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RESUMO

CARNEIRO, Z. A. Fotocitotoxicidade proveniente do sinergismo de oxigénio singlete e
Oxido nitrico gerado pelo complexo [Ru(NO)(ONO)(ftalocianina)], 2011. 132 Folhas.
Dissertacdo (mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2011.

A sintese, aspectos estruturais, fotoquimica, fotofisica, atividade farmacoldgica e a
fotoatividade citotdxica in vitro do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] (pc = ftalocianina) séo
descritas neste trabalho. O efeito bioldgico do complexo de ruténio foi estudado na presenca e
auséncia de irradiacdo luminosa na janela terapéutica (600 - 850 nm), sob linhagem de células
B16F10. Comparativamente, a atividade citotdxica de [Ru(NO)(ONO)pc] foi muito maior que
[Rupc], sob diferentes niveis de poténcia do laser, sugerindo a liberacdo de oxido nitrico pos-
producdo de oxigénio singlete, apds irradiacdo luminosa, pode ser um importante mecanismo
pelo qual o complexo nitrosilo de ruténio apresenta maior atividade bioldgica, na linhagem de
célula estudada. Apos a ativacdo por irradiacdo luminosa, o complexo [Ru(NO)(ONO)pc]
apresentou diminuicdo da viabilidade celular na linhagem B16/F10, com eficacia dependente
da poténcia do laser. O encapsulamento de [Ru(NO)(ONO)pc] em lipossoma aumentou em
cerca de 25 % a atividade citotoxica do complexo nitrosilo, quando comparado com 0 mesmo,
porém em solucdo de PBS. Esta eficacia foi diretamente proporcional a quantidade de ruténio
no interior da célula, cuja concentracdo foi determinada por espectrometria de massa ICP-MS,
evidenciando maior eficacia no mecanismo de transporte do complexo nitrosilo para o interior
da célula. A atividade fotocitotoxica foi atribuida principalmente aos fenbmenos de apoptose,
cujo o mecanismo foi derivado da anélise por citometria de fluxo. O mecanismo de liberacao
de NO déa-se por processo redutimétrico do complexo [Ru(NO)(ONO)pc], haja vista que a
vasodilatacdo estudada é dependente do NO, liberado do complexo nitrosilo, e independente
da irradiacdo luminosa. Aliés, concentracdo da ordem de 1,0 x 107 M do complexo de ruténio
em PBS ocasionou 100 % de vasodilatacdo, cuja concentracdo € semelhante ao do
nitroprussiato de sodio, medicamento utilizado em clinica médica com severas restricdes. Em
principio, a liberacdo de Oxido nitrico pos-producdo de oxigénio singlete, oriundo da
irradiacdo luminosa na janela terapéutica, do complexo nitrosilo de ruténio, pode constituir-se
num poderoso mecanismo para aumentar a eficacia da terapia fotodindmica, uma portentosa
terapia clinica que encontra limitacdo dependente do tamanho da area cancerigena bem como
da vascularizacao desta area.

Palavras Chaves: Ftalocianina, Oxido Nitrico, Ruténio, Lipossoma, Citotoxicidade.
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. INTRODUCAO

A dissertacdo de mestrado apresentada neste trabalho relata o uso de complexos de
ruténio como precursor da producéo de oxigénio singlete (*O,) e 6xido nitrico (NO). A razéo
deste estudo visa entender a agdo destes radicais contra células cancerigenas e quica
contribuir para o desenvolvimento de metalo-farmaco contendo ruténio(ll) como ion metalico
central. Aspectos quimicos, fotoquimicos e fotofisicos sdo descritos como parte do trabalho
desenvolvido. O efeito sinergistico do '0, e NO é pontuado como possibilidade de

“renovagdo” da terapia fotodindmica, modalidade clinica utilizada no combate ao cancer.

I.1. O CANCER

A terminologia cancer é frequentemente utilizada pelas pessoas, como sinénimo de
todo tumor maligno (STEVENS; LOWE, 2002).

O cancer ¢ atribuido a um conjunto de mais de cem doencas que tém em comum o
crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e 6rgdos. Nesse
sentido, o cancer é considerado uma doenca degenerativa resultante de uma mutacao genética,
em que as celulas doentes manifestam uma tendéncia agressiva e incontrolavel, dividindo-se
mais rapidamente do que as células normais do tecido a sua volta, formando tumores pelo
acumulo de células cancerosas ou neoplasias malignas. Existem excec¢des, como as leucemias,
em que as células doentes estdo presentes no sangue e percorrem o corpo todo. Por outro lado,
existem tumores benignos, que sdo massas localizadas de células que se multiplicam
vagarosamente, semelhante ao tecido original e, raramente, representam riscos para a vida
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 1999).

Na fase de desenvolvimento, os tumores conseguem produzir substancias que
alteram o tecido ao redor do local onde se originaram, possibilitando o seu crescimento
localizado. Muitos tumores tém habilidade para desenvolverem seus proprios vasos
sanguineos, que vao ser responsaveis por trazer nutrientes e oxigénio para que as células
tumorais possam se desenvolver. Entretanto, a estrutura e arquitetura vascular do tumor é
altamente desorganizada quando comparada a um tecido normal, resultando em uma irregular
e ineficiente chegada de oxigénio ao tumor (PENNACCHIETTI, 2003). Muitos mecanismos
biologicos tém sido propostos para explicar a correlagdo entre hipoxia e progressao acelerada
do céncer. Finalmente, Pennacchietti e colaboradores fizeram uma conex&o molecular precisa.
Descobriram uma via que é ativada por baixos niveis de oxigénio e que poderia tornar os

canceres mais agressivos e capazes de invadirem outros tecidos (metastases).



Metastase é a capacidade de estas células cancerosas se desprenderem do tumor
maligno e, através dos vasos sanguineos ou linfaticos, poderem migrar de seu local de origem
e atingir outros Orgdos, conseguindo invadir tecidos adjacentes e iniciar a formacdo de uma
nova colbnia de células, o que pode afetar 6rgdos nobres, causando a morte do individuo
(FOLKMAN, 1990).

As células que formam metéstase sdo semelhantes as células do tumor original,
assim, € importante entender que, apesar de crescerem em outro Orgao, as células malignas
conservam caracteristicas das células de seus tecidos originais. Por exemplo, células malignas
que migram da mama, instalando-se em 0ss0s, ndo constituem um céncer 0sseo - que é uma
doenca diferente -, mas sim um cancer de mama metastatico nos 0ssos. Nesses casos, usa-se
um esquema de tratamento para cancer de mama e ndo para cancer 6sseo (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2007).

As causas do aparecimento do cancer sdo variadas, podendo ser de ordem externa ou
interna do organismo, e estarem ou ndo inter-relacionadas. As causas externas estdo
relacionadas ao meio ambiente, aos habitos ou costumes de uma sociedade e cultura. Tais
fatores causais podem interagir de varias formas (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER,
1999). Os fatores ambientais estéo relacionados a canceres numa taxa que vai de 80% a 90% e
alguns deles sdo bem conhecidos: o cigarro pode causar cancer de pulmédo e a exposigdo
excessiva ao sol pode causar cancer de pele. Outros estdo em estudos, tais como alguns
componentes de alimentos que ingerimos (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 1999).
Dentro os varios tipos de canceres, aquele diretamente relacionado a fator externo-exposicéo a
luz solar- merece atencao especial, em funcdo do grande nimeros de casos, em nivel mundial,
observado. E conhecido como cancer de pele e seu aparecimento leva em conta tanto a etnia

como a idade.

1.2. CANCER DE PELE

O cancer de pele pode ser dividido em dois tipos, dependendo do tipo celular do qual se
originou: o cancer de pele tipo ndo-melanoma, derivado de células epiteliais que ndo os
melandcitos e o cancer de pele do tipo melanoma, originado de melandécitos. Os melandcitos,
células responsaveis pela producdo de melanina (pigmento) residem sobre a membrana basal,

que separa a derme da epiderme, no tecido cutaneo normal (Figura 1).
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Figura 1: Diagrama simplificado das camadas superiores da pele. (CALS-RIERSON;
ORMEROD, 2004).

1.2.1. Cancer de pele tipo Melanoma
O melanoma é um céancer que se origina nas células produtoras de pigmento da pele

(melandcitos) (Figura 2).

Superlicie da pele P

Figura 2: Esquema ilustrativo do cancer de pele tipo Melanoma. Fonte:

www.diaadia.pr.gov.br.


http://www.diaadia.pr.gov.br/

O melanoma pode-se iniciar como um pequeno tumor cutaneo pigmentado sobre a pele
normal, mais frequentemente em &reas expostas ao sol. A exposic¢ao a luz ultravioleta (UV)
esta fortemente relacionada ao desenvolvimento do melanoma cutineo, assim como ao de
outros tipos de cancer de pele. Entretanto, a formacdo do melanoma estd mais relacionada
com historicos de exposi¢do intensas e esporadicas, enquanto que no caso de outros tipos de
cancer de pele, um acimulo de exposicdo frequentemente contribui mais para formacdo dos
tumores (PERLIS; HERLYN, 2004). Isto pode ser explicado pela propria biologia dos
melanocitos. No caso de exposicdes frequentes, os melandcitos aumentam a producéo e
distribuicdo de melanina, o que forma uma capa protetora na camada basal da epiderme,
protegendo-os dos danos causados pelos raios UV. J& no caso de exposi¢Ges muito intensas ao
sol, os melandcitos ndo conseguem produzir quantidade suficiente de melanina, assim a pele
fica exposta aos efeitos da radiacdo UV. Além disso, como o0s melandcitos possuem
naturalmente uma grande quantidade de proteinas anti-apoptéticas ou pré-sobrevivéncia, sdo
capazes, ao contrario dos queratinécitos, de resistir a grandes doses de radiagdo UV, podendo

propagar as alteracdes genéticas adquiridas (PERLIS; HERLYN, 2004).

1.2.2. Cancer de pele tipo ndo-melanoma

O carcinoma basocelular e o carcinoma epidermoide, também chamados de cancer de
pele ndo-melanoma, sdo os tipos de céancer de pele mais frequentes - 70% e 25%,
respectivamente. Porém, apesar das altas taxas de incidéncia, o cancer de pele ndo-melanoma
apresenta altos indices de cura, principalmente devido a facilidade do diagndéstico precoce.

Os carcinomas basocelulares sdo originarios da epiderme e dos apéndices cutaneos
acima da camada basal, como foliculos pilosos, por exemplo. Ja os carcinomas epidermoides
tém origem no queratindcitos da epiderme, podendo também surgir no epitélio escamoso das

mucosas (Figura 3).



Figura 3: Esquema ilustrativo do cancer de pele tipo ndo-Melanoma. Fonte

www.diaadia.pr.gov.br.

Individuos que trabalham expostos diretamente ao sol sdo mais vulneréveis ao cancer de
pele ndo-melanoma. Esse tipo de cancer é mais comum em adultos, com picos de incidéncia
por volta dos 40 anos. Porém, com a constante exposicao de jovens aos raios solares, a média
de idade dos pacientes vem diminuindo. Pessoas de pele clara, que ficam vermelhas com
exposicdo ao sol, estdo mais sujeitas a desenvolverem este tipo de cancer. A maior incidéncia
deste tipo de cancer de pele se d& na regido da cabega e pescoco, que sdo justamente os locais

de exposicéo direta aos raios solares.

1.3. TERAPIA DO CANCER

Apbs a Segunda Guerra Mundial, a medicina obteve progressos memoraveis que
culminaram na cura de diversas doengas, melhorando a expectativa média de vida das
pessoas. Dessa forma, passou a utilizar métodos de diagnosticos e tratamentos altamente
sofisticados, porém, agressivos para 0 paciente, prolongando a vida, mas aumentando o
sofrimento (SOFFIATTI, 2000).

Os tratamentos basicos para o cancer sdo a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia,
sendo a cirurgia e a radioterapia consideradas como tratamentos locais, e a quimioterapia,
como tratamento sistémico. No cancer, essas terapéuticas sdo usadas de forma isolada ou
associada (BONASSA, 1998).


http://www.diaadia.pr.gov.br/
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A quimioterapia é descrita por Bonassa (1998) e é definida como o uso de

substancias quimicas isoladas, ou em combinacdo, com o objetivo de tratar as neoplasias

malignas. De acordo com Silva (p.1, 2001):

[...] essas drogas atuam a nivel celular, interferindo no seu processo de

crescimento e divisdo, contudo sem especificidade,

nao destruindo

seletivamente ou exclusivamente as células tumorais; assim, agridem as

células normais que possuem caracteristicas semelhantes as tumorais.

A quimioterapia desencadeia uma série de efeitos colaterais, como pode ser

observado na tabela 1.

Tabela 1: Efeitos tdxicos dos quimioterapicos, conforme a época em que se manifestam apos

a aplicacéo.
Precoces* Imediatos Tardios Ultra-Tardios
(de 0 a 3 dias) (de 7 a 21 dias) (meses) (meses ou anos

* VOmitos

* Nausea

* Mal estar

* Artralgias

* Adinamia

» Agitacao

* Mielossupressao

granulocitopenia

plaguetopenia anemia

* Mucosites

* Cistite hemorragica

devida a ciclofosfamida

* Imunossupressao

* Miocardiopatia

* Hiperpigmentacao

* Alopecia

* Pneumonite devida a

bleomicina

* Imunossupressao

* Infertilidade

* Carcinogénese

* Mutagénese

 Disturbio do
crescimento em

criancas

* Seqiielas no
sistema nervoso

central
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» Exantemas * Neurotoxidade
« Fibrose/cirrose

hepatica

* Flebites

*Sindrome da toxicidade precoce (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2007)

Hoje em dia, muitos medicamentos novos sdo postos a disposi¢do dos oncologistas
com o objetivo de reduzir a toxicidade dos quimioterapicos. No entanto, os efeitos colaterais
severos ainda diminuem muito a qualidade de vida do paciente.

A radioterapia induz morte celular por acdo de radiacdes ionizantes, que podem ser
eletromagnéticas, raios X ou gama, e particulada, particulas y e B, prétons e néutrons, que
eliminam o tecido neoplasico. Mas, por outro lado, estudos mostram que a radioterapia pode
aumentar o risco de doencas cardiovasculares na mesma parte do corpo, por exemplo, o
paciente tem mais chances de sofrer um infarte ap6s tratamento de tumores na mama esquerda
(HALLE et al, 2010).

A cirurgia é utilizada para a retirada de tecidos neoplasicos localizados e ndo é
indicada para casos de metéstase.

Esses tratamentos classicos sdo demorados, além de causar desgaste e sofrimento ao
paciente (SIBATA et al, 2000; OCHSNER, 1996). Diante dos graves efeitos colaterais e da
eficiéncia limitada das terapias tradicionais (cirurgia, quimioterapia e radioterapia), outras
alternativas estdo sendo constantemente propostas na area de oncologia (cancerologia). Dentre
estas, destaca-se a Terapia Fotodindmica (TFD), uma modalidade relativamente nova no
tratamento de cancer. Apesar de boa parte do uso da TFD ser centrada nesta doenca, outras
moléstias, tais como degeneracdo macular da retina, psoriase, artrite reumatdide sistémica,
entre outras, tém como caracteristica comum um crescimento anormal de tecidos, igualmente
ao cancer (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010). Assim a TFD esta sendo usada e investigada

mundialmente no tratamento dessas e de outras doencas.

|.4. TERAPIA FOTODINAMICA

A TFD é um tratamento médico em que se emprega uma combinagdo de luz e de
farmaco a fim de obter um efeito citotoxico ou um efeito modificador no céncer ou em
qualquer outro tecido indesejavel (DOUGHERTY et al, 1978; DOUGHERTY, POTTER,
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WEISHAUPT 1984; DOUGHERTY, 1995). Uma das principias vantagens da TFD esta no
fato de o farmaco ndo apresentar citotoxicidade, exceto quando submetido & irradiacdo. O

mecanismo de acao da TFD esté ilustrado na figura 4.
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Figura 4: Principio basico da Terapia Fotodindmica (TFD). (DOUGHERTY et al, 1998)

Um complexo fotossensivel e de toxicidade desprezivel é introduzido no paciente (1),
sendo que esse se acumula preferencialmente em células que se replicam de modo acelerado
(2). Esta seletividade se deve a presenca significativa de receptores de proteinas de baixo peso
molecular, a presenca de macrofagos e a diminui¢do do pH nos tecidos tumorais que favorece
a atracdo das drogas fotossensiveis, 0 que ja atribui a esta técnica uma grande vantagem

comparada as terapias convencionais (DOUGHERTY et al, 1998). Posteriormente, uma faixa

de luz com energia na faixa de 16660 — 12500 cmL (600 - 800 nm), a chamada janela
terapéutica, € incidida sobre o tecido lesado (3), cuja penetracdo nos tecidos atinge cerca de 2-
3 mm, com radiacdo na regido de 630 nm e de 5-6 mm na faixa de 700 - 800 nm. A luz ativa o
farmaco e resulta em produtos que necrosam ou afetam o tumor (4). E importante destacar
gue a energia luminosa deve ser adequada para causar a acdo do farmaco irradiado, porém
com intensidade que tenha efeito desprezivel ou nulo sobre os tecidos saudaveis que possam
ser atingidos pela luz.

A TFD ¢ utilizada no tratamento de neoplasias, em diferentes partes do corpo, tais
como sistema gastrointestinal, sistema nervoso central, cabega, pescogo, es6fago e pulmdes.
A grande eficacia da TFD é no tratamento de cancer de pele, pela facilidade de exposicdo
desse orgao a luz (de ROSA; BENTLEY, 2000).
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A base da TFD ¢é o processo fotofisico dos fotossensibilizadores exdgenos presentes
nos tecidos celulares. Para um melhor entendimento da TFD, uma fundamentagdo sobre os
processos fotofisicos e fotoquimicos é importante e esta contemplada a seguir.

A absorcéo de luz na regido do visivel ou ultravioleta por uma espécie quimica pode
leva-la a um estado eletronicamente excitado (A*) (equacédo 1), cujo tempo de vida é variavel
e tem propriedades quimicas diferentes da espécie inicial. A energia absorvida pode ser
dissipada quimicamente (equacdo 2) ou fisicamente (equacbes 3 e 4) (PORTER, 1983,
ALLEN; VAN LIER, 2000, MAcDONALD; DOUGHERTY, 2001).

A+ hv — A* @
A* — produtos (2)
A* > A+ hy 3)

A* — A + calor 4)

Esses processos (fotofisicos e fotoquimicos) podem ser avaliados através de um
esquema denominado diagrama de Jablonsky (Figura 5). Uma determinada substancia no
estado fundamental (SQ), quando excitada ao primeiro estado singlete (S1) geralmente segue
quatro caminhos de desativacdo: (1) decaimento ndo radiativo; (2) reacdo quimica originando
uma outra espécie no estado fundamental; (3) emissdo de fluorescéncia, ou (4) cruzamento
intersistema para 0 mais baixo estado triplete (T1). O estado triplete gerado (T1) pode voltar
ao estado fundamental também por decaimento ndo radiativo, ou emitir fosforescéncia, ou ter
uma reacdo quimica com formacdo de outras espécies no estado fundamental (DEMAS,
1983).

Como colocado anteriormente, o principio para TFD é a existéncia de um farmaco
fotossensivel (fotossensibilizador-FS) capaz de fazer a absor¢do da radiacdo na janela
terapéutica. Assim com o féton de luz absorvido, o FS pode atingir o estado triplete excitado

T1 (Figura 5) e, quando em presenca de oxigénio molecular, origina espécies reativas de

oxigénio (102, O,™", OH’, H,0,), definidas como EROs.
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Figura 5: Diagrama de Jablonsky. hv = absorcdo, kic = decaimento ndo radiativo, kf =
decaimento radiativo (fluorescéncia), krs = reacdo fotoquimica a partir do estado singlete
excitado, kisc = converséo intersistema, kp = decaimento radiativo (fosforescéncia) e krt =

reacao fotoquimica a partir do estado triplete excitado.

1.5. FOTOSSENSIBILIZADORES

A busca de farmacos fotossensiveis para serem aplicados na TFD tem sido objeto de
inimeros estudos (DOUGHERTY et al, 1978; DOUGHERTY, 1995; JOSEFSEN, 2008) e
varios sdo 0s complexos que apresentam potencialidade para atuarem como
fotossensibilizadores. O primeiro fotossensibilizante que foi aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de céncer através da TFD foi um derivado de
hematoporfirina (Photofrin™) produzido pela QLT Inc. Atualmente had outras variantes
comerciais dessa droga, que sdo: Photosan", Photogem" e Photocarcinorin"(RIBEIRO et al,
2007).

O estagio atual da pesquisa tem como meta propor um fotossensibilizador que seja
mais efetivo que o photofrin. Nesse sentido, verificam-se inUmeras investigacdes para
compreender a relacdo da estrutura-atividade de novos complexos, de modo a contemplar as
seguintes caracteristicas:

a- Baixa ou nenhuma toxicidade no escuro.
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b- Ter propriedades farmacocinéticas adequadas, como alta afinidade com os tecidos
tumorais e facil eliminacdo do corpo.

c- Alto rendimento quéntico de producdo de oxigénio singlete, com tempo de vida
triplete superior a 500 ns e absor¢éo na regido na janela terapéutica.

As ftalocianinas (pcs) sdo uma classe da segunda geragdo de fotosensibilizadores,
que vém sendo estudadas como alternativa ao uso das porfirinas na TFD. As ftalocianinas
geralmente ndo sao toxicas, sdo resistentes a degradacao quimica e fotoquimica e apresentam
bandas de absorcdo de alta absortividade dentro da janela terapéutica (600 - 850 nm)
(ROCHA, 2008)

Verifica-se que grande parte (80 - 90%) do estudo da TFD é baseada na utilizacdo
do oxigénio singlete (*O, ) como espécie reativa (de ROSA; CRUTCHLEY, 2002). A hipoxia
das neoplasias de grande porte reduz a eficiéncia do tratamento a base da TFD como terapia
efetiva na fase clinica. Assim, a investigacdo de busca de fotossensibilizadores que, quando
ativados, resultam como produtos radicais livres, bem como outras espécies radicalares
independentes de oxigénio, tem sido prioridade em varios centros de pesquisa. Uma
possibilidade é utilizar complexos, como os complexos nitrosilo de ruténio com ftalocianinas,
que possam liberar 6xido nitrico (NO) quando estimulados fotoquimicamente. O NO, além de

possuir natureza radicalar, reage com o anion superoxido (O’,) presente no meio e forma o

peroxininitrito (ONOQO?), que é uma espécie altamente reativa e faz parte de uma classe de
substancias denominadas espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERONS)
(HEROLD; PUPPO, 2005; IGNARRO, 2000). O NO é uma das mais versateis moléculas
produzidas pelo organismo e tornou-se, recentemente, matéria prima de novos materiais
destinados a serem empregados como farmacos. Sabe-se que o NO possui tanto efeito
tumorogénico quanto tumoricida. Este ultimo é favorecido quando no meio celular existe uma
elevada concentragdo de NO (IGNARRO, 2000). A atividade antitumoral do NO inclui
inibicdo da proliferacdo de células tumorais.

1.6. IMPORTANCIA BIOLOGICA DO OXIDO NITRICO

O NO apresenta surpreendente onipresenca em seres vivos. E a Unica molécula
enddgena conhecida que retne as propriedades de neurotransmissor, de mediador constitutivo
e indutivel e de agente citotoxico. A molécula possui acdo na regulacdo da pressao sanguinea,
no sistema imunoldgico e nas atividades do cérebro, figado, pancreas, Utero e pulmdes
(MIRANDA, 2003; BONAVENTURA, 2008; GAITANI, 2009;).
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A molécula de NO € a menor molécula classificada como mensageiro nos processos
bioldgicos. Nessa funcdo, o0 NO nédo depende de transportadores especificos nem de canais de
passagem intracelulares. Ele difunde-se pela célula, com a mesma facilidade em meio
hidrofilico e em meio lipofilico. Sua acdo fisiologica depende muito mais de suas
propriedades fisico-quimicas do que de sua conformacédo espacial (FELDMAN; GRIFFITH,
1993).

Talvez a area de pesquisa sobre a bioquimica do NO que mais se desenvolveu nas
ultimas décadas esteja relacionada com sua acao vasodilatadora. Em 1987, constatou-se ser o
NO o fator de relaxamento endotélio dependente (FRED). Nas células endoteliais, 0 NO €
produzido pela isoforma constitutiva do Oxido Nitrico Sintase Endotelial (NOSe)
(MUIJSERS et al, 2001). Simplificadamente, esta enzima produz NO e o aminoacido L-
citrulina a partir do aminoacido L-arginina e de oxigénio (O,) presente no meio. As isoformas
das enzimas constitutivas do éxido nitrico estdo subdivididas em: isoenzima neuronal (nNOS
), isoenzima endotelial (eNOS) e isoenzima induzida (iNOS) (CALS-GRIERSON,;
ORMEROD, 2004).

O NO também atua em carcinogenesis, progressdo tumoral e na terapia do cancer,
dependendo das condi¢es no meio intracelular, do tipo de célula alvo, concentracdo de NO e
presenca de outras espécies radicalares (WELLER, 2003; CHIANG et al, 2005). A resposta
apoptética celular parece depender significativamente do potencial redox da célula, que é
influenciado pelos niveis de éxido nitrico. No entanto, a0 mesmo tempo em que altas
concentracdes de NO promovem o efeito tumoricida (morte celular), mecanismos de protecédo
celular antiapoptose (efeito tumorogénico) mediados pelo NO vém sendo estudados, mas
ainda ndo foram elucidados. Sob influéncia citotoxica do NO, as células tumorais podem
morrer por apoptose ou necrose, dependendo do tipo de célula (KRONCKE; FEHSEL;
KOLB-BACHOFEN, 1997). Dentre as hipdteses para elucidacdo dos mecanismos que
envolvem o processo de apoptose ocasionado pelo NO, destacam-se: inducdo da expressao de
Bcl-2, que é um inibidor do processo de ativacdo das caspases (CALS-GRIERSON;
ORMEROQOD, 2004), inativacdo de enzimas que reparam o DNA e inducdo do fator de
transcricdo p53 (KRONCKE; FEHSEL; KOLB-BACHOFEN, 1997).

Em 1998, Gupta e colaboradores demonstraram a producdo de NO durante o
processo de fotossensibilizacdo de células tumorais utilizando-se de uma ftalocianina como
sensibilizador. O mecanismo de formacdo do NO durante a terapia fotodindmica foi explicado
com base no fato de que a TFD resulta em um aumento rapido e significativo da isoforma da

enzima 6xido nitrico sintase (NOS), que é dependente do Ca®* presente nos tecidos cerebrais



17

e neurdnais (NOS I). O aumento da isoforma (NOS I) pode ser explicado pelo fato de que o
processo de TFD leva & liberagdo intracelular de Ca** a partir dos seus estoques dentro das
células, o que, por sua vez, resulta em um aumento da producdo de NO responsavel pela
inducdo do apoptose.

Estas descobertas recentes tém estimulado o interesse, na quimica e na bioquimica,
pelo NO, levando ao desenvolvimento de novas drogas para a medicina (SADLER et al,
1998; IGNARRO, 2000; TOGNIOLO et al, 2001). Devido a extrema instabilidade das
moléculas de NO em meio bioldgico e a seu curto tempo de meia vida (aproximadamente 5
seg), torna-se dificil o estudo de seus efeitos fisiologicos. Assim, existe um grande interesse
por complexos quimicos que possam servir de pro-drogas para a liberagdo controlada do NO
nos sistemas biologicos. Esses complexos devem apresentar algumas propriedades
caracteristicas, como: ser de facil preparacdo em uma forma pura e estavel, de preferéncia
hidrossollveis; gerar NO quantitativamente; e os produtos da saida do NO devem ser
complexos atoxicos. Dessa forma, o desenvolvimento de complexos que possam agir como
doadores de NO em um organismo bioldgico é de interesse para a clinica médica, haja vista a
possibilidade de se controlar a liberacdo do dxido nitrico por reacGes fotoquimicas e/ou
redutimétricas (SAUAIA et al, 2003; OLIVEIRA et al, 2004; BONAVENTURA et al, 2004;
SAUIAIA et al, 2005; de LIMA et al, 2005).

1.7. APLICACOES FARMACEUTICAS DE COMPLEXOS METALICOS

A modelagem molecular de complexos metalicos para fins terapéuticos envolve o
delineamento de algumas etapas que possibilitam a absorcéo da droga pelo organismo, como:
hidrélise do complexo, ligacdo em sitio protéico, transporte pela membrana celular e interacdo
com alvo molecular (SCHWIETERT; McCUE, 1999). O desenvolvimento dessas etapas
possibilitou aplicacdo farmacoldgica, e, entre outros exemplos, podem-se citar 0s complexos
de platina, utilizados no tratamento de cancer, assim como 0s complexos de ouro, no
tratamento de artrite reumatdide, os complexos de prata, usados como agentes
antimicrobianos e os complexos de mercurio, utilizados como diuréticos (BERNERS-PRICE,
1996; ALLARDYCE; DYSON, 2001).

Alguns complexos nitrosilos com aplicagdo médica séo também conhecidos desde o
século X1X e muitos deles continuam sendo utilizados (SZCEPURA; TAKEUCHI, 1990). O
nitroprussiato de sodio, Nay[Fe(CN)s(NO)]. 2H,0, vasodilatador til no controle da pressao
arterial, especialmente em casos de emergéncia, € um exemplo de complexo metalico que

carrega um ligante ativo (ligante nitrosil) (MONCADA et al, 1991). O uso destes complexos
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encontra, as vezes, limitagdo devido as reacdes secundarias aquela de interesse. No caso dos
complexos nitrosilos, a reacdo desejada é a liberacdo de 6xido nitrico.

Algumas alternativas para o controle da liberacdo seletiva de NO a partir de
complexos de coordenacdo sdo viaveis clinicamente, como a inducdo luminosa e a reducgéo
eletroguimica do NO™ coordenado. Ambas as técnicas levam em consideracdo a baixa
afinidade observada entre o ligante NO° e alguns fons metéalicos. Isso mostra que a
fotoquimica e os processos eletroquimicos podem ser utilizados para modelar diferentes
processos bioquimicos.

Com alguns metais de transi¢do, o Oxido nitrico tende a reagir rapidamente. A
ligagdo entre o metal e a molécula de 6xido nitrico é estavel porque existe uma doacdo de
densidade eletrdnica dos orbitais tipo o do NO para o metal. A principio, a molécula de NO
pode ligar-se ao metal (M) tanto pelo 4&tomo de nitrogénio (M—NO) como pelo atomo de
oxigénio (M—ON), originando as formas nitrosil ou isonitrosil, respectivamente. A forma
nitrosil € a mais comum, sendo que a forma isonitrosil deve ocorrer com metais mais
eletropositivos, como Li e Na (RICHTER-ADDO; LEGZDINS, 1992).

Metalo-drogas, cujo centro metélico é o ruténio, possuem boa aplicacdo clinica,
principalmente por ser baixa a toxicidade do metal. Isto se deve, em parte, a semelhanca das
propriedades fisico-quimicas deste metal com as do ferro. O organismo consegue proteger-se
dos efeitos causados por um excesso de ferro através do aumento da producdo de proteinas
captadoras de ferro, como a transferrina e a albumina. Alguns autores acreditam que o
mecanismo de protecdo contra a toxicidade do ruténio seria o0 mesmo (ALLARDYCE;
DYSON, 2001).

A busca de métodos capazes de liberar 6xido nitrico nos organismos a partir de
complexos nitrosilo de ruténio é bastante intensa. Uma estratégia é utilizar complexos que
sejam fotoquimicamente ativos, ou seja, liberam NO quando submetidos a algum tipo de
estimulo fotoquimico (CARLOS et al, 2004; FORD; LAVERMAN, 2005). Visando esta
perspectiva, Togniolo et al. (2001) descreveram estudos espectroscopicos e fotoquimicos do
complexo cis-[RuCI(bpy).(NO)](PFs).. Esse trabalho mostrou a liberagdo de NO em meio
aquoso quando irradiado com laser em 355 nm (dno = 0,98 mol einstein™). Recentemente,
Oliveira et al. (2004) relataram a sintese e as propriedades fisico-quimicas e fotoquimicas da
espécie trans-[RuCI([15]aneN4)NO](PFg).em tampao fisiologico (pH = 7,4). Este complexo,
guando irradiado com laser em 355 nm, produz NO e a espécie trans-
[RuCl([15]aneN4)H,0]". O rendimento quéntico encontrado para a liberagdo do NO foi 0,61

mol einstein™.
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Para aumentar a possibilidade da utilizacdo destes complexos como metalo-drogas, €é
preciso conhecer mais sobre seu comportamento quimico e seu mecanismo de agdo em
sistemas bioldgicos. Neste contexto, o trabalho desenvolvido pelo grupo do Prof. Roberto
Santana da Silva (TFOUNI et al, 2005; GAITANI, 2009; SANTANA, 2010; TFOUNI, 2010)
visa contribuir para o conhecimento e descricdo das propriedades fisico-quimicas de
complexos nitrosilos de ruténio. Embora se tenha um bom conhecimento e controle da
liberacdo de Oxido nitrico utilizando complexos nitrosilos de ruténio, a perspectiva para uso
clinico destas espécies ganha ainda limitacio em funcdo de a grande maioria destes
complexos ndo apresentarem bandas intensas na regido de interesse clinico. De fato, esta é
uma das areas de pesquisa do grupo do Prof. Silva dentre as quais o processo de transferéncia
fotoinduzida tem propiciado obtencdo de bons resultados em funcdo da producdo de NO.
Baseado nisto, parece-nos uma boa alternativa utilizar complexos gque ja encontram descri¢édo
em uso clinico e a associacdo a complexos doadores de NO. Uma das possibilidades sdo os
complexos contendo ftalocianina na esfera de coordenagéo do metal.

Com objetivo de minimizar os possiveis efeitos indesejados dos agentes
fotossensibilizadores na TFD, vencer a baixa seletividade do tumor e a baixa solubilidade em
agua destes complexos, determinada quase sempre pela natureza hidrofébica, muitas
pesquisas estdo sendo realizadas no sentido de incorporar essas espécies em sistemas de
liberacdo controlada, como ciclodextrinas, lipossomos, nanoparticulas e microemulsdes, o que
constitui a terceira geracdo de fotossensibilizadores utilizados na TFD (OCHSNER, 1996;
DeROSA; CRUTCHLEY, 2002; TEDESCO et al, 2003). No caso de propostas de veiculos de
farmacos para uso tdpico, torna-se necessaria a compreensdo quanto a estrutura fisica e

quimica da pele, j& que esta tem um papel fundamental de barreira natural do organismo.

1.8. VEICULOS DE FARMACOS: LIPOSSOMA ULTRAFLEXIVEL

A pele normal é impermeavel a muitos tipos de substancias. Sua fina espessura
contribui para 80% da sua resisténcia a permeacdo (CEVC; SCHATZLEIN; RICHARDSEN,
2002).

Tendo em vista as propriedades naturais da pele (epiderme e strato cdrneo), para se ter
sucesso na administracdo topica de diferentes farmacos, é necessario que penetrem na pele,
atravessando 0s corneocitos e espacos das vias intracelulares. Os parametros de
difusiabilidade e solubilidades dos farmacos em relacdo & epiderme sdo importantes para sua

penetracdo na pele (HIRUTA et al, 2006). Além disso, existe a reducdo de niveis sistémicos
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de farmaco no local de agdo em virtude da necessidade da utilizacdo de altas concentracfes de
farmacos (HONEYWELL-NGUYEN; BOUWSTRA, 2005).

Sendo assim, algumas estratégias podem ser utilizadas na tentativa de melhorar as
caracteristicas de absor¢cdo de um farmaco na pele, como, por exemplo: modificacdes
quimicas na estrutura do fa&rmaco (BONINA et al, 1995); modifica¢cdes estruturais na forma
farmacéutica (LAUGEL et al, 1996; LOPEZ et al, 2003a); uso de agentes solubilizantes
(VIANNA, 1998); aplicacdo de iontoforese (LOPEZ et al, 2001; LOPEZ et al, 2003b; HERAI
et al, 2004); e uso de alteradores da permeabilidade cutanea, chamados de promotores de
absorcéo cutanea (LOPEZ et al, 2004; de ROSA et al, 2004).

Além da importancia dos promotores de absor¢cdo cutdnea nas formulacdes de uso
topico, no caso de tratamento tumoral, a seletividade é um fator muito importante
(MAZIERE; MORLIERE; SANTUS, 1991). Neste caso, a seletividade pode ser melhorada
através do uso de formulages lipossomais.

A maioria dos fotossensibilizadores que exibem uma boa afinidade com os tecidos
tumorais sdo farmacos associados a sistemas lipidicos de liberagdo, como os lipossomas, que
reduzem significativamente o espalhamento do farmaco no corpo e aumentam sua
concentragéo nos tecidos tumorais (REDDI et al, 1990).

As formulacGes lipossomais sdo extensivamente utilizadas para indmeros farmacos
tumorais hidrofilicos e lipofilicos (ALLEN, 1997), pois melhoram a eficiéncia e a seletividade
tumoral destes fotossensibilizadores, apds sua incorporacdo na bicamada lipidica. Os
lipossomos tém vantagens sobre outros sistemas de liberacdo de farmacos, ja que séo
biodegradaveis, ndo-toxicos e ndo-imunogénicos.

Em casos de utilizacdo de lipossomas em tratamentos da pele, as vesiculas lipidicas
necessitam atravessar pequenos poros da camada strato cérneo com diametros inferiores a 50
nm (CEVC, 2004). Uma das possibilidades é a utilizacdo de lipossomas utraflexiveis (Figura

6). Tais sistemas possuem a capacidade de penetrar na pele intacta (CEVC; VIERL, 2010).
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Figura 6: llustracdo de lipossoma ultraflexivel (CEVC; VIERL, 2010).

Ativadores de borda aumentam a elasticidade das bicamadas nos lipossomas devido a
uma redistribuicdo de lipidios anfifilicos (HIRUTA et al, 2006). Um ativador de borda
frequentemente utilizado sdo surfactantes de cadeia simples que desestabilizam a bicamada
lipidica do lipossomo, aumentando assim sua deformabilidade pela diminuicdo da tensédo
superficial (HONEYWELL-NGUYEN; BOUWSTRA, 2005). Exemplos de ativadores de
bordas incluem os tensoativos: colato de sédio, deoxicolato de sodio, Tween 80 e Span 80
(HIRUTA et al, 2006).

As vesiculas ultraflexiveis possuem penetracdo na pele intacta via transdermal, por
gradiente osmotico e forgas de hidratacdo (CEVC; BLUME, 1992).



OBJETIVOS



23

1.  OBJETIVOS
11.1. Objetivos Gerais:
Estudar o efeito sinérgico envolvendo oxigénio Singlete (*O,) e 6xido nitrico (NO), pelo

estimulo luminoso do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] (Figura 7), em linhagem de células

cancerigena B16/F10.

X
N N N
| NO*/
N—RuU—N
Y /|
ONO
N—_ " XN

Figura 7: Estrutura quimica e espacial do complexo [Ru(NO)(ONO)pc].
11.2. Objetivos Especificos:
e Sintese e caracterizacdo [Ru(NO)(ONO)pc].

e Estudo fotoquimico e fotofisico do complexo [Ru(NO)(ONO)pc]; a proposta deste
estudo ser4 avaliar a capacidade do complexo de liberar NO (éxido nitrico) e produzir ‘O,
(oxigeénio singlete) a partir de foto estimulo na regido de 500 a 700 nm.

e Incorporagdo do complexo ftalocianinanitrosilonitritoruténio(ll) em lipossoma e
caracterizagdo fisico-quimica e avaliagdo como sistema de liberagdo do complexo.

e Ensaios Farmacoldgicos do complexo de ruténio como agente doador de NO.

e Estudos in vitro para avaliar os efeitos das espécies EROs e ERONs produzidas pelo
complexo [Ru(NO)(ONO)pc], em linhagem de celulas de melanoma B16/F10.
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I1l.  MATERIAIS E METODOS

111.1. REAGENTES E SOLVENTES

A tabela 2 resume a procedéncia dos reagentes e solventes utilizados para

procedimentos experimentais.

Tabela 2: Procedéncia dos reagentes utilizados durante a sintese e a caracteriza¢cdo do

complexo.
Reagentes Procedéncia
Acido nitrico Synth
1,2-dicianobenzeno Aldrich
Cloreto de ruténio(l1l) Aldrich
Cloroformio Synth
Cobre metdlico s
1,8 Diazabicyclo [5.4.0] undec- 7 ene- DBU Sigma-Aldrich

1,3-difenil-iso-benzofurano - DPBF

Dimetilsulfoxido- (DMSO)
Etanol
Hidroxido Potassio

Pentanol

Acros organics

Sigma-Aldrich
Synth
F-maiaGold
Aldrich

I11.2. SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DE RUTENIO

111.2.1 Sintese dos complexos de ruténio

111.2.1.1 Sintese do precursor [Rupc]

25

O complexo [Rupc] é precursor do complexo [Ru(NO)(ONO)pc]. A sintese de
ftalocianinaruténio(ll) analiticamente puro foi primeiramente relatada por Hanack e Kobel

(1986) e atualmente é sintetizada em nosso laboratorio com algumas modificacdes, segundo
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Rocha e colaboradores (2008). Em um baldo de trés bocas de 100 mL foram dissolvidos
0.6000 g (2,90 x 10 mol) de RuCl;.3H,0 em 25 mL de pentanol previamente seco (destilado
e mantido sobre peneira molecular). O sistema foi mantido em atmosfera de argonio e refluxo
por 24 h a 140,0 ° C. Apos a solucédo adquirir uma coloragdo azul, que evidencia a formagdo
de um complexo de ruténio(ll), uma solucdo desaerada com excesso de 1,2 dicianobenzeno
3,4000 g (2,60 x 102 mol), previamente dissolvido em etanol, foi adicionada. Imediatamente,
10 gotas de 1,8 Diazabicyclo [5.4.0] undec- 7 ene (DBU) foram adicionadas a mistura, que foi
mantida em refluxo e sob atmosfera de argénio, por 24 h. Apos o resfriamento da solucao,
formou-se um soélido azul, que foi coletado por filtragdo a vacuo. O volume do filtrado foi
reduzido através da evaporacao do solvente a pressdo reduzida, e outra porcdo de sélido se
formou. A purificacdo do solido azul foi efetuada pela lavagem deste com solucéo acidificada

(&cido sulfarico e agua 2:1) e filtrado a vacuo, houve rendimento ao redor de 65,0 %.

111.2.1.2 Sintese do complexo [Ru(NO)(ONO)pc]
A sintese do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] foi preparada por meio de duas rotas

sintéticas diferentes.

A primeira rota sintética foi preparada como descrita na literatura (ROCHA et al.
2008). Dissolveu-se 0,1000 g (1,63 x 10" mol) do precursor [Rupc] em 32 mL da mistura de
solvente CHCls/etanol/agua (1:5:0,4) desaerada e aquecida a 55,0 °C. Ap6s 30 minutos,
0.3500 g (5.07 x 10 mol) de NaNO, dissolvidos em 5 ml de etanol/H,O (1:1) foram
adicionados a solucdo do complexo de ruténio e a mistura resultante foi mantida sob agitacéo,
fluxo continuo de argonio a 55,0 °C por 24 h. Durante o periodo da reacdo, foram
acrescentados, de 4 a 5 vezes, 5 mL de CHCI; desaerados. Ap6s o periodo de 24 horas,
deixou-se o CHCI3 evaporar e ocorreu a formacdo de um sélido verde, que foi coletado por
filtracdo a pressdo reduzida. O sélido verde foi purificado em coluna cromatografica com

alumina neutra e eluida com CHClI;. Houve rendimento ao redor de 36,0 %.

A segunda rota sintética foi preparada a partir da reacdo de [Rupc] na presenca do gas
NO. Pesou-se 0.1000 g (1,63 x 10™ mol) do precursor [Rupc], dissolvendo-o em 32 mL de
uma mistura de solvente CHCls/etanol/agua (1:5:0,4) desaerada. Apos este procedimento, o
argonio foi removido, iniciando-se imediatamente o borbulhamento de NO (ver item 3.2.2).
Repetiu-se 0 mesmo procedimento de borbulhamento por quatro vezes, durante 48 h. O
complexo [Ru(NO)(ONO)pc] foi obtido. Houve rendimento ao redor de 87,0 %
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111.2.2. Borbulhamento de NO

O gas NO foi gerado por uma solugdo de acido nitrico 50%, sobre pastilhas de cobre
metalico (Cu®) (Equacio 1).
3CuU(s) + 8H" (aq) + 8NO () — 2NO(q) + 3CU*" 4y + BNO? (o) + 4H20¢ (Equagdo 1)

Antes de borbulhar a solucdo padrdo, o gas passou por uma solucdo de hidréxido de
potassio (KOH)~10M, para remover possiveis tracos de NO, presentes na mistura gasosa

(Figura 8).

- X _,__d’rodugéo de'NO®

inha de argbnio

Figura 8: Aparato montado em capela para geracdo de 6xido nitrico gasoso.

111.2.3. Preparacao Solucdo Tampéo para solubilizar complexo [Ru(NO)(ONO)pc]
Devido a baixa solubilidade do complexo [Ru(NO)(ONO)pc], foi preparada uma

solucdo estoque do complexo em DMSO e Etanol na proporcao de (1:1). Apds preparar a

solucdo estoque, aliquotas foram retiradas e diluidas em tampéo fosfato pH = 7,4 a fim de

obter complexo em meio aquoso nas concentragdes desejadas.

111.2.4. Andlise Elementar
Os resultados de analise elementar dos complexos foram obtidos pelo aparelho
Elemental Analizers CE Instruments Carlo Erba modelo 1110 CHNS-O, situado no

Departamento de Quimica Universidade Federal de Sdo Carlos.
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111.2.5. Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos com Espectrofotometro IR
Prestige-21 Schimazur 02190 (Figura 9). As amostras foram feitas no estado solido,

utilizando pastilha de brometo de potéssio (KBr).

Figura 9: Espectrofotémetro IR Prestige-21 Schimazur 02190.

111.2.6. Espectroscopia na regido do ultravioleta—visivel

A caracterizagdo por espectroscopia na regido UV-visivel dos complexos foi realizada
em um espectrofotdmetro UV-visivel-NIR Hitachi modelo U-3501 (Figura 10). Quantidades
estabelecidas dos complexos foram dissolvidas em cloroférmio, solugdo tampéo (conforme
descrito no item 3.2.4). Ap6s preparacOes das amostras, ambas foram submetidas a varredura
espectrofotométrica de 800 a 200 nm, utilizando uma cubeta de quartzo de 1,000 cm de
caminho optico. Os maximos de absorcdo foram determinados diretamente nos espectros

obtidos e utilizados para calcular o coeficiente de absortividade molar ().
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Figura 10: Espectrofotdmetro UV-visivel-NIR Hitachi modelo U-3501.

111.2.7. Espectroscopia de Luminescéncia

Os espectros de excitacdo e emissdo do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] foram
realizados, em Cloroférmio, solucdo tampdo e lipossoma, a temperatura de 20,0 °C no
espectrofluorémetro RF-3501PC (Figura 11). Utilizou-se para tanto uma cubeta triangular de
quarzo de 1,0000 cm de caminho 6ptico.

Figura 11: Espectrofotdmetro de Luminescéncia.
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111.2.8. Procedimento para a fotolise

Nos experimentos de fotolise, foi utilizado laser de diodo marca Colibri da Quantum
tech. Para o composto [Ru(NO)(ONO)pc] estudado, utilizou-se laser na regido do UV (377
nm) e na regido do visivel (660 nm). Foram preparadas solucdes pela dissolucdo de massa
adequada do complexo [Ru(NO)(ONO)pc], de modo a resultar em uma concentracéo final de
10" mol. L™ em cloroférmio, soluc&o tampéo e lipossoma. As solucdes foram fotolizadas em
atmosfera de oxigénio e de argbnio. Uma aliquota de 2,5 mL da solugdo contendo o complexo
de nitrosilo foi colocada numa cela espectroscépica e irradiada em diferentes tempos. Para as
medidas na auséncia de oxigénio a solucdo foi desaerada por cerca de 10 minutos, diretamente
em um frasco de Zwickell (Figura 12), adequado para experimentos em atmosfera desaerada.
As alteracdes ocorridas durante a fotolise a 377 nm e 660 nm foram monitoradas através do

perfil dos espectros na regido do UV - visivel e NOmeter.

Figura 12: Frasco de Zwickell.
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111.2.9. Calibragdo do NOmeter

A calibracdo do NOmeter foi realizada através de uma solucdo tampédo padrdo de NO
gasoso (KUDO et al, 1998). Em 10,0 mL de agua borbulhou-se argénio por 30 min, a fim de
remover todo o oxigénio presente no meio. O gas NO foi gerado por uma solucdo de &cido
nitrico 50%, na qual mergulharam-se pedacos de cobre metélico (Cu®) (Equacdo 1). Antes de
borbulhar a solucdo padréo, o gas passou por uma solucdo de KOH, para remover possiveis
tracos de NO, presentes na mistura gasosa (Figura 6).

O o6xido nitrico gasoso foi borbulhado por 1 hora, tempo suficiente para saturar a
solucdo tampdo. Admitiu-se que o valor da concentracdo dessa solugdo saturada de 6xido
nitrico foi 2,1 x 10 mol L?, conforme descrito na literatura (MORI; BERTOTTI, 2000).
Assim, a partir dessa solucdo padrdo de concentracdo, conhecida como NO gasoso, calibrou-
se 0 aparelho. Acoplou-se 0 NOmeter em 10,0 mL de tampéo, apds borbulhar argdnio por 30
min, ajustou-se o aparelho no zero. Este tamp&o deve necessariamente ter o0 mesmo pH do
tampdo que serd utilizado para dissolver o complexo no momento da fot6lise. A seguir, gerou-
se uma concentracdo conhecida por NO na solucdo, pela adi¢cdo de um volume especifico da
solucdo padrdo de NO. Apds alguns segundos, quando o valor da corrente de NO na solucgéo
permaneceu constante, adicionou-se uma nova quantidade da mesma solucdo padréo. O

aumento observado de corrente mostrou-se proporcional a concentracdo de NO.

111.2.10. Determinacéo qualitativa de Oxigénio Singlete - *O.

A deteccdo de oxigénio singlete foi feita diretamente por meio de emissdo de
fosforescéncia a 1270 nm, utilizando-se um detector de germanio da North Coast Scientific
Coorporation, modelo 823 A. O sinal do transiente para 0 oxigénio singlete foi detectado por
um osciloscopio digital (Teltronic modelo TDS 340A), disponivel nos laboratérios de
Fotoquimica e Fotobiologia, sob orientacdo do Prof. Dr. Antonio Claudio Tedesco. Neste
estudo, foi determinado o rendimento quantico de producdo do oxigénio singlete (d,) gerado
pelos complexos ftalocianina de ruténio, estudados em meio organico (CHCIs;) e meio
heterogéneo (lipossomal). Os valores de ®, foram obtidos relativamente ao [Ru(bpy)z]Cl, em
etanol (®, = 0,80) e solugcdo tampdo (®, = 0,77)( FRESNADILLO et al, 2004). As
concentracdes preparadas para este estudo foram feitas de modo a assegurar que a absorbancia
em 532 nm (o comprimento de onda de excitacdo) fosse da ordem de 0,3. As solugdes de
complexos ftalocianina de ruténio e [Ru(bpy)s]Cl, foram saturadas com O, durante 30

minutos em cubetas de quartzo para fluorescéncia em meio organico e heterogéneo,
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respectivamente. Em seguida, determinou-se o tempo de vida do oxigénio singlete gerado
pelos complexos. Na experiéncia cinética utilizada para determinar o tempo de vida do
oxigénio singlete gerado, a janela de tempo utilizada foi de 1 us para todas as solucdes
estudadas. Como resposta do sistema de laser computadorizado, obteve-se um gréafico da
variacdo de intensidade de fosforescéncia em 1270 nm em funcdo do tempo, bem como a

curva tedrica que melhor simulava o decaimento observado.

111.2.11. Determinacéo indireta de Oxigénio Singlete - ‘O,

Neste estudo, a deteccdo do oxigénio singlete foi realizada por um método
espectrofotométrico de forma indireta, utilizando 1,3-difenil-iso-benzofurano (DPBF) como
sonda (TADA et al, 2007). O DPBF reage irreversivelmente com '0,, 0 que provoca uma
diminuigdo na intensidade da banda de absor¢do deste em 400 nm. Para determinar o
rendimento quéantico de oxigénio singlete, utilizou-se 1,3-difenil-iso-benzofurano (DPBF), em
solugdes contendo complexos [Rupc] e [Ru(NO)(ONO)pc] a temperatura de 20,0° C em
solucdo tampdo. As amostras foram imediatamente preparadas antes da sua utilizacao, através
da transferéncia de 40,0 pl DPBF solucdo estoque (8,0 x 10 M) em 2,0 ml da solucéo de
[Rupc] ou [Ru(ONO)(NO)pc], e foram irradiados ambos em um comprimento de onda de
660 nm, em uma cubeta de quartzo. Os experimentos foram realizados por irradiacdo de
amostras com 660 nm utilizando o laser de diodo marca Colibri da Quantum tech, enquanto
espectros de absor¢do foram obtidos apds intervalos de tempo em um espectrofotémetro UV-
visivel-NIR Hitachi modelo U-3501.

111.2.12. Variacdo da concentracdo de oxigénio em meio biolégico utilizando-se eletrodo
de Clark

O consumo de oxigénio em meio biologico foi medido utilizando-se eletrodo de
oxigénio tipo Clark (Instruments - Hansatech) equipado com agitagdo magnética, a 28,0°C
(Figura 13). O oxigénio molecular mensurado foi avaliado ap6s adicdo do precursor [Rupc] e
do complexo [Ru(NO)(ONO)pc], em meio de células B16/F10, na presenca e na auséncia de

irradiacao.
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Figura 13: Eletrodo de oxigénio tipo Clark (Instruments - Hansatech).

111.3. ENSAIOS FARMACOLOGICOS

Os ensaios farmacoldgicos foram conduzidos, sob a co-orientagdo da Profa. Dra.
Lusiane M. Bendhack (FCFRP-USP).

Os experimentos foram realizados em anéis de aorta de ratos normotensos. Os ratos
foram sacrificados por decapitagdo, suas aortas isoladas e dissecadas de tecidos conjuntivos.
Foram retirados anéis com 4 mm de comprimento. O endotélio vascular foi removido
mecanicamente, para evitar a interferéncia do NO enddgeno sobre o efeito dos doadores de
NO, e a efetividade dessa remoc¢do foi demonstrada pela auséncia de relaxamento com a
acetilcolina (1 mmol/L) em aorta pré-contraida com a ECs, da fenilefrina (100 nmol/L).

Os anéis foram montados entre dois ganchos de metal inseridos no limen da artéria
para produzir tensdo em uma cuba de 6rgdos isolados (Figura 14). Um dos ganchos foi
conectado a um suporte fixo ajustavel, e o outro, a um transdutor de registro de forca. O
sistema foi montado em camara para 6rgéo isolado, contendo 10 mL de solugdo fisiologica de
Krebs modificado, com a seguinte composi¢do (em mmol/L): NaCl 130,0; KCI 4,7; KH,PO,
1,2; CaCl;, 1,6; MgSQ, 1,2; NaHCO3 14,9; glicose 5,5 em pH 7,4, sob aera¢do com mistura de
carbogénio (95% O; e 5% CO,), a 37°C. As preparag¢des permaneceram em repouso por 60

minutos, sob tensdo basal (pré-determinada pela curva de tensdo com KCI) constante de 1,5 g,
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para estabilizacdo. As artérias foram estimuladas com fenilefrina (100 nmol/L) até que as
contragbes fossem reproduzidas e, a seguir, iniciamos 0s protocolos especificos, descritos
abaixo. A tensao isométrica foi registrada através de transdutor conectado ao poligrafo. Foram
realizadas curvas de relaxamento concentracdo-efeito cumulativas para o doador de NO,
[Ru(NO)(ONO)pc].

Poligrafo

Transdutor

Cuba para
6rgado isolado

Banho a
37°C

Figura 14: Cuba utilizada para o estudo farmacoldgico com aortas de ratos.

111.4. ENSAIOS FARMACOTECNICOS
Os ensaios farmacotécnicos foram conduzidos sob a co-orientacdo da Prof. Dr.
Antonio Claudio Tedesco (FFCLRP-USP).

111.4.1. Preparacéo dos lipossomos de DOPC pelo método de injecéo etanodlica

Os lipossomos foram preparados pelo método de injecdo etanolica conforme descrito
por Kremer e colaboradores (1977). Prepararam-se lipossomos unilamelares de
Dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) atraves de uma solucdo contendo 360 pL etanol, 0,01g do

fosfolipidio DOPC e 30 uL do tensoativo Tween 20 (de LIMA et al, 2008). Esta solucdo foi
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colocada em uma seringa de 400 uL, que foi, posteriormente, conectada a uma jaqueta de
vidro termostatizada contendo 5 mL de uma solucéo tampéo fosfato pH = 7,4.

A injecdo etanolica é feita por uma bomba peristaltica (World Precision Instruments
(WPI modelo SP 100i) de adi¢do controlada (Figura 15). As injecdes foram realizadas a
40,0°C, sob agitagdo magnética, na auséncia de luz e a uma velocidade de 1,0 pL.s™ (360

pL.h™* na bomba).
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Figura 15: Aparato para obtencdo de sistema lipossomais.

A solucdo tampdo permaneceu contida em um recipiente cilindrico de 2,0 cm de
diametro e a injecdo foi realizada a aproximadamente 2,5 cm abaixo da superficie liquida.

Para preparacdo do lipossoma [Rupc] e [Ru(NO)(ONO)pc], um volume adequado do
farmaco (complexos dissolvidos em DMSO, a fim de se obter uma concentracdo final 10,0
uM), foi adicionado a solucéo etandlica com fosfolipidio e tensoativo. Apos cada preparacéo
lipossomal foi registrado espectro de absor¢do dos complexos associados ao sistema
lipossomal, a fim de se verificar a eficiéncia da incorporacdo e auséncia de formacdo de

agregados.

111.4.2. Determinagdo do tamanho, indice de polidispersdo e potencial de superficie
(Zeta) da formulagéo lipossomal

A determinacdo do tamanho de particulas e polidispersividade das vesiculas
lipossomais foi realizada no laboratério da Dr®. Maria Vitéria Badra Bentley, na faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas, através da técnica de medidas de espalhamento dinamico, utilizando-
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se 0 equipamento Zetaisizer Nano System ZS (Malvern-UK). As amostras foram colocadas
em uma cela de quartzo de um cm de caminho Optico, e as medidas foram feitas a temperatura
(20°C). O equipamento possui um laser de He-Ne de 4.0 mW, operando em um comprimento
de onda de 633 nm, e realiza as medi¢Ges ndo invasivas por “backscatter optics” (NIBS). As
medidas foram feitas em um angulo de deteccdo de 173° e a posicdo da medicdo na cubeta foi
automaticamente determinada pelo software do equipamento. O equipamento realiza, em
média, 12 determinacGes para cada analise. A carga de superficie (potencial Zeta) foi
determinada pela mobilidade eletroforética da formulacdo, utilizando o mesmo sistema

descrito acima.

111.5. ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE
Os ensaios citotoxicos foram conduzidos sob a co-orientacdo do Prof. Dr. Carlos Curti
(FCFRP-USP).

111.5.1. Cultura e tratamento de células da linhagem neoplésica de melanoma B16/F10

Células de Melanoma Murino B16-F10 foram obtidas do Banco de Células do Rio de
Janeiro. A linhagem celular foi cultivada em meio DMEN, com 10% definido suplemento de
soro fetal bovino e 100 Ul /ml de penicilina G, 100 mg / ml de estreptomicina e 1 Ig / ml
anfotericina, a 37 °C, em ambiente contendo 5% de CO..

Para os tratamentos, as células foram semeadas por 24 horas em placas (NUNC
MICROWELL™ PLATES) de 96 pocos, para estudo de viabilidade celular pelo ensaio de
MTT. Foram plaqueadas 2x10* células por poco, em meio DMEM, com 3% definido
suplemento de soro fetal bovino sem fenol. Concentragdes (10° — 10° M) do complexo
[Ru(NO)(ONO)pc] foram incubadas por 3 horas (confluéncia 75 - 90%). Apds este periodo,
os pocos foram irradiados em 660 nm. utilizando-se laser diodo (4 J.cm™) e entdo a

viabilidade celular foi avaliada em 3, 8 e 24 h apds irradiacao.

111.5.2. Espectroscopia de absor¢éo atbmica em células B16/F10

A inser¢do do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] nas células de melanoma B16/F10 foi
quantificada pela presenca de atomos do ion metalico ruténio, através de espectroscopia de
absorcdo atdmica (ELAN DRC Il — PerkinElmer) com plasma indutivamente acoplado. As
células foram incubadas por 3 e 24 horas (6 x 10™ células/pogo em placas de 12 pocos) com o
complexo [Ru(NO)(ONO)pc], tripsinizadas, lisadas (CelLytivtmM Cell-sigma) e
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centrifugadas (1200 rpm) a fim de se obter a fracdo citosolica. No momento da analise, as
amostras foram diluidas (1:50) em HNOj3 (1%).
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IV. RESULTADO E DISCUSSOES
IV.1. SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DE RUTENIO

IV.1.1.Sintese dos complexos de ruténio

O precursor [Rupc] foi obtido através da reacdo entre o RuCl3.3H,O e 1,2
dicianobenzeno que em condic¢des adequadas, na presenca de 1,8 Diazabicyclo [5.4.0] undec-
7 ene (DBU) e refluxo a 140°C, propicia a hidrélise do dicianobenzeno e a sua reagdo de
ciclizacdo, levando-se ao complexo desejado.

A primeira rota sintética na preparacdo do [Ru(NO)(NO,)pc] foi feita através da
reacdo do nitrito de sédio com precursor [Rupc], como descrito na literatura (Rocha et al.
2008). O rendimento obtido em nossos trabalhos foi ao redor de 60,0 % para 0 composto sem
purificacdo.

A segunda rota sintética foi preparada a partir da reacdo de [Rupc] na presenca do gas
NO. Sabe-se que complexo de ruténio contendo NO na esfera de coordenacdo do metal pode
ser obtida pelo borbulhamento do Oxido nitrico gasoso em um precursor que contenha o
fragmento Ru-(H20). Neste caso o rendimento fora ao redor de 87,0 % para 0 composto
purificado.

A segunda rota sintética obtida foi proposta devido a dificuldade de reprodutibilidade e
purificacdo do complexo obtido através da primeira rota sintética. Naquele caso técnica de
cromatografia em coluna (alumina) fora utilizado, usando-se como eluente cloroférmio. Além
de trabalho laborioso, o rendimento final era em torno de 36,0 %, sendo observado que a
grande maioria do composto ficara retido na coluna. Desta feita, uma alternativa foi

conseguida pelo processo descrito como a sintese de [Ru(NO)(ONO)pc].

IV.2. CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DE RUTENIO

IV.2.1 Analise Elementar
Os resultados carbono, nitrogénio e hidrogénio dos complexos de ruténio,
apresentados na tabela 3, foram satisfatorios. Com isso, é possivel inferir que a formula

proposta é coerente com a descri¢do molecular obtida para os complexos.
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Tabela 3: Resultados de anélise elementar para os complexos de ruténio.

Complexo %C Teor. Exp. % N Teor. Exp. | %H Teor. Exp.
[Rupc] — RuCs,NgH16 62,33 /62,059 18,18/18,055 |2,94/2,912
*[Ru(NO)(ONO)pc] - 55,49 / 54,998 20,32/19,851 | 2,62/2,600
RUC32N10H1603
**[Ru(NO)(NO,)pc]- 55,49/ 55.089 20,23/ 19,902 2,62/ 2,612
RUC32N10H1603

* Sintese por borbulhamento de NO. ** Sintese através da adic¢éo de nitrito.

IVV.2.2. Caracteristicas espectroscépicas na regido do ultravioleta-visivel para a
ftalocianina Base livre

Dentre os métodos mais utilizados para caracterizar as ftalocianinas, metalo-
ftalocianinas e complexos nitrosilos esta a espectroscopia eletrénica na regidao do UV-visivel.
A principal caracteristica de ftalocianinas é presenca de ligagdes =, alta conjugacédo e ciclos
aromaticos. Compostos assim sdo caracterizados por apresentarem bandas de transicao
eletronica atribuidas a n — n* e m — =n*. As transi¢cGes envolvendo os elétrons livres sdo
relativamente fracas, enquanto as transi¢fes envolvendo os elétrons 7 s&o bastante intensas.

As ftalocianinas exibem um comportamento aromatico com uma alta densidade
eletronica, devido ao arranjo planar conjugado de 18 elétrons = do anel macrociclico, que sdo
responsaveis pelas caracteristicas espectroscopicas deste composto. Ftalocianinas apresentam
geralmente uma cor azul intensa, derivada de uma forte banda de absorc¢éo situada na regido
do vermelho no espectro eletromagnético. No espectro eletrdnico, a ftalocianina apresenta
uma banda em 670 nm referente & banda Q, com absortividade molar (¢) da ordem 10°L. mol®
Y em™, que é atribuida & transicdo = — n* e, em regido de mais alta energia ,em torno de 350
nm, tem-se a chamada banda Soret (B), com uma absortividade molar (¢) da ordem 10*L. mol’
' em™, banda decorrente também de transicdo © — ©* (OUGH, 1994; KOZLOWSKI et al,
2006; GROBOSCH et al, 2010).

Devido a planaridade das moléculas e ao elevado grau de conjugacdo eletronica, é
bastante comum a ocorréncia de interacdes hidrofobicas entre os aneis, favorecendo a
agregacao molecular em solugdo. Esse efeito provoca um desdobramento das bandas Q
devido a ocorréncia de espécies monoméricas (670 nm) e diméricas (633 nm), com

deslocamentos que tém sido interpretados através de um modelo de acoplamento excitonico
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(Mi et al, 2003). De modo geral, as espécies monomeéricas apresentam bandas Q mais finas,
a0 passo que as bandas mais largas indicam espécies associadas (TOMA; BONIFACIO;
ANAISSI, 2005). A bandas B e Q decorrem de excitacdo eletronica a partir dos Orbitais
HOMO para orbitais LUMO. Devido a sua estrutura, a ftalocianina ¢ um macrociclico que
contém atomos doadores de pares de elétrons que podem formar ligagGes coordenadas com o
metal central. Desta forma, as ftalocianinas podem conter, no interior de seu macrociclo,
diferentes metais, principalmente diamagnéticos e em estado de oxidacdo 2+, formando um
complexo neutro. Ftalocianina contendo metal de transicdo em funcdo da substituicdo dos
atomos de hidrogénio na cavidade central é geralmente chamada de metaloftalocianinas
(MPc). A coordenacéo da ftalocianina com o metal ird resultar em alteragcdo da conformacéo
molecular do complexo. De acordo com Kobayashi e colaboradores (1993), a formacédo de
dimeros, a coordenacdo ao metal central com determinados ligantes e a ampliacao de sistema
7 SA0 0s trés fatores que d&o origem ao efeito batocromico ou hipsocromico que acompanham

as mudancas nos valores de méxima absorbancia da banda Q e banda B.

IV.2.3. Espectroscopia na regido do UV-Visivel para complexos de ruténio e ligantes

insaturados

Complexos de ruténio(ll), com ligantes insaturados coordenados, apresentam
geralmente bandas na regido do visivel, atribuidas a transicdes de campo ligante (CL) e de
transferéncia de carga metal ligante (TCML), e bandas na regido do ultravioleta, atribuidas a
transi¢Oes internas dos ligantes insaturados (IL) (LEVER, 1984). A figura 16 ilustra, de forma
simplificada, o diagrama de orbitais moleculares de um complexo de ruténio(ll) e suas

possiveis transi¢oes eletronicas.
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Figura 16: Diagrama simplificado de orbitais moleculares para representar os tipos de
transicbes eletrénicas em complexos octaédricos. As linhas tracejadas ligam o orbital
molecular ao orbital atdmico que melhor o caracteriza (BALZANI; CARASSITE, 1970).

Desta forma, vale ressaltar que a transicdo de campo ligante CL (1) é observada entre
niveis energéticos localizados no metal. As bandas sdo originadas pelo desdobramento das
energias dos orbitais d (transi¢cdes d — d), que, em um campo octaédrico, podem ser
designados por tyq e eq. A transi¢do de transferéncia de carga ou elétron do ligante para o
metal- TCLM (2a, 2b, 2c, 2d) é: um tipo de transferéncia que € comum acontecer com ions
metalicos em estado de oxidacao mais alto. Por sua vez, transi¢do de transferéncia de carga ou
elétron do metal para o ligante TCML (2e, 2f) caracteriza-se por uma ligacdo = verificada nos
compostos de metais com ligantes insaturados, acontece com ions metalicos em estado de
oxidacdo mais baixo, como no caso do Ru(ll). Essas bandas possuem coeficiente de maxima
absortividade molar (¢) da ordem de 10* L mol™ cm™ e normalmente localizam-se na regido
do visivel. A ocorréncia dessas bandas depende da existéncia de orbitais de simetria adequada
no metal e no ligante, com energias pouco diferentes e grau de recobrimento diferente de zero.
Uma vez que os elétrons de valéncia do ion metélico se encontram em orbitais de simetria « e
considerando que os orbitais desocupados dos ligantes de menor energia também possuam

simetria 7, a transicdo mais provavel é, portanto, d,(M ) — =n*(L). A transicdo interna do
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ligante IL (3) é semelhante as transicGes observadas nos ligantes insaturados néo
coordenados.
1V.2.4.Espectroscopia na regido do UV-Visivel para complexo ftalocianinaruténio(ll)

Neste trabalho, o atomo de ruténio foi coordenado a ftalocianina, no seu estado de
oxidacdo (Il), desta forma, foi possivel observar alteracbes no espectro UV-visivel da
ftalocianina decorrente da coordenagdo ao centro metélico.

Conforme exposto acima, espera-se que o complexo ftalocianinaruténio(ll) e os
complexos nitrosilo de ruténio estudados neste trabalho apresentem determinadas transi¢des
eletronicas em seus espectros na regido do UV-visivel, como as bandas IL, CL e de TCML.
As bandas de campo ligante (CL) ndo foram observadas no espectro UV-visivel dos
complexos [Rupc], provavelmente por estarem encobertas pelas bandas remanescentes.

Em relacdo a coordenacdo da ftalocianina ao centro metalico, observamos que héa
deslocamento hipsocromico da banda Soret (B) de 350 nm para 318 nm e banda Q de 670 nm
para 640 nm. Este aumento observado de energia pode ser atribuido a estabilizacdo dos
orbitais do estado fundamental, face a diminuicdo da densidade eletrénica do ligante, em
razdo da coordenacdo ao ion metalico (Figura 17). A banda soret (B) em 318 nm pode conter
também componente de TCML, devido a transferéncia de elétron de um orbital predominante
do metal para um orbital vazio n* de mais alta energia do ligante aromatico ftalocianina.
Embora seja prevista contribuicdo do metal como componente da funcdo de onda dos orbitais
das ftalocianinas (V), provavelmente o deslocamento hipsocrémico observado neste trabalho
é concernente do efeito do metal na estrutura do ligante macrociclico. A conclusdo leva em
conta o deslocamento destas bandas para regido de menor comprimento de onda, conforme

observado com outros centros metélicos (Tabela 4).



04

0.3+

0.2+

a

A

0.1+

0.0+

Conmprimento de onda(nim)

Figura 17: Espectro de absor¢do na regido do UV- visivel para [Rupc] em Cloroformio,

concentracdo 1,0 x 10° M. (Temperatura 20,0°C).

Tabela 4: Dados do espectro eletrénico dos complexos com metaloftalocianina.

Complexos  Bandas regido do visivel (A/nm)

Ftalocianina 350 nm; 670nm
Livre
[Nipc]? 630 nm
[Copc]® 625 nm
[Mgpc]® 615 nm
[Rupc] 640 nm

Clarck; Yandle, 1972

44
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V.25 Espectroscopia na regido do uv-visivel para complexo
ftalocianinanitrosilonitritoruténio(ll)

As possiveis transi¢des eletrdnicas observadas com a coordenacao dos ligantes NO e
NO, ao complexo ftalocianinarutenio(ll) - [Rupc] - sé&o CL, TCML (Ru—NO), TCML
(Ru—pc), TCLL (pc—NO) e transicbes IL. Na figura 18, pode-se observar alteracdo
espectral, devido a coordenagdo dos ligantes NO* e NO, ao centro metalico, que resulta no
deslocamento batocrémico (para regido do vermelho) da banda Soret (B), de 318 nm para 355
nm, e da banda Q, de 640 nm para 682 nm. Considerando-se a forte retro-doagéo d, - 7*(NO),
geralmente designada para complexos nitrosilos de ruténio (GORELSKY et al, 2000;
TFOUNI et al, 2003), a expectativa € de que houvesse um aumento de energia das bandas B e
Q, haja vista maior estabilizacdo dos orbitais moleculares do estado fundamental. Como a
planaridade do complexo deve ter sido influenciada com a coordenacédo dos ligantes axiais, €
licito supor ter sido este o fator preponderante na alteracdo dos orbitais moleculares do
macrociclico, resultando em diminuicdo de energia. Uma segunda banda em 608 nm é mais
pronunciada no complexo [Ru(NO(ONO)pc] (Figura 18) do que aquela similar para a espécie
[Rupc] (Figura 17). Embora este comportamento também seja associado & ocorréncia de
espécies diméricas, no caso do composto [Ru(NO)(ONO)pc] parece estar ligado ao
desdobramento de orbitais moleculares do ligante ftalocianina. A inferéncia diz respeito aos
calculos desenvolvidos para estes compostos, cujo espectro eletrénico calculado é semelhante
aquele obtido experimentalmente, em termos de nimero de bandas e energia das mesmas (ver
item V). Na tabela 5, encontram-se os valores do coeficiente de absortividade molar para o

precursor [Rupc] e para o complexo [Ru(NO)(ONO)pc].

Tabela 5: Dados do espectro eletronico dos complexos com ftalocianina de ruténio em

solucdo de CH.Cl,.

Complexo A, nm (log &, mol™ L cm™)?

[Rupc] 318 nm (4,58); 570 nm (4,14); 640 nm (4,44)

[Ru(NO)(NO,)pc] 350 nm (4,39); 608 nm (3,93); 682 nm (4,44).
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Figura 18: Espectro de absorcao na regido do UV- visivel para [Ru(NO)(ONO)pc] em
Cloroférmio, Concentracéo 2x10™° M. (Temperatura 20,0°C).

IV.26. A influéncia do solvente no processo de agregacdo do complexo
[Ru(NO)(ONO)pc]

Complexos de metalo-ftalocianinas geralmente tendem a formar agregados em solucgéo
(MARTIN et al, 1991). Alguns solventes sdo capazes de afetar o processo de agregacéo, por
exemplo, os solventes organicos sdo responsaveis por reduzir o processo de agregacédo,
enquanto  solugcbes aquosas conduzem a complexos altamente  agregados
(SOMASHEKARAPPA; KESHAVAYYA, 2001, MAREE; KUZNETSOVA; NYOKONG,
2001). Em se tratando de ftalocianinas, é razoavel considerarmos como provavel a presenca
de algum tipo de agregacéo, quer seja sob a forma de dimeros, ou sob a forma de agregados
de ordem superior. Os dimeros sdo considerados inativos e muito mais ineficientes do que os
mondmeros em relacdo a fotossensibilizadores (Ueno; Machado; Machado, 2009). A
dimerizacdo consiste em dois macrociclicos planares mantidos face a face que podem existir

em uma conformagdo empilhada (Stacked) ou escalonada (Staggered). A agregacdo das
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moléculas da ftalocianina estd associada a uma diminui¢do do coeficiente de absortividade
molar e a um alargamento da banda Q. Esta propriedade é conferida essencialmente pela sua
nuvem de elétrons n deslocalizados ao longo do anel central, de que resultam interacdes do
tipo Van der Walls, ou seja, ligacdo de baixa energia, em que, devido a pequena distancia, as
moléculas encontram-se, muitas vezes, em situacdo de acoplamento eletronico m-m. Estes
acoplamentos podem alterar os espetros de absorcdo das espécies envolvidas. De fato, uma
das principais maneiras de observar a presenca de espécies agregadas em uma amostra de
ftalocianina € analisando as propriedades espectroscépicas das amostras e verificando se ha
uma obediéncia & lei de Lambert-Beer. Desvios negativos a esta lei evidenciam uma provavel
presenca de agregados. Os seus espectros de absorcdo também evidenciam diferencas no
comprimento de onda dos méaximos de absor¢do, bem como do proprio coeficiente de
absortividade molar.

Como podemos observar, o0s espectros de UV-Visivel para o complexo
[Ru(NO)(ONO)pc] em solventes apolares e em meio lipossomal (Figura 19 e 20) mostram
uma intensa banda Q referente as espécies monoméricas, ndo apresentando alargamento da
banda em 682 nm e surgimento de banda em 616 nm, comportamento tipico de dimeros
(Ueno; Machado; Machado, 2009). Porém, os espectros de UV-Visivel para o complexo
[Ru(NO)(ONO)pc] em solventes polares (Figura 21) apresentam um desdobramento das
bandas Q, em que a intensidade das espécies monomeéricas na regidao de 670 - 690 nm é menor
do que para as espécies diméricas 600 - 630 nm, esta mudanca espectral pode ocorrer devido a

presenca de agregados ou devido “a interacdo do solvente com o complexo.
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Figura 19: Espectro de absorcdo na regido do UV- visivel para [Ru(NO)(ONO)pc] em
Cloroférmio (2,0 x 10> M). (Temperatura 20,0 °C).
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Figura 20: Espectro de absorc¢do na regido do UV- visivel para [Ru(NO)(ONO)pc] em
lipossoma (1,0 x 10°® M). (Temperatura 20,0 °C).
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Figura 21: Espectro de absorcao na regido do UV- visivel para [Ru(NO)(ONO)pc] em meio
tampdo pH = 7,4 na concentracdo de 2,0 x 10° M . (Temperatura 20,0 °C).

Medidas de absorbancia de solugdes do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] na faixa de 10°°
- 10 em tampdo pH 7,4 foram obtidas e um gréfico de absorbancia versus concentragdo foi
plotado (Figura 22). Aparentemente, a lei de Lambert-Beer é obedecida, o que nos leva a
conclusdo de que, nestes limites de concentracdo, ndo ha agregacdo. Acima desta

concentracdo, a formacao de precipitado é observada.
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Figura 22: Variacdo da absorbancia do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] em funcéao da
concentragdo em meio tampéo pH = 7,4, no comprimento de onda 696 nm para determinacao
de agregacao.

IVV.2.7. Solvatocromismo

Solvatocromismo ou deslocamento solvatocromico é definido pela IUPAC como
deslocamento sofrido na posicdo de banda de absorcdo ou emisséo eletronica de uma
molécula, em funcdo de mudancas na polaridade do solvente (McNaught; Wilkinson, 1997).
Este deslocamento espectral é resultado da diferenca de energia de solvatacdo entre dois
estados eletronicos envolvidos na transicdo. Quando ha deslocamento para regido do azul,
geralmente observado com o aumento da polaridade do solvente, tem-se um deslocamento
hipsocrémico ou solvatocromismo negativo. Quando ha& deslocamento para regido do
vermelho, tem-se deslocamento batocrémico ou solvatocromismo positivo. Entretanto, o
efeito do solvente no espectro eletronico pode interferir ainda no alargamento da linha
espectral ou das bandas e na mudanca de intensidade. Deslocamentos solvatocromicos
causam alteracOes espectrais devido as interagdes especificas ou ndo especificas entre o soluto
e o0 solvente. As interaces ndo especificas sdo dependentes da polaridade do solvente, como,
por exemplo, momento ion-dipolo, dipolo-dipolo, dipolo induzido-dipolo e as especificas sdo
ligacbes de hidrogénio. As ligagdes de hidrogénio sdo um tipo de ligacdo fraca que
desempenha um importante papel como componente de ligacdo entre moléculas organicas. As

ligagbes de hidrogénio contribuem para deslocamento solvatocrémico, principalmente em
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sistemas proticos entre moléculas capazes de receber e doar estas ligacGes. Desta forma, as
ligagBes de hidrogénio tém uma enorme influéncia na formacédo de agregados, como dimeros.
Com o intuito de analisar o deslocamento solvatocromico nas bandas UV/Visivel do
complexo [Ru(NO)(ONO)pc] e possibilidade de formacéo de agregado, o espectro eletrénico
do composto foi obtido em diversos solventes. Exemplo na figura 23 para o espectro do
complexo nitrosilo em etanol e acetona, além de que outros dados séo apresentados na tabela

6 e grafico (Figura 24)

Absorbancia
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Figura 23: Espectros UV-Visivel do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] em etanol (linha cheia) e

em acetona (pontilhado).

Tabela 6: Comportamentos solvatocromicos em solventes de diferentes polaridades AL max.

Solvente Energia f(n)* Solvente Energia f(n%)*
cm™ cm™
Etanol 14684 1,362 Etilenoglicol 14450 1,433

Metanol 14834 1,329 Diclorometano 14662 1,423
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Isopropanol 14534 1,377 Acetonitrila 14836 1,344

*f(n%) = Funcdo de indice de refracéo do solvente — equacio de Osanger

A figura 24 mostra o grafico do maximo da energia da banda-Q em funcdo da

polaridade do solvente, expresso pela equacdo de Onsanger (equacdo 1) (SUPPAN, 1990).

f(n?) = 2(n*-1)/2(n%+1) (1)
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Figura 24: Grafico representando o solvatocromismo da banda-Q em funcéo da escala de

polaridade do solvente representado pela equacdo de Osanger

Embora o solvatocromismo de bandas de transferéncia de carga metal-ligante e transferéncia
de carga ligante-metal, em compostos de ruténio, fora anteriormente explorada para uma série
de espécies (CURTIS; SULLIVAN; MEYER, 1983) em fun¢do do pardmetro “Donor
Number (DN) ou Acceptor Number (AN)” do solvente, esta esperada correlacéo linear para o
composto [Ru(NO)(ONO)pc] néo fora observada utilizando-se estes fatores. Como naqueles
casos a variagdo da energia da banda estava calcado na estabilizacdo do estado excitado, dado
ao rearranjo do solvente sobre a molécula excitada, para o composto [Ru(NO)(ONO)pc] isto

parece ndo acontecer. A explicacdo mais plausivel parece ser devido a natureza da excitacéo
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eletronica (banda-Q), caracterizada por uma transicdo tipo m- ©* sobre o ligante macrociclico.
Outro fator que parece influenciar é o tamanho do soluto, que governa o nimero de moléculas
ao redor do composto e consequentemente sofre influéncia direta da polaridade do solvente.
Assim sendo utilizou-se a equacdo de Onsanger que estabelece relacdo direta com a
polaridade do solvente em funcéo do indice de refracdo. Semelhante observacdo fora feita
para compostos similares (ISAGO; KAGAYA; MATSUSHITA, 2004).

1VV.2.8. Espectroscopias na regido do infravermelho

Os compostos quimicos, de uma forma em geral, absorvem radiacdo nas regides do
ultravioleta, do visivel e também na regido do Infravermelho, que corresponde a parte do
espectro eletromagnético que vai da faixa 200 - 4000 cm™. A radiacdo infravermelha provoca
diferentes modos de vibragdo e rotacdo de uma molécula. Estas vibragcdes ocorrem em torno
das ligagdes quimicas que unem os &tomos, ou grupos de atomos. O Infravermelho ndo sé
pode ser usado para compostos organicos, como também para compostos inorganicos, tais
como complexos de coordenacéo, possibilitando assim verificar a presenca de varios grupos
funcionais. A andlise de um espectro obtido por absor¢do no infravermelho é de muito valor
para o estudo e a elucidacdo da estrutura quimica de uma substancia.

As principais bandas dos espectros de absor¢do na regido do infravermelho e suas
atribuicbes para o ligante ftalocianina, para o precursor [Rupc] e para 0s complexos
[Ru(NO)(ONO)pc] e [Ru(NO)(NO,)pc] estéo apresentados nas tabelas 7 e 9.

As bandas caracteristicas do ligante ftalocianina estdo de acordo com os resultados
descritos na literatura (ZIMINOV et al, 2006). O intuito destes espectros foi obter
informacdes significativas sobre o sitio de coordenacao do Ru(ll) a ftalocianina. As principais
atribuicdes das bandas observadas no espectro ftalocianina base livre (H,Pc), e que foram
utilizadas quando da coordenacdo deste ligante a ftalocianina, sdo as seguintes: - uma banda
intensa em 1006 cm™ e outra banda mais fraca em 3267 cm™, correspondentes & deformacéo
simétrica no plano 8.y, caracteristica de amina secundéria; 1303 e 1335 cm™, referente &
deformag&o do grupo pirrol e outra banda em 1505 cm™ deformagdo C-N=C, observada em
aminas secundarias acliciclicas. Numa andlise priméria, a coordenacao da ftalocianina ao ion
Ru(l1) ocasionaria o desaparecimento da banda intensa localizada em 1006 cm™, referente a
ligacdo quimica em destaque na figura 25A, concernente a desprotonacdo do macrociclo.
Esta desprotonacdo é condicdo sine qua non para a coordenacdo e formacdo de [Rupc]

(Figura 25B). Espectro na regido do infravermelho do ligante ftalocianina e [Rupc] estdo



mostrados na figura 26.
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Figura 25: (A)- Estrutura quimica da ftalocianina base livre (H,Pc) e (B)- ftalocianina

metalada
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Figura 26: Espectros Vibracionais na regido do infravermelho: (A) Ftalocianina — base livre,

(B) Complexo [Rupc] em pastilha de KBr.

A caracterizagdo por espectroscopia na regido do infravermelho, de complexos tipo
[Mpc]™, é tema constante na descricio de suas propriedades. Aparentemente, observa-se
pouca ou nenhuma alteracdo concernente a varia¢do dos modos vibracionais dos complexos,
qguando comparados com o ligante livre (Tabela 7). Talvez excecéo possa ser feita aos modos
vibracionais dependentes do sitio de ligacdo ao metal, os quais sofrem deslocamentos
dependentes da caracteristica de ligacdo da espécie M(Il) — modos vibracionais relativos a
ligagdo a - N =. Parte desta influéncia no deslocamento também pode ser atribuida & alteracéo
estrutural do ligante livre e coordenado. O efeito global destes dois fatores pouco influencia
no espectro infravermelho da ftalocianina, o que nos permite atribuir estes modos vibracionais

comparativamente aqueles do ligante livre.
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Tabela 7: Dados dos espectros vibracionais na regido do infravermelho em (cm™) para
compostos ftalocianina e metalo ftalocianina (Zn, Co, Ru e Mg) .

NUmero de ondas (cm™) AtribuicGes

Ftalocianina [Rupc] [Mgpc]*  [Znpc] [Copc]?

616 e e e e RESPIRAGAO DO ANEL

759 755 752 753 781 8 C-H (FOR A DO PLANO)

873 913 888 887 874 8 (ISOINDOLE +

NITROGENIO

MESOATOMOS)

1006 smeeeem mmeem emmeen e 8 N-H NO PLANO

1044 1066 1059 1060 1033 8 C-H NO PLANO+ISOINDOL

1119 1120 1112 1120 1120 ISOINDOL SIMETRICO

1158 1168 1161 1164 1164 8 C-H NO PLANO+ISOINDOL

1303 1288 1281 1285 1289 GRUPO PIRROL

1335 1323 1331 1333 1332 GRUPO PIRROL

1459 1464 1482 1455 1470 v ISOINDOL

1505 1490 1518 1490 1523 -N=

a) (ZIMINOV et al, 2006)

Um aspecto importante na analise de espectroscopia na regido do infravermelho é
relativa ao efeito da coordenacdo de ligantes 6xido de nitrogénio ao Ru(ll). Baseado na
metodologia de sintese, duas espécies diferentes, com mesmo espectro UV-visivel — ver item
IV.1.4 — foram obtidas, utilizando-se fontes diferentes de ligante nitrosil. A indicacdo mais
provavel é a de que se trata dos complexos trans-[RUNO(NO;)pc] e trans-[RUNO(ONO)pc].
Neste caso, a anélise FTIR foi decisiva na atribui¢do da isomeria.

Complexos nitrosilos de ruténio sdo normalmente caracterizados na regido do
infravermelho através da banda de estiramento vno. Este ligante nitrosil na esfera de
coordenacio do metal é geralmente descrito como Ru(ll) e o ligante como NO* (BORGES et
al, 1998). Pode-se observar, na tabela 8, a caracterizacdo de complexo nitrosilo de ruténio,
quanto ao fragmento {Ru'"-NO*}, que geralmente apresenta intensas bandas de estiramentos
na regido de 1800 — 1970 cm™ (SAUAIA et al, 2003, de LIMA et al, 2006). Para os
complexos [Ru(NO)(ONO)pc] e [Ru(NO)(NOy)pc], a frequéncia de estiramento v NO foi

observada em 1910 cm™e 1846 cm™ (Figura 28 A-B e Tabela 8), respectivamente. A baixa
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energia da banda de estiramento NO®, nos complexos trans-[RUNO(NO,)pc] e trans-
[RUNO(ONO)pc], em comparagdo com outras espécies, € tomada como caracteristica de uma
forte retrodoacio Ru(ll) — NO™ (Figura 27).

retrodoacéo

2 P

0% ©

Figura 27: Esquema dos orbitais moleculares envolvidos na ligacdo de um metal com o

ligante nitrosilo.

Tabela 8: Dados dos espectros vibracionais na regi&o do infravermelho (em cm™) para os
complexos que contém NO™ na esfera de coordenacao.

Complexo vno (cm™) em KBr
“cis-[Ru(bpy)2(pz)(NO)](PFe)s 1950
“cis-[Ru(bpy)2(py)(NO)](PFs)s 1947
* [RU(NH3)4(py)(pz)Ru(bpy)2(NO)](PFs)s 1945
“cis-[Ru(4-pic) (bpy)2(NO)I(PFs)s 1944
? [Ru(4-acpy)(NHs)s(pz)Ru(bpy)>(NO)](PFe)s 1943
*Trans - [Ru(NHs)(p2)NO](BF), 1041
“Trans — [Ru(NHz)4(py)NO](BF.)s 1930
[Ru(NO)(NO,)pc](Borbulhamento NO) 1910
[Ru(NO)(NO,)pc](Nitrito Sdio) 1846

a) SAUAIA & da SILVA, 2003. b) ARMOR & HOFFMAN,1975. c) BORGES et al, 1998.
MARCHESI et al,2008.

Como a ftalocianina possui caracteristicas m—doadora, ela pode doar densidade
eletronica para o Ru™ e quando o ligante nitrosilo ¢ inserido na esfera de coordenacdo do
complexo precursor [Rupc] este forma com ruténio(ll) uma forte retrodoacéo, ocasionando

aumento da densidade eletronica dos orbitais w-antiligante do ligante nitrosil, causando uma
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redistribuicdo da densidade em todo o complexo do ligante nitrosil. Sendo assim, como pode
ser visto na tabela 9 e nas figuras 28 (A e B), a insercao do ligante nitrosil (NO) na esfera de
coordenacdo do complexo precursor [Rupc] ocasionou significativos deslocamentos nas
frequéncias de deformacdo de algumas bandas da ftalocianina proximos ao sitio de
coordenacao com o metal Ru(ll).

A frequéncia & C-H fora do plano em 735 cm™ para o complexo [Ru(NO)(ONO)pc]
apresentou-se deslocada para regi&o de menor energia (menor frequéncia) (A v ~ 20 cm™), se

comparada com a mesma banda 755 cm™ para o complexo [Rupc].

Tabela 9: Tentativas de atribuicdes das bandas dos complexos [Rupc] e complexos nitrosilos

na regido do infravermelho.

[Rupc] [Ru(NO)(ONO)pc] [Ru(NO)(NO,)pc] Atribuicoes

755 735 716 8 C-H (FOR A DO PLANO)
1066 1060 1094 8 C-H NO PLANO+ISOINDOL
1168 1124 e 8 C-H NO PLANO+ISOINDOL
1288 1287 1306 GRUPO PIRROL

1324 - 1376 GRUPO PIRROL

1464 1464 v ISOINDOL

1505 e e “N=

-------- 1610/1660 1647

------------------ 1730
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Figura 28: Espectros Vibracionais na regido do infravermelho: (A) Complexo
[Ru(NO)(NO2)pc] e (B) complexo [Ru(NO)(ONO)pc] em pastilha de KBr.

Claramente observa-se uma diferenca acentuada na energia de estiramento do ligante
nitrosil entre as duas espécies sintetizadas, como pode ser observado na tabela 8. Haja vista a
semelhanca nos dados de analise elementar e espectroscopia de massas para as duas espécies
sintetizadas — ver item correspondentes —, a interpretacdo mais obvia é a de se tratar de
isbmeros, tal como experimentalmente fora atribuida anteriormente, ou seja, trans-
[RUNO(NO,)pc] e trans-[RUNO(ONO)pc].

A rota de preparagdo do complexo nitrosilo de ruténio, através do borbulhamento de
NO (111.2.1.2) pode ter resultado na coordenagdo do NO, através de atomo de “O” nos eixos
axiais de [Rupc], sendo que um dos nitritos se converte a NO, o espectro eletrdnico do
complexo [RUNO(ONO)pc], assim como infrvermelho, sdo semelhantes aquele sintetizado e
descrito por Weideman e colaboradores cujo complexo mostra bandas de absorcdo em 616
nm e 700 nm e a frequéncia de estiramento do NO em 1910 cm™ (WEIDEMANN;
HUCKSTADT; HOMBORG, 1998). Entretanto, a rota de preparagdo do complexo nitrosilo
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de ruténio, através da adi¢do de nitrito de sodio, pode ter resultado na coordenacdo do NO,
através de atomo de “N” nos eixos axiais de [Rupc], visto que a frequéncia de estiramento do
NO para este complexo foi observada em 1836 cm™ (Figura 17 B) e a existéncia da banda
em 1280 cm™ e em 1331 cm™ , no espectro de infravermelho do complexo sdo consistentes
com a coordenagao através do atomo de “N”. Esses resultados sdo semelhantes aos dados do
complexo bis-(tetra(n-butill)amonio)bisnitroftalocianinatorutenato(ll) (BusN2)2
[Ru(NO2)2pc], no entanto essa atribuicdo pode apresentar equivoco devido as contribuicdes
das vibragbes da ftalocianina, que ocorre na regido dos modos vibracionais do NOy
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

Portanto, para avaliar a forma como o NO esta coordenado ao ruténio no complexo
[Ru(NO)(NO,)pc], utilizou-se o marcador isotopico (*°N).

A rota sintética para o complexo [Ru(**NO)(**NO,)pc] foi conduzida da mesma forma
como descrito no item (111.2.2), porém, utilizando-se nitrito de sddio com nitrogénio marcado
(*°N). Duas bandas se destacam nesta comparacdo, observadas no complexo
[Ru(™®NO)(**NO,)pc]. Aquelas em 1803 cm™ e 1458 cm™, que, pela regido, foram atribuidas
a VNo € VoNo, respectivamente, e que aparecem no espectro infravermelho do complexo néo
marcado em 1846 e 1612 cm™. As demais bandas ndo sofreram alteragdes significativas
(Tabela 6).

Quando se compara o0 espectro do composto obtido pelo borbulhamento de NO com
aquele obtido pela adi¢do de nitrito de sodio (Figura 28), observa-se claramente diferenca
entre 0s espectros, como era de ser esperado, visto que o complexo contendo o grupamento
NO, coordenado ao metal pode interagir de dois modos diferentes, conforme esquema 1,

abaixo:

Esquema 1: Estrutura espacial para a formacdo de complexo: A) NO;,  coordenado como

ligante nitrito ou B) coordenado como ligante nitro.

N (0]
Ru—0~ g Ru—N<
(0]

(A) (B)
O modo de coordenacdo reflete as bandas que aparecem no espectro da regido do
infravermelho (NAKAMOTO, 2009). Conforme descrigdo, as duas bandas devem ser

observadas quando a coordenagdo se da pelo nitrogénio chamado Vassimétrico € Vsimétricor JUE
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devem aparecer na regido de 1270 cm™ e 1337 cm™, respectivamente.

(A)
O
!
(B)
g
2000 1500 1000 500

NGmero de Onda (cm™)

Figura 29: Espectros Vibracionais na
[Ru(NO)(ONO)pc] através de Nitrito de sodio, (B) Complexo [Ru(NO)(ONO)pc] através de

adicdo de Nitrito com nitrogénio marcado (*°N) em pastilha de KBr.

regido do infravermelho: (A) Complexo

Tabela 10: Atribuigdes tentativas das bandas na regido do infravermelho para os complexos
[Ru(NO)(**NO)pc] e [Ru(NO)(**NO)pc].

[Ru(NO)(ONO)pc]

Rota sintética |

[Ru(NO)(ONO)pc]

Rota sintética | (*°N)

AtribuicGes

735

1060
1287
1464
1610
1846

756

1060
1280
1358
1630
1458

5 C-H (FOR A DO PLANO)

8 C-H NO PLANO + ISOINDALE
GRUPO PIRROL

-N=

NO*
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1VV.2.9. Processos fotofisicos

Em condi¢6es normais, a maior parte das moléculas se encontra no nivel energético
vibracional de mais baixo estado eletrénico Sy (estado fundamental). No estado eletrénico
fundamental para um sistema diamagnético, os elétrons encontram-se “emparelhados”, ou
seja, 0s elétrons possuem spin opostos. A absor¢do de um quantum de luz promove a
passagem dos elétrons a niveis de maior energia (Sn). Porém, quando o elétron € excitado a
um nivel eletrdnico de maior energia, duas situacdes distintas podem ocorrer: na primeira
situacdo, o spin do elétron no orbital excitado mantém sua orientagdo original (estado
excitado singleto); na segunda situacéo, a excitacdo do elétron ocorre mediante alteracdo do
seu spin original, ou seja, a orientacdo do elétron que foi promovido ao estado excitado é

invertida (estado excitado triplete).

Entretanto, o elétron, quando excitado, ndo passa diretamente de seu estado
fundamental para seu estado excitado tripleto, mas pode atingir o estado tripleto mediante a
inversdo do spin do elétron singleto, sendo chamado de cruzamento intersistema (Diagrama
de energia de Perrin-Jablonski, Figura 5 do item 1.4). Esta molécula no estado excitado é
energeticamente instavel em relacdo ao seu estado fundamental. Se a molécula ndo sofrer
rearranjo ou se fragmentar (processo quimico), ela sera desativada, ou seja, de alguma forma
perdera energia para retornar ao estado fundamental (processo fisico). Durante o retorno ao
estado fundamental, uma parte da energia absorvida é reemitida, sendo este fenbmeno
conhecido como luminescéncia. O fendmeno de luminescéncia pode ser dividido em
fluorescéncia e fosforescéncia. Se a energia é reemitida a partir do primeiro estado excitado
singleto (S;), o fenémeno corresponde a fluorescéncia (SIERRA; GIOVANELA, 1995). Por
outro lado, na fosforescéncia, a energia é reemitida a partir do estado excitado tripleto. Em
consequéncia da retencdo da orientacdo original, o retorno da molécula do estado excitado
singleto para o estado fundamental (que tem carater singlete) é permitido e ocorre muito
rapidamente (tempo de vida na ordem de ns). A fluorescéncia é intrinsecamente um fenémeno
luminescente mais comum que a fosforescéncia, competindo eficientemente com processos de
desativacdo nao-radiativos do estado excitado. Como consequéncia direta disso, é possivel
observar facilmente fluorescéncia na temperatura ambiente e diretamente em solucéo, o que
torna o procedimento experimental fluorimétrico bastante simples. Na figura 30 estéo

representados o estado fundamental e os estados excitados singleto e triplete.
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irradiagao - i
Estado Estado Estado Estado
Fundamental Excitado Excitado Fundamental

Singlete So Singlete 54 triplete Ty Sinalete So.

Figura 30: Representacédo do estado fundamental e excitados

Os espectros de emissdo do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] foram feitos em
cloroférmio, solucdo tampdo e lipossoma e sdo mostrados nas figuras 31 a 36. Podemos
observar que o espectro de emissdo do complexo [Ru(NO)(ONQO)pc] em cloroférmio (Figura
31) e em lipossoma (Figura 32) e o complexo em tampéo fosfato (Figura 33) sdo similares,
apresentando uma banda de emisséo: ~ 425 nm quando excitado em 325 nm. Este fenémeno é
atribuido a luminescéncia . J& quando se excita em 600 nm ou 660 nm, observa-se que 0
complexo, tanto em cloroférmio (Figura 34) quanto em lipossoma (Figura 35), apresentam
banda de emissdo em 690 nm. Nenhuma emissdo, para o complexo em solucdo tampéo
(Figura 36), é observada, provavelmente devido as intera¢des hidrogenidnicas com a agua ou

com fosfato.

120 +

80 +

intensidade

40 4

0= T T T T T T T T
400 450 500 550 600

comprimento de onda (nm)

Figura 31: Espectro de emissdo para o complexo [Ru(NO)(ONO)pc] em CHCls (2,0 x 10°®
M), Aex=325NM € Aem= 425 nm , Temperatura 20,0 °C.
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Figura 32: Espectro de emissdo para o complexo [Ru(NO)(ONO)pc] em lipossoma (2,0 x 10°° M),
, Aex=325NM € hem = 425 nm. Temperatura 20,0 °C.
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Figura 33: Espectro de emissdo para o complexo [Ru(NO)(ONO)pc] em solugdo tampdo (2,0 x 10°®
M), Aex=325NM € Aem= 445 nm. Temperatura 20,0 °C.
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Figura 34: Espectro de emissdo para o complexo [Ru(NO)(ONO)pc] em CHCl; (2,0 x 10° M),
Lex= 600 NM € Aem = 686. Temperatura 20,0 °C.
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Figura 35: Espectro de emissdo para o complexo [Ru(NO)(ONO)pc] em lipossoma (2,0 x 10° M),
Lex= 600 NM € Aem = 686. Temperatura 20,0 °C.
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Figura 36: Espectro de emiss&o para o complexo [Ru(NO)(ONO)pc] em solucdo tampéo (2,0 x 10°®

M), Lex= 600 nm, ndo houve emissdo. Temperatura 20,0 °C.

A regido onde foi observada a banda de emissdo pode ser correlacionada, aproximadamente,
com as correspondentes bandas de absorcéo B e Q, respectivamente (CLARISSE, RIOU, 1987). A
banda em 690 nm pode ser atribuida a emissdo dos estados excitados, que correspondem ao pico de
absorcéo da banda Q. A baixa intensidade de luminescéncia deve-se a outras vias de desativacao de
energia do estado excitado, uma vez que o complexo apresenta uma banda de coeficiente de
absortividade molar na ordem 10*L. mol™* cm™ (Banda B) e 10°L. mol™ cm™ (Banda Q), que s&o

atribuidas as transicdes m — m*.

1V.2.10.0 rendimento quintico de fluorescéncia (®,)

O rendimento quéntico de fluorescéncia (®,) dos complexos em estudo foi determinado

através do método relativo, utilizando-se o violeta de cresila, em metanol, como padrdo, conforme
descrito por (CROSBY; DEMAS, 1971).

@ = (AdAR)-(DOE/DOY). (NN ). Pk (o) (1)
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Onde @ é o rendimento quantico, Area é a integral sobre a banda de emissdo e n é o indice de
refracdo do solvente ( CROSBY, DEMAS, 1971). Consideraram-se os valores de n para metanol
(1,326), cloroférmio (1,444) e lipossoma (1,333). O padréo é geralmente escolhido de acordo com a
regido de onde a espécie estudada emite (MACHADO; MACHADO, 2001). Uma molécula sera
significativamente fluorescente se sua eficiéncia quantica tiver magnitude consideravel (entre 0,1 e

1). Na tabela 11, encontram-se os valores @ para 0os complexos [Rupc] e [Ru(NO)(ONO)pc].

Tabela 11: Rendimentos quanticos de fluorescéncia (®g) dos compostos meio homogénio e

lipossomal.

Complexos Rendimento quantico de fluorescéncia- ®¢
Homogéneo Lipossomal

[ZnPc] 0,28+0,01*°¢ 0,09+0,01¢

[Rupc] 0,03+0,01° 0,03+0,01

[Ru(NO)(ONO)pc] 0,04 +0,01° 0,08 + 0,01

a: solvente C,H4OH; b: solvente CHCI3; c: Oliveira et al, 2005; d: Oliveira et al, 2006.

Nesses estudos, observou-se que a presenca do atomo de ruténio € responsavel por
suprimir ainda mais o tempo de vida de fluorescéncia e diminuir o rendimento quantico de
fluorescéncia, visto que o rendimento quantico de fluorescéncia para ftalocianina livre é
aproximadamente 0,6 (OWENS; ROBINS, 2001). Portanto, o efeito do &tomo pesado sobre o
acoplamento spin-orbita deve ser tomado como responsavel pela diminuicdo do ®f. Esse
efeito tende a favorecer outros processos de desativacdo da espécie excitada, provavelmente
com a geracdo de estado tripleto (OWENS; ROBINS, 2001). Metais de transicdo, geralmente,
aumentam a velocidade de cruzamento intersistema ao estado tripleto e, por possuir elevado
numero de niveis de energia, facilitam a desativacdo por conversdo interna. Desta forma,
deve-se ressaltar que fotossensibilizadores com baixo rendimento quantico de fluorescéncia
apresentam maior probabilidade de decaimentos nédo radiativos, possibilitando um aumento de
rendimento quéantico do estado triplete. Decaimentos ndo radiativos por conversdo interna
transferem energia do fotossensibilizador do estado triplete excitado para 0, o que leva a
formacéo de oxigénio singlete, sendo esta uma espécie reativa de interesse para TFD.
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1V.2.11. Fotodlise do complexo [RU(NO)(ONO)pc]

Algumas alternativas para o controle da liberacdo seletiva de NO, a partir de um
composto de coordenacdo, sdo Vvidveis clinicamente, como a inducdo luminosa (terapia
fotodinamica) e a reducéo eletroquimica do NO™ coordenado. Ambas as técnicas levam em
consideracdo a baixa afinidade observada entre o ligante NO° e alguns fons metélicos.
Estudos fotoquimicos foram realizados para prever quais seriam 0s comportamentos dos
ligantes ao redor do centro metalico hexacoordenado quando submetidos a luz. Esses estudos
levaram a investigagdes dos processos que ocorrem nos estados excitados, tais como as
reacOes de transferéncia de elétrons e de energia. O complexo [Ru(NO)(ONO)pc] apresenta
bandas de absorcdo intensas referentes a transferéncia de carga metal ligante (TCML), que
sdo observadas nos espectros eletrénicos na regido de 350 nm banda B e 660 nm banda Q.
Desta forma, os estudos fotoquimicos foram realizados em meio de tampéo fosfato pH =7,4 ¢
cloroférmio, utilizando o laser em dois comprimentos de onda de irradiacdo: 377 nm e 660
nm. A razdo da escolha do comprimento de onda de irradiacao recai sobre as linhas de energia
disponivel no equipamento (laser), bem como pela avaliacdo dos espectros UV-visivel do
complexo [Ru(NO)(ONO)pc]. As variacdes espectrais na regido UV-visivel para o complexo
[Ru(NO)(ONO)pc] dissolvido em cloroformio e em solucdo tampédo durante a fotdlise sédo
mostrados nas figuras 37 e 38, respectivamente. Estes espectros foram relatados tanto em
atmosfera de oxigénio quanto em atmosfera desaerada. Quando irradiado em 377 nm, com
uma dose de 4 jlcm? observou-se o desaparecimento das bandas de absorcdo Q da
ftalocianina em 690 nm e das de transferéncia de carga dn {(Ru(11))} — 7 (NO) em 350 nm,
com simultaneo aparecimento de bandas em 640 nm e 310 nm (Figura 37). A irradiagdo em
377 nm pode induzir processos fotoquimicos consistentes com a formulacdo dos estados de
TCML, levando a fotooxidacio de Ru(ll) a Ru(lll), com formagéo simultanea de NO™ para
NO°.
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Figura 37: Fotélise do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] na concentracdo 5,2 x 10°M em 377

nm em cloroférmio.
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Figura 38: Fotolise do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] na concentracdo 5,2 x 10°M em 377

nm em meio tampé&o pH = 7,4.
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Para a irradiagdo em solucdo de cloroférmio, verifica-se a existéncia de pontos
isosbésticos em 660 e 360 nm, o que indica que ndo ha alteracdo do espectro eletrbnico que
possa ser atribuido a formacdo de intermediarios, bem como a inexisténcia de fotoreagdes
secundarias, que possam levar a uma alteracdo espectral. A comparacao espectroscépica com
a espécie sintetizada [Rupc] (Figura 17) leva-nos a caracterizar o foto-produto de
[Ru(NO)(ONO)pc] como sendo o espectro final do complexo [Rupc] (Figura 37), precursor
do complexo nitrosilo, o que é indicativo da liberacdo de NO. Ja as variacdes espectrais na
regido UV-visivel para a solucdo tampao contendo [Ru(NO)(ONO)pc], tanto em atmosfera de
oxigénio quanto em atmosfera desaerada, quando irradiada em 377 nm, mostrou a diminuigédo
da intensidade de todas as bandas (Figura 38). O resultado é consistente com o efeito do
solvente na fotorreatividade de complexos de coordenacdo. O processo de transferéncia de
elétrons e alteracGes dos niveis de energia de orbitais moleculares pode ser tomado como
argumento na explanacgdo de diferenca de reatividade. O esquema 2 representa 0 mecanismo

fotoquimico envolvido neste processo.

Ru"Pc(NO)-ONO* hv (377om) Ru'"'Pc-NO°- (ONO) — . Ru""'Pc-(ONO) + NO
l+ e_

Ru " pcNO NO + Ru"'Pc

hv

Esquema 2: Mecanismo fotoquimico envolvido quando irradiado em 377 nm.

As variacOes espectrais na regido UV-visivel para o complexo [Ru(NO)(ONO)pc] em
cloroférmio e solucdo tampdo, tanto em atmosfera de oxigénio quanto em atmosfera de
argonio, quando irradiado em 660 nm, apresenta comportamento similares aquele observado
quando da irradiacdo em 377 nm. Porém, para que ocorra este comportamento similar, a
energia de irradiacéo necesséria é de 24 jlcm®. Provavelmente a diferenca de fotorreatividade,
quando irradiado em 660 nm, é devida a transferéncia eletrénica fotoinduzida, em que este

mecanismo fotorreacional (esquema 3) tambeém leva a liberacdo do NO (Figura 39 e 40).
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Figura 39: Fotélise do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] na concentracdo 1,0 x 10°M em 660

nm em Cloroférmio.
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Figura 40: Fotdlise do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] na concentragdo 1,0 x 10°M em 660

nm em meio tampé&o pH = 7,4.
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Ru"Pc(NO)-ONO*

I + I 0
hv 660 nm‘ Ru"Pc-ONO-NO Ru"-Pc-(ONO)-NO

' l

Ru'"Pc-ONO+NOQ°

Esquema 3: Mecanismo fotoquimico envolvido quando irradiado em 660 nm.

O complexo [Ru(ONO)(NO)pc] foi capaz de liberar NO® quando irradiado em 377
nm e em 660 nm (Figura 41 e 42) e os mecanismos fotoquimicos foram baseados na variacéo
espectral na regido do UV-visivel e nos perfis de corrente registrados no NOmeter. O
monitoramento in situ de NO durante a fotdlise € uma maneira indutivel de provar a geracao
fotoquimica de 6xido nitrico (KUDO et al, 1997). O sinal gravado pelo sensor de NO gasoso
aumenta rapidamente quando a fotdlise é iniciada e diminui quando o feixe de luz é
interrompido. Experimentos similares foram realizados com uma solu¢do “branco” (tampao
sem o complexo). A auséncia de sinal mostra que os resultados observados sdo consistentes
com a liberacdo de NO.
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Figura 41: Cronoamperograma do complexo [Ru(ONO)(NO)pc], quando submetido a
irradiacdo. Irradiacdo em 377 nm. Dados em solucdo tampdo pH 7,4. Concentracdo do
complexo 1,0 x 10 M-
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Figura 42: Cronoamperograma do complexo [Ru(ONO)(NO)(pc)], quando submetido a

irradiacdo. Irradiacdo em 660 nm. Dados em solucdo tampdo pH 7,4. Concentracdo do
complexo 1,0 x 10 M-

A quantidade de NO liberada do complexo de ruténio, quando este foi submetido a
irradiagdo em 377 nm e 660 nm, foi obtida através da curva de calibracdo (Figura 43), e 0s
dados se encontram na tabela 12.
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Figura 43: Curva de calibracéo para NO em solucdo tampao, obtida conforme descrito no
item 111.2.10.
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Tabela 12: Quantificacdo de Oxido Nitrico liberado pelo complexo [Ru(NO)(ONO)pc],
quando submetido a irradiacdo. Dados em solucdo tampé&o pH 7,4. Concentracdo do complexo
1,0x 10* M.

Comprimento de onda de irradiacéo

[NO] M
377 nm (tempo de irradiacdo 150 s) 8,66 x 10°°
660 nm (tempo de irradiacdo 600 s) 2,60 x 107

Desta forma, pode-se inferir que o mecanismo envolvido no processo fotoquimico em
377 nm é associado com a irradiacdo de luz especifica na banda de transferéncia de carga
metal-ligante (TCML), centrado na transicdo Ru"-NO* (Esquema 1) (2005; SAUAIA et al,
2005, SAUAIA et al, 2003). Neste caso, pode-se atribuir o estado excitado a formacdo da
espécie {Ru"'-NO°}", no qual o NO é 14bil. Na irradiacdo em 660 nm, o processo é melhor
descrito como transferéncia eletrénica fotoinduzida. Este sistema de transferéncia de elétron
envolve uma espécie que absorve luz na regido do visivel e apresenta forte caracteristica
redutora no estado excitado, e uma espécie receptora, com caracteristica oxidante. No sistema
estudado, o estado excitado poderia ser descrito como {Ru(pc)NO*(ONO)}’, no qual o NO é
labilizado ap6s processo de transferéncia eletronica do fragmento ftalocianina, como

demonstrado no esquema 2.

IV.2.12. Deteccdo de oxigénio singlete O,

Oxigénio pode usualmente ser detectado por varios métodos, que podem ser reunidos
em duas classes: diretos e indiretos. Os métodos diretos envolvem as medidas resolvidas no
tempo, enquanto os indiretos se baseiam em medidas de consumo de um substrato oxidavel,
realizadas em estado estacionario (Wu et al, 2011).

Em nosso trabalho, foi utilizado o método direto para qualificar a presenca do
oxigénio singlete (Figura 44 e 45), no entanto, optamos pelo procedimento quantitativo do
método indireto, em razdo de limitacdo experimental daquele equipamento, nas condigdes

necessarias para analise.
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Figura 44: Emissfes transientes em 1270 nm, obtidos apds a foto excitacdo do complexo
[Ru(ONO)(NO)pc] em 532 nm em cloroférmio. Temperatura 20,0 °C.
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Figura 45: Emiss@es transientes em 1270 nm, obtidos ap0s a foto excitacdo do complexo
Ru(ONO)(NO)pc] em 532 nm em lipossoma. Temperatura 20,0 °C.
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Claramente se observa o decaimento exponencial da fluorescéncia do transiente em
1270 nm, consistente com a formacio de 'O, Em ambos os solventes, cloroférmio (Figura
42) e Lipossoma (Figura 43), foi observado o decaimento da fluorescéncia. Isto nos permite
concluir que, em meio lipossomal, as caracteristicas do fotossensibilizador de produzir ‘O,

sdo mantidas.

1V.2.13. Medida de rendimento quantico de oxigénio singlete

Em complementacdo ao experimento anterior, 0 método indireto de medida do
rendimento quantico de ‘O, utilizado neste trabalho, envolve a oxidacdo do substrato 1,3-
difenil-iso-benzofurano (DPBF). O DPBF apresenta banda de absorcdo bastante intensa (& =

em etanol), em torno de 417 nm, que desaparece quando este reage com O, devido &
formacdo do endoperoxido (Esquema 4).

Esquema 4: Representacao da reacdo do DPBF com oxigénio singlete e formacéo de

endoperoxido.

Nos experimentos utilizados em nosso trabalho, uma aliquota de 2 mL do complexo
[Ru(NO)(ONO)pc], solubilizada em solucdo tampao, foi acrescida de uma solucdo de DPBF
(vide parte experimental 111.2.11.) e submetida & irradiacdo em diferentes tempos,
Esquematicamente e considerando-se o diagrama de Jablonski (Figura 46), pode-se

representar esta reatividade, conforme esquema 4.
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Figura 46: Diagrama de Jablonski, representacdo da conversdo intersistema, que pode

levar a formacdo de 'O,.

Apbs a absorcdo de um foton de luz, o fotossensibilizador passa a popular um estado
eletronico excitado singlete mais energético (Sn), podendo retornar ao seu estado fundamental
(S0) através de quatro caminhos de desativacdo, como ja discutido no item 1. 4.

A acdo fotodindmica é dependente do processo de cruzamento intersistemas,
responsavel pela formacdo do estado energético triplete. Os fotossensibilizadores mais
eficientes em TFD devem possuir necessariamente um alto rendimento quéntico de conversao
para 0 estado eletrdnico excitado triplete. A partir do estado excitado triplete, o
fotossensibilizador pode transferir energia para o oxigénio molecular a partir da configuracédo
eletronica triplete do fotossensibilizador, induzindo & formacdo de '0,. O oxigénio singlete é
uma espécie altamente reativa, que interage de forma a oxidar varios substratos. Assim,
quando o complexo [Ru(NO)(ONO)pc] ¢ irradiado, o complexo [Ru(NO)(ONO)pc] sai do seu
estado fundamental (1S0) e passa a popular um estado eletronico sinlgete (1S*). A presenca
do ion metalico central na esfera de coordenacdo do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] favorece a
conversdo intersistema (1S* —» 3S*) com tempo de vida mais longo. Assim, o complexo
pode transferir energia para oxigénio molecular, levando & formacéo de 'O,. O oxigénio
singlete reage prontamente com DPBF, de forma irreversivel, levando a formacdo de

endoperoxido (esquema 5).
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Desta forma, como Kd é a constante de desativacdo do 'O, pelo solvente e k. éa

constante de velocidade de consumo do complexo [Ru(NO)(ONO)pc], pela reacdo com
o endoperéxido formado. Como Kd é da ordem de 8,3 x 10* s* e Kr é 3,8 x 10* M s
(MOJZISOVA, 2009) pode-se inferir que essencialmente a reacdo bimolecular entre'O,

e DPBF é favoravel.

102 + DPBF o DPBF.O,

Esquema 5: Mecanismo fotoquimico envolvido no consumo de oxigénio singlete pelo DPBF
[TADA, 2007].

Desta maneira, ‘O, gerado pela fotoexcitacdo dos complexos [Rupc] e
[RUNO)(ONO)pc], na  presenca de DPBF, puderam ser  monitorados
espectrofotometricamente pela variagdo da absorbancia na faixa de 417 nm em funcdo do
tempo de irradiacdo (Figura 47). Essas medidas foram feitas em cubetas de quartzo, em
solugdes aeradas, sob agitacdo, e em ambiente livre da luz externa. As amostras foram
irradiadas em um laser de diodo em 660 nm e intensidade de luz ajustada para 1.05 x 10*
J.cm™. O consumo de DPBF foi monitorado em diferentes tempos de fotdlise (0 a 1 min) pela
medida da absorvancia do DPBF a 417 nm. O grafico de absorbancia versus tempo de
irradiagdo foi plotado (Figura 48). O tempo de decaimento (t) do DPBF foi calculado através

do ajuste exponencial de primeira ordem para comprimento de onda escolhido, sendo este
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inversamente proporcional a taxa de reacdo com 'O, (K, em s™). Assim, utilizando uma
solucdo padrdo com rendimento quantico e o tempo de decaimento conhecido, apds a
obtencdo do tempo de decaimento do DPBF obtido para complexos [Rupc] e
[Ru(NO)(ONO)pc], pode-se calcular a eficiéncia de geracdo de oxigénio singlete (K;). Para
este experimento, utilizou-se como padrao o azul de metileno em etanol (® W= 0,52) (DeRosa;
Robert, 2002). O valor de rendimento quantico de formacao de 'O, foi calculado considerando

a formula matemaética abaixo:
2
K (1—-0t)F [(n
DA = DF - =
-1 (Kop (np)

p
Onde k. e (k;) sdo, respectivamente, as taxas de consumo do DPBF estimadas, considerando-

se uma cinética de primeira ordem, n_é o indice de refragcdo da amostra e n, do padrdo, (1-t) e

p
(1-t) representam a razdo entre a intensidade de radiagdo absorvida pela amostra e pelo
padréo. Como por definicdo, T = 1./lo, onde I, € a intensidade de radiagdo transmitida e | € a

intensidade de radiacdo incidente, tem-se, por conseguinte, que 1-t=1 /I . Desta forma, o

rendimento quantico encontrado para os complexos [Rupc] e [Ru(NO)(ONO)pc], em solucéo

tampéo, foi igual a 0.39 e 0.22 mol.eistein™, respectivamente.
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Figura 47: A) Espectro de absor¢éo dos complexos [Ru(NO)(ONO)pc], na presenca de
DPBF, apds diferentes tempo de irradiagcdo com laser de diodo em 660 nm. Linha sélida,

espectro do complexo de ruténio.
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Figura 48: Grafico de primeira ordem —In(A¢/ Ao) vs tempo de irradiacdo em segundos para

a decomposicdo do DPBF. Temperatura 20,0 °C .

IV.2.14. Relacdo entre irradiacdo e variacao da concentragdo de oxigénio em meio

celular

A geracdo de oxigénio singlete, dependente de oxigénio molecular em meio bioldgico,
foi avaliada indiretamente, mediante quantificacdo de O, (Figura 49). Sob irradiacdo, na
presenca de [Ru(NO)(ONO)pc], 6,1 nmol O,/ml/min foram consumidos na geracdo do
oxigénio singlete, enquanto ~ 3,5 nmol Oy/ml/min foi o consumo padrdo (somente célula).
Quando [Ru(NO)(ONO)pc] foi adicionado, sem irradiar, ~ 2,0 nmol O,/ml/min foram
consumidos. Esta reducdo na velocidade de consumo do oxigénio (nmolOz/mL/min),
comparando-se ao consumo padrdo, pode ter ocorrido devido & inibicdo da citocromo ¢
oxidase (complexo IV da cadeia respiratéria mitocondrial) pelo NO liberado pelo
[Ru(NO)(ONO)pc]. No entanto, 0 aumento da velocidade apds a irradiagdo pode ter sido
resultante do consumo do oxigénio associado a formacdo do oxigénio singlete quando o

complexo [Ru(NO)(ONO)pc] foi irradiado na janela terapéutica (660 nm).
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Figura 49: Determinacdo da velocidade de consumo de oxigénio em funcdo do tempo
(nmolO,/mL/min), em células B16/F10 na presenca e na auséncia de irradiacdo. A suspensao
celular (10°) foi incubada com 2,0 x 10° M de [Ru(NO)(ONO)pc], conforme demonstrado na

figura acima pelas setas em volume final de 1 mL.

Os dados obtidos mostram que o complexo nitrosilo adicionado exerce efeito
consideravel no processo bioguimico em nivel celular, provavelmente atuando inicialmente na
mitocdndria celular. O efeito mostrado na figura 49 é relativo ao processo relacionado a
respiragdo ocasionado, neste caso, pelo NO liberado do complexo e, sob irradiaco, pelo *O,.

IV. 3. ENSAIOS FARMACOLOGICOS

Uma das principais funcfes do NO esta relacionado o seu efeito vasodilatador. Esta
propriedade tem sido extensivamente explorada nos trabalhos do grupo envolvendo
complexos doadores de NO (BONAVENTURA et. al., 2004; GAITANI et. al. 2009) e servem
de certa forma como sonda relativa a capacidade de uma substancia liberar esta molécula e ter
acao biologica. Portanto, avaliou-se 0 comportamento da musculatura lisa vascular perante o
NO liberado pelo complexo [Ru(NO)(ONO)pc] por reacdes fotoquimicas e redutimétricas.

A resposta vasodilatadora do doador [Ru(NO)(ONO)pc] foram medidas a partir do platd
de contracdo da fenilefrina (PHE) e foi exposto como porcentagem reversa da pré-contracdo
da fenilefrina. Os resultados foram expressos com o £ SEM. Em cada experimento, n indica a

guantidade de ratos utilizados nos estudos.
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Dois pardmetros farmacolégicos, efeito méaximo (Eméx) e pD2, obtidos a partir da curva
de dose resposta para o complexo [Ru(NO)(ONO)pc] foram analisados.

Nos estudos realizados com o complexo [Ru(NO)(ONO)pc] como vasodilatador na
auséncia de irradiacdo luminosa, utilizou-se a fenilefrina (PHE) como agente contratil. Sabe-
se que a fenilefrina é um agente de contracdo de vaso, e esta apresenta caracteristicas
redutoras em alguns complexos nitrosilos (SAUAIA et. al. 2003). Desta forma, utilizou
também um agente de contracdo de vaso que nao apresentasse caracteristica redutora, desta
forma utilizou-se a prostaglandina (PGF2a.).

Para experimentos com irradiacdo, utilizou-se 0 mesmo protocolo experimental, e foi
utilizado como agente contratil somente a prostaglandina para assegurar que o No liberado
neste experimento ocorresse por re¢des fotoquimicas. Ao se adicionar o complexo, iniciou 0
processo de irradiagdo com uma lampada a fim de promover a liberacdo do NO da esfera de
coordenagdo.

Porém para todos os experimentos realizados, a vasodilatagdo méxima observada
correspondeu a concentracdo de 107 M (Figura 1 do apéndice), o que é semelhante ao
processo descrito para o nitroprussiato de sdédio um complexo utilizado em terapia clinica.
Aparentemente 0 mecanismo envolvendo o complexo [Ru(NO)(ONO)pc] € independente de
luz, pois o processo vasodilatador conduzido na presenca e na auséncia de irradiacéo
luminosa, refletiu no mesmo efeito. Para os ensaios farmacolégicos conduzidos com PHE e
PGF2a como agente de contracdo, sendo o primeiro redutor e o segundo ndo, tiveram o
mesmo efeito na vasodilatacao.

A figura 1 do apéndice mostra o perfil de relaxamento do complexo [Ru(NO)(ONO)pc], o
resultado pra todos os experimento € o mesmo. Baseado nestes resultados, pode-se inferir que
0 mecanismo de vasodilatacdo se deve a cinética entre 0 complexo [Ru(NO)(ONO)pc] e

células endoteliais.
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Figura 1: Relaxamento induzido pelo doador de NO [Ru(NO)(ONO)pc] em aorta de ratos
normotensos. A curva concentragdo-efeito ilustra o relaxamento induzido pelo doador de NO
em aorta de ratos contraidas com PHE. Cada ponto representa a média + EPM obtido em
cinco experimentos independentes.

IV.4. CARACTERIZACAO DO SISTEMA LIPOSSOMAL POR MEIO DO
TAMANHO DE PARTICULAS, POLIDISPERSIVIDADE, POTENCIAL ZETA E
ANALISE ESPECTROSCOPICA UV-VISIVEL.

Carreadores lipossomicos tém sido aceitos clinicamente no tratamento do cancer, visto
que eles alteram a farmacocinética e biodistribuicdo dos farmacos antineoplasicos (MAMOT
et al, 2003). Neste trabalho, foram manipulados lipossomas deformaveis, que também sao
chamados de lipossomas flexiveis ou transferssomas. S8o0 como lipossomas convencionais,
mas suas membranas sdo constituidas de um fosfolipideo (DOPC) e de um tensoativo de
cadeia simples com alto raio de curvatura (tween 20), capaz de diminuir a interacdo entre as
cadeias carbbnicas, aumentar a fluidez e dar flexibilidade & membrana lamelar. Os
lipossomas foram realizados como descrito no item 3.4.2, e a caracterizagdo do sistema
lipossomal por meio do tamanho de particulas, polidispersividade, potencial zeta foram feitas
para os lipossomas ‘“vazios” e para as preparacdes lipossomais do complexo
[Ru(NO)(ONO)pc]. Como pode ser observado (Tabela 13), os lipossomas vazios e contendo
complexo [Ru(NO)(ONO)pc] apresentaram tamanhos 98,0 e 99,2 nm, dentro da faixa
esperada para este tipo de vesiculas, o indice de polidispersividade (Pdl) encontrado foi 0,178
+ 0,010 e 0, 230 e o potencial zeta (§) encontrado foi -5,55 + 2,90 e -3,56 mV,

respectivamente. A obtencédo de lipossomas com didmetro compreendido entre 50 e 150 nm €
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um meio termo entre a eficiéncia de encapsulacdo (aumenta de acordo com o aumento do
diametro) e a estabilidade do lipossoma (diminui com o aumento do didmetro acima da faixa
Otima de 80-200 nm) (LASIC, 1993; SCARPA et al, 1998), e a distribuicdo homogénea das
vesiculas sdo importantes fatores para a garantia da estabilidade dessa forma farmacéutica
(KULKAMP et al, 2009).

Tabela 13: Tamanho de particulas (nm), indice polidispersividade (Pdl) e potencial zeta (€)

Lipossoma Diametro (nm) Pdl £ (mV)
Vazio 98,3nm +1,9 0,178 £ 0,01 -555+29
[Ru(NO)(ONO)pc] 99,2nm = 2,1 0, 230 £ 0,06 -3,56 + 1,6

Os valores apresentados correspondem a média + desvio padrdo (n=5).

Os resultados obtidos mostram um didmetro medio de 99 nm para os lipossomas
contendo o complexo [Ru(NO)(ONO)pc], o que significa que a inser¢cdo do complexo ndo
alterou significativamente o tamanho das vesiculas. A insercdo do complexo pode ser
observada avaliando-se o espectro UV-visivel dos lipossomas e comparando-o com o espectro

do complexo em solugéo (Figura 51).
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Figura 51: Espectro de absorcdo do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] em cloroférmio (A) e

encapsulado em um lipossoma (B) ambos na concentracgdo de 1,0 x 10° M.
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Este sistema apresenta um tamanho dentro da faixa que permite uma interacao
celular maior e sua interiorizacdo. Desta forma, fez-se o estudo de viabilidade celular em
células de melanoma murino B16/F10, tanto em solucdo quanto em lipossoma, onde foi

analisado o efeito citotoxico do complexo [Ru(NO)(ONO)pc].

IV.5. ESTUDOS IN VITRO
1\VV.5.1. Ensaios de viabilidade celular

Os ensaios de viabilidade celular (MTT) para o complexo [Ru(NO)(ONO)pc] foram
obtidos na auséncia e na presenca de estimulo luminoso. Estes ensaios foram feitos em
linhagens de células de melanoma B16/F10. A citotoxicidade foi avaliada utilizando-se
concentracdes de 10 - 10°° M.

Conforme mostrado na figura 52, o complexo [Ru(NO)(ONO)pc], sem estimulo
luminoso (barras pretas), ndo apresentou citotoxicidade. De fato, o que se observa é um
aumento percentual da viabilidade celular, o qual, na concentracdo de 1,0 x 10°® M, alcanca o
valor de 150%, em relagdo ao controle. Na verdade, a capacidade proliferativa de células tem
sido amplamente discutida nos trabalhos do Wink e colaboradores (2008). Para estes autores,
niveis fisiologicos de NO podem induzir proliferacdo celular. Desta forma, podemos inferir
gue uma quantidade menor do complexo de ruténio, administrado nos ensaios de
citotoxicidade, propiciou a liberacdo de NO em niveis baixos e foi o responsavel pelo efeito
proliferativo das células B16/F10. A razdo desta inferéncia deve-se a processos de liberacdo
de NO, ocasionado provavelmente através da reducdo do complexo por biomoléculas
redutoras. A porcentagem de complexo de ruténio que teve interacdo com a célula foi avaliada
por espectroscopia de massa de absorcao atbmica (item 4.4.2).

O experimento de viabilidade celular (MTT) foi feito também sob irradiagdo luminosa,
utilizando laser dentro da janela terapéutica (660 nm), com uma poténcia de 4 J/cm? (Figura
52). Observa-se, nestes resultados, que ha uma tendéncia em diminuir a viabilidade celular
conforme o aumento da concentracio do complexo de ruténio (10”° - 10°M). Na concentragéo
de 1 x 10° M, ha uma diminuicdo da viabilidade celular de 74% em relacdo & mesma
concentracdo observada sem estimulo luminoso, assumindo-se que o controle seja aquele da

curva em preto, na concentracdo de 1 x 10°® M.



86

A B
160
o~ 140
SE 1o
E(@ 100
9 ]
g 2
> £ 607
- [}
S 401
SIS 20
o.
Control  10° 06  DMSO Control 10° 10 107 10¢ DMSO

Figura 52: Viabilidade celular de B16/F10 obtidos por ensaios de MTT ap0s tratamento com
[Ru(NO)(ONO)pc], Células B16/F10 foram plaqueadas em Wells de 96 (2 x10° células/well)

por 3 horas com concentracdo do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] de 10°, 108 107 e 10° M. As
barras escuras mostram percentuais de ndo irradiados de células viaveis e barras brancas,

células irradiadas. p <0,05 vs respectivos controles. Poténcia do laser = 4,0 J/cm?.

IVV.5.2. Espectroscopia absorcédo atbmica em células B16/F10

O complexo [Ru(NO)(ONO)pc] foi avaliado quanto a acdo citotoxica em ensaios in
vitro com células B16/F10. Esta acdo parece estar diretamente relacionada a cinética de
interacdo do complexo de ruténio com as células de linhagem cancerigena utilizadas neste
trabalho. Para avaliar a quantidade do complexo que, de fato, interagiu com a célula, ensaios
de espectrofotometria de absor¢do atdbmica foram feitos. A técnica analitica é seletiva e
constitui-se em uma forma precisa de se saber qual concentracdo do complexo foi responsavel
pelos efeitos observados. Analise da espectroscopia de absorcdo atbmica (Tabela 14) mostra a
quantidade de ruténio (%) no interior das células através de analises de ICP-MS. Na
concentracdo 1 x 10° M, cerca de 5% do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] foi capturado pelas
células B16/F10 apo6s 3 h de incubacdo, enquanto, apés 24 h, 12% do complexo penetrou nas
células. Nos experimentos a seguir, utilizaram-se 3 horas de incubacdo, a fim de evitar

proliferacdo celular durante a exposi¢do ao complexo.

Tabela 14: Analise quantitativa de Ruténio (Ru) presente em células B16/F10
(12pocos/105).
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Complexo Ruténio T - [complexo [complexo [complexo [complexo
empo
Nitrosilo (M) P x0]M  x101M x10°1M  x10°]M
3h 0 10,40 5,35 0,61

Ruténio detectado

(%) 24 h 0 30,25 12,12 6,02

Desempenho de ICP-MS: Poténcia (W) = 1100; Fluxo de gas (L min™) = 0.52; Replicatas = 3.

1VV.4.3. Espectroscopia de fluorescéncia da incubacdo do complexo [Ru(NO)(ONO)pc]

Uma explicacdo para o crescimento celular na auséncia de irradiacdo luminosa (Figura
52 barras escuras) pode ser atribuida ao NO liberado pelo complexo. A comprovacgéo cinética
foi feita através da espectrofluorimetria. Para tanto, células B16/F10 foram incubadas por 3
horas em uma concentrago de 1 x 10° M de complexo [Ru(NO)(ONO)pc] (6 x 10° células em
frasco 75 cm?). Em seguida, foram tripsinizadas, lisadas (CelLytivtmM Cell-sigma) e
centrifugadas (1200 rpm) a fim de obter a fracdo citosolica. Esta fracdo foi colocada em
cloroférmio, a fim de obter espectros fluorimétricos. Em comparagdo aos espectros de
fluorescéncia do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] e [Rupc] em cloroférmio, pode-se verificar
que aquele espectro do meio celular é semelhante ao da [Rupc] (Figura 53). Assim sendo,
pode-se inferir que houve sim liberacdo de NO e, desta forma, pode-se atribuir o crescimento
celular ao NO. De certa forma, ndo é surpreendente, haja vista a discussdo de Wink e
colaboradores (2008).

Avaliando-se os resultados de citotoxicidade (Figura 52 barras brancas), pode-se
observar que as células, quando irradiadas, apds o tratamento com o complexo de ruténio,
apresentam morte celular. Haja vista a discussdo anterior, pressupde-se que ndo ha mais
complexo nitrosilo no meio, ou seja, a irradiacdo deve ser pertinente ao complexo [Rupc].
Conforme mencionado anteriormente (Item 4.1.7), esta acdo de diminui¢do da viabilidade

celular deve-se ao oxigénio singlete gerado com estimulo luminoso.
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Figura 53: Espectro de emissdao do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] e [Rupc] em CHCl3, em
comparacdo com produtos intracelulares originado provavelmente da reducdo do complexo

apos 3 h de incubacgdo. Aex = 325 nm.

IV.5.4. Efeito do oxigénio singlete - *O,

A fim de caracterizar o efeito do oxigénio singlete na concentracdo 10° M, as células
foram tratadas durante 3 horas, irradiadas com laser dentro da janela terapéutica (660 nm),
com uma poténcia de 4 J/cm? e analisadas por ensaios de MTT em 3, 8, 24 e 48 horas (Figura
54). Observa-se, nestes resultados, que, apés 3 horas e num tempo maximo de 24 horas pos-
irradiacdo, houve diminuicdo consideravel na viabilidade celular (~ 70% em comparacdo com
o controle). Resultados demonstraram que o oxigénio singlete gerado sob irradiacdo é o

responsavel pela diminuicéo de células viaveis (compare a figura 54).
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Figura 54: Viabilidade celular de B16/F10 obtidos por ensaios de MTT, apds tratamento com
[Ru(NO)(ONO)pc], Células B16/F10 foram plaqueadas em Wells de 96 (2,0 x 10°
células/well) por 3 horas [Ru(NO)(ONO)pc] de 10° M. Apés este tempo, as células foram
lavadas com PBS e irradiadas com laser na poténcia de 4,0 J/cm?, a viabilidade celular foi

determinada em 3, 8, 24 e 48 horas apds remover o complexo.

IV.5.5. Efeito do lipossoma “vazio” e do complexo encapsulado em lipossoma

Os ensaios de citotoxicidade celular mostram que concentragfes da ordem de puM
propiciam morte significativa de células, determinada pela diminui¢do da viabilidade celular,
porém precedida de proliferacdo celular. Isto foi atribuido a niveis fisioldgicos de NO. Uma
das maneiras de contornar este problema deve estar relacionada com a concentracdo deste
radical no interior da célula. Como esta concentracdo depende do complexo
[Ru(NO)(ONO)pc], uma estratégia vidvel seria aumentar a concentracdo do complexo que se
difunde pela membrana celular. Neste trabalho, utilizamos lipossoma ultraflexivel para avaliar
este efeito.

Para determinar se a formulacgéo lipossomal era atoxico, as células foram incubadas por
3 horas com lipossoma vazio, ou seja, preparada sem o complexo. Os resultados s&o
apresentados na figura 56 e mostram que as vesiculas lipossomais sdo completamente inertes,
do ponto de vista de toxicidade em células de melanoma B16/F10. Foram testadas

concentragoes de 25, 50, 75 e 100% de lipossoma “vazio” por pogo.
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Figura 55: Porcentagem de viabilidade celular ap6s incubacdo com a formulacao
lipossomal “vazia”. Os experimentos foram realizados no escuro, ou seja, sem irradiagao

luminosa com as células de melanoma B16/F10.

Desta forma, a citotoxicidade do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] encapsulado em
lipossoma foi avaliado. Inicialmente a espectroscopia de absorcdo atdmica foi realizada para
quantificar a porcentagem de ruténio no interior das células da mesma forma, como descrito
no item 111.5.2. Em uma concentragdo 10° M, cerca de 25% do complexo encapsulado em
lipossoma foi capturado pelas células B16/F10 apds 3 h de incubagdo. Conforme mostrado na
figura 55, o precursor [Rupc], quando encapsulado em lipossoma sem estimulo luminoso
(barras pretas), ndo apresentou citotoxicidade. Porém, pode-se observar que o complexo
[Ru(NO)(ONO)pc], quando encapsulado em lipossoma, ndo causa um aumento da viabilidade
celular, como visto para os experimentos em solucdo (Figura 53 barra preta) na concentragdo
de 1 x 10° M, quanto este ndo foi exposto & irradiacdo luminosa. Porém, em relacdo ao
controle, ha uma diminuigdo da viabilidade celular em torno de 15%, provavelmente isso
ocorre devido ao aumento na quantidade de [Ru(NO)(ONO)pc], responsavel pela liberagao de
NO no interior da célula, quando o complexo foi encapsulado. O experimento de viabilidade
celular foi feito também sob irradiacdo luminosa, para o complexo [Ru(NO)(ONO)pc]

encapsulado em lipossoma, seguindo 0s mesmos parametros, como laser dentro da janela
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terapéutica (660 nm) e poténcia de 4 J/cm? (Figura 53). Observa-se, nestes resultados, que a
viabilidade celular diminuiu aproximadamente 35%. Este decréscimo é relativamente maior

do que aquele observado em meio aquoso (Figura 53) para 0 mesmo experimento.
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Figura 56: Viabilidade celular de B16/F10 obtidos por ensaios de MTT ap0s tratamento
com [Ru(NO)(ONO)pc] encapsulado em lipossoma, Células B16/F10 foram plaqueadas em
Wells de 96 (2 x 10* células/well), por 3 horas, com concentracdo do complexo
[Ru(NO)(ONO)pc] 10° M. As barras escuras mostram percentuais de ndo irradiados de
células viaveis e barras brancas, células irradiadas. p <0,05 vs respectivos controles. Poténcia

do laser = 4 J/cm?

IV.5.6. Efeito da dose de irradiacdo em Joule/cm?

Definidas as condicdes de tratamento, laser, tempo de encubacdo, concentracdo 10°M
empregando a linhagem de melanoma murino B16/F10, realizaram-se ensaios com complexos
[Ru(NO)(ONO)pc] encapsulado em lipossoma, agora utilizando diferentes doses de
irradiacdo. Doses de 12, 23, 35 e 45 J/lcm? foram testadas e, através do resultado obtido
(Figura 57), avaliou-se a eficacia do tratamento in vitro. A maior taxa de morte foi obtida com
a maior dose de irradiagdo, 45 J/cm?, com a qual a viabilidade celular diminuiu em 70%.
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Figura 57: Viabilidade celular de B16/F10 obtidos por ensaios de MTT ap0s tratamento com
[Ru(NO)(ONO)pc] encapsulado em lipossoma, Células B16/F10 foram plaqueadas em Wells
de 96 (2,0 x 10* células/well), por 3 horas, com concentracdo do complexo
[Ru(NO)(ONO)pc] 10° M. Apés 3h de tratamento, as células foram irradiadas com doses de
12, 23, 35 and 45 jlcm?.

IVV.5.7. Mecanismo bioquimico relacionado a morte celular

Considerando os resultados obtidos promissores, iniciou a investigacao do tipo de morte
celular induzida pelo tratamento com complexo [Ru(NO)(ONO)pc] encapsulado em
lipossoma. Desta forma, foram realizadas marcagfes in vitro, utilizando dois diferentes
fluoréforo: anexina V e iodeto de propidio. A anexina V se liga especificamente ao residuo de
fosfatidilserina exposto na membrana plasmatica apds liberacdo do citocromo-C da
mitocondria, sendo um evento inicial de apoptose. Por outro lado, o iodeto de propideo € um
corante vital que se intercala no DNA genémico quebrado, processo este caracteristico da
necrose celular (LEIST; NICOTERA, 1997).

As células de melanoma B16/F10 foram tratadas com complexo [Ru(NO)(ONO)pc]
encapsulado em lipossoma, irradiadas com 45 J/cm? e, apds 24 horas, marcadas com anexina

V e iodeto de propideo. Como é possivel observar na figura 58, as células tratadas
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apresentaram marcagdo positiva para anexina V, indicando que, para esta linhagem, um dos

processos de morte induzida pelo tratamento é a apoptose.
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Figura 58: Células B16/F10 tratadas com complexo [Ru(NO)(ONO)pc] encapsulado
em lipossoma 1 x 10° M e irradiadas com 45 J/cm* Barras pretas representam processo de
morte celular por necrose. Barras cinzas representam processo de morte celular por apoptose.
Sendo n =5, p <0.05

IV.5.8. Efeito citotdxico em linhagem de células Melan-A

A seletividade do tecido tumoral em relacdo ao tecido normal é importante
consideracdo quando projetado pelo uso em TFD, para tratamento de cancer. O mesmo
roteiro experimental foi desenvolvido, agora utilizando células Melan A, que é uma linhagem
melanocitica ndo tumorigénica, presente na epiderme de mamiferos. O perfil citotdxico para

complexo [Ru(NO)(ONO)pc] esta apresentado na figura .
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Figura 59: Complexo [Ru(NO)(ONO)pc] encapsulado em lipossoma 1 x 10° M
aplicado em células B16/F10 e Melan A. Barras pretas representam experimentos realizados
na auséncia de luz. Barras cinzas representam células irradiadas com 45 J/cm* . Sendo n = 5,
p <0.05.

O complexo [Ru(NO)(ONO)pc] ndo apresentou citotoxicidade celular na linhagem
Melan A. Isto permite inferir que o complexo nitrosilo estudado neste trabalho, tem uma

grande potencialidade de ser aplicado in vivo, com esperanca de relativo sucesso.

V. MODELAGEM MOLECULAR

Otimizacdes de geometria por Teoria de Densidade Funcional (DFT) foram realizadas
utilizando-se o software GAMESS, com um critério de convergéncia de 10 a.u. em um
algoritmo de gradiente conjugado. O LANL2DZ foi usado como base para se obter os
potenciais efetivos para o ruténio. Calculos de DFT foram realizados usando o B3LYP. Os
orbitais moleculares e o0s espectros simulados foram calculados pelo método ZINDO
semiempirico, tal como implementado no programa HyperChem [HyperChem Professional
8.0, Hipercubo, Inc. 1115 NW 4 St. Gainesville, FL 32601, EUA], com a mesma metodologia
previamente relatada (TOMA et al, 2005). O espectro eletrdnico foi calculado com base em

excitacbes simples em um espago ativo envolvendo 40 orbitais moleculares (OMs) de
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fronteira (20 maiores e os menores ocuparam 20 OMs desocupados) e o perfil de absorgéo

simulada usando funcdes gaussianas assumindo-se meia-largura de banda de 4.000 cm™.

A determinacdo por DFT da geometria mais estavel para 0s isdmeros
[Ru(NO)(NO2)(pc)] levam a conclusdo de que a ONO é preferida para a coordenacdo-NO; e
que o anel da ftalocianina € altamente planar, como esperado. A coordenacdo NO é planar
(Ru-angulo NO é 178.1°) indicando que o {Ru"-NO}*é a forma predominante, de acordo com
estruturas relatadas na literatura. O orbital molecular de mais alta energia ocupado (HOMO) e
0s respectivos niveis dos orbitais de mais baixa energia desocupado (LUMO) e a mistura
fracionaria orbitalar de 12 orbitais moleculares de fronteira, 0os quais sdo apresentados na
tabela 15, enquanto os espectros tedrico e experimental estdo apresentados na tabela 16.
Inspecio da tabela X mostra que o ligante NO™ esta influenciando fortemente a composico
dos orbitais moleculares de fronteira, especialmente os vazios. Considerando o nivel HOMO,
isto pode ser atribuido como um orbital contendo grande fracdo do ligante ftalocianina,
enquanto o nivel LUMO mostra um certo grau de mistura com o sistema {Ru"-NO}*. Como a
reducdo pode ser comparada a adi¢do de elétrons no orbital LUMO, esses dados confirmam a
atribuicdo tedrica anterior, baseado na medida eletroquimica. Neste caso, 0 processo de
reducdo observada em -0,30 V pode ser entendido como a redugdo do {Ru"-NO}", dando
origem a liberacdo de NO. Em relacdo a excitacdo eletrénica, a mistura de orbitais sdo de
modo que as bandas B e Q ndo podem ser atribuidas a transi¢6es oriundas de orbitais puros e,
de fato, os resultados mostram que um alto grau da transi¢io pc — {Ru'-NO}", que envolve
de fato uma transferéncia de carga, tem de ser considerado para as bandas B e Q. Estes dados
tedricos podem explicar porque a irradiacdo de amostras nas bandas B e Q propiciam a
liberagdo de NO. Racionalizando sobre estes resultados tedricos observa-se que ha um alto
grau de transferéncia de carga em ambas as transicoes, e sendo assim, a irradiacdo em ambos
0s comprimentos de onda pode ser atribuida a uma mudanca de {Ru"-NO}* para Ru"'-NO°
(Figura 60). O mesmo tipo de comportamento foi observado em sistemas Ru"NO similares
(TOMA et al, 2005).



96

Photorelease

Figura 60: Transicdo eletronica envolvida na banda B (110 - 113) e Q (110 - 114)
calculado para o complex [Ru(NO)(ONO)pc] por DFT and ZINDO. *Evidéncia da

contribuicdo do ligante nitrosilo em ambos estados excitados (B e Q).

Tabela 15: Energia dos orbitais moleculares e % de misturas destes orbitais, para o complexo
[Ru(NO)(ONO)pc], calculado por DFT e ZINDO.

Mol. Orbital Energy/eV Ru' Pc® NO* NO;

116 -0.02 469 11.92 3.99 79.40
115 -0.02 0.02 99.77 0.02 0.19
114 -0.04 31.90 15.96 51.62 0.51
113 -0.05 30.64 16.83 40.67 11.86
112 -0.08 0.92 88.57 10.42 0.09
111 -0.08 1.85 87.18 10.60 0.37

110 -0.22 0.00 99.84 0.03 0.13
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Tabela 16: Algumas das transicbes eletronicas calculadas para o complexo

[Ru(NO)(ONO)pc].
. Forca do o
Observado® Calculado ) atribuicéo
oscilador
Al nm MO;—MOx
110—111 Q
680 685 0.16
110—113 Pc—Ru'"'NO* CT
110—112 Q
608 642 0.23
110114  Pc—Ru'NO*CT
110—111 B
492 0.73
110—113 Pc—Ru''NO* CT
475
110—112 B
480 0.42
110114  Pc—Ru'NO'CT
473 0.29 110114  Pc—Ru'NO*CT
358
358 0.02 110—116 Pc—NO, CT

Espectro eletronico em solucéo de cloroférmio.
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VI. CONCLUSAO

Em conclusdo, nossos resultados demonstram que o efeito sinérgico de éxido nitrico e
oxigénio singlete produzido pelo fotosensibilizador [Ru(NO)(ONO)pc] mostrou um grande
beneficio na diminuicdo da viabilidade celular da linhagem B16/F10, quando comparado com
a espécie [Rupc], um complexo que produz somente oxigénio singlete quando irradiado. A
atividade antiproliferativa do complexo [Ru(NO)(ONO)pc], observado na analise in vitro,
passa a ser uma alternativa importante a ser considerada dentro da fotoquimioterapia, que pela
primeira vez fora relatada num trabalho cientifico, cuja acdo se deve ao sinergismo de dois
radicais produzidos por um Unico composto. A relacdo entre quantidade de composto que
atravessa a membrana celular e atividade citotoxica é inerente a diminuicdo da viabilidade
celular. Fica evidente neste caso que é importante buscar alternativas para burlar o efeito de
repulsdo membrana-complexo, provavelmente devido a barreira eletrostatica, que no caso de
nosso trabalho fora conseguido com o uso de lipossomo ultraflexivel. Neste trabalho
verificamos um aumento de atividade citotoxica do complexo [Ru(NO)(ONO)pc] de cerca de
25%, quando o composto estava encapsulado, se comparado com 0 mesmo composto em

solucéo de PBS.

Vale ainda ressaltar que o composto ndo apresentou citotoxicidade, no escuro, para
células ditas “normais” (melan-A), até a concentracdo de 1,0 x 10 M. Acrescenta-se ainda
que foi, considerando-se unicamente o fator vasodilatagdo in vitro, este composto tdo potente
quanto um farmaco comumente usado em clinica médica para controle de pressao arterial —
nitroprussiato de sodio — que apresenta efeitos colaterais danosos. Isto pode qualificar o
composto [Ru(NO)(ONO)pc] para ensaios in vivo e quica explora-lo para este fim, como um

novo farmaco.

Os resultados obtidos e descritos neste trabalho permitem vislumbrar uma investigacao
mais aprofundada do [Ru(NO)(ONO)pc] como metalo-farmaco ou considerar estes achados
na idealizacdo de espécies que possam produzir NO e 'O, sinergicamente, em experimentos in

vivo, com fins de aplicagéo clinica, como é o caso para Terapia Fotodindmica.
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