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da SILVEIRA, R.B. Avaliacdo da sublocalizacdo celular e citotoxicidade por
microscopiafluorescente de complexos de ruténio como agentes liberadores de
oxido nitrico. Aspectos quimicos, cinéticos e bioldgicos. 2018. 134 p. Dissertacéo
(Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

O o6xido nitrico (NO) é biossintetizado em diferentes células do organismo
animal, relacionando-se com inumeros processos fisioloégicos.  Existe,
aparentemente, uma relagao entre os efeitos mediados pelo NO e o microambiente
celular. Desta forma, a resposta observada depende da localizacdo da molécula
radicalar, da duracédo da exposicdo e da sua concentracdo. Assim, observa-se um
efeito antagbnico do NO no que tange a biologia de tumores, admitindo-se que baixas
concentracbes de NO estimulam a proliferacdo de células tumorais e altas
concentracdes propiciam a atividade tumoricida. Nesse sentido, o presente trabalho
visou ao desenvolvimento de um novo complexo de ruténio doador de 6xido nitrico
coordenado ao ligante fluorescente Alaranjado de Acridina. A coordenacdo do
ruténio ao ligante heterociclico de nitrogénio permitiu a obtencdo do composto
fluorescente [Ru(NO2)(bpy)(AO)2NO](PFs)2, em que bpy = 2,2’bipiridina e AO =
Alaranjado de Acridina. O complexo foi caracterizado por UV-vis, FITR e
espectrometria de massas. Experimentos fotoquimicos revelaram que o complexo
[Ru(NO2)(bpy)(AO)2NO](PFs)2 apresentou um valor de rendimento quantico de
fluorescéncia em etanol inferior ao do ligante livre. No entanto, o rendimento
quantico de producdo de oxigénio singleto em agua foi maior em relacdo ao
Alaranjado de Acridina. Avaliacbes de fotoestabilidade por espectroscopia de
emissao e absor¢cdo no UV-vis demonstraram que [Ru(NO2)(bpy)(AO)2NO](PFe)2
€ mais fotoestavel nas condi¢cbes avaliadas e a fluorescéncia apresenta menor
reducdo, quando irradiado em 470 nm comparado ao Alaranjado de Acridina.
Ensaios de avaliacdo do potencial citotéxico dos compostos com irradiacdo em
470 nm, na dose de 5 J cm™2, demonstraram que o corante Alaranjado de Acridina
apresenta maior citotoxicidade frente a linhagem celular tumoral metastatica
estudada (B16/F10). Isso se relaciona, possivelmente, ao fato de o Alaranjado de
Acridina livre direcionar-se para o nucleo e promover intercalacdo com 0s pares
de base do DNA. A avaliacdo por microscopia de fluorescéncia revelou a
predilecdo do complexo [Ru(NOz2)(bpy)(AO)2NO](PFs) pelo nuacleo. Os dados
obtidos enfatizam a importancia do grupo ligante para a localizagcdo do complexo,
bem como para a atividade antitumoral do mesmo.

Palavras-chave: Complexo de ruténio; Liberacdo de oOxido nitrico; Alaranjado de
Acridina; Sublocalizacao celular.



ABSTRACT

ABSTRACT

da SILVEIRA, R.B. Evaluation of cellular localization and cytotoxicity by
fluorescence microscopy of ruthenium complexes as nitric oxide deliver agents.
Studies of Chemical, kinetic and biological aspects. 2018. 135 p. Dissertation
(Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de
Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Nitric Oxide is biosynthesized in different cells of the animal organism. It is
related to numerous physiological processes. There is apparently a relationship
between the effects mediated by NO and the microenvironment. Thus, the cellular
response observed depends on the location of the radical molecule, the duration of
exposure and its concentration. Thus, an antagonistic effect of NO is observed with
respect to the biology of tumors, admitting that low concentrations of NO stimulate the
proliferation of tumor cells and high concentrations promote the tumoricidal activity. In
this sense, the present work aimed the development of a new ruthenium complex
donor of nitric oxide coordinated to the fluorescent ligand of Acridine. The coordination
of Ruthenium to the nitrogen heterocyclic ligand allowed to obtain the fluorescent
compound [Ru(NO2)(bpy)(AO)2NO](PFs)2, where bpy = 2,2' bipyridine and AO =
Acridine Orange, which was characterized by UV-Vis, FITR and mass spectrometry.
Photochemical experiments revealed that the [Ru(NO2)(bpy) (AO)2NO](PFs) 2 complex
presented a fluorescence quantum yield value, in ethanol, about 20 % lower than the
free binder. However, the quantum yield of singlet oxygen in water was approximately
40 % higher compared to Acridine Orange. UV-vis emission spectroscopy and UV-vis
absorption spectroscopy have shown that [Ru (NO2)(bpy)(AO)2NO]J(PFs) 2 is
apparently more photostable and suffers less fluorescence suppression when
irradiated at 470 nm compared with Acridine Orange. Cell cytotoxicity assays
with irradiation using dose of 5 J cm? demonstrated that the coordination of Acridine
Orange dye to the complex decreases its cytotoxicity against the metastatic tumor cell
line studied, possibly by preventing the mechanism of intercalation of the planar ligand
to DNA. Monitoring by fluorescence microscopy revealed the preferential localization
of the compound [Ru(NO2)(bpy) (AO)2NO] (PFs) by the cell nucleus possibly due to
coordinated Acridine Orange, which has a tropism by DNA. These results emphasize
the importance of the ligand group for the localization of the complex, as well as for the
cytotoxic activity of the same.

Keywords: Ruthenium complex; Release of nitric oxide; Acridine Orange; Cellular
localization.
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1.1 Introducéao

1.1 Fluor6foros como ferramentas para sublocalizagcao celular de

compostos antitumorais

Atualmente, compostos baseados em ruténio vém ganhando destaque e
apresentando boas perspectivas de aplicacdo clinica. Um exemplo disso é o NAMI-A,
complexo que se encontra em triagem clinica de fase Il. Conquanto seja notéria sua
eficacia em processos metastaticos, o NAMI-A, a principio, ndo demonstrou
citotoxicidade in vitro (SAVA et al., 1995; HARTINGER et al., 2006).

Estudos sugerem que complexos de Ru(lll) atuam como pro-farmacos,
podendo ser convertidos a Ru(ll) em decorréncia das condicbes celulares
citoplasmaticas das células tumorais. Esta espécie, permite a interacdo com sitios
especificos do DNA com seletividade para células tumorais (CLARKE, 20083;
JAKUPEC et al., 2008; BERGAMO et al., 2012; THANGAVEL; VISWANATH; KIM,
2017).

Embora o Ru seja capaz de interagir com nucleotideos e, principalmente, com
o N7 da guanina (como é o caso do NAMI-A) (KUNG et al., 2001), estudos observaram
que estes complexos de Ru(lll) induzem outros mecanismos, nos quais,
provavelmente o DNA néo seja o principal alvo. Desta forma, o metabolismo do 6xido
nitrico, a interferéncia em processos de adesdo e a capacidade de inibicdo de
metaloproteases sd0 mecanismos que ganham destaque como possiveis
responsaveis pelo efeito antitumoral desta droga (PLUIM et al., 2004; MORBIDELLI et
al., 2003; SAVA et al., 2003; PACOR et al., 2004).

Devido ao sucesso de drogas como o NAMI-A, grupos como o do Prof. Silva
tém se empenhado no desenvolvimento de novos complexos de ruténio doadores de
oxido nitrico, dentre os quais, muitos vém apresentando potencial citotoxico
interessante. No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos de acédo envolvidos

nas vias de morte celular destes principais compostos sintetizados (Figura 1).
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Figura 1 — Mecanismo de acdo de compostos de ruténio
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Fonte: CLARKE et al., 2003.

Com base nisso e, no intuito de compreender melhor a relacdo entre a
sublocalizacéo celular dos complexos de ruténio e o efeito citotdxico observado, uma
das possibilidades iminentes a ser explorada € a imagem celular, por meio da
microscopia de fluorescéncia. Assim, seria possivel verificar a sublocalizacao celular
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e estabelecer relagcdes com a atividade
citotoxica promovida pelo composto. Nesse sentido, o Alaranjado de Acridina,
enquanto fluoréforo, pode contribuir para a visualizacdo dos eventos de acumulacao
de compostos e eventual distribuicdo da droga nas células, auxiliando na elucidagéao
dos principais alvos biologicos envolvidos na destruicdo celular.

Deste modo, o presente trabalho visa a contribuir cientificamente, promovendo
o desenvolvimento de um composto ruténio-nitrosilo com propriedades “terandsticas”,
gue permita a avaliagdo da sublocalizacao celular do mesmo, possibilitando colaborar

com o conhecimento acerca dos possiveis mecanismos de acao deste complexo.
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2 Revisao da Literatura

2.1 Cancer

2.1.1 Conceitos gerais sobre cancer

Na natureza, a manutencédo da vida € assegurada por meio do processo de
divisdo celular, em que as células se multiplicam, originando células-filhas a partir de
uma Unica célula progenitora. A capacidade de proliferacao celular esta estritamente
relacionada com o tipo celular e com a sua funcdo, havendo uma correlagéao
inversamente proporcional entre as taxas de multiplicacdo e o grau de diferenciacéo
da célula (FILHO; PEREIRA; GUIMARAES, 2009). Dessa forma, existem células que
estdo em continua divisdo e células que nunca se dividem, como 0s neurdnios
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

A atividade proliferativa das células esta sob um rigido controle do organismo
mediado por genes reguladores como 0s proto-oncogenes, que atuam de modo a
manter o equilibrio do ciclo celular. A soma de estimulos externos e internos, pode
suscitar mutacdes nos proto-oncogenes, que se transformam em oncogenes. Estes
sdo um dos responsaveis pela malignizagcédo (cancerizacdo) das células sadias. Com
isso, o equilibrio do ciclo celular € perturbado e a proliferacdo celular ocorre de modo
desordenado (MINISTERIO DA SAUDE, 2011; FILHO; PEREIRA; GUIMARAES,
2009).

O termo céancer (do grego karkinos: crustaceo, caranguejo) foi utilizado pela
primeira vez por Hipocrates. Mais tarde, Galeno apropriou-se desta expressao para
descrever uma patologia na qual veias superficiais da mama ficavam targidas e
ramificadas como as patas de um caranguejo. Atualmente, este termo generalizou-se
e é usado para definir qualquer tipo de neoplasia maligna (FILHO; PEREIRA,;
GUIMARAES, 2009; MINISTERIO DA SAUDE, 2011; WHO, 2017).

Cabe destacar que o crescimento anormal de células, por si sO, ndo leva a
formacao de neoplasias malignas. A malignidade desse conjunto de células sé ocorre
guando aliada a invaséo e colonizacdo de regides improprias, ou seja, nhormalmente
destinadas a outras células. Desde que as células neoplasicas ndo se tornem
invasivas, o tumor € considerado benigno, sendo possivel a remoc¢éo cirdrgica. A

invasividade se faz perigosa por permitir que a célula cancerosa se desprenda do
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tecido e, através da circulacdo sanguinea, atinja outras regiées do corpo, formando
tumores secundarios denominados metastases, comumente associadas a
malignidade, dificil remissdo e altas taxas de mortalidade (FILHO; PEREIRA;
GUIMARAES, 2009).

Um conjunto de caracteristicas adicionais as células cancerosas foi
determinado por HANAHAN & WEINBERG (2000), como marcadores do céancer, dos
quais destacam-se a autossuficiéncia em sinais de crescimento, a insensibilidade a
fatores de crescimento, a capacidade de evasao de apoptose, a rapida multiplicacéo,
a angiogénese sustentada, a invasdo a tecidos e metéstase, a alteracdo do
metabolismo energético e a evasdo da resposta imune. Posteriormente, NEGRINI et
al. (2010), acrescentou a esta lista, novos marcadores caracteristicos para o cancer,
como danos ao DNA e os estresses oxidativos, mitético, proteotoxico e metabdlico
(Figura 2) (HANAHAN & WEINBERG, 2000; NEGRINI; GOURGOULIS;
HALANOZETIS, 2010).

Figura 2 - Os marcadores do cancer
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Fonte: (Adaptado) HANAHAN & WEINBERG, 2000.

Existe uma infinidade de causas associadas ao desenvolvimento do cancer,

acarretadas pela combinacédo de estimulos externos e internos ao organismo. Os
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estimulos externos séo oriundos da juncdo entre os fatores ambientais e 0os habitos
de vida de cada individuo, os quais estdo associados as questdes comportamentais,
socioculturais e socioecondémicas. Ja os estimulos internos, dependem da constituicdo
genética do individuo (ALBERTS, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

A grande maioria dos casos, segundo o Instituto Nacional do Céancer (INCA),
estdo associados a fatores ambientais, também chamados de carcindégenos, que
alteram a estrutura dos genes. A exposicdo ao tabaco e a radiacdo ultravioleta do sol
séo fatores conhecidamente associados ao cancer. Além disso, muitos estudos vém
sendo realizados de modo a comprovar a associagcdo de componentes alimentares
com certos tipos de tumores malignos (ALBERTS, 2010; INCA, 20172%; WHO, 2017).

Como agentes mutagénicos, pode-se também citar os carcin6genos quimicos
e as radiacfes ionizantes. Estima-se que cerca de 15 % dos casos de cancer que
surgem no mundo todo possam ser atribuidos a mecanismos promovidos por virus,
bactérias e outros parasitas, que ainda séo dificeis de ser decifrados (ALBERTS,
2010).

Uma exposi¢cao Unica a um carcindégeno geralmente ndo leva a formacao de
um tumor. Entretanto, pode ser suficiente para gerar danos latentes ao DNA, que,
quando acrescidos de outras exposicfes a carcinG6genos, aumentam o risco de
surgimento da doenga. O carcindgeno que apresentou as “sementes” de um cancer,
mas que, ndo necessariamente, levou a formacdo de uma neoplasia maligna, é
denominado iniciador de tumor. Outros fatores, que ndo sdo mutagénicos, mas
aumentam a propensao ao cancer apds exposicdo ao iniciador, sdo chamados de
agentes promotores de tumor (Figura 3). Assim, quanto maior a exposi¢ao aos fatores

de risco, maior a probabilidade de aparecimento de neoplasias (ALBERTS, 2010).
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Figura 3 - Influéncia da exposicdo a agentes iniciadores e promotores no
desenvolvimento de cancer em fungéo do tempo
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Fonte: ALBERTS, 2010.
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Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cancer é a segunda
principal causa de morte no mundo, gerando um custo elevado para a economia.
Dados estimam que, no ano de 2010, um custo total de 1,16 trilhdes de dolares em
produtividade perdida e seguros-saude foram atribuidos somente a essa doenca.
Ainda, de acordo com a OMS, 30 a 50 % dos casos de cancer poderiam ser
prevenidos com a adocdo de habitos de vida mais saudaveis e se evitando a
exposicéo a fatores de risco.

Dados mundiais mais recentes apontam para um crescimento de 22 % das
taxas de mortalidade associadas a doenca em relacdo ao inicio do século XXI. No ano
de 2015, a patologia foi responséavel pela morte de 8,8 milhdes de pessoas (cerca de
5 milhdes de homens e 3,8 milhdes de mulheres), o que equivale a uma em cada seis
mortes que ocorreram no planeta. Destas, aproximadamente 70 % situavam-se em
paises de baixa e média renda. Estes altos indices podem ser atribuidos as politicas
publicas deficientes no manejo e prevencdo do cancer, bem como a falha no
diagnoéstico precoce da doenca. Projeta-se, ainda, que nos proximos vinte anos, 0
namero de novos casos aumente em aproximadamente 70 % (WHO, 2017).

No Brasil, 0 aumento da mortalidade em relacdo ao inicio do século foi ainda
maior: 31 %. Segundo perfil elaborado pela OMS, no pais, o tipo de cancer que

apresenta o maior indice de mortalidade em homens € o de prostata, enquanto que
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para as mulheres, o cancer de mama figura como o mais letal (Figura 4). Além disso,
dados mostram que 65 % da incidéncia de cancer no Brasil se deve ao sedentarismo,
a obesidade e ao tabaco. O registro e 0 estudo destes indicadores séo instrumentos
bastante (teis para a determinacéo da relacdo causal de neoplasias malignas e para
a adocao de planos de a¢des (ALBERTS, 2010; WHO, 2017).

Figura 4 - Perfil de mortalidade por cancer por sexo no Brasil
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Fonte: (Adaptado) WHO, 2017.

Dada a pluralidade de tipos celulares no organismo humano, existem mais de
100 tipos de cancer que podem variar de acordo com seus aspectos anatdémicos e
moleculares. Estes diferentes tipos podem distinguir-se por apresentar velocidades
préprias de multiplicacdo e capacidades metastaticas distintas, exigindo, portanto,
estratégias de manejo especificas (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),
o cancer de pele é o tipo de maior incidéncia no Brasil para ambos os sexos. De
acordo com dados da Skin Cancer Foundation, um em cada trés diagnodsticos de
cancer no mundo € deste tipo. O melanoma € um tipo de cancer de pele cuja
incidéncia tem experimentado um crescimento anual de 3 a 7 % no mundo todo.
Embora represente apenas 4 % dos canceres deste 6rgdo, o melanoma apresenta
uma taxa de mortalidade de 80 % devido ao seu grande poder metastatico
(THOMPSON; SCOLYER; KEFFORD, 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2017; WHO,
2017; DAVIDS & KLEEMAN, 2011).
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Um dos principais fatores ambientais atribuidos ao melanoma é a exposigéo a
radiacéo ultravioleta (UV) do sol. O aumento de sua taxa de incidéncia global pode,
de certa forma, ser relacionado a reducdo da camada de 0z06nio, que recobre a Terra
e a protege contra os raios UV.

Este subtipo de neoplasia consiste no fenétipo maligno de um melandcito,
célula da pele especializada na producdo de melanina, um pigmento que confere
protecdo contra a radiacéo solar (DAVIDS & KLEEMAN, 2011; WEINSTOCK et al.,
1989; FORD et al., 1995; WHO, 2017).

Os mecanismos de malignizacdo do melandcito envolvem danos ao DNA,
acarretados por uma exposi¢ao intensa e aguda ao UV. Essas alteracdes genéticas
sdo acompanhadas de mudancas subsequentes das caracteristicas histologicas da
célula, como bordas irregulares, cor alterada, e, geralmente, de reacfes alérgicas,
fase denominada displésica (DAVIDS & KLEEMAN, 2011).

Gogas et al. (2007) atenta para a necessidade de mudancas na abordagem do
tratamento do melanoma metastatico, visto que, numerosos métodos de combate a
doenca ndo se mostraram eficientes. Dentre os variados métodos ja testados incluem-
se farmacos como a cisplatina e seus derivados, alcaloides da vinca, bem como a
combinacdo com agentes hormonais e bioquimioterapias, aos quais as células
cancerosas de melanoma tem se mostrado cada vez mais resistentes.

Além disso, a necessidade de novas abordagens advém de respostas
insatisfatorias de alguns pacientes e também pelos efeitos colaterais, frequentemente
observados em tais tratamentos, como a mielossupressao. Estes efeitos apresentam
um impacto significativo na qualidade de vida desses pacientes e enfatizam a
importancia das pesquisas nessa area. Isto, aliado as altas taxas de mortalidade do
melanoma, simbolizam a urgéncia pela demanda de agentes eficazes que, isolados
ou combinados, tenham impacto significativo no seu tratamento (ZBYTEK et al., 2008;
GOGAS; KIRKWOOD; SONDAK, 2007; DAVIDS & KLEEMAN, 2011; THOMPSON,;
SCOLYER; KEFFORD, 2005).

Por esses motivos, escolheu-se as células de melanoma murino como modelo
celular tumoral para estudo neste trabalho. Estas células apresentam crescimento
rapido e expressivo e estdo localizadas em um 6rgéo de facil acesso: a pele. Somado
a isto, elas tém um alto poder metastatico, facilitando os estudos que envolvem

metastases.
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2.1.2 Tratamento do cancer

Existem diferentes abordagens para o combate as neoplasias malignas. A
adocéao da terapia mais efetiva pode estar relacionada ao tipo de tumor e ao estagio
em que ele se encontra no organismo (WHO, 2017). Dentre as terapias utilizadas
atualmente, destacam-se a quimioterapia, a hormonioterapia, a radioterapia, a terapia
fotodinamica (TFD), a imunoterapia, anticorpos monoclonais e a remocao cirurgica,
ou, em alguns casos, a combinacao de mais de uma modalidade de tratamento (INCA,
2017°).

A remocdo cirdrgica dos tumores malignos pode ter finalidade curativa ou
paliativa. No primeiro caso, a remocao é feita quando o tumor se encontra em estagios
iniciais do seu desenvolvimento. Ja o tratamento paliativo é feito com intuito de reduzir
a populacdo de células cancerosas e controlar sintomas que comprometam o bem-
estar e a qualidade de vida do paciente (INCA, 2017P).

A quimioterapia consiste no uso de substancias quimicas, que s&o
administradas por vias venosa, oral, intramuscular ou subcutédnea. Esta terapia foi
desenvolvida, principalmente, apds a Segunda Guerra Mundial, a partir da observacao
de que o gas mostarda era responsavel pela reducdo leucocitaria em militares
submetidos a exposicéo ao gas durante operacdes de guerra (BUSCHKE, 1971, apud
SEO; LEE & KIM, 2016). Essas substancias agem destruindo as células cancerosas
e impedindo sua dispersdo pelo organismo, podendo gerar, entretanto, reacdes
adversas, como fraqueza, desconfortos, urticaria, diarreia e enjoos. Outro ponto
importante é que as altas taxas mutacionais, caracteristicas das células cancerosas,
e 0 ambiente com baixo conteddo de oxigénio presente em tumores sélidos podem
levar ao desenvolvimento de resisténcia as drogas utilizadas na quimioterapia
(GOGAS; KIRKWOOD; SONDAK, 2007; KUSUZAKI et al., 2012; INCA, 2017"
ANGELOPOULOU et al., 2017).

A histéria da radioterapia tem como marco a descoberta dos raios-X por
Roentgen em 1895 e a irradiagdo de um cancer de faringe realizada com sucesso por
Dr. Voigt em 1896 (HOLSTI, 1995; GOODMAN, 1946 apud SEO; LEE; KIM, 2016). E
um tratamento baseado na utilizacdo de radiagcbes para o combate aos tumores
malignos. Essas radiacfes s&o indolores e podem ser usadas em combinagdo com
outras modalidades de tratamento. A frequéncia das aplicacfes varia conforme a

extensao e localizacao do tumor e o estado de saude do paciente. Dentre as reagcdes
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adversas ja relatadas, ap0s a radioterapia estdo coceiras na pele, vermelhidao,
irritacdo e queimaduras. Além disso, a radioterapia pode ter um efeito altamente toxico
para as células vizinhas sadias. Com base nisso, tém-se empregado protetores de
chumbo no momento do tratamento, de modo a proteger o6rgaos e tecidos sadios.
Ressalta-se que a erradicacdo da totalidade das células cancerosas € bastante
complicada, pois poucas ceélulas-tronco cancerosas que ndo tenham sido
completamente eliminadas podem levar a regeneracéao do tumor maligno (ALBERTS,
2010; GOGAS; KIRKWOOD; SONDAK, 2007; KUSUZAKI et al., 2012; INCA, 2017").

Considerando as limitagbes apresentadas pelas terapias convencionais,
frequentemente, associadas aos efeitos colaterais desencadeados pela atuacéo
indiscriminada sob as células sadias, terapias alternativas tém ganhado destaque,
como a Terapia fotodinamica. A TFD foi desenvolvida a partir de observacfes de Raab
(1900), que notou a eliminacdo de paramécios quando estes foram expostos ao
Alaranjado de Acridina e a luz branca intensa. Logo depois, observou-se também a
necessidade de oxigénio para a ocorréncia de tal fenébmeno. A TFD se baseia na
combinacgéo do uso de compostos que absorvem luz (fotossensibilizadores), que se
acumulam preferencialmente em tecidos cancerosos, e radiagdo com luz visivel de
comprimento de onda correspondente ao espectro de absorgéo do fotossensibilizador.
A eliminacéo tecidual promovida pela TFD, além de requerer oxigénio molecular,
envolve a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (como o oxigénio singleto,
radicais hidroxilo, superéxido, etc.), que, através de eventos moleculares e
bioquimicos, levam a morte celular das células-alvo ou a destruicdo das células
endoteliais vasculares (gerando a isquemia tumoral), dependendo da distribuicdo da
droga no momento da irradiacdo (RAAB, 1900; WAINWRIGHT, 2003; DAVIDS &
KLEEMAN, 2011; OCHSNER, 1997; ABRAHAMSE & HAMBLIN, 2016; AGOSTINIS,
2004) (Figura 5).
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Figura 5 - llustracdo esquematica do principio da TFD incluindo o Diagrama de
Jablonski
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Fonte: ABRAHAMSE & HAMBLIN, 2016.

minimamente invasiva e apresentar uma baixa toxicidade cumulativa sistémica, além
de possuir uma alta seletividade para a destruicdo de tumores malignos, o que garante

a minimizacdo dos danos as células vizinhas sadias.

2.1.3 Complexos Metdlicos e cancer

Os complexos vém sendo cada vez mais empregados na area médica, atuando
desde o diagndéstico ao tratamento de inUmeras doencas, como artrite reumatoide,
depressao e transtornos de humor, apresentando lugar de destaque no combate ao
cancer (Figura 6) (ORVIG & ABRAMS, 1999).
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Figura 6 - Exemplos de metais empregados em terapia e diagnostico de doencas

humanas
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Desde a Antiguidade os metais eram utilizados para a terapia de reposicao,
quelacdo e no tratamento de distUrbios gastricos. O primeiro metal a ser descoberto
foi o cobre, por volta de 35 a.c., o qual era utilizado pelos egipcios para esterilizar
agua. Séculos mais tarde, os mesmos exploraram as propriedades medicinais do ferro
e do zinco no tratamento de feridas. Durante o periodo do renascimento, na Europa,
outros aspectos do ferro ganharam importancia, como o seu fator nutricional e, além
disso, tornou-se conhecido o potencial diurético do cloreto de mercurio (ORVIG &
ABRAMS, 1999). Desta forma, é nitida a relevancia terapéutica de compostos
metélicos ao longo da Historia.

Os metais sdo elementos quimicos que apresentam um conjunto de
propriedades Unicas, como brilho caracteristico, condutividade térmica e elétrica, alta
maleabilidade, elasticidade, ductilidade e resisténcia a tracdo. Sao sélidos a
temperatura ambiente, com exce¢do do mercurio, e possuem baixa energia de
ionizacao e eletronegatividade (SHIRIVER & ATIKINS, 2003).

Estes elementos apresentam facilidade em perder elétrons, tornando-se
cations, sollveis no meio biolégico. A presenca de orbitais-d vazios e carga positiva
0s tornam aptos a interagir com biomoléculas ricas em elétrons (ORVIG & ABRAMS,
1999). Tais propriedades explicam, possivelmente, a relacdo que 0S mesmos
possuem com muitas fungdes cruciais no organismo humano. Sabe-se que alguns
metais sdo considerados essenciais para 0 homem e que a deficiéncia dos mesmos
pode acarretar em desordens (LIPPARD,1994).
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O metal pode atuar como um acido de Lewis, capaz de receber elétrons e se
combinar a outros &tomos diretamente, que exercem a funcdo de base de Lewis,
doando elétrons (ligantes), formando compostos de coordenacdo. Esses tipos de
compostos baseados em um atomo metalico central permitem planejar uma ampla
gama de complexos com caracteristicas particulares variaveis, como de estado de
oxidacao, polaridade, reatividade, carga, geometria, simetria, propriedades cinéticas
e termodinamicas que variam de acordo com a natureza do proprio metal e dos
ligantes (MEGGERS, 2009). Assim, é possivel promover altera¢des estruturais em um
composto metélico a fim de que ele atinja o seu alvo biolégico ou de torna-lo adaptavel
a um determinado objetivo.

A aplicacdo de compostos de coordenacdo na terapéutica antitumoral admite
ter se iniciado a partir da descoberta ocasional da cis-diaminodicloroplatina(ll) {cis-
[Pt(NH3)2Cl2]} por Barnet Rosenberg (1965). Esta molécula que fora inicialmente
sintetizada por Peyrone (1844), apenas teve sua atividade biolégica desvendada
guase um século depois, quando Rosenberg e seus colaboradores estudavam o efeito
da corrente elétrica para o crescimento de bactérias (ROSENBERG; VAN CAMP;
KRIGAS, 1965). Assim, a cisplatina passou a ser utilizada no tratamento de diversos
tipos de tumores (ovario, testiculo, cabeca, pescoco, pequenas células de pulméao e
ndo pequenas células de pulmdo) (ROSENBERG; VAN CAMP; KRIGAS, 1965). No
entanto, apesar do sucesso terapéutico, esta molécula ndo apresenta seletividade, o
gue é responsavel pelos varios efeitos colaterais que sao observados no decorrer do
tratamento, que incluem neurotoxicidade, ototoxicidade, problemas renais e anemia,
além da possibilidade da quimiorresisténcia. Neste contexto, novas drogas de platina
de segunda e terceira geracdo foram projetadas visando minimizar estes
inconvenientes (Figura 7) (KOSTOVA, 2006).
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Figura 7 - Estruturas de compostos metélicos antitumorais baseados em platina(ll):
cisplatina; carboplatina; oxaliplatina; nedaplatina
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Fonte: (Adaptado) ALI et al, 2013.

Metalofarmacos baseados em outros centros metalicos também foram
explorados, podendo-se citar o Galiomaltolato(lll) (JAKUPEC, 2008), o Sulfato de
Vanadil (AHMAD et al.,2006), bem como o NAMI-A (AIRD et al., 2002; HARTINGER
et al, 2006), que apresenta o ruténio como metal central, que ja se encontra na fase
clinica Il (Figura 8).

Figura 8 - Compostos de coordenacdo baseados em outros centros metalicos com

propriedades antitumorais
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Fonte: (Adaptado) PUBCHEM, 2017.

O ruténio se destaca entre os demais metais por possuir um conjunto de

caracteristicas interessantes para aplicacdo terapéutica, que incluem os seus
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diversos estados de oxidagao, sendo os mais comuns o Ru(ll) e Ru(lll). Possui alta
seletividade para células malignas e mimetiza o ferro em algumas de suas
propriedades, sendo capaz de se ligar a biomoléculas como a albumina e a
transferrina  (THANGAVEL; VISWANATH; KIM, 2017). Além disso, apresenta
geometria de coordenacdo octaédrica, diferentemente da Platina(ll), (quadrada
planar), possibilitando a associa¢cdo a um grande namero de ligantes.

Ademais, os complexos de ruténio tém caracteristicas fotofisicas e
fotoquimicas que os tornam bons candidatos para a terapia fotodinamica e podem
ser menos toxicos que a platina. Um dos motivos, deve-se ao fato de atuar como
pré-droga, sendo ativado por reducdo em regides de hipoxia, como as que séo
encontradas em tumores solidos. O composto KP1019, trans-[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] de indazol, por exemplo, € um dos compostos de Ru que foi
desenvolvido com resultados promissores e que se encontra em fase Il de testes pré-
clinicos (JAKUPEC et al., 2008; BERGAMO et al., 2012; THANGAVEL; VISWANATH,;
KIM, 2017).

O ruténio apresenta inUmeras propriedades que o tornam o metal mais
promissor para substituir a platina em aplicacdes farmacéuticas e biolégicas. No
entanto, sua atividade depende da sua capacidade de internalizacéo pela célula e da
sua sublocalizagdo celular. Portanto, para que se obtenha o0 sucesso da
empregabilidade do metal na terapia do cancer ainda € preciso driblar o problema da
baixa eficiéncia no transporte de suas espécies ativas para o0s alvos biolégicos
(THANGAVEL; VISWANATH; KIM, 2017). Algumas alteracdes possiveis sdo a
utilizacdo de sistemas de liberacdo, a associacdo das espécies a anticorpos e a
realizacdo de modificacBes estruturais ao complexo, que facilite a internalizacéo do
composto.

Assim, diversos ligantes sé@o passiveis de serem coordenados a complexos de
ruténio para garantir que 0 composto possua caracteristicas de interesse. Dentre 0s
ligantes permitidos, um que vem recebendo especial atencéo é o Oxido Nitrico (NO),

dadas as propriedades singulares que o0 mesmo apresenta.

2.1.4 Oxido Nitrico e cancer

Na década de 80, estudos comprovaram que o Oxido Nitrico é biossintetizado

em diferentes células do organismo animal, relacionando-se com inldmeros processos
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fisiologicos (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; NELLIN & HOFFMAN,1998). O NO
€ um mensageiro biolégico que pode, por exemplo, promover vasodilatacdo
(IGNARRO; 2002), controle cardiovascular (FURCHGOTT & ZAWADZKI,1980),
controle sob o fluxo sanguineo cerebral (XU & LIU, 1998) e atuar como mediador
citotéxico de células imunes efetoras ativadas (HIBBS; TAINTOR; VAVRIN, 1987).

Ele é produzido a partir da oxidacdo do aminoacido L-arginina catalisada
pela enzima NO sintase, a qual se apresenta em trés isoformas: constitutiva
endotelial (eNOS), constitutiva neuronal (nNOS) e a isoforma induzivel pelo
sistema imunoldgico (iNOS) (CULOTTA & KOSHLAND, 1992; QUEIROZ &
BATISTA, 1999; BARRETO; CORREIA; MUSCARA, 2005). A reacéo de producio
de NO ocorre em duas etapas. Tratam-se de heme-oxidacfes que envolvem cinco
elétrons ao todo. Nestes processos ha participacdo da forma reduzida do fosfato
de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH), que atua como um doador de
elétrons, além do oxigénio molecular e de outros cofatores. Contudo, € importante
ressaltar a dependéncia de um cofator adicional para as enzimas nas isoformas
constitutivas (eNOS e nNOS): a calmodulina, que sob altas concentracdes de calcio,
se liga a enzima NOS e a ativa.

O resultado final € a conversado de L- arginina em L-citrulina e NO (Figura
9) (CULOTTA & KOSHLAND, 1992; QUEIROZ & BATISTA, 1999; BARRETO;
CORREIA; MUSCARA, 2005; CHOUDHARI et al., 2013).

Figura 9 - Biossintese do 6xido nitrico a partir da L-arginina catalisada pela NO-

sintase
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Fonte: (Adaptado) BARRETO; CORREIA; MUSCARA, 2005.
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O NO é um gas que apresenta baixa solubilidade em &gua (1,90 mM) a
25 °C. Com massa molecular 30,0000 g molt, é a menor e mais leve molécula
conhecida a atuar como mensageiro biologico em mamiferos (CULOTTA,;
KOSHLAND, 1992).

Trata-se de uma molécula neutra paramagnética, ou seja, apresenta uma
configuragdo eletrdbnica com um elétron desemparelhado em um orbital pi
antiligante (1*): (02s)? (02s")? (02pz)? (12p)* (12p*)* (Figura 10). Devido a esse
elétron desemparelhado, o NO apresenta ordem de ligacdo correspondente a 2,5
ligagdes e comprimento de ligagdo de 1,15 A, o valor intermediario entre uma
ligagéo dupla e uma ligagéo tripla. Por isso o NO tem facilidade em reagir de maneira
bastante rapida com moléculas paramagnéticas, tais como o oxigénio molecular (O2)
e 0 anion superoxido (O2) ou se complexar a metais visando estabilizar o elétron
desemparelhado (QUEIROZ & BATISTA, 1999; BARRETO; CORREIA; MUSCARA,
2005).

Figura 10 - Representacdo esquematica do Diagrama de Orbital Molecular do
NO

Fonte: CENTELLES, J.J.; ESTEBAN, C.; IMPERIAL S., 2004.
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O o6xido nitrico se liga de maneira estavel ao metal devido a doacdo de
densidade eletrébnica do NO para o metal envolvendo orbitais do tipo o.
Eventualmente, dependendo do ion metalico, ha doacdo de densidade eletrbonica
do orbital dm do metal para o orbital m* do NO (dm (M) — 1* (NO)), caracterizando
uma retrodoacdao (Figura 11). A intensidade da retrodoacédo pode ser afetada pela
estrutura do complexo e pelo efeito eletrénico dos coligantes.

Em geral, a ligagdo do NO ao metal pode ser feita através do atomo de
nitrogénio (M-NO) (forma nitrosil). No entanto existe uma segunda forma menos
comum (forma isonitrosil) pela qual o NO se liga ao metal pelo atomo de oxigénio
(M-ON) (MCCLEVERTY et al., 2004).

Figura 11 - Representacdo esquematica dos orbitais moleculares envolvidos na
ligacdo entre um metal e um ligante nitrosil
M - N=0

Fonte: (Adaptado) RICTHER-ADDO; 1992.

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma técnica normalmente
utilizada para caracterizar complexos nitrosilos através da banda de estiramento
NO [v(NO)] (MCCLEVERTY et al., 2004).

Como pode ser observado na Tabela 1, a frequéncia do estiramento NO é
aproximadamente 1870 cm™, mas essa energia vibracional pode ser influenciada
pela intensidade da retrodoacdo, da carga do complexo, da natureza dos
coligantes e pela estereoquimica, que pode ser linear ou bent. Geralmente,
complexos com ligagbes entre (M-N-O) lineares apresentam uma frequéncia de
estiramento entre 1950-1450 cm™ e os com ligacdo bent, entre 1720-1400 cm™
(BATISTA et al.,1997; FORD et al.,1998).
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Tabela 1 - Propriedades do Oxido Nitrico

Numero de oxidacdo = Comprimento Estiramento NO

Molécula
do N da ligacdo v(NO) (cm™)
Cation Nitrosénio (NO™) +3 1,06 2377
Oxido nitrico (NO") +2 1,15 1875
Anion nitroxido (NO") +1 1,26 1470

Fonte: (Adaptado) BECKMAN & KOPPENOL, 1996.

Suas func¢des, bem como toxicidade podem ser explicadas devido ao seu
elétron desemparelhado (FUKUTO & IGNARRO,1997).

Existe, aparentemente, uma relacédo entre os efeitos mediados pelo NO e o
microambiente. Deste modo, observa-se um efeito antagénico do NO no que tange a
biologia de tumores, admitindo-se que baixas concentracdes de NO estimulam a
proliferacdo de células tumorais e altas concentracdes propiciam a atividade
tumoricida (RIDNOUR et al., 2006). Desta forma, cabe destacar que a resposta
celular observada, depende da localizacdo da molécula radicalar, da duracédo da
exposicdo e da sua concentracdo (RIDNOUR et al., 2008; THOMAS et al, 2008).

Estudos sugerem que, concentracbes de NO entre 1 e 30 nM estao
relacionadas a efeitos diretos, em que ocorre a promocdo da angiogénese e
proliferacdo de células endoteliais. Em concentracfes entre 30 e 100 nM ocorre um
aumento acentuado da proteina quinase B, (Akt), que fosforila enzimas relacionadas
ao processo apoptético, dentre as quais encontra-se as enzimas quinases reguladas
por sinal extracelular, (ERK), do inglés, Extracellular Signal-Regulated Kinases, que
sinaliza para uma resposta proliferativa e anti-apoptética em células tumorais. Por
volta de 100 nM, o Fator Induzido por hipdxia-1-a, (HIF-1-a), do inglés, Hipoxia
Inducible Factor-1-a, € estabilizado aumentando assim o fator de crescimento do
endotélio vascular, (VEGF), do inglés, Vascular Endotelial Growth Fator, ocasionando
proliferacdo celular. Assim, nestes trés niveis de concentracdo de NO, observa-se
proliferacéo e protecdo das células tumorais (RIDNOUR et al., 2008). Por outro lado,
altas concentracdes de NO, acima de 300 nM podem aumentar a fosforilagéo do gene
supressor tumoral p53 e, assim, desencadear efeitos citostaticos ou apoptéticos

(THOMAS et al; 2004). Isso ressalta a importancia da modulacdo de parametros como
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concentracéo, velocidade e local de liberacdo para que se possa observar o efeito de
interesse quanto a aplicacdo desta molécula em terapias antitumorais.

Assim, compostos podem ser desenhados a fim de promover a liberacdo de
NO de maneira controlada e no sitio de interesse, minimizando a ocorréncia de
efeitos indesejaveis comumente evidenciados. Compostos de coordenacgdo séo
bastante promissores devido a sua elevada estabilidade. Dentre estes compostos,
destacam-se o0s complexos ruténio-nitrosilos. Eles possuem caracteristicas
interessantes capazes de promover a liberacdo de NO mediante estimulo
eletroquimico ou fotoquimico (TFOUNI et al., 2012). Complexos dessa natureza,
geralmente possuem potencial citotoxico relevante, mas ainda, apresentam espaco
restrito na literatura em relacdo as estruturas celulares as quais se associam, o que
revela a necessidade do desenvolvimento de novas pesquisa nesse sentido.

Com o propésito de possibilitar uma maior compreensdo acerca destas
questdes, uma das técnicas que se tem explorado € a microscopia. Para entender a
bioquimica e os processos envolvidos nos diferentes eventos celulares, como a
apoptose, a necrose e as neoplasias, € muito importante visibilizar as estruturas e
compartimentos subcelulares abrangidos. Mas, apenas sob a luz da microscopia nao
€ possivel fazer uma deteccdo direta de compartimentos subcelulares (AZZAZY;
MANSOUR; KAZMIERCZAK, 2006). Assim, com 0s avanc¢os obtidos na microscopia
de fluorescéncia, bem como o desenvolvimento de sondas e marcadores de proteinas
fluorescentes foi possivel a compreensdo do funcionamento da dinamica celular
(MICHALET et al., 2005).

2.2 Aplicacao da Fluorescéncia no cancer

2.2.1 Introducdo a Fotoquimica

Luminescéncia é a emissdo de fotons por substadncias que foram
eletronicamente excitadas. Também conhecida como luz fria em oposicdo ao
processo de incandescéncia, ela pode ser de varios tipos, de acordo com a fonte de
excitacao: radioluminescéncia, catodoluminescéncia, eletroluminescéncia,
termoluminescéncia, quimioluminescéncia, triboluminescéncia, sonoluminescéncia e
fotoluminescéncia. Quando a espécie atinge um estado eletrbnico excitado pela

absorcdo de um foton, acompanhado pela desativacédo e emisséo de luz, constitui-se
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um caso particular da luminescéncia, a Fotoluminescéncia (VALEUR, 2012).

Dependendo da natureza do estado excitado, ela pode se subdividir em fluorescéncia

ou fosforescéncia.
Para explicar a diferenca na natureza destes processos, recorre-se novamente

ao diagrama de Jablonski (Figura 12), uma ferramenta que ilustra 0s mecanismos

envolvidos na absorcéo e emisséo de luz (Tabela 2) (JABLONSKI et al., 1933).

Figura 12 - Representacdo esquematica do Diagrama de Jablonski
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Fonte: VALEUR, 2012.

Tabela 2 - Tempo caracteristico envolvido nos processos fotofisicos

Processo Tempo caracteristico (s)
Absorcéo 1015
Relaxacdo vibracional 1012- 1010
Tempo de vida no estado excitado S1 1019-107
Cruzamento intersistema 10%°- 108
Conversdo interna 10t- 10°
Tempo de vida do estado excitado T1 106-10°

Fonte: VALEUR, 2012.
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O processo em que uma molécula no estado fundamental (So) absorve um féton
e € excitada para um estado de nivel vibracional mais energético (S1, S2,...,Sn) é
chamado absorcéo. Esse processo geralmente ocorre rapidamente e dura cerca de
1015 s. Os subsequentes caminhos de desativacdo possiveis sdo: a relaxacdo
vibracional, a conversdo interna (Cl), a fluorescéncia, o cruzamento intersistema
(CIS), a fosforescéncia, a fluorescéncia atrasada e as transicoes tripleto-tripleto
(VALEUR, 2012). Esses processos podem ser divididos em radiativos e nao
radiativos. Entre os nado radiativos, inclui-se a relaxagcdo vibracional, na qual a
desativacdo pode ocorrer através de colisbes entre a molécula excitada e o solvente.
Os processos isoenergéticos ndo radiativos que ocorrem entre dois estados
eletrbnicos de mesma multiplicidade de spin sdo conhecidos por conversao interna
(Cl). Por outro lado, aqueles que ocorrem com inversdo do spin eletrénico sao
chamados de cruzamento intersistema (CIS) (LAKOWICZ, 2013).

Como citado anteriormente, a fotoluminescéncia é um processo radiativo que
contempla a fluorescéncia e a fosforescéncia. Na fluorescéncia, um elétron ao ser
excitado é promovido para um estado excitado singleto (Sn) de nivel mais energético.
Durante o processo de desativacdo ha perda de energia, voltando para o estado
fundamental (So), sem inversdo de spin e com um tempo de vida médio de
nanossegundos (10°s) (VALEUR, 2012). A fosforescéncia, em contrapartida, € um
processo em que a emissao de um foton provém do retorno do elétron do estado
excitado tripleto (T, T2,...,Tn) para o estado fundamental singleto, havendo, portanto,
alteracdo na orientacdo do spin. Parte da energia gasta é para esta finalidade, por
conseguinte, a fosforescéncia tem uma ordem de emissao que varia de milissegundos
a segundos (102 a 102 s), sendo mais lenta que a fluorescéncia. Essa disparidade
esclarece a dissemelhanca entre fluorescéncia e fosforescéncia: na fluorescéncia, a
emissdo de luz, desaparece com o fim da excitagdo. Comparativamente, na
fosforescéncia, a emissdo persiste, mesmo apés o fim da excitacéo.
(WINNISCHOFER, 2010; VALEUR, 2012; LAKOWICZ, 2013).

2.2.2 Fluoroéforos
Fluoréforos sdo substancias que apresentam fluorescéncia. Esta propriedade

se relaciona a insaturagées em sistemas planares que formam longos sistemas
conjugados (MIKHEEV; GUSEVA; ERSHOV, 2010; LAKOWICZ, 2013). Alguns
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exemplos de fluor6foros comuns sé@o os metais Th3* e Eu®* (RICHARDSON,1982), as
cumarinas, (SETHNA & SHAH, 1945), as cianinas (DOJA, 1931), o naftaleno,
(STRYER, 1945); os poliaromaticos ciclicos (RODRIGUEZ & SANZ, 2000), a
fluoresceina e a rodamina B. A quinina, um composto presente na agua tonica, foi o
primeiro fluoréforo a ser estudado e foi crucial para o desenvolvimento dos primeiros
espectrofluorimetros em 1950 (LAKOWICZ, 2013).

Os principais parametros calculados de um fluoréforo sdo o tempo de vida e o
rendimento quantico de fluorescéncia. O tempo de vida de um fluoroforo é a média de
tempo que ele passa no seu estado excitado antes de retornar ao seu estado
fundamental. Como as transi¢cdes radiativas podem competir com as nao radiativas,
os fotons que foram absorvidos podem néo resultar em emisséo, por isso 0 parametro
rendimento quantico de fluorescéncia (¢r), relaciona o nimero de fétons que séo
emitidos e o numero de fotons que sdo absorvidos por uma substancia (Equacgéo 1).
Quanto maior € o valor desta raz&o, ou seja, mais préximo de um (1,0), mais brilhante
é o fluoréforo (VALEUR, 2012; LAKOWICZ, 2013).

¢ _ numero de fotons gmitidos (1)
F numero de fétons gpsorvidos

Contudo, agentes supressores podem influenciar a fluorescéncia e sua
intensidade pode ser reduzida através de supressfes dindmicas ou estéticas. Na
supressdo dinamica ou colisional, as moléculas do supressor colidem com as
moléculas fluorescentes no estado excitado, resultando em desativacédo por uma via
nao radiativa. Aminas, halogénios e o oxigénio, por exemplo, podem atuar como
supressores dinamicos. Nesse tipo de supressdo ndo ocorre reacao fotoquimica. Na
supressao estética, no entanto, um complexo nao fluorescente no estado fundamental
é formado entre o agente supressor e a molécula do fluoréforo (LAKOWICZY, 2013).

Os fluoréforos podem ser classificados em intrinsecos ou extrinsecos.
Intrinsecos sdo aqueles que ocorrem naturalmente, como o caso do aminoacido
triptofano. (LAKOWICZ, 2013). Os fluoroforos extrinsecos exercem funcdo de sonda,
sendo aplicados a uma amostra com a intencédo de lhe atribuir propriedades espectrais
desejadas.

Existe uma infinidade de moléculas particularmente interessantes que atuam

como sondas fluorescentes. A Tetrametil rodamina, a Rodamina 123, o Mitotracker
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Red e o Mitotracker Deep Red, por exemplo, sdo sondas Uteis no acompanhamento
de eventos apoptoticos pela via intrinseca, através da abertura dos poros de transicéo
mitocondriais. O DPH (difenilhexatrieno), um marcador de membrana, e o DAPI (4’,6-
diamidino-2-fenolindol), um marcador de nucleo, também sdo muito utilizados em
praticas laboratoriais. O Cloreto de Dansyl DNS-CI (cloreto de 1-dimetilamino-5-
naftilsulfonilo) e o Isotiocianato de Fluoresceina (FITC), por sua vez, sdo uma das
sondas mais conhecidas e utilizadas (Figura 13).

A utilizacdo de sondas viabiliza 0 acompanhamento de eventos celulares, bem
como a localizacdo de estruturas intracelulares e a internalizagdo de compostos em
sitios especificos (LAKOWICZ, 2013).

Figura 13 - Principais sondas reativas para conjugacdo com macromoléculas
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Fonte: (Adaptado) PUBCHEM, 2017.
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Para microscopia de fluorescéncia, a principal caracteristica desejada no
fluoroforo é a fotoestabilidade. A maioria dos fluoroforos, como a fluoresceina, sofrem
fotobranqueamento, ou seja, perda na intensidade de emisséo da fluorescéncia sob
irradiacdo continua. Ressalta-se que a fotoestabilidade pode sofrer influéncias do
ambiente. A remocdo de atomos de oxigénio, por exemplo, pode acarretar em
aumento, diminuicdo ou nao afetar a fotoestabilidade. (LAKOWICZ., 2013).

A fluorescéncia pode ser uma ferramenta util em muitas areas e vem sendo
extensivamente explorada em citometria de fluxo, biotecnologia, sequenciamento de
DNA, andlise genética e em diagnosticos médicos. E uma técnica com alta
sensibilidade, que atualmente experimentou grande crescimento para obtencdo de
imagens celulares e moleculares. A imagem de fluorescéncia pode permitir, ainda,
revelar a localizacdo e as medidas de moléculas intracelulares, as vezes com um grau
de detalhamento a nivel de detec¢@o de uma unica molécula (LAKOWICZ, 2013).

Dentre os fluor6foros existentes, um de grande destaque que vem sendo
estudado, desde o inicio do século XX, é o Alaranjado de Acridina (AO) (MANCINI &
D’ANTUONO, 1955; KUSUZAKI et al., 2017; KUSUZAKI et al., 2018).

2.2.3 Alaranjado de Acridina

A Acridina (Figura 14) € um composto heteroaromatico que foi descoberto em

1870 por Graebe e Caro.

Figura 14 - Formula estrutural da Acridina
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Fonte: (Adaptado) PUBCHEM, 2017.

O composto € uma das fragbes arométicas do alcatrdo do carvdo. Esta
impureza contendo um anel antraceno fora nomeada Acridina, devido ao seu efeito
cortante sobre a pele. Atualmente, as Acridinas constituem um grande grupo de cerca
de 48 estruturas, de acordo com a RCSB PDB (Research Colaboratory for Structural

Bioinformatics Protein Databank, 2015), que apresentam em comum o0 esqueleto de
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Acridina (2,3 benzoquinolina). Algumas destas estruturas se relacionam com diversas
propriedades medicinais como antineoplasicas, antimalédricas e antissépticas.
(JEZEK; HLAVACEK; SEBESTIK, 2017).

O Alaranjado de Acridina (AO) (Figura 15), cuja nomenclatura preferencial da
IUPAC é N, N, N’, N'-Tetrametil 1-3,6-acridinadiamina, de massa molecular 265,3500
g mol?, é um composto heterociclico da familia das acridinas (IARC MONOGRAPH,
1978).

Figura 15 - Estrutura do corante Alaranjado de Acridina
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Fonte: (Adaptado) PUBCHEM, 2017.

Descoberto na Alemanha, no seculo XIX (ACHESON, 1973; IARC
MONOGRAPH,1978; KUSUZAKI et al., 2017), foi muito utilizado como corante de
tecidos (NEUMANN & TIERA, 1993); gorduras, ceras e 0leos (IARC MONOGRAPH,
1978).

Um dos métodos empregados para obtencédo do corante consiste na reacdo de
nitragéo de 4,4’-metileno bis- (N, N-dimetilanilina) para obtengao de 4,4’-metileno bis-
(N, N-dimetil-1-3-nitroanilina), seguida pela reducdo, ciclizacdo e oxidacdo da
molécula (IARC MONOGRAPH, 1978).

O nitrogénio que a molécula apresenta atua como um forte potencial sitio de
ligacdo para coordenacdo a metais. Isso pode ser Util na elaboracdo de complexos
octaédricos que atuem como metalointercaladores e que apresentem atividade
citotoxica aprimorada frente a linhagens celulares neoplasicas (CRISPINI et al., 2003).

Quanto as propriedades fisico-quimicas, o AO é um corante catidnico que atua
como uma base fraca (KORGAONKAR & SUKHATANKAR, 1963; FALCONE et al.,
2002). Dois valores de constantes de equilibrio foram determinados para o Alaranjado
de Acridina a 20 °C: pK1 = 1,26; pK2= 10,45 (SABADINI et al.,1994) (Figura 16).
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Figura 16 - Equilibrio quimico entre as formas do Alaranjado de Acridina
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Fonte: (Adaptado) Sabadini et al., 1994.

Outra caracteristica que torna o AO ainda mais atrativo para os estudos
biolégicos € a metacromasia, ou seja, a propriedade de alterar a cor emitida
dependendo de qual estrutura celular o composto estd ligado (KAPUCINSK;
DARZYNICIEWICZ; MELAMED, 1983). Sendo assim, quando ligado ao RNA
(KAPUSCINSKI; DARZYNICIEWICZ, 1984; VON BERTALANFFY; MASIN; MASIN,
1958) e lisossomos, o AO emite fluorescéncia em tons de vermelho e laranja
(KUSUZAKI et al., 2017) e quando ligado ao DNA nuclear, nucléolo, fibrilas de tecido
conjuntivo e estruturas epiteliais cornificadas, apresenta fluorescéncia verde (VON
BERTALANFFY; MASIN; MASIN, 1958). Estudos revelam que o AO nao se liga a
outras organelas como mitocondrias, reticulo endoplasméatico ou complexo de Golgi
(KUSUZAKI et al., 2017).

A metacromasia para muitos corantes organicos € produto da redistribuicdo das
cargas através do sistema cromoforo. No entanto, a concentracdo do corante também
€ um fator determinante na producdo de novas cores. A solu¢do aquosa do AO é
monocatidnica quando diluida e contém apenas mondémeros, mas a medida que a
concentracdo de AO € aumentada, é possivel observar o aparecimento de agregados:
dimeros, trimeros e oligbmeros (PALMGREN, 1991). Monémeros de AO exibem
fluorescéncia verde, enquanto dimeros exibem fluorescéncia laranja (KUSUZAKI et
al., 2017).

Quanto a sua utilizacdo, o Alaranjado de Acridina comecou a ser explorado
inicialmente em materiais histoldgicos por Strugger (VON BERTALANFFY; MASIN;
MASIN, 1958). No entanto, devido as suas caracteristicas particulares interessantes,
em pouco tempo seu uso ampliou-se para diversas areas da biologia e da medicina.
Algumas das aplicacdes relevantes deste fluorocromo séo: a deteccdo de micro-
organismos em espécimes clinicos (GIORGIO et al.,1989); contagem diferencial de
células (MELAMED, 1972); avaliacdo da atividade espermatica (KUSUZAKI et al.,

2017); utilizacdo para verificacdo da atividade clastogénica de compostos quimicos
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ambientais (teste do micronacleo) (HAYASHI; SOFUNI; ISHIDATE; 1983) e realizacdo
de medidas de gradiente de pH através da membrana (PALMGREN, 1991; KUSUZAKI
et al., 2017).

Essa espécie planar consegue se intercalar com o DNA (SHCRERER, 2000;
LAKOWICZ, 2013) e por isso, também pode ser usada como sonda fluorescente,
possuindo alta afinidade por DNA e RNA (CAO et al, 1998; Bl et al., 2006). Apresenta
atividade antitumoral e potencialmente teranostica, penetrando rapidamente nas
células e se localizando preferencialmente em sitios e compartimentos acidos como
as células tumorais, tornando-se uma droga mais seletiva as células malignas
(KORGAONKAR & SUKHATANKAR, 1963; KUSUZAKI et al., 2012; KUSUZAKI et al.,
2017).

Na terapia contra o cancer, uma das possibilidades iminentes é a associagao
entre a acao terapéutica de um fluoroforo e a alta capacidade fluorescente exibida
pelo mesmo, possibilitando, ndo somente, a delimitagdo da lesdo, bem como o
tratamento da mesma (efeito terandstico). A capacidade de promover a ativacdo do
fluoréforo por meio do estimulo luminoso juntamente com a tendéncia apresentada
pelos mesmos de atuar sob componentes celulares especificos tornam esses
compostos extremamente atrativos para que se alcance terapias cada vez mais
especificas e efetivas, ampliando as chances de sucesso terapéutico (WAINWRIGHT,
2003) (Figura 17).

Figura 17 - Aplicagdo de fluoroforos na terapia antitumoral
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Um estudo realizado pelo grupo de KUSUZAKI et al. (2007), demonstra que 0
AO apresenta aplicabilidade como um fotossensibilizador na terapia fotodindmica
guando excitada com luz azul e na terapia com raios-X. O estudo revelou acumulo
seletivo de composto em células de sarcomas musculos esqueléticos humanos,
especialmente em lisossomos. A fluorovisualizacéo apresentada é uma ferramenta (til
para a deteccdo de tumores em processos cirurgicos e, além disso, a terapia foi
suficiente para inibir o tumor local, sendo um fotossensibilizador mais econémico e
eficiente que outros disponiveis atualmente, como a Hematoporfirina, por exemplo
(KUSUZAKI et al., 2007; KUSUZAKI et al., 2012).

E preciso considerar o conhecido potencial mutagénico do AO (ZAMPIER &
GREENBERG, 1965; KAPUSCINSKI; DARZYNICIEWICZ; MELAMED, 1983;
KUSUZAKI et al., 2012; AMADO et al., 2017), no entanto, ainda ha davidas acerca da
sua carcinogenicidade. A IARC, Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer,
classifica o0 AO no grupo 3, ou seja, grupo ao qual as substancias pertencentes nao
possuem carcinogenicidade classificavel para humanos (IARC, 2017). Os estudos
realizados em animais foram inconclusivos e insuficientes para avaliacdo da
carcinogenicidade do composto. (IARC MONOGRAPH, 1978).

Com base na relevancia desse fluoroforo, considerou-se pertinente utiliza-lo

para a obtencdo de um complexo de ruténio com propriedades terandsticas.
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3 HIPOTESE

O novo complexo desenvolvido seria um potencial foto-quimioterapico, além de
permitir a avaliacdo da sublocalizacao celular por imagem. Esta espécie baseada em
um composto de ruténio apresentaria, em geral, baixa toxicidade e propriedades

fotoquimicas interessantes, possibilitando a sua utilizagdo como foto-farmaco.
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4 JUSTIFICATIVA

Como observado, o NO exibe capacidade de mediar multiplos processos
fisiolégicos distintos, podendo influenciar na diminuigcdo do crescimento tumoral, de
maneira dose-dependente (RIDNOUR et al., 2008). Por consequéncia, é grande a
busca por complexos que possam atuar como agentes doadores de NO. Compostos
ruténio-nitrosilos, sintetizados pelo grupo do Prof. Dr. Silva, tiveram suas propriedades
citotéxicas avaliadas e descritas. O controle da liberacdo de NO € conseguido
principalmente por agéo redutimétrica de agentes exdgenos.

O papel exercido pelo ligante bipiridina na cinética de liberacdo de NO em
espécies do tipo cis-[Ru(bpy)2(L)(NO)]*® foi extensivamente estudado. Estas
pesquisas mostraram que o efeito citotoxico observado parece ser dependente da
estrutura molecular (CARNEIRO et al, 2011). Baseado nesta relacdo, é que se
aventou a possibilidade de modificacdo estrutural do complexo ruténio-nitrosilo
visando maior atuacdo do mesmo nas linhagens de células tumorais em estudo.

Ademais, um dos principais objetivos iminentes em terapia anticancerigena
consiste no desenvolvimento de compostos que possam, ao mesmo tempo, ter acédo
citotoxica e emitir imagem celular. Certamente, isto permitiria 0 acompanhamento da
sublocalizacéo celular do composto e, consequentemente, ter um parecer em tempo

real da eficiéncia da técnica.
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5 Objetivos
5.1 Objetivos gerais
Com base nas consideracdes realizadas, o presente projeto tem como objetivo

geral desenvolver um composto doador de 6xido nitrico com a propriedade de emitir
luminescéncia. Também serdo abordados aspectos relacionados ao potencial
citotoxico deste tipo de composto doador de NO acompanhado por microscopia de
fluorescéncia.

5.2 Objetivos Especificos

Aspectos Quimicos:

e Sintese e purificacdo do complexo ruténio-nitrosilo: cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)NO](PFs)2 (Figura 18);

Figura 18 - Estrutura do complexo proposto cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)NO](PFs)2

\N/ \

Fonte: Autora.

e Caracterizagao espectroscopica do composto cis-
[RUu(NO2)(AO)2(bpy)NO](PFs)2 por espectroscopia de absorcdo na regido do
Ultravioleta Visivel (UV-vis), espectroscopia vibracional na regido do

infravermelho e espectrometria de massas;
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Estudo das propriedades fotoquimicas e fotofisicas do complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)NO](PFs)2 : Avaliacdo do perfil de liberacdo de NO e da
capacidade de producao de oxigénio singleto a partir de fotoestimulo;
Calculo dos parametros relativos a fluorescéncia, como o rendimento quantico
de fluorescéncia e  fotoestabilidade para o complexo cis-
[RU(NO2)(AO)2(bpy)NO](PFs) e para o AO.

Aspectos Bioldgicos em células de melanoma murino (B16/F10) e

fibroblasto murino (L929):

Avaliagdo do potencial citotoxico in vitro do composto cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)NO](PFs)2 e do ligante AO: Analise da influéncia da
concentracao e da irradiacédo nos resultados de viabilidade celular.

Andlise da sublocalizacéo celular do complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)NO](PFé)2 e do ligante AO por microscopia de

fluorescéncia e por microscopia confocal.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Reagentes e solventes

A Tabela 3 apresenta os reagentes e solventes utilizados na etapa de sintese

e caracterizagédo dos complexos.

Tabela 3 - Lista de reagentes e solventes utilizados na sintese e caracterizacdo dos

complexos
REAGENTE / SOLVENTE PUREZA MARCA
Acetona 99,5 % Synth
Acetonitrila 99,5 % Synth
Acido Hexafluorofosforico ~65,0 % Sigma Aldrich
Alaranjado de Acridina 75,0 % Sigma Aldrich
Argobnio 99,9 % White Martins
Azida de Sadio 99,0 % Sigma Aldrich
Cloreto de ruténio(lll) 99,9 % Strem Chemicals
1,2 Dicloroetano 99,0 % Synth
2,2’ Dipiridil 99,0 % Acrds Organics
Dimetilsulféxido (DMSO) 99,7 % Synth
Etanol 99,5 % Synth
Eter etilico Synth
Metanol 99,0 % Synth
Nitrito de sodio 99,4 % Sigma Aldrich
N,N-Dimetilformamida (DMF) 99,8% Sigma Aldrich

Fonte: Autora.

Os solventes foram secos de acordo com método padrdo. Agua destilada foi
obtida por Sistema MiliQ (Milipore Corp).
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6.2 Sintese do complexo cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2

6.2.1 Sintese do complexo cis-[Ru(Cl)2(DMSO)4] MM= 484,51 g mol*

O composto cis-[Ru(NOz2)(AO)2(bpy)NO](PFs)2, inédito na literatura, foi
sintetizado por meio de quatro etapas reacionais. A primeira etapa consiste na
obtencado do precursor cis-[RuCl2(DMSO)4]. Este precursor foi sintetizado conforme
proposto na literatura (EVANS; SPENCER; WILKINSON, 1973). Adicionou-se
1,4000 g (0,0053 mol) de RuCls' n H20 a um baldo de 25,0 ml de 3 bocas com 10,0 ml
de DMSO sob atmosfera de argonio. Manteve-se a mistura sob refluxo a 160,0 °C por
15 minutos. Ao final da reacao, filtrou-se o produto obtido, lavando-se com por¢des de
acetona. Obteve-se o sélido amarelo cis-[RuCl2(DMSO)4]. Rendimento: 84,1 %;
2,2000 g (0,0045 mol), amax=314; 360 nm.

6.2.2 Sintese do complexo cis-[RuCl2(AO)2(DMS0O)2] MM= 858,95 g mol-!

Adicionou-se 0,5000 g (0,0010 mol) de cis-[RuClz (DMSO)4] a um balédo de 3
bocas de 100,0 ml com 60,0 ml de 1,2 dicloroetano. Apos total solubilizacdo do
precursor, adicionou-se 0,6800 g (0,0025 mol) de Alaranjado de Acridina. Manteve-se
a mistura sob refluxo e atmosfera inerte por 3 horas e, em seguida, por mais 24 horas
a b5 °C. Apés a reacdo, adicionou-se éter até se observar turvacdo. Reservou-se em
geladeira até precipitar e realizou-se a filtracdo, obtendo-se o0 soélido cis-
[RuCI2(AO)2(DMSO0):2]. Submeteu-se o sélido ao sistema de purificagdo em soxhlet
(Figura 19) com éter etilico por 48 horas para eliminar parte do excesso de Alaranjado

de Acridina.
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Figura 19 - Sistema extrator soxhlet

7 3 6
solvente
baldo de fundo redondo
2 cartucho
extrator
condensador com agua corrente
siféo

brago lateral revestido com Ia de vidro

w ~N ® W N =

manta de aquecimento

Fonte: (Adaptado) REDFERN, J. et al.; 2014.

6.2.3 Extracao por soxhlet

Essa técnica de extracdo € ideal para o recolhimento de impurezas que se
solubilizam em um solvente onde o composto tem solubilidade limitada. Para a
remocdo do excesso de AO, todo o complexo cis-[Ru(Cl)2(AO)2(DMSO):] obtido foi
colocado em um papel de filtro e posicionado sobre compartimento correspondente a
um dedal (3). O solvente éter etilico foi adicionado a um balédo de fundo redondo (1) e
levemente aguecido com uma manta térmica (8). O vapor do solvente atingiu o brago
de destilacéo (7) e encontrou 0 composto que estava no cartucho, solubilizando o
excesso de AO. Quando a camara se acumulou de solvente, este escorreu pelo sifao
(6) e retornou para o baldo de destilacdo. Apds 48 horas de extragdo, o cartucho
contendo o composto foi retirado e deixado secando a vacuo no dessecador. Em

seguida, pesou-se a massa obtida. Rendimento: 81,8 %; 0,5000 g (0,00059 mol).
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6.2.4 Sintese do complexo cis-[RuCIl2(AO)2(bpy)] MM= 858,86 g mol*

Adicionou-se 0,2400 g (0,00028mol) do sélido cis-[RuCIl2(AO)2(DMS0)2] a um
baldo de 3 bocas de 50,0 ml com 30,0 ml de DMF e 0,2200 g (0,0014 mol) de 2,2’
bipiridina. Deixou-se a reacdo em refluxo, sob agitacdo por 2 horas. Em seguida,
obteve-se o produto solido cis-[RuClz2(AO)2(bpy)]. Rendimento: 72,8 %; 0,1700 ¢
(0,00020 mol).

6.2.5 Sintese do complexo cis-[Ru(NO2)2(A0)2(bpy)] MM= 879,97 g mol*

Solubilizou-se 0,1100 g (0,00012 mol) do complexo, cis-[RuCl2(AO)2(bpy)], em
um baldo de 3 bocas de 100,0 ml com 40,0 ml de uma mistura dos solventes
agua: etanol na proporc¢ao (1,6:1) (v/v). Manteve-se a solucdo em refluxo por 1 hora.
Em seguida, adicionou-se 0,0800 g (0,0012 mol) de nitrito de sodio previamente
solubilizado em 1,0 ml de agua destilada. A reacéo prosseguiu por mais duas horas
em refluxo, sob agitacdo em atmosfera inerte. Em seguida, reduziu-se cerca de 80 %
do volume da solucdo por rotaevaporagdo. Reservou-se a solugcdo em geladeira e
filtrou-se, lavando com pequenas porcdes de etanol. Rendimento: 71,8 %; 0,0700 g
(0,000086 mol).

6.2.6 Sintese do complexo cis-[RU(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2
MM= 1153,9 g mol*?

Solubilizou-se 0,0700 g (0,000086 mol) do complexo cis-[Ru(NO2)2(AO)2(bpy)],
em 30,0 ml de metanol e adicionou-se aproximadamente 2,0 ml de acido
hexafluorofosférico (HPFe) sob agitacdo em temperatura ambiente. Deixou-se reagir
por 15 minutos, observando-se a formagdo do precipitado cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2, o qual foi centrifugado, lavado com metanol e
deixado secar. Rendimento final: 38,0 %; 0,0400 g (0,00032 mol).
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Um resumo de todas as etapas reacionais encontra-se representado no

esquema abaixo (Figura 20).

Figura 20 - Representacdo esquematica da rota sintética para obtencéao do
complexo cis-[Ru(NO2)(AO)z2(bpy)(NO)](PFs)2

1,2-dicloroetano

55°C/27h
DMSO | Argonio
RuCl, - nH,O ——— cis-[RuCl,(DMSO),] + - o
3 2 15mi Eter etilico
160°C ﬂl-_mm - Filtracdo
Argbnio N Soxhlet (48h)

cis-[RuCl,(A0),(DMSO),]

DMF (refluxo)
Argbénio
NaNO 2
cis-[Ru(NO,),(AO),(bpy)] 22 cis-[RuCly(A0)(bpy)]
- - Etanol/agua

HPFs (25:15v/v)

Metanol Argbnio

15 min refluxo/3h

cis-[Ru(NO,)(AO),(bpy)NO](PF¢),
Fonte: Autora.

As reacBes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (TLC)
em placas de 0,25 mm de alumina pré-revestidas (Whatman). O produto final foi
purificado através de cromatografia em coluna classica, utilizando como fase
estacionéria, 6xido de aluminio (ativado, neutro, Brockmann I, 150,00 um de tamanho
e 58,00 um de tamanho de poro) e com eluicdo gradiente com acetonitrila e metanol.
O composto de interesse eluiu na primeira fracdo de metanol.

Apo6s purificacdo, o mesmo foi caracterizado por diferentes técnicas
espectroscopicas como FTIR, espectrometria de massas, espectroscopia de absorgéo

no UV-vis e emissao.
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6.3 Caracterizacdo do complexo cis- [Ru(NO2)(bpy)(AO)2(NO)[(PFs)2 por
técnicas espectroscopicas

6.3.1 Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho

Os espectros de infravermelho foram adquiridos no espectrofotometro por
Transformada de Fourier (FTIR) Prestige-21 Shimadzu. As amostras foram analisadas
em estado sdlido e, para seu preparo, utilizou-se pastilhas de Brometo de Potassio
(KBr).

6.3.2 Espectrometria de Massas

As andlises de espectrometria de massas foram realizadas no equipamento
MALDI-TOF/TOF Ultraflextreme Bruker Daltonics. A matriz utilizada foi o acido 2,5
dihidroxibenzoéico (DHB) (Bruker Daltonics) na concentracdo de 20,00 mg mlt em
acetonitrila (grau HPLC da marca JT Baker) e agua deionizada contendo 0,1 % de

acido trifluoroacético na proporcdo de 3:7 (v/v). A amostra foi diluida em

acetonitrila : agua e acetonitrila : agua * 0.1 % TFA (grau HPLC JT Baker).

Posteriormente, 1,0 yL de amostra foi misturada com 1,0 yL de matriz e 1,0 L da
preparacao foi aplicada na placa de MALDI para analise.

Os parametros utilizados para a obtencdo dos espectros foram: 500 lasers
shots por espectro, PIE (Pulsed lon Extraction) de 120 ns, modo positivo, frequéncia
de laser de 1000 Hz. A voltagem de I1S1 (lon Source 1) e IS2 aplicadas foram de 25.00
kV e 23.05 kV, respectivamente. O modo refletor foi utilizado, sendo aplicado a
voltagem em RV1 (Reflector) e RV2 de 26.60 kV e 13.30 kV, respectivamente. Para a
calibracdo externa e do equipamento foi utilizado uma mistura de peptideos da Bruker
(Peptide Calibration Standard II).
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6.3.3 Espectroscopia de absor¢éo no UV-vis

A caracterizacdo por espectroscopia eletrénica de absorcdo na regido do
Ultravioleta-visivel foi realizada em um espectrofotdmetro Agilent- modelo 8453, com
varredura na regido de 200 nm a 800 nm. Para as analises, utilizou-se como material

cubetas de quartzo de 1,00 cm de caminho 6ptico.

6.3.4 Determinacao do coeficiente de Absortividade molar

O coeficiente de absortividade (extingdo) molar foi determinado segundo a
Lei de Lambert-Beer (Equacédo 2) (VALEUR, 2012).

AM=€EN b-c (2)

Onde A é a absorbancia da solugcdo em unidades arbitrarias; € € o
coeficiente de absortividade molar do composto em L molt cm?; b é o caminho
optico em centimetros e ¢ é a concentracdo do composto em mol L.

O experimento foi realizado a temperatura ambiente, utilizando agua
destilada como solvente. Foram realizadas trés medidas independentes e o0s

valores obtidos, foram expressos, como média + desvio.

6.3.5 Espectroscopia de luminescéncia

Os espectros de emissao e excitacdo foram obtidos no espectrofluorimetro
RF 5301 PC Shimadzu. Para aquisicdo dos dados, utilizou-se cubetas de quartzo

de 1,00 cm de caminho 6ptico, com as quatro faces polidas.

6.4 Estudos fotofisicos e fotoquimicos

6.4.1 Irradiacdo das amostras

Para a irradiacdo das amostras em 470 nm, utilizou-se um irradiador de diodo

emissor de luz, mais conhecido por LED, do inglés, (Light-Emitting Diode) (Figura 21).

Este irradiador € constituido por um conjunto de LED’s distribuidos uniformemente no
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formato da placa de cultura cuja intensidade de irradiacdo foi determinada pelo
radibmetro USB4000 (Ocean Optics, USA), no Laboratério de Radiometria Otica e
Dosimetria do Departamento de Fisica da Faculdade de Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto. A irradiancia calculada para o comprimento de onda de 470 nm foi igual a
0.038 J cm=.

Figura 21 - Conjunto de LED’s distribuidos uniformemente em formato de placa

de cultura. Aem =470 nm; irradiancia = 0,038 mwW cm

Fonte: (Adaptado) RAMOS, 2016. -

6.4.2 Determinacao do rendimento quantico de fluorescéncia (¢r)

O rendimento quéantico de fluorescéncia (®r) do complexo cis-
[Ru(NO2)(bpy)(AO)2(NO)](PFs)2 foi calculado pelo método relativo (DEMAS &
CROSBY,1971), a partir da Equacéao 3:

®F (x) = (Grad ) /Grad @)).( NEp) 2/ N x?). OF p) (3)

Assim, ®F x) € 0 rendimento quantico de fluorescéncia da amostra, ®r @) € 0
rendimento quéantico de fluorescéncia do padrédo, Gradx é o coeficiente angular de um
grafico que relaciona a area sob a curva do espectro de fluorescéncia da amostra
versus a absorbancia da amostra; Grad(p) € o coeficiente angular de um gréafico que
relaciona a area sob a curva do espectro de fluorescéncia para o padrdo versus a
absorbancia para o padrdo; nx é o indice de refragdo do solvente utilizado para o
preparo das solu¢des de complexos e np) € 0 indice de refracdo do solvente utilizado

para o preparo da solucao padrao.
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Utilizou-se como padrdo a fluoresceina em solugdo etandlica (®F = 0,79)
(KELOGG & BENNETT, 1964). Ela € um padrdo comumente utilizado, que apresenta
solubilidade no mesmo solvente dos compostos que serdo estudados, ndo sendo
necessaria a aplicacdo de correcdo de indice de refracdo. Seu rendimento de
fluorescéncia é constante a excitacdo gama de 250 a 530 nm. Dessa forma, a
fluoresceina € um bom padréo a ser empregado em regides de excitacdo de 400 a
500 nm (DEMAS & CROSBY, 1971).

Para aquisicdo das medidas no espectrofluorimetro, utilizou-se os parametros

reunidos na Tabela 4.

Tabela 4 - Parametros utilizados na aquisicdo dos espectros de fluorescéncia do
complexo cis-[Ru(NO2)(bpy)(AO)2(NO)](PFs)2 e do AO

Aexcitaggo (NM) 470
Varredura (nm) 480 a 700

Fenda de emissao 1,5

Fenda de excitagcao 3,0

Fonte: Autora.

6.4.3 Determinacéao indireta de Oxigénio Singleto (102)

O rendimento quantico de 'Oz (®a) foi calculado utilizando o método
comparativo com o padréo azul de metileno (WILKINSON, 1993). Este método é uma
forma indireta de deteccdo de *O2 que consiste em uma modificacdo do modelo
descrito na literatura e se baseia no consumo do oxigénio dissolvido (TANIELIAN;
WOLFF; ESCH, 1996). O fotossenssibilizador, quando fotoestimulado, gera 1Oz, que
reage com o receptor (alcool furfurilico).

Para a determinacédo do rendimento quantico de 102, obteve-se, inicialmente, a

concentracéo de oxigénio [O2] consumido pela Equagéo 4:

[OZ] consumido = [02] inicial X (to) - [02] final X (t) (4)
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Em seguida, converteu-se a quantidade de Oz encontrada em ppm para ml.
Realizou-se o] mesmo procedimento para o] complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2, para o AO e para o padrao Azul de metileno.

Os valores encontrados foram distribuidos em um grafico de Volume de Oz (ml)
versus tempo (s). Dessa forma, o valor de K (constante de velocidade de consumo de
oxigénio) foi calculado a partir dos coeficientes angulares, obtidos graficamente.
Ainda, procedeu-se a realizacéo de leituras de absorbancia da amostra e do padréo,

que permitiram encontrar a intensidade de luz absorvida (1), por meio da Equacéo 5:
| = 1-(104) (5)

Em que A é a Absorbancia do padréo ou da amostra em u.a.
Dessa maneira, € possivel relacionar as velocidades entre o consumo de
oxigénio dissolvido e a producgéo de 1O:2 e calcular os valores de rendimento quéntico

de producgéo de oxigénio singleto para os compostos por meio da Equacéao 6.

K Ipadrao
Kpadrao™ | (6)

dp= CDApadréo.

Desta relacao, tem-se que K é a constante de velocidade de consumo de
oxigénio referente ao fotossensibilizador; Kpadrso € a constante de velocidade de
consumo de oxigénio referente ao padréo; | é intensidade de luz absorvida pelo
sensibilizador e Ipadrao € a intensidade de luz absorvida pelo padréo.

Para obtencéo dos dados, em uma cubeta de quartzo de 1,00 cm de caminho
optico, contendo 3,0 ml de uma solucdo aquosa de alcool furfurilico 0,099 mol L7,
adicionou-se um determinado volume (de 10,0 a 100,0 ul) das solucbes de cis-
[Ru(NO2)(AO)2NO](PFs)2 e AO, de modo a obter valores de absorbancia no
comprimento de onda de irradiacdo que atingissem no maximo 0,3 u.a. Procedeu-se
da mesma forma para o padréo azul de metileno (® = 0.52).

O complexo ruténio-nitrosilo e o ligante AO foram irradiados com a placa de
LED com Aexc=470 nm e 0 padrdo com o laser de Aexc = 660 nm. Desta forma, colocou-
se a cubeta sobre a placa de LED e, em seguida, posicionou-se o eletrodo na cubeta.
Apos a estabilizacédo do valor de concentracdo de O2 (medida em ppm), sob agitacéo

lenta, iniciou-se a irradiacdo com tempos constantes. Anotou-se o valor da
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concentracédo de oxigénio em ppm no tempo O e a cada ciclo de irradiagao. Para o
padrdo, a cubeta foi colocada sobre o agitador e a fibra 6ptica posicionada na lateral
da cubeta com distancia de 1,00 cm.

Para a medida eletroquimica da concentracédo de oxigénio dissolvido, utilizou-
se um sensor de oxigénio de 2,00 mm de diametro acoplado ao detector de oxigénio
in O2 Dissolved Oxygen Meter (Innovative Instruments Inc.). O resultado foi expresso
em ppm. O eletrodo foi previamente calibrado utilizando inicialmente agua deionizada
desaerada com argbnio e, em seguida, agua deionizada a 21 °C, considerando o valor

padrdo de oxigénio dissolvido na agua igual a 8,10 ppm.

6.4.4 Avaliacdo da fotoestabilidade dos compostos

Acompanhou-se a fotoestabilidade do complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)NO](PFs)2 € do Alaranjado de Acridina, através de espectros de
emissao e de absorcdo no UV-vis/Visivel. Para tanto, ambos os compostos foram
solubilizados em 5,0 ml de agua, a temperatura ambiente, conservados em
ambiente na auséncia de luz e submetidos a irradiacdo com LED em 470 nm por
intervalos de tempo aperiddicos. Ao final de cada irradiacdo, os espectros de
emissao e de absorcado foram verificados. As amostras foram mantidas sob agitacéo

e foram fotoestimuladas por um tempo total de 600 segundos.
6.4.5 Determinacdo amperométrica de Oxido Nitrico liberado
A liberacao fotoinduzida de 6xido nitrico foi avaliada por meio do equipamento
in NO-T acoplado a um sensor seletivo para NO modelo amiNO-700 (Innovative
Instruments, Tampa, FL, USA), com sensibilidade na faixa de 150 a 250 pA nM* a
20 mM.
6.5 Ensaios bioldgicos

6.5.1 Aquisi¢cdo do material biologico

Os ensaios bioldgicos foram realizados com as linhagens celulares B16/F10

(Mus musculus; melanoma murino) e L929 (Mus musculus; fibroblasto murino),
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obtidas do Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (BCRJ)
Lotes: 001384 e 00826, respectivamente. Desta forma, trabalhou-se com dois
modelos distintos, a titulo de comparacédo: um modelo ndo-tumoral (L929) e um

modelo tumoral metastatico (B16/F10).

6.5.2 Preparo do meio de cultura

Para o cultivo das células utilizou-se o meio de cultura RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich®), com 25 mM de HEPES, com L-glutamina e sem bicarbonato de sddio,
acrescido do indicador de pH vermelho de fenol.

O conteudo do envelope foi solubilizado em cerca de 800,0 ml de agua e a ele
foram acrescentados 1,5000 g de bicarbonato de sédio (Sigma Aldrich). E, em
seguida, o pH da solucao foi ajustado para 7,4. O meio foi suplementado com 1 % de
uma solucdo antibidtica (Sigma-Aldrich) composta pelos antibidticos Penicilina
(10.000 Ul) e Estreptomicina (10,00 mg ml?t) e pelo antimicético Anfotericina B
(25,00 yg mlt). Também foi suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Sigma
Aldrich), previamente inativado a 56,0 °C por 30 minutos. O volume do meio foi
completado para 1,0 L e o mesmo foi filtrado com filtro estéril (Millipore® com poro de
0,22 pm).

6.5.3 Manutencéo das linhagens celulares

Os ensaios com as linhagens celulares foram conduzidos em bancada de
fluxo laminar vertical Pachane Pa 300Eco, a qual foi previamente esterilizada a cada
procedimento, com alcool 70° INPM (70 % p/p) e luz ultravioleta por 30 minutos.

Quando as células adquiriram cerca de 90 % de confluéncia foi realizada a
repicagem, um procedimento que objetiva permitir a expanséao celular.

Com uma pipeta sorolégica de 10,0 ml (Bionaky), adicionou-se 5,0 ml de PBS
1X, realizando movimentos leves para lavagem e remocao de células mortas do meio.
Em seguida, o PBS (Sigma Aldrich) 1X foi recolhido e descartado e 5,0 ml de uma
solugdo de Tripsina 0,125 % EDTA 0,02 % (Gibco, USA) 1X foram adicionados e
deixados incubando por 8 minutos em estufa (Thermo Scientific Serie Il 3110 Water-
Jacketed a 37 °C, em atmosfera controlada a 5 % de CO2e 99 % de umidade

relativa). Esse processo garante o desprendimento das células da superficie do frasco
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de cultura. A solucéo foi recolhida e adicionada em um tubo conico concéntrico de
15,0 ml (high clarity propilene, Bionaky), contendo 3,0 ml de meio de cultura. Além
disso, foi centrifugada a 1200 rpm por 2 minutos, na centrifuga (KC4 Kindly), havendo
a formacéo de um precipitado celular. A solucao foi descartada e se ressuspendeu 0
precipitado celular em 1,0 ml de meio. Uma aliquota (cerca de 50,0 ul) desta solucao
foi adicionada a um novo frasco de cultura, contendo 13,0 ml de meio. Os frascos de
cultura (75,00 cm3 KASVI) foram armazenados na estufa sob as mesmas condicdes.
As culturas celulares foram supervisionadas diariamente por microscopia 6ptica
(Microscopio invertido binocular Quimis IRT Tracer 100) e a troca de meio ocorreu

a cada dois dias.

6.5.4 Determinacdo do numero de células

Foram diluidos 10,0 pl da suspensdo celular obtida pelo método descrito
anteriormente em 10,0 pl de azul de tripan (Sigma Aldrich) e 80,0 pl de meio de cultura.
Adicionou-se 10,0 pl desta solugdo a Camara de Neubauer (Hirschmann Eberstadt,
Germany) a fim de se realizar a contagem do numero de células para os

experimentos de viabilidade celular.

6.6 Ensaios bioldgicos

6.6.1 Ensaio do MTT

Para a realizacao do ensaio, apds a determinacdo do numero de células, as
mesmas foram aplicadas em placas de cultura de poliestireno de 96 pogos (KASVI-K-
12-096), de modo a se obter uma densidade de 2,00 x 10* células por poco. Elas
foram mantidas em estufa por 24 horas para adeséo e apos esse periodo o meio foi
retirado e um novo meio acrescentado. Adicionou-se aos pogos o tratamento com o
complexo cis-[Ru(NO2)(AO)(bpy)NO](PFs)2 e com a Alaranjado de Acridina em
diferentes concentracdes, totalizando cinco replicatas para cada concentragcdo em
cada N experimental. Apos a adicdo, os complexos foram incubados por 4 horas.
Posteriormente, o meio foi retirado e adicionou-se 200,0 pyl de RPMI sem vermelho de
fenol. As placas foram entdo submetidas a irradiacdo nas condi¢cdes descritas

anteriormente (Aem = 470 nm; irradiancia =0,038 mW cm).
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Vale ressaltar que para todos os experimentos foi feito um controle,
seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente, para a avaliagdo dos
compostos, na auséncia de estimulo luminoso, nos quais as placas apesar de
submetidas as mesmas condi¢cdes nao foram irradiadas.

Logo em seguida a irradiacdo, as células foram tratadas com uma solucao
10 % de MTT [Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio)] (Sigma
Aldrich), em meio RPMI incolor (sem vermelho de fenol) (Sigma Aldrich)
(MOSMANN, 1983) a uma concentracéo final de 0,50 mg mlt. Assim, as placas
seguiram por mais 3 horas de incubacdo em estufa. Depois, 200,0 yl de DMSO
(Synth) foram adicionados em cada poc¢o para solubilizacdo dos cristais de formazan.
A leitura da absorbancia foi realizada em 492 nm no Leitor de Elisa (Thermo Plate
TP-Reader) e os ensaios foram realizados em triplicata. A porcentagem de viabilidade

celular foi calculada de acordo com a Equacéo 7:

Porcentagem de células viaveis = (A experimental/ A controle) X 100 % (7)

6.6.2 Principio do Ensaio do MTT

A andlise da viabilidade celular dos compostos deste trabalho foi feita a partir
do ensaio colorimétrico do MTT (MOSMANN, 1983). O MTT faz parte de uma
variedade de compostos de tetrazdlio e tem como caracteristicas ser um solido
hidrossollvel e de coloracdo amarelada (Amax = 600 nm). Este método se baseia no
fato de que células metabolicamente ativas apresentam enzimas mitocondriais
competentes na membrana interna, como a succinato desidrogenase (complexo Il) e,
portanto, sdo capazes de reduzir o MTT a formazan, um produto lipossoluvel de

coloragéo violeta (Amax= 470 nm) (Figura 22).
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Figura 22 - Conversao do sal de MTT (hidrossoluvel) em sal de formazan

(lipossoluvel)
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Fonte: (Adaptado) SCUDIERO D.A., 1988.

Por consequéncia, guanto mais mitocondrias competentes estiverem presentes
no po¢o, mais sal de formazan sera formado e maior sera a absorbancia encontrada,
0 que representa uma elevada viabilidade celular. Assim, é possivel estabelecer uma

relacdo de proporcionalidade direta entre a absorbancia e a viabilidade celular.

6.6.3 Tratamento Estatistico

Para elaboracdo dos graficos e tratamento dos dados referentes aos
ensaios de viabilidade celular, utilizou-se o software estatistico GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Os dados representam a
meédia £ desvio (S.E.M.) de trés experimentos realizados de forma independente.
Os controles foram analisados pelo teste T-Student e a comparagao entre 0s
grupos tratados e nao tratados e com e sem irradiacdo foi feita pelo método
estatistico Two-Way ANOVA (p < 0,05).

6.7 Avaliacdo da sublocalizacdo celular por Microscopia de

Fluorescéncia

As imagens em microscopia confocal foram realizadas em uma replicata a fim
de visibilizar a internalizacdo e sublocalizacdo celular do complexo cis-
[Ru(NO2)(bpy)(AO)2(NO)](PFs)2 € compara-lo ao ligante livre AO.
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Para este ensaio, as células foram cultivadas em monocamadas em placas de
poliestireno para microscopia, com 8,80 cm? de area (KASVI) e entdo, incubadas com
15,0 uM do complexo cis-[Ru(NO2)(AO)(bpy)NO](PFs)2 por 4 horas e com 7,50 uM
do ligante AO por 4 horas. Em seguida, foram feitas trés lavagens com PBS para
remocgao de composto ndo internalizado e se adicionou meio de cultura RPMI 1640
sem indicador de pH vermelho de fenol (Sigma-Aldrich).

As imagens de microscopia fluorescente foram adquiridas em parceria com a
Dra. Laena Pernomian por meio de microscopio confocal SP5 (Leica TSC SP5;
Laboratorio de Microscopia Confocal — LMMC, departamento de Biologia Celular e
Molecular, FMRP-USP). O software de aquisicdo das imagens foi o Leica Application
Suite — Advanced Fluorescence Lite 2.3.0 (Leica Microsystems, 1997-2010), no modo
de aquisicdo TCS SP5, xyz, com objetiva de 63 x agua, em velocidade de 200 Hz e
formato 1024 x 1024, utilizando-se laser de Argdnio com 30 % de poténcia, com
comprimento de onda de excitagcdo 488 nm e emissédo 508 - 560 nm. As imagens de
campo claro foram adquiridas como Scan-DIC (contraste de fase dicroico). Algumas

imagens foram adquiridas com um aumento de trés vezes.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 Sintese de cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2
A sintese proposta foi conduzida conforme a rota descrita no item 6.2 e esta
sumarizada na Figura 23, na qual estdo presentes as estruturas moleculares dos

complexos precursores e do produto final obtidos nas diferentes etapas.

Figura 23 - Esquema de rota sintética do complexo cis-
[Ru(NO2)(bpy)(AO)2(NO)](PFe)2
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Fonte: Autora.

Complexos do tipo Ru"-NQO° sdo de dificil obtencdo, dada a baixa afinidade
entre o metal e o ligante nestes estados de oxidacéo. Por isso, 0s complexos ruténio-

nitrosilos normalmente apresentam um NO™* ligado a um Ru(ll). O Ru(ll) (ds, baixo
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spin) (MCCLEVERTY et al., 2004), possui alta afinidade pelo NO*, que € um acido- 1
forte.

Dentre as distintas rotas possiveis para obtencdo de complexos desta natureza,
pode-se citar o método de borbulhamento de NO, no qual o precursor deve possuir
um fragmento Ru"-H20 e o NO gasoso deve ser borbulhado em uma solucédo aquosa.
Assim, o metal é reduzido, formando-se o fragmento Ru"-NO*. (CHENEY & ARMOR,
1977).

No entanto, como se partiu de uma espécie precursora gue ja possuia um
ligante nitrosil, prop6s-se a formagao do complexo ruténio-nitrosilo através da adi¢do
de acido ao nitro complexo de ruténio, cis-[Ru(NOz2)2(AO)2(bpy)], valendo-se da
premissa de que a reacdo de formacdo do complexo pode ser tratada como um
equilibrio acido-base, o qual é reversivel e dependente do pH (Equacéo 8) (GODWIN
& MEYER, 1971; KEENE; ROSENBERG; LAZZARINI, 1977; PIPES & MEYER,
1984; ASSEFA & STANBURY, 1997).

ki
cis-[Ru(NO2)2(A0)2(bpy)] + 2 H* > cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)]?* + H20  (8)
K1

Quanto ao processo de sintese € preciso destacar que a maior dificuldade na
obtencdo do produto final € a etapa de purificacdo. O Alaranjado de Acridina € um
precurso adquirido do fabricante com 75 % de pureza. Nesse sentido, visando facilitar
a remocéao do excesso de Alaranjado de Acridina, € realizada uma pré-purificacdo do
complexo precursor cis-[Ru(Cl)2(A0)2(DMSO0):] por meio do uso do extrator soxhlet,
conforme descrito no item 6.2.3. Esse sistema utiliza o refluxo do solvente, evitando
gasto de grandes quantidades do mesmo.

N&o obstante, o excesso de AO empregado na sintese e a etapa de purificacao

seguem como limitantes do rendimento da reacao.
7.2 Espectroscopia vibracional na Regido do Infravermelho
A espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho tem sido utilizada

como uma das técnicas para caracterizacdo de complexos ruténio-nitrosilos e foi

empregada a fim de se verificar aspectos da coordenacdo da molécula de NO* ao
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Ru(ll) no complexo cis-[Ru(NOz2)(bpy)(AO)2](PFe)2 (BATISTA et al., 1997; FORD et
al.,1998).

Como ja citado, sabe-se que a ligacdo do NO* ao metal em compostos de
coordenacdo produz, geralmente, bandas de estiramento v(NO) entre 1800 cm™ e
1970 cml. No entanto, essa frequéncia apresenta variacdes em virtude dos
coligantes, do estado de oxidacdo, da estereoquimica do NO e da intensidade do
efeito de retrodoacédo. (BATISTA et al., 1997; FORD et al.,1998)

O NO é mais eletronegativo que outras moléculas como o monoxido de
carbono (CO), por exemplo, e atua como um bom receptor de elétrons. Desta
forma, a forca da ligacdo M-N é maior que a forca de ligacdo entre N-O. Fatores
como a estrutura do complexo e o efeito eletrénico dos ligantes podem influenciar
na intensidade da retrodoacao. Quanto maior é a retrodoacao, por exemplo, menor
é aforca de ligacao do NO, influenciando na frequéncia do estiramento observado,
a qual deve ser menor (MCCLEVERTY et al., 2004).

A Tabela 5, resume a atribuicdo das frequéncias dos estiramentos observados
para as principais bandas do espectro vibracional do infravermelho para o complexo
cis-[Ru(NO2)(bpy)(AO)2](PFs)a.

Tabela 5 - AtribuicBes as principais bandas observadas no espectro eletrénico de
absorcao na regido do Infravermelho para o complexo cis-[Ru(NO2z)(bpy)(AO)2](PFs)2

Estiramentos NUmero de onda (cm™)
v PFs 842
v (C-N) 1319
CH (do CHzs do AO) 1450
v(NO?) 1452
v (C=C) 1606
v (N-O) 1945

Fonte: Autora.

Atribuiu-se a banda em 1945 cm™ ao estiramento N-O, comprovando que o
processo de coordenacao de NO* ao complexo fora efetivo. De fato, a frequéncia do

estiramento observada € semelhante a relatada para outros complexos ruténio-
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nitrosilos desenvolvidos pelo grupo que possuem o ligante nitrosil, assim como

demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6 — Frequéncia do estiramento N-O de complexos ruténio-nitrosilos

Complexos ruténio-nitrosilos Frequéncia do estiramento N-O
cis-[Ru(4-acpy)(bpy)2(NO)](PFs)3 1943 cm*
cis-[Ru(bpy)2(4-pic)(NO)](PFe)3 1944 cm*t
cis-[Ru(bpy)2(py)(NO)](PFs)3 1947 cm?

Fonte: SAUAIA; da SILVA; 2003.

A banda em 1606 cm foi atribuida a ligacéo dupla entre carbonos aromaticos.
A banda em 1319 cm foi atribuida ao estiramento C-N caracteristico de aminas
aromaticas e as bandas ‘scissoring’ préximas a regido de 1400 cm sédo
caracteristicas de metilas simples como as encontradas no ligante Alaranjado de
Acridina. O estiramento em 1452 cm foi atribuido a deformacéo axial assimétrica do
NO2".

Tendo isto como base, a Figura 24 sobrepde espectros vibracionais obtidos
para o0 ligante Alaranjado de Acridina e para o0 complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2. Neste, estdo destacados os estiramentos v(NO) e

v(PFs), evidenciando a coordenacédo dos ligantes.
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Figura 24 - Espectro vibracional na regido do infravermelho para AO (preto) e para
cis-[RU(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFe)2 (vermelho)
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Fonte: Autora.

A coordenacdo do ligante nitrosil permite inferir que o método proposto
inicialmente (equilibrio 4cido-base) foi adequado.

7.3 Espectrometria de massas

A Espectrometria de Massas foi uma das técnicas utilizadas para auxiliar na
caracterizacdo do complexo cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2.

Embora haja muitos tipos de espectrdmetros, o fundamento da técnica é
bastante simples e € muito semelhante para os diferentes equipamentos.

Em relacdo as técnicas de ionizacdo, destacam-se o ESI (Electrospray
lonization) e o MALDI (Matriz- Assisted Laser Desorption/lonization), as quais
possibilitaram um avanco nas analises de espectrometria de massas, com a
determinacao de relagdes (m/z) mais precisas.

Dentre distintas possibilidades de se analisar uma amostra por espectrometria
de massas, optou-se em trabalhar com a técnica MALDI-TOF/TOF-MS. Entende-se
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TOF por “Time of Flight”, do inglés, tempo de voo, que corresponde ao tempo que ions
de diferentes massas levam para percorrer uma distancia definida.

Esta técnica foi considerada para o complexo em estudo devido a sua
capacidade de gerar ions de moléculas grandes na forma intacta, além de possuir alta
sensibilidade, boa resolugéo e ionizacdo suave. Neste tipo de analise, a amostra é co-
cristalizada a uma matriz organica, que absorve no comprimento de onda do laser. O
analito €, entdo, excitado com pulsos de laser, provocando a vaporizacdo da matriz
cristalina. Assim, a amostra, na fase gasosa produz ions, 0s quais entram no
analisador TOF e sao detectados.

Outra observacao relevante é que a energia utilizada nesta técnica é descrita
como “soft”, o que a torna, de certa forma, conveniente para a analise de compostos
de coordenacdo, como o obtido neste estudo. Ainda assim, ndo se pode dizer que se
trata de um padréo para todas as espécies com esta caracteristica. Deve-se levar em
consideragdo o composto e a dosagem utilizados. No entanto, qualquer energia
fornecida a um composto podera gerar certa reatividade dependendo da forma de
excitacdo e do meio.

O resultado da andlise de espectrometria de massas obtido para o complexo
cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 esta representado na Figura 25.
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Figura 25 - Espectro de massas obtido por técnica MALDI-TOF/TOF-MS para o
complexo cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2
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Fonte: Autora.

Observa-se no espectro de massas o0 pico com a relagcdo m/z 1159,185, que
corresponde ao pico do ion molecular do referido complexo. Outros picos sao
também observados, que podem ser advindos de interacdo com a matriz.

A massa molecular tedrica calculada para o0 complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 foi 1153,900 g moll. No espectro de massas
ampliado na Figura 26, observa-se varios picos referentes as espécies isotépicas
do ruténio. Nesta técnica, o espectro pode evidenciar o aparecimento de espécies
constituidas por sete isétopos do metal (}**Ru, 19°Ru, 191Ru, 1Ru, *Ru, *®Ru, *Ru)
(SLOCIK, SOMAYAJULA, SHEPHERD, 2001). Nota-se um pico cuja relacdo m/z é
1153,190 que corresponde a um valor muito préximo da razdo massa/carga m/z
esperado para a espécie cis-{[Ru(NO2)(AO)z2(bpy)(NO)](PFs)2H*}. A principio estes
dados sustentam a expectativa de formacdo do complexo @ cis-
[RUu(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFe)2.
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Figura 26 - Espectro ampliado do complexo cis-[Ru(NO2)(AO)z(bpy)(NO)](PFs)2 na
regido de razdo m/z 1120 a 1200
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Fonte: Autora.

7.4 Espectroscopia na regido do UV-vis

O complexo cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 bem como os precursores
sintetizados neste trabalho apresentam Ru(ll) com ligantes insaturados na esfera
de coordenacao. Para esses complexos, a literatura reporta espectros na regiao do
UV-vis que geralmente apresentam bandas atribuidas a transi¢cdes de campo ligante
(CL), transicdes de transferéncia de carga metal ligante (TCML) e transicfes internas
dos ligantes insaturados (IL) (Figura 27) (LEVER, 1984).

Transi¢des do tipo Campo Ligante sado observadas entre os niveis energéticos
do proprio metal. Essas bandas se originam do desdobramento de energias dos
orbitais d (transigdes d — d) e estdo representadas na Figura 27 pelo nimero 1.

As transicdes representadas em 2a, 2b, 2c e 2d séo transi¢cfes relativas as

transferéncias de carga ou elétron do ligante para o metal (TCLM). Essas
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transferéncias normalmente se observam para ions metalicos mais oxidados e suas
transicdes geram bandas na regido do ultravioleta e do visivel.

As setas 2e e 2f correspondem as transi¢cdes de transferéncia de carga ou
elétron do metal para o ligante (TCML). Elas apresentam ligagdes 1T e sdo observadas
em complexos de ruténio com ligantes insaturados. Essas bandas localizam-se,
geralmente, na regido do visivel e possuem um coeficiente de absortividade molar (€)
maximo da ordem de 104 L't molt cm™.

Outro tipo de transicao, a transicao interna do ligante (IL) (3) é a que se observa
em ligantes insaturados ndo coordenados. Essas transi¢cdes, quando envolvem
elétrons 1 sdo normalmente intensas e geram bandas de transicédo
n— T* e T— 1" na regido do ultravioleta. Em contrapartida, transicdes envolvendo

elétrons livres, ocorrem em comprimentos de onda maiores e sS40 menos intensas.

Figura 27 - Representacdo esquematica de diagrama de orbital molecular

simplificado para ilustrar as transicoes eletrénicas de um complexo octaédrico
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Fonte: BALZANI & CARASSITI; 1970.

A Figura 28 exemplifica a sobreposicao espectral do ligante AO e do precursor
cis-[Ru(Cl)2(DMS0O)2(A0)2]. Os espectros foram realizados em acetonitrila. Observa-

se que houve a formacao do complexo.
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Figura 28 - Espectros eletronicos de absor¢ao na regido do UV-vis para AO (preto),
para o complexo cis-[Ru(Cl)2(AO)2(DMSO)2] (vermelho) e para o precursor
[Ru(Cl)2(DMSQ)4] (azul) em acetonitrila, a 25,0 °C, (1,00 x 10* mol L?)
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Fonte: Autora.

A coordenacéao do ligante 2,2’ bipiridina fica evidente com o aparecimento de

bandas intensas na regido do ultravioleta (243 e 286 nm), que sao caracteristicas da

presenca de transicdes internas (11 — 11*) do ligante insaturado (Figura 29).
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Figura 29 - Espectros eletronicos de absorcéo na regido do UV-vis para cis-
[Ru(Cl)2(AO)2(DMSO0)2] (preto) e para cis-[Ru(Cl)2(AO)2(bpy)] (vermelho), em

acetonitrila a 25,0 °C,
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A Figura 30, relaciona os espectros dos precursores cis-[Ru(Cl)2(AO)z(bpy)] e
cis-[RU(NO2)2(AO)2(bpy)].

Figura 30 - Espectros eletronicos de absorgéo na regido do UV-vis para cis-
[Ru(CI)2(AO)2(bpy)] (preto) e para cis-[Ru(NO2)2(AO)2(bpy)] (vermelho), em
acetonitrila a 25,0 °C, espectro qualitativo.
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Fonte: Autora.
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O espectro na regido do visivel do ligante Alaranjado de Acridina e do complexo
cis-[Ru(NO2)(bpy)(AO)2NO](PFe)2 estdo representados na Figura 31. Os espectros

foram realizados em meio prético (metanol).

Figura 31 - Espectros eletrdnicos de absor¢éo na regido do UV-vis em 4gua para AO
(preto) (3,00 x10° mol L) e para cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)NO](PFes)2 (vermelho)
(2,50 x 10°mol L) a 25,0 °C
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Fonte: Autora.

Com base nos dados reportados na literatura para as espécies cis-
[RU(NO2)(bpy)2(L)](PFs), (L = CI, NO%, OH-, NH3, py, 4-acpy e 4-pic) (CALLAHAN &
MEYER, 1977; ASSEFA & STANBURY, 1997; GODWIN & MEYER, 1971), pode-se
relacionar as bandas na regido do UV-vis/vis do complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 as suas provaveis transi¢cdes (Tabela 7).
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Tabela 7 - Atribuicdo para as transicdes observadas para as bandas na regiao do
UV-vis do composto cis-[Ru(bpy)(AO)2(NO2)NO](PFs)2

Bandas (nm) Atribuicdes
243 Transi¢des IL - 1m* do ligante bipiridina
286 Transig¢des IL - 11" do ligante bipiridina
337 Transicao de Transferéncia de Carga Metal-
Ligante (TCML) dmr(Ru') — m*(NO)
436 Transicdo (TCML) dm(Ru') — m*(bpy)

Fonte: Autora.

A banda de baixa intensidade que se nota em 337 nm (log € = 3,98) é atribuida
a transferéncia de carga metal ligante (TCML) que ocorre pela transi¢do dm(Ru') —
m*(NO*), com possiveis contribuigcdes de transigdes dm(Ru'") — m*(bpy); dm(Ru'") —
m*(AQ) e transferéncia de carga ligante metal (TCLM) m(NO*) — dm*(Ru"). A banda
em 436 nm, por sua vez, foi atribuida a transigbes TCML dm(Ru'") — m*(bpy) com
contribuigdo dm(Ru'") — m*(AO).

Os coeficientes de absortividade molar para o0 complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2, em agua, foram determinados para cada banda
(Tabela 8).
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Tabela 8 - Coeficientes de extincdo molar para Alaranjado de Acridina e cis-
[RU(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2

Anm, (log € L moit .
Composto Solvente . Referéncia
em! £ desvio)

MAKAROV;
Alaranjado de Acridina Agua 489 (4,49) KUZNETSOVA;
KALIYA, 2006.
243 (4,43  0,01);
cis- Agua 286 (4,71 = 0,03); Este trabalho
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 337 (3,98 £ 0,02);

436 (4,00 £ 0,01).

Fonte: Autora.

Como discutido anteriormente, existem transicdes permitidas de alta
intensidade, como as transi¢cdes internas de ligantes insaturados envolvendo elétrons
T e outras, como as TCML, que apresentam coeficiente de absortividade molar da
ordem de até 10* Fundamentado nestes conceitos, os valores encontrados sdo
condizentes com a intensidade dos sinais observados no espectro eletrénico e com

os tipos de transi¢des atribuidas.

7.5 Espectroscopia de luminescéncia

O objetivo principal do presente trabalho € o desenvolvimento de um composto
ruténio-nitrosilo com propriedades luminescentes. Portanto, para viabilizar os estudos
de sublocalizacao celular, a fluorescéncia foi uma ferramenta intensamente explorada.

Os espectros, representados pela Figura 32, ilustram o ligante AO e o complexo
sintetizado e purificado, cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2, em solucéo etandlica.
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Figura 32 - Espectro eletrénico de emissdo em agua do AO (preto) e do complexo
cis-[RU(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 (vermelho) a 25,0 °C (1,00 X107 M)
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Fonte: Autora.

Os espectros foram adquiridos nas condi¢des descritas na Tabela 9.

Tabela 9 - Parametros utilizados para aquisicdo dos espectros eletronicos de
emissao da Figura 32

Aexcitaggo (NM) 485
Varredura (nm) 505 a 750

Fenda de excitacao (nm) 3,0

Fenda de emissao (nm) 3,0

Fonte: Autora.

Observa-se que o comprimento de onda de emissao para o corante AO é 531
nm e para o composto desenvolvido € 529 nm. No entanto, apesar de notar-se que
nao houve diferenga significativa no comprimento de onda de emissédo, apos a

formacdo do complexo, é possivel perceber o aparecimento de um ombro

caracteristico que nao esta presente no ligante AO.
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Sabe-se, como foi dito, que uma espécie, ao ser excitada, € promovida a um
estado excitado de maior energia e pode voltar ao estado fundamental dissipando tal
energia por processos radiativos ou nao-radiativos. Nota-se que, para 0s compostos
analisados a mesma concentracdo, (1,00 x 107 mol L?') se obtém diferentes
intensidades de fluorescéncia. Isto significa que houve um favorecimento de perda de
energia por outros mecanismos de desativacdo além da fluorescéncia. A principio, o
cruzamento entre estados de multiplicidade diferente de spins é proibido, mas isto
pode ser facilitado dependendo do favorecimento do acoplamento spin-6rbita. Atomos
pesados como Br, Pb, e o Ru, favorecem o acoplamento spin-érbita e, portanto,
facilitam o cruzamento intersistema, levando a perdas por outras vias de desativagao.

Este resultado sugere fortemente um valor de rendimento quantico de
fluorescéncia (¢r) mais baixo para o complexo do que para o AO. Por essa razao,

investigagdes neste sentido foram realizadas.

7.6 Rendimento quantico de fluorescéncia

A razao entre o nimero de fotons emitidos a partir do estado excitado singleto
pelo processo radiativo (fluorescéncia) e o niumero total de fétons absorvidos, define
um parametro fotofisico denominado rendimento quantico de fluorescéncia (®r). Este
parametro foi determinado conforme discutido anteriormente na secéo 6.4.2. Para a
realizacdo desses estudos, utilizou-se, a fluoresceina como padréo, uma vez que a
mesma apresenta caracteristicas apropriadas para uma comparacao adequada ao
complexo obtido, conforme outrora exposto. Este padrdo € melhor utilizado quando a
excitacao é feita entre 400 e 500 nm (kem = 515 nm) (DEMAS & CROSBY, 1971).

O perfil dos espectros de absorcéo e emisséo para a fluoresceina em etanol
estdo apresentados nas Figuras 33 e 34, respectivamente, que correspondem aos
espectros utilizados para determinacdo do valor do rendimento quantico de

fluorescéncia do complexo.
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Figura 33 - Espectro eletrénico de absor¢cao no UV-vis para o padrdo Fluoresceina
em etanol a 25,0 °C (2,00 x 10" mol L?)
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Fonte: Autora.

Figura 34 - Espectro eletrénico de emissédo no UV-vis para o padrao Fluoresceina

em etanol a 25,0 °C

100

50

Intensidade

T T T T T T T T
500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autora.
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O Alaranjado de Acridina apresenta um rendimento quantico de fluorescéncia
em etanol, descrito na literatura igual a ®F = 0,20 (SOEP et al., 1972). O valor
determinado pela técnica discorrida para o AO em etanol foi = 0,26 + 0,01 e para o
complexo cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)NO](PFs)2 em etanol foi ¢r= 0,15 + 0,02. O valor
obtido para o complexo parece pequeno quando comparado a outros compostos
descritos na literatura, tais como a Fluoresceina em etanol (¢r= 0,79) (KELOGG &
BENNETT, 1964); a Rodamina 6G em etanol (¢r= 0,79) (KUBIN & FLETCHER, 1982)
e Azul do Nilo em etanol (¢r= 0, 27) (SENS & DREXHAGE, 1981) o rendimento
guantico do complexo parece pequeno. No entanto, comparado a compostos como a
oxacarbocianina (C3) (¢r= 0,05) (WAGGONER et al., 1989), o rendimento quantico
encontrado parece ser alto. Além disso, foi suficiente para que houvesse emissao e
gue os experiementos de imagem celular pudessem ser conduzidos.

Por outro lado, a diminuicdo do rendimento quantico de fluorescéncia
observado para o complexo, reitera positivamente a tratativa dos dados versados
anteriormente, de que metais pesados, como 0 ruténio, podem favorecer outros
processos de desativacdo através do acoplamento spin-Orbita favorecendo o
cruzamento intersistema, levando a perdas por outros caminhos de desativacdo. Um
dos caminhos de desativacdo possiveis seria através da formacdo de oxigénio
singleto (ABRAHAMSE & HAMBLIN, 2016; AGOSTINIS et al., 2004).

7.7 Rendimento quantico de Oxigénio Singleto (¢a)

Conforme abordado na sec¢éo 6.4.3, a determinagéo do rendimento quantico de
102 (¢a) para os compostos foi realizada a partir do método indireto de deteccéo de
oxigénio dissolvido. A técnica foi escolhida em detrimento da técnica na qual a
deteccao é feita a partir do uso da sonda DPBF (1,3-difenilisobenzofurano) devido ao
comprimento de onda de irradiacéo utilizado (470 nm). Neste comprimento de onda
observou-se degradacdo da sonda e aumento na intensidade da absorbancia no
espectro eletrénico de absor¢cdo mediante a irradiagdo. Diante dos fatos, ndo seria
possivel detectar a producdo de 'O2 por esta técnica, optando-se pelo método
proposto por Tanielian et al. (1996).
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Assim, através da Equacdo 4, obteve-se as concentracbes de oxigénio
consumidas pelos compostos em func¢éo do tempo, que estdo apresentadas no grafico
da (Figura 35).

Figura 35 - Grafico de Volume de O2 (ml) versus tempo (s) para Azul de metileno
(circulos); cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 (quadrados) e AO (triangulos)
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Fonte: Autora.

Por meio do grafico delineado, extraiu-se os coeficientes angulares das retas,
possibilitando o célculo da constante de velocidade de consumo de Oz (K). Foram
feitas medidas de absorbéncia (A) para o padrdo e para a amostra e os valores
resultantes foram relacionados para encontrar a intensidade de luz absorvida (1).

Assim os resultados foram organizados nas Tabelas 10 a, 10 b e 10 c, dispostas

abaixo.
Tabela 10 a - Valores de absorbancia
Medida 1 Medida 2 Medida 3
[RUu(NO2)(bpy)(AO)2NO](PFs)2 0.1980 0.2098 0,1812
Alaranjado de Acridina 0.1362 0.1655 0.1542
Azul de Metileno 0.1846 0.2723 0,1438

Fonte: Autora.
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Tabela 10 b - Valores de | (I = 1-10%)

Medida 1 Medida 2 Medida 3
[Ru(NO2)(bpy)(AO)2NO](PFs)2 0.3661 0.3831 0,3411
Alaranjado de Acridina 0.2683 0.3169 0.2988
Azul de Metileno 0.3462 0.4658 0.2819

Fonte: Autora.

Tabela 10 c - Valores de K (coeficiente angular da reta)

Medida 1 Medida 2 Medida 3

[Ru(NO2)(bpy)(AO)2NO](PFe)2  2.46 x 10* 1.68 x 104 2.09 x 10
Alaranjado de Acridina 1.05 x 104 8.38 x 10° 9.17 x 10°
Azul de Metileno 4.95 x 104 4.19 x 10% 3.27 x 104

Fonte: Autora.

Deste modo, com estes valores, foi possivel calcular as respectivas médias e,
assim, obter o parametro rendimento quantico de oxigénio singleto (®a) para os
compostos através da Equacao 6, proposta no mesmo item.

Ja é bem estabelecido que o Alaranjado de Acridina é produtor de 'Oz, sendo
um dos primeiros fotossensibilizadores utilizados (RAAB, 1900; KUSUZAKI et al.,
2007; KUSUZAKI et al., 2012). Neste estudo, realizado em triplicata, o corante AO em
meio aquoso apresentou um rendimento quantico de producédo de 'Oz singleto igual a
@ = 0,16 e 0 complexo cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2, ®a = 0,26. Os valores
determinados estdo em concordancia com os valores reportados de rendimento
guantico de fluorescéncia, corroborando para as afirmativas realizadas anteriormente.

Por conseguinte, os dados demonstram que com o favorecimento do processo
de cruzamento intersistema, a reducao da fluorescéncia pode ter levado a perda de
energia por outros caminhos de desativacdo e um deles possivelmente é a producéo
de oxigénio singleto, que se encontra mais pronunciada para o complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2. Este resultado pode ser til para a terapia luminosa,
outrossim, para acgdo sinérgica entre oxido nitrico e oxigénio singleto na terapia

anticancerigena, haja visto que o ambiente celular tumoral € um ambiente hipoxico e
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gue o mecanismo de acdo de muitos compostos antitumorais se baseia na producéo
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (SILVEIRA-LACERDA et al., 2010).

7.8 Avaliacao da fotoestabilidade

Avaliou-se a fotoestabilidade do AO e do complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 em agua, sob irradiagdo a 470 nm por intervalos de
tempo aperiodicos em um tempo total de 600 segundos a 25,0 °C (Figuras 36, 37, 38
e 39). O ensaio foi realizado em triplicata. Conforme se observa nas Figuras 36 e 38,
o Alaranjado de Acridina apresenta alteracdes nos espectros de absor¢cao e emissao

em funcéo do estimulo luminoso.

Figura 36 - Acompanhamento dos espectros eletronicos de absorcéo para o ligante
Alaranjado de Acridina em agua, apos sucessivas irradiacdes, a 25,0 °C
(1,10 x 10°5 M)
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Fonte: Autora.
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Figura 37 - Acompanhamento dos espectros eletronicos de absor¢éo para o
complexo cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 em agua, apos sucessivas
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Figura 38 - Acompanhamento do espectro de emissdo em agua para Alaranjado de

Acridina ap6s sucessivas irradiagdes em 470 nm a 25,0 °C (1,10 x 10> M)
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Figura 39 - Acompanhamento do espectro de emissdo do complexo
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 em &gua, apds sucessivas irradiacdes, em 470 nm
a 25,0 °C (1,70 x 10> M)

100

Tempo (segundos)
—0
—30
—60
—90
— 120
— 180
— 240
— 300
— 420
— 600

Intensidade de emissdo (l)

1 ' 1 ' 1 ' 1 '
550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm)
Fonte: Autora.

Consoante a literatura, o AO sofre fotodegradacéo sob luz visivel e a velocidade
deste processo depende da sua concentracéo e da presenca de oxigénio molecular.
Estudos permitem afirmar que o fotobranqueamento do AO € mais rapido quando a
concentragcdo da solucdo é menor (SILVA & BORISSEVITCH, 2010). Este efeito se
relaciona a possibilidade de formacao de agregados de AO em altas concentracdes,
0S quais podem resultar na dissipacdo da energia absorvida por processos nao-
radiativos, competindo com o processo de fototransformacéo. Quando as solugbes
estdo em baixas concentracdes, os monémeros presentes, transformam-se sob acéo
da luz, permitindo que haja reducdo na concentragéo e diminuicdo na intensidade da
banda observada (SILVA & BORISSEVITCH, 2010).

O sistema de conjugacao 1 do AO é destruido independentemente da presenca
de O2 molecular, mas o processo pode ser acelerado na presenca desta molécula.

Com a formacédo do estado tripleto do AO, sob acédo da luz, a energia pode ser
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transferida para o oxigénio, formando oxigénio singleto, que pode atacar ligacdes
duplas, destruindo o sistema de conjugacao 1. (SILVA & BORISSEVITCH, 2010).
Como foram avaliadas concentracbes da mesma ordem para ambas as
espécies, sugere-se que nas condicdes apresentadas, o complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 seja mais fotoestavel que o AO, como pode ser
acompanhado graficamente. Essa caracteristica € uma vantagem interessante
quando se trata de um fluoroforo que sera utilizado como marcador celular em

microscopia de fluorescéncia, como ja fora discutido no item 2.2.2.
7.9 Avaliacdo qualitativa da liberacdo de Oxido Nitrico

Considerando a relevancia do 6xido nitrico para a terapia atitumoral € grande o
interesse no desenvolvimento de compostos que possam atuar como agentes
doadores de NO. Nesse sentido sao importantes os estudos relacionados a busca por
complexos que possibilitem uma liberagdo controlada do NO seja através do estimulo

eletroquimico ou fotoquimico (TFOUNI et al., 2012) (Figura 40).

Figura 40 - Liberacéo controlada de NO: estimulo eletroquimico ou fotoquimico
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Fonte: Autora.

Com base no exposto, a fim de se verificar se o complexo cis-
[RU(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 produz NO em solugcdo aquosa, irradiou-se
solucdes de concentracdes aproximadas de 2,00 x 10° mol Lt e 2,50 x 10°mol L*
com laser em 377 nm e 447 nm, respectivamente. Essa regido apresenta um carater
de contribuicdo maior do ligante NO na composi¢do dos orbitais moleculares para
esse complexo. A variacao espectroscoépica tal como o cronoamperograma registrado
para os dois comprimentos de onda testados encontram-se abaixo, nas Figuras 41,
42, 43 e 44.
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Figura 41 - Perfil de liberacdo de NO em agua para o complexo cis-
[RU(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 apbs irradiacdo em 377 nm (2,00 x 10> mol L)
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Figura 42 - Perfil de variacdo do espectro no UV-vis do complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 em agua. Antes (preto) e apés (vermelho) a
irradiacdo em 377 nm a 25,0 °C (2,00 x 10> mol L)
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Fonte: Autora.
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Figura 43 - Perfil de liberacdo de NO em agua para o complexo cis-
[RU(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 apbs irradiacdo em 447 nm (2,50 x 10> mol L)

34900
34800 —
34700
34600 —

34500

Corrente elétrica (nA)

34400

34300

34200%,.,.,

— T " T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Tempo (s)
Fonte: Autora.

Figura 44 - Perfil de variacdo do espectro no UV-vis do complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 em agua. Antes (preto) e apés (vermelho) a
irradiacdo em 447 nm a 25,0 °C (2,50 X 10> mol L)
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Embora qualitativos, os resultados obtidos sédo bastante significativos dado que
a partir das alteragcbes espectrofotométricas e dos registros cronoamperométricos €
possivel verificar que o complexo obtido apresenta, de fato, a capacidade de liberar o
NO quando fotoestimulado e, ainda, que o perfil de liberacdo esta relacionado ao
comprimento de irradiacdo escolhido. Observa-se que ao se irradiar em 447 nm,
parece haver uma pronta liberacdo de NO, j4 quando irradiado em 377 nm essa
liberacdo de NO parece ocorrer de maneira prolongada. Isso permite que se criem
estratégias que levem a escolha de determinados comprimentos de onda de
irradiagcdo para complexos ruténio-nitrosilos em fungcdo do objetivo terapéutico
proposto, ampliando as possibilidades de uso de sistemas dessa natureza na clinica.

Essas observacdes devem-se a presenca das bandas de Transicdo de
Transferéncia de Carga Metal Ligante (TCML) que ocorrem em 337 nm e 436 nm. A
banda em 337 nm corresponde a transi¢éo (TCML) dmr(Ru') = 1*(NO*) (log € = 4,71)
e a banda em 436 nm corresponde a transicdo TCML dm(Ru')> m*(bpy) com (log € =
4,00). Isto explica o perfil de liberacdo de NO encontrado.

O Ru(ll) tem afinidade pelo NO* que € um acido-1r forte. Assim, espera-se que
para complexos ruténio-nitrosilos haja uma possivel retroacédo dm(Ru') > m*(NO*). A
irradiacdo em 337 nm promove fotoxidacdo e formacdo da espécie cis-
{[Ru(l1)(NO2)(AO)2(bpy)NQO°**}* no estado excitado. O ligante NO° é um ligante
que possui fraca atracdo pelo Ru(lll) e, desta forma, é liberado da esfera de
coordenacao do metal.

Ao irradiar em 436 nm, inicialmente ocorre a excitacdo da banda de
transferéncia de carga dm(Ru") — 1*(bpy), a qual, no estado excitado, transfere um
elétron para o NO*, espécie altamente eletrofilica, sendo entéo, reduzido para NO° e
labilizado.

A partir dos resultados obtidos por meio dessa técnica, optou-se pelo
comprimento de onda de irradiacdo de 470 nm para a condugdo dos ensaios
biolégicos voltados & determinacdo do potencial citotoxico do novo complexo nitrosilo,

considerando a regido da janela fototerapéutica.

7.10 Avaliacéo da viabilidade celular
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A avaliacao da citotoxicidade por meio da analise de viabilidade celular para o
complexo cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 e ligante Alaranjado de Acridina foi
conduzida por meio da metodologia descrita no item 6.6.1 em modelos celulares
sadios (L929) e neoplasicos (B16/10). Os ensaios avaliaram a influéncia da
concentracdo dos compostos de 1 a 100 uM e da irradiacdo a dose de 5 J cm?, por 4
horas de incubacdo. Os dados representam as médias + desvio (S.E.M.) de trés

experimentos realizados de forma independente.

Figura 45 - Efeito citotoxico do ligante Alaranjado de Acridina em modelos de células
B16/F10 apos 4 horas de incubacéo
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Fonte: Autora.

*Existe diferenca entre o grupo e o grupo controle néo irradiado (p < 0,05); # existe diferenca
entre o grupo e o grupo controle irradiado (p < 0,05); ** existe diferencga estatistica entre os grupos.
Na&o foi detectada diferenca estatistica entre os controles por teste T-Student (p = 0,05). CTL =
controle.
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Figura 46 - Efeito citotoxico do ligante Alaranjado de Acridina em modelos de células
L929 apds 4 horas de incubagéo
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Fonte: Autora.
*Existe diferenca entre o grupo e o grupo controle néo irradiado (p < 0,05); # existe diferenca entre o

grupo e o grupo controle irradiado (p < 0,05); ** existe diferenca estatistica entre os grupos. N&o foi
detectada diferenca estatistica entre os controles por teste T-Student (p = 0,05). CTL = controle.

Figura 47 - Efeito citotéxico do complexo cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFe)2 em

modelos de células B16/F10 apds 4 horas de incubacgéo
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Fonte: Autora.

*Existe diferenga entre o grupo e o grupo controle ndo irradiado (p < 0,05); # existe diferenca entre o
grupo e o grupo controle irradiado (p < 0,05); ** existe diferenca estatistica entre os grupos. N&o foi
detectada diferenca estatistica entre os controles por teste T-Student (p = 0,05). CTL = controle.
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Figura 48 - Efeito citotéxico do complexo cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 em
modelos de células L929 apds 4 horas de incubacao
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Fonte: Autora.

*Existe diferenca entre o grupo e o grupo controle néo irradiado (p < 0,05); # existe diferenca
entre o grupo e o grupo controle irradiado (p < 0,05); ** existe diferencga estatistica entre os grupos.
Na&o foi detectada diferenca estatistica entre os controles por teste T-Student (p = 0,05). CTL =
controle.

Os resultados de viabilidade celular demonstram que o corante Alaranjado de
Acridina apresentou atividade citotobxica maior que o0 complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 e, ainda, que o potencial citotoxico do ligante é
aprimorado na presenca do estimulo luminoso.

As analises estatisticas revelam, por exemplo, que ha diferenca significativa
entre grupos irradiados e néo irradiados tratados com AO para modelos celulares
B16/F10 a partir de 35 uM, sendo que ha reducao na viabilidade celular de cerca
de 75 % com o fotoestimulo nesta concentracdo. E preciso destacar que o
Alaranjado de Acridina como exposto na secdo 2.2.3 € um agente intercalante de DNA
e também é capaz de produzir oxigénio singleto sob irradiacdo em comprimento de
onda adequado, o que justifica a natureza destas observacbes experimentais,
corroborando com o que é descrito na literatura para tal composto (RAAB, 1900;
SHCRERER, 2000; LACOKWICZ, 2006).

Ja para o complexo cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFe)2, observou-se uma
reducado de cerca de 50 % da viabilidade celular na concentragdo maxima testada
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para os modelos tumorais. Quando avaliado sob a linhagem metastatica B16/F10, o
complexo cis-[Ru(NOz2)(AO)z2(bpy)(NO)](PFs)2 demostrou ser citotoxico na auséncia de
irradiacdo para as concentracdes superiores a 35 pM, para a linhagem L929 esse
efeito foi ainda mais evidente com uma reducdo significativa (30 %) ja na
concentracédo de 1 puM. Os dados obtidos possibilitam inferir que na linhagem nao-
tumoral a estimulacao luminosa parece exercer um efeito mais significativo quanto a
viabilidade, j& que em todas as concentracfes testadas existe diferenca entre os
grupos irradiado e nao-irradiado, embora seja interessante ressaltar que essa
diferenca fora mais relevante para as concentragées maiores (35 a 100 uM). Para a
linhagem tumoral a diferenca decorrente da irradiagdo € observada somente a partir
da concentracdo de 25 uM. A andlise estatistica demonstra que, de fato, a irradiacao
nao foi significativa para as células da linhagem B16/F10, mas para a L929, a partir
de 50 uM, houve um efeito importante na reducéo da viabilidade celular.

Tendo em vista a capacidade intercaladora ao da molécula AO ao DNA,
(ZAMPIERI & GREENBERG et al., 1965; KAPUSCINSKI; DARZYNICIEWICZ,
MELAMED, 1983; KUSUZAKI et al., 2012; AMADO et al., 2017) sugere-se que, 0
potencial citotoxico menor do complexo cis-[Ru(NO2)(AO)z2(bpy)(NO)](PFs)2 em
relacdo ao do AO seja devido a uma possivel alteracdo na capacidade de
intercalacdo ao DNA do AO quando este se cordena ao metal. Além disso, cabe
destacar que a espécie sintetizada, ainda, é produtora de 6xido nitrico e oxigénio
singleto, que, juntos, sugerem um efeito sinérgico com potencial antitumoral, no
entanto, deve-se levar em conta que este efeito pode ser minimizado por enzimas
redutoras e que a espécie sintetizada pode nao ter efeito tdo proeminente no alvo
biol6gico em que se localizou majoritariamente, ou que ainda, a a molécula
radicalar NO encontre-se em concentracfes adequadas para exercer efeitos

proliferativos.

7.11 Avaliacdao da sublocalizacdo celular por Microscopia de

Fluorescéncia

O objetivo inicial do projeto era desenvolver um complexo ruténio nitrosilo que
além de atividade anticancerigena, apresentasse propriedades que permitissem inferir
informacdes acerca da sublocalizacdo celular através de microscopia de

fluorescéncia, possibilitando visibilizar quais 0s possiveis compartimentos
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relacionados as respostas celulares observadas, bem como correlacionar esses
dados com os resultados de citotoxicidade obtidos. Nesse contexto, em fungéao da
natureza fluorescente do composto sintetizado, cis-[Ru(NO2)(AO)z(bpy)(NO)](PFs)2,
realizou-se um ensaio comparativo entre o complexo e o corante AO, no modelo
celular tumoral B16/F10.

Foram testadas as concentragbes de 15 pM do complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 e 7,50 uM de AO. As amostras foram incubadas sem
irradiacdo por 4 horas e ambos 0s compostos aparecem nas imagens abaixo (Figuras
49, 50, 51 e 52) com fluorescéncia em verde, que se sobrepdem as células, indicando

internalizacao.

Figura 49 - Controle experimental: células B16/F10 sem tratamento e sem irradiacao
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Figura 50 - Microscopia de fluorescéncia de células B16/F10 tratadas com AO

(7,50 pM) (Campo claro / Campo escuro)

Figura 51 - Microscopia de fluorescéncia de células B16/F10 tratadas com complexo
cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFe)2 (15 pM). a: Campo claro. b: Campo escuro
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Figura 52 - Microscopia de fluorescéncia confocal de células B16/F10 tratadas com
complexo cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2 (15 pM). c: Campo claro (zoom 1,5X),
d: Campo escuro (zoom 1,5X) e: Campo escuro (zoom 3,0X), f: Formacéo de
corpusculos circulares - campo claro (zoom 3,0X), g: Formacao de corpusculos

circulares - Campo escuro (zoom 3,0X), h: Formagéao de corpusculos circulares-

Campo claro (zoom 3,0X), i: Formacgéo de corpusculos circulares- Campo escuro
(zoom 3,0X)

Fonte: Autora.
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Fonte: Autora.

Fonte: Autora. ” -

A literatura reporta a capacidade inerente de o AO fluir rapidamente pelo
citoplasma e atravessar com facilidade a membrana celular, apresentando tropismo
pelo nucleo (ROBBINS & MARCUS, 1963; SHAW & PAL, 2007). Isto posto, infere-
se que as imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia para o corante AO estao
coerentes: nota-se que para o periodo de 4 horas de incubacdo o composto foi
internalizado pelas células B16/F10 e se localizou preferencialmente no nucleo
celular.

Quanto ao complexo cis-[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2, 0 estudo por
imagens realizado oferece indicios de que o composto € internalizado pelas células

no tempo avaliado, com predilecéo pelo nucleo (Figura 52). Nota-se ainda a presenca
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de estruturas circulares (Figuras h e i), as quais estariam associadas a vesiculas
exociticas ou ainda a corpos apoptéticos, o que sera posteriormente avaliado.

Apesar de ambos se localizarem na mesma estrutura celular, as respostas
citotoxicas foram distintas. Supfe-se que isso esteja relacionado a diferentes
mecanismos de acao envolvidos na morte celular. Como mencionado, o AO é uma
molécula intercaladora de DNA que, provavelmente, ao ser coordenada apresenta
uma alteracdo nessa capacidade e, portanto, ha uma variacdo no potencial
genotoxico.

Embora preliminares, tais observagcées sdo importantes para a conducao de
estudos futuros, nos quais serao utilizados marcadores especificos, contribuindo para
a definicdo da localizacdo mais precisa desses complexos. Esses dados, juntamente
com a avaliacdo de outros parametros como, a concentracdo do complexo e a dose
do fotoestimulo empregado, fornecerdo subsidios para a compreensdo dos

mecanismos de citotoxicidade associados ao novo complexo sintetizado.



Consideracoes Finais



CONSIDERAGCOES FINAIS 122

8 CONSIDERACOES FINAIS

Em razéo de sua natureza fluorescente, foi possivel avaliar a internalizacéo e
a sublocalizacéo celular preferencial do novo complexo, bem como comparar a do
ligante livre. Destacando que ambos se localizam majoritariamente no nucleo celular,
dado esse relevante para a compreensao dos resultados de viabilidade e futuras
avaliacdes envolvendo os mecanismos de morte celular. Tais observacfes serao
importantes para o delineamento de novos estudos com outros marcadores
especificos e microscopia confocal que poderdo ser realizados posteriormente para
que se defina a localizagcdo especifica desse complexo. Assim maiores consideracdes
poderdo ser feitas acerca da relacdo existente entre a estrutura, internalizacao,
localizac&o celular e os mecanismos de citotoxicidade.

Com base nesse exposto, as caracteristicas do complexo poderdo ser
modificadas em funcao dos coligantes possibilitando a modulacéo das propriedades
fisico-quimicas e bioldgicas, contribuindo assim para o aprimoramento do potencial
citotoxico observado e por conseguinte para aplicacdo do mesmo na terapia do
cancer.

Como perspectivas futuras, poderéo ser realizados outros estudos no sentido
de complementar os dados ja obtidos. Dentre os quais destacam-se a determinacdo
do rendimento quantico de Oxido nitrico para o complexo cis-
[Ru(NO2)(AO)2(bpy)(NO)](PFs)2, realizacdo do estudo de interacdo com DNA,
realizacdo de estudos de tempo de vida, estudos cinéticos e de vias metabdlicas
envolvidas na morte celular, realizacdo de estudos de microscopia de fluorescéncia
variando a concentracdo e o tempo de incubacdo para complexo e AO, a fim de
acompanhar o processo de internalizacdo destes compostos, além de explorar o

potencial citotéxico dos precursores elucidados neste trabalho.
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