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RESUMO
COMPLEXO  LUMINESCENTE DE  Ru(ll)-PERILENO:
AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E

FOTOCITOTOXICIDADE EM CELULAS DE MELANOMA
MURINO B16F10 IN VITRO E IN VIVO.

O melanoma cutaneo ¢ um dos canceres mais temidos em todo o mundo
devido a resisténcia aos tratamentos e a elevada capacidade em desenvolver
metastases. A terapia fotodindmica (TFD), uma modalidade terapéutica
minimamente invasiva, € uma estratégia promissora de tratamento para leses
malignas e ndo-malignas. Complexos de Ru(ll) polipiridinicos sao
fotossensibilizadores interessantes para a TFD devido as suas propriedades
espectroscopicas e anticancerigenas singulares. Este trabalho explora a
extensdo e implicacdo do meio no processo de agregacdo do complexo
[Ru(phen)(pPDIp)]** (RupPDIp) onde phen = 1,10-fenantrolina e pPDIp =
perileno funcionalizado com fenantrolina, e suas consequéncias nas
propriedades fotoquimicas e fotofisicas. A excitacdo com luz visivel leva,
inicialmente, a emissdo de ambos os croméforos: *MLCT (Ru,drn—phen, 1)
e ILCT (pPDIp, n—="). No entanto, 0 meio induz ao aumento das interacdes
intermoleculares n-n que levam a formacdo da fracdo pPDIp na forma de
anion radical pPDIp~ em DMSO, pPDIp~ e pPDIp* em meio de cultura
celular RPMI e *pPDIp em solugéo tampédo (pH 7.4) e em filme polimérico.
Assim, demonstra-se que somente a variacdo do solvente pode ser utilizada
para sintonizar as energias dos estados excitados levando a variacOes
sistematicas na fotorreatividade e nas propriedades emissivas do complexo. O
complexo também exibiu um perfil interessante para atividade biologica com
a ativacdo de oxigénio singleto (*O,) em solugdo tampdo (pH 7,4) sob
irradiacdo com diferentes sistemas de luz. Foi avaliado também o potencial do

complexo para aplicacdo em terapia fotodinamica frente as celulas tumorais
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de melanoma murino B16F10 in vitro. Nao foram observados efeitos
citotoxicos em concentracdes do complexo menores que 10 pmol.L? no
escuro. No entanto, o complexo apresentou um efeito fotocitotoxico
significativo exibindo valores de I1Cso de 0,5 pmol.Lt sob irradiagcdo com luz
Azul (420 nm, dose 0,58 J.cm?) e de 1,2 umol.L™* com LED verde (518 nm,
dose 0,41 J.cm™). Esses resultados demonstram que o complexo RupPDlIp é
um candidato promissor para aplicacdo como fotossensibilizador em terapia
fotodindmica. Com interesse no uso tépico no tratamento de cancer de pele, o
complexo foi imobilizado em um filme polimérico a base de amido de
mandioca. Os ensaios espectroscopicos demonstraram que o complexo
imobilizado no filme manteve suas propriedades luminescentes bem como foi
capaz de ativar o 'O, com a exposicdo a luz Azul, LED verde e na luz solar.
Os ensaios bioldgicos nestas condi¢Bes in vitro e in vivo ndo foram
interessantes devido ao raio de acdo limitado do 'O, e a lixiviagdo do

complexo neste material.



XXii

ABSTRACT
LUMINESCENT Ru(Il)-PERYLENE COMPLEX: EVALUATION
OF CYTOTOXICITY AND PHOTOCYTOTOXICITY IN VITRO
AND IN VIVO IN B16F10 MURINE MELANOMA CELLS.

Cutaneous melanoma is one of the most feared cancers worldwide due to
resistance to treatments andthe high capacity to develop metastases.
Photodynamic therapy (PDT), a minimally invasive therapeutic modality, is a
promising treatment strategy for malignant and non-malignant lesions. Ru (I1)
polypyridine complexes are interesting photosensitizers for PDT due to their
unique spectroscopic and anticancer properties. This study reports the
extension and implications of medium on the aggregation process of the
[Ru(phen)(pPDIp)]** complex (RupPDIp), where phen = 1,10-
phenanthroline and pPDIp = perylene pendant group functionalized with one
of the coordinated phenanthroline ligands) and its consequences on
photochemical and photophysics properties. Excitation with visible light
leads, initially, to emission of both chromophores inside the same molecule:
¥MLCT (Ru,dn—phen, n*) and YILCT (pPDlIp, n— n*); however, the
medium induces increased m—m intermolecular interactions that lead to
generation of the pPDIp moiety in the radical anion forms pPDIp™ in DMSO,
pPDIp~ and pPDIp# in cellular culture medium RPMI, and **pPDlIp in buffer
solution (pH 7.4), and starch films. Thus, it is demonstrated that variation of
solvent alone can be used to tune the energy of the excited state in a manner
that leads to systematic variations in the photoreactivity and emissive
properties of the complex. The complex also exhibited an interesting profile
for biological activity with the activation of singlet oxygen (*O) in buffer
solution (pH 7.4) under irradiation by different light systems. The potential of
the complex for application in photodynamic therapy to B16F10 murine

melanoma cells in vitro was also evaluated. No cytotoxic effects were
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observed at concentrations of the complex of less than 10 umolL™? in the dark.
However, the complex showed a significant photocytotoxic effect presenting
ICso values of 0.5 umolL™* when treated with 420 nm light at a dose of 0.58
J.cm2 and 1.2 pmolL* when treated with 518 nm LED light at a dose of 0.11
J.cm. These results demonstrate that RupPDIp is a promising candidate for
the application of photosensitization in photodynamic therapy. In order to
facilitate the application and control of RupPDIp as an antitumor agent, the
complex was immobilized on a cassava starch-based polymer film.
Spectroscopic assays demonstrated that the complex adhered to the m-
7 aggregate form when immobilized on the film, maintaining its luminescent
properties and activation of O, with exposure to light. In vitro and in vivo
biological assays did not show significant results in antitumor activity due to
the O, limited action radius, demonstrating that the film is not the most

suitable drug delivery medium.
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1- INTRODUCAO

1.1 - Céncer de pele melanoma

A incidéncia do cancer de pele ndo-melanoma e melanoma vem
aumentando significativamente nas Gltimas décadas, fazendo deste um dos
grandes problemas de saude publica mundial, com altos custos econdmicos e
sociais para o paciente e 6rgdos governamentais.! Segundo a Sociedade
Americana de Cancer (American Cancer Society), estima-se que 178.560
casos de melanoma cutaneo serdo diagnosticados e cerca de 9.320 mortes por
melanoma ocorrerdo nos EUA em 2018.2 As estimativas ndo séo diferentes no
Brasil e, segundo o Instituto Nacional do cancer (INCA), em 2017 ocorreram
cerca de 1.700 dbitos por cancer de pele melanoma e para o ano de 2018 é
esperado a ocorréncia de aproximadamente 6.260 novos casos, reforcando a

magnitude do problema no pais.?

O cancer de pele € classificado pelo tipo de célula que o forma,
apresentando duas classes principais: o cancer ndo-melanoma, que inclui o
carcinoma basocelular e o espinocelular, e o cancer melanoma maligno
cutaneo, que se desenvolve nos melandcitos, que sdo células produtoras de
melanina (pigmentos que ddo cor a pele). A principal funcdo do pigmento de
melanina é atuar como um protetor celular pela absorcéo de luz ultravioleta .
Devido a uma variedade de fatores ambientais e genéticos, como por exemplo
a exposicdo intermitente a radiacdo ultravioleta, os melandcitos podem se

transformar em melanoma cancerigeno.*

A incidéncia de metastase no cancer ndo-melanoma é rara para o
carcinoma espinocelular e nula para o carcinoma basocelular.® O melanoma
cutaneo é considerado o mais grave e de maior temeridade dos cénceres no
mundo.® E um cancer invasivo e agressivo com alto indice de mortalidade
devido a sua elevada probabilidade de disseminar metastases para outros

6rgéos.®8



As opcOes de tratamento para o cancer de pele melanoma
baseiam-se principalmente no estagio da doenca e no local do tumor. Em
estagios iniciais, o tumor pode ser removido por cirurgia com uma taxa de
sobrevivéncia de 99%. Em estidgios mais avancados, uma vez que ja se
disseminaram para outras areas do corpo, a cirurgia, a quimioterapia e a
radioterapia sdo 0os métodos convencionais de tratamento, 0S quais causam
muita dor e efeitos colaterais secundarios. Além disso, o cancer de melanoma
€ na maioria das vezes resistente a estas formas tradicionais de terapia e por
iSSO novas estratégias terapéuticas estdo sendo propostas e aplicadas,

incluindo a imunoterapia, a terapia de genes e a terapia fotodinamica (TFD).*-
15

1.2 - Estratégias fotoquimicas para o cancer de pele: terapia

fotodinamica

Diversos relatos sobre o uso da TFD em tratamentos clinicos
para cancer de pele ndo-melanoma demonstraram uma resposta completa em
alta porcentagem de pacientes com baixa recorréncia.!®!” Por exemplo, no
cancer de pele ndo-melanoma a taxa de cura usando TFD é comparavel a dos
tratamentos tradicionais.’®® A TFD também vem sendo altamente
recomendada para o tratamento de carcinoma de células basais superficiais e
nodulares, evitando a excisdo cirurgica e enxertos de pele em casos onde as

lesdes sdo extensas.?%:2

A TFD consiste na aplicacdo topica ou sistémica de um agente
fotossensibilizador (PS), que, quando ativado por uma fonte de luz com
comprimento de onda especifico, desencadeia rea¢Ges fotoquimicas que
levam a destruicdo seletiva do tecido através da formacdo das espécies

reativas de oxigénio (EROs) que provocam a morte celular.?223

O mecanismo de ac¢do da TFD esté representado graficamente na
Figura 1.1. O PS no estado fundamental absorve a energia da luz incidente
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(fétons), passando a ocupar o estado excitado singleto (**PS). O PS pode
sofrer o processo néo radiativo de cruzamento intersistemas (ISC) e ocupar o
estado excitado tripleto do PS (*PS). O *PS pode sofrer dois tipos de
reag0es. Em primeiro lugar, no mecanismo do Tipo I, ele pode transferir um
elétron para o oxigénio molecular, gerando as EROs como o anion radical
superoxido (O;™), o radical hidroxila (OH™) e o peroxido de hidrogénio
(H20,). Por outro lado, no mecanismo do Tipo I, o **PS transfere sua energia
para o oxigénio molecular gerando o oxigénio singleto (*0,). As EROs sdo
agentes oxidantes que reagem diretamente com diversos componentes
celulares como, por exemplo, DNA, RNA, proteinas, lipidios e mitocondrias,

desencadeando efeito citotdxico e levando a morte celular.?42°

Estado TipO I
Excitado
Transferenc1a de Elétrons

. — . EROS

02_. OH. H202

Tipo 11
Transferéncia de Energia
Estado

Fundamental

FIGURA 1.1 - llustracéo grafica do mecanismo de acdo da TFD.

A TFD permite a destruicdo seletiva dos tumores devido a
capacidade do PS de se direcionar e acumular no tecido alvo e pela habilidade
de ativa-lo por iluminacéo especifica, fazendo com que as espécies citotoxicas

sejam geradas somente na regido onde a luz é aplicada, possibilitando um



controle espacial e temporal do tratamento, sem causar danos aos tecidos

adjacentes saudaveis.?®?’

Em geral, um fotossensibilizador ideal deve ser
preferencialmente localizado nos tecidos tumorais e ser excretado
rapidamente do organismo. Também deve apresentar absortividade molar alta
e de preferéncia na regido da janela terapéutica, compreendida entre 600 —
700 nm, onde a penetracdo da luz no tecido é maior, além de rendimento
quéntico de emissdo significativo bem como tempo de vida de emissédo
tripleto longo, para que possa interagir 0 maior tempo possivel com o
oxigénio ou com outros substratos e gerar uma quantidade significativa de
EROs.?*

O desenvolvimento de estratégias fotoquimicas para gerar e
detectar oxigénio singleto (*O) atrai o interesse da comunidade cientifica
devido a possibilidade de aplicacdo em diversas areas da ciéncia,
particularmente no tratamento do cancer. Por conseguinte, muitos
fotossensibilizadores para administracdo sistémica ou topica vém sendo
investigados, muito deles ja aprovados e disponiveis para o uso clinico, como
por exemplo o Photofrin® (porfirina), o 5-ALA (&cido 5-aminolevulinico,
precursor de porfirina) e o Foscam® amplamente utilizados para tratar

diversos tipos de cancer.?8%°

Complexos metéalicos de Pd(1I), Cu(ll), Mg(ll) e Zn(Il) contendo
porfirazinas e ftalocianinas funcionalizadas foram investigados e alguns
apresentaram propriedades anticancerigenas e antimetastaticas promissoras e
estdo sendo avaliados em ensaios clinicos.®*3! Recentemente a atencdo foi
voltada para fotossensibilizadores de Ru(ll), principalmente porque alguns
deles mostraram perfis farmacoldgicos favoraveis in vitro e in vivo em
diferentes modelos, incluindo as linhagens celulares resistentes a platina.3>3°

Por exemplo, a meso-4-tetrapiridilporfirina contendo quatro porcdes de



Ru(ll)-areno pendentes produziu resultados interessantes. Apos irradiagéo
com luz de 650 nm com uma dose de 5 J.cm?, o complexo em uma
concentracdo de 10 mmol.L? induziu a 60-80% de mortalidade em células

cancerigenas Me300 de melanoma humano.¢%

Complexo polipiridinicos de Ru(ll)-porfirinas  contendo
diferentes ligantes pontes também demonstraram atividade anticancerigena
eficaz no escuro e sob irradiagdo com luz, com ICso de 118 e 175 uM em
celulas HelLa no escuro e LDsy de 1 uM apos a irradiagdo com luz amarela

com doses de 2,6,5e 11,5 J.cm?2.38

Complexos de Ru(ll) polipiridinicos sdo fotossensibilizadores
particularmente interessantes para a TFD devido as suas propriedades
espectroscopicas unicas e atividade antitumoral. A excitacdo com luz visivel
leva a 100% de populacdo do estado excitado emissivo tripleto. Este estado
excitado é de natureza de transferéncia de carga metal-para-ligante ¢*"MLCT,
Ru, dt — =n*), apresentando tempo de vida de emisséo longo, o que
possibilita processos de transferéncia de energia e de elétrons. Estes
complexos podem interagir com o DNA formando aductos e podendo levar a

fotoclivagem, destruindo células cancerigenas.®

Apesar desses resultados encorajadores, a eficacia de qualquer
aplicacdo do 'O, depende do acumulo do fotossensibilizador no alvo biolégico
ao longo do tempo, bem como da quantidade de O, gerado. Este é o maior
desafio a ser superado e depende das propriedades fotofisicas do primeiro

estado excitado tripleto do fotossensibilizador.

Além disso, é importante assegurar que uma dose alta de 10, seja
liberada nos tecidos alvos quando a aplicacdo terapéutica direta € realizada. A
este respeito, preparamos recentemente um complexo de Ru(ll) contendo dois
croméforos: uma unidade composta pela {Ru(phen).}** (phen = 1,10-

fenantrolina) e a outra composta pelo perileno derivatizado com a fenantrolina



(1,10-fenantrolina- perileno  diimida- 1,10-fenantrolina) (pPDIp), o
[Ru(phen),(pPDIp)](PFs). (RupPDIp), Figura 1.2, que demonstrou

propriedades interessantes para aplicacdes praticas.
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FIGURA 1.2 - Figura ilustrativa do complexo [Ru(phen).(pPDIp)](PFe)-.

Compostos de perileno diimidas sdo caracterizados por uma
absorcdo e fluorescéncia intensa na regido do visivel, com tempo de vida de
emissdo curtos, enquanto que complexos polipiridinicos de Ru(ll) exibem
absorcdo intensa e larga no visivel e uma emissdo com tempo de vida longo
proveniente do estado **MLCT. A combinacéo destes croméforos em diades
resultou em um sistema molecular com propriedades dpticas e fisico-quimicas
interessantes para aplicacdo na geracdo de 'O, no estado excitado. As
principais caracteristicas sdo a absorcdo intensa, a emissdo na regido visivel
proxima ao infravermelho e o tempo de vida de emissdao longo (1,8 us)
originado dos estados excitados tripleto do PDI. Através da excitacdo da
componente metélica do complexo (D) e/ou da componente pPDIp na regido
visivel, os processos de desativacdo sequenciais levam a geracdo do
componente perileno diimida (A) no estado excitado tripleto (**pPDIp), o qual

leva a formacéo do *O, com rendimento quantico ¢, = 0,57.%° Esses resultados



nos motivaram a investigar a atividade no escuro e com luz do complexo

RupPDIp em células de melanoma in vitro.

Um problema encontrado em muitos derivados de perileno
diimida é a sua baixa solubilidade e a tendéncia a agregacdo em solucédo
aquosa de tampéo (pH 7,4), resultando em uma diminuicdo ou perda total da
sua atividade fotogquimica. Esse comportamento pode ser minimizado pela
adicdo de substituintes em suas posicdes imida e bay.*** De fato, seguindo
esta abordagem, muitos derivados de perileno diimidas sollveis em &agua
foram preparados e alguns deles fotossensibilizaram a formacéo de oxigénio
singleto e a fotocitotoxicidade em células cancerigenas.*®#"4 No caso do
complexo RupPDIp preparado em nosso laboratorio, a solubilidade em
solventes organicos e em agua é conferida ao derivado de perileno insoltvel

pela fracdo {Ru(phen)s}** sollivel em &gua.

Neste trabalho investigou-se o comportamento fotoquimico e
fotofisico do complexo RupPDIp em solucdo de tampéo (pH 7,4), meio de
cultura celular e em DMSO a fim de se certificar se as propriedades
espectroscopicas sdo compativeis com o meio fisiologico. Investigou-se
também a atividade citotdxica e fotocitotdxica do complexo in vitro frente a
células de melanoma murino B16F10. Considerando a aplicacdo tdpica o
complexo foi imobilizado em um filme polimérico a base de amido de
mandioca, como uma proposta de formulacdo farmacéutica para possivel

aplicacdo em terapia fotodinadmica.

2 - OBJETIVOS
2.1 - Geral

Obter um fotossensibilizador polipiridinico de Ru(ll)-perileno
diimida que seja um candidato potencial para atuar em terapia fotodinamica e

em particular no tratamento de cancer de pele melanoma.



2.2 - Especificos

o Avaliar as propriedades espectroscopicas, fotoquimicas e
fotofisicas do complexo [Ru(phen),(pPDIp)](PFs). em solucdo tampdo (pH
7,4), em meio de cultura celular RPMI e em DMSO.

o Investigar a capacidade do complexo em atuar como
fotossensibilizador para a ativagdo do oxigénio singleto (*O,) e/ou das suas
espécies reativas (O,", OH") pela irradiacdo com luz azul (420 nm, | = 1,96
mW.cm) e LED verde (518 nm, | = 0,23 mW.cm2).

o Quantificar as EROs geradas pela fotossensibilizagcdo do
complexo pela tecnica espectroscopica de ressonancia paramagnética de
elétrons usando a armadilha de spin TMP-OH.

o Imobilizar o complexo em filmes polimeéricos. Caracterizar
os filmes utilizando as técnicas espectroscopicas de UV-vis, luminescéncia e
microscopia eletronica de varredura (MEV).

o Investigar a capacidade do complexo no filme polimérico
em atuar como fotossensibilizador para a ativacdo do 'O, e/ou das suas
espécies reativas (O,", OH™) pela irradiacdo com luz azul (420 nm) e LED
verde (518 nm).

o Investigar in vitro e in vivo a citotoxicidade no escuro e a
fotocitotoxicidade do complexo RupPDIp em meio fluido e imobilizado no
filme polimérico em celulas de melanoma murino da linhagem celular
B16F10.

3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 - Reagentes

Os solventes organicos utilizados foram de grau de pureza HPLC

e as solugbes aquosas foram preparadas com agua destilada. Acido fosférico
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(HsPO,), fosfato de potassio monobasico (KH,PO,), fosfato de potassio
bibasico (K;HPO,) e fosfato de potassio tribasico (K3PO,), todos de
procedéncia Sigma-Aldrich, foram utilizados no preparo da solucdo tampéo
(pH 7,4).

Nos ensaios de EPR foi utilizado o sequestrador de elétrons
2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidinol (TMP-OH) (Sigma-Aldrich), os padrdes 4-
hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine N-oxyl (TEMPOL) (Sigma-Aldrich) e
cristais de MgO dopados com Cr(lll) para as quantificagbes do oxigénio

singleto e/ou das espécies reativas do oxigénio.

Para a sintese dos filmes poliméricos utilizou-se amido de
mandioca (Amilogil 1500, gentilmente fornecido pela Cargill Agricola S.A.) e
glicerol (>99,5%) de procedéncia Sigma-Aldrich.

Nos ensaios biologicos para o cultivo celular utilizou-se meio
RPMI 1640 (Gibco) suplementado com HEPES [Acido N-(2-Hidroxietil)-
piperazina-N'-(2-etanosulfonico)] (Sigma-Aldrich), bicarbonato de sodio
(Sigma-Aldrich), gentamicina (Hipolabor) e de soro fetal bovino (SFB, Life
Technologies, tampéo fosfato-salino (PBS), corante Trypan Blue (Life

Technologies).

Para 0 ensaio de viabilidade celular utilizou-se os reagentes 3-
(4,5-dimethyl2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium  bromide  (MTT)
(Molecular probes, Thermo Fisher Scientific), dodecil sulfato de sodio (SDS)

e &cido cloridrico (HCI).

3.2 - Sinteses
O ligante livre pPDIp, o complexo precursor [RuCl(phen);] e o
complexo RupPDIp foram preparados pelo procedimento descrito pelo nosso

grupo de pesquisa.*
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3.3 - Imobilizacdo do complexo RupPDIp nos filmes poliméricos

Os filmes poliméricos foram preparados de acordo com o
procedimento descrito na literatura.*® Para a preparagédo utilizou-se 75 mg de
glicerol (plastificante), 470 mg do polimero natural e 7,0 mL de &gua
destilada. Essa solucdo foi aquecida em um banho termostatizado entre 75 -
80 °C, sob agitacdo constante até a formacao de um gel incolor, evidenciando
a gelatinizacdo. Ap6s a mistura atingir temperatura ambiente, 7 mL de
solugbes do complexo RupPDIp em agua/etanol (H,O/EtOH) (30% EtOH) em
diferentes concentragdes (100 a 1,0 umol.L™?) foram adicionadas mantendo-se
sob agitacdo por 5 minutos. As solucdes foram transferidas para placas de
Petri de acrilico e secas em estufa (37 £ 2 °C) por aproximadamente 24 horas.
Apobs a secagem os filmes foram armazenados em frascos fechados, com 75%
de umidade relativa (solucdo saturada de cloreto de sdédio), a temperatura

ambiente e protegidos da luz.

3.4 - Equipamentos e Metodologias

3.4.1 - Espectroscopia de absorcao eletronica UV-Vis

Os espectros de absorcdo eletronica foram obtidos na regido do
UV-Vis utilizando-se um espectrofotdbmetro Agilent 8453A. Utilizaram-se
cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 10,0 mm e 3,5 mL de capacidade.
Os espectros eletronicos dos filmes poliméricos foram obtidos imobilizando-

0S em uma cubeta de quartzo.
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3.4.2 - Luminescéncia

Os espectros de emissdo foram obtidos no espectrofluorimetro
Shimadzu modelo RF-5301 PC (lampada de alta presséo de xendnio de 150W

e uma fotomultiplicadora do tipo R928).

3.4.3 - Tempo de vida de emissdo

Os experimentos de tempo de vida de emissdo foram realizados
no laboratério de Fotobiofisica da FFCLRP — USP junto ao grupo do Prof. Dr.
Amando Siuiti Ito. A fonte de excitacdo é um laser pulsado Tsunami 3950
(Spectra Physics) de titanio-safira (Ti:sapphire) bombeado por laser de estado
solido Millenia Xs (Spectra Physics), de Nd:YVO4, que tem saida com
poténcia maxima de 10W no comprimento de onda 330 nm. O método de
contagem de fotons unicos correlacionados no tempo (TCSPC) foi usado para
determinar o tempo de vida de emissdo. O software F900 foi utilizado para o
ajuste dos dados experimentais de decaimento a fungdes multiexponenciais,
baseado no metodo de ajustes de funcdes nédo lineares por minimos
quadrados. A qualidade do ajuste realizado pelo software foi avaliado pelo

parametro estatistico y2 (chisquare).

3.4.4 - Espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica
Os experimentos de espectroscopia de ressonancia paramagnética
eletrénica (EPR, do inglés Electron Paramagnetic Resonance) foram
realizados junto ao grupo do Prof. Dr. Otaciro Rangel Nascimento no Instituto
de Fisica Sdo Carlos da Universidade de Sao Paulo (IFSC/USP) e ao grupo do
Prof. Dr. Benedito dos Santos Lima Neto no Instituto de Quimica de Séo
Carlos da Universidade de S&o Paulo (IQSC/USP). No IFSC/USP, um
espectrometro Varian E109 operando em banda X (9.5 GHz) a temperatura

ambiente foi utilizado.
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As concentraces das espécies radicalares e o valor de g do
ligante livre pPDIp e do complexo RupPDIp no escuro e apds as fotdlises
foram determinadas utilizando um padrdo de MgO dopado com Cr(lll).
Solugdes em DMSO e em RPMI nas concentragcOes de 150, 100 e 50 umol.L
! desaeradas com nitrogénio ultra puro (N), foram transferidas para uma
cubeta de quartzo contendo o padrdo de Cr(l1l) fixado no exterior da mesma
durante todas as medidas. Cada solucéo foi irradiada com luz azul (420 nm) e
com o LED verde (518 nm) durante determinados intervalos de tempo,
através de uma janela na cavidade de micro-ondas do equipamento de EPR,
permitindo que a cubeta fosse mantida na mesma posicdo para medida dos
espectros de EPR, e dessa forma, garantindo sempre a medida da mesma
regido da cubeta e a da mesma quantidade de amostra para comparacgéo entre
diferentes tempos de irradiacdo. Apds a aquisicdo dos espectros utilizou-se a
relacdo entre as areas das amostras com a area do sinal do padrdo para
calcular o niumero de spins e consequentemente o numero de moléculas com
elétrons desemparelhados. As condicdes experimentais foram: 0,25 G de
modulacdo, 20 mW de poténcia, constante de tempo de 0,0165 s, 1 scan.
Condicbes diferentes foram utilizadas de acordo com novas espécies
detectadas ao longo da reacdo fotoquimica. Por exemplo, para deteccdo
apropriada do espectro da amostra em DMSO ap0s certo tempo de irradiacao
em que um desdobramento hiperfino diferente foi observado, as seguintes
condicbes foram utilizadas: 0,125 G de modulagdo, 0,5 mW de

poténcia,10x10* de ganho, constante de tempo de 0,016 s, 25 scans.

O composto 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidinol  (TMP-OH, 48
mmol.L?) foi utilizado como armadilha de spin (do inglés spin trap) para
verificar a formacéo das EROs pelo RupPDIp (10 — 100 umol.L?) em solucéo
tampédo (pH 7,4) e em DMSO, sem saturacdo de O,. As medidas foram
realizadas em uma cubeta de quartzo no escuro e apés as irradiacbes com luz

in situ de 420 nm e de 518 nm, em determinados intervalos de tempo.
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Solugdes de TMP-OH no escuro e irradiadas foram mantidas como controle.
Os espectros obtidos experimentalmente foram simulados para obtencdo dos
parametros de EPR como largura de linha, area do sinal de absorcdo, valor
das constantes hiperfinas e valor de g. A concentracdo de O, gerado pelo
RupPDIp em solucdo tampao (pH 7,4) foi determinada através de uma curva
de calibragdo utilizando o 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine N-oxyl
(TEMPOL) como padrédo. Solucdes de TEMPOL em tampéo fosfato (pH 7,4)
nas concentragdes de 10, 5, 2, 0,5 e 0,1 umol.L* foram medidas e a curva de
calibracéo foi obtida a partir das areas dos espectros simulados. As condicdes
experimentais foram: 0,25 G de modulacdo, 20 mW de poténcia, constante de

tempo de 0,128 s, 16 scans.

Para a deteccdo de EROs produzidas pelo filme polimérico de
RupPDIp, os filmes (1 cm?) foram colocados em contato com uma solucéo do
TMP-OH (70 mmol.L™?) em tampéo (pH 7,4). Aliquotas da solucdo no escuro
e irradiada foram medidas. As condicOes experimentais foram: poténcia de 20
mW, frequéncia de 9,685 GHz, modulacdo 100 kHz, constante de tempo de

21 ms e tempo de scan de 84 s.

3.4.5 - Sistemas de luz, determinacéo da irradiancia espectral e

da dose de luz

As fotolises das solugbes e os estudos biolégicos de terapia
fotodindmica foram realizados utilizando um reator fotoquimico construido
em nosso laboratorio, composto por trés lampadas Rayonet (RMR 4200 A) no
comprimento de onda especifico de 420 nm (Fig. 3.1A) (luz azul) e um
sistema de LED comercial contendo 18 LEDs SMD 5050 no comprimento de
onda de 518 nm, conectadas em circuito paralelo (Fig. 3.1.B) (LED verde).
As medidas de irradiancia espectral dos sistemas foram realizadas no
Laboratério de Fotobiofisica do DF —-FFCLRP — USP junto ao grupo do Prof.
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Dr. Luciano Bachmann, utilizando um espectroradidbmetro USB2000+
(OceanOptics) com 0,5 m de fibra Optica, acoplado a um sensor de correcao
cossenoidal e calibrado na fabrica para a faixa 250-850 nm. As doses de luz
utilizadas na TFD foram determinadas em J.cm? como resultado da

multiplicacdo: irradiancia (mW/cm?) x tempo de irradiacdo (segundos).

. (W [
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FIGURA 3.1 - Sistemas de luz utilizados neste estudo, (A) reator fotoquimico
com lampadas Rayonet (RMR 4200 A) no comprimento de onda de 420 nm e
(B) sistema com 18 LEDs SMD 5050 no comprimento de onda de 518 nm.

3.4.6 - Ensaios Biologicos

Os ensaios bioldgicos foram realizados na Universidade Federal
de Sdo Paulo (UNIFESP) no Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia da Escola Paulista de Medicina (EPM), sob orientacédo da Profa.
Dra. Elaine Guadelupe Rodrigues e auxilio de sua aluna Ms. Carolina de

Amat Herbozo.

3.4.6.1 - Linhagem Celular

A linhagem celular utilizada foi a de melanoma murino B16F10.
As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com
10 mmol.L? de A&cido N-(2-Hidroxietil)-piperazina-N'-(2-etanosulfénico)
(HEPES, Sigma-Aldrich), 24 mmol.L* de bicarbonato de sédio (Sigma-
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Aldrich), 40 mg/mL de gentamicina (Hipolabor) e 10% de soro fetal bovino
(SFB, Life Technologies). As células foram mantidas em estufa a 37°C sob
atmosfera de 5% de CO,. Para manipulacdo das ceélulas, estas foram
previamente lavadas com PBS (150 mmol.L NaCl, 10,5 mmol.L Na;HPOy,
2 mmol.L* NaH,PO,4, pH 7,4) e foi utilizado PBS/EDTA (PBS contendo
0,02% de EDTA) para desaderir as celulas do frasco de cultura, sendo o
EDTA inativado por adicdo de meio (PBS) contendo soro (SFB). As células
foram coletadas, centrifugadas a 2000 rpm por 5 min e ressuspendidas em
meio (PBS). A contagem de células viaveis foi realizada em camera de

Neubauer na presenca do corante Trypan Blue (Life Technologies).

3.4.6.2 - Avaliacdo da citotoxicidade e da fotocitotoxicidade pela
tecnicado MTT

A citotoxicidade e fotocitotoxicidade do complexo RupPDIp
sobre as células B16F10 foram avaliadas através da técnica colorimétrica de
MTT (3-(4,5-dimethyl2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide), que
se baseia na capacidade das células viaveis reduzirem metabolicamente o sal
de MTT através da enzima mitocondrial desidrogenase, provocando a
clivagem do anel de tetrazolio, transformando-se de um composto de
coloragdo amarela para um composto de coloracdo azul escuro, chamado de
formazan {E,Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan}, que séo
cristais insoltveis em solucdes aquosas. Estes cristais podem ser solubilizados
para gerar uma solucdo cuja intensidade de cor é medida por absorbancia e
que é diretamente proporcional a quantidade de células viaveis. A leitura
colorimétrica é feita em um espectrofotdbmetro no comprimento de onda de
570 nm.

As células B16F10 foram plaqueadas em placa de 96 pogos (2,0
x 103 células/poco) e incubadas por 24 h para permitir a adesdo. O meio foi
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removido e 200 uL do complexo RupPDIp foi adicionado nos pogos nas
concentracdes de 100 a 0,1 pmol.L? (diluidos em 0,033% de DMSO e meio
RPMI), em quadruplicata e incubadas por 24h e 4h. As células foram
mantidas no escuro (controle) e tratadas com a luz azul (420 nm) e com o
LED verde (518 nm) em diferentes doses e intervalos de tempo. A solucéo de
MTT (100 uL) em concentracéo final de 0,5 mg/mL foi adicionada nas placas
logo em seqguida as irradiacbes para evidenciar o efeito imediato do
tratamento e em placas mantidas overnight na estufa ap0s o tratamento. Apos
a adicdo do MTT as placas foram incubadas a 37 °C e 5% de CO; por 4h. Os
cristais de formazan foram solubilizados adicionando-se 100 puL de uma
solucdo de SDS a 10% em HCI 0,01 M. Apos incubacdo por 16h, a
absorbancia foi lida em dispositivo SpectramaxM2e (Molecular Devices) a

570 nm com filtro de referéncia de 650 nm.

No ensaio de citotoxicidade com os filmes, os filmes com o
complexo RupPDIp (100 umol.Lt) imobilizado e somente o filme de amido
foram posicionados na superficie das placas de 96 pocos, as quais foram
irradiadas com luz de 420 nm em determinadas doses de luz por periodos de

tempo. Uma placa com os filmes foi mantida no escuro como controle.

3.4.6.3 - Avaliacao da atividade antitumoral in vivo do RupPDlIp

imobilizado no filme polimérico

Os camundongos C57BL/6 foram obtidos do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) da Universidade
Federal de S&o Paulo (UNIFESP). Os animais foram mantidos em micro-
isoladores com &gua, racéo e serragem estéreis, em biotério com temperatura
(22 £ 2 °C) e umidade (55 * 10%) controladas. Os experimentos utilizando
animais foram realizados de acordo com as regras do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da UNIFESP.
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Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 com 6 semanas
de vida. O dorso dos camundongos foi depilado para o tratamento. Utilizou-se
0 modelo de administracdo subcutanea no qual uma suspensdo de células
tumorais B16F10 contendo 10° de células viaveis em 0,1 mL de meio RPMI
sem soro foi inoculada no dorso de cada camundongo. Os camundongos
foram distribuidos em 2 grupos (controle e tratamento), cada um com 3
animais. Os camundongos foram tratados diariamente e os filmes sem o
complexo (controle) e contendo RupPDIp (100 umol.L™?), dispostos sob o
dorso dos animais. A area dos filmes utilizado foi de 5 cm?. O tratamento teve
inicio no dia seguinte a inoculacéo, utilizando a luz de 420 nm, com a dose de
luz diéria de 3,52 J.cm (30 min) com a fonte de luz posicionada a 16 cm dos
camundongos. O volume tumoral foi estimado diariamente a partir do sétimo
dia apds a inoculacdo, medindo-se o diametro menor (DM) e o diametro
maior (DM2) com auxilio de um paquimetro. O volume tumoral foi calculado

utilizando a férmula:
V =(0,52) x DM2 x DM

Ap6s atingir o volume méximo de 2.000 mm?, os camundongos
foram eutanasiados com 300 mg/Kg e 30 mg/Kg de ketamina/xilazina, como
descrito nas Diretrizes de Eutanasia publicadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), pag 31. O volume e peso

tumoral foram avaliados.

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Estrutura eletrénica e propriedades opticas
Um potencial candidato a fototerapéutico deve apresentar
propriedades biologicas e espectroscopicas compativeis com 0 meio

fisiologico. Para determinar se o complexo RupPDIp possui propriedades
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favoraveis a fotossensibilizacdo, seu comportamento fotoquimico e fotofisico
foi avaliado em DMSO, tampao fosfato (pH 7,4) e em meio de cultura celular
RPMI.

4.1.1 - Solucdo de DMSO

A Figura 4.1 mostra os espectros de absorcdo do ligante livre
pPDlIp, do complexo RupPDIp e do complexo [Ru(phen)s]?* (50 umol.L ) em

solucdo de DMSO desaerada e no escuro.

40000

= pPDIp
— [Ru(phen),I**
= RupPDIp

30000 -

20000 -

€ (mol'l.L.cm'l)

10000

T T T T
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FIGURA 4.1 - Espectros de absorcéo do ligante livre pPDIp, dos complexos
RupPDIp e [Ru(phen)s]?* (25 umol.LY) em solucdo de DMSO desaerados

(N2).

O espectro de absorcdo do complexo RupPDIp em DMSO é
formado pela sobreposicao das absor¢des das duas componentes geradoras do
complexo: a absorcdo do ligante livre pPDIp e as absor¢des da componente
[Ru(phen)s]?*. Esta somatéria leva a um espectro de absor¢do com um ombro
largo com maximo ao redor de 440 nm (¢ = 21.000 L.mol*.cm™) atribuido as

transicbes de transferéncia de carga metal-para-ligante (MLCT dm,Ru(ll)
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—7*,phen e dn,Ru(Ill) — n*,pPDIp) sobreposta a uma absorcdo larga
apresentando trés picos bem definidos atribuidos as transicbes de
transferéncia de carga interna do ligante perileno diimida (ILCT
n —7*,pPDIp). As transicOes vibracionais da componente pPDIp aparecem
em 465 nm (e = 25.000 L.mol*.cm™) referente a vibracdo 0-2, em 495 nm
(¢ = 29.000 L.mol*) atribuida a 0-1 e em 535 nm (¢ = 35.000 L.mol*.cm™)

atribuida a vibragéo 0-0.

O aumento da concentracdo do complexo RupPDIp leva a
alteracOes nas intensidades das transi¢fes 0-0 em 534 nm e 0-1 em 495 da
componente do pPDIp. A proporcdo da absorbancia das transi¢cdes 0-0 e 0-1
(Ao-o/Ao-1) pode ser utilizada como um indicador de agregacdo de derivados
de PDI em solugéo.*® As moléculas de PDI monoméricas exibem a progresséo
de Franck-Condon de aproximadamente 1,6 e valores <1,0 sdo indicios de
processos de agregacdo.* As andlises das relacdes Ag.o/Ao1 para o0 pPDIp e
para 0 RupPDIp estdo descritas na Tabela 4.1. No ligante livre a progressdo é
mantida em aproximadamente 1,4 independente da concentracdo, indicando
que o ligante estd na forma monomérica. Para 0 complexo a progressdo é
mantida acima de 1,0 na faixa de concentracdo analisada e, portanto, o

complexo se encontra na forma monomeérica.

TABELA 4.1 - Progressdao de Franck-Condon (Ag-o/Ao.1) do ligante livre
pPDIp e do complexo RupPDIp nas concentracdes de 25, 50 e 100 pmol.L?
em solugédo DMSO desaerados (N>).

Composto Concentragao
25 umol.L* 50 umol.L? 100 pmol.L*
pPDIp 1,5 1,4 1,4

RupPDIp 1,3 1,2 1,0
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O espectro do ligante pPDIp apresenta as bandas estruturadas e
intensas tipicas de derivado de PDI, com a transicdo 0-0 em 532 nm de maior
intensidade, seguida pelas transi¢cdes 0-1 em 495 nm e 0-2 em 465 nm.*° Estes
dados mostram que a ligagao do perileno diimida ao complexo ndo alterou os
méaximos de absorcao deste ligante indicando um acoplamento fraco entre as
duas componentes moleculares neste solvente. Além dessas bandas, o pPDIp
apresentoubandas de absorcdo de baixa intensidade em 740 e 825 nm,essas

absorcGes sdo caracteristicas do anion radicalar do perileno diimida (PDI™).5%
55

Para confirmar a presenca do anion radicalar no complexo foram
realizadas medidas de EPR para o ligante livre pPDIp e para o complexo
RupPDIp em solugcdo de DMSO. Conforme mostrado na Figura 4.2, ambos
exibiram um sinal de EPR com g = 2,0035, similar ao anion radical PDI"
gerado quimicamente pela adicdo de ditionito de sédio a uma solucéo de
perileno diimida.>>> A formacédo espontanea do anion radicalar pPDIp~ no
complexo sem a adi¢do de um agente redutor mostra que este € um processo
espontaneo proveniente do processo de sintese e demonstra a forte capacidade
n-receptora do ligante gerado no solvente dimetilformamida. Isso pode ser
atribuido a funcionalizacdo das posi¢des axiais do perileno diimida com duas
fenantrolinas, as quais permitem a deslocalizacdo da densidade eletronica no
PDI e limitam sua mobilidade nos anéis aromaticos do PDI, atuando como
uma “jaula” para os elétrons. Em solventes doadores de elétrons como o
DMSO, a reducdo espontanea do pPDIp é favorecida provavelmente devido
as fortes interacdes entre os solventes e os hidrogénios dos anéis aromaticos
do pPDIp. Comportamento semelhante foi observado recentemente para

derivados modificados de PDI e naftaleno diimida (NDI).>6>758

A concentracdo do anion radical pPDIp™ foi determinada pela
integracdo dos sinais de EPR utilizando o padrdo de Cr(ll1l) como referéncia

para calibrar o sinal. A calibracdo indicou que no ligante livre a quantidade de
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anion radicalar corresponde a 30% da concentracdo da amostra analisada. A
quantidade de pPDIp~ é drasticamente reduzida com a coordenacdo a
componente {Ru(phen),}?*, de modo que aproximadamente 4% da

concentragéo total do complexo esté na forma radicalar.
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FIGURA 4.2 - Espectros de EPR experimentais e simulados do (A) ligante
livre pPDIp (100 umol.L?) e (B) do complexo RupPDIp (50 umol.L?) em

solucdo de DMSO desaerado (N.), a temperatura ambiente.

Para compreender melhor o comportamento fotofisico do
RupPDIp, do ligante livre pPDIp e do [Ru(phen)s]?* foram realizadas medidas
de emissdo no estado estacionario em solucdo desaerada (N2). A emissdo do
ligante livre em solucdo desaerada (Figura 4.3A) corresponde a imagem
especular do espectro de absor¢do, sendo caracterizada como a emissdo da
fluorescéncia do monémero com maximo em 550 nm, seguido por 585 nm e
645 nm, referentes as transi¢Oes vibracionais 0-0, 0-1 e 0-2 respectivamente.
O complexo [Ru(phen)s]?* (Figura 4.3B) possui uma emissdo fosforescente
intensa com maximo em ~600 nm proveniente da transicdo **MLCT (Ru —

phen).
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FIGURA 4.3 - Espectros de emissdo do (A) ligante livre pPDIp e (B) do
complexo [Ru(phen)s]?* (50 umol.Lt) em solugdo de DMSO desaerada (N>),

nos comprimentos de onda de excitacdo (Aex) de 450 nm e 500 nm.

A Figura 4.4 mostra a dependéncia da concentracdo e do
comprimento de onda de excitacdo nos espectros de emissdao do complexo.
Quando excitado em 450 nm o espectro de emissdo do complexo exibe a
fosforescéncia proveniente da transicdo **MLCT correspondente a
componente [Ru(phen).]?*, com maximo em 600 nm e um ombro em ~555
nm (Figura 4.4A). Quando excitado em 535 nm a emisséo da fluorescéncia da
componente pPDIp é mantida, com a banda referente a transi¢cdo 0-0 em 550
nm seguida por 585 nm (0-1) e 645 nm (0-2), porém, a intensidade da emissao
é bastante reduzida com o aumento da concentracdo (Figura 4.4B). Isso indica
a presenca de um caminho de decaimento nédo radiativo competitivo e que
provavelmente envolve um estado excitado com caracteristica de
transferéncia de carga. Os picos das emissdes das transicdes vibracionais 0-0
e 0-1 exibem intensidades similares, indicando intera¢Ges intermoleculares
entre os cromoforos de pPDIp e confirmando a presenca de um processo de
desativacdo que compete com a fluorescéncia do pPDIp. Como os espectros
de absorcdo do complexo nestas concentragcdes ndo demonstram agregagdo no

estado fundamental, a alteracdo na forma da banda de emissdo da componente
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pPDIp revelou interagdes das moléculas de pPDIp nos estados excitados, ou
seja, resultantes de moléculas que se encontraram durante seus tempos de vida
nos estados excitados. Consequentemente, atribuimos a banda de emissao
resultante da excitacdo em 535 nm como a emisséo de duas moléculas em um
dimero do estado excitado, isto €, um excimero dindmico que é produzido
pela interacdo de uma molécula de pPDIp no estado fundamental interagindo
com uma molécula no estado excitado ({"pPDIp-pPDIp}). O aspecto do
espectro de uma emissdo quase estruturada na porcéo do pPDIp semelhante a
do ligante livre monomérico demonstra que a interacdo eletronica no
excimero dindmico gerado é relativamente fraca. Alteracdes semelhantes nos
espectros de emissdo foram associadas a formacdo de excimeros em outras

moléculas de PDI.%9-62
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FIGURA 4.4 - Espectros de emissdo do complexo RupPDIp (25, 50 e 100
umol.L?) em solucdo de DMSO desaerados (N2) nos comprimentos de onda

de excitacdo de (A) Aex =450 nm e (B) Aex =500 nm.

O tempo de vida de emissdo do complexo foi determinado por
um equipamento de fluorescéncia resolvida no tempo por contagem de fotons,
COM Aex = 448 nm e Aem = 600 NM . A emissdo apresentou um decaimento

com um ajuste triexponencial, indicando a presenca de trés estados emissivos,
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com os tempos de 0,99 ns (12,3% da emissao total), 4,5 ns (12,6%) e 392,7 ns

(75,1%), x> = 1,1 (Figura 4.5), com a emissdo da *MLCT da componente
[Ru(phen)s]** dominando o decaimento.
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FIGURA 4.5 — Curva de decaimento de emissao para o complexo RupPDIp,

(50 umol.L?) em solucdo de DMSO desaerado (N,), Aem = 448 nm e Agx =
600 nm.

As estabilidades fotoquimicas do ligante livre pPDIp e do
complexo RupPDIp foram monitoradas por UV-Vis, luminescéncia e EPR.
Em solucdes do complexo desaeradas as irradiacbes com luz de 420 nm (luz
azul) e de 518 nm (LED verde) apresentaram comportamentos similares,
levando a diminuicdo da absorcdo da componente pPDIp em 465, 495 e 535
nm acompanhadas, simultaneamente, pelo aparecimento de novas bandas em
710, 800 e 955 nm, correspondentes ao anion radical pPDIp™, Figura 4.6. A
fotolise exaustiva resultou em um espectro final estavel do pPDIp~ e uma

mudanca de coloracdo da solucdo de laranja para esverdeado.
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FIGURA 4.6 - Espectros de UV-Vis do complexo RupPDIp em DMSO,
desaerado (N,) (A) 25 e 50 umol.L? irradiados com luz de 420 nm e (B) 25

umol.Ltirradiado com LED 518 nm.
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A fotdlise acompanhada pelo espectro de emissdo, Figura 4.7,
também apresentou comportamento similar para ambas as irradiacdes.
Quando excitado na regido da componente pPDIp (Aex = 500 nm) demonstra
um aumento na intensidade do pico referente a transi¢do vibracional 0-0 em
550 nm em relagéo a transicdo 0-1 em 585 nm. No entanto, quando excitado
na regido da componente [Ru(phen),]** (Aex = 450 nm) ndo ocorre variagdo
significativa na intensidade de emissdéo da MLCT em 600 nm. Esses
resultados indicam a sobreposicdo entre a emissédo do pPDIp~ e do pPDlIp,
demonstrando que o estado excitado de excimero dindmico ("pPDIp-pPDlIp)
decai através da transferéncia de elétrons entre os croméforos de pPDIp para
o estado excitado de transferéncia de carga (CT) {"pPDIp-pPDIp~}", no qual
o elétron desemparelhado fica delocalizado na nuvem eletrénica do sistema

aromatico ("pPDIp-pPDIp).
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FIGURA 4.7 - Espectros de emissdo do complexo RupPDIp (50 pmol.L?) em
DMSO desaerado (N2) acompanhada durante a irradiacdo com luz de 420 nm
em (A) Aex= 450 nm e (B) Aex= 500 nm e com luz de 518 nm em (C) Aex=
450 nm e (D) Aex= 500 nm.

E interessante notar que o sistema retornou a situagdo original
quando a luz foi desligada, Figura 4.8. Nesta situacdo a absorcdo do anion
desaparece lentamente, a absorcéo inicial retorna em 72% e a coloragdo da
solucdo volta para a cor laranja, enfatizando que as interacdes
intermoleculares sdo originarias do estado excitado. O esquema luz/escuro
pode ser repetido diversas vezes e as mesmas respostas sdo obtidas,

demonstrando ser um processo ciclico.
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FIGURA 4.8 - Volta térmica do complexo RupPDIp no escuro (12h) (25
umol.L?) em DMSO, desaerado (N,) acompanhada por UV-Vis, (A) apds 7h
de irradiacdo com com luz de 420 nm e (B) ap6s 3h de irradiacdo com luz de
518 nm.

A fotolise acompanhada por EPR também demonstrou o
crescimento do anion radicalar. Conforme mostrado na Figura 4.9A, apos 50
min de irradiacdo com a luz de 420 nm a concentracdo de pPDIp™ aumentou
de 2% para 33%. No final da fotGlise observou-se um espectro bem resolvido
com multiplas linhas com g = 2,0031, Figura 4.9B. A simulacdo do espectro
de EPR obtido experimentalmente com o ajuste dos parametros utilizando
oito hidrogénios e dois nitrogénios presentes no ligante pPDIp, confirmou a
delocalizacdo do elétron desemparelhado nos anéis aroméaticos da componente
pPDIp. A simulacdo foi obtida usando o formato de linha Gaussiana com
largura de 0,37 G e parametros de hiperfina de 1,78 G e 1,81 G para os dois
nucleos de nitrogénio e de 0,700 G, 0,688 G, 0,594 G, 0,581 G, 0,571 G,
0,568 G e 0,421 G para o oitos nucleos de hidrogénio. Além disso, esse
resultado com hiperfinas bem resolvidas indica que ndo ocorre agregacdo do
pPDIp™ durante a fotdlise. O espectro de EPR nas condic¢des analisadas ndo

indicou a presenca de Ru(lll) no escuro e sob a irradiacdo, sugerindo que o
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solvente DMSO desempenha uma funcdo fundamental na estabilizacdo do

estado CT e consequentemente do anion radical.
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FIGURA 4.9 - (A) Espectros de EPR experimentais do complexo RupPDlIp
(150 pmol.L?) em solucdo de DMSO desaerado acompanhando durante a
fotdlise com luz de 420 nm por 50 min. (B) Espectro de EPR experimental e
simulado do complexo RupPDIp (50 pmol.LY) em solugdo de DMSO

desaerado apds 2h de irradiagdo com luz de 420 nm.

Quando a fotdlise foi realizada usando uma cubeta aberta ao ar
para permitir o contato com o oxigénio, a formacdo do anion acompanhada
por UV-VIS foi menos eficiente, Figura 4.10. Quando investigada por
medidas de emissdo na regido da banda de MLCT da componente
{Ru(phen).}** (Aex= 450 nm) mostrou 0 aumento de intensidade da banda de
MLCT com o tempo de irradiagéo (Fig. 4.11A). Em 500 nm o espectro de
emissdo apresentou perfil idéntico ao esperado para o pPDIp. A irradiacdo
resultou no aumento da emissdo desta banda, Figura 4.11B. Estes dados
indicam que o oxigénio suprime a formacdo do anion radicalar nos estados

excitados impedindo a formacao do excimero dindmico.
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FIGURA 4.10 - Solucdo do complexo RupPDIp (A) 25 umol.L? e (B) 50

umol.Lt em DMSO na presenca de O, (sistema aberto) com irradiagdo com

luz de 420 nm.
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FIGURA 4.11 - Emissdo do complexo RupPDIp em DMSO sistema aberto na
presenca de O,, acompanhada durante a irradiagdo com luz de 420 nm sendo
(A) 25 pmol.Lt e (B) 50 umol.L* com comprimento de onda de excitacdo de
450 nm, (C) 25 umol.L! e (D) 50 umol.Lt com comprimento de onda de

excitacdo de 500 nm.

O ligante livre pPDIp em solucdo de DMSO desaerado foi
irradiado com luz de 420 nm. A irradiacdo ndo levou a alteracbes na
coloracdo da solucéo, no espectro de absorcdo e de emissdo do pPDIp como
demonstrado na Figura 4.12. Esses resultados demonstram a estabilidade
fotoquimica do ligante livre e que a formacdo do anion pPDIp™ induzida pela

luz é um processo que ocorre somente no complexo.
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FIGURA 4.12 - Solucdo do ligante livre pPDIp (100 umol.L™*) em DMSO,
desaerado (N,) com irradiacdo com luz de 420 nm por 2 h, espectros de (A)

absorcao e de (B) emissdo (Aex= 500 nm) acompanhados durante a irradiacéo.

A partir desses resultados € provavel que o aumento da formacao
do anion radicalar durante a fotolise seja consequéncia de um processo de
transferéncia de carga e o solvente deve desempenhar uma fungdo crucial na
estabilizacdo do processo de estado excitado. A formacdo do excimero
dindmico é favorecida devido a forte tendéncia do pPDIp agregar na forma de
empilhamento ©-t e 0 aumento da habilidade 7 receptora do pPDIp no estado
excitado. Além disso, a formacao do anion radicalar em DMSO relatado aqui
pode ser justificado devido a caracteristica doadora e aprética do solvente
DMSO, que circunvizinha rapidamente o "par i06nico” formado no estado
excitado  ({"'pPDIp-pPDIp~}) por interagdes  eletrostaticas e,
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consequentemente, aumenta o tempo de permanéncia desta espécie nos

estados excitados.5%64

4.1.2 - Meio de cultura celular RPMI

As caracteristicas eletrénicas e opticas do complexo RupPDlIp
foram avaliadas em meio de cultura celular RPMI. Conforme demonstrado na
Figura 4.13, o espectro de absorcdo apresenta mudancas nas intensidades
relativas das bandas vibracionais da componente pPDIp no complexo. A
banda de absorcdo referente a transi¢cdo 0-0 em 550 nm (e= 16.000 L.mol
L emt) diminui de intensidade em relacéo a banda da transi¢do 0-1 em 510 nm
(e= 24.000 L.molt.cm™) e a transicdo referente a MLCT (Ru — phen) com
maximo em 450 nm (e= 19.600 L.mol*.cm?) é favorecida sobrepondo a
transicdo 0-2 em 475 nm (e= 20.000 L.molt.cm™) da ILCT. A relacédo Ao
/A1 igual a 0,65 € um indicativo de agregacéo do tipo-H fracamente acoplada
encontrada em derivados de PDI.®® Comparado com o espectro de absorcéo
em DMSO, as mudancas de intensidade entre as vibracbes 0-0 e 0-1 indicam
mudancas na geometria molecular devido ao empilhamento =-7 dos aneis

aromaticos da componente pPDIp.
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FIGURA 4.13 - Espectro de absorcdo do complexo RupPDIp (25 e 50

umol.L 1) em meio de cultura celular RPMI, desaerado (N.).
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O processo de agregacdo também € aparente no espectro de
emissdo. A emissdo da MLCT (Ru — phen) (Aex= 450 nm) com ma&ximo em
600 nm foi preservada e predominou em todo o espectro, isto &, é
independente do comprimento de onda de excitagcdo, enquanto que a
fluorescéncia da componente pPDIp foi completamente suprimida, Figura
4.14. O meio RPMI apresenta emissdao em 525 nm, como demonstrado na
Figura 4.15.
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FIGURA 4.14 - Espectros de emissdao do complexo RupPDlIp (25, 50 e 100
umol.L1) em RPMI, (A) Aex = 450 e (B) Aex = 530 nm, desaerado (Ny).
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FIGURA 4.15 - Espectro de emissdo do meio de cultura celular RPMI com
Aex= 450 nm, desaearado (N,).
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O tempo de vida de emissdo do complexo em RPMI apresentou
um decaimento com ajuste triexponencial, indicando a presenca de trés
estados emissivos, similar com o decaimento em DMSO, porém, houve um
aumento no tempo de vida e na contribuicdo do emissdo da 3*MLCT da
componente [Ru(phen)3]2+: t = 0,46 ns /90,2%), 4,14 ns (11,3%) e 622,6 ns
(88,5%); v = 1,1, Figura 4.16.
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FIGURA 4.16 - Curva de decaimento de emissdo para o complexo RupPDIp,
(50 umol.L?) em solucdo de RPMI desaerado (N2), Aem = 448 nm e Agx = 600

nm.

Quando solugbes desaeradas do complexo foram submetidas a
fotolise continua com luz de 518 nm, as alteracdes espectroscopicas foram
consistentes com a formacdo do anion radicalar pPDIp™, evidenciado pela
diminuicdo das bandas de absor¢do da componente pPDIp em 485, 510 e 550
nm com a concomitante formacdo das bandas em 735, 820 e 975 nm,
atribuidas ao pPDIp™, Figura 4.17A. Por outro lado, a irradiacdo com luz de
420 nm resultou em um espectro final consistente com a formacéo do dianion
pPDIp?, com o aparecimento de uma banda de absorgédo larga em ~665 nm,
Figura 4.17B. N&o observou-se alteracdo na coloracdo da solugdo, mantendo

sempre o0 rosa predominante do meio RPMI.
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FIGURA 4.17 - Solugdo do complexo RupPDIp (50 pmol.L?) em RPMI,
desaerado (N), com irradia¢do com (A) luz de 518 nm e (B) luz de 420 nm.

Ao monitorar a emissdo do complexo desaerado durante as
fotolises, observou-se que a irradiacdo com luz de 420 nm levou a uma
diminuicdo da emissdo SMLCT (Ru — phen) enquanto que a irradiagdo com

luz de 518 nm ndo leva a alteracGes significativas nos espectros, Figura 4.18.
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FIGURA 4.18 - Emissdo do complexo RupPDIp (50 umol.Lt) em RPMI

desaerado (N,) acompanhada durante (A) a irradiacdo com luz de 420 nm e
(B) com luz de 518 nm.

Para investigar esses eventos com mais detalhes a fotdlise foi
realizada com luz de 518 nm para gerar o pPDIp™, em seguida a irradiacao foi
interrompida e a estabilidade da solugcdo no escuro foi observada por absorcao
UV-Vis. Ao cessar a irradiacdo a intensidade das bandas de absor¢do do
fragmento pPDIp retornaram, enquanto que as bandas do pPDIp~ foram
consumidas. Com uma irradiacdo adicional usando a luz de 420 nm, a
absorcdo do dianion pPDIp? apareceu, Figura 4.19. A quantidade de anion
radicalar formado ap0s a fotdlise exaustiva foi determinada por
espectroscopia EPR, resultando em 5% da quantidade total de complexo com
a irradiacdo de 420 nm e 2% sob a irradiagcdo de 518 nm. Esses valores sdo

menores do que os encontrados em DMSO.
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FIGURA 4.19 - Espectro de UV-Vis da solucdo do complexo RupPDlIp (50
umol.Lt) em RPMI desaerado (N,), irradiada com luz de 518 nm durante 30
min para a formacao do pPDIp™ seguida pela irradiacdo com luz de 420 nm

por 3 h para a formacéo do dianion pPDIp?.

A reacdo de volta é observada quando a luz é desligada, onde as
absorcOes do anion e do dianion desaparecem lentamente e a absor¢éo inicial
retorna em 88% apds 14h, Figura 4.20, demonstrando o comportamento

ciclico do complexo.
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FIGURA 4.20 - Volta térmica no escuro (14h) do complexo RupPDlIp (50
umol.L?) em RPMI, desaerado (N,) apés 2h de irradiacdo com luz de 420

nm, acompanhada por UV-Vis.
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No decorrer da fotélise monitorada por EPR ndo foi detectada o
desdobramento das linhas hiperfinas, Figura 4.21. Os espectros EPR
reafirmam que as subunidades de pPDIp compartilham um elétron adicional,
de modo que, em DMSO o espetro mostra a diviséo hiperfina e em RPMI essa
caracteristica ndo é observada. A auséncia de hiperfinas para o anion radicalar
de pPDIp™~ indica que ha interacdo entre os elétrons desemparelhados
causando um alargamento do espectro de EPR para o complexo dissolvido em
RPMI e confirmando agregacao entre as unidades de pPDIp™ neste solvente.

Este comportamento ja foi observado em outros derivados de PDI.56-%°
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FIGURA 4.21 - Espectro de EPR do complexo RupPDIp (50 pmol.Lt) em
solucdo de RPMI desaerado (N) (A) no escuro, (B) com irradiacdo com luz

de 518 nm por 30 min e (C) com irradiacdo com luz de 420 nm por 2h.

Em solugdes aeradas as fotolises ndo levam a alteragcdes no
espectro de absorcdo, como demonstrado na Figura 4.22. O anion pPDlIp™
favorecido pela irradiacdo é rapidamente consumido pelo oxigénio presente

em solucao.
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FIGURA 4.22 - Espectro de EPR do complexo RupPDIp (50 pmol.L) em
solucdo de RPMI desaerado (N2) (A) no escuro, (B) com irradiacdo com luz

de 518 nm por 30 min e (C) com irradiacdo com luz de 420 nm por 2h.

Esses resultados demonstraram que os estados de MLCT e ILCT
possuem energias razoavelmente proximas em RPMI, de modo que a variacao
no comprimento de onda de irradiacdo pode ser utilizada para "'sintonizar" as
energias dos estados excitados desejados alterando a via fotoquimica. 1sso
explica o0 aumento da ativacdo do anion radicalar com a fotolise. A irradiacéo
com luz induz a um forte deslocamento de carga nas transi¢coes eletronicas do
pPDIp (ILCT) e do {Ru(phen),}** (MLCT) para o estado de transferéncia de
carga e/ou da componente pPDIp, dependendo do comprimento de onda de
irradiacdo. Como resultado, a carga delocalizada no pPDIp aumenta mas nao

pode se espalhar porque esta limitada a porcdo aromatica.

4.1.3 - Tampéo fosfato (pH 7,4)
Em solucdo tampéo (pH 7,4) a tendéncia do complexo em formar
agregados aumenta em relacdo ao DMSO e ao RPMI. No espectro de
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absorcdo houve uma inversao nas intensidades das vibragdes 0-0 em relacdo a

0-1 e arelagdo Ag.o/Ap-1 atingiu o valor de 0,66, Figura 4.23.
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FIGURA 4.23 - Espectro de absorcdo do complexo RupPDIp (25 e 50
umol.L1) em tampéo fosfato (pH 7,4) desaerado (N,).

A emissdo da MLCT (Ru — phen) (Aex= 450 nm) com maximo
em 600 nm foi preservada, enquanto que a fluorescéncia da componente
pPDIp (Aex= 535 nm) foi completamente suprimida, Figura 4.24. Assim
como observado em RPMI, o tempo de vida de emissdo em tampéo (pH 7,4)
apresentou um decaimento com ajuste tri-exponencial, Figura 4.25. A
populagédo do **MLCT (504 ns, 99%) é maior quando comparada com RPMI
enquanto que a ILCT da componente pPDIp (5,0 ns, 0,25%) é similar. O
tempo de vida curto de 37 ns (0,26%) indica a formacdo de um excimero,

assim como observado em sistemas similares.”®
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FIGURA 4.24 - Espectros de emissdo do complexo RupPDlIp (25, 50 e 100
umol.L1) em tampédo (pH 7,4) desaeardos com (A) Aex= 450 nm e (B) Aex=
500 nm.
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FIGURA 4.25 - Curva de decaimento de emissdo para o complexo RupPDIp,
(50 umol.L?) em solugéo tampédo (pH 7,4) desaerado (N2), Aem = 448 nm e
}MEX =600 nm.

A Figura 4.26 mostra os espectros de absorcdo e de emissao do
complexo RupPDIp em tampéo fosfato (pH 7,4) em funcdo da concentragéo e
da temperatura a fim de investigar a estabilidade térmica do complexo. Os

espectros de absorcdo exibem as caracteristicas tipicas de agregados, com o
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aumento da intensidade da transi¢cdo 0-1 em 510 nm em relacéo a transicao 0-
0 em 545 nm e sem alteracbes na posicdo espectral com o aumento da
concentracdo e da temperatura. A progressao de Franck-Condon em todos os
parametros analisados € menor que 1,0 (Tabela 4.2). A emissdao é mantida
com o maximo em 600 nm. Embora ndo haja quase nenhuma alteracdo na
posicdo espectral com a alteracdo da temperatura, com 0 aquecimento
observa-se uma diminuicéo significativa na absorbancia e nas intensidades de
emissdo devido a maior mobilidade das moléculas de complexo em solucéo.
Esses resultados indicam que a agregacdo é de tipo intermolecular entre a
porcoes de pPDIp e os agregados formados sdo estaveis em solu¢cdo mesmo

com 0 aumento da temperatura.
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FIGURA 4.26 - Espectros de absorcdo e de emissdo (Aex= 450 nm) do

complexo RupPDIp (A) 25 pmol.L? e (B) 50 umol.Lem tampéo (pH 7,4)
desaerados (N;), nas temperaturas de 3 °C, 25 °C e 50 °C com variagéo de = 2
°C.
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TABELA 4.2 - Progressdo de Franck-Condon (Ag.o/Ao-1) do complexo

RupPDIp nas concentra¢des de 25 e 50 umol.L* em tampéo fosfato (pH 7,4),

desaerados (N,) e em diferentes temperaturas (3, 25 e 50 °C £ 2 °C).

Concentracao de Temperatura
RupPDlIp 3°C 25°C 50 °C
25 pmol.L* 0,69 0,66 0,80
50 pmol.L* 0,67 0,65 0,73

Em tampdo ndo ocorre a formacdo do anion radicalar e do

dianion com as irradiacOes, Figura 4.27. Esses resultados reafirmam o efeito

do solvente na agregacdo com o empilhamento n-m do complexo, de forma

que em solugdo tampédo a maior tendéncia em formar agregados diminui a

habilidade de reducdo da componente pPDIp, impedindo 0s processos

fotoquimicos de formacao do anion e do dianion observados nos outros meios

analisados, porém houve a formacéo do estado excitado tripleto **pPDIp

1.2

1.04

Absorbancia

0.24

0.0

A —— 0 min

0.8+
0.6+

0.4+

—— 5 min

—— 15 min
—— 30 min
— 60 min

400 500 600 700 800 900 1000
Comprimento de Onda (nm)

Absorbancia

12

1.04

0.8+

0.6

0.4+

0.24

0.0

—— 0 min
—— 5 min
—— 15 min
—— 30 min

400

500 600 700 800 900 1000
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 4.27 — Espectros de UV-Vis do complexo RupPDIp (50 umol.L?)

em tampéo fosfato (pH 7,4) desaerado (N,), irradiados com (A) luz de 420 nm

e (B) com luz de 518 nm.
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4.1.4 - Diagrama qualitativo dos niveis energéticos do estado

excitado

Com base nesses resultados, os dados aqui apresentados
demonstram que o solvente e 0 comprimento de onda de irradiacdo podem ser
usados para sintonizar as propriedades fotofisicas do complexo RupPDIp.
Com a irradiacdo de 420 nm tanto o estado excitado de transferéncia de carga
interna do ligante (ILCT) do pPDIp e o estado excitado **MLCT do
{Ru(phen),}?** podem ser alcangados, enquanto que com a irradiacdo de 518
nm apenas a componente pPDIp é atingida. Assim, independentemente da luz
irradiada, a componente pPDIp é alcancada, seguido por uma rapida
desativacdo que decai para o estado de excimero dindmico ("pPDIp-pPDlIp) o
qual, subsequentemente, decai por transferéncia de elétrons para o perileno
formando o estado de transferéncia de carga “{""pPDIp-pPDIp~} e o estado

excitado tripleto 3*pPDlIp.

O solvente influencia diretamente o empilhamento m-
n intermolecular entre os anéis aromaticos da componente pPDIp do
complexo e favorece a geracéo do pPDIp~ e do pPDIp?. Qualitativamente o
comportamento fotoquimico observado em DMSO foi mantido em RPMI, no
entanto, existem duas caracteristicas importantes que dependem do meio.
Primeiro, a geragdo do anion radicalar € influenciada pela identidade do
solvente seguindo a ordem geral DMSO> RPMI >> tampdo. Em segundo
lugar, quando os estados excitados de menor energia de MLCT e ILCT séo
razoavelmente proximos em energia, uma alteragdo no comprimento de onda
de irradiacdo pode reverter a ordem energética e consequentemente a
reatividade fotoguimica, resultando na formacéo do didnion em RPMI ou do

$pPDIp em tampao.

Em DMSO a formacédo do excimero dindmico é mais eficiente e

a contribuicdo do estado CT é maior. Alem disso, a capacidade doadora do
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DMSO estabiliza o estado de CT através de interacdes eletrostaticas,
aumentando a quantidade de anion radical formado durante a fotdlise. O
diagrama qualitativo dos niveis energeéticos do estado excitado proposto para
0 RupPDIp em DMSO é mostrado na Figura 4.28.

¥ {(Ru(TT)(phen),} {("pPDID)}
% ., ISC o '
e >
3 (Ru(II)(phen™),} *{(" pPDIp-pPDIp)}
DMSO CT
»

420 nm *{("pPDIppPDIp™)} 420 nm
,,,,,,, : 518 nm

hy’ :

¥

{C"pEDID);
hy!
{Ru(IT)(phen),(pPDIp)}; {Ru(II)(phen),(pPDIp)}

FIGURA 4.28 - Diagrama qualitativo dos niveis energéticos do estado

excitado proposto para 0 RupPDIp em DMSO.

Em RPMI a interacdo intermolecular entre anéis arométicos da
componente pPDIp é favorecida, facilitando as interagdes m—m no estado
fundamental. Como consequéncia, a contribuicdo da formacdo do excimero
(*{pPDIp-pPDIp}) aumenta e a contribuicdo do estado de transferéncia de
carga (CT) diminui. Com a excitacdo em 450 nm, o estado excitado *'MLCT
é alcancado e decai através do cruzamento intersistema (ISC) para o estado

excitado tripleto *MLCT, o qual rapidamente relaxa para o estado excitado
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{Ru*(phen~)(*pPDIp-pPDIp~)}. Nestas condicdes, a transferéncia de
elétrons é altamente favorecida e a fotolise resulta na formacdo das espécies
pPDIp? e ¥pPDlIp. O diagrama qualitativo dos niveis energéticos do estado
excitado proposto para o complexo RupPDIp em RPMI é mostrado na Figura
4.29.

I*(Ru(IT)(phen),(pPDIp-pPDIp)} *{(pPDIp-pPDIp}
" .
¥ (Ru(IID)(phen™);}
‘a.:‘ .‘"‘
*{Ru(III)(phen™), ("pPDID-pPDIp)}

420 nm X

518 nm

v
*{R"(]]I)(Dllw)z(PP.Dlll:')}

{Ru(IT)(phen),(pPDIp-pPDIp)} {Ru(II)(phen),(pPDIp_pPDIp)}

FIGURA 4.29 - Diagrama qualitativo dos niveis energéticos do estado

excitado proposto para 0 RupPDIp em RPMI.

Por outro lado, na solucdo tampéo (pH 7,4) a energia do estado
¥MLCT ¢ favorecida independente do comprimento de onda de irradiagéo
usado Figura 4.30. Em um trabalho do nosso grupo de pesquisa,
determinamos a formagdo do **pPDlIp, o qual apresentou um longo tempo de
vida de emissdo de 1,8 us em acetonitrila.*® No trabalho aqui apresentado ndo
possuimos evidéncia direta da formagdo do **pPDIp nos meios investigados
mas a reducdo da formacdo do anion radical na presenca de oxigénio e a
ativacdo do 'O, e das espécies reativas de oxigénio apds as fotolises das
solucdes, dados estes apresentados na proxima secdo, nos ddo indicios da

formacédo do **pPDIp e que ele compete com a formacéo do anion radicalar.
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FIGURA 4.30 - Diagrama qualitativo dos niveis energéticos do estado

excitado proposto para o0 RupPDIp em solucdo tampéo (pH 7,4).

A variacdo do solvente leva a diversas alteragdes no
comportamento fotofisico e fotoquimico do complexo RupPDlIp. Dentre elas
as bandas de absorcdo e de emissdo sofrem varias alteracdes, 0 que indica
mudancas nas energias dos estados excitados de MLCT ou nos fatores de
Franck-Condon. Além disso, pode-se esperar que o solvente influencie
diretamente nas velocidades de desativacdo ndo radiativas. As alteracoes
podem ser o resultado das diferencas na capacidade doadora do solvente ou,
possivelmente, de efeitos nos processos de recombinacdo dos elétrons no
estado excitado. Assim, para o RupPDIp os estados excitados de menor
energia *MLCT e CT possuem energias similares, as mudancas no solvente
podem ser suficientes para reverter a ordem desses estados, enquanto a
sensibilidade da componente pPDIp no meio para a agregacdo e orientacédo
dos agregados sdo significativas para o comportamento fotoquimico do

complexo. Especificamente, a extensdo da agregacéo altera a organizacdo das
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moléculas no complexo influenciando as caracteristicas fotoquimicas do
complexo. Os solventes oferecem a possibilidade de "ajustar” o pPDIp™ para
menores energias, como em DMSO e RPMI ou para energias mais elevadas
como em solugédo tampao e acetonitrila, onde as energias dos estados **pPDIp

provavelmente serdo pouco perturbadas pelo solvente.

Essas observagOes sustentam a perspectiva de que a variagdo do
comprimento de onda de irradiacdo e do solvente podem ser utilizadas para
selecionar as caracteristicas fotofisicas do complexo, de modo a alcancar as

espécies excitadas **pPDIp, pPDIp™ e/ou pPDIp?.

4.1.5 - Imobilizacédo do RupPDIp no filme polimérico

Diversos trabalhos na literatura demonstram as propriedades
fotossensibilizadas dos complexos polipiridinicos de Ru(ll) tanto em solugéo
como imobilizados em filmes poliméricos.”® Neste contexto, apesar dos
resultados promissores com o complexo RupPDIp em meio fluido, ndo é uma
condicdo apropriada para a aplicacdo pratica do complexo, uma vez que
nestas condigcdes sua recuperacdo e reutilizacdo ndo sdo possiveis. Dessa
forma, para conseguirmos um material de baixo custo e que permita a
reutilizacdo, imobilizamos o complexo em um filme a base de amido de
mandioca demonstrado na Figura 4.31. O amido é um material com grande
potencial para ser utilizado como matéria-prima na producdo de biomateriais
devido a sua biocompatibilidade a sua maleabilidade para a aplicacdo
almejada. Além disso, esse filme em especifico foi selecionado devido a sua

porosidade que permite permeabilidade de gases, como no caso, 0 oxigénio.*®
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FIGURA 4.31 - Complexo RupPDIp imobilizado no filme polimérico de

amido de mandioca.

Os filmes obtidos s&o visualmente translicidos, flexiveis e
podem ser facilmente moldados e cortados conforme o necessario. As
propriedades eletronicas e opticas do filme do complexo RupPDIp foram
analisadas. Os ensaios espectroscopicos demonstraram que a esfera de
coordenagdo do complexo foi mantida durante a fabricacdo do filme. O
espectro de absorcdo (Fig. 4.32A) é caracteristico de agregados, apresentando
mudancas nas intensidades relativas das bandas vibracionais da componente
pPDPp, com a vibracdo molecular referente a transicdo 0-2 em 457 nm de
maior intensidade, seguida da transicdo 0-1 em 507 nm e 0-0 em 545 nm,
sendo esta Ultima a de menor intensidade. A absor¢édo da transicdo MLCT (Ru
— phen) apresenta maximo em ~440 nm. As mudangas nos maximos de
absorcdo da componente pPDIp indicam interacfes w-r entre as moléculas. A
relacdo Ao.o /Ao € de 0,76 sendo um indicativo de agregacdo do tipo-H. A
emissdo da MLCT (Ru — phen) (Aex= 450 nm) foi deslocada para o
vermelho, apresentando maximo em 640 nm, enquanto que a fluorescéncia da
componente pPDIp (Aex= 535 nm) foi completamente suprimida, Figura
4.32B.
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FIGURA 4.32 - Filme polimérico do complexo RupPDIp (100 umol.L-). (A)

Espectro de absor¢éo e (B) espectro de emissdo (Aex= 450 e 535 nm).

Para analisar efeitos da concentracdo do complexo no filme
polimérico, foi realizado um estudo de emissdo nas concentracdes de 1,0 a
480 pmol.Lt. Como demonstrado na Figura 4.33, em maiores concentragcoes
ocorre a diminuicdo da intensidade de emissdo, indicando supressdo da
emissdo da MLCT.
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FIGURA 4.33 - Espectro de emissdo (Aex= 450 nm) do filme polimérico do
complexo RupPDIp (1,0 a 480 umol.L).
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A cinética de decaimento dos estados emissivos do RupPDlIp ¢
caracterizada por um decaimento triexponencial, sugerindo a presenca de trés
espécies emissivas: 1,8 ns (0,02%), 351 ns (3,95%) e 1659 ns (96,03%), 2 =
1,0. O perfil di decaimento é demonstrado na Figura 4.34. O tempo de vida de
351 ns é tipico de complexos polipiridinicos de Ru(ll). A espécie com maior
proporcdo apresenta também o tempo de vida mais longo de ~1,7 ps. O
mesmo valor de tempo de vida foi obtido para este complexo em acetonitrila,
sendo proveniente da desativacio do estado excitado *pPDIp.*° Essa
similaridade mostra que a imobilizagcdo no filme limita significativamente os
decaimentos ndo radiativos e favorece a populacdo do estado excitado
$pPDlIp.
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FIGURA 4.34 - Curva de decaimento de emissdo para o complexo RupPDIp,

(100 pmol.L?) no filme polimérico, Aem = 448 nm e Aex = 600 nm.

A morfologia e a distribuigdo do complexo no filme polimeérico
foi analisada utilizando a técnica de microscopia eletronica de varredura
(MEV). Atraveés da analise de elétrons secundarios, que fornece informacdes
sobre o relevo da amostra, observa-se que a superficie do filme apresenta
poucos defeitos (Fig. 4.35A). De acordo com a analise de elétrons
retroespalhados, a qual fornece informacdes sobre a composicdo através do

contraste em funcdo do nimero atdmico dos elementos presentes na amostra,
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observa-se que o complexo esta distribuido de maneira uniforme pelo filme
(Fig. 4.35B).

FIGURA 4.35 - Microscopia eletronica de varredura (MEV) do filme
polimérico com o complexo RupPDIp (100 pmol.L?). (A) Elétrons

secundarios e (B) elétrons retroespalhados.

4.2 - Deteccdo das especies reativas de oxigénio

Espectroscopia de EPR com armadilhas de spin (do inglés, spin
trap) € uma técnica eficaz e sensivel para detectar a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Como descrito anteriormente, a irradiagdo com
luz faz com que o fotossensibilizador (PS) no estado fundamental atinja o
estado excitado tripleto podendo participar de reacbes com 0 0xigénio
molecular pelo processo do Tipo | (transferéncia de elétrons) e/ou do Tipo Il
(transferéncia de energia) para gerar as EROs. EROs ndo podem ser
detectadas diretamente por EPR devido aos seus tempos de vida curtos,
entretanto, reagem rapidamente com o0s sequestradores de spins, como por
exemplo as nitronas diamagnéticas, formando adutos de spin estaveis que

podem ser caracterizados pelo espectro de EPR.™.:7273
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Neste trabalho utilizamos a técnica de EPR com o spin trap
2,2,6,6-tetramethyl-4-piperidinol (TMP-OH) para detectar o 'O, gerado pela
ativacdo com luz do complexo RupPDIp. De acordo com NAKAMURA et al.
74, 0 TMP-OH reage com o 1O, gerando a espécie paramagnética 4-hydroxy-
2,2,6,6-tetramethylpiperidine N-oxyl (TEMPOL).

Apos irradiadas com luz de 420 nm e de 518 nm, as solu¢des de
RupPDIp (10 a 150 pmol.Lt) e TMP-OH (48 mmol.L!) em tampéo fosfato
(pH 7,4), sem saturacdo de oxigénio, apresentaram um sinal com
desdobramento hiperfino de mesma intensidade entre 3380-3420 Gauss,
Figuras 4.36A e 4.36B. Esse espectro é caracteristico da espécie
paramagnética TEMPOL proveniente da oxidacdo do TMP-OH pelo O,, com
um elétron desemparelhado entre o aduto de nitrogénio com o oxigénio.” No
escuro, o espectro de EPR mostrou um sinal desprezivel de TEMPOL causado
pela impureza do spin trap (Figura 4.36C) e um sinal em ~3393 Gauss
mantido constante durante a fotdlise, que corresponde a 0,33% da
concentracdo do complexo, o qual foi atribuido anteriormente como impureza

do anion radical pPDPp™ do ligante livre.
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Experimental Simulacao
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FIGURA 4.36 - Espectros de EPR experimentais e simulados da solucéo de
tampéo fosfato (pH 7,4) contendo o complexo RupPDp e o spin trap TMP-
OH (48 mmol.L™?), sistema aberto e sem saturacdo de O, (A) RupPDIp (150
umol.L?) irradiado com luz de 420 nm e (B) RupPDIp (25 umol.L?)
irradiado com luz de LED de 518 nm e (C) TMP-OH no escuro.
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A concentracdo de 'O, gerado com a irradiacdo do complexo
RupPDIp foi obtida através de uma curva de calibracdo utilizando o
TEMPOL como padrdo (Fig 4.37A), a partir da area dos espectros
simulados.”™ Os resultados obtidos demonstraram que a concentracédo de 'O,
depende do comprimento de onda da irradiacdo de luz, do periodo de

irradiacdo e da concentracdo de complexo, Figuras 4.37B e 4.37C, Tabela 4.3.
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FIGURA 4.37 - Quantificacdo de 'O, por espectroscopia de EPR com spin
trap. Os espectros de EPR foram detectados apds a irradiacdo do complexo
RupPDIp (10 a 150 umol.Lt) em solucdo tampéo (pH 7,4) na presenca de 48
mmol.L? de TMP-OH. Em (A) demonstra a curva de calibracdo do padréo
TEMPOL obtida através da area dos espectros simulados. Em (B) a
concentracdo de 'O, gerado pelo complexo RupPDlIp a partir da irradiacéo
com luz de 420 nm e em (C) com luz de LED de 518 nm.
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TABELA 4.3 - Quantificacdo de 'O, gerado a partir da irradiacdo do

complexo RupPDIp utilizando a técnica de EPR com spin trap.

Tempo de Irradiacéo
RupPDlIp Luz

5min 10min 20min 30min 60 min

518 nm 0,01 0,02 0,03 0,03 0,07

10 pM
420 nm 0,007 0,01 0,02 0,01 0,05

25 uM 518 nm 0,01 0,02 0,03 0,04 0,11

50 pM 518 nm 0,02 0,04 0,09 0,15 0,23

100 pM 518 nm 0,03 0,10 0,24 0,35 0,60

518 nm 0,01 0,10 0,27 0,47 0,75

150 pM
420nm 007 014 031 048 092

A capacidade do complexo RupPDIp em gerar 'O, apds a
imobilizacdo no filme polimérico foi analisada. A irradiacdo de 420 nm do
filme de RupPDIp (1,0 pmol.L't a 100 pmol.LY) em contato com uma
solucdo de TMP-OH em D,O também produziu os sinais atribuidos a
formacdo do 'O, que aumentaram linearmente com a concentracdo de
RupPDIp nos filmes, Figura 4.38, demonstrando que, assim como observado
em solucdo, a concentracdo de 'O, gerado estd relacionada com a
concentracdo de complexo e apresenta um comportamento paralelo com o
aumento da fosforescéncia relatado no tépico anterior, sugerindo que com
uma maior populacdo dos estados excitados ocorre 0 aumento da supressao
pelo O, e, consequentemente, maior geracdo de O,. Na auséncia do

complexo o filme ndo levou a formacéo de 1Os.
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FIGURA 4.38 - Espectros de EPR com spin trap de solucdes de TMP-OH (48
mmol.L?) em D,O em contato com os filmes poliméricos de RupPDlIp (1,0 a

100 pmol.L1) ap6s a irradiacdo com luz de 420 nm por 30 min.

Para comparacdo, os filmes em contato com o TMP-OH em
solucdo tampéo (pH 7,4) foram irradiados com luz de 420, LED de 518 nm e
com luz solar. A eficiéncia do RupPDIp em diferentes condicdes é
demonstrada na Figura 4.39. Observa-se que o O, foi gerado em todas as
condicgdes analisadas. No entanto, a uma distancia de 0,5 cm do filme para a
solucdo contendo TMP-OH ndo foi possivel a deteccdo. Dessa forma, o
método restringe a deteccdo apenas do O, gerado na superficie dos filmes, o

que significa que um contato direto entre a solucédo e o filme é necessario.
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FIGURA 4.39 - Espectros de EPR com spin trap TMP-OH (48 mmol.L™?) dos
filmes poliméricos do RupPDIp (100 umol.L-1) com as irradiacbes com (A)
luz de 420 nm, (B) luz de LED de 518 nm e (C) luz solar, por 30 min. Filmes

sem o complexo foram utilizados como controle.

Foram realizados ensaios de EPR utilizando o spin trap DMPO
seguindo a mesma metodologia utilizada com o TMP-OH, e ndo foi

observado a formacéo de outras EROs como 0 O," ou 0 OH"™.

Nesta etapa do nosso trabalho é importante fazer um sumario dos

resultados para uma conclusédo que englobe os estudos realizados:

a) Supressdo por O, — Em solucdes do complexo desaeradas, a
absorcao do anion radical pPDIp™ no UV-Vis e no espectro de EPR aumenta
de intensidade com a irradiacdo com luz. Em solucdo aerada ocorre um
comportamento similar, porém em menor quantidade, demonstrando que a
presenca de O, no sistema estd suprimindo a formacdo do estado de CT e

consequentemente do pPDIp™.

b) Os experimentos de EPR com TMP-OH mostram a formacéo
do 'O,com a irradiacdo do complexo. A geracdo do *O, ocorre através de um
processo de transferéncia de energia do estado excitado tripleto da
componente pPDIp (¥*pPDIp) para o oxigénio molecular em seu estado

fundamental, como representado no Esquema 4.1.
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RupPDIp s  *{RupPDIp}
. CT .
(PPDIp} + pPDIp <5 *{+pPDIp-pPDIp™}
“{"pPDIp-pPDIp~} —>  3*{pPDIp}
3 {pPDIp} +30, —> pPDIp + "{30,}
"o,y — 0,

ESQUEMA 4.1 - Mecanismo proposto para a producdo de 'O, a partir da
ativacdo com luz do complexo RupPDIp.

Visualizando o esquema pela distribuicdo dos elétrons na forma

de orbitais 0 mecanismo pode ser representando pelo Esquema 4.2.

pPDIp *{pPDIp} *pPDIp--pPDIp “pPDIp--pPDIp* ¥ {pPDIp} pPDIp pPDIp
T S B e P e o N e
s 4+ |4+ el B SR
3*{pPDIp} 0, pPDIp 10,
I H—

+ _— +
S o S
ESQUEMA 4.2 - Mecanismo proposto em termos de orbitais moleculares

para a producéo de 'O, a partir da ativacdo com luz do complexo RupPDlIp.
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4.3 - Ensaios Bioldgicos

4.3.1 - Avaliacdo da citotoxicidade e da fotocitotoxicidade do

complexo RupPDIp em células B16F10

A citotoxicidade e a fotocitotoxicidade do complexo RupPDIp in
vitro na linhagem celular de melanoma murino B16F10 foi avaliada através
do teste de viabilidade celular MTT.

4.3.1.1 - Citotoxicidade no escuro do RupPDlIp

As células B16F10 incubadas no escuro expostas ao complexo
nas concentracdes de 10 a 100 pmol.L* durante 24h apresentaram valores de
ICso de 28 umol.L. As células incubadas no escuro sem o complexo
mantidas como controle permaneceram vidveis. O complexo ndo mostrou-se
citotdxico no escuro em concentragdes até 10 umol.L™ nos periodos de
incubacdo de 24 h, Figura 4.40. De fato, nenhuma alteracdo aparente na
morfologia celular foi observada na presenca do complexo nas concentracoes
de 0,1 a 10 pmol.L%, Figura 4.41, confirmando o efeito ndo citotéxico do

complexo nesta faixa de concentracao.
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o) o]
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FIGURA 4.40 - Citotoxicidade no escuro do complexo RupPDlIp (0,1 a 100
umol.Lt) em células B16F10 apés 24 h de incubacdo. Células sem o

complexo foram mantidas como controle.
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FIGURA 4.41 - Morfologia das células B16F10 incubadas com o complexo

RupPDIp (0,1 a 10 umol.L) por 24h no escuro. Células sem o complexo
foram mantidas como controle. Imagens obtidas através da técnica de

contraste de fase com um microscopio invertido.

4.3.1.2 - Fotocitotoxicidade da luz de 420 nm

O efeito fotocitotoxico da luz azul UVA (420 - 400 nm) para o
tratamento de tumores superficiais, incluindo a linhagem celular de melanoma
B16F10, é bem relatado na literatura.” 8! Por esta razdo, inicialmente
realizamos os experimentos para avaliar o efeito fotocitotoxico do nosso

sistema de luz de 420 nm sob as células B16F10.

A exposicado das células B16F10 a irradiacdo com luz de 420 nm
(irradiancia = 1,96 mW/cm?) com as doses de luz de 0,58 J/cm? (5 min), 1,17
Jiem? (10 min) e 1,76 J/cm? (15 min), avaliada apés 24h do tratamento
induziu a um efeito fotocitotoxico dependente da dose, de modo que a
porcentagem de sobrevivéncia celular variou de 92,8% (+ 0,01) a 70,74% (z
0,14) na menor e na maior dose de luz, respectivamente, Figura 4.42A. As

células mantidas no escuro foram utilizadas como controle. Ao aumentar a
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dose de luz para 3,52 Jlcm? (30 min) e avaliar a fotocitotoxicidade
imediatamente ao tratamento com a luz, a porcentagem de sobrevivéncia das
células foi de 74,85% (£ 0,02), demonstrando efeito fotocitotdxico imediato,
Figura 4.42B.
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FIGURA 4.42 - Citotoxicidade das células B16F10 tratadas com luz de 420
nm (irradiancia = 1,96 mW/cm?) com as doses de (A) 0,58 J/cm? (5 min), 1,17
Jiem? (10 min) e 1,76 J/cm? (15 min), avaliada apds 24h do tratamento com a
irradiacdo e (B) de 3,52 J/cm? (30 min) avaliada imediatamente apés o
tratamento com a irradiacdo. As células mantidas no escuro foram utilizadas

como controle.

4.3.1.3 - Fotocitotoxicidade do RupPDIp com luz de 420 nm

O efeito fotocitotoxico na presenca do complexo foi
significativamente maior do que somente com a lampada. Apo6s 4h de
incubacdo com o RupPDIp (0,1 a 10 umol.L?), as células foram irradiadas
com luz de 420 nm com as doses de luz de 0,58 J/cm? (5 min), 1,17 J/cm? (10
min) e 1,76 J/cm? (15 min). A fotocitotoxicidade foi determinada apés 24h do
tratamento com as irradiacdes e esta demonstrada na Figura 4.43. As células

sem o complexo no escuro e tratadas com a irradiacdo foram mantidas como
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controle. O ICs obtido foi de 0,5 pmol.L™ para a dose de 0,58 J/cm?. A curva

de dose resposta esta demonstrada na Figura 4.44.
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FIGURA 4.43 - Fotocitotoxicidade das células B16F10 incubadas com o
complexo RupPDIp (0,1 a 100 pmol.L?) por 4h, seguida pelo tratamento com
a irradiacdo de 420 nm com as doses de 0,58 J/cm? (5 min), 1,17 J/cm? (10
min) e 1,76 J/cm? (15 min), avaliada apds 24h da irradiacdo. Células sem o

complexo no escuro e irradiadas foram mantidas como controle.
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FIGURA 4.44 - Dose resposta da fotocitotoxicidade em funcdo da
concentracdo de complexo RupPDIp (esquerda) e da dose de luz de 420 nm

(direita), avaliada pelo ensaio de MTT.
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Ao aumentar a dose de luz para 3,52 J/cm? (30 min) o efeito
fotocitotoxico do RupPDIp, analisando imediatamente apds ao tratamento
com a luz, levou a inibicdo de ~100% da viabilidade celular, Figura 4.45.
Esses resultados demonstram que o complexo RupPDIp potencializa o efeito

citotoxico da luz de 420 nm, gerando um efeito sinérgico.
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FIGURA 4.45 - Fotocitotoxicidade das células B16F10 incubadas com o
complexo RupPDlIp (0,1 a 100 pmol.L?) por 4h seguida pelo tratamento com
a irradiacdo de 420 nm com a dose de 3,52 J/cm? (30 min), avaliada
imediatamente apds a irradiacdo. Celulas sem o complexo no escuro e

irradiadas foram mantidas como controle.

A fim de avaliar a morfologia celular com o tratamento com o
complexo RupPDIp e com a luz de 420 nm foram realizadas imagens das
células nas placas de 96 po¢os com um microscépio invertido, imediatamente
apoés o tratamento com a irradiacdo. A morfologia celular mudou
drasticamente apoés irradiacdo com luz durante 5 e 30 min. Conforme
mostrado na Figura 4.46, na presenca de RupPDIp as células tornaram-se
arredondadas, encolheram e exibiram perda expressiva de volume. Essas

caracteristicas fenotipicas sdo tipicas de morte por apoptose.?28384
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3,52 J.cm? |
(30 min)

Figura 4.46 - Imagens no microscopio invertido das células B16F10 nas
placas de 96 pocos na auséncia e na presenca do complexo RupPDIp nas
concentracdes de 0,5 e 10 umol.L%, com irradiacdo com luz de 420 nm nas
doses de 0,58 Jicm? e de 3,52 J/cm?, retiradas imediatamente apés o

tratamento com a irradiagéo.

4.3.1.4 - Citotoxicidade e fotocitotoxicidade com luz de 420 nm

do complexo precursor [RuClx(phen):]

O estudo de citotoxicidade também foi realizado com o
complexo precursor [RuCl,(phen);] no escuro e com a irradiacdo com luz de
420 nm. Como demonstrado na Figura 4.47, o complexo precursor ndo
apresentou citotoxicidade significativa frente as células B16F10. Dessa forma,

o efeito terapéutico pode ser atribuido a coordenacdo do pPDIp no
{Ru(phen),}**.
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FIGURA 4.47 - Citotoxicidade e fotocitotoxicidade das células B16F10
incubadas com o complexo precursor [RuCl,(phen),] (0,1 a 100 pmol.L™?) por
4h, no escuro e com a irradiacdo de 420 nm com a dose de 0,58 J/cm? (5 min),

avaliada ap0s 24h da irradiacéo.

4.3.1.5 - Fotocitotoxicidade da luz de LED de 518 nm

Apesar dos resultados fotocitotdxicos do RupPDIp com a luz de
420 nm em conjunto serem significativos, a emissdo da lampada ocorre em
uma regido espectral onde diversas biomoléculas absorvem a radiacdo
incidente (Figura 4.48), podendo levar a efeitos secundarios indesejados de
componentes celulares sadios. Dessa forma, buscamos utilizar luz com
emissdo em maior comprimento de onda e mais proxima da regido espectral
correspondente a janela fototerapéutica, na qual a membrana celular apresenta
consideravel transparéncia a radiacdo eletromagnética, minimizando o0s
efeitos indesejados e melhorando a penetracdo da luz nos tecidos, como

demonstrado na Figura 4.49.%
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FIGURA 4.48 - Absorcéo de biomoléculas e janela fototerapéutica.®®
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FIGURA 4.49 - Penetracdo da luz de diferentes comprimentos de onda nos

tecidos.

A exposicao das células B16F10 a irradiacdo com luz de 518 nm
com as doses de 0,069 J/cm? (5 min), 0,20 J/cm? (15 min) e 0,41 J/cm? (30
min) avaliada ap06s 24h do tratamento, ndo demonstrou efeito fotocitotoxico,

Figura 4.50. As células mantidas no escuro foram utilizadas como controle.
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FIGURA 4.50 - Fotocitotoxicidade das células B16F10 tratadas com luz de
518 nm com as doses de 0,069 J/cm? (5 min), 0,20 J/cm? (15 min) e 0,41

Jicm? (30 min), avaliada apés 24h do tratamento com a irradiacéo.

4.3.1.6 - Fotocitotoxicidade do RupPDIp com luz de LED de 518
nm

Apods 4h de incubacdo com o RupPDlIp (0,1 a 10 pmol.L?), as
celulas foram irradiadas com luz de 518 nm com as doses de luz de 0,069
Jem? (5 min), 0,20 Jicm? (15 min) e 0,41 Jicm? (30 min). A
fotocitotoxicidade foi determinada ap0s 24h do tratamento com as irradiacGes
e estd demonstrada na Figura 4.51. As células sem o complexo no escuro e
tratadas com a irradiacdo foram mantidas como controle. O efeito
fotocitotdxico foi observado com o complexo em maiores doses de luz e o
ICso obtido para a dose de 0,41 J/cm? foi de 1,2 pmol.L?. A curva de dose

resposta & mostrada na Figura 4.52.
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FIGURA 4.51 - Fotocitotoxicidade das células B16F10 incubadas com o
complexo RupPDlIp (0,1 a 100 pmol.Lt) por 4h seguida pelo tratamento com
a irradiacéo de 518 nm com as doses 0,069 J/cm? (5 min), 0,20 J/cm? (15 min)

e 0,41 J/cm? (30 min), avaliada ap6s 24h da irradiacéo.
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FIGURA 452 - Dose resposta da fotocitotoxicidade em funcdo da
concentracdo de complexo RupPDIp (esquerda) e em funcdo da dose de luz
de LED de 518 nm (direita), avaliada pelo ensaio de MTT.
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Os resultados fotocitotoxicos em células de melanoma murino
B16F10 obtidos com o complexo RupPDIp apresentam valores superiores a
diversos compostos propostos como fotossensibilizadores nesta linhagem
celular (Tabela 4.4), inclusive em relacdo ao farmaco 5-ALA utilizado

clinicamente na terapia de cancer.

TABELA 4.4 - Fotossensibilizadores testados in vitro para terapia

fotodindmica em células de melanoma murino B16.487-89

N o Inibica
Fotossensibilizador Concentracao Luz Dose nibigdo
celular
Lampadas
0,5 uM Rayonet 0,58 J.cm™ 50%
RupPDlIp 420 nn
LED verde )
- 0,
1,2 uM 518 nm 0,41 J.cm 50%
Laser Ar 10-15
- 0,
5-ALA 0,3mM 514 nm 1.em? 90%
Lampada de
Librium® 30 uM Xendnio 0,79J.cm?  50%
350 nm
: Red Di
Azul de Metileno 25 UM edDiode 0 em?  54.7%

Laser 650 nm

4.3.1.7 - Fotocitotoxicidade do RupPDIp imobilizado no filme

polimérico com luz de 420 nm

A viabilidade celular com o filme polimérico foi verificada pelo
ensaio de MTT, sob diferentes tempos de tratamento com irradiacdo de 420
nm. Os filmes de RupPDIp (100 pumol.L?) e sem o complexo (controle)
foram mantidos na superficie das placas de 96 poc¢os, a uma distancia de ~0,5
cm do sobrenadante. Como demonstrado na Figura 4.53, no escuro ndo houve

efeito citotoxico nas condicdes analisadas. O tratamento com as irradiacdes
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levou a um efeito fotocitotoxico na auséncia do filme, como demonstrando
anteriormente. Com o filme de RupPDIp o efeito fotocitotoxico foi menor em
relacdo ao filme sem o complexo mantido como controle, demonstrando que
filme com o complexo protege as células dos danos causados pela luz de 420
nm.
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FIGURA 4.53 - Citotoxicidade e fotocitotoxicidade das células B16F10 com
o filme polimérico com e sem o complexo RupPDIp (100 pmol.L?)
comtratamento com a irradiacdo de 420 nm, utilizando as doses de luz de 0,58
Jicm? (5 min), 1,76 J/cm? (5 min) e 3,52 J/cm? (5 min) e mantidas no escuro,

avaliada ap0s 24h do tratamento com a irradiacéo.

4.3.2 - Avaliacdo da atividade antitumoral in vivo do RupPDlIp
imobilizado no filme polimérico

As células B16F10 foram inoculadas no dorso de camundongos
C57BL/6 e foram tratados topicamente com o filme de RupPDIp (100
umol.Lt) e sem o complexo (controle) sob irradiagdo com luz de 420 nm com
uma dose diaria de 3,52 J/cm? (30 min), Figura 4.54. Nao houve alteracdes

nos volumes e nos pesos tumorais dos controles e dos camundongos tratados



73

com o filme de RupPDlIp. Como relatado anteriormente pelos ensaios de EPR,
0 raio de acdo das EROs é limitado a regido em que estdo sendo formadas,
ndo sendo capaz de se difundir em grandes distancias. Como o modelo de
administracdo tumoral utilizado neste estudo foi o modelo subcutaneo, as
EROs produzidas pelos filmes de RupPDIp ndo foram capazes de ultrapassar

as camadas da pele do camundongo e levar ao efeito antitumoral esperado.
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FIGURA 4.54 - (A) Fotos que mostram a avaliacdo do efeito terapéutico
fotodindmico utilizando os filmes poliméricos na auséncia e na presenca do
complexo RupPDIp com a irradiagdo com luz de 420 nm. (B) Volume
tumoral monitorado durante o tratamento. (C) Peso tumoral avaliado apos 14

dias de tratamento.

5- CONCLUSAO

Atraves dos resultados obtidos no presente trabalho pode-se
chegar as seguintes conclusoes:
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o O comportamento fotoquimico e fotofisico do complexo
RupPDIp em solucdo indicam que o DMSO promove uma grande separagao
entre as unidades de pPDIp no estado fundamental e estabiliza o estado
excitado da transferéncia de carga (CT) {'pPDip-pPDIp~} através de
interacdes eletrostaticas. Em RPMI as interagdes n—m no estado fundamental
séo favorecidas e a variagcdo do comprimento de onda de irradiacéo € utilizada
para sintonizar as energias com o estado MLCT de uma maneira que leva a
formacdo do anion radical pPDIp~ e do dianion pPDIp%. Em contraste, em
solucdo tampéo a agregacao € significativa e impede o processo fotogquimico.

o O RupPDIp em solucédo ativou o oxigénio singleto (*0,)
com a irradiacdo com luz azul (420 nm, | = 1,96 mW/cm?) e LED verde (518
nm, | = 0,23 mW/cm?), em condicOes brandas, sem saturacéo de O..

o Os resultados obtidos exibiram um perfil interessante para
atividade biolégica em células de melanoma murino da linhagem B16F10,
sem indicios de citotoxicidade no escuro em concentragdes abaixo de 10 uM
enguanto que quando fotoativado apresentou efeito fotocitotoxico com ICsg
de 0,5 pmol.L* com a luz de 420 nm com dose de 0,58 J/cm? e de 1,2
umol.L't com a luz de LED de 518 nm com a dose de 0,41 Jicm? E
importante ressaltar qgue o RupPDIp apresentou resultados mais promissores
em relacdo ao resultados do farmaco comercial 5-ALA utilizado na TFD
clinica frente a linhagem celular de melanoma murino, colocando este
complexo como um candidato em potencial para o tratamento deste tipo de
cancer.

. Quando imobilizado no filme polimérico, o RupPDlIp
manteve suas propriedades luminescentes, com caracteristica de agregados e
permitiu a deteccdo do estado excitado **pPDlIp favorecido. Também manteve
a caracteristica de ativacdo do 'O, com as irradiacGes. Porém, os ensaios

biolégicos com os filmes in vitro e in vivo ndo foram promissores devido ao
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raio de acédo limitado do 'O, para o estudo in vivo realizado neste trabalho e

devido a lixiviacdo do complexo da matriz polimérica.

Os estudos realizados nesta dissertacdo demonstram que o0
complexo pode ser um bom sensibilizador para producdo de oxigénio singleto
e de radical superdxido sob irradiacdo com luz. Além disso, este complexo s6
precisa de agua e luz visivel para ativar o oxigénio aos estados excitados. 1sso
abre a oportunidade de aplicacdo em diversas areas da ciéncia tais como
terapia fotodindmica e no tratamento de &gua residencial contaminada com

microrganismos patogénicos.
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