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RESUMO

COMPLEXO DE RU(II)-PERILENO DIIMIDA PARA ATIVACAO DO
OXIGENIO SINGLETO: AGENTE TERANOSTICO EM MELANOMA.. Neste
trabalho foram desenvolvidos o novo ligante de perileno diimida funcionalizado
nas posi¢des 1,7-bay com duas moléculas de pirrolidina e nas posi¢des imida com
5,10-amino-fenantrolina (PDI-Py) e a nova diade de doadora-receptora de
elétrons denominada [Ru(phen),(PDI-Py)]*" (RuPDI-Py), onde phen = 1,10-
fenantrolina, para potenciais aplicagdes em fotomedicina combinando absorg¢ao e
emissao na regido do infravermelho-préximo com a capacidade de gerar oxigénio
singleto ('0,). As propriedades eletroquimicas, fotofisicas e fotoquimicas do
ligante PDI-Py e da diade RuPDI-Py foram investigadas por meio de técnicas
espectroscopicas de estado estacionario e resolvidas no tempo em solventes
organicos e em agua. A adicao do substituinte pirrolidina induziu ao deslocamento
da absor¢ao (720 nm) e da fluorescéncia (767 nm, tgm = 1,75 ns) para a regiao do
infravermelho-proximo no ligante PDI-Py. Em DMSO, a diade RuPDI-Py
preservou a absorcdo e fluorescéncia cromoforo PDI-Py na regidao no
infravermelho-proximo, enquanto na regido entre 350-550 nm houve a
sobreposi¢do das bandas de absorgio referentes as transi¢des eletronicas "MLCT
e So—S, dos cromodforos [Ru(phen);]*" e PDI-Py, respectivamente, e a
fosforescéncia *MLCT foi completamente suprimida. Os estudos de absor¢do
transiente demonstraram que a excitagao da componente {Ru(phen);} na diade
resultou em uma rapida transferéncia de elétrons (60 ps) entre os cromoéforos
constituintes, gerando o estado excitado intermedidrio de separagdo de cargas
(CS) {Ru**-(PDI-Py*)} (4 us) que levou a populacdo do estado excitado tripleto
3*PDI-Py de longa-duragio (36 ps) capaz de sensibilizar a formagio do 'O, (pa=
0,40). Em 4gua, a diade RuPDI-Py se auto-montou em agregados moleculares do

tipo J, exibindo a fluorescéncia do "PDI-Py em 840 nm (tem = 1,55 ns) e,

adicionalmente, a fosforescéncia da **MLCT em 620 nm (tem = 1,3 ps). Além
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disso, a excitagdo da componente {Ru(phen)s} levou a formagdo do **PDI-Py (15
us) e a geracdo de !O,. A dependéncia das propriedades fotofisicas da diade
RuPDI-Py em fun¢do do comprimento de onda da luz de excitagao permitiu a
modulagdo das suas aplicagdes bioldgicas. Utilizando luz visivel de 450 nm, a
diade gerou a espécie citotoxica 'O, que induziu a 100% de inibi¢do do
crescimento de colonias de E. Coli em concentragdes da diade acima de 2,5 uM
apods ao tratamento com a luz. Estudos in vitro com células de melanoma humano
da linhagem celular MDA-MB-435 demonstraram a fotocitotoxicidade da diade
com o ICso de 2,30 uM (PI > 108), indicando a potencial aplicagdo como
fotossensibilizador em terapia fotodindmica antimicrobiana e antitumoral. Em
contrapartida, utilizando luz acima de 650 nm, somente a fluorescéncia da diade
na regidao do infravermelho-proximo foi observada, o que permitiu monitorar sua
localizagao celular preferencialmente no citoplasma das células MDA-MB-435
como também monitorar os danos fotoinduzidos pelo tratamento com luz de 450
nm nas células e em modelos miméticos de membranas fosfolipidicas,
demonstrando a potencial aplicacdo da diade como biomarcador luminescente.
Por fim, nanofibras poliméricas de poliacrilonitrila (PAN) funcionalizadas com a
diade RuPDI-Py foram preparadas através do método de eletrofiagdo e apresentou
caracteristicas ideais para atuar como um promissor material foto-ativo capaz de
gerar 'O, sob irradia¢do com luz visivel para futuras aplicagdes como um adesivo

no tratamento topico de cancer de pele melanoma.

Palavras-chave: Perileno diimida, complexos de Ruténio (II), transferéncia de
elétrons fotoinduzida, oxigénio singleto, terapia fotodinamica, cancer de pele

melanoma, nanofibras poliméricas, eletrofiagao.
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ABSTRACT

RU(II)-PERYLENE DIIMIDE COMPLEX FOR SINGLET OXYGEN
ACTIVATION: THERANOSTIC AGENT FOR MELANOMA. In this study, a
new perylene diimide ligand functionalized at the 1,7-bay positions with two
pyrrolidine molecules and at the imide positions with 5,10-amino-phenanthroline
(PDI-Py) and a new electron donor-acceptor dyad [Ru(phen),(PDI-Py)]**
(RuPDI-Py), where phen = 1,10-phenanthroline, was developed for potential
applications in photomedicine by combining absorption and emission in the near-
infrared region with the ability to generate singlet oxygen (!0,). The
electrochemical, photophysical, and photochemical properties of the PDI-Py
ligand and the RuPDI-Py dyad were investigated using steady-state and time-
resolved spectroscopic techniques in organic solvents and water. The pyrrolidine
substituent induced a shift in the absorption (720 nm) and fluorescence (767 nm,
tegm = 1.75 ns) to the near-infrared region of the PDI-Py ligand. In DMSO, the
RuPDI-Py dyad preserved the absorption and fluorescence of the PDI-Py
chromophore in the near-infrared region, whereas in the region between 350-550
nm there was an overlap of the absorption bands related to the "MLCT and Sy—S;
electronic transitions of the chromophores [Ru(phen);]** and PDI-Py,
respectively, and the phosphorescence *MLCT was completely quenched.
Transient absorption studies demonstrated that the excitation of the {Ru(phen)s}
moiety in the dyad resulted in rapid photoinduced electron transfer (60 ps)
between the constituent chromophores, generating the charge-separated
intermediate {Ru*"-(PDI-Py*") (4 ps) that decays to generate the long-lived triplet
state >*PDI-Py (36 ps), which can sensitize the formation of 'O, (¢p5 = 0.40). In
water, the RuPDI-Py dyad self-assembled into J-type molecular aggregates, which
exhibited "PDI-Py fluorescence at 840 nm (tem = 1.55 ns) and *MLCT
phosphorescence at 620 nm (tgm = 1.3 ps). Furthermore, excitation of the
{Ru(phen);} moiety resulted in the formation of **PDI-Py (15 us) and the
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generation of '0,. The dependence of the photophysical properties of the RuPDI-
Py dyad on the wavelength of the excitation light allowed modulation of its
biological applications. Using 450 nm visible light, the dyad generated the
cytotoxic species 'O,, which induced 100% inhibition of E. Coli colony growth
at dyad concentrations above 2.5 uM after light treatment. /n vitro studies with
human melanoma cells of the MDA-MB-435 cell line demonstrated the
photocytotoxicity of the dyad with an ICs of 2.30 uM (PI > 108), indicating its
potential application as a photosensitizer for antimicrobial and antitumor
photodynamic therapy. In contrast, using light above 650 nm, only the
fluorescence of the dyad in the near-infrared region was observed, which allowed
monitoring of its cellular location preferentially in the cytoplasm of MDA-MB-
435 cells, as well as monitoring the photoinduced damage by treatment with 450
nm light in cells and in mimetic models of phospholipid membranes,
demonstrating the potential application of the dyad as a luminescent biomarker.
Finally, polymeric polyacrylonitrile (PAN) nanofibers functionalized with the
RuPDI-Py dyad were prepared using the electrospinning method and presented
ideal characteristics to act as promising photoactive materials capable of
generating 'O, under irradiation with visible light for future applications in wound

healing in the topical treatment of melanoma skin cancer.
Keywords: Perylene diimide, Ruthenium (II) complexes, photoinduced electron

transfer, singlet oxygen, photodynamic therapy, melanoma skin cancer, polymeric

nanofibers, electrospinning.
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1 — Introducao

1.1 — Perileno diimida

Os derivados do perileno-3,4:9,10-diimida acido tetracarboxilico
(comumente chamado de perileno diimida, PDI) representam uma classe de
cromoforos organicos que vém sendo amplamente estudados desde o inicio do
século XX.! A estrutura molecular do PDI (FIGURA 1.1) ¢ caracterizada por um
sistema aromatico rigido e planar o qual confere uma série de propriedades
quimicas, opticas e eletronicas interessantes para essa classe de compostos. Os
derivados do PDI sdo caracterizados por uma ampla absor¢do com estrutura
vibronica e com altos coeficientes de absortividade molar (30.000 - 40.000 L.mol
I.em™) na regido visivel do espectro, altos rendimentos quanticos de fluorescéncia
(@5 > 0.9) com tempo de vida de fluorescéncia de aproximadamente 4 ns. Além
disso, esses compostos exibem alta estabilidade quimica e fotoquimica e um

elevado carater receptor de elétrons.?

Devido as suas propriedades atraentes os derivados do PDI tém sido
utilizados em diversas aplicagdes como pigmento industrial®, dispositivos
fotovoltaicos*, diodo orginico emissor de Iuz (OLED)%’, sensores
fluorescentes®®, materiais para deteccdo e degradacio de poluentes!®,

fotocatalisadores'!, sondas fluorescentes para bioimagens!?, entre outras.
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FIGURA 1.1 — Estrutura quimica do PDI com a numeragdo das posig¢des
funcionalizaveis no sistema aromatico e espectros de absorcdo (cinza) e de

fluorescéncia (vermelho) tipicos do PDI em solventes organicos.

A razdo para a adequacao dos PDIs para uma ampla e diversificada
gama de aplicacOes também esta correlacionada com a possibilidade de ajustar
suas propriedades Opticas e eletrOnicas através das modificagdes quimicas na
estrutura molecular. Como representado na FIGURA 1.1 o nucleo do perileno
possui dez posi¢oes funcionalizaveis: as posicoes 2,5,8,12 denominadas como
posi¢des orto, as posi¢des 1,6,7,12 conhecidas como bay e as posi¢des imida.’ Na
TABELA 1.1 estdo representados alguns exemplos de derivados do PDI
funcionalizados com diferentes substituintes nas posi¢des bay, imida e orto e
como esses substituintes afetam as propriedades Opticas dessa classe de

compostos.

Os substituintes nas posigdes imida geralmente sdao utilizados para
melhorar a solubilidade e as propriedades de agregacao do PDI, visto que esses
compostos tendem a formar agregados devido as interagdes de empilhamento 7-
n. Por exemplo, a adicao de substituintes alquila (1a) ou arila (1b) resultam em
derivados do PDI soluveis na maioria dos solventes organicos, como

diclorometano, cloroférmio, THF e acetona. Esses grupos volumosos sio



projetados para fora do plano do cromoéforo e, devido ao impedimento estérico,

dificultam o empilhamento n-m entre as moléculas de PDI.?°

Os substituintes imida também podem aumentar a solubilidade dos
PDIs em solugdo aquosa. Por exemplo, a funcionalizagdo com substituintes
hidrofilicos como os dendrons de poliglicerol'*!* (1¢) e ciclodextrina!® aumentam
a solubilidade devido a presencga de grupos polares, como éter e hidroxila, que
podem formar ligacdes de hidrogénio com as moléculas de agua e levar a
solubilidade em agua. Além disso, como esses substituintes sao volumosos resulta
em um impedimento estérico eficaz e, consequentemente, diminui o
empilhamento n-n. Substituintes catidnicos como os sais de amoénio (1d) também
melhoram a solubilidade em agua, de forma que as interagdes repulsivas entre as

cargas eletrostaticas diminuem a tendéncia de agregacgio do PDI.!%!7

No entanto, os substituintes na posicdo imida ndo alteram
significativamente as propriedades Opticas e eletronicas como absorgdo,
fluorescéncia e as energias dos orbitais HOMO/LUMO. De acordo com a
literatura isso ocorre devido ao fato de que os 4&tomos do nitrogénio imida estdao
localizados em planos nodais nos orbitais de fronteira HOMO e LUMO, o que
resulta em um acoplamento eletronico fraco entre esses substituintes e o nicleo

do perileno. >89

Em contraste com os substituintes imida, os substituintes na posi¢ao
bay afetam significativamente os potenciais redox, as propriedades Opticas e
aumentam a solubilidade desses compostos ao induzir uma tor¢do no nacleo do
perileno.!” De acordo com a literatura?, os substituintes n-doadores desestabilizam
a energia do HOMO enquanto os substituintes m-receptores estabilizam a energia
do LUMO, resultando em desvios batocromicos (para a regido do vermelho) dos

espectros de absor¢ao ¢ de emissao em ambos 0s casos.



TABELA 1.1 — Propriedades opticas de derivados do PDI funcionalizados.

COIIIpOStO }\«abs-max €max }\vem-max Tfl
fl Ref.
(solvente) (mm) Ml.em!) (nm) (ns)
et esese gl
P Ua Ut 524 88000 534 099 40 2
1a (CH,Cl)
(r: 0.0 :);giL
; 5 e8¢ io 527 96000 536 099 37 2
1b (CHCI,)
ey MO e
I 520 53000 535 0,04 14
1c (H,0)
U YOO ke
SN~ N . N—N
I 500 550 026 17
1d (PBS)
O30
I Wat 549 55000 578 0,99 4,5 !
le (CHCI,)
0
OO
IV Oa 700 39000 736 025 2
O
1f (CH,Cl,)
528 62900 542 0,69 2




De acordo com Wiirthner!' a substituicdo com o grupo fendxi -
doador nas posi¢coes 1 e 7 (le) resultou no deslocamento batocromico dos
espectros de absorcdo e de emissdo em 20 e¢ 40 nm, respectivamente, em
comparacao com o PDI andlogo sem substituintes bay. No entanto, apesar do
deslocamento, as propriedades caracteristicas dos PDIs como a estrutura
vibronica dos espectros, o alto rendimento quantico de fluorescéncia e a alta

estabilidade fotoquimica foram preservadas.

Mudangas espectrais mais pronunciadas ocorrem com a substitui¢ao
com grupos m-doadores nas posicdes bay. Por exemplo, a adicdo de duas
moléculas de pirrolidina (Py) (1f) resultou em um deslocamento dos espectros de
absorcao e de emissdo de aproximadamente 160 nm em comparagao ao PDI nao-
substituido.!*** A pirrolidina ¢ um substituinte altamente doador de elétrons e,
quando ¢ adicionada ao ntcleo altamente receptor de elétrons do PDI, o par de
elétrons ndo-ligantes da pirrolidina passa a fazer parte da conjugacdo do PDI.
Calculos computacionais dos orbitais moleculares demonstram que o HOMO
desses derivados estd localizado principalmente no substituinte doador, o que
resulta em um aumento da energia do HOMO, enquanto o LUMO ¢ semelhante
aos de PDIs sem substituintes na posicdo bay.!”?*?> Consequentemente, a
transi¢do eletronica de menor energia So — S; adquire um carater de transferéncia
de carga (CT) do doador Py para o receptor PDI. Caracteristicas semelhantes sao
observadas para outros substituintes m-doadores como a piperidina®® e a

morfolina.?’

O carater doador ou receptor de elétrons dos substituintes nas
posicoes orto (1g) pode alterar as propriedades eletronicas do PDI e influenciar
na energia do LUMO, sem alterar as propriedades Opticas e a planaridade do
anel.>?* Modifica¢des quimicas no nucleo do PDI também podem torna-los

eficientes fotossensibilizadores tripleto (FsT). Os FsT sdo compostos que



apresentam forte absor¢ao na regido espectral do UV-visivel, eficiente cruzamento

intersistema (ISC) e estados excitados tripleto de longa duragdo.?®

1.2 — Formacao de estados excitados tripleto

O estado excitado tripleto (T,) ¢ um estado eletronico no qual dois
elétrons desemparelhados com spins paralelos estdo localizados em orbitais

moleculares diferentes, como mostrado na FIGURA 1.2.

/SC‘
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FIGURA 1.2 — Diagrama esquematico dos orbitais moleculares de fronteira dos
estados fundamental e excitados com os respectivos spins dos elétrons e diagrama
de Jablonski mostrando o mecanismo de formagao do estado excitado tripleto os

processos de desativacao dos estados excitados.

As multiplicidades dos niveis de energia sdo definidas como 2S+1,
onde S ¢ o momento angular do spin. Um estado eletronico tripleto ocorre nos
casos em que os spins de dois elétrons desemparelhados, com spin mg = +1/2 se
alinham em fase para gerar S = 1. O termo “tripleto” significa que existem trés
configuragcdes eletronicas possiveis para o estado tripleto com diferentes
orientagdes dos spins ao longo de um determinado eixo: Ms =+1 (11), -1 ({]) e

0 (1]). A maioria das moléculas no estado fundamental s3o encontradas no estado
6



singleto porque todos os seus elétrons estdo emparelhados, no entanto existem
excecoes e algumas moléculas sdo encontradas com estados fundamentais tripleto

estaveis, como por exemplo o oxigénio molecular (O;).?

Geralmente os estados eletronicos excitados tripletos sao formados a
partir da fotoexcitacdo de moléculas. O diagrama de Jablonski na FIGURA 1.2
ilustra os estados eletronicos moleculares relevantes e alguns possiveis processos
de desativacado dos estados excitados. Em uma molécula com estado fundamental
singleto (Sp) a absorcao de luz leva a populacdo de estados excitados singletos
(S1). A inversdo dos spins do elétron s6 ¢ possivel se houver algum grau de
acoplamento spin-orbita (no qual o momento magnético orbital interage com os
momentos magnéticos de spin). Quando essa intera¢do ocorre, o processo de ISC
¢ favorecido, o qual ¢ definido como uma transi¢do ndo-radiativa entre dois
estados eletronicos de diferentes multiplicidades onde ocorre a inversao do spin

(S1 — T), resultando na populagdo do estado tripleto.?-

O acoplamento spin-orbita ¢ diretamente proporcional ao nimero
atomico (Z). Geralmente em moléculas organicas que possuem apenas atomos
leves na estrutura molecular como C, N e O, a interacao spin-orbita ¢ fraca e o
processo de ISC ¢ lento. Por outro lado, moléculas com atomos que possuem alto
Z (“atomos-pesados”) como por exemplo aquelas que contém iodo, bromo ou
atomos de metais de transicao, a mistura dos graus de liberdade orbital e de spin

¢ favorecida, resultado no forte acoplamento spin-orbita.?*-3

A energia do primeiro estado excitado tripleto (T;) € geralmente
menor do que a do primeiro estado excitado singleto (S;) devido ao fato de que a
repulsdo entre dois elétrons desemparelhados no estado tripleto ¢ menor do que
no estado singleto, portanto, a repulsdo couldmbica € menos intensa e a energia

do estado tripleto ¢ menor.

Os estados excitados tripleto sdo caracterizados por longos tempos

de vida porque o processo de desativagdo € proibido por spin. O estado tripleto
7



pode ser desativado para o estado fundamental através do processo radiativo
emitindo fosforescéncia ou por processos nao radiativos, como a conversao
interna (CI). Além disso, algumas moléculas podem participar de reacdes de

transferéncia de elétrons e/ou de energia a partir dos estados tripletos.3%*

Moléculas com estados excitado tripleto de longa-duracdo sao
amplamente usadas como intermediarios em processos fotoquimicos e fotofisicos,
permitindo aplicagdes em diversas areas como fotocatalise, terapia fotodinamica,
dispositivos eletronicos para conversao de energia solar, conversao ascendente de

fotons (aniquilagdo tripleto-tripleto), polimerizagio fotoiniciada, entre outros.>°

Além do efeito do atomo pesado, algumas outras estratégias vém
sendo utilizadas para aumentar a eficiéncia do processo de ISC e acessar o estado
excitado tripleto através de processos de transferéncia de elétrons e/ou de energia
fotoinduzidos. Esses processos serdo discutidos detalhadamente nos proximos

topicos.

O processo de ISC nao ¢ favorecido em derivados do PDI e,
consequentemente, o rendimento quantico de formacdo de tripleto desses
compostos ¢ baixo (Or < 0,001). Isso ocorre devido ao baixo acoplamento spin-
Orbita caracteristico de moléculas organicas associado aos elevados rendimentos
quanticos de fluorescéncia de derivados do PDI com valores proximos a unidade
(®n > 0.9), isto ¢, aproximadamente 90% dos fétons absorvidos retornam para o
estado fundamental emitindo fluorescéncia, além da grande diferenca de energia
entre os estados excitados singleto e tripleto.’”® A adi¢do de substituintes nas
posicdes bay e imida do PDI pode aumentar a eficiéncia do ISC através de

3941

processos de transferéncia de cargas fotoinduzidos ou pelo efeito do atomo

pesado incorporando metais de transicdo, como Pt(II) e Ir (III), que induzem um

forte acoplamento spin-Orbita.*>*



1.2.1 — Cruzamento intersistema mediado por processos

de transferéncia de elétrons fotoinduzidos

Moléculas no estado excitado sao melhores agentes oxidantes e
redutores do que as espécies do estado fundamental. Como representado na
FIGURA 1.3, a absorcao de luz promove um elétron do orbital HOMO para o
LUMO. O elétron que foi promovido para o estado eletronico de maior energia €
mais facilmente removido, o que significa que o estado excitado tem um potencial
de ionizacdo menor do que o estado fundamental. Ao mesmo tempo, a promogao
de um elétron deixa uma lacuna no orbital podendo aceitar um elétron, o que
significa que o estado excitado tem uma afinidade eletronica maior do que o

estado fundamental.

Redugao Oxidagao
Vacuo " ; T
| AE | *AE Pl Pl
LUMO —i LB _ LB
hv ' } hv
— ' ] —_—
HoMO -2 @ 8 (X ) _®
Estado Estado Estado Estado
Fundamental Excitado Fundamental Excitado

FIGURA 1.3 — Esquemas representando as mudangas nos potenciais de ionizagao

(PI) e afinidade eletronica (AE) de uma molécula apos a fotoexcitacao.

Os processos de transferéncia de elétrons fotoinduzidos (TE)
ocorrem em sistemas compostos por uma unidade doadora de elétrons (D) e uma
unidade receptora de elétrons (R). No processo de TE intramolecular, D ¢ R

coexistem na mesma molécula, geralmente chamadas de diades doadora-

9



receptora de elétrons, enquanto no processo de TE intermolecular D e R
correspondem a moléculas diferentes. Apos a absor¢do de luz, a TE leva a
formacao de um estado excitado de separacao de cargas (CS) que consiste no
cation radical do doador (D*") e no anion radical do receptor (R*), como

representado na FIGURA 1.4.

E[LmMo — —l——\T.E_ —+ o — 4+ + _

— o
Homo —H- ala —L— -

R

u u

S S

FIGURA 1.4 — Diagrama esquematico dos orbitais moleculares de fronteira para
o processo transferéncia de elétrons (TE) fotoinduzido em diades doadoras-

receptoras de elétrons.

A TE ¢ modulada pelas propriedades eletroquimicas e dos estados
excitados das unidades receptoras e doadoras. Para uma reacao de TE do estado
excitado do doador (*D) para o receptor (R), a variacao da energia livre de Gibbs

¢ dada pela Equacao 1.1.

*AG = [E° (D*/D) — E* (R/R") — Eg (D*/D) (1.1)

Onde, E° (D*/D) corresponde ao potencial de oxida¢do do doador, E°
(R/R") é o potencial de redugio do receptor e Eo (D*/D) é diferenca entre os niveis

vibracionais zero-zero dos estados excitado e fundamental do doador.

Os processos de TE inter e/ou intramoleculares competem com os

demais processos de desativagdo dos estados excitados e, no geral, resultam na
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redugdo dos tempos de vida e dos rendimentos quanticos de emissdao. Os ions
radicais gerados a partir da TE geralmente sdo espécies transientes e sao
detectados por técnicas espectroscopicas resolvidas no tempo, como as

espectroscopias de absorcdo transiente e de Raman.**

Os estados CT podem passar pelo processo ndo-radiativo de
recombinagio de cargas resultando na formac¢do do estado excitado tripleto.* A
formacao de tripletos a partir dos estados CT geralmente ocorre através do
processo de cruzamento intersistema de pares de radicais (radical-pair
intersystem crossing, RP-ISC) ou atraveés do processo de cruzamento intersistema
de transferéncia de carga spin-orbita (spin—orbit charge transfer intersystem

crossing, SOCT-ISC),*+*” representados na FIGURA 1.5.
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FIGURA 1.5 — Diagrama de Jablonski mostrando os possiveis mecanismos de

formagdo do estado tripleto em diades doadoras-receptoras.

O mecanismo de RP-ISC geralmente ocorre em diades com fraco
acoplamento eletronico entre as unidades doadoras e receptoras devido a longas
distAncias de separag¢do (por exemplo, >15 A).¥ Esse mecanismo envolve a
formagdo de um estado intermediéario de transferéncia de carga tripleto (**CT)
resultante da interagdo hiperfina entre o spin do elétron e o spin nuclear magnético

dos estados '"CT e **CT que favorece o ISC. O ISC ¢ seguido por uma rapida



recombinacao de carga que induz a formacao do estado excitado tripleto de menor

energia da unidade doadora ou receptora.*>*

O processo de RP-ISC ocorre em centros de reagdo fotossintética

naturais’'*

e tem sido observado em diversas diades de derivados do PDI. Por
exemplo, Dance e colaboradores prepararam uma diade composta por um sistema
doador-ponte-receptor (D-P-A), onde D = fenotiazina, P = p-fenileno ¢ A =
perileno-3,4:9,10-bis(dicarboxiimida) (1h, FIGURA 1.6), na qual acima de 150 K
a transferéncia de elétrons gerou o par de ions de radicais (PTZ"™ —Ph, —PDI") e,

em seguida, a recombinacdo de carga gerou o estado excitado tripleto

(PTZ-Ph,—"PDI).>

O mecanismo de SOCT-ISC geralmente ¢ favorecido em diades com
forte acoplamento eletronico nas quais o doador e o receptor estdo diretamente
ligados por meio de uma unica ligagio C—C e em diades que apresentam
geometria ortogonal (orientagdo perpendicular) entre as unidades doadoras-
receptoras. Este mecanismo geralmente envolve o processo de transferéncia de
elétrons entre orbitais de diferentes simetrias, como por exemplo a transferéncia
de elétrons de um orbital n ndo-ligante localizado no doador para um orbital *
do receptor, a qual resulta em grandes mudancas no momento angular orbital e

induzem a um rapido ISC diretamente do estado "CT para o estado T;.%>!

O processo de SOCT-ISC foi observado em diversas diades de
derivados do PDI.>"*27>4 Por exemplo, em dimeros do PDI ligados covalentemente
por uma molécula de xanteno (Xan) (11, FIGURA 1.6) a fotoexcitagdo produziu o
estado de separa¢do de cargas Xan"—PDI~. A orienta¢do ortogonal entre os
orbitais da Xan e do PDI favoreceram o ISC atraves do processo SOCT-ISC e a
recombinagio de carga resultou na populagio do estado **PDI com tempos de vida

de 133 € 239 us em CH,Cl, e em tolueno, respectivamente.
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FIGURA 1.6 - Diades doadoras-receptoras de elétrons de derivados do PDI que
participam dos processos de transferéncia de cargas fotoinduzidos do tipo RP-

ISC (1h) e SOCT-ISCSS (1i).

A diferenga entre os mecanismos RP-ISC e SOCT-ISC ¢ muito sutil
e dificil de determinar. O SOCT-ISC mostra uma forte dependéncia da distancia
e da orientagcdo ao contrario do RP-ISC, que ndo depende da distancia e ¢ uma
interagdo localizada entre o spin do elétron e os spins nucleares proximos. Além
disso, RP-ISC ¢ geralmente mais lento (kisc ~ 10% s™') em relagdo ao SOCT-ISC

kISC - 1011 S'l).47’51’56

As diades doadoras-receptoras sdo sistemas moleculares
sinteticamente exigentes, uma vez que a eficiéncia dos processos de ISC mediados
por CT dependem de fatores como a distancia e o acoplamento eletronico entre as
unidades doadores e receptoras. Além disso, as estruturas moleculares rigidas dos
PDIs podem causar problemas de baixa solubilidade em agua, limitado as
aplicacdes bioldgicas. Portanto, ¢ altamente desejavel desenvolver uma estrutura
molecular simples para diades doadoras-receptoras de elétrons para obter um ISC

eficiente.
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1.2.2 — Populacio do estado excitado tripleto através de

processos de transferéncia de energia tripleto

Os processos de transferéncia de energia fotoinduzidos (TEn)
ocorrem do estado excitado do doador para o receptor no estado fundamental
através de dois possiveis mecanismos: TEn por ressonancia de Forster ou Dexter.

A diferenga entre os dois mecanismos esta ilustrada na FIGURA 1.7.

Forster Dexter
Lumo & Lumo @ %
I
HoMo @+ e HoMO —@ NS
D R *Dx___~ R

FIGURA 1.7 — Mecanismos de transferéncia de energia Forster e Dexter.

No mecanismo de Forster (também chamado de mecanismo
Coulombico ou FRET) o doador excitado (*D) transfere energia para o grupo
receptor (R) por meio de um processo ndo radiativo. Esse mecanismo ocorre
através da interacao ressonante entre os momentos de dipolo do doador no estado
excitado e do receptor no esatado fundamental, fazendo com que o *D retorne
para o estado fundamental e, simultaneamente, um elétron do R seja promovido
para o estado excitado.’” Este processo ndo requer contato fisico entre D e R ¢
pode ocorrer em longas distancias, no entanto € necessario que haja alta interagao
dipolo-dipolo e a eficiéncia deste processo ¢ governada principalmente pela
sobreposi¢do entre os espectros de emissido do D e de absor¢do do R.>7 A constante

de velocidade do mecanismo de Forster (k£,,) pode ser definida pela Equacdo 1.2:
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RS (1.2)

Onde 1 € o tempo de vida do doador na auséncia do receptor, rpg € a
distancia (em A) entre o doador e o receptor e Ry é a distAncia em que a TEn

ocorre com 50% de eficiéncia, denominada como raio de Forster.?!

O mecanimso de Forster ¢ observado na natureza em complexos
antena presentes nas plantas e em outros organismos fotossintéticos, formados por
moléculas de pigmento que captam a energia da luz solar e a transfere até chegar

ao centro de reacdo.?*!

No mecanismo de Dexter ocorre uma troca simultinea de dois
elétrons, ou seja, *D transfere um elétron para o orbital LUMO do R, enquanto
recebe simultanemanete um elétron do R no seu orbital HOMO. Dessa forma, a
energia e a multiplicado de spin do estado excitado sdo transferidas e o estado
excitado do receptor ¢ formado ao mesmo tempo que o estado fundamental do
doador ¢ regenerado. Este mecanismo de troca de dois elétrons requer que a
energia dos orbitais envolvidos no processo sejam proximas para que a
sobreposicao orbital entre D e R seja eficiente. Além disso é necessario que D e

R estejam proximos e por isso € considerado um mecanismo colisional.

A constante de velocidade do mecanismo de Dexter (k2,) pode ser

definida pela Equagao 1.3:

ken = Aexp [—B(rpr — 10)] (1.3)

Onde B ¢ o fator de atenuagdo para a troca de elétrons e depende da

distancia entre o doador e receptor.
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O mecanismo de Dexter obedece a regra de selecdo de conservacao
do spin e um exemplo tipico desse mecanismo ¢ a formacao de oxigénio singleto

29,31

através da reacdo de transferéncia de energia tripleto-tripleto, que sera

discutida detalhadamente nos proximos topicos.

Os processos de TEn intramoleculares podem ocorrer em diades
doadoras-receptoras compostas por dois cromoforos ligados covalentemente e os
estados excitados tripleto podem ser populados através do processo de
transferéncia de energia tripleto-tripleto. Esses sistemas sdo compostos por um
cromoforo doador que ¢ um fostossensibilizador tripleto € por um cromo6foro
receptor de energia tripleto. Como representado na FIGURA 1.8, o doador tripleto
absorve a energia de excitacdo para gerar seu estado excitado singleto que
subsequentemente ¢ convertido para o estado tripleto através do ISC. Em
sequéncia, ocorre um rapido processo de transferéncia de energia tripleto-tripleto

intramolecular gerando estado excitado tripleto do receptor.

E D /\,E(‘: v
0w
hv
A\ J . \4
Doador Receptor

FIGURA 1.8 — Transferéncia de energia tripleto-tripleto intramolecular em diades

doadoras-receptoras.

Para que essas diades participem das reacdes de transferéncia de
energia intramolecular elas devem ser projetadas para que o acoplamento entre os
cromoforos no estado fundamento seja fraco. Dessa forma, os cromodforos

preservam suas propriedades eletronicas e fotofisicas intrinsecas como moléculas
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independentes, como os respectivos niveis de energia dos estados fundamental e
excitado, eficiéncias do ISC, etc. Se o estado excitado tripleto do cromdforo
receptor possuir energia muito proxima ao estado tripleto do doador, devido ao
equilibrio entre os estados excitados, pode ocorrer uma transferéncia de energia
tripleto intramolecular reversivel entre os dois cromoéforos e prolongar o tempo
de vida do estado tripleto do doador. Esse processo ¢ denominado como efeito
reservatorio de energia. No entanto, se o intervalo de energia entre esses estados
for maior, a constante de transferéncia de energia de retorno do receptor para o
doador ¢ desfavorecida e, consequentemente, a populacdo do estado excitado

tripleto do receptor é favorecida em relagdo ao estado tripleto do doador.*

Os complexos de metais de transicdo sdo amplamente empregados
como fotossensibilizadores devido as suas altas eficiéncias de ISC. Os
hidrocarbonetos aromadticos que possuem alto rendimento quantico de
fluorescéncia, como os derivados do pireno e¢ do PDI, sao candidatos promissores
a receptores pois a grande separagdo de energia dos estados singleto-tripleto
permite que os niveis relevantes do estado tripleto do fotossensibilizador sejam

colocados entre eles.””

Por exemplo, Wiirthner e colaboradores prepararam um sistema
supramolecular onde um cromoforo de PDI com susbtituintes piridina nas
posi¢des imida se ligou axialmente a dois fragmentos de porfirina de Ru(Il). Neste
sistema, denominado DPyPBI[Ru(TPP)(CO)], (13, FIGURA 1.9), o
comportamento fotofisico muda drasticamente com o comprimento de onda de
excitagdo, dependendo se as unidades DPyPBI ou Ru(TPP)(CO) sdo excitadas.
Apo6s a excitagdo do DPyPBI, a intensa fluorescéncia tipica desta unidade €
completamente suprimida e os resultados de espectroscopia resolvida no tempo
revelam a ocorréncia de transferéncia de elétrons fotoinduzida da unidade Ru(II)-
porfirina para o croméfor PDI (t = 5,6 ps) seguida pela recombinagdo de cargas

(t = 270 ps). Por outro lado, apds a excitacdo da unidade Ru(TPP)(CO), o ISC
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ultrarrapido (t < 1 ps) € seguido pela transferéncia de energia tripleto do Ru(II)-
porfirina para a unidade PDI (t = 720 ps). A energia do estado tripleto **DPyPBI
¢ menor que a energia do estado tripleto da componente Ru(Il)-porfirina e a
fosforescéncia do estado 3*Ru(Il) ¢ totalmente suprimida pela transferéncia de
energia PDI(So)/'Ru(T;) — PDI(T;)/"Ru(S). Por fim, o estado **DPyPBI decai
para o estado fundamental em uma escala de tempo mais longa de t = 9,8 ps.%
Outros exemplos de transferéncia de energia tripleto-tripleto intramolecular

podem ser encontrados nesta revisdo.®!

FIGURA 1.9. Estrutura molecular da diade DPyPBI[Ru(TPP)(CO)]. (1j) que
participa de reacdes de transferéncia de energia e de elétrons fotoinduzidas. Figura

adaptada da referéncia Prodi et al. (2005).%

1.3 — Complexos de Ru(II) com estados tripletos de longa

duracio - diades hibrido organica-inorganica

Os complexos polipiridinicos de Ru(Il) estdo entre os compostos
inorganicos mais investigados. Eles tém sido usados em diversas aplicagdes
tecnoldgicas e biomédicas, como conversao de energia solar, fotocatalise, terapia
fotodinamica para o tratamento de cancer, biomarcadores luminescentes, entre

outras.%%3
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Os complexos polipiridinicos de Ru(Il) exibem uma combinagao
unica das propriedades quimicas, estruturais, fotoquimicas, fotofisicas e
eletroquimicas. Para uma melhor compreensdo o complexo [Ru(phen);]** (1k,
FIGURA 1.10), onde phen = 1,10-fenantrolina, pode ser utilizado como um
exemplo para demonstrar detalhadamente essas propriedades. Este complexo ¢
soliivel em uma variedade de solventes orginicos e em agua, o ion Ru** apresenta
a configuragdo eletronica d° baixo spin € a total ocupagio de seus orbitais d(ta,)
os torna cineticamente estaveis e termodinamicamente inertes. Além disso, o
complexo [Ru(phen);]** apresenta uma intensa absor¢do na regido do visivel com
maximo em 450 nm (¢ ~18000 M'.cm' em 4gua) decorrente da transicdo
eletronica de transferéncia de carga do metal para o ligante ('"MLCT, Ru,dnt —
L,m*). Seu estado excitado de menor energia, **MLCT, é populado com elevada
eficiéncia devido ao processo de ISC altamente favorecido em decorréncia do
forte acoplamento spin-orbita. O estado **MLCT apresenta intensa fosforescéncia
com maximo em ~600 nm (¥, = 0,058) a qual ¢é caracterizada por um longo

tempo de vida de emissdo de 1ps em agua.®

O complexo [Ru(phen);]*" também possui um rico comportamento
eletroquimico em solugdo, caracterizado por um processo de oxidagdao centrado
no metal (E;»,=+1,26 V vs NHE em dgua) e por processos de redugdo centrados
no ligante phen (Ei» = -1,36 V vs NHE). Além disso, o [Ru(phen);]*" em seu
estado excitado *MLCT é um bom redutor e um bom oxidante, com os potenciais

redox do estado excitado de "Eox = -0,92 V € "Eeq = +0,82 V vs NHE em 4gua.’!

A FIGURA 1.10 apresenta um diagrama simplificado dos orbitais
moleculares de fronteira do complexo [Ru(phen);]** e dos seus respectivos
processos de desativagdo do estado excitado. O ion metdlico Ru®" possui seis
elétrons emparelhados em seus orbitais d (to,) (HOMO) e o ligante polipiridinico
1,10-fenantrolina possui os orbitais ©* de menor energia (LUMO) vazios,

tornando-os orbitais receptores de elétrons. Apds a absorcao de um foton, ocorre
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a transferéncia de elétrons de um orbital dn do metal para o orbital n* do ligante.
Este processo de transferéncia eletronica converte gera o estado excitado
eletronico intermediario de separacao de cargas {[Ru(III)(phen),(phen*)]}, o qual
ap6s um rapido ISC, gera o estado >*MLCT. A partir do estado **MLCT h4 trés
possiveis caminhos para retornar para o estado fundamental: (1) emitir
fosforescéncia (Amax = 610 nm, T, = 1,0 us € O, = 0,058 em dgua’'), (2) participar
de reagdes de transferéncia de energia tripleto-tripleto com o O; e gerar 'O, (O =
0,39 em D,0%), ou (3) participar de rea¢des de transferéncia de elétrons atuando

como um agente oxidante ou redutor.

Uma caracteristica principal dos complexos polipiridinicos de Ru(II)
¢ que suas propriedades fotofisicas e fotoquimicas podem ser ajustadas alterando
os ligantes.®® A incorporacio de cromoforos orginicos em estruturas de
complexos de metais de transi¢do (CMT) para formar diades hibrido organica-
inorganica ¢ uma estratégia eficaz para melhorar as propriedades e influenciar na
dindmica dos estados excitados, como por exemplo aumentar a capacidade de
absor¢do de luz visivel e prolongar o tempo de vida do estado excitado tripleto.**
Geralmente esses croméforos organicos sdo sistemas m-conjugados extensos e
com altos coeficientes de absortividade molar. A conjugacao resulta na redugao
da energia das transi¢des m—n* e dos respectivos estados excitados desses

ligantes.®’

20



hv' TEn! ®,=039 (2)

hv 600 nm <30,
{pn 0,058 @ ’

| Ton 1 WS

()
B

(A) 2+ B gl ..
- _' mﬁ ISC TE —— 3
P 7'y
N" S 3;;75\’\« SMLCT
/,, N _~ -1 '0, _
N™
J #

1k S0 v
©) & e _— & S e
—_— N _l_ m + -
MLCT ISC
T T T N RS
Estado "MLCT SMLCT

Fundamental

FIGURA 1.10 — (A) Estrutura molecular e (B) diagrama qualitativo dos processos
fotofisicos do complexo [Ru(phen);]** com os possiveis mecanismos de
desativacdo do estado excitado em agua, incluindo (1) fosforescéncia, (2) reacao
de transferéncia de energia tripleto-tripleto e formagdo de 'O, e (3) reacdo de
transferéncia de elétrons. (C) Representacao dos orbitais moleculares envolvidos

na transi¢ao eletrénica MLCT.

Os estados eletronicos excitados de menor energia em CMT com
cromoforos organicos aromaticos deixam de ser localizados nos estados MLCT
do metal e tornam-se localizados nos estados n—n* do ligante aromaético, ou seja,
a transi¢do eletronica de menor energia muda de So — "MLCT para So — "(n-
n*).3 Como a transi¢do So — !"(n-n*) ¢ altamente permitida elas possuem altos
valores de ¢ devido a boa sobreposi¢ao dos orbitais moleculares. Além disso,
nesses CMT o processo de ISC entre os estados "(n-n*) — 3*(n-n*) ¢ eficiente
devido ao acoplamento spin-6rbita induzido pelo atomo de metal de transi¢cao em
conjunto com a pequena diferenga de energia entre os orbitais S; e T; n—n*. Os
estados tripleto 3*(n-n*) sdo caracterizados por tempos de vida mais longos em

comparagdo com os estados >*MLCT. Dessa forma, essa classe de CMT apresenta
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maior capacidade de absorcdo da luz visivel e estados excitados tripleto de longa
duragdo em relagao aos CMT convencionais, aumentando assim as oportunidades

para aplicagdes dos complexos como FsT.>*

Um exemplo de uma diade hibrida organica-inorganica foi relatado
por Dubey et al.%® Eles adicionaram ao complexo [Ru(bpy).(dppz)]** um derivado
do PDI substituido com dppz e com 4-terc-butilfenoxi nas posi¢des 1,7-bay. A
combinagdo resultou na diade PDI-[Ru(bpy).(dppz)]** (11, FIGURA 1.11) com
maior janela de absor¢ao no visivel, exibindo bandas de absor¢do de 300 a 600
nm e com maiores valores de € (50.000 L.mol"!.cm™ em 550 nm) em comparago
com o complexo referéncia [Ru(bpy).(dppz)]** (absor¢do entre 350 € 550 nm, € ~
21.000 L.mol'.em' em 450 nm). Além disso, o complexo PDI-
[Ru(bpy)2(dppz)]*" mostrou a extensio do tempo de vida da fosforescéncia de 850

ns (**MCLT) para 62 ps (*"PDI).

Diversos CMT com ligantes derivados do PDI apresentam estados

60.69-71 A aromaticidade dos

excitados de separacdo de cargas (CS) intermediarios.
PDIs confere alta afinidade eletronica a essas moléculas tornando-os bons
sistemas receptores de elétrons. Por outro lado, o centro metalico rico em elétrons
atua como um eficiente doador de elétrons. Geralmente, esses estados de

separacdao de cargas sdo caracterizados pelo par radical com o metal oxidado

(M"*") e o PDI reduzido (PDI*").

Por exemplo, no complexo PDI-[Ru(bpy)(tBuCN),Cl;] (1m,
FIGURA 1.11), apds a excitagdo eletronica da componente PDI, ocorreu uma
rapida transferéncia de elétrons da componente Ru(II) para o ""PDI (tgr < 150 f5),
gerando o estado intermedidrio de CS {Ru(Ill)-PDI"}, seguido pela
recombinacao de cargas (tcr = 63 0s) que apos 63 ns resultou na populagdo do

estado 3*PDI caracterizado por um tempo de vida de 39 ps.”
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FIGURA 1.11 — Diades hibrido organica-inorganica de complexos de metais de
transi¢do com ligantes derivatizados do PDI que populam o estado excitado **PDI

de longa duragdo.®"2

Com base neste cenario, nosso grupo de pesquisa preparou a diade
doadora-receptora [Ru(phen),(pPDIp)]** (FIGURA 1.12), composta pelos
cromoforos [Ru(phen);]*" e PDI funcionalizado com fenantrolina nas posi¢des
imida (pPDIp).” A primeira propriedade importante resultante da combinagio dos
cromoforos foi o aumento da solubilidade da diade em solventes organicos e em
solucdo aquosa em relagdo ao ligante livre pPDIp (solivel somente em DMSO e
DMF). As propriedades opticas e dos estados excitados da diade também foram
aprimoradas. Em acetonitrila a diade apresentou ampla absor¢do no visivel (350-
560 nm) com & de ~58.000 L.mol!.cm™ e o espectro de absor¢éo foi caracterizado
pela somatoria da absor¢do de ambas as componentes {Ru(Il)(phen)s} e {pPDIp},
indicando um acoplamento fraco entre as duas componentes no estado
fundamental. A luminescéncia de ambos os cromoéforos foi preservada na diade,
de modo que a excitagdo com comprimentos de onda abaixo de 500 nm, regido
onde a absor¢ao da componente {Ru(Il)(phen);} predomina, a diade exibiu a
fosforescéncia do estado >*MLCT (Amax = 610 nm, t,n > 500 ns), similar a
fosforescéncia observada para o **"MLCT do complexo referéncia [Ru(phen);]*".
Por outro lado, a excitacdo com comprimentos de onda acima de 500 nm, regiao

na qual somente a componente {pPDIp} absorve, a diade exibiu a fluorescéncia
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com estrutura vibronica do estado "pPDIp (Amax = 545 nm, tq = 10 ps e 3.5 ns),

similar a fluorescéncia do ligante livre pPDIp.
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FIGURA 1.12 — Estrutura molecular e diagrama qualitativo dos processos

fotofisicos da diade [Ru(phen),(pPDIp)]*".

Além da populagio dos estados *MLCT e "pPDIp, a combinagdo
dos cromoéforos na diade expandiu as propriedades dos estados excitados. A
excitacdo de ambos os cromoforos resultou na formacdo do estado excitado
intermedidrio de separacao de cargas {(Ru(IIl)(phen),pPDIp™)} (tcs = 28 ps)
através da transferéncia de elétrons da componente doadora {Ru(II)(phen);} para
o pPDIp receptor de elétrons. Em seguida, a recombinag¢do de cargas levou a
populacdo do estado **pPDIp com tempo de vida de 1,8 ps.”® A partir do estado
3*pPDIp a diade gerou o 'O, através do processo de transferéncia de enegia

tripleto-tripleto, com um rendimento quantico de formacgdo de 'O, (D, ) de 57%.7

Diferentes propriedades espectroscopicas foram observadas quando
a diade Ru(phen),(pPDIp)]** foi avaliada em solugdo aquosa, devido a formagio
de agregados m-m.”* A agregac¢io induziu a inversdo das intensidades das bandas
de absor¢do 0-0 e 0-1 da componente pPDIp, a fluorescéncia do 'pPDIp foi
totalmente suprimida e somente a fosforescéncia da **MLCT foi observada. A

agregacdo da diade em meio aquoso ndo impediu a geragio de 'O,.
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A diade Ru(phen),(pPDIp)]*" demonstrou potencial para participar
como intermediario em reagdes de transferéncia de elétrons quimica- e
fotoinduzidas. Na presenga de trietilamina (TEA), a diade foi reduzida gerando o
anion radical pPDIp™ e a coloragdo da solu¢cdo mudou de laranja para verde. Em
seguida, a irradi¢do com luz de 420 nm resultou na formagdo do didnion pPDIp*
¢ na mudanga de cor para violeta. Os elétrons resultantes das reagdes de reducao
foram usados para reduzir o metilviologénio (MV?"), permitindo a recuperagdo da

mistura diade-TEA em um processo ciclico.”

1.4 — Estados excitados tripletos: geracio de oxigénio

singleto e aplicacdes em terapia fotodinamica

1.4.1 — Oxigénio singleto ('02)

O oxigénio singleto ('0,) é o estado excitado de menor energia do
oxigénio molecular (O,). E uma das espécies reativas do oxigénio (EROs) e
apresenta uma forte capacidade em oxidar diversas moléculas organicas,
permitindo aplicagdes em diferentes areas, incluindo o tratamento de aguas

residuais’, degradacdo de poluentes organicos’®’’, sintese organica’®,

80,81

fotocatalise’, terapia fotodinAmica para o tratamento de cancer®®3! e de infecgdes

82,83

bacterianas®>®3, entre outras.®*

As propriedades e o comportamento do oxigénio refletem sua
estrutura eletronica tnica. Na FIGURA 1.13 estd representado o diagrama de
orbital molecular do O, no estado fundamental e dos respectivos estados
eletronicos excitados. A molécula de O, no estado fundamental é uma espécie
tripleto e possui dois elétrons desemparelhados com a mesma multiplicidade de
spin, sendo um elétron em cada orbital w-antiligante.’!
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A excita¢do eletronica do O, resulta na inversdo do spin do elétron e
na populagdo de dois estados excitados singletos denominados 'A, € 'Z,". Esses
estados diferem na posi¢do dos elétrons nos orbitais antiligantes. O estado 'Z,"de
maior energia (1,6 eV) possui os dois elétrons com spins opostos em dois orbitais
antiligantes diferentes e decai rapidamente para o estado 'A, através do processo
de conversdo interna. O estado 'A, de menor energia (95 kJ.mol™"), geralmente
chamado de 'O, é caracterizado pelos dois elétrons emparelhados em apenas um
orbital e pelo segundo orbital n* vazio, o que torna essa molécula altamente
instavel e reativa. O 'O, pode retornar para o estado fundamental por emissio de
luminescéncia (1270 nm) ou pode reagir com moléculas ricas em elétrons ao seu

redor.3!®
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—
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Estado Fundamental

FIGURA 1.13 — Diagrama qualitativo dos orbitais moleculares com os respectivos
niveis de energia e configuragdes eletronicas do oxigénio molecular no estado

fundamental e nos estados excitados 'A; € 'Z,.

Devido ao orbital n* vazio o 'O, exibe uma alta reatividade com
moléculas organicas ricas em elétrons como olefinas e compostos aromaticos

policiclicos. A maioria das biomoléculas possui componentes insaturados que sao
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excelentes substratos para 'O,, como por exemplo a guanina para DNA, 4cidos
graxos poliinsaturados, colesterol e varios aminoacidos, incluindo triptofano,
tirosina, histidina, metionina e cisteina. As reagdes do 'O, com esses alvos

bioldgicos podem desencadear danos irreversiveis e levar a morte celular.®

O !0, desempenha diversos papéis importantes nos sistemas
biologicos e esta associado aos mecanismos de defesa utilizados pelas células
fagocitarias contra virus e bactérias, oxidando moléculas e destruindo organismos
possivelmente prejudiciais. Por outro lado, o 'O, pode levar a destrui¢do de uma
molécula, célula ou organismo e desencadear efeitos adversos em um sistema
saudavel e em bom funcionamento. Apesar dos organismos aerobicos possuirem
sistemas de defesas antioxidantes para limitar os niveis intracelulares e impedir a
inducdo de danos, elevadas concentra¢des 'O, em um ambiente bioldgico podem
induzir a uma sucessao de eventos moleculares ¢ bioquimicos e causar a morte

celular por mecanismos de apoptose ou necrose.®>*

A geragdo do 'O, através da excita¢do direta do O, ndo é um processo
usual devido a sua baixa absor¢cdo nas regides espectrais do visivel e do
infravermelho-proximo (NIR). Uma maneira comum e conveniente de produzir
10, é através da transferéncia de energia tripleto-tripleto. Nesse processo, uma
molécula fotossensibilizadora absorve luz e a partir do estado tripleto, transfere
sua energia de excitagdo para o estado fundamental do O,, produzindo o 'O,
(Equagdo 1.4). Para que esse processo ocorra a energia do estado tripleto da
molécula fotossensibilizadora deve ter energia superior ou igual a energia

necessaria para excitar o O, (0,98 eV).

3A+30, - 1A+ 10, (1.4)
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O tempo de vida do 'O, depende significativamente do ambiente € do
solvente. Especificamente, o tempo de vido do 'O, é de aproximadamente 67 us
em agua deuterada mas apenas de ~3,5 pus em agua. No meio biologico o tempo
de vida ¢ extremamente curto, cerca de 40 ns, limitando sua ag¢do perto de seu

local de geragdo.®®

A capacidade em gerar o 'O, foi relatada para alguns derivados do
PDI representados na FIGURA 1.14. Por exemplo os compostos 11 ¢ 1m com
substituintes doadores de elétrons na posigao 1,7-bay apresentaram um
rendimento quéntico de 'O, (®4) 0,16 € 0,03, respectivamente, em cloroformio.*’
O PDI substituido com um polimero conjugado na posi¢ao imida 1n demonstrou
um @, de 0,09 em metanol®® enquanto no PDI com substituintes tetrafenil nas

posi¢des orto (10) 0 @, foi de 0,05 em diclorometano.”

FIGURA 1.14 — Derivados do PDI que geram 'O, com os respectivos

rendimentos quénticos de formagdo de 'O, (®,) em diferentes solventes.

A sensibiliza¢do do 'O, também foi observada para diversos CMT
com ligantes derivados do PDI (FIGURA 1.15). Por exemplo, o complexo
polipiridinico de Ru(IT) 1p°! coordenado ao centro do anel do PDI, apresentou um

®,de 0,04 em tampao PBS apds irradiagdo com luz de 420 nm e no complexo
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com duas unidades de PDI 1q”* o ®@, foi de 0,03 em DMSO. O complexo
terpiridinico de Pt(II) com um ligante PDI 11** também gerou 'O, com um ®, de

0,91 em tolueno.
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FIGURA 1.15 — Complexos de metais de transicdo com ligantes derivados do PDI

que geram 'O,, com os respectivos @A em diferentes solventes.

O efeito citotdxico do 'O, é atualmente utilizado na pratica clinica
em uma modalidade de tratamento denominada terapia fotodinamica, na qual a

producdo controlada de 'O, leva a destruigdo das células ou dos tecidos alvos.

1.4.2 — Terapia Fotodinamica

A terapia fotodinamica (TFD) ¢ uma modalidade terapéutica
reconhecida que vém demonstrando eficacia no tratamento de diversos tipos de
cancer, incluindo cancer de cabega e pescoco, pulmdes, bexiga, cancer pele nao

melanoma e de carcinoma basocelular superficial e nodular. Também tem sido
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aplicada com sucesso no tratamento de condi¢gdes ndo cancerigenas e
demonstrado efic4cia na inibi¢do de bactérias, virus, fungos e parasitas.”** Neste

caso, ¢ denominada terapia fotodindmica antimicrobiana (aTFD).

A TFD ¢ baseada na intera¢do entre um farmaco fotossensibilizador
(FS), luz e oxigénio molecular. Apos a aplicacdo sistémica ou topica do
fotossensibilizador, este ¢ ativado por uma por uma fonte de luz com comprimento
de onda especifico. Como descrito anteriormente, os estados tripletos do FS sdo
caracterizados por longos tempo de vida, possibilitando a reacdo com moléculas
proximas. Na TFD o FS tripleto excitado reage com oxigénio molecular através
de dois possiveis mecanismos (FIGURA 1.16). No mecanismo do Tipo I, o
fotossensibilizador tripleto excitado transfere um elétron para uma molécula
proxima, que pode ser um substrato bioldgico ou o oxigénio molecular gerando
as espécies reativas de oxigénio (EROs) como o anion radical superdxido (O;™),
o radical hidroxila (OH™) e o peroxido de hidrogénio (H,0,). No mecanismo do
Tipo II fotossensibilizador transfere a energia de excitagdo para o oxigénio
molecular gerando o 'O,. Ambos 0s processos resultam no acaimulo de EROs que
gera estresse oxidativo, causando danos celulares irreversiveis e, por fim, na

morte celular.”

A TFD permite a destrui¢do seletiva dos tumores devido a capacidade
de direcionar e acumular o FsT no tecido alvo e pela habilidade de ativa-lo por
iluminacdo especifica, fazendo com que as espécies citotoxicas sejam geradas
somente na regido onde a luz ¢ aplicada, possibilitando um controle espacial e
temporal do tratamento e minimizando danos nos tecidos adjacentes saudaveis.
Em relacdo ao tratamento com antibidticos, a TFD possui duas vantagens
principais: ndo induz resisténcia microbiana e reduz a necessidade de drogas

sistémicas.
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FIGURA 1.16 — Diagrama qualitativo do mecanismo fotofisico com

representando as reagdes de um fotossensibilizador que ocorrem na terapia

fotodinamica.

Um fotossensibilizador ideal para aplicacdes em TFD deve ter alta
capacidade de geragao de oxigénio singleto, bandas de absorcao dentro da janela
fototerapéutica (750 — 800 nm) onde ndo ocorre a absorcdo da luz pelas
biomoléculas e a penetracao da luz no tecido € maior. Além disso, deve apresentar
alta fotoestabilidade, minima toxicidade no escuro, biocompatibilidade e

capacidade de acumulagdo no tecido alvo.”’

A maior parte dos fotossensibilizadores aprovados para uso clinico
consistem em moléculas organicas, como por exemplo o Photofrin®, o Levulan®
e 0 Foscan® e sdo usados para o tratamento de diferentes tipos de cincer, incluindo
cancer de esdfago, pulmio, cabega e pescogo, carcinomas basocelular e
espinocelular.”®%® A maioria desses compostos apresentam uma estrutura geral de
anel tetrapirrdlico (FIGURA 1.17) e sdo porfirinas, clorinas e ftalocianinas.
Devido a essa caracteristica estrutural compartilhada, a maioria desses
fotossensibilizadores possuem desvantagens semelhantes, como a baixa
solubilidade em agua, baixa fotoestabilidade e uma lenta eliminagao do corpo de
forma que permanecem presentes no corpo até muito tempo depois do

tratamento.”’
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FIGURA 1.17 — Estruturas quimica dos fotossensibilizadores organicos

aprovados clinicamente para o tratamento de cancer.

O desenvolvimento de fotossensibilizadores de complexos de
coordenacdo de metais de transicdo vém sendo utilizado como uma estratégia
eficiente para superar as desvantagens dos fotossensibilizadores organicos. As
propriedades estruturais e eletronicas dos CMT podem ser ajustadas de acordo
com a escolha criteriosa dos ligantes e dos metais. Essa versatilidade dos CMT
oferece vantagens como uma ampla gama de estados de oxidag¢do, nameros de
coordenac¢do e geometrias, produzindo um amplo espaco estrutural e quimico a

ser explorado.

A FIGURA 1.18 demonstra os complexos de Pd(IT), AI(IIT) e Ru(II)
que foram aprovados clinicamente ou estdo em fase de ensaios clinicos para o
tratamento de cincer através da TFD.”” O Photosens® é uma ftalocianina de
aluminio tetrasulfonada aprovada clinicamente na Russia para o tratamento de

cancer de pulmao, figado, mama, pele e gastrointestinal. O TOOKAD® ¢ um
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complexo de Pd(I) coordenado a uma bacterioclorofila a, um pigmento
fotossintético presente em bactérias fototroficas, e seu efeito fotocitotdoxico esta
associado principalmente a geracdo dos radicais superdxido ou hidroxila.
Atualmente ¢ aprovado clinicamente no México, Israel e em diversos paises da

Unido Europeia para o tratamento de cancer de prostata.”

FIGURA 1.18 — Fotossensibilizadores de complexos de metais de transi¢cao que
foram aprovados clinicamente ou estdo em fase de ensaios clinicos para o

tratamento de cancer através da TFD.

O TLD-1433 foi o primeiro fotossensibilizador de Ru(Il) a entrar em
ensaios clinicos e estd atualmente em estudos de Fase II nos EUA e no Canada
para o tratamento de cancer de bexiga ndo-musculo invasivo.'”” O TLD-1433 ¢é
um complexo polipiridinico de Ru(Il) que pode ser classificado como uma diade
organica-inorganica. Sua estrutura molecular € composta por um centro metéalico

que facilita a populacao dos estados excitados tripletos e pelo grupo orgéanico o-
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tertienil que proporciona um estado excitado tripleto intraligante (**IL) com longo

tempo vida e alta sensibilidade ao oxigénio.!"!

De acordo com McFarland e colaboradores, o estado *“IL do TLD-
1433 possui duas configura¢des possiveis (FIGURA 1.19): um estado *IL com
carater -m* responsavel pela sensibiliza¢do do !O; e um estado **ILCT que pode
participar de reagdes de transferéncia de elétrons com o oxigénio (ou substratos
bioldgicos). O estado **ILCT ¢ preenchido indiretamente a partir do decaimento
do estado "MLCT formado ap6s absor¢do da luz verde, enquanto o estado 3*IL é
populado diretamente apos a absor¢do da luz vermelha. Os efeitos PDT obtidos
com luz verde sdo mais potentes do que aqueles com luz vermelha devido aos
coeficientes de extingdo molar mais baixos de TLD-1433 nos comprimentos de
onda vermelhos.!”? Assim, este fotossensibilizador pode gerar 'O, com quase
100% de eficiéncia, mas tem a capacidade de atuar através do mecanismo Tipo I

em ambientes hipdxicos.
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FIGURA 1.19 - Diagrama de energia qualitativo dos processos fotofisicos do
fotossensibilizador TLD-1433. Figura adaptada da referéncia Monro et al.

(2019).102

Complexos polipiridinicos de Ru(Il) vem sendo extensivamente

estudados para aplicagdes biologicas devido as suas propriedades fotofisicas e
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fotoquimicas.'®1% Como descrito anteriormente, sdo complexos cineticamente
estaveis e termodinamicamente inertes; consequentemente, a dissociagdo do
ligante e a toxicidade devido a liberagao de metais pesados no meio bioldgico sdo
limitadas. A inércia desses complexos para a dissociacao do ligante nos estados
fundamental e excitado permite a investigagdo de reagdes de transferéncia de
elétrons intra e intermoleculares sem interferéncia da troca de ligante. Além disso,
as propriedades Opticas desses complexos em relagdo as aplicagdes bioldgicas se
beneficiam de um grande deslocamento de Stokes, que impede a auto supressao
da luminescéncia, e de longos tempos de vida de emissdo, que permitem imagens
diretas de meios biologicos sem interferéncia da fluorescéncia de biomoléculas.!%
Diversos estudos vém demonstrando aplicagdes dos complexos polipiridinicos de
Ru(II) como fotossensibilizadores para a TFD para o tratamento de diversos tipos

de cancer'” e inativagdo bacteriana.'%1°

O desenvolvimento de materiais hibridos multifuncionais para obter
simultaneamente um agente para diagnostico e para tratamento eficaz do cancer,
possibilitando de imagens de fluorescéncia e terapia fotodinamica tem recebido
muito interesse nos ultimos anos.''"'3 Essa combinagdo pode permitir a
diferenciacdo precisa entre o tecido alvo e os tecidos saudaveis, possibilitando

uma terapia guiada por imagem.

Os complexos de Ru(Il) vém sendo reconhecidos como potencias
biossensores para imagens celulares devido as suas excelentes propriedades
fotofisicas, incluindo grandes deslocamentos de Stokes (>100 nm), estados
excitados com longos tempos de vida e sensivel ao ambiente. Além disso, esses
complexos podem interagir de forma seletiva com diferentes biomoléculas,

incluindo mitocondria, reticulo endoplasmatico e o DNA. !

Nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo complexos

polipiridinicos de Ru(Il) para aplicagdes como sondas luminescentes para

monitorar os processos de agregacdo de proteinas amiloides,''>!!” inibidores
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H8I9 agentes terandsticos para imagem celular e atividade

enzimaticos,
antitumoral,'?%!?! fotossensibilizadores para aplica¢gdes em TFD no tratamento de

cancer de pele melanoma’ e como fungicida.!'*?

Recentemente nosso grupo de pesquisa avaliou o potencial da diade
[Ru(phen),(pPDIp)]** para atuar como FsT em terapia fotodindmica no tratamento
de cancer de pele melanoma e como fungicida. Experimentos in vitro com a
linhagem celular de melanoma murino B16F10-Nex2 mostraram que a diade no
escuro ndo apresentou citotoxicidade em concentragdes até 10 pmol.L!'. No
entanto, ap0s ao tratamento com luz, a diade exibiu efeito fotocitotoxico
significativo, com valores de ICsy de 1,2 umol.L! sob irradiagdo com luz de 518
nm (dose = 0,41 J.cm™) e de 0,5 pmol.L"! com luz de 420 nm (dose = 0,58 J.cm’
2).”* Além disso, a diade Ru(phen),(pPDIp)]*" também apresentou efeito
significativo na inibicdo dos fungos C. albicans e S. brasiliensis, a qual na
concentragio de 0,05 pmol.L! associada ao tratamento com luz de 518 nm (dose
= 6,3 J.cm™) resultou em 100% de inibi¢do do crescimento dessas espécies.!??
Apesar desses resultados promissores, as aplicagdes fotoquimicas da diade
[Ru(phen),(pPDIp)]** sdo limitadas devido a regido de absor¢do entre 350-650
nm, abaixo da janela fototerapéutica (750 — 800 nm) ideal para aplicagdes em

TFD.

Nesse sentido, como descrito na Sec¢ao 1.1, a adigdo de substituintes
doadores de elétrons na posicao bay do PDI tem sido utilizada como alternativa
para modificar as propriedades opticas e eletroquimicas desses cromoforos. Lucas
et al. relataram que a substitui¢gdo na posicao 1,7-bay de compostos PDI por
grupos doadores de elétrons, como a pirrolidina (Py), resultou em uma mudanca
na absor¢do e emissdo para a regido NIR.!'?* Por exemplo, a 1,7-bis(pirrolidin-1-
11)-3,4:9,10-perileno-bis(dicarboximida) exibiu uma intensa absor¢ao em 686 nm
(¢ = 46.000 M.cm™) em tolueno e uma fluorescéncia em 721 nm (®q = 0,65, Tq

= 4,5 ns) atribuida ao estado singleto excitado (S;) com carater de transferéncia
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de carga (CT). Embora esses derivados de PDI-pirrolidina mostrem excelentes
propriedades de captacdo de luz na regido do NIR, eles ndo sdo capazes de
preencher o estado excitado tripleto de perileno diimida de longa duragao.

Portanto, diferentes estratégias tém sido utilizadas para atingir o estado **PDI.?>!?*

Este projeto de pesquisa estendeu o trabalho anterior sobre a diade
[Ru(phen),(pPDIp)]** desenvolvendo uma nova diade Ru(Il)-perileno na qual a
componente pPDIp foi modificada adicionando a pirrolidina como substituinte
nas posi¢oes 1,7-bay do anel aroméatico com o objetivo de deslocar a absor¢ao e a
emissdo da diade para a regido do NIR e otimizar as propriedades fotofisicas,
fotoquimicas e biologicas obtidas para a diade de referéncia

[Ru(phen),(pPDIp)]*".

Neste trabalho sintetizamos e caracterizamos o novo ligante PDI-Py
e a nova diade [Ru(phen),(PDI-Py)]** (RuPDI-Py) onde phen = 1,10-fenantrolina
e PDI-Py = perileno funcionalizado com pirrolidina nas posi¢des 1,7-bay e com
1,10-fenantrolina nas posi¢oes imida (FIGURA 1.20). As propriedades fotofisicas
e fotoquimicas da diade RuPDI-Py e dos compostos de referéncia foram avaliadas
em DMSO e em dgua, utilizando técnicas espectroscopicas do estado estacionario
e resolvidas no tempo. A eficiéncia de formag¢do do 'O, e das espécies reativas de
oxigénio também foi avaliada, bem como o potencial para aplicacio com
fotossensibilizador em terapia fotodindmica no tratamento de cancer de pele
melanoma e antimicrobiana. Além disso, para conseguir um controle espacial e
temporal e uma facil remocao da diade apos a acdo fotodinadmica, preparamos
nanofibras polimérica funcionalizada com a diade RuPDI-Py visando o
desenvolvimento de um material para atuar como um adesivo para o tratamento
de lesdes tdpicas, permitindo um tratamento altamente seletivo e econdmico
podendo ser aplicado diretamente nas areas tumorais e serem ativados por luz de

diferentes comprimentos de onda através de um procedimento nao invasivo.
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FIGURA 1.20 - Estruturas moleculares do ligante PDI-Py e da diade RuPDI-Py.
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2 —Objetivos

2.1 — Geral

Obter um fotossensibilizador polipiridinico de Ru(Il)-perileno
diimida apresentando propriedades espectroscOpicas apropriadas para atuar em
terapia fotodinamica e em particular no tratamento topico de cancer de pele

melanoma.

2.2 — Especificos

A. Sintese e caracterizacao do ligante PDI-Py e da diade RuPDI-Py.

- Sintetizar e caracterizar os compostos propostos utilizando as
técnicas de RMN de 'H, *C e 2D (COSY, HMBC e HSQC) ¢ espectrometria de
Massas (UHPLC-QTof-MS/MS).

B. Avaliar as propriedades eletroquimicas, fotofisicas e fotoquimicas

do ligante PDI-Py e da diade RuPDI-Py.

- Avaliar as propriedades fotofisicas dos compostos proprostos
utilizando técnicas espectroscopicas estacionarias (UV-vis, Luminescéncia) e
resolvidas no tempo (espectroscopia de absorcdo transiente) em solventes

organicos e em solucdo aquosa.

- Avaliar a estabilidade quimica e fotoquimica em solventes

orgéanicos e em solugdo aquosa.

C. Ativacgao do oxigénio singleto e/ou suas espécies reativas (EROs)
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- Investigar a capacidade do compostos propostos em atuar como
fotossensibilizadores para a ativagdo do oxigénio singleto ('0,) e/ou das demais

EROs (O,", OH™) pela irradiacao com luz azul e vermelha.

- Quantificar o 'O, e as EROs geradas através da fotossensibilizagdo
dos compostos propostos utilizando a técnica EPR com armadilhas de spins

(2,2,6,6-tetrametil-4-piperidinol e DMPO).

D. Desenvolvimento de filmes poliméricos para aplicacdes com

potenciais adesivos para o tratamento topico de cancer de pele

- Imobilizar a diade proposta em filmes poliméricos. Caracterizar os
filmes utilizando as técnicas espectroscopicas de UV-vis, luminescéncia e

microscopia eletronica de varredura .

- Investigar a capacidade do do filme polimérico modificado com a

diade em gerar 'O, e/ou as EROs pela irradiagdo com luz azul e evemelho.
E. Aplicagdo teranostica do fotossensibilizador proposto.

- Investigar in vitro a citotoxicidade no escuro e a fotocitotoxicidade
da diade RuPDI-Py em solu¢do e imobilizada no filme polimérico em células de

melanoma humano e em células saudaveis.

- Avaliar a absor¢ao e localizagdo do fotossensibilizador em células

de melanoma humano utilizando a técnica de Microscopia Confocal e/ou FLIM.
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3 — Materiais e métodos

3.1 — Reagentes

Todos os reagentes utilizados nas sinteses dos compostos propostos
neste projeto de pesquisa foram de procedéncia Sigma-Aldrich. Os solventes
utilizados nas sinteses dos composotos e nos estudos espectroscopicos foram de
grau de pureza HPLC. A purificagdo dos compostos foi realizada por
cromatografia em coluna (silica-gel, alto grau de pureza, tamanho do poro de 60
A, tamanho das particulas de 40-63 pm) de procedéncia Sigma-Aldrich. O
complexo referéncia [Ru(phen);]Cl, e o padrao [Os(bpy);](PF¢), utilizados nos
ensaios espectroscopicos foram sintetizados e caracterizados pelo grupo de

pesquisa do Prof. Dr. Vincenzo Balzani (Universita di Bologna — Italia)

Nos ensaios de EPR foram utilizadas as armadilhas de spins 2,2,6,6-
Tetrametil-4-piperidinol (TMP-OH) (Sigma-Aldrich) e 5,5-Dimetil-1-pirroline N-
oxido (DMPO) (Sigma-Aldrich) e o padrao 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina
N-oxil (TEMPOL) (Sigma-Aldrich).

Nos ensaios bioldgicos para o cultivo celular da linhagem MDA -
MB-435 utilizou-se meio Leibovitz-L.15 (Vitrocell) suplementado com glutamina,
vermelho de fenol, piruvato de sédio, galactose e 10% de soro fetal bovino. Para
os estudos de terapia fotodinadmica utilizou-se o meio Leibovitz-L15 (Vitrocell)
sem o vermelho de fenol. Para os ensaios de viabilidade celular utilizou-se o
reagente brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Os
compostos [Ru(phen);]Cl, e azul de metileno utilizados como referéncia nos

ensaios biologicos sdo de procedéncia Sigma-Aldrich.

Para os ensaios microbioldgicos, o LB-agar e meio LB Broth

(Lennox) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Os fosfolipidios 1-palmitoil-2-oleoil-
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glicero-3-fosfocolina (POPC) e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-(1'-rac-glicerol)
(DOPG) utilizados na preparacao das membranas modelos foram fornecidos pela
Avanti Polar Lipids. A sacarose ¢ a glicose utilizadas na preparagcdo das GUVs sao
de procedéncia Sigma-Aldrich. Para a preparacao das nanofibras poliméricas,
utilizou-se o polimero poliacrilonitrila (PAN, My, = 150.000) adquirido da Sigma-
Aldrich.

3.2 — Sinteses

3.2.1 — Sintese do precursor 1,7-dibromoperileno-

3.,4,9,10-tetracarboxilico dianidrido (2)

Uma mistura de Perileno-3,4,9,10-tetracarboxilico dianidrido (1)
(4,0 g, 10,2 mmol) em acido sulftrico ( 98%, 60 mL) foi mantida sob agitacdo e
em temperatura ambiente durante 20 h. Adicionou-se iodo (I, 39 mg, 0,16 mmol)
como catalisador e a mistura foi aquecida a 85 °C (em banho de silicone) e
mantida sob agitacdo durante 3 h. Em seguida, o bromo (Br,, 2 mL, 39 mmol) foi
adicionado gota a gota durante 4 h. A reacdo foi mantida a 80 °C sob agitagdo por
16 h. Apds esse periodo, ao atingir temperatura ambiente, o excesso de Br; foi
retirado borbulhado um fluxo de N, na mistura reacional durante 30 min. O
produto da reacdo foi precipitado pela adicdo lenta de 40 mL agua destilada
gelada. O sélido resultante foi separado por filtragdao a vacuo, lavado com 1 L de
agua destilada (para neutralizar o pH) e com 600 mL de metanol e seco a vacuo.
O poduto obtido foi um sélido vermelho (5,55 g, rendimento de 99%), no entanto
o produto ndo pode ser purificado, uma vez que € insolivel em solventes

0rganicos.
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3.2.2 - Sintese do precursor N,N’-Dicicloexil-1,7-

dibromoperileno-3,4:9,10-acido tetracarboxilico diimida (3)

Uma suspensdao de 1,7-dibromoperileno-3,4,9,10-tetracarboxilico
dianidrido (2) (0,95 g, 1,72 mmol), ciclo-hexilamina (0,58 mL, 5,07 mmol) e
acido acético (0,48 mL, 8,83 mmol) em 20 mL de 1-metil-2-pirrolidona foi
mantida a 85 °C, sob agitagdo e atmosfera de nitrogénio por 15 h. Apds esse
periodo, ao atingir temperatura ambiente, o precipitado foi separado por filtragdo
gravimeétrica e lavado com 200 mL de metanol. O produto foi purificado por
cromatografia em coluna (silica gel) utilizando diclorometano como eluente. A
primeira banda foi coletada e apds a rotaevaporacao do solvente foi obtido um

solido vermelho (0,619 g, 50%).

3.2.3 - Sintese do precursor N,N’-Dicicloexil-1,7-

dipirrolidinilperileno-3,4:9,10-acido tetracarboxilico diimida (4)

Uma mistura de N,N’-Dicicloexil-1,7-dibromoperileno-3,4:9,10-
acido tetracarboxilico diimida (3) (0,095 g, 0,133 mmol) e pirrolidina (5 mL, 59,7
mmol) foi mantida a 60 °C, sob agitacdo e atmosfera de nitrogénio por 24 h. Apds
esse periodo, ao atingir temperatura ambiente a mistura reacional foi vertida em
20 mL de HCI (10%) sob agitagdo constante. Em seguida, o produto foi extraido
com diclorometano (3 x 20 mL) e a fase organica foi recolhida, seca com MgSOy
e concentrada por rotaevaporagdo. O precipitado foi purificado por coluna de
cromatografia de silica gel utilizando como eluente CH,Cl/Hexano (2,5%
Hexano, v/v). O produto obtido foi um sélido verde escuro (37 mg, rendimento

de 40%).
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3.2.4 — Sintese do precursor 1,7-Dipirrolidinilperileno-

3,4:9,10-acido tetracarboxilico dianidrido (5)

Uma mistura de N, N’-Dicicloexil-1,7-dipirrolidinilperileno-
3,4:9,10-4cido tetracarboxilico diimida (4) (0,1 g, 0,15 mmol), KOH (0,6 g, 10
mmol) e 5 mL de isopropanol foi mantida sob refluxo por 2 h. Apds esse periodo,
ao atingir temperatura ambiente, 17 mL de acido acético foi vertido na mistura
reacional sob agitacao. O solido verde foi concentrado por rotaevaporacao, lavado
com 300 mL de 4gua destilada e 80 mL de metanol e purificado por recristalizagao

com tetracloroetano e acetato de etila. A massa final obtida foi de 72 mg (95 %).

3.2.5 — Sintese do ligante N-1,10-fenantrolina-1,7-
dipirrolinidilperileno-3,4:9,10-acido tetracarboxilico diimida (PDI-

Py)

Uma mistura de 0,188 mmol (0,1 g) de 1,7-Dipirrolidinilperileno-
3,4:9,10-4cido tetracarboxilico dianidrido (5) ¢ 0,424 mmol (0,083 g) de 1,10-
fenantrolina-5-amino foi dissolvida em 3 mL de piridina previamente destilada e
em 3 g de imidazol. A mistura foi mantida sob refluxo a 120 °C, agitacao constante
e atmosfera de nitrogénio por 24 h. Apds atingir temperatura ambiente foram
adicionados lentamente 25 mL de solucao aquosa de HCI1 15% para precipitagao.
O precipitado verde foi separado por filtracao gravimétrica e lavado com 300 mL
de 4gua destilada e seco a vacuo. O produto foi purificado por cromatografia em
coluna de silica gel, utilizando como eluente o gradiente de polaridade
CH,ClI/MeOH (CH,CIl:MeOH=99:1; 95:5; 90:10 ¢ 85:15, v/v). O produto obtido

foi um solido verde escuro (113 mg , 68%).
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3.2.6 — Sintese do complexo precursor cis-[Ru(phen):Cl;]

O complexo precursor [Ru(phen),Cl,] foi preparado a partir de 0,765
mmol de RuCl;.3H,0 (200 mg), 1,6 mmol de 1,10-fenantrolina (289,5 mg) e 5,44
mmol de LiCl (230 mg) dissolvidos em 15 mL de DMF previamente desaerado.
O sistema permaneceu sob refluxo, agitacdo constante e atmosfera de nitrogénio
por 8 h. Apos este periodo, ao atingir temperatura ambiente, adicionou-se 150 mL
de acetona gelada previamente destilada. A mistura foi mantida sob refrigeracao
durante 12 h para completa precipitagao. O precipitado foi separado por filtracao
a vacuo, lavado com agua destilada suficiente para o filtrado ficar incolor € 20 mL

de ¢ter. O complexo de coloragdo roxa foi seco a vacuo e o rendimento da reacao

foi de 30% (120 mg).

3.2.7 — Sintese da diade [Ru(phen):(PDI-Py)|(PFs):
(RuPDI-Py)

A diade [Ru(phen),(PDI-Py)](PFs), foi sintetizada a partir de 0,067
mmol (36 mg) do precursor [RuCl,y(phen);] e 0,1 mmol (89 mg) do ligante PDI-
Py, dissolvidos em 7 mL de DMF previamente destilado. O sistema foi mantido
sob refluxo, agitagdo continua e atmosfera de nitrogénio por 24 h. Apos este
periodo, ao atingir temperatura ambiente, adicionou-se 0,134 mmol (22 mg) do
contra-ion hexafluorofosfato de amoénio (NH4PFe¢) e 20 mL de éter para
precipitacdo. A mistura reacional foi mantida sob refrigeracdo por 4 h para
completa precipitacdo e, em seguida, o precipitado foi filtrado por filtracao
gravimétrica, levado com 4gua destilada gelada e éter e seco a vacuo. O solido
obtido foi purificado por sucessivas recristralizagcdes em acetona/éter. Por fim,

obteve-se um sélido cerde escuro (63 mg) com rendimento de 67%.
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3.3 — Equipamentos e metodologias

3.3.1 — Espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro BRUKER
DXR 400 MHz e 600 MHz pertencentes ao Laboratorio de Ressonancia
Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao

Carlos.

3.3.2 — Espectrometria de Massas UHPLC-QTof-MS/MS

As analises por UHPLC-QTof-MS/MS foram realizadas 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 os seguintes parametros para a ionizacao: tipo de ioniza¢ao = ESI+,
Gas Temp. = 320 °C, Gas Flow = 12 (L.min™"), Nebulizer 35 Psi, Sheath Gas
Temp. = 300 °C, Sheath Gas Flow = 10 (L.min!), VCap = 3800, Nozee Voltage =
700V, Fragmentor = 150, Skimmer = 65, OctopoleRFPeak = 750.

As amostras foram solubilizadas em 1000 pL de acetonitrila ou
metanol (grau LC-MS) e posteriormente diluidas para as concentragdes de 10 ppm
¢ 5 ppm. Para estas analises foram realizadas uma infusao direta, utilizando como
fase movel agua (solvente A, 0,1 % de acido formico) e acetonitrila ou metanol

(solvente C com 0,1 % de acido férmico), no modo isocratico € na propor¢ao de
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05:95 v/v respectivamente. A vazdo da fase mével foi de 0,300 mL min! e o

volume de inje¢ao foi de 5 uL.

O erro (em ppm) foi calculado a partir da massa teorica e do
respectivo espectro de MS adquirido monitorando uma faixa entre 150 a 1500 Da
e posteriormente a faixa de 400 a 800 Da, com uma taxa de varredura de 3
espectros.s’ e processados pelo software Mass Hunter Workstation Software

versao B.08.00.

3.3.3 — Espectroscopia de UV-vis

Os espectros de absor¢do eletronica na regiao UV-vis foram obtidos
utilizando os espectrofotometros Agilent 8453A e Perkin Elmer A40. Foram
utilizadas celas de quartzo com caminhos 6pticos de 10 mm e volume 3,5 mL e

de 50 mm e volume 7 mL.

3.3.4 — Propriedades Eletroquimicas

Os estudos eletroquimicos foram realizados usando um potenciostato
EcoChemie Autolab 30. As medidas de voltametria ciclica e pulso diferencial
foram realizadas em solugdes de benzonitrila ou de acetonitrila. As amostras
foram preparadas a uma concentragao de 1 mM com 0,1 M de TBAPFs como
eletrolito suporte, a temperatura ambiente e em atmosfera de nitrogénio. A célula
eletroquimica era composta pelo eletrodo de trabalho de carbono vitreo (0,08
cm?), o contraeletrodo foi uma espiral de Pt e um fio de prata foi empregado como

eletrodo de quase-referéncia (AgQRE). Os potenciais relatados sao referidos ao
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SCE medindo o potencial AgQRE em relacao ao ferroceno (E;»=+0,43 V vs SCE
em benzonitrila e +0,40 V vs SCE em MeCN para Fc+/Fc!®).

Os eperimentos de espectroeletroquimica foram realizados em uma
cela de eletrodo opticamente transparente constituida por duas janelas de quartzo,
um conjunto de trés eletrodos fundido selado em um espagador de polietileno. Os
trés eletrodos sao: dois minigrids de Pt (32 fios/cm) como eletrodos de trabalho e
contraeletrodos e um fio de prata como eletrodo quase-referéncia, posicionado
bem proximo ao eletrodo de trabalho para minimizar a resisténcia 6hmica. A cela
tem um arranjo do tipo sanduiche. A luz passa através da parte central do eletrodo
de trabalho minigrid (80% de transmitancia) e o caminho da optico € da ordem de
100200 um. A difusdao das espécies eletrogeradas entre os eletrodos ¢
insignificante na escala de tempo experimental (10-50 s). A solugdo utilizada para
experimentos espectroeletroquimicos foi preparada conforme descrito
anteriormente para voltametria ciclica. Para localizar a janela de potencial correta
correspondente ao processo redox de interesse, uma voltametria ciclica foi
registrada a 5 mV/s antes da espectroeletroquimica. Depois de reabastecer a cela
com uma solucao nova, o potencial de eletrélise foi variado entre os potenciais de
-0,8 a+1,4 V e os espectros de absor¢ao UV—Vis—NIR foram registrados com um

espectrofotometro Agilent Technologies 8543.

3.3.5 — Espectroscopia de Luminescéncia do estado

estacionario

Os espectros de emissdo e excitacdo foram obtidos nos
espectrofluorimetros Shimadzu modelo RF-5301 PC (1ampada de alta pressdo de
xendnio de 150 W e fotomultiplicadora do tipo R928) e Edinburgh FL.S920

equipado com a fotomultiplicadora Hamamatsu R928). As medidas foram
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realizadas utilziando celas de quartzo de quatro lados de caminho 6ptico 10 mm
e volume 3,5 mL. As solu¢des desaeradas foram preparadas em uma linha de
vacuo de Schlenk por ciclos repetidos de pump—freeze—thaw (~4x107° mbar)
usando cubetas de quartzo seladas. As medidas de luminescéncia a 77 K foram
realizadas em matriz de butironitrila preparadas em tubos de quartzo. O
rendimento quantico de emissao do ligante PDI-Py foi calculado utilizando o

padrao [Os(bpy):](PFs). em acetonitrila (Opn = 0,005).

3.3.6 — Tempo de vida de emissao

Os tempos de vida de emissio foram medidos com um
espectrofluorimetro Edinburgh FLLS920 usando a técnica de contagem de fotons
unicos correlacionados no tempo (TCSPC). Os comprimentos de onda de

excitacao selecionados foram de 405 nm e 640 nm.

3.3.7 — Espectroscopia de absorciao transiente de

femtossegundos

Os experimentos de absor¢do transiente de femtossegundos foram
realizados no Institute of Organic Synthesis and Photoreactivity (ISOF)-
Consiglio Nazionale delle Ricerche (CNR), Itdlia, em colaboracdo com a Dra.

Barbara Ventura.

Os espectros de absor¢do transiente foram medidos com o
espectrometro Ultrafast Systems HELIOS (HE-VIS-NIR) utilizando como fonte
de excitagdo um sistema de laser Newport Spectra Physics Solstice-F-1K-230 V,

combinado com um amplificador paramétrico optico TOPAS Prime (TPR-
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TOPAS-F) (duragao de pulso de 100 fs, taxa de repeticdo de 1 kHz e
comprimentos de onda de saida de 450 e 720 nm). O sistema Solstice era
composto por um oscilador de femtosegundo Mai Tai HP Ti:Sa sintonizavel (690-
1040 nm) bombeado por um laser Nd:YVO4 (Millennia), amplificador
regenerativo Ti:Sa bombeado por um diodo duplo intracavitario Q-switched laser
pulsado Nd:YLF (Empower 30), extensor de pulso optico e compressor de pulso
optico. A resolucao temporal geral do sistema foi de 300 fs. Os experimentos
foram realizados usando celas de quartzo de caminho O6ptico de 0,2 cm
(absorbancia em 450 ¢ 720 nm = 0,2), em solu¢do de DMSO, na presenga de ar e
sob agitacdo constante. Para reduzir a fotodegradacgdo, a energia de bombeamento
da amostra foi reduzida para 6 plJ/pulso. O software Surface Xplorer V4 da
Ultrafast Systems foi usado para aquisi¢do e andlise de dados. As superficies de

dados 3D foram corrigidas para o chirp do pulso da sonda antes da anélise.

3.3.8 — Espectroscopia de absorciao transiente de

nanossegundos

Os experimentos de absor¢do transiente de nanossegundos foram
realizados em colaboracdo com o grupo de pesquisa da Prof. Dra. Paola Ceroni,

na Universita di Bologna, Italia.

Os experimentos foram realizados em temperatura ambiente em
solucdes desaeradas de DMSO ou agua em uma cela de quartzo de 10 mm x 10
mm. As concentracoes foram ajustadas para uma absorbancia de 0,2 no
comprimento de onda de excitagdo (355 nm). As amostras foram excitadas pelo
3° harmonico (Aexe = 355 nm, pulsos tnicos de 10 ns de duragdo e 40 mJ/pulso)
do laser Continuum Surelite SLI-10 Nd:YAG. Uma lampada de Xe perpendicular

ao feixe de laser foi usada como sinal de referéncia e o sinal foi detectado por um
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fotodiodo sensivel ao vermelho apos passar por um monocromador de alta
radiancia Os espectros de absor¢do transiente foram obtidos a partir dos
decaimentos medidos em varios comprimentos de onda (intervalo de 2 nm na
regido de 360 a 650 nm) e 16 tiros de laser individuais foram utilizados para
melhorar a confiabilidade de cada aquisi¢do. As analises cinéticas foram
realizadas com procedimentos de ajuste de minimos quadrados usando o software

OriginLab.

3.3.9 — Determinacio das espécies reativas de oxigénio

geradas em solucao

3.3.9.1 — Espectroscopia de ressoniancia paramagnética

eletronica (EPR)

Os experimentos de espectroscopia de ressonancia paramagnética
eletronica (EPR) foram realizados junto ao grupo do Prof. Dr. Otaciro Rangel
Nascimento no Instituto de Fisica Sdao Carlos da Universidade de Sdo Paulo
(IFSC/USP) e ao grupo do Prof. Dr. Petr Neugebauer em colaboracdo com Dr.
Vinicius Tadeu Santana no Central European Institute of Technology (CEITEC)

em Brno, Republica Tcheca.

No IFSC/USP o espectrometro utilizado foi o Varian E109 operando
em banda X (9.5 GHz) a temperatura ambiente e as condigdes experimentais
foram: 0,25 G de modulagao, 20 mW de poténcia, constante de tempo de 0,128 s,
16 scans. No CEITEC os experimentos foram conduzidos utilizando o
espectrometro Magnettech X-band EPR usando uma cela de quartzo especial para

medir amostras liquidas em solventes polares. Os espectros foram registrados
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usando uma poténcia de micro-ondas de 20 mW e uma amplitude de modulagao

de 1,4 G a 100 kHz.

Os compostos 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidinol (TMP-OH) e 5,5-
dimetil-1-pirroline N-oxido (DMPO) foram utilizados como armadilhas de spin
(do inglés spin trap) para verificar a formacao de oxigénio singleto e das demais
espécies reativas de oxigénio, respectivamente. Uma solu¢do de 2 mL contendo o
TMP-OH, (48 mmol.L ") ou 0o DMPO (0,03 mol.L!) e o ligante PDI-Py ou a diade
RuPDI-Py (10 e 150 umol.L!) foi preparada em tampéo PBS pH 7,4 € em D,0,
sem saturagdo de O,. Em seguida, 200 uL. da mistura foram transferidos para a
cela de quartzo. As medidas foram realizadas in sifu no escuro e apoOs as
irradiagoes com luz de 420 nm e de 620 nm, em intervalos predeterminados de
tempo. As amostras foram irradiadas posicionado o feixe de luz na janela da
cavidade de micro-ondas do equipamento de EPR, permitindo a permanéncia da
cubeta na mesma posi¢ao durante a irradiagdo e aquisi¢ao dos espectros. Solugdes
do TMP-OH e do DMPO no escuro e irradiadas foram mantidas como controle.
Os espectros obtidos experimentalmente foram simulados para obtengdao dos
parametros de EPR como largura de linha, area do sinal de EPR, valor das

constantes hiperfinas e valor de g.

A concentragdo de 'O, gerado pela diade RuPDI-Py em solugdo
tampao PBS (pH 7,4) foi determinada através de uma curva de calibragdo
utilizando o 4-hidroxi-TEMPO (TEMPO) como padrao. Solugdes de TEMPO em
tampdo PBS (pH 7,4) nas concentragdes de 10, 5, 2, 0,5 ¢ 0,1 pmol.L"!' foram
medidas e a curva de calibragdo foi obtida a partir das areas dos espectros

simulados obtidas ajustando os picos usando formas de linha Lorentzianas.
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3.3.9.2 — Determinacdo de oxigénio singleto por

espectroscopia de UV-Vis

Uma solu¢do de 3 mL de DMSO contendo 100 umol.L! de 9,10-
Dimetilantraceno (DMA) e os compostos RuPDI-Py, PDI-Py ou o complexo
referéncia [Ru(phen);]** (as concentragdes dos compostos analisados foram
ajustadas para uma absorbancia de 0,1 no comprimento de onda de excitagao 450
ou 720 nm) foi preparada em uma cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 10 mm.
A absorbancia inicial (Ao) dessa solugdo foi medida no espectrometro Perkin
Elmer 240 (feixe duplo) utilizando uma solugao do respectivo composto analisado
como branco, ou seja, os espectros de absor¢ao dos compostos analisados foram
subtraidos todas as vezes para analisar apenas a diminuicdo da intensidade de
absor¢cao do DMA. Em seguida, a solucao foi irradiada com luz de 450 nm ou 720
nm em intervalos predeterminados de tempo (tempo total de irradiagdo = 30 min
para a luz 720 e 10 min para a luz de 450 nm), monitorando as mudangas na
absorbancia do DMA em 380 nm (A;). Da mesma forma, uma solu¢do contendo

somente 0 DMA irradiada foi1 utilizada como controle.

Os rendimentos quanticos de oxigénio singleto (¢») dos compostos
RuPDI-Py e [Ru(phen);]** em DMSO foram calculados a partir da Equagdo 3.1,

utilizando a riboflavina como referéncia (¢ = 0,22 em DMSO'?°),

Ms  Qref 3.1
Pas) = Parery ——-

onde mgs € mys correspondem a inclinagdo do grafico do consumo de
absorbancia do DMA em 380 nm (Ay/A) vs tempo de irradiacdo da amostra e da

referéncia, respectivamente e o corresponde ao fator de correcdo da absorgao,
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dado por o = 1-10* (onde A ¢é a absorbincia do comprimento de onda de

irradiacao).

3.3.10 — Modelos de membrana fosfolipidicas

3.3.10.1 — Preparacido das vesiculas unilamelares

gigantes (GUV) pelo método gel

As GUVs foram preparadas pelo método gel descrito primeiramente
por Weinberger et.al.’?’ Inicialmente foram colocados 300 uL da solugdo de
acetato de polivinila 5% (PVA) (m/m) em um béquer de 5 mL, que, em seguida,
foi mantido em uma estufa com temperatura entre 50-60 °C até que se formasse
o filme de PVA no fundo do béquer. Os lipideos POPC e DOPG foram dissolvidos
em cloroformio (1 mg/mL) e as misturas nas propor¢gdes POPC/DOPG 80/20
foram preparadas. Em seguida, 16 pL da solucao das misturas dos lipideos foram
espalhados sob o filme de PVA e o sistema foi deixado no vacuo por 1 h para a
secagem do solvente. Por fim, adicionou-se 1 mL da solu¢do de sacarose (0,2
mol.L") no béquer ¢ o sistema foi mantido em repouso durante 1 h para a
formagao das vesiculas. A diferenga no indice de refracdo entre a glicose ¢ a

sacarose produz uma boa defini¢ao oOptica.

3.3.10.2 — Microscopia optica e de fluorescéncia

Para as medidas de microscopia de fluorescéncia, aliquotas de 50 uL
da suspensao das GUVs preparadas conforme descrito na se¢ao 3.3.9.1, foram

adicionadas em placas com fundo de vidro (Thermo Scientific™ Nunc™ Glass
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Bottom Dishes, 12mm) contendo 200 pL de solugdo de glicose (0,2 mol.L!). Em
seguida, adicionou-se 2 pL da solugdo da diade RuPDI-Py (2,4 umol.L-) ou do
complexo referéncia [Ru(phen);]*" (2,4 € 10 umol.L-1).

Utilizamos um microscopio invertido Axiovert 200 (Carl Zeiss; Jena,
Alemanha) com objetiva Ph2 63x. As imagens foram registradas com uma camera
digital AxioCam HSm (Carl Zeiss). O sistema de iluminacao do microscépio foi
utilizado no modo transmissdo (campo claro), com iluminacdo de baixa
intensidade, para observar as vesiculas. As medidas de fluorescéncia e a irradiagao
das amostras foram realizadas com a lampada de 103W Hg (HXP 120, Kubler,
Carl Zeiss, Jena, Germany) do microscopio utilizando o filtro Alexa ( Agx =493
nm; Aem = 520 nm). A fluorescéncia e o contraste de fase foram medidos antes e
apos ao tratamento com a luz. Uma solucao contendo somente as GUVs no escuro

e irradiada foi utilizada como controle.

3.3.11 — Fontes de Luz

Nos ensaios de terapia fotodindmica antibacteriana utilizou-se como
fonte de luz um sistema de LED comercial com comprimento de onda de 450 nm
(Kessil LED Lights PR160L, intensidade 2), operando a 200 mW/cm?. Para os
ensaios de terapia fotodindmica antitumoral e para o cdlculo de rendimento
quantico de oxigénio singleto utilizou-se como fonte de luz um sistema de LED
de 450 nm (FIGURA 3.1), composto por 96 LEDs posicionados de forma que
cada pog¢o individual da placa de cultura de células recebesse a dose de luz

homogénea.
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FIGURA 3.1 — Sistema de LED de 450 nm utilizado nos ensaios de terapia
fotodinamica antitumoral e para o céalculo de rendimento quantico de oxigénio

singleto

3.3.12 — Terapia Fotodinamica Antibacteriana

Os ensaios de terapia fotodindmica antibacteriana foram realizados
em colaboragdo com o grupo de pesquisa da Profa. Dra. Heloisa Sobreiro Selistre

de Aratjo no Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UFSCar.

O meétodo utilizado foi baseado no procedimento descrito por Frei et.
al.''® Primeiramente uma coldnia isolada de bactérias E. Coli (DH5a) foi
inoculada em 5 mL de meio de cultura LB e mantido a 37 °C por 16 h. Apds esse
periodo o inoculo foi centrifugada por 10 min, o sobrenadante foi retirado e o
precipitado foi ressuspendido em 4 mL de tampao PBS (pH 7,4). A densidade
Optica da suspensdo de bactérias foi de 0,6 em 600 nm que corresponde a 10°
bactérias/mL para uso nos experimentos. Em uma placa de 96-pocos foram
incubados 100 pL da suspensao de bactérias juntamente com 100 pL de diferentes
concentragdes da diade RuPDI-Py (0,5-50 pmol.L") em PBS (1% DMSO)

durante 15 min no escuro € em temperatura ambiente. Em seguida, para avaliar o

56



efeito da terapia fotodinamica, as placas foram irradiadas usando uma lampada de
LED (450 nm, Kessil LED Lights PR160L, intensidade 2) durante 5 min
posicionada a 4 cm de distancia da placa contendo as células. As amostras
controles foram incubadas com a diade e mantida no escuro. Também foi
realizado o controle com as bactérias incubadas somente com PBS contendo 1%
de DMS. Em seguida, as células foram diluidas em série até 10° e 30 pL das
respectivas dilui¢cdes foram gotejados em placas LB-agar. As placas de LB-agar
foram incubadas a 37 °C por 18 h com o agar para baixo para secagem das gotas
e, apos este periodo, o nimero de unidades formadoras de colonia por mL

(CFU/mL) fo1 calculado. Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.3.13 — Terapia Fotodinamica antitumoral

Os ensaios de terapia fotodindmica antitumoral foram realizados em
colaboragdo com o grupo de pesquisa da Profa. Dra. Marcia Regina Cominetti no

Departamento de Gerontologia da UFSCar.

3.3.13.1 — Linhagem Celular

As células foram obtidas do Laboratério de Biologia do
Envelhecimento (LABEN) sob responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Regina
Cominetti. As células da linhagem tumoral de melanoma humano MDA-MB-435,
provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro, foram cultivadas em meio
de cultura Leibovitz-L15 (Vitrocell) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS). As células foram mantidas em incubadora timida a 37 °C para serem
utilizadas nos ensaios, cultivadas em frascos de cultura. As passagens celulares

foram realizadas por tripsinizagdo das células, que ocorre por incubagdao com 2
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mL de solucdo de tripsina em incubadora umida a 37 °C durante 5 minutos. A
reagao foi parada com a adi¢dao de 2 mL de meio de cultura 10% FBS e as células
em suspensao centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos. Em seguida, o pellet de
células foi ressuspendido em meio de cultura e a contagem de células viaveis foi
realizada no contador de células automatizado TC20 (BIO-RAD) na presenca do

corante Trypan Blue.

3.3.13.2 - Avaliacao da citotoxicidade e da

fotocitotoxicidade pela técnica do MTT

A citotoxicidade e fotocitotoxicidade da diade RuPDI-Py, do
complexo referéncia [Ru(phen);]** e do padrdo azul de metileno sobre as células
MDA-MB-435 foram avaliadas através da técnica colorimétrica de MTT
(brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio), que se baseia na
capacidade das células vidveis reduzirem metabolicamente o sal de MTT através
da enzima mitocondrial desidrogenase, provocando a clivagem do anel de
tetrazolio, transformando-se de um composto de coloracdo amarela para um
composto de coloragdo azul escuro, chamado de formazan (1-(4,5- dimetil-tiazol-
2-1l)-3,5-difenil formazan), que sdo cristais insoliiveis em solugdes aquosas. Estes
cristais podem ser solubilizados para gerar uma solu¢do cuja intensidade de cor ¢
medida por absorbancia e que ¢ diretamente proporcional a quantidade de células

viaveis.'?8

Para o ensaio, as células MDA-MB-435 foram plaqueadas em placa
de 96 pogos (1,0 x 10* células/pogo) e mantidas na incubadora imida a 37 °C por
24 h para permitir a adesdo. No dia seguinte, o meio de cultura foi removido e 100
uL de diferentes concentragdes dos compostos RuPDI-Py, [Ru(phen);]*" e azul de
metileno (diluidos em 0,033% de DMSO e meio Leibovitz-L15) foram
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adicionados aos pogos. As cé€lulas foram incubadas a 37°C por 4 h. Apds esse
periodo, o meio contendo os compostos foi removido e 100 puL. do meio de cultura
Leibovitz-L15 sem o corante vermelho de fenol (10% FBS) foi adicionado em
cada pogo. As células foram irradiadas com um sistema de luz de LED de 450 nm
durante 5 e 10 minutos. Uma placa foi mantida no escuro como controle. Apds ao
tratamento com a luz, as placas foram mantidas na estufa por 24 h nas mesmas
condigdes descritas acima. Apos esse periodo, o meio de cultura de cada pogo foi
retirado e uma solu¢ao contendo MTT (1 mg/mL) foi adicionada (100 pL/poco).
As placas foram entdo mantidas durante 4 h a 37 °C e em seguida os cristais
formados foram diluidos em DMSO. A leitura da absorbancia foi realizada em
leitor de microplaca (BioTek Synergy H1) em comprimento de onda de 540 nm.
O controle positivo utilizado nesse experimento foi azul de metileno, um
fotossensibilziador comumente utilizado em terapia fotodindmica antitumoral.'?’
A determinagdo do ICsy (concentragdo que inibe 50% da proliferacao celular) dos
complexos foi determinada a partir de uma curva de concentracaoutilizando o

software GraphPad Prism®.

3.3.13.3 — Preparo das amostras para a microscopia de
fluorescéncia e microscopia por tempo de vida de fluorescéncia

(FLIM)

Para examinar os efeitos da diade RuPDI-Py sobre a organiza¢ao do
nucleo e do citoesqueleto em células tumorais de melanoma humano da linhagem
MDA-MB-435, foram utilizados os marcadores 4',6'-diamino-2-fenil-indol
(DAPI) e Alexa 488 Fluor® Phalloidin (Faloidina, Invitrogen™ - Thermo Fisher
Scientific). Além disso, o marcador Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG,
Invitrogen™ - Thermo Fisher Scientific) foi utilizado para monitorar a formagao

de oxigénio singleto nas células.
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Para o preparo das amostras para as microscopias as células MDA-
MB-435 foram plaqueadas (1 x 10° células) em placas para microscopia Optica
com fundo de vidro (Thermo Scientific™ Nunc™ Glass Bottom Dishes, 12 mm)
¢ mantidas na incubadora a 37 °C durante 24 h. Apods esse periodo, as células
foram tratadas com 10 pmol.L"! da diade RuPDI-Py (diluida em 0,033% de
DMSO e meio Leibovitz-L15) e incubadas no escuro por 4 h. Em seguida, o meio
contendo a diade foi removido e 1,0 mL do meio de cultura Leibovitz-L15 sem o
corante vermelho de fenol (10% FBS) foi adicionado em cada placa. Para a
marcagdo com o SOSG as células foram incubadas com 40 puL de SOSG (1,0
umol.LY) durante 10 min e, apds esse periodo, a solu¢do com o marcador foi
removida e 1,0 mL do meio de cultura Leibovitz-L15 sem o corante vermelho de
fenol (10% FBS) foi adicionado em cada placa. As células foram irradiadas com
um sistema de luz de LED de 450 nm durante 5 minutos € mantidas por 24 h na
incubadora sob as mesmas condi¢des descritas acima. Apods esse periodo, o meio
foi removido, as células foram lavadas com PBS e fixadas com 4% de
paraformaldeido em PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente Em seguida,
a reacdo foi parada com trés lavagens (10 min) de PBS/glicina. Apos a lavagem,
foi adicionado o marcador Alexa 488 Fluor® Phalloidin (5 puL da solugado estoque
em 200 pL. de PBS em cada placa) durante 20 minutos. Em seguida, as células
foram lavadas 3 vezes com PBS (3 x 10 min) e coradas com DAPI (0,5 pg/mL)
durante 4 minutos para marcagdo do nucleo. As células foram lavadas novamente
com PBS, as placas foram cobertas com Fluoromount G (ThermoScientific) e

armazenadas no escuro para posterior obtencao das imagens.

3.3.13.4 — Microscopia de fluorescéncia e microscopia

por tempo de vida de fluorescéncia (FLIM)
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As imagens de microscopia de fluorescéncia e de microscopia por
tempo de vida de fluorescéncia foram obtidas em um sistema de medidas de
fluorescéncia com resolugao temporal acoplado a microscopia confocal MT-200
— PicoQuant, microscopio invertido de deteccao Olympus (IX71) junto ao grupo
do Prof. Dr. Amando Siuiti Ito (Laboratério de Fotobiofisica, FFCLRP-USP).
Para excitar as amostras nas medidas de FLIM foram empregados os lasers de
diodo pulsado de 470 nm (LDH-D-C-450) e 640 nm (LDH-D-C-640) e para a
emissdo foram utilizados os filtros BLP01-488R ¢ HQ690/70m. Para as imagens
de fluorescéncia os filtros de excitacao utilizados foram o U-MNU2 BP360/370 ¢
U-MWB2 BP460/490. As imagens foram adquiridas e processadas pelo software

operacional do microscopio, SymPhoTime.

3.3.14 - Preparaciao das nanofibras poliméricas

utilizando a técnica de eletrofiacao

As nanofibras poliméricas foram preparadas em colaboragdo com o
grupo de pesquisa do Prof. Dr. Daniel Souza Corréa na EMBRAPA

Instrumentacao de Sao Carlos.

3.3.14.1 - Pré-tratamento ou funcionalizacio das

nanofibras no core

Solu¢des contendo o polimero poliacrilonitrila (PAN) a 10% (m/v)
em DMF foram preparadas na presenc¢a de diferentes concentragdes do compostos
RuPDI-Py ou [Ru(phen);]** (10 — 250 umol.L!) e mantidas sob agitagdo por 24

h. Em seguida, a solucao polimérica foi transferida para uma seringa de vidro e
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acoplada a uma bomba de ejecdo. Os parametros utilizados para a eletrofiacao
foram: vazdo de eje¢do da solugdo = 0,3 mL.h™!, tensdo = 14 kV, didmetro interno
da agulha = 1,2 mm (18G), , umidade relativa = 38% e temperatura = 25 °C. As
nanofibras foram depositadas durante 2 h em um coletor metalico cilindrico (80

mm de diametro) girando a 180 rpm.

3.3.14.2 — Caracterizacido das nanofibras poliméricas

A morfologia e o didmetro das nanofibras poliméricas foram
avaliados usando Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (microscopio
JEOL JSM-6510) utilizando a tensdo de voltagem de 15 kV. Amostras das mantas
de nanofibras (2 mm?) foram cortadas e fixadas em fita de carbono e revestidas
com ouro usando um sputter coater (Leica-SCD 050). O diametro da fibra foi
estimado a partir das imagens MEV com o auxilio do software de andlise de
imagens Image J (National Institutes of Health, EUA), medindo 100 fibras

aleatorias.

A luminescéncia dos compostos imobilizados nas nanofibras foi
avaliada utilizando discos de 1 cm de diametro das mantas de nanofibras fixados
em um porta amostra de estado solido. Os espectros de emissao foram obtidos no
espectrofluorimetro Shimadzu modelo RF-5301 PC (lampada de alta pressao de

xendnio de 150W e uma fotomultiplicadora do tipo R928).

3.3.143 - Cinética de liberacido dos compostos

imobilizados nas nanofibras poliméricas
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As mantas de nanofibras de PAN funcionalizadas com a diade
RuPDI-Py foram cortadas em discos de 1 cm de didmetro e incubadas em 2 mL
de solugdo de tampao PBS (pH 7.,4). As solucdes foram mantidas no escuro € em
temperatura ambiente e 600 pL da solucdo foram coletados em intervalos de
tempo predeterminados e analisados por espectroscopia de UV-Vis e de
luminescéncia, e, em seguida, adicionados de volta a amostra. Os mesmos estudos
de liberagdo foram realizados na presenca de luz visivel, onde as fibras em solucao

de PBS foram irradiadas com luz de 450 nm durante 30 min.

3.3.14.4 — Geracao de oxigénio singleto pelas nanofibras

poliméricas

A capacidade das nanofibras de PAN funcionalizads com a diade
RuPDI-Py em gerar oxigénio singleto foi avaliada pelas técnicas de EPR com
armadilhas de spin e por UV/vis. Para os estudos com a técnica de EPR, um disco
(2 cm de diametro) das mantas de nanofibras de PAN funcionalizadas com os
compostos foi incubado em 2 mL da solugdo do spin-trap TMP-OH, (48 mmol.L-
) em PBS (pH 7,4). A solugdo foi irradiada com luz de 450 nm durante 30 min e,
em seguida, o espectro de EPR foi medido utilizando as mesmas condigdes
descritas na secdo 3.3.8.1. Uma solucdo contendo somente a nanofibra de PAN

incubada com o spin-trap e seguida pela irradiacao foi utilizada como controle.

Para os estudos com a técnica de UV/Vis, um disco com 2 cm de
diametro das mantas de nanofibras de PAN funcionalizadas com os compostos foi
incubado em 2 mL da solugdo de DMA (2 mg/10 mL) em uma mistura de
PBS/EtOH 1/1 (v/v). A solugdo foi irradiada com luz de 450 nm em intervalos
predeterminados de tempo (tempo total de irradiagdo = 30 min) e os espectros de

absor¢ao foram medidos utilizando as mesmas condi¢des descritas na se¢ao
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3.3.8.2. Uma solucdo contendo somente a nanofibra de PAN incubada com o

DMA e seguida pela irradiagao foi utilizada como controle.
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4 — Resultados e discussao

4.1 — Sintese e caracterizacao

4.1.1 — Ligante PDI-Py

A rota sintética para o ligante PDI-Py estd representada no
ESQUEMA 4.1. A sintese dos compostos precursores 2, 3, 4 e 5 foram baseadas
no procedimento descrito na literatura por Wiirthner et. al.,>? enquanto a sintese
do PDI-Py foi baseada no procedimento descrito por Biiyiikeksi et. al.'*° para um

derivado do PDI com estrutura quimica similar.

A bromacgao do perileno dianidrido (1) ocorre através de uma reacao
de substitui¢do eletrofilica em aromaticos (SeAr).*! Os oxigénios do grupo
anidrido sdo mais eletronegativos que o carbono e retiram densidade eletronica
do anel aromatico para participar da conjugagcdo com as carbonilas, diminuindo a
densidade eletronica na regido orto do anel (C2, C5, C8 e C11), consequentemente
a posi¢cdo menos eletro-deficiente € a posigdo bay (C1, C6, C7 e C12). Como em
reagoes de SeAr o anel aromadtico utiliza os elétrons m para o ataque
nucleofilico’®!, a reducio da densidade eletronica diminui a reatividade nas
posigdes orto e favorece as posicoes bay (ESQUEMA 4.2). O H,SO, utilizado na
reacdo ¢ um acido forte e interage com o Br; deixando o bromo mais eletrofilico.
O eletrofilo reage com dois elétrons 7 do anel aromatico nas posi¢des bay 1,7 (C1
e C7) (regido rica em elétrons) formando um cation intermedidrio. O
intermediario catidénico ¢ evidentemente menos estavel do que o material de
partida ou o produto, mas ¢ estabilizado por ressonancia o que permite a
delocalizagdo da carga pelo anel em dire¢do aos oxigénios da carbonila. Em

seguida, um préton € removido e o sistema aromatico € regenerado, resultando no
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1,7-dibromoperileno-dianidrido (2). O mecanismo proposto para essa etapa da

sintese esta representado no ESQUEMA 4.3.
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ESQUEMA 4.1 — Rota sintética para o ligante PDI-Py



ESQUEMA 4.2 — Estruturas de ressonancia do perileno-3,4,9,10-tetracarboxilico
dianidrido (1) demonstrando a deslocalizagao de carga provocada pelo grupo

anidrido que favorece a substitui¢ao regioespecifica nas posi¢oes bay 1 e 7.
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Iy
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ESQUEMA 4.3 — Mecanismo de reagao de bromagao proposto para a sintese do
1,7-dibromoperileno dianidrido (2).

O 1,7-dibromoperileno-dianidrido (2) ¢ insolivel em solventes
organicos e, portanto, a purificacdo e a confirmacao de sua estrutura tornaram-se
limitada. Dessa forma, a mistura obtida da primeira etapa de reacao foi utilizada
para uma sequente reacao de imidiza¢do com ciclo-hexilamina. O ESQUEMA 4.4
representa o mecanismo de reacao proposto para esta etapa da reagdo. O produto
obtido, 1,7-dibromoperileno diimida (3), apresentou boa solubilidade em

solventes organicos, o que facilitou a purificacdo através da cromatografia em
67



coluna de silica gel utilizando diclorometano como eluente. A estrutura do
composto 3 foi confirmada por 'H-RMN- (FIGURA 4.1) ¢ esta de acordo com o

relatado na literatura.??

Infelizmente, a imidizacao direta com a 1,10-fenantrolina-5-amino,
que € a proposta do ligante final, ndo € possivel devido a baixa solubilidade do
produto com a fenantrolina, dificultando os processos de purificagcdo. Por isso ¢
necessaria a adicdo da ciclo-hexilamina e posterior substituicdo pela 1,10-

fenantrolina-5-amino.
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ESQUEMA 4.4 — Mecanismo de reagdao de imidizagdo proposto para a sintese do

1,7-dibromoperileno diimida (3).
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FIGURA 4.1 — Espectro de 'H-RMN- (CDCl;, 400 MHz) do precursor 1,7-

dibromoperileno diimida (3) com as atribuigdes dos sinais de protons.

A proxima etapa da rota sintética consistiu na substituicao do Br por
duas moléculas de pirrolidina através de uma reagao de substitui¢ao nucleofilica
aromatica (SnAr), representada no ESQUEMA 4.5. O mecanismo envolve a
adicdo de um nucledfilo seguido da eliminagdo do grupo abandonador.!3! A
pirrolidina atua como um nucle6filo forte e tende a procurar uma regido deficiente
de elétrons no anel aromatico. A posi¢ao orto do anel aromatico ¢ uma regiao
deficiente de elétrons, no entanto, se o nucledfilo € adicionado nessa posi¢ao o
grupo abandonador serd um hidreto, uma base dura que ndo € um bom grupo de
saida, resultando em uma reatividade baixa nessa posi¢ao com o nucledfilo. Os
atomos de Br na posicdo bay 1 e 7 promovem uma deficiéncia na densidade
eletronica do carbono ligado ao substituinte devido ao efeito indutivo provocado
pela diferenca de eletronegatividade. O Br ¢ considerado um bom grupo de saida
devido a incompatibilidade do tamanho do orbital (Bromo= orbital 4p) com os

orbitais do C sp?, fazendo com que a sobreposi¢do ndo seja tdo eficiente. Esses
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fatores fazem com que os C1 e C7 apresentem a nuvem de elétrons © alterada

favorecendo o ataque nucleofilico da pirrolidina na posi¢ao bay do anel.

A reacdo comeca com o ataque da pirrolidina aos carbonos C1 e C7
que contém o grupo abandonador. A configuragdo desses carbonos varia de uma
hibridizagdo trigonal plana sp? para a tetraédrica sp’, alterando a aromaticidade
do sistema e produzindo um intermediario anidnico. Nesse estado de transi¢ao a
carga negativa ¢ delocalizada para as imidas (regido da molécula que retira
elétrons) e a capacidade dos atomos de oxigénio em acomodar a carga estabiliza
o complexo intermediario. Quando o Br € eliminado as configuragcdes do C1 e C7

retornam para a hibridizagdo sp? e a aromaticidade é restabelecida.
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ESQUEMA 4.5 — Mecanismo da reagdo de substituicdo nucleofilica aromatica

proposto para a sintese do 1,7-dipirrolidinil perileno diimida (4).

A substituicdo nucleofilica da molécula 1,7-dibromoperileno-
diimida com pirrolidina a 60 °C proporcionou a formagao do 1,7-dipirrolidinil
perileno diimida (4), com rendimento de 40% apos a purificagdo por coluna de
cromatografia de silica gel. Nesta etapa da reagdo ocorreu a mudanga da coloragao
de vermelho para verde do solido obtido. A estrutura do composto 4 foi
confirmada por 'H-RMN- (FIGURA 4.2) e estd de acordo com o relatado na

literatura.??
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A etapa seguinte da rota sintética consistiu em uma reagdo de
saponificacdo para a retirada da ciclo-hexilamina da posi¢ao imida e retorno do
anidrido. A mistura 1,7-dipirrolidinil perileno diimida (4) com KOH em
isopropanol resultou na formacao do 1,7-dipirrolidinil perileno dianidrido (5) com
rendimento de 95%. A estrutura do composto 5 foi confirmada por 1H-RMN-

(FIGURA 4.3) e esta de acordo com o relatado na literatura.?
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FIGURA 4.2 — Espectro de 'H-RMN- (CDCl3;, 400 MHz) do precursor 1,7-

dipirrolidinil perileno diimida (4) com as atribui¢des dos sinais de protons.
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FIGURA 4.3 — Espectro de 'H-RMN- (CDCl;, 400 MHz) do precursor 1,7-

dipirrolidinil perileno dianidrido (5) com as atribui¢des dos sinais de protons.

A ultima etapa da sintese do ligante consistiu na adicao da 1,10-
fenantrolina-5-amino na posi¢do imida do anel. A 1,10-fenantrolina além de
permitir a coordenacdo ao centro metalico Ru(Il), pode atuar como um ligante
ponte permitindo a transferéncia de elétrons entre Ru(Il) e o PDI-Py. A sintese do
ligante PDI-Py foi adaptada do procedimento descrito na literatura para derivados
do PDI bay-substituido'*®, utilizando piridina e imidazol como solventes, sob
refluxo e atmosfera de nitrogénio por 24 h. O mecanismo reacional ¢ similar ao
representado no ESQUEMA 4.5. O sélido final obtido apresentou coloragdo verde
escuro (FIGURA 4.4) e a estrutura molecular proposta foi confirmada por

espectrometria de massas € por RMN.
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FIGURA 4.4 — Ligante PDI-Py (A) so6lido e em (B) solucdo de DMSO.

Na andlise por espectrometria de massas, identificaram-se os picos

dos ions moleculares de m/z = 443,1521 e m/z = 855,2954 (FIGURA 4.5) que

correspondem a massa do PDI-Py protonado com dois e um préton,

respectivamente.
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FIGURA 4.5 — Espectro de massas (MALDI-TOF) do ligante PDI-Py em metanol.

Os deslocamentos quimicos e as respectivas atribui¢des dos protons

e dos carbonos do ligante PDI-Py foram determinadas correlacionando as

informacdes dos experimentos de RMN 1D e 2D e sdo mostrados nas FIGURA
4.6 FIGURA 4.9 e na TABELA 4.1.
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TABELA 4.1 — Deslocamentos quimicos (8, ppm) de 'H e *C do ligante PDI-Py
em DMSO-d6.

H (ppm) COSY 3C -HSQC 3C . HMBC
Proton
(m, n° H) (ppm) (ppm) (ppm)
2 9,23 (m, 2H) 7,88 150,12 136,7
3 7,88 (dd, 2H)  8,58;9,23 123,19 127,12
4 8,58 (d, 2H) 7,78 136,11 127,12;145,9; 150,12
131,99; 136,11;
6 8,22 (s, 2H) - 127,12
145,91
126,19; 122,0; 145,91;
7, a 8,43 (m, 4H)  7,75;7,72
131,39 149,86; 163,91
116,87; 131,39;
8 7,72 (dd, 2H)  8,42;9,17 123,19
129,80
9 9,18 (d, 2H) 7,72 149,86 123,52
116,87; 118,51;
b 7,76 (d, 2H) 8,44 123,53
129,80
c 8,46 (s, 2H) - 120,00 122.,0; 163,91
Py 3,78 (m, 2H) - 50,67
Py 2,85 (m, 2H) - 50,67
1,80-2,20
Py’ - 25,56
(m, 8H)

74



Os protons aromaticos das fenantrolinas e do centro do anel do PDI
foram observados na regido de 9,4 a 7,6 ppm. Estruturas simétricas de perileno
1,7-dipirrolidinil substituidos apresentam um padrdo no espectro de 'H-NMR nos
prétons da regido aromatica, com trés sinais (um singleto e dois dubletos) na faixa
de 8,0-9,0 ppm e cada um destes com area proporcional para dois hidrogénios,
indicando que existem apenas trés tipos de protons no niicleo de perileno.'*? Esse
padrao foi mantido no ligante PDI-Py, demonstrando que apds a adigdo dos
substituintes fenantrolina a simetria da molécula foi preservada e as pirrolidinas

encontram-se nas posicoes 1,7-bay.
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FIGURA 4.6 — Espectro de "H-RMN do ligante PDI-Py em DMSO-ds (600 MHz)

com as atribui¢des dos sinais dos protons.

A correlagdo do acoplamento H-H foi dada pelo espectro de 'H-'H

COSY, FIGURA 4.7. Os picos cruzados observados indicaram as seguintes
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correlagdes: Hy <+» Hz, Hy <> Hg, Hy <> H3, H; <> Hg e H, <> H,. A combinacao dos
espectros 'H-13C HSQC e 'H-'*C HMBC também foram consistentes com a
estrutura proposta. O espectro 'H-1*C HSQC (FIGURA 4.8) demonstrou que 0s
prétons Hs e Hg da fenantrolina interagem com carbonos que possuem 0 mesmo
deslocamento quimico (123,19 ppm) e o espectro de 'H-'*C HMBC (FIGURA
4.9) demonstrou que o C da carbonila aparece em 164,07 ppm e interage com os

protons H, e He.
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FIGURA 4.7 — Regido aromatica do espectro de RMN 'H-'"H COSY do ligante
PDI-Py (DMSO-ds, 600 MHz). As linhas tracejadas indicam os acoplamentos 'H-
1

H.
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FIGURA 4.8 — Regido aromatica do espectro de RMN 'H-*C HSQC do ligante
PDI-Py (DMSO-ds, 600 MHz). As linhas tracejadas indicam os acoplamentos 'H-
13C.
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FIGURA 4.9 — Regido aromatica do espectro de RMN 'H-*C HMBC do ligante
PDI-Py (DMSO-ds, 600 MHz). As linhas tracejadas indicam os acoplamentos 'H-
13C.
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4.1.2 — Complexo [Ru(phen)s]**

O complexo [Ru(phen);]*" utilizado como referéncia foi obtido
comercialmente (Sigma-Aldrich). No entanto, os espectros de RMN 1D e 2D
foram medidos em DMSO-ds para posterior comparagao com a diade RuPDI-Py.
Os deslocamentos quimicos dos protons e dos carbonos com as respectivas

atribuigoes sdo apresentados na TABELA 4.2 e FIGURA 4.10.

Os prétons observados na regido de 9,0-7,5 ppm correspondem aos
oitos hidrogénios aromaticos de cada molécula de fenantrolina e estad de acordo
com o relatado na literatura para esse complexo.'** O espectro de 'H-'H COSY
(FIGURA 4.11) indicou as seguintes correlagdes de acoplamento H-H: Hy/H; &
Hs/Hg e Ho/Hg <> H3/Hg. Os sinais de '3C foram determinados pelos experimentos

de HSQC (FIGURA 4.12) a partir da correlagdo com os sInais de 'H.

TABELA 4.2 — Deslocamentos quimicos (8, ppm) de 'H e *C do complexo
[Ru(phen);]** em DMSO-dg.

, 'H (ppm) 3
Proton COSY (ppm) "“C- HSQC (ppm)
(m, n° H)
2,9 8,82 (dd, 6H) 7,80 136,83
5,6 8,43 (s, 6H) - 128,03
4,7 8,11 (dd, 6H) 7,80 152,73
3,8 7,80 (dd, 6H)  8,11; 8,82 126,30
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FIGURA 4.10 — Espectro de 'TH-RMN (regido aromatica) do complexo referéncia
[Ru(phen);]** em DMSO-ds (600 MHz) com as atribui¢des dos sinais dos prétons.
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FIGURA 4.11 — Espectro de RMN 'H-'H COSY (regido aromatica) do complexo
[Ru(phen);]** (DMSO-ds, 600 MHz). As linhas tracejadas indicam os

acoplamentos 'H-'H.
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FIGURA 4.12 — Espectro de RMN 'H-'3C HSQC (regido aromatica) d do
complexo [Ru(phen);]*" (DMSO-ds, 600 MHz). As linhas tracejadas indicam os

acoplamentos 'H-C.

4.1.3 — Diade RuPDI-Py

A diade RuPDI-Py foi sintetizada de acordo com o método
previamente desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa’, utilizando DMF como
solvente, sob refluxo e atmosfera de nitrogénio por 24 h, conforme demonstrado
no ESQUEMA 4.6. Apos a purificacdo, o rendimento da reacao foi de 67% e o
solido obtido apresentou coloragdo verde escuro (FIGURA 4.13).
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FIGURA 4.13 — Diade RuPDI-Py (A) s6lido e em (B) solu¢do de DMSO.

A estrutura molecular da diade RuPDI-Py foi confirmada por
espectrometria de massas € por RMN. Na andlise por espectrometria de massas
(FIGURA 4.14), identificaram-se os picos dos ions moleculares de m/z=449,1137
referente a protonagdo do ligante PDI-Py, deixando a diade com trés cargas
positivas [M + H]**, e o ion de m/z = 637,1649 referente 4 massa da diade com
duas cargas positivas [M]**. Além disso, os picos apresentaram o padrio isotopico

tipico dos compostos de ruténio.'**
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FIGURA 4.14 — Espectro de massas (MALDI-TOF) da diade RuPDI-Py (em
acetonitrila) e a distribuicdo isotopica do ruténio referente ao pico do ion

molecular m/z 673,1649.

O espectro de '"H RMN da diade RuPDI-Py esta representado na
FIGURA 4.15 e os deslocamentos quimicos dos protons e carbonos estdo
descritos na TABELA 4.3. A grande sobreposi¢do dos sinais na regido aromatica
dificultou a atribuicdo precisa dos deslocamentos quimicos e das multiplicidades
dos sinais. Para facilitar a interpretacdo do espectro, a atribui¢do dos sinais foi
realizada correlacionando o deslocamento quimico dos protons do ligante livre
]2+

PDI-Py e do complexo referéncia [Ru(phen);]”" com as informagdes dos

experimentos de RMN 1D e 2D.
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TABELA 4.3 — Deslocamentos quimicos (8, ppm) de 'H e *C da diade RuPDI-
Py em DMSO-de.

Proton "H (ppm) COSY BC-HSQC 3C -HMBC
(m, n°H) (ppm) (ppm) (ppm)

phen-PDI
2 9,23 (m, 1H) 7,8 150,6 124,4; 137,2; 146,1
3 7,88 (m, 1H) 8,57;9,23 1243 128,6
4 8,58 (m, 1H) 7,78 136,11 127,12; 145,9; 150,12
6 8,21 (m, 1H) 128,4 132,2; 146,12
7 8,42 (m, 1H) 132,3
8 7.72 (m, 1H) 124,3 117,3; 119,1; 130,9
9 9,18 (m, 1H) 7,72 1514 124,4; 146,1
phen-PDI/Ru
2 8,85 (m, 1H) 7,80 136,4 128,8; 147,8; 153,2
3.8 7,64 — 7,73 (m, 2H) 124,3
4,7 8,14 -8,23 (m, 2H) 7,80 153,5 127,1; 137,2; 147,7
6’ 8,66 (m, 1H) 126,5 128,5; 134,0; 137,3; 147,7
9’ 8,78 (m, 1H) 133,5 128,8; 147,8; 153,2
phen-Ru
27,97 8,82 (m, 4H) 7,86 137,5 147,8; 153,2
37,8 7,86 (m, 4H) 126,9 130,9; 153,3
47,77 8,12 (m, 4H) 7,86 153,5 127,0; 137,2; 147,77
57,67 8,42 (m, 4H) 128,4 122,7;130,9; 147,7; 151,1
PDI-Py
a,a’ 8,43 -8,50 (m,2H) 7,65-7,77 126,8
b, b’ 7,65—-17,77 (m,2H) 8,43 -8,50 1243
c,c’ 8,43 — 8,50 (m, 2H) 120,86 164,4
Py 3,79 52,8
Py 2,85 52,8
Py’ 1,80-2,20 25,5
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FIGURA 4.15 — Espectro de '"H-RMN da diade RuPDI-Py em DMSO-d¢ (600

MHz) com as respectivas atribuigdes dos sinais dos protons.

A FIGURA 4.16 demonstra a compara¢do entre espectros de 'H-
RMN da diade RuPDI-Py, do ligante PDI-Py e do complexo referéncia
[Ru(phen);]**. A diade RuPDI-Py apresentou uma gama maior de sinais de
prétons aromaticos do que os seus precursores, todos em uma regido muito
proxima entre si. A coordenagdo ao centro metalico induziu a quebra de simetria
da molécula PDI-Py, resultando no desdobramento dos sinais dos hidrogénios do
nucleo do PDI-Py em seis sinais (H,, Hy, Hp, Hy, He € He), indicando que existem
seis tipos diferentes de protons aromaticos no ntcleo do ligante. Os protons Hy,

Hy e He localizados proximos a fenantrolina coordenada ao Ru(Il) aparecem

84



deslocados em relagdo aos protons da outra extremidade do anel, devido a
desblindagem induzida pelo centro metalico. Os sinais dos protons Hy, € Hy (entre
7,95 e 7,65 ppm) sdo fortemente blindados pelas pirrolidinas e aparecem
deslocados em relagdo aos outros prétons aromaticos do nucleo PDI. O
desdobramento observado ¢ caracteristico de moléculas de perileno

assimétricas.!3>-136

Os protons das fenantrolinas foram separados em trés conjuntos de
sinais. A fenantrolina do ligante PDI-Py ndo coordenada (phen-PDI) apresentou
sinais com deslocamentos quimicos similares ao observado para o ligante livre.
Da mesma maneira, as duas fenantrolinas coordenadas ao centro metalico Ru(II)
(phen-Ru), representadas pelos simbolos H,”, apresentaram sinais com
deslocamentos quimicos similares ao observado no complexo referéncia
[Ru(phen);]**. No entanto, os protons da fenantrolina que atua como ponte entre
o centro metalico e o nicleo do PDI-Py (phen-PDI-/Ru), representada pelos
simbolos H,’, apresentaram um pequeno deslocamento dos sinais para regides de
maiores ppm em relacdo aos precursores, devido a desblindagem induzida pelo

centro metalico.
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FIGURA 4.16 — Comparacio entre espectros de 'H-RMN (regido aromatica) da
diade RuPDI-Py, do ligante PDI-Py e do complexo referéncia [Ru(phen);]** em
DMSO-d¢ (600 MHz).

O espectro de '"H-'H COSY da diade RuPDI-Py est4 representado na
FIGURA 4.17. Os prétons do nucleo do PDI exibiram a correlagdo H,/Hy <>
Hy/Hy nas regides entre 8,50-8,36 ppm / 7,95-7,65 ppm. Os protons referentes a
fenantrolina do ligante PDI-Py nao coordenada apresentaram as correlagdes Ha/Hog
< Hs/Hg, Hs < H; ¢ H; <> Hg, similares ao ligante livre. Devido a grande
sobreposicao dos sinais dos dois conjuntos de fenantrolinas coordenadas ao
Ru(Il), as correlagdes de acoplamento 'H-'H foram divididas em regides e os
acoplamentos observados foram Hj ,»/He 9~ <> Hj 3-/Hs 32 € Hg a/Hp 7> <

H3’,3’7/H87,877-

Os acoplamentos C-H indicados no espectro 'H-'*C HSQC

(FIGURA 4.18) demonstraram os deslocamentos quimicos dos carbonos das duas
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fenantrolinas coordenadas ao Ru(II), da fenantrolina do PDI-Py ndo coordenada
¢ do nuacleo do PDI permaneceram similares aos deslocamentos quimicos
observados no complexo [Ru(phen);]** e no ligante livre PDI-Py. Por outro lado,
os carbonos Cy, Cs e Co da fenantrolina ponte apresentaram um pequeno
deslocamento em relacdo aos precursores. Conforme observado no espectro de
'H-13C HMBC (FIGURA 4.19) os carbonos carbonilicos em 164 ppm interagem
com os protons H,, He, Hy» € He- do nticleo do PDI-Py.
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FIGURA 4.17 — Espectro de RMN 'H-'H COSY (regido aromatica) da diade
RuPDI-Py (DMSO-dg, 600 MHz). As linhas tracejadas indicam os acoplamentos
'H-H.
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FIGURA 4.18 — Espectro de RMN 'H-13C HSQC (regido aromatica) da diade
RuPDI-Py (DMSO-ds, 600 MHz). As linhas tracejadas indicam os acoplamentos
lH—13C.
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FIGURA 4.19 — Espectro de RMN 'H-'3C HMBC (regido aromatica) da diade
RuPDI-Py (DMSO-d¢, 600 MHz). As linhas tracejadas indicam os acoplamentos
1H-13C.
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4.2 — Propriedades eletroquimicas

As propriedades eletroquimicas da diade RuPDI-Py e do ligante PDI-
Py foram analisadas nos solventes benzonitrila e acetonitrila utilizando as técnicas
de voltametria ciclica (CV) e de voltametria de pulso diferencial (DPV). Os
potenciais redox obtidos estdo sumarizados na TABELA 4.4 ¢ os voltamogramas

sao demonstrados na FIGURA 4.20.

TABELA 4.4 — Propriedades eletroquimicas da diade RuPDI-Py, do ligante PDI-
Py e do complexo [Ru(phen);]*" em benzonitrila e em acetonitrila (MeCN). Os
potenciais de meia-onda (E;;) foram determinados a partir dos experimentos de

cve

E12(V vs SCE)

Solvente Composto
Redi Red: Red; Oxi Oxx Oxz
Benzonitrila PDI-Py -0,78 -0,87 -1,14 0,63 0,76 1,01
RuPDI-Py -0,72  -0,83 -1,16 0,66 0,78 1,06
MeCN PDI-Py -0,69 -0,81 - 0,67 0,79 -
RuPDI-Py -0,67 - - 0,68 0,80 1,35
[Ru(phen);]**  -1,41° 1,40°

2 O Ferroceno foi utilizado como padrao interno para correcao do eletrodo de
referéncia (+0,43 V vs SCE em benzonitrila; +0,40 V vs SCE em MeCN'%),

b Valores obtidos da referéncia Montalti et. al, 2006.%*

O ligante PDI-Py exibiu duas reducdes reversiveis em -0,78 e -0,87
V vs SCE ¢ duas oxidagdes reversiveis em +0,63 ¢ +0,76 V vs SCE em
benzonitrila, semelhantes ao relatado na literatura para derivados do PDI bay-

substituidos com pirrolidina.®®!?* A introdu¢io dos grupos pirrolidinil no centro
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do anel do PDI induziu a um potencial de oxida¢ao no ligante PDI-Py que nao foi
observado anteriormente no ligante pPDIp nao-substituido no ntcleo, o qual
exibiu apenas potenciais de reduc¢io (-0,54 e -0,81 V vs SCE em DMF).” Isso

ocorre devido ao forte carater doador de elétrons do substituinte pirrolidina.>

1.5x10* { —PDI-Py 2.0x107 1 PDI-Py
\ =RuPDI-Py = RuPDI-Py
1.0x107* 1.5%107
= 5.0x107 1 =
(A) § if/1.0><10-5—
0.0
-6 |
501071 - 3.0<10 ’\/\/\
—1_0)(10_4 T T T T T T T O-O T T T T T A
-15 -1.0 -05 00 05 1.0 1.5 -10 -05 00 05 10 15
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. —RuPDI-Py 5%107 A
2.OX10-4' 4x10—5_
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L0x10” - 1107 1 J
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FIGURA 4.20 — Voltamogramas ciclicos (esquerda) e voltamogramas de pulso
diferencial (direita) da diade RuPDI-Py e do ligante PDI-Py em (A) benzonitrila
e em (B) acetonitrila. Velocidade de varredura: 2 V/s, o Ferroceno foi utilizado

como padrao interno para correcao do eletrodo de referéncia.

A diade RuPDI-Py ndo apresentou mudangas significativas nos
potenciais redox das componentes {PDI-Py} e {Ru(phen);} em comparacdo com
os componentes individuais. Por exemplo, em benzonitrila a diade exibiu duas
reducdes reversiveis em -0,72 ¢ -0,83 V vs SCE e as duas oxidagdes reversiveis

em +0,66 e +0,78 V vs SCE, atribuidos aos processos de redugdo e de oxidacao
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da componente {PDI-Py}. Além disso, a diade RuPDI-Py exibiu uma oxidagao
reversivel de um elétron em +1,35 V vs SCE em acetonitrila, atribuido ao par
redox Ru**/Ru’*". O potencial de oxida¢do do par Ru**/Ru’" na diade RuPDI-Py
diminui quando comparado ao potencial do complexo referéncia [Ru(phen);]*
(+1,40 V vs SCE®). Medigdes na janela de potencial de redugdo em acetonitrila

nao foram possiveis devido a adsorc¢do da diade na superficie do eletrodo.

Os dados eletroquimicos demonstraram que a primeira reducao ¢ a
primeira oxidagdo na diade sdo localizadas na componente {PDI-Py} e,
consequentemente, essa componente € capaz de atuar como aceptora e/ou doadora
de elétrons. Esses resultados diferem do observado anteriormente para a diade
referéncia [Ru(phen),(pPDIp)]**, na qual a componente {pPDIp} atuava somente

como uma forte receptora de elétrons.”

Com base nos dados de CV'*" a energia dos orbitais HOMO ¢ LUMO
foram estimadas para o ligante PDI-Py e para a diade RuPDI-Py e os valores estao
descritos na TABELA 4.5. O ligante e a diade apresentaram os orbitais HOMO
com energias similares. Combinando os valores de HOMO com os valores do
bandgaps opticos (E;"), as energias dos orbitais LUMO também foram similares
em ambos os compostos. Esses resultados indicaram que a coordenacao ao centro
metalico de Ru(Il) ndo induziu a mudangas significativas na energia dos orbitais

de fronteira.

A energia do estado de separagdo de cargas (CS) foi estimada pela
diferenga entre o primeiro potencial de oxidag¢dao do doador e o primeiro potencial
de redugdo do receptor de elétrons [Ecs = Ejox(D) — E1ea(R)].%® Para a diade em
acetonitrila, o estado CS de menor energia pode ser previsto como {Ru(III)-(PDI-
Py*®)} com energia de 2,04 ¢V ou como Ru(Il)*-(PDI-Py*")} com energia de 2,08
eV. Resultados semelhantes foram observados para diades de Ru(II)-PDI®® e

sugerem que independentemente de qual componente da diade atue como um
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doador ou receptor de elétrons, isto €, independente da direcdo da transferéncia

de carga na diade, o estado CS tem a mesma energia.

TABELA 4.5 — Energias dos orbitais HOMO e LUMO estimados por voltametria

ciclica.
C to E%. (V) HOMO LUMO Eele( V) E"pt( V)
omposto 2 e eV)*
onset (eV) b (eV) ¢ g g
PDI-Py 0,51 -3,97 -2,42 1,55 1,55
RuPDI-Py 0,59 -3,89 -2,40 1,49 1,49

2 E .0+ = inicio do potencial de oxidagao;

® Calculado utilizando as equagdes empiricas: HOMO = —(4.48 + ES%,.) €
LUMO = HOMO + EgP%;"%

¢ Estimado a partir do comprimento de onda que corresponde ao inicio da

banda de absorgdo (E;7" = 1240/Agnser).

4.2.1 — Espectroeletroquimica

Os estudos espectroeletroquimicos da diade RuPDI-Py e do ligante
PDI-Py foi realizado em solugdo de MeCN para caracterizar
espectroscopicamente as especies oxidadas e reduzidas e auxiliar na identificacao
desses ions nos espectros de absorcao transiente decorrentes da transferéncia de

elétrons fotoinduzida.

A FIGURA 4.21 mostra que apos redugdo o ligante e a diade
apresentaram o consumo das bandas de absorcdo em 440 nm e 715 nm e o
crescimento de novas bandas em 815 nm e 920 nm. Esses resultados sdo
consistentes com a formacdo do anion radical de derivados do PDI bay-

substituidos com pirrolidina (PDI-Py*").!2%138 Por outro lado, a oxidagdo da diade
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RuPDI-Py resultou no consumo das bandas de absor¢do em 440 nm e 715 nm
concomitante com o crescimento das novas bandas em 890 nm e 1030 nm,
associadas a formacao do cation radical de derivados do PDI bay-substituidos com
pirrolidina (PDI-Py**).?>!23 A formagdo do cation PDI-Py** ndo foi observada no
ligante livre PDI-Py, independente do potencial de oxidagao aplicado (+0,8 - +1,2
V).

0.4 0.4
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5031 - 0.3
2 2
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FIGURA 4.21 — Espectros de absor¢cdo UV-Vis do (A) ligante PDI-Py e da (B)
diade RuPDI-Py em solug¢ao de MeCN/TBAPF; obtidos durante os experimentos

de espectroeletroquimica.
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4.3 — Propriedades fotofisicas em DMSQO

4.3.1 — Espectroscopia de UV-Vis e de Luminescéncia

As propriedades fotofisicas da diade RuPDI-Py foram avaliadas em
solucdo de DMSO e comparadas com as propriedades do ligante PDI-Py e do
complexo referéncia [Ru(phen);]**. Os resultados obtidos estdo sumarizados na

TABELA 4.6 ¢ na FIGURA 4.22.

TABELA 4.6 — Propriedades fotofisicas do ligante PDI-Py, da diade RuPDI-Py e
do complexo [Ru(phen);]*" em solugdo de DMSO desaerada (¢ = 20 uM e Agx =
420 nm).

Amax Abs, nm

Composto Amax Emissao, nm  tewm, ns Dn/pn
(g, ML.em™)
435 (9.300)

PDI-Py 767 1,75 0,03
720 (20.685)
435 (30.108)

RuPDI-Py 776 1,50

720 (33.925)

[Ru(phen); > 450 (10.447) 610 804 0,22

O espectro de absor¢ao do ligante livre PDI-Py (FIGURA 4.22A) foi
caracterizado por duas bandas de absor¢do com maximos em 420 nm e 720 nm
atribuidas as transicdes eletronicas Sp—S,; ¢ So—S;, respectivamente. Esses
resultados sdo consistentes com os espectros de absor¢ao relatados na literatura
para derivados do PDI bay-substituidos com pirrolidina descritos na Seg¢do
1.1.1819:132 A gubstitui¢do nas posi¢des bay resultou no deslocamento batocromico

dos maximos de absor¢ao (~185 nm) e na perda das trés bandas de absor¢ao com
94



caracteristicas vibronicas observadas no ligante pPDIp sem o substituinte no

centro do anel.”?
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FIGURA 4.22 — Espectros de absor¢do (esquerda) e de emissao (direita) do (A)
ligante PDI-Py, do (B) complexo [Ru(phen);]*" e da (C) diade RuPDI-Py em
solugcdo de DMSO desaerada (¢ =20 uM e Agx = 420 nm).

O ligante PDI-Py apresentou uma ampla banda de emissao entre 660-
1020 nm com maximo em 780 nm, atribuida a fluorescéncia do estado excitado
singleto (S;). O espectro de emissdao nao demonstrou dependéncia da presenca de
oxigénio e o espectro de excitacdo apresentou perfil similar ao espectro de
absorcdo (FIGURA 4.23). O tempo de vida de fluorescéncia (tq = 1,75 ns)
(FIGURA 4.24) e o rendimento quantico de fluorescéncia (®q = 0,03) foram
menores do que os observados para o pPDIp (tq = 3,5 ns e ®q = 0,97 em DMF).”?
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De acordo com a literatura'®!*!1?* derivados do PDI bay-substituidos com
pirrolidina possuem baixos rendimentos quanticos de fluorescéncia e curtos
tempos de vida de fluorescéncia em solventes polares, devido ao carater de

transferéncia de carga intramolecular (CT) do estado excitado de menor energia.

O espectro de absor¢do do complexo [Ru(phen);]** em DMSO
(FIGURA 4.22-B) exibiu uma banda de absorcao larga entre 350-500 nm com o
maximo em 450 nm (¢ = 17.200 M'.cm™), atribuida a transicdo Sp—'"MLCT
(Ru,dn—phen,n*). O espectro de emissao apresentou uma banda com maximo em

605 nm (O, = 0,22, Tpn = 804 ns), atribuida a fosforescéncia do estado *MLCT.

O espectro de absor¢cdo da diade RuPDI-Py (FIGURA 4.22-C)
preservou a banda de absor¢do de menor energia do ligante PDI-Py em 720 nm (¢
=33.000 M!.cm™) atribuida a transi¢do S¢—S;, enquanto a banda de absor¢do em
440 nm (e = 29.500 M'.cm™) foi caracterizada pela sobreposi¢do das transi¢des
So—S, do PDI-Py e So—!"MLCT do [Ru(phen);]*". O espectro de emissdo da
diade RuPDI-Py apresentou uma banda com maximo em 790 nm similar a
fluorescéncia do ligante PDI-Py, que manteve o perfil independente do
comprimento de onda de excitacao (350-700 nm) e da presenga de oxigénio em
solucdo. No entanto, houve uma reducdo do tempo de vida de fluorescéncia para
= 1,50 ns (FIGURA 4.24) quando comparado com o ligante livre. O espectro
de excitacdo em Agy = 780 nm demonstrou perfil similar ao espectro de absor¢ao
do PDI-Py (FIGURA 4.23). Esses resultados indicaram que a emissdo da diade
ocorre exclusivamente a partir fluorescéncia do estado excitado S; da componente

{PDI-Py} ("*PDI-Py).

Notavelmente, a emissdo intensa na regido de ~600 nm e com longo
tempo de vida proveniente do estado *MLCT da componente {Ru(phen);} foi
completamente suprimida na diade em todos os solventes organicos avaliados
(como serd demonstrado posteriormente na se¢do 4.3). Esses resultados diferem
]73

daqueles observados anteriormente para a diade [Ru(phen),(pPDIp)]”” que
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apresentou a emissdo de ambas as componentes {Ru(phen);} e {pPDIp}. A

supressio da **MLCT na nova diade provavelmente resulta de interacdes

intramoleculares entre os estados excitados dos componentes {Ru(phen);} e

{PDI-Py} 2513
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FIGURA 4.23 — Comparagao entre os espectros de emissao (linha so6lida preta),

excitacdo (colorido) e absorcdo (linha tracejada) do (A) ligante PDI-Py, da (B)
diade RuPDI-Py e¢ do (C) complexo [Ru(phen);]** em solu¢io de DMSO

desaerada (c =20 uM).
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FIGURA 4.24 — Perfis dos decaimentos dos tempos de vida de emissao dos
compostos (A) PDI-Py e (B) RuPDI-Py com Agx/Agm = 640/780 nm e do (C)
complexo [Ru(phen);]** com Agx/Aem = 405/600 nm, em solugdo de DMSO

desaerada (c =20 uM)
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Para avaliar a eficiéncia da fluorescéncia do estado excitado "PDI-
Py, as intensidades de emissdo da diade e do ligante livre foram comparadas
utilizando solugdes com absorbancia igual a 0,1 nos comprimentos de onda de
excitacdo (FIGURA 4.25). Os resultados obtidos demonstraram que quando a
componente {PDI-Py} foi seletivamente excitada em 640 nm a intensidade de
fluorescéncia do "PDI-Py foi a mesma na diade e no ligante livre. No entanto,
usando excitagao em 420 nm, onde a fragdo da luz absorvida corresponde a 60%
pela componente {PDI-Py} e a 40% pela componente {Ru(phen);}, o rendimento
quantico de fluorescéncia do estado "PDI-Py na diade diminuiu 25% em
comparag¢ao com o ligante PDI-Py. Esses resultados sugeriram que quando a diade
foi excitada na regido onde somente a componente {PDI-Py} absorveu luz, a
fluorescéncia "PDI-Py predominou as vias de decaimento € ndo houve interagdes

significativas entre as componentes {PDI-Py} e {Ru(phen);} no estado excitado.

Por outro lado, quando a diade foi excitada onde ambas as
componentes absorvem luz, a fluorescéncia PDI-Py ¢ promovida apenas pela luz
absorvida diretamente pela componente {PDI-Py} e ndo pela excitacdo da
componente {Ru(phen);}. A supressdo da fosforescéncia do estado **MLCT da
componente {Ru(phen);} pode ser resultante de processos de transferéncia de

energia e/ou de transferéncia de elétrons no estado excitado entre as componentes

{Ru(phen);} e PDI-Py}.
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FIGURA 4.25 — Comparacao das intensidades de emissdo do ligante PDI-Py
(verde) e da diade RuPDI-Py (vermelho) em DMSO utilizando solu¢des com
absorbancia igual a 0,1 nos comprimentos de onda de excitacao (A) Agx =420 nm

e (B) Agx = 720 nm (solugdes aeradas).

4.3.2 — Espectroscopia de absorc¢ao transiente (TA)

A técnica de espectroscopia de absor¢ao transi¢cdo (TA) na escala de
tempo de femtossegundo (fs) e de nanossegundo (ns) foi utilizada para investigar
as propriedades dos estados excitados do ligante PDI-Py, da diade RuPDI-Py e do
complexo [Ru(phen);]** em DMSO e obter informagdes sobre os processos de

supressdo da fosforescéncia do estado >*MLCT.

Na técnica de TA uma fragdo das moléculas ¢ promovida para um
estado eletronico excitado por meio de um pulso de bombeamento (pump)
gerando as espécies transientes. Um pulso de luz branca de baixa intensidade ¢

utilizado para a sondagem (probe), o qual ird induzir transi¢des eletronicas do
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estado transiente para os estrados eletronicos de maiores energias, como
representado no ESQUEMA 4.7. O espectro de absor¢do transiente ilustra a
diferenca entre o espectro de absor¢ao da amostra excitada e o espectro de
absorcdo da amostra no estado fundamental (AA). O sinal positivo no espectro
AA corresponde a absorc¢ao do estado excitado e o sinal negativo corresponde a
absor¢ao do estado fundamental (usualmente chamada de bleach) que € observada
na regido de comprimentos de onda similares ao espectro de absor¢do UV-vis.
Alterando o tempo de atraso t entre o pulso de bombeamento ¢ o pulso de
sondagem, um espectro de AA € registrado a cada atraso de tempo, resultando na
variagao dos espectros AA em fung¢ao do tempo 1 e do comprimento de onda A, ou
seja, AA (A,1). A partir da relagdo AA (A,7) € possivel obter informacdes sobre as
populacdes e sobre os processos de desativagao dos estados excitados, incluindo

processos de transferéncia de elétrons e de energia, cruzamento intersistemas,

solvatagdo, entre outros, 06140141
s S, gerado
S = Absorcao do
2 Estado Excitado
< ,
S1 23 q \\\ h E
........................ o
Bleachingdo '\ | N s
Estado Fundamental | | <
Vv 450 500 550 600 650
Sy . 0 550 600
S, consumido A (nm)

ESQUEMA 4.7 — Esquema simplificado do processo de absor¢do transiente e do

perfil do espectro de absorcao transiente.

Os comprimentos de onda de excitagdo selecionados para os

experimentos de TA foram de 355 nm e de 420 nm, onde ambas as componentes
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{PDI-Py} e {[Ru(phen);]*"} absorvem luz, e de 720 nm onde apenas a

componente {PDI-Py} absorve luz.

4.3.2.1 — Ligante PDI-Py

Os espectros de TA na escala de tempo de fs do ligante PDI-Py sao
demonstrados na FIGURA 4.26. Em ambos os comprimentos de excitagdo
analisados, 450 e 720 nm, os espectros de TA foram caracterizados pelas
absorcoes positivas em 480 € 963 nm que correspondem a absorcao do estado
excitado e estendem-se até 1600 nm, e por bandas negativas em 720 e 770 nm
atribuidas ao consumo da absor¢ao do estado fundamental e a emissao estimulada,
respectivamente. Os pontos i1sosbésticos observados em 680 e 840 nm indicaram

a presenca de ao menos um processo no estado excitado.

A cinética de decaimento dos sinais TA apos a excitagdo em 720 nm
foi caracterizada pelas constantes de tempo t; de 1,4 ns em todas as regidoes do
espectro, valor proximo ao tempo de vida de fluorescéncia (tq = 1,75 ns), e 1, de
10 ps na regido do NIR, que pode ser decorrente do relaxamento induzido pelo
solvente. Dinamicas espectrais semelhantes foram observadas apds a excitacao
em 450 nm; no entanto, a constante de tempo curta 1, de 10 ps também foi
observada na regido do visivel, podendo ser atribuida a conversao interna (IC) dos
estados S, — S;. As caracteristicas espectrais dos sinais de TA juntamente com as
constantes de tempo indicaram que no ligante PDI-Py, independente do
comprimento de onda de excitacao, o estado excitado gerado foi o estado singleto
"PDI-Py. As caracteristicas do estado excitado tripleto do PDI-Py ndo foram
observadas nos experimentos de TA nas escalas de tempo de fs ou de ns. O
espectro de TA do PDI-Py foi semelhante ao relatado para os estados excitados

singletos de derivados do PDI substituidos com pirrolidina,2>7!:124.142.143
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FIGURA 4.26 — Espectros de absor¢do transiente de fs do ligante PDI-Py em
DMSO com Agx de (A) 720 nm e (B) 450 nm e a cinética de decaimento dos sinais

TA com os ajustes associados aos dados.

4.3.2.2 — Complexo [Ru(phen)s]**

O espectro de TA do complexo [Ru(phen);]** na escala de tempo de
fs (FIGURA 4.27A) demonstrou uma banda de absor¢do positiva ampla e de baixa
intensidade na regido entre 500 e 1200 nm simultaneamente com o consumo da
absor¢ao do estado fundamental em ~450 nm. Os sinais de TA n3o decairam
completamente na janela temporal da técnica, indicando que a cinética de
decaimento apresenta constantes de decaimento maiores que 6000 ps. O espectro
de TA na escala de tempo de ns foi coletado para investigar as propriedades das
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espécies excitadas com tempos de vida longos e esta representado na FIGURA
4.27B. Apods a excitagdo em 355 nm, o complexo [Ru(phen);]** apresentou a
absorc¢do transiente tipica do estado **MLCT de complexos polipiridinicos de
Ru(II),"** com o consumo do estado fundamental em 480 nm simultaneamente a
formagdo da absor¢do positiva em 520 nm. A cinética de decaimento dos sinais
TA foi caracterizada por um decaimento biexponencial com as constantes de
tempo 1; de 780 ns, que esta de acordo com o tempo de vida da fosforescéncia do
estado ¥*MLCT (t,n= 800 ns), e 1o de 51 us em todas as regides do espectro. Esses
resultados indicaram que a excitagdo em 355 nm ou 450 nm promoveu o
complexo [Ru(phen);]** para o estado ""MLCT e o rapido cruzamento
intersistemas (<300 fs) gerou o estado **"MLCT, conforme descritos nas Equacdes

4.3 a4.5.

[Ru(I)(phen);] 5 [ {Ru(l)(phen®)s}]  (43)
ISC
[""{Ru(Ill)(phen*);}] — [**{Ru(I)(phen*)s}] (4:4)

[**{Ru(Ill)(phen*);}] — [Ru(Il)(phen);] + hv’  (4.5)
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FIGURA 4.27 — Espectros de absor¢do transiente do complexo [Ru(phen);]*" em
DMSO obtidos na escala de tempo de (A) femtossegundo com Agx =450 nm e de
(B) nanosegundo com Agx = 355 nm, com as cinéticas de decaimento dos sinais

TA com os ajustes associados aos dados.

4.3.2.3 — Diade RuPDI-Py

O espectro de TA da diade RuPDI-Py na escala de tempo de fs obtido
apos a excitagdo seletiva do componente {PDI-Py} em 720 nm (FIGURA 4.28)
exibiu caracteristicas espectrais idénticas as observadas no ligante PDI-Py,
indicando a formacdo do estado excitado singleto "PDI-Py. A cinética de
decaimento foi caracterizada pela constante de tempo t; de 1,3 ns, ligeiramente

menor quando comparada ao ligante PDI-Py, porém, a reduc¢ao do tempo de vida
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da fluorescéncia da diade também foi observada nos experimentos de
luminescéncia (tq = 1,50 ns). Os resultados obtidos no estado estacionario e nas
técnicas espectroscopicas resolvidas no tempo apds a excitagdo em 720 nm
indicaram a absor¢do de luz e a emissdo somente pela componente {PDI-Py},

conforme indicado nas Equacdes 4.6 ¢ 4.7.

[{Ru(phen)s} {PDI-Py}] — [{Ru(phen);} {*PDI-Py}]  (4.6)
[ {Ru(phen);} {"PDI-Py}] — [{Ru(phen);} {PDI-Py}]+hv’ (4.7)

0.154
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1 2 ps
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0.05. \ /JT 0.00 1 %
-0.10 T T T T T T i T ! -0.05 T T T T T T T 1
600 800 1000 1200 1400 1600 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Alnm .
time I ps

FIGURA 4.28 — Espectro de absor¢do transiente de fs da diade RuPDI-Py em
DMSO com Agx de 720 nm e a cinética de decaimento dos sinais TA com os

ajustes associados aos dados.

A excitagdo da diade RuPDI-Py em 450 nm resultou em espectros de
TA diferentes dos obtidos com a excitagdo em 720 nm. As mudangas espectrais
estdo representadas na FIGURA 4.29 e foram divididas em trés processos com
diferentes intervalos de tempo. O espectro de TA obtido logo ap6s o pulso de laser
(FIGURA 4.29A) demonstrou uma ampla banda absor¢do positiva em 534 nm,
atribuida a absor¢do do estado excitado *MLCT da componente {Ru(phen)s}
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(idéntico ao espectro de TA da referéncia [Ru(phen);]**, FIGURA 4.27).

Adicionalmente, o espectro mostrou caracteristicas do estado S; da componente

{PDI-Py}, no entanto, o consumo do estado fundamental em 730 nm apresentou

uma banda menos estruturada com a auséncia da emissdo estimulada em 770 nm

quando comparado ao ligante livre. Na escala de tempo inicial (0,627 — 2,59 ps),

a absor¢do em 534 nm permaneceu constante e na regido de 650-1100 nm nao

foram observadas mudancgas espectrais significativas.
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FIGURA 4.29 — Espectro de absorcdo transiente de fs da diade RuPDI-Py em

DMSO com Agx de 450 nm com os tempos de atraso indicados nos perfis de

absorcao e a cinética de decaimento dos sinais TA com os ajustes associados aos

dados.
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Durante os 162 ps seguintes (FIGURA 4.29B), as mudangas
espectrais foram caracterizadas pela transformagao da banda positiva na regiao de
450 — 600 nm em uma banda estruturada simultaneamente com o aumento da
absor¢ao do estado fundamental e da absor¢ao positiva na regido NIR. A constante
de tempo deste processo de crescimento foi de t; = 60 ps em todo o espectro € o
ponto isosbéstico em 580 nm indicou a interdependéncia das duas espécies

envolvidas na absorc¢ao.

Em uma escala de tempo mais longa (162 — 6000 ps) (FIGURA
4.29C), a absorcdo positiva na regido NIR decaiu com a mesma cinética observada
para a excitagdo de 450 nm (1, = 1,3 ps), indicando o decaimento do estado "PDI
-Py. No entanto, o tltimo espectro exibiu uma pequena absor¢ao positiva em 800
nm, provavelmente indicando a geragao de um estado intermediario de separagdo
de cargas (CS) {Ru**-(PDI-Py™)}, considerando que o 4nion radical de perileno
diimida substituido por pirrolidina € caracterizado por uma banda de absorcao
caracteristica em 800 nm, conforme observado nos nossos experimentos de
espectroeletroquimica (Se¢do 4.2.1) e relatado na literatura para derivados de
perileno com estruturas moleculares semelhantes.'?* A absor¢do na regido de 450
— 600 nm e o consumo do estado fundamental ndo decairam completamente nessa
janela temporal, resultando em um espectro que permaneceu em escalas de tempo

mais longas.

Os experimentos de TA com escala de tempo de ns foram realizados
para obter informagdes sobre os estados excitados com tempos de vida longos e
estdo ilustrados na FIGURA 4.30. Inicialmente, o espectro apresentou uma banda
de absor¢do positiva estruturada entre 450 e 600 nm simultidnea ao consumo do
estado fundamental entre 600 e 700 nm. Ao decorrer do tempo, a absor¢do positiva
perdeu a carateristica estruturada, transformando-se um ombro largo. Além disso,
o ponto isosbéstico em 564 nm indicou a interdependéncia das duas espécies

envolvidas na absorcao transiente. A partir da analise global, obteve-se uma
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cinética de decaimento biexponencial com os espectros de decaimento associados
ao estado CS {Ru**-(PDI-Py“)} com a constante de tempo t; de 4 ps (que
corresponde a 30% do todo o decaimento) e ao estado tripleto **PDI-Py com a
constante de tempo T, de 36 ps. Os espectros obtidos apresentaram caracteristicas

espectrais e tempos de vida compativeis com os estados de CS e tripleto de

compostos derivados de PDI bay-substituidos.?>124143
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FIGURA 4.30 — (A) Espectro de absorcao transiente de ns da diade RuPDI-Py em
DMSO (solugao desaerada) com Agx de 355 nm. (B) Espectros obtidos a partir da
analise global do decaimento e a (C) cinética de decaimento associada a analise

global com os ajustes associados aos dados.

Um diagrama qualitativo de nivel de energia descrevendo a fotofisica

da diade RuPDI-Py ¢ apresentado no ESQUEMA 4.8. A excitagao do {PDI-Py}

108



em 720 nm resultou na populacio do estado "PDI-Py, que decaiu emitindo
fluorescéncia em 780 nm. No entanto, considerando que a excitagcdo em 355 nm
e 450 nm contém caracteristicas de ambas as componentes {PDI-Py} e
{Ru(phen);} e assumindo que ambos os estados sdo preenchidos, espera-se que
os estados "MLCT e "PDI-Py (S;) contribuam para essas absor¢des. A populag¢do
do "MLCT foi seguida pelo ISC eficiente para o estado **MLCT. A supressio da
fosforescéncia do **MLCT pode ser atribuida a transferéncia de elétrons da
componente {Ru(phen);}para a componente {PDI-Py}, que resultou na formagao
do estado excitado intermediario de CS {Ru**-PDI-Py"~} em 60 ps. O estado CS
decaiu com um longo tempo de vida de 4 ps para gerar o estado excitado tripleto
3*PDI-Py de longa duragdo (36 ps). Esse processo foi similar ao observado para a
diade referéncia [Ru(phen),(pPDIp)]**, no entanto, os tempos de vida associados
aos estados CS e tripleto foram maiores na nova diade RuPDI-Py quando
comparados & diade referéncia.”. E importante ressaltar que a formagao do estado
3PDI-Py s6 foi observada na diade RuPDI-Py apds a excitagio da
componente {Ru(phen);} e ndo houve evidéncias de sua geracdo no ligante PDI-

Py, reforcando a importancia da participagdo do centro metalico Ru(Il) no

Pprocesso.
T rMmer
E (eV! *PDI-
@ IMCT e PDIPyA_SZ
22 ZMLCT
60 ps 10 ps
21| {Ru*>-(PDI-Py*)}
24”5 “PDI-Py
1,64 . —_—
¥'PDI-Py 1
2 1,50 ns
36 s
So

ESQUEMA 4.8 — Diagrama qualitativo de niveis de energia da diade RuPDI-Py
em DMSO. As linhas azuis indicam a excitagdo em 450 nm ¢ as linhas verdes

indicam a excitagdo em 720 nm. As anergias dos estados excitados foram
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estimadas de acordo com as os resultados obtidos dos experimentos

eletroquimicos e espectroscopicos.

4.3.3 — Interaciao nao-covalente entre o ligante PDI-Py e

o complexo [Ru(phen)s]*

O efeito da interagdo nao-covalente entre o ligante PDI-Py e o
complexo referéncia [Ru(phen);]** sobre as propriedades fotofisicas foi avaliado
comparando solug¢des das moléculas individuais com uma mistura contendo PDI-
Py e [Ru(phen);]*" e com uma solugio contendo somente a diade RuPDI-Py, todas

solugdes com a mesma concentracao, conforme representado na FIGURA 4.31.

O espectro de absor¢cdo da mistura PDI-Py/[Ru(phen);]** foi
caracterizado pela somatodria das absor¢des de ambas as moléculas na regidao de
400-500 nm, enquanto a banda em 720 nm manteve o perfil observado no PDI-
Py livre. Além disso, o espectro da absor¢dao da mistura manteve a emissdo de
ambas as moléculas, ou seja, a emissdo do **MLCT em 610 nm e do "PDI-Py em
780 nm. Esses resultados demonstraram que a interacdo ndo-covalente entre as
moléculas PDI-Py e [Ru(phen);]** ndo tem efeito sobre os pardmetros fotofisicos
de cada molécula independente e que as alteragdes das propriedades observadas

na diade RuPDI-Py sdo resultantes da coordenacao das componentes.
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FIGURA 4.31 — Comparacao entre os espectros de (A) absor¢do e de (B e C)
emissdo das solugdes do ligante livre PDI-Py (verde), do complexo [Ru(phen);]**
(azul), da diade RuPDI-Py (vermelho) e da mistura PDI-Py/[Ru(phen);]** (rosa)
(c =10 uM, solucao aerada).

4.3.4 — Estabilidade quimica e fotoquimica em DMSQO

As estabilidades quimica e fotoquimica do ligante PDI-Py e da diade
RuPDI-Py em solu¢do de DMSO foram avaliadas através da técnica de
espectroscopia de UV-vis. Como demonstrado na FIGURA 4.32 e FIGURA 4.33,
nado houve alteragdes nos espectros de absor¢do do ligante e da diade apoés 24 h
em solucao de DMSO, ou sob irradia¢ao com luz de 450 nm ou de 720 nm. Esses
resultados demonstraram a estabilidade quimica e fotoquimica de ambos os

compostos em solugdo de DMSO.
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FIGURA 4.32 — Estabilidade quimica do (A) ligante PDI-Py e da (B) diade

RuPDI-Py avaliada através dos espectros de absor¢dao em solugao de DMSO (¢ =

20 uM, solucao aerada).
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FIGURA 4.33 — Estabilidade fotoquimica do (A) ligante PDI-Py e da (B) diade
RuPDI-Py avaliada através dos espectros de absor¢do em solucdo de DMSO (¢ =

10 uM, solugdo aerada), sob irradiagdo com luz de 450 nm e de 720 nm (tempo

total de irradiagdo = 1 h).
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4.4 — Solvatocromismo

Os espectros de absor¢dao e de emissdo e os tempos de vida de
emissao do ligante PDI-Py e da diade RuPDI-Py foram medidos em uma série de
solventes organicos de diferentes polaridades em temperatura ambiente e em uma
matriz sélida a 77 K para avaliar o efeito solvatocromico e confirmar o carater de
transferéncia de carga (CT) do estado S; da componente {PDI-Py}. Os resultados
obtidos estdo representados na FIGURA 4.34 e sumarizados na TABELA 4.7.

TABELA 4.7 — Propriedades fotofisicas do ligante PDI-Py e da diade RuPDI-Py

em solventes organicos.

PDI-Py RuPDI-Py
Solvente
AAbs, N AgMs, NM TEM, NS AAbs, NN AgMs, NM TEM, NS
Diclorometano 718 755 2,80 726 765 2,40
Metanol 714 775 718 778
THF 697 739 704 745
DMSO 720 767 1,75 720 776 1,50
DMF 712 763 716 769
Acetonitrila 712 766 715 766
Butironitrila® 747 4,80 750 4,84
® Matriz s6lida a 77 K.

Ao contrario do pequeno deslocamento nos espectros de absor¢ao, os
espectros de emissdo do ligante PDI-Py e da diade RuPDI-Py foram amplamente
deslocados para o vermelho com o aumento da polaridade do solvente, o que
indica fortes caracteristicas de transferéncia de carga (CT) para os estados

excitados dos compostos. Geralmente derivados do PDI bay-substituidos com
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pirrolidina apresentam um forte carater solvatocromico devido a carateristica de
transferéncia de carga do estado eletronico excitado de menor energia S,
resultante da transi¢do eletronica entre o substituinte doador de elétrons e o centro

do anel do PDI receptor de elétrons.!'??
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FIGURA 4.34 — Espectros de absorcao e de emissao e perfis do decaimento dos
tempos de vida de emissdo do (A) ligante PDI-Py e da (B) diade RuPDI-Py em
solventes organicos com diferentes polaridades em temperatura ambiente
(solucdes aeradas) e em matriz rigida de butironitrila a 77 K (¢ = 10 uM). Os
espectros de emissao foram medidos usando Agx = 650 nm e 450 nm para o ligante
e para diade, respectivamente. Os tempos de vida de emissdo foram medidos

utilizando Agx = 640 nm e Agp = 780 nm.

Solventes polares estabilizam o estado excitado polar, diminuindo a
energia e, consequentemente, deslocando o espectro para maiores comprimentos

de onda. Além disso, geralmente moléculas doadoras-receptoras que possuem
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transigoes eletronicas de CT apresentam maior solvatocromismo no estado
excitado do que no estado fundamental devido ao momento de dipolo

momentaneo resultante da transicdo eletronica.'*

4.5 — Propriedades fotofisicas em agua

Devido a perspectiva para aplicagdes biologicas da diade RuPDI-Py,
suas propriedades fotofisicas e fotoquimicas foram analisadas em d4gua e
]2+

comparadas ao complexo [Ru(phen);]“". Visto que o ligante PDI-Py ¢ insoltuvel

em agua, nao foi possivel uma comparacao direta com as propriedades da diade.

4.5.1 — Espectroscopia de UV-Vis e de Luminescéncia

O espectro de absorcdo da diade RuPDI-Py em 4gua esta
representado na FIGURA 4.35A. Mudancas espectrais prontamente aparentes
foram observadas em comparacdo com a absor¢do em DMSO, incluindo a
redugdo nos valores dos coeficientes de absortividade molar e o desvio para
maiores comprimentos de onda (~40 nm) de todas as bandas de absor¢ao. A banda
de absorcdo de menor energia em 720 nm referente a componente {PDI-Py}
apresentou uma reducao de 48% do coeficiente de absortividade molar juntamente
com o alargamento da banda, perda da estrutura vibrOnica e alteracdo das
intensidades. A banda de absor¢ao em 440 nm também apresentou reducao na
absortividade (26%), embora em menor extensdo. O complexo referéncia
[Ru(phen);]** apresentou um valor de absortividade molar maior em 4gua (g =
18.100 M'.cm) em relagdo a absortividade em DMSO (¢ = 10.450 M!.cm™)
(FIGURA 4.36). Em razao disso, provavelmente a reducdo da intensidade da
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banda da diade RuPDI-Py em 440 nm foi compensada pelo aumento na

intensidade do componente {[Ru(phen);]**} nesta regido.

A razdo entre as bandas de absorcao das transi¢oes vibronicas 0-0 e
0-1 (A¢-0/Ao.1) do estado S;, denominada como progressdo de Franck-Condon,
geralmente ¢ utilizada como um indicador de agregagao de derivados do PDI em
solugdo.!*® Moléculas do PDI monoméricas exibem a progressio de Franck-
Condon de aproximadamente 1,6 e valores abaixo de 1,0 sao indicios de processos
de agregacgdo.'*” A diade RuPDI-Py apresentou a razdo A7xo/Agss igual a 1,72 em
DMSO enquanto em agua a razdo A7sy/Azoe foi de 0,93. A redugdo da progressao
de Franck-Condon e o deslocamento das bandas de absor¢do para a regido do
vermelho observados em agua provavelmente indicam o empilhamento n-t das

unidades do PDI-Py em agregados do tipo J.!*4%!4°
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FIGURA 4.35 — Propriedades espectroscopicas da diade RuPDI-Py em &agua
(solugdo desaerada, c =20 uM). (A) espectro de absor¢ao, (B) espectro de emissao

em diferentes comprimentos de onda de excitagdo, (C) espectros de emissao
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(verde) e de excitagdo (linha solida em preto) da diade em comparagdo com o
espectro de absor¢do do [Ru(phen);]** em 4gua (linha tracejada), (D) espectros de
emissao (azul) e de excitacdo (linha solida em preto) da diade em comparacao

com o espectro de absor¢ao do ligante PDI-Py em DMSO (linha tracejada)
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FIGURA 4.36 — Espectros de (A) absorcao e de (B) emissao (azul, Agx =450 nm)
e excita¢do (preto, Agm = 600 nm) do complexo [Ru(phen);]*" em 4gua (¢ = 10

uM, solugdo desaerada)

Moléculas de derivados do PDI podem se organizar em estruturas
através de interagdes de empilhamento n-nt para formar agregados do tipo H (lado
a lado) ou do tipo J (cabeca-cauda) e as propriedades fotofisicas sdo alteradas
dependendo do tipo de agregado.'™® O acoplamento eletronico entre dois
cromo6foros proximos pode ocorrer através das interagdes entre dipolos de
transicdo molecular e pela mistura direta dos seus orbitais m. O modelo de
Kasha'! fornece uma estrutura basica para a compreensido das mudancas das
propriedades de absorcdo e emissdao nos agregados moleculares, conforme

representado na FIGURA 4.37.
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FIGURA 4.37 — Diagrama de energia qualitativo dos niveis de energia dos
agregados do tipo H e J. Figura adaptada da referéncia Bayda et al. (2017). 1>

Quando o acoplamento dos momentos de dipolo ¢ forte, os niveis de
energia do estado excitado singleto sdo divididos em estados éxciton de maior
energia (E+) e menor energia (E ).">* Moléculas dentro de um agregado sofrem
acoplamento de multiplos momentos de dipolo e as excitagdes eletronicas se
estendem sobre muitas moléculas para formar o éxciton de Frenkel deslocalizado,
que referem-se a estados eletronicos excitados que nao estao localizados em uma
molécula em particular.'> Quando os momentos de dipolo estdo alinhados
paralelamente nos agregados do tipo H, o estado excitado opticamente ativo € o
estado éxciton de maior energia (E;), ou seja, a transi¢do eletronica permitida
ocorre entre os estados fundamental e E+, resultando no deslocamento do espectro
de absorcdo para energias mais altas (deslocamento hiposocromico) e na
supressao da fluorescéncia. Quando os momentos de dipolo estdo alinhados no
formato “cabega-cauda” nos agregados do tipo J, a transicao eletronica permitida
ocorre entre o estado fundamental e o estado éxciton de menor energia (E.),
resultando no deslocamento dos espectros de absor¢ao e de emissao para menores
energias (deslocamento batocromico). Diferentemente dos agregados H, os

agregados J sdo emissivos uma vez que a transi¢do eletronica permitida ocorre
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para o estado E. e, de acordo com a regra de Kasha, a fluorescéncia ocorre do

estado excitado de menor energia.!>

Os espectros de emissdo e de excitagao, assim como os perfis dos
decaimentos dos tempos de vida de emissao da diade RuPDI-Py em 4gua estao
representados na FIGURA 4.35 e FIGURA 4.38. A formacao de agregados afetou
diretamente as propriedades fotofisicas da diade. Surpreendentemente, a emissao
da diade em 4gua mudou significativamente em fun¢do do comprimento de onda
de excitagdo. Por exemplo, quando a diade foi excitada em comprimentos de onda
abaixo de 600 nm, o espectro de emissdo exibiu trés bandas: uma banda com
maximo em 840 nm, atribuida a fluorescéncia do estado "PDI-Py e caracterizada
por um tempo de vida de emissdo curto (tg = 1,50 ns); uma banda de menor
intensidade em 745 nm (tq = 1,60 ns) e uma banda de maior intensidade com
maximo em 610 nm, atribuida a fosforescéncia do estado **"MLCT da componente
{Ru(phen);} com um tempo de vida de emissao longo (t,n = 1,3 ps), caracteristico
da 3*MLCT da referéncia [Ru(phen);]** (t,n = 680 ns).** Por outro lado, os
espectros de emissdao obtidos a partir da excitagdo com comprimentos de onda
maiores que 650 nm, exibiram predominantemente as bandas em 745 nm e 840
nm. Nesses comprimentos de onda de excitacao, a luz € absorvida exclusivamente

pelo PDI-Py e ambas as emissdes provavelmente se originaram da componente

{PDI-Py}.
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FIGURA 4.38 — Perfis dos decaimentos dos tempos de vida de emissdo da diade
RuPDI-Py em agua (c = 20 uM, solucdo desaerada) com (A) Agx = 640 nm € Agm
=745 nm, (B) Agx = 640 nm e Agm = 780 nm e (C) Agx = 405 nm e Agy = 600 nm.

O espectro de excitagdo da diade determinado no Apm = 610 nm
(FIGURA 4.35C) demonstrou um perfil semelhante ao espectro de absor¢ao do
complexo [Ru(phen);]*" em 4gua, enquanto o espectro de excitagdo determinado
no Agpm = 840 nm (FIGURA 4.35D) exibiu o mesmo perfil que o espectro de
absorcdo do ligante PDI-Py em solu¢gdo de DMSO. A semelhanca entre os
espectros de excitacdo em agua e os espectros de absor¢ao da componente {PDI-
Py} monomeérica sugeriu que os agregados da diade sdo fracamente acoplados,
provavelmente devido ao impedimento estérico introduzido pelos substituintes

bay no nticleo perileno. !>

Estudos de dependéncia do solvente foram realizados utilizando uma
mistura de DMSO/H,0 e a FIGURA 4.39 demonstra as mudangas nos espectros
de absor¢cdo e de emissdo da diade. O aumento da porcentagem de 4dgua em
solucdo resultou na reducdo do coeficiente de absortividade molar, seguido por
mudangas nos maximos das intensidades e na inversdo da razao das bandas de
absor¢do na regido de 600-800 nm. Além disso, a intensidade de emissao do

"PDI-Py diminuiu gradativamente com o aumento da porcentagem de 4gua,
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seguido pelo deslocamento do maximo de emissao para a regido do vermelho. No
espectro de emissdo da diade em 100% H,O a banda em 600 nm referente ao
estado **MLCT apresentou menor intensidade em comparac¢do com a banda do
"PDI-Py devido a presenca de oxigénio em solugdo. Esses resultados demonstram
que o aumento gradativo da porcentagem de agua em solucao induziu a formacgao

de agregados moleculares da diade RuPDI-Py.
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FIGURA 4.39 — Espectros de (A) absorcao e de (B) emissdo (Aex = 450 nm) da
diade RuPDI-Py na mistura de solventes DMSO/H,0 (v/v) (¢ = 25 uM, solucao

aerada).

4.5.2 — Estabilidade dos agregados em solucao

A estabilidade dos agregados da diade RuPDI-Py em solu¢ao aquosa
foi avaliada através de experimentos espectroscopicos de absor¢cdo UV-Vis e
luminescéncia dependentes da temperatura e da concentracdo. As mudancgas
espectrais dependentes da temperatura estao representadas na FIGURA 4.40. Os
resultados demonstraram que em temperaturas acima de 50 °C, o espectro de
absor¢do da diade exibiu uma inversao da razdo dos picos da componente {PDI-
Py} e apresentou um perfil semelhante ao observado na mistura DMSO/70% H,O.
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Além disso, o aumento da temperatura resultou no aumento da intensidade de

emissdo do "PDI-Py em 840 nm concomitante com a redu¢do da intensidade da

banda da emissdo *MLCT em 600 nm.
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FIGURA 4.40 — Influéncia da temperatura (10-90 °C) nas propriedades fotofisicas
da diade RuPDI-Py em agua (¢ = 10 uM, solu¢do desaerada). Espectros de (A)

absorcao e (B) emissdao (Agx =450 nm).

A mudanga nas intensidades das emissoes pode ser atribuida a
mudanga de energia dos estados excitados, isto €, o aumento da temperatura
resultou na separagio parcial dos agregados e, como os estados **MLCT e "PDI-
Py competem pela luz de excitacdo em 450 nm e provavelmente encontram-se
razoavelmente proximos em energia, uma mudanca no solvente e na temperatura
pode inverter a ordem do estado excitado de menor energia, alterando o padrao

fotofisico, como discutido detalhadamente nos proximos topicos.

O aumento da temperatura também resultou na reducao dos tempos
de vida de emissdao de ambos os estados, como demonstrado na FIGURA 4.41.
Por exemplo, o tempo de vida do "PDI-Py diminuiu de 1,47 ns (10 °C) para 1,18

ns (90 °C), enquanto o *MLCT apresentou uma reduc¢do mais acentuada, de 1733
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ns (10 °C) para 282 ns (90°C), provavelmente devido ao aumento dos processos

de desativagao nao radiativos.
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FIGURA 4.41 — Influéncia da temperatura (10-90 °C) nos tempos de vida de
emissdo da diade RuPDI-Py em agua (¢ = 10 uM, solucdo desaerada). Perfis dos
decaimentos dos estados (A) *MLCT ( Agx = 405 nm € Agm = 610 nm) e (B) "PDI-
Py (Aex = 640 nm e Agm = 780 nm). (C) Valores dos tempos de vida de emissdo
dos estados **MLCT (e azul) ¢ "PDI-Py (e vermelho) em fung¢do da temperatura.

A influéncia da temperatura nos processos fotofisicos da referéncia
[Ru(phen);]** também foi avaliada e estd representada na FIGURA 4.42. O
espectro de absor¢ao nao sofreu alteracao, no entanto, a intensidade de emissao e
os tempos de vida de emissdo do **MLCT diminuiram significativamente com o

aumento da temperatura, como observado na diade RuPDI-Py.
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FIGURA 4.42 — Influéncia da temperatura (10-90 °C) nas propriedades fotofisicas
da referéncia [Ru(phen);]*" em agua (c = 10 uM, solu¢do desaerada). Espectros
de (A) absor¢ao e (B) emissdao (Agx = 450 nm). (C). Perfis dos decaimentos e (D)
valores dos tempos de vida de emissdo do estado **MLCT ( Agx = 405 nm € Agy

=610 nm).

As mudangas espectrais dependentes da concentragdo foram
monitoradas na faixa de concentracdo de 0,3 a 40 uM e sdo demonstradas na
FIGURA 4.43. Nas maiores concentragoes (40-20 uM) os espectros de absorcao
exibiram o perfil espectral caracteristico dos agregados PDI em solucao. Ao
diminuir a concentracdo, gradualmente ocorreu a inversao das intensidades das
absorcoes da banda de menor energia da componente {PDI-Py}. A inversao da
razdo entre as bandas pode indicar uma desagregacdo parcial em baixas
concentracoes. A intensidade de emissdo diminuiu gradativamente com a

concentragdo € nenhuma nova banda foi observada.
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FIGURA 4.43 — Influéncia da concentragao (0,3-20 uM) nos espectros de (A)
absorcao e (B) emissdo (Agx = 450 nm).da diade RuPDI-Py em agua (solucao

aerada).

As mudangas na absorcdo dependentes da temperatura e da
concentragdo nao seguiram uma correlagdo linear (FIGURA 4.44) como ¢
esperado para a lei de Lambert-Beer, indicando possivelmente a auséncia de

equilibrio entre as espécies agregadas e monoméricas ou a presenga de especies

agregadas com formatos distintos em solugio.!>’~1%
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FIGURA 4.44 — Desvio da lei de Lambert-Beer: influéncia da mudanca de
temperatura e de concentragdo na banda de absor¢do em 712 nm da diade RuPDI-
Py em agua.
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4.5.3 — Espectroscopia de absorcao transiente

O efeito da agregagdo na dinamica do estado excitado da diade
RuPDI-Py foi analisado usando espectroscopia de absor¢do transiente de
nanossegundos. Conforme mostrado na FIGURA 4.45, o espectro de TA da diade
em agua apresentou uma banda de absor¢ao positiva estruturada entre 450 e 600
nm simultdanea ao consumo do estado fundamental entre 600 ¢ 700 nm,
semelhante ao espectro de TA obtido para a diade em DMSO. Adicionalmente, o
espectro da diade em 4gua apresentou uma banda positiva em 350 nm e uma banda
negativa em 440 nm. A cinética de decaimento foi caraterizada por um decaimento
biexponencial em todas as regioes do espectro, com as constantes de tempo 1, de
700 ns e 1, de 15 ps, que correspondem ao decaimento dos estados *MLCT da
componente {Ru(phen);} e **PDI-Py da componente {PDI-Py}, respectivamente.
Esses resultados demonstraram que a agregagdo ndo suprimiu a populacdo do

estado **PDI-Py na diade.

0.006+ ; 0006 370
Os 0495 nm
0.004 1 / l 0.004. 640 o
0.002 * / 400 ps s 1,=700 ns
0.000 F== S 0.000 B e
Y

-0.0021 f f ~0.002

400 500 600 700 0 20 40 60 80 100

A /nm time / ps

FIGURA 4.45 — Espectro de absorcdo transiente de ns da diade RuPDI-Py em
agua (solucao desaerada) com Agxde 355 nm e a cinética de decaimento dos sinais

de TA com os ajustes associado aos dados.
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Os resultados obtidos em agua indicaram que a diade RuPDI-Py se
organizou em agregados moleculares do tipo J, conforme observado pelas
mudancas no espectro de absor¢do e pela fluorescéncia preservada do "PDI-Py
na regido do NIR. Os agregados foram afetados pela mudanca de temperatura e
de concentragdo, indicando um fraco grau de agregacdo deste composto,
provavelmente devido ao impedimento estérico ocasionado pelo substituinte bay
e pela componente {Ru(phen);}, os quais dificultaram a automontagem do
empilhamento 7w-m. Notavelmente, a formacdo de agregados foi observada
somente na presenga de agua. Em solventes organicos de diferentes polaridades o
espectro de absor¢do exibiu perfis semelhantes, enquanto o espectro de emissao
do "PDI-Py apresentou desvio para maiores energias com a reducio da polaridade
do solvente devido a natureza CT do estado excitado da componente {PDI-Py}.
Esses resultados demonstram o forte efeito hidrofobico do ambiente aquoso nas
interacOes m—m aromaticas, que levaram a automontagem do componente {PDI-

Py} em agregados moleculares.

Geralmente a agregagdo induz alteracdes nos niveis eletronicos dos
derivados de perileno.!®1%161 Na diade RuPDI-Py as energias as dos estados
fundamental e excitado da componente {PDI-Py} foram ligeiramente reduzidas
(deslocadas para o vermelho) em relagdao ao mondmero em DMSO. Essa pequena
mudanga de energia dos estados eletronicos decorrente da agregacdo associada ao
baixo rendimento quantico de fluorescéncia do estado "PDI-Py em 4gua
provavelmente permitiram a visualiza¢do da fosforescéncia do estado *MLCT da

componente {Ru(phen);}.

4.5.4 — Estabilidade quimica e fotoquimica da diade

RuPDI-Py em agua
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As estabilidades quimica e fotoquimica da diade RuPDI-Py em agua
foram avaliadas através da técnica de espectroscopia de UV-vis. Como
demonstrado na FIGURA 4.46, nao houve alteracdes nos espectros de absorcao
do ligante e da diade apds 24 h em solucao ou sob irradiacao com luz de 450 nm
ou de 720 nm, demonstrando a estabilidade quimica e fotoquimica da diade em

agua.
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FIGURA 4.46 — (A) Estabilidade quimica da diade RuPDI-Py em agua avaliada

apos 24 h em solugdo. (B) Estabilidade fotoquimica da diade RuPDI-Py em 4gua

sob irradiacao com luz de 450 nm e de 720 nm (tempo total de irradiagdo = 2 h),

c =20 uM, solucao aerada).
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4.6 — Determinacao das espécies reativas de oxigénio

geradas em solucao

A capacidade da diade RuPDI-Py em gerar as espécies reativas de
oxigénio a partir dos estados excitados tripleto foi avaliada através dos métodos
indiretos utilizando a espectroscopia de UV-vis e de ressonancia paramagnética
eletronica EPR. A detecgdo direta do 'O, através da emissdo em 1270 nm ndo foi
possivel devido a emissdo da diade RuPDI-Py nessa regido do NIR, a qual

apresentou maior intensidade e se sobrepds a banda de emissdo do 'O,

4.6.1 — Determinacio de oxigénio singleto por

espectroscopia de UV-Vis

A capacidade de geragdo de 'O, da diade RuPDI-Py, do ligante PDI-
Py ¢ da referéncia [Ru(phen);]*" foi avaliada em DMSO usando o 9,10-
Dimetilantraceno (DMA) como um supressor de 'O,. De acordo com a
162,163

, 0 DMA reage quimicamente com o 'O,, resultando no produto

9,10-dimetil-9,10-dihidro-9,10-epidoxiantraceno (ESQUEMA 4.9). A taxa de

literatura
fotobranqueamento do DMA ¢ diretamente proporcional a quantidade de 'O,

gerada e pode ser monitorada através do consumo da banda de absor¢ao do DMA

em 380 nm.
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ESQUEMA 4.9 — Reacgdo de fotobranqueamento do DMA com o '0,.16?

As FIGURA 4.47FIGURA 4.48 demonstram os espectros de
absorcdo UV-vis das solucdes de DMA com os compostos analisados, obtidos
durante a irradiacdo com luz de 450 nm ou 720 nm. O padrdo Riboflavina (¢ =

0,22 em DMSO) nas mesmas condigdes foi utilizado como referéncia.
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FIGURA 4.47 — Espectros de absorcao do DMA em DMSO medidos durante a
irradiacdo com luz de 450 nm na presenga dos compostos (A) riboflavina, (B)
[Ru(phen);]**, (C) RuPDI-Py e (D) PDI-Py. (E) Soluc¢do contendo somente o

DMA irradiado utilizada como controle.
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FIGURA 4.48 — Espectros de absorcao do DMA em DMSO medidos durante a
irradiagao com luz de 720 nm na presenga dos compostos (A) RuPDI-Py e (B)

PDI-Py. (C) Solucao contendo somente o DMA irradiado utilizada como controle.

Quando a mistura RuPDI-Py/DMA foi irradiada com luz de 450 nm,
a absor¢do do DMA foi consumida, indicando a geragdo do 'O, pela diade. Em
contraste, a irradiagdo com 720 nm ndo resultou em mudancgas espectrais do
DMA, demonstrando que com este comprimento de onda de irradiacdo a diade
ndo foi capaz de gerar !O,. Esses resultados indicaram que o estado **PDI-Py ¢
provavelmente o responséavel pela fotossensibilizagdo do 'O, por meio de um
processo de transferéncia de energia (Equagdo 4.11) e corroboram com os
resultados de espectroscopia de absor¢do transiente, onde a formacdo do estado
tripleto s6 foi observada apds excitagdo em 450 nm . A irradiagdo do ligante PDI-
Py em 450 e 720 nm ndo causou alteragdes no espectro de absorcao do DMA,
demonstrando que o ligante livre ndo foi capaz de gerar 'O,, uma vez que, de
acordo com os resultados de absorcao transiente, o ligante livre ndo atinge o

estado excitado tripleto responsével pela sensibilizagdo do 'O,.

{Ru(**PDI-Py)! + 30, — RuPDI-Py + 0, (4.11)
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A FIGURA 4.49 fornece a relacao entre o consumo da absor¢ao do
DMA (A¢/A) em funcao do tempo de irradiacdo dos compostos analisados. Os
rendimentos quanticos de oxigénio singleto (¢a) da diade RuPDI-Py e da
referéncia [Ru(phen);]*" em DMSO foram calculados de acordo com a
literatura®®?? e estdo representados na TABELA 4.8. A referéncia [Ru(phen);]**
apresentou o maior valor de ¢, e esta proximo ao relatado para esse composto em
solventes orginicos polares.'®® O ¢, da diade RuPDI-Py foi menor quando
comparado com a [Ru(phen);]**, no entanto demonstrou maior eficiéncia de

geracdo de 'O, quando comparada a complexos de Ru(II)-perileno diimida.®?
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FIGURA 4.49 — Consumo da banda de absor¢dao do DMA demonstrado através da
correlacdo Ao/A vs tempo de irradiagdo, onde Ay corresponde a absorbancia do
DMA em 380 nm no tempo = 0 e A corresponde a absorbancia em diferentes
tempos de irradiagdo. Irradiacdo com luz de (A) 450 nm e de (B) 720 nm. As

inclinagdes das retas foram calculadas a partir do ajuste linear.
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TABELA 4.8 — Rendimento quantico de oxigénio singleto (¢») em DMSO sob

irradia¢ao com luz de 450 nm.

Composto da
Riboflavina 0,22126
RuPDI-Py 0,40

[Ru(phen);]** 0,63

4.6.2 — Determinacao de oxigénio singleto por EPR

Espectroscopia de EPR com armadilhas de spin (do inglés, spin trap)
¢ uma técnica eficaz e sensivel para detectar a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs). As EROs n3o podem ser detectadas diretamente por EPR
devido aos seus tempos de vida curtos, entretanto, reagem rapidamente com os
compostos armadilhas de spin e formam adutos de spin estaveis que apresentam

sinais caracteristicos de EPR.!6

Neste trabalho utilizamos a técnica de EPR com a armadilha de spin
2,2,6,6-tetrametil-4-piperidinol (TMP-OH) para detectar e quantificar o 'O,
gerado pela diade RuPDI-Py em solugdo aquosa. Apesar da técnica de UV-Vis ser
eficiente para a determinacdo de 'O,, os compostos utilizados como supressores
do 'O, como 0 DMA ou o 1,3-difenil-p-benzofurano (DPBF) ndo sdo soliiveis em

meio aquoso.

De acordo com a literatura!®>, o TMP-OH ¢é uma espécie
diamagnética e quando reage com o 'O, gera o aduto paramagnético 4-hidroxi-
2,2,6,6-tetramethilpiperidine N-oxil (TEMPO) (ESQUEMA 4.10), que possui um
sinal de EPR caraterizado por trés linhas com desdobramento hiperfino de mesma

intensidade (1:1:1).
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ESQUEMA 4.10 — Reacdo entre a armadilha de spin 2,2,6,6-tetrametil-4-
piperidinol (TMP-OH) e o 'O, para gerar o aduto 4-hidroxi-2,2,6,6-
tetramethilpiperidine N-oxil (TEMPO).!%

Como demonstrado na FIGURA 4.50, a mistura RuPDI-Py/TMP-OH
em agua apds irradiagdo com luz de 450 nm apresentou um sinal com
desdobramento hiperfino de mesma intensidade entre 3360-3420 Gauss, enquanto
com a irradiagao com luz de 650 nm, o sinal de EPR se manteve similar ao
observado para o controle TMP-OH. Esses resultados foram similares aos
resultados obtidos para a diade em DMSO, onde o 'O, s6 foi gerado apds a

irradiacao na regidao de 450 nm.
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FIGURA 4.50 — Espectros de EPR da mistura TMP-OH (48 mM) e RuPDI-Py
(150 uM) (vermelho) em agua irradiada com luz de (A) 450 nm e de (B) 650 nm
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durante 30 minutos. Uma solucdo contendo somente o TMP-OH irradiado foi

utilizada como controle (preto).

A concentragdo de 'O, gerado a partir da irradiagdo da diade RuPDI-
Py em tampao PBS (pH 7.,4) foi determinada através de uma curva de calibragado
a partir da area dos espectros simulados do padrdo TEMPO.!® Os resultados
obtidos estdo representados na FIGURA 4.51 e demonstraram que a concentragao
de 'O, depende do tempo de irradiacdo e da concentra¢do da diade. A nova diade
RuPDI-Py apresentou maior eficiéncia de geracdo de 'O, quando comparada a
diade [Ru(phen),(pPDIp)]**. Por exemplo, sob as condi¢des de 150 uM e 30 min
de irradiagdo com luz de 450 nm, a diade RuPDI-Py gerou 1,2 uM de 'O,,
enquanto a diade [Ru(phen),(pPDIp)]** gerou apenas 0,5 uM de '0,.7*
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FIGURA 4.51 — Quantificagdo de 'O, por espectroscopia de EPR com armadilha
de spin TMP-OH. (A) Curva de calibracio obtida a partir dos espectros de EPR
simulados do padrao TEMPO em tampao PBS (pH 7.,4). (B) Espectro de EPR da
mistura RuPDI-Py (150 uM) e TMP-OH (48 mM) irradiada com luz de 450 nm

medidos em diferentes intervalos de tempo. (C) Concentragio de 'O, gerado pela

Tempo de irradiacdo / min

diade RuPDI-Py sob irradiagdo com luz de 450 nm.

como OH® e O,* em 4gua foi avaliada utilizando a armadilha de spin e 5,5-
Dimetil-1-pirroline N-oxido (DMPQO). Como demonstrado na FIGURA 4.52, a

irradiacdo da diade RuPDI-Py com luz de 450 nm ndo resultou na formacao do

4.6.3 — Determinacao das demais EROs por EPR

A capacidade da diade RuPDI-Py em gerar as demais EROs
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sinal de aduto do DMPO, indicando que nessas condi¢des a diade ndo foi capaz
de participar de reacdes de transferéncia de elétrons e gerar as demais EROs além

do 102.

— Escuro
— 15 min de irradiacdo
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FIGURA 4.52 — Espectros de EPR da mistura DMPO (0,03 mol.L™") e RuPDI-Py

(100 uM) em agua no escuro e irradiada com luz de 450 nm durante 15 minutos.

4.7 — Modelos de membrana fosfolipidicas

Diversos estudos vém sendo realizados para analisar as interacdes
entre moléculas fotossensibilizadoras e modelos miméticos de membranas
lipidicas, uma vez que as membranas bioldgicas sdo alvos para a agdo da terapia
fotodinamica.'®” Os fotossensibilizadores podem interagir com as bicamadas
lipidicas ao redor da célula e de organelas e a acdo da TFD nas membranas
bioldgicas contribui diretamente para a morte celular devido a danos oxidativos
locais e por vias secundarias de sinalizagdo da morte. Os modelos de membrana
lipidicas também podem auxiliar na avaliacdo do potencial de moléculas em
atuaram como sondas luminescentes através da interacdo cromoéforo-

biomolécula.!%®
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Neste trabalho, utilizamos as vesiculas unilamelares gigantes
(GUVs) compostas pelos fosfolipidios 1-palmitoil-2-oleoil-glicero-3-fosfocolina
(POPC) e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo- (1'-rac-glicerol) (DOPG) (ESQUEMA
4.11) como modelos de membranas lipidicas. O fosfolipidio POPC foi empregado
como referéncia de membrana celular de mamiferos e a mistura POPC/DOPG
80:20 foi empregada como modelo simplificado de membrana bacteriana.!®® A
interacao com os modelos de membrana e a a¢ao fotodindmica da diade RuPDI-

Py e da referéncia [Ru(phen);]*" foram monitoradas por microscopia Optica de

fluorescéncia.
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ESQUEMA 4.11 — Estruturas moleculares dos fosfolipidios 1-palmitoil-2-oleoil-
glicero-3-fosfocolina (POPC) e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo- (1'-rac-glicerol)
(DOPG).

Inicialmente foi avaliada a interacdo da diade RuPDI-Py com as
GUVs POPC/DOPG (80:20). Como apresentado na FIGURA 4.53 ¢ FIGURA
4.54, a diade interagiu com a bicamada, evidenciado pelo sinal de fluorescéncia
no contorno da membrana e, na auséncia de irradiagao, as vesiculas mantiveram-

se esféricas e estaveis.
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FIGURA 4.53 — Imagens de microscopia Optica de contraste de fase das GUVs
POPC/DOPG (80:20) incubadas com a diade RuPDI-Py (2,4 uM) durante 20

minutos no escuro.

2 min 4 min
5pM 5uM

¢ --

FIGURA 4.54 — Imagens de microscopia de fluorescéncia das GUVs
POPC/DOPG (80:20) incubadas com a diade RuPDI-Py (2,4 uM) durante 20

minutos no escuro.

Quando as GUVs incubadas com a diade foram submetidas a

irradiagdo continua com luz de 490 nm, o tratamento com a luz induziu a
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alteragdes morfologicas nas GUVs. As alteracdes foram monitoradas em tempo
real e estdo demonstradas na FIGURA 4.55. No inicio as vesiculas apresentaram
estrutura esférica e estdvel, no entanto, apds quatro minutos de irradiagdo,
observou-se a formacao de poros na membrana. Com o decorrer da irradiagdo, as
vesiculas progressivamente reduziram de tamanho e perderam o contraste optico.
Em comparagdo, as vesiculas de controle sem a diade, ndo apresentaram

alteracoes morfoldgicas apoés a irradiacao (FIGURA 4.56).

FIGURA 4.55 — Imagens de microscopia de fluorescéncia das GUVs
POPC/DOPG (80:20) incubadas com a diade RuPDI-Py (2,4 uM) monitoradas
durante a irradiagdo com luz de 490 nm (tempo total de irradiagdo = 17 min). As

setas indicam a formagao dos poros.

De acordo com a literatura'’*172

, a formagao de poros ¢ resultante de
alteragdes quimicas nas moléculas lipidicas, como por exemplo a oxidagao
induzida pelo '0,. Devido a formagdo dos poros as vesiculas liberam o liquido
interno, resultando na reducdo do volume das GUVs. Além disso, a perda do
contraste esta relacionada a troca de sacarose/glicose entre o nicleo da vesicula e

o meio externo devido a formagao dos poros, pois o indice de refragdao da solugao
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de sacarose no nucleo das vesiculas difere do da solu¢dao externa de glicose e,
quando ocorre a perda de contraste, demonstra que tanto as solugdes internas
quanto as externas foram homogeneizadas. Desta forma, os resultados obtidos
demonstraram que o dano fisico causado na membrana que resultou na abertura
dos poros ¢ diretamente relacionado a presenga da diade associada a irradiagdo e
a geragdo de 'O,. As alteragdes morfologicas observadas sdo consistentes com o

relatado para vesiculas lipidicas contendo compostos fotossensibilizadores como

o azul de metileno e clorinas.!”H173-175
POPC:DOPG POPC:DOPG POPC:DOPG
Controle RuPDI-Py RuPDI-Py

(Campo claro) (Campo claro) (Fluorescéncia)
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FIGURA 4.56 — Comparagao entre as imagens de microscopia de contraste fase e
de fluorescéncia das GUVs POPC/DOPG (80:20) controle (sem a diade) e
incubadas com a diade RuPDI-Py (2,4 uM) monitoradas no escuro e apos a

irradiagdo com luz de 490 nm (tempo total de irradiacdo = 15 min).

A referéncia [Ru(phen);]** apresentou uma fraca interagdo com as

GUVs POPC/DOPG (80:20) nas duas concentracdes analisadas (2,4 ou 10 uM),
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como observado pelo fraco sinal de fluorescéncia no contorno das vesiculas
(FIGURA 4.57). Além disso, ap6s a irradiacdo com luz de 490 nm as vesiculas
permaneceram estaveis e ndo foram observadas alteragdes morfologicas e danos

nas vesiculas.

Escuro

e 490 NM

FIGURA 4.57 — Comparagdo entre as imagens de microscopia de contraste fase e
de fluorescéncia das GUVs POPC/DOPG (80:20) incubadas com a referéncia
[Ru(phen);]** (2,4 ¢ 10 uM), monitoradas no escuro e ap0s a irradia¢io com luz

de 490 nm (tempo total de irradiagcdo = 20 min).

A interagdo da diade RuPDI-Py também foi avaliada com as GUVs
compostas somente pelo fosfolipidio neutro POPC. Como demonstrado na
FIGURA 4.58, mesmo em maiores concentracdes (100 uM) a diade apresentou
um fraco sinal de fluorescéncia no contorno da membrana e, apos ao tratamento
com a luz, o formato esférico e o tamanho das GUVs foram preservados. A baixa
intensidade de fluorescéncia e a auséncia de danos fotodinamicos indicaram que
a afinidade da diade pela membrana composta pelo fosfolipideo POPC foi menor

do que a observada na presenca do fosfolipidio anidénico DOPG,
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FIGURA 4.58 — Comparagao entre as imagens de microscopia de contraste fase e
de fluorescéncia das GUVs POPC controle e incubadas com a diade RuPDI-Py
(100 uM) monitoradas no escuro e apos a irradiacdo com luz de 490 nm (tempo

total de irradiagdo = 15 min).

Em resumo, nossos resultados demonstraram que a diade RuPDI-Py
apresentou maior interacdo com as membranas fosfolipidicas na presenca do
fosfolipidio anionico DOPG quando comparado com as membranas compostas
somente pelo fosfolipidio neutro POPC, provavelmente devido a presenca de
interagdes eletrostaticas entre a carga positiva do centro metalico Ru®* e a carga
negativa do grupo fosfato presente no fosfolipideo. Além disso, quando
comparado com a referéncia [Ru(phen);]**, a diade apresentou maior afinidade
pelas membranas, provavelmente devido as interagdes hidrofobicas entre o ligante
PDI-Py e a cauda hidrofébica dos fosfolipideos. Os resultados acima indicam o
uso potencial da diade RuPDI-Py como um biomarcador fluorescente com maior
afinidade para membranas celulares anidnicas e, adicionalmente, sob irradia¢ao
continua com luz visivel pode ocasionar danos as membranas lipidicas devido a

geracdo de '0,.
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4.8 — Terapia Fotodinamica Antibacteriana

Para investigar o potencial da diade RuPDI-Py para aplicagdo em
terapia  fotodindmica antibacteriana (aTFD), sua citotoxicidade e
fotocitotoxicidade foram avaliadas em relagdo a cepa bacteriana £. Coli (DH5a)
através do método descrito por Frei et al.!'® Resumidamente, as solugdes da cepa
bacteriana foram incubadas com a diade RuPDI-Py em diferentes concentragdes
(0,5 — 50 uM.) durante 15 minutos e, em seguida, as células foram irradiadas por
5 min com luz visivel (450 nm) e a viabilidade celular foi determinada através do
numero de unidade de formagdo de colonia (CFU) por mL (Equacao 4.12). Os
resultados obtidos estao representados na FIGURA 4.59 e FIGURA 4.60.

n° de col6nias x fator de diluicao
CFU /mL =

volume plaqueado (mL) (4.12)

No escuro a diade RuPDI-Py ndo apresentou redu¢ao do CFU/mL
nas concentragdes analisadas (0,5-50 uM). No entanto, apos o tratamento com a
luz, houve a redu¢do de 100% do CFU em concentragdes da diade acima de 2,5
uM. Como a viabilidade celular da E. Coli nao foi afetada pelo tratamento com a
diade no escuro, isso confirma que a inativagdo resultou do efeito fotodinamico.
Esses resultados tornam a diade RuPDI-Py particularmente um candidato
promissor para aplicagdes em aTFD, onde a irradiagdo com luzes com
comprimentos de onda na faixa de 400-500 nm podem ser utilizadas para

aplicacdes topicas sem causar danos secundarios indesejados.
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FIGURA 4.59 — Atividade antibacteriana da diade RuPDI-Py em relagdo a E. Coli
(DH5a) avaliada apds 24 h ao tratamento no escuro e sob irradiagdo com luz de
450 nm (5 min). Os valores sdo a média = SD de n = 3 experimentos

independentes.

Irradiado

FIGURA 4.60 — Imagens das colonias de E. Coli incubadas com a diade RuPDI-
Py (0,5 - 50 uM) obtidas 24 h apos ao tratamento no escuro e irradiadas com luz

de 450 nm (5 min).
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Uma comparacdo direta da capacidade em inibir o crescimento
bacteriano da diade RuPDI-Py com outros fotossensibilizadores descritos na
literatura ¢ limitada principalmente pela diferenca entre as doses de luz e tipos de
cepas de E. Coli utilizadas. Por exemplo, um estudo conduzido por Frei et al. ''°
demonstrou que uma série de complexos polipiridinicos de Ru(Il) inibiu 100% do
CFU/mL da E. Coli (ATCC 25922) na concentracao de 50 uM apoés o tratamento
com luz de 450 nm (dose = 8 J.cm?). J4 o complexo polipiridinico de
[Ru(bpy).(merocianina)]** reduziu em 3 ordens de grandeza o CFU/mL na
concentragdo de 20 uM apos 20 min de irradiacdo com luz de 635 nm (1,5

mW/cm?).176

4.9 — Terapia Fotodinamica antitumoral

4.9.1 — Ensaio de viabilidade celular

A citotoxicidade e a fotocitotoxicidade da diade RuPDI-Py e do
complexo referéncia [Ru(phen);]*" foram avaliadas in vitro em células de
melanoma humano da linhagem tumoral MDA-MB-435 através do ensaio de
viabilidade celular de MTT. Para comparacdo os mesmos ensaios foram
realizados com o azul de metileno, uma vez que € um fotossensibilizador organico
que vém sendo amplamente utilizado como na TFD para o tratamento de diversos

177-179

tipos de tumores , incluindo o tratamento in vivo de lesdes de melanoma.'®

As células tumorais MDA-MB-435 foram incubadas com os
compostos durante 4 h no escuro e posteriormente tratadas com luz de 450 nm
durante 5 e 10 minutos para avaliar a fotocitotoxicidade ou mantidas no escuro

para avaliar a citotoxicidade. A viabilidade celular foi determinada apds 24 h aos
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tratamentos. Os resultados obtidos estdo apresentados na TABELA 4.9 e na

FIGURA 4.61.

TABELA 4.9 — Valores de ICsp ¢ do indice de fotocitotoxicidade (PI) dos
compostos RuPDI-Py, [Ru(phen)3]2+ e azul de metileno em relagdo as células
tumorais da linhagem MDA-MB-435, determinados no escuro e apds ao

tratamento com luz de 450 nm durante 5 ¢ 10 minutos de irradiagdo.

Escuro Luz (5 min) Luz (10 min)
Compostos
ICso(uM) ICso (uM) PI*  ICso (uM) PI
RuPDI-Py >250,0 3,42 >73 2,30 >108
[Ru(phen);]** 61,0 3,46 18 4,16 15
Azul de Metileno 65,0 49,0 1.4 11,0 5.9

3PI = ICsg escuro / ICsg irradiado

A diade RuPDI-Py ndo apresentou citotoxicidade no escuro em
concentragdes até 250 uM. Por outro lado, apos o tratamento com luz de 450nm,
a diade apresentou um efeito fotocitotoxico dependente do tempo de irradiagdo e
reduziu significativamente a viabilidade celular. Os valores de ICs, obtidos (que
corresponde a concentragdo inibitoria necessaria para reduzir a viabilidade celular
em 50%) foram de 3,42 uM e 2,30 uM, apos 5 ¢ 10 minutos de irradiacao,

respectivamente.

Diferentemente da diade, a referéncia [Ru(phen);]*" apresentou certa
citotoxicidade no escuro (ICso = 61 uM). No entanto, o efeito citotoxico foi

potencializado com o tratamento com a luz e os valores de IC50 obtidos foram
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proximos aos valores observados para a diade RuPDI-Py. O azul de metileno
também apresentou alguma citotoxicidade no escuro (ICso= 65 uM) e um efeito
fotocitotoxico dependente do tempo de irradiagdo, porém os valores de 1Cs apds
o tratamento com a luz foram maiores em comparagdo com os compostos de

Ru(Il).
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FIGURA 4.61 — Viabilidade celular das células tumorais da linhagem MDA-MB-
435 apds ao tratamento com os compostos (A) RuPDI-Py, (B) [Ru(phen);]** ¢ (C)
azul de metileno, determinada no escuro e apos ao tratamento com luz de 450 nm

durante 5 e 10 minutos de irradiagao.

148



O indice de fototoxicidade PI (do inglés, phototoxicity index) obtido
a partir da razao entre os valores de ICsono escuro e irradiado indica o potencial
para a aplicagdo terapéutica na TFD.!'®! Um valor de PI mais alto é frequentemente
correlacionado com toxicidade externa minima na dose terapéutica usada para
tratamento. Entre os compostos analisados a diade RuPDI-Py apresentou o maior
PI (>108) ap6s 10 minutos de irradiagao. O baixo valor de PI do azul de metileno

demonstrou que a fotoativagao nao amplificou sua citotoxicidade.

Quando comparado com trabalhos anteriores, o PI da diade RuPDI-
Py foi maior do que o relatado para a diade referéncia [Ru(phen)(pPDIp)]** em
relacdo as células tumorais de melanoma murino B16-F10-Nex2 (PI=56).”* Além
disso, os valores de PI do fotossensibilizador TLD-1433, o qual atualmente
encontra-se em estudos clinicos de Fase II, relatados para outras linhagens
celulares de melanoma foram >102 puM e >100 uM para as células A431 e A375
182 respectivamente, similares ao valor de PI obtido para a diade RuPDI-Py,

demonstrando seu potencial para novos estudos para aplicagdes como

fotossensibilizador em TFD.

Apesar da diade RuPDI-Py apresentar absorcao na regido do NIR,
seu efeito fotocitotoxico somente foi alcancado utilizando luz azul de 450 nm,
fora da janela fototerapéutica (750 — 800 nm). Como a profundidade de penetracao
da luz no tecido ¢ baixa nesse comprimento de onda, a aplicacdo da diade para
tratar tumores profundos ou grandes pode tornar-se limitada. Atualmente a
estratégia que vém sendo utilizada para superar essas limitacoes de diversos
compostos de Ru(Il) candidatos a fotossensibilizadores ¢ a TFD de absor¢ao de
dois fotons.!®37186 Nesta técnica, a absor¢do de dois fotons de comprimentos de
onda na regidao do NIR leva a populagdo do estado excitado que normalmente seria
preenchido pela absor¢dao de um féton com cerca do dobro da energia, resultando
na ativacao do fotossensibilizador com luz dentro da janela fototerapéutica e

tornando-o adequado para aplicagdes terapéuticas. Dessa forma, estudos futuros
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para avaliar a eficiéncia fotodindmica da diade RuPDI-Py através do processo de

absorcao de dois fotons pode ser uma estratégia para contornar essa desvantagem.

4.9.2 — Microscopia de fluorescéncia e FLIM

As técnicas de microscopia de fluorescéncia e de microscopia por
tempo de vida de fluorescéncia (FLIM) foram utilizadas para verificar os efeitos
da diade RuPDI-Py sobre a morfologia celular antes e depois do tratamento com
a luz e para caracterizar a localizagdo celular da diade RuPDI-Py. As imagens de
fluorescéncia foram obtidas apos a marcacao das organelas celulares da linhagem
MDA-MB-435. As células foram coradas com 4',6'-diamino-2-fenil-indol(DAPI)
para marcacdo do nucleo e com Alexa 488 Fluor® Phalloidin (Faloidina,
Invitrogen™ - Thermo Fisher Scientific). A Faloidina ¢ um marcador celular que
possui alta seletividade por filamentos de actina F (uma proteina abundante do
citoesqueleto) enquanto o Alexa Fluor 488 fornece uma intensa fluorescéncia
verde (Aex/em 495/518 nm). O marcador Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG,
Invitrogen™ - Thermo Fisher Scientific) foi utilizado como sonda para oxigénio
singleto e a luminescéncia da diade RuPDI-Py foi utilizada para visualizar o

acumulo celular apos ao tratamento com a luz.

Como demonstrado na FIGURA 4.62 os resultados obtidos com a
marcagdo com o DAPI e com a Faloidina indicaram que, no escuro, a diade
RuPDI-Py ndo foi capaz de alterar a estrutura do citoesqueleto em comparacao
com o controle sem a diade, mantendo a morfologia em forma de um fuso, isto ¢,
com um corpo aproximadamente cilindrico, mas cujas extremidades sao
alongadas e afiladas. Por outro lado, o tratamento com luz de 450 nm na presenga
da diade RuPDI-Py induziu a alteragdes significativas na estrutura do

citoesqueleto, caracterizadas pela redu¢ao do volume celular e mudanca da
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morfologia para um formato arredondado quando comparado com o controle
irradiado. Os resultados também indicaram que o tratamento com a diade no

escuro nao induziu alteragdes na morfologia no nicleo.

A propriedade de luminescéncia da diade RuPDI-Py foi explorada
para utilizd-la como uma ferramenta de diagnostico para imagens celulares e para
investigar sua distribui¢dao subcelular. As imagens de FLIM obtidas utilizando o
comprimento de onda de excitacdo de 640 nm (FIGURA 4.63), no qual somente
a diade absorve, demonstraram a fluorescéncia da diade com um tempo de vida
mais longo (3,45 ns) na mesma regido em que a fluorescéncia da sonda especifica
Faloidina foi observada e indicando as mesmas alteracOes na estrutura do
citoesqueleto. Adicionalmente, quando as células foram marcadas apenas com a
diade e 0 DAPI (FIGURA 4.64), a fluorescéncia da diade foi observada em regides
ao redor do nucleo. Esses resultados indicaram que a diade RuPDI-Py parece
acumular-se preferencialmente no citoplasma e pode atuar como um marcador
celular, monitorando a luminescéncia com diferentes comprimentos de onda de

excitacao.
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FIGURA 4.62 — (A) Imagens de microscopia de fluorescéncia, FLIM e de
contraste de fases das células MDA-MB-435 incubadas com a diade RuPDI-Py
(10 pM) durante 4 h no escuro e irradiadas com luz de 450 nm (5 min). As imagens
foram avaliadas apos 24 h ao tratamento, utilizando os marcadores DAPI (Agx/
Aem 350/450 nm) e Alexa 488 Fluor® Faloidina (Fluorescéncia = Agx/em 470/560
nm; FLIM = Agxem 470/490 nm). Células sem a diade RuPDI-Py e mantidas sob
as mesmas condicoes foram utilizadas como controle. (B) Tempos de vida de

emissdo das imagens obtidas por microscopia FLIM.
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FIGURA 4.63 - Imagens de microscopia de fluorescéncia, FLIM e de contraste
de fases das células MDA-MB-435 incubadas com a diade RuPDI-Py (10 uM)
durante 4 h e tratadas com luz de 450 nm (5 min). As imagens foram avaliadas
apos 24 h ao tratamento, utilizando os marcadores DAPI (Aex/em 350/450 nm) e
Alexa 488 Fluor® Faloidina (fluorescéncia = Agxem 470/560 nm) e a
luminescéncia da diade RuPDI-Py (FLIM = Agx/em 640/690 nm).
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FIGURA 4.64 — Imagens de microscopia de fluorescéncia, FLIM e de contraste
de fases das células MDA-MB-435 incubadas com a diade RuPDI-Py (10 uM)
durante 4 h e tratadas com luz de 450 nm (5 min). As imagens foram avaliadas
apds 24 h ao tratamento, utilizando o marcador DAPI (Agxem 350/450 nm) ¢ a
luminescéncia da diade RuPDI-Py (fluorescéncia = Agx/em 470/560 nm; FLIM =
Aex/em 640/690 nm).
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Para obter evidéncias de geracdo de oxigénio singleto nas células
MDA-MB-435 ap6s o tratamento com a diade RuPDI-Py, usamos o marcador
SOSG, que ¢é uma sonda fluorescente comercial para imagens de 'O,.!87:188
Inicialmente as células foram incubadas com a diade RuPDI-Py por 4 h no escuro
e, em seguida, o meio foi removido e as células foram incubadas com o SOSG
durante 10 min. Apds esse periodo, o SOSG foi removido e um meio novo foi
adicionado. Entdo, as células foram tratadas com luz de 450 nm durante 5
minutos. As células foram fixadas ap6s 24 h ao tratamento com luz. Células sem
a diade foram mantidas como controle. A fluorescéncia do SOSG foi monitorada
por microscopia de fluorescéncia e por FLIM e os resultados estao apresentados
na FIGURA 4.65. A fluorescéncia do SOSG foi detectada tanto nas células
controle como nas cé€lulas tratadas com a diade RuPDI-Py no escuro e apds o
tratamento com a luz. Quando comparado com o marcador DAPI a fluorescéncia
do SOSG fo1 localizada preferencialmente no citoplasma. Assim como observado
anteriormente com a Falodina, a tratamento com a luz na presenca da diade
resultou em alteracdes na morfologia celular, como o encolhimento do

citoesqueleto, perda de adesdo celular, reducao da area ocupada pelas cé€lulas e

morfologia arredondada.
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FIGURA 4.65 — (A) Imagens de microscopia de fluorescéncia, FLIM e de
contraste de fases das células MDA-MB-435 incubadas com a diade RuPDI-Py
(10 pM) durante 4 h no escuro e irradiadas com luz de 450 nm (5 min). As imagens
foram avaliadas apos 24 h ao tratamento, utilizando os marcadores DAPI (Agx/
Aem 350/450 nm) e SOSG (Fluorescéncia = Agxem 470/560 nm; FLIM = Agx/em
470/490). Células sem a diade RuPDI-Py e mantidas sob as mesmas condigoes
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foram utilizadas como controle. (B) Tempos de vida de emissdo das imagens

obtidas por microscopia FLIM.

Os resultados obtidos a partir das imagens de microscopia de
fluorescéncia demonstraram que as propriedades luminescentes da diade na
regido do NIR podem ser utilizadas como um biomarcador, uma vez que a diade
¢ capaz de acumular-se preferencialmente no citoplasma. Por outro lado, a
excitagdo da diade com luz visivel, além de permitir a observacdo da fluorescéncia
¢ capaz de gerar o oxigénio singleto ¢ induzir danos citotdxicos significativos.
Esses resultados demonstram que a diade RuPDI-Py pode ser aplicada como um
potencial agente terandstico, devido as suas propriedades luminescentes em
combinacao com os efeitos da TFD. Além disso, a orientacdo por imagem Optica
na TFD tem um alto potencial na clinica, pois permite 0 monitoramento nao
invasivo em tempo real da TFD, permitindo a determinagdo da localizag¢do e da
absorcao do fotossensibilizador em tecidos tumorais bem como a avaliacao do

resultado pos-tratamento.

4.10 — Desenvolvimento de nanofibras poliméricas

fotoativas para o tratamento topico de cancer de pele melanoma

Um dos objetivos deste projeto de pesquisa consistiu no
desenvolvimento de nanofibras poliméricas funcionalizadas com a diade RuPDI-
Py para a foto-geracdo de 'O, para aplica¢des no tratamento topico de cancer de
pele melanoma. Nosso conceito para alcangar o efeito da terapia fotodinamica ¢é
que o 'O, gerado na superficie da nanofibra polimérica funcionalizada utilizando
luz visivel seja difundido para o alvo biologico, no caso as células tumorais de

melanoma, resultando em danos citotoxicos no tecido local da aplicagao sem que
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ocorra a liberagdo da diade, como exemplificado no ESQUEMA 4.12. Dessa
maneira, a fibra polimérica atua como um suporte solido para a diade RuPDI-Py

capaz de fotossensibilizar o 'O;.

N\
\\ Luz visivel

\ N\ Fibra-Ru(l)

ESQUEMA 4.12 — Aplicacdo topica das nanofibras poliméricas fotoativas
funcionalizadas com a diade RuPDI-Py para o tratamento de cancer de pele

melanoma.

4.10.1 — Preparaciao das nanofibras poliméricas por

eletrofiacao

As nanofibras poliméricas foram preparadas utilizando a técnica de
eletrofiacdo. Selecionamos a eletrofiacdo por ser uma técnica que permite o
preparado de fibras com didmetro na escala nanométrica a micrométrica que
possuem propriedades importantes para aplicagdes tdpicas, incluindo a grande
relacdo area superficial/volume, alta porosidade e permeabilidade de gases através
da matriz polimérica possibilitando a difusdo do 'O,, flexibilidade mecanica
permitindo a adaptabilidade dessas nanofibras ao contorno das lesdes, a

possibilidade do uso de diferentes tipos de polimeros, além da flexibilidade na
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funcionalizacdo da superficie o que permite a incorporacdo de diferentes
moléculas.!®*"1°! As nanofibras poliméricas vém sendo utilizadas como suportes
sélidos para compostos fotossensibilizadores de 'O, para diversas aplicagdes,

189,192-198

incluindo terapia fotodinAmica antibacteriana e antitumoral.'%1-199:200

Um sistema convencional de eletrofiacdo estd representado na
FIGURA 4.66 e ¢ constituido por uma fonte de alta tensdo, uma seringa com
agulha metalica acoplada a uma bomba para ejecdo da solucdo e um coletor
metalico condutor. O processo de eletrofiacao consiste em trés etapas sequenciais.
Inicialmente ocorre a passagem da solucdo polimérica da seringa para a agulha
para formar uma gota na ponta da agulha. Em seguida, um campo elétrico ¢
aplicado e a repulsdo eletrostatica entre as cargas da superficie leva a distor¢ao da
gota para uma forma conica, conhecida como cone de Taylor. Quando as forgas
eletrostaticas repulsivas superam a tensao superficial da gota, um jato da solugao
polimérica € ejetado da ponta do cone de Taylor. Devido a influéncia de um campo
elétrico, este jato com formato alongado e distorcido se move em dire¢do ao
coletor aterrado. Por fim, ocorre a evaporacao do solvente e o material polimérico

¢ depositado no coletor.?' 2%

Fonte de
alta tensao

©

Solucao
Seringa Polimérica

Fibra

+ +
+§ [+ polimérica
o+ d

Coletor

-+

+ o+

ICone de Taylor|

FIGURA 4.66 — Representacdo esquematica do processo de eletrofiagdo das

nanofibras poliméricas. Figura adaptada da referéncia Mercante et al. (2017).2%
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Para o preparo das nanofibras poliméricas selecionamos o polimero
poliacrilonitrila (PAN) que vém sendo amplamente utilizado no preparo de
nanofibras poliméricas para aplicagdes como filtros de 4gua e como curativos
devido as suas caracteristicas unicas, como carater hidrofobico, alta resisténcia
mecanica, excelente estabilidade térmica e quimica, resisténcia a luz e nao

toxicidade.??

As nanofibras de PAN foram funcionalizadas adicionando a diade
RuPDI-Py no core, isto €, a diade foi incorporada na solucao polimérica antes do
processo de eletrofiacdo. Optamos por esse processo de funcionalizagdao devido
aos testes preliminares que demonstraram que as nanofibras funcionalizadas por
adsorcao (pos-tratamento) rapidamente liberavam a diade quando em contato com
uma solu¢do aquosa. As nanofibras de PAN funcionalizadas no core com a diade

RuPDI-Py (PAN/RuPDI-Py) obtidas estao demonstradas na FIGURA 4.67.

PAN/RuPDI-Py
PAN 10 uM 50 uM | 100 uM

\

\
o I
"r ,‘

FIGURA 4.67 — Imagens das nanofibras poliméricas PAN e PAN/RuPDI-Py

obtidas por eletrofiacao.

159



4.10.2 — Caracterizacao morfologica das nanofibras

poliméricas

A morfologia das mantas de nanofibras e o didmetro das nanofibras
foram caracterizados usando a microscopia eletronica de varredura (MEV). As
imagens de MEV e o didmetro médio das nanofibras estdo representados na

FIGURA 4.68 ¢ na TABELA 4.10.

As nanofibras de PAN/RuPDI-Py funcionalizadas com as
concentracdes de 10 a 100 pM da diade exibiram morfologia semelhante a
observada para as nanofibras controle PAN, com estrutura uniforme, orientada
aleatoriamente e sem a presenca de beads, com didmetros aproximadamente 17%
maiores em relagdo ao diametro médio da nanofibra de PAN nas concentragdes
de 10 e 50 uM. No entanto, as nanofibras PAN/RuPDI-Py funcionalizadas com
250 uM exibiram uma reducao no didmetro das nanofibras de 66% em relacao as
nanofibras de PAN e, adicionalmente, apresentaram estruturas nao-uniformes e
com a presenca de beads, provavelmente devido a mudanga na viscosidade da

solucdo devido a maior concentracao da diade RuPDI-Py.

TABELA 4.10 — Diametro médio das nanofibras de PAN e de PAN-RuPDI-Py
calculados a partir das imagens de MEV (n = 100).

Diametro médio, pm
(Desvio Padrao)
PAN 0,742 (£0,112)
PAN/RuPDI-Py (10 uM) 0,873 (£ 0,064)
PAN/RuPDI-Py (50 uM) 0,843 (= 0,090)
PAN/RuPDI-Py (100 uM) 0,743 (£ 0,097)
PAN/RuPDI-Py (250 uM) 0,256 (£ 0,060)
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FIGURA 4.68 — Imagens de MEV e didmetro médio das nanofibras de PAN e de

PAN/RuPDI-Py (10-250 uM).
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4.9.3 — Propriedades luminescentes das nanofibras

poliméricas

O efeito da imobilizagdo no polimero nas propriedades
luminescentes dos compostos de Ru(Il) foi avaliada por espectroscopia de
luminescéncia. Inicialmente analisamos as nanofibras de PAN funcionalizadas
com o complexo referéncia [Ru(phen);]*" (PAN/Ruphen) e os resultados sdo

mostrados na FIGURA 4.69.
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FIGURA 4.69 — Comparagdo entre os espectros de (A) emissao e de (B) excitacao

©

com Agx = 450 nm e Agm = 600 nm, respectivamente, da nanofibras de
PAN/Ruphen (100 mM) e do complexo [Ru(phen);]** no estado solido. (C)
Imagens da nanofibra de PAN/Ruphen no escuro e da luminescéncia observada

com a irradiacao com luz azul de 450 nm.
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O espectro de emissdao da nanofibra de PAN/Ruphen (FIGURA
4.69A) foi caracterizado por uma banda com maximo em 583 nm, tipica da
emissdo da fosforescéncia do estado **MLCT. Quando comparado com a emissdo
do complexo [Ru(phen);]*" no estado solido, a emissdo do estado **MLCT na
nanofibra foi deslocada 27 nm para o azul, indicando que a imobilizagdo no
polimero resultou em um pequeno aumento da energia do estado excitado
emissivo **MLCT. O espectro de excitagio da nanofibra de PAN/Ruphen
(FIGURA 4.69B) foi caracterizado por uma banda com maximo em 467 nm e
também apresentou um deslocamento para maiores energias em comparagao com
o espectro de excitagdo no estado solido (Amax = 557 nm). Comportamentos
similares foram previamente observados para outras nanofibras poliméricas

funcionalizadas com complexos de metais de transi¢cdo luminescentes. 06297

Conforme demonstrado na FIGURA 4.69C, a manta de nanofibras de
PAN/Ruphen apresentou coloracdo amarela, no entanto, ao ilumina-lo com uma
fonte de luz azul (450 nm) foi possivel observar a luminescéncia alaranjada
caracteristica do complexo [Ru(phen);]*’, distruibuida homogeneamente no
centro da manta de nanofibras, indicando que as moléculas do complexo estao

dispersas na estrutura da manta de forma homogénea.

Apesar do aumento de energia do estado excitado **MLCT nio foram
observados mudancas significativas no formato da banda de emissao e nenhuma
nova banda foi observada. Esses resultados indicam que ndao houve uma forte
interacdo entre as moléculas do complexo [Ru(phen);]* e as nanofibras
poliméricas de PAN, isto €, o complexo foi simplesmente imobilizadas na matriz
polimérica e suas propriedades luminescentes foram preservadas. Nao foi possivel
detectar a luminescéncia das nanofibras de PAN funcionalizadas com a diade
RuPDI-Py nas concentragdes de 10 a 250 uM, provavelmente devido aos baixos

valores de rendimento quantico de emissdo da diade.
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4.10.4 — Cinética de liberacdo dos compostos

imobilizados nas nanofibras poliméricas

A cinética de liberagdo da diade RuPDI-Py das nanofibras de
PAN/RuPDI-Py em solucdo tampao PBS (pH 7,4) foi avaliada pelas técnicas de
espectroscopia de UV-Vis e de luminescéncia. Conforme demonstrado na
FIGURA 4.70 ¢ FIGURA 4.71, a absorbancia ¢ a luminescéncia da diade nao
foram detectadas em solugdo apos 4 h de incubagao no escuro e apos 30 min de
irradiacao com luz azul de 450 nm, demonstrando que ndo houve a liberagdo da
diade da superficie das nanofibras nessas condigdes. Esses resultados sugerem
que provavelmente as moléculas diade RuPDI-Py estdo fortemente ligadas ou

adsorvidas nas nanofibras.
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FIGURA 4.70 — Cinética de liberacdo das nanofibras de PAN/RuPDI-Py
funcionalizadas com a diade RuPDI-Py nas concentragdes de (A) 10 uM, (B) 50
uM e (C) 100 uM, incubadas no escuro em solugdo tampao PBS (pH 7.4) e
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monitorada por espectroscopia de UV-Vis e de luminescéncia (Agx = 450 nm)

(tempo total de incubacdo =4 h).
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FIGURA 4.71 — Cinética de liberagdo das nanofibras de PAN/RuPDI-Py
funcionalizadas com a diade RuPDI-Py nas concentragdes de (A) 10 uM, (B) 50
uM e (C) 100 uM, incubadas em solucao tampao PBS (pH 7,4) e irradiadas com
luz azul de 450 nm durante 30 min, monitorada por espectroscopia de

luminescéncia (Agx = 450 nm).

4.10.5 — Geracao de oxigénio singleto pelas nanofibras

poliméricas

A capacidade das nanofibras poliméricas em fotossensibilizar o 'O,
foi avaliada pelas técnicas de EPR e de UV-Vis utilizando as sondas para o 'O,

TMP-OH e DMA, respectivamente, conforme descrito nas se¢des 4.5.1 € 4.5.2.

Nos ensaios de EPR as amostras das mantas de nanofibras de
PAN/RuPDI-Py e do controle PAN (discos com 2 cm de didmetro) foram imersas
em uma solu¢do contendo o TMP-OH (48 mM) em tampao PBS (pH 7,4) e
irradiadas com luz azul de 450 nm. Conforme ilustrado na FIGURA 4.72, apés a
irradiacao das nanofibras de PAN e de PAN/RuPDI-Py funcionalizadas com as
concentragdes da diade de 50 e 100 uM, resultou no sinal de EPR com intensidade
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e area idénticas, demonstrando que a quantidade de 'O, gerada foi similar em
todas as nanofibras analisadas. Esses resultados indicaram que nao houve
diferenca no desempenho de geragdo de 'O, entre a nanofibra controle PAN e as
nanofibras funcionalizadas com essas concentragdes da diade RuPDI-Py,
provavelmente devido a baixa concentracdo da diade imobilizada na nanofibra
associada ao baixo valor de rendimento quantico de 'O, em solugdo aquosa. Por
exemplo, como descrito na se¢do 4.5.2, 150 uM da diade em solugao aquosa foi

capaz de gerar 1,2 pM de 'O, ap6s 30 min de irradiagdo com luz de 450 nm.

@ " e

PAN/RuPDI-Py - 50 uM

— PAN/RuPDI-Py - 100 uM

o
=

S
o

Intensidade / u.a.

-0.1F+

3350 3360 3370 3380 3390 3400

Campo Magnético / Gauss

(B) Area do sinal de EPR
PAN 0.2573
PAN/RuPDI-Py — 50 uM 0.2664
PAN/RuPDI-Py — 100 uM 0.2798

FIGURA 4.72 — (A) Espectros de EPR da mistura TMP-OH (48 mM) e nanofibras
de PAN, PAN/RuPDI-Py (50 uM) e PAN/RuPDI-Py (100 uM) irradiadas com luz
de 450 nm durante 30 min. Uma solu¢ao contendo somente o TMP-OH irradiado
foi utilizada como controle.(B) Comparagdo entre as areas dos sinais de EPR

calculadas a partir do sinal em 3375 Gauss.

Para otimizar a geracdo de 'O,, preparamos as nanofibras de

PAN/RuPDI-Py funcionalizadas com uma concentracao maior da diade (250 uM)
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e avaliamos pela técnica de UV-Vis. As amostras das mantas de nanofibras de
PAN/RuPDI-Py e do controle PAN (discos com 2 cm de didmetro) foram imersas
em uma solu¢do contendo DMA (25 umol.L!) em uma mistura de PBS/EtOH 1/1
(v/v) e irradiadas com luz azul de 450 nm. Como demonstrado na FIGURA 4.73,
a irradiacdo da nanofibra de PAN/RuPDI-Py (250 uM) resultou no consumo de
26% da banda de absor¢ao do DMA enquanto a nanofibra de PAN consumiu 16%.
Esses resultados demonstraram que maiores concentragdes da diade RuPDI-Py
potencializou a geragdo de 'O, pelas nanofibras funcionalizadas, uma vez que o
consumo da absor¢do do DMA ¢ diretamente proporcional a quantidade de 'O,
gerada. Além disso, esses resultados também demonstraram que o 'O, gerado foi

capaz de se difundir das nanofibras para a solu¢do aquosa e reagir com o substrato

ao redor.
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FIGURA 4.73 — Espectros de absor¢ao do DMA na mistura de PBS/EtOH 1/1
(v/v), (A) controle (somente o DMA irradiado) e na presenca das nanofibras de
(B) PAN e de (C) PAN/RuPDI-Py (250 uM), irradiada com luz azul de 450 nm

durante 30 min. (D) Consumo da banda de absor¢ao do DMA demonstrado através
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da correlagdao Ay/A vs tempo de irradiacao, onde A corresponde a absorbancia do
DMA em 421 nm no tempo = 0 ¢ A corresponde a absorbancia em diferentes

tempos de irradiagdo.

A partir desses resultados que a imobiliza¢ao da diade RuPDI-Py nas
nanofibras de PAN ndo alterou sua capacidade em fotossensibilizar o 'O,, no
entanto para estudos futuros recomenda-se a funcionalizagdo das nanofibras com
concentragdes da diade maiores que 250 uM para otimizar o desempenho de

geracdo de '0,.

168



5 — Conclusoes

As propriedades fotofisicas e a dindmica dos estados excitados da
diade RuPDI-Py sugeriram que o carater doador de elétrons da pirrolidina na
posicdo bay e as substituigdes nas posi¢des imida com fenantrolina do perileno
diimida em conjunto com a coordenacdo ao centro metalico {Ru(phen);}
influenciaram significativamente a fotofisica de ambos os croméforos PDI-Py e
[Ru(phen);]**. A presenca da pirrolidina no ligante PDI-Py induziu ao
deslocamento da absor¢do e da fluorescéncia para a regido do infravermelho-
proximo. No entanto, a coordenagdo do PDI-Py ao croméforo [Ru(phen)s]*" foi
crucial para permitir sua solubilidade em agua e estabelecer um processo de
transferéncia de cargas fotoinduzido entre os cromoforos, gerando o estado
excitado intermedidrio de separa¢do de cargas {Ru**-PDI-Py*}, que
subsequentemente decaiu para o estado **PDI-Py de longa duracdo e sensibilizou
a geracdo do '0,. Geralmente as propriedades fotofisicas dos derivados do PDI
geralmente sdo alteradas em solucdo aquosa. Apesar disso, nossos resultados
demonstraram que mesmo com a formacao dos agregados moleculares do tipo-J
da diade RuPDI-Py, obtivemos um composto luminescente préximo ao
infravermelho, soluvel em 4agua e que exibiu propriedades fotofisicas unicas

dependentes do comprimento de onda de excitagao.

A diade RuPDI-Py apresentou propriedades multifuncionais para
potenciais aplicacoes em fotomedicina. A modulagdo das suas propriedades
fotofisicas em fun¢do do comprimento de onda da luz de excitagdo permitiu a
possibilidade de selecionar o efeito terapéutico desejado, podendo atuar como um
fotossensibilizador em terapia fotodindmica antimicrobiana e antitumoral através
da fotossensibilizagdo do 'O, ou como como um biomarcador luminescente

monitorando a fluorescéncia da diade na regido do infravermelho-proximo. Dessa
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forma, a diade RuPDI-Py ¢ um candidato promissor para utilizar a energia da luz

absorvida para executar as fungdes desejadas em aplicagdes terandsticas.

A combinagdo das propriedades das nanofibras eletrofiadas e das
propriedades fotofisicas da diade RuPDI-Py permitiu o desenvolvimento de um
material capaz de fotossensibilizar o 'O, utilizando luz visivel como fonte de
irradiacdo, com caracteristicas ideais para aplicagdes como um adesivo para o
tratamento topico de cancer de pele melanoma em terapia fotodinamica. A
aplicagdo topica permite maior eficacia terapéutica e efeitos toxicoldgicos
minimos em tecidos saudaveis. As vantagens incluem que as nanofibras de Ru(Il)
podem ser ativadas com luz visivel, incluindo luz solar e ¢ um material
reutilizdvel. Esta descoberta serd util para projetos futuros de nanoestruturas para

aplicacoes fotoquimicas.
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