio branco com o fotossensibilizador durante 5 horas.

48252 Tratamentos fotodindmicos com os fotossensibilizadores sintetizados

As condig¢des de tratamento fotodindmico escolhidas foram idénticas as estabelecidas

para os fotossensibilizadores tetrapirrolicos estudados no grupo da Prof. Angeles Juarranz.

As concentracdes de BCDI1 usadas foram preparadas por diluicdo da solucdo mae
em lipossomas, em meio branco. Para este composto foram utilizadas concentragdes de
1x107, 5x107 e 1x10°M.

Para avaliar o efeito da droga sobre as células foram usadas uma placa P12 e uma
placa P24 para cada concentragdo. Foram efectuados trés controlos: controlo total, controlo
droga e controlo radiacdo. As doses de radiagio foram de 3, 6, 9 e 12 J/em®. A
concentra¢do 1x10°M foram ainda irradiadas com luz azul duas placas de Petri, com uma
dose de luz de 9 J/em?, procedendo-se de acordo com o procedimento geral.

As concentragdes de BCD2 usadas foram preparadas por diluigdo em meio branco
da solucdo-mae aquosa de BCD2. Para este composto foram utilizadas concentragdes de
1x10” e 1x10™* M.

Para avaliar o efeito da droga sobre as células foram preparadas uma placa P24 ¢
uma placa P12 para cada concentrag@o. Neste caso, e depois de avaliar o efeito da radiacdo

nas células com BCDI1, ndo se efectuou controlo de radiacdo. Foram efectuados dois
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controlos: controlo total e controlo droga e as doses de radiagdo utilizadas foram de 3, 6, 9
e 12 J/em®.

A concentra¢do de 1x10° M de PFC foi preparada por dilui¢do da solucdo mie de
PFC em lipossomas.

Para avaliar o efeito da droga sobre as células foram preparadas duas placas P12 e
P24. Foram efectuados dois controlos: controlo total e controlo droga e as doses de

radiagdo utilizadas foram de 3, 6, 9 ¢ 12 Jem?.

4.8.2.6 Estimativa de viabilidade celular — Teste MTT

Foi preparada uma solu¢do mae de MTT — PBS (1 mg de MTT em 1 mL PBS 1%).
De seguida e ap0s esterilizagdo da solugdo mae foi preparada uma segunda solucdo de 10%
MTT-PBS em meio completo.

A cada pogo da P24 foi adicionado um volume de 500 pL da solu¢do MTT/meio, ¢ a
placa foi incubada a 37° C, durante 3-4 horas. Terminado o periodo de incubagdo, aspirou-
se 0o meio de cultura e adicionou-se a cada poco da placa P24, 500 uL DMSO para
dissolver o formazan.

De seguida, foi lida a absorvéncia a 542 nm de forma automdatica num leitor de
placas, modelo Espectra fluor 4 (TECAN).

As medicdes de absorcdo dos controlos totais foram tomadas como 100% de
viabilidade celular e a partir dessas estimaram-se as percentagens de viabilidade para o

resto dos controlos e para as células submetidas a tratamento completo.

4.8.2.7 Analise dos efeitos do tratamento fotodindmico na morfologia celular

4.8.2.7.1 Alteragdes morfologicas

Para avaliar os efeitos do tratamento fotodindmico na morfologia das células, corou-

se a preparacdo celular presente nas lamelas, com azul de toluidina.
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As células aderidas as lamelas foram fixadas com metanol absoluto a -20°C, durante
7 min. e a 4°C. Apds este periodo de tempo, eliminou-se o metanol e deixaram-se secar as
lamelas a temperatura ambiente.

As células fixadas nas lamelas foram coradas com azul de toluidina (0,1 g em 100
mL), durante 2-5 min. lavando-se, em seguida, cuidadosamente, cada lamela com agua
destilada. As lamelas foram montadas usando como meio de montagem o DePEX, apos

desidratacdo das lamelas com xilol.

4.8.2.7.2 Determinagao da actina filamentosa

As células crescidas sobre as lamelas foram fixadas em formol (solugdo aquosa de
formaldeido a 3,7%), durante 30 min, a 4°C. Depois de fixadas foram lavadas duas vezes
com PBS e permeabilizadas com Triton X-100 (0,1% em PBS), durante 30 min a
temperatura ambiente. Apds nova lavagem com PBS, as células foram incubadas em
camara huimida, durante 20 minutos a 37° C, com 50ul da solugdo de TRITC-faloidina
(1:100 em PBS/BSA 0,5%). Seguidamente lavaram-se as células com PBS 1% e os
nucleos celulares foram corados com Hoechst-33258 durante 4-7 min. Apds serem lavadas

com PBS, as lamelas foram montadas numa lamina com uma gota de Vectashield.

4.8.2.7.3 Inmunofluorescéncia directa a-tubulina

As células crescidas sobre as lamelas foram fixadas em metanol absoluto a -20°C,
durante 7 min. e no frio e de seguida, lavadas duas vezes com PBS. Aplicou-se sobre cada
lamela 50 pl da solucdo de anticorpo primario anti a-tubulina (1:50 em PBS-BSA 0,5%) e
as preparacdes foram incubadas em cadmara humida, durante 1 h a 37° C. Seguidamente
lavaram-se as células com PBS 1% e procedeu-se a incubagido com o anticorpo-secundario
(Alexa 488 anti-mouse, diluicdo 1:250 em PBS-BSA 0,5%), seguindo cada procedimento.
Apbs se proceder a lavagem das preparagdes com PBS, os nuicleos celulares foram coradas
com Hoechst-33258 durante 4-7 min. Por fim, procedeu-se a varias lavagens com PBS e as

lamelas foram montadas numa ldmina com uma gota de Vectashield.
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4.8.2.7.4 Dupla inmunofluorescéncia de a-tubulina e soro ACA

O procedimento experimental ¢ idéntico ao anterior, variando apenas os anticorpos
primarios e secundarios utilizados.

Como anticorpos primarios utilizou-se uma mistura de anti o-tubulina numa dilui¢@o
de 1:300 em PBS-BSA 0,5% e do anticorpo ACA (anti-centromero), numa dilui¢do 1:50
em PBS-BSA 0,5%. Como anticorpos secundarios utilizou-se uma mistura de ‘“‘anti-
mouse” numa diluicdo de 1:200 e “anti-human” numa diluicdo de 1:50 em PBS-BSA

0,5%.

4.8.2.7.5 Ensaio TUNEL

O ensaio TUNEL (Terminal deoxynucleotide transferase dUTP Nick End Labeling),
foi efectuado apenas para o composto PFC.

As células foram fixadas em formol e permeabilizadas em Triton X-100 como
descrito anteriormente. Em cada lamela foi adicionado um volume de 33,75 uL. de TUNEL
Label e de 5 pL. de TUNEL enzyme. As preparagdes foram incubadas em cdmara humida,
durante 1 h a 37°C. Apds este periodo de tempo lavou-se com PBS 3 vezes durante 1-2

minutos e as lamelas foram montadas numa lamina com 1 gota de Vectashield.

4.8.2.8 Observagdes ao microscopio de fluorescéncia

As preparagdes foram analisadas num microscéopio de fluorescéncia Olympus BX61
acoplado a uma camara fotografica digital. As preparagdes coradas com azul de toluidina
foram observadas em microscopia de campo claro.

Para se observarem as células sujeitas a ensaios de imunofluorescéncia ¢ de TUNEL
utilizou-se luz de excitagdo ultravioleta para Hoechst-33258 (365 nm) luz verde para
rodamina (filtro de excitagdo DM 570 e filtro de barreira BA 590) e luz de excitagdo azul

(filtro de excitagdo BP 460-490 e filtro de barreira BA 520IF).
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5 Consideracoes gerais e perspectivas de trabalho futuro

O trabalho cientifico desenvolvido nesta tese permitiu adquirir um maior
conhecimento da quimica dos corrdis. E agora sabido que os corrdis participam em
reac¢des de cicloadi¢do de Diels-Alder com dienos € com os mais reactivos podem
participar também em reaccdes de cicloadi¢cdo [4+4], constituindo a primeira evidéncia
peculiar deste macrociclo. Estes estudos levaram ainda a andlise da decomposicdo
térmica do macrociclo corrélico, tendo-se obtido espécies diméricas, nomeadamente um
dimero conjugado em que as duas unidades estdo ligadas por duas ligagoes C-C.

No decorrer do trabalho experimental, verificou-se que o 5,10,15-
tris(pentafluorofenil)corrol € o seu complexo de galio(Ill) em solugdo também sofriam
dimerizag¢do, o que levou ao primeiro estudo efectivo da decomposi¢do deste macrociclo
sob a accdo da luz. O estudo do mecanismo envolvido nesta reac¢do sugeriu trabalho
que levou a sintese do primeiro corrol mono-halogenado. Este composto sera
certamente um excelente ponto de partida para a funcionalizagdo de corrois envolvendo
todo o potencial do uso de metais de transicdo como catalisadores.

Prosseguindo o estudo das reac¢des de cicloadicdo, explorou-se a reactividade dos
corrois em reacgdes de cicloadicdo 1,3-dipolar na presenca de iletos de azometino
Constatou-se que os corrois, na presenga de iletos de azometino, originam derivados
aminados, em vez dos esperados cicloaductos e nas reac¢des efectuadas em solventes do
tipo alcool obtém-se derivados do tipo éter. Este tipo de comportamento € um resultado
bastante inovador e promissor.

As reacgdes com iletos de azometino na presenca de éteres do tipo polietileno
glicol deverdo vir a ser exploradas, de modo a permitir obter corrois funcionalizados
com varios tipos de PEG (a) e até sintetizar corrdis com éteres coroados acoplados do

tipo (b).
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C6F5 C6F5

Os estudos de espectrometria de massa desenvolvidos levaram a um maior
conhecimento acerca da quimica de coordenagdo dos corrdis € aos seus mecanismos de
complexacao.

O estudo do potencial fotodindmico dos corrdis assim como a sintese de novos
conjugados anfifilicos, originaram resultados encorajadores para o desenvolvimento de
novos fotossensibilizadores eficazes baseados no macrociclo corroélico.

Por tudo isto, considera-se que a quimica dos corrdis, embora seja por vezes
muito pouco previsivel, tem grandes potencialidades e ¢ uma area recente que merece

continuar a ser investigada.
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