UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Instituto Quimica

Programa de P6s-Graduacio em Quimica - PPGQUI

PATRICIA ALVES DE MATOS

COMPLEXOS POLIPIRIDINICOS DE RUTENIO(II) COMO
FOTOSSENSIBILIZADORES NA TERAPIA FOTODINAMICA:
AVALIACAO QUIMICA, FOTOQUIMICA E EM CULTURA CELULAR

UBERLANDIA-MG
2023



i

PATRICIA ALVES DE MATOS

COMPLEXOS POLIPIRIDINiCOS DE RUTENIO(II) COMO
FOTOSSENSIBILIZADORES NA TERAPIA FOTODINAMICA:
AVALIACAO QUIMICA, FOTOQUIMICA E EM CULTURA CELULAR

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Quimica do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Uberlandia como exigéncia
final para a obtencao do Titulo de Mestre em Quimica.

Orientadora: Prof®. Dra. Tayana Mazin Tsubone

Coorientador: Dr. Tiago Aratijo Matias

UBERLANDIA-MG
2023



Ficha Catalografica Online do Sistema de Bibliotecas da UFU
com dados informados pelofa) proprio(a) autor(a).

M433
2023

Matos, Patricia Alves de, 1980-

COMPLEXOS POLIPIRIDINICOS DE RUTENIG(II} COMO
FOTOSSEMSIBILIZADORES NA TERAPIA FOTODINAMICA: A'-.-’ALIA@E.O
DUiMICA, FOTOQUIMICA E EM CULTURA CELULAR™ [recurso
eletrdnico] / Patricia Alves de Matos. - 2023.

Orientadora: Tayana Mazin Tsubone.

Coorientadora: Tiago Aradjo Matias.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal de
Uberéndia, Pds-graduagio em Quimica.

Modo de acesso: Intemet.

Disponivel em: http-/idoi.org/10.14393/ufu.di.2023 55

Inchui bibliografia.

Inclui ilustragdes.

1. Quimica. |. Tsubone, Tayana Mazin, 1989-,
(Orient_). 1l. Matias, Tiago Aradjo,1987-, (Coorient.).
lll. Universidade Federal de Uberdndia. Pés-graduagio
em Quimica. I'V_ Titulo.

CDU: 54

Bibliotecarios responsaveis pela estrutura de acordo com o AACRZ:
Gizele Cristine Nunes do Couto - CREEGR2091
Melzon Marcos Ferreira - CRBG/3074

il



0112023 0925 SEVUFU - 4140930 - Ala

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Coordenacdo do Programa de Pos-Graduagdo em Quimica
B JoSo Naves de Avila, 2121, Bloco 5l - Bairmo Santa Ménica, Uberfandia-MG, CEP 38400-502
Telefone: (34) 3239-4385 - www.cpgquimica.iq.ufu.br - cpgquimica@ufu.br

ATA
Programa de
Pas-Graduagdo | Quimica
em:
Defesa de: Dissertagao de Mestrado Académico, 353, PPGQUI
Data: 'a.l'lnte e sells de janeiro de dois mil & Hc-ra de 14:00 Hora de 18-00
vinte e dois nicKes encerramento:
Matricula do 120220M1016
Discente:
NPmE da Patricia Ahves de Matos
Discente:
Titulo do “Interagao de complexos de Ruténio com proteina e seu efeito fotodingmico em células
Trabalho: tumorais.”
Area de Quimi
CONCENntracio: uimica
Linha d . o . P _ .
" N = Quimica Bioinorganica, Fotoquimica e Fotobiologia
pesquisa:
Projeto de - N I - . S
. ‘Avaliagao da estrutura-atividade de novos fotossensibilizadores visando aplicagao em
Pesquisa de . e o
. - Terapia Fotodindmica
vinculagao:

Reuniu-se presencialmente no Auditorio Prof Manuel Gonzalo Hernandez Terrones |, a Banca
Examinadora, designada pelo Colegiado do Programa de Pos-graduagdo em Quimica, assim composta:
Professores Doutores: Renata Galvao de Lima, do Instituto de Ciéndas Exatas e Maturais do Pontal da
Universidade Federal de Uberlandia; Christiane Pavani, da Universidade Nove de Julho e Tayana Mazin
Tsubone crientadora da candidata.

Iniciando os trabalhos a presidenta da mesa, Dra. Tayana Mazin Tsubone, apresentou a Comissdo
Examinadora e a candidata, agradeceu a presenca do publico, e concedeu a Discente a palavra para a
exposicdo do seu trabalho. A duragao da apresentagdo da Discente e o tempo de arguicdo e resposta
foram conforme as normas do Programa.

A sepuir o senhor(a) presidente concedeu a palavra, pela ordem sucessivamente, aos(as)
examinadores{as), que passaram a arguir ofa) candidato(a). Uimada a arguicdo, que se desenvolveu
dentro dos termos regimentais, a Banca, em sessdo secreta, atribuiu o resultado final, considerando ofa)
candidato(a):

Aprovada.
Esta defesa faz parte dos requisitos necessarios a obtengdo do titulo de Mestre.

0 competente diploma sera expedido apos cumprimento dos demais requisites, conforme as normas do
Programa, a legislagdo pertinente e a regulamentacdo interna da UFL.

eil § Documento assinado eletronicamente por Tayana Mazin Tsubone, Professor|a) do Magistério
S . E Superior, em 26/01/2023, as 17:57, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62,

agsinabury

dletrarsca §12,do Dacreton® 8533, da £ de gutubro de 2015

.-

Seil ) Documento assinado eletrenicamentes por Renata Galvao de Lima, Professor(a) do Magistério
o] ['j Superior, em 26/01/2023, a5 17:58, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62,
| letrorica §1%2, doDegreton? 8532, de 8 de outubro de 2012

R
eil ; Documento assinado eletronicamente por Christiane Pavani, Usudrio Externo, em 30/01/2023, s
S . fﬂ 09:04, conforme heordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Degreto n? §.539 de

apsnature

theiriake Sdeoutubro de JO45
L

Referancia: Processo n2 23117.091807/2022-55 SEl n2 4140930

v



AGRADECIMENTOS

A orientadora Profa. Dra. Tayana Mazin Tsubone sempre muito paciente e atenciosa. Ao
coorientador Dr. Tiago Araujo Matias, pela sintese e fornecimento dos compostos de Ruténio
para a realizagdo deste trabalho. Pela oportunidade, disponibilidade em me ajudar e por

compreender minhas dificuldades nesta jornada.

Aos meus familiares, Maria Tereza, Giovanni, Estevam Junior e Jodo Vitor, pelo amor

incondicional, carinho e por sempre apoiar minhas decisdes. Obrigada por tudo! Amo vocés

Ao Prof. Dr. Antonio Otavio de Toledo Patrocinio ¢ ao mestre Marcos Eduardo Gomes
do Carmo do Laboratorio de Fotoquimica e Ciéncia dos Materiais (LAFOT) pela ajuda e

disposigao.

Ao Prof. Dr. Marcelo Belleti e Prof. Dr. Claudio Vieira da Silva por ceder a sala para o

cultivo celular.

Ao Prof. Dr. Mauricio Baptista (Instituto de Quimica da USP) por ter cedido as células

de carcinoma do colo do utero humana (HeLa).

A pos-doutoranda Bruna Cristina Borges do Laboratorio Tripanosomatideos (LATRI)

gentilmente cedeu as células de adenocarcinoma de mama humano (MDA-MB-231).

Aos meus colegas do LIFeBio Jéssica, Tayn4, Maynne, Larissa, leda, Vitor, pela ajuda,

momentos de aprendizado, discussdes, convivéncia, pelas gordices e amizade.

Ao programa de Pos-graduagdo em Quimica e seus funciondrios.

A agéncia de fomento FAPEMIG pelo financiamento da pesquisa (Projeto Universal

APQ-00704-21).

Ao PROAP pelo auxilio para participar do 51° Annual Meeting of the Brazilian
Society for Biochemistry and Molecular Biology junto ao 46° Congress of the Brasilian

Biophysical Society.

As agéncias de fomento CNPq e CAPES.



vi

“Nao ha ensino sem pesquisa e pesquisa sem ensino. Esses que-
fazeres que se encontram um no corpo do outro. Enquanto ensino
continuo buscando, reprocurando. Ensino porque busco, porque
indaguei, porque indago e me indago. Pesquiso para constatar,
constatando intervenho, intervindo educo e me educo. Pesquiso
para conhecer o que ainda ndo conheco € comunicar ou anunciar
a verdade”.

Paulo Freire



RESUMO

Cancer tornou-se uma doenga de grande preocupag¢do mundial, sendo responsavel por
quase 10 milhdes de mortes em 2020 e classificado entre “top 10 de causas de morte
segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS). Considerando as dificuldades nos
tratamentos convencionais de cancer (quimioterapia, radioterapia e cirurgia), como a
resisténcia do tumor e os efeitos colaterais, a Terapia Fotodinamica (TFD) é um
procedimento que tem recebido atengdo especial na medicina, principalmente pelo
procedimento minimamente invasivo, pouca ou nenhuma reagao colateral e resisténcia
insignificante aos fotossensibilizadores (FS). Dentre as classes de FS investigados para
TFD, os complexos de polipiridina de Ruténio(Il) apresentam interessantes propriedades
quimicas, fotofisicas e biologicas, incluindo alta producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs)e fotoestabilidade. Neste trabalho, avaliou-se a interacdo dos complexos
cis-[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs) € cis-[Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PFs) com biomoléculas, como
proteina (representada por BSA) e lipidios (representados por lipossomos, DMPC),
determinou a taxa de incorporagao e toxicidade (citotoxicidade e fototoxicidade) destas
moléculas em células do cancer do colo do utero (HeLa) e cancer de mama (MDA-MB-
231). Os estudos de interacdo dos compostos com proteina (representada por BSA)
realizados em tampdo Tris tiveram os resultados afetados pela troca do ligante Cl™ por
Tris, dificultando a interpretacdo dos dados. Por isso, os estudos de interagdo BSA-
complexo foram reconduzidos em tampao PBS, cujos valores de constante de ligagdo (Ky)
foram da ordem de 10° para ambos os compostos (Rubpy =~ 3x10° M! e Rubpe = 2x10°
M), indicando forte interagdo entre complexo e a proteina BSA. A avaliacio da oxidagio
fotoinduzida da BSA pelos complexos de Ruténio foi monitorada pelo tempo de
decaimento da intensidade de fluorescéncia da albumina. O tempo de decaimento (t2) foi
em torno de 2 a 4 minutos na presenga de compostos, € ~ 55 minutos na auséncia de
complexo, indicando que a oxidacao fotoinduzida por complexos (Rubpy e Rubpe)
acelera cerca de 10x a fotodegradagdo da BSA. Note que ndo houve diferenca
significativa tanto nos valores de Ky quanto t> entre os compostos estudados Rubpy e
Rubpe, sugerindo que que a adi¢do de um grupo etileno num dos ligantes do Rubpe nao
¢ suficiente para aumentar a interacdo e/ou taxa de foto-oxidagdo da proteina
(representada por BSA). Nos estudos de interacdo dos complexos com lipideos

(representados por lipossomos de DMPC), ambos complexos de Ruténio estudados



apresentaram valor elevado de constante de ligagdo (Kb > 10° M), também indicando
forte interagao desses compostos com a bicamada lipidica. Para avaliar a taxa de oxidagao
dos lipideos fotoinduzida pelos complexos Ruténio(Il), utilizou-se um ensaio que
monitora o vazamento de uma sonda fluorescente (carboxifluoresceina, CF) para o
exterior das vesiculas de lipossomos. Entretanto, os resultados foram inconclusivos
devido a sobreposi¢ao no espectro da banda de absor¢do dos compostos e a emissdo da
sonda CF, inviabilizando a andlise dos dados. Nos estudos de % incorporagdo dos
compostos em HeLa e MDA-MB-231, a porcentagem de incorporacao dos complexos foi
de aproximadamente =~ 50% em HeLa e = 37% em MDA-MB-231, ndo havendo diferenca
significativa na taxa incorporagdo entre o [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) ¢
[Ru(dmbpy)2Cl(bpe)](PFs) em nenhuma das linhagens tumorais testadas. Em relagdo a
toxicidade dos compostos em células tumorais, [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) possui valor
de ICso aproximadamente 2,4 vezes menor que [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) para ambas as
linhagens tumorais (HeLa ¢ MDA-MB-231), e portanto Rubpe ¢ mais citotdxico que
Rubpy. A fototoxicidade foi mensurada pelo fator de fotoinibi¢do (PIF), mostrando que

apenas [Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) em MDA-MB-231 possui provavel fototoxicidade.

Palavras-chave: Complexo polipiridinicos de Ruténio(Il); albumina (BSA); lipossomos

(DMPC); toxicidade celular.



ABSTRACT

Cancer has become a disease of great concern worldwide, accounting for almost 10
million deaths in 2020 and ranked among the “top 10 causes of death according to the
World Health Organization (WHO). Considering the difficulties in conventional cancer
treatments (chemotherapy, radiotherapy and surgery), such as tumor resistance and side
effects, Photodynamic Therapy (PDT) is a procedure that has received special attention
in medicine, mainly due to its minimally invasive procedure, no side effects and
insignificant resistance to photosensitizers (PS). Among the PS classes investigated for
PDT, Ruthenium(II) polypyridine complexes have interesting chemical, photophysical
and biological properties, including high production of reactive oxygen species (ROS)
and photostability. This work studied the interaction of cis-[Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs)
and cis-[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) complexes with biomolecules such as protein
(represented by BSA) and lipids (represented by liposomes, DMPC), estimated the
amount of incorporation and toxicity (cytotoxicity and phototoxicity) in cervical cancer
(HeLa) and breast cancer (MDA-MB-231) cells. The interaction studies of the
compounds with protein (represented by BSA) carried out in Tris buffer had the results
affected by the exchange of the Cl” ligand by Tris, making the interpretation of the data
inviable. Therefore, the BSA-complex interaction studies were conducted in PBS buffer,
whose binding constant (Kp) values were around 10° for both compounds (Rubpy =~ 3x10°
M and Rubpe = 2x10° M), indicating strong interaction between complex and BSA
protein. The evaluation of photoinduced oxidation of BSA by Ru complexes was
monitored by the decay time of albumin fluorescence intensity. The decay time (t2) was
around 2 to 4 minutes in the presence of complex, and ~55 minutes in the absence of
them, indicating that photoinduced oxidation by complexes (Rubpy and Rubpe)
accelerates BSA photodegradation circa of 10x. Note that there was no significant
difference in Ky or to values between the Rubpy and Rubpe compounds studied,
suggesting that the addition of an ethylene group to one of the Rubpe ligands is not
sufficient to increase the interaction and/or rate of protein photooxidation (represented by
BSA). On interaction studies of the complexes with lipids (represented by DMPC
liposomes), both Ru complexes studied showed a high binding constant value (K, > 10°
M), also indicating a strong interaction of these compounds with the lipid bilayer. To
assess the rate of lipid oxidation photoinduced by Ruthenium(Il) complexes, it was used

an assay that monitors the leakage of a fluorescent probe (carboxyfluorescein, CF) to the



outside of liposome vesicles. However, the results were inconclusive due to overlapping
in the spectrum of the absorption band of the compounds and the emission of the CF
probe, making data analysis unfeasible. Regards to % uptake of compounds in HeLa and
MDA-MB-231 cells, the % uptake of the complexes was approximately = 50% in HeLa
and = 37% in MDA-MB-231, with no statistically significant difference in the
incorporation rate between the Rubpy and Rubpe. Regarding the toxicity of the
compounds in tumor cells, [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) has an ICso value approximately
2.4 times lower than [Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) for both tumor cell lines (HeLa and
MDA-MB-231), therefore Rubpe is more cytotoxic than Rubpy. Phototoxicity was
measured by the photoinhibition factor (PIF), showing that only
[Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) in MDA-MB-231 has probable phototoxicity.

Key words: Ruthenium(II) polypyridine complexes; albumin (BSA); liposomes (DMPC);

cellular toxicity.
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1 INTRODUCAO

1.1. Terapia Fotodinamica

A Terapia Fotodinamica (TFD) ¢ um procedimento médico com aplicagdes
terapéuticas utilizadas no combate de doengas neoplasicas (cancer), degeneragao macular
da retina, psoriase, arteriosclerose, doengas virais (herpes), doengas bacterianas, micoses,
tratamentos odontolégicos e dermatoldgicos (acne) (TETARD et al., 2014; VAROL,
2015). Essa terapia ¢ baseada na foto-oxidagdo de biomoléculas promovida por um
composto fotossensivel (FS), que ¢ ativado por irradiacdo luminosa em comprimentos de
onda compativeis com sua absor¢do (DOUGHERTY et al.,, 1998; STERNBERG;
DOLPHIN-; BRICKNER, 1998). A principal vantagem da TFD ¢ de ser um método
eficiente, que ndo danifica os tecidos saudéaveis ao redor do tecido doente (TARDIVO et
al., 2005).

O procedimento mais comum adotado na terapia fotodinamica (Figura 1) consiste
em injetar a droga na corrente sanguinea do paciente, que geralmente se concentra mais
nas células doentes do que nas células sadias (KESSEL et al., 1997, PAVANI et al.,
2009). Somente os tecidos doentes sdo irradiados com luz de comprimento de onda
apropriado. O FS, eletronicamente excitado, gera espécies reativas de oxigénio (EROs)
via transferéncia de energia ou de elétrons e prétons, promovendo danos moleculares que

desencadeiam o processo de morte celular.

Figura 1 - Esquema indicando a sequéncia de aplica¢dao da Terapia Fotodinamica para o
tratamento de um tumor.

o 0. 0. 0
& @f @f

Tumor Tumor Tumeor
Paciente com tumor FS é injetado no paciente  Regifo do tumor & irradiada Remiss&o tumor devido a
com tumaor com luz no comprimento de  morte de células tumorais em
onda adequado resposta ao dano oxidativo

causado por EROs

Created in BioRender.com bio

Fonte: Figura criada pela autora utilizando BioRender. — Adaptado de (REZENDE et
al., 2022).
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Esta modalidade terapéutica, por ser minimamente invasiva, ¢ utilizada no
tratamento de varias doengas que tem como caracteristica comum um crescimento
anormal de tecidos, tais como cancer, artrite reumatdide, miopia patoldgica,

(SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002).

A acdo farmacologica na Terapia Fotodindmica tem inicio quando o FS ¢ excitado
pela absorcdo de fotons de luz. Subsequentemente podem ocorrer dois mecanismos
principais de reagdo: mecanismo do tipo I e mecanismo do tipo II, que estdo ilustrados no

diagrama de Jablonski apresentados na Figura 2 (BAPTISTA et al., 2017, 2021).

Figura 2 - Diagrama de Jablonski modificado mostrando os mecanismos de agdo dos

FSs.
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e elétrons
L]
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Fonte: Figura criada pela autora — Adaptado de (PHAM et al., 2021).

O fotossensibilizador no estado fundamental Sp absorve luz passando para o estado
excitado singlete S,. Como os processos de relaxagdo vibracional (ndo radioativos)
ocorrem mais rapidamente em relagdo aos processos de decaimentos radioativos
(fluorescéncia e fosforescéncia), as moléculas excitadas do FS decaem por relaxagdes
vibracionais (conversdo interna) até atingirem o primeiro estado excitado singlete Si. A
partir deste nivel energético, as moléculas podem decair para o estado fundamental So por
emissao de fluorescéncia e por processos nao radioativos de conversao interna.

Os FSs podem também sofrer um processo isoenergético de cruzamento de sistema
para formar um estado excitado triplete T1. Deste nivel de energia, as moléculas podem

retornar ao estado fundamental com emissdo de fosforescéncia, embora isso usualmente



25

ndo ocorra em solugdes oxigenadas. O estado excitado triplete tem geralmente grande
tendéncia em reagir com outras moléculas, por exemplo com substratos bioldgicos através
do mecanismo do Tipo I (Figura 2). Nesse caso, o FS no estado triplete excitado reage
por meio de transferéncia de elétrons, hidrogénios ou transferéncia de protons e elétrons
acoplados, gerando ions radicais ou radicais que tendem a reagir com oxigénio no estado
fundamental produzindo espécies reativas de oxigénio capazes de oxidar biomoléculas
(Tabela 1) (MACDONALD; DOUGHERTY, 2001; ORMOND; FREEMAN, 2013;
PUSHPAN et al., 2002).

Tabela 1 - Reag¢des que ocorrem durante a agdo fotodinamica.

Excitagao: FS + hv g P8
Mecanismo Reacao Produto

Tipo I SFS* + FS — FS* +FS™ (a)
SFS* + S — FS*+S* (b)

FS™+ Oz — FS + 0Oy~ (©)

SES* + 0, — FS™+0Oy" (d)

20, +2H" — 02+ H202 (e)

Tipo 11 SFS* + O —»> FS + 10, 63

*S = substrato
Fonte: Adaptado de (ORMOND; FREEMAN, 2013)

No mecanismo do Tipo I podem ocorrer diferentes reagdes tais como descritas na
Tabela 1. A reacgdo entre o *FS* e o proprio FS no estado fundamental provoca uma
fotodegradagdo que formam os radicais 4nions e cations do FS, FS™ e FS™,
respectivamente (a). O substrato (S) ¢ uma molécula doadora de elétrons que pode reagir
com o *FS* produzindo substrato oxidado (S*) e FS™ (b). O anion superdxido (02 pode
ser formado em mecanismos do Tipo I por duas maneiras: uma em que o anion radical do
FS (FS™) pode reagir com o oxigénio molecular (c) e outra em que ocorre transferéncia
de elétron do *FS* com o oxigénio (d). Neste tiltimo caso, no entanto, ocorre competi¢io
com a producao de oxigénio singlete (mecanismo do Tipo II - f). Também pode ocorrer
a formagao de peroxido de hidrogénio (H20-), através da combinagdo de duas moléculas

de anion superdxido (O2) com protons (e).
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Sendo que no mecanismo Tipo II (Figura 2 ou reacao (f) na Tabela 1), o FS no
estado excitado triplete interage com o oxigénio no estado fundamental (0.) por
transferéncia de energia, gerando o oxigénio singlete (102) que é uma espécie altamente
reativa e citotoxica. O oxigénio singlete ('O2) é muito mais reativo que o oxigénio
molecular, devido a configuragdao diamagnética do spin favorecendo o ataque de
substratos doares de pares de elétrons — Figura 3 (FOOTE, 1968a, 1968b;
MACDONALD; DOUGHERTY, 2001). A energia necessdria para a transicdo do
oxigénio do estado triplete para o estado singlete é de 94 kJ.mol™! (22,5 kcal.mol™"), que
corresponde ao comprimento de onda de 1270 nm. Portanto, a diferenca de energia entre
o estado Ti e So deve estar acima deste valor para que ocorra a formagdo de oxigénio

singlete (DEROSA; CRUTCHLEY, 2002; ORMOND; FREEMAN, 2013).

Figura 3 - Estado triplete (0.) e singlete (O2) do oxigénio.

0'2p* 0’2p*

"ZPX*_L _I_ 72py* T2px* _[L —_ M2py*
2px ) || [

oop 1L 2 1L

*0, '0,
Fonte: Figura adaptada (ORMOND; FREEMAN, 2013).

Energia

Os principais sitios de reagdo do oxigénio singlete sdo aqueles ricos em elétrons,
ou seja, ligagdes insaturadas carbono-carbono, aminas, sulfetos, anions e nucleofilos
neutros (BAPTISTA et al., 2021; DEROSA; CRUTCHLEY, 2002). Portanto, o oxigénio
singlete pode reagir com varias biomoléculas, tais como cadeias laterais de aminoécidos,
lipideos insaturados, colesterol e bases nitrogenadas. Isso implica, por exemplo, em danos
a membranas, DNA, mitocondria e lisossomos, comprometendo a homeostase celular

(TSUBONE et al., 2021).
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1.2. Polipiridina de ruténio como fotossensibilizadores para TFD

Os derivados polipiridinicos de ruténio(Il) representam um dos tdpicos mais
importantes da quimica de coordenacdo, grande parte desse interesse ¢ decorrente da
estabilidade quimica, propriedade redox versatil, reatividade e tempo de vida do estado
excitado dessas espécies (BALZANI et al.,, 2001; BALZANI; JURIS, 2001). Tais
caracteristicas fazem com que as polipiridinas de ruténio desempenhem um papel de
fundamental importancia nas areas de fotoquimica, fotofisica, fotocatalise, quimio e
fotoquimioluminescéncia e transferéncia de elétrons ou energia (BALZANI; JURIS,
2001) e mais recentemente como fotossensibilizadores na TFD (HEINEMANN;
KARGES; GASSER, 2017; KNOLL; ALBANI; TURRO, 2015; MONRO et al., 2019).

O estudo dos complexos polipiridinicos de ruténio teve inicio em meados da década
de 50, devido a descoberta da propriedade luminescente do complexo [Ru(bpy)s]*" (bpy=
2,2’-bpipiridina) reportado por Paris e Brandt (VOS; KELLY, 2006). Esta classe de
compostos possui uma banda de absor¢ao larga na regido do visivel que resultado de uma
transi¢ao de transferéncia de carga metal-ligante (MLCT) (JAKUBIKOVA et al., 2009;
MATIAS et al., 2016), como podes ser observado na Figura 4. No estado fundamental a
molécula pode ser descrita como [Ru''(bpy)s]**, a absor¢do de luz resulta na transferéncia
de um elétron do ion metalico para um dos ligantes bpy com a formagdo do estado
excitado [Ru'(bpy);]*™", descrito como [Ru(bpy™)(bpy)2]*" (DAMRAUER et al., 1997;
THOMPSON; ITO; MEYER, 2013). A excitacio eletronica do [Ru''(bpy)s]*" ocorre via
formagio do estado '"MLCT (estado singlete), seguido pelo rapido (~ 15 fs) e quantitativo
cruzando intersistema produzindo o estado triplete *"MLCT. Em adi¢io, o tempo de vida
do SMLCT no [Ru''(bpy);]**" ¢ suficientemente longo, ~ 0,6pis em 4gua na temperatura
ambiente, para possibilitar transferéncia de elétrons ou energia, fazendo muito atrativo a
investigacao deste tipo de complexo como fotossensibilador (DAMRAUER et al., 1997;
THOMPSON; ITO; MEYER, 2013). O estado excitado *MLCT possibilita a utilizacdo
deste composto em terapia fotodinamica (TFD), neste caso, a energia ¢ transferida do
estado excitado da polipiridina de ruténio para a molécula de O> que no estado
fundamental também é estado tripleto, produzindo oxigénio singlete ('02) que é uma
espécie altamente oxidante (ALBANI et al., 2014; LINCOLN et al., 2013; LIU et al.,
2009; SUN et al., 2010). Se nao houver transferéncia de elétrons ou energia, o estado
excitado dos complexos (*MLCT) ¢ desativado via emissio de luz ao redor de 600 nm

(HENDERSON; DOUGHERTY, 1992).
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Figura 4 - Espectro de absor¢io do [Ru'l(bpy);]** solubilizado em acetonitrila.
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Fonte: (DAMRAUER et al., 1997).

Embora a nova era da TFD (ap0s os trabalhos de Dougherty e Henderson (1998),
jé& tenha mais de 30 anos, e tenha mostrado beneficios no tratamento de diversas doencas,
a TFD ainda ndo chegou ao ponto de ser amplamente conhecida e utilizada por médicos.
Acreditamos que seja necessario um ponto de ruptura em termos de eficiéncia do processo
de TFD, para que este tipo de tratamento possa atrair mais médicos e consequentemente
beneficiar mais pessoas. Isso de alguma forma ja estd acontecendo em termos das fontes
de luz, um campo que avangou significativamente na ultima década (KIM;
DARAFSHEH, 2020; MARCU et al.,, 2017). Além disso, centenas de novos
medicamentos foram desenvolvidos, mas apenas alguns foram para as clinicas
(BASKARAN; LEE; YANG, 2018; HAMBLIN, 2020). Provavelmente, porque ainda
estamos usando as mesmas caracteristicas fisico-quimicas dos compostos nas Ultimas
décadas (porfirinas, clorinas e ftalocianinas), e de alguma forma as melhorias de
eficiéncia descobertas em niveis moleculares nao sdo transpostas para os ensaios clinicos.

Dentre as classes de compostos investigadas, os complexos metalicos e
especialmente os complexos de polipiridina de Ru(Il) t€ém recebido atencdo crescente
devido as suas intrigantes propriedades quimicas, fotofisicas e bioldgicas, incluindo alta
producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)e fotoestabilidade (BALLESTER et al.,
2020). Além disso, suas propriedades sdo facilmente modeladas por dois fatores: a
natureza do ligante e o estado de oxidagdo do metal, o que determina a sua possivel
atividade biologica (BEIRITH et al., 1999). Recentemente, o complexo Ru(Il) TLD-1433
(Figura 5) entrou na fase II dos ensaios clinicos como um FS para TFD contra cancer de

bexiga (HAMBLIN, 2020). Este ¢ o primeiro complexo inorganico, que ndo pertence as
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classes das porfirinas, clorinas e ftalocianinas a chegar em fase clinica para TFD;
indicando uma nova possibilidade a se explorar. Por isso, neste projeto analisaremos as

propriedades fotoquimicas de dois FS da classe dos complexos de Ruténio (Figura 6).

Figura S - Estrutura quimica do TLD-1433.

(e) TLD1433

Fonte: (HAMBLIN, 2020).

Dentre os 2 FS que foram estudados neste trabalho, um deles apresenta um dos
ligantes com um grupo de hidrocarbonetos maior (grupo etileno separando dois anéis

piridinas), conferindo uma maior hidrofobicidade ao composto (Figura 6).

Figura 6 - Estrutura das moléculas que serdo estudadas: (A) cis-bis(4,4’-dimetil-2,2’-
bipiridina)-(4,4'-bipiridina)clororuténio(Il), (B) cis-bis(4,4’-dimetil-2,2’-
bipiridina)(trans-1,2-(4-piridil)etileno) clororuténio(II).

(A) Rubpy (B) Rubpe

PF,

Fonte: Figura criada pela autora utilizando CS ChemDraw Drawing — Adaptado de
(PARUSSULO, 2013)

Hipotetizamos que tal grupo etileno adicionado entre os anéis piridinicos, poderia

aumentar a capacidade desse FS de interagir com biomoléculas, e consequentemente
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fotooxidé-las com maior eficiéncia. Considerando que proteinas e bicamada lipidica
exibem um papel importante nos organismos vivos (TSUBONE; BAPTISTA; ITRI,
2019), esta pode ser a chave para o design de novos complexos de ruténio voltados para
aplicacdo em TFD. Entdo, torna-se necessario estudos acerca das interagdes dos
complexos em estudo com biomoléculas que sao responsaveis pelo armazenamento,
transporte, metabolismo e excre¢do de ligantes, tanto endégenos quanto exdgenos. Para
avaliar isso, utilizaremos albumina bovina e sistemas modelo de membrana biologicas,
que tém sido extensivamente utilizados para estudar a interagdes farmaco-biomoléculas
e seu efeito interfacial em varios fendmenos, incluindo reagdes quimicas, bioquimicas e
processos fotoinduzidos. Estes sistemas sdo considerados ferramentas adequadas para
investigar as possiveis alteracdes de equilibrio e propriedades dinamicas de membrana de
maneira controlada (TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019). A interagdo entre tais
espécies provoca a modificagdo estrutural da proteina e, consequentemente, a alteragao
das suas fungodes bioldgicas, e, possivelmente, ocasiona alteragdes dos comportamentos
farmacodinamicos dos farmacos em questao (HU et al., 2006; MOREIRA et al., 2015;
SEEDHER; BHATIA, 2006).

Portanto, neste projeto estudamos as propriedades foto-fisicas de duas moléculas
novas (complexos de Ru — Figura 6), e avaliamos a interagdo ¢ o dano que esses FSs
causam em biomoléculas, bem como seu efeito de se incorporar e eliminar células

tumorais in vitro.

1.3. Importincia da interagdo dos FSs com biomoléculas

Dependendo da estrutura quimica do FS, o alvo terap€utico pode ser as membranas
bioldgicas ou biomoléculas como proteinas do ambiente intracelular, em ambos os casos
¢ necessario que FS interaja, se ligue ou atravesse a membrana celular (TSUBONE;
BAPTISTA; ITRI, 2019). Portanto, os estudos de interagdo FS-biomoléculas podem
fornecer informagdes importantes sobre a farmacocinética das moléculas, bem como sua
fototoxicidade, fornecendo, assim, informagdes cruciais para o desenvolvimento racional

de FS (PEREIRA-LEITE; NUNES; REIS, 2013).

As albuminas séricas tém sido uma das proteinas mais estudadas por muitos anos.
Sao as proteinas mais abundantes no plasma sanguineo, correspondendo a cerca de 60%
da proteina total e fornecendo cerca de 80% da pressdao osmética do sangue (SUN et al.,

2015). Além disso, foi demonstrado que albuminas séricas podem se ligar
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reversivelmente a uma variedade de moléculas endogenas e exdgenas, como farmacos,
FS e outras pequenas moléculas bioativas, que desempenham um papel importante na
determinagdo da dosagem terapéutica dos farmacos (SUN et al., 2015). Cerca de 80%-
90% dos complexos de Ru testados se ligam a albumina sérica (ZIA et al., 2018). Essa
ligacdo entre complexo Ru e proteina plasmatica ocorre mais provavelmente no nivel de
residuos de histidina e pode levar a formacao de aduto estavel, dependendo da estrutura

quimica do complexo (TIMERBAEV et al., 2006).

A albumina sérica bovina (BSA, do inglés bovine serum albumin) ¢é a proteina mais
estudada em sistemas biomiméticos devido a sua homologia estrutural com a albumina
do sérica humana (HSA, do inglés human serum albumin) apresentando uma identidade
de 76% (KANDAGAL et al., 2006). A BSA apresenta dois residuos de triptofano (Trp-
Trp-134 e 212), enquanto a HSA somente um (Trp 214). Estes residuos de triptofano
tornam a BSA altamente fluorescente em solugdo com um pico de emissdo em 340nm,

quando excitadas a 280nm (KANDAGAL et al., 2006).

Héa também uma diferenga na sequéncia de sitios N-terminais, onde a BSA
apresenta a triade Asp-Thr-His, e a HSA tem a triade terminal Asp-Ala-His. Neste
contexto, decidiu-se utilizar neste trabalho a BSA frente a HSA, pois além da sua
semelhanga com a estrutura primaria da HSA, ¢ estavel e de baixo custo.

A BSA possui fluorescéncia intrinseca com maximo de emissdo entre
332 — 350 nm, quando excitada em Aexc = 280 nm, devido principalmente aos residuos de
triptofano (Trp) Trp-134 e Trp-212 (Figura 7), localizados no dominio I e subdominio

ITA, respectivamente.

Figura 7 - Representacdo dos arcaboucos proteicos da albumina do soro bovino (BSA),
destacando a localizag@o dos residuos de triptofano.

Fonte: (BELATIK et al., 2012).
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Os sitios I e I da biomolécula sdo responsaveis pela ligagdo da BSA com os ligantes
endogenos e exogenos. Na maioria das vezes, as interagcdes € consequentemente o
transporte de substancias ocorrem nas cavidades hidrofébicas localizadas no subdominio
ITIA e IIB.

Depois do FS ser carreado pela corrente sanguinea com auxilio de biomoléculas
como proteina albumina, o FS tera que ser incorporado nas células. Por isso, as interagdes
FS-membrana sdo inevitaveis, uma vez que a maioria das moléculas precisa de atravessar
ou se ligar a membranas lipidicas para exercer sua atividade terapéutica (ANDRADE et
al., 2021).

Compreender os mecanismos a nivel molecular pelos quais farmacos interagem
com membranas bioldgicas ¢ de importincia critica no campo farmacoldgico
(BARREIRO; FRAGA, 2015). Entretanto, tais interagdes sdo dificeis de investigar a nivel
celular, devido a complexidade das membranas bioldgicas, principalmente relacionadas
a estrutura dinamica das membranas que possuem composi¢ao lipidica e proteica variada.
Neste contexto, modelos de membrana in vitro a base de lipidios surgiram para oferecer
uma alternativa simples, mas extremamente util, de estudar as interagdes farmaco-
membrana (ANDRADE et al., 2021).

Exemplos de tais modelos biomiméticos de membrana sdo as micelas e os
lipossomos (Figura 8). Micela ¢ um agregado de moléculas anfifilicas que se auto-
organizam formando uma estrutura globular, sendo o modelo 3D mais simples para
estudos de interagdo droga-membrana. Lipossomos sdo veisculas constituidas por uma ou
mais bicamada lipidica, sendo o modelo de membrana 3D mais popular devido a presenca
de folhetos internos e externos que simulam a membrana celular (ANDRADE et al.,
2021).

Sabendo-se que a interacdo/localizacdo do FS em membranas e células sdo
importantes para o dano fotoinduzido, um estudo sistematico da relacdo estrutura-
atividade pode ajudar a melhorar o processo terapéutico. Os sistemas biomiméticos tém
sido extensivamente utilizados para estudar a influéncia da membrana em reacdes
quimicas e bioquimicas e em processos fotoinduzidos. Estes sistemas sdo ferramentas
adequadas para investigar as possiveis alteragdes de equilibrio e propriedades dinamicas

de superficie de maneira controlada (TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019).
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Figura 8 - Representacao esquematica dos sistemas de modelos de membrana.
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Fonte: Figura criada pela propria autora, adaptado de (PEREIRA-LEITE; NUNES;
REIS, 2013).

As membranas biologicas possuem o importante papel de controlar a entrada e saida
de componentes das células (BETTELHEIM et al., 2012; KUCERKA et al., 2015;
LEHNINGER; NELSON; COX, 2014). As micelas apresentam um grande potencial na
solubilizacdo de farmacos pouco soliiveis em solu¢do aquosa e, com isso, conseguem
aumentar a sua biodisponibilidade no organismo (STEPHENSON et al., 2006), ¢ o
sistema de modelo mais simples por possuirem trés regides (hidrofobica, esférica
superficial e a camada de Gouy-Chapman) na sua estrutura (TANFORD, 1980). Este
modelo mimético tem sido amplamente usado para estudar o efeito hidrofobico,
caracterizadas para membranas proteinas e peptideos, para estudar interagdes droga-
membrana e como veiculos para entrega de drogas (CHAUDHURI; HALDAR;
CHATTOPADHYAY, 2012).

Outro sistema mimético estudado sdo os lipidios que compdem a membrana, eles
apresentam caracteristicas distintas como tamanho, geometria de empacotamento,
temperatura de transi¢do gel-fluido, que podem influenciar tanto suas propriedades
estruturais como espessura da bicamada lipidica, fluidez e permeabilidade (DA
SILVEIRA SANTOS et al., 2020; LEHNINGER; NELSON; COX, 2014; SIANI et al.,
2016; VAN MEER; VOELKER; FEIGENSON, 2008).
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As membranas celulares sdo dificeis de extrair e manipular, € sua composi¢ao
complexa muitas vezes impede sua caracteriza¢do direta através de métodos biofisicos
(SEDDON; CURNOW; BOOTH, 2004). Por outro lado, membranas lipidicas
biomiméticas, que contém menos espécies lipidicas do que membranas celulares reais,
podem ser facilmente preparadas em laboratorio e sao compativeis com multiplas técnicas
para sua investigacdo estrutural e dindmica (SIONTOROU et al., 2017), sendo assim

apropriadas para estudar a interagdo proteina-lipidicas através de métodos biofisicos.

A membrana plasmatica esta entre os componentes celulares mais externos, a
caracterizacdo de interagdes droga-lipidica tem um papel central no desenvolvimento de
novas e drogas mais eficientes de origens naturais ou sintéticas (SEDDON et al., 2009).

A interagdo e localizacdo de FSs em membranas biologicas, e consequentemente a
acao fotossensibilizadora, sdo extremamente dependentes de suas estruturas moleculares
(VILSINSKI et al., 2015). A hidrofobicidade, a simetria de distribui¢des de porcdes
polares e hidrofobica e os substituintes em torno do macrociclo cromoférico sdo
propriedades estruturais de grande importancia (ENGELMANN et al., 2007).

A importancia de estudar as propriedades interfaciais entre FS-membrana, deve-se
ao fato de que a interacdo inicial dos farmacos com as células ocorre devido a sua
capacidade de se incorporar e permear membranas, bem como, na sua habilidade em
produzir espécies citotoxicas nas proximidades do microambiente em que se pretende

causar danos (TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019).

Uma série de complexos de ruténio(Il) compreendendo diferentes ligantes de
dipiridofenazina (dppz) mostra que mudangas sutis nos substituintes podem alterar
localizagdo e orientagdo dos complexos de Ru na bicamada lipidica da membrana.
Recentemente, foi reportado que a interagdo entre complexo de Ru com membranas
celulares podem induzir alteragdes elétricas, resultado em efeitos deletérios para células

(SANCHEZ-MURCIA; NOGUEIRA; GONZALEZ, 2018; SANDRINO et al., 2016).

1.4. Complexos Ruténio com atividade antitumoral

Ultimamente, complexos de ruténio tém demostrado interessantes propriedades
antineoplésicas (HARTINGER et al., 2006; HUXHAM et al., 2003) na tentativa de se
obter um farmaco menos toxico e mais especifico.

Trés complexos de Ru(Ill) (NAMI-A, KP1019 e KP1339) entraram em ensaios

clinicos, sendo caracterizados por exibirem menor citotoxicidade em comparagdo com



35

drogas contendo platina, internalizagao celular mediada por transferrina e reducao para o
ion Ru(Il) sob condi¢des de hipoxia em tumores. Da mesma forma, recentemente o
composto TLD14333 (baseado em Ru(Il)) também entrou em testes clinicos (Figura 5)
(MITAL; ZIORA, 2018; THOTA et al., 2018).

O composto NAMI-A foi o primeiro complexo de Ru a ser testado em humanos, o
qual foi introduzido em estudos clinicos de fase I em 1999, porém demonstrou eficacia
limitada em estudos de fase II, limitando sua empregabilidade clinica (THOTA et al.,
2018). Tanto o composto NAMI quanto NAMI-A compartilham o mesmo centro de Ru
pseudo-octaedrico (III) cercado por quatro ligantes de cloreto no plano equatorial. Um
grupamento Dmso(dmso-S) e umidazol ocupam as duas posi¢des axiais. A carga negativa
é neutralizada pelo sodio (Na*) no camposto NAMI e pelo cation imidazdlio no comporto
NAMI-A (ALESSIO; MESSORI, 2018). O NAMI-A possui toxicidade relativamente
baixa em relacdo as células cancerigenas, mas € particularmente eficaz contra metastases
de tumores so6lidos em tumores experimentais de camundongos. Acredita-se que a
atividade antimetastatica do NAMI-A seja devida aos efeitos combinados no controle da
angiogénese (possivelmente pela interferéncia no metabolismo dos 6xido nitrico in vivo)
e propriedades anti-invasivas contra células tumorais e vasos sanguineos, € ndo a sua
interagdo com acidos nucleicos, embora interaja com o DNA in vitro) (PIZARRO;
SADLER, 2009). Os efeitos biologicos do NAMI-A aparentemente derivam da ligagao
do ruténio ao coldgeno presente na matriz extracelular e integrinas da superficie celular,
levando ao aumento da adesdo ¢ a redugdo da invasividade das células (ALESSIO;
MESSORI, 2018).

O trabalho de Gava et al. (2006) demonstra o efeito antimetastico do complexo
NAMI-A frente a um modelo in vitro (linhagem celular B16) e in vivo (camundongos
B6D2F1) de melanoma, onde pode-se observar a redug¢do da producao de metastases nos
animais tratados além de sua acdo seletiva nas células de melanoma, a qual ocorreu de
forma independente da concentracdo do composto utilizada, sugerindo que a inibicao de
metastases ocorreu devido a modulagdo negativa dos processos de invasdo da célula
tumoral, aliado a redu¢do da atividade gelatinolitica das células tumorais, a qual possui
um papel central no processo de invasdo celular.

No trabalho publicado por Keppler e Rupp (1986)), foram apresentados os
compostos KP418 e KP1019, contendo ligantes heterociclicos coordenados por
nitrogénio, quatro ligantes de cloreto equatorial e um ion azol ou soédio protonado para

compensa¢do de carga. Ambos os complexos apresentaram boa atividade anticancer
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contra linhagens de células cancerigenas colorretais resistentes a platina. Apesar das
promissoras propriedades anticancerigenas, o composto KP418 ndo foi submetido a testes
em humanos devido a gerar maior nefrotoxicidade em modelos murinos em comparagao
com KP1019.

O composto KP1019 sofre troca lenta de ligantes em condigdes fisioldgicas, da
mesma forma que os agentes anticancerigenos a base de platina. Outros estudos
mostraram que os ions Ru foram localizados principalmente no citosol e na regido nuclear
celular. Infelizmente, este composto falhou em um teste de fase II, principalmente por
causa da ma solubilidade em agua. A analise sanguinea de pacientes tratados com KP1019
mostrou menos de 1% da dose de KP1019 ¢ vinculada a transferrina, sugerindo um papel
limitado para esta proteina no transporte de drogas. Outras pesquisas mostraram que a
albumina de soro humano liga prontamente KP1019 e seu analogo NKP1339 no plasma,
e esta proteina sanguinea provavelmente desempenha um papel significativo no
transporte ¢ localizacdo desta classe de drogas (MITAL; ZIORA, 2018). Foi demonstrado
que a citotoxicidade de todos os trés compostos KP estd relacionada ao seu transporte
transmembrana, com KP418 sendo pelo menos 10 vezes menos eficientemente absorvido
em células do que KP1019 e KP1339. O composto KP418 nunca entrou em ensaios
clinicos devido ao seu transporte transmembrana dificultado e, consequentemente,
toxicidade sistémica em doses efetivas in vivo (HUDEIJ et al., 2014).

A Tabela 2 ilustra alguns resultados bastante satisfatorios frente a linhagens
tumorais, pode-se destacar o complexo ct-[RuCl(CO)(dppb)(bipy)]PFs que apresenta um
valor de ICso de 6,56 que ¢ inferior ao da cisplatina (76,19), indicando que ¢ necessaria
uma concentragdo de composto inferior ao da cisplatina para eliminar 50% das cé€lulas

tumorais na linhagem de MCF-7.
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Tabela 2 - Valores de ICso (umol L") de alguns complexos de ruténio contra a linhagem
tumoral.

Linhagem Complexos” ICso Referéncias™

de células

MCF-7 ct-[RuC1(CO)(dppb)(bipy)]PFe 6,56  (CARNIZELLO et al.,
2016)
MDA-MB-231  cis-[RuCl,(NO)(dppp)(py)]PFe 19.0  (GOLFETO etal., 2010)

MDA-MB-231  cis-[RuCly(NO)(dppp)(4-Mepy)]PFs 74 (GOLFETO et al., 2010)

Hep-G2 RuH(HL)(PPh3)2(CO)] 22,1  (KAMATCHI et al,
2013)
HeLa 10,83
(HEINRICH et al.,
Tm5 [RuClbNO(BPA)] 17,75
2011)
CHO 54,73

Fonte: Do autor. Adaptada
*Onde: ¢t = Cl” cis a CO e CO trans ao P da fosfina, bipy = 2,2’-bipiridina, dppb = 1,4-
bis(difenilfosfina)butano, py = piridina e HL = 2,2’-bipiridina-5,5’-dicarboxilico.
**Utilizando os autores descritos

O complexo de Ru mais recente a ser introduzido em ensaios clinicos foi o TLD-
1433 (Figura 5), um complexo polipiridico de Ru(Il) adequado para aplicagdes na TFD.
A combinagdo de TLD-1433 com transferrina (Rutherrin) melhora as propriedades foto-
fisicas, farmacocinéticas (absorcao celular rapida) e toxicologicas (redugdo da toxicidade
no escuro), em comparagdo apenas com TLD-1433. O modo de agao relatado ¢ baseado
na produgdo de EROs, destruindo as mitocondrias e induzindo apoptose celular (MITAL;
ZIORA, 2018). Sua ativacdo nas células € 6tima no dominio verde do espectro (520 nm),
e embora o mecanismo de morte celular por TLD-1433 ativado pela luz ndo seja
completamente claro, este agente fotossensibilizador gera 'Oz de forma eficaz. O modo
de acdo do Tipo II deste agente fotossensibilizador na TFD envolve a formagdo de uma
populagdo de moléculas excitadas, que, apos cruzamento intersistémico, levam a estados

tripletes excitados que sao muito sensiveis ao oxigénio (CHEN et al., 2020).



38

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

No presente trabalho investigou-se a interagdo dos complexos cis-
[Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e cis-[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) com biomoléculas (lipidio e
proteina), bem como o impacto dessas interagdes na incorporagao e toxicidade em células

tumorais.

2.2. Objetivos especificos

e Caracterizacao espectroscopica dos dois FS da classe dos complexos de Ruténio;

e Investigar a interacdo destes FSs com biomoléculas (lipideo e proteina) via
espectroscopia de fluorescéncia;

e Avaliar o dano oxidativo de biomoléculas fotoinduzido pelos complexos de Ru;

¢ Estimar a porcentagem de incorporagdo dos compostos em células;

e Determinar toxicidade (citotoxicidade e fototoxicidade) dos complexos

polipiridinicos de ruténio (II) em células cancerosas.

3. MATERIAIS E METODOS

Os complexos cis-[Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e cis-[Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PFé)
(Figura 6) no decorrer dessa dissertagdo os complexos irdo ser mencionados sem
explicitar o prefixo cis, e nas figuras os complexos sdo abreviados como Rubpy ou Rubpe

em funcao do ligantes lineares.

3.1. Caracterizagdo espectroscOpica de absorcdo eletronica dos complexos de

Ruténio

Os compostos cis-[Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e cis-[Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PF¢)
preparados seguindo o reportado por Toma e colaboradores (PARUSSULO et al., 2016)
estando seus espectros eletronico e a absortividade molar de acordo com o reportado
anteriormente.

Para avaliar a labilidade do ligante cloro, foi estudado o comportamento dos
complexos em sistema aquoso. Para isso, os compostos foram dissolvidos em metanol

para preparo da solucdo estoque, e posteriormente, diluido em diferentes razdes de
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agua/metanol (v/v) (0%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 75% e 100% de metanol) com
concentracdo de 3,0x107 mol L™, sendo monitorado em fungdo tempo e em seguida

realizando a leitura do espectro UV-Vis.

3.1.1. Estabilidade em tampao fosfato (PBS e Tris) e DMEM

Também analisou a estabilidade dos complexos de ruténio em tampao fosfato
salino, do inglés phosphate buffered saline (PBS, pH=7,4), o tampao
tris(hidroximetil)aminometano (Tris, pH 7,4) € em Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM high glucose, codigo D6429 da Sigma Aldrich) suplementado com 10 % de soro
fetal bovino (SFB) e 1% (v/v) de antibidticos (penicilina e estreptomicina), no qual
preparou-se os filmes (item 3.6.1 de material e métodos) nas concentra¢des de 3,0x107,
6,0x10° e 1,0x10* mol L' e posteriormente foram hidratados. Realizou a leitura do
DMEM (sem composto) com o objetivo de subtrair os espectros, para uma melhor
visualizacdo da sobreposicdo e similaridade da banda MLCT’s (metanol ¢ meio de

cultura).

3.1.2. Estabilidade na albumina de soro bovino

Avaliou a estabilidade dos complexos de [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e
[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PF¢) na albumina de soro bovino (BSA), onde foi feito os filmes
(item 3.6.1 de material ¢ métodos) na concentragdo de 5,0x10” mol L e hidratados
posteriormente com a BSA com a concentragdo de 5,0x10° mol L™ que foi preparada em
tampao PBS (pH=7,4), sendo realizado as leituras de absorbancia na regido do
UV/Visivel em funcao do tempo durante 96 horas apds a dissolucao. Utilizou-se a BSA
como branco (sem composto) para se subtrair aos espectros, para melhor visualizar a
sobreposi¢do e similaridade da banda MLCT’s (metanol e a BSA), realizando a varredura
espectroscopica Shimadzu modelo UV-2501 BC, na regido do UV/Visivel em fun¢do do
tempo durante 96 horas de dissolugdo. As varreduras foram realizadas utilizando uma
cubeta com 1,0 cm de caminho 6ptico. As solugdes foram mantidas protegidas da luz e

na temperatura ambiente.

Com os estudos de estabilidade foi ndo sé possivel confirmar a solubilidade dos
compostos, como também avaliar a constancia e estabilidade da intensidade de

absorbancia correspondente ao maximo das bandas de transferéncia de carga (MLCTt’s)
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e também da banda correspondente a transi¢oes intraligantes (IL) dos compostos durante

um periodo de 96 horas.

3.2. Estudo de interagdo dos complexos de Ru com albumina do soro bovino (BSA)

O intuito do experimento foi obter informagdes sobre a interacao entre a BSA e os
complexos [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PF¢), tais como as
constantes de ligagdo, possiveis mecanismos de interacdo. Recorreu-se a técnica de
fluorescéncia da BSA, utilizando 3mL de solugdo de BSA 1,0 pmol L! com adi¢io de 0
a 21,5 umol L! da solugdo estoque de Ruténio 5,0x10 mol L.

Para determinar por qual mecanismo ocorre a interagdo do complexo de ruténio
com as albuminas, preparou solugdes individuais de BSA em tampao Tris 10 mM
(pH 7.,4), com concentragdo final de 3,0 pumol L' com adigdes nas concentragdes de 0 a
14,56 pmol L' da solu¢do dos complexos (supressor) de Ruténio 5,0x10 mol L', nas
temperaturas de 20°, 25°, 30° e 35°C, efetuou as leituras dos espectros de absorbancia e
fluorescéncia em ambas as temperaturas. Realizou as leituras de absorbancia e
fluorescéncia com 24 horas de interagao na temperatura de 35°C.

As solucdes dos complexos foram preparadas pela diluigdo de 10 pL da solugdo
estoque em acetronitrila € 990 puL de solugdo tampao PBS e/ou Tris, ambos em pH=7,4
em duplicata.

Considerando a absor¢do dos complexos de ruténio na regido analisada, os valores

de fluorescéncia foram corrigidos utilizando a equagdo de Parker (equagao 1).

2,3dAexc x 1094em 2,35Aem
1— 10~ %exc 1—- 10—54em

Feor = Fops x (Equagdo 1)

Onde:

Feor € Fobs sdo valores de fluorescéncia corrigido e observado, respectivamente, e
Aexc € Aem sd0 medidas feitas no espectrofotometro UV-Vis e correspondem as
absorbancias por centimetro nos comprimentos de onda de excitagdo (280 nm) e emissao
(350 nm) (PARKER; BARNES, 1957). S ¢ a largura do feixe de excitacdo, g ¢ a distancia
da lateral do feixe de excitagdo até a lateral da cubeta e d é o comprimento da lateral da
cubeta (MACDONALD; LVIN; PATTERSON, 1997).

Os espectros de emissdao dos residuos de aminoacidos da BSA foram registrados

utilizando cubetas de quartzo, com caminho 6ptico de 1,0 cm, em um espectrofluorimetro
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Horiba modelo Fluoromax-4, com largura das fendas de excitagdo 5,0 nm e de emissao
1,0 nm. As amostras foram excitadas em 280 nm e as leituras de emissao de fluorescéncia
foram realizadas na faixa entre 300 e 550 nm apods 5 minutos de interacdo composto e
BSA, também foi monitorado os espectros de absor¢do em um espectrofotdmetro
Shimadzu modelo UV-2501 BC.

Através dos espectros de supressdo de fluorescéncia e de alguns tratamentos
matematicos, determina-se tais parametros acerca das interacdes entre a BSA e os

complexos estudados.

A partir desse momento, pode-se determinar a constante de Stern-Volmer (Ky,) e da
constante de velocidade de supressdo da biomolécula (kq) utilizou-se a equag@o de Stern-
Volmer (Equagao 2).

F <
- = Ky[Q] + 1 (Equagdo 2)

onde Fo corresponde a intensidade de fluorescéncia na auséncia do complexo Ru;
F ¢ a intensidade de fluorescéncia na presenca do complexo Ru; [Q] concentragdo do
composto supressor, ¢ Ksy ¢ a constante de supressdo de Stern-Volmer (LAKOWICZ,
2006).

Calculou o grau de interagdo entre os compostos € a proteina (BSA), por meio da
determinagdo da constante de associacao ou ligagao (Kp). Quantificar a forga dessas
interacdes € de extrema importancia, uma vez que ela pode influenciar nas propriedades
farmacocinéticas como a armazenagem, o transporte, liberacdo, e podem ter efeitos na
eficiéncia dos medicamentos (ROSS; SUBRAMANIAN, 1980). Sendo assim, as

constantes Ky, foram obtidas a partir da equacdo 3 (equagdo de Stern-Volmer modificada).

IOg (FO_F)

=log K;, + nlog [Q] (Equacao 3)
onde Fy e F sdo respectivamente, a intensidade de fluorescéncia na auséncia e na
presenca do supressor, Ky € a constante de ligagcdo aparente do supressor a BSA, n € o

nimero de sitios de ligacdo do supressor a BSA e [Q] ¢ a concentragdo do supressor

(LAKOWICZ, 2006).
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3.3. Estudo da interagdo dos complexos de Ru com lipossomos

Para avaliagdo da interacdo entre os complexos de ruténio(Il) e lipidios, utilizou-se
como modelo lipossomos constituidos por 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DMPC).

A preparacao de lipossomos, mais especificamente LUVs (vesiculas unilamelares
grandes, do inglés Large Unilamellar Vesicles), comecou com a adi¢do da quantidade(s)
adequada(s) da(s) solugdo(des) stock do(s) lipidio(s) desejado(s) para um eppendorf.
Posteriormente, o solvente foi lentamente evaporado sob um fluxo continuo e suave de
argdnio (atmosfera inerte), de modo a formar-se uma fina camada de filme lipidico na
parte inferior do tubo ou eppendorf. Depois da secagem as amostras foram hidratadas
com agua, produzindo-se MLVs (do inglés, Multilamellar Vesicles). O volume de agua
usado para a hidratacao dos lipidios foi escolhido de modo a ficar-se com a concentragao
lipidica final desejada, posteriormente as amostras foram homogeneizadas num agitador
vortex. Para a obtengdo de LUVs, utilizou-se o processo de extrusdo (ALVES et al.,
2013), que consiste na passagem das amostras através de membranas de policarbonato
(Nuclepore, Track-Etch Membrane) da Whatman Scheider & Schuell (Kent, Reino
Unido) com didmetro de poro bem definido, no presente caso de 100 nm, um niimero
impar de vezes (21 vezes), usando um Mini-Extrusora da Avanti Polar Lipids (Alabaster,
AL, EUA) — Figura 9. Este procedimento garante que a suspensdo final passe pela
membrana e que praticamente 100% dos lipossomas sejam unilamelares e de tamanhos

idénticos (MACDONALD et al., 1991; MAYER; HOPE; CULLIS, 1986).

Figura 9 - Mini extrusora da Avanti Polar Lipids para obtencdo de lipossomos
unilamelares com tamanhos uniformes de 100nm.

Fonte: autora.

Estando prontas as vesiculas lipossomais de DMPC, preparou-se solu¢des contendo
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) na concentragdo 3,0x10~ mol

L. A interagdo dos compostos com lipossomos foi realizada com sucessivas adi¢des de
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0 a 200pL da suspensdo de lipossomos DMPC (25,0x107 mol L") foram feitas numa
solucdo de 3,0 mL de complexo de Ru ([Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e
[Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PF)).

Apos a adigao de cada aliquota de lipossomo, a amostra foi submetida sob atmosfera
inerte (Argdnio) por 3 minutos para retirada de oxigénio, € os espectros de emissao
registrados num espectrofluorimetro Horiba (modelo Fluoromax-4) no laboratorio de
fotoquimica (LAFOT) em colaboracdo com Prof. Dr. Antdnio Otavio e Mestre Marcos
Eduardo do Carmo. As leituras de emissdo de fluorescéncia foram realizadas na faixa de
510 a 800nm, utilizando o filtro LP 455, sendo o comprimento de onda de excitacao (Aexc)
em 425nm, e a largura das fendas de excitagdo e de emissdo igual a 5 e 15nm,
respectivamente.

Os espectros de absor¢do molecular na regido do UV-Vis também foram registrados
antes e apos a adicao total de lipossomos, utilizando um espectrofotdmetro Shimadzu
modelo UV-2501 BC, com cubeta de quartzo com caminho 6tico de 1,0 cm.

Para determinagdo das constantes de liga¢ao (Ky) dos FS em lipossomos, plotou-se
um grafico de emissdo relativa normalizada no comprimento de onda maximo versus a
concentragdo do lipossomo e realizou-se um ajuste do modelo matematico descrito na

equagdo 4 (SANTOS; PRIETO; CASTANHO, 2003).

_ Fo+FexKkpx[L]

L+kgx [L] (Equagao 4)

onde F: Emissdo relativa de fluorescéncia; Fr: fluorescéncia apos adigdo de
DMPC; Fo: fluorescéncia na auséncia de micela ou lipossomo; [L]: concentracdo de

DMPC.

3.4. Oxidag@o em lipossomos fotoinduzidos pelos complexos Ru

Para investigar a permeabilidade em vesiculas lipidicas foi utilizado o método de
vesiculas unilamelares (LUVs) encapsulando uma sonda fluorescente. O experimento
consiste em comparar a acdo dos dois complexos de ruténio na destruicao fotoinduzida

dos lipossomos com carboxifluoresceina encapsulada.

Primeiramente foram preparados os trés filmes lipidicos usando 15 mg de lecitina

de soja e ~0,5mL de cloroférmio. Em seguida evaporou todo o solvente, sob atmosfera
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inerte de Argonio até¢ formacdo dos filmes. Em dois filmes adicionou o
[Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) € [Ru(dmbpy)Cl(bpe)](PFs) com concentragdo de 5,0x10
>mol L' e evaporou-se o solvente sob atmosfera inerte de Argdnio até formagio dos
filmes que foram congelados para serem utilizados no outro dia e o terceiro filme sem
FSs era o controle (Figura 10), a hidratagao foi realizada por uma solugao tampao de Tris-
NaCl a 10mM em pH 8,1 contendo 50mM de carboxifluoresceina (CF) para se obter a
suspensdo de vesiculas de lipossomos contendo carboxifluoresceina (CF) dentro da

vesicula.

Figura 10 - Filmes lipidicos contendo os complexos de [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e
[Ru(dmbpy)2Cl(bpe)](PFs).
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Fonte: autora.

A remogdo da carboxifluoresceina livre presente na suspensdao das LUVs foi
realizada passando-se 1mL da suspensdao em uma coluna Sephadex-G50 com solucao
tampao de 10mM de Tris-NaCl em pH 8,1. Na cromatografia de exclusao de tamanho, as
moléculas/estruturas maiores tendem a migrar mais rapido que as menores, por ndo
conseguirem penetrar no interior dos poros da resina, sendo assim eluem diretamente pela
coluna. A fragcdo contendo lipossomos pode ser identificada visualmente (alaranjada) e
coletado no eppendorf (Figura 11). E de suma importancia salientar que a fase mével da
coluna foi 10mM tampao Tris (pH 8,1) contendo 300mM NacCl, essa quantidade de sal
(NaCl) € necessario para que a forca i0nica e osmolaridade dentro e fora das vesiculas
sejam idénticas. Isto ¢, S0mM de carboxifluresceina em tampao Tris 10mM (pH 8,1) no
compartimento interno da vesicula, e uma solu¢ao de 300mM cloreto de s6dio em tampao
Tris 10mM (pH 8,1) no compartimento externo dos lipossomos (BACELLAR et al.,
2014).
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A coluna de Sephadex-G-50 foi preparada pesando 1,5 g de Sephadex-G50 e
transferida para um Erlenmeyer com 100mL de dgua destilada, hidratada por 30 minutos.
A preparacdo da coluna Sephadex-G-50 foi realizada transferindo-se a fase estaciondria
suspensa em agua destilada para coluna de vidro, preenchendo-se até encher a coluna e

deixou decantar.

Figura 11 - (A) coluna de cromatografia de exclusdo e (B) separagdao a CF livre dos
lipossomos contendo CF no interior da vesicula.
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Fonte: autora.

Determinagdo da quantidade do dano a membrana foi realizada em placa de
poliestireno cristal transparente com 6 pogos contendo 6000uL de solugdo total de
analise. Os pocos tinham um volume de lipidios (150 pL) e a concentracio de 5,0x10
mol L do [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PFs). Cada poco foi
preenchido com ~2850 pL de solugdo de NaCl em tampao Tris, utilizou-se também um
controle contendo apenas tampao e lipossomo/CF encapsulada. A placa foi irradiada e a
fluorescéncia monitorada em fun¢do do tempo de irradiagdo (1h e 20min), utilizando um
LED de emissdo no azul (~460nm) (Figura 12) para excitagcdo dos FSs e outra placa ficou

no escuro (papel aluminio) (Figura 13).
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Figura 12 - Espectro de emissao da luz do LED azul sobreposto aos espectros de absor¢ao
do Rubpy e do Rubpe.
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Fonte: autora.

Figura 13 - a) placa sem irradiacdo e b) placa irradiada.

Fonte: autora.

O aumento da fluorescéncia da CF em fungdo do tempo de irradiagdo, a 25°C, foi
medido continuamente no OceanOptics (modelo USB4000). Ao final de cada
experimento, a fluorescéncia total da CF foi determinada pela adigdo de solucgdo
10%(m/v) de Triton-X a cada poco, e a intensidade de fluorescéncia foi registrada. Para
cada valor de intensidade, a porcentagem de liberagao de CF foi calculada pela equacao 5

(BACELLAR et al., 2014).
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P=100% Ifinal — linicial (Equagio 5)

It = linicial
onde P ¢ a porcentagem do dano, Iinicial € a intensidade de emissao inicial da CF,

I; ¢ a intensidade apos a adi¢ao de Triton X-100 e Ifna € a intensidade de fluorescéncia no

tempo.

3.5. Oxidagao na BSA fotoinduzida pelos complexos de Ruténio

Este experimento teve como objetivo analisar a eficiéncia de cada FS em causar a
fotoxidacao de proteinas utilizando a molécula da BSA como modelo de proteina. Essa
eficiéncia fotodindmica foi calculada com base na determinacao dos valores das
constantes de velocidade de fotoxidacdo da molécula da BSA.

Uma solucio contendo 1,5x10” mol L! de FS e 3,0 pmol L' de BSA preparada
em tampao Tris (pH=7,4) foi irradiada durante 40 minutos com luz branca Xe 300W
(Oriel). A intensidade de irradiac¢do foi determinada por um medidor de poténcia 1916-R
(Newport) conectado a um sensor 6ptico 818-UV-DB (Newport) com 20cm de distancia
da amostra.

Foi irradiado no A=470nm com intensidade de 100mW/cm? durante 40minutos
usando filtro LP 400nm que corta a radiagdo UV, no qual irradiou na regido do azul.
Nesse intervalo, a cada 1 minuto foi retirada uma aliquota (5 minutos), depois foi
monitorado de 5 em 5 minutos a fotoxidagao da BSA foi monitorada através da variagao
da intensidade de absor¢cdo ¢ o maximo de fluorescéncia em 350nm, sendo utilizado o
comprimento de onda 280nm para excitar a molécula, uma cubeta de quartzo com 1,0cm
de caminho 6ptico e fenda de excitacdo de 5,0nm e emissdo 1,0nm. Os valores da

intensidade de fluorescéncia foram monitorados em 350nm.

3.6. Linhagens celulares e manuteng¢ao celular
Nos estudos de viabilidade foram utilizadas células das linhagens HeLa e MDA -
MB-231 em todos os experimentos, € as células foram cultivadas no laboratorio de cultivo
celular do Prof. Dr. Marcelo Belleti. As células de carcinoma do colo do ttero humano
(HeLa) foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Mauricio Baptista (Instituto de Quimica
da USP) e as células de adenocarcinoma de mama humano (MDA-MB-231) foram
gentilmente cedidas pela pesquisadora pos-doutoranda Bruna Cristina Borges do

Laboratorio Tripanosomatideos (LATRI) coordenado pelo Prof. Dr. Claudio Vieira da
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Silva. Ambas a células da de linhagem tumoral foram cultivadas em meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Dmem) high glucose (4500 mg/L de glicose, L-
glutamina, piruvato de sdédio, bicarbonato de sodio e vermelho de fenol) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina.

As linhagens celulares foram mantidas em uma estufa de CO> (5%) a 37°C para
serem utilizadas nos ensaios ou cultivadas em garrafas de cultura. Para a realizag¢do dos
ensaios, previamente as linhagens tumorais aderentes foram removidas dos frascos de
cultura celular pela adicao de 1 mL de enzima tripsina. Os frascos com solug¢do de tripsina
foram entdo mantidos na estufa a 37°C e 5% CO2 por 3 minutos e depois agitados manual
por aproximadamente 60 segundos. Em seguida, foram adicionados 3 mL de meio de
cultura completo (Dmem contendo 10% de SFB e antibiotico) para inibir a acdo da
tripsina e transferidos para tubos plasticos.

Com as células em suspensdo, elas foram retiradas diretamente das garrafas e
transferidas para tubo Falcon, uma aliquota de 50 uL. da suspensdo celular foi colocada
em 150 pL de Azul de Tripan 2% (m:v) (SIGMA-ALDRICH CO ST LOUIS, MO, EUA)
e homogeneizado, em seguida transferiu 20 uL da solugdo a Camara de Neubauer e fez a

contagem das células.

3.6.1. Preparo de solu¢des do cis-[Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e cis-
[Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PFs)

A solugdo do complexo foi preparada em meio de cultura (DMEM), a temperatura
ambiente. Primeiramente, foi colocado um pouco dos complexos em flaconetes e
adicionou meio de cultura para solubilizar. Levou as solu¢des no ultrassom e no vortex
para solubilizar todo o p6, mas nao obtivemos €xito na solubilizagao do p6 dos compostos
diretamente em Dmem.

Por isso, foi feito outro teste de solubilizagdo dos compostos através de seus
respectivos filmes. Para preparar o filme o p6 dos complexos foi solubilizado em metanol,
logo apds o solvente foi completamente evaporado sob fluxo de atmosfera inerte (Argonio
ou Nitrogénio), ocorrendo a formagao do filme (Figura 14). O filme do complexo de Ru
foi hidratado com meio de cultura, sendo realizada a leitura do espectro UV-Vis (Figura

15A ¢ 15B).
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Figura 14 - Filmes dos [Ru(dmbpy):Cl(bpy)](PFs)" e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs)
solubilizados em metanol.
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Fonte: autora.
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Os espectros dos complexos de Ru em meio de cultura foram descontados do

espectro meio de cultura sozinho (“branco”) para melhor visualizacao de sobreposi¢do e

similaridade da banda MLCT (metanol e meio de cultura), a absorbancia em 470nm foi

normalizada para 1,0 (Figura 15). A partir dos espectros (Figura 15), nota-se uma maior

similaridade e sobreposigao dos espectros quando o filme do complexo foi dissolvido em

Dmem com o espectro em metanol (controle de que o filme esta 100% dissolvido). J& os

espectros de absorbancia dos complexos em que o p6 foi dissolvido diretamente no
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Dmem, observa-se uma banda proximo de 600 nm (Figura 15). Além disso, durante o
experimento notou-se pequenos grumos de complexos (Figura 16) quando utilizou-se o
p6 diretamente em meio de cultura. Por isso escolhemos wusar filmes do
[Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy)-Cl(bpe)](PFs) preparados a partir de MeOH
nas concentragdes usadas nos experimentos, € em seguida evaporou-se os solventes em
fluxo laminar e posteriormente foram hidratados com Dmem suplementado com 10%

(v/v) SFB, 1% (v/v) solugao de penicilina-estreptomicina.

Figura 16 - Solubilidade do p6 dos complexos de Ruténio em meio de cultura.

Fonte: autora.

Os compostos foram avaliados pela capacidade de inibir o crescimento in vitro de
células tumorais em linhagens de HeLa (cancer colo do ttero) e MDA-MB-231 (cancer

de mama).

3.6.2. Incorporagao do cis-[Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e cis-
[Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PFs)

As células foram distribuidas em pogos de placas de 12 pogos (1,0x10°
células/1000ul cada pogo) por 24hs em estufa de CO» (5%) a 37 °C. Ap0s isso, 0s pocos
foram lavados com PBS 1x estéril e foi acrescentado 60uM de cada complexo
solubilizado em Dmem com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino) e 1% de antibidticos. A
incubac¢do se deu por 24hs em estufa de CO; (5%) a 37°C.

Apos este tempo, foi retirado 500 pL de sobrenadante de cada pogo. As células

foram lavadas com PBS 1x para posterior adigao de 500 uL. de MeOH por pogo, a fim de
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extrair a quantidade de complexo incorporado na célula. As solugdes do sobrenadante e
de complexo extraido foram completadas para 1000 uL. com Dmem e 1000 pL de MeOH
na mesma proporcao para posterior leitura de absorbancias.

A determinag¢do do %Uptake (taxa de incorporacdo) foi realizada por meio de
leituras de absorbancia do sobrenadante e solugao de complexo extraido usando a

equagao 6.

% Uptake = Scell x 100 (Equaciio 6)

Scen + Ssupernatant

Em que,
Scei= area das bandas de absorbancia da solu¢do de complexo extraido da célula (280nm
a 550nm).

Ssupematant = area das bandas de absorbancia do sobrenadante (280nm a 550nm).

3.6.3. Toxicidade dos complexos de ruténio em células tumorais (HeLa e MDA-
MB-231)

Para avaliar a viabilidade e os efeitos dos complexos estudados sobre a proliferacao
das células tumorais de mama MDA-MB-231 e HeLa, foi utilizado o reagente 3-(4,5-
dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (MOSMANN, 1983). A
redu¢do do MTT ¢ um método colorimétrico rapido, frequentemente utilizado para medir
proliferagdo celular e citotoxicidade. Neste ensaio o MTT ¢ acumulado pelas células por
endocitose e a redu¢do do anel tetrazolico deste sal resulta na formagao de cristais de
formazan de coloracao violeta que se acumula em compartimentos endossomais, sendo
transportado para fora das células por exocitose (RISS et al., 2004).

Para o experimento de citotoxicidade e fototoxicidade foram semeadas 2,8x10*
células/poco das duas linhagens (HeLa e MDA-MB-231) em placas de 48 pogos, tratadas
com os complexos de [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) € [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) nas
concentragdes de 0 a 100 pmol L°1 e incubadas por 24hs em estufa de cultura de células
a37°Ce 5% COsa.

Apos 24 hs de incubacdo em estufa a 37 °C, a suspensdo contendo
[Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy)Cl(bpe)](PFs) foram descartadas e uma
solucdo de PBS estéril foi adicionada aos pogos e em seguida foram irradiados com LED

Azul (Amax = 466 nm).
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A dosimetria da energia aplicada para os cultivos celulares foi determinada pelo
Optical Power Meter da Newport Model 1916-R conectado a um detector Newport Model
818-UV S/N 10488 que mede na faixa espectral entre 200 ¢ 1000 nm e cuja area do sensor
¢ de 0,785 cm?. O célculo utilizado para medir as fluéncias energéticas utilizadas para o
tratamento das linhagens tumorais com a TFD estd representado abaixo na equacao 7

(SILVA et al., 2010):

D=1 (CZZ) xT(s) = POténCE;ZV();;i;npo ) (Equagao 7)

Onde:

Dose: energia necesséria para excitagdo dos fotons dada por J/cm?.

P - Poténcia: intensidade da fonte de luz a uma determinada distancia, medida em
watts.

T - Tempo: periodo em segundos de exposicdo a fonte de luz necesséria para a
excitagdo dos fotons.

Area: espago da amostra a ser irradiada pela fonte de luz medida pela area do fundo
da placa

Os tempos de irradiagdo foram ajustados de modo a obter fluéncias de
aproximadamente 3J/cm? de luz, os tempos de irradiagio para o LED azul foi de 30min
no comprimento de onda de 466nm.

Apos irradiacdo, as solugdes de PBS foram substituidas por meio de cultura. Apds
24 hs foi acrescentado a solu¢do de MTT (0,75mg/mL") no meio de cultura. As placas
foram incubadas durante 3 horas e em seguida foi retirado a solu¢do com muito cuidado,
e os cristais formados foram diluidos em 300puLL de DMSO. A leitura da absorbancia foi
realizada em leitor de microplaca (SpectraMax M2¢) em comprimento de onda de 570nm.
A determinacdo do % células viaveis (vivas) foi realizada por meio de leituras de

absorbancia das células controle e das células tratadas usando a equagao 8.

AbStratamento(570 nm—800 nm)
Absct(570 nm—800 nm)

% Células viaveis = x 100% (Equacao 8)

Em que,

AbStratamento = leituras nos comprimentos de onda de 570 nm e 800 nm das células controle
(CT)
Abscr = leituras nos comprimentos de onda de 570 nm e 800 nm das células tratadas
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A andlise estatistica foi realizada através do método de Holm-Sidak, objetivo de
avaliar as diferengas para os valores de % viabilidade celular. Os “valores de p” foram
obtidos através da utilizagdao do programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA).

O valor de ICso0 (concentragio em umol L que inibe 50 % da viabilidade celular)
foi determinada por meio da curva dose resposta utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Os tempos de irradiagdo foram ajustados de modo a obter fluéncias de
aproximadamente 3J/cm? de luz, os tempos de irradia¢io para o LED azul foi de 30 min
no comprimento de onda de 466nm.

Para o experimento de citotoxicidade foram semeadas 2,8x10* células das duas
linhagens (HeLa e MDA-MB-231) em placas de 48 pogos como descrito anteriormente,
tratadas com os complexos de [Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs)
nas concentragdes de 0; 1,0; 5,0 e 8,0 pmol L' e de 1,0x10%; 2,0x107; 3, 0x107%; 4,0x10-
3:5,0x107 e 1,0x10*mol L !.e incubadas por 24hs.

Apb6s 24 horas de incubacdo em estufa a 37 °C, a suspensdo contendo
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) foram descartadas e uma

solugdo de PBS estéril foi adicionada aos pocos e em seguida foram irradiados.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Perfil dos complexos polipiridinicos de ruténio (II) na regido do ultravioleta e

visivel (UV-vis)

A espectroscopia de absor¢dao no ultravioleta (UV) e visivel (Vis) € uma técnica
usada para estudar as transi¢oes eletronicas em compostos de coordenagdo que absorvem
na regido do Ultravioleta-Visivel (190 nm a 800 nm). Quando uma molécula absorve
energia, elétrons sdo promovidos de um orbital ocupado de maior energia (HOMO), ou
orbitais com energia menor que 0 HOMO para o orbital desocupado de menor energia
(LUMO), ou orbitais com energia maior que o LUMO (PAVIA, 2015). Esse processo de
absorcdo de radiagcdo eletromagnética no UV-Vis pode ocorrer devido a transi¢des
eletronicas referentes a: (i) elétrons de orbitais nao ligantes (n), ou (i1) elétrons envolvidos
em uma ligacdo quimica (o ou m), que passam a ocupar um orbital desocupado ou

antiligante (o* ou n*) (PAVIA, 2015).
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Os complexos polipiridinicos de ruténio(Il) tipicamente apresentam bandas de
transicao interna do ligante bipiridina (IL) na regido do ultravioleta e também banda na
regido do visivel provenientes das transi¢des de transferéncia de carga do orbital centrado
no ruténio para orbitais da bipiridina (MLCT) (MEYER, 1986; PARUSSULO, 2013).

Foram realizadas andlises espectroscopicas na regido do UV/Vis para os complexos

[Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) € [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs)" em metanol (Figura 17).

Figura 17 - Espectro eletronico de absor¢do no UV-Vis dos complexos de
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFe) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) com concentragdo de 3,0x107
mol L' em metanol.
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Fonte: autora.

As atribuicoes das transi¢des eletronicas foram realizadas por comparacdo com
complexos de ruténio(Il) idénticos e/ou andlogos. (NAZEERUDDIN et al., 1999;
PARUSSULO et al., 2016; PARUSSULO, 2013; TOMA; TOMA, 2007) . Para ambos
complexos as bandas em 292 nm sdo referentes as transi¢des interna dos ligantes (IL)
4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina ~ (dmbpy) e  4,4’-bipiridina  (bpy) para  cis-
[Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) ou trans-1,2-bis(4-piridil)-etileno  (bpe) no cis-
[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs). Na regido do visivel os complexos apresentaram duas bandas
de absor¢cdo com maximos entorno de 400 e 470nm, estas bandas sdo atribuidas as
transi¢des de transferéncia de carga metal ligante (MLCT) dn — m* dos ligantes dmbpy,

bpy ou bpe (PARUSSULO et al., 2016; PARUSSULO, 2013; TOMA et al., 2004). A
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Tabela 3 apresenta os maximos de absorcao (Amix), a absortividade molar (g) dos

complexos e suas respectivas atribuicdes referentes as transi¢des eletronicas.

Tabela 3 - Comprimento de onda de maxima absor¢do (Amax); coeficiente de
absortividade molar (g) e comprimento de onda maximo de emissao e rendimento
quantico de emissao (®) dos complexos polipiridinicos de ruténio (II) em metanol, e suas
respectivas atribuigdes as transi¢des eletronicas.

Composto Amix ¢ (mol.L-l.em)  Aexe/Aemmm  Transicoes
(nm) (D) eletronicas
cis-|[Ru(dmb Cl(b PFs 292 45000 T —> T*
[Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PF) 4701790
383 8700 4 o
470 10000 ©o000th . .
cis-|[Ru(dmb Cl(bpe)](PF¢ 292 64400 T —> T*
(dmbpy):Cl(bpe)](PF) 470770
404 9700 4t —> o
467 12500 (0.000097) .

Fonte: (PARUSSULO, 2013).

4.2. Estudo da estabilidade dos complexos polipiridinicos de Ruténio(Il) em agua

(H20) e sistemas tampao (PBS e Tris)

Um dos objetivos desse trabalho ¢ que ambos os complexos,
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PFs) sejam estudados em modelos de
células tumorais. Sabe-se que a agua (H20) ¢ a substancia mais abundante nas células,
constituindo cerca de 70% em massa. Além disso, para manuten¢do do pH praticamente
constante as células contam com sistema-tampdo, no qual o solvente ¢ a agua
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2014). Os tampdes mais utilizados em estudos
bioquimicos sdo o tampao fosfato salino ou phosphate buffered saline (PBS) e o tampao
tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris) devido a sua faixa tamponante na regido entre pH
7,0 e 8,0; que permite um tamponamento efetivo em pH fisiolégico (LEHNINGER;
NELSON; COX, 2014). Entretanto, as moléculas de 4gua (H>0), derivados do ion fosfato
(HPO4? e/ou HoPOy)) e Tris (HOCH,);CNH>) (Figura 18) s3o bases de Lewis que podem
coordenar-se ao centro metalico dos complexos, e por isso € fundamental a avaliagao da
estabilidade destes complexos frente a essas espécies. Neste sentido, estudos da troca do
ligante cloro para os complexos [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy)Cl(bpe)](PFs)
foram realizados em H>O, em tampao PBS (pH=7,4) e tampao Tris (pH 7,4).
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Figura 18 - Estrutura molecular da 4gua e dos componentes das solugdes tampao.
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Neste sentido, estudos de aquagdo ou de troca do ligante cloro por alguma base de
Lewis (Figura 18), para ambos os complexos [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e
[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PF¢) foram realizados em H>O, em tampao PBS (pH=7,4) e tampao
Tris (pH 7.,4).

A presenca do ligante cloro na esfera de coordenagdo dos complexos
[Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) ¢ [Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PFs) pode possibilitar a produgio de
aqua complexos em presenca de 4gua. Neste caso, impactando propriedades
espectroscopicas determinadas pelos ligantes que estdo diretamente ligados ao ion
metalico. Essa alteracao espectral ocorre, pois a troca dessa espécie (Cl~ por H20) altera
o nivel de energia dos orbitais moleculares de fronteiras dessas espécies, orbital molecular
ocupado de maior energia (HOMO) e orbital molecular desocupado de menor energia
(LUMO), resultando em uma mudanga na diferenca de energia entre HOMO e LUMO e
consequentemente deslocando as bandas de absor¢cdo (MATIAS et al.,, 2016).
Especificamente, a troca de cloreto por dgua na esfera de coordenacdo neste tipo de
complexo resulta no aumento da diferenca de energia entre 0 HOMO e o LUMO dos
novos complexos ocasionando o deslocamento das bandas MLCT para menores
comprimentos de onda, ou seja maiores energias (MATIAS et al., 2016, 2018, 2019).

Para investigar essa possibilidade de aquagao, monitorou-se o espectro de absorgao
dessas espécies em misturas de metanol e agua (em diferentes proporg¢des), em solugdes
com 90, 80 e 70% de H>O em fung¢do do tempo, durante 7 horas.

A Figura 19 apresenta os espectros eletronicos dos complexos em agua pura logo

apos sua dissolucao (tempo zero minutos) e ap6s 377 minutos do preparo da solucao.
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Figura 19. Espectros de absor¢io dos [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) (3,0x10° mol L!) em (Al e A2)
70%H20:30%MeOH, (B1 e B2) 80%H20:20%MeOH, (C1 e C2) 90%H20:10%MeOH, em fun¢ao do tempo de preparo da solugdo. Temperatura

ambiente.
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Na Figura 19 observa-se que ndo hé deslocamento na de absorcao das bandas
MLCT’s com o passar do tempo. A estabilidade do espectro de absor¢do dos complexos
em fun¢do do tempo de preparo da solucdo fica mais evidente quando ¢ graficado os
valores de absorbancia maximos das bandas intraligante em (292nm) e das MLCT’s (em

torno de 470nm) - Figura 20.
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Figura 20 - Espectros de absor¢io dos [Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) (3,0x10° mol L!) em (Al e A2)
70%H20:30%MeOH, (B1 e B2) 80%H20:20%MeOH, (C1 e C2) 90%H20:10%MeOH, em fun¢do do tempo de preparo da solucdo nos

comprimentos de ondas de 292nm e 460.
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Fonte: autora.
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Nota-se que ndo ha variagdo na intensidade de absor¢ao dessas bandas dos
complexos [Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PFs) mesmo depois de 6
horas (Figura 19 e Figura 20). Além disso, o aumento da porcentagem de agua nao
resultou deslocamento do comprimento de onda maximo em func¢do do tempo. Em
compostos similares foi observado que a troca de um cloreto por uma molécula de agua
resultou em um deslocamento hipsocromico de cerca de 30 nm nas bandas MLCT
(MATIAS et al.,, 2016, 2018, 2019). Desta forma, os resultados experimentais indicam
nao houve troca do ligante cloreto por dgua e que os complexos sdo estdveis em meio
aquoso, possibilitando a aplicagdo destes compostos em células compostas
majoritariamente por agua. A labilidade do ligante ClI” pode ser determinada pela
influéncia trans, efeito de labilizagdo de um ligante de saida em posi¢ao trans a um ligante
cuja ligacdo com o metal ¢ forte. Ligantes o-doadores, como aminas primdrias, em
posicao frans ao ligante Cl™ favorecem a labilizagdo desta ultima espécies, resultando na
troca pelo ligante H>O em minutos. Por outro lado, ligantes piridinicos trans ao CI,
resultam em longos tempos, até 24 hrs, para a troca total do ligante CI- (MILUTINOVIC
et al., 2017).

Apoés avaliar a estabilidade dos complexos de Ru em func¢do do tempo em
determinadas propor¢des de agua/metanol, avaliou-se o espectro de absorcdo em

diferentes porcentagens de d4gua/metanol (Figura 21).
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Figura 21 - (A) e (B) espectros de absor¢ao eletronica do [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e
[Ru(dmbpy)2Cl(bpe)](PFs) (3,0x10° mol L) em varias concentracdes de dgua/metanol
(v/v) a temperatura ambiente; (C) e (D) intensidade de absorbancia em comprimentos de
onde fixos (470nm).
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Fonte: autora.

Ao analisarmos as caracteristicas espectrais do [Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e
[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs), observa-se que em metanol puro (0% de dgua, Figura 21)
tem-se um maximo de intensidade de absro¢ao, a adicao de 25% e 50% de agua nao altera
de forma significativa na intensidade de absor¢dao (Figura 21). Contudo, em altas
porcentagens de agua (> 60%) verificamos que a intensidade de absor¢do diminui
significativamente a medida que se adiciona dgua. Esse efeito hipocromico

provavelmente ocorre devido a dimuicao da solubilidade destes compostos a medida que
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aumenta a proporcao de agua na solugdo, evidenciado pela observacao de formacgdo de

agregados na parede da cubeta (Figura 22).

Figura 22 - (A) [Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e (B) [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs)aderidos nas
paredes das cubetas de quartzo.

Fonte: autora.

Como mencionado anteriormente, o sistema tampao fosfato ¢ um dos tampdes
bioldgicos mais importantes e mais comum em estudos bioquimicos. Por isso, o estudo
de estabilidade dos complexos de ruténio em tampao PBS (pH=7,4) foi realizado a fim
de investigar a existéncia de interagdes entre os complexos e as moléculas do tampao.

Monitorou-se os espectros de absor¢do dos compostos em tampao PBS pH 7,4, em
solugdes com concentragdes de 30, 60 e 100uM em fun¢do do tempo durante 96 horas,
como mostrado nas Figuras 23, observa-se que também ndo ha deslocamento de absor¢ao
das bandas MLCT’s com o passar do tempo (Figura 23), resultado similar ao observado

para solucdes aquosa dos complexos.



63

Figura 23 - Estudo de estabilidade dos complexos [Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) (3,0x107%; 6,0x107 e 1,0x10* mol L)
em tampao PBS (pH=7.4) e espectro de absor¢cao no UV/Visivel ao longo do tempo.
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Novamente, a estabilidade dos complexos pode ser melhor averiguada
analisando os valores maximos das bandas intraligante em (292nm) e da MLCT’s (em

torno de 460nm) - Figura 24.
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Figura 24 - Espectros de absor¢io dos (3,0x107; 6,0x107 e 1,0x10* mol L™!) em fung¢do do tempo de preparo da solu¢io nos comprimentos de
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Observa-se que nao houve variacao na intensidade de absorcao dessas bandas dos
complexos [Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) mesmo depois de 96
horas (Figura 23 e Figura 24). Além disso, o aumento da concentracdo dos complexos
nao resultou deslocamento do comprimento de onda méximo nem variagdo na intensidade
das bandas em funcao do tempo, indicando que os complexos sdo estaveis em tampao
PBS.

A auséncia de mudanca na absorbancia maxima sem deslocamento consideravel de
comprimento de onda, consolida a estabilidade desses complexos em tampao PBS pH
7,4, possibilitando a aplicagdo deste tampao em estudos posteriores que envolvam
biomoléculas ou células vivas.

Como o tampao tris(hidroximetil)aminometano (Tris) também ¢ bastante utilizado
em estudos bioquimicos que exigem controle de pH, avaliou-se a estabilidade dos
complexos de ruténio em tampao Tris (pH=7,4) a fim de investigar a existéncia de
interagdes entre os complexos e as moléculas do tampao.

Monitorou-se os espectros de absor¢ao dos compostos em tampao Tris pH 7,4, em
solugdes com concentragdes de S0uM por mais de 100 minutos (Figura 25), e observou-
se um deslocamento de absor¢do das bandas MLCT’s para regido do azul com o passar
do tempo (Figura 25). Este deslocamento do méximo de absor¢do para regides de maior
energia do espectro sugere que o ligante Cl~ estd sendo substituido por Tris em ambos
com complexos Ru. Na molécula de dgua e no tampao fosfato a coordenacdo ocorre
através do atomo de oxigénio, uma base dura. No tris, além dos atomos de oxigénio hé o
nitrogénio do grupo amino, uma base mais mole que o oxigénio (TOMA, 2016). Desta
forma, devido o ion Ru(II) ser um acido mole a interagdo com uma base mais macia pode
ter contribuido para haver a troca do ligante CI™ e coordenag@o do grupo amino (TOMA,
2016). Como o deslocamento foi mais significativo (37 nm) para o complexo
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs), provavelmente houve a troca total do ion cloreto por tris,
enquanto para o [Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PF¢) a troca foi parcial neste tempo, ou seja, houve

a troca do ligante em uma parte do complexo em solucao.
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Figura 25 - Espectro eletronico de absorcao da banda MLCT dos complexos (A)
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs) e (B) [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) em tampao Tris (pH=7.4),
logo ap6s (tempos 0 min.) a dissolucdo (linha preta) e 240 min. apds a dissolucao (linha
vermelha).
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Fonte: autora.

4.3. Estudo da estabilidade dos complexos de ruténio(Il) em meio de cultura
(Dmem high glucose)

Para avaliar a incorporagdo e toxicidade dos compostos em células tumorais, ¢
necessario solubilizé-los em meio de cultura, que contém diversas moléculas organicas
como glicose, L-glutamina, piruvato de sddio, bicarbonato de sddio, vermelho de fenol,
penicilina e estreptomicina (Figura 26). Note que essas moléculas possuem bases Lewis
como -NHpz, -OH e -S, que podem se coordenar ao centro metalicos dos complexos, por
isso, estudou-se também a estabilidade dos complexos [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) ¢
[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) em meio de cultura (Dmem high glucose), para verificar a

ocorréncia ou ndo da troca dos ligantes nos complexos.

Figura 26 - Algumas moléculas presentes no meio de cultura (Dmem).
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Na Figura 27 estao representados os espectros de absor¢cao UV-visivel do complexo

ao longo de 96 horas, a partir do preparo da solu¢cdo dos compostos em meio de cultura.
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Figura 27 - Espectros de absor¢do dos [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy)2Cl(bpe)](PFs) (3,0x107%; 6,0x107 e 1,0x10* mol L™!) no meio de
cultura (Dmem high glucose) em fungao do tempo.
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Quando ampliamos os espectros eletronicos dos complexos na banda MLCT na
regido do visivel (Figura 28), e analisamos apenas o espectro logo apds sua dissolucao
(em preto) e apds 96h de incubacdo (em vermelho), observamos um deslocamento do
maximo de absorcdo para regides do espectro de menores comprimentos de onda,
portanto, de maiores energias (Figura 28). Esses deslocamentos dos méximos de absor¢ao
para regioes do espectro sugerem que o ligante Cl™ esta sendo substituido por outro
ligante. Em adig¢do, esse efeito ¢ mais pronunciado em baixas concentragdes dos
complexos, e vai diminuindo com o aumento da concentragdo do complexo no meio de
cultura. Em relagao as espécies no meio de cultura, provavelmente a coordenacao ocorre
por espécies que possuem atomos de N e S, visto que moléculas como H.O, HPO4*~ e

H>,PO4  ndo resultam na troca do ligante Cl°, de acordo com o observado nos

experimentos de troca do ligante me solu¢do aquosa, tampao fosfato e tris.
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Figura 28 - Espectro eletronico de absor¢ao da banda MCLT dos complexos [Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) em meio de
cultura (Dmem high glucose), logo apos (tempo 0 hr) a dissolugdo (linha preta) e 96 hr apds a dissolugdo (linha vermelha).
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4.4. Estudo da estabilidade dos complexos polipiridinicos de ruténio(Il) em

albumina de soro bovino (BSA)

Assim como no meio de cultura, a proteina tem grupos funcionais em sua cadeia
polimérica de aminoacidos, como -NH> e -OH, que podem se coordenar ao centro
metalico dos complexos, por isso, avaliou-se também a estabilidade dos espectros de
absor¢do (Figura 29) para os compostos [Ru(dmbpy)-Cl(bpy)](PFs) e
[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) dos complexos frente presenga de albumina de soro bovino
(BSA).

Figura 29 - (A) e (B) Espectro de absor¢ao dos complexos [[Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs)
e [Ru(dmbpy)Cl(bpe)](PFs) (5,0x10° mol L!) em BSA (5,0x10° mol L) no
UV/Visivel descontando o branco (BSA) ao longo do tempo.
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Fonte: autora.

Quando amplificamos os espectros eletronicos dos complexos na banda MLCT na
regido do visivel (Figura 30), nota-se que ndo ocorre um deslocamento do maximo de
absorcao (Figura 30). Por outro lado, observa-se uma leve diminui¢do da intensidade da
banda MLCT, para ambos os compostos, em fun¢dao do tempo de 93 horas analisados

(insert da Figura 30).
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Figura 30 - Espectro eletronico dos complexos [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e
[Ru(dmbpy)2Cl(bpe)](PFs)" (5,0x10° mol L) em auséncia (-) e presenca de
concentragio crescente de BSA (3,0 umol L) com 5 minutos de incubagdo a temperatura
ambiente. Insert: banda MLCT do complexo em 383 a 470nm evidenciando o efeito
hipocromico.
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Fonte: autora.

A auséncia de deslocamento de banda MLCT indica que ndo ha troca de ligante
coordenado ao metal ruténio(Il), mas o efeito hipocromico sugere que existe interacao
entre os compostos e a proteina (BSA). A forga dessa intera¢do serd avaliada em termos
de constante de ligagdo (Ky) via espectroscopia de fluorescéncia, que € uma técnica mais

sensivel que espectroscopia UV-Vis.

4.5. Avaliacdo da interacdo entre os complexos polipidirinicos de ruténio (II) e
albumina do soro bovino (BSA) via espectroscopia de fluorescéncia

A estrutura primaria da albumina de soro bovino (BSA) ¢ constituida por cerca de

580 aminoacidos. A Tabela 4 apresenta algumas caracteristicas espectroscopicas dos

aminodacidos aromaticos presentes na BSA (STRAIGHT; SPIKES, 1985).

Tabela 4 - Caracteristicas espectroscopicas dos aminodcidos presentes na BSA.
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Aminoacidos N°. de residuos Aexe(nm) ¢(Mlecm™) Aem(nm)
Fenilalanina 27 258 193 282
Tirosina 19 275 1405 304
2 279 5580 348
Triptofano
290 3935

Fonte: (SZABO, 1989)

A absorcdo eletronica na albumina do soro bovino em 280nm, ¢ devido aos
residuos de triptofano e tirosina. Em comprimentos de onda maiores que 290nm, a
absorcao ¢ devida principalmente ao triptofano. A fenilalanina apresenta um coeficiente
de extingdo muito baixo e praticamente ndo ¢ excitado (STRAIGHT; SPIKES, 1985).

A fluorescéncia da albumina de soro bovina ¢ notada pela emissao do triptofano,
devido ao coeficiente de extingdo molar do indol desse residuo ser aproximadamente
cinco vezes maior do que o fenil da tirosina. Embora a tirosina seja altamente fluorescente
em solugdo, sua emissdo ¢ muito menor em proteinas devido ao efeito de supressao por
grupos vizinhos, uma vez que este residuo ¢ um fluor6foro natural bastante sensivel a

polaridade de sua vizinhanga (STRAIGHT; SPIKES, 1985).

O microambiente da estrutura secundaria da cadeia proteica pode ser alterado pela
interagdo da BSA com moléculas pequenas e, nesse caso, geralmente, ocorre a supressao
da fluorescéncia intrinseca da biomolécula. Essa supressdo pode ser induzida por
diferentes processos como reagdes no estado excitado, rearranjos moleculares,
transferéncia de energia, formacdo de complexo no estado fundamental e colisdes
moleculares (LAKOWICZ, 2006).

Segundo a literatura, para compostos de ruténio, a supressao de fluorescéncia da
albumina ¢ consequéncia da interagdo do centro metalico com o residuo de triptofano via
histidina e envolve um processo de transferéncia de energia (EFTINK, 1991; TRYNDA-
LEMIESZ; KEPPLER; KOZTOWSKI, 1999).

Estudos anteriores demonstraram que a ligagdo do composto organometalico de
ruténio com HSA (do inglés, Human Serum Albumin) melhora efetivamente o
direcionamento e a atividade anticancer da droga a base de ruténio (WEE et al., 2007).
Por isso, realizamos experimentos com o proposito de estudar a interagdo dos novos
compostos com albumina, para avaliar a possibilidade de utilizad-los como compostos

antitumorais.
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Com objetivo de obter-se os parametros sobre as interagdes entre a BSA e os
complexos [Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PFs), utilizou-se a técnica
de espectroscopia de fluorescéncia, explorando mais especificamente, a supressdo de
fluorescéncia da BSA induzida pela presenga dos complexos em diferentes temperaturas:
20°C, 25°C, 30°C e 35°C. Os espectros de absorbancia e fluorescéncia obtidos para a

biomolécula em presencga dos complexos sdo apresentados na Figura 31 e 32.
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Figura 31 - Espectros de (Al, B1, CI, DI) fluorescéncia e (A2, B2, C2, D2) absorbancia da BSA sob adigdes sucessivas de complexo
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs) em Tris (pH 7,4) nas temperaturas (A) 20°, (B) 25°, (C) 30° e (D) 35°C. [BSA] = 3,0 pmol L. Aexc = 280nm, fenda de
abertura excitacao e emissao de 5,0 nm e 1,0 nm, respectivamente.
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Figura 32 - Espectros de (Al, B1, CI, DI) fluorescéncia e (A2, B2, C2, D2) absorbancia da BSA sob adigdes sucessivas de complexo
[Ru(dmbpy)2Cl(bpe)](PFs) em Tris (pH 7,4) nas temperaturas (A) 20°, (B) 25°, (C) 30° e (D) 35°C. [BSA] = 3,0 umol L. Aexe = 280nm, fenda de
abertura excitacao e emissao de 5,0 nm e 1,0 nm, respectivamente.
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Os valores de fluorescéncia foram corrigidos em todas as temperaturas, utilizando a equagdo de Parker (equagdo 1, item 3.2 de materiais e
métodos) devido aos complexos absorverem na regido analisada (Figura 33) no sistema [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs¢)]-BSA ¢
[[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PF¢)]-BSA em tampao Tris, pH 7.4.
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Figura 33 - Espectros de fluorescéncia da BSA sob adi¢des sucessivas do complexo (Al, B1, C1, D1) [Ru(dmbpy)-Cl(bpy)](PFs) e (A2, B2, C2,
D2) [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) em Tris (pH 7,4) nas temperaturas (A) 20°, (B) 25°, (C) 30° e (D) 35°C. [BSA] = 3,0 umol L' Aexe = 280nm, fendas
de abertura excitacdo e emissdo de 5,0 nm e 1,0 nm, respectivamente.
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Com a adicao de aliquotas de solu¢do dos complexos [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) €
[Ru(dmbpy)2Cl(bpe)](PFs) em tampao Tris, nota-se que com o aumento da concentracao
dos complexos em solugdo, maior ¢ a intensidade da absorbancia (Figura 31 e Figura 32).
Nao se verificou nenhum deslocamento espectral das bandas de absorcao.

Por outro lado, observou-se a diminui¢ao gradual da intensidade dessa banda de
fluorescéncia (Figura 33), esta diminui¢do de intensidade (supressdo) da fluorescéncia da
BSA em presenca de complexo polipiridinico de Ru(Il) ¢ atribuida as mudangas
conformacionais dos microambientes proteicos proximos aos residuos de aminoacidos,

em especial, aos fragmentos de triptofano (ANISH BABU et al., 2020; SUN et al., 2015).

A partir dos espectros de emissdo BSA sob diferentes concentracdes dos
complexos, pode se determinar a constante de Stern Volmer (Ksy) a partir de graficos de
Fo/F versus [Q] (Figura 34), utilizando a equacdo de Stern-Volmer (equacado 2, item 3.2

de material e métodos).

Figura 34 - Graficos de Stern-Volmer das interagdes entre a BSA e complexo (A)
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) em tampao Tris (pH 7,4) nas
temperaturas de 20°, 25°, 35° e 35°C. [BSA] = 3,0 pmol L', Aexe = 280nm, fendas de
excitacdo e emissao de 5,0 nm e 1,0 nm, respectivamente.
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Fonte: autora.

Os graficos da Figura 34 apresentam perfis lineares, portanto utilizou-se de
regressOes lineares para calcular os valores de constante Stern-Volmer (Ksy) para

[Rubpy]-BSA e [Rubpe]-BSA em diferentes temperaturas (Tabela 5).
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Tabela 5 - Constante de Stern-Volmer (Ksy) dos complexos Ru com a BSA (solugao
3,0 pmol L™ de BSA em tampdo Tris 10mM, pH 7.4).

Composto T (°C) Ko (x10* M) R?
20°C 2,40+0,01 0,988
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PF) 25°C 2.2840,02 0,946
30°C 3,89+0,02 0,968
35°C 4,18+0,04 0,876
20°C 7,69+0,04 0,964
[Ru(dmbpy):2Cl(bpe)](PFs) 25°C 3.94£0,04 0.877
30°C 6,35+0,05 0,938
35°C 4,33+0,01 0,987

R? ¢ o coeficiente de correlagio.
Fonte: autora.

Ha dois tipos de mecanismos de supressdo, o estatico ¢ o dindmico. No primeiro
ocorre a colisdo entre a albumina e o supressor no estado fundamental, resultando
formagdo de um complexo nao fluorescente. No mecanismo dinamico, a colisdo ocorre
entre o fluoréforo no estado excitado com o supressor formando um complexo que retorna
ao estado fundamental sem emissdo de luz (LAKOWICZ, 2006). Geralmente, no
mecanismo estatico de supressdao, o aumento da temperatura promove a diminui¢do de
Ksv, devido a diminuicdo da estabilidade do complexo formado entre proteina e
complexo no estado fundamental. No mecanismo dindmico de supressdo, o aumento da
temperatura ¢ acompanhado de um aumento de Ksv, favorecendo a formagdo do
complexo proteina-complexo no estado excitado devido a diminuic¢do da viscosidade do
meio reacional (LAKOWICZ, 2006).

Os valores da Tabela 5 mostram que ndo houve uma tendéncia linear de Ksy em
funcao da temperatura para nenhuma das moléculas estudadas [Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs)
e [Ru(dmbpy)Cl(bpe)](PFs). Portanto, ndo foi possivel estabelecer qual o mecanismo de
supressao (estatico ou dindmico) ocorre entre BSA-complexo, devido a proximidade dos
valores de K, obtidos e também a variacao aleatoria destes com o aumento da
temperatura. Essa variacdo aleatoria dos valores de Ky com o aumento da temperatura
também foi observado por Soares e colaboradores no estudo de derivados de Tianeptina

(SOARES et al., 2019).
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Também se avaliou o grau de interagcdo entre o composto ¢ a proteina (BSA), por

meio da determinagdo da constante de associag@o ou ligagdo (Ky). Tais constantes (Kp)

foram obtidas a partir de um grafico de log[(Fo/F)/F] em funcdo do log[Q] (Figura 35),

utilizando a Stern-Volmer modificada (equacdo 3, descrita na metodologia 3.2), os

valores encontram-se na Tabela 6.

Figura 35 - Graficos de log[(Fo/F)/F] em fung¢do de (A) log[Rubpy] e (B) log[Rubpe] em
diferentes temperaturas (20°, 25°C, 30°C e 35°C). BSA 3,0umol L em tampdo Tris
10mM pH 7.4; Aexe = 280nm, fendas de excitagdo e emissdo de 5,0 nm e 1,0 nm,

respectivamente.
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Tabela 6 - Constantes de ligacdo (Ky) e numero de sitios de ligagao do supressor (n) para

os compostos Rubpe e Rubpy.

Complexo ! K» (M) *R? SD** n

C)
20°C 3,98x10* 0,985 0,28x10*  1,05+0,05

[Ru(dmbpy):Cl(bpy)I(PFs) 25°C  1,69x10° 0,963  0,41x10%  0,98+0,08
30°C 3,27x10° 0,944 0,41x10°  0,79+0,08
35°C 3,19x10° 0,948 0,38x10°  0,76+0,07
20°C 1,84x10° 0,979 0,34x10°  1,01£0,06

[Ru(dmbpy):Cl(bpe)|(PFs) 25°C  1.21x10° 0,942  0,48x10* 0,89+0,09
30°C 5,39x10? 0,908 0,39x10*>  0,57+0,07
35°C 1,58x10* 0,939 0,49x10*  0,89+0,09

*R2¢ o coeficiente de correlagdo; SD** é o desvio padrio para os valores de Ky; Fonte: autora.



&3

Valor elevado de constante de ligagdo (Kb > 10°) indica que a espécie exdgena
liga fortemente a proteina, enquanto que valor Ky entre 10* e 10% indica interagdo de
moderada a forte (NETO et al., 2020). A ordem de grandeza dos valores de Ky obtidos
para ambos os complexos variam de 10? a 10°, a depender da temperatura (Tabela 6).
Pode-se observar que as interagdes entre a complexo Ru e a BSA sdo fracas a moderadas,
uma vez que Ky < 10° M!, com exce¢do de Ky [Rubpe]-BSA a 20°C. Nao houve uma
relacdo linear entre os valores de Ky € 0 aumento da temperatura.

O numero de sitios de ligagdo do supressor (n) calculados para ambos os sistemas
[Rubpy]-BSA e [Rubpe]-BSA, também sdo apresentados na Tabela 6, foram de
aproximadamente 1. Portanto, sugere-se que um unico sitio de ligagdo da BSA esteja
presente para os complexos ([Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs)),
sendo a estequiometria 1:1.

O estudo de fluorescéncia em diferentes temperaturas permite calcular os
parametros termodindmicos, como a variacdo de energia Livre de Gibbs (AG), variacao
de entalpia (AH) e variagdo de entropia (AS). AG descreve a espontaneidade do processo,
enquanto AH e AS caracterizam as forcas ou tipos de ligacdes que estdo sendo formadas
(HU et al., 2009). Para isso, os valores da variacdo da entalpia (AH) e da entropia (AS)
envolvidos na ligacdo entre BSA e cada complexo sdo calculados usando a equagao de

van't Hoff (Equacao 9).
—AH | AS ~
InKb = = TR (Equagdo 9)

Onde: AH ¢ a variagdo da entalpia; AS ¢ a variagdo da entropia; R ¢ a constante dos
gases ideais (8,14 J.mol'K™!); T é a temperatura em Kelvin e Kv é a constante de ligagdo.

J& os valores de AG foram obtidos utilizando-se a Equacao 10:
AG =AH - TAS (Equacao 10)

Onde: AH ¢ a variacdo da entalpia; AS ¢ a varia¢do da entropia e T ¢ a temperatura
em Kelvin (LAKOWICZ, 2006).
Utilizando equagao 9, foram construidos os graficos de van't Hoff (Figura 36), em

fungdo de 1/T os quais apresentaram perfil linear apenas para [Rubpy]-BSA. Por meio do
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seu coeficiente angular e linear, foram obtidos os parametros termodinamicos

apresentados na Tabela 6.

Figura 36 - Graficos de InKb em funcdo de 1/T (K™!) (A) [Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e
(B) [Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PFs) em diferentes temperaturas (20°, 25°C, 30°C e 35°C). BSA
3,0umol L' em tampao Tris 10mM pH 7.4; dexe = 280nm, fendas de excitagio e emissdo
de 5,0 nm e 1,0 nm, respectivamente.
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Fonte: autora.

Tabela 7 - Parametros termodinamicos para a determinag¢do do carater das forgas de
ligagdo envolvidas.

Complexo AH (kJ.mol') AS (J.mol'K!) AG (K.J.mol")

-25,8

24,1

[Ru(dmbpy):Cl(bpy)|(PFs)  -138612,4797 -385,6 204

-20,7

n.c

[Ru(dmbpy):Cl(bpe)|(PFs) n.c

n.c n.c
n.c

n.c

n.c.: ndo calculavel.
Fonte: autora.

Através dos parametros termodinamicos calculados para o sistema [Rubpy]-BSA,
apresentados na Tabela 7, conclui-se que ha a interagdo espontanea entre a BSA e o
complexo [Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) (pois AG <0), e que tal interagdo ¢ determinada
basicamente por interacdes de van de Waals e/ou ligagdes de hidrogénio (pois AS <0 e

AH < 0) (ROSS; SUBRAMANIAN, 1981).
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Vale salientar que com os dados obtidos no estudo da supressao de fluorescéncia
da BSA induzida pela presenga dos complexos em diferentes temperaturas (20°C, 25°C,
30°C e 35°C), ndo foi possivel estabelecer o tipo de mecanismo de supressao (estatico ou
dindmico). Isso porque os valores de Ks ndo apresentaram nenhuma tendéncia de
aumento ou diminui¢do, com a elevagao da temperatura. Além disso, os valores de Ky
obtidos também variaram bastante (da ordem de 10> a 10° M) e nio apresentaram
linearidade com aumento da temperatura. Por fim, também nao foi possivel determinar
parametros termodindmicos para o sistema [Rubpe]-BSA.

Diante dos resultados inconclusivos, hipotetizou-se que essa dificuldade de analise
dos dados obtidos poderia ser devido a uma interferéncia do tampao Tris utilizado na
interagdo dos complexos com BSA. Isso porque a molécula Tris (Figura 18) poderia
trocar ligante com Cl™ em diferentes velocidades, a depender da temperatura e do tempo
de interagdo, de acordo com o observado no experimento de aquagdo neste tampao. Para
avaliar se o tempo de interagdo entre BSA e complexo afeta o resultado obtido, fixou-se
a temperatura de 35°C e realizaram-se os mesmos ensaios de fluorescéncia com (i)
24 horas interacdo BSA-complexo (solu¢des independentes em concentragdes diferentes
de complexo foram preparadas e incubadas por 24h) — Figura 37, e com (ii) 0 hora
interagdo BSA-complexo (adicdo de aliquotas de complexo diretamente na amostra de

BSA) - Figura 38.
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Figura 37 - Espectros de fluorescéncia da BSA incubada por 24h em solucdes
independentes com concentragoes diferentes de complexo (A)
[[Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e (B) [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs)em Tris (pH 7,4) a 35°C.
Espectros de absor¢cdo da BSA incubada 24h com os complexos (C)
[Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e (D) [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs)em Tris (pH 7,4) a 35°C.
[BSA] = 3,0 pmol L. Aexe=280nm, fendas de excitagdo e emissdo de 50 nm e 1,0 nm,
respectivamente.
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Figura 38 - Espectros de fluorescéncia da BSA sob adigdes sucessivas de complexo (A)
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs) e (B) [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) em Tris (pH 7,4) a 35°C.
Espectros de absorcdio da BSA incubada Oh com os complexos (C)
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs) e (D) [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) em Tris (pH 7,4) a 35°C.
[BSA] = 3,0 pmol L. Aexe = 280nm, fendas de excitagio e emissdo de 50 nm e 1,0 nm,
respectivamente.
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Os valores de intensidade de fluorescéncia foram corrigidos pela equacao de Parker
(equacao 1, item 3.2 de materiais e métodos) devido ao efeito do filtro interno no sistema
[Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs)]-BSA e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs)]-BSA em tampao Tris
(Figura 39 e Figura 40).
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Figura 39 - Espectros de fluorescéncia da BSA incubada por 24h em solugdes

independentes com

concentracoes

diferentes

de complexo (A)

[Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e (B) [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) em Tris (pH 7,4) a 35°C.
Decaimento da intensidade de fluorescéncia (350 nm) em fun¢do da concentragdo de (C)

[Ru(dmbpy):Cl(bpy)](PFs) e (D) [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs). T =35°C.
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Figura 40 - Espectros de fluorescéncia da BSA sob adigdes sucessivas de complexo (A)
[Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e (B) [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) em Tris (pH 7,4).
Decaimento da intensidade de fluorescéncia (350 nm) em fungdo da concentracao de (C)
[Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e (D) [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs). T =35°C. [BSA] =
1,0 pmol L. dexc = 280nm, fendas de abertura excitagio e emissdo de 5,0 nm e 1,0 nm,
respectivamente.
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Fonte: autora.

Ao comparar os graficos de decaimento da intensidade de fluorescéncia em fungao
da concentracdo de complexo da Figura 39 (BSA incubada por 24h em solugdes
independentes com concentracdes diferentes de complexo) e da Figura 40 (sob adi¢des
sucessivas de complexo), nota-se intensidade de fluorescéncia da BSA diminui de forma
mais linear sob adi¢des sucessivas de complexo (Figura 40) do que quando a BSA
incubada por 24h em solugdes independentes com concentracdes diferentes de complexo
(Figura 39). Como a troca de ligante Cl™ por Tris pode ser lenta, isso sugere que realizar
a leitura dos espectros de fluorescéncia apds 24h de interagio BSA-complexo em
solugdes independentes pode resultar em valores de supressdo mais aleatdrios e/ou menos

lineares.
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De fato, ao plotar os graficos de Stern-Volmer, observa-se que os pontos
experimentais obtidos estdo mais dispersos (Figura 41 A e B) quando BSA incubadas por
24 horas em solugdes independentes de complexo Ru, enquanto tem-se uma tendéncia
linear com desvio positivo da curva (Figura 41 C e D) sob adi¢des sucessivas de aliquotas

solucao complexo.

Figura 41 - Graficos de Stern-Volmer das interacdes entre a BSA e complexo
[Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) (A e B) incubadas por 24 horas
em solugdes independentes a 35°C ou (C e D) sob adi¢des sucessivas de aliquotas solugdo
complexo a 35°C. [BSA] = 3,0 pmol L' em tampao Tris (pH 7,4). hexc= 280nm, fendas
de excitacdo e emissdo de 5,0 nm e 1,0 nm, respectivamente.
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Tabela 8 - Constante de Stern-Volmer (Ksy) dos complexos Ru com a BSA (solugao
1,0 pmol L' de BSA em tampdo Tris, pH 7.4), apés 24h de incubagdo em solugdes
independentes de complexo Ru ou apds adigdes sucessivas de aliquotas complexo Ru.

Composto Tempo incuba¢io Ky (10*L mol?) R?
[Ru(dmbpy):Cl(bpy)](PFe) 24 h 3,54 + 0,03 0,901
Oh 15,75 £ 0,03 0,823
[Ru(dmbpy):Cl(bpe)] (PFs) 24 h 5,00 + 0,04 0,919
Oh 5,28 + 0,06 0,931

Dados expressos como média+desvio padrdo de experimentos realizados em duplicatas. R? é o
coeficiente de correlagdo para os valores de Ky, Fonte: autora.

Note que [Rubpe]-BSA apresenta valores de Ksy em torno de 5x10* M
independente do tempo de incubagdo (24h em solugdes independentes ou Oh sob adi¢des
sucessivas de aliquotas complexo) — Tabela 8. Entretanto, no sistema [Rubpy]-BSA nao
houve concordancia nos valores de Ksy, sendo o mesmo 5x maior quando aliquotas de
complexo sdo adicionadas comparada com incubagdo de 24h (Tabela 8).

Também se determinou-se os valores da constante de liga¢do (Ks) através do grafico
de log[(Fo/F)/F] em fun¢do do log[Q] (Figura 42), utilizando a Stern-Volmer modificada

(equacdo 3, descrita na metodologia 3.2).
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Figura 42 - Graficos de log[(Fo/F)/F] em fun¢do de log[Rubpy] ou log[Rubpe] (A e B)
incubadas por 24 horas em solugdes independentes a 35°C ou (C e D) sob adigdes
sucessivas de aliquotas solugdo complexo a 35°C. BSA 3,0umol L' em tampao Tris
10mM pH 7.4; Aexe = 280nm, fendas de excitagdo e emissdo de 5,0 nm e 1,0 nm,
respectivamente.
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Fonte: autora.

Tabela 9 - Constantes de ligacdo (Kp) e nimero de sitios de ligagdo do supressor ()
obtidos a partir dos graficos de Stern-Volmer modificados para a supressdo de
fluorescéncia de BSA (1,0 pmol L) para os compostos [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) €
[Ru(dmbpy)Cl(bpe)](PF¢) em tampao Tris.

Tempo

Complexo incubacdo K» (M) n R?
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs) 24h 5,19 (£ 0,04)x10* 1,0 0,940
Oh 9,67 (£ 0,04) x10% 1,8 0,971
[Ru(dmbpy):Cl(bpe)] (PFe) 24h 1,06 (£0,09)x108 1,7 0,982
0h 2,52 (£0,06)x107 1,6 0,995

Dados expressos como médiatdesvio padrdo de experimentos realizados em duplicatas.
R2 ¢ o coeficiente de correlagdo para os valores de Ky, ¢ n Fonte: autora
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Para o sistema [Rubpe]-BSA, o valor Ky foi de 2,52x107 e 1,06x108 para incubagio
durante Oh e 24h, respectivamente, indicando forte ligagdo de Rubpe com a proteina (pois
Kb > 10°). O aumento do tempo de incubagio de Oh para 24h, aumentou o valor de K, em
uma ordem de grandeza (de 107 para 10%) no caso de [Rubpe]-BSA (Tabela 9). Por outro
lado, para o sistema [Rubpy]-BSA, o aumento do tempo de incubagao de Oh para 24h,
diminuiu o valor de K, em quatro ordens de grandeza (de 9,67x10% para 5,19x10%) no
caso de [Rubpy]-BSA (Tabela 9). O nimero de sitios de ligacdo do supressor (n)
calculados para ambos os sistemas [Rubpy]-BSA e [Rubpe]-BSA foi em torno de 2, com
excecao de [Rubpy]-BSA com 24h de incubagao (Tabela 9).

Os valores de Ksv e Ky obtidos para [Rubpy]-BSA em tempos de incubacio
diferentes (Oh e 24h) foram muito discrepantes, enquanto que para [Rubpe]-BSA os
valores nao foram tao dispersos assim (Tabela 8 e 9). Hipotetizamos que isso ocorre
devido ao grupo funcional -NH> presente no Tris (tampao utilizado nos estudos de
interagdo com BSA) coordenar-se ao ion metalico dos complexos (TOMA, 2016). De
fato, os espectros eletronicos de absor¢do (Figura 25 do tdpico 4.2) mostra que um
deslocamento de absor¢ao das bandas MLCT’s para regido do azul com o passar do tempo
(Figura 25 do tdpico 4.2), indicando troca do ligante CI™ por Tris. Isso ocorre em ambos
os complexos, porém essa troca de ligante ¢ mais rapida para o Rubpy (190 min) do que
para Rubpe (> 240 min).

Uma vez que tampdo Tris troca ligante com Cl° nos complexos de Ru,
impossibilitando a analise dos dados com clareza, realizou-se os mesmos estudos de
interacdo BSA com [Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) utilizando
tampdo PBS (Figura 43) ao invés de Tris. Estudos sobre a possibilidade de troca de ligante
com PBS foram realizados previamente, e os resultados mostraram que ndo ha
deslocamento de absor¢do das bandas MLCT’s dos complexos de Ru em PBS com o
passar do tempo (Figura 23 do topico 4.2).

A partir dos espectros de fluorescéncia da BSA sob adi¢des consecutivas de
aliquotas complexo Ru (a 25°C), observou-se novamente diminui¢do na intensidade de
fluorescéncia referente a supressdo da colisdo entre proteina e composto (Figura 43).
Plotou-se, entdo, o grafico de Stern-Volmer (Figura 43) utilizando-se a intensidade de
fluorescéncia corrigida (equagdo 1, item 3.2 de materiais € métodos). Observa-se que a
equagao 2 (item 3.2), utilizada para determinar o Ksy, ndo € ajustavel aos dados das
Figuras 43C e D, em razdo da presenga de uma curvatura para cima. A presenca dessa

curva € um indicativo que ambos os mecanismos de supressao (estatico e dindmico) estdo
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ocorrendo (LAKOWICZ, 2006; MILUTINOVIC et al., 2017; SEEDHER; AGARWAL,
2010).

Um fator exponencial (e¥1?) (onde “e” ¢ niimero neperiano, V ¢ a constante de
supressao estatica, [Q] € a concentragdo do supressor) pode ser introduzido na equagao 2,

a fim de descrever ambos os modos de supressdo, assim ¢ produzido a equagdo 11:

(LAKOWICZ, 2006; MILUTINOVIC et al., 2017; SEEDHER; AGARWAL, 2010).

0= (K [Q]+1) eV (Equagdo 11)

O fator V é obtido através da construcdo de um grafico de Fo/(Fe"?¥) — 1 em fung¢do
de [Q] variando-se o valor de V até obter-se o melhor ajuste linear, como mostrado nas
Figuras 43E e F (SEEDHER; AGARWAL, 2010). Para determinar o valor de V foram
utilizados dois critérios, o maior valor do coeficiente de determinacgdo (R?) nos dois tipos
de graficos das Figuras 43C e D, 43 E e F, o ajuste satisfatorio foi alcancado com V =
5000 L mol . Desta forma, foi obtido o ajuste como mostrado nessas Figuras 43 (C-F) e
foi determinado o valor de Ksv para os dois complexos, como mostrado na Tabela 9. O

composto Rubpe apresentou Ksv aproximadamente duas vezes maior que o do Rubpy.
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Figura 43 - (A e B) Espectros de fluorescéncia da BSA sob adi¢des sucessivas de
complexo [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) € [Ru(dmbpy)Cl(bpe)](PFs). (C e D) Graficos de
Stern-Volmer da interagdo de [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) € [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs)
ajustados pela equacdo 11. (E e F) Graficos de Fo/(Fe"I?) — 1 em funcio de [Q]. Tampao
PBS (pH 7,4), temperatura 25°C, [BSA] = 3,0 pmol L, Aexc = 280nm, fendas de abertura
excitagdo e emissao de 5,0 nm e 1,0 nm, respectivamente.
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Tabela 10 - Constante de Stern-Volmer (Kyy), constante de ligagao (Kp) € nimero de
sitios de ligagdo do supressor (7) dos complexos Ru com a BSA (solugio 3,0 umol L™
de BSA em tampao PBS, pH 7.4 a 25°C).

Composto Ky (10°M) Kb (10°5M1) n

[Ru(dmbpy):Cl(bpy)|(PFs) 0,61 0,02 2,89+0,04 1,31

[Ru(dmbpy):Cl(bpe)|(PFs)  127+0,08 1,97 +0,03 1,23

Dados expressos como média+desvio padrao de experimentos realizados em duplicatas.
R? ¢ o coeficiente de correlagdo para os valores de Ky Fonte: autora.

Considerando que PBS nao troca ligante com CI7, e que o estudo de interagdo foi
conduzido sob adi¢des sucessivas de composto (sem as 24h de interagdo), foi possivel
analisar os dados obtidos. Para ambos os complexos, o valor de Ky foi da ordem de 10°
indicando forte interacao entre complexo e a proteina BSA (Tabela 10). Rubpy teve valor
de Kp levemente maior (= 3x10° M!) do que Rubpe (K, = 2x10° M™!), sugerindo interagio
um pouco mais forte de Rubpy a BSA comparado com Rubpe. A anélise das constantes
de ligacdo ¢ bastante util para inferir como uma espécie molecular serd distribuida no
plasma sanguineo, a constante de ligagio considerada ideal encontra-se na faixa de 10% —
10° L mol ! (LAZNIEWSKA et al., 2021). Desta forma, os valores obtidos para Rubpy e
Rubpe sdo altos o suficiente para que os compostos liguem-se ao BSA para serem
transportados, contudo, sdo suficientemente baixo de forma que os compostos pode ser
liberado da albumina na chegada as células-alvo (MILUTINOVIC et al., 2017).

Em adicdo, o numero de sitios de ligagdo do supressor () calculados para ambos
os sistemas [Rubpy]-BSA e [Rubpe]-BSA foram de aproximadamente 1, indicando um

unico sitio de interagdo da BSA com os complexos.

4.6. Oxidacao da BSA fotoinduzida pelos complexos de Ru
As albuminas sdo alvos faceis de sofrer processos foto-oxidativos, principalmente
por espécies reativas de oxigénio, como oxigénio singlete (!02) e/ou espécies radicais
(OH’, 02" e OOH") (DA SILVA et al., 2008; DA SILVEIRA SANTOS et al., 2020;
SILVESTER; TIMMINS; DAVIES, 1998).
A fotoxidag¢dao de aminoacidos € um dos métodos utilizados com a finalidade de
comparar compostos com potencial aplicagdo da terapia fotodindmica. Nesse método,

acompanha-se a supressdo da fluorescéncia do triptofano devido a sua fotoxidacdo na
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presenca do FS e uma medida da eficiéncia fotodinamica do composto ¢ obtido através
da determinagdo da constante de velocidade da reagdo (BALL et al, 199§;
CAVALCANTE, 2007; SILVESTER; TIMMINS; DAVIES, 1998).

A fotooxidagdo de proteinas leva a degradagao de suas cadeias laterais devido a
presenca de aminodacidos suscetiveis as fotooxidagdo como cisteina, histidinas, metionina,
triptofano e tirosina. Os residuos de triptofano, tirosina e fenilamina, sendo aminoacidos
aromaticos, sdo os responsaveis pela florescéncia das proteinas na regido do ultravioleta.
Em geral, no caso onde hd maior fotooxidacdo de aminoacidos aromaticos, a proteina
mostra uma diminui¢do da sua intensidade de fluorescéncia (STRAIGHT; SPIKES,
1985).

Neste trabalho a oxidagdo da BSA fotoinduzida pelos compostos, foi utilizada
para analisar a efetividade fotodindmica dos complexos [Ru(dmbpy)-Cl(bpy)](PFs) e
[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs). A eficacia da degradacdo da BSA por fotossensibilizagdo ¢
ilustrado na Figura 44 obtido pela diminui¢ao da emissdo de fluorescéncia em 350 nm da

BSA em fun¢do do tempo de irradiacdo, que corresponde a cinética de segunda ordem.
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Figura 44 - Espectro de supressdo de fluorescéncia nos espectros de emissdo da BSA (Aexc = 280 nm) devido ao efeito fotodindmico. Solugao de
BSA (3,0umol L), preparada em tampao Tris (pH = 7,4), irradiada com luz branca (A = 470nm, I = 100 mW/cm?, t = 40min, d = 20 cm) em
presenca de (A) BSA; (B) Rubpy e (C) Rubpe com concentragio (1,5x10° mol L). (D, E e F) Espectro de absor¢io da BSA e dos complexos
[Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs). Temperatura 18°C.
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Foram observadas uma diminui¢ao da intensidade de emissao de fluorescéncia em
fungdo do tempo de irradiagio com  [Ru(dmbpy):Cl(bpy)](PFs) e
[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) (Figura 44). Na auséncia de [Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) e
[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PF¢), também foi observado que um decaimento da intensidade de
emissao de fluorescéncia, porém em menor velocidade. Na Figura 45 estdo apresentados

os decaimentos da intensidade de fluorescéncia em fun¢do do tempo de irradiacao.
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Figura 45 - Cinética de decaimento da intensidade méxima de fluorescéncia BSA (350nm) em func¢do do tempo de irradiagdo em presenca de (A)
15 uM Rubpy e (B) 15 uM Rubpe em tampao Tris 10mM (pH=7,4).
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Analisando-se a Figura 45, pode-se observar que houve reducao na intensidade de
fluorescéncia da proteina BSA com o tempo de irradiacdo na presenga e auséncia dos
complexos de Ru. Note que em todos os casos (apenas proteina e proteina + composto)

foram observados tempo de decaimento t; e t, (Tabela 11).

Tabela 11 - Tempo de decaimento t; e t2 (em minutos) calculados a partir do ajuste
exponencial de 2* ordem pelo Origin.

Amostra t1 (minutos) t2 (minutos)
Apenas BSA (3uM) + Luz (100 mW/cm?) 3,21 +£3,7 54,64 + 120
BSA (3uM) + Rubpy (15 uM) + Luz (100 mW/cm?) 1,62 +04 4,06 £ 1,6
BSA (3uM) + Rubpe (15 uM) + Luz (100 mW/cm?) 0,72+ 0,8 2,51 +42

Fonte: autora.

Os valores de t; foram muito proximos (entre 1 e 3 minutos) para as amostras
contendo complexo e a amostra sem complexo. Isso sugere que t; pode representar uma
diminui¢do da intensidade de fluorescéncia BSA inicial relacionado a oxidagdo nao-
fotoinduzida, provocada pelo proprio ambiente oxidante da atmosfera ambiente. Os
valores de t» para oxidacao de BSA fotoinduzida na presenga de compostos foi em torno
de 2 - 4 minutos, enquanto t; para oxida¢do de BSA na auséncia de complexo foi de ~ 55
minutos. Isso indica que a oxidagao fotoinduzida por complexos (Rubpy e Rubpe) acelera
cerca de 10x a degradacdo de residuos de triptofano e tirosina da cadeia polimérica da
BSA. Nao houve diferenca significativa na velocidade de decaimento da fluorescéncia da
BSA  quando  compara-se o  efeito  fotodindmico  dos  complexos

[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs).

4.7. Estudo da interacao do [Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) e
[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) com lipossomos (DMPC)

Compreender os mecanismos a nivel molecular pelos quais farmacos interagem
com a bicamada lipidica é de importancia critica no campo farmacoldgico (BARREIRO;
FRAGA, 2015). As interacdes composto-membrana sdo inevitaveis, uma vez que a
maioria das moléculas precisa atravessar ou ligar-se a membranas lipidicas para exercer

sua atividade terapéutica (ANDRADE et al., 2021). Neste trabalho, avaliamos a interagao
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de complexos de Ru com a bicamada lipidica utilizando lipossomos como sistema-
modelo.

Sendo assim, estudou-se a interagdo do Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e
Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) em concentracdo 3,0x10 mol L' em 4gua, com diferentes
concentracdes de DMPC. Inicialmente, avaliou-se o tempo de interagdo entre os
compostos e lipossomos (DMPC) por 8 minutos para verificar o tempo necessario para

que o espectro de emissdo permaneca praticamente constante (Figura 46).

Figura 46 - (A) Espectro de emissao do complexo [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) contendo
25x10*mol L' DMPC, em funcdo do tempo de interacdo FS-lipossomo. (B) Intensidade
de emissao em 625 nm do complexo de Ru em lipossomo versus tempo de interacdo em
minutos. Aexc = 425 nm, fendas 5/15nm, temperatura 25°C.
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Fonte: autora.

A Figura 46A mostra que ndo houve alteracdo do perfil espectral de absorbancia.
Enquanto na Figura 46B observa-se um aumento na intensidade de emissdo de 0 para 1
minuto, que permanece constante a partir de 1 minuto, indicando que 2 a 3 minutos de
incubagdo do composto em lipossomo ¢ suficiente para avaliar interagdo composto-
lipossomo. Portanto, apds cada adi¢do de aliquota de lipossomos na amostra, foi
estabelecido um tempo de 3 minutos de incubagcdo da amostra sob atmosfera inerte
(Argodnio).

Nos resultados de espectroscopia de absor¢ao e emissdo do Rubpy observa-se que
com o aumento da concentragdo de DMPC ndo houve uma diminui¢ao significativa da
intensidade de absor¢do (Figura 47). Por outro lado, observou-se o aumento na
intensidade de emissdo do composto a medida que foi adicionando aliquotas de DMPC

(Figura 47).
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Figura 47 - (A) Espectros de absor¢ao de [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) em agua antes
(linha preta) e depois da adi¢do de 2,16x10* mol L' - DMPC (linha vermelha). (B)
Espectro de emissao do [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) em agua. (Aexe = 425 nm, fendas
5/15nm em diferentes concentragdes de DMPC, a temperatura 25°C.
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Fonte: autora.

Nos resultados de espectroscopia de absor¢ao e emissdo (Figura 48) do Rubpe
observa-se que com o aumento da concentragdo de DMPC leva a uma diminui¢ao da
intensidade de absorcdo Rubpe (Figura 48A), sugerindo que Rubpe pode estar
degradando sob irradiacdo do comprimento de onda de excitagdo. No espectro de emissao

(Figura 48B) podemos observar que houve o aumento da intensidade de emissao.

Figura 48 - (A) Espectro de absorcao do [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) em dgua antes (linha
preta) e depois da adi¢do de 2,16x10™* mol L' de DMPC (linha vermelha). (B) Espectro
de emissdo do [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) em dgua (Aexc = 425 nm, fendas 5/15nm) em
diferentes concentragdes de DMPC, a temperatura 25°C.
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Fonte: autora.
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Para melhor visualizacao das alteragdes nas intensidades de emissao causados pelo
aumento da concentragdo de DMPC, construiu-se um grafico da emissdo relativa no
Amiximo (630nm Rupby e 635nm para Rubpe) em fun¢do da concentracio de DMPC
(Figura 49). Nota-se que a partir de dada concentragao do lipossoma a intensidade de
emissao tende a aumentar mais lentamente até permanecer quase constante para ambos
os compostos (Rubpy e Rubpe). Os pontos experimentais obtidos foram ajustados por um
modelo tedrico (equacao 4, em Materiais e Métodos) para se obter os valores de constante

de ligagao (Ky), apresentados na Tabela 2.

Figura 49 - Emissdo normalizada em fungdo da concentragdio de DMPC para (A)
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs) e (B) [Ru(dmbpy)Cl(bpe)](PFs). As linhas completas estdo
relacionadas com ajustes do modelo tedrico usando a Equacgao 4.
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Fonte: autora.

Tabela 12 - Valores da constante de ligagdo (Ky) calculadas pela equacdo 4 para os

[DMPC] (mol/L)

[DMPC] (moliL)

complexos de Ruténio em lipossomos de DMPC.

Complexo Kb (10° L mol!) + SE
[Ru(dmbpy):2Cl(bpy)](PFs) 1.99 + 091
[Ru(dmbpy)2Cl(bpe)](PFo) 0,82 +0.23

Fonte: autora.

Na Tabela 12, tem-se que o valor de Ky para Rubpy (= 2x10° M!) ¢ duas vezes
maior que para Rupbe (= 1x10% M!). Porém, vale ressaltar que os valores de erro padrio

(SE, do inglés Standard Error) dos ajustes do modelo tedrico para obteng¢ao dos valores
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de Ky mostram que essa diferenca entre os valores de [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e
Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PFs) ndo ¢ significativa estatisticamente (Tabela 12). Portanto, um
aumento da cadeia organica do grupo etileno ((CH=CH-) no ligante Rubpe nio afeta a
interacao do complexo Ru com a bicamada lipidica quando comparado com Rubpy.

Os valores de Ky, estimam a forca das interagdes intermoleculares (atracao
eletrostatica e efeito hidrofobico) do processo de ligagdo composto-lipossomo. Ambos
complexos de Ru estudados ([Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy)>Cl(bpe)] (PF))
apresentam valor elevado de constante de liga¢do (K, > 10°), indicando forte interagio
dos FSs com a bicamada lipidica (NETO et al., 2020). Vale salientar que a temperatura
de transi¢ao de fase do DMPC ¢ de 24,1°C (LEWIS; ZHANG; MCELHANEY, 2005), o
que significa que na temperatura 25°C a bicamada lipidica encontra-se parcialmente na
fase fluida e parcialmente na fase gel. Ou seja, houve uma forte ligacdo FS-lipossomo

mesmo nao estando 100% em fase fluida.

4.8. Oxidagdo dos lipossomos (Lecitina de Soja) fotoinduzida pelos complexos de

Ru

A atividade do [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) foi
avaliada também em vesiculas fosfolipidicas de lecitina de soja. Para isto, foram
realizadas medidas de extravasamento de contetido aquoso de LUV’s fosfolipidicas
contendo o marcador quimico carboxifluoresceina (CF), monitoradas pelo aumento da
fluorescéncia decorrente da ruptura das membranas fosfolipidicas dos lipossomas
(CABRERA et al., 2008; LOPES et al., 2015). Neste estudo a taxa de vazamento de CF
das vesiculas foi calculada pelo aumento da emissdo de fluorescéncia em fungdo do
tempo, cujos resultados estdo demonstrados na Figura 50 para vesiculas de lecitina de

soja.



Figura 50 - Espectro de emissdo de fluorescéncia da CF em funcdo do tempo, complexos de

[Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PFs) encapsulados no lipossomo.
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Fonte: autora.

[Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e



108

Figura 51 - Curva da cinética da liberagdo de CF em LUV’s de lecitina de soja com
adicdo dos complexos de [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs)
encapsulados no lipossomo.
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Fonte: autora.

Nas Figuras 50 e 51 ¢ possivel verificar a emissdo de fluorescéncia da CF pelo
tempo de irradiacdo. Esperavamos que a emissdo da CF aumentasse com o tempo,
demostrando uma permeabilizagdo da membrana quando irradiado, isso nao foi
observado no experimento. Pode-se observar que a liberacao de CF induzida foi maior no
controle escuro que no irradiado, outro ponto relevante que o tratamento irradiado com
Rubpe ocorreu a diminuicao na intensidade de fluorescéncia, enquanto os tratamentos
nao irradiados houve aumento na intensidade. A partir desses resultados, foi construido
grafico da porcentagem de liberacdo de CF (calculado pela equagdo 5, descrito no item

3.4) em fung¢do do tempo em vesiculas de lecitina de soja, apresentados na Figura 52.

Figura 52 - Porcentagem de liberagdo de CF em fungao do tempo em LUV’s de lecitina
de soja no escuro e irradiada e com fotossensibilizadores encapsulado.
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Na Figura 52 mostra as porcentagens de CF vazado em funcao do tempo chegou a
cerca de 29% no controle escuro e 26% no controle irradiado. O Rubpy no escuro e
irradiado ficou em torno de 16% e Rubpe no escuro chegou a 15% e no irradiado ficou
com 8%, sendo verificado que os controle no escuro e irradiado, tiveram maior percentual
de CF vazado que o proprio tratamento com os FS.

Era esperado que a fluorescéncia dos pogos aumentasse ao longo do tempo com a
irradiacdo, uma vez que os complexos danificariam a membrana, ou seja, permeabilizaria
e permitiria o vazamento da carboxifluoresceina (CF) e ocorreria dano no lipossomo mais
acentuado, ndo foi o que ocorreu no experimento.

Gomes (2021), em sua pesquisa fez varias tentativas de fazer o teste de
carboxifluoresceina com complexos de ruténio em diferentes lipossomos e concentragdes
do complexo, nenhuma delas obteve uma qualidade de dados suficientes para quantificar
o dano em membrana. O principal problema que ele encontrou é que a sonda e os
fotossensibilizadores absorvem em regides de comprimento de onda semelhantes,
tornando dificil separar os efeitos que sdo devidos as oxidagdes fotossensibilizadas aos
que acontecem devido a eventos fotoquimicos diretos da sonda (GOMES, 2021).

Outra explicacdo esplanada pelo autor, que ¢ possivel que o complexo de ruténio
poderia absorver a luz emitida pela CF, assim, quanto maior a concentracao do complexo
de ruténio, menor a emissao de fluorescéncia pela CF. Uma outra explicacdo possivel
seria que o complexo de ruténio participasse da fotodegradacdo da CF, causando uma
permeabilizacdo da membrana, e a CF liberada seria apenas mais fotodegradada
rapidamente, o que também poderia explicar os resultados aqui obtidos, lembrando que

todos os casos poderia estar ocorrendo simultaneamente.

4.9. Incorporacao dos complexos de Ruténio em células HeLa e MDA-MB-231

As caracteristicas de absorcdo/incorporacao celular de uma molécula sdo criticas
para sua aplicacdo como agente terapéutico. Para apresentar citotoxicidade, ¢ necessario
que o composto transpasse a membrana celular que contém, principalmente, lipidios e
proteinas de membrana para regular a entrada e saida de substincias na célula
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2014).

Este processo ¢ extremamente fundamental para o modo seletivo e eficaz de
tratamento. Estudos de absor¢@o ou incorporacdo celular também sdo importantes para

identificar fotossensibilizadores eficazes na TFD (MASCHERONI et al., 2019). Os
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complexos de Ru podem entrar na célula através de varios mecanismos que incluem
endocitose e transporte ativo (isto €, através de processo dependente de energia) ou
difusdo passiva e facilitada (isto ¢, através de processo independente de energia)
(SUDHINDRA et al., 2020). Este mecanismo depende em geral de caracteristicas como
lipofilicidade/hidrofilicidade, carga e tamanho das estruturas empregadas (ZHAO;
HUANG; LI, 2011).

Citometria de fluxo, UV-Vis e espectroscopia de fluorescéncia sdo alguns métodos
utilizados para determinar o acimulo intracelular de compostos que possuem transi¢ao
eletronica detectavel na regido UV-Vis e/ou emissao de luz (DEDA et al., 2013;
PUCKETT; BARTON, 2007, TSUBONE et al., 2017). A literatura referente aos
complexos de ruténio tem mostrado que a incorporagdo celular ¢ diretamente
proporcional a hidrofobicidade e um aumento na incorporagdo celular aumenta a
citotoxicidade (CHEN et al., 2016; MEHANNA et al., 2019; PICCOLO et al., 2019; TAN
etal., 2010; ZHANG et al., 2019).

Todos os dois complexos tiveram sua porcentagem de incorporagdo celular
determinados nas células HeLa ¢ MDA-MB-231 por meio de medidas de absorcao da
area integrada com intervalo de 280 a 600nm. Na Figura 53 sdo apresentados os valores

de % incorporacao celular determinados com base na equagao 6.

Figura 53 - % Incorporagdo celular dos complexos Ru (6,0x10 mol L!) incubados por
24 horas em células (A) HeLa e (B) MDA-MB-231. As barras representam a
média + desvio médio de trés experimentos independentes com 4 repeticdes em cada
experimento (n = 12), ns indica que ndo ha diferenca estatistica.
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Fonte: autora.

Em HeLa, [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) incorpora em torno de 52% e
[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PF¢) cerca de 47% (Figura 53A). J4 em MDA-MB-231, a taxa de
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incorporacdo foi de 42% para [Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e 32% para
[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) (Figura 53B). Nao houve diferenca significativa na taxa
incorporagdo entre o [Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy)Cl(bpe)] PFs) em
nenhuma das linhagens tumorais testadas (Figura 53). Também nao ha diferenca de
incorporagao celular do [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) € [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) entre as
duas linhagens HeLa e MDA-MB-23 quando analisado para cada complexo, conforme

Figura 54.

Figura 54 - % Incorporagdo celular dos complexos Ru (60 pM) incubados por 24 h com
concentragdo de 60 uM em células HeLa e MDA-MB-231. As barras representam a
média+ desvio médio de trés experimentos independentes com 4 repeti¢des em cada
experimento (n = 12), ns indica que ndo ha diferenca estatistica determinada pelo método
de Holm-Sidak, a=0,05.
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Fonte: autora.

Conclui-se que o pequeno aumento de 2 carbonos (CH = CH) na estrutura do ligante
do Rubpe nao proporcionou mudangas significativas nos percentuais de incorporacao nas

células tumorais HeLa e na MDA-MB-231 comparado com Rubpy.

4.10. Toxicidade de [Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy)Cl(bpe)](PFs) em
células tumorais

De modo a determinar a viabilidade celular, ou seja, a proliferacdo celular e a
citotoxicidade dos materiais utilizados nos estudos in vitro, utilizou-se o ensaio de MTT.
Este método quantifica o quanto de MTT presente no meio ¢ reduzido pela atividade

metabolica celular ligada ao NADH e NADPH (atividade mitocondrial das células
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vidveis) formando cristais de formazan de cor azul por quebra do anel de tetrazélio do
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol2-il)-2,5-difeniltetrazolio. No passo final do teste as
células sdo destruidas por agdo do DMSO e os cristais de formazan sao dissolvidos para
que sua quantidade seja medida por espectrofotometria UV-Vis, sendo diretamente
proporcional ao nimero de células viaveis (ALBERTS et al., 2017).

Deste modo, o ensaio MTT ¢ um método colorimétrico que permite quantificar o
numero de células vidveis depois da exposi¢do a um agente determinado e de maneira
indireta a citotoxicidade do mesmo, a qual estd dada pelo valor do ICso, isto €, a
concentragdo de composto que inibe o crescimento celular em 50% (densidade oOtica apds
ensaio com MTT) de células tratadas em relagdo as células ndo tratadas (controles). Estes
ensaios foram realizados nas linhagens HeLa (cancer do colo do ttero) e MDA-MB-231
(cancer de mama).

Um dos principios bésicos para a aplicacdo de um complexo como FS para TFD ¢
a sua baixa toxicidade no escuro. Portanto, a citotoxicidade do [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs)
e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) foram avaliadas em células na auséncia de luz, sendo uma
de cancer de mama (MDA-MB-231) e a outra cancer colo do utero (HeLa), foram tratadas
com diferentes concentragdes dos complexos, incubadas por 24 horas e a analise foi

realizada pelo método de MTT, e os resultados estdo apresentados na Figura 55.
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Figura 55 - (A e B) % Viabilidade celular em funcdo da concentracdo (uM) de
[Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy)Cl(bpe)](PFs) apds 24 hs de incubag¢do no
escuro em (A) HelLa e (B) MDA-MB-231. (C e D) Viabilidade celular versus
log[concentragdo] de [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) para
determinagdo do ICso sem luz em (A) HeLa e (B) MDA-MB-231. As barras representam
a média + desvio médio de trés experimentos independentes com 3 repeti¢cdes em cada
experimento (n=9), *significancia estatistica determinada pelo método de Holm-Sidak,
o= 0,05 na mesma concentragao.
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Fonte: autora.

Os resultados preliminares para a linhagem de células HelLa mostraram que o
complexo Rubpe apresentou maior citotoxicidade nas concentragdes de 1 umol L,
5 umol LY, 10 pmol L!; 20 umol L™ e 30 pmol L' em relagdo ao Rubpy (Figura 55A).
A vpartir de 50 umol L' ndo h4 diferenca significativa na citotoxicidade entre
[Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) € [Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PFs) para a linhagem HeLa (Figura
55A).

No caso da linhagem MDA-MB-231 (Figura 55B) nao houve diferenca
significativa na atividade inibitoria entre os dois complexos, ndo apresentando potencial

citotoxico quando comparamos entre as mesmas concentragoes.
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Os valores de ICso (minima concentracao de droga necessaria para a inibigao de 50
% do crescimento celular) foram determinados pelos graficos de % viabilidade celular
versus log[concentra¢ao] dos complexos para ambas as linhagens celulares HeLa e MDA-

MB-231 (Figura 55C e Figura 55D, respectivamente), e estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Valores de ICso (uM) no escuro dos complexos Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e
[Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PF¢) nas linhagens HeLa e MDA-MB-231.

Composto ICs0 (uM) sem luz  ICso (uM) sem luz em
em Hel.a MDA-MB-231
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs) 22,37 £ 0,03 29,69 + 0,06
[Ru(dmbpy)2Cl(bpe)](PFs) 9,41 + 0,04 12,08 + 0,10

Fonte: autora.

Nota-se que [Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PFs) possui valor de ICso aproximadamente
2,4 vezes menor que [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) para ambas as linhagens tumorais
(Tabela 12), indicando que Rubpe ¢ mais citotoxico que Rubpy. Os valores de ICso foram
muito proximos ao comparar as duas linhagens celulares, sendo ICso entre 22 e 29 uM
para [Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) e ICso entre 9 e 12 uM para [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs)
(Tabela 12).

O experimento de viabilidade celular via MTT também foi realizado sob irradiacao
luminosa (LED Azul, Amax = 460 nm, dose = 3 J/cm?) para avaliar o efeito fotodindmico

dos complexos em HeLa e MDA-MB-231 (Figura 56).
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Figura 56 - (A e B) % Viabilidade celular em funcdo da concentragdo (uM) de
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs) ¢ [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) apds 24 hs de incubacdo e
irradiagao com LED Azul (Amax = 460 nm), dose = 3 J/cm2 em (A) HeLa e (B) MDA-
MB-231. (C e D) \Viabilidade celular versus log[concentracdo] de
[Ru(dmbpy)>Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) para determinagdo do ICso com
luz em (A) HeLa e (B) MDA-MB-231. As barras representam a média = desvio médio de
trés experimentos independentes com 3 repeticoes em cada experimento (n=9),
*significancia estatistica determinada pelo método de Holm-Sidak, a= 0,05 na mesma
concentracao.
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Fonte: autora.

Nota-se que na linhagem HeLa tivemos diferenga com significancia estatistica entre
o [Ru(dmbpy)-Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy)-Cl(bpe)](PFs) nas concentracdes de 1 pmol
L% 5 umol LY; 8 pmol LY; 10 pmol L' e 30 umol L' (Figura 56A), sendo o Rubpe mais
fototoxico que Rubpy. J& na linhagem da MDA-MB-231, a viabilidade celular diminui
conforme aumenta a concentragcdo dos complexos de ruténio sem diferenca significativa
entre os compostos, com exce¢do da concentragio de 5 umol L™ (Figura 56B).

Os valores de ICso com luz também foram determinados por gréaficos de viabilidade

celular versus log[concentracdao] dos complexos para ambas as linhagens celulares HeLa
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e MDA-MB-231 (Figura 56C e Figura 56D, respectivamente), ¢ estdo apresentados na
Tabela 14.

Tabela 14 - Valores de ICso dos complexos Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) e
[Ru(dmbpy)>Cl(bpe)](PF) irradiados com LED Azul nas linhagens HelLa ¢ MDA-MB-
231.

Composto ICs0 (uM) com ICs0 (uM) com luz

luz em HelLa em MDA-MB-231
[Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PF¢) 13,57 £ 0,04 9,98 + 0,05
[Ru(dmbpy)2Cl(bpe)](PFs) 6,23 + 0,06 8,28 £ 0,08

Fonte: autora.

Em HeLa, Rubpe apresenta maior fototoxicidade que Rubpy com ICso
aproximadamente 2,2 vezes menor (Tabela 14), apds exposi¢do ao LED Azul com dose
=~ 3 J/em?. J4 em MDA-MB-231, ndo observa-se diferenca significativa nos valores de
ICso entre [Ru(dmbpy)2Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy)Cl(bpe)](PFs) (Tabela 14 e Figura
56D). Vale lembrar que esses valores de ICsp com luz ndo desconta os valores de ICso
sem luz, por isso € necessaria uma analise da fotoatividade sem o efeito da citotoxicidade
dos compostos.

Ao comparar as curvas de viabilidade celular sem luz e com luz (Figura 57),
observa-se que [Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) possui maior toxicidade com luz do que sem
luz tanto em HeLa quanto em MDA-MB-231 (Figura 57A e Figura 57B). Por outro lado,
[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PF¢) ndo apresenta diferenca na curva de viabilidade celular sem
ou com luz (Figura 57C e Figura 57D), indicando que ndo ¢ um composto fototdxico para

células.
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Figura 57 - (A e B) % Viabilidade celular versus log[concentragdao] do
[Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) ap6s 24 hs de incubagio e irradiagdo com LED Azul (Amax =
460 nm), dose = 3 J/cm2 em (A) HeLa e (B) MDA-MB-231. (C e D) % Viabilidade
celular versus log[concentracao] do [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) apos 24 hs de incubagio
e irradiagdo com LED Azul (Amax = 460 nm), dose =~ 3 J/cm? em (C) HeLa e (D) MDA-
MB-231 As barras representam a média+desvio médio de trés experimentos
independentes com 3 repetigdes em cada experimento (n =9).
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Fonte: autora.

Para quantificar a diferenca entre essas duas curvas de viabilidade celular (sem luz
e com luz) e determinar se os complexos Ru possuem ou nao fotoatividade, utilizou-se o
parametro “Fator de fotoinibicao” (PIF, do inglés Photoinhibition Factor) (OECD, 2019;
PETERS; HOLZHUTTER, 2002; SPIELMANN et al., 1998).

O fator de fotoinibi¢ao (PIF) foi calculado através da equagdo 12:

IC5¢ (sem luz)

PIF = (Equagao 12)

IC5¢ (com luz)

Os valores de PIF calculados, que prevé se o composto tera fototoxicidade in vivo,

encontram-se na Tabela 15.
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Tabela 15 - Valores do fator de fotoinibi¢ao (PIF) para cada complexo (Rubpy e Rubpe)
em ambas as linhagens celulares (HeLa e MDA-MB-231).

Composto PIF em HeLa PIF em MDA-MB-231
[Ru(dmbpy)Cl(bpy)](PFs) 1,65 2,97
[Ru(dmbpy)Cl(bpe)](PFs) 1,51 1,46

Geralmente, quando PIF < 2 o composto ndo ¢ fototoxico, para 2 <PIF <5 ¢
provavel fototéxico e PIF > 5 ¢ fototoxico (KIM; PARK; LIM, 2015; OECD, 2019). Em
HelLa, ambos os compostos apresentaram PIF <2, por isso ndo apresentam
fototoxicidade. Em MDA-MB-231, apenas [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) possui provavel
fototoxicidade (Tabela 15).

5.  CONCLUSAO

Os espectros eletronicos dos complexos de Ruténio mostraram que em meio aquoso
ndo ocorre troca de ligante para formag¢do de aquocomplexo. Isso indica que Rubpy e
Rubpe sdo estaveis em meio aquoso. O mesmo resultado foi obtido em solugdo de PBS,
entretanto, em presenca de moléculas com grupo amino, como Tris ¢ aminoacidos do
meio de cultura, ocorre a troca do ligante ClI". Os complexos mostraram uma maior
preferéncia por bases mais moles, como o —NH> encontrado no tampao tris, ou em
moléculas no meio de cultura.

Os estudos de interacdo dos compostos com proteina (representada por BSA) em
tampao Tris, inviabilizaram a determinacdo do mecanismo de supressdo (estatico ou
dindmico). Hipotetizou-se que isso poderia ser consequéncia do tempo de interacao (24h)
da BSA com os complexos, tempo suficiente para promover troca de ligante Cl” por Tris,
dificultando a analise dos dados. De fato, estudos de interacao em diferentes condi¢des
de incubagdo (Oh e 24h) mostraram que o tempo de interacdo altera significativamente os
resultados obtidos. Por isso, optou-se por refazer os estudos de interacdo BSA-complexo
em tampdo PBS, cujos valores de Ky, foram da ordem de 10° para ambos os compostos,
indicando forte interacdo entre complexo e a proteina BSA. Nao houve diferenca
significativa dos valores de K para Rubpy (= 3x10° M) comparado com Rubpe (= 2x10°

M) em proteina (BSA). Isso sugere que a adicio de um grupo etileno num dos ligantes
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do Rubpe nao ¢ suficiente para aumentar a interacdo com proteina (representada por
BSA).

Na avaliacdo da oxidagdo da BSA fotoinduzida pelos complexos de Ru, observou-
se dois tempos de decaimento t; e t> na intensidade de fluorescéncia da proteina BSA com
o tempo de irradiacdo na presenga e auséncia dos complexos de Ru. Os valores de t; foram
muito préximos (entre 1 e 3 minutos) para as amostras contendo complexo e a amostra
sem complexo, e por isso t; foi relacionado a oxidag¢do nao-fotoinduzida, provocada pelo
proprio ambiente oxidante da atmosfera ambiente. Ja os valores de t2, que representa a
oxidagdo de BSA fotoinduzida, foi em torno de 2 - 4 minutos na presenga de compostos,
e ~ 55 minutos na auséncia de complexo. Sugerindo que a oxidagdo fotoinduzida por
complexos (Rubpy e Rubpe) acelera cerca de 10x a degradacao de residuos de triptofano
e tirosina da cadeia polimérica da BSA.

Nos estudos de interagdo dos complexos com lipideos (representados por
lipossomos de DMPC), ambos complexos de Ru estudados ([Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs)
e [Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFes)) apresentaram valor elevado de constante de ligagdo
(K > 10%), indicando forte interagdo desses compostos com a bicamada lipidica. Nio
houve diferenca estatistica dos valores de Ky para Rubpy (= 2x10° M) comparado com
Rubpe (= 1x10° M) em lipossomos (DMPC). Isso sugere que a adicdo de um grupo
etileno num dos ligantes do Rubpe ndo ¢ suficiente para aumentar a interagdo com
lipideos (representada por lipossomos).

Os ensaios para avaliar a oxidagdo dos lipideos fotoinduzida pelos complexos de
Ru(Il), utilizando carboxifluoresceina (CF) como sonda fluorescente, foram
inconclusivos. Isso porque as amostras de lipossomos tratadas com complexos e luz
apresentaram menor vazamento da CF do que as amostras controle (com e sem
irradiacdo). Provavelmente, esse resultado teve interferéncia da sobreposi¢dao da regido
de absor¢do dos compostos com a regido de emissao da sonda CF, criando o artefato de
menor vazamento da CF do que as amostras controles e inviabilizando essa metodologia
para andlise da taxa de oxidacdo lipidica fotoinduzida pelos compostos.

Nos estudos de % incorporacdo dos compostos em HelLa e MDA-MB-231, a
porcentagem de incorporacdo dos complexos foi de aproximadamente = 50% em HeLa e
~ 37% em MDA-MB-231, nao havendo diferenca significativa na taxa incorporacao entre
o [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) e [Ru(dmbpy)Cl(bpe)](PFs) em nenhuma das linhagens

tumorais testadas.
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Em relagdo a toxicidade dos compostos em células tumorais,
[Ru(dmbpy).Cl(bpe)](PFs) possui valor de ICso aproximadamente 2,4 vezes menor que
[Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) para ambas as linhagens tumorais (HeLa e MDA-MB-231), e
portanto Rubpe ¢ mais citotoxico que Rubpy. A fototoxicidade foi mensurada pelo fator
de fotoinibigdo (PIF), mostrando que apenas [Ru(dmbpy).Cl(bpy)](PFs) em MDA-MB-

231 possui provavel fototoxicidade.
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