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ESTRUTURAS E MASSAS MOLECULARES

H.P
Massa molecular: 3330,07 g mol*

H.P2
Massa molecular: 3330,07 g mol*

ZnP
Massa molecular: 3395,06 g mol*

ZnP2
Massa molecular: 3395,06 g mol*

Mim
Massa molecular: 757,10 g mol*

Xii



George B. S. Pereira Resumo

RESUMO

INTERACAO COM O DNA E FOTOTOXICIDADE DE PORFIRINAS
TETRACATIONICAS DE RUTENIO, ARENO E FOSFINA EM CELULAS
TUMORAIS DE OVARIO. Neste trabalho, foram sintetizadas porfirinas
derivadas da meso-tetra(4-piridil)porfirina e meso-tetra(3-piridil)porfirina, além
de suas respectivas metaloporfirinas de zinco(ll), coordenadas a quatro
complexos periféricos de ruténio(ll) contendo p-cimeno e trifenilfosfina,
formando uma nova classe de compostos, chamada PRAP, e um composto
mimético (Mim). Esses compostos foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas, espectrometria de massas, analise elementar e condutividade
molar, alem de célculos de otimizacdo estrutural por DFT. Foram realizadas
interacbes com o ct-DNA e plasmideo pUC19 e estudo de interacdo com a
guanosina. Os resultados sugerem um mecanismo de interacdo que envolve,
inicialmente, um efeito de formacéo de adutos, seguido de uma possivel ligacéo
covalente. Os ensaios celulares mostraram que 0s compostos ndo apresentam
citotoxicidade para a linhagem MRC-5 (ndo-tumoral de pulmédo) em
concentracgdes abaixo de 50 uM. Por outro lado, na linhagem A2780 (tumoral de
ovario), as porfirinas tetracationicas apresentaram alta fototoxicidade apoés
irradiacdo, com I1Csy de aproximadamente 0,07 uM para as porfirinas livres ¢ 0,30
UM para as metaloporfirinas de zinco(II). O composto H,P destacou-se pelo maior
indice de fototoxicidade. Os ensaios morfolégicos confirmaram a morte celular
por apoptose e danos ao nucleo, corroborando os dados de fotoclivagem do
plasmideo pUC19. Por fim, verificou-se que o tratamento fotodindmico, pode
afetar a zona de proliferacdo celular em esferoides tumorais. Esses experimentos
demonstram que o sistema avaliado apresenta potencial promissor para interagir
com o DNA e atuar como fotossensibilizante.

Palavras-chave: Fototoxicidade. Interagdo com DNA. Porfirina. Complexo de

ruténio(ll).
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ABSTRACT

DNA INTERACTION AND PHOTOTOXICITY OF TETRACATIONIC
PORPHYRINS OF RUTHENIUM, ARENE AND PHOSPHINE IN OVARIAN
TUMOR CELLS. In this work, porphyrins derived from meso-tetra(4-
pyridyl)porphyrin and meso-tetra(3-pyridyl)porphyrin were synthesized, along
with their respective zinc(ll) metalloporphyrin, coordinated to four peripheral
ruthenium(l1) complexes containing p-cymene and triphenylphosphine, forming
a new class of compounds, called PRAP, and a mimetic compound (Mim). These
compounds were characterized by spectroscopic techniques, mass spectrometry,
elemental analysis and molar conductivity, as well as structural optimization
calculations by DFT. Plasmid pUC19 and ct-DNA interactions were carried out,
as well as an interaction with guanosine. The results suggest an interaction
mechanism that initially involves an aggregation effect, followed by a possible
covalent bond. Cellular assays showed that the compounds were not cytotoxic to
the MRC-5 (non-tumor lung cancer) strain at concentrations below 50 uM. On the
other hand, in the A2780 lineage (ovarian tumor), the tetra-cationic porphyrin
showed high phototoxicity after irradiation, with an 1Cs, of approximately 0.07
uM for the free porphyrins and 0.30 uM for the zinc(Il) metalloporphyrin. The
H,P compound stood out for having the highest phototoxicity index. The
morphological tests confirmed cell death by apoptosis and damage to the nucleus,
corroborating the photobleaching data from the pUC19 plasmid. Finally, it was
found that photodynamic treatment can affect the cell proliferation zone in tumor
spheroids. These experiments show that the system evaluated has promising

potential for interacting with DNA and acting as a photosensitizer.

Keywords: Phototoxicity. DNA Interaction. Porphyrin. Ruthenium(Il) complex.
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1.1 — Cancer: conceito, causas e estatisticas

O cancer compreende um conjunto de doengas caracterizadas por
alteracbes genéticas ou epigenéticas em celulas somaéticas, levando a um
crescimento descontrolado de células que perdem a funcéo especifica do tecido
original e adquirem potencial invasivol. A proliferacdo dessas células pode
resultar na formacédo de neoplasias, que sao nutridas por meio de novos vasos
sanguineos em um processo denominado angiogénese?. Por essa via, as células
tumorais podem se disseminar a partir do tumor primario para outros tecidos e
orgaos, estabelecendo-se em diferentes partes do corpo, processo conhecido como
metastase®.

O desenvolvimento de cancer em diferentes partes do corpo pode ser
influenciado por diversos fatores. Entre as principais causas estdo o consumo de
tabaco, uso excessivo de alcool, exposicdo a substancias quimicas nocivas,
poluentes e radiacédo ionizante!. Outros fatores de risco incluem dieta inadequada,
obesidade e predisposicéo genetica, os quais também estdo associados ao aumento
da incidéncia de cancer. Essas causas, combinadas ou isoladas, desempenham um
papel significativo nas taxas de mortalidade relacionadas a doenca.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, estima-se que em
2022 foram diagnosticados aproximadamente 20 milhdes de novos casos de
cancer no mundo, enquanto cerca de 9,7 milhées de mortes foram atribuidas a
doenca no mesmo ano*. No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) projeta
a ocorréncia de cerca de 705 mil novos casos para o triénio 2023-2025°. Essas
estatisticas colocam o céncer como o segundo grupo de doencas mais letais
globalmente, atras apenas das doencas cardiovasculares®.

Devido a sua alta incidéncia e mortalidade, o cancer possui diversos
tipos de tratamento, incluindo terapia hormonal, imunoterapia, transplante de
medula 6ssea, terapia-alvo, cirurgia, radioterapia e quimioterapia, entre outros’®,

Os ultimos tratamentos citados séo classificados como terapias convencionais, e,
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dependendo do perfil do paciente, essas abordagens sdo frequentemente
combinadas para aumentar a eficacia terapéutica’.

De acordo com as estimativas do INCA para o triénio 2023-2025 no
Brasil, os trés tipos de cancer mais incidentes entre os homens deverdo ser: cancer
de prostata (71,7 mil casos), cancer de colon e reto (22,0 mil casos) e cancer de
traqueia, bronquio e pulméo (18,0 mil casos). Para as mulheres, os tipos mais
frequentes serdo: cancer de mama (73,6 mil casos), cancer de colon e reto (23,7

mil casos) e cancer de colo do Utero (17,0 mil casos), conforme a FIGURA 1.1.

Localizagdo primaria Casos % Localizagéao primaria Casos %

Préstata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%

Colénereto 21.970 9,2% Coélon e reto 23.660 9,7%

Traqueia, bronquio e pulmao  18.020 7,5% Colo do utero 17.010 7,0%

Estdbmago 13.340 5,6% Traqueia, bronquio e pulmao 14.540 6,0%

Cavidade oral  10.900 4,6% Glandula tireoide 14.160 5,8%

Esbfago 8.200 3,4% Estdmago 8.140 3,3%

Bexiga 7.870 3,3% Corpo do utero 7.840 3,2%

Laringe 6.570 2,7% Ovério 7.310 3,0%

Linforna ndo Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2,3%

Figado 6.390 2,7% Linfomma ndo Hodgkin 5.620 2,3%

FIGURA 1.1 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
para o triénio de 2023-2025 por sexo, exceto pele ndo melanoma.

O cancer de ovario, uma neoplasia de alta relevancia clinica, é o
terceiro tipo de cancer mais letal entre as mulheres, ficando atrds apenas dos
canceres de mama e colo do Utero®. O tratamento dessa neoplasia geralmente
envolve uma abordagem combinada, na qual a cirurgia seguida de quimioterapia
representa uma das principais estratégias terapéuticas®. A cisplatina € um dos
quimioterapicos mais utilizados no tratamento de canceres nesse tecido. Embora
essa terapia seja eficaz em aproximadamente 80% dos casos, muitas pacientes

desenvolvem resisténcia a droga®®.
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1.2 — Quimioterapia e os farmacos a base de platina

A quimioterapia refere-se a administracdo de compostos quimicos
com propriedades citotoxicas, capazes de destruir células tumorais!'. Em alguns
casos, pode levar a erradicacdo do tumor, ou, a0 menos, reduzir os sintomas
associados a neoplasia e potencialmente prolongar a vida do paciente!!. Embora
0 uso de compostos quimicos no tratamento do cancer remonta a séculos atras, o
primeiro documento formal sobre o tema data da década de 1940.

A quimioterapia pode ser aplicada em diversas fases do tratamento
oncoldgico, como na reducdo do volume tumoral (terapia de indugdo) ou no
tratamento adjuvante, cujo objetivo é eliminar células residuais que possam
permanecer no organismo apds o tratamento principal, como a cirurgia ou a
radioterapial**2. Dessa forma, a quimioterapia desempenha um papel crucial no
manejo de canceres metastaticos!12,

Os quimioterapicos podem ser classificados em duas categorias
principais: derivados de produtos naturais e compostos de origem sintética. Com
base no seu mecanismo de acgéo, esses farmacos sdo subdivididos em diferentes
classes, como antimetabolitos, inibidores da topoisomerase e agentes alquilantes®.
A Ultima classe inclui compostos que interagem com o DNA, especialmente com
as bases de guanina®. Além disso, essa categoria abrange diversos farmacos,
incluindo os compostos de platina®.

Desde a descoberta da cisplatina como agente anticancerigeno pelo
Dr. Barnett Rosenberg em 1969, numerosos compostos a base de platina foram
investigados e sdo amplamente utilizados para esse propésito®®. Entre os farmacos
a base de platina aprovados destacam-se cisplatina, carboplatina, nedaplatina,
lobaplatina, oxaliplatina e hepatoplatina, FIGURA 1.2(A)*. Embora esses
compostos interajam com diversos alvos celulares, o DNA é o um dos possiveis
alvo bioldgico responsavel por suas propriedades antitumorais®®, como
exemplificado pela cisplatina, FIGURA 1.2(B).
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FIGURA 1.2 - (A) Compostos de platina utilizados como quimioterapicos no
mundo. (B) Estrutura cristalina de DNA estabelecendo ligagcdo com a cisplatina
em destaque. PDB: 1A84.

Embora os compostos de platina sejam amplamente utilizados no
tratamento do cancer, eles estdo associados a graves efeitos adversos, como
nefrotoxicidade, ototoxicidade e neurotoxicidade!®8, Além disso, podem causar
danos a tecidos normais, e 0s pacientes submetidos a esses tratamentos
frequentemente desenvolvem resisténcia a esses quimioterapicos®81°, Devido a
esses efeitos, outros compostos com diferentes centros metalicos estdo sendo

investigados para minimizar essas limitacoes.
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1.3 — Compostos de ruténio no tratamento do cancer

O desenvolvimento de compostos com diferentes centros metélicos
busca ndo apenas reduzir os efeitos colaterais associados a toxicidade dos
quimioterapicos existentes, mas também ampliar o espectro de acdo da
quimioterapia. Nesse sentido, compostos de ruténio tém se mostrado bons
candidatos para aplicagdo em quimioterapia?®24,

Os compostos de ruténio possuem diversas propriedades quimicas
que permitem uma ampla variedade de estruturas, especialmente quando
comparados aos compostos de platina(ll). O ruténio pode existir nos estados de
oxidacdo I, 11l e IV em condi¢Bes fisioldgicas®. Seus complexos apresentam
geometria octaedrica, possibilitando maior diversidade de ligantes, os quais
podem conferir diferentes propriedades?.

Embora os complexos de ruténio sejam amplamente investigados
quanto a interacdo com diversos alvos, como RNA, transferrina, albumina e
citocromo ¢, em muitos casos a citotoxicidade dos complexos de ruténio(ll) e
ruténio(l11) esta associada a sua capacidade de interagir com o DNA?*. Assim,
compostos de ruténio que chegam a fases de estudos pré-clinicos e/ou clinicos
frequentemente apresentam essa interacdo com Vvarios alvos, entre eles, 0 DNA.
Entre os principais complexos de ruténio que alcancaram esses estagios de estudo
estio NAMI-A, KP-1019, NKP-1339 (também chamado de BOLD-100) e KP-
41822, Esses compostos sdo complexos de ruténio(111) com ligantes imidazol e
indazol, contendo quatro ligantes cloreto que proporcionam complexos aniénicos,
FIGURA 1.3(A).

E importante destacar que o composto BOLD-100 é atualmente o
unico complexo de ruténio(lll) em fase de testes como agente quimioterapico,
FIGURA 1.3(B)®. Esse composto exibe atividade redox, o que induz estresse
oxidativo nas células tumorais, resultando em sucessivas paradas no ciclo celular,

blogueio da sintese de DNA e inducdo de apoptose?,
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Outros compostos de ruténio(ll) com potencial para o tratamento do
cancer, sdo 0s compostos organometalicos de ruténio com estrutura “semi-
sanduiche” (half-sandwich)??2?*, Esses compostos, também conhecidos como
'banco de piano', possuem a formula geral [(n®°-arene)Ru(X)(Y/Z)]**. A
geometria dos complexos ‘“semi-sanduiche” de ruténio é altamente versatil,
permitindo modificagdes nos ligantes e, consequentemente, em suas propriedades
bioldgicas?*. Uma das classes mais estudadas é a dos compostos RAPTA, que séo
complexos de ruténio(ll) “semi-sanduiche”, em que o ruténio estd coordenado a
um areno, dois cloretos e a fosfina PTA (1,3,5-triazo-7-fosfadamatano), com
formula basica [RuClx(n®-arene)PTA]?L. Dentro dessa classe, 0 RAPTA-C, que
contém o ligante p-cimeno como areno, FIGURA 1.3(B), é um dos compostos
mais conhecidos e esta na fase de testes clinicos?®. Este complexo pode atuar em
varios alvos, causando danos ao DNA de maneira pH-dependente, e apresenta
atividade na enzima Catepsina B, associada ao processo de angiogénese??. Logo,
0 complexo RAPTA-C pode ser indicado no tratamento de canceres metastaticos.

E relevante destacar que compostos analogos ao RAPTA-C,
derivados de ruténio(ll) e areno, como RM145 e RAED-C, encontram-se em fase
de testes pré-clinicos®, FIGURA 1.3(B). O composto RM145 apresenta um
mecanismo de acdo semelhante ao da cisplatina, ligando-se a guanina do DNA.
No entanto, ele ndo demonstra resisténcia cruzada em celulas de cancer de ovario
resistentes a cisplatina (A2780cis)?®. Por sua vez, o composto RAED-C, que
contém p-cimeno, apresenta maior seletividade para tumores primarios em
comparacdo ao RAPTA-C. Esses resultados evidenciam o potencial dos
compostos de ruténio(ll) e areno como agentes quimioterapicos promissores para
o tratamento do céncer.

Outro composto promissor no tratamento do cancer é o TLD-1433,
um complexo de ruténio(ll) que contém dois ligantes 4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina
e uma fenantrolina estendida, composta por trés unidades de tiofeno em

sequéncia, FIGURA 1.3(C). Esse composto esta na fase 2 dos testes clinicos para
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o0 tratamento de cancer de bexiga. Diferente de outros quimioterapicos, o TLD-
1433 atua como fotossensibilizante na terapia fotodindmica?!, uma modalidade de

tratamento que é ativada por luz e sera discutida na subsecdo 1.4.
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FIGURA 1.3-(A) Compostos de ruténio que foram utilizados em testes C|InICOS
(B) Complexos que estdo em testes clinicos ou pré-clinicos como quimioterapico
atualmente. (D) Composto de ruténio, fotossensibilizante, na fase Il dos testes
clinicos para o tratamento de cancer de bexiga.
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1.4 — Terapia Fotodinamica e Inativacdo Fotodinamica

O uso terapéutico da luz remonta a milhares de anos, com registros
de sua aplicagdo no antigo Egito, india e China para o tratamento de doencas de
pele, como psoriase, vitiligo e até cancer, além de condi¢cbes como psicose e
raquitismo?”28, No entanto, a luz solar como método terapéutico passou a ser mais
amplamente adotada a partir do século XVIII. Em 1903, Niels Finsen foi
agraciado com o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina por seu estudo pioneiro
sobre 0 uso da luz ultravioleta para tratar tuberculose cutanea?®’.

Posteriormente, novas descobertas ampliaram o entendimento dos
mecanismos fototerapéuticos. Em especial, H. Tappeiner e A. Jodlbauer
observaram a necessidade de oxigénio para que ocorressem reacOes
fotoinduzidas, introduzindo o termo “acdo fotodinamica™?’. Em 1972, Diamond e
colaboradores demonstraram que o crescimento tumoral poderia ser reduzido pela
irradiacdo com luz, sugerindo que a terapia fotodindmica (PDT, do inglés
Photodynamic Therapy), como passou a ser conhecida, poderia ser aplicada no
tratamento de canceres?’.

Atualmente, a PDT é considerada um tratamento ndo convencional
contra o cancer, baseada na irradiacdo de comprimentos de onda especificos que
ativam um fotossensibilizante, gerando espécies reativas de oxigénio que
promovem a morte celular. Esse tratamento € menos invasivo e apresenta menores
efeitos colaterais em comparagdo aos tratamentos convencionais?’?°. Entretanto,
a PDT ndo ¢ indicada para o tratamento de metastases, sendo mais adequada como
um tratamento complementar aos métodos convencionais, como a quimioterapia.
A terapia fotodindmica depende de trés elementos principais: oxigénio molecular,
luz e o fotossensibilizante (PS, do inglés photosensitizer)?’,

A PDT pode ser explicada pelo diagrama de Jablonski simplificado,
FIGURA 1.4. Nesse processo, o fotossensibilizante é inicialmente excitado de seu
estado fundamental singleto (*PS) para o estado excitado singleto (*PS*), pela
absorcédo de radiacdo eletromagnética na faixa do visivel. Apds essa excitacdo, o

9
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fotossensibilizante pode retornar ao estado fundamental por meio de converséo
interna (Cl) ou fluorescéncia, processos de decaimento ndo radioativo e
radioativo, respectivamente. Alternativamente, ele pode sofrer uma conversao
entre sistemas (CIS), mudando o spin do elétron e formando o estado excitado
tripleto (3PS*). No estado tripleto, o fotossensibilizante pode liberar energia por
decaimentos fosforescentes (radioativos) ou via conversdo intersistemas (nao
radioativos). Durante esse processo, 0 >PS* pode transferir energia para moléculas
presentes, formando espécies reativas de oxigénio (EROs) que interagem com
biomoléculas nas células, levando a morte celular (mecanismo Tipo I). Em outro
mecanismo, o 3PS* transfere energia diretamente para o oxigénio molecular em
estado fundamental ((0,), formando oxigénio singleto, que também reage com

biomoléculas e induz a morte celular (mecanismo Tipo 11)2%3132,

Reag¢des com
Mecanismo biomoléculas
Tipo |

o / Radicais ou
% fons radicais

*

-3 S
| Absorbancia | cl H Fluorescéncia I Fosforescéncia H cis ‘ hv

1 % 3 Mecanismo
PS Tipo Il

pS +10,

FIGURA 1.4 - Diagrama de Jablonski explicando o funcionamento do mecanismo
do tipo | e tipo Il para um fotossensibilizante.

Os fotossensibilizantes utilizados na terapia fotodinamica (PDT)
possuem caracteristicas quimicas e fisico-quimicas especificas. Entre elas,
destaca-se a capacidade de emitir fluorescéncia e fosforescéncia, o que esta
associado a sistemas conjugados, especialmente estruturas com anéis aromaticos
conjugados que favorecem esses processos. Além disso, esses compostos devem
apresentar absorcdo de energia eficiente no comprimento de onda da radiagédo

utilizada para excita-los. E desejavel que o fotossensibilizante apresente uma alta

10
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absortividade molar na banda de absorcdo correspondente a radiacdo aplicada,
garantindo uma resposta eficaz durante a irradiacdo3%-3233,

Na terapia fotodindmica (PDT), a luz aplicada geralmente possui
comprimento de onda entre 600 e 800 nm. Essa faixa, conhecida como “janela
terapéutica”, permite maior penetracdo nos tecidos, pois comprimentos de onda
mais curtos nao conseguem atravessar camadas mais profundas de forma eficaz,
FIGURA 1.5. Esse comportamento € devido a presenca de diversos cromaéforos
que apresentam diferentes coeficientes de absorcdo ou dispersdo que sdo
dependentes do comprimento de onda da luz3*. Adicionalmente, a inativacdo
fotodindmica (PDI) tem explorado comprimentos de onda abaixo da janela
terapéutica para a inativacdo de virus, parasitas, bactérias, fungos e
descontaminacdo de alimentos, baseando-se no mesmo principio da PDT. Assim,
a PDI é frequentemente considerada uma modalidade de terapia fotodinamica,

mas com irradiacdo em comprimentos de onda abaixo de 600 nm3®>-37,

= —— .20 m

PSS A SN gl il Ve S SN 80 um

A

1000-4000 um

FIGURA 1.5 - Efeito de penetracdo na pele de luz do espectro eletromagnético na
regido do visivel.

Muitos estudos sobre o tratamento do cancer utilizam o termo PDT,
ainda que sejam aplicados comprimentos de onda abaixo de 600 nm, enquanto o
termo PDI é raramente empregado. No entanto, esfor¢cos tém sido realizados para
promover o uso do termo PDI no contexto oncoldgico. Um exemplo é o estudo de

Raschpichler e colaboradores, que explora a PDI como uma alternativa para a

11
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inativacdo de células tumorais no sistema circulatorio, visando a possibilidade de
tratamento de canceres metastaticos®,

Diversos compostos sao empregados como fotossensibilizantes em
PDT ou PDI; entretanto, os compostos tetrapirrolicos representam uma classe
amplamente utilizada para esse proposito. Na subsecdo 1.5, serd discutida essa

importante classe de compostos, destacando seu papel em aplicacdes biologicas.

1.5— Compostos tetrapirrélicos: generalidades e ocorréncia
natural®®

As porfirinas e seus derivados pertencem a uma classe maior de
compostos chamada tetrapirrélicos. Esses compostos desempenham funcgdes
essenciais em sistemas bioldgicos que sustentam a vida na Terra®. Além disso,
devido as suas propriedades quimicas e fisico-quimicas, 0S compostos
tetrapirrolicos sdo amplamente estudados para aplicagcdes tecnoldgicas. Entre
esses usos, destacam-se as aplicacoes em células solares*, corantes*?, sensores
Opticos®® e eletroquimicos*, degradacdo de poluentes®, catalise*® e dptica néo
linear’.

Os compostos tetrapirrélicos sdo classificados como macrociclos
altamente conjugados, formados por anéis que tém o pirrol como unidade basica.
Quando apresentam uma insaturacao no anel pirrélico, sdo chamados de clorinas.
Caso tenham duas insaturacdes em mais de um anel pirrolico, sdo designados
como bacterioclorinas ou isobacterioclorinas, diferenciando-se pela posi¢ao das
insaturacdes, FIGURA 1.6. Por outro lado, a auséncia de insaturagcdes nos aneis
pirrélicos é caracteristica das porfirinas®.

Além dessas diferencas estruturais, essas classes de compostos
também variam na quantidade e intensidade das bandas em seus espectros na
regido do UV-vis®., Vale destacar que clorinas, bacterioclorinas e
isobacterioclorinas apresentam bandas em regides de menor energia desses

espectros FIGURA 1.6, 0 que as torna mais apropriadas para uso como

12
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fotossensibilizantes na terapia fotodinamica. Por outro lado, todos esses

compostos podem ser utilizados na inativagdo fotodinamica.

' Porfirina Clorina Bacterioclorina Isobacterioclorina
1400 500 600 700 400 500 600 700 400 500 600 700 800 400 500 600 7005

FIGURA 1.6 - Estruturas basicas das porfirinas, clorinas, bacterioclorinas e
Isobacterioclorinas e seus respectivos espectros de absor¢cdo na regido do
ultravioleta visivel. Adaptado®.

Dois sistemas de nomenclatura sdo amplamente utilizados para esses
compostos: o proposto por Hans Fischer e o definido pela IUPAC. A
nomenclatura de Fischer é uma forma simplificada, que enumera os carbonos
mais externos dos anéis pirrolicos de 1 a 8, referindo-se a eles como posigdes f.
Os carbonos laterais recebem designagdes pelas letras gregas o, B, y € 9,
conhecidas genericamente como posi¢cbes meso, FIGURA 1.7(A). A
nomenclatura IUPAC, por sua vez, atribui uma numeracéo detalhada aos carbonos
e nitrogénios, de 1 a 24, FIGURA 1.7(B). Sendo que as posi¢cbes meso
compreende aos carbonos 5, 1, 15, 20 para o esse sistema. Embora a nomenclatura
IUPAC seja amplamente adotada devido a sua importancia internacional, as
designacdes meso, a ¢ B-pirrolicas sdo frequentemente utilizadas em discussfes
estruturais sobre esses compostos, especialmente para fins de pesquisa e

caracterizacéo.
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12

FIGURA 1.7 - Posicdes e designacdes dos atomos no macrociclo tetrapirrélico
segundo a nomenclatura de Hans Fisher (A) e da IUPAC (B).

As porfirinas, em sua forma de base livre, contém atomos de
hidrogénio nos nitrogénios 21 e 23. Em condicOes de pH &cido, essas moléculas
podem ser protonadas, formando a estrutura diacida, FIGURA 1.8(A). Em
ambientes altamente alcalinos, por outro lado, as porfirinas na forma de base livre
podem ser desprotonadas, convertendo-se para a forma dibasica, FIGURA 1.8(B).
Esses compostos também podem sofrer reacdes de complexacdo, levando a
formacdo de metaloporfirinas, FIGURA 1.8(C).

Metaloporfirina

(C)

Complexacgao

Acidos

Forma diacida Base livre

FIGURA 1.8 - Reatividade do anel macrociclo da porfirina na sua forma de base
livre quando submetida a condicbes &cidas (A), bésicas (B) e a reacdo de
complexacéo (C).
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Como mencionado anteriormente, 0s compostos tetrapirrolicos estdo
envolvidos em diversos processos biolégicos, como o transporte de oxigénio nas
células de organismos aerobios. Esse transporte é realizado pelas hemacias,
células que contém a proteina hemoglobina, a qual possui atomos de ferro(ll)
coordenados ao centro de uma porfirina conhecida como protoporfirina IX,
FIGURA 1.9(A). Durante o processo de respiracdo, moléculas de oxigénio se
coordenam na posicdo axial do ferro, sendo transportadas pelo sangue e
armazenadas nos misculos*.

Os compostos tetrapirrolicos também desempenham um papel
essencial em plantas e bactérias, sendo responsaveis pelo processo de fotossintese
através dos pigmentos clorofila e bacterioclorofila, respectivamente, FIGURA
1.9(B) e 1.9(C). Esses pigmentos contém um céation de magnesio(ll) coordenado
a uma clorina, nas plantas, e a uma bacterioclorina, nas bactérias*®. Outro
composto tetrapirrolico de destaque é a cobalamina, ou vitamina B12, que atua na
digestdo de acidos graxos. Essa macromolécula apresenta um atomo de
cobalto(l1l) em sua estrutura, FIGURA 1.9(D). E a deficiéncia dessa vitamina,
sintetizada por bactérias intestinais, pode levar a uma doenca grave chamada

anemia perniciosa“,
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Protoporfirina IX Clorofila

(A)  coon  coon  (B)

Bacterioclorofila Cobalamina

FIGURA 1.9 - Estruturas de aneis tetrapirrolicos de ocorréncia natural:
protoporfirina IX (A), clorofila (B), bacterioclorofila (C) e cobalamina (D).
Fonte: Adaptada de Pereira®.

Nesta subsecdo, foram abordadas as generalidades relativas a
nomenclatura, reatividade e a presenca de compostos tetrapirrélicos encontrados
de forma natural no meio biologico. Na subse¢do 1.6, serdo discutidas algumas

aplicacdes biologicas das porfirinas sintéticas, relevantes para este trabalho.
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1.6 — Algumas aplicacdes biologicas de porfirinas sintéticas

1.6.1 — Fotossensibilizante

Embora tenha sido mencionado que clorinas, bacterioclorinas sejam
utilizados como fotossensibilizante na terapia fotodinamica, o objetivo deste
trabalho € a utilizacdo de compostos na inativagdo fotodinamica. Sendo assim, as
porfirinas sdo compostos mais interessantes, uma vez que 0s procedimentos
sintéticos para a obtencdo desses compostos apresenta rotas mais simples quando
comparado com as clorinas e bacterioclorinas*>°. Em muitos casos, as porfirinas
sdo utilizadas como reagentes para a formacdo de outros compostos
tetrapirrolicos. Por esse motivo, as porfirinas serdo 0s compostos centrais deste
estudo.**°,

E importante mencionar que, apesar de existirem outros
fotossensibilizantes, o Photofrin ainda é o PS mais amplamente utilizado no
mundo FIGURA 1.10(A). Este composto € uma mistura polimérica contendo de
dois a seis monémeros de porfirinas em sua estrutura, e é empregado no
tratamento de canceres de pulmdo, es6fago, ducto biliar, bexiga, cérebro e
ovario®l. Outro fotossensibilizante amplamente utilizado é o ALA. Embora sua
estrutura ndo contenha anéis aromaticos condensados, 0 ALA é um precursor que
passa por varias reaces na mitocondria, convertendo-se na Protoporfirina 1X no
ambiente intracelular®? FIGURA 1.10(B). Este composto é empregado como PS

no tratamento de canceres de pele, bexiga, cérebro e esdfago®?.
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( A) Photofrin

NaO,(CHy), R

NaO,C(H,C),

O~k (H,0),0C (CH2),CO5Na

R NaO,C(H,C), (CH2),COzNa

HO H

Protoporfirina IX
(B) o

j/”——§§b X
/\’M /
H,N OH
o} - s
ALA b—2

COOH COOH

FIGURA 1.10 - Estrutura do Photofrin (A) e esquema ilustrativo do composto
ALA sendo convertido em Protoporfirina IX na mitocondria (B).

Devido ao sucesso dos compostos Photofrin e ALA como
fotossensibilizantes, diversas porfirinas derivadas de compostos de coordenagéo
tém sido desenvolvidas com essa finalidade. Em um estudo realizado por Schmitt
e colaboradores, foram sintetizados, caracterizados e avaliados quanto a
fototoxicidade complexos de ruténio(ll) coordenados a diferentes arenos e a
5,10,15,20-tetra(4-piridil)porfirina (H,T4PyP) na periferia®. Observou-se uma
reducdo expressiva na viabilidade celular apos exposicéo a luz com comprimento
de onda de 652 nm, em comparacéo ao controle. Adicionalmente, também foram
sintetizados complexos de 6smio(ll) e rédio(l1) para avaliar a influéncia do centro
metalico na fototoxicidade®. No entanto, verificou-se que esses cations néo
promoveram uma diminuicéo significativa na viabilidade celular em relagédo aos

complexos de ruténio(ll) nas mesmas condic¢des experimentais.
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O grupo do Prof. Spingler desenvolveu, em trés estudos distintos,
compostos baseados em porfirinas e metaloporfirinas com o objetivo de obter
fotossensibilizantes aplicados a PDI. No primeiro trabalho, conduzido por Naik e
colaboradores, foram sintetizadas e caracterizadas porfirinas tetracationicas
derivadas da coordenacdo de cisplatina e transplatina a 5,10,15,20-tetra(4-
piridil)porfirina (H.T4PyP), FIGURA 1.11(A)**. Esses compostos foram
avaliados em células de ovario sensiveis e resistentes a cisplatina (linhagens
A2780 e CPO07, respectivamente) apos irradiacdo com luz a 420 nm>*. Os
resultados mostraram que o composto derivado da transplatina apresentou um
indice fototdxico (IF) superior a 5260, indicando que sua toxicidade foi mais de
5260 vezes maior apos a irradiacdo com luz de 420 nm, em comparacdo com a
condicdo sem irradiacio®. E importante mencionar que, o indice fototoxico é a
razdo entre a concentracdo inibitéria dos compostos sem a irradiacdo e
concentracdo inibitéria do compostos apds a irradiacdo, na mesma linhagem
celular e utilizando as condi¢c6es experimentais semelhantes.

De forma semelhante, no trabalho de Rubbiani e colaboradores,
foram investigadas metaloporfirinas de zinco(ll) tetracatibnicas contendo
precursores de cisplatina e transplatina, avaliando sua acéo fototoxica em células
de cancer cervical da linhagem HelLa, FIGURA 1.11(B)>®. Apos irradiacéo a 420
nm, verificou-se que essas metaloporfirinas apresentaram um indice fototdxico
superior a 5882, significativamente maior que o da porfirina de base livre andloga,
que foi de 1210%. Esses resultados destacam a importancia de comparar as
porfirinas de base livre com suas metaloporfirinas de zinco(ll) anélogas, dado que
0 centro metalico de zinco(ll) ndo suprime completamente a fluorescéncia da
porfirina, preservando sua eficacia como fotossensibilizante®,

Por fim, no terceiro estudo, conduzido por Schneider e
colaboradores, foram sintetizadas porfirinas tetracationicas contendo 0s mesmos
precursores mencionados anteriormente, porém utilizando o isdbmero de posicao
da H,T4PyP, a 5,10,15,20-tetra(3-piridil)porfirina (H.T3PyP), FIGURA
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1.11(C)*. Os resultados indicaram um indice de fototoxicidade superior aos

estudos previamente citados, alcancando um valor de 6030.

4NO5” 4NOy

CP70: PI > 5260

NOg i :
4NO3 i ® 4NO;4

FIGURA 1.11 - Estruturas das porfirinas tetracationicas derivadas da cisplatina e
transplatina, desenvolvidas pelo grupo do Professor Spingler: trabalho de Naik,
2014°>* (A); Rubbiani, 2020 (B); Schneider, 2021 (C).

Embora os estudos conduzidos pelo grupo do Prof. Spingler
apresentem outros resultados relevantes, os dados sobre viabilidade celular séo
complementares e destacam a importancia de realizar modificagOes estruturais
pontuais para uma melhor compreensdo do sistema®~. Alteracdes como a
substituicdo de porfirinas de base livre por metaloporfirinas de zinco(ll) e a
substituicdo da H,T4PyP pela H,T3PyP demonstraram ser estratégias importantes

para otimizar a eficicia dos compostos.
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1.6.2 — Interacdo com DNA

Outra aplicacédo relevante das porfirinas, embora menos conhecida
do que seu uso como fotossensibilizante, € sua interagdo com o0 DNA,
particularmente no caso das porfirinas tetracationicas. De acordo com Pratviel,
porfirinas neutras ou carregadas negativamente ndo interagem com a dupla fita de
DNA em condicdes fisiolégicas®’. Porfirinas tetracatiénicas, por sua vez, sdo
amplamente empregadas para esse proposito devido as interacGes eletrostaticas
que ocorrem entre seus grupos catidnicos, especialmente nas posi¢des meso, e as
cadeias de acucar-fosfato do DNA. Inicialmente, a interacdo com o DNA ¢
predominantemente eletrostatica. Entretanto, outras formas de interacdo podem
surgir, incluindo intercalacdo entre bases nitrogenadas, ligacdo aos sulcos maior
e menor, formacdo de complexos externos ou interagdes com estruturas G-
quadruplex, FIGURA 1.12.

(A) (B) (C)

Interagdo via Interagdo via Formagdo de Interagdo com

Intercalagao )
sulco menor sulco maior complexo externo G-quadruplex

FIGURA 1.12 - Representagdes dos modos de interacdo das porfirinas com o
DNA: intercalacdo (A), interacdo via sulco menor (B) e via sulco maior (C),
formacao de complexo externo (D) e G-quadruplex (E).

Um exemplo notavel de porfirina com capacidade de interagdo com
o DNA ¢ a 5,10,15,20-tetra(N-metil(4-piridil))porfirina, FIGURA 1.13(A),
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conhecida por sua habilidade de intercalar com essa biomolécula, FIGURA
1.13(B). Devido a sua aplicacdo classica, outras porfirinas tetracatidnicas
derivadas de moleculas organicas foram sintetizadas, com o objetivo de
aprofundar a compreensao sobre como essa classe de compostos pode interagir
com o DNAY’.

FIGURA 1.13 - Estrutura da 5,10,15,20-tetra(N-metil(4-piridil))porfirina e
estrutura de um fragmento de DNA co-critalizado com a 5,10,15,20-tetra(N-
metil(4-piridil))porfirinato de cobre(ll). PDB: 231D

Embora exista uma grande quantidade de porfirinas tetracationicas
derivadas de reacOes organicas com propriedades de interacdo com o DNA,
menos compostos de coordenacdo foram desenvolvidos com essa finalidade,
FIGURA 1.14. Em um estudo conduzido por Lourenco e colaboradores, foram
sintetizadas porfirinas de base livre tetracatidnicas derivadas da coordenacéo de
complexos de platina(ll) ligados a bipiridina, bem como suas metaloporfirinas de
zinco(ll) anélogas®®. Por meio de diversas técnicas, foi observado que as
metaloporfirinas de zinco(ll) s&o capazes de promover interacbes externas e

intercalacdes com o DNA®,
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FIGURA 1.14 - Estruturas das porfirinas e metaloporfirinas tetracationicas
derivadas da coordenacdo de complexos de platina(ll) na periferia descrita por
Lourenco e colaboradores®®,

Por outro lado, no estudo realizado por Iglesias e colaboradores,
foram sintetizados e caracterizados complexos de paladio(ll) e platina(ll)
coordenados na periferia da meso-tetra(2-tienil)porfirina, FIGURA 1.15(A).
Para investigar a interacdo desses compostos com o DNA, foram realizados
ensaios de viscosidade, dicroismo circular, ensaios de competicdo por
espectroscopia de fluorescéncia com varios corantes que interagem com 0 DNA
por modos especificos e estudos de ancoragem molecular. Com base nos
resultados desses experimentos, 0s autores concluiram que 0s compostos tém a
capacidade de interagir com o DNA por meio do sulco menor®°.

De forma semelhante, no estudo conduzido por Oliveira e
colaboradores, foram investigadas as interagdes de porfirinas derivadas da meso-
tetra(N-metil(4-piridil))porfirina e sua metaloporfirina de zinco(ll) analoga,
ambas coordenadas a complexos de ruténio(ll) contendo dois ligantes bipiridina,
FIGURA 1.15(B)®. Diversos experimentos foram realizados para avaliar a
interacdo com o DNA, incluindo estudos de ancoragem molecular e dicroismo
circular. Os resultados indicaram que a interagcdo predominante entre as porfirinas

tetracationicas e o DNA é de natureza eletrostatica. Além disso, devido as
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propriedades fotoquimicas dos compostos, foi observado que esses complexos

promovem a fotoclivagem do DNA com a exposicdo de 60 minutos a luz branca®®.

FIGURA 1.15 - Estruturas das porfirinas e metaloporfirinas tetracationicas
derivadas da coordenacéo de complexos de platina(ll) e ruténio(ll) na periferia da
meso-tetra(2-tienil)porfirina (A) e meso-tetra(N-metil(4-piridil))porfirina (B)
descritas por Iglesias e Oliveira®®, respectivamente.

Dessa forma, todo o embasamento teodrico relacionado a aplicacédo
das porfirinas foi devidamente apresentado, proporcionando uma base sélida para
a compreensdo deste trabalho. Na subsecdo 1.7, sera descrita a estrutura basica
dos compostos sintetizados neste estudo, juntamente com a justificativa para a

escolha de cada um dos ligantes presentes em suas estruturas.

1.7 — Planejamento estrutural

Neste trabalho, foi explorada a possibilidade de desenvolver uma
nova classe de complexos contendo porfirinas, ruténio, areno e fosfinas,
designados como PRAP (do inglés: Porphyrin, Ruthenium, Arene, Phosphine).
Esses compostos consistem em porfirinas tetracatibnicas com uma estrutura
diferenciada, ilustrada na FIGURA 1.16, e descrita pela primeira vez na literatura.

A estrutura bésica desses complexos oferece grande versatilidade, permitindo
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modificacdes por meio da utilizacao de diferentes porfirinas, arenos e fosfinas, o
que pode resultar em propriedades bioldgicas distintas. Os compostos PRAP
foram desenvolvidos com o objetivo de explorar duas das principais aplicagdes
bioldgicas das porfirinas: sua atuacdo como fotossensibilizante e interacdo com o
DNA.

A rene

FIGURA 1.16 - Estrutura basica dos compostos PRAP (do inglés: Phorphyrin,
Ruthenium, Arene, Phosphine).

Conforme mencionado anteriormente, o complexo RAPTA-C ¢
considerado um dos compostos promissores de ruténio(ll) para uso como
quimioterapico®. Este complexo serviu como uma das principais inspiracdes para
0s compostos PRAP sintetizados neste trabalho. Os complexos da série RAPTA
apresentam uma estrutura basica [RuCly(n®-arene)PTA], contendo a fosfina 1,3,5-
triaza-7-fosfadadamantano (PTA) e dois cloretos como ligantes, o que resulta em
uma estrutura neutra.

Dessa forma, foram realizadas algumas modificacGes estruturais,
como a substituicdo do ligante PTA pela trifenilfosfina (PPhs), conferindo
caracteristicas mais lipofilicas aos complexos, facilitando a difuséo pela

membrana celular, o que pode aumentar sua citotoxicidade, FIGURA 1.17%% E
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relevante destacar que os atomos de fésforo das fosfinas se ligam ao centro
metalico de ruténio(ll) por meio de uma ligacdo frontal, formando ligacdo o, €
também realizam uma sobreposi¢cdo dos orbitais d preenchidos do metal com
misturas de orbitais do tipo o*, proveniente dos orbitais atbmicos 3p, e 0s orbitais
d vazios do fdsforo, que também sdo utilizados para a formagao da ligagdo © com
0 centro metélico. Assim, as fosfinas atuam como ligantes com caracteristicas
tanto o-doadoras quanto m-receptoras, promovendo 0 mecanismo de
retrodoacéo®.

Os complexos de ruténio(ll)/areno constituem um sistema
organometalico, caracterizado pela ligacdo direta entre um centro metéalico e
atomos de carbono. Nesse caso, a interacdo ocorre por meio da sobreposi¢éo dos
orbitais d do ruténio(Il) com a densidade eletronica gerada pelos elétrons 7 dos
seis atomos de carbono do anel aromaético, resultando na formacao de uma ligacéo
o. Simultaneamente, ocorre um processo de retrodoagdo, no qual os orbitais d do
ruténio(Il) interagem com os orbitais 7* do anel areno.

Outra modificacdo significativa foi a substituicdo de um ligante
cloreto pelo piridil. Com essa substituicdo, o complexo de areno, antes neutro,
torna-se cationico, FIGURA 1.17. A presenca do cloreto remanescente pode
promover a labilizacdo desse ligante, facilitando sua interacdo com biomoléculas
no meio bioldgico. Por outro lado, o cloreto, como ligante aninico, desempenha
um papel estabilizador para o atomo de ruténio(ll), uma vez que, apds a
substituicdo do primeiro cloreto, 0 complexo adquire carga positiva. Além disso,
o cloreto apresenta caracteristicas de ligante o-doador e n-doador®*, devido ao
preenchimento total de seus orbitais atdbmicos, o que contribui para a estabilidade
do ruténio(ll).

Além do composto RAPTA-C, este trabalho baseia-se nos estudos do
Professor Spingler, com adaptacGes especificas para aprofundar a compreensédo
do sistema. Nesse contexto, foram utilizados os ligantes 5,10,15,20-

tetra(piridil)porfirina e suas metaloporfirinas de zinco(ll) analogas®**.
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Adicionalmente, o centro metélico de zinco(ll) pode proporcionar interacbes com
moléculas de solvente, proporcionando uma maior solubilidade dos composto,
podendo modificar suas propriedade farmacocinéticas e farmacodinamicas.
Essas modificacbes visam explorar o potencial desses compostos
como fotossensibilizante em inativacao fotodinamica (PDI). Adicionalmente, foi
realizada a coordenacdo de quatro complexos de ruténio(ll) com essas porfirinas,
resultando na formacéo dos complexos PRAP, projetados para potencial interacéo

com o DNA, ampliando suas possiveis aplicacdes biologicas.
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FIGURA 1.17 - Planejamento estrutural dos compostos PRAP desenvolvidos
neste trabalho, partindo do complexo RAPTA-C, a fim de promover aumento de
lipofilicidade, propriedades fotoquimicas e interacdo com o DNA.

Foram sintetizados quatro complexos derivados da classe PRAP,
utilizando como precursor o composto [Ru(n®-p-cimeno)Cl,(PPhs)]. Os ligantes
empregados foram a 5,10,15,20-tetra(4-piridil)porfirina e sua metaloporfirina de
zinco(ll), denominadas H,P e ZnP, respectivamente. De forma analoga, foram
utilizados a 5,10,15,20-tetra(3-piridil)porfirina e sua metaloporfirina de zinco(ll)
para a obtencdo dos complexos H,P2 e ZnP2. Adicionalmente, foi sintetizado um
complexo mimético, denominado Mim. Esse complexo apresenta a estrutura

bésica da periferia das porfirinas tetracatidnicas. Ou seja, € um complexo de
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ruténio(ll) coordenado ao p-cimeno, trifenilfosfina, cloreto e piridina,
proporcionando um composto carregado positivamente. Esse complexo foi
sintetizado com o objetivo de comparar suas agdes citotoxicas, fototoxicas e de
interacdo com 0 DNA em relagéo as porfirinas tetracationicas desenvolvidas neste
estudo, FIGURA 1.18.

Mim

FIGURA 1.18 - Estruturas dos complexos PRAP e mimético (Mim) que foram
utilizados neste trabalho.
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CAPITULO 2 - OBJETIVO




George B. S. Pereira Objetivo

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho é contribuir para a
compreensdo da relacdo estrutura/atividade de novas porfirinas tetracationicas,
derivadas da coordenacdo com complexos de ruténio(ll), areno e fosfina na
periferia (compostos PRAP), avaliando sua interagdo com o DNA, fototoxicidade

e capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (EROs).
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Neste capitulo serdo descritas as procedéncias dos solventes,
reagentes, metodologias de sinteses, caracterizacGes, aplicagdes biomoleculares e

celulares dos compostos utilizados nesse trabalho.

3.1 — Materiais

3.1.1 — Solventes

Os solventes organicos [metanol, diclorometano, N,N-
dimetilformamida (DMF), hexano, dimetilsulfoxido (DMSO), éter dietilico,
etanol, acido propibnico e n-octanol] foram utilizados sem purificacdo prévia
sendo que todos sdo de procedéncia Synth®. O sal iodeto de césio (Csl) era de

procedéncia Sigma-Aldrich®.

3.1.2 — Reagentes diversos

Os reagentes pirrol, tricloreto de ruténio tri-hidratado (RuCls-3H,0),
a-felandreno, 3-piridinacarboxaldeido, tetrafluoroborato de prata (AgBF.),
hexafluorofosfato de potéassio (KPFg), trifenilfosfina (PPhs), meso-tetra(4-
piridil)porfirina (H,T4PyP) e piridina sdo de procedéncia Sigma-Aldrich® e foram
utilizados sem purificagdo prévia, com excecdo do pirrol que foi submetido a

destilacdo antes da sintese do ligante meso-tetra(3-piridil)porfirina.

3.2 — Sinteses

Nessa subsecdo serdo descritas as sinteses dos precursores de arenos
ruténio, da porfirina meso-tetra(3-piridil)porfirina, dos complexos tetracationicos

derivado de piridil-porfirinas e complexo mimético.
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3.2.1 — Sintese dos precursores de ruténio

3.2.1.1 — Sintese do complexo {[Ru(ns-p-cimeno)}z(u-Cl)2] (P1)

O complexo percussor {[Ru(nes-p-cimeno)}»(u-Cl),] foi sintetizado
segundo a literatura®. Em um frasco Schlenk foi dissolvido RuCls-3H,0 (0,500
g; 1,90 mmol) em 50,0 mL de metanol previamente desaerado e adicionado a-
felandreno (4,00 mL; 19,0 mmol). A solucdo foi mantida sob refluxo, agitacao
magnética e atmosfera inerte de argonio por 4 h. Em seguida, o solvente do meio
reacional foi diminuido sob presséo reduzida, até a precipitacdo de um solido
amarelo e a mistura foi mantida a 8 °C por 12 h. Finalmente, o sélido foi filtrado,
lavado com etanol (3 x 10,0 mL), éter dietilico (3 x 10,0 mL) e seco sob pressao

reduzida. Rendimento: 75%.

3.2.1.2 — Sintese do complexo [Ru(n®-p-cimeno)Clz(PPhs)] (P2)

O complexo percussor [Ru(n®-p-cimeno)Cl,(PPhg)] foi sintetizado
segundo a literatura®. Em um frasco Schlenk foi dissolvido [Ru(n®-p-cimeno),(u-
Cl)2] (274,7 mg; 0,47 mmol) em 40,0 mL de metanol previamente desaerado e
adicionado trifenilfosfina (4,0 mL; 19,0 mmol). A solucdo foi mantida sob
refluxo, agitacdo magnética e atmosfera inerte de argoénio por 4 h. Em seguida, a
reacdo foi resfriada e o sdlido vermelho alaranjado foi filtrado, sendo esse
procedimento realizado duas vezes. Finalmente, o sélido foi lavado com metanol
(3 x 10 mL), éter etilico (3 x 10 mL) e seco sob presséo reduzida. Rendimento:
70%.

3.2.2 — Sintese de meso-tetra(3-piridil)porfirina (H2T3PyP)

O ligante meso-tetra(3-piridil)porfirina foi sintetizado segundo a

literatura®”. Em um balo foram adicionados acido propidnico (40,0 mL), piridina-
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3-carboxaldeido (0,88 mL; 9,17 mmol) e pirrol previamente destilado (0,65 mL;
9,17 mmol). O meio reacional foi mantido sob refluxo, agitacdo magnética em
sistema aberto durante 2,5 h. Em seguida, a reacéo foi resfriada e o solvente foi
totalmente evaporado em um sistema de destilacdo sob pressdo reduzida. Apds
esse processo, foram realizadas duas cristalizagcbes utilizando DMF/etanol
(5:100). Posteriormente, o produto foi solubilizado em cloroférmio, e realizada
uma filtracdo para a remocédo final do polipirrol. Finalmente, o solvente foi
evaporado sob presséo reduzida para a obtencéo do produto purpuro. Rendimento:
25%.

3.2.3 — Sintese dos complexos tetracationicos

3.2.3.1 — Sintese de meso-tetra(4-piridil)porfirina com [Ru(n®-p-
cimeno)CI(PPha)] - (H2P)

Em um frasco Schlenk foi solubilizado H,T4PyP (20,0 mg; 0,32
umol) em 40 mL de cloroférmio, em seguida foram adicionados [Ru(n®-p-
cimeno)Cl,(PPh3)] (73,7 mg; 0,13 mmol) solubilizado em 20,0 mL de acetona e
AgBF, (26,7 mg; 0,14 mmol). O meio reacional foi mantido em temperatura
ambiente sob agitacdo magnética por 24 h, no escuro. Apds o tempo decorrido, 0s
solventes foram totalmente evaporados sob pressdo reduzida e adicionado 20,0
mL de diclorometano para solubilizacdo do composto, seguido de filtragédo em
celite. O filtrado foi coletado e adicionado KPFg solubilizado em 5 mL de
metanol. Finalmente, o sélido marrom foi precipitado em hexano, filtrado e
lavado com agua (3 x 10 mL), eter etilico (3 x 10 mL) e seco sob pressao reduzida.
Rendimento: 73%.
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3.2.3.2 — Sintese de meso-tetra(3-piridil)porfirina com [Ru(n®-p-
cimeno)CI(PPhs)] - (H2P2)

A sintese da H,P2 foi realizada de forma semelhante com a descrita
para a obtencdo do complexo H,P. O produto foi obtido com o rendimento de
63%.

3.2.3.3 — Sintese de meso-tetra(4-piridil)porfirinato de zinco(ll)
com [Ru(n®-p-cimeno)CI(PPhs)]- (ZnP)

Em um frasco Schlenk foi solubilizado H,P (80 mg; 24,0 umol) em
8 mL de diclorometano, em seguida foi adicionado Zn(CH3;COO),-2H,0 (105,3
mg; 0,48 mmol) solubilizado em 1,0 mL de metanol. O meio reacional foi mantido
em temperatura ambiente sob agitacdo magnetica por 1,5 h. Apos o tempo
decorrido, foi adicionado hexano para a formacao de um sélido esverdeado que
foi filtrado e lavado com agua, metanol e hexano. O produto foi obtido com o

rendimento de 80%.

3.2.3.4 — Sintese de meso-tetra(3-piridil)porfirinato de zinco(ll)
com [Ru(m®-p-cimeno)CI(PPhs)]- (ZnP2)

A sintese com complexo ZnP2 foi realizada de forma semelhante
com a descrita para a obtencdo do complexo ZnP. O produto foi obtido com o

rendimento de 69%.

3.2.3.5 — Sintese de [Ru(n°-p-cimeno)(py)CI(PPhs)] - (Mim)

O composto mimético, ou simplesmente Mim, foi sintetizado pela
solubilizacdo 70,0 mg do complexo precursor [Ru(n®-p-cimeno)Cl(PPhs)] em 40
mL de metanol, adicionados 200 pL de piridina e 26,3 mg de KPFg. O meio
reacional foi mantido sob refluxo e agitacdo magnetica por 24 h. Posteriormente,
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0 volume do solvente foi reduzido a aproximadamente 3,0 mL sob pressédo
reduzida e resfriado até a formacao de um solido amarelo, que foi filtrado e lavado

com metanol gelado e éter etilico. O produto foi obtido com o rendimento de 69%.

3.3 — Métodos instrumentais e procedimentos
3.3.1 — Analise elementar

As porcentagens de carbono, nitrogénio e hidrogénio foram obtidas
utilizando o equipamento Fisions-EA1108 (CHNS-O) da CE Instruments com o
programa EAGER 200 disponiveis na central analitica do Departamento de
Quimica da UFSCar. Pesou-se aproximadamente 1 mg das amostras em uma

balanca Sartorius Micro (XM-1000 P) que apresenta erro igual a 0,005 mg.

3.3.2 — Medidas de condutividade molar

Os compostos foram solubilizados em acetona para obter uma
concentracdo de 1.10° mol L e analisadas por um condutivimetro MARCONI
MA-521. Antes da analise o equipamento foi calibrado com uma solugédo padréo
146,9 uS.cm™*da MS TECPON Instrumentacéo.

3.3.3 — Espectrometria de massas

As medidas de espectrometria de massas foram realizadas pelo MSc.
Carlos André Ferreira Moraes. A amostra foi preparada solubilizando 1,0 mg do
composto em 1000 pL de ACN (grau LC-MS), posteriormente diluida para 5 ppm.
A fase movel foi composta de ACN grau LC-MS (solvente C) e H,O ultrapura
(solvente A) no modo isocratico de eluicdo 95:05 (ACN:H,0), com vazédo de

0.300 mL min™ e o volume de injecéo foi de 3 L.
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A anélise qualitativa foi realizada usando um sistema Agilent 6545
qTOF MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) equipado com uma
interface eletrospray (ESI) de Jet no modo positivo, sendo empregado 0s seguintes

parametros para a ionizacao:

TABELA 3.1- Parametros utilizados na ionizacdo para a deteccdo dos padrdes
isotdpicos.

Condicoes do Q-Tof

Tipo de ionizagao ESI+
Temperatura do gas (°C) 280
Fluxo de gas (L min?) 12
Nebulizador (Psi) 35
Temperatura da barreira térmica do gas (°C) 270
Temperatura da barreira térmica do fluxo (°C) 10
VCap 1800
Voltagem do Nozze (V) 700
Fragmentador (eV) 90
Skimmer 45
OctopoleRFPeak 750

O erro (em ppm) foi calculado a partir da massa teorica e do
respectivo espectro de MS adquirido monitorando primeiramente uma faixa entre
100 a 7000 Da, posteriormente 1000-1700 Da, com uma taxa de varredura 3
espectros st e processados pelo software Mass Hunter Workstation Software
versdo B.08.00. Os padr@es isotdpicos tedricos foram calculados utilizando o

software Isotope Distribution Calculator da Agilent.

3.3.4 — Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H (400 MHz) e
$1P{1H} (162 MHz) foram obtidos utilizado o espectrdmetro Bruker 9,4 Tesla,
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NanoBay disponivel do Laboratorio de Ressondncia Magnetica Nuclear do
Departamento de Quimica da UFSCar. As amostras foram preparadas utilizando
3 mg dos compostos, dissolvidas em 450 uL de acetona-ds. Os espectros foram

tratados utilizando o software MestReNova versao 12.0.2-20910.

3.3.5 — Espectroscopia na Regido do UV-visivel

Os espectros na regido do Ultravioleta visivel foram obtidos com
auxilio de um espectrofotbmetro SHIMADZU UV-1650PC, duplo-feixe. Sendo
que, as caracterizacOes dos complexos foram realizadas em diclorometano 1,0
umol L2, utilizando cubetas de quartzo com caminho 6tico de 1cm e a varredura
foi feita na regido de 750 a 300 nm. Os espectros foram obtidos utilizando os
softwares UVProb 2.42. Durante a aquisi¢do dos experimentos foram subtraidos

0s espectros do solvente utilizado nas medidas.

3.3.6 — Espectroscopia na regido do Infravermelho

As amostras foram analisadas usando um equipamento IRPrestige-
21 da SHIMADZU utilizando pastilhas de Csl. Os espectros foram coletados com
64 varreduras para maior precisdo em uma faixa de varredura de 4000 a 240 cm-
! com resolucdo de 4 cm™. Os espectros foram obtidos e a linha de base corrigida

utilizando o programa Shimadzu IRsolution 1.60.

3.3.7 — Espectroscopia de fluorescéncia e rendimento quéantico de
emissao

Os espectros de emissdo foram obtidos com auxilio do
espectrofluorimetro Shimadzu modelo RF-5301 PC - lampada de alta pressao de
xenonio de 150 W e fotomultiplicadora do tipo R928. As anélises foram realizadas
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em cubetas de quartzo de quatro lados de caminho 6tico com 10 mm e volume 3,0
mL. As medidas foram realizadas utilizando diclorometano como solvente.

O rendimento quantico de emissao (¢em) €sta relacionado com a razéo
entre o nimero de fétons emitidos e nimero de fétons absorvidos®®, como mostra
a EQUACAO 3.1:

EQUACAO 3.1 - Equacéo base que conceitua o rendimento quantico de emissao.

n?de fotons emitidos

bem =

n? de fétons absorvidos

Os valores de rendimento quantico das amostras podem ser calculados a partir de
rendimento quantico de um padrdo®, nesse caso foi utilizado a meso-
tetra(fenil)porfirina (H,TPP) ¢prpp = 0,13%°79, pela

EQUACAO 3.2.

EQUACAO 3.2 - Rendimento quantico de emissdo em que ¢x é rendimento
quantico da amostra; Arpp € A, sd0 a absorbancia real da H,TPP e amostra,
respectivamente, préxima a 0,1; Irpp € I, Sd0 as integrais das bandas analisadas do
espectro de emissdo para a H,TPP e a amostra, respectivamente; n, € nypp Sa0 0S
indices de refracdo do solvente utilizado na amostra e no padrao.

bx = Prpp- (AZ:P> ' (]TI;P) ' (ngip)z

O termo (nppp/n,)? foi desprezado, pois utilizou-se mesmo

solvente.

3.3.8 — Difracao de raios-X

As coletas de difracdo de raios-X do composto Mim foram realizadas
em um difratbmetro XtaLAB Synergy Dualflex HyPix, radiagio MoKa (A =
0,71073 A), no Laboratério de Cristalografia do Instituto de Fisica de Sdo Carlos,

Universidade de Sao Paulo, pelo Dr. Pedro Santiago. As estruturas foram
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resolvidas com auxilio do programa SHELXT " usando método direto, que
permitiram a localizacdo dos atomos, exceto hidrogénio. Com restricdo dos
atomos de hidrogénio, todos os outros foram refinados anisotropicamente. Os
refinamentos foram feitos pelo método dos minimos quadrados atraves do
programa SHEL XL "2, Os calculos de parametro de célula unitéria e as correcdes
por absorcgédo foram realizados usando o software CrysAlisPro. A representacéo e
os célculos de superficie de Hishfeld da molécula Mim foi realizada pelo
programa MERCURY e CrystalExplore 7374,

3.4 — Estudo teodrico

Para compreender o sistema molecular, foram aplicados calculos
teoricos com baseado na teoria do funcional da densidade (DFT, do inglés Density
Functional Theory), que foram realizados pela Profa. Dra. Ana Paula de Lima
Batista. A estrutura eletrénica foi calculada utilizando o programa ADF™
(Amsterdam Density Functional) usando a nivel de teoria DFT/BP86-
D3(BJ)/TZP"5%°, As otimizagdes geométricas, sem restricdo de simetria, seguida
dos célculos de frequéncia em todos os pontos estacionarios, foram calculadas a
fim de verificar o minimo da energia potencial da superficie. As analises
vibracionais foram realizadas dentro da aproximacao harmonica com os dados

termoquimicos calculados a 298 K e 1 atm.

3.5 — Ensaios fisico-quimicos

3.5.1 — Ensaio de estabilidade por ressonancia magnética nuclear
em solventes e meio de cultura

Os ensaios de estabilidade foram realizados por RMN *H e 3!P{*H}
utilizando os compostos H,P, H,P2 e Mim usando acetona e DMSO (9:1) para
avaliar a estabilidade em DMSOQO, e acetona, meio de cultura DMEM e DMSO
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(85:10:5) em proporc¢ées volumétricas. O ensaio foi registrando em periodos de

0, 24 e 48 h, utilizando o equipamento de RMN descrito na sec¢do da 3.3.4.

3.5.2 — Estudo de agregacéo

Para os estudos de agregacdo, foi preparada inicialmente uma
solucgéo estoque das porfirinas tetracationicas a uma concentracéo de 0,3 mM em
DMF. O experimento foi conduzido aumentando-se gradativamente a
concentracdo dos compostos PRAP de 0 a 40,0 uM, utilizando como meio uma
solucdo tampéo Trisma (Tris-HCI 84,0 mM; Tris-base 16,0 mM; pH 7,4; Sigma-
Aldrich®) contendo 20% de DMF. Aliquotas da solucdo estoque foram
adicionadas diretamente a uma cubeta de quartzo, e, ap6s cada adigédo, foi
registrado um espectro na regido do UV-vis. Os espectros obtidos foram utilizados
para construir um grafico de absorbancia em fungcdo da concentracdo do

composto, permitindo avaliar a linearidade do sistema.

3.5.3 — Coeficiente de particao

Os compostos estudados foram solubilizados em DMSO em
concentracdo de 300 uM DMSO e diluidas para se obter 30 uM em n-
octanol:DMSO (9:1). Em seguida, misturas heterogéneas foram feitas com 750
da solucéo previamente preparada em n-octanol e 750 ul de tampdo fosfato (pH
= 7,4) em um microtubo de 2 ml. Apds o periodo de incubacgéo de 24 h a 37 °C
sob agitacdo a 500 rpm utilizando o Termo-ShakerAgmaxx modelo AG-100 as
amostras foram analisadas em triplicata utilizando espectrofotdmetro UV-vis
Shimadzu em uma concentracdo de aproximadamente 1,15 uM (concentragdo
inicial dos compostos ([n-Oclinicial)). Depois foram feitas curvas analitica com sete
pontos na faixa de concentracdo entre 0,2 — 1,8 uM com as solugdes estoque em

n-octanol.
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A partir das equagOes de primeiro grau obtidas com as regressoes
lineares, foram verificadas as concentrac6es dos compostos em n-octanol apos
incubacio ([n-Oc]sinar). E utilizando a EQUACAO 3.3, foi verificado a quantidade

dos compostos em tampao fosfato, [PBS]:

EQUACAO 3.3 -Célculo para obtencdo da concentracio dos compostos em fase
aquosa, em que [n-Ocliniciar € @ concentracdo adicionada antes da incubacéo, [n-
Oclsina € [H20] as concentragcdes dos compostos na fase lipofilica e aquosa,
respectivamente.

[n — Oclipicial = [n — Oc]fina + [PBS]

A lipofilicidade (logP) dos compostos foram calculadas dividindo a
concentracdo de composto em n-octanol pela concentragdo em tampao fosfato e
aplicando o logaritmo de P na base 10, EQUACAO 3.4:

EQUACAO 3.4 - Célculo do logaritmo do coeficiente de partico, em que [n-Oc]sina
e [PBS] as concentracbes dos compostos na fase lipofilica e aquosa,
respectivamente.
[n - OC]final

[PBS]

logP = log

3.5.4 — Estudo de fotoestabilidade

Os experimentos de fotoestabilidade foram realizados em acetona,
em concentracdo de composto de 1,0 uM. A radiacdo eletromagnética utilizada
foi de LED em 415 nm. O tempo de exposi¢cdo maximo foi de 15 min adquirindo
um espectro a cada 1 minuto. As medidas foram realizadas com auxilio de um
espectrofotometro SHIMADZU UV-1650PC.
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3.6 — Ensaios biomoleculares

Nessa subsecdo serdo descritos os procedimentos de titulacdo
espectrofotomeétrica, supressao de fluorescéncia de ct-DNA/ Hoechst e ct-DNA/
laranja de tiazol, medidas de viscosidade, mobilidade eletroforética do plasmideo
pUC19, dicroismo circular interagéo e interacdo com a guanosina por ressonancia

magnética nuclear para os compostos sintetizados.

3.6.1 — Interacédo com DNA

3.6.1.1 — Interacdo com ct-DNA por titulacdo espectrofotométrica

Para realizar o teste de interacio com DNA, primeiramente, foi
preparada uma solucdo tampao Trizma (Tris-HCI 84,0 mM; 16,0 mM de Tris-
base, pH = 7,4; procedéncia Sigma-Aldrich®) em temperatura ambiente. Nesse
trabalho foi utilizada uma solucdo estoque de DNA do timo de bezerro
(calfthymus / ct-DNA, procedéncia Sigma-Aldrich®) 0,5 mg mL™ preparada na
solucdo tampdo Trizma em temperatura ambiente. Antes do procedimento a
solucgéo foi estocada em geladeira a aproximadamente 4 °C para evitar degradacéo
da biomolécula e verificado a razéo da absorbancia comprimentos de onda 260 e
280 nm (Azs0/ Azso) acima de 1,8 indicando que o ct-DNA esta com a quantidade
aceitavel de proteinas contaminantes que podem prejudicar a interacdo com 0S
compostos estudados. Para determinar a concentracdo molar de ct-DNA na
solugdo, foi utilizado a absortividade molar (¢ = 6600 L mol™* cm™; A = 260 nm)
relatada pela literatura®l. Apds obter a concentracdo através da Lei de Lambert-
Beer, EQUACAO 3.5, a solucéo foi diluida para 1,0 mM.

EQUACAO 3.5 - Equacio de Lambert-Beer, em “A” é a absorbancia, “I” o caminho

({92

Otico, “¢” a absortividade molar e ““c” a concentragdo da espécie quimica.

A = e.c.l
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A constante de ligacdo (Kp) foi calculada utilizando a técnica de
titulacio espectrofotométrica, a partir da EQUACAO 3.6. Para a realizagdo desse
experimento, foram preparadas solucdes estoque das porfirinas tetracationicas na
concentracdo de 0,3 mM em DMF. Em seguida, foi adicionado a cubeta de
quartzo (3,00 mL) 40 pL da solucéo estoque de composto, tampao Trizma e DMF
(4:1) para completar 2,00 mL, obtendo a concentragédo final de composto de 6,0
HUM. Os espectros foram obtidos adicionando a cubeta de trabalho ct-DNA afim
de que a razdo [DNA]/ [composto] estivesse entre 0,1 — 2,0. Durante a obtencéo
dos espectros, o branco apresentava a mesma concentragao de ct-DNA para evitar
possiveis erros. Nesse experimento as bandas Soret das porfirinas foram

escolhidas para monitorar a interacdo com a biomolécula.

EQUACAO 3.6 - Equacdo de Benesi-Hildbrand, em que [DNA] é a concentraco
adicionada de DNA, ea= Agss/[complexo], &t € 0 coeficiente de absortividade molar

do composto livre e €, € 0 coeficiente da absortividade molar do composto ligado
ao DNA.

[DNA]  [DNA] 1

&4 — & g — & Kp(ep — &)

Além da constante de ligacdo, foram calculados o efeito de
batocromismo pela diferenca entre os comprimentos de onda da banda Soret sem
a adicdo de ct-DNA e ap06s a adicdo na concentragdo méaxima de DNA, Ri igual a
2,0, seguindo a EQUACAO 3.7:

EQUACAO 3.7 - Quantificacdo do efeito de batocromismo (Ama), onde Ao € At €
0 comprimento de onda da absor¢cdo maxima da banda analisada do composto e da
maior concentracdo de ct-DNA na interagéo, respectivamente.

AMmax = Mf — Aol
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A quantificagdo do hipocromismo em porcentagem foi determinada
pela EQUACAO 3.8.

EQUACAO 3.8 - Porcentagem de hipocromismo, em que Ao e As é a absorbancia
méaxima do composto e a absorbancia méxima da maior concentragdo de DNA na
interacéo, respectivamente.

Hipo(%) = L= 4y

|x 100%

0

3.6.1.2 — Ensaio de supressao de fluorescéncia do complexo ct-DNA
- Hoechst 33342 ou laranja de tiazol

Os ensaios de supressao de fluorescéncia das sondas Hoechst 33342
(H) ou Laranja de tiazol (TO - do inglés tiazol orange) com ct-DNA foram
realizados para as porfirinas tetracationicas e o complexo Mim sintetizados nesse
trabalho.

Primeiramente, foram preparadas solucdes 1,0 mM estoques de ct-
DNA, sua pureza foi verificada pelo UV-vis seguindo a metodologia descrita na
secdo 3.6.1.1. Em seguida, foram preparadas as solugcGes estoques das sondas.
Para 0 Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich®) foi pesado 1,0 mg e dissolvido em 1,5
mL de &4gua, a concentracdo da solucéo foi verificada por espectroscopia na regiéo
do UV-vis pela absortividade molar (= 46000 L mol* cm™, A = 344 nm) em 4agua
e diluida para obter uma concentracdo de 0,6 mM. O mesmo procedimento foi
realizado para o laranja de tiazol porém a concentracdo foi verificada pela
absortividade molar (¢ = 59000 L mol* cm™, A = 502 nm) em agua.

Apobs esse processo, foi preparada uma solucdo contendo ct-DNA
(100,0 uM), Hoechst 33342 ou laranja de tiazol (5,0 uM) em tampao Trizma
formando as respectivas solu¢cdes DH e DTO. Em seguida, foram adicionados 800
uM das respectivas solugoes dos complexos DNA-sonda em microtubos de 1,5
mL e adicionado os compostos nas concentracgdes de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40 uM dos compostos estudados, proporcionando um volume final de 1,0 mL,
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contendo 20% de DMF. Essas solugdes foram incubadas no Sheiker por 20
minutos com 1000 rpm.

As medidas foram realizadas no fluorimetro Synergy/H1-Biotek em
triplicatas em uma placa de 96 pocos com borda preta. Os espectros de emisséo
foram obtidos na faixa de 350-660 nm e comprimento de onda de excitacéo de
340 nm, em temperaturas de 25, 30 e 37 °C.

3.6.1.3 — Medidas de viscosidade relativa

Primeiramente, para a realizacdo dos experimentos a solucao de ct-
DNA foi verificada sua pureza e concentragdo de acordo com a metodologia
descrita na secdo 3.6.1.1. As solucOes para os ensaios de viscosidade foram
preparadas a partir de solugdes estoques de ct-DNA com concentracdo de 1,0 mM
solubilizado em tampao Trizma; os compostos PRAP e composto mimético foram
preparados em DMF em concentracgdes de 0,6 mM e 2,4 mM, respectivamente.
Para os complexos PRAP os tempos de escoamento foram medidos na
concentracdo fixa de ct-DNA em 80,0 UM com variacdo das concentragdes dos
compostos de 0-24 uM, a fim de obter razdes molares [PRAP]/[ct-DNA] entre O-
0,3 variando em 0,05. Para o complexo Mim, a concentracdo de ct-DNA
permaneceu em 80,0 UM, porém sua concentracao variou entre 0-96 uM, obtendo
razdes molares entre 0-1,2, variando em 0,2. Os experimentos foram realizados
com 20% de DMF.

Apos a etapa de preparo das solugdes, foi utilizado uma solucéo de
ensaio de 4,0 mL e o tempo de escoamento foi aferido em um viscosimetro de
Ostwald (Aldrich), com auxilio de um crondmetro digital. A temperatura de
ensaio foi controlada em (25 + 0,2) °C pelo acoplamento do viscosimetro a um
banho termostéatico. Os tempos de escoamento foram medidos em cinco repeti¢des
e utilizado o valor médio para calcular as viscosidades relativas calculadas a partir
da EQUACAO 3.9. Os dados foram apresentados como (n/mo)*® vs.
[complexo]/[ct-DNA].
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EQUACAO 3.9 - Viscosidade relativa de acordo com o tempo de escoamento, em
que: t, € 0 tempo de escoamento da solucdo de tampao Trizma:DMF (4:1); tpya €
0 tempo de escoamento de ct-DNA em Trizma:DMF (4:1); t é o tempo de
escoamento da solucdo complexo/ct-DNA em Trizma:DMF (4:1). Os dados foram
apresentados graficamente como (n/mo)*® vs. [complexo]/[ct-DNA], onde 1 ¢é a
viscosidade do ct-DNA na presenca dos complexos e n, é a viscosidade do DNA
na auséncia de complexo.

n (t —to)

Mo (tona — to)

3.6.1.4 — Mobilidade eletroforética em gel de agarose com
plasmideo pUC19

Os testes de interacdo com o plasmideo pUC19 de procedéncia da
Thermo Fisher Scientific® derivado da Escherichia coli com o tamanho de 2686
bp. Para realizar esse experimento, os complexos foram solubilizados em DMF,
em seguida, em um microtubo de 1500 pL livre de DNAse e RNAse foram
adicionados 3 pL dessas solucgdes, 26,5 ul. de agua deionizada e 0,5 uL do
plasmideo totalizando assim um volume de 30 uL, obtendo concentragdes finais
dos compostos de 0,1; 1,0 e 10,0 uM. Para o complexo mimético (Mim) as
contragbes sdo quatro vezes as utilizadas para os complexos derivados das
porfirinas, ou seja 0,4; 4,0 e 40,0 uM. As solucdes entdo foram incubadas a 37 °C
por 24 horas. Ap0s o tempo transcorrido as amostras foram retiradas do banho
termostéatico, foram centrifugadas a 5000 rpm durante 5 minutos e adicionou-se
15 uL de STEB (40% de sacarose, 100 mM de tris-HCI, pH = 7,5; 1 mM de
EDTA; 0,5 mgmL? de azul de bromofenol). Em seguida 20 pL das amostras
foram adicionadas nos respectivos pogos do gel de agorose 1%, que foi preparado
previamente com 525 mg de agarose e 53 mL de TBE 1x. A corrida eletroforética
ocorreu em solugdo TBE 1x a 60 V durante 120 minutos, apos esse periodo o gel

foi adicionado em solucdo corada de brometo de etidio e revelado no
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fotodocumentador Gel DocTM EZ, a imagem obtida foi tratada utilizando o
software ImageLabTM 6.0.0 fornecido pela BioRad.

Os ensaios de fotoclivagem foram realizados sob as condicOes de
corrida eletroforética semelhantes aos ensaios de mobilidade do pUC19, com
excecdo da forma de incubacéo, que foi realizada em uma placa de 96 pocos livre
de DNAse e RNAse. Os compostos foram incubados por 10 minutos, em seguida,
a placa foi irradiada por 10 minutos utilizando luzes de LED com comprimento
de onda igual a 415 nm. Para esse ensaio, as concentracdes utilizadas foram de
0,1; 0,5 e 1,0 uM para os compostos derivados das porfirinas e em 0,4; 2,0 e 4,0

UM para o complexo Mim.

3.6.1.5 — Interacdo com ct-DNA por dicroismo circular

O ensaio de interacdo com ct-DNA por dicroismo circular foi
realizado a partir de solugdes estoques de complexos na concentragédo de 0,6 mM
em DMF e ct-DNA 1,0 mM em tampé&o Trizma (Tris-HCI 84,0 mM; 16,0 mM de
Tris-base, pH = 7,4). Em seguida, em um microtudo de 2 mL foram adicionados
volumes apropriados de ct-DNA para obter 80,0 uM em tampao Trizma e variado
a razdo molar entre 0-0,3 e 0-1,2 para as porfirinas cationicas e para o complexo
mimeético, respetivamente, a fim de obter um volume total de 2 mL e 20% de
DMF. As amostras foram incubadas por 16 h e analisadas no espectrometro de
dicroismo circular JASCO J-815 disponivel no laboratério de Biofisica e
Espectroscopia (IFSC-USP). Os espectros foram adquiridos a 25 °C, em um
intervalo de 500-220 nm, largura de banda 1 nm, velocidade de escaneamento de

200 nm/min, modo de escaneamento continuo e acumulacao de 5 espectros.

3.6.1.6 — Interacdo com guanosina

Os ensaios de interagdo com guanosina foram realizados por

espectroscopia de RMN 3!P{*H} utilizando os compostos H,P, H,P2 e Mim.
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Inicialmente, os compostos de interesse foram pesados e solubilizados
diretamente no tubo de RMN em 450 pL de acetona-dg, obtendo-se solugbes a
concentragdes de 2,0 mM para as porfirinas tetracationicas e 8,8 mM para o
complexo Mim. Paralelamente, foram preparadas duas solu¢des de guanosina em
DMSO-ds, com concentragdes de 9,0 mM e 13,2 mM, para experimentos com as
porfirinas tetracationicas e o complexo Mim, respectivamente. A partir dessas
solucdes, aliquotas de 50 pL foram adicionadas aos experimentos
correspondentes, de forma a obter propor¢coes molares de 1:5 para as porfirinas e
1:1,5 para o complexo Mim, bem como proporc¢des volumétricas de acetona-
de:DMSO-ds de 9:1. Os ensaios foram monitorados em diferentes intervalos de

tempo, com registros realizados nos periodos de 0, 24 e 48 horas.

3.7 — Ensaios celulares

3.7.1 — Cultivo celular

As células das linhagens A2780 (carcinoma de ovario humano) e
MRC-5 (humana ndo tumoral de pulmé&o) foram cultivadas em meio de cultura
RPMI 1640 (do inglés Roswell Park Memorial Institute) e Dulbecco Modificado
(DMEM, do inglés Dulbecco’s Modified Eagle Medium), respectivamente,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, do inglés fetal bovine serum).

As linhagens celulares foram mantidas em estufa a 37 °C e 5% CO..

3.7.2 — Ensaio de viabilidade celular

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados gentilmente pelo
Dr. Marcos Vinicius Palmeira Mello. A citotoxicidade dos compostos foi
determinada empregando-se o ensaio alamar blue. Inicialmente, as células foram
tripsinizadas para a contagem e ajuste da concentracdo celular e, em seguida,

semeadas em placas de cultura de 96 pocos (1,5 x 10* células/pogo, 150 puL/pogo)
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e posteriormente armazenadas em estufa (37 °C e 5% CO,) durante 24 h para a
adesdo celular. Apos este periodo, os compostos foram adicionados (0,75 pL em
DMSOQ), e a placa foi mantida em estufa por mais 48 horas. Em seguida, foi
adicionada uma solugdo de resazurina em meio de cultura (0,312 mg mL?, 20
uL/pogo), e as células foram incubadas na estufa (37 °C e 5% CO,) por mais 4
horas. Para os experimentos com luz, as placas de 96 pocos foram inicialmente
semeadas e incubadas por 24 h. ApoOs este periodo, os compostos foram
adicionados e a placa foi mantida em estufa por 6, 12, ou 24 h (37 °C e 5% CO,).
O meio de cultura foi substituido por um novo meio sem o corante vermelho de
fenol, e a placa foi irradiada por 5 minutos (Airrag = 415 nM, 30 MW cm=2,9 J cm™
2) e armazenada na estufa por mais 42, 36, ou 24 h, na auséncia de luz. Em seguida,
foi adicionada uma solucéo de resazurina em meio de cultura (0,312 mg mL?, 20
ulL/pogo), e as células foram incubadas na estufa (37 °C e 5% CO,) por mais 4
horas. Em todos os experimentos, o sinal de fluorescéncia da resazurina foi
registrado em espectrofotometro/fluorimetro Synergy/H1-Biotek (Aex: 540 Nm e
Xem: 590 nm). As células do controle negativo receberam somente 0,5% de
DMSO. Os resultados foram tratados utilizando o software GraphPad Prism 8, e
os valores de 1Csy calculados atraves de regressdao ndo linear e reportados como

média + desvio padréo.

3.7.3 — Ensaio de espécies reativas de oxigénio utilizando DCFH-
DA

O ensaio de espécie reativas de oxigénio foi realizado pelo Dr.
Marcos Vinicius Palmeira Mello. As células A2780 foram tripsinizadas para a
contagem e ajuste da concentracdo celular e, em seguida, semeadas em placas de
cultura de 96 pocos de fundo preto (1,0 x 104 células/poco, 150 ulL/poco) e
posteriormente armazenadas em estufa (37 °C e 5% CO;) durante 24 horas para a
adesdo celular. Apoés este periodo, 0,75 uL do complexo H,P em DMSO (0,04

uM) foi adicionado, e a placa foi mantida em estufa por 12 horas. Em seguida, a
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placa foi irradiada por 5 minutos (Airag = 415 nm, 30 mW cm=, 9 J cm™) e
armazenada na estufa por mais 12 horas, na auséncia de luz. Apds o tempo de
tratamento foram adicionados 100 pL. do marcador DCFH-DA (10 uM) em cada
poco e a placa foi incubada por mais 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, 0
sobrenadante foi descartado e as células lavadas duas vezes com 100 uL. de PBS.
Imagens foram obtidas atraves de microscopio de fluorescecéncia CELENA®
Digital Imaging System (Logos Biosystems) e a leitura da placa foi realizada em
espectrometro de fluorescéncia Synergy/H1 (Biotek — Winooski, VT, USA), em
comprimento de onda de excitagcdo 485 nm e emisséo 528 nm. As medidas foram
realizadas em duplicata, e como controle negativo e positivo, foram adicionados

PBS e H,0,, respectivamente.

3.7.4 — Ensaio de morfologia celular

Os ensaios de morfologia celular foram realizados encarecidamente
pela MSc. Tamara Teixeira. O ensaio morfologico foi realizado com a linhagem
A2780 (1,5 x 10* células/poco) que foi adicionada em uma placa de 96 pogos.
Apdbs 24 horas, o composto H,P foi adicionado em diferentes concentracdes e
possiveis alteracdes morfologicas foram monitoras nos periodos de 0, 24 e 48
horas, com o auxilio de um microscépio CELENA® (Logos Biosystems). Ja o
experimento de morfologia com fotoativacdo foi realizado em um tempo de
incubacéo de 24 horas da adicdo do composto, apos esse periodo houve a retirada
do meio de cultura e adi¢cdo de um novo meio sem fenol. Em seguida, ocorreu a
irradiacdo (5 min, Airag = 415 nm, 30 mW cm=2, 9 J cm2). Ap6s 48 horas do
tratamento, o marcador fluorescente Pl (do inglés, propidium iodide) (200 pL,
300 nM) foi adicionado para observar indicios de morte celular. O ensaio de
morfologia celular foi realizado 48 horas apoés a irradiacdo, em seguida as celulas
foram fixadas com metanol, posteriormente adicionou-se 0s marcadores
CellMask Green Plasma (50 pL da solu¢do de trabalho 1x) incubado por 5
minutos e lavado cuidadosamente com PBS. Em seguida, foi adicionado DAPI

53




George B. S. Pereira Parte Experimental

(300 nM), incubado por 10 minutos e lavado com cuidadosamente com PBS. As

imagens foram obtidas através do microscopio CELENA® S (Logos Biosystems).

3.7.5 — Ensaio de morfologia celular em cultura 3D

Os ensaios de morfologia celular em cultura 3D foram conduzidos
pela MSc. Tamara Teixeira. Para isso, foi utilizando o Kit Bioprint de 96 pocos
da tecnologia de Cultura Celular 3D Magnética (m3D). Na preparacdo do
experimento, 150 pL de uma solucdo contendo nanoparticulas (NanoShuttle—PL)
foram adicionados a uma garrafa de 25 cm2 com a linhagem celular A2780, para
magnetizar as celulas. Apos 24 horas, as celulas foram tripsinizadas, contadas
para ajuste da concentracdo celular e, em seguida, semeadas em uma placa de
cultura repelente de 96 pocos (1.500 celulas/pogo). A placa foi colocada sob
drivers magnéticos para induzir a formacao de esferoides via for¢as magnéticas
dos imds. Em seguida, a placa foi incubada (37 °C, 5% CO-), monitorando-se a
formacéo e o crescimento dos esferoides com o microscépio CELENA® S Digital
Imaging System (Logos Biosystems).

Apos a formacdo dos esferoides, diferentes concentracdes do
complexo foram adicionadas, e, apos 24 horas, 0 meio de cultura foi substituido
por RPMI sem fenol. A amostra foi entdo irradiada com luz de LED (5 min, Ajrrag
=415 nm, 30 mW cm™2, 9 J cm™). O efeito do composto sobre os esferoides foi
monitorado ao longo de 8 dias. No ultimo dia, os marcadores fluorescentes DAPI

e PI foram adicionados para analise.

3.7.6 — Ensaio de morte celular por citometria utilizando Anexina
Ve 7-AAD

O ensaio de morte celular por citometria foi realizado pela Dra.
Jocely de Lucena Dutra. Esse experimento foi realizado pela adicdo do complexo

H,P na linhagem celular A2780 quantificado o nimero de eventos por citometria
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de fluxo utilizando o kit de deteccdo de apoptose PE-Anexina-V (BD
Biosciences). As células foram semeadas em placas de 12 pocos a uma densidade
de 1 x 10° células/poco e, apds 24 horas de incubacéo para adeséo, foram expostas
a diferentes concentragdes do complexo HzP (2 % I1Cs0= 0,12 uM; ICs0 = 0,06 uM;
Yo x |Cs0 = 0,03 uM; Y4 x 1Cs0 = 0,015 pM) por 24 horas. Apos esse periodo, o
meio de cultura foi substituido por RPMI sem fenol, e as células foram irradiadas
com luz de LED (5 min, Airrag = 415 nm, 30 mW cm=, 9 J cm~). Apds incubagéo
adicional no escuro por 24 horas, o meio foi removido e as células foram
incubadas com os marcadores PE-Anexina V (2,5 uL) e 7-AAD (7-amino-
actinomicina D) (2,5 uL) em 200 uL de tampao de ligagdo, por 15 minutos, a
temperatura ambiente, no escuro. Em seguida, as células foram coletadas com
raspador, centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos a 4 °C e ressuspensas em 200
uL de tampao de ligacdo para andlise em citdmetro de fluxo Accuri C6 (BD
Biosciences), registrando 10.000 eventos. A fluorescéncia foi quantificada
utilizando o software CellQuest (BD Biosciences). O experimento foi realizado
em triplicata e o controle negativo significa que as células foram tratadas com
0,5% de DMSO.
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Este capitulo tem como objetivo apresentar e discutir os resultados
obtidos para 0s compostos sintetizados, comparando-o0s com compostos analogos
descritos na literatura. Para isso, 0 capitulo esta organizado em trés secGes. A
primeira, intitulada “Sintese, caracterizagdo e estudo estrutural tedrico”, abordara
a sintese e caracterizacdo dos compostos obtidos, além dos estudos de Teoria do
Funcional da Densidade (DFT) realizados para uma compreensdo teorica das
estruturas dos compostos PRAP. A segunda sec¢do, “Investigagdo do modo de
interacdo com DNA”, discutira os experimentos de interacdo com DNA e
guanosina, buscando entender a relacéo entre as estruturas dos compostos e suas
interacoes com a biomolécula de interesse. Por fim, a terceira sec¢dao, “Estudo
fisico-quimico, fotoquimico e celular com énfase em fotoativagdo”, analisara as
propriedades luminescentes, estudos fisico-quimicos preliminares e a
citotoxicidade dos compostos em células tumorais e ndo tumorais. Além disso,
serdo discutidos os resultados dos experimentos com radiacdo eletromagnética,
com foco em sua aplicagdo na inativacdo fotodinamica (PDI), como a
fotoclivagem do plasmideo pUC19 e a fototoxicidade dos compostos PRAP em

células tumorais de ovario.
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Nesta secdo, serdo discutidos os procedimentos sintéticos utilizados
para obtencdo dos compostos analisados neste trabalho. Em seguida, serdo
descritas as caracterizagbes ndo-espectroscopicas, incluindo analise das
porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio, condutividade molar e
espectrometria de massas. Serdo também examinadas as caracterizacdes
espectroscopicas, como ressonancia magnética nuclear (RMN), difracao de raios-
X, espectroscopia eletronica na regido do ultravioleta-visivel e espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho. Por fim, serdo discutidos os resultados

obtidos das estruturas tridimensionais otimizadas por DFT.

4.1.1 — Sintese

Para a obtencdo dos compostos PRAP, inicialmente foram
sintetizados os complexos precursores. Especificamente, o complexo {[Ru(n°-p-
cimeno)].(u-Cl),}, referido como P1, foi obtido a partir da reacao entre tricloreto
de ruténio e a-felandreno, utilizando metanol como solvente, em condigdes de
refluxo e atmosfera de argonio, FIGURA 4.1. Nessa reacao, ocorre a reducdo do
ruténio(l11) para ruténio(ll) e a oxidacédo de uma ligacdo saturada do anel ciclico
presente no o-felandreno, resultando na formacdo do p-cimeno, um anel
aromatico substituido por grupos metil e isopropil em posicdes para. O complexo
formado € um dimero de ruténio(ll) que contém quatro ligantes cloreto, sendo
dois em pontes e dois coordenados de forma monodentada ao centro metélico,
aléem do ligante p-cimeno. Essa sintese, bem documentada na literatura,
apresentou rendimento de 75%.

Em seguida, foi sintetizado o complexo [Ru(n®-p-cimeno)Clx(PPhs)],
denominado P2, a partir do complexo P1 e trifenilfosfina, ambos dissolvidos em
metanol desaerado. A reacédo foi conduzida sob refluxo por 6 horas em atmosfera
inerte de argbnio. Esse procedimento permite obter dois mols do produto (P2)

apos a reacdo com trifenilfosfina, FIGURA 4.1.
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P1 P2

CI\ <Cl,
MeOH, 6h, refluxo, Ar W /,

R A MeOH, 6h, refluxo, Ar -—
RuCl3.H,0 + —_— = Ru-__ _Ru » 2 Cl '?U\P/@
cl }n ©,P\© o] \®

FIGURA 4.1 - Esquema reacional para a formacgéo dos complexos precursores P1
e P2.

Conforme mencionado no Capitulo 2, a meso-tetra(4-piridil)porfirina
foi adquirida comercialmente, enquanto a meso-tetra(3-piridil)porfirina foi
sintetizada por meio da reagdo de Alder e Longo®?. Esta reagdo envolveu quatro
moléculas de 3-piridinacarboxaldeido e pirrol, na presenca de acido propiénico,
que atuou simultaneamente como solvente e catalisador, resultando na formacéo
da porfirina desejada. O meio reacional foi mantido sob agitacdo magnetica e
refluxo por 4 horas, conforme ilustrado no esquema reacional apresentado na
FIGURA 4.2.

FIGURA 4.2 - Esquema reacional para a formacdo do ligante meso-tetra(3-
piridil)porfirina.

Apo6s a obtencdo das porfirinas e dos precursores de ruténio(ll),
foram realizadas as primeiras tentativas de sintese das porfirinas tetracationicas
de ruténio contendo areno e fosfina, a partir de agora referidas como PRAP.
Inicialmente, tentativas foram feitas para sintetizar o composto H,P sem o uso de

sal de prata para a remocdao dos ligantes cloretos do complexo P2. O espectro de
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RMN de 3P{*H} do composto sintetizado apresentou apenas um singleto, que,
comparado ao precursor, apareceu em uma regido mais desblindada do espectro,
sugerindo a coordenagdo do nitrogénio do grupo piridil da porfirina ao centro
metélico de ruténio. No entanto, o espectro de RMN de hidrogénio revelou sinais
duplicados, atribuidos a presenca de grupos piridil coordenados e nao
coordenados ao ruténio(ll). Uma explicacdo para esse fenbmeno é que, em uma
reacdo em equilibrio, ap6s a primeira insercdo de um centro de ruténio nos
substituintes da posi¢cdo meso, a incorporacao dos centros metalicos subsequentes
demanda maior energia. Esse processo gradual dificulta a obtencdo direta do
complexo tetracationico.

Com base nesses resultados, para deslocar o equilibrio em direcéo a
formacao do produto desejado, foram testadas algumas estratégias, como o uso de
excesso do precursor, aumento da temperatura e utilizacao de frasco Schlenk para
elevar a pressdo. No entanto, essas medidas ndo resultaram em uma reducéo
significativa dos sinais duplicados observados no espectro. A utilizacéo de sais de
prata para abstracédo de haletos, levando a formacéo de haletos de prata (AgX), €
uma estratégia comum em reacOGes inorganicas para deslocar o equilibrio
quimico®. Assim, a sintese do complexo H,P foi realizada utilizando AgBF..
Dessa vez, observou-se a auséncia de sinais duplicados, o que indicou uma maior
pureza e confiabilidade do composto obtido, conforme as condi¢Ges descritas no
esquema reacional da FIGURA 4.3. Apos a reacdo, e com a evaporacdo dos
solventes, ndo foi possivel obter um solido, formava-se uma solucdo bastante
concentrada. Entéo, verificou-se a necessidade de realizar a troca de contra-ion
BF, para PFs. Com essa troca, foi possivel realizar a precipitacdo de um solido,
que pudesse ser filtrado.

Na sintese da metaloporfirina de zinco(ll), foi testada a reacéo direta
da meso-tetra(4-piridil)porfirina com Zn(CH3COQ), em solugcdo. No entanto,
observou-se uma reducdo significativa na solubilidade do produto formado,

possivelmente devido a formacao de estruturas poliméricas. Esse comportamento
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pode estar associado a coordenacédo dos grupos piridil ao zinco(ll), que se estende
para outros sitios de coordenacdo da porfirina e outros centros metalicos, gerando
uma estrutura mais complexa e menos soluvel.

Diante dessa observacdo, utilizou-se o composto H,P para a
formacdo do complexo ZnP, FIGURA 4.3. Algumas modificacdes foram feitas
nas condicOes sintéticas descritas na literatura®, como o aumento do tempo de
reacdo de 45 minutos para 2 horas e a reducdo da temperatura de 40 °C para
ambiente, com acompanhamento da rea¢ao por espectroscopia na regido do UV-
vis. Essas condi¢Oes mais brandas foram adotadas para evitar a labilizagcao dos

complexos de ruténio na periferia da porfirina.

FIGURA 4.3 - Esquema reacional para a formagao dos complexos H,P e ZnP.

A sintese do complexo Mim foi realizada a partir da reacdo entre
piridina e P2, ambos solubilizados em metanol e utilizando KPFs, conforme
descrito na literatura®. Todos os estudos de interagcdo com DNA, estudos celulares
e as caracterizagOes descritas neste trabalho foram realizados para 0os compostos

que foram obtidos com sucesso nas sinteses desenvolvidas.

4.1.2 — Caracterizacbes nao espectroscopicas

Apols a sintese, os compostos apresentaram coloragcfes distintas:
marrom-avermelhada para H,P e H,P2, verde-escura para o complexo ZnP, verde-

acinzentada para ZnP2 e amarela para o complexo mimético. As analises
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elementares dos compostos PRAP revelaram porcentagens de carbono,
hidrogénio e nitrogénio com desvios inferiores a 0,4%, TABELA 4.1. Todos 0s
compostos demonstraram caréater eletrolitico, com condutividades variando entre
218,9 e 277,3 S m? mol* para os compostos PRAP e 95,77 S m? mol™* para o
complexo mimético, conforme detalhado nos anexos deste trabalho, TABELA
4.1.

TABELA 4.1 - Valores das porcentagens dos elementos C, H, N e condutividade
molar em 10 mol L.

Condutividade
Composto %C %H %N molar (S m?

mol?)
H,P 54,98 (54.81) 4,59 (4,30) 3,45 (3,36) 260,3
ZnP 54,05 (53,79) 4,52 (4,16) 3,38 (3,30) 2223
H,P2 54,90 (54.81) 4,42 (4,30) 3,43 (3,36) 218,9
ZnP2 53,83 (53,79) 4,28 (4,16) 3,71 (3,32) 277,3
Mim 51,97 (52,34) 5,66 (4,53) 2,77 (1,85) 95,73

4.1.3 — Espectrometria de massas

A espectrometria de massas de alta resolu¢cdo com ionizagdo por
electrospray (HRMS-ESI, do inglés High-resolution Mass Spectrometry —
Electrospray lonization) é uma técnica de grande utilidade para a caracterizagao
de moléculas organicas, proteinas e compostos de coordenacdo®-23. Com essa
técnica, € possivel determinar padrdes isotopicos dos ions moleculares e analisar
o perfil de fragmentacdo dos compostos a partir da relacdo massa/carga dos ions
(m/z)®e,

Como mencionado anteriormente, as porfirinas estudadas sao
tetracatidnicas, o que é relevante para a espectrometria de massas, pois, devido a
presenca de multiplas cargas, os ions podem apresentar relacbes massa/carga
(m/z) menores que suas massas moleculares. Neste caso, foram observados ions

moleculares contendo a porfirina, quatro periféricos de ruténio e dois contra-ions
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hexafluorofosfato, formando adutos com carga 2+ e aparecendo em
aproximadamente 1520 e 1552 m/z para as porfirinas de base livre e para as
metaloporfirinas de zinco(ll), respectivamente. Esses ions sdo denominados
[M+2PF¢]?*, que contém como massa exata de 3040,77 e 3102,36 u para bases-
livres e metaloporfirinas de zinco(ll), respectivamente. As férmulas moleculares
dos adutos sdo: RusCisoHi142PsClsNgF1,  para as  bases-livres e
ZnRu4Ci52H140P6Cl4NgF1, para as metaloporfirinas.

Para o complexo H,P, foi observada uma pequena distor¢do no
padréo isotopico de [M+2PFs]?*. O segundo pico mais intenso no padréo isotopico
calculado corresponde ao pico base do padréo isotopico observado, FIGURA 4.4.
Esse comportamento € comum em isO0topos com abundancias proximas, sendo
que o pico base do padrdo isotopico calculado apresenta 100% de abundéancia,

enguanto o segundo is6topo mais intenso tem uma abundéncia de 99,1%.

+ESI Scan Frag=90,0V H2P < 1520,2281
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FIGURA 4.4 — Padrdes isotopicos do espectro de massas (MS) para o ion-
molecular [M+2PF¢]** do composto H,P: (A) experimental e (B) tedrico.

Para o composto H:P, foi realizado o experimento de MS/MS, que
envolve uma segunda fragmentacdo de um ion selecionado. Neste caso, foi
escolhido o pico base de [M+2PF¢]?* a 1520,2224 m/z. Foi observada a presenca

do ion a 533,0734 m/z, relacionado com o fragmento de ruténio coordenado ao p-
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cimeno, cloreto e trifenilfosfina, FIGURA 4.5(A). Esse ion foi confirmado pelos
padrdes isotdpicos observados e calculados, apresentados nas FIGURA 4.5(B) e

4.5(C), respectivamente.

MS/MS +ESI Product lon (1520) Frag=90,0V H2P | .. . .. . ....ccccciiiieiiiens  svressssrmsssrmsssrnnssmnnsrenns
x103 : 533,0734 Pl c 533,0738

] 533 0734 emmmmmmsssssssssnnnn : : P :
28] e : @ ( —‘ ; (B) Obs. | i (C) Cal. :
24 ¥ : Yt

1265 / ©\® ’/ ‘ “

] - 522 526 530 534 538 542 546 520 524 508 532 536 540 544 %
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0.4 ‘h M 823,0526 1153,3014 1388,1757 l1568 2414
L B Y W GO

450 550 650 750 850 950 1050 1150 1250 1350 1450 1550 1650
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FIGURA 4.5 — Espectros de massas (MS/MS) para o composto H.P: (A)
experimental; (B) aproximacdo do padrdo isotopico experimental para o ion
contendo ruténio, areno e fosfina; (C) padréo isotopico tedrico do ion em questéo.

Para estabelecer a relacdo com a pureza dos compostos, €
fundamental verificar o erro entre os ions dos padr@es isotépicos calculados e
observados. Nesse sentido, para os complexos H,P, H,P2, ZnP e ZnP2, foram
observados erros de 3,7; 1,5; 4,3 e 2,1 ppm, respectivamente. Esses erros sao
considerados aceitaveis, pois sdo inferiores a 5 ppm. No entanto, os padrbes
isotopicos observados para 0s compostos ZnP e ZnP2 ndo apresentaram uma
coincidéncia satisfatdria, o que pode estar relacionado a fragmentacdo na fonte
desses compostos. Dessa forma, a pureza foi confirmada pelos dados de anélise
elementar discutidos na secdo anterior. Vale ressaltar que os padrdes isotopicos

dos compostos H,P2, ZnP e ZnP2 estdo disponiveis nos anexos.

4.1.4 — Ressonancia magnética nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma
técnica essencial para a caracterizacdo de compostos organicos e inorganicos. De
forma simplificada, essa técnica baseia-se na aplicacdo de um campo magnético
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externo, ao qual nucleos suscetiveis respondem alinhando seus spins nucleares de
forma paralela ou antiparalela ao campo magnético®. Posteriormente, uma
radiacdo eletromagnética na faixa de radiofrequéncia é aplicada, promovendo a
transicdo dos spins nucleares entre estados de energia devido a absor¢do de uma
energia quantizada. Quando os spins retornam ao estado inicial em funcdo do
campo magnetico aplicado, ocorre a liberacdo dessa energia, gerando sinais
conhecidos como FID (free induction decay). Apos a aplicacdo da transformada
de Fourier, esses sinais sdao convertidos em um espectro de RMN, que fornece
informacdes detalhadas sobre a estrutura molecular do composto analisado®®.

Diferentes nudcleos, ao serem expostos a distintas densidades
eletronicas, sofrem variacdes no grau de blindagem devido ao ambiente quimico
em que se encontram. Como consequéncia, a quantidade de energia absorvida por
cada nucleo varia, resultando em sinais diferenciados no espectro de RMN. Esses
sinais sdo expressos numericamente em partes por milhdo (ppm), correspondendo
a 1 Hz em um campo de 100 MHz®. A diferenca entre o sinal de um niicleo e o
sinal de referéncia é denominada deslocamento quimico, que é um parametro
importante para a interpretacao dos espectros. Apds essa introducdo simplificada
a técnica de RMN, torna-se possivel compreender os termos e conceitos utilizados
ao longo deste trabalho.

Os nucleos suscetiveis ao campo magnetico sao de spin nuclear
fracionado, por exemplo: 1/2, 3/2, 5/2 e assim por diante. Se o isétopo apresenta
um somatorio de protons e néutron for impar, entdo esse nucleo é susceptivel ao
campo magnético promovidos pelo RMNB8. Os compostos sintetizados neste
trabalho apresentam nucleos susceptiveis ao campo magnético como o isétopo de
massa 1 do hidrogénio (*H), o is6topo de massa 31 do fosforo (3'P) e o isétopo de
massa 13 do carbono (*3C). Devido & abundancia de atomos de hidrogénio nas
moléculas analisadas, esses nucleos podem acoplar-se a outros, influenciando os

espectros obtidos. Para evitar esse efeito nos experimentos envolvendo 3P, foi
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adotada a técnica de desacoplamento do H, indicada pela notacdo 3'P{‘H},
permitindo uma analise mais clara e simplificada das interac@es do fosforo.

Neste trabalho foi utilizado acetona-ds para aquisicdo dos espectros.
Esse solvente apresenta sinais 2,02 e 2,80 ppm referentes a acetona residual e a
agua, respectivamente, nos espectros de RMN *H. Para o composto H,P foi
observado dois dubletos em 9,52 e 8,26 ppm atribuidos aos hidrogénios nas
posicdes orto e meta dos grupos piridil da porfirina, FIGURA 4.6. Foi verificado
dois singletos em 8,89 e -3,10 ppm referente aos hidrogénios B-pirrolicos e
hidrogénios iminicos, respectivamente. Os hidrogénios iminicos em uma regiao
negativas do espectro, esta relacionada com o efeito anisotropico presente em
porfirinas, ou seja, na regido interna da corrente de anel. Adicionalmente, uma
vez que os hidrogénios B-pirrdlicos estdo na parte exposta da corrente de anel,
esses sinais aparecem em regides mais desblindadas do espectro de RMN *H.

Os hidrogénios referentes aos anéis aromaticos, presentes na fosfina,
foram integrados em somente um ambiente quimico, e atribuido como um
multipleto entre 7,64-7,75 ppm. Eles aparecem entre as regides mais blindadas
quando comparado aos sinais referente a porfirina, com excecao dos iminicos, e
regides mais desblindadas, comparados aos sinais atribuidos ao areno. Ou seja, 0s
hidrogénios da fosfina apresentam densidade eletronica intermediaria entre esses
dois sistemas.

Uma evidéncia de coordenacao do piridil no precursor € a duplicacdo
dos sinais de hidrogénio referentes aos arenos, formando quatro dubletos em 6,37,
6,15, 6,08 e 5,80 ppm, FIGURA 4.6. E importante mencionar que quando
comparado os sinais do p-cimeno coordenado com o p-cimeno livre, 0s sinais dos
hidrogénios aparecem em regibes mais blindadas do espectro. Esse
comportamento estd relacionado com o mecanismo de retrodoacdo promovido
pelo centro metélico de ruténio(ll), apos a coordenacdo com o ligante. Esse

mecanismo enfraquece a ligacdo C—C presentes no areno, proporcionando um
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aumento de densidade eletronica no entre a ligagdo C—H, consequentemente um
efeito de blindagem quando comparados ambos 0s sistemas.

O sinal dos hidrogénios alifaticos dos grupos arenos foi observado
em 1,41 ppm, atribuido as posi¢des g. Os outros sinais sé foram atribuidos apos a

aquisicdo de mapas de contornos do tipo COZY.
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FIGURA 4.6 - Espectro de RMN *H para o composto H,P em acetona-ds.

As atribuicbes dos sinais dos grupos arenos foram realizadas
utilizando o experimento COSY, que fornece um mapa de contorno baseado na
correlacdo homonuclear, neste caso, entre nuGcleos de H-'H vicinais. Pelo
experimento, os dubletos em 6,08 e 5,80 ppm atribuidos aos hidrogénios d’ e d
acoplam com seus respectivos pares em 6,37 e 6,15 ppm referentes aos
hidrogénios ¢’ e ¢, como mostra ampliacdo do quadrado cinza da FIGURA 4.7. A
partir do mesmo experimento foi possivel observar o acoplamento entre 0s

hidrogénios referentes aos CH3 nas posi¢6es g e um sinal sobreposto pelo sinal da
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agua, como observado pelo quadrado amarelo na FIGURA 4.7. Esse sinal foi
interpretado sendo um septeto tedrico, referente aos hidrogénios nas posicdes f.

Adicionalmente, foi verificado o acoplamento entre os hidrogénios
m’ e o’ dos grupos piridil da 5,10,15,20-tetra(4-piridil)porfirina em 9,52 e 8,26
ppm, respectivamente, como mostra o quadrado azul da FIGURA 4.7. O
hidrogénio na posicdo m’ se difere do hidrogénio na posi¢do o’, pois a posicao
m’ esta mais préximo ao nitrogénio do grupo piridil, que é um atomo mais
eletronegativo. Uma vez que ocorre a retirada de densidade eletronica do
hidrogénio na posicdo m’, esse sinal é observado em regides mais desblindadas
do espectro de RMN !H.
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FIGURA 4.7 - Mapa de contorno de COZY para o complexo H,P e ampliacéo da
regido referente aos hidrogénios aromaticos do areno em cinza.

ppm

A partir do mapa de contorno de COSY, os hidrogénios nas posi¢cdes
a foram os unicos n&o atribuidos, uma vez que eles ndo acoplam diretamente com

outros hidrogénios. Entdo, recorreu-se ao experimento de HSQC, que esta
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relacionado ao mapa de contorno proveniente da correlagdo entre dois nucleos
diferentes conectados por uma ligacéo, nesse caso *H-*C. Com este experimento,
observou-se que o sinal residual da acetona acopla com dois carbonos distintos,
em 29,8 e 17,3 ppm. Entretanto, ambos 0s acoplamentos ndo podem ocorrer, pois
a acetona possui dois grupos CHj; ligados a uma carbonila, que aparecem em 29,8
ppm no espectro de 3C, FIGURA 4.8. Assim, concluiu-se que o sinal em 17,3
ppm no espectro de **C corresponde ao carbono CHs na posicéo a, confirmando
que os sinais do solvente residual da acetona se sobrepdem aos dos hidrogénios

nas posicoes a.
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FIGURA 4.8 - Mapa de contorno de HSQC para o complexo H,P e ampliacéo da
regido referente aos hidrogénios aromaticos dos arenos em cinza.

Para o complexo ZnP, foram observadas diferencas pouco
significativas em relacdo aos hidrogénios do piridil, nas posic@es B-pirrdlicas da

porfirina, aos arenos e trifenilfosfinas em comparagdo com o complexo H.P.
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Porém, o desaparecimento do sinal em -3,10 ppm evidencia a coordenacdo do
zinco(ll) na cavidade da porfirina, FIGURA 4.9.
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FIGURA 4.9 - Espectro de RMN 1H para o composto ZnP em acetona-ds.

Na caracterizacdo por RMN 3!P{*H} foi observado um singleto em
36,18 ppm e um septeto em -144 ppm atribuidos aos fosforos das fosfinas e dos
contra-ions PFg’, respectivamente. Em comparacdo com o precursor, as fosfinas
apresentam uma diferenca de deslocamento quimico de 11,6 ppm evidenciando a
coordenacdo do 4-piridil do anel porfirinico ao centro metalico de ruténio(ll),
como mostra a FIGURA 4.10. O composto ZnP ndo demonstra diferenca
significativa no deslocamento quimico dos atomos de fosforo presentes na

estrutura quando comparado ao analogo HyP.
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FIGURA 4.10 - Comparacdo entre os espectro de RMN 3!P{*H} para os
compostos H,P e [Ru(p-cim)(PPhs)Cl,] em acetona-ds.

Em relacdo aos espectros de RMN *H e 3!P{*H} para os complexos
derivados do ligante H,T3PyP (H,P2 e ZnP2) foi observado a perda a
multiplicidade dos sinais referentes a esses nucleos, FIGURA 4.11 e FIGURA
4.12. Esse comportamento pode estar relacionado o aumento do grau de liberdade
de movimentacdo dos compostos ap0s a coordenagdo com o precursor, conforme
evidenciado pelas multiplicidades e integrais dos sinais dos hidrogénios referentes
ao ligante H,T3PyP, como mostra a FIGURA 4.13. Consequentemente, a
presenca de varios ambientes quimicos devido a diminuicdo de simetria pode
proporcionar a sobreposicdo de varios sinais, acarretando a diminuicdo da
resolucdo do espectro de RMN H, comparado aos espectros obtidos para 0s

complexos derivados da H,T4PyP.
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FIGURA 4.11 - Espectro de RMN *H para o composto H,P2 em acetona-ds.
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FIGURA 4.13 - Espectro de RMN *H para o composto H,T3PyP em CDCls.

Embora, ndo seja possivel atribuir os sinais dos hidrogénios para as

porfirinas tetracatibnicas derivadas da H,T3PyP, esse comportamento ¢é

importante para compreensao do sistema nos estudos de interagéo e estabilidade,

que serdo discutidos nas se¢oes futuras.

4.1.5 — Difracao de raios-X complexo mimeético

A difracdo de raios-X em monocristal € uma ferramenta poderosa

para a caracterizacdo de pequenas e grandes moléculas®. Neste trabalho, ndo foi

possivel a obtencdo de monocristais para os complexos PRAP, porém foi obtido

0 monocristal para o complexo Mim que ajuda bastante na compreensao das

interacOes estruturais e biomoleculares do nosso sistema, FIGURA 4.14.
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FIGURA 4.14 - Estrutura cristalografica parai o complexo Mim, atomos
representados no modo ORTEP (elipsoides 50%).

Apds a obtencgdo da estrutura cristalografica do complexo Mim, foi
possivel determinar as distancias e os angulos de ligacdo. Vale ressaltar que os
angulos entre os atomos N1—Rul—C e CI1—Rul—C estdo disponiveis nos
apéndices para melhor organizacéo do texto. Observou-se que as distancias entre
0 centro metalico e os atomos de carbono do areno apresentam valores distintos
entre si, indicando a perda de simetria entre 0s atomos apds a coordenacdo do
precursor a piridina, TABELA 4.2. Esse dado corrobora com os espectros de
RMN, nos quais foram observados quatro picos referentes aos hidrogénios ligados
aos carbonos dos arenos.

Por outro lado, os angulos de ligacéo entre os atomos P1—Rul—N1,
P1—Rul—CI1 e ClI1—Rul—N1 apresentaram valores de 90,7°; 85,19°; e 85,16°,
TABELA 4.2. Ou seja, mais proximos de 90 ° que estabelece uma relacdo com
estruturas pseudo-octaédrica. Os valores dos angulos de ligacdo entre CX—

Rul—CY encontram-se nos apéndices.
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TABELA 4.2 - Distancias e angulos de ligacdo dos entre os atomos da esfera de
coordenacdo do ruténio(ll) no complexo Mim, obtidos por difracdo de raios X em
monocristal.

Atormos Distancias de ligacdo Atormos Angulos de
(A) ligacdo (°)
Rul—N1 2,127 P1—Rul—N1 90,70
Rul—CI1 2,391 P1—Rul—ClI1 85,19
Rul—P1 2,376 Cl1—Rul—N1 85,16
Rul—C2 2,242 P1—Rul—C2 127,42
Rul— C3 2,250 P1—Rul—C3 163,78
Rul— C4 2,248 P1—Rul—C4 147,33
Rul— C5 2,262 P1—Rul—C5 111,53
Rul— C6 2,197 P1—Rul—C6 91,09
Rul— C7 2,211 P1—Rul—C7 97,99

A fim de avaliar as interagGes intermoleculares, foram obtidas a
superficie de Hirshfeld e os graficos de Fingerprint para o complexo Mim,
FIGURA 4.15(A) e (B). Observou-se que as interagcdes H---H representam uma
maior contribuicdo das interacGes, em aproximadamente 55%, visto que 0s
hidrogénios séo os atomos mais externos e 0s mais abundantes dessa estrutura, o
que possibilita essas conexdes, FIGURA 4.15(C). Por outro lado, as interagdes
entre H-+F e H+C proporcionaram contribui¢des significativas, de
aproximadamente 19% cada, FIGURA 4.15(C). A interacio H--F esta
relacionada com as interacdes estabelecidas entre o complexo e o contra-ion (PFg
). Adicionalmente, a intera¢cdo H--C esta relacionada com os dois atomos mais

abundantes da estrutura.
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FIGURA 4.15 - Dados das interacdes intramoleculares para o complexo Mim. (A)
Mapa de Hirshfeld. (B) grafico Fingerprint dos principais atomos das interacdes
intermoleculares. (C) grafico da distribuicdo dos contatos intermoleculares.

4.1.6 — Espectroscopia eletronica

A espectroscopia na regido do UV-Vis é uma técnica amplamente
utilizada para a caracterizacdo de compostos organicos e inorganicos. Essa técnica
emprega radiacdo com comprimentos de onda entre 180 e 800 nm, que, ao incidir
sobre os compostos, permite que as moléculas absorvam quantidades especificas
de energia. Essa absorc¢éo resulta em transicoes eletrénicas entre niveis de energia
mais baixos e niveis mais elevados.

Cada molécula apresenta grupos funcionais que diferem entre si
devido ao tipo de ligacdo, elementos quimicos que participam da composicéao e
consequentemente, podem apresentar absor¢des em diferentes comprimentos de
onda. Sendo assim, essas transi¢cdes podem ser de diversos tipos, como descritas
na FIGURA 4.16, e o conjunto delas pode ser especifico para um grupo de

moléculas ou até mesmo uma caracteristica intrinseca de determinadas moléculas.
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FIGURA 4.16 - Representacdo das transicdes eletrbnicas possiveis entre os
orbitais moleculares quando € incidido radiacdo eletromagnética na regido
referente ao UV-vis para compostos organicos.

Para 0s compostos de coordenacdo que apresentam metais,
compostos organicos e inorganicos em sua esfera de coordenacéo, essas transi¢does
eletrbnicas podem ser do tipo transicdo de transferéncia carga metal-ligante
(TCML) ou ligante-metal (TCLM), e transicdo entre os orbitais d do metal (d-d).
As transicdes entre os orbitais d do metal apresentam baixa absortividade molar,
que é probabilidade dessas transicdes ocorrerem, levando em consideracdo um
mol de composto (verificada pela absorbancia da banda). Para os compostos
sintetizados ndo foram evidenciadas essas transi¢cdes. Possivelmente, essas
transi¢cGes podem ter sido sobrepostas pelas transi¢cdes das porfirinas.

As porfirinas apresentam espectros bem especificos devido a alta
conjugac¢ao do sistema 7. Para essa classe de compostos, pode-se observar banda
Soret ou banda B (de maior intensidade, aproximadamente em 420 nm) e bandas
Q (quatro bandas de menor intensidade, entre 500-700 nm) do macrociclo
tetrapirrélico®. Essas bandas estdo relacionadas com transicdes eletronicas do
tipo m—m*, sendo que a primeira banda mencionada esta relacionada com a
transicdo do estado fundamental para o segundo estado excitado (So—S;) e as
bandas Q estdo relacionadas com transicdes do estado fundamental para o

primeiro estado excitado (So—S;).
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As bandas Q podem ser descritas com base na teoria dos quatro
orbitais de Gouterman, a qual propde que essas bandas estdo associadas as
transicbes eletronicas entre os orbitais HOMO-1 e HOMO para LUMO e
LUMO+1%, Os orbitais de mais alta energia ocupados (HOMO) correspondem
aos tipos ajy e azy, enquanto os orbitais de menores energia desocupados (LUMO)
pertencem ao tipo ey Para melhor compreenséo, sera adotada uma nomenclatura
modificada, na qual os orbitais a,, e a;, serdo designados como b; e by,
respectivamente, enquanto os orbitais ey serdo referidos como c; e ¢c; FIGURA
4.17(A)%.

E importante mencionar que, embora os orbitais e; sejam
teoricamente degenerados, a presenca dois hidrogénios ligados aos nitrogénios
inminicos presentes no eixo X provoca uma quebra dessa degenerescéncia,
FIGURA 4.17(B). Sendo assim, é importante observar que ha uma maior
densidade eletrbnica nos nitrogénios presentes no eixo y ara o orbital ¢, do que
0s nitrogénios com a auséncia de hidrogénio®?. E para o orbital c;, a maior
densidade eletrénica se encontra nos nitrogénios no eixo x. Além disso, a energia
dos orbitais b; e b, pode variar em funcdo dos substituintes presentes na
porfirina®. De acordo com Gouterman, quando os hidrogénios iminicos estdo
posicionados no eixo X, as bandas Q apresentam menor energia em comparagao
com as bandas Q.

As bases livres e as metaloporfirinas sem ligantes axial, pertencem
aos grupos Dy e Dgn, respectivamente, FIGURA 4.17(C). Dessa forma, as
metaloporfirinas ndo apresentam a quebra de degenerescéncia, quando
comparado com as bases livres. Esse comportamento € atribuido ao aumento da
simetria molecular, que passa de D,, para Dgp, resultando em uma reducdo no
numero de bandas espectroscopicas.

Com base nessas informacodes, pode-se inferir que quatro bandas Q
podem ser observadas: Q,(0,1), Q,(0,0), Q«(0,1) e Qx(0,0), FIGURA 4.17(D)%.

No caso das metaloporfirinas de zinco(ll), a simetria molecular mais elevada
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resulta na formacéo de trés bandas: Q(0,2), Q(0,1) e Q(0,0), FIGURA 4.17(D)%.
Essas bandas podem estar associadas a transi¢fes entre diferentes niveis de
energia. No entanto, as componentes x e y ndo participam dessas transi¢des, uma

vez que, devido a simetria da molécula, ndo ha distin¢do entre os eixos x e y.

:: Soret (B) (D)

SO—)S1

0.1 q,(0,0 Q,(0,1) Q,(0,0)

Q(o,z)ji Q(0,0)

1 300 400 500 600 700
" Comprimento de onda (nm
Dy p (nm)

FIGURA 4.17 - (A) Orbitais envolvidos no modelo de quatro orbitais de
Gouterman, podendo variar a energia dos HOMOs; (B) Diagrama de transicéo
simplificado; (C) Diferenca entre o0s grupos pontuais de bases livres e
metaloporfirinas genéricas mostrando plano e rotacdes C,; (D) espectros
genéricos de bases livres e metaloporfirinas de zinco(ll) com as atribuicdes das
bandas Soret e Q.
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A partir da compreensédo das bandas de absorcao, pode-se entender
os resultados obtidos. E importante ressaltar que os espectros dos compostos H,P2
e ZnP2 estdo no material suplementar, e que os dados estdo resumidos na
TABELA 4.3.

Para o composto H,P a banda Soret foi observada em 428 nm e as
bandas Q em 520, 555, 593 e 648 nm, FIGURA 4.18(A). Em comparagdo com 0
ligante livre 0 composto H,P apresentou um deslocamento de 12 nm da banda
Soret e todas as bandas Q apresentaram um deslocamento batocrémico entre 10 e
3 nm. O mesmo comportamento foi verificado para o complexo H,P2 com
variagcOes de aproximadamente 3 nm nos comprimentos de onda dessas bandas,
em comparacgdo ao complexo periférico analogo. Embora o complexo H,P2 ainda
seja considerado uma etioporfirina (em que seis ou mais grupos nas posigoes [3-
pirrélicas sdo alquilas proporcionando uma diminuicdo progressiva de
absortividades molares, com o0 aumento do comprimento de onda, das bandas Q),
0 grupo piridil substituido na posi¢do 3 proporciona absortividades molares das

bandas Il e Il semelhantes.

4.04 (A) 428

€ (10°L cm™* mol?)
g (10° L cm™* mol?)

T T T T T
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
A (n m) A (nm)

FIGURA 4.18 - Espectro na regido do UV-vis para a H,P (A) e ZnP (B)
utilizando diclorometano como solvente em preto e ampliagdo em rosa.

Apobs a coordenacédo do zinco(ll), foi observado que 0s compostos

ZnP e ZnP2 apresentaram um efeito batocromico de 4 e 7 nm em relacdo a banda
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Soret dos seus respectivos complexos analogos, FIGURA 4.18(B). Tambem foi
observada a diminui¢cdo da quantidade de bandas Q, seguida de um aumento da
absortividade molar da banda média em torno de 560 nm.

Além disso, foram observadas bandas correspondentes a transigdes
eletronicas do tipo © — m* intraligantes em 258, 265, 271 e 278 nm, além de uma
banda larga em aproximadamente 340 nm, atribuida a transicéo de carga do metal
para o ligante (MLCT, do inglés, metal-to-ligand charge transfer). Um
comportamento semelhante foi identificado nos espectros das porfirinas
tetracationicas, nos quais foram verificadas bandas de maior energia atribuidas as
transigoes T—7*, bem como uma banda larga em comprimentos de onda mais
elevados, também associada ao processo MLCT. Essas bandas apresentam
coeficientes de absortividade molar superiores as bandas Q. Adicionalmente, esse
comportamento mostra que a espectroscopia na regido do UV-Vis corrobora com
a presenca dos periféricos de ruténio(ll) na estrutura molecular das porfirinas

tetracationicas.
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TABELA 4.3 - Atribuicdo das bandas, comprimento de onda e logaritmo da absor¢do molar do maximo das bandas de absor¢éo
na regido do UV-vis para os compostos sintetizadas utilizando diclorometano como solvente.

H2P H2P2 ZnP ZnP2 Mim

Banda A (nm) Loge A (nm) Loge Banda A (nm) Loge A (nm) Loge Banda A (nm) Loge
n—1* 257 4,85 257 4,86 n—1* 258 3,94 262 4,82 n—1* 258 4,21
n—1* 270 4,74 271 4,81 n—1* 270 3,82 271 4,78 n—1* 265 4,19
n—1* 279 4,65 278 4,76 n—1* 279 3,57 278 4,70 n—1* 271 4,14
MLCT 354 4,52 356 4,52 MLCT 324 3,62 357 4,40 n—1* 278 4,06
B(0,0) 428 5,60 425 5,65 B(0,0) 432 5,62 432 5,60 MLCT 340 3,28
Qy(0,1) 520 4,36 517 4,37 Q(0,2) 519 4,84 516 3,68

Qy(0,0) 555 4,07 552 3,89 Q(0,1) 558 4,43 559 4,34

Qx(0,2) 593 3,90 591 3,87 Q(0,0) 601 3,94 599 3,68

Qx(0,0) 648 3,60 650 3,40
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4.1.7 — Espectroscopia na regiao do infravermelho

A espectroscopia ha regido do infravermelho é uma técnica
importante para caracterizacdo de grupos funcionais de compostos organicos e
inorganicos, a partir da identificacdo das vibragbes caracterizadas como
estiramentos de ligacdo (v), ou seja: movimentagoes axiais das ligacdes (alteracao
no comprimento de ligacdo) do tipo simetrico e assimétrico, e deformactes
angulares (flexdes), entre as formas mais conhecidas: tesoura, balanco, abano e
torcao®®.

Os espectros foram adquiridos em uma faixa de 4000 a 240 cm™
utilizando Csl como solvente e se encontram nos anexos. Nesse sistema, foi
possivel identificar a coordenacdo das porfirinas com os centros metalicos de
ruténio(ll) a partir do deslocamento, do surgimento e do desaparecimento de
bandas referentes a grupos funcionais importantes na molécula, descritos na
detalhadamente na TABELA 4.4. Para visualizar as modificagcdes nos espectros,
foi realizado uma ampliacdo na regido de 1450 a 240 cm™ para as porfirinas
tetracatidnicas derivadas das porfirinas H,T4PyP, compradas com o ligante e 0
precursor P2, FIGURA 4.19. Os espectros de todos os complexos estdo
disponiveis nos anexos, inclusive a comparacdo dos espectros para o sistema
derivado da H,T3PyP.

Como ocorre a formacdo de uma espécie carregada positivamente
apos a coordenacdo, sendo necessario balancear a carga com um contra-ion, nesse
caso foi utilizado o PFg. Esse anion apresenta vibracdes caracteristicas no
infravermelho, como o estiramento P-F em 840 cm™ e a deformacgéo angular FPF
em 559 cm, ambos os estiramentos foram observados nos compostos metalicos.
Adicionalmente, devido aos grupos alifaticos presentes no p-cimeno, foi
observado estiramentos C-H em 2960-2860 cm™ em todos os complexos contendo

€SSe grupo.
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TABELA 4.4 - Atribuicdo de bandas do espetro de infravermelho para o precursor,
ligante e complexos tipo PRAP.

Compostos Tentativa de Atribuicao
vH-N vN-C n-Porphy* VRu-P vP-F oP-F
Precursor - - - 524 - -
H.T4PyP 3312 1593 973, 999, 1021 - - -
H,T3PyP 3327 1564, 1585 966, 984, 1026 - - -
H2P 3316 1609 971, 1000, 1030 526 841 559
H2P2 3325 ND 999, 971, 1031 526 841 559
ZnP - 1609 1030, 997 527 841 559
ZnP2 - ND 997, 1033 526 841 559
Mim - 1604 - 526 841 559

Para os complexos derivados do ligante H,T4PyP, verificou-se que
apos, a coordenacéo do precursor nas periferias do ligante porfirinico, foi possivel
observar um deslocamento de 16 cm™ da banda referente ao estiramento axial das
ligacbes CNC dos anéis piridil . Porém, para os complexos derivados do H,T3PyP
notou-se um desdobramento do vC=N, TABELA 4.4, que pode estar relacionado
com perda de simetria comparado com o ligante H,T4PyP. Apo6s a complexacao,
o0 sinal referente a0 vC=N perdeu resolucédo, impossibilitando a atribuicdo seu
numero de onda.

Apols a coordenacdo do zinco(ll) no centro da porfirina, foi
verificado o desaparecimento do estiramento N—H em torno de 3314 cm® e a
diminuicdo da quantidade de bandas relacionada com a deformacdo do anel
porfirinico. A diminuicdo da quantidade de bandas estd relacionada com o
aumento da simetria do anel porfirinico ap6s a coordenacdo passando de simetria
D, para D4y 4. Essas vibragdes estio relacionadas com vibragdes ve_c, dcec €/0u

dcen presentes no anel macrociclo das porfirinas.
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FIGURA 4.19 - Espectros na regido do Infravermelho para o precursor P2 em
preto, H,T4PyP em vermelho, H,P em azul e ZnP em verde, utilizando Csl
como solvente.

4.1.8 — Estudo estrutural tedrico

Devido a impossibilidade de obtencdo de monocristais para 0s
complexos do sistema PRAP, foram realizados os calculos de estrutura otimizada
por DFT (do inglés, Density Functional Theory) com o objetivo de proporcionar
uma compreensdao mais detalhada de como os compostos se comportavam de
forma tridimensional. Com esse intuito, utilizou-se o programa ADF, e a base
ADF TZP ™,

Os compostos de areno e ruténio(ll) geralmente apresentam a
chamada geometria de "banco de piano”, que corresponde a uma configuragéo
pseudo-octaedrica. Contudo, na literatura, essa estrutura também pode ser descrita
como semelhante a uma geometria tetraédrica®.

Para uma melhor compreensdo de como € formada a ligacéo entre o

precursor e a meso-tetra(piridil)porfirina, foi realizada uma simplificacdo
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estrutural da ligacdo entre o areno e o ruténio(ll), estabelecendo uma estrutura
tetraédrica. Como todos os ligantes presentes no complexo de ruténio sdo
distintos, eles podem ser considerados centros quirais, o que permite a definicédo
da estereoquimica dos carbonos quirais (S, R). Considerando que as estruturas dos
compostos PRAP contém quatro centros quirais de ruténio, sdo possiveis seis
combinagdes estereoguimicas: RRRR, SRRR, RSRS, RSSR, RSSS e SSSS. O
objetivo deste estudo foi avaliar se diferentes conformac6es dos centros quirais
em uma mesma estrutura poderiam proporcionar interag0es intramoleculares mais
ou menos efetivas, alterando suas energias livres de Gibbs.

Ward e colaboradores observaram que a presenca de dois ligantes
(um 7-aceptor e um o-doador), em duas conformagdes na estrutura tipo “banco de
piano” (com os ligantes voltados para a esquerda e para a direita), resultou em
energias semelhantes®. Nesse contexto, neste trabalho, foram estabelecidas
algumas equivaléncias para reduzir o tempo de calculo, como: RRRR equivalente
a SSSS, e SRRR equivalente a RSSS. Assim, realizou-se a otimizacgéo estrutural
das conformacgdes de quatro conjuntos de centros quirais para 0 composto HP:
RRRR, SRRR, RSRS e RSSR.

Apbs os célculos, observou-se que a conformacdo SRRR é a mais
estavel para o composto H,P, apresentando diferencas relativas de 146,44; 251,04;
e 422,58 kJ mol? em comparagdo com as conformagdes SRRS, SRSR e RRRR,
respectivamente, TABELA 4.5. Essas diferencas sé@o pouco significativas no
contexto do meio reacional, sugerindo que 0s compostos existem como misturas
dessas conformac0des. No entanto, para um estudo teorico, tais experimentos tém
relevéncia devido a sua complexidade estrutural. Portanto, os compostos PRAP
podem contribuir para a literatura com informacdes valiosas sobre estruturas
tedricas relevantes.

Ap0s a otimizacdo de todas as estruturas dos compostos PRAP na
conformagcdo SRRR, observou-se que o composto H,P2 apresenta a maior

estabilidade entre as porfirinas tetracationicas, com uma diferenca relativa de
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803,33 kJ mol* em comparacdo com seu isdbmero de posi¢do, o H,P. Por outro
lado, metaloporfirina de zinco(ll) derivada da meso-tetra(4-piridil)porfirina se
mostrou mais estdvel do que sua analoga, derivada da meso-tetra(3-
piridil)porfirina, com diferenca relativa de 422,58 kJ mol™?. As energias livres de

Gibbs, obtidas ap6s a otimizacdo estrutural, encontram-se nos apéndices.

TABELA 4.5 - Diferencas relativas das energias livre de Gibbs de diferentes
conformacg6es do complexo H,P e dos compostos H,P2 na conformacdo SRRR.
Diferengas relativas considerando as estruturas mais estaveis.

Diferenca relativa Diferenca relativa

Estruturas
(kJ mol*?)2 (kJ molt)°
H.P - SRRR 0,0 803,33
H.P - SRRS 146,44 949,77
H.P - SRSR 251,04 1054,37
H:P - RRRR 422,58 1225,91
H.P2 - SRRR - 0,0

2 - diferenca relativa entre a conformacéo SRRR e as demais conformag6es do composto HP
b - diferenca relativa em relagdo ao composto mais estavel, H,P2 na conformagédo SRRR

Com as estruturas otimizadas no vacuo, foi possivel determinar suas
dimensdes. Observou-se que o composto H,P, na conformacgdo SRRR, apresenta
uma distancia transversal e largura de aproximadamente 30 e 10 A, ou 3 e 1 nm,
respectivamente, FIGURA 4.20, indicando que esses compostos, no vacuo,
possuem dimensdes compativeis com nanoparticulas, proporcionando uma

interacdo entre a quimica inorganica e a ciéncia de materiais.
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FIGURA 4.20 - Distancia dos atomos nos periféricos de ruténio verificando a
largura (A) e distancia transversal (B) aproximada da molécula H,P-SRRR em
angstrons.

A partir da caracterizacdo tedrica e experimental, conclui-se que 0s
compostos sintetizados neste trabalho apresentam as estruturas propostas. Com
base nesse entendimento estrutural, os compostos podem ser aplicados na
interacdo com o DNA, tema que sera abordado de forma aprofundada na secéo
4.2.
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Esta secdo aborda o estudo do modo de interacdo dos compostos
PRAP com o DNA. Inicialmente, sera investigado o comportamento de agregacdo
desses compostos. Em seguida, serdo apresentados os resultados obtidos com duas
fontes de DNA: o ct-DNA e o plasmideo pUC19. Para o ct-DNA, foram realizados
experimentos de titulacdo espectrofotométrica, supresséo de fluorescéncia com os
sistemas ct-DNA/Hoechst 33342 e ct-DNA/laranja de tiazol, além de estudos de
viscosidade e dicroismo circular. No caso do plasmideo pUC19, foi conduzido
um experimento de mobilidade eletroforética. Complementarmente, para
aprofundar a compreensdo das interagdes entre os compostos e 0 DNA, foi
realizada a analise da interagdo com guanosina por espectroscopia de RMN
31pfiH},

4.2.1 — Estudo de agregacao

As porfirinas sdo conhecidas por sua baixa solubilidade em agua,
atribuida as fortes interagdes intramoleculares do tipo n-m. No entanto, a
modificacdo de substituintes na estrutura da porfirina pode alterar
significativamente essa propriedade. Um exemplo ¢ a adicdo de grupos metila a
meso-tetra(4-piridil)porfirina (H,T4PyP), resultando na formacdo da porfirina
tetracationica meso-tetra(N-metil(4-piridil))porfirina®.

E importante destacar que a meso-tetra(4-piridil)porfirina, obtida
comercialmente, € insolivel em dimetilsulfoxido, N,N-dimetilformamida, agua,
acetona, metanol, etanol e diclorometano, apresentando baixa solubilidade apenas
em cloroférmio. Essa caracteristica foi um dos fatores determinantes para a
escolha do cloroférmio como solvente nas sinteses dos compostos PRAP descritos
neste trabalho. Apds a coordenacdo, observou-se um aumento significativo na
solubilidade em dimetilsulféxido, N,N-dimetilformamida, diclorometano e
acetona, evidenciando uma vantagem importante para a realizacdo de testes

bioldgicos.
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Com base nesse entendimento, torna-se essencial avaliar a
solubilidade desses compostos tetracatidonicos em sistemas aquosos e tamponados
que mimetizem o ambiente biologico. Para isso, 0s experimentos foram realizados
em tampdo Tris-HCI (pH 7,4), contendo 20% de DMF, esse meio foi utilizado nos
testes de interacdo com ct-DNA. A analise foi conduzida por espectroscopia na
regido do UV-Vis, com monitoramento das bandas Q.

Nas condi¢fes analisadas, verificou-se que 0 aumento da
concentracdo dos compostos PRAP até 40 uM nao resultou em modificagoes
significativas na linearidade da curva obtida entre as concentragdes e a
absorbancia, conforme exemplificado para o composto H,P na FIGURA 4.21.
Esse resultado indica que os complexos ndo proporcionam um efeito de agregacéo
nas concentragcdes utilizadas nesse experimento. Embora seja possivel que os
tamanhos das particulas nas condicGes utilizadas possam se permanecer
constantes durante os experimentos, corroborando com linearidade da curva
obtida. Assim, este ambiente experimental € adequado para a realizacdo dos

ensaios de interacdo com ct-DNA.
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FIGURA 4.21 - Estudo de agregacdo do composto H,P em tampao Trisma e
DMF (4:1) UV-vis.
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4.2.2 — Titulacdo espectrofotomeétrica

O ensaio de titulacdo espectrofotométrica € amplamente utilizado
para compreender a interacdo entre compostos e DNA. Devido a alta sensibilidade
da espectroscopia na regido do UV-vis, é possivel analisar parametros de ligacéo,
bem como observar efeitos espectroscopicos, como batocromismo,
hipsocromismo, hipercromismo e hipocromismo®. Na interagdo com ct-DNA,
esses efeitos estdo diretamente relacionados a forma de interacdo estabelecida
entre pequenas moléculas e 0o DNA

Para compostos derivados de porfirinas, a intercalacdo com DNA é
caracterizada por deslocamentos batocromicos iguais ou superiores a 15 nm e
hipocromismo de pelo menos 35%°%°’. Em contrapartida, interagGes eletrostaticas
ou por ligacédo no sulco apresentam deslocamentos batocrémicos e hipocromismo
de menor intensidade, sendo inferiores ou iguais a 8 nm e 10%, respectivamente.

Para todos os compostos sintetizados, foram observadas constantes
de ligacdo na ordem de 10° M, deslocamentos batocrémicos entre 1 € 6 nm e
hipocromismo variando de 22% a 49%, TABELA 4.6. As constantes de ligacédo
seguem a ordem: ZnP2 < H,P2 < ZnP < H,P. Por outro lado, o hipocromismo
apresenta a seguinte ordem decrescente: ZnP2 > H,P > ZnP > H,P2. Ja 0s
deslocamentos batocrémicos seguem a ordem crescente: H,P2 < ZnP2 < H,P <
ZnP.

Esses resultados indicam que, por meio dessa técnica, ndo é possivel
determinar conclusivamente qual composto apresenta maior interacdo com o ct-
DNA. No entanto, os compostos derivados da meso-tetra(4-piridil)porfirina
destacaram-se nos efeitos batocrémicos e nas constantes de ligagcdo dentro do
sistema analisado. E importante ressaltar que todas as curvas de titulagcio
apresentaram pontos isosbésticos, evidenciando que, apés a adicdo de ct-DNA,
novos adutos sdo formadas devido a interacdo com as porfirinas tetracationicas,
FIGURA 4.22.
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FIGURA 4.22 - Sobreposicdo dos espectros na regido do UV-vis da titulacdo
espectrofotométrica do complexo H,P (6 uM) variando concentragdo do ct-DNA
a fim de obter a razdo molar de 0,1-2,0. O experimento foi realizado em tampéo
Trizma e DMF (4:1).

Estudos anteriores indicam que as porfirinas tetracatidnicas
derivadas de compostos de coordenacdo nas periferias apresentam valores de
constante de ligacdo inferiores ou na mesma ordem de grandeza dos valores
obtidos neste trabalho (TABELA 4.6). Por outro lado, os valores de
hipocromismo observados sdo inferiores ou dentro da faixa registrada por
Oliveira®, Iglesias® e colaboradores. De acordo com esses valores, 0s autores
atribuiram esse comportamento a interacdes via sulco®. Além disso, o efeito
batocromico de 16 nm observado no composto 4 foi associado a uma possivel

intercalacdo dos ligantes bipiridina coordenados ao platina(ll).
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TABELA 4.6 - Parametros fisico-quimicos obtidos pela interacdo de ct-DNA com
0s complexos do tipo PRAP.

Complexos Kb x 10° (M) H% AA (nm) Referéncia

H,P 6,97 39 3 Este trabalho

H,P2 5,23 22 1 Este trabalho

ZnP 3,80 37 6 Este trabalho

ZnP2 3,20 49 2 Este trabalho
H,RUTPyP 4,69 51 0 60
ZnRuTPyP 6,67 42 2 60
PdTThPor 0,16 44 0 59
PtTThPor 0,14 40 0 5
4 76,7 40 16 58

Embora se observe um efeito hipocromico significativo, esses
compostos, com carga molecular 4+, aumentam a possibilidade de interagGes
eletrostaticas e via sulco. E importante destacar que o tamanho dos grupos
substituintes dificulta a intercalacdo desses compostos com 0 DNA. Além disso,
a possivel labilizacdo de algum ligante periférico poderia permitir a formacéo de
uma ligacdo covalente com as bases nitrogenadas do ct-DNA. Devido a essas
caracteristicas, sao necessarias outras técnicas para investigar se essas interacoes

realmente ocorrem.

4.2.3 — Supressao de fluorescéncia do ct-DNA/Hoechst 33342 e ct-
DNA/laranja de tiazol

A supressdao de fluorescéncia na interacdo entre o DNA e um
marcador é um experimento eficaz para estudar o tipo de interacdo dos compostos
com a biomolécula, devido as caracteristicas de interacdo desses marcadores®.
Esses experimentos consistem, inicialmente, na interacdo entre a sonda e 0 DNA,

resultando na fluorescéncia do sistema (DNA/marcador). Em seguida, 0 composto
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a ser investigado é adicionado, e observa-se uma possivel alteracdo na
fluorescéncia ap6s 0 composto interagir com o sistema.

Neste trabalho, foram realizados estudos de interagdo com ct-DNA
utilizando as sondas Hoechst 33342 e laranja de tiazol. O Hoechst 33342 é um
marcador de DNA que interage preferencialmente com o sulco menor,
especificamente em regides ricas em adenina e timina (A—T)®%. Por outro lado, o
laranja de tiazol interage com o DNA por meio de intercalagdo®.

A partir das interacées com o DNA, observou-se uma diminuicdo
significativa da fluorescéncia do sistema DNA/Hoechst e DNA/laranja de tiazol
apos a adicdo das porfirinas tetracationicas. Por outro lado, para o complexo
mimético, mesmo em concentracdes quatro vezes superiores as porfirinas, ndo
foram identificadas alteracOes expressivas. Houve apenas uma leve flutuacdo na
fluorescéncia do sistema DNA/Hoechst. No caso do sistema DNA/laranja de
tiazol, o complexo mimético provocou mudancas minimas na fluorescéncia
inicial.

No sistema DNA-Hoechst, verificou-se que, entre oS compostos
PRAP, o H,P apresentou uma variagdo menos intensa na fluorescéncia do sistema
DNA-Hoechst, FIGURA 4.23(A). Em contrapartida, 0 composto ZnP2 mostrou
uma alteragdo mais significativa, com uma reducdo de aproximadamente 95% da
fluorescéncia inicial na razdo molar [Complexo]/[DNA] de 0,2, FIGURA
4.23(B).
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FIGURA 4.23 - Ensaio de supressdo de fluorescéncia de DNA-Hoechst (DH)
fixando a concentracdo de ct-DNA (100,0 uM) e Hoechst 33342 (5,0 uM), em
tampdo Trizma:DMF (4:1). (A) Espectros de supressdo de fluorescéncia na
auséncia e presenca do composto H,P, variando a concentracao entre 0 e 40,0 uM.
(B) Supressao de fluorescéncia (F/Fo) sendo F e Fo a intensidade de fluorescéncia
relativa em 450 nm na presenca e na auséncia dos complexos, respectivamente.
Variando a razdo molar [PRAP]/[ct-DNA] e [Mim]/[ct-DNA]em 0-0,4e0 - 1,6,
respectivamente. O eixo superior (em vermelho) esté relacionado com a variagdo
da razdo molar do complexo mimético, exclusivamente.

Para o sistema DNA-laranja de tiazol, entre os complexos PRAP, o
composto ZnP apresentou a menor variacdo na fluorescéncia com o aumento da
concentracdo da porfirina, FIGURA 4.24(A). De maneira semelhante ao
observado no sistema DNA-Hoechst, 0 composto ZnP2 exibiu uma reducdo de
aproximadamente 96% na fluorescéncia inicial, destacando-se como o complexo
que mais impactou a fluorescéncia no sistema DNA-laranja de tiazol, FIGURA
4.24(B).
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FIGURA 4.24 - Ensaio de supressao de fluorescéncia de DNA-Laranja de tiazol
(DTO) fixando a concentracdo de ct-DNA (100,0 uM) e Laranja de tiazol (5,0
uM), em tampéo Trizma:DMF (4:1). (A) Espectros de supressédo de fluorescéncia
na auséncia e presenca do composto H,P, variando a concentracgéo entre 0 e 40,0
uM. (B) Supressdo de fluorescéncia (F/Fg) sendo F e Fo a intensidade de
fluorescéncia relativa em 530 nm na presenca e na auséncia dos complexos,
respectivamente. Variando a razdo molar [PRAP]/[ct-DNA] e [Mim]/[ct-DNA]
em 0 - 0,4 e 0 - 1,6, respectivamente. O eixo superior (em vermelho) esta
relacionado com a variagdo da razdo molar do complexo mimetico,
exclusivamente,

Com base nos experimentos de supressdo de fluorescéncia, foi
possivel observar que o complexo mimético apresenta uma leve capacidade de
interacdo via sulcos do DNA nas concentragdes testadas. Para 0os compostos
PRAP, ndo foi possivel determinar com precisdo o modo de interacdo com a
biomolécula, pois eles exibiram comportamentos semelhantes em ambos o0s
sistemas avaliados. Uma possivel explicacdo para esse fendmeno é que a forte
interacdo entre os compostos e 0 DNA pode levar a formacgéo de adutos, o que
reduz significativamente a fluorescéncia nos dois sistemas testados. O composto
ZnP2 destacou-se, apresentando a maior reducéo de fluorescéncia em ambos 0s

sistemas analisados.
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4.2.4 — Mobilidade eletroforéetica do plasmideo pUC19 em gel de
agarose

Com 0 objetivo de investigar as interacdes com o DNA, foram
realizados experimentos de mobilidade eletroforética em gel de agarose utilizando
0 plasmideo pUC19, derivado da bactéria E. coli. Essa técnica baseia-se na
separacdo de moléculas pela aplicagdo de um campo elétrico!®. As diferentes
velocidades de migracdo observadas decorrem da relacdo carga-tamanho das
distintas conformacdes presentes no plasmideo!®. Como o DNA possui carga
parcial negativa, essa biomolécula tende a migrar em direcéo ao eletrodo de carga
oposta'®,

Além do campo elétrico, o suporte utilizado na eletroforese
desempenha um papel crucial na separacdo das moléculas. Geralmente, emprega-
se um gel com concentracdo de agarose entre 1% e 8%, que permite a formacéo
de poros com diametros variando entre 100 e 500 nm. Esses poros sdo altamente
eficientes na separacao de acidos nucleicos com tamanhos entre 0,1 e 20 kbp (do
inglés base pair, pares de bases)!?. Neste estudo, utilizou-se um gel contendo 1%
de agarose, adequado para a analise do plasmideo pUC19, que possui
aproximadamente 2,6 kbp, estando, dentro da faixa ideal para separacao.

A proporcao e a presenca das diferentes conformacdes do plasmideo
podem variar conforme a fonte do plasmideo. Neste estudo, verificou-se que mais
de 90% do plasmideo estava na conformacao superenovelada. Nos experimentos
realizados, foram identificadas bandas correspondentes as conformagdes circular
(CQC), linear (CL) e superenovelada (SE), apresentando mobilidade eletroforética
em ordem crescente, conforme ilustrado na FIGURA 4.25.

Os experimentos foram conduzidos comparando-se um controle
negativo, contendo plasmideo, N,N-dimetilformamida e agua, € um controle
positivo, contendo plasmideo e cisplatina (5,0 pM). Observou-se que todos 0s
compostos PRAP foram capazes de alterar a mobilidade eletroforética do
plasmideo nas concentrac6es de 1,0 uM e 10,0 uM. Contudo, na concentracdo de
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0,1 uM, ndo foram detectadas alteracGes significativas, FIGURA 4.25. O gel
contendo os resultados para as metaloporfirinas de zinco(ll) esta nos apéndices.
O composto mimético apresentou comportamento semelhante ao das
porfirinas nas concentracbes de 0,4 UM, 4,0 uM e 40,0 uM, equivalentes as
concentragdes de ruténio em relacdo as porfirinas tetracationicas, FIGURA 4.25.
Nas maiores concentracOes, foi observado o desaparecimento de todas as
conformacBes do plasmideo, para todos os compostos. Ja nas concentracGes
intermedidrias, ocorreu 0 desaparecimento completo da banda correspondente a
conformacéo superenovelada, com um aumento na intensidade da banda relativa
ao DNA linear para os compostos H,P2 e Mim. Adicionalmente, verificou-se que,
na concentragdo intermedidria do composto H,P, todas as bandas estavam
deslocadas, indicando um possivel arraste. Esse comportamento pode estar
relacionado a fragmentacdo do DNA, sugerindo alteragGes estruturais

significativas.

C+ Mim H,P H,P2
L2 L3 L8 L9 L10 L11

C-
L1 L4 L5 L6 L7
L 1 L T

cCc
—— -
cL T .- —_— - -
SE > G v - —- e
+

FIGURA 4.25 - Mobilidade eletroforética do plasmideo pUC19 com periodo de
incubacéo de 24 h e 10 % de DMF. Sendo que L1 ou C- é o controle negativo
contendo plasmideo (0,25 pg) e DMF. L2 ou C+ é o controle positivo contendo
plasmideo e cisplatina (5 pM). Para o complexo Mim foram variadas as
concentragdes, seguindo a ordem: L3 = 0,4; L4 = 4,0; L5 = 40 uM. Para o
complexo H,P (L6 =0,1; L7 =1,0; L8 = 10 uM) e H,P2 (L9 =0,1; L10 = 1,0;
L11 =10 pM).
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Entre os testes realizados, a mobilidade eletroforética foi o que
apresentou o comportamento mais semelhante entre as porfirinas tetracationicas
e 0 complexo mimético. Dessa forma, a presenca dos grupos periféricos de
ruténio(ll) nos compostos PRAP e no complexo mimético pode estar promovendo
esse comportamento na interacdo com o DNA.

A determinacdo da forma de interagcdo entre os compostos e 0
plasmideo por eletroforese é uma tarefa desafiadora. No entanto, devido as
caracteristicas dos complexos, pode-se levantar a hipotese de que a diminuicdo da
intensidade das bandas esteja relacionada a formacdo dos adutos (compostos
PRAP/plasmideo) com diametros maiores do que 500 nm. Esses adutos poderiam
impedir a visualizacdo das bandas do plasmideo nas concentra¢des mais altas dos
compostos, devido a possibilidade desses adutos ndo ultrapassarem os poros do
gel de agarose. Segundo Grau e colaboradores, o desaparecimento da banda pode
estar relacionado com a fragmentacdo do plasmideo, decorrente de ligacGes
covalentes entre os compostos e 0 DNA, Essa interacdo pode ser tdo eficiente
que inviabilize a deteccdo da biomoléculal®. Além disso, os compostos podem
interagir com o plasmideo por meio de interacdes eletrostaticas, impedindo a
intercalacdo do brometo de etidio com o DNA, o que resultaria no
desaparecimento das bandas, como sugerido por Cunha e colaboradores!®?. Dessa
forma, outros testes sdo necessarios para elucidar os modos de interacéo entre 0s

compostos e 0 DNA.

4.2.5 — Viscosidade Relativa

A técnica de viscosidade & um método hidrodinamico eficaz para
estudar a interacdo de compostos com ct-DNA®, Através desse experimento, é
possivel analisar a variacdo da viscosidade do DNA em resposta a interagdo com
0 composto em diferentes concentrag6es. De acordo com a literatura, os resultados
podem indicar diferentes tipos de interacdo: a intercalacdo, que, devido ao

alongamento da dupla hélice, provoca um aumento na viscosidade do ct-DNA%;
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a ligacdo covalente, que leva a fragmentacdo da dupla hélice e resulta na
diminuicéo da viscosidade do ct-DNA%: e as interacdes fracas (como interacdes
via sulco ou eletrostaticas), que causam poucas modificagdes no ct-DNA,
resultando em varia¢bes minimas na viscosidade da biomolécula.

O experimento de viscosidade foi realizado com todos os complexos
sintetizados neste trabalho. O complexo mimético foi utilizado em uma
concentracdo quatro vezes maior para garantir que as mesmas quantidades de ions
estivessem presentes em solucdo, além de manter a propor¢do equivalente dos
grupos periféricos da porfirina. Como controle positivo, foi utilizado o laranja de
tiazol, que intercala com os pares de bases nitrogenadas do DNA, conforme
mostrado na FIGURA 4.26.

Apobs a realizacdo do experimento, observou-se uma diminuicéo
significativa da viscosidade quando o ct-DNA foi submetido a concentracdes
crescentes dos compostos PRAP, FIGURA 4.26. Inicialmente, esse
comportamento sugere que 0s compostos podem estar formando ligacOes
covalentes com o ct-DNA. No entanto, devido a carga dos compostos, uma
hipdtese alternativa foi levantada, sugerindo que eles poderiam induzir um efeito
de nucleacdo. Esse efeito resultaria na aglomeracdo de moléculas de ct-DNA ao
redor das moléculas de composto, o que provocaria a diminuicdo da viscosidade
do sistema devido a formacéo de adutos e uma diminuicdo da interacdo do ct-
DNA com o vidro do viscosimetro.

Para o complexo mimético, ndo foi observado o mesmo
comportamento de formacdo de adutos. Na verdade, a pequena variagdo na
viscosidade pode ser atribuida a interacfes eletrostaticas ou via sulco. Esses
resultados corroboram com o0s experimentos anteriores, sugerindo que o
arcabouco estrutural das porfirinas tetracationicas desempenha um papel

fundamental na formacéo dos adutos.
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FIGURA 4.26 -Verificacdo da viscosidade relativa do ct-DNA (80 uM) a
partir da variacdo de tempo de escoamento no viscosimetro de Ostwald para
0s complexos PRAP e laranja de tiazol de 0-0,3 e para 0 complexo mimético
variando a razdo molar entre 0-1,2. O eixo superior (em vermelho) esta
relacionado com a variacdo da razdo molar do complexo mimético,
exclusivamente.

4.2.6 — Interacdo com ct-DNA por dicroismo circular

A espectroscopia eletrénica de dicroismo circular € uma ferramenta
amplamente utilizada para estudar mudancas na quiralidade de biomoléculas,
como DNA, RNA e proteinasi®. Essa técnica é particularmente fundamental no
estudo das interacbes com o DNA devido as caracteristicas especificas dos
espectros de dicroismo circular. A conformacdo B-DNA, que é a mais prevalente
nas células, e caracterizada pela presenca de duas bandas no dicroismo circular:
uma banda positiva em torno de 275 nm, associada ao empilhamento das bases
nitrogenadas, e uma banda negativa aproximadamente a 245 nm, relacionada a
helicidade do DNA®, Dentre as varias conformacdes do DNA, destaca-se a
conformacdo Z, que difere do B-DNA principalmente pela rotacdo da dupla

hélice. No B-DNA, a hélice gira para a direita, enquanto no Z-DNA, o sentido de
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rotacdo é para a esquerdal®. Essas diferencas séo refletidas no perfil do espectro,
sendo que as bandas de menor e maior energia do Z-DNA s&@o negativas e
positivas, respectivamente. Essa caracteristica € de grande importancia na analise
das conformacdes do DNA utilizando essa tecnica.

Neste trabalho, utilizou-se ct-DNA, que apresenta a conformacao B-
DNA como predominante. Assim, foi observada uma banda positiva a 275 nm;
no entanto, a banda negativa ndo foi totalmente identificada devido as condicgdes
experimentais. Para permitir uma comparacdo experimental entre as técnicas
empregadas neste estudo, o experimento foi conduzido em tampao Tris-HCI:
DMF (4:1). Mesmo assim, foi possivel observar os efeitos da interacdo dos
compostos com ambas as bandas do ct-DNA. Devido a robustez da técnica para
verificar as conformacdes do DNA, os experimentos foram realizados com
incubacéo de 10 minutos e 24 horas. Essa abordagem foi adotada para avaliar a
importancia do tempo nos experimentos e para compreender as possiveis
mudancas nas conformacdes do DNA ao longo de cada experimento.

Para o composto Mim, com o periodo de incubacgéo de 10 minutos,
observou-se um aumento na intensidade da banda negativa, FIGURA 4.27(A),
enquanto apds 24 horas, o efeito foi inverso, FIGURA 4.27(B). Por outro lado,
ndo foram observadas modificacOes significativas na banda positiva. Assim, em
ambos 0s tempos de incubacdo, verificou-se que o composto mimético tem a
capacidade de modificar a helicidade do ct-DNA. E importante destacar que as
alteracGes nos espectros em diferentes tempos indicam que dois efeitos podem

estar ocorrendo ao longo do tempo.
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FIGURA 4.27 - Espectros de dicroismo circular de ct-DNA (80,0 uM) em tampao
Trizma:DMF (1:4), na presenca complexo mimético nas concentracgdes de 0, 16,
32,48, 64, 80, 96 uM obtendo razao molar de 0; 0,20; 0,40; 0,60; 0,80; 1,00; 1,20.
(A) com periodo de incubacdo de 10 minutos temperatura ambiente; (B)
incubacéo durante 24 h, a 37 °C.

Os compostos PRAP, por sua vez, apresentaram uma modificacéo
significativa nas bandas positivas e negativas do espectro de dicroismo circular
tanto apos 10 minutos quanto 24 horas. Inicialmente, observou-se uma diminuicao
na intensidade da banda positiva, enquanto a banda negativa exibiu variac6es
aleatdrias, como ilustrado pelo composto ZnP2, FIGURA 4.28(A). Apés 24 horas,
foi registrada uma diminuicdo ainda mais acentuada em ambas as bandas,
FIGURA 4.28(B). Entre 400 e 450 nm, foram observadas bandas de dicroismo
induzido, associadas a banda Soret das porfirinas. Vale destacar que o perfil das
bandas variou ao longo do tempo, indicando que as porfirinas estdo de fato
interagindo com o DNA. Esses resultados sugerem que a interacdo entre o ct-
DNA e as porfirinas tetracatidnicas é dependente do tempo e, a partir dos
espectros de dicroismo circular, € possivel concluir que os compostos PRAP
podem alterar a estrutura secundaria do DNA de maneira mais intensa e diferente

quando comparado ao complexo Mim.
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FIGURA 4.28 - Espectros de dicroismo circular de ct-DNA (80,0 uM) em tampao
Trizma:DMF (1:4), na presenca complexo ZnP2 nas concentragdes de 0, 4, 8, 12,
16, 20, 24 uM obtendo razdo molar de 0; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30. (A)
com periodo de incubacdo de 10 minutos temperatura ambiente; (B) incubacéao
durante 24 h, a 37 °C.

A interagdo com ct-DNA por meio de dicroismo circular é uma
ferramenta importante, embora a sua interpretacdo possa gerar algumas
divergéncias na literatura. De acordo com o conceito geral, mudangas
significativas nas bandas de dicroismo circular estdo frequentemente associadas a
interacOes fortes ou podem ser interpretadas como uma alteragcdo na conformacao
do DNA® Tarai e Kaplanis relatam que um aumento nas intensidades das bandas
positiva e negativa € caracteristico da interacdo por intercalacdo de compostos
com o DNA, enguanto interacOes eletrostaticas ou via sulco ndo geram efeitos
significativos 1971%_ Além disso, Tarai sugere que a modificacdo observada em
seu estudo esta relacionada a transicéo da conformacéo B-DNA para a Z-DNAY,
A diminuicdo das bandas de dicroismo circular do DNA ap0s a titulacdo de
compostos é geralmente atribuida a interacdo desses compostos com o DNA,
sendo descrita de maneiras distintas na literatura. Mahadevan e Fu associam a
reducdo das bandas ao deslocamento da conformacdo B-DNA para a C-
DNAW0  enquanto Palmeira-Mello e colaboradores concluiram que a
diminuicdo drastica das bandas se deve a uma ligacdo forte dos compostos com

as bases nitrogenadas do DNAM,
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Ao comparar com estruturas semelhantes descritas neste trabalho,
como as porfirinas tetracationicas derivadas de compostos de coordenacéo,
Oliveira e colaboradores observaram uma diminuicdo exclusiva da banda
negativa, o que foi atribuido a uma interacdo eletrostatical2. Iglesias e
colaboradores, por sua vez, sugerem que a diminuicdo das bandas pode ser
decorrente de uma interacdo que afeta a estrutura do DNA, especialmente nas
regiGes aromaticas. Os autores acrescentam que tal interacdo pode modificar a
absortividade molar das bandas do DNA em relagéo a luz circular polarizada.

E evidente que as modificacdes nas bandas de dicroismo circular em
relacdo ao B-DNA séo geralmente associadas a interacdes de alta magnitude,
embora a natureza exata dessas interagdes ainda nao seja claramente definida. A
diminuicdo das bandas oferece poucas evidéncias sobre o tipo de interacéo entre
0s compostos e a biomolécula; por isso, em muitos casos, € necessario utilizar um
conjunto de técnicas para elucidar essa interacdo. Neste trabalho, essa diminuicao
serd inicialmente atribuida a uma interacdo eletrostatica, seguida por uma
interacdo mais forte, que pode ocorrer por meio de ligacOes covalentes. Para
investigar essa hipotese, foi realizado o experimento de interacdo com a

guanosina.

4.2.7 — Interacdo com guanosina

A estrutura do DNA é composta por duas classes de bases
nitrogenadas: as pirimidinas e as purinas. As purinas incluem as moléculas de
guanina e adenina, que possuem 0 nitrogénio N7 como o sitio mais disponivel
para formar ligacGes covalentes, conforme ilustrado na FIGURA 4.29(A). A
cisplatina, por exemplo, se liga preferencialmente a guanina, motivo pelo qual a
guanosina foi escolhida para os experimentos realizados neste trabalho, FIGURA
4.29(B). A guanosina, por sua vez, é formada pela juncdo de uma molécula de
guanina com um anel de ribose, FIGURA 4.29(C). No contexto do DNA, as

guanosinas estdo ligadas a grupos fosfato, formando moléculas denominadas
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guanosina 5’-monofosfato (5’-GMP, do inglés guanosine 5’-monophosphate).
Essas unidades interagem entre si, contribuindo para a formacédo das fitas de
DNA3, FIGURA 4.29(D).

w B)
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o 4\':\;) 2 <N ‘ N)\NH
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Purina Guanina
(C) i (D)

I X I
N N ® N S

HO I
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Guanosina Guanosina 5'-monofosfato (5-GMP)

FIGURA 4.29 - Estrutura quimica da purina (A), da guanina (B), da guanosina
(C) e guanosina 5’-monofosfato (5’-GMP) (D).

Uma forma para realizar o ensaio com a guanosina € utilizar RMN
de H e 3P{H}, caso a molécula contenha esses niicleos em sua estrutura. Esse
experimento foi conduzido com o composto H,P e guanosina em uma proporcgao
de 1:2, utilizando como solventes uma mistura acetona-ds e DMSO-ds (9:1), nos
tempos 0, 24 e 48 horas, FIGURA 4.30. Esses solventes foram utilizados pois o
complexo € estdvel em acetona e a guanosina apresenta alta solubilidade em
DMSO. Infelizmente, a presenca de DMSO foi requerida para este experimento,
mesmo sabendo que o composto ndo apresenta estabilidade nesse solvente, que
sera investigado na subsecdo 4.3.1. Para minimizar possiveis erros de
interpretacdo dos dados, foi realizado um experimento controle (branco), sem a
presenca de guanosina. Os espectros obtidos nesse controle estdo apresentados na

subsecdo 4.3.1, relacionadas ao estudo da estabilidade do composto em DMSO.
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Apbs a aquisicdo dos espectros, foi identificado um desdobramento
do singuleto em 36 ppm, associado ao complexo. Esse sinal também foi observado
no ensaio de estabilidade em DMSO. No entanto, dois singletos adicionais foram
observados em 37 ppm, 0s quais ndo estavam presentes no estudo de estabilidade
com DMSO. Esses sinais foram atribuidos a formacdo de novas espécies
resultantes da ligacdo covalente entre o ruténio e a guanosina, FIGURA 4.30. E
relevante destacar que o complexo mimético apresentou comportamento
semelhante ao composto H,P. Os espectros de RMN 3!P{*H} referentes ao

complexo mimético estdo disponiveis nos apéndices.

Novas espécies

H,PRAP/guanosina (1:5) DMSO-dg/Acetona-dg (1:9) - 48 h

b hones

H,PRAP/guanosina (1:5) DMSO-dg/Acetona-dg (1:9) - 24 h

H,PRAP/guanosina (1:5) DMSO-dg/Acetona-dg (1:9) - 0 h

JL H,PRAP - Acetona-dg

FIGURA 4.30 - Espectros de 3'P{*H} RMN da interacdo do composto H,P e
guanosina na proporcdo 5:1, no periodo de 0-48 h utilizando acetona-ds €
DMSO-ds (9:1).

Para uma maior compreenséo do sistema, foi realizado um estudo de
interacdo utilizando o composto H,P2. Observou-se que sua interagdo com a
guanosina resultou na formacdo das mesmas espécies observadas na interacéo
com o complexo H,P, FIGURA 4.31. Esse comportamento levanta a hipotese de

que ocorre o rompimento da ligacdo entre o ruténio(ll) e o piridil da meso-tetra(3-
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piridil)porfirina. Se o produto formado tivesse origem na liberacdo de outro
ligante, como cloreto ou areno, seria esperado que o0 composto resultante,
envolvendo a coordenacdo entre a meso-tetra(3-piridil)porfirina e a guanosina,
apresentasse um sinal de fosforo de baixa resolucéo no espectro de RMN 3!P{*H}.
No entanto, esse comportamento nao foi observado, sugerindo que o rompimento

ocorre especificamente na ligagdo com o piridil.

Novas espécies

H,P2/guanosina (1:5) DMSO-dg/Acetona-dg (1:9) - 48 h
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FIGURA 4.31 - Espectros de 3P{*H} RMN da interacdo do composto H,P2 e
guanosina na proporcao 5:1, no periodo de 0-48 h utilizando acetona-ds e DMSO-
d6 (91)

Na tentativa de isolar o complexo formado pela interacdo dos
compostos PRAP com a guanosina, realizou-se uma reacdo entre o complexo
mimético e a guanosina, seguida de esforgos para cristalizar a espécie resultante,
sem sucesso. Paralelamente, foi realizada uma sintese utilizando o precursor

[Ru(p-cimeno)Cl,(PPhs)] para confirmar a hipdtese mencionada anteriormente.
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Observou-se a presenca do mesmo sinal em maior intensidade, porém
acompanhada da formacé&o de diversos subprodutos no espectro de RMN 3!P{*H}.
Esses resultados reforcam a hipdtese de que ocorre a labilizagéo da ligagéo entre

o piridil e o centro metalico no processo de interagdo com a guanosina.

4.2.8 — Interacéo por DLS e discusséo geral da interacdo com o
DNA

Para confirmar a formacdo de adutos com o ct-DNA, foi realizado
um estudo preliminar utilizando a técnica de Dynamic Light Scattering (DLS),
amplamente reconhecida por sua eficacia na analise do tamanho de particulas 14,
O composto ZnP2 foi selecionado para esse experimento, pois demonstrou uma
diminuicdo mais acentuada na fluorescéncia nos sistemas DNA-Hoechst e DNA-
Laranja de tiazol. Além disso, tambem apresentou reducdo significativa das
bandas associadas ao empilhamento das bases nitrogenadas e a helicidade do
DNA, conforme observado nos ensaios de interagdo por dicroismo circular
descritos nas subsecOes 4.2.3 e 4.2.6, respectivamente.

A partir do experimento de Dynamic Light Scattering (DLS), foi
observado que o composto ZnP2 ndo provoca alteragOes significativas no
didametro das particulas em tampdo Tris:DMF (4:1), mesmo com 0 aumento da
concentracdo. O diametro medio permaneceu em torno de 330 nm, na auséncia de
ct-DNA, conforme demonstrado nos graficos disponiveis nos apéndices. Esses
resultados indicam que o composto ZnP2 formam particulas maiores do que as
descritas no vacuo, porém o tamanho dessas particulas mantém-se estavel,
corroborando os dados obtidos no estudo de agregacdo por UV-vis, descrito na
subsecdo 4.2.1.

Vale destacar que o tamanho das particulas determinado
experimentalmente é consideravelmente diferente dos dados teoricos obtidos por

calculos de DFT, que estimaram um didmetro de aproximadamente 3 nm (secéo
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0). Essa diferenca pode ser atribuida ao fato de que os calculos tedricos ndo
consideram as interagdes intermoleculares presentes no sistema experimental.
Nos experimentos de espalhamento de luz dindmico (DLS), foi
observado que o ct-DNA (80,0 uM) apresentou particulas com um raio
hidrodinamico de aproximadamente 630 nm, correspondendo a maior intensidade
relativa. Apos a interagdo com o composto ZnP2, na concentragao de 20,0 uM,
houve um aumento significativo no raio hidrodindmico, atingindo cerca de 3500
nm, FIGURA 4.32. Esses resultados preliminares sugerem que houve a formagéo

de adutos entre 0 composto ZnP2 e o ct-DNA.
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FIGURA 4.32 - Medidas da dispersdo do tamanho de particulas por DLS de ct-
DNA (80,0 uM; azul), do complexo ZnP2 (20,0 uM; verde) e da interagdo ct-
DNA:ZnP2 (80:20 uM; laranja).

Embora diversas técnicas classicas de interacdo com DNA tenham
sido aplicadas neste estudo, também foi analisado as caracteristicas das solu¢des
preparadas para a realizagcdo dos ensaios. Sendo assim, foram preparadas solucdes
do complexo ZnP2 em diferentes concentragGes, tanto na presenga quanto na
auséncia de ct-DNA (80,0 uM), utilizando tampao Trisma:DMF (4:1). As

solugbes foram incubadas por 24 horas, e comportamentos distintos foram
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registrados. Na auséncia de ct-DNA, observou-se um aumento na intensidade da
coloracdo das solugdes do composto ZnP2, com o aumento da concentracao,
FIGURA 4.33(A). Por outro lado, na presenca da biomoléecula, verificou-se uma
maior formacao de precipitados, acompanhada por uma reducao da coloracéo da

solucdo nas mesmas condicbes, FIGURA 4.33(B).

-
DNATT ™ —

ZnP2{ 4pM  8uM 12uyM 16 puM

............................................................................

DNA:ZnP2; k|

..........................................................................
ZnP2 .

3 | U

FIGURA 4.33 - Aspecto visual das solucdes de ZnP2 em diferentes concentracoes
(4,0; 8,0; 12,0; 16,0; 20,0 uM) na auséncia (A) e presenca de ct-DNA (80,0 uM)
em tampao Trisma e 20% DMF (B), incubando por 24 horas a 37 °C.

Os ensaios realizados evidenciam, de forma inequivoca, que 0S
compostos sintetizados neste trabalho interagem com o DNA nas condicdes
experimentais estabelecidas. No entanto, algumas formas de interacdo, como a
intercalacdo, foram descartadas com base nas caracteristicas estruturais dos
compostos PRAP. A distancia entre as bases nitrogenadas do B-DNA ¢ de
aproximadamente 3,4 A*, enquanto a largura das moléculas dos compostos
PRAP é cerca de 9 A, o que inviabiliza o encaixe necessario para a intercalagio.
Além disso, os compostos PRAP ndo apresentam grupos aromaticos condensados
na periferia que poderiam favorecer esse tipo de interagdo. Esse entendimento é
corroborado pelos resultados da titulacdo espectrofotométrica, que ndo
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evidenciaram deslocamentos batocromicos caracteristicos de ligacdo por
intercalacdo. Adicionalmente, a largura dos compostos PRAP também reduz a
possibilidade de interacdo pelo sulco menor do DNA, uma vez que a distancia
entre as fitas desse sulco varia entre 4,6 e 7,6 A5,

A partir dessas informagbes, foi proposto um mecanismo
simplificado para a interacédo entre o DNA e os compostos PRAP, conforme
ilustrado na FIGURA 4.34(C). Inicialmente, a interacdo ocorre por meio do sulco
maior ou de forcas eletrostaticas, resultando na formacdo de adutos néo
especificos, um comportamento suportado pela medidas de DLS e visualizacdo
do teste descrito na FIGURA 4.33. Posteriormente, pode ocorrer a labilizacdo da
ligacdo entre o piridil da porfirina e centro metalico, seguida pela formacéo de
uma ligacdo covalente entre o centro metélico e o nitrogénio N7 presente na
guanosina, FIGURA 4.34(D). Este ultimo processo foi sugerido pelo experimento

de interacdo com guanosina utilizando RMN 3!P{*H}, descrito na secéo 4.2.7.
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FIGURA 4.34 - Proposta de interacdo dos compostos PRAP com o DNA. A)
representacdo da simplificacdo dos compostos PRAP e do DNA. B)
Representacdo do DNA em solucdo. C) representacdo do DNA com 0s compostos
PRAP promovendo a formacédo de adutos. D) esquema reacional dos compostos
PRAP com a guanosina, como uma hipétese de ligacdo covalente.

Com base nos dados apresentados, 0s compostos PRAP demonstram
grande potencial para aplicag6es envolvendo interagdo com o DNA. Na literatura,
é amplamente documentado que compostos nanoestruturados, como as porfirinas
tetracationicas sintetizadas neste trabalho, sdo frequentemente utilizados na
formacdo de adutos com DNA, especialmente para a confeccdo de
biossensores'!®, Dessa forma, esses compostos mostram-se promissores para
aplicacdes relevantes na area de quimica de materiais.

Na proxima secdo, serd avaliada a atividade celular dos compostos

PRAP, considerando sua capacidade de interagir com o0 DNA e potencialmente
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reduzir a viabilidade celular. Adicionalmente, suas propriedades fotoquimicas
serdo investigadas, com o objetivo de verificar se a combinacdo entre 0s
compostos PRAP e a irradiacdo de luz pode gerar espécies reativas capazes de

promover a diminuicao da viabilidade celular.
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Nesta secdo, serdo apresentados os estudos fisico-quimicos
relacionados a estabilidade e lipofilicidade das porfirinas tetracatidnicas. Em
seguida, essas moléculas serdo caracterizadas por espectroscopia de
fluorescéncia, e sua fotoestabilidade sera avaliada utilizando a fonte de irradiacéo
aplicada nos experimentos. Por fim, serdo discutidos os ensaios celulares com
foco na fotoativacdo, incluindo testes de viabilidade celular, analises
morfoldgicas em culturas bidimensionais (2D) e tridimensionais (3D), ensaios de
morte celular por citometria de fluxo, e investigacdes sobre possiveis danos ao

nucleo celular por meio do ensaio de fotoclivagem do plasmideo pUC19.

4.3.1 — Estabilidade por RMN 3!P{*H}

O estudo de estabilidade dos compostos € um teste fundamental para
avaliar o comportamento dos complexos em solucGes contendo diferentes
solventes. Considerando que esses compostos serdo utilizados em ensaios
bioldgicos, torna-se crucial verificar a formacéo de subprodutos ao entrarem em
contato com os solventes ou com o meio de cultura celular, como o DMEM,
utilizado nesses experimentos!!’. Para isso, foi avaliada a estabilidade do
composto H,P em misturas de DMSO, acetona-ds e meio de cultura, empregando
a técnica de RMN 3P{*H} para identificar a possivel formacdo de novas espécies
quimicas.

Primeiramente, foi realizado o estudo de estabilidade em acetona-ds
em 48 horas, e 0 compostos H,P se mostrou estavel. Porém, foi observado que o
complexo H,P proporcionou a formacéo de algumas espécies quimica, contendo
fésforo em sua estrutura, apés a interagdo com DMSO. Pelo espectro de RMN
31p{1H} foi verificado a formacéo de novos sinais em aproximadamente 23, 25 e
28 ppm, FIGURA 4.35.
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FIGURA 4.35 - Estudo de estabilidade para H,P por RMN 3P{'H} em
acetona/DMSO (9:1).

Também foi realizado o teste de estabilidade do composto H,P em
uma mistura de solventes contendo acetona-ds:DMEM:DMSO (85:10:5), onde
foram observados quatro sinais em aproximadamente 23, 28, 33 e 41 ppm. A
FIGURA 4.36 apresenta uma comparacdo das espécies formadas a partir do
composto H,P nos diferentes meios utilizados para os testes de estabilidade.
Verificou-se que a espécie quimica correspondente ao sinal em aproximadamente
25 ppm € um subproduto exclusivo da presenca de DMSO. Por outro lado, as
espécies quimicas correspondentes aos sinais em aproximadamente 23 e 28 ppm
estdo presentes em ambos os testes de estabilidade. J& os sinais em 41 e 33 ppm
estdo associados a subprodutos formados pela interagdo com compostos presentes

no meio de cultura.
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FIGURA 4.36 - Estabilidade do complexo H,P por RMN 3P{*H} apéds 48 h de
interacdo com acetona-ds (marrom), acetona-ds/DMSO (9:1) (azul), acetona-
ds/ DMEM/DMSO (85:10:5) - 48 h (verde). Com as marcacdes das espeécies
quimicas presentes em cada condicéo.

Infelizmente, ndo foi possivel a caracterizacdo desses subprodutos,
resultantes da instabilidade do complexo H,P, embora tenham sido realizadas
tentativas de cristalizacdo e experimentos de HPLC acoplado a espectrometria de
massas. Apesar de esses testes representarem um ponto negativo para o sistema,
em um primeiro momento, a reatividade dos compostos também é uma
caracteristica importante de complexos bem-sucedidos, como os metalofarmacos.
Um exemplo disso é a cisplatina, que labiliza ligantes para a formacao de ligacdes
covalentes com o DNAM8, Outro ponto relevante é que o processo de labilizacdo
de compostos pode favorecer a formacdo dos chamados “Drug Deliveries”, que
sdo compostos responsaveis pela liberacdo de farmacos para interacdo com alvos
biolégicos especificos'®. Sendo assim, essa caracteristica confere ao sistema um

potencial ainda mais desafiador e promissor para outras aplicagoes.
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4.3.2 — Coeficiente de particao

O coeficiente de particdo € uma medida fisico-quimica que
caracteriza a lipofilia de substancias, uma caracteristica importante que influencia
as propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas de compostos
biologicamente ativos'?®. A determinacdo desse parametro pode ser realizada
experimentalmente por meio da interagdo do composto com dois solventes
imisciveis. Como solvente hidrofilico, utiliza-se &gua ou uma solucédo
tamponada®?°. Por outro lado, como solvente lipofilico, utiliza-se n-octanol, que
tem a capacidade de mimetizar os fosfolipidios encontrados na membrana
celulart?012,

Para calcular esse parametro, primeiramente foi realizada uma curva
analitica por UV-vis dos compostos PRAP. Em seguida, os compostos foram
quantificados em triplicata na fase organica. A concentracdo na fase aquosa foi
obtida pela subtracdo da concentracdo total tedrica pela concentracdo na fase
organica 2122, Por fim, o coeficiente de particdo foi calculado utilizando a
EQUACAO 4.1:

EQUACAO 4.1 — Calculo realizado para obtencdo do coeficiente de particdo sendo
que [n — octanol] e [H,0] séo as concentracOes das porfirinas em n-octanol (fase
organica) e agua, respectivamente.

[n — octanol]

[H0]

P =

Ap0s obter o coeficiente de particéo, foi calculado o log P, que € a
grandeza que se relaciona com a lipofilicidade de uma substancia. Sendo assim,
neste trabalho foi verificado que os compostos PRAP apresentam valores de
lipofilicidade que variam entre 0,66 e 1,04, TABELA 4.7. Esses valores de log P
estdo entre -1 e 5, sugerindo que 0s compostos apresentam boa permeabilidade na
membrana celular'?®. Adicionalmente, os valores de log P estdo dentro da faixa

de 0 a 3, o que indica que os compostos sdo biodisponiveisiZ,
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TABELA 4.7 - Logaritmo dos valores de coeficiente de particdo dos compostos
PRAP sintetizados nesse trabalho.

Complexo LogP

H,P 0,86
ZnP 0,66
H,P2 0,73
ZnP2 1,04

4.3.3 — Estudos fotoquimicos

As porfirinas apresentam comportamento fluorescente, o que
possibilita diversas aplicacdes, como sensores opticos!?*, células solares'®® e
fotossensibilizantes para terapia fotodindmical?®. A espectroscopia de
fluorescéncia é a técnica capaz de identificar a emissédo de luz de moléculas ap6s
serem excitadas por radiacéo eletromagnética em comprimentos de onda na regido
do visivel.

A partir da caracterizagdo dos complexos do sistema PRAP, foi
observado que os compostos H,P emitem duas bandas com intensidades maximas
em aproximadamente 720 e 660 nm, FIGURA 4.37(A); para os complexos ZnP,
foram observadas bandas préximas a 655 e 615 nm, FIGURA 4.37(B). Os
complexos derivados da H,T3PyP apresentam o mesmo comportamento. Essas
caracteristicas estdo de acordo com dados da literatura referentes a porfirinas em

forma de base livre e metaloporfirinas de zinco(I1)?7128,
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FIGURA 4.37 - Espectros de emissdo dos compostos H,P (A), e ZnP (B),
utilizando diclorometano como solvente e comprimento de excitacdo nas
respectivas bandas Soret.

Os valores de rendimento quantico foram obtidos utilizando a H,TPP
como padrdo. Foi observado que os compostos derivados das bases livres
proporcionaram um maior rendimento quantico quando comparados com as
respectivas metaloporfirinas de zinco(ll) (TABELA 4.8). Neste sistema, 0
zinco(I) reduz a fluorescéncia; no entanto, como ja foi mencionado, esse cation
ndo provoca uma supressdo total desse efeito, possibilitando o estudo de seu

comportamento fotoquimico.

TABELA 4.8 - Dados de fotoluminescéncia em diclorometano para as porfirinas
sintetizadas.

Composto FLmax (NM) ¢
H2P 658 0,0181
H2P2 653 0,0140
ZnP 649 0,0042
ZnP2 660 0,0051

2 Rendimento quantico utilizando H2TPP como padrio ¢nztee = 0,13%%7°,
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4.3.4 — Estudo de fotoestabilidade

O estudo de fotoestabilidade é mais um teste importante para
entender a eficiéncia de um fotossensibilizante. Muitos compostos tetrapirrolicos
podem passar por um processo de fotodegradacdo (entre eles o
fotobranqueamento), que é a diminuicdo da absortividade molar, fendmeno que

pode ser identificado pela espectroscopia na regido do UV-vis, FIGURA 4.38.
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FIGURA 4.38 - Exemplo de fotodegradacéo de porfirina com oxigénio singleto.

A fotodegradacdo, no primeiro momento da aplicacdo de
fotossensibilizantes em PDT, era compreendida como um processo indesejavel.
Porém, com a evolucgéo da PDT, foi verificado que o tratamento excessivo poderia
trazer alguns maleficios ao paciente®. Com isso, é importante também o
desenvolvimento de compostos que podem funcionar como dosimetros, ou seja,
compostos que respondem a dosagem de radiacdo eletromagnética, perdendo
assim suas caracteristicas de fotossensibilizantes®’. No entanto, ambas as
caracteristicas ainda sdo importantes para o entendimento e desenvolvimento de
novos fotossensibilizantes, devido as aplicacdes em diferentes tecidos °1.

Para o composto H,P, foi observado que, a partir da exposi¢cdo a
radiacdo eletromagnética de LED em 415 nm durante 15 minutos, ocorreu a
diminuicdo da banda Soret em aproximadamente 15% em comparagédo ao espectro

da solucéo ndo irradiada, FIGURA 4.39(A) e (B). Para as porfirinas de base livre,
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foi observada a formacdo de uma nova banda entre as bandas Soret e Q, mais
energética, sendo interpretada como o surgimento de uma nova espécie em
solucdo. Para o composto ZnP, foi observada uma variacdo de aproximadamente
10% na banda Soret, com o0 passar do tempo de exposi¢ao, FIGURA 4.39(C) e
(D). Com cinco minutos de exposicéo, a variacdo foi de aproximadamente 3%
para todos os compostos PRAP. Pode-se considerar que, nessas condicOes

experimentais, esses compostos se mostraram fotoestaveis.
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FIGURA 4.39 - Estudo de fotoestabilidade dos compostos H,P (A) e ZnP (C) com
tempo de exposicdo de 15 minutos, com suas respectivas curvas monitoradas na
banda Soret dos compostos H,P (B) e ZnP (D), usando diclorometano como
solvente.
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A partir desses resultados, observou-se que o0 centro metalico na
cavidade da porfirina exerce pouca influéncia no comportamento de
fotoestabilidade dentro da mesma classe de compostos sintetizados, nas condic¢des
avaliadas. Essas pequenas diferencas reforcam a viabilidade desses compostos
como candidatos a novos fotossensibilizantes, ampliando as perspectivas para
aplicacoes em diferentes linhagens celulares, derivadas de diversos tecidos do
corpo. Assim, nos testes de viabilidade celular, foi adotada a dose de 5 minutos
de irradiacdo, considerando que, nas condig0es experimentais realizadas, os

compostos PRAP demonstraram-se fotoestaveis.

4.3.5 — Viabilidade celular

Para avaliar a toxicidade dos compostos, inicialmente foi realizado o
ensaio de viabilidade celular utilizando o método baseado em resazurina nas
linhagens A2780 (tumoral de ovario) e MRC-5 (ndo tumoral de pulméo). A
resazurina € um corante nao toxico, de coloracdo azul e baixa fluorescéncia, que
sofre reducdo devido a atividade metabolica mitocondrial em células viaveis,
formando um composto rosa de alta fluorescéncia!?®, conforme ilustrado na
FIGURA 4.40. Devido a essas caracteristicas, a intensidade de fluorescéncia
relativa é quantificada e utilizada para determinar os valores da concentracao

inibitoria que reduz 50% da viabilidade celular (ICsp), em relacéo ao controle.

Resazurina Resorufina
o
\ , N
- & NAD+/H20 /Qi i@
HO O (@]
HO O O
Azul Rosa
Baixa fluorescéncia Alta fluorescéncia
?

Viabilidade celular

FIGURA 4.40 - Esquema ilustrativo da reacdo da resazurina, na mitocondria de
células viaveis, para a formacéo da resorufina.
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Apbs a determinacdo dos valores de ICsp, verificou-se que 0s
compostos ndo apresentam atividade em concentracdes inferiores a 50 uM na
linhagem ndo tumoral MRC-5. Esse comportamento € considerado um ponto
positivo, indicando que os compostos ndo reduzem a viabilidade celular de uma
linhagem n&o tumoral nas concentragdes testadas.

Posteriormente, foi realizado o teste de viabilidade celular para todos
0s compostos de coordenacdo sintetizados neste trabalho, utilizando a linhagem
A2780, inicialmente no escuro e com um tempo de tratamento de 48 horas.
Observou-se que os compostos ndo apresentaram atividade em concentragdes
inferiores a 50 uM, com excegdo dos compostos H,P2 e Mim, que exibiram
valores de 1Csp de 12,71 +£2,10 uM e 16,67 £ 2,97 uM, respectivamente. Assim,
esses compostos apresentam indices de seletividade de 3,9 e 2,9. Na literatura
mostra que esses indices de seletividade acima de 1 ou 2 podem indicar
potencialidade para estudos como possiveis agente quimioterapicost3®-132,

Apobs 0 ensaio no escuro, foi realizado o ensaio de viabilidade celular
sob incidéncia de luz no comprimento de onda de 415 nm durante 5 minutos,
correspondente a uma dose de 9 J cm™. Durante esses experimentos, as células
foram cultivadas em placas de 96 pogos, nas quais 0s compostos foram
adicionados. Apos periodos de tratamento varidveis, de 6, 12 e 24 horas, 0s
compostos remanescentes no meio de cultura foram removidos, seguido da adicédo
de um novo meio de cultura antes da irradiacdo. Esse procedimento foi adotado
para evitar que moléculas ndo internalizadas pela célula formassem espécies
reativas no meio de cultura apés a irradiacdo, as quais poderiam causar morte
celular devido a interacdo dessas espécies com biomoléculas presentes na
membrana celular. A variacdo no tempo de incubacdo dos compostos com as
células teve como objetivo avaliar se essa variavel influencia a viabilidade celular.

Para 0 complexo mimético, curiosamente, foi observada uma foto-
inativagdo. Ou seja, houve um aumento do valor de ICs, apds a irradiacao,

passando de 16,67 + 2,97 uM para valores superiores a 50 uM, conforme
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apresentado na TABELA 4.9. Esse comportamento pode estar relacionado a
fotodegradacdo do complexo Mim, resultando na formagcdo de um composto
inativo. ReacOes desse tipo j& foram reportadas para a cisplatina, que é
fotodegradada em tricloaminoplatinato(ll) quando exposta a luz com
comprimentos de onda inferiores a 490 nm*,

Apbs a irradiagdo nos diferentes periodos de incubacgéo, foi
verificado que as porfirinas tetracationicas reduziram a viabilidade celular da
linhagem A2780 em todos os tempos de tratamento, quando comparadas as
viabilidades celulares no escuro, conforme apresentado na TABELA 4.9. Os
valores de 1Csg variaram de superiores a 50 uM para inferiores a 25,27 + 0,82 uM,
como exemplificado pelo composto ZnP ap0s 6 horas de tratamento.

Ao comparar os valores de 1Csy obtidos apds 6 horas com aqueles
apos 12 e 24 horas de tratamento, observou-se que 0s compostos se tornaram mais
ativos, evidenciando uma relacdo tempo-dependente no periodo de tratamento,
possivelmente relacionada ao aumento da permeabilizacdo da membrana
celulart®. Além disso, verificou-se que ndo ha diferencas significativas nos
valores de ICs, dentro do desvio padréo, ao comparar os periodos de 12 e 24 horas
de tratamento para os compostos H,P, H,P2 e ZnP2. Esse resultado sugere que a
permeabilizacdo méxima dos compostos na membrana celular ocorre em algum
momento entre 6 e 12 horas de incubacdo, embora sejam necessarios outros testes
celulares como o uptake celular tempo-dependente.

Ap0s a obtencdo de todos os valores de 1Cs, foi possivel observar
que as metaloporfirinas de zinco(ll) apresentaram menor atividade em
comparacao as porfirinas de base livre, conforme mostrado na TABELA 4.9. Esse
resultado estd em concordancia com os estudos fotoquimicos descritos na secao
4.3.3, nos quais os valores de rendimento quantico Sao menores para 0S COMpostos
ZnP e ZnP2 em relagdo aos compostos H,P e H,P2. Ou seja, uma vez que o
composto H,P tem maior rendimento quantico de fluorescéncia, a energia emitida

tem uma maior possibilidade de gerar espécies reativas que Sao necessarias para
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0 aumento da fototoxicidade, quando comparado com 0s compostos PRAP
anadlogos. Embora o centro metélico de zinco(ll) tenha sido complexado na
cavidade da porfirina, para um aumento da indice fototdxico, ou seja, realizando
modificagbes estruturais com esse propdsito, tendo como base os trabalhos do
Prof. Spingler, ndo foi possivel observar esse comportamento neste sistema.
Logo, verificou-se que o composto H,P apresentou o maior indice
fototdxico (IF), variando entre 833 e 1250, conforme demonstrado na TABELA
4.9. Com base nesses resultados, especialmente devido ao seu elevado indice
fototoxico, o composto H,P foi identificado como o mais indicado para a
investigacdo de seu comportamento frente a linhagem celular A2780. Embora
outros compostos também apresentem potencial, essa porfirina tetracationica
exibe caracteristicas fototoxicas para a principal aplicacdo abordada neste

trabalho.
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TABELA 4.9 - Valores médios de ICsp em uM com os indices de seletividade e indice fototoxico para os complexos sintetizados
nesse trabalho na presencga e auséncia de irradiacdo (Airag = 415 nm, 30 mW cm=, 9 J cm™) linhagens A2780, MRC-5 em
diferentes tempos de tratamento.

Citotoxicidade 1Cso (UM)

Compostos olrey  @asnmpr (@snmp  @aamr (g 'S 'Fet IR IFas
H2P > 50 12,43+0,91 0,04+001 006001  >50 - >40 >1250 >833
HP2 12,71+2,10 0,63+0,08 003+001 004001 >50 >39 201  >492 >369
ZnpP > 50 25270,82 091+0,08 036008  >50 - >20 >55 >138
ZnP2 > 50 22,78+1,10  0,36+0,06 0,270,09  >50 - >22  >139 >185
Mim 16,67 +2,97 > 50 > 50 > 50 >50 >29 <033 <033 <0,33

periodo de tratamento: 2 - 6 hora; ® - 12 horas; ¢ - 24 horas.
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4.3.6 — Ensaio de morfologia celular

O ensaio de morfologia celular é fundamental para avaliar as
alteracbes morfoldgicas das células apos o tratamento com os compostos. Os
experimentos foram realizados utilizando o composto H,P na linhagem celular
A2780.

Neste estudo, observou-se que o composto H,P, em concentracoes de
Ya x 1Csp, ¥2 x ICsp € 1Cs0, ndo modificou o formato das células nem reduziu a
densidade celular em comparacéo ao controle negativo, corroborando os dados de
viabilidade celular. Por outro lado, apds a incidéncia de luz (Airag = 415 nm, 30
mW cm2, 9 J cm), verificou-se que, na concentragéo de ¥ x 1Cso, ndo houve
alteracGes significativas na morfologia celular. Contudo, nas concentragdes de %2
X 1Cs € 1Csp, foi observada uma alteracdo marcante, evidenciada pelo aumento
no namero de células com formato arredondado. As imagens referentes a esses
resultados encontram-se nos apéndices.

Em muitos estudos, mudancas na morfologia celular séo
frequentemente associadas a indicios de morte celular, com conclusdes baseadas
em imagens obtidas por microscopia invertida'®1%. Essa interpretacdo pode ser
fortalecida quando comparada ao controle. No entanto, essa analise €
frequentemente evitada, pois outros processos celulares, distintos da morte
celular, podem causar alteragdes morfologicas semelhantes. Um exemplo é o
efeito da tripsina, que promove a clivagem de proteinas responsaveis pela adesdo
celular as placas, resultando em células com formato arredondado, mas ainda
viaveis.

Sendo assim, para evitar interpretacdes equivocadas, foi realizado o
ensaio de morfologia celular utilizando o corante PI (do inglés propidium iodide,
ou iodeto de propidio). Esse corante catidnico interage com o DNA ao se
intercalar entre as bases nitrogenadas, emitindo fluorescéncia vermelha em
celulas com membranas rompidas. No entanto, o Pl ndo permeia membranas

celulares integras'®-14°, Esse método ¢ eficaz na deteccéo de células em necrose
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e apoptose!*’. No presente estudo, foi observado que a concentragéo de ¥ x ICsg
apresentou alteracdes morfoldgicas pouco significativas quando comparada ao
controle, evidenciadas por uma marcacao pouco intensa das células. Contudo, ao
aumentar a concentragdo para %2 x 1Csg, verificou-se um aumento expressivo na
intensidade de fluorescéncia do corante Pl ap0s o tratamento com o composto H,P
e airradiacdo, confirmando seu efeito fototoxico, conforme ilustrado na FIGURA
441,
A2780 Campo claro Pl Sobreposicdo

75 FEm

Controle

H,P

00w

FIGURA 4.41 - Ensaio morfoldgico para a linhagem A2780 marcado com o
corante Pl (300 nM) para verificacdo de morte celular do controle (sem o
composto H,P) e apos o tratamento com o composto H,P nas concentracdes do
1Cs50 = 0,06 uM; %2 X 1Cs50 = 0,03 uM; ¥4 X 1Cs0 = 0,015 uM e irradiagao (Airrad =
415 nm, 30 mW cm=, 9 J cm2). As imagens foram adquiridas 48 horas apds a
irradiacdo, em campo claro, fluorescéncia e suas respectivas sobreposicoes,
utilizando o equipamento CELENA® S.

E importante destacar que, na concentragdo correspondente ao ICsp,
foi observada uma diminuicdo e um espalhamento da fluorescéncia do iodeto de
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propidio, embora grande parte das células estivesse marcada. Esse
comportamento sugere a possibilidade do composto H,P estar interferindo no
nucleo das células. Para investigar essa hipotese, foram realizados experimentos
utilizando os corantes DAPI e CellMask Green Plasma Membrane, FIGURA
4.42. O DAPI é um marcador especifico para nucleos celulares, enquanto o

CellMask Green Plasma Membrane ¢ um marcador de membrana plasmatical4t-
144

A2780 DAPI Green Plasma  Sobreposicao

Controle

H,P
A

FIGURA 4.42 - Ensaio morfoldgico para a linhagem A2780 marcado com 0s
corantes DAPI (para a marcacdo de nucleo) e CellMask Green Plasma Membrane
(para a marcacdo da membrana celular) do controle (sem o composto H,P) e ap0s
0 tratamento com o composto H2P nas concentragdes do 1Cso = 0,06 uM; %2 X 1Cs
= 0,03 pM; % % 1Cso = 0,015 uM e irradiacdo (Airrag = 415 nm, 30 mW cm=2, 9 J
cm2). As imagens foram adquiridas 48 horas apds a irradiacéo, em campo claro,
fluorescéncia e suas respectivas sobreposicdes, utilizando o equipamento
CELENA®S.
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Pela FIGURA 4.42 observou-se que a membrana celular foi afetada,
evidenciado pelo enrugamento das células, especialmente nas concentracdes de %2
X 1Csp e ICs. No entanto, foi ainda mais evidente a alteracdo no nucleo das
celulas, caracterizada pela reducdo da fluorescéncia do marcador DAPI e pelo
aumento na quantidade e no tamanho das vacancias nessas organelas, FIGURA
4.43. Assim, com base nesses indicios, que corroboram com o espalhamento da
fluorescéncia do PlI, fica claro que o tratamento com o composto H,P, seguido de
irradiacdo (Airag = 415 nm, 30 mW cm=2, 9 J cm™), afeta significativamente o
nucleo das células da linhagem A2780. Esse comportamento pode ser atribuido a
geracédo de espécies reativas que podem reagir com o ndcleo celular 45147, Com
essa finalidade, realizou-se o ensaio de fotoclivagem do DNA pUC19, descrito na

subsecdo 4.3.7.

Controle

—_—

100 um

ST S—

100 um

FIGURA 4.43 - Ampliacdo do ensaio morfologico para a linhagem A2780
marcado com o corante DAPI (para a marcagdo de nucleo) do controle (sem o
composto H,P) e apos o tratamento com o composto H,P na concentragdo do 1Csp
= 0,06 uM e irradia¢do (Airrag = 415 nm, 30 MW cm2, 9 J cm2). As imagens foram
adquiridas 48 horas apo6s a irradiagéo utilizando o equipamento CELENA® S.

4.3.7 — Ensaio de fotoclivagem do plasmideo pUC19

O ensaio de fotoclivagem de plasmideo por eletroforese €

amplamente utilizado para avaliar danos ao DNA 813, Esse experimento, de
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maneira andloga aos ensaios realizados anteriormente, analisa a mobilidade
eletroforética do plasmideo ap6s a adicdo dos compostos e posteriormente
irradiacdo, comparando-se o0s resultados com os respectivos controles. Neste
trabalho, foi utilizado o plasmideo pUC19. Embora o principal objetivo tenha sido
avaliar os efeitos do complexo H,P na clivagem dessa biomolécula, todos 0s
demais complexos sintetizados foram também testados, com o intuito de obter
informacGes comparativas entre eles.

E importante mencionar que o composto Mim foi utilizado em uma
concentracdo quatro vezes maior do que as porfirinas tetracationicas, a fim de
igualar a quantidade de centros metalicos, ligantes e cargas no ensaio, conforme
descrito anteriormente na secdo 3.6.1.4. Na secdo 4.2.4, foi observado que os
compostos interagem com o plasmideo pUC19. Assim, algumas alteragdes foram
feitas nas condicOes experimentais deste ensaio: primeiramente, a concentracdo
méaxima das porfirinas tetracatidnicas e do complexo mimético foi reduzida para
1,0 uM e 4,0 uM, respectivamente; em segundo lugar, o tempo de incubagdo com
0s compostos foi diminuido para 10 minutos, seguido de mais 10 minutos de
irradiacdo. Essas modificagGes foram implementadas para minimizar a interagéo
apresentada pelos compostos.

O experimento de fotoclivagem foi realizado com um controle sem
irradiacédo, ou seja, utilizando apenas o plasmideo pUC19 na presenca da maior
concentracdo dos compostos e na auséncia destes (controle negativo). A partir do
ensaio, foi observado que os complexos Mim e H,P2 apresentaram uma
modificacdo na mobilidade eletroforética da banda referente a forma
superenovelada nas concentracoes de 4,0 uM e 1,0 uM, respectivamente.
Entretanto, esse comportamento ndo foi observado para o complexo HP,
indicando que ele ndo interage com o plasmideo pUC19 nessas condicoes,
FIGURA 4.44.

Apbs a irradiacdo, foi observado que o complexo Mim reduziu a

intensidade da banda referente ao DNA superenovelado, embora em menor
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propor¢do quando comparado ao respectivo controle no escuro. Esse resultado
corrobora com o ensaio de viabilidade celular, no qual foi evidenciado que a
irradiacdo pode desativar o composto, fazendo com que ele perca sua capacidade
de interacdo com o0 DNA, FIGURA 4.44.

Para a porfirina H,P2, foi observada uma diminui¢do mais expressiva
da banda correspondente a forma superenovelada do DNA, tanto na concentracao
de 1,0 uM no escuro quanto apos a irradiacao. Na concentragdo de 0,5 uM, esse
comportamento foi menos intenso; no entanto, foi observado um aumento na
banda referente ao DNA linear. Como mencionado anteriormente, o aumento
dessa banda no experimento de mobilidade eletroforética esta associado a
possibilidade de clivagem do DNA, FIGURA 4.44.

Irradiado Escuro

A
T 1

C- Mim H,P H,P2 C- Mim H,P H,P2

L1 L2 L4 L5 L6 L7 L8 L9 10 L11 112 L13 L14 L15

SRS SIS Sse=-

- - - - .‘“

FIGURA 4.44 - Mobilidade eletroforética do plasmideo pUC19 irradiado durante
10 minutos usando irradiacéo (Airrag = 415 nm, 60 mW cm=2, 18 J cm=2) e 10 % de
DMF. Sendo que L1 ou C- é o controle negativo contendo plasmideo (0,25 pg) e
DMF. Para o complexo Mim foram variadas as concentragdes, seguindo a ordem:
L2=0,4;L3=2,0; L4 =4,0 uM. Para o complexo H,P (L6 =0,1; L7 =0,5; L8 =
1,0 uM) e H,P2 (L9=0,1; L10=0,5; L11 = 1,0 uM). Sem irradiacao ou no escuro
tem L12 ou C- € o controle negativo (plasmideo e DMF), L13 = complexo
mimético (4,0 uM), L14 = HP (1,0 uM) e L15 = H,P2 (1,0 uM).

Para o complexo H,P, foi observada uma situacdo similar a
mencionada para o complexo H,P2. Quando comparadas as concentracdes de 1,0
uM no escuro, irradiadas e o controle negativo, foi percebida uma diminuicao e
um aumento na intensidade das bandas do DNA superenovelado e linear,
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respectivamente. Sendo assim, fica evidente que as porfirinas tetracationicas,
apesar de interagirem com o DNA, promovem o efeito de clivagem da
biomolécula nas concentracdes testadas. Por outro lado, o complexo Mim
apresenta o efeito oposto.

E importante ressaltar que esses resultados corroboram perfeitamente
com o0 ensaio de viabilidade celular e os ensaios morfologicos, possibilitando a
formacdo de uma hipo6tese em que o DNA e o nucleo podem ser os principais
alvos apdés a combinacdo dos compostos e a irradiacdo. Para apoiar essa
possibilidade, ainda sdo necessarios mais ensaios bioldgicos e biomoleculares;

porém, existem indicios iniciais que suplementam essa suspeita.

4.3.8 — Ensaio de espeécies reativas de oxigénio (EROs)

Os dados obtidos indicam que o0 composto H,P exibe atividade capaz
de promover a clivagem do DNA ap6s irradiacdo (Airag = 415 nm, 30 mW cm2, 9
Jcm~2). Conforme discutido na Secéo 1.4, as porfirinas sdo compostos que podem
gerar espécies reativas de oxigénio (EROs) sob essas condig¢des, atuando por meio
dos mecanismos de tipo | e tipo II.

Embora sejam necessarios diversos testes experimentais para
determinar a preferéncia desses compostos por um mecanismo especifico, €
possivel avaliar, de forma geral, a formagdo de EROs™. Para esse propdsito, foi
utilizado o composto DCFH-DA (diacetato de diclorodihidrofluoresceina),
amplamente empregado na deteccdo dessas espécies quimicas. ApoOs
permeabilizar a membrana celular, o DCFH-DA sofre hidrolise, removendo 0s
grupos  acetato em  meios  alcalinos, formando o DCFH
(diclorodihidrofluoresceina)®®*. Em seguida, na presenca de espécies reativas de
oxigénio, o DCFH ¢ oxidado a DCF (2’,7’-diclorofluoresceina), que emite
fluorescéncia na regido do verde®®*, FIGURA 4.45. Esse comportamento pode ser

monitorado por espectroscopia de fluorescéncia ou microscopia de fluorescéncia.

139



George B. S. Pereira Resultados e Discussio

DCFH-DA

Hidrélise
alcalina

FIGURA 4.45 - Estruturas quimicas derivadas DCFH-DA envolvidas no processo
de deteccdo de espécies reativas de oxigénio (EROs).

Neste estudo, o composto H,P foi avaliado quanto a formacéo de
especies reativas de oxigénio (EROs) utilizando a linhagem tumoral de ovério
A2780 e irradiacdo (Aimad = 415 nm, 30 mW cm=, 9 J cm=2). A deteccéo foi
realizada por espectroscopia e microscopia de fluorescéncia. Os resultados
preliminares indicaram que, apés o tratamento e a irradia¢do, 0 composto H,P
promoveu um aumento na intensidade de fluorescéncia na faixa do verde em
comparacdo com o0 controle negativo (somente DMSQO). Contudo, essa
intensidade foi inferior a observada no controle positivo, representado pelo
perdxido de hidrogénio, FIGURA 4.46(A). Os dados obtidos por microscopia de
fluorescéncia corroboraram 0s resultados espectroscopicos, FIGURA 4.46(B),
demonstrando uma maior intensidade de fluorescéncia em comparagdo com o
controle negativo.

Os resultados obtidos evidenciam que o composto H,P é capaz de
induzir a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) no meio intracelular.
A geracéo dessas espécies esta diretamente associada a inducdo de morte celular
e aos danos nucleares observados, os quais séo decorrentes da fotoclivagem do
DNA.
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FIGURA 4.46 - Ensaio de espécies reativas de oxigénio apés o tratamento com o
composto H,P na concentragao do 1Cso = 0,06 uM, controle negativo (DMSO) ¢
controle positivo (H20>), seguido de irradiacdo (Airag = 415 nm, 30 mW cm=2, 9]
cm2). A) Intensidade de fluorescéncia relativa utilizando o fluorimetro
Synergy/H1-Biotek B) As imagens foram adquiridas 48 horas apés a irradiacéo
utilizando o equipamento CELENA® S.

Apdbs compreender 0s aspectos quimicos e bioldgicos relacionados a
formacdo de espécies reativas de oxigénio, bem como as estruturas celulares e
organelas envolvidas na diminuicdo da viabilidade celular, a subsecéo 4.3.9 sera
investigado o tipo de morte celular induzido na linhagem A2780 apss o

tratamento fotodinamico.

4.3.9 — Ensaio de morte celular por citometria de fluxo

O processo de morte celular pode ser diferenciado a partir de
mudancas na morfologia e bioquimica, que s&o caracteristicas intrinsecas da
linhagem celular. Os processos de apoptose e necrose sdo 0s mais conhecidos de
morte celular 5%, A morte celular por apoptose, também chamada de morte

celular programada, apresenta alteracbes morfologicas caracteristicas, como
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retracdo celular, enrugamento e formacao de corpos apoptadticos. A necrose, por
sua vez, promove o aumento celular e extravasamento do contetdo intracelular
devido ao processo inflamatorio. Esse processo normalmente é desencadeado por
um choque subito (calor, radiacdo, hipoxia, etc)>>1°7,

A partir do ensaio morfoldégico marcado com PI descrito na secdo
4.3.6, ja foi verificado que o composto H,P induz a morte celular da linhagem
A2780 apos a irradiacdo no comprimento de onda de 415 nm. Para avaliar o tipo
de morte celular, foi realizado o ensaio de morte celular por citometria de fluxo
utilizando Anexina V, que é uma proteina muito utilizada para marcar morte
celular por vias apoptoticas, gerando fluorescéncia, e 7-AAD (7-
aminoactinomycin D), um marcador fluorescente utilizado para marcar morte
celular por necrose.

Apos a realizacdo do experimento, € fornecido um grafico que mostra
0s eventos relacionados com as contagens das células. Para a morte celular, séo
verificados quatro quadrantes, apresentados na FIGURA 4.47, em que: O
quadrante | esta relacionado com o duplo negativo para o ensaio de morte celular,
ou seja, as células viaveis; o quadrante Il esta relacionado com o negativo para o
7-AAD e positivo para a Anexina, interpretado como células em processo de
apoptose recente; no quadrante 111, esta relacionado com o duplo positivo, ou seja,
celulas em apoptose tardia, também chamada de necrose secundaria; no quadrante
IV, esta relacionado com o positivo para o 7-AAD e negativo para a Anexina,

interpretado como células em processo de necrose, ou necrose primariat>®1°°,
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FIGURA 4.47 - Representacdo de um grafico de eventos obtido por citometria de
fluxo destacando os quadrantes: | — células vivas (anexina-V-/7-AAD-); Il —
apoptose recente (anexina-V+/7-AAD-); Il — apoptose tardia (anexina-V+/7-
AAD+); IV — necrose (anexina-V-/7-AAD+).

A partir do experimento, foi verificado que o controle (células da
linhagem A2780, sem o tratamento) apresentava 92% dos eventos no quadrante I,
referente as celulas viaveis. Apdés o tratamento com o composto H,P na
concentracdo de ¥4 x 1Csp, foi percebido um aumento na gquantidade de eventos
nos quadrantes Il e Ill. Essa tendéncia foi observada nas concentragdes de %2 x
ICs0, porém, na concentracdo de ICsp € 2 x 1Csp, houve um aumento mais
expressivo da quantidade de eventos, chegando a 99%, no quadrante 111, FIGURA
4.48.
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FIGURA 4.48 - Grafico de eventos obtido por citometria de fluxo do controle
(sem o composto H,P) e ap6s o tratamento com o composto H,P nas
concentragdes do 2 X 1Cso = 0,12 uM; ICs0 = 0,06 uM; ¥ X 1Cs0 = 0,03 uM; % X
ICs50 = 0,015 puM e irradiagio (Airag = 415 nm, 30 mW cm2, 9 J cm~2). Gréfico em
barras do total de células em apoptose. Células vivas (anexina-V-/7-AAD-);
apoptose recente (anexina-V+/7-AAD-); apoptose tardia (anexina-V+/7-AAD+);
necrose (anexina-V-/7-AAD+). Nivel de significancia ™p < 0,0001.

Como mencionado anteriormente, esse quadrante estéd relacionado
com células em apoptose tardia; esse processo também é chamado de necrose
secundaria. Sendo assim, € um processo de morte celular que apresenta
caracteristicas morfologicas especificas e deve ser considerado como um
resultado natural de um processo completo de apoptose®®6, E importante
mencionar que, para a terapia fotodinamica, os processos de morte celular por
necrose e apoptose estabelecem funcdes importantes no tratamento®l. Como a
PDT ¢é um tratamento controlado, o processo inflamatorio, proveniente de morte
celular por necrose, estimula o sistema imunologico e ajuda o paciente a se
recuperar da enfermidade®. Por outro lado, 0s processos apoptdticos sdo mais
desejaveis em tecidos que sdo menos suscetiveis ao inchaco decorrente de

inflamacdo, por exemplo, nos canceres de cérebro.,
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Embora o mecanismo de morte celular ainda necessite de uma
investigacdo mais aprofundada, este experimento possibilita a realizacéo de testes
celulares em linhagens derivadas de tecidos mais sensiveis ao processo de morte

celular descontrolada, como € o caso dos canceres cerebrais.

4.3.10 — Analise morfoldgica em cultura celular 3D

Todos os ensaios realizados neste trabalho, até o momento, foram
conduzidos utilizando o cultivo celular em duas dimensdes (2D), também
denominado monocamada. Embora esse modelo apresente diversas vantagens,
como facilidade de manutencdo e baixo custo, ele também possui algumas
limitagcGes'®>1%3. Entre essas desvantagens, destacam-se: 1) interacdes reduzidas
entre células e entre células e matriz extracelular; 11) as células aderem apenas a
uma superficie e migram em uma direcédo unica; I11) a auséncia de complexidade
celular e a falta de simulagdo da rede microambiental tumoral®4,

Com o objetivo de minimizar essas limitag¢Ges, o cultivo celular em
trés dimensbes (3D) oferece beneficios em comparacdo com o cultivo em
monocamada. Entre as principais vantagens do cultivo em 3D, destacam-se: 1) a
reproducédo da arquitetura tridimensional; Il) a maior interacdo célula-célula e
celula-matriz extracelular; 111) a migracdo celular em trés dimensdes; 1V) a
relevancia para o estudo da resisténcia a medicamentos'®2164-1% por outro lado,
o cultivo em 3D apresenta algumas desvantagens, como o custo elevado e a maior
complexidade do modelo experimental.

Em face do exposto, o cultivo em 3D surge como um modelo capaz
de reduzir a lacuna de complexidade entre o cultivo em monocamada e o sistema
bioldgico de tumores em animais. Além disso, os esferoides (conjuntos de células
cultivadas em 3D) apresentam diferentes camadas, denominadas zona de
proliferacdo (ZP, camada externa), zona quiescente ou de hipdxia (ZQ, camada
intermedidria) e zona necrética (ZN, camada interna)'®’, FIGURA 4.49. Essas
zonas estdo relacionadas a disponibilidade de nutrientes, oxigénio e a

145




George B. S. Pereira Resultados e Discussio

concentracdo de dioxido de carbono e residuos celulares. A ZP, ZQ e ZN
apresentam, respectivamente, quantidades decrescentes de oxigénio e nutrientes,

e crescentes de CO, e excretas **’, conforme mostrado na FIGURA 4.49.

Gradiante: CO,, excretas

ZNI
|

ZQ Gradiante: O,, nutrientes
/P

FIGURA 4.49 - Composicdo do esferoide e gradientes de concentracdo de
CO./excretas e O,/nutrientes na zona de proliferacdo (ZP, camada externa), zona
quiescente ou de hipoxia (ZQ, camada intermediaria) e zona necrética (ZN,
camada interna). Adaptado de Brajsa ¢’

Um dos métodos utilizados para a formacdo de modelos 3D é a
levitagdo magnética. Esse processo envolve a adicdo de nanoparticulas
magnéticas de oOxido de ferro, que ndo sdo toxicas, as quais se ligam
eletrostaticamente as células e ndo induzem processos inflamatérios. Apos a
incorporacdo das nanoparticulas, aplica-se um campo magnético, gerado por
imas, que provoca a levitacdo das células. Apds poucas horas, ocorre a interagéo
célula-célula, promovendo a formacéo de esferoides!62163.168,

Neste trabalho, foi realizado um ensaio morfoldgico na linhagem
celular A2780 apos tratamento com o composto H,P nas concentragdes de 1Csp, 2
X 1Cs0, 10 % 1Csp, 20 X I1Cs0 € 40 x ICsp, seguido de irradiacdo (Airrag = 415 nm, 30
mW cm2, 9 J cm~2) em cultura 3D, utilizando o processo de levitagdo magnética.
O experimento foi monitorado ao longo de 8 dias, em intervalos de coleta a cada
2 dias, FIGURA 4.50(A).

A partir do ensaio, foi possivel observar que os esferoides, na

auséncia do composto, apresentaram um aumento significativo no diametro,
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passando de aproximadamente 400 pm no inicio do tratamento para cerca de 640
um apo6s 8 dias, FIGURA 4.50(B). No segundo dia ap6s a irradiacdo, as menores
concentracgdes resultaram em um leve aumento no tamanho dos esferoides. A
partir do quarto dia, observou-se uma leve diminui¢do no tamanho dos esferoides,
em comparacdo ao controle, indicando que o tamanho nédo foi dependente da
concentracgdo utilizada, FIGURA 4.50(B). Dessa forma, a concentracdo de 0,06

uM mostrou ser suficiente para estabilizar o volume dos esferoides.
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(A) A2?80
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40x1C; 20xIC, 10xICs, 2xICg

Controle
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0,14 uM
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R E

300 1 1 1 1
Oh 2dias 4dias 6dias 8 dias

Horas de tratamento

FIGURA 4.50 - (A) Ensaio morfologico na linhagem A2780, sem e com 0
tratamento do composto H,P nas concentragfes do ICso = 0,06 uM; 2 X 1Csp =
0,12 uM; 10 x 1Csp= 0,60 uM; 20 x ICso = 1,2 uM; 40 x 1Cso= 2.4 uM seguido
de irradiacdo (Airrag = 415 nm, 30 mW cm=2, 9 J cm2) em cultura 3D pelo processo
de levitacdo magnética. O experimento foi acompanhado de 0 a 8 dias, em
intervalos de 2 dias. (B) Relacé@o do diametro dos esferoides a variacdo de tempo.
As imagens foram obtidas com o microscépio CELENA® S com zoom de 4x.

Em seguida, foi avaliada a morfologia dos esferoides, marcados com

DAPI e PI, no ultimo dia de tratamento. Observou-se um aumento na quantidade
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de células mortas com o aumento da concentragdo. Na concentragdo de 40 X I1Csy,
a maior concentracdo de celulas mortas foi observada na zona de proliferacéo,
FIGURA 451.

DAPI PI Sobreposicao

Controle

IC,,

2x1C,,

10xIC,,

H,P
A

20 x IC,,

40 x IC,

—

FIGURA 4.51 - Ensaio morfologico na linhagem A2780 marcado com Pl e DAPI,
sem e com o tratamento do composto H,P nas concentragdes do 1Cso = 0,06 uM;
2 X 1C50=10,12 uM; 10 x 1C50= 0,60 uM; 20 X 1C50 = 1,2 uM; 40 % 1C50= 2,4 uM
seguido de irradiacdo (Airag = 415 nm, 30 mW cm2, 9 J cm~2) em cultura 3D pelo
processo de levitagcdo magnética, apos 8 dias. As imagens foram obtidas com o
microscépio de fluorescéncia CELENA® S com zoom de 4x.
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E importante ressaltar que este experimento permite levantar
algumas hipoteses que necessitam de mais dados quimicos, bioquimicos e
celulares para confirmagdo. Em primeiro lugar, pode ser que o composto nédo
tenha conseguido penetrar de forma eficaz em todo o esferoide, o que teria
comprometido a eficicia do tratamento com o composto e a irradiacdo. Por outro
lado, a irradiagdo no comprimento de onda de 415 nm (luz azul) pode ndo ser
suficientemente eficaz para a penetracdo necessaria na terapia fotodinamica,
conforme discutido na se¢do 1.4°1. No entanto, o tratamento com o composto H,P
seguido de irradiagdo (Airag = 415 nm, 30 mW cm2, 9 J cm2) foi capaz de
estabilizar o tamanho do esferoide, devido a morte celular na zona de

proliferacéo®®’, caracterizando um efeito de inativacédo fotodinamica (PDI).
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Com base nos resultados explorados neste trabalho, conclui-se que
os compostos foram formulados para apresentar multiplas possibilidades de
interagdo com o DNA, atribuidas ao arcabouco molecular das porfirinas
tetracationicas. As interagdes por meio do sulco maior, promovendo a formacao
de aglomerados e, subsequentemente, a ligacao covalente, foram investigadas por
diversas técnicas experimentais. Além disso, a partir das dimens6es das moléculas
obtidos por DFT, caso elas se encontrassem no vacuo, possivelmente nao
ocorreria uma interacdo dos compostos PRAP via intercalagdo ou sulco menor do
DNA, devido ao impedimento estérico.

Embora todas as porfirinas tetracatidnicas tenham demonstrado
interacdo com o DNA, o composto ZnP2 destacou-se como a estrutura mais
promissora para essa interacdo. Esse resultado foi evidenciado pela reducdo mais
acentuada da fluorescéncia nos sistemas DNA-Hoechst e DNA-Laranja de Tiazol,
além do decrescimo na intensidade das bandas positivas e negativas nos espectros
de dicroismo circular.

Os testes realizados evidenciaram a relevancia do arcabouco
molecular das porfirinas tetracatiénicas na interacdo com o DNA, uma vez que 0
complexo mimético ndo apresentou modificacGes significativas em todos 0s
ensaios conduzidos com essa biomolécula, mesmo contendo a mesma quantidade
de ligantes no centro de ruténio(ll) e cargas. Além disso, ficou claro que os
periféricos de ruténio(ll) desempenham um papel importante na possibilidade de
formacao de ligacdes covalentes, especialmente quando comparados as porfirinas
e 0 complexo mimetico.

Por outro lado, observou-se que os complexos derivados das bases
livres apresentaram maiores indices de fototoxicidade em comparacdo as suas
metaloporfirinas anélogas de zinco(ll). Para a realizacdo de experimentos
celulares adicionais, foi escolhido o composto H,P, devido aos seus indices de

fototoxicidade mais elevados dentre os compostos sintetizados. O complexo
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mimeético, por sua vez, mostrou uma reducdo na atividade citotoxica e na
capacidade de fotoclivagem do plasmideo pUC109.

Os experimentos celulares adicionais tiveram como objetivo
compreender a atuagdo do arcabouco estrutural do complexo H,P na linhagem
celular A2780. Verificou-se que os nucleos dessas células foram afetados pelo
tratamento fotodindmico, devido a formacdo de espécies reativas de oxigénio.
Além disso, a apoptose foi identificada como o mecanismo predominante de
morte celular, conforme demonstrado pelo ensaio de citometria de fluxo.
Adicionalmente, observou-se que o tratamento fotodinamico com o composto
H,P induziu morte celular preferencialmente na zona de proliferacéo do esferoide,
evidenciando sua aplicabilidade na inativacao fotodinamica.

E importante ressaltar que este trabalho ndo resultou em melhorias
diretas nos fotossensibilizantes ou na interacdo de compostos com DNA. No
entanto, ele pode representar um marco na quimica bioinorganica, ao expandir o
estudo de uma nova classe de compostos e fornecer suas primeiras investigacoes
em duas aplicaces classicas das porfirinas tetracatiénicas: interacdo com o DNA
e fototoxicidade. Além disso, embora sejam necessarios experimentos adicionais
para esclarecer outras questfes relacionadas ao sistema, 0s ensaios realizados
nesta pesquisa contribuem para uma compreensao aprofundada da interagcdo com
0 DNA e da fototoxicidade dos novos compostos PRAP.

Por fim, este trabalho reune diferentes abordagens podendo ser
utilizado como referéncia no estudo de porfirinas tetracationicas, destacando seu
papel como fotossensibilizantes e sua capacidade de interagir com o DNA. Essas
propriedades conferem a esses compostos um potencial para diversas aplicagoes.
Além disso, este estudo proporciona interfaces entre diferentes areas da Quimica,

como Quimica Bioinorganica, Fotoguimica e Quimica Supramolecular.
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ANEXOS

H2P: UV-vis em CH,Cl; A (nm) [log ¢ (M cm™)]: 428 (5,60); 520 (4,36); 555
(4,07); 593 (3,90); 648 (3,60). FT-IR (Csl; cm™): 3316 (vN-H); 1609 (VN-C);
1030, 1000, 971 (n-Porphy); 526 (vVRu-P); 841 (vP-F); 559 (5P-F). RMN 3P{*H}
(161,976 MHz, acatona-ds) (ppm): 36,18 (s, PPhs); -144,27 (hept, PFg’). Anélise
elementar: Exp. (Cal.) %: C = 54,98 (54,81); H = 4,59 (4,30); N = 3,45 (3,36).
Condutividade molar em acetona: 360,3 S cm? molt. RMN 'H (400 MHz,
Acetona-ds, 298 K): -3,10 (s, 1H, N-H); 1,42 (m, 24H, g); 2,78 (s, a); 2,84 (m, f);
5,80 (d, 4H, d°); 6,08 (d, 4H, d); 6,15 (d, 4H, ¢"); 6,38 (d, 4H, c); 7,64-7,75 (m,
64H, aromatico fosfina); 8,25 (d, 8H, 0); 8,89 (s, 8H, p); 9,52 (d, 8H, m).

4PFg
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ZnP: UV-vis em CH,Cl, A (nm) [log ¢ M cm™?)]: 432 (5,62), 519 (4,84), 558
(4,43), 601 (3,94). FT-IR (Csl; cm™): 1609 (VN-C); 1030, 997 (n-Porphy); 527
(VRu-P); 841 (vP-F); 559 (6P-F). Anélise elementar: Exp. (Cal.) %: C = 54,05
(53,79); H=4,52 (4,16); N = 3,38 (3,30). Condutividade molar em acetona: 218,9
S cm? mol. RMN 3!P{*H} (161,976 MHz, acatona-ds) 5(ppm): 36,18 (s, PPhs);
-144,27 (hept, PFs). RMN H (400 MHz, Acetona-ds, 298 K): 1,42 (m, 24H, g);
2,79 (s, @); 2,83 (m, f); 5,74 (d, 4H, d°); 6,09 (d, 4H, d); 6,13 (d, 4H, ¢"); 6,38 (d,
4H, c); 7,64-7,74 (m, 60H, aromético fosfina); 8,20 (d, 8H, 0); 8,86 (s, 8H, f);
9,48 (d, 8H, m).

4PFg
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H.P2: UV-vis em CH,Cl, A (nm) [log ¢ (Mt cm™)]: 425 (5,65); 517 (4,37); 552
(3,89); 591 (3,87); 650 (3,40). FT-IR (Csl; cm™): 3325 (vN-H); 1031, 999, 971
(n-Porphy); 526 (vRu-P); 841 (vP-F); 559 (6P-F). Analise elementar: Exp. (Cal.)
%: C =54,90 (54,81); H=4,42 (4,30); N = 3,43 (3,36). Condutividade molar em
acetona: 260,3 S cm? mol™*. RMN 3P{*H} (161,976 MHz, acatona-ds) 5(ppm):
33,34-35,77 (m, PPhs); -144,27 (hept, PFs).

4PFg
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ZnP2: UV-vis em CH,Cl, A (nm) [log ¢ (Mt cm™)]: 432 (5,60), 516 (3,68), 559
(4,33), 599 (3,68). FT-IR (Csl; cm™): 1033, 997 (n-Porphy); 527 (vRu-P); 841
(VvP-F); 559 (6P-F). Anélise elementar: Exp. (Cal.) %: C =53,83 (53,79); H=4,28
(4,16); N = 3,69 (3,30). Condutividade molar em acetona: 218,9 S cm? mol™.
RMN 3P{!H} (161,976 MHz, acatona-ds) 8(ppm): 33,11-36,24 (m, PPhy); -
144,27 (hept, PFs).

4PFg
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Mim: UV-vis em CH,Cl, A (nm) [log ¢ (M cm™?)]: 258 (4,21); 265 (4,19); 271
(4,14); 278 (4,06); 340 (3,28). FT-IR (Csl; cm™): 1604 (vN-C); 526 (vVRu-P); 841
(VvP-F); 559 (6P-F). Anélise elementar: Exp. (Cal.) %: C =51,97 (52,34); H=5,66
(4,53); N = 2,77 (1,85). Condutividade molar em acetona: 95,77 S cm? mol™.
RMN 3P{*H} (161,976 MHz, acatona-ds) d(ppm): 35,39 (s); -144,27 (hept, PFs
). RMN !H (400 MHz, Acetona-ds, 298 K) 8(ppm): 8.96 (d, J = 5.7 Hz, 2H, m’);
7.86 (tt, J=7.6, 1.5 Hz, 1H, n); 7.57 — 7.36 (m, 15H, aromatico fosfina); 7.29 (dd,
J=17.6,5.1Hz, 2H, 0’); 6.11 (dd, J = 6.2, 1.5 Hz, 1H, c); 5.87 — 5.80 (M, 2H, ¢’
e d); 5.65-5.61 (m, 1H, d°); 2.42 (hept, J = 6.9 Hz, 1H, f); 1.86 (s, 3H, a); 1.17
(d, J=6.9 Hz, 3H, g).
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Sintese

P2 Mim

PFg
MeOH, 6h, refluxo, KPF
-
C|——Ru /N | \N—R-'U\P
ci f \® S | ~ Ci \®

FIGURA Al - Esquema reacional para a formacao do composto Mim.
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FIGURA A2 - Padrdes isotépicos do espectro de massas (MS) para 0 composto
H.P2: (A) experimental e (B) tedrico.

174



George B. S. Pereira Anexos

+ESI Scan Frag=90,0V ZnP S 1552’,1/840
x103 = 1.0
z (B)
1 A =2
1 N
09 (A) 15521773 = 081 Calculado
08| Observado g 0.6
[
0.7 ©
0,6 - o 047
] «T
0.5 € 021
04 2 ‘ |
T < 0.0 : '|'|||| . ; ||I| :
0.3 1540 1545 1550 1555 1560
0.2 m/z
0,1 1
0 :lI||||‘||. ||||I| ||||.||I"‘I| | |||‘ ' | || ‘Jll l . il I|| ||||.‘l| wl | |‘,I| Loty 14 |.|||‘||| ulll 1 |||||||[ ||||||||I|I|‘| |I||I||“IL|II||l||||‘|I ' ||| |‘“I N |||l‘ |I |l| L Iy || . '
1544 1548 1552 1556 1560 1564 1568 1572 1576 1580
m/z

FIGURA A3 - Padroes isotopicos do espectro de massas (MS) para 0 composto
ZnP: (A) experimental e (B) tedrico.
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FIGURA A4 - Padrdes isotdpicos do espectro de massas (MS) para 0 composto
ZnP2: (A) experimental e (B) tedrico.
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TABELA Al - Parametros e detalhes cristalograficos obtidos a partir da coleta da

difracdo para o composto Mim.

Composto Mim
Férmula C33H34C|F5NP2RU
Dcalc./ g cm-3 1.602
[1/mm 0.748

Peso molecular 757.07
Tamanho/mm3 0.10x0.04%0.03
T/IK 100(2)
Crystal System monoclinico
Grupo espacial P21/c

a/A 10.9504(2)
b/A 13.6010(2)
c/A 21.2832(3)
a/° 90

pB/° 98.1320(10)
v/° 90

VIA3 3137.97(9)
Z 4

Z' 1
Comprimento de onda /A 0.71073
Tipo de radiacéo MoK
Measured Refl. 35690
Independent Refl. 5949
Reflections with | > 2(1) 5426

Rint 0.0308
Parametros 400
Restraints 0

Largest Peak 3.731
Deepest Hole -1.213
GooF 1.038

wR2 (all data) 0.1050

WR2 0.1020

R1 (all data) 0.0443

R1 0.0404
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TABELA A2 - Angulos de ligacio entre os atomos P1—Rul—CX, N1—Rul—
CXeCll—Rul—CX, sendo X =2, 3,4,5, 6, 7.

Angulos de ligag&o (°)

P1—Rul—C2 127,42 N1—Rul—C5 157,75
P1—Rul—C3 163,78 N1—Rul—C6 147,87
P1—Rul—C4 147,33 N1—Rul—C7 110,19
P1—Rul—C5 111,53 Cl1—Rul—C2 146,54
P1—Rul—C6 91,09 Cl1—Rul1—C3 110,97
P1—Rul—C7 97,99 Cl1—Rul—C4 90,61

N1—Rul—C2 86,46 Cl1—Rul1—C5 96,81

N1—Rul—C3 92,13 Cl1—Rul1—C6 126,41
N1—Rul—C4 121,33 Cl1—Rul—C7 163,67

TABELA A3 - Angulos de ligacio entre os atomos CX—Rul—CY, sendo X e Y
variando entre 2, 3,4, 5,6, 7.
Angulos de ligacéo (°)

C2—Rul—C3 36,99 C3—Ru1—C7 66,08
C2—Rul—C4 66,27 C4—Rul—C5 36,84
C2—Rul—C5 79,29 C4—Rul—C6 65,71
C2—Rul—C6 67,28 C4—Rul—C7 78,06
C2—Rul—C7 36,82 C5—Rul—C6 36,50
C3—Rul—C4 36,27 C5—Ru1l—C7 67,09
C3—Ru1—C5 66,27 C6—Ru1l—C7 37,91
C3—Rul—C6 78,14
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FIGURA A5 - Espectro na regido do UV-vis para a H,P2 (A), ZnP2 (B) e Mim
(C) utilizando diclorometano como solvente em preto e ampliacdo em rosa.
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FIGURA AG6 - Espectros de fluorescéncia dos compostos H,P2 (A) e ZnP2 (B)
em diclorometano.
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FIGURA A7 - Espectro na regido do infravermelho do composto H,T4PyP em
Csl.
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FIGURA A8 - Espectro na regido do infravermelho do composto H,P2 em Csl.

179



George B. S. Pereira Anexos

100

95

90

85 ~

Transmitancia (%)

80 +

75 A

70 — T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)
FIGURA A9 - Espectro na regido do infravermelho do composto H, T3Py em Csl.
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FIGURA A10 - Espectro na regido do infravermelho do composto H,P em Csl.
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FIGURA A1l - Espectro na regido do infravermelho do composto ZnP em
Csl.
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FIGURA A12 - Espectro na regido do infravermelho do composto ZnP2 em
Csl.
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FIGURA A13 - Espectro na regido do infravermelho do composto Mim em Csl.

—P2

—_——

—— H,T3PyP
<)

>

N—r

@

o

«T A

= !

= : ——H,P2
7

c

© A

S

|_

——ZnP2

lGYOO l4bO 1200 1000 800 600 400

Niamero de onda (cm™)

FIGURA Al4 - Espectros na regido do Infravermelho para o precursor
[Ru(p-cim)(PPh3)Cl;] em preto, H, T3PyP em vermelho, H,P2 em azul e
ZnP2 em verde, utilizando Csl como solvente.
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FIGURA A16 - Espectro de RMN H para o composto Mim em acetona-ds.
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FIGURA A17 - Espectro de RMN 3'P{*H} para o composto ZnP em acetona-

ds.

FIGURA A18 - Espectro de RMN 3'P{*H} para o composto ZnP2 em acetona-
ds.
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FIGURA A19 - Espectro de RMN 3!P{*H} para o composto Mim em acetona-de.

TABELA A4 - Energias livre de Gibbs calculados com a otimizacao usando a nivel
de teoria DFT/BP86-D3(BJ)/TZP utilizando o programa ADF.

Energia livre de

Estruturas
Gibbs (kcal mol?)
H.P - SRRR -44218,79
H,P - SRRS -44215,29
H,P - SRSR -44212,79
H.P - RRRR -44208,68
H,P2 -44238,02
ZnP -44106,63
ZnP2 -44096,58

185



George B. S. Pereira Anexos

(D)

FIGURA A20 - Estruturas otimizadas para o complexo H,P em diferentes
combinacOes de quiralidade dos centros metélicos de ruténio: (A) RRRR; (B)
SRRR; (C) SRRS; (D) SRSR.
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FIGURA A21 - Estruturas otimizadas para o complexo ZnP (A), ZnP2 (B) e H,P2
(©).
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FIGURA A22 - Estudo de agregacdo do composto H,P2 em tampéo Trizma e
DMF (4:1) UV-vis.
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FIGURA A23 - Estudo de agregacao do composto ZnP em tampao Trizma e DMF
(4:1) UV-vis.
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FIGURA A24 - Estudo de agregacdo do composto ZnP2 em tampéo Trizma e
DMF (4:1) UV-vis.
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FIGURA A25 - Titulacéo espectrofotomética do composto H,P2 com ct-DNA em
tampé&o Trizma e DMF (4:1).
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FIGURA A26 - Titulacdo espectrofotomética do composto ZnP com ct-DNA em
tampéo Trizma e DMF (4:1).
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FIGURA A27 - Titulacdo espectrofotomética do composto ZnP2 com ct-DNA em
tampé&o Trizma e DMF (4:1).
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C- C+ ZnP ZnP2

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
FIGURA A28 - Mobilidade eletroforética do plasmideo pUC19 com periodo de
incubacdo de 24 h e 10 % de DMF. Sendo que L1 ou C- é o controle negativo
contendo plasmideo (0,25 pg) e DMF). L2 ou C+ é o controle positivo contendo

plasmideo e cisplatina (5 uM). Para o complexo ZnP (L3 =0,1; L4=1,0; L5 =10
uM) e ZnP2 (L6 =0,1; L7=1,0; L8 = 10 uM).
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FIGURA A29 - Ensaio de supressdo de fluorescéncia de DNA-Hoechst (DH)
fixando a concentracdo de ct-DNA (100,0 uM) e Hoechst 33342 (5,0 uM), em
tampéo Trizma:DMF (4:1). Espectros de supresséo de fluorescéncia na auséncia
e presenca do composto H,P2 (A), ZnP (B), ZnP2 (C) e Mim (D) variando a razéo
molar [PRAP]/[ct-DNA] e [Mim]/[ct-DNA]em 0-0,4 e 0 - 1,6, respectivamente.

192



Anexos

George B. S. Pereira
9000 - 9000
—— [DNA + Tiazol Orange] —— [DNA + Tiazol Orange]
8000 - —— H,P [5,0 uM] + DTO 8000 —— H,P2[5,0 uM] + DTO
7000 —— H,P [10,0 uM] + DTO 2000 —— H,P2[10,0 uM] + DTO|
m —— H,P [15,0 uM] + DTO © —— H,P2 [15,0 uM] + DTO|
> 6000 .= 6000
£ H,P [20,0 uM] + DTO E H,P2 [20,0 uM] + DTO
g 5000 H,P [25,0 uM] + DTO g 5000 H,P2 [25,0 uM] + DTO
8 4000 H,P [30,0 uM] + DTO B 4000- H,P2 [30,0 uM] + DTO
B H,P [35,0 uM] + DTO D
2 2000 ] P uM] 2 2000 H,P2 [35,0 uM] + DTO
€ —— H,P [40,0 uM] + DTO 1 —— H,P2 [40,0 uM] + DTO|
2000 H,P [40,0 uM] 2000 H,P2 [40,0 uM]
1000 - 1000
0 0
T T T T T T T T T T
520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

(©)

T T T T T T T T T T
520 540 560 580 600 620 640 660 680 700
Comprimento de onda (nm)

8000

7000

6000

5000

4000

3000

Intesidade relativa

—— [DNA + Tiazol Orange]
—— ZnP [5,0 uM] + DTO
—— ZnP [10,0 uM] + DTO
——— ZnP [15,0 uM] + DTO
ZnP [20,0 pM] + DTO
ZnP [25,0 pM] + DTO
ZnP [30,0 pM] + DTO
ZnP [35,0 pM] + DTO
——— ZnP [40,0 uM] + DTO
—— ZnP [40,0 pM]

T T T T T T T T T
520 540 560 580 600 620 640 660 680 700
Comprimento de onda (nm)

(D)

Comprimento de onda (hm)

8000

7000

6000

5000

4000

3000 +

Intesidade relativa

2000

1000

—— [DNA + Tiazol Orange]
—— Mim [20,0 uM] + DHO
—— Mim [40,0 uM] + DTO
—— Mim [60,0 uM] + DTO
Mim [80,0 uM] + DTO
Mim [100,0 uM] + DTO
Mim [120,0 uM] + DTO
Mim [140,0 uM] + DTO
~——— Mim [160,0 uM] + DTO
Mim [160,0 pM]

0

T T T T T T T T T
520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Comprimento de onda (nm)

FIGURA A30 - Ensaio de supressdo de fluorescéncia de DNA-Laranja de tiazol
(DTO) fixando a concentracdo de ct-DNA (100,0 uM) e Laranja de tiazol (5,0
uM), em tampao Trizma:DMF (4:1). Espectros de supressdo de fluorescéncia na
auséncia e presenca do composto H,P (A), H2P2 (B), ZnP (C) e Mim (D) variando
a razdo molar [PRAP]/[ct-DNA] e [Mim]/[ct-DNA] em 0 - 0,4 e 0 - 1,6,
respectivamente.
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FIGURA A3L1 - Espectros de dicroismo circular de ct-DNA (80,0 uM) em tampao
Trizma:DMF (1:4), na presenca complexo mimético nas concentracgdes de 0, 16,
32,48, 64, 80, 96 uM obtendo razao molar de 0; 0,20; 0,40; 0,60; 0,80; 1,00; 1,20.
Para os compostos H,P, H,P2 e ZnP com periodo de incubacdo de 10 minutos
temperatura ambiente; e incubagao durante 24 h, a 37 °C.
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Novas espécies

Mim/guanosina (1:1,5) DMSO-dg/Acetona-dg (1:9) - 48 h
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FIGURA A32 - Espectros de 31P {1H} RMN da interagdo do composto mimético
e guanosina (1:1,5), no periodo de 0-48 h utilizando acetona-ds e DMSO-ds (9:1).
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FIGURA A33 - Medidas da dispersdo do tamanho de particulas por DLS do
complexo ZnP2 em diferentes concentragdes (5,0 a 25,0 uM) em tampéo
Trizma:DMF (1:4).

195



George B. S. Pereira

Anexos

(A)
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FIGURA A34 - Estudo de fotoestabilidade dos compostos H,P2 (A) e ZnP2 (C)
com tempo de exposicdo de 15 minutos, com suas respectivas curvas monitoradas
na banda Soret dos compostos H,P2 (B) e ZnP2 (D), usando diclorometano como

solvente.
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Escuro ~

Irradiado -

Controle % x 1Cs0 % x 1Cs0 ICso0

24 h

48 h

aghi

oLEE ¥ AT

FIGURA A35 - Ensaio morfoldgico para a linhagem A2780 do controle (sem o
composto H,P) e apds o tratamento com o composto H,P nas concentracdes do
ICs0 = 0,06 ]JM; Y2 X 1Cg0 = 0,03 uM; V4 X 1Cgs0 = 0,015 HM € irradiac;ﬁo Ohirrad =
415 nm, 30 mW cm2, 9 J cm™). As imagens foram adquiridas em 0, 24 e 48 h
horas apds a irradiacdo, em campo claro, fluorescéncia e suas respectivas
sobreposicdes, utilizando o equipamento CELENA® S.
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Irradiado Escuro

I A

C- ZnP ZnP2 C- ZnP ZnP2

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10
FIGURA A36 - Mobilidade eletroforética do plasmideo pUC19 irradiado durante
10 minutos usando luz de LED 415 nm e 10 % de DMF. Sendo que L1 ou C-é0
controle negativo contendo plasmideo (0,25 pg) e DMF. Para o complexo ZnP
(L2=0,1;L.3=0,5;L4=1,0 uM) e H,P2 (L5=0,1; L6 =0,5; L7 = 1,0 uM). Sem

irradiacdo ou no escuro tem L8 ou C- é o controle negativo (plasmideo e DMF),
L9 =7ZnP (1,0 uM) e L10 = ZnP2 (1,0 uM).
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