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RESUMO

Complexos polipiridinicos de ruténio(ll) vem sendo desenvolvidos como possiveis agentes
terapéuticos, inclusive em fototerapia no tratamento de certos tipos de canceres. O emprego da
biotina conjugada a farmacos vem conferindo promissora estratégia para melhorar seletividade
as células cancerigenas. Com o objetivo de combinar essas propriedades foi sintetizado um
complexo polipiridinico de ruténio contendo biotina conjugada, [Ru(bpy-anth)(bpy-
biot)(dppz)](PFe)2  (bpy-anth  =4’-metil-N-(antracen-2-il)-[2,2 bipiridina]-4-carboxamida;
dppz=dipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazina;bpy-biot = 4-(N-((2-biotinamido)etil)amido)-4’-metil-
2,2’-bipiridina). Este composto foi caracterizado pelas técnicas de espectroscopia na regido do
UV-Vis e infravermelho, espectroscopia de emissdo, ressonancia magnética nuclear e
voltametria ciclica. Os estudos de luminescéncia mostraram que o complexo apresenta uma
emissdo, proveniente do nivel de transferéncia de carga metal-ligante (MLCT), em 631 nm,
cujo rendimento quantico de emissdo em acetonitrila foi de 0,070. O ensaio de deteccdo de
oxigénio singlete, empregando-se DPBF, exibiu um étimo rendimento quantico de 0,70.
Adicionalmente, os experimentos de interacdo com DNA (monitorados por luminescéncia e
espectroscopia de absorgéo eletronica) apresentaram constante de associagao (Kp) na ordem de
108, com indicios de processo de intercalagio. Este complexo mostrou ainda alta lipofilicidade
(logP = +1,32), apresentando assim caracteristicas promissoras para boa permeabilidade
celular. Ensaios biologicos foram realizados demonstrando ativacdo seletiva com luz frente a
bactéria Staphilococcus aureus, bem como capacidade de fotoclivar DNA circular. Estudos de
citotoxicidade empregando-se trés células cancerigenas (MCF-7, A549 e LS174T) e uma
normal (Hacat) indicaram auséncia de toxicidade celular na auséncia de luz. Todavia, sob
irradiacdo de luz azul, observou-se que somente as células MCF-7 e A549, que apresentam 0s
receptores de biotina superexpressados, mostraram-se susceptiveis ao complexo metélico,
sugerindo promissora potencialidade anticAncer. Desta forma, conclui-se que a incorporagao da
biotina conferiu efetiva seletividade as células cancerigenas, sem perturbar suas propriedades
como agente fototerapéutico (intercalador de DNA e fotogerador de oxigénio singlete), abrindo

promissoras perspectivas para futuros estudos biol6gicos.

Palavras-chave: ruténio; cancer; bactéria; oxigénio singlete; fototerapia; biotina.



ABSTRACT

Ruthenium(l1) polypyridine complexes have been developed as potential therapeutic agents,
including in the phototherapy of cancer. Drugs conjugated with biotin have been used to provide
enhanced selectivity toward cancer cells. Aiming to combine those properties a ruthenium
complex conjugated with biotin was prepared, [Ru(bpy-anth)(bpy-biot)(dppz)](PFs)2 (bpy-anth
=4’-methyl-N-(antracen-2-yl)-[2,2’bipyridine]-4-carboxamide; dppz=dipyrido[3,2-a:2',3'-
c]fenazine; bpy-biot = 4-(N-((2-biotinamide)ethyl)amide)-4’-methyl-2,2’-bipyridine). This
compound was characterized by spectroscopic techniques (UV-Vis and infrared), emission
spectroscopy, nuclear magnetic resonance and cyclic voltammetry. Luminescence studies
showed an emission band at 631 nm due to the decay of the charge transfer band ((MLCT),
whose quantum yield in acetonitrile was 0.070. Single oxygen production was measured using
DPBF with great quantum yield of 0.7. Additionally, DNA interaction experiments were carried
out using UV-Vis and fluorescence methods, where binding constant (Kb) was measured at ca.
105, suggesting an intercalation mode of binding. This metal complex exhibited also high
lipophilicity (LogP = +1.32), suggesting a potential good cellular uptake. Biological assays with
bacteria showed a selective photoactivity against Staphylococcus aureus, along with its ability
to photocleave circular DNA. Cytotoxicity assay using three cancer cell lines (MCF-7, A549
and LS174T) and one normal cell line (Hacat) showed a lack of activity in the dark. However,
it was observed significant cytotoxic activity only in MCF-7 and A545 cancer cells upon blue
light irradiation. These two cell lines are known to have overexpressed biotin receptors.
Altogether, these results supported biotin conjugation conferred selectivity to specific cancer
cells, while did not disturb the potential phototherapeutic properties of the metal complex (DNA
binding and photoproduction of singlet oxygen), opening great future opportunities for

biological studies.

Keywords: ruthenium; cancer; bacteria; singlet oxygen; phototherapy; biotin.
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1 INTRODUCAO
1.1 Céancer

Céancer é a denominacdo de um conjunto de doengas em que ha o crescimento
desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgdos. As células normais se dividem e se
multiplicam por meio da divisdo celular (controlado) sendo responsaveis pela regeneracao de
tecidos e Orgdos. O cancer inicia quando ha o crescimento desordenado de células, em que
continuam crescendo e formandos novas células anémalas. A maioria dos casos estdo
relacionados a fatores ambientais (80 — 90%) tais como: estilo e habitos de vida, mudancas
provocadas no meio ambiente pelo proprio homem, tabagismo, exposi¢do excessiva ao sol,
dentre outros (INCA, 2018; COLEMAN, 2002).

O céancer é a segunda causa de morte no mundo, onde esta doenca aumenta
anualmente, com uma estimativa de 9,6 milhdes de mortes no ano de 2018 e com 18,1 milhdes
de novos casos no mundo todo. O céncer de pulm&o é o mais incidente no mundo (18,4%)
seguido do cancer de mama, prostata e figado. Em cada regido do mundo o cancer varia de
acordo com o desenvolvimento econémico do pais e fatores sociais. Entre 0os homens o cancer
mais frequente € o de prostata, seguido pelo de pulmé&o. Na figura 1, apresenta-se a distribuicédo
dos novos casos e mortes estimados em 2018 em mulheres e homens no mundo (FERLAY,
2018).

Figura 1 - Distribuicdo dos novos casos e mortes estimados em 2018 para a) mulheres e b)

homenes.

a)
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b)
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Mortalidade

Fonte: Adaptado de Ferlay (2018).
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A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) registra o cancer como uma das doengas
que causam morte antes dos 70 anos em 113 paises (Organization. WH. Global Health
Observatory, 2018). No Brasil, os canceres de prostata em homens e mama em mulheres sao 0s
mais frequentes. Com excecdo do cancer de pele ndo melanoma, os tipos de cancer mais
incidentes em homens e mulheres estdo apresentados nas figuras 2 e 3, sendo uma sintese da
estimativa de incidéncia para o biénio 2018-2019 no Brasil. Assim, nesta sintese observa-se

que 0s canceres mais incidentes sdo: préstata, pulméo, mama, colon e reto (INCA, 2018).

Figura 2- Estimativas de casos de cancer, em mulheres, 2018/2019

INCIDENCIA DE CANCER NO BRASIL

Localizacao Primaria Casos %

Mama Feminina 59700

Célon e Reto 18980

Colo do Utero 16370 %

Traqueia, Brénquio e Pulmao 12530

515l
§ =

Glandula Tireoide 8040

Estdmago 7.750

Corpo do Utero 6,600 3,3%

Ovario 6150 m

Sistema Nervoso Central 5510 S S
Leucemias 4860

Fonte: INCA (2018).

Figura 3 - Estimativas de casos de cancer, em homens, 2018/2019

INCIDENCIA DE CANCER NO BRASIL

Localizagdo Primaria Casos

Préstata 68220

o
! O\

Traqueia, Bronquio e Pulméao 18740 m

Cdlon e Reto 17380 m

Estdbmago 13540 m

Cavidade Oral 1200 m

Eséfago 8240 m

Bexiga 6690 m

Laringe 6320 m

Leucemias 5940 m SRCA
Sistera Nervoso Central 5810

Fonte: INCA (2018).
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0 tratamento do cancer pode ser realizado por meio
de quimioterapia, radioterapia, TFD, transplante de medula 6ssea e intervencGes cirurgicas,
além disso, nos ultimos anos novas terapias foram introduzidas como o uso de anticorpos
monoclonais, viroterapia e agentes antiangiogénicos (URRUTICOECHEA A, et al., 2010).

Apesar do crescimento de terapias e atual disponibilidade de medicamentos
anticancer, ainda é necessaria a pesquisa cientifica no desenvolvimento de novos agentes
antineoplasicos que tratem de forma eficiente os diversos tipos de canceres existentes buscando
minimizar os efeitos colaterais causados ao paciente. Assim, farmacos a base de complexos
metalicos mostram-se como uma alternativa vidvel para tal aplicacéo.

Os complexos metalicos mostram-se interessantes fotossensibilizadores na terapia
fotodinamica (FTD) devido suas propriedades fotoquimicas e fotofisicas. O efeito fotodindmico
refere-se ao dano no tecido vivo na presenca de um fotossensibilizador através de luz visivel e
oxigénio (BONNETT R, 2000). A terapia fotodinamica é um método relativamente novo para
tratamento de tumores, envolvendo a ativacdo seletiva de um medicamente fotossensivel com
luz em um determinado comprimento de onda. A irradiacdo gera espécies reativas oxidativas
no tumor. Assim se faz necessario o desenvolvimento de compostos que possuem seletividade
para células cancerigenas, causando menos danos as células normais (SAHA; MAJUMDAR;
HUSSAIN, 2013).

1.2 Complexos metalicos com agéo citotoxica

Os metais de transicdo possuem certas vantagens estratégicas frente aos farmacos
organicos, uma vez que possuem grande variedade do nimero de coordenacdo, distintos estados
de oxidacdo acessiveis, podendo assumir diversas geometrias e facilidade na substituicdo de
ligantes, oferecendo sistemas com amplas diversidades espaciais, variabilidade cinética e
termodindmica (CRAVER, et al., 2010; SHALOAM et al., 2014). Essas propriedades vém
auxiliando no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, ampliando o arsenal de
opcOes para o preparo de novos farmacos.

Curiosamente, os complexos metalicos tém sido utilizados desde a antiguidade, mas
com a descoberta da cisplatina como agente terapéutico, houve um forte estimulo as pesquisas
envolvendo metais com aplicagbes no ramo da medicina (BAKHTIAR; OCHIAI, 1999;
KELLAND, 2007; REISNER, et al., 2008). Apesar do sucesso da cisplatina, analogos tém sido

desenvolvidos, a fim de aumentar a eficacia e diminuir sua toxicidade. Atualmente, os farmacos


https://www.inca.gov.br/tratamento/quimioterapia
https://www.inca.gov.br/tratamento/radioterapia
https://www.inca.gov.br/tratamento/quimioterapia
https://www.inca.gov.br/tratamento/transplante-de-medula-ossea
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derivados de platina aprovados para uso clinico sdo: cisplatina, carboplatina, oxaliplatina,
nedaplatina, lobaplatina e heptaplatina (Figura 4) (AMABLE, 2016; ZAKI, et al., 2016).

Figura 4 - Estrutura dos complexos de platina atualmente em uso clinico.

o Hy
HN_ __ClI H'-‘N\Pt/o N\ /0‘-4’0
Pt Pt
HN" cl HN" ™o N NoNg
(o] Hy
Cisplatina Carboplatina Oxaliplatina
H 5 H 0
Hs”x,pt/of D/\prl/o > i ’CN\PI/O
H; 0 H;
Nedaplatina Lobaplatina Heptaplatina

Fonte: elaborada pelo autor.

Nos dias atuais, a cisplatina € um dos medicamentos mais utilizados clinicamente.
Apesar da eficiente acdo citotdxica dos complexos de platina em diversos tipos de cancer, ainda
existem alguns problemas que sdo enfrentados durante sua administragéo, tais como, nefro e
neurotoxicidade, resisténcia tumoral ao tratamento, nausea e ototoxicidade (JIRSOVA, et al.,
2006; KAMER; ATASQY, 2013).

Na tentativa de aumentar a seletividade do complexo frente as células tumorais,
facilitar sua intercalagdo com DNA, diminuir a toxicidade, e melhorar a agéo citotoxica, novos
farmacos a base de metais, tais como ruténio, ferro, cobre, ouro, dentre outros, tém sido
investigados (DEO, et al., 2016; NAIR, et al., 2017).

Dos diversos complexos metalicos, se destacam os complexos de ruténio que tém
mostrado promissora atividade antitumoral, seletividade e citotoxicidade para células
cancerigenas quando comparada aos complexos de platina (GRANSBURY, et al., 2016).
Convém mencionar que atualmente dois complexos de ruténio, denominados KP1019 e
TLD1433, encontram-se em fase de testes clinicos e exibem promissoras atividades
antitumorais. O TDL1433 foi o primeiro fotossensibilizador que entrou em ensaios clinicos
(MONRQO, et al., 2019; GOLLA, et al., 2017). Infelizmente, um outro complexo de ruténio
teve ensaios clinicos interrompidos (NAMI-A), pois o0s seus resultados do estudo da
combinacéo terapéutica de fase I/11 com gemcitabina ndo se mostraram promissores (MONRO,
etal., 2019; ALESSIO, 2017).
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1.3 Complexos de Ruténio

Os complexos de ruténio destacam-se por ser usualmente menos toxicos do que a
cisplatina. Alem disso apresentam uma vasta janela de aplicacdo com potencial terapéutico
contra agentes infecciosos, cancer e outras doengas. O ruténio possui a capacidade de assumir
multiplos estados de oxidacdo (II, 111 e IV) acessiveis e estdveis, diferentes nimeros de
coordenacdo e cinética de substituicdo de ligantes favoraveis e, até certo ponto, semelhantes
aos da platina (MUHAMMAD; GUO, 2014; PAGES, et al., 2015). Esses compostos
proporcionam mecanismos de acéo distintos, combinando diferentes alvos e varias respostas
bioldgicas. Sua baixa toxicidade, em geral, se deve ao fato de ser semelhante ao ferro, fazem
parte do grupo VIII, o que favorece o transporte nos sistemas bioldgicos (ALLARDYCE;
DYSON, 2001)

Complexos polipiridinicos de ruténio estdo entre os sistemas mais estudados em
fotoquimica e fotofisica. Sabe-se das diversas propriedades do [Ru(bpy)s]™ (Figura 5) (bpy
=2,2’- bipiridina), e seus derivados, como estabilidade, propriedades redox e fotoredox,
emissdo luminescente, e intensa absorcdo oriunda da transferéncia de carga do metal para o
ligante (MLCT) na regido do visivel do espectro eletromagnéetico (BALZANI; JURIS, 2001,
JURIS, et al., 1988).

Figura 5- Estrutura do complexo [Ru(bpy)s]**.

2+

Fonte: elaborada pelo autor.

A estabilidade da ligacdo Ru-bpy é bastante elevada, possui elevado potencial de
oxidacao do metal, bem como baixa labilidade do ligante bipiridinico. Estas propriedades s&o
alcancadas através do efeito quelato em conjunto com a retrodoacdo (n-backbonding), em que
apesar do metal aceitar densidade eletrdnica do ligante via interacdo sigma, ele doa densidade
eletronica para os orbitais 7* (antiligante) do anel piridinico. Ha a contribuicdo das interacdes
existentes entre metal-ligante, envolvendo orbitais c-doadores, orbitais receptores «* do ligante

e orbitais moleculares pertencentes ao sistema d® do ruténio (tzg) (KIRGAN, 2007).
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As caracteristicas dos complexos podem ser modificadas com a funcionalizagdo dos
ligantes bipiridinicos, alterando propriedades espectroscépicas, propriedades intercalativas ao
DNA e de permeabilidade a membrana plasmatica. Uma abordagem empregada neste trabalho
sera a funcionalizagdo de um ligante bipiridinico, com o antraceno, tendo como um dos
objetivos analisar sua dindmica de relaxacdo do estado excitado. Adicionalmente, modificou-
se um outro ligante bipiridinico com a biotina, a fim de conferir seletividade celular. Além
disso, ter como terceiro ligante o dipirido fenanzinico (dppz) que oferecerd uma caracteristica
intercalativa ao DNA, agrupando assim trés importantes propriedades moduladas pelos ligantes

bipiridinicos modificados.

1.4  Biotina

A biotina, também conhecida por vitamina B7 ou H, (Figura 6), € composta por um
anel heterociclico de tetrahidrotiofeno fundido a um anel imidazdlico, que contém um grupo
ureido (NH — C — NH).

Figura 6 - Estrutura quimica da biotina.

HN NH
H H
HO
S
(0]
Biotina

Fonte: elaborada pelo autor.

E uma importante coenzima para as carboxilases envolvidas na sintese de
aminoacidos e acidos graxos. Além disso, participa da glicogénese e atua como um cofator
importante na sinalizacao celular, estrutura da cromatina e regulacéo génica (REN, et al., 2015).
A biotina pertence a uma categoria especifica de micronutrientes (exdgenos) necessarios para
varias funces celulares e, especialmente, no crescimento celular (VADLAPUDI, et al., 2012).

Algumas vitaminas podem ser utilizadas como direcionadores especificos para
células cancerigenas, como a biotina, que sera utilizada nesse trabalho. Essa molécula desperta
interesse devido a sua estrutura bioquimica simples e por possuir uma elevada absor¢do em
certas células cancerigenas, quando comparada com as células normais (COLLINA, 2004;
ABRIZI; ABYAR, 2019).
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Estudos recentes mostram varios conjugados de biotina-droga como alvo de células
cancerigenas, sendo relatados estudos in vivo ou in vitro (MAITI, et al., 2013; PARK, et al.,
2015; KIM, et al., 2014). O transportador multi - vitaminico dependente de sddio (SMVT) é o
principal transportador de biotina (receptor expresso) responsavel por sua absor¢éo nas células,
tendo sido encontrado superexpresso na superficie celular em proliferacdo de vérias linhagens
de células cancerigenas, como mama, ovario, rim, leucemia e pulméo (CHEN, et al., 2010; SHI,
etal., 2014; REN, et al., 2015). A maioria dos receptores sdo encontrados na membrana celular
nas partes interna e externa da célula. A biotina € um micronutriente necessario para funcoes
celulares, dessa maneira, alguns tumores em crescimento necessitam de mais biotina do que as
células normais (Figura 7) (MAITI; PAIRA, 2018).

Figura 7 - Representacdo esquematica de célula cancerigena com receptores de biotina

promovendo sua internalizagao.

3o

4, Biotina

YR:L‘ eptor

Fonte: elaborada pelo autor.

Na busca por novos compostos com baixa toxicidade e favoraveis perfis
farmacoldgicos, os complexos de Ru(ll) guiados com biotina podem oferecer uma
funcionalizacdo do complexo, a fim de aumentar a captacdo celular e especificidade para as
células tumorais.

Para evitar toxicidade no hdspede é necessario que o composto possua alta
seletividade para a enzima bacteriana. Estudos mostram que a enzima essencial na bactéria S.
aureus é a proteina ligase da biotina (BPL) sendo o alvo da droga. Nas bactérias, o complemento
de biotina pode ser obtido através de dois mecanismos: entrada de fontes exdgenas ou sintese
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dela, algumas podem obter através de um ou dois mecanismos. Na bactéria S. aureus existem
proteinas que atuam como ligase para catalisar a biotinilagdo de enzimas dependentes de biotina
(SOARES DA COSTA, et al., 2012).

SaBPL é uma proteina da S. aureus bifuncional, que possui a biotina ligase e
atividade de transcri¢do repressora, isso posiciona a BPL como um regulador chave de vérias
vias metabolicas. Durante uma infeccdo as bactérias precisam de micronutrientes e respondem
iISSO com 0 aumento da expressdo de proteinas necessarias (BECHER, et al., 2009; HECKER,
et al., 2010).

Assim, estudos mostraram que a biotina é utilizada como repressor/regulador de
transcricdo, fornecendo uma abordagem para o desenvolvimento de novos sistemas de

expressao génica para o uso em bactérias (S. aureus) (SATIAPUTRA, et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver novos compostos a base de ruténio contendo biotina conjugada a um ligante

bipiridinico, e investigar sua reatividade, efeitos citotoxicos e potencialidade no combate ao

cancer e patogenos.
2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar o precursor [Ru(bpy-anth)(dppz)Cl.] (Ru-dppzCl2) e o complexo [Ru(bpy-
anth)(bpy-biot)(dppz)]?* (Ru-biot), no qual dppz = dipirido [3,2-a:2',3'-c] fenazina, bpy-
anth = 4’metil-N-(antracen-2-il)-[2,2 bipiridina]-4-carboxamida e bpy-biot = 4-(N-((2-
biotinamido)etil)amido)- 4’- metil-2,2’-bipiridina;

e Verificar a estrutura dos complexos utilizando técnicas espectrofotométricas (UV-Vis,
infravermelho, luminescéncia), ressonancia magnética nuclear de *H (RMN!H), técnicas
eletroquimicas (voltametria ciclica) e analise elementar;

e Investigar e determinar a interacdo do complexo com DNA empregando técnicas
espectroscépicas (absorcdo e emissdo na regido do UV-visivel), através de ensaios de
fotoclivagem por eletroforese em gel de agarose;

e Verificar a capacidade de geracdo de espécies radicalares oxigenadas no escuro e sob
irradiacdo de luz azul, verde e vermelha;

e Determinar a lipofilicidade do complexo (LogP);

e Avaliar o desempenho dos compostos, através de ensaios biologicos, em bactérias Gram
positivas e negativas;

e Avaliar a viabilidade celular do complexo frente a linhagens de células cancerigenas.
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3 MATERIAIS E METODOS

As sinteses dos complexos foram desenvolvidas no Laboratorio de Bioinorgéanica,
do Departamento de Quimica Organica e Inorganica (DQOI), UFC. As medidas de RMN foram
realizadas no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressondncia Magnética Nuclear —
CENAUREMN (UFC). Os ensaios biologicos foram realizados em parceria com o Laboratdrio
Integrado de Biomoléculas - LIBS (UFC) (Dr. Prof. Edson Holanda).

3.1  Reagentes, solventes e solugdes.

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza analitica, sem
purificacdo prévia. A agua utilizada em alguns dos procedimentos foi obtida de um
equipamento de ultrapurificacdo de grau milliQ (Direct Q 3UV, com bomba MILLIPORE) e
os demais solventes empregados (Acetonitrila, DMF, Etanol, Acetona) foram de grau HPLC.

Os reagentes tricloreto de ruténio triidratado, 2-aminoatraceno, N,N'-
diisopropilcarbodiimida (DIC), 1-hidroxi-benzotriazol, biotina, etilenodiamino, N-
metilmorfolina, 1,10-fenantrolina-5,6-diona, o-fenilenodiamino de procedéncia Aldrich, foram
utilizados sem qualquer purificagdo prévia. Calf thymus DNA (CT DNA) obtido da Sigma-
Aldrich foi utilizado nos ensaios de interagdo com 0 DNA. As medidas eletroquimicas foram
realizadas utilizando-se como eletrdlito suporte uma solugdo 0,1 mol L™ de perclorato de

tetrabutilamonio (PTBA) em acetonitrila grau HPLC, de procedéncia Tedia.

3.2  Equipamentos e Técnicas experimentais
3.2.1 Espectroscopia de Absorcéo Eletronica na Regidao do UV-visivel

Os espectros eletronicos na regido do ultravioleta e visivel em solucdo foram
obtidos utilizando-se um espectrofotdometro Varian, UV-Vis-NIR Cary 5000, acoplado a um
computador. As amostras foram analisadas em solu¢do usando-se cubetas de quartzo

retangulares de caminho optico de 1,0 cm.

3.2.2 Espectroscopia vibracional na regidao do Infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho dos compostos foram obtidos utilizando-
se um Espectrofotdometro de Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR da ABB
Bomem FTLA 2000-102, com janela espectral variando entre 4000 e 400 cm™. As amostras

foram obtidas a partir de amostras dispersas em pastilhas de brometo de potassio (KBr).
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3.2.3 Modelagem Molecular — Célculos quanto-mecanicos

Célculos computacionais foram realizados no Centro Nacional de Processamento
de Alto Desempenho em Sdo Paulo (CENAPAD SP) localizado na Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). Utilizou-se os softwares GaussView 5.0 (DENNINGTON, et al.,
2009) para geracdo dos inputs e o Gaussian09 (FRISCH, et al., 2009) para execugdo dos
calculos em maquinas disponiveis em um ambiente IBM Power 750 Express Server. A
otimizacdo das geometrias dos complexos foi realizada utilizando DFT (densidade funcional),
por meio do funcional hibrido B3LYP (LEE, et al., 1988; BECKE, 1993; STEPHENS, et al.,
1994). O conjunto de bases LANL2DZ (HAY; WADT, 1985) foi usado para descri¢do do
atomo de ruténio e 6- 31G(d) (FRENKING; KOCH, 1986) foi utilizado para os demais atomos
(C, H, O, N, S). Foram realizadas simula¢c6es envolvendo a presenca de solvente acetonitrila
com o uso do modelo de solvatacdo polarizada continua (PCM) (MENNUCCI, et al., 1997). Os
espectros eletrénicos tedricos foram simulados atraves de TD-DFT (MARQUES, et al., 2012),
também utilizando o funcional B3LYP e o conjunto misto de bases citado anteriormente.
Determinacdo dos valores de contribuicGes percentuais de orbitais bem como andlise das
transicOes eletronicas foram efetuadas empregando os softwares Chemissian 4.23 e GausssSum
3.0.

3.2.4 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas dos complexos sintetizados foram realizadas utilizando-
se um sistema eletroquimico potenciostato/galvanostato BAS Epsilon E2 818 a temperatura
ambiente, utilizando uma célula convencional de trés eletrodos. As medidas eletroquimicas para
0os compostos Ru-dppzCl> e Ru-biot foram realizadas em solugdo de perclorato de
tetrabutilaménio (PTBA) 0,1 mol L™ em acetonitrila, utilizando eletrodos de carbono vitreo,
platina e Ag/AgCl imerso em solugdo contendo o eletrélito utilizado como eletrodos de
trabalho, auxiliar e referéncia, respectivamente. Utilizou-se ferroceno como padréo interno,

admitindo que o par redox ferroceno (Fc+/0) apresenta E1» = 0,326 V vs Ag/AgCI.

3.2.5 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e COSY foram obtidos em
um espectrometro AVANCE DPX 300 Bruker, a 300 MHz, utilizando como solvente deuterado
dimetilsulfoxido (DMSO).
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3.2.6 Espectroscopia de emissao
Os espectros de emisséo foram obtidos utilizando-se Fluorimetro Estacionario QM-
40 (PTI). As amostras foram analisadas em solucdo usando-se cubetas de quartzo retangulares

de caminho o6ptico de 1,0 cm.

3.2.6.1 Rendimento quantico de emissao
A equacao abaixo foi empregada para o calculo do rendimento quantico de emisséo:

vom ra) = la Abs (padrio) jexc
em (amostra) = Ip” Abs (amostra) sexc

. ®em (padrio) (1)

Onde la e Ip séo as areas dos espectros corrigidos de emissdo da amostra e do
padrdo, respectivamente, obtidos nas mesmas condi¢des experimentais, Abs sdo as absorbancias
das solu¢des no mesmo comprimento de excitagdao e @p € o rendimento quantico do padrao. Os
valores utilizados para o rendimento quantico do padrio [Ru(bpy)s]** foram:
(®(Metanol) = 0,045; ®(Acetonitrila) = 0,061; ®(Diclorometano) = 0,062; ®(DMF) = 0,068)
(LO; LEE, 2004).

3.2.6.2 Rendimento quéantico de geracéo de 'O2

O calculo da geragdo de oxigénio singlete (®A) foi determinada aplicando 1,3-
difenilisobenzofurano (DPBF) como sonda, via fluorescéncia (DING, et al., 2006). Os
espectros foram obtidos nas seguintes condigdes: Aexc = 410 nm, varredura = 420 — 550 nm e
fendas = 0,3 mm.

O experimento foi realizado com 2,5 mL das solugdes dos complexos de Ru-
dppzClz, Ru-anth e Ru-biot (20 pM) em etanol contendo 20 uM de DPBF adicionados em uma
cubeta de quartzo. A irradiacdo das amostras foi efetuada com um sistema de monoLED, LEDs
de Amax = 632 nm (vermelho), Amax =520 nm (verde) e Amax = 463 nm (azul) em intervalos de 3
minutos, 10 segundos e 2 segundos, respectivamente. Azul de Metileno, Rosa bengala e
[Ru(bpy)s]?* foram usados como padrdes. O valor de @, para os complexos foi determinado a
partir da equacdo (2) (DING, et al., 2006):

k_a _ cDA(amostra)
kp - da (padréo)

onde ka e kp sdo os coeficientes angulares das curvas cinéticas In (1 / 1) vs tempo de irradiacdo

(2)

da amostra e do complexo padrdo. | e lo sdo as intensidades dos espectros de emissao em Varios

tempos e zero, respectivamente.
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3.2.7 Interacdo com DNA
3.2.7.1 Titulacdo de DNA (monitorado por espectroscopia de absor¢ao eletronica)

A titulacdo espectrofotométrica com o CT-DNA foi efetuada em uma faixa de 200
a 600 nm, a fim de verificar a interacdo do complexo com o DNA de uma maneira intercalativa.
As medidas foram realizadas em concentragdo constante do complexo (10 pM) com sucessivas
adicbes de CT DNA 10 mM em tampao tris-HCI pH = 7,5. A analise dos dados da titulacédo
permite o calculo da constante de ligacdo intrinseca (Kb) entre o complexo e 0 DNA, equacao 3
(PYLE, et al., 1989). O Ky mede a forca de ligagdo do complexo ao DNA e nos permite
comparar quantitativamente complexos entre si e com o intercalador classico, brometo de etidio
(WARING, 1965). A equacao abaixo foi utilizada para o célculo.

[DNA] _ [DNA] 1 .
ca- ef eb-ef Kb (eb- £f) ®)

Sendo que &f, €a e eb correspondem ao coeficiente de extingdo molar para 0 complexo metalico

livre, para cada adicdo de DNA e para o complexo totalmente ligado, respectivamente.

3.2.7.2 Titulagdo de DNA (Monitorado por luminescéncia)

As medidas foram realizadas em concentragéo constante do complexo (10 uM) com
sucessivas adi¢cdes de CT DNA em 10 mM de tampéo tris-HCI pH = 7,5. A constante de ligagédo
(Kp) foi determinada utilizando a equagéo abaixo (PYLE, et al., 1989).

acip |- <b2 — 2Kb2[Ru][DNA] /S) 12

Ib—1If 2Kb[Ru]

(4)

Em que b =1 + Kb[Ru] + Kb[DNA]/2s e If, Ib e la correspondem a intensidade de
emissdo do complexo livre, para o complexo ligado ao DNA e para cada adi¢cdo de DNA,

respectivamente.

3.2.7.3 Titulagdo do aduto DNA/Brometo de Etidio

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos utilizando um Fluorimetro modelo
QM-40 (PTI). Numa cubeta foi adicionado 2 mL de tampéo Tris-HCI 50mM, pH 7,5, contendo
1,5 uM de brometo de etidio (EB) (Atencdo: reagente mutagénico) com 10 uM de CT DNA.
Logo apds foram realizadas 10 adi¢des de 2 puL de uma solucdo 1 mM do complexo em estudo.
Para calcular a supressdo de fluorescéncia foi utilizada a equagdo de Stern-Volmer
(SIRAJUDDIN, et al., 2013):
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11_0 =1+ Ksv[Q] (5)

onde lo e | séo as intensidades de emissédo na auséncia e presenca do supressor (complexo),
respectivamente, Ksv € a constante de supressdo de Stern-Volmer e [Q] é a concentragdo do
supressor. A constante aparente de ligacdo também foi calculada através da equacdo abaixo
(LEE, et al., 1993).

Kes[EB] = Kapp[Complexo] (6)
onde Keg = 1,0 x 10’ M1, [EB] =1,5 uM e [complexo] é a concentragdo que causou 50% de

supressao da fluorescéncia inicial do brometo de etidio.

3.2.7.4 Eletroforese em gel de agarose

O estudo de fotoclivagem foi realizado empregando a técnica de eletroforese em
gel de agarose. As solucdes dos complexos Ru-anth e Ru-biot (concentragdes 0 — 30 pM) foram
adicionadas a solucdo contendo o DNA superenovelado plasmidal pBR322 (20 umol L™ pares
de base) em tampéo tris-HCI, pH = 8, onde foram incubados para serem irradiados ou mantidos
no escuro. O padrdo de bandas foi verificado em gel de agarose (0,8 %) com tampdo TAE
pH = 8,0, coradas com GelRed™ e analisado usando o fotodocumentador Gel DocTM XR +
System (Biorad). O experimento de irradiacao foi feito com LED’s (Basetech Conrand, 1.7 W)
em diferentes comprimentos de onda: azul (Améx = 463 nm), verde (Amax = 520 nm) e

vermelho (Amax = 693 nm) a uma distancia de 17 cm da cubeta.

3.2.8 Coeficiente de Particao (LogP)

Os valores de coeficiente de particéo (log P) para os complexos Ru-biot, Ru-anth e
Ru-dppzCl; foram determinadas pelo método “shake-flask”, utilizando-se n-octanol e agua.
Uma aliquota de 1 mL da solucéo de particdo (complexo em agua) é transferida para uma cubeta
de quartzo para que seja lida e registrada a absorbancia inicial da solugdo para a particéo.
Posteriormente, 1 mL da solucdo de particdo (fase aquosa) foi transferido para um béquer e
1 mL de n-octanol é adicionado. Em seguida, a solugdo é submetida a agitacdo magnética por
24 horas. Ap0s esse periodo, a solucdo é transferida para tubos de eppendorf e submetidos a
centrifugacdo (7 minutos) para separar totalmente as duas fases. Posteriormente, uma aliquota
de 1 mL da fase aquosa é transferida para uma cubeta de quartzo, de caminho 6ptico de 1 cm,
e realizada a leitura da absorbancia final (A= 467nm). Os procedimentos foram realizados em

temperatura de 25°C e o logP foi calculado através da equagéo abaixo.
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[Ru] octanol
[Ru] agua

Em que [Ru]octanol € @ concentragdo do composto em 1-octanol e [Rulsgua € a

logP = (7)

concentracdo do composto na fase aquosa. A concentracdo em fase organica foi obtida de
maneira indireta, através da determinacdo da absorcao inicial e final, ou seja, antes e depois da
particio do complexo®’. Para a quantificagdo da concentracio em fase aquosa foi realizado

curvas de calibragdo para cada um dos complexos. As medidas foram realizadas em duplicata.

3.2.9 Ensaios Bioldgicos
3.2.9.1 Microorganismos, Linhagem celular e condigdes de cultura

As bactérias utilizadas nesse estudo foram: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 11303 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145, todas da American Type Culture Collection (ATCC).

As cepas foram armazenadas em uma solucéo de BHI (Brain Heart Infusion) e 20%
(v/v) de glicerol a -80 °C. Os microrganismos foram inseridos em placas de petri contendo BHI
(Brain Heart Infusion) agar e incubados em condicdes aerdbicas (5% de CO,) a 37°C durante
24 h. Apos o crescimento em placas de agar, as col6nias individuais foram removidas e
inoculadas em 5 mL de meio de BHI suplementado com 1% de sacarose e incubadas durante
18 h a 37°C. A cultura foi transferida para eppendorf e centrigugados (5000 rpm, 4°C por 5
min), ressuspendida em novo meio BHI estéril (2x concentrado) com 2% de sacarose. Antes de
cada ensaio antibacteriano, a concentracio celular final foi ajustada para 2x10° unidades
formadoras de coldnias (cfu) mL™.

As linhagens utilizadas nesse estudo foram: Hacat ; PCS-200-011 (queratindcitos
humanos), MCF-7 ; HTB-22® (adenocarcinoma de mama), A549 ; CCL-185®), (carcinoma de
pulmdo humano) e LS174T; CL188TM (adenocarcinoma colorretal), ambas obtidas da
ATCC® (American Type Culture Collection, EUA), através do Banco de células do Rio de
Janeiro (BCRJ). A linhagem MCF-7 foram cultivadas em frascos T-25 contendo meio RPMI
1640 Medium (GE-Hyclone® ) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) (GIBCO®
- life Technologies), 100 U/mL de penicilina, 1% de L- Glutamina ¢ 100 pg/mL de
estreptomicina (GIBCO® - life Technologies) a 37°C, atmosfera: 95% de umidade / 5% de
COo.. As linhagens Hacat, A549 e LS174T foram cultivadas em meio DMEM (GE-Hyclone®)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) (GIBCO® - life Technologies), 100 U/ml
de penicilina, 1% de L- Glutamina e 100 pg/ml de estreptomicina (GIBCO® - life

Technologies) e mantidos nas mesmas condicdes ja citadas. O meio era substituido a cada trés
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dias e ao atingirem 90% de confluéncia as células eram tratadas com tripsina (0,025% tripsina

/0,1% EDTA) e subcultivadas e/ou usadas para ensaios de viabilidade.

3.2.9.2 Atividade antibacteriana

A susceptibilidade das bactérias aos complexos de ruténio citados nesse trabalho
foi avaliada pela concentracdo bactericida minima (MBC) e a concentracdo minima inibitéria
(MIC) dos complexos. A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos complexos foi realizada
segundo o ensaio de microdiluicdo seriada em placas de 96 pocos. Primeiramente o complexo
foi solubilizado em mulsdo (&dgua destilada estéril e DMSO 8%), permanecendo na
concentragdo final de 125 ug mL™. Posteriormente, realizou-se uma diluicdo seriada para
obtencéo de diferentes concentragdes (62,5 — 1,95 pg mL™) da substancia. Para a determinagéo
da atividade antimicrobiana, o complexo foi submetido ao teste de microdiluigdo utilizando
placas de poliestireno de 96 pocos. Cada poco da placa foi preenchido inicialmente com 100
uL do complexo de ruténio em diferentes concentragfes. Em seguida, adicionou-se 100 pL da
suspensio bacteriana (concentragdo de 2x10° cfu mL™), obtendo-se um volume final de 200
uL. Essas placas foram submetidas a irradiagdo com LED azul por 1 hora ou mantidas no
escuro, incubadas por 24 horas, a 37°C com 5% de CO. A avaliagéo do crescimento bacteriano
foi mensurada através da turbidez dos pogos com auxilio do leitor de microplacas (SpectraMax
i3), a um comprimento de onda de 620 nm. Para a medi¢do de MBC, foram removidos 10 pL
de cada poco onde ndo apresentaram crescimento microbiano apds 24 horas de incubagéo,
seguido de inoculacdo em placas de petri com meio BHI agar e posteriormente incubadas sobre
as mesmas condi¢des ja descritas. Apds o periodo de 24 horas avaliou-se a presenca de unidades
formadoras de coldnias (ufc).
3.2.9.3 Células cancerigenas

Apos a tripsinizagdo, as células (2x10% 200 uL/pogo) foram incubadas em placas
de cultura de microensaios (96 pocos), em uma estufa durante 24 horas a 37°C, atmosfera: 95%
de umidade e 5% de CO.. Em seguida, 0 meio foi retirado e ocorreu a adi¢do de 200 pL de
meio suplementado contendo os complexos de ruténio em estudo nas concentragdes de 100; 50;
25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 ug mL™. Apo0s 48 horas, 0 meio foi retirado e substituido por 100 uL.
de meio ndo suplementado contendo o sal tetrazolium MTS (CellTiter 96® Aqueous MTS
Reagent Powder, Promega, WI, USA) de acordo com recomendacdes do fabricante. Em um

leitor de microplacas (SpectraMax i3 MultiMode Microplate Reader) com comprimento de
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onda de 490 nm foi medida a densidade Gtica. Foram realizados trés ensaios de viabilidade
independentes e em triplicata. A viabilidade celular foi calculada pela equacéo 8:
Viabilidade celular (%) = AbSago nm(extrato) /Absagonm (controle) x 100% (8)

3.2.10 Medicdes de ligagado de avidina

3.2.10.1 Coluna de excluséo de gel

A medicdo da ligacdo do complexo Ru-biot a avidina foi realizada usando uma
coluna de exclusdo de gel a base de poliacrilamida (micro Biospin® 6, Biorad). Esta coluna foi
preparada executando uma troca de tampéo usando tampao de fosfato de potassio 50 mM, pH
7,4, conforme recomendado pelo fabricante. Trés amostras foram preparadas nesse tampéo, A:
apenas Ru-biot (100 uM), B: Ru-biot (100 uM) com avidina (100 uM) e C: Ru-biot (100 uM)
com avidina (100 uM ) mais biotina (1 mM). Essas amostras foram incubadas por 1h antes de
serem aplicadas na coluna. A amostra excluida foi coletada seguindo as instru¢des do fabricante

(1.000 x g por 4 min) e usada para obter um espectro eletrénico.

3.2.10.2 Titulagéo de luminescéncia

Uma solucéo estoque de Ru-biot (395 uM, em 4% DMSO / 4gua) foi preparada em
tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,4, e adicionada a uma cubeta contendo 500 pL de uma
solucdo de avidina (4 UM ou 16 uM de locais de ligacdo), e também para outra cubeta sem
avidina como controle. Cada adicdo de Ru-biot foi de 2 pyL até 24 uL no total, ou ca.
Concentracdo final de 19 pM, que evitou quaisquer efeitos de diluicdo significativos. Foi
realizado um tempo de incubagdo de 2 min apds cada adi¢cdo de Ru-biot. Apds esta titulagdo,
biotina (100 mM) foi adicionada a cubeta para atingir 5, 10, 20 e 100 vezes o excesso molar de

biotina em comparagdo com Ru-biot, onde os espectros de luminescéncia foram obtidos.

3.3  Sintese dos ligantes
3.3.1 Sintese dos compostos 4’-metil-2,2’-bipiridina-4-acido carboxilico (bpy-COOH) e
dipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazina (dppz)

Os compostos precursores, bpy-COOH e dppz foram preparados conforme
descritos na literatura (McCAFFERTY, et al., 1995; DIGKESON; SUMMERS, 1970).

3.3.2 Sintese do 4’ metil -N-(antracen-2-il) -/2,2 bipiridina] — 4 — carboxamida (bpy-anth)
Para a sintese do ligante bpy-anth foi realizado o seguinte procedimento: dissolveu-
se 100 mg (0,471 mmol) de 4’-metil-2,2’-bipiridina-4-acido carboxilico e 87 uL (0,619 mmol)
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de N, N'-diisopropilcarbodiimida (DIC) em 5 mL de DMF sob agitacdo. Apds 30 minutos foi
adicionado 63,1mg (0,466 mmol) de 1-hidrdxi-benzotriazol, agitando-o por 1 hora. Em seguida,
adicionou-se 135 mg (0,706 mmol) de 2-aminoantraceno) e 20 uL (0,181 mmol) de N-
metilmorfolina. A reacdo processou-se durante toda a noite a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, a solucdo resultante foi precipitada com agua, filtrada e lavados com acetona gelada.

Rendimento: 65%.

3.3.3 Sintese da 4-(N-((2-biotinamido)etil)amido)- 4’- metil-2,2°-bipiridina(bpy-biot)
O procedimento foi semelhante ao descrito para a preparacdo do ligante 4’-metil-
N-(antracen-2-il)-[2,2 bipiridina]-4-carboxamida, exceto que foi adicionado 95 mg

(0,33 mmol) de biotiniletilenodiamino, ao invées de 2-aminoantraceno. Rendimento: 69%.

3.4 Sintese dos complexos
3.4.1 Sintese do complexo precursor [Ru(dppz)(bpy-ant)Cl2] — (Ru-dppzCly)

Para a sintese do complexo precursor, utilizou-se metodologia semelhante a da
literatura para obtencdo do complexo [Ru(bpy)2Cl2] (LISKA, et al., 1988). Para tal, solubilizou-
se 100 mg (0,397 mmol) de RuCls.3H20 juntamente com 150 mg (0,532 mmol) de dipirido[3,2-
a:2',3'-c]fenazina, 155,6 mg (0,4 mmol) de 4’ metil -N-(antracen-2-il) -[2,2’bipiridina]-4-
carboxamida e 131 mg de LiCl (3,096 mmol) em 40 mL de DMF. Manteve-se a mistura sob
refluxo e agitacdo por 8 horas. Apos este periodo um precipitado preto foi recolhido por

filtracdo, lavado com acetona gelada e seco a vacuo. Rendimento: 70%

3.4.2 Sintese do complexo [Ru(bpy-anth)(bpy-biot)(dppz)](PFs)2- (Ru-biot)

Em um baldo de 50 mL dissolveu-se 100 mg (0,118 mmol) de [Ru(bpy-
anth)(dppz)Cl2] com 75 mg (0,176 mmol) do ligante bpy-biot em uma relacdo estequiométrica
complexo precursor/ligante (1:1,5) em 30 mL de etanol. Manteve-se a reacdo sob refluxo e
agitacdo por 12 horas. Ao final desse periodo, a mistura foi rotoevaporada até a secura.
Posteriormente o solido foi dissolvido em 20 mL de dgua destilada com agitacdo e aquecimento
a 55°C por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se gotas de solugéo saturada de NH4PFs para
precipitagdo e agitou-se por 30 minutos. O precipitado foi recolhido por filtragdo, lavado com

agua e seco a vacuo. Rendimento: 55%
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacdo dos compostos
4.1.1 Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho

A Figura 8 ilustra os espectros vibracionais na regido do Infravermelho para os
ligantes bpy-biot e bpy-anth, bem como os complexos Ru-dppzCl. e Ru-biot, em pastilha de
KBr. As atribuicGes das bandas observadas foram feitas com base na literatura e estdo
sumarizadas na Tabela 1 (PAVIA, etal., 2010; KATCKA; URBANSKI, 1964; SILVERSTEIN,
et al., 2005; LO; LAU, 2007; HARRISON, et al., 2013).

A banda em 1643 cm™ no espectro de Infravermelho do ligante bpy-anth é
indicativa do acoplamento da 4-metil-2,2’-bipiridina-4’-acido carboxilico com o corante 2-
aminoantraceno. Esta frequéncia ¢ atribuida ao estiramento da ligacdo dupla carbono-oxigénio
da amida. Para o ligante bpy-biot, as bandas de estiramento da ligacdo C=0 em 1690 e
1635 cm™* sdo referentes a amida ciclica da biotina e a amida alifatica, respectivamente. A
auséncia da banda em 1700 cm relativo a carbonila do ligante de partida 4-metil-2,2’-
bipiridina-4’-acido carboxilico reforca, em ambos os casos, a obtencdo dos compostos
desejados.

Nos complexos Ru-dppzCl, e Ru-biot, os estiramentos C=0 do grupamento amida
apresentam frequéncias vibracionais em 1657 e 1631 cm™2, respectivamente. O estiramento
C=0 do grupo amida pertencente a cadeia ciclica do fragmento biotina do complexo Ru-biot é
observado em torno de 1665 cm~ e o forte sinal em 840 cm™* foi atribuido a deformagc&o angular
do &nion PFs~. Na Tabela 1, as principais tentativas de atribuigcdo das frequéncias vibracionais

estdo relacionadas.
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Figura 8 - Espectro vibracional na regido do Infravermelho dos compostos: bpy-anth (—), bpy-
biot (—), Ru-dppzCl, (—) e Ru -biot (—) em pastilha de KBr.
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Fonte: elaborada pelo autor.



Tabela 1 - Bandas mais relevantes dos ligantes e complexos sintetizados medidos por FTIR.

v(em™)
bpy-anth  bpy-biot Ru-dppzCl» Ru-biot Atribuicéo
3255 3302 3077 3287 — 3060 v (N-H)
(amida)
2932 2940 2936 2929 v (C-H) da
metila
- 2851 - 2856 v (C-H) de
CH;
1643 1635 1657 1631 v (C=0) de
amida alifatica
- 1690 - 1665 v (C=0) de
amida ciclica
1587 — 1553 1568 — 1541 1545 — 1525 v (C=C) de
1546 aromaticos
1477 1464 1490 — 1410 1460 — 1412 v(C=C)ev
1430 (C=N) de anéis
bipiridinicos
1359 1333 1357 1358 8 (C-H) da
metila
1106 1120 1074 1076 v (C-N) de
aromaticos
- - - 840 & PFe
763 737 742 763-742 3 (C-H)
aromaticos

v = estiramento simétrico; & = deformagcdo angular.
Fonte: elaborada pelo autor.

4.1.2 Anélise Elementar
A fim de validar a formulag¢éo proposta dos compostos sintetizados, empregou-se
analise elementar de carbono, nitrogénio, hidrogénio e enxofre (CHNS), cujos resultados estdo

apresentados na Tabela 2, no qual em paréntese encontra-se os resultados teoricos.
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Tabela 2 - Dados de analise elementar de C, N, H e S para o ligante bpy-biot e complexo Ru-
biot.

Composto Experimental (Teérico)
C% H% N% S%
bpy-biot 59,24 6,28 17,62 6,69
(C24H30NsO3S) (59,73) (6,26) (17,41) (6,64)
[Ru(bpy-anth)(bpy- 51,79 4,01 11,55 2,04
biot)(dppz)](PFe)2.2H20 (51,64) (4,01) (11,51) (2,02)
(RuCesHs9N1304S)

Fonte: elaborada pelo autor.

De acordo com os dados da Tabela 2, pode-se observar que os valores tedricos estao
coerentes com 0s obtidos experimentalmente tanto para o ligante contendo biotina quanto para

o complexo, confirmando a proposta molecular do complexo.

4.1.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *H

Os espectros de RMN de *H para os ligantes bpy-anth e bpy-biot obtidos em DMSO
deuterado estdo ilustrados nas Figuras 9 e 10. O espectro do ligante dppz se encontra no
Apéndice A. As atribuicbes foram realizadas conforme a literatura (LO; LEE, 2006; ZIGLER,
et al., 2006).
Figura 9 - Espectro de Ressonancia Magnética de 1H para o ligante bpy-anth em DMSO
deuterado, obtido na frequéncia de 300 MHz.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 10 - Espectro de Ressonancia Magnética de *H para o ligante bpy-biot em DMSO
deuterado, obtido na frequéncia de 300 MHz.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Com a perda da simetria do ligante 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina, apds o acoplamento
do 2-aminoantraceno, foi observado 6 sinais de hidrogénio ndo equivalentes no espectro de
hidrogénio para o fragmento bipiridinico. O sinal menos protegido do composto encontra-se
em 10,28 ppm, relativo ao hidrogénio amidico (8) e o mais protegido encontra-se em 2,47 ppm,
do grupo metila (7). Os sinais em 8,80 (17), 8,51 (16, 11), 8,09 (10), 8,05(15, 12), 7,86 (9) e
7,48 (13,14) ppm séo relativos aos hidrogénios do grupo antracenil.

Similarmente, 6 sinais sdo observados para a bipiridina modificada com o ligante
biotina. Para este ligante, no entanto, o hidrogénio mais desprotegido € o 4 que esta proximo ao
N piridinico. O singleto em 2,89 ppm ¢é referente ao hidrogénio 7 do grupo metila. Os
hidrogénios amidicos alifaticos 8 e 11 apresentam deslocamentos quimicos em 8,97 e 7,98 ppm,
respectivamente, enquanto os hidrogénios amidicos ciclicos 19 e 20 estdo na regido de 7,32-7,6
ppm. Os sinais em 1,31 (13, 14 e 15) e 2,19 (12) ppm foram atribuidos aos hidrogénios
metilénicos da biotina, enquanto os hidrogénios da cadeia ciclica da biotina estdo em 4,28 (21,
22), 2,85 (16) e 2,72 (17,18) ppm.

Os espectros de RMN de H para o complexo esta apresentado na Figura 11. As
atribuicbes dos sinais de hidrogénios observados foram realizadas de acordo com a literatura
(LO; LEE, 2006; ZIGLER, et al., 2006; SOLOMONS, et al., 2014). O espectro bidimensional
COSY de RMN *H (Apéndice C) auxiliou na atribuicdo dos picos, além da analise comparativa
com os ligantes livres e as integracdes. Comparando-se o espectro de RMN de *H dos ligantes

livres (figura 7 e 8, anexo A) nas mesmas condic¢des, observou-se o deslocamento de alguns
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picos ao longo do espectro, isso devido a presenga de ligantes w aceptores, promovendo uma

retrodoacao com o centro metalico.

Figura 11 - Espectro de Ressonancia Magnética de 1H para o complexo Ru-biot em DMSO
deuterado, obtido na frequéncia de 300 MHz.
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Fonte: elaborada pelo autor.
Os hidrogénios do dppz H-1 e H-10, proximos ao N piridinico, apresentaram

equivaléncia magnética em torno de 9,56 ppm, assim como os H-3 e H-8 em 9,01 ppm, H-4 e
H-7 em 8,43 ppm, H-2 e H-9 em 8,04 ppm, e H-5 e H-6 em 8,00 ppm. Através do espectro
bidimensional COSY (Anexo C) foi visto o acoplamento dos hidrogénios do ligante dppz (H-1
e H-10; H-2 e H-9; H-4 e H-7; H-5 e H-6).

Com relacdo a bipiridina funcionalizada com o antraceno ha um singleto em 8,51
ppm, referente aos hidrogénios 16¢ e 11c, que quando comparada ao ligante livre tém os
mesmos hidrogénios em 8,50 ppm. Os hidrogénios 4b e 5b aparecem em 8,68 ppm e 8,02 ppm,
respectivamente, sendo possivel observar seus acoplamentos. Em torno de 7,50 ppm é visto um
tripleto referente aos hidrogénios 13c e 14c. Na faixa de hidrogénio ligado a carbono alifatico
aparece um singleto associado aos hidrogénios do grupo metila em 1,89 ppm (Anexo B).

Para a bipiridina funcionalizada com a biotina o sinal em torno de 7,31 ppm é
atribuido aos hidrogénios H-19 e H-20, no qual aparecem em torno de 7,29 ppm no ligante
livre, 0 que torna a atribuicdo consistente. O hidrogénio 1a em 7,91 ppm acopla com 0 2a em
torno de 7,74 ppm, 0 5a em 8,57 ppm acopla com o 4a em 8,82 ppm (Anexo C). Os hidrogénios
H-21 e H-22 aparecem em 4,51 ppm como multipleto, no ligante livre aparecem em 4,28 ppm.
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Na faixa de hidrogénio ligado a carbono alifatico aparecem dois singletos associados aos
hidrogénios do grupo metila, um em 1,89 ppm referente ao grupo metila presente na bpy-anth
e outro em 2,53 ppm referente ao grupo metila na bpy-biot (Anexo B).

Podemos concluir que os espectros de RMN de 'H indicam a coordenagdo dos
ligantes funcionalizados ao centro metalico. Todas as atribuicdes dos espectros de RMN H

para 0s compostos estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Deslocamentos quimicos de RMN *H e atribuices para os ligantes (bpy-anth e bpy-

biot) e Ru-biot.

Ru-biot Ligantes
6 (ppm) H o(ppm) H
8,86 6b 8,98 6
8,68 4b 8,87 4
8,78 17c 8,80 17
8,58 2b 8,58 2
bpy-anth 8,50 16¢, 11c 8,51 16, 11
8,45 — 8,47 3b 8,36 3
8,26 10c 8,09 10
8,22 15¢, 12¢ 8,05 15,12
8,02 5b 7,97 5
7,78 9 7,86 9
7,55 7,45 13c, 14¢ 7,48 13,14
7,86 1b 7,10 1
8,79 8b 10,28 8
1,89 7b 2,47 7
8,89 8a 8,97 8
8,82 4a 8,82 4
8,74-8,71 6a 8,76 6
7,90 la 8,57 1
8,30 3a 8,25 3
8,06 11 7,98 11
Bpy-biot 8,57 5a 7,82 5
7,74 2a 7,52 2
7,35 7,24 19, 20 7,32 -7,26 19, 20
4,51 21,22 4,28 21,22
4,36 9,10 4,12 9,10
2,56 7a 2,89 7
2,77 -2,74 16 2,85 2,79 16
2,49 - 2,45 17,18 2,72 17,18
1,85 12 2,19 12
1,63 13,14, 15 1,31 13,14, 15

Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 3 (cont.)- Deslocamentos quimicos de RMN H e atribuic@es para os ligantes (bpy-anth

e bpy-biot) e Ru-biot (continuacgéo).

Ru-biot Ligantes
8 (ppm) H é(ppm) H
9,56 1d, 10d 9,69 1,10
9,01 3d, &d 9,53 3,8
dppz 8,45 - 8,40 4d, 7d 8,40 4,7
8,04 2d, 9d 7,98 2,9
8,00 5d, 6d 7,85 5,6

Fonte: elaborada pelo autor.

4.1.4 Espectroscopia de absorcéo na regido do UV-Vis

foram obtidos em solugéo utilizando como solvente acetonitrila.

Os espectros eletronicos (Figuras 12 e 13) dos complexos Ru-dppzCl, e Ru-biot

O espectro eletronico do Ru-dppzCl, apresenta duas bandas de baixas intensidades

em 509 nm e 647 nm, originadas das transi¢des do tipo transferéncia de carga do metal para o

ligante (MLCT) provenientes dos orbitais dn (Ru') para os orbitais pn* dos ligantes

bipiridinicos (LISKA, et al 1988). A absorg¢ao das transi¢oes intraligantes (p* «— pm) do ligante

dppz encontra-se por volta de 365 nm (CHEN, et al., 2011) e as intensas bandas de alta energia

em 255 e 269 nm correspondem as transic¢des intraligante pn* «<— pm dos ligantes bipiridinicos

e anéis aromaticos do grupo antracenil (ABREU, et al., 2017).
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Figura 12 - Espectro eletrdnico na regido do uv-vis do complexo Ru-dppzCl, em acetonitrila

na concentragdo de 1,2x10° mol L. Inset: Expansdo da regi&o entre 400 — 800 nm.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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A Figura 13 ilustra o espectro de absorcdo eletronica para o complexo Ru-biot em

acetonitrila.

Figura 13 - Espectro eletrénico na regido do ultravioleta e visivel do Ru-biot em acetonitrila

na concentragdo 1,6 x10° mol L.
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As bandas em 256 e 268 nm foram atribuidas majoritariamente as transi¢des do tipo
intraligantes (pz* <« pz) dos anéis bipiridinicos e aneis aromaticos do grupo antracenil
(PERKAMPUS, et al., 1966), que sdo comuns a ambos os complexos. Observou-se gque a troca
dos ions cloreto pelo ligante 4-metil-2,2’-bipiridina-4'-(N-((2-biotinamido)etil)amido) (bpy-
biot) alterou a energia de absorcdo da banda MLCT (pz*«dx ) para o complexo obtido, com
deslocamento das bandas em 509 e 647 nm para 437 e 468 nm (LO; LEE, 2004; TROIAN-
GAUTIER; MOUCHERON, 2014) . Esse resultado é esperado, e se explica devido a natureza
n aceptora dos ligantes bipiridinicos no complexo, que por efeito de retrodoagdo (m —
backbonding) tendem a aumentar a magnitude dos desdobramentos dos orbitais ligantes e
antiligantes, diminuindo mais pronunciadamente a energia dos orbitais do tipo txg e
apresentando como consequéncia absor¢des em maior energia (ATKINS; SHRIVER, 2008). A
Tabela 4 exibe de forma resumida todas as transicdes e 0s respectivos coeficientes de
absortividade medidos.

Tabela 4 — Transi¢Oes eletrénicas na regido do UV-vis para os complexos Ru-dppzCl; e Ru-

biot em aetonitrila.

Complexos Amax / nm (g / mol Atribuicéo
Ltcm?)
255 (31.921) pr* «— pn IL (bpy-anth)
Ru-dppzCl2 365 (6.505) on* — pr LLCT (dpp2)
509 (1.046) pr* « dn MLCT
647 (1.193) pr* « dn MLCT
256 (60.036) pr* < pn IL (bpy-anth)
268 (54.387) pr* «— pn IL (bpy-biot)
Ru-biot 368 (20.935) pr* «— pn LLCT (dppz)
437 (12.926) pr* « dn MLCT
468 (13.211) pr* <« dn MLCT

Fonte: elaborada pelo autor.
Estudos computacionais também foram realizados a fim de investigar a natureza

das transicdes eletronicas do complexo, utilizando teoria do funcional da densidade dependente
do tempo (TD-DFT). Os resultados de TD-DFT reforcaram que as bandas de baixa energia
entre 400-550 nm sdo atribuidas a transicdo MLCT (transicdo de carga de metal para ligante).
Indicaram também as transigbes m — w* (IL-intraligante e LLCT-ligante-ligante via

transferéncia de carga) referente aos ligantes aromaticos do antracenil e bipiridinicos. Os
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espectros calculados via TD-DFT sdo apresentados na figura 14. E bastante razoavel a
concordancia entre os espectros tedricos e experimentais. Desse modo, podemos interpretar
com confiabilidade as propriedades espectroscopicas dos complexos em termos de energia e

distribuicéo espacial dos orbitais moleculares.

Figura 14 - Espectros eletronicos do complexo Ru-biot em Acetonitrila, experimental (— )

e teérico (—)
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Fonte: elaborada pelo autor.

As transicdes eletronicas do tipo MLCT previstas teoricamente (Tabela 5) sdo
predominantemente atribuidas a transferéncia de carga de orbitais centrados no ruténio
(HOMO-1, HOMO-3 e HOMO-4) para orbitais dos ligantes bipiridina e dppz (LUMO,
LUMO+1, LUMO+2, LUMO+3).
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Tabela 5 - TransicGes calculadas de estado singlete para o complexo Ru-biot.

Exp. Calc. f _ - )
. Maior contribuicéo Carater
A(mm) A (nm) (tedrica)
580 540  0,0013 HOMO->LUMO n(anth) — 7*(dppz) LLCT
(99%)
550 527  0,1207 HOMO - L+1 n(anth) — 7*(bpy) ILCT
(89%)

457 430 0,2485 H-4 > L+1 (46%)  drn (Ru) — n*(bpy-anth) MLCT
H-32>L+2 (28%) dn (Ru) — n*(bpy-biot)

437 416 0,0916 H-4 2> L+2 (23%) dn (Ru) — n*(bpy-biot) MLCT
H-3 > L+3 (30%) dn (Ru) — n*(dppz)

368 337  0,1493 H-12 > LUMO n(biot) — 7*(dppz) LLCT
(59%) n(dppz) — n*(dppz)
H-9 2> L+4 (21%)
268 293  0,2147 H-16 > L+2 (28%)  m(bpy-biot) — n*(bpy- IL
H-15 - L+2 (29%) biot)
n(dppz) — n*(bpy-biot)
256 291  1,0885 H-12 & LUMO n(biot) — n*(dppz) IL
(13%) n(dppz) — 7*(dppz)

H-9 > L+4 (43%)

Fonte: elaborada pelo autor.
A fim de compreendermos acerca da distribuicdo espacial dos orbitais moleculares
de fronteira do complexo, calculou-se as superficies de contorno dos orbitais. Elas estdo

representadas na figura 15.
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Figura 15 - Superficies de contorno dos orbitais moleculares do complexo Ru-biot calculados
por TD-DFT.
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Fonte: elaborada pelo autor.

No complexo metalico, o &tomo de ruténio contribui majoritariamente com os
orbitais HOMO-1, HOMO-3 e HOMO-4, como observado na Figura 15. Frequentemente, a
literatura descreve orbitais HOMO com um caréter estritamente do metal em sistemas
polipiridinicos. Por outro lado, o orbital LUMO possui contribui¢do majoritariamente do ligante
dppz, LUMO+1 do anth, LUMO+2 do bpy-biot e LUMO+3 do dppz (figura 16). A participacdo
dos orbitais aril pode justificar o aparecimento das transi¢des do tipo IL e LLCT (Tabela 5) em
torno de 520nm nos espectros teodricos. De acordo com os calculos de TD-DFT, a menor
transi¢ao de energia vem de HOMO — LUMO ¢ HOMO — LUMO + 1 com a banda de
absorcdo em 540 e 527 nm, que foram atribuidas as transi¢fes de transferéncia de carga
intraligante (ILCT) e transferéncia de carga ligante-ligante (LLCT). A diferenca de energia
HOMO - LUMO foi calculada em 2,52 eV, o que € totalmente consistente com o intervalo
eletroquimico de 2,32 eV. Além disso, a banda MLCT observada em 468 nm e calculada em
430 nm é uma transicdo que envolve principalmente os orbitais HOMO-4 (Ru (dn)) para o
LUMO +1 (bpy-anth, n*), mas também com contribui¢bes de HOMO-3 (Ru (dn)) para o
LUMO+2 (bpy-biot, n*) e HOMO-4 (Ru (dn)) para o LUMO (dppz, n*). O ombro, observado
em 437 nm foi previsto por TD-DFT em 416 nm, é formado principalmente por uma transicao
de HOMO-3 para 0 LUMO e HOMO-3 para 0 LUMO+3, indicando um carater de transferéncia
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de carga do Ru (dn) para (dppz, ©*) e também uma contribui¢do da transferéncia de carga de
Ru (dm) (HOMO-4) para LUMO+2 (bpy-biot, *).
Figura 16 - Contribuicdes dos orbitais moleculares da espécie Ru-biot em funcdo de seus

fragmentos: Ru (—), bpy-biot (—), bpy-anth ( ), anth (—), biot (—) edppz ( ).
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Fonte: elaborada pelo autor.
O estudo teorico, portanto, mapeou a energia e a distribuicdo dos orbitais

moleculares de fronteira dos complexos, possibilitando o conhecimento da natureza e origem

das transicOes eletronicas de absorgdo observadas experimentalmente.

4.1.5 Espectroscopia de emissdo

As propriedades luminescentes para o complexo Ru-biot e o complexo padréo de
referéncia [Ru(bpy)s]** estdo apresentadas na Figura 17. Os complexos foram excitados no
méaximo de absor¢do (457 nm) da banda de transferéncia de carga metal para o ligante (MLCT),
e observou-se uma banda larga com maximo de emissdo em 631 e 618 nm, respectivamente.
Os perfis espectrais apresentados sao caracteristicos de sistemas polipiridinicos de ruténio e do
estado *MLCT originados do decaimento de estados !MLCT por conversdes intersistema
(JURIS, et al., 1988; KIRGAN, et al., 2007; YANG, et al., 2001). O mé&ximo de emisséo do
Ru-biot é deslocado para o vermelho quando comparado ao [Ru(bpy)s]?*, implicando na

estabilizacdo do estado 3MLCT para o complexo Ru-biot.
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Figura 17 - Espectro de emissdo (excitagdo de 457 nm) para 0 Ru-biot (—) e [Ru(bpy)s]**

(—) em acetonitrila, na concentracéo de 8,2 x 10-®mol L a 25°C.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Os valores de rendimento quantico de emissao na presenca de diferentes solventes
(DMF, metanol, acetonitrila, diclorometano) foram calculados por excitacdo da banda MLCT
em 460 nm. De acordo com a tabela, tem-se que com a mudanca da polaridade do meio ha um
efeito de solvatocromismo, um deslocamento batocrémico (aumento do comprimento de onda
de emissao) € visto com o aumento da polaridade do solvente, isso devido a estabilizacdo do
estado MLCT com solventes polares (SLIM; SLEIMAN, 2004). Analisando os valores de
rendimento quantico, observou-se que no diclorometano (solvente mais apolar) o valor de
rendimento quantico é o maior, inferindo que os processos de desativacdo intramolecular sdo
minimizados em solventes apolares (REICHARDT, 1988; LAKOWICZ, 1983). J4 em solvente
polar prético (metanol), o complexo possui 0 menor valor de rendimento quantico quando
comparado aos solventes aproticos (acetonitrila, DMF e diclorometano), sendo resultado da

perda de energia através de vias ndo radiativas (JURIS, et al., 1988).
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Tabela 6 - Rendimento quantico de emissdo em diferentes solventes.

Dem(Aem(nm))
Diclorometano DMF Acetonitrila Metanol
Ru-biot 0,097 (610) 0,078 (646) 0,070 (631) 0,042 (636)

Ru-anth* 0,031 (627) 0,014 (660) 0,013 (648)  0,0055 (655)

Fonte: elaborada pelo autor. *ABREU, et al., 2017.
Os valores de rendimento quantico de emissao foram calculados de acordo com a

equacdo 1. O complexo com o substituinte biotina apresenta maior valor de rendimento
quantico de emissdo quando comparado com o complexo sem esse substituinte, 0 Ru-anth
(Tabela 6), sugerindo que o estado *MLCT mais estavel esta localizado no fragmento Ru(bpy-
biot). No caso do complexo Ru-anth, o estado 3MLCT localiza-se no Ru(bpy-anth), que por sua
vez transfere energia para o estado 3mm do ligante antraceno, ocasionando supressdo de

luminescéncia do composto (Figura 18).

Figura 18 - Diagrama hipotético simplificado de energia dos compostos Ru-anth e Ru-biot.
EF: estado fundamental.
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.1.6 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica € uma técnica relevante que fornece informagdes sobre a
natureza redox do composto. O voltamograma ciclico do precursor Ru-dppzCl, em 0,1 mol L
de PTBA e a 100 mV s esta ilustrado na Figura 19. Observa-se um processo de oxidacio
Ru?*> Ru®* (Eox= 1,10V) irreversivel vs Ag/AgCI.
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Figura 19 - Voltamograma ciclico do complexo precursor Ru-dpppzCl, obtidos em meio de
acetonitrila contendo PTBA 0,1 mol L (eletrdlito de suporte) com velocidade de varredura de
100 mV s, utilizando eletrodo de carbono vitreo, platina e Ag|AgCl como eletrodos de

trabalho, auxiliar e referéncia, respectivamente. Utilizou-se ferroceno como padréo interno.

F
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E1z=-0831V

E12=-1816 V

-2,0 | -1,5 | -1,0 | -0|,5 ' 0:0 | 0:5 | 1:0 | 15 2,0
Potencial em V vs Ag/AgCIl/CI'

Fonte: elaborada pelo autor.

O potencial de meia-onda referente ao par redox Ru"" do complexo Ru-biot
(Figura 20) € de +1,31 V (processo reversivel). Percebeu-se o deslocamento de potencial para
valores mais positivos quando comparando com o precursor Rudppz-Clz, o qual é descrito na
literatura para complexos de ruténio polipiridinicos, cujos valores de potencial de oxidacao do
centro metalico sdo alterados de acordo com a natureza dos ligantes. Pode-se comparar 0s
valores de potenciais redox de diferentes complexos na Tabela 7 (YANG, et al., 2001). Apos a
coordenacdo da bipiridina substituida pelo grupo biotiniletilenodiamino ocorreu um
deslocamento do potencial, revelando uma maior estabilidade devido a retrodoacao entre 0s
orbitais ©* do ligante e os orbitais dn* do centro metalico, assim ha uma deslocalizacdo de
densidade eletronica do ruténio em diregdo aos ligantes (TROIAN-GAUTIER,
MOUCHERON, 2014).
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Figura 20 - Voltamograma ciclico do complexo Ru-biot obtido em acetonitrila contendo PTBA
0,2mol L (eletrdlito de suporte) com velocidade de varredura de 100 mV s!, utilizando
eletrodo de carbono vitreo, platina e Ag|AgCl como eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia,

respectivamente. Utilizou-se ferroceno como padréo interno.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Os potenciais observados na regido negativa de potencial caracterizam a reducgéo
dos ligantes bipiridinicos, dppz, antraceno e biotina, sugerindo, portanto, a coordenacdo dos
ligantes ao ruténio. Os potenciais em -1,026 V é referente a reducdo do dppz (SUN, etal., 2010).
Enquanto que em -1,247 e - 1,626 V sdo associados as bipiridinas modificadas com antraceno
e biotina, respectivamente (LO; LEE, 2004).

Os dados obtidos na voltametria ciclica indicam fortemente a coordenacdo do
ligante bpy-biot ao centro metélico devido ao adicional deslocamento do potencial redox.
Relacionando os dados obtidos com os dados da espectroscopia de absorcao eletronica, pode-
se observar que ocorreu uma mudanca no valor do comprimento de onda de absorcdo do
precursor, sendo deslocado para o azul, apos a coordenacdo do ligante bpy-biot. Na tabela 7
tem-se os potenciais referentes aos processos redox do centro metalico e dos ligantes e alguns

complexos para fins comparativos.
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Tabela 7 — Voltametria ciclica do Ru-dppzCl,, Ru-biot e Ru-anth obtidas em meio de
acetonitrila contendo PTBA (eletrolito de suporte), utilizando eletrodo de carbono vitreo,

platina e Ag|AgCI como eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia, respectivamente.

Complexo Ru(111/11) Reducéo dos ligantes Ered
Ru-dppzCl2 +1,091 -0,881 - - -1,81
Ru-biot +1,311 -1,012 -1302 -164 -1,88
[Ru(bpy)2(dppz)]* 2 +1,51 -0,73  -1,15  -1,39
Ru-anth? +1,30/ -0,93 - -1,54  -1,74
+1,33

Fonte: elaborada pelo autor. aDELANEY, et al., 2002. ® ABREU, et al., 2017.

4.2  Estudo de geracéo de oxigénio singlete

A geragdo de oxigénio singlete (*O2) foi monitorada, por meio da técnica de
fluorescéncia, utilizando como sonda para detectar a presenca dessa espécie o composto 1,3-
difenilisobenzofurano (DPBF). O consumo de DPBF pode ser quantificado pela diminuigéo da
intensidade de sua banda de fluorescéncia no maximo de emisséo, devido a ocorréncia da reacéo
de oxidagdo promovida pelo 'O,. Esse consumo pode ser expresso como uma fungdo do
rendimento quéntico de oxigénio singlete (®») (DING, et al., 2006; JIANG, et al., 2016). A
Figura 21 ilustra a equagdo quimica que representa a reacao de fotodegradacdo do DPBF
promovida pelo oxigénio singlete.

Figura 21 - Reacdo de fotodegradacdo do DPBF pelo oxigénio singlete.
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Fonte: elaborada pelo autor.
Os espectros de emissdo da fotodegradacdo do DPBF na presenca e na auséncia dos

complexos Ru-dppzCl», Ru-biot e Ru-anth, irradiado com LED azul sdo apresentados na Figura
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22, enquanto os espectros sob irradiacdo de luz verde e vermelho encontram-se no Apéndice D
e E. Os valores de @, foram calculados usando os dados da regressao linear das Figuras 23, 24
e 25 juntamente com a Equagéo 2. Os compostos [Ru(bpy)s]?*, rosa bengala e azul de metileno
foram utilizados como padrdes de referéncia para as medidas de rendimento de geracdo de
oxigénio singlete nas condi¢des empregadas, ou seja sob irradiacdo com luz azul (®»,= 0,84),
luz verde (®A=0,68) e luz vermelha (®»=0,52) (TANIELIAN, et al., 1996; DEROSA;
CRUTCHLEY, 2002). Para fins comparativos, utilizou-se ainda o complexo precursor Ru-
dppzCl; e Ru-anth para verificar a influéncia do ligante bpy-biot.

Figura 22 - Espectros de emissdo do DPBF em fun¢do do tempo de irradiacdo na auséncia(a)
e presenca(b) de [Ru(bpy)s]*; (c) Ru-dppzCl; e (d) Ru-biot, em concentragdo de 16 UM em
etanol. Fendas: 0,3 mm, Aexc= 410 nm. Tempo de irradiagdo = 2 segundos. Amostra irradiada

ex situ usando LED azul.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 23 - Curvas cinéticas do consumo de DPBF em funcéo do tempo de irradiacdo (LED

azul).
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 24 - Curvas cinéticas do consumo de DPBF em fung¢éo do tempo de irradia¢do (LED

verde).
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Fonte: elaborada pelo autor.

Baseando-se nos valores de @4 (Tabela 8), percebe-se que o valor para o Ru-biot ¢
expressivo frente ao precursor (®a= 0,05) e diminuiu ligeiramente de 0,96 (Ru-anth) para 0,75
(Ru-biot) quando irradiado com LED azul. Como mencionado anteriormente o *MLCT para o

Ru-biot esta localizado na bpy-biot, enquanto para o complexo Ru-anth no fragmento 3anth,
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que transfere energia facilmente para o oxigénio molecular, expressando maior valor de @a.
Essa diferenca pode ser a principal razdo para a geragdo mais baixa de oxigénio singlete do Ru-
biot, sendo que a energia ndao pode ser transferida com eficiéncia para o oxigénio. Desta
maneira, sugere-se que o estado *MLCT do complexo Ru-biot pode estar atuando como canal
de transferéncia de energia (intra e intermolecular) para excitar o oxigénio molecular (302) em
funcéo das proximidades de seus niveis energéticos (PASZKO, et al., 2010; DING, et al., 2006) .
Quando irradiado com luz verde o Ru-biot apresentou ®a=0,51 e o Ru-anth ®»= 0,19, resultado
bastante promissor para estudos futuros.

Testes de fotodegradacdo do DPBF irradiado com LED vermelho foram também
realizados, usando como padréo de referéncia o azul de metileno (®a = 0,52) (Apéndice D). A

Figura 25 ilustra a cinética do consumo de DPBF.

Figura 25 - Curva cinética do consumo de DPBF em fun¢do do tempo de irradiacdo (LED

vermelho).
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Fonte: elaborada pelo autor.

Observa-se um menor @4 para o complexo Ru-biot (®a= 0,19), resultado esse que
se mostra consistente com o esperado devido a menor energia da luz vermelha. Entretanto, a
baixa geragdo de O, com luz vermelha para o complexo Ru-anth (®a= 0,031) indica que o
estado *MLCT do complexo Ru-biot, localizado na bpy-biot, estd atuando como canal de
transferéncia de energia para excitar o oxigénio molecular (30). Apesar do valor menor,
quando comparado com a luz azul e verde, ¢ considerada uma produgdo moderada, abrindo

oportunidades futuras.
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Tabela 8 — Valores de rendimento quantico de geragao de oxigénio singlete (@) sob irradiagéo

de luz azul e vermelha. (Aexc =410 nm).

Composto ®a (azul) Da (vermelha) Da (verde)
Ru-anth 0,96 0,031 0,20
Ru-biot 0,75 0,19 0,51

Ru-dppzCl; - - -

Fonte: elaborada pelo autor.

4.3  Estudo de interacdo com DNA
4.3.1 Constante de ligagdo (Kn) DNA-complexo medida por espectroscopia de absorcéo
eletronica

A magnitude da interacdo entre o complexo metalico com o DNA de timo de
bezerro (calf thymus, CT DNA) foi determinada por titulacdo espectrofotométrica
(MAHADEVAN; PALANIANDAVAR, 1997). As quantidades de DNA foram adicionadas
sequencialmente e as mudancas provocadas nos perfis espectrais estdo ilustrados na Figura 26.

Com o aumento da concentracdo de DNA, observa-se que ocorre um efeito de
hipocromismo de 18% das bandas intraligantes (256, 268, 368 nm) e de transferéncia de carga
(437 e 468 nm), alem disso ha um deslocamento batocrémico de 15 nm nestas bandas. Estas
observagdes séo indicativas de interagdes entre 0 DNA e o complexo metalico (LIU, et al.,
2002; NIKOLIS, et al., 2003).

A fim de obter a constante intrinseca de ligacao (Kp) utilizou-se a equacao 3 para o
tratamento dos dados. O valor calculado para K, foi de 6,28 (+0,4) x 105, o que corrobora com
valores de Ky encontrados na literatura para intercaladores similares (Tabela 9). Na Tabela 9
tem-se diferentes complexos citados na literatura com caracteristicas intercalativas e suas
respectivas constantes de ligagcdo. O valor de Kp do complexo sintetizado neste trabalho
(Ru- biot) mostrou-se bastante similar ao seu analogo sem biotina conjugada, indicando que a
incorporacdo de biotina ndo provocou perturbacdes expressivas, e manteve sua excelente

capacidade de interagir com DNA.
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Figura 26 — Espectro de absorcdo eletronica do complexo Ru-biot na auséncia de CT-DNA
(—) e na presenca de quantidades diferentes de CT-DNA em tampéo 0,1 mM Tris-HCI pH 7,5.
Inset: grafico de ea-ef/eb-ef vs [DNA].
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Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 9 - Constantes de ligacdo ao DNA (Kb) para diferentes complexos metélicos de ruténio.

Complexos Kb
Ru-biot 6,28 (+0,4) x 10°
Ru-anth? 6,04 (+0,2) x 10°
[Ru(bpy)2(dppz)]?*® 3,20 x 10°
[Ru(phen)2(dppz)]* ¢ 2,10 x 10°
[Ru(phen)(dicng)2]?* ¢ 3,30 x 10*

Fonte: elaborada pelo autor. *ABREU, et al, 2017. P BURYA, et al., 2011. °CHEN, e al., 2009. ¢ AMBROISE;
MAIYA, 2000.

4.3.2 Constante de associacao (Kn) DNA-Complexo metalico via espectroscopia de emissao
A interacdo do complexo Ru-biot com o DNA foi também investigada pela técnica
de luminescéncia. Apos adicdo do CT-DNA na solucéo, observou-se um aumento gradativo da
banda de emissdo do complexo (Figura 27).
O aumento da intensidade de emissdo do complexo com 0 aumento da concentracao
de DNA sugere a interacdo complexo-DNA. Esta interacdo ocorre provavelmente no sitio

hidrofébico do DNA, protegendo o complexo do meio aquoso, incorporando-o entre as bases
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nitrogenadas da hélice do DNA (HUANG, et al., 2011). Assim, a estrutura do complexo fica
também mais rigida e hd menor perda de energia por rotas de transferéncia de energia nao
radiativa.

O valor de Ky, foi calculado a partir da equacgéo 4, resultando em um K; de 5,8 x
10°. Este valor é comparavel com o previamente medido por espectroscopia de absorcdo

eletronica (6,28 x 10°), reforcando a caracteristica intercalativa do complexo metalico.

Figura 27 - Espectro de emissdo do complexo Ru-biot na auséncia de CT DNA ( ) e na
presenca de quantidades crescentes de CT DNA em tampé&o Tris-HCI pH 7,5. Inset: grafico de
(la-1f)/(1b-If) vs [DNA].
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.3.3 Competicdo com Brometo de Etidio

O brometo de etidio (BE) (Atengdo: reagente mutagénico) é conhecido por interagir
com o DNA por intercalacao, estabelecendo-se entre os pares de bases nitrogenadas (TUITE,
et al., 1997). Este composto apresenta baixa fluorescéncia em solugdo aquosa, porém, quando
intercalado ao DNA, ocorre um forte aumento de fluorescéncia. BE tem sido empregado em
ensaios de competicdo frente a outros agentes intercalantes (MEZLER-NOLTE;
SCHATZSCHNEIDER, 2009). A fim de confirmar a natureza intercalante do complexo Ru-

biot foi realizado um estudo de competicdo na presenca do brometo de etidio (Figura 28). O
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deslocamento e intensificagdo da banda do aduto BE-CT DNA foi monitorado durante titulagéo

com o complexo Ru-biot.

Figura 28 - Espectro de fluorescéncia de BE (Aexc = 480 nm) na presenca de CT DNA a
diferentes concentragfes de complexo metalico (0-18,7uM) em tampao Tris-HCI pH 7,5. [BE]
=1,5uM, [DNA]= 10 uM (A). Grafico Io/l x [complexo] com R? = 0,9793 (B).
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Fonte: elaborada pelo autor.
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De acordo com os espectros de fluorescéncia da Figura 28, observou-se um
aumento consistente de intensidade bem como um deslocamento do méximo da banda emissao
de 600 nm para 596 nm, quando CT DNA ¢ adicionado a solucdo de BE, confirmando a
formacdo do aduto DNA-BE. Apds a adicdo do complexo metalico a solucdo, observa-se uma
supressdao da banda de emissdo, sugerindo que ocorra uma competicdo pelos sitios do
biopolimero (SIRAJUDDIN; BADSHAH, 2013). Todavia, observa-se que ndo hd uma
diminuicdo total da banda de emissdo mesmo apés adicdo de 18,7uM do complexo. Esse
comportamento pode ser justificado, uma vez que o complexo metalico ligado ao DNA
apresenta luminescéncia em comprimento de onda maximo préximo ao de emissdo do BE.
Sendo assim, a luminescéncia do complexo contribui para a emissao total dos espectros
(BURYA, e al., 2011).

Os resultados da titulagdo espectrofluorimétrica foram posteriormente analisados e
calculado a constante de supresséo de Stern-VVolmer (Ksv), empregando-se a equagéo 5. O valor
de Ksv encontrado foi de 6,5 x 10% resultado préximo ao encontrado na literatura para
compostos com diferentes centros metalicos considerados com boa capacidade intercalativa,
como Mn, Cu, Zn na ordem de 102 e Ru na ordem de 10* (SIRAJUDDIN; BADSHAH, 2013;
LAZIC, et al., 2016). Todavia, convém mencionar que esse valor ndo deve ser interpretado
como exato, uma vez que ndo é possivel eliminar completamente a contribui¢do de emisséo que
o complexo metélico confere nessas medidas.

A constante aparente de ligacdo também foi calculada pela equacéo 6 e o valor de
Kapp €ncontrado foi de 1,28 x 10°. Este valor indica que o complexo compete pelos sitios de
ligacdo do DNA deslocando o BE. Assim, os resultados obtidos para o Ru-biot indica ser um
forte agente intercalante de DNA e pode funcionar in vivo através da interagdo com esta
biomolécula (MATHUR; TABASSUM, 2008).

4.3.4 Ensaios de dano ao DNA por eletroforese em gel de agarose

Realizou-se estudos de eletroforese em gel de agarose do DNA pBR322 no escuro
e sob irradiagdo de luz (LED azul, Airrad = 463 nm, LED verde, Airrad = 520 nm e LED
vermelho, Airrad = 693 nm), a fim de verificar a fotodegradacdo do DNA plasmidial através da
ligacdo complexo-DNA e geracao de espécies radicalares. O DNA plasmidial pBR322 pode se
apresentar de trés formas diferentes: forma I, forma Il e forma Ill. A forma | apresenta-se
tensionada sendo chamada de superenovelada, quando sofre quebra em umas das fitas é
chamada de circular aberta ou relaxada (forma 1), estando clivada em um unico ponto, quando

ocorre a quebra nas duas fitas simples, chama-se fita linear (forma I11) (NAVARRO, et al, 2003;
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MEZLER-NOLTE; SCHATZSCHNEIDER, 2009). O controle utilizado sem complexo mostra

o plasmideo pBR322 superenovelado ndo danificado (Figura 29, forma I, linha 2).

Figura 29 - Fotoclivagem do DNA pBR322 (20 uM) na presenca do complexo Ru-biot em
diferentes concentragBes no escuro e apos 1h de irradiagdo em LED azul, vermelho e verde.
Pocos 1: DNA marcador (ladder). Poco 2 e 9: apenas DNA pBR322. Pocos 3-8 e 10-15:
complexo + DNA pBR322 nas seguintes concentragdes: 0,3, 3,0, 7,0, 10, 15 e 30 pmol L7,

respectivamente.
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Fonte: elaborada pelo autor.
Figura 30 - Fotoclivagem do DNA pBR322 (20 pM) na presenca dos complexos Ru-anth em

diferentes concentragdes no escuro e ap6s 1h de irradiacdo em LED azul, vermelho e verde.
Pocos 1: DNA marcador (ladder). Pogo 2 e 9: apenas DNA pBR322. Pogos 3-8 e 10-15:
complexo + DNA pBR322 nas seguintes concentragdes: 0,3, 3,0, 7,0, 10, 15 e 30 umol L7,

respectivamente.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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As figuras 29 e 30 mostram as respostas da clivagem do DNA promovida por Ru-
biot e Ru-anth no escuro e sob irradiacdo. Os complexos foram incubados no escuro e nao
mostraram evidéncia de clivagem do DNA. No entanto, o complexo Ru-biot mostrou
fotoclivagem do DNA eficiente sob irradiagdo com luz azul. A forma Il (forma clivada em fita
simples) foi observada claramente. O complexo também mostrou atividade de clivagem do
DNA aprimorada sob irradiacdo de luz verde em comparagdo ao complexo Ru-anth na presenca
de DNA. E observado uma formacio moderada de plasmideo linearizado (forma I11) na
presenca do complexo Ru-biot a 15 uM, mesmo com luz verde, enquanto que o DNA circular
(forma Il) é visto a partir de 3 pM. Quando irradiado com luz vermelha o complexo ndo causou
clivagem, mesmo com o aumento da concentracdo, apesar da moderada producédo de oxigénio
singlete. Assim, podemos confirmar que o complexo Ru-biot ocasiona uma maior clivagem
sob irradiacdo quando comparado ao Ru-anth, sendo visto com o aumento das concentragdes.
Esses dados suportam a expectativa que o ligante biotina tém também papel importante no dano
ao DNA.

Considerando que o maximo da transicdo MLCT do complexo Ru-biot (Figura 13)
seja observada em 468 nm, o fato da fotoclivagem ser mais eficiente sob irradiacdo a 463 nm e
520 nm em comparacgdo a 640 nm sugere que para esse sistema, 0 mecanismo de clivagem do
DNA envolve a geracdo de oxigénio singlete (Tabela 8). Além disso, a fotoativacao eficiente
do complexo poderia ser explicada pela extensdo da interacdo complexo - DNA em que o valor

encontrado da constante foi na ordem de 10° (Figura 26).

4.4  Lipofilicidade (LogP)

A lipofilicidade de um composto tem sido quantificada como o logaritmo de um
coeficiente de particdo de uma molécula entre uma fase organica e uma fase aquosa (octanol e
agua). Moléculas lipofilicas possuem logP positivo e moléculas hidrofilicas possuem valores
negativos.

E significativa a importancia da lipofilicidade no estudo das interagdes de
complexos de Ru(ll) com células, pois tem grande influéncia na distribuicdo do complexo
dentro das células, a mesma varia de acordo com a hidrofobicidade dos ligantes (GILL;
THOMAS, 2012). Com o aumento da lipofilicidade do complexo podera ocorrer um aumento
da sua absorcao pelas células, como também um aumento da probabilidade de sua ligagdo com
outros alvos (sitios hidrofébicos de proteinas) (LEESON, SPRINGTHORPE, 2007;
SVENSSON, et al., 2010).
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A quantificagdo dos compostos na fase aquosa foi realizada através de
espectroscopia na regido do UV-vis utilizando a equacdo 7. A concentracdo do composto na
fase organica foi calculada pela diferenca entre a concentracéo inicial e a final na fase aquosa
(RAMA, et al., 2006). Para a quantificacdo dos complexos na fase aquosa, foi tragada uma
curva de calibracdo (Absorbancia x [complexo]).

A Tabela 10 nos mostra a diferenca de log P dos complexos Ru-biot, Ru-anth e
[Ru(bpy)2(dppz)]?*. Percebe-se que a medida em que ha a funcionalizagdo das bipiridinas, o
logP migra de valores negativos para valores positivos, ilustrando uma evidente redugéo do
perfil de hidrossolubilidade.

Os valores de logP estdos geralmente associados a atividade bioldgica, indicando
gue ha uma boa lipofilicidade quando os valores estdo entre 1 — 3, sendo capaz de expressar
condigdes farmacodindmicas e farmacocinéticas ideais. Nesta faixa h4 uma melhor taxa de
absorcdo e biodisponibilidade no organismo (BARREIRO, et al., 2015). A avaliacdo da
captacéo celular por medicamentos tornou-se uma questéo essencial durante o desenvolvimeto
de farmacos. Ha casos interessantes da auséncia de atividade bioldgica associada a fraca
captacdo celular (ZHANG; SADLER, 2017; BUTLER; SADLER, 2013).

Uma vez administrado o complexo metalico, sua biodistribuicao é fundamental para
a eficacia e minimizacdo dos efeitos colaterais, assim, é preciso fornecer ao complexo melhor
acessibilidade celular, sendo necessario proporcionar um equilibrio entre lipofilicidade e
hidrofilicidade, buscando maior tempo de permanéncia no corpo, ainda que ndo excessivo.

O complexo estudado apresentou logP maior (+1,32) do que o Ru-anth (+0,808),
apresentando preferéncia a estar associada a fase lipidica (maior afinidade com octanol) e
provavelmente permeara pelas membranas biologicas espontaneamente. Esses valores ainda
sdo muito melhores do que [Ru(bpy)2(dppz)]?*. Para alcancar uma melhor permeabilidade, é
preciso ter um valor moderado (1-3) de logP, assim pode-se notar que este complexo
provavelmente apresentara uma promissora taxa de permeabilidade nas biomembranas
hidrofébicas (POYNTON, et al., 2017).

Tabela 10 - Valores de coeficientes de parti¢do (log P) para os compostos.

Composto Log P
Ru-biot 1,32
Ru-anth 0,808

[Ru(bpy)2(dppz)]** -2,50

Fonte: elaborada pelo autor. 2POYNTON, et al., 2017.
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45  Ensaios de concentracdo inibitoria minima (MIC) e atividade bactericida (MBC)
em bactérias Gram positivas e negativas.

Com o0 objetivo de investigar se o complexo sintetizado apresentaria atividade
bioldgica frente a agentes patogénicos, como bactérias Gram positivas e negativas, foram
realizados ensaios de concentracdo inibitoria minima (MIC) e concentracdo bactericida minima
(MBC) com as bactérias S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, E. coli com e sem irradiacdo
de luz azul, cujos resultados encontram-se apresentados na Tabela 10. Essas medidas foram
realizadas em colaboragdo com o Laboratério Integrado de Biomoléculas - LIBS (UFC) (Dr.
Prof. Edson Holanda).

Os resultados mostraram que nenhum dos complexos investigados, precursor ou o
complexo modificado com biotina, foram capazes de apresentar atividade antibacteriana frente
as cepas Gram-negativas empregadas, mesmo com irradiacdo de luz azul por 1h. Para as
bactérias gram-positivas, o S. epidermidis quando tratado com complexo Ru-biot ndo
apresentou resposta no escuro e com luz azul. Entretanto, o complexo Ru-biot mostrou-se ativo
frente 0 S. aureus ap0s irradiacdo com luz azul (MIC = 15 uM), indicando uma agao seletiva a
luz (Tabela 11). A conjugagdo com biotina reduziu a MIC e a MBC em 2 vezes, a0 mesmo
tempo que melhorou a seletividade da luz em pelo menos 6 vezes.

Assim, o complexo Ru-biot comparado ao Ru-anth apresentou menor atividade
bioldgica, mas foi mais eficiente do que seu precursor (Ru-dppzClz) quando irradiado com luz
azul, apenas para a bactéria S. aureus, sugerindo que o ligante funcionalizado (bpy-biot) confere
uma atividade antibacteriana especifica com luz. Esse comportamento é bastante desejado, cujo
objetivo em fototerapia é conferir atividade somente com o estimulo luminoso, o que demonstra
grande potencial para esse complexo sintetizado. Adicionalmente, convém mencionar que
devido a S. aureus possuir enzimas dependentes de biotina, em que é usada como
repressor/regulador de transcricdo, ainda assim o efeito antibacteriano s6 foi observado sob
acdo da luz. Assim, percebe-se que o Ru-biot demonstra citotoxicidade seletiva a S. aureus
(SOARES DA COSTA, et al., 2012).

A estratégia de biotinilacdo foi empregada anteriormente para promover a captacao
de grandes peptideos por Escherichia coli (e outras bactérias Gram-negativas) e também
trabalhou para melhorar a atividade de alguns complexos metalicos (WALKER; ALTMAN,
2005; SAUVAGEOT, et al., 2017). No entanto, ndo funcionou bem para o complexo Ru-biot.
Isso pode ser devido a uma captacdo bacteriana mais seletiva e restritiva devido a caracteristicas

estruturais adicionais. A razdo molecular para esse comportamento ainda nao esta clara, no
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entanto, estimula novas investigacdes também com outras bactérias e parasitas patogénicos

distintos.

Tabela 11 - Atividade antimicrobiana dos complexos de ruténio em bactérias Gram-positivas

e Gram-negativas [valores em pg/mL (uUM)].

Gram-Positiva Gram-Negativa
LED Azul S aureus epides;'midis aerugi.nosa E. coli
Complexos - ATCC ATCC
Irradiacédo 95023 ATCC ATCC 11303
35984 10145
Mice | 156 ND
* (13,75) ND ND
SIM
Ru-biot . 62,5 ND
MBC (55,1) ND ND
. mc | NP ND ND ND
NAO
mac | NP ND ND ND
62,5 ND
ND ND
MIC 1 (84,15
SIM
125 ND
ND ND
MBC | (168,31)
Ru-dppzCl
SERREE 125 ND
ND ND
) MIC 1 (168,31
NAO
500 ND
ND ND
MBC | (673,26
6,4 25,6
ND ND
- MIC T 775) | (31,03)
6,4 25,6
MBC ND ND
Ruanth (7,75) (31,03)
6,4 102
’ ND ND
NAO MIC | 775 | (123.68)
12,8 102
' ND ND
MBC | 551) | (12368)

aConcentracdo inibitoria minima. "Concentracio bactericida minima. *MIC e MBC s&o

expressas em pg/mL (uM). (ND) Nao determinado.
Fonte: elaborada pelo autor.
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4.6 Ensaios em células cancerigenas

Foram realizados dois ensaios: (a) sem luz (ap6s a adi¢cdo do composto as placas
foram incubadas por 48 horas a 37°C) e (b) com luz (ap0s a adi¢do do composto as placas foram
submetidas a acdo de led azul durante uma hora e posteriormente incubadas por 48 horas), a
fim de avaliar a viabilidade celular. Foram testados em células sadias (Hacat) e em células
cancerigenas da mama (MCF-7), pulmdo (A549) e colorretal (LS174T) na presenca dos
complexos: Ru-biot e Ru-anth, em diferentes concentracfes. Os resultados obtidos estdo
apresentados nas Figuras 31 e 32. Essas medidas foram realizadas em colaboragédo com o
Laboratério Integrado de Biomoléculas - LIBS (UFC) (Dr. Prof. Edson Holanda).

Figura 31 - Efeito do Ru-biot na viabilidade celular. A: Hacat (queratindcitos humanos); B:
A549 (carcinoma de pulm&o); C: LS174T (adenocarcinoma colorretal); D: MCF-7
(adenocarcinoma de mama). Complexo de Ruténio em pg/mL.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 32 - Efeito do Ru-anth na viabilidade celular. A: Hacat (queratindcitos humanos); B:
A549 (carcinoma de pulmao); C: LS174T (adenocarcinoma colorretal); D: MCF-7
(adenocarcinoma de mama). Complexo de Ruténio em pg/mL.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Para o complexo Ru-anth ndo apresentou toxidade para Hacat e ndo mostrou
atividade antiproliferativa promissora sem ou com irradia¢do nessas linhagens (Figura 32).

Por outro lado, o composto Ru-biot apresentou inibi¢cdo de crescimento celular
frente as linhagens de pulmédo (A549) e mama (MCF-7), particularmente quando tratados e
expostos a luz o efeito do complexo é potencializado e apresenta inibigdo proxima a 50% (Figura
31), mas para a linhagem de colorretal (LS174T) ndo se mostrou suficientemente ativo,
indicando especificidade na sua acdo citotoxica. O resultado é esperado, devido a maior
presenca de receptores de biotina para essas linhagens de células cancerigenas (KALLUS;
UHLIK, 2018; MUHAMMAD, et al., 2017; MAITI; PAIRA, 2018). Nessas células, a
irradiacdo com luz azul promoveu efeito citotoxico significativo, que ndo foi perceptivel no
escuro mesmo em concentracdes elevadas. Para células normais da pele e LS174T (célon) ndo
apresentou citotoxicidade no escuro ou mesmo com irradiacdo de luz azul. Tais resultados
sugerem, portanto, que o complexo sintetizado apresenta potencial antineoplésico seletivo,

podendo avancar para testes que permitam elucidar os mecanismos envolvidos em sua agéo.
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4.7 Ensaios com Avidina

Conforme descrito anteriormente, a biotina exibe uma afinidade muito forte com a
avidina (Kd ~ 10°%°), o que torna essa intera¢io muito eficiente. Com o objetivo de validar que
0 Ru-biot pode, de fato, se ligar a avidina, foi realizado medi¢Ges usando duas estratégias:
exclusdo de gel e luminescéncia. Na primeira tentativa de mostrar que Ru-biot se liga
seletivamente a avidina, empregou-se uma coluna de exclusdo de gel muito eficiente (micro
bio-spin® 6), feita de poliacrilamida com tamanho de exclusdo acima de 6 kDa. Foram
preparadas trés amostras contendo A: Ru-biot, B: Ru-biot + avidina e C: Ru-biot + avidina +
biotina (excesso de 10 vezes), as quais foram aplicadas nesta coluna, e a amostra excluida
coletada e analisada por espectroscopia eletrénica (Figura 34). A amostra contendo Ru-biot e
avidina foi a Gnica em que as bandas do complexo de ruténio foram vistas, indicando que foi
transportado apds a ligacdo a avidina. A adi¢do de biotina evitou que o complexo de ruténio se
ligasse a avidina, conforme indicado pela falta de bandas correspondentes a esse complexo de

metal, o que favorece a competicdo com os locais de ligagéo da biotina.

Além disso, uma titulacdo de Ru-biot em uma solucdo contendo avidina foi
realizada e monitorada por luminescéncia. Curiosamente, a ligacdo de Ru-biot a avidina em
baixa concentracdo exibiu um grande aumento na luminescéncia, que apés a saturacdo dos
locais de ligacdo, ha um processo de extingdo adicional até a saturacao (Figura 35). Uma vez
que a luminescéncia ndo mudou, biotina livre adicional foi adicionada causando um aumento
dependente da dose na luminescéncia, consistente com uma competicdo para os locais de
ligacdo da avidina (insercdo da Figura 35B). Esses estudos sustentaram que Ru-biot pode se
ligar de forma bastante eficiente a avidina, sugerindo seu papel nos efeitos bioldgicos

observados em células cancerosas especificas.
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Figura 33 - Ligacdo a avidina medida usando coluna de exclusdo de gel. A: Espectros
eletrénicos das amostras excluidas apds aplicadas em uma microcoluna Biospin 6, as amostras
coletadas eram de uma mistura contendo apenas Ru-biot (aplicado como 100 uM) (Blue trace),
Ru-biot (100 uM) com avidina (100 uM) (trago preto) e Ru-biot (100 uM) com avidina (100
uM) mais biotina (I mM) (trago vermelho). B: Resina com a amostra incluida logo ap6s a

centrifugacdo, onde a cor observada indica a presenca de Ru-biot.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 34 — Titulagdo de avidina usando Ru-biot. A: Perfil de luminescéncia durante a adigéo

de Ru-biot em uma solugdo contendo avidina (4 uM), trago preto é o espectro de emissdo de

1,6 uM de Ru-biot adicionado, enquanto os tracos cinza sao adi¢Ges adicionais até o ultimo (19

uM) (trago azul). O trago vermelho é o espectro de luminescéncia para Ru-biot (18 uM) sem

avidina. B: conjuntos de dados, um para a titulagdo de Ru-biot em uma solucdo contendo

avidina (circulos) e outro sem avidina (quadrados) monitorado por luminescéncia (a 656 nm).

Insert: gréafico de barras das mudancas na luminescéncia ap6s a adicdo de um excesso de biotina

logo ap0s a titulacdo da avidina com Ru-biot.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos foi possivel constatar que 0 complexo em estudo foi
sintetizado satisfatoriamente e sua caracterizacao realizada com sucesso atraves das técnicas:
espectroscopia na regido do UV-Vis, infravermelho, voltametria ciclica, RMN e anélise
elementar. O complexo Ru-biot gerou YO, de maneira satisfatoria com luz azul (®,=0,75) e luz
verde (®,=0,51) quando comparada com os padrdes [Ru(bpy)s]?>* (©,=0,84) e rosa bengala
(®4=0,52), ja com luz vermelha apresentou (®,=0,19) e seu padrao azul de metileno (©,=0,64),
indicando ser potencialmente aplicavel em terapia fotodindmica.

O valor da constante de associagdo ao DNA (Kp) para o complexo em estudo foi na
ordem de 108, valor superior a complexos similares citados na literatura, e equivalente & de
moléculas intercalantes, o que demonstra excelente afinidade destes compostos com 0 DNA,
abrindo a perspectiva de outros estudos de interacdo e degradacdo do DNA.

No estudo de competicdo com brometo de etidio foi confirmado a natureza
intercalante do composto Ru-biot, através da diminuicdo da banda de emissdo do BE, com
valor de Kapp = 1,28 x 10° (afinidade aparente). Esse valor reforca o perfil de ligacdo aparente
entre DNA-complexo por via intercalativa.

O complexo Ru-biot apresentou ainda log P = +1,32, caracterizando-0 como
lipossoluvel, com promissor perfil para permear membrana plasmatica e dispor de satisfatoria
biodisponibilidade. Além disso, apresentou promissora atividade antibacteriana frente a
bactéria S. aureus, o que somente ocorreu na presenca de luz azul, indicando seletiva ativagao
luminosa. A fotoclivagem de DNA pBR322 na presenca do complexo é, aparentemente, mais
eficiente apo6s irradiagdo do complexo com luz azul e verde, notadamente influenciada pela
geracdo de espécies oxidativas e a interacdo DNA-complexo. Além disso, verificou-se a
importancia da biotina para terapia seletiva de cancer, sendo observado que o complexo nao
biotinilado ndo mostrou atividade citotoxica frente as células cancerigenas. Esse perfil é
bastante curioso considerando que esse composto apresentou excelente interacdo com DNA,
geracdo de espécies radicalares e fotoclivagem in vitro, as quais foram téo eficientes ou até
melhores do que o Ru-biot. Entretanto, somente com a incorporacdo da biotina foi possivel
conferir maior citotoxicidade e seletividade ao complexo, demonstrando a promissora atividade
frente as células que possuem receptores de biotina. Assim, os resultados obtidos ilustram o
potencial desse composto, refor¢cando a importancia critica da captagdo celular durante o

desenvolvimento de medicamentos.
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APENDICE A - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H
PARA O LIGANTE DPPZ EM CLOROFORMIO DEUTERADO, OBTIDO NA
FREQUENCIA DE 300 MHz.

3.8

4,7 2.9 5.6

T T - calcy
Qo ™ -] Q
™l ™l [ -l [

r 1 1.~ T T "~ T T T ~T1 T T "1 " T * T 7 T T T T — 1 7
8 97 96 %5 94 93 92 91 90 B9 88 87 86 &5 S84 83 82 81 80 7.9 7.8
fi (ppm)

Fonte: elaborada pelo autor.
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APENDICE B - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H
PARA O RU-BIOT EM DMSO DEUTERADO NA REGIAO DE 1,8 ppm A 4,55 ppm,
OBTIDO NA FREQUENCIA DE 300 MHz.
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APENDICE C - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE

A

BIDIMENSIONAL PARA O COMPLEXO RU-BIOT EM DMSO DEUTERADO,
OBTIDO NA FREQUENCIA DE 300 MHz.
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APENDICE D — ESPECTRO DE EMISSAO DO DPBF EM FUNGAO DO TEMPO DE
IRRADIACAO NA (A) AUSENCIA E (B) PRESENCA DE AZUL DE METILENO; (C)
RU-DPPZCL.; (D) RU-BIOT E (E) RU-ANTH, NA CONCENTRACAO DE 16 pM EM
ACETONITRILA. FENDAS:0,3 MM, Aexc= 410 NM E EMISSAO DE 420-550 NM.
TEMPO DE IRRADIACAO= 3 MINUTOS. AMOSTRA IRRADIADA EX SITU
USANDO LED VERMELHO.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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APENDICE E - ESPECTRO DE EMISSAO DO DPBF EM FUNCAO DO TEMPO DE
IRRADIACAO NA (A) AUSENCIA E (B) PRESENCA DE ROSA BENGALA; (C) RU-

DPPZCL2; (D) RU-BIOT E (E) RU-ANTH, NA CONCENTRAGCAO DE 16 pM EM

ACETONITRILA. FENDAS:0,3 mm, Aexc= 410 nm E EMISSAO DE 420-550 nm.
TEMPO DE IRRADIACAO= 3 MINUTOS. AMOSTRA IRRADIADA EX SITU
USANDO LED VERDE.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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APENDICE F - VOLTAMOGRAMA CICLICO DO COMPLEXO [RU(BPY-
ANTH)(BPY-BIOT)(DPPZ)]?>* OBTIDOS EM MEIO DE ACETONITRILA
CONTENDO PTBA 0,1 MOL L~ (ELETROLITO DE SUPORTE) COM
VELOCIDADE DE VARREDURA DE 100 mv s*, UTILIZANDO ELETRODO DE
CARBONO VITREO, PLATINA E Ag|AgCl COMO ELETRODOS DE TRABALHO,
AUXILIAR E REFERENCIA, RESPECTIVAMENTE. UTILIZOU-SE FERROCENO
COMO PADRAO INTERNO.
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Fonte: elaborada pelo autor.



