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RESUMO

Nesse estudo, trés complexos polipiridinicos de ruténio (II), [Ru(dppz)Naf]>**(1),
[Ru(dppz)Ant]**(2) e [Ru(Ant);]**(3) (dppz = dipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazina , Naf e Ant sdo
ligantes bipiridinicos com grupos naftil e antracenil, respectivamente) foram sintetizados e
caracterizados pelas técnicas de espectroscopia na regido do UV-vis, espectroscopia de
emissdo, IV, RMN 'H e voltametria ciclica. Os experimentos de interacio com DNA por
titulagdo espectrofotométrica indicaram desde interacdes moderadas ([Ru(Ant)3]** logKp=4,99)
a intercalacdo ([Ru(dppz)Naf]**(logKy=6,83) e [Ru(dppz)Ant]**, logKy=6,78). A competicio
com agentes competidores por sulco revelaram que os complexos 1 e 2 interagem com DNA
via sulco menor. Além disso, esses compostos apresentaram seletividade moderada em relacao
ao DNA G-quadruplex, provavelmente induzida pelos grupamentos Naf e Ant. O ensaio de
geracdo de oxigénio singleto com DPBF explicitamente demonstrou que os valores de
@, seguem a tendencia (3)>(2)>[Ru(bpy);]**>(1)>[Ru(bpy)2dppz]** evidenciando a
substancial importancia dos croméforos naftil e antracenil nos processos de formacdo de
oxigénio singleto. Além disso, vale destacar que, aparentemente, o nimero de substituintes
antracenil aumenta significativamente @x quando comparamos o monossubstituido
[Ru(bpy)2Ant]**(®s = 0,74) e o trissubstituido [Ru(Ant);]**(@s = 0,99). Tal comportamento
pode ser atribuido aos estados tripletos - eficientes na excitacdo do oxigé€nio molecular.
Adicionalmente, os complexos mostraram atividade em fotoclivar DNA, mesmo em exposi¢ao
a um LED amarelo, [Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]** também exibiram ac#o antibacteriana
na presenga de luz azul, particularmente frente as bactérias Gram-positivas. Diante de todos
esses resultados, considera-seque foi possivel desenvolver uma estratégia bem-sucedida em
produzir agentes quimicos ativdveis por luz visivel com potencial farmacolégico e

biotecnolégico.

Palavras-chave: Complexos polipiridinicos de ruténio (II). DNA. Terapia fotodinamica.

Fotofisica.



ABSTRACT

In this study, three polypyridine complexes of ruthenium (II), [Ru (dppz) Naf]**(1), [Ru (dppz)
Ant]**(2) and [Ru (Ant)3]**(3) (dppz = dipyrido [ a: 2 ', 3'-c] phenazine, Naf and Ant are
bipyridine ligand attached to a naphthyl and anthracenyl groups, respectively) were synthesized
and characterized by UV-vis electronic spectroscopy, emission spectroscopy, IR, 'H NMR and
cyclic voltammetry. DNA binding measurements carried out by electronic spectroscopy
indicated from moderate ([Ru(Ant)s]**, logKy=4.99) to strong ([Ru(dppz)Naf]**, logK»=6.83)
e [Ru(dppz)Ant]**, logKy=6.78) intercalation binding. Competition assay monitored by
fluorescence using selective groove-binders (methyl green and Hoechst) suggested both
complexes 1 and 2 interact to DNA via minor groove. Additionally, these complexes exhibited
moderate selectivity toward G-quadruplex DNA, which is likely due to the Naf and Ant pendant
groups. Light-induced oxygen singlet production was measured using DPBF, which showed
the quantum yield values (Da) followed the trend
(3)™>(2)>[Ru(bpy)s]**>(1)>[Ru(bpy)dppz]**. This result supports the key role of the pendant
chromophoric groups Naf and Ant enabling the efficient production of 'O,. Important to
remark, that an increase in the number of antracenyl pendant groups seemed to cause a large
enhancement on the ®,, particularly if comparing a singly modified complex [Ru(bpy).Ant]**
(®a= 0.74) and one triply modified [Ru(Ant);]** (@a= 0.99). This behavior can be assigned to
the efficiency of the triplet excited state of these complexes to convert triplet oxygen into singlet
oxygen. Besides these metal complexes ability to photocleave DNA, even using a yellow LED,
compounds 1 and 2 also showed great antibacterial activity using blue LED, particularly against
Gram-positive bacteria. Altogether, these results indicated a new strategy to prepare enhanced
light-activatable agents was successful opening new potential opportunities for their application

in pharmacology and biotechnology.

Keywords: Polypyridine ruthenium (II) complexes. DNA. Photodynamic therapy.
Photophysics.
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1 INTRODUCAO

1.1 Complexos polipiridinicos de ruténio (II): estrutura eletronica e espectroscopia

Os compostos polipiridinicos de ruténio (II) apresentam um papel central no
desenvolvimento da fotofisica e fotoquimica inorganica, sustentando pelas dltimas décadas a
pesquisa baseada em metais de transicdo em fotosensibilizacdo e transferéncia de elétrons
fotoinduzida. O primeiro protétipo de uma classe inovadora de moléculas foi o complexo
[Ru(bpy)s]** (bpy = 2,2’-bipiridina) (Figura 1). Ele foi reportado pela primeira vez em 1936 e
suas propriedadesluminescentes observadas apenas em 1959'. Nas décadas que se sucederam,
suas propriedades fotofisicas, fotoquimicas e redox desse composto e seus derivados foram
extensivamente exploradas. Um dos artigos de revisdo mais completos acerca deste complexo
e seus derivados foi publicado por Balzani e colaboradores®. O estudo apresenta primeiras
consideragdes tedricas em termos de estrutura eletronica, bem como os interessantes perfis

espectroscopicos do complexo e dezenas de compostos derivados.

Figura 1 — Estrutura molecular do complexo

[Ru(bpy)s]**.

2+

|
N\Ru /N =
\

= N/ N7

0~
/
Fonte: Elaborada pelo autor.

A ligacdo quimica entre Ru(Il) e os ligantes polipiridinicos é caracterizada pela

presenca de orbitais moleculares pertencentes a um sistema d® (baixo spin) e orbitais ¢ e © do
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ligante. Os orbitais sigmas doadores do ligante (o1) localizam-se nos dtomos de nitrogénio,
enquanto queos orbitais moleculares m doadores (m.) e receptores (m.*) estdo deslocalizados
sobre os anéis aromaticos. Os orbitais d do metal também contribuem para a formagao dos
orbitais moleculares v € ov*. A estabilidade da ligagdo Ru-bpy € alta, fato refletido na baixa
labilidade do ligante e alto potencial de oxidagdo do metal. Tal efeito é alcancado através
retrodoaciio eletronica (1 backbonding)*: o metal recebe densidade eletronica do orbital sigma
e a devolve para os orbitais 7 antiligantes vazios do anel piridinico. Essa estabilidade é
reforgcada pelas intera¢des de sobreposicao dos orbtais © do ligante com os orbitais d do metal.
O diagrama de orbital molecular simplificado para o complexo numa simetria octaédrica é
apresentado na Figura 2 (a). A transi¢do de um elétron dos orbitais de cardter d do metal para
os orbitais dos ligantes (pz *«—dmv) gera uma transicao de transferéncia de carga metal-ligante
(MLCT). Quando a transic@o é confinada entre os orbitais do metal (do.*«—dzv), a transicdo é
do tipo centrada no metal (MC). Transi¢des entre os orbitais dos ligantes (LC) ocorrem quando

um elétron € transferido para os orbitais antiligantes vazios nos aromaticos, (pza.*«—pmy).

Figura 2 — Diagrama de orbital molecular simplificado do complexo polipiridinico de
Ru(Il) em micro simetria octaédrica mostrando os trés tipos de transicoes eletronicas
ocorrendo a baixas energias (a). Representacio detalhada das transi¢des do tipo MLCT

na simetria D3(b).

%
A T O™ o TLe(y)
Orbitais vazios
* *
TL T ay(y)
=
Ql L ©
E = = =
Energia S
9. B E
. Orbitais preenchidos TV
(a) (b)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A Figura 2b ilustra os orbitais de fronteira do complexo [Ru(bpy)s]** considerando,

a simetria D3 da molécula. Segundo a notaciio de Orgel?, os orbitais * podem ser simétricos
(%) ou assimétricos (¥) com relagdo ao eixo de rotacdo C>de cada unidade de Ru(bpy). Os
orbitais moleculares ocupados de maior energia (HOMO) sdo mva; € mme, onde estdo
predominantemente localizados no metal; os orbitais desocupados de menor energia (LUMO)
sdo m* a,e m*, e distribuidos principalmente sobre os ligantes. O estado fundamental do complexo
€ um singleto, oriundo da configuracdo eletronica mve*nmai2. Quando uma molécula desse
complexo absorve um féton, um estado excitado do tipo transferéncia de carga metal-ligante
'MLCT (tempo de vida de 40 #+ 15 fs)*¢ populado. A presenca do metal causa a mistura dos
estados singleto e tripleto via intercruzamento de sistemas dentro de 75 fs * (Figura 3),
permitindo o surgimento do estado *MLCT. Esse estado excitado é responsavel pela emissio
da luminescéncia e reacdes bimoleculares do estado excitado para a maioria dos complexos
polipiridinicos de Ru(Il). A Figura 3 é uma representacdo do diagrama de Jablonski para
complexos polipiridinicos de ruténio(I)!. A equacdo 1 descreve esse estado, quando um elétron

¢ promovido de um orbital do Ru para o orbital ©* da bipiridina.

[Ru(bpy)s]** + hv — [Ru™(bpy)(bpy)2]*** ”

Figura 3 — Diagrama de Jablonski do complexo [Ru(bpy)s]**.

AIMLCT

A . MC

1SC

SMLCT

Energia

hvabs
kb k'nr

hv.n

\
Estado fundamental

Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma vez que o estado *MLCT é populado, ocorre competi¢cido de alguns processos
de desativacdo. Quando o estado excitado é desativado pela emissao de um féton, podemos

descrever esse processo pela sua constante de desativagdo radiativa (k;). Se essa mudanga ocorre
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via relaxamento vibracional/rotacional, devemos considerar a constante de desativacdo ndo-
radiativa (kar)">. Um terceiro processo, cuja ativagdo se dd por ativacdo térmica (Kem), conduz
a um estado tripleto centrado no metal *MC. A populaciio desse estado diminui a ordem de
ligacdo metal-ligante e causa a perda do ligante da esfera de coordenacdo'?. O predominio de
um caminho de desativacdo em detrimento de outro, dependerd da magnitude da constante de

desativacao.

1.1.1 Complexos bicromaforos de ruténio (Il)

As propriedades espectroscépicas do complexo [Ru(bpy)s]** podem ser moduladas
pela funcionalizacido de um, dois ou até mesmo os trés ligantes bipiridinicos. As possibilidades
de funcionalizacdo podem ser vastas, indo de grupos retiradores/doadores de elétrons a fusio
de anéis arométicos adicionais®>®,

Uma abordagem de funcionalizacdo é modificar remotamente um dos ligantes
bipiridinicos com anéis aromdticos, a fim de examinar a dindmica de relaxacdo do estado
excitado. E possivel encontrar na literatura (Figura 4) ligantes polipiridinicos funcionalizados

com croméforos de diferentes extensdes aromdticas>®!!

. Quando esses ligantes sdo
coordenadosao centro metdlico de Ru(II) formam complexos conhecidos como bicroméforos®8,
Nesse caso, o nucleo Ru(bpy)s esta ligado covalentemente a um segundo croméforoem uma
das bipiridinas®. Nesses sistemas, a escolha do croméforo dita a dindmica dos processos de

transferéncia de energia e elétron entre o centro metélico e sistema aromatico.
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Figura 4 — Alguns ligantes polipiridinicos com cromoéforos encontrados na literatura

[Referencias de 2,6-11].

Fonte: Elaborada pelo autor.

Quando a molécula é excitada em um comprimento de onda especifico (~450nm),
o estado *MLCT é rapidamente atingido. O excesso de energia do estado *MLCT, originado no

nticleo Ru(bpy)s, pode ser dissipado para estado *(n—r*) do sistema aromatico, como mostrado
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no diagrama de Jablonski ®para bicroméforos de estados *MLCT e 3(n—n*) préximos em

energia (Figura 5).

Figura 5 — Diagrama de jablonski para sistemas

bicromoéforos.
'(n—m%)
1
/k%‘
W
hv 3(n—m*) *

Estado Fundamental

Fonte: Adaptado de WANG, X.; DEL GUERZO,
A.; SCHMEHL, R. H. (6).

A dindmica dos processos de transferéncia de energia intramolecular em sistemas
possuindo estados tripletos € ditada pela magnitude das constantes de relaxacdo dos processos
radiativos e ndo radiativos: a constante de relaxagdo de emissdo originada no metal (km) e
aquela com caréter do croméforo aromatico (ka), bem como as taxas de transferéncia de energia
reversivel do estado *MLCT para 3(m—m*), kma, € 0 processo inverso , kam. Se kma>> km e kam
>> ka, os dois estados estardo em equilibrio e a tendéncia € elevar o tempo de vida do estado
SMLCT. Outro fator importante é a diferenga de energia (AE) entre os estados *MLCT e
3(m—m*), que serd influenciada pela natureza do croméforo®®. Por exemplo, se o croméforo
naftaleno estd presente, o estado *(n—7*) encontra-se energeticamente acima do estado *MLCT
(~4900 cm™); por outro lado, se for o croméforo aromatico antraceno, o estado (m—m*) é
inferior em energia, cerca de 1460cm™; e para o caso estado do pireno, o 3(m—m*) tem uma
condi¢do isoenergética com o *MLCT. Portanto, a insercdo de croméforos arométicos com
diferentes extensdes, altera a dinamica de relaxacdo dos estados excitados de diferentes
naturezas em um sistema bicroméforo de ruténio (II). Além de adicionar uma dimenséo seletiva
quanto a energia de excitacdo em moléculas dessa classe, a sua utilizacdo na fotocatdlise,

dispositivos eletronicos e terapia fotodindmica podem ser promissoras.
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1.1.2 Complexos polipiridinicos de Ru (I11) com ligante dipirido fenanzinico (dppz)

Os primeiros estudos de luminescéncia de complexos de ruténio (II) possuindo
ligantes com anéis fenazinicos fundidos com aromaticos foram realizados por Bartone
colaboradores'*!>. Um dos exemplos mais proeminentes sdo os complexos [Ru(bpy)2(dppz)]**
e [Ru(phen): (dppz)]** , onde phen e dppz sdo 1,10 fenantrolina e dppz e dipirido[3,2-a:2',3'-
c]fenazina, respectivamente. O diagrama fotofisico do [Ru(bpy)s]**(Figura 3) ndo se aplica a
esse sistema, e s6 pode ser racionalizado pelo chamado efeito “light-swicht’’*'°. A observagio
primeiramente explorada foi uma banda de emissdo (~610 nm) somente em solventes organicos
(swicht on) e total auséncia de luminescéncia em dgua. A principio, esse efeito “'light swicht
off’foi atribuido a supressdo induzida por transferéncia de proéton, reduzindo, portanto, o
rendimento quintico de emissdo'*!>. Em 1997 Barbara e colaboradores!’ propuseram que o
mecanismo ‘light-swicht’’ (Figura 6) é governado por um segundo estado *MLCT (*MLCT")

cuja sua estabilidade energética € altamente sensivel ao ambiente, especialmente o solvente.

Figura 6 — Estruturas e diagrama de Jablonski para os processos fotofisicos dos complexos

[Ru(bpy)2(dppz)]** e [Ru(phen), (dppz)]**.

j2+ A IMLCT

iS¢ MC
~ Estado kcm
;i: emissivo M
3 —
« MLCT
5 Estado
5 niao-emissivo,
é hv g p—
Ky, SMLCT'Q k',
T 2+ :)
knr :: ke
D
hvem ::
/:© y Y

| N [Ru(phen),(dppz)]?* Estado fundamental

Fonte: O autor

z

Portanto, o modelo atual que descreve a fotofisica desse sistema € constituido
por:um estado *MC de maior energia que os estados *MLCT e *MLCT’; um estado
luminescente *MLCT (estado emissivo) correspondendo a transferéncia eletronica do centro

metdlico para a por¢do fenantrolina do ligante dppz e um estado ndo-emissivo CMLCT’), de
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menor energia, inerente a porcdo fenazina do ligante dppz’. Esse modelo possibilita
compreender que o estado luminescente (®MLCT) e nio-luminescente *MLCT’) estdo em um
equilibrio dindmico e a populacdio de um estado ou outro dependerd das moléculas da
vizinhanca.

Em solventes préticos (Figura 7), tal como a 4gua, o estado ndo-emissivo é
estabilizado por ligacdes de hidrogénio. Logo, esse estado serdi menor em energia € mais
populado (via transferéncia de energia) do que o estado emissivo a temperatura ambiente,
causando a perda da emissdo. Entretanto, quando a molécula se encontra em um ambiente
aprético (solventes orginicos), a energia do *MLCT’é maior do que em solvente proticos,

permitindo o acesso do estado *MLCT a temperatura ambiente.

Figura 7 — Efeito do solvente nos estados ndo-emissivo e

emissivo.
3 I 1%
A MLCT [Ru"!(dppz~)]
Estado
luminescente Estado
= Solvente aprético
=1}
5 Solvente prético
s k
= r
knr
hv.n
Y

Estado fundamental

Fonte: Elaborada pelo autor.

1.1.3 Interagdo de complexos polipiridinicos de ruténio (II) com DNA

A macromolécula responsdvel pelo armazenamento da informacao necessaria para
reproducdo e sustentacio da vida € o dcido desoxirribonucleico ou DNA (do inglés
Deoxyribonucleic acid). Os processos de transcri¢ao e replicacao celular sdo dependentes do
DNA. A informacao genética é armazenada em bases nitrogenadas: adenina (A), citosina (C),
guanina (G) e timina (T). Essas sequéncias sdo estruturadas por um esqueleto anidnico
constituido de fosfodiéster e desoxirribose. A estrutura helicoidal gerada apresenta regides de

sulco maior ¢ menor. A complexidade da estrutura é claramente expressa nasdiferentes
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disposi¢des do agucar na cadeia, possibilitando diversificagdo estereoquimica da
macromolécula, gerando as formas A, B e Z-DNA!2!318 Nas formas A e B a hélice gira para
direita e na Z para a esquerda (Figura 8). Nos organismos vivos e em solu¢do o DNA assume a
conformacdo B. No caso de pouca dgua para interagir com a hélice, a forma A € predominante.

Fatores do meio, tal como alta concentragiio salina, pode levar para a conformacio Z '3,

Figura 8 — Diferentes conformagdes de DNA.

A-DNA B-DNA Z-DNA

Fonte: Adaptado de commons.wikimedia.org acessado em 20/05/17.

A perspectiva axial das estruturas (Figura 9) torna evidente a disposicao das bases
nitrogenadas em cada estrutura. As bases ficam mais afastadas do eixo central na forma A e
centradas proximo ao eixo na B. Na forma Z ocorre uma alternincia entre as bases puricas e

pirimidicas posicionadas na parte externa e interna da hélice, respectivamente '8,
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Figura 9 — Vista axial das diferentes conformacdes de DNA.

Z-DNA

A-DNA B-DNA

Fonte: Adaptado de FUERTES, M.; CEPEDA, V.; ALONSO, C.; PEREZ, J.M. (18)

Outras estruturas de DNA também podem ser encontradas em seres vivos. Podemos
incluir o G-quadruplex como um relevante representante nao-candnico dos muitos arranjos de
4cidos nucleicos'®?*. Essas estruturas possuem sequencias ricas em guanina (uma ou mais fitas
de DNA, ssDNA) com alta tendéncia de formar tetrimeros. Entidades quimicas carregadas
positivamente, como alguns cations metalicos (K*, Na*, por exemplo) ou cations de complexos
metalicos, induzem a formacao de arranjos fechados de quatro guaninas conectadas por pontes

de hidrogénio do tipo Hoogsteen (Figura 10).

Figura 10 — Representacdo da estrutura de G-quadruplex (a) e

um tetramero de guanina unido por pontes de Hoogsteen (b).

T R
] NN N
-H =
{ \f R = I‘ |__HJ§"
N =0 o
5 [ = -
H-MN H H N-H
I I H :"' .-N—":.{
e 0 SO=! M
G ' | " i
i b T
P -=" TR TR
v U vy
R H
(a) (b)
Fonte: Adaptado de AMATO, J.;IACCARINO,

N.; RANDAZZO, A., NOVELLINO, E. (19)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amato%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24962454
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iaccarino%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24962454
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iaccarino%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24962454
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Randazzo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24962454
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Novellino%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24962454
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O genoma humano contém mais de 30000 sequéncias propensas a formar estruturas
G—quadruplexeslg. E na regido terminal dos cromossomos, os teloméros, onde se encontra com
maior abundancia essas estruturas, implicando numa variedade de funcdes gendmicas. Os
teloméros sdo essenciais para a protecdo e replicacdo do cromossomo, estando diretamente
envolvidos na regulagio de divisdo celular, incluindo envelhecimento e cancer'®?!. A
manuten¢do do DNA telomérico ocorre por um modo unico de replicagdo promovido pela
enzima telomerase. Essa enzima mantém a integridade do DNA telomérico e previne o
encurtamento do teloméro & medida que o processo de divisdo celular avanca’. Além disso, a
presenca dessa enzima estd correlaciona com a rdpida e anormal divisdo celular de células
cancerigenas; em 85% das células tumorais, essa enzima € expressada em altos niveis de

concentragio!'®?!

. Tem sido mostrado em estudos in vitro que a formagdo de G-quadruplexes
pelo DNA telomérico inibe a atividade da telomerase. A associacdo entre G-quadruplex e
cancer tem atraido um nimero elevado de pesquisadores para investigar novas estratégias para
interferir na manutengdo telomérica, como a busca por moléculas que estabilizem efetivamente
estruturas do tipo G-quadruplex para inibir a divisao celular.
Explorar a interacao de moléculas artificiais com dcidos nucleicos pode nos mostrar
novas formas de impedir o crescimento de um tumor cancerigeno'>!*!8, H4 poucas décadas o
interesse voltou-se intensamente para complexos metdlicos como moléculas capazes de alterar
a maquinaria celular de uma célula cancerigena, abrindo caminho para esses compostos como
promissores agentes anticancer.!>13:18
Visto a diversidade na complexidade estrutural do DNA e sua natureza polimoérfica,
as diferentes interacdes intermoleculares incluem '*:
a) ligacdo covalente irreversivel: ocorre pela saida (geralmente dependente de
hidrélise) de um ou mais ligantes da esfera de coordenacdo do complexo e a
consequente formagdo de uma ligacdo covalente com as bases nitrogenadas do
DNA, formando assim um aduto covalente. A cisplatina é o complexo mais
conhecido que se liga covalentemente a DNA, em sua acdo terapéutica contra
cancer;
b) interacdo por sulco maior / menor: ocorre por meio da atragc@o eletrostatica de
complexos (geralmente carregado positivamente) e o sulcos da cadeia fosfato de

carga negativa. Essa interacdo é dependente do tipo de sequéncia de DNA bem

como da forma tridimensional do complexo.
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¢) intercalacdo: por definicdo, € a insercdo (reversivel) de uma molécula policiclica
aromdtica (rigida e plana) entre dois pares de base adjacentes do DNA. Essa
associacdo ocorre por interagdo w stacking. Alguns intercalantes organicos
comuns incluem fenantrolinas, fenantridinas, acridinas, antraquinonas,
antraceno, brometo de etidio e elipticinas.!”

Compostos de coordenagdo ampliam consideravelmente as possibilidades de
interacdo com DNA, especialmente se comparados a compostos organicos. Um dos pontos de
maior destaque € a versatilidade estrutural dos complexos metélicos e sua relativa facilidade
em modular sua reatividade e forma tridimensional pela mudanga/funcionalizagdo do ligante.
Tais caracteristicas podem ser extremamente Uteis tanto na acdo terapé€utica, quanto na
aplicacdo como sonda para o reconhecimento de diferentes tipos de DNA!>1318 Além disso, a
presenca do centro metdlico incorpora a molécula ricas propriedades fotofisicas, fotoquimicas
e eletroquimicas, ampliando a capacidade em monitorar alteragdes estruturais e quimicas do
DNA.

Recentemente, os efeitos terapéuticos e bioldgicos de compostos de ruténio (II) e
(IIT) tém sido alvos de interesse por muitos pesquisadores, especialmente devido as suas
estruturas versateis, estdveis, rigidas e bem caracterizadas'>!3. O complexo NAMI-A (imidazol
trans-[tetracloro(imidazol)(dimetilsulféxido) rutenato(Ill)) e KPI1019 (indazolium trans-
[tetraclorbis(1H-indazol)rutenato(IIT))'? foram os primeiros compostos a serem utilizados em
testes clinicos no combate ao cincer.

Alguns complexos polipiridinicos de ruténio (II) sdo considerados como eficientes
intercaladores de DNA, apresentando interessantes propriedades espectroscopicas e relativa

121316 Os  complexos [Ru(bpy)a(dppz)]** e [Ru(phen)a(dppz)]**sdo os

baixa toxicidade
pioneiros da classe light-switching para DNA. A intensidade e orienta¢cdo da intercalacdo entre
complexo-DNA, bem como a natureza da sequéncia de nucleotideos, foram exploradas por

indimeras técnicas espectroscépicas 3228,

Como j4 citado, esses complexos ndo sio
luminescentes em solucdo aquosa, contudo, quando intercalam com DNA e alguns tipos
especificos de sequencias (G-quadruplex, CC e CA mismatches, ssDNA e RNA) exibem
emissao.

Essencialmente, dois fatores podem alterar profundamente o modo e a forca de
ligacdo desses complexos com DNA!%1322: (i) a escolha do ligante intercalante (dppz) e (ii)
ligante auxiliar, bpy ou phen, incluindo a funcionalizacdo dos mesmos. Muitos estudos foram

reportados abordando a funcionalizacdo do dppz com grupos retiradores/ doadores de elétrons,

bem como a insercdo de anéis arométicos no ligante ou mesmo a adicdo de heterodtomos.
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Embora a modificacdo do intercalador ocasione mudancgas nas propriedades redox e no estado
fundamental e excitado, a funcionalizagdo do ligante auxiliar (bpy ou phen) pode
expressivamente influenciar no modo como o complexo interage com o DNA, incluindo a

especificidade a uma determinada sequéncia de acido nucleico!>!32-34,

1.2 Terapia fotodinamica (TFD) e terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDA)

Luz visivel pode ser utilizada para potencializar a acdo de determinada droga no
tratamento de tumores cancerigenos. Esse método confere uma importante seletividade espacial
e temporal no combate 4 doenca'®. Uma molécula ideal para esse tipo de tratamento deve
absorver luz na chamada janela terapéutica que estd entre 600-900 nm. Essa faixa de
comprimento de onda possibilita a efetiva absor¢do de luz pelos tecidos do corpo humano.
Sensibilizadores comumente usados sdo porfirinas, cuja irradiacdo em determinados
comprimento de onda leva a conversdo fotoquimica do oxigénio molecular (?0,) a oxigénio

singleto (102)®

, uma espécie altamente reativa com alta seletividade e localizacdo. Além de
ocasionar apoptose e necrose celular, o oxigénio singleto pode danificar macromoléculas
celulares tal proteinas, lipidios e DNA%. A Figura 11 ilustra os fendmenos envolvidos na
geracdo de espécies radicalares oxigenadas, ROS (do inglés reactive oxygen species), mediante
a irradiacdo de luz. Basicamente, o sensibilizador absorve um féton de luz no estado
fundamental sendo excitado para um estado singleto de curto tempo de vida. Em seguida, pode
ocorrer cruzamento intersistema e o estado de longa vida tripleto pode ser acessado. Neste
estado, o sensibilizador interage (geralmente de longo tempo de vida, entre ms e ps) com o
substrato (S) produzindo um radical ou um ion radical do sensibilizador (P) e do substrato, esse
tipo de sensibilizador € do tipo I. No caso do mecanismo do tipo II, a molécula também transfere
energia do estado excitado tripleto para o estado fundamental do oxigénio molecular (°0»),
produzindo 'O, que por sua vez, pode reagir com substratos para produzir espécies
oxidadas'®®. H4 ainda um terceiro processo (Tipo III), o qual ocorre em um contexto

estritamente celular. Nesse mecanismo, ocorre transferéncia de elétrons do estado excitado (T)

diretamente para componentes celulares'®.
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Figura 11 — Processos fisico-quimicos relacionados a TFD.
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Fonte: Adaptado de KNOLL, J. D.; TURRO, C. (16)

Fotossensibilizadores devem ser fotoestiveis e ndo sofrerem reagdes redox na
presenca do oxigénio singleto gerado in situ. Além disso, devem apresentar um cardter anfifilico
para acumular-se tanto em tecidos quanto no meio fisiolégico. Moléculas derivadas de
porfirina, metaloporfirinas, hidrocarbonetos arométicos (naftalenos, antraceno, bifenilas,
quininas, pirroles, polipirroles, complexos metdlicos (platina, cobre, rédio, ruténio) e até
semicondutores sdo exemplos de agentes sensibilizadores*®. Em funcdo do relativo tempo de
vida longo do estado *MLCT e larga faixa de absorcdo no visivel, complexos polipiridinicos de
ruténio (II) sdo visados em terapia fotodinadmica'®*. A capacidade do estado *MLCT durar
tempo suficiente para gerar oxigénio singleto, aliada a sua natureza extremamente oxidante e/ou
redutora, sdo atributos atrativos para um promissor candidato em TFD. O complexo
[Ru(bpy)s]** foi estudado como agente sensibilizador e é conhecido por atuar através do
mecanismo do tipo II, gerando oxigénio singleto com eficiéncia de ¢ =0,41 em dgua, ¢=0,87
em metanol e 0,84 em etanol®’. Dada sua inabilidade de associar-se com DNA (praticamente
por meio de fraca atragdo eletrostatica), seu uso em TFD € limitado. Alguns estudos de
fotoclivagem em DNA j4 foram feitos em complexos que possuem em sua estrutura dppz e seus
andlogos, devido 2 sua intrinseca propriedade de intercalagio!>!3-16,

Complexos metdlicos tém sido explorados como novas ferramentas para o

31-41

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos Uma estratégia antimicrobiana

promissora, também conhecida como terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDA), tem se
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baseado na fotogeneraciio de ROS, em que alguns complexos de ruténio tém sido utilizados*?.
A geracdo, induzida por luz, de espécies reativas pode causar severos danos a muitas
biomoléculas (por exemplo, DNA) conduzindo a morte microbiana. Algumas séries de
complexos de ruténio com atividade antibacteriana aumentada por irradiacdo de luz associada
a geracdio de ROS tem sido relatada na literatura*',

O uso de complexos polipiridinicos como agentes antimicrobianos foi limitado
devido aos seus elevados valores de concentracao inibitéria minima (MIC) em comparacao com
antibacterianos de uso clinico*'**?. Contudo, o seu potencial uso contra bactérias resistentes a
antibidticos ainda € promissor. Embora o0 modo de acdo desses complexos ainda ndo seja
compreendido, a ligagdo com DNA é normalmente considerada o principal mecanismo
responsdvel pela atividade antimicrobiana*'“*?. A funcionalizacdo do ligante intercalante (dppz)
e dos ligantes aromaticos (bpy ou phen), até a adicdo de outro centro metdlico na molécula,
pode melhorar a afinidade com as biomoléculas contidas nas células bacterianas e,
consequentemente acentuar a atividade antibacteriana*'.

Esse trabalho propde-se em explorar as propriedades fotofisicas, fotoquimicas e
redox de trés complexos bicroméforos polipiridinicos de ruténio (II) (Figura 12). Em duas das
trés estruturas estd presente o ligante intercalante de DNA, dppz, e um ligante auxiliar
modificado com grupos naftil ou antracenil. O efeito da funcionalizacdo destes ligantes pode
ser importante no desempenho de geracdo de oxigénio singleto e atividade antibacteriana, bem

como na seletividade dessas moléculas ante algumas sequencias de DNA e proteinas.



Figura 12 — Estruturas propostas dos complexos desse estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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2 OBJETIVOS

Objetiva-se nesse estudo, verificar o potencial uso de trés complexos polipiridinicos
de ruténio (II) como agentes em TFD por meio da capacidade de gerarem oxigénio singleto em
processos de fotoclivagem de DNA (por luz visivel) e sua capacidade bactericida.

Tem-se como objetivos especificos:

a) Sintetizar os complexos: tris-heterolépticos [Ru(dppz)(L)]zJr

, sendo dppz =
dipirido[3,2-a:2",3'-c]fenazina e L é um ligante bipiridinico funcionalizado com
os cromoéforos orgédnicos naftil (Naf) ou antracenil (Ant); e o complexo tris-
homoléptico [Ru(Ant)s]**, sendo Ant o agrupamento antracenil;

b) Caracterizar os bicromoéforos por técnicas espectroscopicas de absorcao
eletronica na regido do UV-visivel, infravermelho e técnicas de emissao
(estaciondria e resolvida no tempo), de ressonincia magnética nuclear de 'H e
por técnicas eletroquimicas (voltametria ciclica) e TD-DFT;

¢) Determinar a magnitude das constantes de interacdo dos compostos com DNA
por técnicas espectroscopicas (absor¢do e emissdo na regido do UV-visivel),
ensaios de fotoclivagem por eletroforese, bem como verificar a capacidade de
geracdo de espécies radicalares oxigenadas sob irradiacdo, tal como oxigénio

singleto ('02), bem como avaliar a viabilidade para potencial agentes

bactericidas na presenca das bactérias S. aureus,S. epidermidis, P. aeruginosae E.

coli.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e solucoes

3.1.1 Argénio

Nos experimentos em que foi necessdria atmosfera livre de oxigénio, utilizou-se
argonio de procedéncia White Martins. Este foi tratado para remover tragos de oxigénio e dgua
presentes no gas comercial em um sistema constituido de colunas contendo silica gel, cloreto
de célcio e catalisador BTS-R-11.9 (Fluka Chemika), mantidas a 60°C para conservagdo da

ativacdo do catalisador.

3.1.2 Solventes, reagentes e solucoes

Os solventes organicos etanol (Synth), metanol (Synth), acetona (Synth), N,N-
dimetilformamida — DMF (Synth), foram utilizados nas etapas sintéticas com purificacao
prévia. Agua deionizada foi utilizada nos procedimentos de sintese.

Os reagentes tricloreto de ruténio triidratado, 2-aminonaftaleno e 2-aminoatraceno
de procedéncia Aldrich, foram utilizados sem qualquer purificagdo prévia. Calf thymus DNA
(CT DNA) obtido da Sigma-Aldrich foi utilizado nos ensaios intercalacdo e o DNA plasmidal
pBR 322 (Biolabs inc.) para a eletroforese em gel de agarose. As sequéncias oligoméricas
HTG21 (GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG) e sua correspondente sequéncia mis-match sao
de procedéncia comercial (IDT). As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando-se
como eletrélito suporte uma solucdo 0,1 mol L' de perclorato de tetrabutilaménio (PTBA) em

acetonitrila grau HPLC, de procedéncia Tedia.
3.2 Equipamentos e técnicas experimentais
3.2.1 Espectroscopia Eletronica de Absor¢do na Regiao do UV-visivel
Os espectros eletronicos na regido do ultravioleta e visivel em solucdo foram
obtidos utilizando-se um espectrofotometro UV-Vis-NIR Cary 5000 Varian, acoplado a um

computador. As amostras foram analisadas em solucdo utilizando célula de quartzo retangular

de caminho 6ptico de 1,0 cm.
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3.2.2 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho dos compostos foram obtidos a partir de
amostras dispersas em pastilhas de brometo de potdssio (KBr), utilizando um
Espectrofotometro de Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR da ABB Bomem

FTLA 2000-102, com janela espectral variando entre 4000 e 400cm™'.

3.2.3 Espectroscopia de ressondncia 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 solventes deuterados.

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 envolvidas na caracterizagdo do composto cis-[Ru(bpy)(dppz)Cl2] foram
realizadas utilizando eletrodos de carbono vitreo, platina e Ag/AgCl como eletrodo de trabalho,
auxiliar e referéncia, respectivamente. Uma solugio aquosa de NaTFA 0,1molL"! com pH 3,0
foi utilizada como eletrdlito suporte.

As medidas eletroquimicas para os compostos [Ru(bpy)(dppz)Naf](PFs).e
[Ru(bpy)(dppz)Ant](PFs). foram realizadas em solucdo de perclorato de tetrabutilamdnio
(PTBA) 0,1 mol.L"! em acetonitrila , utilizando eletrodos de carbono vitreo, platina e Ag/AgCl
imerso em solucdo contendo o eletrdlito utilizado como eletrodos de trabalho, auxiliar e
referéncia, respectivamente. Utilizou-se ferroceno como padrdo interno, admitindo que o par

redox ferroceno (Fc*°) apresenta Ei» = 0,381 V vs Ag/AgClL.
3.2.5 Espectroscopia de emissdo
Os experimentos de espectroscopia de emissdo estaciondria e resolvida no tempo

foram realizados utilizando Fluorimetro Estacionario QM-40 (PTI). Os decaimentos de

luminescéncia foram medidos através da técnica de contagem de fétons isolados empregando-
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se o espectrofluorimetro TC900 Edinburgh (IQSC-Laboratério de Fluorescéncia Molecular

coordenado pelo professor Marcelo H. Gehlen).
3.2.5.1 Rendimento qudntico de emissdo

A equagdo 2 foi utilizada para a determinagdo do rendimento quantico de emissao.

Do = (1/15)(ADSP joxe/ AbS? pexc) Dy 2)
em que I, e I, sdo as dreas dos espectros corrigidos de emissdo da amostra e do padrio obtidos
nas mesmas condicdes experimentais, Abs sdo as absorbancias das solu¢des no mesmo
comprimento de excitagdo e @, é o rendimento quintico do padrio, no caso, [Ru(bpy)s]** (@

(MeOH) = 0,045; @ (Acetonitrila) = 0,068; @ (diclorometano) = 0,062 @ (H,0) = 0,042)>.
3.2.5.2 Rendimento quantico de geragéo de 'O

O rendimento quantico de geracdo de 'O» foi determinado pelo acompanhamento,
via fluorescéncia, da reacéio da espécie de 'O»com o 1,3 difenilisobenzofurano (DPBF)**4¢, A

reacdo ocorre na presencga de luz, como descrito na equacao 3:

O hv O

/ —

oYD L OO0 e
+
[ee)

fotossensiblizador

Neste experimento, 2 mL das solu¢des dos complexos de ruténio (20pumol.L'!) em
etanol contendo 20 pmol.L''de DPBF foram adicionados em uma cubeta de quartzo. A
irradiagdo das amostras foram efetuadas com LED’s de Amix = 463 nm € Amax = 520 nm
(Basetech Conrand, 1.7 W). O consumo de DPBF foi monitorado pela diminui¢do da
intensidade da sua banda fluorescente no maximo de emissao (Aexc =405 nm, *"Amsx=475 nm)

em diferentes tempos de irradiacdo. O complexo [Ru(bpy)3]2+

foi usado como padrdo, cujo
valor de rendimento quantico de geracdo de 'O, € P@x= 0,84 em solugdo de etanol saturada
de ar *”.0 valor de rendimento quintico de geragio da espécie 'Oz (*@,) para os complexos foi
determinado a partir da equacdo (4)

K/kP= 2Dyl P Dy 4
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em que k% kP sdo os coeficientes angulares das curvas cinéticas In (I¢ / Ip) vs tempo de
irradiacao da amostra e do complexo padrao. I; e Ip sdoas intensidades dos espectros de emissao

no tempo t e zero, respectivamente.

3.3 Sintese dos compostos organicos

3.3.1 Sintese do composto 4’-metil-2,2’-bipiridina-4-dcido carboxilico (mbpy-COOH)

O composto precursor, mbpy-COOH, dos ligantes mbpy-Naf e mbpy-Ant foi

preparado pelo método descrito por McCafferty e colaboradores®’.

3.3.2 Sintese do ligante dipirido[3,2-a:2',3'-c[fenazina (dppz)

O composto dppz foi sintetizado por procedimentos descritos na literatura®®,

3.3.3 Sintese dos ligantes 4’ metil —N- (naftalen-2-il)-[2,2 bipiridina/-4-carboxamida (mbpy-
Naf) e 4’ metil -N-(antracen-2-il) -[2,2 bipiridina]-4-carboxamida (mbpy-Ant)

Para a sintese dos ligantes mbpy-Naf e mbpy-Ant foi realizado o seguinte
procedimento: Dissolveu-se 100 mg (0,471 mmol) de 4'-metil-2,2’-bipiridina-4-acido
carboxilico e 87 pL (0,619 mmol) de N, N'-diisopropilcarbodiimida (DIC) em 1 mL de DMF
sob agitacdo. Apés 10 minutos foi adicionado a mistura reacional 63,1mg (0,466 mmol) de 1-
hidréxi-benzotriazol. Em seguida, adicionou-se 1 mmol do corante orginico (2-aminonaftaleno
ou 2-aminoantraceno) ¢ 20uL (0,181 mmol) de N-metil morfolina. A reacdo se processou
durante 15 h a temperatura ambiente. Apds esse periodo, a solugdo resultante foi filtrada e
rotoevaporada a fim de concentra-la. Os sélidos foram obtidos através da precipitagdo com

etanol e éter etilico, recristalizados e lavados com acetona. Rendimento: 46% (mbpy-Naf) e

77% (mbpy-Ant).
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3.4 Sintese dos complexos

3.4.1 Sintese do complexo cis-Ru(bpy)(dppz)Cl2

Para a sintese do complexo precursor, utilizou-se metodologia semelhante a da
literatura para obtencdo do complexo cis-Ru(bpy)>CL,*. Para tal, solubilizou-se 304,7 mg (1,16
mmol) de RuCl3.3H20 juntamente com: 184,3 mg (1,18 mmol) de 2 2'-bipiridina,333,1 mg de
dppz (1,18 mmol) e 346,6 mg de LiCl (8,17 mmol) em 50 mL de DMF. Manteve-se a mistura
sob refluxo e agitacdo por 8 horas. Logo apds este periodo um precipitado preto foi recolhido

por filtragdo lavado com acetona gelada e seco a vdcuo. Rendimento: 85%

3.4.2 Sintese dos complexos [Ru(dppz)Naf** ,[Ru(dppz)Ant]** e [Ru(Ant)3]**

Em um baldo de 100 mL dissolveu-se 100 mg de cis-Ru(bpy)(dppz)Cl> com o
ligante mbpy-L (onde L = Naf ou Ant) em relacdo estequiométrica complexo precursor/ligante
(1:1,5) em 30 mL de uma solucdo dgua/etanol (1:1). Manteve-se a reacao sob refluxo e agitacao
por 8 horas. Ao final desse periodo, concentrou-se a solu¢do por rotoevaporacao para uma
posterior purificagdo do complexo em coluna de silica usando uma mistura de metanol/DMF
(1:1 v/v) como eluente. As fragdes resultantes foram analisadas por espectroscopia de absor¢ao
eletronica, sendo aquelas com espectros semelhantes concentradas a quase secura.
Posteriormente adicionou-se gotas de solugdo saturada de PFe para precipitacao. Em seguida, o
precipitado foi recolhido por filtracdo, lavado com dgua e seco a vdcuo. Rendimento:
[Ru(dppz)Naf]** 60 % e[Ru(dppz)Ant]**65%. A sintese do complexo [Ru(Ant);]** foi
realizada pela mesma rota do complexo cis-Ru(bpy)(dppz)Clz. A purificacao foi realizada via

coluna de exclusao, Sephadex LH 20, com eluicio em metanol. Rendimento: 73%.

3.5 Estudos de interacao e fotoclivagem com DNA

Para determinar a constante intrinseca de ligacio com DNA (Ky), foi realizado
titulagdo espectrofotométrica por absorcdo na regiao do UV-vis. As medidas foram realizadas
com concentra¢des constantes de complexo (10 pmol L) e sucessivas adicdes de CT DNA (0-
40 umol L) em 10 mmol L de tampdo tris-HC1 pH = 7,4. Apés a adicdo de DNA a solucdo

contendo complexo, permitiu-se atingir o equilibrio por 5 min a 25 °C. Apds esse tempo, 0s
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espectros de absorcdo na faixa do UV-vis foram registrados. As equacdes utilizadas para o
célculo de Ky foram:
(€a - €0)/( &b - &) = [b-(b*2Ky*[Ru][DNA]/s)1/2]/2Ks[Ru] 5)
[DNA] / (ga-er)= [DNA] /(€a-e0)+ 1 / Kb (€a-€f) (6)

sendo que b = 1+ Ky[Ru] + Ky[DNA]/2s, €., & € &, sdo os coeficientes de absortividade
aparente, livre e do complexo totalmente ligado ao DNA, respectivamente. O tamanho do sitio
de ligacdo € representado por s, [Ru] e [DNA] sdo as concentragdes molares do complexo e
DNA, respectivamente. A equagdo 5 € baseada num modelo ndo competitivo de sitio tinico de
interacdo e gera valores mais exatos para moléculas intercalantes (K»>10°%)*. O outro modelo
(equagdo 6) geralmente se ajusta com maior precisdo para interacdes mais moderadas. Para o
estudo com oligonucleotideos utilizou-se a sequéncia de DNA telomerico de fita tnica (ss-
DNA/ HTG21: 5’-GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3’), uma sequéncia de fita tnica
ssDNA(5-ATCACACCGAACACTCC-3"), sua sequéncia complementar (3'-
TAGTGTGGCTTGTGAGG-5") e sua fita ndo-complementar (CC-mismatch: 3'-
TAGTGTGCCTTGTGAGG-5"). Todas as sequéncias foram obtidas comercialmente pela IDT.
A formacdo da forma G-quadruplex (G4-DNA) se deu pelo aquecimento a 90°C da forma
HTG21 em solugdo tampao Tris-HCI 10mmol L' e KCI 100 mmol L. Em seguida, deixou-se
esfriar a solugdo até 4°C para entdo armazena-la em freezer.

O estudo de competicao por sulco foi realizado utilizando brometo de etidio (EB),
methyl green e o reagente Hoechst, contra os complexos metalicos como concorrentes, em 10
mmol L! de tris-HCI (pH 7,4) a 22 °C. As solucdes aquosas continham CT DNA a 10 pmol L°
! juntamente com 5 pmol L' de EB, methyl greenou Hoechst. Os complexos metilicos foram
titulados e monitorados por espectroscopia de fluorescéncia. Todos os dados foram coletados
pelo menos em duplicata e se encaixam em uma tnica equacao, da qual obteve-se uma constante
de dissociacdo aparente (*PKq") foi obtida. O *PK4" para complexos metalicos foi usado para
estimar Kq (Kq") usando a equaciio 7, considerando uma competicdo simples, onde L é a
concentrac¢do do agente de ligagdo ao DNA (complexo, EB, methyl green ou Hoechst) e K4", a
constante de dissociacdo relatada da literatura. Os controles sem DNA foram tratados conforme
descrito acima para avaliar qualquer evento de supressdo com EB, methyl green e Hoechst.

APPKR L = Kgt (1+ L/ KdY) (7)

O estudo de fotoclivagem foi realizado empregando a técnica de eletroforese em
gel de agarose. A solucOes dos complexos foram adicionadas a solu¢do contendo o DNA
superenovelado plasmidal pBR322 (21 pmol L! pares de base) em tampdo tris-HCI, pH = 8,

onde foram incubados para serem irradiados ou mantidos no escuro. O padrdo de bandas foi
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verificado em gel de agarose (0,8 %) com tampao TAE pH = 8,0, coradas com brometo de
etidio (EtBr, 1 ug/mL, 1h) e analisado usando o fotodocumentador Gel Doc™ XR + System
(Biorad). O experimento de irradiacao foi feito com LED’s (Basetech Conrand, 1.7 W) em
diferentes comprimentos de onda: azul (Amsx = 463 nm), verde (Amax = 520 nm) e amarelo (Amax

=592 nm) a uma distancia de 17 cm da cubeta.

3.6 Atividade antibacteriana

Local: Todas essas medidas foram realizadas pelo grupo do professor Edson
Holanda do Laboratério Integrado de Biomoléculas, Departamento de Patologia e Medicina

Legal — Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.6.1 Microorganismos e condigoes de cultura

As bactérias utilizadasnesse estudo foram: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 e
Escherichia coli ATCC 11303. Essas cepas foram armazenadas em Tryptic Soy Broth (TSB)
com 20% (v/v) de glicerol a -80 °C. Eles foram inoculados em placas de Tryptic Soy Broth
(TSA) e incubados em condi¢des aerdbicas a 37°C durante 24 h. Apds o crescimento em placas
de dgar, as colonias individuais foram removidas e inoculadas em 10 mL de meio de TSB fresco
e incubadas durante 24h a 37°C sob agitacao constante. Antes de cada ensaio antibacteriano, a

concentracdo celular final foi ajustada para 1x10° unidades formadoras de colonias (cfu) mL.

3.6.2 Ensaio antibacteriano

A susceptibilidade das bactérias aos complexos de ruténio foi avaliada pela
concentracdo minima inibitéria (MIC) e a concentracdo bactericida minima (MBC) dos
complexos. Os valores de MIC foram determinados de acordo com o Comité Nacional de
Padroes de Laboratério Clinico M7-A6 (NCCLS, 2003), com algumas modificacdes. Os
compostos foram diluidos em 4gua estéril ultrapura em concentracdes variando de 3,9 a 500
pg/Ml. Em seguida, foram distribuidos em placas de 96 pocos com cada suspensdo bacteriana
(1x10° cfu mL') em TSB. Essas placas foram submetidas a irradia¢io com LED azul por 1
hora ou mantidas no escuro, depois incubadas durante a noite a 37 ° C. Os valores de MIC

foram determinados como a menor concentragdo de composto que inibiu completamente o
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crescimento bacteriano observavel. Para a medi¢do de MBC, foram removidos 10 pL. de cada
poco onde nenhum crescimento bacteriano visivel foi observado e plaqueado em placas TSA
para ser incubado a 37 °© C. O MBC foi considerado a menor concentracdo antibacteriana do

composto onde o crescimento bacteriano nio foi observado.

3.7 Estudo computacional

Todos os cdlculos de DFT (do inglés density functional theory)desse estudo foram
realizados usando o pacote do programa Gaussian 09, revisao A.02 (Gaussian Inc., Wallingford,
CT)>°. As geometrias dos complexos foram otimizadas no nivel da DFT por meio do funcional
B3LYP*'"*, O conjunto de base de 6-31G (d) foi usado para dtomos de C, H, O e N. Para o
atomo de ruténio, o conjunto de nicleo efetivo relativista LANL2DZ. As geometrias otimizadas
em um minimo da energia potencial foram confirmadas pela auséncia de qualquer frequéncia
imaginaria em cdlculos de andlise vibratoria.

Com base nas geometrias otimizadas, o DFT dependente do tempo (TD-DFT) foi
aplicado para investigar as propriedades eletronicas dos complexos e simular os espectros de
absor¢do. Os cdlculos TD-DFT foram realizados em campos de solventes de acetonitrila por
meio do modelo do continuo polarizivel (PCM)**. A composicdo orbital molecular, os
espectros de UV-Vis e a atribuigdo de transi¢cdes principais foram extraidas utilizando os

programas Multiwfn22 e GaussSum 3.023, respectivamente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sistematris-heteroléptico [Ru(dppz)L]*
4.1.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho
A caracteriza¢do do composto precursor dos complexos sintetizados, a molécula
cis-[Ru(bpy)(dppz)Cl.], sera discutida para fins comparativos. O espectro de IV do complexo

cis-[Ru(bpy)(dppz)Clz] em pastilha de KBr estd ilustrado na Figura 13.

Figura 13 — Espectro vibracional na regido do infravermelho do

complexo cis-[Ru(bpy)(dppz)Cl2] em pastilha de KBr.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As bandas de baixa intensidade entre 3064-2924 cm™' e a banda intensa em 764 cm™
!'s30 oriundas do estiramento C-H e sua deformaciio exterior ao plano dos anéis aromaticos,
respectivamente >>°°, Os estiramentos em 1486 e 1415 cm™! sdo relativas as vibragdes simétricas
C=C e C=N dos anéis piridinicos, respectivamente >>-°.
Os estiramentos e deformacdes para os complexos [Ru(dppz)Naf]** e

[Ru(dppz)Ant]** sdo mostrados no espectro da Figuras 14.
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Figura 14 — Espectro vibracional na regido do infravermelho dos
compostos [Ru(dppz)Naf](PFs).e [Ru(dppz)Ant](PFs), em pastilha
de KBr.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Bandas caracteristicas do grupamento amida sdo comuns aos trés complexos. Em
3461 e 3413 cm’! encontram-se bandas largas atribuidas ao estiramento da ligagio N-H para os
complexos [Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]**, respectivamente. O estiramento amido C=0

155-61

dos complexos foi detectado em torno de 1667 cm” . Para os anéis piridinicos, os

estiramentos em 1466, 1462 e 1477 cm! sdo referentes a ligacio C=C dos compostos
[Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]**, respectivamente **>3%°; enquanto que o estiramento da
ligagdo C=N encontra-se por volta de 1420 cm™'#>>® Bandas caracteristicas de estiramentos
C=C e C-H dos croméforos naftil, antracenil e dos anéis arométicos do ligante dppz encontram-
se sobrepostos uns aos outros na regido entre 1600-1640 cm™. As deformacdes angulares C-H
de armadticos relativas aos grupos naftil, antracenil, bipiridinicos e dppz também se sobrepdem
entre 700-800 cm™'%, O forte sinal em 840 cm™! foi atribuido a deformacdo angular do contra-
ion PFs %2, Portanto, podemos inferir, com base nos espectros de espectroscopia vibracional no

infravermelho, a coordenagdo dos ligantes mbpy-Naf e mbpy-Ant. A Tabela 1 sumariza as

principais tentativas de atribuigdo.
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Tabela 1 — Dados de infravermelho dos complexos sintetizados.

Nidmero de onda (cm™)

Tentativa de

atribuicao
cis- [Ru(dppz)Naf](PFs)2 [Ru(dppz)Ant](PFe)>
[Ru(dcbpy):Cl:]
- 3461 3413 v (N-H)
- 2924 2921 v (C-H) do
grupo metila
- 1667 1668 v (C=0) de
amida
1600-1640 1600-1640 1600-1640 v (C=C) dos
anéis aromaticos
1486 1466 1462 v (C=C) dos
anéis piridinicos
1415 1420 1419 v (C=N) dos
anéis piridinicos
- 840 840 o PF¢
700-800 700-800 700-800 4 (C-H) dos

anéis aromaticos

Fonte: Elaborada pelo autor.
vs= estiramento simétrico; 0= deformacao angular

4.1.2 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de 'H

Os espectros de RMN de 'H dos

complexos  [Ru(dppz)Naf]*

e[Ru(dppz)Ant]**estdo ilustrados nas Figura 15 e 16, respectivamente. Devido a predominancia

de sinais sobrepostos referentes aos anéis arométicos, foi empregada a técnica bidimensional

COSY, na qual sdo detectados acoplamentos H-H até uma distancia de 2 ligacdes.



Figura 15 — Espectro de ressonincia magnética de 'H dos isdbmeros geométricos do
complexo[Ru(dppz)Naf]** em DMSO deuterado (a); inset:sinal dos hidrogénios do grupo
metila; (b) espectro de RMN de 'H bidimensional COSY.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A natureza assimétrica dos ligantes funcionalizados com os grupamentos naftil e
antraceniltorna provdvel a formacdo de dois isOmeros geométricos para cada complexo. O
dobro de sinais encontrados sugere uma mistura isomérica dos complexos [Ru(dppz)Naf]** e
[Ru(dppz)Ant]**.

Os espectros de préton de ressonancia magnética nuclear dos complexos sugerem
fortemente essa mistura isomérica dos complexos [Ru(dppz)Naf]**, [Ru(dppz)Ant]**. Trés
tipos de sinais fortemente sugerem essa possibilidade: os prétons de amida, os singletos 6a e
6’a e os hidrogénios alifaticos da metila.

O ligante dppz apresentou equivaléncia magnética para os hidrogénios Hzapp, €
Héedppz em torno de 9,6 ppm. Os mesmos apresentam correlacdo com os hidrogénios Hadppz €
H7dppzpor volta de 8,1 ppm, como visto nos espectros bidimensionais COSY (Figura 15 (b)). Os
dois sinaisHiappz € Hsappzdo ligante dppz, sobrepostos entre 8,24 e 8,29, também acoplam com
Hidppz € Hsappz- A correlacdo entre os hidrogénios equivalentes Hiodppz € Hizappz(entre 8,50 e 8,58

ppm) e Hitappz € Hi2app, (entre 8,24 e 8,27 ppm) também foi observada.
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Os hidrogénios dos anéis da bipiridina ndo se mostraram magneticamente
equivalentes, provavelmente em fungdo do cardter assimétrico da molécula. Em torno de 8,9
ppm estdo contidos os deslocamentos referentes aos hidrogénios Hbpy-5’ e Hbpy-4’, os quais
acoplam com o Hbpy-6’ e Hbpy-3’. Os picos em aproximadamente 8,0, 7,9, 7,5 e 7,3 ppm estao
correlacionados aos Hbpy-4, Hbpy-3, Hbpy-5 e Hbpy-6, respectivamente.

Quanto a bipiridina funcionalizada,os hidrogénios 6a e 6a’atestam fortemente a
mistura isomérica, cujos sinais aparecem em 9,24 e 9,30 ppm para 6a e 8,40 e 8,45 para 6’a. O
sinal em 8,34 ppm associado ao hidrogénio 3’a acopla com 4’a em 8,15 ppm. O hidrogénio 5a
por volta de 8,15 ppm correlaciona-se com 3a em 8,34 (sobreposto com 4). O sinal do préton
de amida apresenta-se duplicado devido a mistura isomérica, e sdo vistos em 10,87 e 10,93
ppm.

Os sinais da porcdo naftil sdo: sinalem 8,02 ppm referente a 1b; hidrogénio 9b
sobreposto a bpy-6 na faixa de 7.72-7.82 ppm; o hidrogénio 6b localizado na faixa entre 7,60 e
7,67 ppm. Os protons sobrepostosna faixa de 7,44-7,55 ppm sdo referentes aos hidrogénios 7b
e 8b. Por fim, os sinais correlacionados dos dois prétons 3b e 4b (7,82-7,95 ppm).

Na faixa de hidrogénio ligado a carbono alifatico aparecem dois singletos associado

aos hidrogénios do grupo metila (2,53 e 2,62 ppm, inset da figura 15).
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Figura 16 — Espectro de ressonancia magnética de 'H dos isémeros geométricos do
complexo[Ru(dppz)Ant]** em DMSO deuterado (a); inset:sinal dos hidrogénios do grupo
metila; (b) espectro de RMN de 'H bidimensional COSY.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A atribuicdo dos sinais de hidrogenio para o complexo [Ru(dppz)Ant]**é similar
para o complexo com o ligante mbpy-Naf. Com excecdo para alguns hidrogénios com sinais
ligeiramente deslocados, o espectro de hidrogénio (Figura 16 (a)) apresentou deslocamentos
quimicos com valores préximos do complexo [Ru(dppz)Naf]>*. A Tabela 2 resume os
deslocamentos quimicosdos hidrogénios arométicos de ambos 0s complexos.

Desta forma, podemos concluir que os espectros de RMN de 'H indicam a
coordenacdo dos ligantes funcionalizados a partir do complexo precursor [Ru(bpy)(dppz)Clz]

com a formagdo de um par de isdmeros geométricos para cada complexo.



Tabela 2 — Deslocamentos quimicos de RMN'H e atribuicdes para os complexos

[Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]**.

H [Ru(dppz)Naf]** [Ru(dppz)Ant]**
3e6 9,67 9,63-9,70
2e7 8,01-8,10 8,01-8,12

Sistema dppz les 8,24-8,29 8,23-8,28
10e 13 8,50-8,58 8,51-8,58
11e12 8,17-8,24 8,18-8,23
bpy-3 7,30 7,30
bpy-4 7,37-7,44 7,37-7,43
bpy-5 7,95-8,01 7,46-7,55
bpy-6 7,72-7,82 7,46-7,55

Sistema

bipiridil bpy-3’ 8,17-8,24 8,13-8,18
bpy-4’ 8,83-8,97 8,85-8,98
bpy-5’ 8,83-8,97 8,85-8,98
bpy-6’ 8,17-8,24 8,13-8,18

3a 7,96 8,67

4a 7,33 8,61

9,24 e 9,30 (mistura isomérica) 9,27 € 9,29 (mistura isomérica)
6a

3’a 7,71 7,86

4’a 7,58 7,70

6’a 8,40 e 8,45 (mistura isomérica) 8,32 e 8,36 (mistura isomérica)

1b 8,23 7,95

Sistema 3b 7,82-7,95 7,92
L

6b 7,51-7,58 8,55

7b 7,44-7,55 7,95

8b 7,44-7,55 7,75-7,81

9b 7,72-7,82 7,60-7,67

10b - 7,60-7,67
11b - 7,75-7,81

13b - 8,05

8('H amida) 10,97 e 10,93 10,94 ¢ 11,0
S('H metila) 2,53e2,62 2,53 2,62

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.1.3 Espectroscopia de absorcdo eletronica

O espectro eletronico (Figura 17) do complexo cis-[Ru(bpy)(dppz)Cl2], em
metanol, apresenta duas bandas em 437 e 511 nm, originadas das transi¢des de carga do metal
para o ligante (MLCT) oriundas dos orbitais dm (Ru') para os orbitais pr* dos ligantes
bipiridinicos 9. A absor¢io das transi¢des intraligantes (pn* < pm) do ligante dppz encontra-
se por volta de 362 nm ®. Intensas bandas de alta energia em 203 e 276 nm correspondem s
transi¢des intraligante pr* «— pr dos ligantes bipiridinicos 4.

Figura 17 — Espectro eletronico na regido do ultravioleta e visivel do complexo cis-
[Ru(bpy)(dppz)Cl2] em metanol na concentracdo de 5.10°mol L', Inset: expansio da regido

entre 400 e 750 nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 18 ilustra os espectros de absor¢do eletronica em acetonitrila dos

complexos [Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]**.
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Figura 18 — Espectro eletronico na regido do ultravioleta e visivel dos complexos

[Ru(dppz)NaszJr e [Ru(dppz)Ant]2+ em acetonitrila na concentracdo de 5.10°mol L'\,
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os perfis espectrais dos dois compostos sdo bastantes similares. Existem bandas de
baixa energia na regido do visivel (Amax ~ 460 nm) atribuida a transferéncia de carga metal-

ligante (MLCT), pr*<«dr,do metal para os ligantes!-!3:6466

e transi¢des intraligantes do tipo
pr* < pr oriundas dos ligantes bipirdinicose dppz®*.

As bandas de alta energia em 204 e 280 nm (transi¢des intraligantes pz™* «<— prx) dos
anéis bipiridinicos sio comuns a ambos os complexos'. Entretanto, duas bandas podem ser
diferenciadas nessa regiio — uma em 226 nm para o complexo [Ru(dppz)Naf]** e outra em 257
nm para [Ru(dppz)Ant]**— ambas provavelmente oriundas de transicdes intraligantes dos
grupos aromadticos naftil e antracenil®’.

As bandas no visivel apresentam um deslocamento batocrdmico comparado ao

complexo[Ru(bpy)2(dppz)]**

, cuja absor¢do maxima ocorre em torno de 440 nm. A literatura
reporta que, provavelmente, essa mudanca espectral deva-se a efeitos eletronicos indutivos nos
substituintes da posi¢do 4 e 4’ do amidobipiridina®%>%. A Tabela 3 sumariza todas as transi¢des

e os respectivos coeficientes de absortividade.



53

Tabela 3 — Dados de UV-Vis para os complexos [Ru(dppz)Naﬂ2+ e [Ru(dppz)Ant]2+em

acetonitrila.
. s 1oml
Complexos min/ . (& X10%mol L7 en’™) Atribuicio
207 (1,5) pr* «— pr
[Ru(dppz)Naf]* 226 (1,3) pr* — pm
280 (1,5) pr* — pz
350 (0,3) pr* < pm
459 (0,2) pr*—dzn
201 (1,3) pr* «— pr
254 (1,1) pr* «— pr
[Ru(dppz)Ant]** 281 (1.,4) pr* — pr
352 (0,3) pr* «— pmw
460 (0,3) pr*«—dzx

Fonte: Elaborada pelo autor.

Estudos computacionais também foram conduzidos para investigar as transi¢des
eletronicas dos complexos, utilizando teoria funcional da densidade dependente do tempo (TD-
DFT). Os resultados de TD-DFT sugeriram a contribui¢io de transicoes MLCT e 'MLLCT
(transic@o de carga de metal-ligante para ligante) nas bandas de alta energia entre 200-350 nm,
além das transi¢des T — © * (IL-intraligante e LLCT-ligante-ligante via transferéncia de carga)
dentro dos ligantes arométicos naftil e antracenil. Além disso, esses cdlculos reforcaram a que
a absorcdo de baixa energia € resultado principalmente de um estado MLCT.

Os espectros calculadosvia TD-DFT sao apresentados na Figura 19. Faz-se razoavel
a oncordancia entre os espectros tedricos e experimentais em ambos os complexos. Desse
modo, podemos interpretar as propriedades espectroscépicas dos complexos em termos de

energia e distribuicao espacial dos orbitais molecular com base na teoria.
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Figura 19 — Espectros eletronicos calculados dos complexos [Ru(dppz)Naf]**(a) e

[Ru(dppz)Ant]** (b) por TD-DFT com B3LYP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

As transicoes eletronicas do tipo MLCT previstas teoricamente (Tabela 4) sdo

predominantemente atribuidas a transferéncia de carga de orbitais do ruténio (HOMO-2 e

HOMO-3) para orbitais dos ligantes bipiridina e dppz (LUMO).

600

Tabela 4 — Transi¢des calculadas de estado singleto para os complexos [Ru(dppz)Naf]** e

[Ru(dppz)Ant]**.
Complexo Mnm) f Contribuicao Carater
505 0,2406  HOMO -> LUMO (92%) d(Ru)+n(Naf) — m(bpy-Naf) MLCT/IL
459 01506 B33 LUMO E‘z‘gf/"; d(Ru) — m(bpy-Naf) MLCT
429 0,1122 H-2 > L+1 (69%) d(Ru) — w*(dppz) MLCT
[Ru(dppz)Naf]>** 380  0,2779 HOMO > L+5 (58%) d(Ru)+m(Naf) — mn(bpy-Naf) MLCT/IL
340  0,3640 H-6 > L+1 (77%) n(dppz) — w*(dppz) IL
308  0,1849 H-1 > L+8 (54%) d(Ru) — m*(bpy) MLCT
299 0,2905 H-3 > L+6 (29%) d(Ru) — w*(bpy) MLCT
282 0,5032 H-7 > L+3 (31%) n(dppz) — w*(bpy) LLCT
265 0,342 H-11 > L+2 27%) n(bpy-Naf) — m*(bpy) IL
535 0,1102 HOMO - L+1 (96%) n(Ant) — w*(bpy) IL/LLCT
437 0,1326 H-2 > LUMO (74%) d(Ru) — n*(dppz) MLCT
398 0,147 H-3 > L+2 (44%) d(Ru) — *(dppz/bpy) MLCT
[Ru(dppz)Ant]>* 370  0,0986  H<4->LUMO (39%) d(Ru)+ni(Ant) — n*(dppz) MLLCT
H-4 > L+1 (48%) d(Ru)+m(Ant) — n*(bpy-Ant)  MLCT/IL
336 0,0983 H-7 - LUMO (45%) d(Ru)-n(dppz) — n*(dppz) MLCT/IL
290 0,5929 H-3 > L+4 35%) d(Ru) — n*(dppz) MLCT
271 0,7229 HOMO - L+12 (34%) n(Ant)—71* (bpy-Ant) IL
249 0,9212 HOMO - L+15 (25%) n(Ant)—»n* (bpy—Ant) IL

H-6 > L+6 (20%)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A fim de compreendermos acerca da distribuicao espacial dos orbitais de fronteira
dos complexos, calculou-se as superficies de contorno orbital para os mesmos. Elas estdo
representadas nas Figuras 20 e 21 para os complexos Ru(dppz)Naf]**e [Ru(dppz)Ant]**,

respectivamente. A energia de alguns desses orbitais estdo calculadas no grafico da Figura 22.

Figura 20 — Superficies de contorno dos orbitais moleculares do complexo
[Ru(dppz)Naf]** calculados por TD-DFT (hidrogénios omitidos para maior clareza da

estrutura).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 21 — Superficies de contorno dos orbitais moleculares do complexo
[Ru(dppz)Ant]** calculados por TD-DFT (hidrogénios omitidos para maior clareza da

estrutura).

..,‘8

.
(Y ‘.‘b‘
b‘.A“t'
U"G

<« 2

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em ambos os complexos, o dtomo de ruténio contribui majoritariamente com o0s
orbitais HOMO-2 e HOMO-1, como observado nas Figuras 20 e 21. Comumente a literatura
reporta orbitais HOMO com um carater estritamente do metal em sistemas polipiridinicos. No
entanto, os orbitais HOMO dos dois complexos possuem grande contribui¢cao dos grupamentos
naftil e antracenil. No complexo [Ru(dppz)Naf]** hd uma mistura dos orbitais do ruténio com
os anéis naftil (-5,88 eV) e um orbital molecular puramente pertencente ao grupo antracenil no
complexo [Ru(dppz)Ant]>* (-5,39eV). A participacdo dos orbitais aril pode justificar o
aparecimento das transicoes do tipo MLCT, IL e LLCT (Tabela 4) em torno de 500nm nos
espectros tedricos. Essas bandas ndo foram detectadas experimentalmente por, provavelmente,

serem de transicdo ndo permitida.
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Figure 22 — Gréfico de energia calculada por TD-DFT dos complexos [Ru(dppz)Naf]**(a) e
[Ru(dppz)Ant]** (b).

-2,5 7 bpy+dppz(xe) =—= gpy+gpp(z(”))
py+Ant(xe
d —_— —_—d
-3,0 bpy&gﬁ:% — ppz(se)
-3,54
_ -4,0 -
;%, -4,5 -
=
-5,0 -
5,54 Ant(x)
'6,0 i RU(d)+Naf(‘)
Ru(d) Ru(d)
-6,5 - {

(a) (b)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para o complexo [Ru(dppz)Naf]** o orbital LUMO estd distribuido sobre o ligante
amida, enquanto que no complexo [Ru(dppz)Ant]** localiza-se sobre o ligante dppz. Os orbitais
LUMO mais periféricos aos complexos distribuem-se sobre os ligantes bipiridinicos e dppz
(Figuras 20 e 21).

O estudo tedrico, portanto, mapeou as energias € a distribui¢do dos orbitais moleculares de
fronteira dos complexos, possibilitando o conhecimento da natureza e origem das transi¢oes

eletronicas de absorcao observadas experimentalmente.
4.1.4 Espectroscopia de emissao

As propriedades luminescentes dos complexos foram estudadas, tanto no dominio
da frequéncia quanto no tempo. Os espectros de emissdo estaciondria em acetonitrila para os
dois complexos sdo apresentados na Figura 23. Quando os complexos em solugdo sdo excitados

no maximo de absor¢do da banda de MLCT (~ 460 nm) verifica-se uma larga banda de emissao
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em torno de 642 nm e 648 nm para [Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]**, respectivamente. Tal

) 2,65,66,68

perfil espectral € tipico de sistemas polipiridinicos de ruténio (I , assim como para

L.15.1469.16,1064 Qg comprimentos de emissdo maximo

compostos com dppz em meio aprético
sdo deslocados para o vermelho com rela¢do aos complexos [Ru(phen)2(dppz)]** (622nm) e
[Ru(bpy)2(dppz)]** (619 nm) no mesmo solvente!®. Semelhantemente ao comportamento
observado nos espectros de absor¢do de UV-Vis, o deslocamento da energia de emissao podeser
racionalizado em termos da posicdo e natureza do substituinte nos anéis bipiridinicos (grupo
amida). Estes, por sua vez, modulam a energia do estado *MLCT e consequentemente, alteram

o comprimento de onda de emissao>®3%6,

Figura 23 — Espectro de emissdo normalizado (excitagdo de 460 nm)
para os complexos [Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]** em acetonitrila,

na concentragio de 5.10°mol L a 25°C. Aexc = 460 nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Determinou-se também os valores de rendimento quantico de emissdo em solventes

de diferentes polaridades. Os dados estdo listados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Rendimento quantico de emissdao dos complexos em diferentes solventes.

Dern(Mem,nIM)
Complexo Agua Metanol Acetonitrila DMF Diclorometano
[Ru(dppz)Naf]** - 0,040 (645) 0,080 (642) 0,086 (655) 0,10 (615)
[Ru(dppz)Ant]* - 0,0055 (655) 0,013 (648) 0,014 (660) 0,031 (627)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Como ¢€ tipico de complexos com ligante dppz, oscompostos desse estudo nio
emitem a partir do estado *MLCT em meio aquoso, devido a desativagio desse estado via
ligacao de hidrogénio estabelecida entre o ligante dppz e dgua. Em metanol, observou-se
emissdo, entretanto, com rendimento quantico (@.n) menor do que nos solventes polares
apréticos, como acetonitrila e dimetilformamida. Nota-se também que a luminescéncia
apresenta efeito de solvatocromismo: a medida que a polaridade do solvente aumenta, um
deslocamento batocromico € observado. Em diclorometano, o solvente mais apolar da série, os
valores de @.n sd@o os mais elevados, indicando que os processos de
desativacdointramoleculares sio minimizados®>. O complexo com o substituinte antracenil
apresenta menor valor de @.,, do que o complexo com naftil, pois o estado excitado tripleto do
grupo antracenil ((Ant, 14900 cm™)® encontra-se com energia inferior ao estado *MLCT®3-70,
Assim, essa significativa diferenca nos rendimentos quénticos de emissdo deve-se a maior
populacio do estado *Ant a partir do estado *MLCT, uma vez que diferencade energia entre os
dois é favordvel a transferéncia de energia. A Figura 24 ilustra um diagrama de estados

fundamentais e excitados, préprio de complexos de ruténio(I) bicroméforos &8%6570,



Figura 24 — Diagrama de niveis de energia para os bicroméforos
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Fonte: Adaptado de WILSON, G. J.; SASSE, W.H.F.; MAU, A.W.-H. (51)
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Os tempos de vida do estado excitado *MLCT em acetonitrila medidos pela técnica

resolvida no tempo, foram de 229 e 225 ns para [Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant

respectivamente (Figura 25).

1*,
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Figura 25 — Decaimento de luminescéncia dos complexos
[Ru(dppz)Naf]**(a) e [Ru(dppz)Ant]**(b) naconcentracio de

5.10°mol L' em solucdo deareada de acetonitrila. T = 298 K.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os tempos de vida obtidos para os dois compostos sdo maiores do que para o
[Ru(bpy)2(dppz)]** no mesmo solvente, cujo valor é igual 180 ns>. O incremento desse tempo
de vida pode ser explicado em termos de deslocalizacdo do estado excitado eletronico e reducdo

da sobreposi¢io dos estados vibracionais promovidos pelos grupamentos naftil e antracenil 7",
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4.1.5 Medidas eletroquimicas

O voltamograma ciclico em NaTFA 0,1 mol L' em pH = 3,5 do precursor cis-
[Ru(bpy)(dppz)Cl2] a 100 mV s™! estd ilustrado na Figura 26. O processo associado ao par redox
Ru™ mostrou-se quasi-reversivel com Ei = 0,496 V vs Ag/AgCl. Esse valor é préximo do
potencial de meia onda encontrado para o composto [Ru(bpy).Clz] **.

Figura 26 — Voltamograma ciclico a 100 mV s do eletrodo de

carbono vitreo em solu¢do aquosa contendo NaTFA 0,1mol L,

pH = 3.5, contendo o complexo cis-[Ru(bpy)(dppz)Cl,].

02 00 02 04 06 08 10 12
Potencial / V vs Ag/AgCl/Cl1

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os potenciais de meia-onda do par redox Ru™ dos complexos [Ru(dppz)Naf]** e
[Ru(dppz)Ant]** (Figura 27) sdo de +1,35 e +1,33 V, respectivamente. Esses valores estdo de
acordo com os reportados na literatura para sistemas tris-bipiridinicos de ruténio(I)!>%366, O
grande deslocamento de potencial ao complexo precursor ocorre devido a estabilizagdo por
retrodoagdo entre os orbitais w* antiligantes aceptores e os orbitais dn do ruténio, apds a
coordenacdo do ligante bipiridinico modificado. Consequentemente, hd uma grande

2,66

deslocalizagdo de densidade eletrOnica do ruténio em direcdo aos ligantes~®®, provocando

deslocamento do potencial para valores mais positivos. E de se notar um processo de oxidacao
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adicional de cariter irreversivel para o complexo [Ru(dppz)Ant]** em +1,30 V. Um estudo de

t’2. Além disso, o

um sistema similar atribuiu esse processo a oxidagdo do ligante mbpy-An
estudo de DFT realizado nesse trabalho aponta que o orbital HOMO do complexo
[Ru(dppz)Ant]** situa-se sobre a por¢do antracenil em -5,39 eV. Portanto, serd mais provavel
aoxidacdo dos orbitais de cardter mbpy-Ant ocorrerantes do processo referente ao par redox

Ru™ a0 qual estdo associados os orbitais HOMO-1 e HOMO-2.

Figura 27 — Voltamograma ciclico a 100 mV s’ do eletrodo de carbono vitreo
em solucdio de PTBA 0,1 1mol L' em acetonitrila dos complexos

[Ru(dppz)Naf]** (topo) e [Ru(dppz)Ant]** (abaixo).

10pA T —

10 H-ﬁl- I /y

20 -15 -1,0 -05 0,0 0.5 1.0 1,5 2,0

Potencial / Vvs Ag/AgCVCI™

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os processos redox relacionados a reducdo dos dois ligantes bipiridinicos e do dppz
encontram-se na regido do voltamograma de potenciais mais negativos. As redugdes do ligante
dppz por volta de -0,9 V, em ambos os complexos, corroboram com valores encontrados na

0. E interessante notar que o complexo com o ligante mbpy-Naf apresenta um

literatura®
processo em -0,71 V, ndo presente no complexo com antraceno. Os resultados téoricos de DFT
(Figuras 20, 21 e 22) apontam que o LUMO do complexo [Ru(dppz)Naf]** reside no ligante

mbpy-Naf (-3,02 eV), enquanto que no complexo [Ru(dppz)Ant]**, no ligante dppz (-2,96 eV).
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Os potenciais referentes aos processos redox do centro metdlico e dos ligantes estdo resumidos
na Tabela 6.

Os dados voltamétricos sdo também fortes indicativos da coordenagdo dos ligantes
mbpy-naf e mbpy-ant no complexo de partida, uma vez que houve um grande deslocamento do
potencial redox. Podemos fazer uma correlacdo segura com os dados espectroscopicos ao
considerar a mudanca no valor do comprimento de onda de absor¢cdo méxima do complexo de
partida cis-[Ru(bpy)(dppz)Cl2] e o deslocamento de Amsx para o azul nos complexos tris-
bipiridinicos. Essa observagdo sugere fortemente a substituicdo dos dois ligantes Cl™ pelo
terceiro ligante bipiridil (mbpy-Naf ou mbpy-Ant), fato refletido na alteracdo das propriedades
espectroscopicas € redox dos produtos. Ademais, os dados experimentais voltamétricos

corroboram em grande medida com o estudo de DFT.

Tabela 6 — Dados voltamétricos dos complexos [Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]**.

Complexo E12/V vs Ag/AgCl/Cl
mbpy-L-~ Ru'"! Reducio dos ligantes
[Ru(dppz)Naf]** - +1,35 0,71 0,96 1,45 1,71
[Ru(dppz)Ant]** +1,30 +1,33 - -0,93 -1,54 -1,74

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1.6 Geracdo de oxigénio singleto

A geragiio de oxigénio singleto ('0,) foi monitorada pela reagdo do composto 1,3
difenilbenzofurano (DPBF) com a possivel geracdo da espécie 'O, produzida pelos complexos
sob irradiagdo. O consumo de DPBF pode ser quantificado pela diminui¢do da sua
fluorescéncia, no maximo de emissdo em 474,9 nm. Os espectros da fotodegradacdo do DPBF
irradiado com LED azul sdo apresentados na Figura 28. As curvas cinéticas estdo ilustradas na
Figura 29. Para fins comparativos, utilizou-se o complexo [Ru(bpy)2(dppz)]** para verificar a

influéncia dos grupos naftil e antracenil presentes nos complexos desse estudo.



Figura 28 — Espectro de fluorescéncia relativo ao consumo de DPBF
em etanol sob irradiacio com LED azul na presenca de 20pumol.L! de
[Ru(bpy)2(dppz)]**(a) , [Ru(dppz)Naf]** (b) e [Ru(dppz)Ant]**. Lexc
=410 nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 29 — Curva cinética do consumo de DPBF em func¢do do
tempo de irradia¢ao (LED azul).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

E bastante evidente a maior produgio de 'Oz com o tempo para os compostos

funcionalizados quando comparados com o complexo [Ru(bpy).(dppz)]** (Figura 28). Os
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valores de @, sdo significativos (>0,50), especialmente para [Ru(dppz)Ant]** com maior valor
de geracdo de oxigénio singleto (@r=0, 96 ), provavelmenteem funcio da participacdo do
estado excitado tripleto *Ant (populado via estado *MLCT) nos processos de transferéncia de
energia intra e intermolecular (Figura 22). Esse estado propicia um eficiente canal de
transferéncia de energia para excitar >0, em fungdo das proximidades de seus niveis

energéticos®7073

. Baseado nos valores de @x, pode-se afirmar que hd influéncia dos
conjugados aromdticos na formagio de 'O.. Comportamento similar ji foi observado em
complexos carboxilados com os mesmos ligantes amida''.Todos os valores de @ estdo

resumidos na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores de rendimento quantico de geracdo de oxigénio singleto (@) sob irradiacio

no azul (Aexe = 460 nm).

Complexo D
[Ru(bpy)2(dppz)]2+ 0,29
[Ru(dppz)Naf]2+ 0,66
[Ru(dppz)Ant]2+ 0,96

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 Estudo de interacdo com DNA

4.2.1 Constante de ligacdo (K») DNA-Complexo

A magnitude da interacdo entre os complexos metdlicos e 0 DNA pode ser estimada
através do calculo das constantes intrinsecas de ligacdo (Kp). Estas, por sua vez, foram
determinadas por titulacdo espectrofotométrica (absor¢ao no UV-Vis) dos complexos com calf
thymus DNA (CT DNA).

A adicao de DNA provoca um forte hipocroismo (AH) e um sutil deslocamento para
o vermelho das bandas de absor¢do MLCT e intraligantes dos complexos (Figura 30). Os
valores de hipocroismo e deslocamento batocromico foram de 23 % e 16 nm para o complexo
[Ru(dppz)Naf]** e 20 % e 15 nm para o [Ru(dppz)Ant]*>*. A obtencio dos valores de Kp,foi
alcancada empregando-se a equagio (5) para o ajuste dos dados experimentais *°.

As constantes calculadas dos complexos foram de 6,83 (+0,3) x 10° L.mol~! (s =1.1)

e 6,04 (£0,2) x 10° L.mol™" (s =0,8) para os complexos [Ru(dppz)NaﬂzJr e [Ru(dppz)Ant]2+,
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respectivamente. Esses resultados corroboram com os valores tipicos encontrados para
intercaladores (Kp>109). Comparativamente aos complexos [Ru(bpy)z(dppz)]zJr (Kb=3,2x10°
4 & [Ru(phen)2(dppz)]** (Kb = 2,1 x 10°) 7 as constantes de ligacdo mostraram-se um pouco
maiores, provavelmente em funcido de uma interacdo n—n stacking mais efetiva, influenciada
pelos grupos naftil e antracenil. Além disso, esses resultados sugerem que esses volumosos
grupos aromdticos podem oferecer maior prote¢do aos nitrogénios fenazinicos do dppz em
relacdo as moléculas de agua, favorecendo as interagdes m no microambiente de bases

nitrogenadas.

Figura 30 — Espectro de absor¢io dos complexos [Ru(dppz)Naf]** (a) e
[Ru(dppz)Ant]** (b) na presenca de diferentes quantidades de CT DNA.
Inset: grafico de (€a-&r)/ (ev-€r) vs [DNA].
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Fonte: Elaboarad pelo autor.

4.2.2 Competicao com brometo de etidio (EB)

Para confirmar a natureza de interacdo entre DNA e complexos, estudamos a
capacidade competitiva dos complexos com o sistema EB-CT DNA (Figura 31). Brometo de
etidio € um conhecido intercalador de DNA utilizado como competidor com agentes
intercalantes. O EB apresenta baixa luminescéncia em solu¢do aquosa, contudo, quando
moléculas de EB intercalam em DNA, a intensidade luminescente aumenta significativamente.

O deslocamento e intensidade da banda do aduto EB-CT DNA foi monitorado por titulacdo dos

complexos [Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]**.



Figura 31 — Espectro de fluorescéncia de EB (Aexc =480 nm) na presenca
de DNA a diferentes concentragdes de complexos (0-14pmolL™).
[Ru(dppz)Naf]** (a) e [Ru(dppz)Ant]** (b), [EB] = 3umolL!. Inset:

curvas de titulagdo experimental.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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A banda fluorescente em 600 nm corresponde apenas a luminescéncia do EB (linha
preta) em solucdo aquosa. Todavia, quando DNA ¢ adicionado a solucao, essa banda desloca-
se para 595 nm (linha vermelha) em decorréncia da formacao do aduto EB-DNA, aumentando
também sua intensidade em aproximadamente 3 vezes. A banda do aduto € suprimida apds
adicao dos complexos, indicando a ocorréncia do fendmeno de competicao entre bicroméforos
de ruténio e EB pelos sitios de intercalagdo do DNA.

As constantes aparentes de dissociacdo (*PPK4l) relativas aos complexos foram
determinadas a fim de obtermos as constantes reais de dissociacdo (Kg). Esses dados foram
extraidos da equacdo 7, e os valores obtidos de K4 para os complexos [Ru(dppz)Naf]**e
[Ru(dppz)Ant]** foram, respectivamente, 0,106 pmol.L! e 0,177 pmol.L!. Esses resultados
estdo razoavelmente proximos daqueles obtidos por titulagdo em UV-vis, cuja as constantes de
dissociacdo sdo 0,146 umol. L' e 0,166 pmol.L!, para [Ru(dppz)Naf]**e [Ru(dppz)Ant]**,
respectivamente.

Devemos, no entanto, utilizar cautela ao analisarmos esses dados, uma vez que o0s
dois compostos de ruténio emitem préximo ao maximo de emissdo do EB em solug¢do. Neste
caso nao é observado a diminui¢do total da intensidade da banda referente aduto, visto que a
luminescéncia dos préprios complexos também pode contribuir para a emissdo total dos
espectros. Contudo, esses resultados obtidos por fluorescéncia, juntamente corroborados com
os de UV-Vis, confirmam a natureza da interagc@o intercalativa em DNA dos compostos em

estudo.

4.2.3 Tempo de vida do estado excitado com DNA

J4 foi mencionado que complexos [Ru(bpy)2(dppz)]>* [Ru(phen).(dppz)]** ndo
emitem em dgua devido & enorme diminuicio do tempo de vida do estado *MLCT!3:1416:64,
Quando inseridos entre os pares de bases nitrogenadas ocorre a protecdo dos nitrogé€nios
fenazinicos do dppz, prolongando a existéncia do estado *MLCT e, consequentemente, emissio
€ observada.

O complexo [Ru(dppz)Naf]** apresenta uma fraquissima luminescéncia em 4gua,
contrariamente do complexo com antracenil que ndo € emissivo no mesmo solvente, assim

como o complexo [Ru(bpy)z(dppz)]zJr

. Quando CT DNA ¢ adicionado, ocorre o aparecimento
da banda de emissdo, sendo possivel detectar o tempo de vida do estado *MLCT por
luminescéncia resolvida no tempo. Tal comportamento € tipico de complexos polipiridinicos

de ruténio (II) portando dppz '>!*%. Os decaimentos biexponenciais dos complexos com DNA
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(Figura 32) sdo de 18 (t1) e 425 ns (12) com o [Ru(dppz)Naf]** e 6 (11) e 160 ns (12) para
[Ru(dppz)Ant]**. A componente longa do decaimento é provavelmente decorrente de um
interacdo frontal do dppz e os pares de base do DNA”"" . A componente curta é oriunda da
interacdo lateral do dppz; esse modo favorece a exposi¢do de um dos nitrogénios fenazinicos,
permitindo que moléculas de &dgua interajam com o0s nitrogénios, contribuindo
significativamente para a supressdo do estado *MLCT.

Embora os diferentes valores de t ndo corroborem com a tendéncia observada para
os valores de Ky (provavelmente em funcdo das significativas diferencas nos rendimentos
quanticos de emissdo entre os complexos), o aumento substancial do tempo de vida do *MLCT

reforga a intercalacdo como o modo predominante de ligagcdo entre os complexos e DNA.

Figura 32 — Luminescéncia resolvida no tempo dos [Ru(dppz)Naf]**
(a)e [Ru(dppz)Ant]2+(b) na presenca de DNA em tampao Tris-HCI
50 mM pH 7,4. [Ru] = 12 pmol L, [CT DNA] = 200 pmol L' em

pares de base.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
4.2.4 Estudo de interagao por sulcos

Além do modo de interagdo por pares de base em DNA, os complexos polipidinicos
de ruténio (II) também podem combinar essa interagdo com a entrada de suas moléculas nos
sulcos do DNA 2312, Para investigar a afinidade dos complexos pelos sulcos do DNA, foi
utilizado iodeto de sodio e dois compostos seletivos de sulco maior (methyl green) e menor
(reagente de Hoechst).

A utilizagdo de anions supressores de luminescéncia ¢ um modo de explorar a
ligagdo de moléculas aos sulcos de DNA. fons iodeto podem suprimir a luminescéncia dos
complexos de ruténio ligado ao DNA, fornecendo assim informacao acerca do grau de protecio
da cadeia anidnica da macromolécula ao complexo ligado?®.

O DNA do tipo B (B-DNA) apresenta regides bastante distintas, onde o sulco maior
¢ mais acessivel do que o sulco menor. Espera-se, portanto,uma supressdao mais eficiente por
parte de I, caso o complexo interaja no sulco maior. Para avaliar também a for¢a i6nica, KCl,
um sal ndo-supressor, também foi utilizado no experimento, juntamente com os complexos. A
Figura 33 ilustra a intensidade integrada da luminescéncia dos complexos ligados a DNA e na

presenca iodeto e KCI em diferentes proporgoes.



74

Figura 33 — Intensidade integrada de emissdo dos complexos na presenca de
CT DNA a diferentes concentracdes de Nal e KCI. [Ru]= 5 umol.L™! e [CT
DNA]= 200 umol.L™.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

E interessante observar que nenhuma alteragio significativa na luminescéncia foi
causada por KCI ou Nal. Este comportamento foi ainda validado usando [Ru(bpy)2(dppz)]**
como um controle, onde também ndo houve alteracio luminescente significativa.
Notavelmente, esse comportamento foi diferente para [Ru(bpy)2(dppz)]** como relatado em
outros trabalhos, provavelmente devido a diferente sequéncia de DNA utilizada. Lim e
colaboradores relataram este tipo de estudo para [Ru(bpy)a(dppz)]** usando pequenas

sequéncias de oligonucleotideos?.

Recentemente, estudos espectroscopicos em solucio
evidenciaram que o complexo [Ru(bpy)2(dppz)]**se liga a0 DNA via sulco menor?’. Essa
constatacdo é sustentada por dados de estrutura de raios-X®%2. Nossos resultados sugerem
também que [Ru(bpy)2(dppz)]** se liga ao sulco menor do DNA, onde uma menor
acessibilidade do anion I~ evitaria uma supressdo maior de sua emissdo em solugdo.
Comparativamente, a emissdo dos complexos funcionalizados tende a ser menor em maiores
quantidades de iodeto, sugerindo que eles interagem com o DNA também através do sulco
menor (Figura 33).

Para reforcar ainda a presenca desse modo de ligagdo dos complexos ao DNA,

testamos a capacidade de competicao dos compostos methyl green e reagente de Hoechst como

moléculas seletivas ao sulco maior e menor da molécula de DNA, respectivamente®'3%. A
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intensidade de luminescéncia do composto Hoechst ligada ao CT DNA diminuiu
significativamente apés a adicdo dos complexos [Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]**(Figura
34), indicando a preferéncia de ambos os complexos pelo sulco menor, de acordo com o
experimento anterior utilizando iodeto de sodio.

Os valores de *PKy aparente calculado para os complexos durante a competi¢ao
com Hoechst foi 1,2 pmol L' para o complexo [Ru(dppz)Naf]** e 2,1 pumol L' para o
[Ru(dppz)Ant ]**, respectivamente. Usando a equacdo 4 e a ligagio de Hoechst ao CT-DNA
(Kq igual a 0,140 pmol L), estimamos um Ky de 0,050 umol L! para [Ru(dppz)Naf]** e para
o complexo [Ru(dppz)Ant ]**igual a 0,095 pmolL™!. Esses resultados sugerem que o complexo
funcionalizado com naftil compete ligeiramente melhor com Hoechst do que aquele com
antracenil. Essas medidas corroboram com aquelas realizadas em UV-Vis, onde
[Ru(dppz)Naf]** liga-se ligeiramente com mais intensidade em CT DNA do que
[Ru(dppz)Ant]**.

Como experimento controle, o complexo [Ru(bpy)(dppz)]** também foi
empregado nesse experimento (Figura 34(c)) e apresentou também atividade competitiva com
Hoechst. Essa observagio reforca a ideia de que [Ru(bpy)2(dppz)]** tende a se ligar entre as
bases nitrogenadas preferencialmente pelo sulco menor, conforme ja relatado na
literatura®®!2”, O Kq estimado nesse experimento foi de 0,72 umol.L"!, indicando que
[Ru(bpy)2(dppz)]**estabelece-se no sulco menor menos fortemente do que os bicroméforos

aqui estudados.



Figura 34 — Espectro de emissdo do Hoechst na presenga de CT DNA a

diferentes
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(c).[Hoechst] =3umol.L™! e [CT DNA]= 10 umol.L ™", Aexc= 340 nm.

Intensidade /u.a¢x10)

Intensidade/u.qx10)

concentracoes de

complexos (0-4pmol.LY),
(b)  e[Ru(bpy)2(dpp2)]**

16
{1 — Apenas Hoechsi
144 — Hoechst-CTDNA
ﬂ'omplnmnl.]j'
124 — 0.5
- 1.0
109 — L5
— 2.0
8§4— 25
— 3.0
64— 3.5
— 4,0
44

_—

uorescencia | uad i)

BT T

=

R?= 0,99

et de

[ 2 3
Concentragio jumol L

0-

375 400 425 450 475 500 525 550 575 600

L] v L = L]

Comprimento de onda / nm

(a)
16
{ = Apenas Hoechst  _ s p2—
144 — Hoechst-CTDNA 2 R*= 0,99
+ Complexgumol.L' 2
] — 05 £
]2 | — ].,[I 1; 4
1 —15 £
I{I‘ —2,0 g
—25 <0
81 — 30
] B 0 1 2 3 4
6- — 3,5 Concentraciopinol 1.
— 4,0
4
2
0 T T

400 425 450 475 500 525

550 575 600 625 650

Comprimento de onda/nm

(b)

76



77

16 —
—— Apenas Hoechst -
144 —— Hoechst-CTDNA ="
lf,; +Complexo/pmol.L™” E °]
W 124 — 0,5 £ 89
: I 1,0 ‘g -
: —1,5 £
[~ 10 = b S
= —2,0 < 6
=~ 84 = 2,5 5 ————————————r——r——
@ 3.0 00 05 1,0 1,5 20 25 30 35 4,0 4
= 1 3’ 5 Concentracio / gmol L
S 61 40
05 | —_—a,
S 4
~—
E r
2
0

375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650
Comprimento de onda/nm

(0

Fonte: Elaborada pelo autor.

O experimento com methyl green nao evidenciou nenhuma interacdo por sulco
maior para nenhum dos trés complexos de ruténio (Figura 35), visto que as intensidades dos
espectros das solucdes contendo methyl green nao sofreram mudancas significativas apds a

adicao dos complexos.
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Figura 35 — Espectro de emissdao do methyl green na presenca de CT DNA a diferentes

concentracdes de complexos (0-3umol L), [Ru(dppz)Naf]**(a), [Ru(dppz)Ant]** (b) e

[Ru(bpy)z(dppz)]2+ (¢c),[Methyl green] =3umolL™"! e [CT DNA]= 10 umolL™". Aexc= 340 nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

(c)

Em sintese, ficou evidente que os complexos funcionalizados intercalam,

preferencialmente, via sulco menor, sendo [Ru(dppz)Naf]**e [Ru(dppz)Ant]** melhores

competidores do que o [Ru(bpy)2(dppz)]**, sugerindo que a presenga de fragmentos arométicos

nos ligantes auxiliares pode, provavelmente, alterar sutilmente o modo e a intensidade das

forcas de interacdo entre DNA.
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4.2.5 Estudo com G-quadruplex e oligonucleotideos

G-quadruplex (G4-DNA) € um tipo de estrutura de DNA consistindo de quatro
bases guaninas ligadas por pontes de Hoogsteen e estabilizadas por cdtions monovalentes, tais
como K* ou Na*. Mais de 400.000 sequéncias ricas em guanina foram identificadas no genoma
humano como potenciais estruturas para formar G-quadruplexes'*33-%, Mais de 85% das
células cancerigenas dependem do alongamento do DNA telomérico para dividirem-se através
da proteina telomerase'>*>%¢, Uma molécula capaz de estabilizar esse tipo de estrutura presente
nos teldmeros, seria de grande valor diagndstico e terapéutico contra cancer. A afinidade dos
complexos preparados frente a esse tipo de DNA foi verificada por espectroscopia de emissao.

Além do G4-DNA, também foi investigado a interacdo dos complexos metalicos a
forma precursora do quadruplex (HTG21:GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG) e aum DNA de
fita Unica (single strand DNA: ss-DNA). Além disso, utilizou-se também a sequéncia de fita
unica com pares de base ndo complementares (GGAGTGTTCCGTGTGAT) para verficar a
seletividade dos complexos a erros sequénciais. Para cada sequéncia de fita tinica foi preparada
a respectiva forma de dupla hélice (double stranded DNA: ds-dna) complementar (ds-DNA) e
nao complementar (ds-mis-DNA). Para obtermos parametros quantitativos, os espectros foram
obtidos através das titulacdes entre complexo e DNA, sendo os complexos adicionados a
solucdo em concentragdes progressivas e posteriormente subtraida emissd@o na auséncia de
DNA para cdlculos de afinidade. Os espectros de luminescéncia dos complexos na presenca

dos oligonucleotideos estdo representados nas (Figura 36).

Figura 36 — Espectros de emissio dos complexos [Ru(dppz)Naf]** (a),(c),(e),(g) e
[Ru(dppz)Ant]zJr (b),(d),(f),(h) na presenca de diferentes oligonucleotideos em tampao Tris-
HCI1 10 mmol.L'!, H7.4. [Ru] = 0-13 umol.L‘l, [DNA] =5 ;,Lmol.L'1 em pares de base.
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Curiosamente, o complexo [Ru(dppz)Naf]** mostrou uma luminescéncia

mensuravel, mesmo sem DNA, como mencionado anteriormente. Isso contrasta com outros

complexos de ruténio contendo ligante dppz, frequentemente descritos como light switches®.

Por outro lado, o complexo [Ru(dppz)Ant]** ndo mostrou nenhuma emissio significativa na
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auséncia de DNA, porém, exibiu uma forte emissdao apds adicio de DNA. Para ambos os
compostos a emissao relativa foi significativamente aumentada na presenca das sequéncias de
oligonucleotideos estudadas. Em todos os casos, em comparacao com o complexo antracenil, o
[Ru(dppz)Naf]** apresentou melhor emissdo apés adicio de DNA (Figura 37(a)). Ambos os
complexos apresentaram a seguinte tendéncia em relacdo a emissdo maxima apds adicao de
DNA: ds-DNA ~ ds-mis-DNA> ss-DNA ~ G4-DNA.

E interessante ressaltar que para fins interpretativos Kq e Ky sdo inversamente
proporcionais, ou seja, um elevado valor de K4 a uma determinada sequencia, indica um valor
baixo de Ky, indicando menos afinidade. Portanto, como demonstrado na Figura 37 (b), ambos
[Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]** apresentam menores valores de Ky frente ao G4-DNA do
que ao ss-DNA (forma precursora do quadruplex), expressando por esses valores maior

afinidade na interagdo com essas sequencias, isto €, maiores valores de Kp.

Figura 37 - (a) Intensidade integrada dos complexos
[Ru(dppz)NaszJr e [Ru(dppz)Ant]zJr na presenca de diferentes
oligonucleotideos. (b) Constantes de dissociacdo dos complexos
na presenca de diferentes oligonucleotideos. Medidas realizadas

em tampao Tris-HC1 10 mM pH 7,4 a 25°C.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Como observado, ds-DNA levou a emissdo mais forte e [Ru(dppz)Ant]** emitiu
aproximadamente 5 vezes mais do que [Ru(dppz)Ant]**. Aparentemente, ambos 0s compostos
nao conseguem distinguir a sequéncia que nao apresenta erro de complementariedade na dupla
fita (GC match, presente no ds-DNA) da sequéncia com erro de pareamento (CC mismatch,
presente no ds-mis-DNA). Como dito anteriormente, a equagao 7 foi utilizada para analisar as
curvas de titulagdo afim de obtermos os valores de K¢ dos complexos na presenca dos diferentes
tipos de DNA. As curvas de titulagdo sdo apresentadas na Figura 38 e os valores de Kq para os

diferentes tipos de DNA estudados, estdo reunidos na Tabela 8.



Figura 38 — Curvas de titulacdo para os oligonucleotideos (SpmolL") na presenca dos

complexos, em tampao Tris-HCI 10 mM pH 7,4. Para G4-DNA (a)-(b), ss-DNA (¢)-(d),

ds-DNA (e)-(f) e ds-mis-DNA (g)-(h).

6
[Ru(dppz)(Naf)]** + G4-DNA { 24{[Ru(dppz)Ant]” + G4-DNA
< 5 MAZZ-
c) 2201
gg: 44 v18.
s g
3 \ 216
g e
§ 5 §12-
5 X £104
N R*=0,99 8] { R2=0,99
———— —————————— 6 +————r——————————————r
1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 0 1 23 456 7 8910
Complexo / ’mol.L'1 Complexo / gmol.L’
(a) (b)
2
104 [Ru(dppz)Naf]** + ss-DNA 254 [Ru(dppz)Ant]™ + ss-DNA
E 8- 3520-
g &
§ 6+ 215/
e =
2 < 104
: 4 é10
g = 2
24 R?=0,99| -~ s R*=0,99
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14
Complexo / ’mol.L'1 Complexo /.m()l.L'1
(c) (d)
35 2+
30, [Ru( dppz)Naf]2+ + ds-DNA 64[Ru(dppz)Ant]”" + ds-DNA
Z 254 T 5
c %
3 20+ 5 4
5 IS
% 15 _;.-: 3.
. |
;2 10 : 21
E ) E
R*=0,99| = 11 R2=0,99
0 2 4 6 é1'01'212111'61'82'022 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Complexo / gmol.L’ Complexo / gmol.L"

(e)

®



84

Intensidade / u.a. (x10%)

7
35{[Ru(dppz)Naf]** + ds-mis-DNA [Ru(dppz)Ant]”* + ds-mis-DNA
304 P 61
=]
25 el 51
20+ :5 4
15+ g 3
104 % 2.
54 5 E
0! R2=0,99 | = 1 R2=0,99
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 S 10 12 14
Complexo / pmol.L'l Complexo /’mol.L'1
(g) (h)

Fonte: Elaborada pelo autor.

E importante notar que a emissdo méaxima nao pode ser usada diretamente como
critério para uma estabilidade termodinamica, uma vez que os valores de constante de
dissociacdo (Kq¢) ndo sdo diretamente proporcionais aos valores maximos de emissao.

+

Tabela 8 — Constantes de dissociacio para os complexos [Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]**.

Ka (umol.LY)
Estrutura de DNA [Ru(dppz)Naf]** | [Ru(dppz)Ant]*

G-quadruplex (G4-DNA) 6,0+0,3 2,8+ 0,1
DNA de fita tinica (ss-DNA) 12,9+ 0,2 10,7+ 0,1
DNA de fita dupla (ds-DNA) 46,1+ 0,2 13,0+ 0,2
DNA de fita ndo-complementar (ds-mis-DNA) 31,4+ 0,1 15,5+ 0,1
Calf thymus(CT DNA) 0,146° 0,166

0,106" 0,177

0,050¢ 0,095°¢

Fonte: Elaborada pelo autor.

3Medida em UV-vis; ®medida por luminescéncia da com brometo de etidio; “medida por luminescéncia da
competicdo com reagente Hoechst com brometo de etidio. Todas as medi¢cdes foram repetidas pelo menos duas
vezes e representam uma média (£ 0,2). *Convém mencionar que esta constante de equilibrio ndo tem unidade,
sendo aqui empregada unidade de concentragdo devido ao seu uso comum em bioquimica.

Os complexos ndo apresentaram muita diferenca nos valores de K4, como seria de
esperar devido as suas diferencas na emissao maxima (Figura 38, Tabela 8). Para G-quadruplex

(G4-DNA), [Ru(dppz)Naﬂ2+e [Ru(dppz)Ant]zJr mostraram a ligacdo mais forte com Kq igual a
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6,0 (+x 0,3) umol.L‘1 e 2,8 (£0,1) umol.L‘l, respectivamente. Conforme revelado por essas
constantes de dissociagdo, o complexo antracenil liga-se 2,2 vezes mais intensamente a G4-
DNA do que [Ru(dppz)Naf]**. Essa tendéncia também foi observada para a interacdo de ds-
DNA (3,5 vezes) e ds-mis-DNA (2,0 vezes), enquanto que para a ligacdo dos complexos a DNA
de fita dnica, os valores de Kqsao praticamente idénticos (Tabela 8). O complexo naftil interage
7,7 vezes mais forte em G4-DNA do que em ds-DNA, apesar de ter uma emissdo maxima 5
vezes menor apods a interacdo. De um modo geral, a estrutura de G-quadruplex interagiu mais
fortemente com [Ru(dppz)Ant]**. Uma vez que a diferenca estrutural dos dois compostos de
ruténio é de apenas um anel aromatico dos croméforos pendentes, as interagdes resultantes do
empilhamento n—n podem induzir orienta¢des estéricas favordveis nos sitios de G4-DNA.

A formacdo da estrutura de G4-DNA a partir do HTG21 foi monitorada por
espectroscopia de dicroismo circular (CD) a temperatura ambiente. Entre cada medida esperou-
se 5 minutos para o equilibrio complexo-DNA ser atingido. Na Figuras 39 estdo representados

os espectros de CD em solugdio tamponada na presenga dos complexos [Ru(dppz)Naf]**e

[Ru(dppz)Ant]**, respectivamente.

Figura 39 — Espectro de dicroismo circular da titulacdo de HT21 pela
adicdo do complexo [Ru(dppz)Naf]**(a) e [Ru(dppz)Ant]** (b) em
tampdo Tris-HCl 10 mM pH 7,4 4 25°C.[HT21]= 2 pmol.L"".
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18 _ — Apenas HTG21
+ Complexo/’mol.L'1

240 255 270 285 300 315 330 345
Comprimento de onda/nm
(b)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na auséncia de cations, o espectro de CD da espécie HTG21, inicialmente em
solugdo, apresenta bandas positivas em torno de 255 nm e 294 nm, caracteristicas da forma
enovelada aleatéria em solu¢do®*®’. A medida que os complexos foram adicionados (até 24
umol.L") em solucdo aquosa, houve uma significativa mudanca nos sinais espectrais. A banda
presente em 255 nm gradualmente foi suprimida e descolocada até por volta de 247 nm. O sinal
por volta de 294 nm intensificou-se e foi deslocado para um maximo de 288 nm. Essas
mudangas, ocorridas ap6s a adi¢do dos compostos [Ru(dppz)Naf]**e [Ru(dppz)Ant]*, indicam
que os mesmos induzem a formacao de outra espécie estrutural de HTG21 em solucao. Essas
observagdes sdo consistentes com a formacdo da estrutura G4-DNA do tipo antiparalela como

descrito na literatura®®3>%7.

Comportamento similar ji foi reportado para o sistema
[Ru(bpy)2(dppz)]**e compostos similares**®’. Junto com as titulacdes por espectroscopia de
emissdo, o aparecimento dos sinais caracteristicos da forma G-quadruplex é uma evidéncia
adicional que sustenta a afinidade entre G4-DNA e os complexos investigados.
Resumidamente, esses estudos quantitativos sustentam que, embora os complexos
se liguem fortemente as sequéncias curtas de dcidos nucleicos e G4-DNA, podem ndo funcionar
como sondas luminescentes eficientes. Os resultados obtidos por espectroscopia de dicroismo
circular e luminescéncia apontam potencial promissor dos complexos na terapia contra cancer,

dada sua eficiente interacdo e inducdo da formacgdo de G-quadruplex sem a necessidade de ions

K.
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4.2.6 Estudo de fotoclivagem de DNA

A fim de verificar a fotodegradacdo de DNA eventualmente causada por espécies
oxigenadas reativas (ROS) geradas pelos complexos desse estudo, foi realizado o experimento
de eletroforese em gel de agarose do DNA circular pBR322 irradiado em diferentes
comprimentos de onda: azul Air = 463 nm, verde Air = 520 nm, amarelo Air = 592 nm e
vermelho Air >632 nm, durante 60 minutos. Para fins comparativos também realizamos o ensaio

de fotoclivagem do complexo [Ru(bpy)2(dppz)]** nas mesmas condi¢des (Figura 40).

Figura 40 - Fotoclivagem do pBR322 na presenca do
[Ru(bpy)2(dppz)]**apés 60 min de irradiacdo sob irradiacio de diferentes
comprimentos de onda. Poco 1: DNA marcador (ladder), Pogos 2-4: apenas
DNA com irradia¢do no azul, verde e amarelo, respectivamente. Pocos 5:
[Ru(bpy)2(dppz)]**+  pBR322 sem irradiagdo. Pocos 6-8:
[Ru(bpy)2(dppz)]*+ pBR322 com irradiacio no azul, verde e amarelo,
respectivamente. [pBR322]= 20umol.L! (em pares de base), [Ru]=15
pumol. L1,

Forma II |

Formal

Poco
1 2 3 4

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os resultados mostraram que quando apenas DNA plasmidal (pogos 2-4, Figura 40)
na sua forma nativa (superenovelada, forma I), € submetido a irradiagdo, nenhuma
fotodegradacdo é observada. A adicio do complexo [Ru(bpy)2(dppz)]** ocasiona o

aparecimento de bandas arrastadas das formas I e II, tanto na auséncia quanto na presenca de
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irradiac@o (pogos 5-8). Provavelmente, como reportado pela literatura, esse padrdo decorre da
variacdo de carga/massa originada de adutos intercalados.38%.

Os complexos [Ru(dppz)Naf]**e [Ru(dppz)Ant]** quando incubados com DNA no
escuro (pogos 3 e 7, Figura 41(a)), ndo evidenciaram padrao de clivagem. Contudo, em maiores
concentragdes desses complexos, bandas arrastadas similares as apresentadas pelo complexo
[Ru(bpy)2(dppz)]** foram observadas. Em contraste, durante irradiacio, ambos os complexos
foram capazes apresentar um padrdao muito distinto de clivagem no gel de agarose, quando
comparados ao [Ru(bpy)2(dppz)]**.

Figura 41 — Fotoclivagem do DNA pBR322 (20 umol.L"! em pares de base) na presenga
dos complexos [Ru(dppz)Naf] e [Ru(dppz)Ant] >*em diferentes concentragdes no escuro
e ap6s 60 min de irradiacdo em diferentes LED’s . Pogcos 1: DNA marcador (ladder).
Poco 2: apenas DNA pBR322. Pocos 3-10: complexos + DNApBR322 nas seguintes
concentracdes 0,3, 3,0, 7,0 e 15 umol.L"!, respectivamente. Em (a) as amostras foram

mantidas no escuro, em (b), (¢) e (d) no azul, verde e amarelo, respectivamente.

[Ru(dppz)Naf** [Ru(dppz)ant™ f | (b) [Ru(dppz)Nafl*” [Ru(dppz)Ant]™
Forma II Forma II
Formal Forma I
Poco 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Pocol 2 3 4 5 6 7 8 9 10

() [Ru(dppzNafl™* [Ru(dppzdnt]™ | (d) [Ru(dppz)Nafl* [Ru(dppz)Ant]*

Forma II

Forma II Formal
Forma [
Poco1 2 34 56 7 8 90 10 Poco 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fonte: Elaborada pelo autor.

A irradiac@o de luz azul e verde durante 60 minutos evidenciou o aparecimento da
Forma II (forma clivada em uma tnica fita), indicando fotoclivagem do DNA (Figuras 41 (b)-
(c)). A irradiagdo com LED amarelo originou somente uma moderada fotodegradagao.
Possivelmente a melhor fotoclivagem promovida pelos compostos metélicos [Ru(dppz)Naf]**e
[Ru(dppz)Ant]** pode ser explicada por: (i) eficiente interacio complexo-DNA e (ii) maior

rendimento na produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Ambos os complexos,
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demonstraram uma intensificada producdo de oxigénio singletoem comparagdo com
[Ru(bpy)zdppz]2+ (ver se¢do 4.1.6).

Outro experimento para investigar a capacidade dos complexos danificarem o
plasmideo pBR322 foi executado utilizando espectroscopia de emissao (Figura 42). Uma vez
que o sinal de luminescéncia dos complexos de ruténio aumentou apds a intercalagdo, como
mostrado anteriormente, podemos também assumir que, apos a irradiagdo, os complexos de
DNA intercalados gerariam radicais que podem clivar o plasmideo em solu¢do. Apds o dano
ao DNA, o ligante dppz fica mais exposto as moléculas de dgua e, portanto, o sinal de
luminescéncia deveria diminuir em diferentes tempos de irradiacdo. Portanto, € possivel inferir
que, ao usar esse experimento, ¢ possivel demonstrar a relagdo entre a capacidade dos
complexos de produzir oxigénio singleto e a supressdo do sinal de luminescéncia do sistema
Ru-DNA apés a irradiagdo (LED azul Aj; = 463 nm). Consequentemente, o complexo contendo
o grupo antracenil apresentou a maior diminui¢ao da luminescéncia durante a irradiacao de luz
azul. Logo, a Iluminescéncia diminuiu mais com o tempo na seguinte ordem
[Ru(dppz)Ant]**>[Ru(dppz)Naf]**>[Ru(bpy).dppz]**, o que corrobora com o rendimento

quantico de 02 medido por DPBF, como demonstrado na se¢io 4.1.6
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Figura 42 — Fotodegradacdo de pBR322 promovida pelos complexos
[Ru(dppz)Naf]**, [Ru(dppz)Ant]** e [Ru(bpy).dppz]** , monitorado
por fluorescéncia durante 40 minutos de irradiacdo no azul
(Mir=463nm).  Espectros de  emissdo dos  complexos
Ru(dppz)Naf]**(a), [Ru(dppz)Ant]** (b) , [Ru(bpy)dppz]** (c). Em
(d) a variacdo de luminescéncia com o tempo em Tris-HCI 10 mM,
pH 7,4 a 25°C. [pBR322]=5 umol.L'!, [Ru]=5 pmol.L'%.

10

Tempo de irradiacio/min
= Apenas complexo

Intensidade / a.u. (x10°)

0 —————T
560 580 600 620 640 660 680 700 720

Comprimento de onda / nm

L

575 600 625 650 675 700
Comprimento de onda/ nm
(b)

Tempo de irradiacio/min
= Apenas complexo

Intensidade / a.u. (x10?)




91

12 -

Tempo de irradiacio/min
— Apenas complexo

Intensidade / a.u. (x10°)

0 T -1

550 575 600 625 650 675 700
Comprimento de onda / nm

(¢

1,04 —=a— Ru(bpy),dppz

0,9 - e [Ru(dppz),Naf]**

—4— [Ru(dppz),Ant]™*

0,8 -

0,7 -

1,1 /1,

0,6 4

0,5 -

0,4

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo de irradiacao / min

(d)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados em gel de agarose, geracdo de oxigénio singleto medido por DBPF e

o acompanhamento da fotodegradacdo do pBR322 sustentam a proposta de que os ligantes
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amidas aqui empregados, tiveram realmente um papel fundamental na degradacdo de DNA na
presenca de luz.
Para investigarmos a natureza das espécies oxigenadas reativas geradas pelos

complexos, realizamos o ensaio de eletroforese em gel de agarose (Figura 43) na presenca de

N

compostos seletivos a algumas espécies radicalares reativas (ROS): D-manitol (hidroxila

radicalar), NaN3 (oxigénio singleto), SOD (superdxido) e catalase (peroxido).

Figura 43 — Fotoclivagem do DNA  pBR322 (20 umol.L') na presenca dos complexos
[Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]** (ambos a 7 umol.L'!) e detectores de ROS ap6s 60 min de
irradiacdo no azul. Poco 1: DNA marcador (ladder) Poco 2: apenas DNA. Pocgo 3:
[Ru(dppz)Naf]** + DNA. Pocos 4-7: [Ru(dppz)Naf]**+DNA+ os seguintes detectores de ROS
(300 mmol.L!): D-manitol, NaN3, SOD (20 U) e catalase (20 U), respectivamente. Pogo 8:
[Ru(dppz)Ant]** + DNA. Pogos 9-12: [Ru(dppz)Ant]**+ DNA+os seguintes detectores de ROS
(300 mmol L!): D-manitol, NaN3, SOD (20 U) e catalase (20 U), respectivamente.

[Ru(dppz)Naf]* [Ru(dppz)Ant]*

Forma II

Formal

Poco 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fonte: Elaborada pelo autor.

Conforme mostrado na Figura 43 (pocos 5 e 10), o NaN3 teve um forte efeito
protetor sobre a fotoclivagem de DNA causada pelos complexos, sugerindo que ambos os
complexos danificam o plasmidio produzindo 'Oz como produto radicalar. Esses dados também
estdo de acordo a deteccdo de oxigénio singleto via DPBF (Figura 29). Particularmente para o
complexo com o grupo naftil, a catalase também interferiu significativamente com a
fotodegradagdo do DNA plasmidico (Figura 43, po¢o 7), indicando que o per6xido também
pode ter um sutil envolvimento no processo de fotodegradacao. Esses resultados apontam para

um mecanismo que envolve principalmente oxigénio singlete®**

, sugerindo mecanismos do
tipo I e II para e tipo [Ru(dppz)Naf]** e tipo II para [Ru(dppz)Ant]**. Em suma, esses resultados
juntamente com as medidas do rendimento quantico de geracdo de oxigénio singleto, apoiam a

ideia de que a degradagdo do DNA pode ser principalmente mediada por esse radical.
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Podemos racionalizar a interacdo dos complexos desse estudo com DNA
empregando dados teéricos obtidos por DFT %3, Muitos estudos demonstraram que a molécula
de DNA se comporta como um doador eletrdnico e os complexos intercaladores como aceptores
de elétrons. A interacdo com DNA dependera da energia dos orbitais dos ligantes, sendo que os
orbitais LUMO geralmente estdo confinados entre os ligantes auxiliares e intercalantes.
Portanto, quanto menor o valor da energia de determinado orbital LUMO (e LUMO + x) maior
a tendéncia do mesmo ser populado com elétrons dos pares de base nitrogenados do orbital
HOMO (e HOMO +x) do DNA”!3,

Nos complexos desse estudo, o ligante dppz €, provavelmente, o que mais contribui
para a intercalacdo, e parte dos orbitais LUMO esta distribuida sobre esse ligante em ambos os
complexos. No entanto, para o [Ru(dppz)Naf]**a bipiridina modificada também contribui com
o orbital LUMO (-3,03 eV) para o complexo, enquanto que no complexo com grupo antracenil,
€ o LUMO+1 (-2,78 eV) esta distribuido no ligante funcionalizado. A ligeira diferenca de
energia entre esses orbitais pode ser refletida nas sutis diferengas de valores entre as constantes
intrinsecas de ligacdo (Kp) com DNA, determinado por espectroscopia. Outro aspecto
importante a se considerar € a diferenca de energia entre os orbitais de fronteira HOMO do
DNA e LUMO dos compostos. Foi reportado um estudo onde as energias dos orbitais de
fronteira dos pares de base de DNA® foram calculadas. Os autores obtiveram o valor de -1,27
eV para o orbital HOMO do par ligado GC/GC. Se considerarmos a energia dos orbitais LUMO
dos complexos como sendo -3,03 e 3,16 eV para [Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]**,
respectivamente, a diferenga de energia do HOMO dos pares CG/CG e LUMO dos complexos
serd de  -1,76eV ([Ru(dppz)Naf]**) e -1,89 eV([Ru(dppz)Ant]**). A Tabela 9 resume as

energias de alguns orbitais de fronteira de ambos os complexos.

Tabela 9 — Algumas energias dos orbitais de fronteira dos complexos.

Complexo | LUMO+3 [ LUMO+2 | LUMO+1 | LUMO | HOMO [ HOMO- | HOMO- | HOMO-
1 2 3

[Ru(dppz)Nafl** | 2,50 -2,54 -296 | -3,03 | -588 | -6,14 | -640 | -642
[Ru(dppz)Ant]** | -2 51 -2,57 2,78 | 3,16 | -5,25 | -6,22 | -6,35 | -6,38
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 Atividade antibacteriana

A fim de se investigar o potencial uso dos compostos desse estudo em terapia
antimicrobiana fotodindmica (TFDA), foi realizado estudos da atividade antimicrobiana na

auséncia e na presenga de luz. A concentracdo minima inibidora (MIC) e a concentragdo
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bactericida minima (MBC) dos complexos [Ru(dppz)Naf]**, [Ru(dppz)Ant]** e
[Ru(bpy)-dppz]**foram determinadas contra populagdes bacterianas de S. aureus, S.
epidermidis, P. aeruginosa e E. coli, como resumido na Tabela 10. Essas bactérias também
foram escolhidas como uma primeira tentativa de testar os compostos contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas.

Em geral, o efeito antibacteriano foi mais eficiente quando os compostos foram
irradiados com luz azul durante 1 hora, antes das placas serem incubadas (Tabela 10).
Curiosamente, [Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]** apresentaram razodvel atividade
antimicrobiana mesmo sem irradiagdo, sugerindo que os ligantes funcionalizados podem trazer
uma sutil atividade adicional. Provavelmente, como demonstrado anteriormente, a eficiente
interacdo dos complexos com DNA, pode estar associada a atividade antibacteriana. Isto é
particularmente interessante quando comparamos [Ru(bpy)dppz]**, cuja atividade
antimicrobiana ndo foi observado na auséncia de luz. No entanto, os complexos
[Ru(dppz)Naf]** e [Ru(dppz)Ant]** foram ainda nocivos as bactérias no escuro®, indicando
que os mesmos ainda podem atuar com metade da toxicidade nessa condi¢do. Provavelmente,
os complexos sao hidrofébicos o suficiente para atravessar a membrana celular bacteriana e

alcancar o material genético e, assim, modificar o DNA, diminuindo a taxa de crescimento

bacteriano.

Tabela 10 — Atividade antimicrobiana dos complexos de ruténio em bactérias Gram-positivas

e Gram-negativas (valores em pmol.L!) (continua)

Gram-positiva Gram-negativa
Complexo Irradiacao S S.epidermidis P. aeruginosa | E. coli
aureus
MIC" | 67 6,7 - -
SIM
MBC 6,7 6,7 - -
[Ru(dppz)Naf]**
MIC 13,3 6,7 - -
NAO
MBC 13,3 13,3 - -
MIC 6,4 - -
SIM 25,6
MBC 6,4 25,6 - -
[Ru(dppz)Ant]**
MIC 6,4 102 - -
NAO
MBC 12,8 102 - -
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Tabela 10 — Atividade antimicrobiana dos complexos de ruténio em bactérias Gram-positivas

e Gram-negativas (valores em pmol.L’l) (conclusao)

- MIC 79 316 - -
MBC 7,9 31,6 - -
[Ru(bpy):dppz]**
u(bpy)2dppz MIC ) ) } -
NAO
MBC - - - -

Fonte: Elaborada pelo autor.

*MIC ae MBC sdo expressos em ug/mL, (-). Atividade ndo detectada mesmo a altas concentragdes,
([Ru(dppz)Naf]**, 0,85 umol.L™" = 1 pg.mL™'; [Ru(dppz)Ant]**, 0,82 pymolL' = 1 pg.mL;
[Ru(bpy)dppz]**, 1,01 pmol.L™! = 1,00 ug.mL™).

Como j4 evidenciado, os complexos [Ru(dppz)Naf]2+ e [Ru(dppz)Ant]2+quando
irradiados no azul apresentam alta geraciio de 'O», além de serem eficientes intercaladores.
Interessantemente, os resultados antibacterianos sugerem uma possivel relacdo com a
geracio' s, visto que o complexo [Ru(dppz)Naf]** apresentou menores valores de MIC e MBC
do que [Ru(dppz)Ant]**, seguido de [Ru(bpy).dppz]**com os menores valores de MIC e MBC
da série. Além disso, os complexos [Ru(dppz)Naf]**e [Ru(dppz)Ant]** induziram dano ao
DNA somente quando irradiados no azul (Figura 41). No total, esses resultados apoiam uma
forte relacdo entre geracao de oxigénio singleto, degradagdo do DNA e atividade antibacteriana
dos complexos desse estudo.

Outra notdria observagdo € a de que todos os compostos testados sé foram eficazes
contra bactérias Gram-positivas. A literatura reporta esse comportamento como uma tendéncia
geral para muitos outros complexos de ruténio (II) utilizados em ensaios antimicrobianos®>8,
Smith et al’® mostraram que somente apds irradiagio de luz o complexo cis-
[Ru(bpy)z(INH)z]2+ exibiu atividade antibacteriana contra a bactéria Gram-positiva B. subtilis,
mas foi inativa contra a bactéria Gram-negativa E. coli. Bolhuis et al também relatou uma série
de intercaladores de ruténio (II) com atividade somente em bactérias Gram-positivas (Bacillus
subtilis e Staphylococcus aureus), mas nenhuma em Gram-negativa (E. coli)®*. Em contraste
com esses resultados, Lei et al, relatou excelente fotoatividade para [Ru(bpy).dppz]** contra a
bactéria Gram-negativa E.coli9. No entanto, nem os complexos funcionalizados, nem
[Ru(bpy)2dppz]** apresentaram qualquer atividade antimicrobiana mensuravel. Isso pode ser
em parte devido a diferencas na sensibilidade das cepas de E. coli utilizadas pelos pesquisadores

(E. coli IM109), que diferiram das nossas cepas.
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De acordo com Li ef al,*!, a atividade antibacteriana dos seus complexos de ruténio
pode ser descrita como uma funcdo da lipofilicidade, carga e a capacidade de separacao de
carga. As diferencas nas estruturas e composicdes das membranas e paredes celulares das
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas também podem explicar nossos resultados. De fato,
Malik et al,”” relataram que 'Ox poderia ser eficaz na morte de bactérias, mas essa acdo depende
de uma estreita interacdo dos complexos com a membrana bacteriana. Assim, a membrana
externa presente em bactérias Gram-negativas pode constituir uma barreira adicional que inibiu

o efeito antibacteriano dos compostos, impedindo assim a morte celular.

4.4 Complexo tris-homoléptico [Ru(Ant)3]**

Além dos bicromé6foros com dppz, foi conduzido o estudo com o complexo cujas
trés bipiridinas sdo funcionalizadas com o grupo antracenil. Pode ser interessante comparar o

* e esclarecer se é

complexo [Ru(Ant);]** (mais hidrofébico) com o conhecido[Ru(bpy)s]?
possivel melhorar interacio com DNA e, a0 mesmo tempo, melhorar a geragdo de oxigénio

singleto.

4.4.1 Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho

As bandas na regido do IV referente ao complexo [Ru(Ant)s;]** em pastilha de KBr
estd apresentado no espectro da Figura 44. Os valores de nimero de onda e suas respectivas

tentativas de atribui¢do estdo sumarizados na Tabela 11.
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Figura 44 — Espectro vibracional na regido do infravermelho do

complexo [Ru(Ant)3]**em pastilha de KBr.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os estiramentos referentes a ligacdo C-H dos grupos metilas apresentam bandas de
baixa intensidade entre 3144-2817 cm'e, em 747 cm™!,é detectado a deformacio exterior ao
plano dos anéis aromaticos™~°. Os estiramentos em 1479 e 1410 cm™! provém das vibragdes
simétricas C=C e C=N dos anéis piridinicos >>°. O estiramento C=0 do grupo amida aparece

por volta de 1670 cm™1>>¢1,

Tabela 11 — Dados de infravermelho do complexo [Ru(Ant)3]** (continua)
Niimero de onda (cm™) Tentativa de atribuiciio
3144-2817 v (C-H) do grupo metila
1670 v (C=0) de amida
1479 v (C=C) dos anéis aromaticos
1460 v (C=C) dos anéis piridinicos

1410 v (C=N) dos anéis piridinicos
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Tabela 11 — Dados de infravermelho do complexo [Ru(Ant)3]** (conclusdo)
Nimero de onda (cm™) Tentativa de atribuiciio
841 O PFs
747 0 (C-H) dos anéis aromaticos

Fonte: Elaborada pelo autor.
vs= estiramento simétrico; 6= deformagdo angular

4.4.2 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de 'H

O espectro de RMN de prétondo complexo[Ru(Ant)s]**, apresentado na Figura 50,
majoritariamente é composto por sinais tipicos de anéis aromadticos entre 7,4 € 9,4 ppm. Uma
vez que os trés ligantes sdo idénticos, provavelmente existe uma equivaléncia magnética dos
hidrogénios entre os mesmos. Os sinais colapsados foram identificados e atribuidos com o

auxilio da técnica bidimensional COSY (Figura 45).

Figura 45 — Espectro de ressonincia magnética de 'H do complexo [Ru(Ant);]** em acetona
deuterada (a),inset:sinal dos hidrogénios do grupo metila; e (b) espectro de RMN de 'H

bidimensional COSY.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Para os prétons da porgao bipiridil 3’a(8,96 ppm) e 4’a(7,78 ppm) é observado um
sinal de correlagdo no espectro de COSY da Figura 5. Os singletos em 8,71 e 8,33 s@o oriundos

dos hidrogénios 6a e 6’a, respectivamente. Semelhantemente aos protons 3’a e 4’a, observa-se

99
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uma correlacao dos hidrogénios adjacentes 3a (9,32 ppm) e 4a(8,13 ppm), Os hidrogénios 3b e
4b, pertencentes ao sistema aromadtico antracenil, e aparecem em 8,41 e 8,30 ppm,
respectivamente; apresentando acoplamento no espectro bidimensional. Os sinais entre 7,42 e
7,60 ppm correspondem a multipletos dos prétons 9b e 10b (com singleto 1b sobreposto) e
acoplam com os hidrogénios 8b (7,89-8,00 ppm) e 11b (8,01-8,10 ppm). Os demais sinais sdao
os singletos 6b e 13b em 8,55 e 8,51 ppm, respectivamente. E observado também o préton
trocavel de amida em 10,15 ppm e o singleto correspondente ao grupo metila encontram-se em
2,66 ppm.

A partir dos espectros de RMN de 'H podemos inferir fortemente a obtengio do
complexo [Ru(Ant);]**. A Tabela 12 sumariza todos os sinais referentes aos hidrogénios do

complexo.

Tabela 12 — Deslocamentos quimicos de RMN 'H e

atribui¢cdes para o complexo [Ru(Ant)s]**.

H (8)/ ppm
3’a 8,96
4’a 7,78
6’a 8,33
3a 9,32
4a 8,13
6a 8,71
1b 7,42-7,60
3b 8,41
4b 8,30
6b 8,55
8b 7,89-8,00
9b 7,42-7,60
10b 7,42-7,60
11b 8,01-8,10
13b 8,51
amida 10,15
metila 2,66

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4.3 Espectroscopia de absorcdo eletronica

Comparativamente ao complexo do outro sistema desse estudo,o perfil espectral de
[Ru(Ant);]**se assemelha ao desistemas polipiridinicos de Ru(Il), cujos os espectros
apresentam absorc¢do na regiao do UV-Vis (Figura 46). Na regido ultravioleta pr6ximo, observa-
se duas bandas de alta energia em 256 e 296 nm de natureza pz™* «— pz. A banda em 296 nm é
oriunda das transi¢Oes eletrOnicas confinadas nos anéis bipiridinicos e, tal como para
[Ru(dppz)Ant]**, a absor¢cdo em 256 nm provém da excitacdo eletronica dos aromaticos do
grupo antracenil.

A larga absor¢do em 470 nm € semelhante em perfil aquela encontrada nos
compostos com dppz desse estudo e as mesmas também surgem devido a do tipo transferéncia

de carga metal-ligante (MLCT), pr*«dr!->15:64-66,

Figura 46 — Espectro eletrdnico na regido do ultravioleta e visivel do complexo [Ru(Ant)3]**

em acetonitrila na concentragdo de 5.10°mol.L".
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Utilizando experimentos de TD-DFT (Figura 47) foi possivel sustentar teoricamente
a origem das transicoes eletrOnicas obtidas experimentalmente. H4 uma razoavel sobreposi¢do
entre os espectros tedricos e experimentais, possibilitando uma interpretacdo segura acerca da

natureza das transi¢des eletronicas.

Figura 47 — Espectro eletronico calculado do complexo [Ru(Ant)s]** TD-DFT com B3LYP.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Como apresentado na Tabela 4, a banda de menor energia é constituida por um
conjunto de quatro transi¢cdes do tipo MLCT em 472, 471 e 470 nm, todas surgindo a partir da
transferéncia de carga de diferentes orbitais HOMO do ruténio para os orbitais LUMO da
bipidirina funcionalizada.

Os orbitais moleculares associados as principais transi¢oes eletronicas (Tabela 13)
estdo representados na Figuras 48. As energias calculadas de cada orbital estdo resumidas na

Tabela 14.

Tabela 13 — Transi¢des calculadas do estado singleto para o complexo [Ru(Ant)s]**

(continua)

A(nm) f Contribuicao Carater
543 0,1477 H-1-> LUMO (54%) m(bpy-Ant) — n*(bpy-Ant) IL
515 0,0269 H-1-> L+1 (36%) n(bpy-Ant) — n*(bpy-Ant) IL
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Tabela 13 — Transi¢des calculadas do estado singleto para o complexo [Ru(Ant);]**

(conclusao)
Mnm) f Contribuiciao Carater
472 0,0016 H-3 > L+1 (71%) d(Ru) — w*(bpy) MLCT
471 0,036 H-3 > LUMO (49%) d(Ru) — w*(bpy) MLCT
470 0,048 H-3 > LUMO (40%) d(Ru) — w*(bpy) MLCT
298 0,0111 H-10 > L+2 (52%)  w(bpy-Ant) — m*(bpy-Ant) IL
297 0,0141 H-3 > L+8 (48%)  w(bpy-Ant) — m*(bpy-Ant) IL

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 48 — Superficies de contorno dos orbitais moleculares do complexo [Ru(Ant)s]**

calculados por TD-DFT (hidrogénios omitidos para maior clareza da estrutura).

HOMO H-10

L+1 L+2
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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As isosuperficies correspondentes aos orbitais HOMO, HOMO-1 e HOMO-10

localizados sobre o grupo antracenil, originam as transi¢des intraligantes (IL) m(bpy-Ant) —

n*(bpy-Ant) de alta energia. Essa configuracdo assemelha-se ao [Ru(dppz)Ant]?**, cuja o orbital

HOMO distribui-se sobre os trés anéis aromaticos do grupamento antracenil. O orbital H-3,

deslocalizado sobre o atomo de ruténio (II), transfere carga para os orbitais LUMO e LUMO+1,

caracterizando o conjunto de transicoes MLCT. Tal como observado para o complexo com dppz

e Ant, o espectro de TD-DFT apresenta bandas em regides de baixa energia (505 e 543 nm) ndo

observadas experimentalmente. Elas decorrem da transferencia de carga confinada entre os

orbitais H-2, H-1 e os orbitais LUMO e LUMO+1 e provavelmente sdo bandas de transi¢ao

proibidas.

Tabela 14 — Energia calculada dos orbitais moleculares do complexo [Ru(Ant)3]** (continua)

Orbitais LUMO Energia/ eV Orbitais HOMO Energia/ eV
LUMO -2,82 HOMO -5,40
+1 -2,73 -1 -5,40
+2 2,72 -2 -5,41
+3 -2,18 -3 -6,25
+4 -2,08 -4 -6,38
+5 -2,07 -5 -6,39
+6 -1,84 -6 -6,47
+7 -1,79 -7 -6,49
+8 -1,78 -8 -6,50
+9 -1,55 -9 -7,10



105

Tabela 14 — Energia calculada dos orbitais moleculares do complexo [Ru(Ant);]** (conclusdo)

Orbitais LUMO Energia/ eV Orbitais HOMO Energia/ eV

+10 -1,41 -10 -7,10

Em suma, os resultados de espectroscopia de absor¢do na regidao do UV-Vis nos
levam a concluir uma notdria correspondencia obtida entre os dados tedricos e experimentais
da molécula [Ru(Ant);]**, resultando numa melhor compreensido da estrutura eletronica do

composto.

4.4.4 Espectroscopia de emissao

As caracteristicas luminescentes do complexo tris-homoléptico de ruténio sdo
similares aos dos complexos com o intercalador dppz. A Figura 49 nos apresenta o espectro de
emissdo estaciondrio do [Ru(Ant);]** em acetonitrila em diferentes comprimentos de onda de
excitacdo. Uma caracteristica banda larga em torno de 657 nm surge quando a solu¢do contendo
o complexo foi excitada em 465 nm>%-%% Um deslocamento batocromico de 42 nm é
observado com relaciio ao [Ru(bpy)s;]** no mesmo solvente!’. A mudanca espectral notada na
energia de emissdo € devido a presenca de substituintes nos ligantes bipiridinicos, aos quais sao

atribuidos a variacdo da energia do estado excitado®MLCT 26>,
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Figura 49 — Espectro de emissdo em diferentes energias de excitacdo do complexos

[Ru(Ant)3]**em acetonitrila, na concentracao de 5 x 10°molL"! a 25°C.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Na regido entre 390 — 509 nm surgem bandas estruturadas quando a excitacdo é
realizada na regido de absor¢do do cromoéforo antracenil (350 nm). Esse conjunto de banda ja
foi observado em compostos similares’ e nos fornece a clara evidéncia da natureza do
bicroméforo [Ru(Ant)s]**, uma vez que essas bandas pertencem a luminescéncia da porcao
antracenil.

A investigacdo da capacidade emissiva, realizada pela determinacdo do rendimento
quantico de emissdo (@em), em solventes de diferentes polaridades foi determinada para o
complexo [Ru(Ant);]**. Independente do solvente, os baixos valores de rendimento quantico
(Tabela 15) demonstram que a dinimica entre os estados *MLCT e 3Ant assemelha-se ao do
composto [Ru(dppz)Ant]**, onde os processos radiativos sdo significativamente suprimidos.

Todas as informagOes inerentes as propriedades espectroscOpicas do

[Ru(Ant)3]**estdo reunidas na Tabela 15.
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Tabela 15 — Dados espectroscépicos do complexo [Ru(Ant)s]**.

Aabs/mm (g x 105/molL1)? Do (Xem,nm)
256 (5,1) H20 CH30H CH3CN DMF CH:ClL,
296 (6,3)
470 (0,4) 0,0015(642) 0,0018(650)  0,0021(646) 0,0025(658)  0,0032 (623)

Fonte: Elaborada pelo autor.
a, espectro obtido em acetonitrila,

4.4.5 Medidas eletroquimicas

As propriedades eletroquimcas do [Ru(Ant)3]** foram estudadas por voltametria
ciclica em solucdo de acetonitrila PTBA 0,1 mol L'!. O voltamograma da Figura 50 apresenta
processos redox numa ampla faixa de potencial, todos caracteristicos de sistemas

polipiridinicos de Ru(II).

Figura 50 — Voltamograma ciclico a 100 mV s™' do eletrodo de carbono vitreo em solugdo de

PTBA 0,1 mol L' em acetonitrila do complexo[Ru(Ant)3]2+.

—— 100 mVs™
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na regido positiva foram observados um processo guasi-reversivel em +1,46Ve
outro irreversivel, em +1,33 V. O primeiro advém da oxidacao/reducdo do centro metdlico, o

i

par redox Ru™, cujo valor estd préximo ao encontrado para o complexo [Ru(dppz)Ant]** e

outros sistemas semelhantes’>%>% O

segundo processo deriva da oxidacdo do grupo aril
antraceno, o qual ja foi observado também no complexo com dppz. Na zona negativa de
potenciais foram encontrados os processos que resultam da redu¢do do complexo: -1,08, -1,40
e -1,56 V, todos associado aos trés ligantes amida. E interessante ressaltar que o orbital de
fronteira participante da oxida¢do dessa molécula, HOMO, também esté localizado sobre um
dos grupos antracenil. O estudo de TD-DFT confirma a proximidade dos valores de energia dos
orbitais, -5,40 eV para [Ru(Ant)s]**e -5,25 eV para[Ru(dppz)Ant]2+. Os dados de TD-DFT e
voltamétricos também podem ser comparados ao [Ru(dppz)Ant]** quando verificarmos que a
reducdo do complexo [Ru(Ant)3]**ocorre nos orbitais LUMO (-2,82 eV), LUMO+1 (-2,73 eV)
e LUMO+2 (-2,72 eV). A média calculada da energia desses orbitais é igual a -2,76 eV e
corresponde a um valor muito préximo ao orbital LUMO+1 (2,78 eV) localizado sobre o
fragmento bipiridinico do lingante mbpy-Ant no complexo [Ru(dppz)Ant]**. Desse modo,
podemos inferir que a redugiio do complexo [Ru(Ant);]** é predominante nos orbitais da fracio
bipiridinico do complexo.

Em resumo, o corroborar entre os dados tedricos e voltamétricos nos levam a

compreender e confirmar a estrutura eletronica do composto tris-homoléptico, bem como

justificar a participacao dos orbitais de fronteira na estabilidade da molécula.

4.4.6 Geracdo de oxigénio singleto

Semelhantemente ao sistema com dppz, 0 composto [Ru(Ant)3]** também causou a
fotodegradagdo do DPBF sob irradiada no azul, indicando que complexo produz oxigénio
singleto. O espectro de fluorescéncia do DPBF e o grafico cinético da reacdo de producgdo de

10, sdo apresentados nas Figuras 51 e 52, respectivamente.
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Figura 51 — Espectro de fluorescéncia relativo ao consumo de DPBF em etanol sob irradiagao

com LED azul na presenca de 20p mol.L"! de [Ru(Ant)3]** Aexc = 410 nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A intensa supressdo das bandas em 450 e 477 nm do DBPF sugere uma alta
producio de 'O, a partir do oxigénio molecular excitado por [Ru(Ant);]**.Para fins
comparativos, foi determinado o valor de @, para um complexo conhecido da literatura, o
composto [Ru(bpy)2Ant]**. O mesmo é funcionalizado em apenas uma posi¢io na bipiridina,

sendo possivel verificarmos se o nimero de grupos antracenil pode alterar o valor de @a.
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Figura 52 — Curva cinética do consumo de DPBF em fun¢ao do tempo de irradiacdo (LED azul)

para o complexo [Ru(Ant)3]**.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O tempo de total degradacio do DPBF na presenca do [Ru(Ant);]**foi menor
quando comparamos com os outros complexos desse estudo. Como apresentado na Figura 58,
a reta correspondente ao complexo [Ru(Ant)s]** no gréfico In (It /1) vs tempo de irradiagdo é
mais inclinada do que aquela do padrdo [Ru(bpy)s]**. Como calculado para [Ru(Ant)s;]** , o
valor do rendimento quantico de geracdo de oxigénio singleto é o maior encontrado dentre todos
os compostos desse estudo, sendo @ igual a 0,99. O valor de @\ para o complexo
[Ru(bpy)2Ant]**foi igual a 0,74, indicando que o composto tri-funcionalizado é mais eficiente
na geracio de 'O» do que o complexo mono-funcionalizado. Provavelmente a observagio desse
elevado valor deve-se a maior probabilidade de transferéncia de energia do estado excitado
SMLCT para o oxigénio no estado fundamental®’**7®, vem razdo da funcionalizag¢io dos trés

ligantes bipiridinicos com fragmentos antracenil.
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4.4.7 Estudo de interacdo com DNA

4.4.7.1 Constante de ligacdo (K») DNA-Complexo

A magnitude da interacdo entre o complexo [Ru(Ant);]** e DNA foi estimada
através de titulacdo espectrofotométrica por absor¢do na regido do UV -Vis e espectroscopia de
emissdo. Para este fim, utilizou-se 4dcidos nucléicos de diferentes naturezas: DNA gendmico
(CT DNA) e sequéncias menores de oligonucleotideos, como ssDNA e G4-DNA.

O espectro de absorcdo no UV-Vis do [Ru(Ant);]>* (Figura 53) apresenta sutis
mudangas ap6s adi¢do de CT-DNA, um hipocroismo de aproximadamente 15% e um discreto
deslocamento batocromico (~ 8 nm). Esses valores sdo bem menos expressivos que aqueles
observados para os complexos contendo dppz, que foram ~ 15nm. O valor da constante
intrinseca de ligacdo (Ky) foi calculado a partir da equacao 6.

2+

Figura 53 — Espectro de absor¢do dos complexos [Ru(Ant);]”* na presenca de diferentes

quantidades de CT DNA. Inset: grifico de (ga-€r)/ (evb-€f) vs [DNA].
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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A partir da equacdo 6 determinou-se K, como sendo igual a 9,8 x 10%,0 valor obtido

09121332 ¢ concordante com

estd distante daqueles tipicos para agentes intercalantes (Kp>1
moléculas que se ligam através dos sulcos e/ou eletrostaticamente ao DNA!?13 Intuitivamente,
a presenga de trés grupos antracenil, que sdo fragmentos de alta densidade eletrdnica mt, poderia
favorecer uma forte interacio com os pares de base nitrogenados da molécula de DNA.
Entretanto, a intera¢do nao € tao aprecidvel, indicando que, provavelmente, a rotagdo dos grupos
amido antracenil podem causar impedimento estérico no sitio de ligagao entre os pares de base.
Além disso, as mudancas espectrais (batocromismo e hipocromismo) sdo apreciavelmente
menos significativas do que para aquelas observadas para o sistema [Ru(dppz)L]**, cujas
moléculas possuem um ligante rigido e planar (dppz). Por outro lado, evidencia-se claramente
a forte influéncia dos grupo aril dos trés ligantes bipiridinicos na interacdo n—mn stacking com
DNA, especialmente quando comparamos com os valores de Ky, de outros complexos, como
[Ru(bpy)s]** (~7x10%) e [Ru(phen);]** (~7,2x10%). O complexo [Ru(bpy)2(Ant)]** apresentou
um valor de K, compardvel ao do complexo [Ru(bpy)s]**(~10%), indicando que, aparentemente,

apenas um grupo antracenil ainda ndo € suficiente pra uma melhor interacdo n—nstacking com

DNA.
4.4.7.2 Competi¢do com brometo de etidio (EB)
A adicdo de [Ru(Ant);]** a solucdo contendo o sistema EB- CT DNA resultou em

mudancgas que sugerem competicao do complexo pelos sitios de intercalacdo. Essa observagao

estd ilustrada no espectro de luminescéncia da Figura 54.
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Figura 54 — Espectro de fluorescéncia de EB (Aexc = 480 nm) na presenca de DNA com

diferentes quantidades de complexos (0-14 pmol.L"). [EB] = 3 pmol.L".
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Tal como relatado anteriormente (ver se¢do 4.2.2), apds a adi¢do de DNA a solugao
contendo apenas EB, a banda em 600 nm (EB livre em solu¢do) tende a deslocar-se para o azul
(~ 6 nm). Ao passo que [Ru(Ant)s]**é adicionado 2 solucdo, a banda em 595 nm comega a
desaparecer, indicando que o complexo € capaz de deslocar moléculas de EB dos pares de base
nitrogenados. Paralelamente ao compostos com dppz desse trabalho, podemos inferir que,
aparentemente, o [Ru(Ant);]**também compete com EB pelos sitios de intercalacio. Enquanto
que na série [Ru(dppz)L]** a queda de supressdo fluorescente é mais intensa com a
concentragio (até 14 pmol.L'), a adicdo sucessiva de [Ru(Ant)3;]** ndo extingue o sinal tdo
bruscamente ao atingir a maior concentracdo de complexo.

Confrontando os resultados de UV-Vis e o ensaio de competi¢do com EB, podemos
P

deduzir que o complexo[Ru(Ant)3 provavelmente tem uma moderada tendéncia a

intercalagdo com os pares de base do DNA.



114

4.4.7.3 Estudo de interagdo por sulcos

A possibilidade do complexo bicroméforo tris-funcionalizado interagir com o sulco
menor de DNA também foi testada utilizando o reagente de Hoechst. O espectro de
fluorescéncia do reagente de Hoechst, em diferentes contracdes de complexo, estd representado

na Figura 55.

Figura 55 — Espectro de emissao do Hoechst na presenga de CT DNA a diferentes concentragdes
de [Ru(Ant)3]** (0-15,5 pmol.L™").[Hoechst] = 3umol.L™! e [CT DNAJ= 10 pmol.L™!, Aexc= 340

nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O acréscimo de [Ru(Ant);]** a solugdio, mesmo a concentracdes superiores das
utilizadas no outro grupo de compostos, ndo intensifica acentuadamente a supressdo da
luminescéncia do Hoechst. Enquanto que para o grupo [Ru(dppz)L]**aproximadamente 50%
do sinal decresce a uma concentracdo de 1 umolL'de composto, é necessario adicionar cerca
de 8 umolL™" a solugdo para promover o mesmo efeito. A vista dessa observacio é possivel
inferir que, provavelmente assim como os outros complexos estudados, [Ru(Ant);]** deva

também interagir em DNA por sulco menor. Infelizmente, como nao foi realizado o ensaio com
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methyl green, ndo se deve descartar a possibilidade desse complexo interagir também por sulco

maior.

4.4.7.4 Estudo com G-quadruplex

O experimento de interagdo do complexo [Ru(Ant)3]**com DNA de fita tnica (ss-

DNA) e a forma quadruplex (G4-DNA) esta ilustrado no espectro da Figuras 56.

Figura 56 — Espectros de emissio do complexo [Ru(Ant);]** na presenca de (a) ss-DNA e (b)
G4-DNA. Medidas realizadas em tampao Tris-HCI 10 mM pH 7,4, [Ru] = 30 pmol.L"!, [oligo]

=5 umol.L'! em pares de base.

40

35 _ —— Apenas complexo
—— Complexo+ssDNA

30-.
2-
20-.
15

10 -

Intensidade / u.a. (x103)

575 600 625 650 675 700 725
Comprimento de onda/nm

(a)



116

50

— Apenas complexo
m; 40 - —— Complexo+ G4-DNA
—
X
&
= 30 -
~
o
=
< 204
72]
s
b
= 104
e
0

575 600 625 650 675 700 725
Comprimento de onda/nm

(b)

Fonte: Elaborada pelo autor.

E notério o acréscimo de intensidade das bandas quando os oligonucleotideos sdo
adicionados as solucdes contendo o complexo. Uma visdo mais clara dessas mudangas é melhor
demonstrada na Figura 57. Tal como ja descrito aqui, essa mudanga espectral na intensidade da
banda denota interacdo do complexo com DNA. Um acréscimo de 27% de intensidade de
emissdo do complexo é verificado na presenca de ss-DNA. Em destaque, quando [Ru(Ant)3]**
encontra-se na presenc¢a da espécie G4-DNA o aumento € de 58% de intensidade. Portanto, €
possivel que a interagiio do complexo [Ru(Ant)3;]** com G-quadruplex seja mais intensa do que
ss-DNA, sugerindo sua capacidade em diferenciar uma espécie da outra. Os grupos antracenil
que rotacionam em torno dos ligantes bipidinicos provavelmente propiciam um melhor ajuste
na estrutura G-quadruplex. Nessa condi¢do, o complexo se encontraria num ambiente mais
hidrofébico a possibilitar uma interagdo mais forte quando comparamos com o ambiente
oferecido pela estrutura randdmica e linear do DNA de fita tdnica (ss-DNA).

Diferente dos outros dois complexos, o [Ru(Ant);]>* leva um tempo
significativamente maior para estabilizar a intensidade do sinal de luminescéncia. Para os
complexos da outra série, levava-se cerca de um minuto até o sinal atingir sua estabilidade.

Esperou-se 60 minutos para a intensidade da banda do complexo [Ru(Ant)s]**atingir um
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maximo e ndo mudar mais. Considerando esse fato, € provavel que a interacao seja, do ponto

de vista cinético, desfavordvel em direcdo a formagao do sistema complexo-DNA.

Figura 57 — Intensidade de luminescéncia integrada do complexo [Ru(Ant);]*'na presenca de

ssDNA e G4-DNA.Medidas realizadas em tampao Tris-HCI 10 mM pH 7,4 a 25°C.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
4.4.7.5 Eletroforese em gel de agarose

O experimento em gel de agarose (Figura 58) foi conduzido para investigar a

capacidade do complexo [Ru(Ant)s;]**em clivar a forma nativa do DNA circular sob condi¢des

de iluminagao (sob luz azul ou verde).
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Figura 58 — Fotoclivagem do DNA pBR322 (20 pmol.L'!) na presenca do complexo
[Ru(Ant)3]**(26 umol.L")no escuro e apés 60 min de irradiagdo em diferentes LED’s. Pogos 1:
DNA marcador (ladder). Pogos 2-4: apenas DNA pBR322 no escuro (2), irradiado no azul (3)
e no verde (4). Poco 5: complexo a 25 umol.L~'+ DNA pBR322 no escuro. Pocos 6-7 complexo
a25 umol L' + DNA pBR322 a 25 pmol.L™! sob irradiacdo no azul (6) e no verde (7).

Forma I1

Formal

Poco 1 2 3 +

th
(=)}
-

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nao foi observado nenhum sinal de degradacdo nos pocos que continham apenas
pBR322, seja no escuro ou seja no claro, predominando apenas a forma nativa (forma I). Sob
nenhuma irradiacio a forma I desaparece quase por completo do DNA quando [Ru(Ant);]**estd
presente. E provdvel que o complexo, na concentracio utilizada, j4 ocasione uma moderada
degradacdo no DNA por outra via que ndo a fotogeracdo de espécies radicalares, como
processos de clivagem hidrolitica na auséncia de luz. Em contraste, nas condi¢des de irradiagdo
no azul e no verde, o aparecimento da forma II (pogos 6 e 7) sugere que o complexo € capaz de
clivar o plasmideo na forma II. Nos pogos irradiados 6 e 7, além do surgimento da forma II, é
notdria a presenga de bandas arrastadas que remetem a sugestdo da formacao de fotoadutos a
partir da forma I.

Dada a capacidade ji evidenciada do [Ru(Ant);]** produzir oxigénio singleto
(Figuras 52 e 53), € plausivel relaciona-la com a observada clivagem plasmidal. A despeito do
alto valor de @, os experimentos de titulagdo com DNA por UV-Vis e competi¢do com EB
sugeriram apenas uma interacio moderada com DNA, fatores que, provavelmente, explicariam
o total ndo desaparecimento da forma I; em contra-mdo dos complexos [Ru(dppz)Naf]** e
[Ru(dppz)Ant]**, cujas constantes intrinsecas de interaciio excedem o valor de 10° e, portanto,
sdo capazes de se ligarem mais intensamente ao DNA. Apesar dos complexos com dppz

clivarem o plasmideo mais eficientemente numa determinada regido do visivel (Air entre 463 a
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632 nm), o complexo [Ru(Ant);]** pode ainda ser relevante como potencial molécula no

emprego em terapia fotodindmica. Afinal, moléculas que atuem moderadamente e

reversivelmente em DNA também sdo requeridas no campo de estudo da terapia fotodinamica'!

12,13, 16
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os compostos [Ru(dppz)Naf]**, [Ru(dppz)Ant]** e [Ru(Ant);]**foram totalmente
caracterizados e suas propriedades fotofisicas e fotoquimicas foram investigadas. A
interpretacdo dos espectros de ressonincia magnética nuclear de 'H sdo compativeis com a
estrutura proposta dos trés complexos sintetizados. A andlise dos sinais por COSY indicam
fortemente a formacdo de uma mistura isomérica dos complexos [Ru(dppz)Naﬂ2+e
[Ru(dppz)Ant]**.

O ensaio de geracdo de oxigénio singletocom DPBF explicitamente demonstrou
que os valores de @, seguem a tendéncia [Ru(Ant);]**>[Ru(dppz)Ant]*>
[Ru(bpy)3]2+[Ru(dppz)Naf]2+>[Ru(bpy)zdppz]2+,eVidenciando a substancial importancia dos
croméforos naftil e antracenil nos processos de formagao de oxigénio singleto. Além disso, vale
destacar que, aparentemente, o nimero de substituintes antracenil aumenta significativamente
o valor de @x comparado ao valor do complexo [Ru(bpy)2Ant]** (@4 = 0,74).

Os valores das constantes de ligacdo (Ky) com CT DNA seguem a ordem
[Ru(dppz)Naf]**>[Ru(dppz)Ant]**>[Ru(Ant);]**. A  magnitude dos valores para
[Ru(dppz)Naf]** e Ru(dppz)Ant]>* é equivalente a de moléculas intercalantes (Ky~10°),
diferindo moderadamente do complexo [Ru(bpy).dppz]**. O menor valor de K, para
[Ru(Ant)3]** provavelmente justifica-se pela falta de geometria e rigidez estrutural para um

1?*, os trés

eficiente encaixe no sitio de intercalagdo. Do mesmo modo que [Ru(bpy).dppz
compostos interagem preferencialmente via sulco menor, como visto nos ensaios com Hoechst.
Os resultados obtidos da interagdo com quadruplex indicam que os dois complexos
[Ru(dppZ)Naﬂ2+e [Ru(dppz)Ant]2+interagem mais fortemente com a forma G-DNA do que a
sua forma precursora (ss-DNA), sendo [Ru(dppz)Ant]** mais intenso na interacdo do que
[Ru(dppz)Naf]**. Os espectros de dicrofsmo circular apontam que [Ru(dppz)Naf]**e
[Ru(dppz)Ant]**tendem a induzir a formacdo de G-DNA. A interacio de ss-DNA e G-DNA
sugerem uma interagdo de carater cinético mais lento com [Ru(Ant)3]**, visto que o incremento
do sinal ap6ds adi¢do de DNA ¢é muito superior aos dois outros complexos com dppz.

A fotoclivagem de pBR322 na presenga dos complexos €, aparentemente, mais
eficiente no azul, notadamente influenciada pela conjugacdo aromdtica dos croméforos. O
complexo [Ru(Ant);]** mostrou-se inferior na fotoclivagem plamisdal comparativamente aos
[Ru(dppz)Naf] e [Ru(dppZ)Ant]2+, provavelmente devido ao seu moderado valor de Ky (~10°).

A atividade microbiana dos complexos [Ru(dppz)Naf]*e [Ru(dppz)Ant]**na
1%,

presenca da bactéria S. aureus é superior ao do complexo [Ru(bpy).dppz sendo
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potencializada quase duas vezes sob irradiagio no azul. O complexo
[Ru(dppz)Ant]2+desempenhou melhor atividade bactericida do que [Ru(dppz)Naf]zJr e
[Ru(bpy)2dppz]**, sendo possivel corroborar com os respectivos valores de @x dos complexos.

Um gréfico de correlacdo da geracdo de oxigé€nio singleto (@) contra o logaritmo
da constante de interagio com DNA (Figura 59) demonstra que os complexos[Ru(dppz)Naf]**e
[Ru(dppz)Ant]**sdo aqueles que apresentam maiores de Ky e @, caracteristicas que podem
tornd-las ferramentas tteis para o uso em TFD. O [Ru(Ant)3]** aproxima-se das caracteristicas
dos complexos [Ru(bpy)s]**, [Ru(dcbpy)2(mbpy-Naf)]** e [Ru(dcbpy)2(mbpy-Ant)]** |
reportados na literatura'!. Estes foram inseridos na Figura 59 a titulo de comparagio com os

sistemas desse estudo.

Figura 59 — Correlacdo de geracdo de oxigé€nio singleto e constante de afinidade a DNA dos

complexos [Ru(dppz)Naf]** [Ru(dppz)Ant]**e outros sistemas polipiridinicos.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Log Kb(DNA)

Em suma, os resultados obtidos nos ensaios de geracdo de oxigénio singleto,
atividade microbiana e interacdio com DNA amplificam o potencial desses compostos como
componentes uteis na terapia contra cancer e agentes bactericidas, cujos efeitos podem ser
consideravelmente promissores sob ativagdo luz visivel.

Como perspectiva de trabalho tém-se como objetivo a aplicagdo direta dos

complexos aqui estudados em outras moléculas de interesse bioldgico, tal como proteinas, e
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também em diferentes sistemas bioldgicos, tais como ensaios in vitro com células cancerigenas,

bactérias e fungos.
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