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RESUMO

HEINRICH, T. A. Aspectos quimicos, fotoquimicos e fotobiolégicos de
complexo ruténio-nitrosilo como precursor de 6xido nitrico. Principios de
aplicacdo como agente citotoxico em linhagens de células tumorais. 2013.
159f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

O oxido nitrico (NO) € um mensageiro biolégico que tem importancia vital em
muitos processos fisioldgicos, tais como o controle cardiovascular, sinalizacéo neural e
defesa contra microrganismos e tumores. No entanto, a formacado de outras espécies
reativas, resultantes de reagbes quimicas do NO com o ambiente biolégico, impde
limites para o entendimento dos mecanismos celulares envolvidos em possiveis
respostas bioldgicas. Devido ao potencial farmacoldgico e aos beneficios do NO, é de
interesse o desenvolvimento de compostos que, quando estimulados, possam liberar
esta molécula de forma controlada. Uma das possibilidades envolve complexos ruténio-
nitrosilo termodinamicamente estaveis, mas que possam ser ativos sob estimulacéao.
Este trabalho apresenta observacbdes recentes de complexos ruténio-nitrosilo como
agentes liberadores de NO e seus efeitos sobre linhagens de células B16-F10, L929 e
Jukart. Para entender melhor o efeito NO como agente anticancerigeno o complexo
[Ru(NO)(bdqi)(terpy)]Cls foi utilizado como agente doador de NO. O efeito biolégico do
composto, bem como o do seu produto apds liberacdo de NO - [Ru(H,0)(bdgi)(terpy)]**-
foi avaliado pelos aspectos quimicos e fotoquimicos. Os resultados mostraram que o
NO, oriundo deste sistema, apresentou baixa citotoxicidade em células B16-F10. A
atividade citotoxica foi maior quando o complexo foi encapsulado em nanoparticulas
lipidicas sélidas, diminuindo a viabilidade celular para cerca de 50 %. Além disso,
sugere-se um efeito sinérgico da espécie aquo-ruténio, cuja viabilidade celular foi
diminuida para 25% apds 24 horas de incubagéo com este complexo. O efeito sinérgico
do oxigénio singleto e NO foi também avaliado mediante a possibilidade de aplicagao
em terapia clinica. A producao de espécies radicalares de oxigénio tem sido utilizada
para o tratamento do cancer, numa técnica conhecida como terapia fotodinamica (TFD).
O sucesso dessa terapia depende da concentragdo de oxigénio, e quando em hipdxia,
geralmente culmina na formagdo reduzida de espécies reativas de oxigénio e
consequente limitagc&o clinica da TFD. Um dos objetivos deste trabalho € a avaliagdo do
efeito sinérgico entre oxigénio singleto e NO. Para fins destes estudos, a espécie
trinuclear [{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz).](PFs)s (I) foi sintetizada e proposta como
fotogeradora de oxigénio singleto e NO. Ensaios fotobiolégicos utilizando (1) a 0,4 uM,
em células B16-F10, resultaram na diminuicdo da viabilidade celular para 30% sob
irradiagcao luminosa em 660 nm, ao final de 4 horas. Por outro lado, sem fotoestimulo e
na mesma concentragdo do composto (), a viabilidade celular foi de 90%. Estudos
relacionados ao mecanismo de morte celular em consequéncia da agao do oxigénio
singleto e NO gerados pelo composto (I) também foram discutidos neste trabalho. A
possibilidade de aplicagdo de um sistema como o descrito em (I) no tratamento contra o
cancer pode ser considerado interessante na terapia fotodinamica.

Palavras-chaves: 6xido nitrico, morte celular, complexos ruténio-nitrosilo,
fotobiologia.



ABSTRACT

HEINRICH, T. A. Chemical, photochemical and photobiological aspects of a
nitrosyl ruthenium complex as a nitric oxide precursor. Principles of
application as cytotoxic agent for tumor cell lines. 2013. 159f. Tese (Doutorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo, Ribeirao Preto, 2013.

Nitric oxide (NO) is a biological messenger that has vital importance in many
physiological processes, such as cardiovascular control, the neural signaling and
defense against microorganisms and tumors. However, the formation of other reactive
species, resulting from chemical reactions of NO with the biological environment,
imposes limits on the understanding of the possible cellular mechanisms involved in
biological responses. Due to potential pharmacological and benefits of NO, there is a
need for development of compounds that can stabilize the NO until it's released. One
possibility involves nitrosyl ruthenium complexes thermodynamically stable but actived
under stimulation. In this work, the focus is on our recent investigations of nitrosyl
ruthenium complexes as NO-delivery agents and their effects on B16-F10, L929 and
Jukart cell lines. The high affinity of ruthenium for NO is a marked feature of its
chemistry. To better understand the NO effect as anticancer agent it was used
[Ru(NO)(bdqi)(terpy)]Cls complex as NO delivery agent. The biological effect of that
nitrosyl compound and its subproduct after NO release - [Ru(H,O)(bdqi)(terpy)]**- was
evaluated as well as their chemical and photochemical studies. The results lead to the
conclusion that NO released from [Ru(NO)(bdqi)(terpy)]** has low cytotoxicity effect in
B16-F10 cell line but, when it is entrapped in solid lipid nanoparticles, this system is
improved and cell viability decreases to 50 %. This effect seems to be dependent on
cellular uptake of nitrosyl ruthenium complex. It is also suggested the synergistic activity
of the aquoruthenium species once its cell viability decreases to around 25 % after 24 h
of incubation with this complex. Synergistic effect of NO and singlet oxygen was also
evaluated as a possibility to clinical therapy. Radical oxygen species generation has
been used for cancer treatment in clinical therapy known as Photodynamic Therapy
(PDT). The success of this therapy depends on oxygen concentration, and hypoxia
usually culminates in diminished formation of reactive oxygen species triggering clinical
failure of PDT. One of the aims of this thesis is propose synergistic effect of singlet
oxygen and NO since it displays antitumor character depending on the NO concentration
as an attempt to improve PDT. To this end, the trinuclear species
[{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz).](PFs)s (I) was synthesized and it has been proposed as NO
and singlet oxygen photogenerator. Photobiological assays using (I) at 0,4 uM in B16F10
cell line decreases cell viability to around 30 % under light irradiation at 660 nm, while at
the same concentration of compound, without light (I) shows 90 % of cell viability.
Studies concerning to cell death mechanism of this compound is also discussed in this
work. The potential application of a system like (l) in clinical therapy against cancer must
be considered an upgrade for photodynamic therapy.

Keywords: nitric oxide, cell death, nitrosyl ruthenium complexes, photobiology.
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Este trabalho de doutorado tem como objetivo contribuir com o entendimento da
sintese, caracterizagédo e aplicagdo biolégica de compostos contendo ruténio como
ion metalico de transicdo. Nesta experiéncia, um novo complexo trinuclear contendo
ruténio-ftalocianina, como um protétipo de composto para ser usado na Terapia
Fotodindmica, foi sintetizado. Paralelamente, outras espécies contendo ruténio,
cujas atividades bioldgicas n&o sao centradas no efeito da irradiagdo luminosa,
também foram exploradas com estudos concernentes aos seus efeitos como
doadores de 6xido nitrico, citotoxicidade e avaliagao em sistemas de nanoparticulas.
Essas espécies quimicas serdo importantes para compreensao de como as espécies
reativas tanto de oxigénio quanto de nitrogénio podem contribuir para a morte de
células tumorais. O carater multidisciplinar desses estudos proporcionou o
intercambio de conhecimentos com pesquisadores de diferentes universidades, as
quais se incluem Sonoma State University (SSU) e University of California (UCSF)
nos EUA, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP), Faculdade de
Ciéncias Filosofia e Letras de Ribeirdo Preto (FCFLRP) e Instituto de Quimica de
Sao Carlos (IQSC-USP).
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais do cancer

O processo de sobrevivéncia dos organismos € dado por uma série de
reacdes de divisdo e multiplicagdo das células, a partir de células preexistentes. A
multiplicagdo celular € uma sequéncia de eventos ordenados que a natureza, em
situagdes normais, é capaz de regular de maneira eficaz, desde a divisdo até a
morte celular. A sobrevivéncia de cada espécie dos organismos vivos abrange uma
cascata de eventos celulares complexos que envolvem proteinas, enzimas, ativagao
de fatores de crescimento, regulacdo na expressdo de oncogenes e controle de
genes supressores de tumores. Entretanto, quando dessa divisdo surgem células
anormais, cuja multiplicacdo é descontrolada, sem que haja um mecanismo de
controle dessa proliferagao, por meio da morte celular programada (apoptose), pode
haver a formacdo de aglomerados celulares com capacidade para se expandirem
para tecidos vizinhos, formando tumores (ou neoplasmas) (ALBERTS et al., 2002).
Essa massa de células malignas contorna os mecanismos de defesa do organismo,
podendo desencadear o cancer.

Uma das formas bastante agressivas de cancer de pele, que tem se agravado
nos ultimos anos, € o melanoma, neoplasia derivada dos melandcitos. Embora esse
seja o cancer responsavel por aproximadamente 4 % de todos os casos, ele causa
cerca de 79 % de morte relacionadas a essa patologia (BALDEA,; FILIP, 2012) e 1 %
do total de mortes no Brasil (MENDES; KOIFMAN; KOIFMAN, 2010). A ocorréncia
do melanoma se processa inicialmente na pele, razao pela qual a estrutura deste
orgao deve ser observada nos processos de difusdo do cancer. Apesar das causas
oriundas do melanoma, o numero de casos tem aumentado consideravelmente nos
ultimos anos (INCA, 2013). Sua principal forma de tratamento ainda é a remogao
cirdrgica, uma vez que melanomas apresentam resisténcia para alguns tipos de
drogas usadas na quimioterapia (intervengcdo por compostos quimicos). Nesse
sentido, a terapia fotodindmica mostra-se interessante até mesmo como uma terapia
coadjuvante, uma vez que seus efeitos adversos esperados sdo minimos.

A camada de células da parte basal da epiderme, células essas chamadas
melanécitos, produzem um pigmento de cor marrom a preto (melanina) que

determina a cor da pele, do cabelo e pelos dos organismos vivos (Figura 1). A
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melanina também ajuda a proteger contra os raios solares, principais fatores
ambientais relacionados ao desenvolvimento do melanoma. Dentre eles, o raio UVA
(320 — 400 nm) apresenta-se entre os raios solares que mais conseguem penetrar
na pele, desencadeando respostas mais agressivas (GARIBYAN; FISHER, 2010).
Quando os melandcitos crescem controladamente, da-se inicio a uma lesao benigna,
conhecida como mancha ou nevos. Entretanto, os melandcitos podem crescer de
maneira descontrolada, podendo se transformar em uma lesdo maligna, o

melanoma.

Tecido ____
adiposo

Melandcitos
Musculo

Melanina

Melanoma

Derme

Figura 1. Aspectos gerais do melanoma. O melanoma deriva dos melanécitos (em
detalhe a esquerda), células da pele responsaveis pela producdo de melanina
relacionada & pigmentagdo da pele. A direita, quando se comparam as camadas da
pele normal e a com melanoma, percebe-se que a pele normal, o tecido adiposo e o
musculo sdo saudaveis. Na imagem com melanoma (direita inferior), € mostrado o
melanoma em estagio invasivo

Fonte: adaptado de Nucleus Medical Media (2013).

1.2 Terapias contra o cancer

No decorrer dos ultimos anos, o cancer tem sido uma das maiores causas de
morte, ultrapassando outras enfermidades como as doengas cardiovasculares e as
infecciosas. As causas para essa tendéncia sdo a soma de varios fatores, entre eles
os habitos de vida, como tabagismo e alcoolismo, além do aumento da expectativa
de vida da populagdo, que vem contribuindo para essas evidéncias. Dentre as

alternativas para o tratamento de outros tipos de cancer, além do melanoma,
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destacam-se a radioterapia, a remogao cirurgica e a quimioterapia (DAVIDS;
KLEEMANN, 2011). Ainda, pesquisas tém mostrado grande interesse e também
preocupacgao pela busca por novas metodologias e novos compostos que possam
ser usados na terapia contra o cancer. Dentre essas, pode-se destacar a Terapia
Fotodinamica (TFD), que é descrita como uma técnica pouco invasiva e que pode
apresentar efeitos colaterais minimos (DAVIDS; KLEEMANN, 2011; OCHSNER,
1996; TEDESCO; ROTTA; LUNARDI, 2003). Por suas vantagens, a TFD ja foi
aprovada pelo FDA (U.S. Food and Drug Administration) como tratamento ndo sé
para o cancer mas, também, para outras doencas como vitiligo (COLUCCI; LOTTI,
MORETTI, 2012), psoriase (COLLINS et al., 1997), infec¢des virais e bacterianas na
pele, assim como seus processos inflamatérios relacionados, como a acne
(BABILAS et al., 2010; RIDDLE et al.,, 2009). Além disso, tem sido bastante
explorado o uso dessa terapia para tratamentos estéticos como no rejuvenescimento
e na dermatologia cosmética (BRUSCINO et al., 2010).

1.2.1 A Terapia Fotodinamica para o tratamento do cancer

A TFD é uma modalidade médica de terapia de neoplasias que emprega
combinacgao de luz e farmaco, a fim de se obter um efeito citotoxico ou um efeito
modificador ao cancer, ou a qualquer outro tecido indesejavel (DOUGHERTY et al.,
1978; DOUGHERTY, 1984; DOUGHERTY, 1995). Isso se deve ao modo de agao
duplo—seletivo, ou seja, uma droga fotossensibilizante e de baixa toxicidade é
administrada ao organismo. Quando a droga atinge uma raz&o apropriada de
acumulo em tecidos lesados, em relagdo ao tecido saudavel, uma dose de luz
regulada na faixa de 600 a 850 nm (chamada janela terapéutica) € incidida sobre o
tecido lesado. A luz ativa a droga e desencadeia sua acado toxica (DAVIDS;
KLEEMANN, 2011; PLAETZER et al., 2009).

A TFD tem sido relatada como uma terapia de sucesso e clinicamente
aprovada para o tratamento de neoplasias ndao malignas (TAUB, 2007) e malignas,
em diferentes regides do organismo, tais como cabega e pescoco, esbéfago, pulmao,
bexiga e também no tratamento de cancer de pele, inclusive casos recorrentes e
metastaticos (AYARU; BOWN; PEREIRA, 2005; BALDEA; FILIP, 2012; NAVA et al.,
2011; QUON et al., 2011).
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Considera-se a TFD uma modalidade seletiva ja que se faz necessaria a
existéncia simultanea de trés componentes: fotossensibilizador (FS), luz e oxigénio
molecular (AGOSTINIS et al., 2011; DAVIDS; KLEEMANN, 2011). A efetividade da
TFD é dependente da concentragdo de oxigénio e pode decair em condi¢cdes de
hipéxia tecidual. A auséncia de qualquer um dos trés fatores descritos inviabiliza a
toxicidade da TFD, tornando essa modalidade de terapia segura, com efeitos
adversos minimos ao paciente e com facil controle de um trés fatores, se necessario.
Sendo assim, as principais vantagens da TFD sobre os outros tratamentos do cancer
como a quimioterapia, cirurgia, radioterapia e imunoterapia € o fato de que aquela
terapia clinica agrupa as seguintes caracteristicas: i) baixa toxicidade sistémica, com
facil eliminagdo do organismo; ii) capacidade para destruir seletivamente o tumor,
salvando as células saudaveis que o circundam e iii) pode ser usada como uma
terapia unica ou em combinagdo com outras terapias usadas e citadas acima
(DAVIDS; KLEEMANN, 2011).

O mecanismo de atuag¢ao da TFD pode ocorrer por meio de dano oxidativo a
componentes celulares como consequéncia da geragdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs), principalmente o oxigénio singleto ('0,). Apds a injecdo
endovenosa ou aplicagao local do fotossensibilizador ha acumulo no tecido tumoral
(Figura 2), podendo haver internalizacdo do mesmo para o ambiente intracelular ou

ficar aderido a membrana plasmatica das células.

K o & " TFD
acamulo [ !
administracdo || distribuicdo do FS no
do FS 5| o i do FS tecido
tumoral

Figura 2. Localizagdo seletiva do fotossensibilizador para uso em Terapia
Fotodinémica.
Fonte: adaptado de Agostinis et al. (2011).
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Nesse estagio, o fotossensibilizador encontra-se no estado fundamental,
estavel, sendo conhecido como estado singleto ('FS), quando n3o esta reagindo
com componentes celulares. Assim que ocorre a irradiacdo tecidual em
comprimento de onda especifico, normalmente na regidao vermelha da janela
terapéutica, o FS que se encontra acumulado nas células tumorais absorve a
energia fornecida pela fonte luminosa, em forma de fotons, atingindo um estado
excitado tripleto (°FS) de maior energia (AGOSTINIS et al., 2011). Nesse momento,
de forma muito rapida, o fotossensibilizador pode sofrer dois tipos de reacdes
fotoenergéticas (Figura 3):

* Reacédo do Tipo | - o fotossensibilizador pode reagir diretamente com
substratos como membrana celular ou moléculas, onde transfere um préton ou um
elétron para formar radicais anibnicos ou catibnicos, respectivamente. Esses
radicais podem interagir com oxigénio para gerar espécies reativas de oxigénio
(EROs);

* Reacdo do Tipo Il - o fotossensibilizador pode transferir sua energia
diretamente ao oxigénio molecular (que, em seu estado fundamental, é tripleto), para

formar oxigénio singleto excitado ('0,).

| FS
' no estado excitado
| Sy . ISC i :
eacoes do Tipo |
0 S — transferéncia de elétrons
< ol s
) o © © g‘
-g 10 © 'G g— = ‘—10
O = ‘S = = S 2
> < c DI LSS / A
& 2 e siI= o a Fosforescéncia
w || Luz < @ A e
g S e ~ 1270 nm
4 S 8 o © ~1eV
o - x s
Y X 7 X 3
S, O,
FS no estado fundamental Oxigenio

Figura 3. llustracdo do processo de sensibilizacdo de um fotossensibilizador apos
absorcao de luz, baseado no Diagrama de Jablonski. FS = fotossensibilizador; ISC =
converséo intersistema.

Fonte: modificado de Agostinis et al. (2011).

Na reacdo de tipo Il, as moléculas do fotossensibilizador funcionam como

verdadeiros catalisadores fotoativados para a produgdo de '0,. Ressalta-se, porém,
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que outras espécies podem ser formadas devido a irradiagao luminosa. Uma destas
possibilidades é a formacao de Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNs) (REEVES;
REED; BROWN, 2009), podendo isto ter efeito corroborativo ao do 'O, na terapia
clinica.

Os dois tipos de reacgdes (tipo | e tipo II) podem ocorrer simultaneamente e
sdo dependentes do fotossensibilizador utilizado, da concentragdo dos substratos e
concentrag&do de oxigénio. Devido a alta reatividade e ao curto periodo de meia-vida
do 'O, e de outros radicais formados, as moléculas e estruturas que estdo préximas
as areas de producao sao diretamente afetadas durante a irradiagdo luminosa
(ROBERTSON; EVANS; ABRAHAMSE, 2009). A geragdao massiva de EROs
promove o disparo de diversos mecanismos celulares que induzirdo a morte celular
direta por diferentes vias: apoptose, necrose e/ou autofagia. Isto depende do tipo de
célula tratada, da concentracdo de fotossensibilizador empregado, da dose de
fotoestimulo e da localizagdo intracelular do fotossensibilizador. A localizagao
intracelular do fotossensibilizador é um fator determinante importante, ja que o curto
tempo de vida do '0,, de aproximadamente 20 nanossegundos, determina o sitio
primario de dano oxidativo, que corresponde a aproximadamente 40 nm de distancia
da sua localizagao intracelular inicial (HILF, 2007).

A localizagao intracelular pode ainda predizer a sua via de morte. Acumulos
de fotossensibilizadores em mitocondrias estdo associados a indugao de apoptose
celular pela liberacédo de citocromo c¢ e inducéo de resposta, por meio da cascata de
caspases. Fotossensibilizadores localizados em membranas de organelas e
lisossomos tendem a ocasionar necrose devido a perda rapida de integridade de
membrana, bem como a rapida deplecao intracelular de ATP. Mroz e colaboradores
(2011) relatam que altas doses na TFD, com alta concentragédo do FS e uma dose
de luz alta tendem a causar necrose. E descrito, ainda, que viabilidade celular menor
que 70 % é preditiva de apoptose, enquanto que a necrose € encontrada em
citotoxicidade de mais de 90%.

Embora os estudos para o uso clinico da TFD estejam avangados, algumas
limitagbes ainda s&o encontradas em relagao ao seu uso. Dentre as desvantagens
pode-se citar a baixa penetrabilidade da luz a ser usada na terapia. Dependendo do
local onde o tumor se encontra, a maneira como se dara a aplicagéo da luz podera
ser impeditivo. Ha também o fato de essa terapia ndo ser eficiente em casos de

cancer que ja tenham entrado em metastase, o que pode levar o paciente a morte
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(AGOSTINIS et al., 2011). Além disso, € relacionada ao ambiente intratumoral a
baixa concentragdo de oxigénio, um dos componentes necessarios para a formagao
da espécie '0,, fundamental para o efeito da TFD (FINGAR et al., 1992; FREITAS;
BARONZIO, 1991; HENDERSON; FINGAR, 1989). Nesse sentido, € de grande
interesse a busca por alternativas para tornar essa terapia melhor aproveitada como,
por exemplo, fazer uso de outros radicais (por exemplo ERNs) que possam ser
gerados no tecido doente. Nesse contexto, complexos metalicos desenhados
quimicamente para esse fim podem viabilizar este procedimento, sendo usados
como carreadores de diferentes radicais livres.

Neste contexto e no ambito de ampliar o conhecimento para aplicagado de
outros radicais em TFD, sistemas que combinam diversidade de aplicagdo sem
grandes alteragdes estruturais parecem ser interessantes para estes estudos.
Compostos de coordenacdo, dada a sua controlada reatividade, podem ser uma

grande possibilidade para este fim.
1.3 Complexos metalicos (compostos de coordenacao)

Os quimicos definem complexos metalicos, também conhecidos como
compostos de coordenagdo, como compostos contendo um (ou mais) metal(is) de
transigdo, circundado por diferentes grupos de atomos ou moléculas chamados
ligantes. Os ligantes estdo, geralmente, ligados ao metal por uma ligagdo covalente
coordenada, doando um par de elétrons livre para um orbital vazio do metal (IUPAC,
2013). Dessa forma, esses ligantes podem ser compostos organicos que ligados a
um metal, geram novas estruturas que podem desempenhar diferentes atividades
bioldgicas, como atividades citotoxicas, apoptoéticas, anti-inflamatdrias e bactericidas.
Dependendo da estrutura quimica, resultante da unido do ligante ao centro metalico,
diferentes atividades bioldgicas podem ser atribuidas ao complexo formado, sendo
estas dependentes do tipo de metal e da natureza quimica do ligante.

E relatado que desde a antiguidade os metais sdo usados para fins
terapéuticos. Desde a era antes de Cristo, o cobre era usado pelos egipcios para
esterilizar a agua. Arabes e chineses, ha mais de 3.500 anos, usavam o ouro para
tratamento de certas patologias por acreditarem que, por ser um metal precioso,
traria beneficios para a saude. O ferro ja era usado como remédio no Egito, em
1.500 a.C., e o zinco para o tratamento de feridas (ORVIG; ABRAMS, 1999; SCOTT;
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ORVIG, 2009). Dentro da abordagem das possiveis agdes que os diferentes metais
demonstram, unidos ou nao a ligantes, ou em forma de sais, estdo o ouro para
atividade bactericida (ex.: tuberculose) e anti-inflamatéria (Auranofin®); o ferro na
atividade antitumoral (ex.: bleomicina) e sais de litio para o tratamento do transtorno
bipolar (COHEN, 2007; ORVIG; ABRAMS, 1999).

Em relacdo aos compostos sintetizados quimicamente para a terapia do
cancer, o interesse pela busca por novas drogas com centros metalicos aumentou
com a descoberta da agéo da cisplatina [cis-diclorodiaminaplatina(ll)], por Rosenberg
e colaboradores, em 1965. Esse composto também sofreu alteragdes quimicas em
sua estrutura, com a finalidade de se formarem outras espécies (exemplo:
carboplatina) que pudessem diminuir os efeitos adversos causados pela cisplatina
(ANG; DYSON, 2006; KALUDEROVIC; PASCHKE, 2011). Desde entdo, complexos
metalicos com centro de platina tornaram-se alvos de grande interesse pela
investigacao de atividade citotoxica e antitumoral. Entretanto, o conhecimento sobre
a relagéo entre a estrutura do ligante e a citotoxicidade de complexos baseados em
platina ainda nédo é totalmente esclarecido, mesmo que algumas regras gerais
tenham sido propostas. Descobriu-se por exemplo, que a cisplatina reage com varias
biomoléculas no nosso organismo, especialmente com aquelas que contém grupos
de nitrogénio e enxofre. Dessa maneira, acredita-se que deve ocorrer formacgéo de
um complexo ciclico com o DNA (HOU et al., 2009; JAMIESON; LIPPARD, 1999), o
que seria responsavel pela sua agao antitumoral.

Apesar do esforgo dispensado pelos pesquisadores para entender como se
da o mecanismo de acao da cisplatina, desde sua interagdo com biomoléculas até
sua possivel acao intracelular, ha também a preocupagao com as limitacdes do uso
desse composto devido aos seus efeitos adversos como nefro e hepatotoxicidade
(LU; CEDERBAUM, 2006). A resisténcia desenvolvida por alguns tipos de cancer
contra a cisplatina impulsionou as pesquisas pela busca por complexos que sejam
constituidos por outros tipos de metais. Varios complexos com a férmula geral ML,
Ly’X2 e ou ML2X; (sendo M o atomo metalico, L o ligante inerte e X o grupo labil ou
abandonador) foram sintetizados, caracterizados e testados biologicamente
(LIPPARD; BERG, 1994) Dentre estes destacam-se compostos de titanio (Ti),
vanadio (V), molibdénio (Mo), rénio (Re), ferro (Fe), ruténio (Ru), ésmio (Os), cobalto
(Co), niquel (Ni), paladio (Pd), cobre (Cu), ouro (Au) e bismuto (Bi) (ESPOSITO;
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NAJJAR, 2002; FRIEBOLIN et al., 2005; OTT; GUST, 2007; TAN et al., 2010; VAN
RIJT; SADLER, 2009).

Dentre os complexos que tém sido estudados, os compostos com ruténio
como centro metalico tém recebido atencao especial. A habilidade dos complexos de
ruténio em mimetizar a ligagdo do ferro a moléculas de importancia bioldgica, e
assim explorar os mecanismos que 0 corpo desenvolveu para o transporte nao
toxico do ferro, é uma particularidade atrativa destes complexos (BRABEC;
NOVAKOVA, 2006). Em 1999, o complexo de ruténio NAMI-A (trans-
imidazoldimetilsulfoxidotetraclororutenato(ll)) entrou em fase clinica de testes por
demonstrar atividade antimetastatica. Atualmente, completou a fase | de estudos
para o ajuste de dose, estudos farmacocinéticos e analise toxicolégica em 24
pacientes com diferentes tipos de cancer que ndo foram curados com cirurgia e
quimioterapia (ALESSIO et al., 2004; BERGAMO et al., 2012; RADEMAKER-LAKHAI
et al.,, 2004; SAVA et al.,, 1998). Em 2003, estudos com KP1019 [H.ind][trans-
RuCl4(Hind);], coordenado pelo grupo de B. Keppler (Universidade de Viena,
Austria) entrou em fase | de testes clinicos por demonstrar atividade antitumoral
contra cancer de colon e consequentes metastases. Diferentes mecanismos de agao
para a atividade antitumoral deste composto foram descritos como, por exemplo, a
ligagdo com a proteina transferrina, indugdo apoptose pela via mitocondrial e
geracao de EROs (BERGAMO et al., 2012; HARTINGER et al., 2006; HARTINGER,;
PHILLIPS; NAZARQV, 2011).

Embora o efeito dos compostos de coordenacgado na citotoxicidade de células
tumorais seja quase sempre condicionado ao metal, a contribuicdo dos ligantes
parece ser um objetivo iminente. Dentre estes ligantes, o 6xido nitrico € tido como de

interesse para esses estudos.

1.4 Agentes doadores de Oxido nitrico

Complexos metalicos podem ser desenhados e utilizados para que liberem,
controladamente, a molécula de 6xido nitrico. De maneira geral, isso pode se dar de
duas formas: a partir de estimulos luminosos ou por acgdes redutimétricas, como
consequéncia do microambiente do sistema biolégico estudado (TFOUNI et al,
2012; FRY; MASCHARAK, 2011).
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A hipdéxia das neoplasias de grande porte constitui-se na maior barreira
quanto ao sucesso da TFD como terapia efetiva na fase clinica. Com isso, ha
constante procura por outras espécies uteis, como radicais livres derivados dos
fotossensibilizadores  utilizados, bem como outras espécies radicalares
independentes do oxigénio (VAUPEL; KELLEHER; HOCKEL, 2001; FINGAR et al.,
1992; YUE et al., 2013). Uma possibilidade é a utilizagcdo de compostos, como os
complexos ruténio-nitrosilo, que tenham a propriedade de liberar NO (6xido nitrico),
quando estimulados fotoquimicamente. O NO, além de possuir natureza radicalar,
reage com o anion superoxido (O2") presente no meio e forma o peroxinitrito (ONOO"
) ,que é uma espécie altamente reativa e faz parte de uma classe de substancias
denominadas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (HEROLD; KOPPENOL,
2005; IGNARRO, 2000; MONCADA; BOLANOS, 2006).

O NO apresenta surpreendente onipresenga em seres vivos. E a Unica
molécula enddgena conhecida que reune as propriedades de neurotransmissor, de
mediador constitutivo e indutivel e de agente citotoxico. Essa molécula possui agao
na regulagdo da pressdo sanguinea, no sistema imunolégico e nas atividades do
cérebro, figado, pancreas, utero e pulmbes (CULOTTA; KOSHLAND, 1992;
FELDMAN; GRIFFITH; STUEHR, 1993; IGNARRO, 2000; KOVALEVA et al., 2013;
REEVES et al.,, 2009; RICHTER-ADDO; LEGZDINS, 1992). O NO, uma das
moléculas mais versateis produzidas pelo organismo, tornou-se recentemente,
matéria-prima de novos materiais destinados a serem empregados como farmacos.
Como exemplo, é descrito um anti-inflamatério ndo esteroidal doador de NO que
demonstra inibicdo do crescimento celular de células de cancer de pancreas, por
liberagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que atuam em uma via classica
de proliferagdo celular, a via das MAP quinases (MAPK) (ZHOU et al., 2008).
Proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK) sao parte do grupo de enzimas
que regulam sobrevivéncia, desenvolvimento e proliferagédo celular.

Uma das areas de pesquisa sobre a bioquimica do NO que mais se
desenvolveu nas Ultimas décadas € relacionada a sua acgao vasodilatadora
(BENDHACK et al., 2009; BONAVENTURA et al., 2006; BONAVENTURA et al.,
2007; BONAVENTURA et al., 2008; BONAVENTURA et al., 2009; da ROCHA et al.,
2008; da SILVA et al., 2007; de GAITANI et al., 2009; de LIMA et al., 2005; de LIMA
et al., 2006; de LIMA et al.,, 2007; FEREZIN et al., 2005; LUNARDI et al., 2007;
LUNARDI; SILVA; BENDHACK, 2009; OLIVEIRA et al., 2007; RODRIGUES et al.,
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2008). Em 1987, constatou-se ser o NO um Fator de Relaxamento Endotélio
Dependente (FRED). Nas células endoteliais, o NO é produzido pela isoforma da
enzima constitutiva Oxido Nitrico Sintase Endotelial (NOSe) (MUIJSERS et al.,
2001). Resumidamente, essa enzima produz NO e o aminoacido L-citrulina a partir
do aminoacido L-arginina e de oxigénio (O;) presentes no meio. Ha trés isoformas
da enzima 6xido nitrico sintase: isoenzima constitutiva neuronal (NOSn), isoenzima
constitutiva endotelial (NOSe) e isoenzima indutivel (NOSi) (CALS-GRIERSON;
ORMEROD, 2004).

Relatos demonstram que a atuagdo do NO em carcinogénese, progressao
tumoral e terapia do cancer depende de uma variedade de condigdes no meio
intracelular (WELLER, 2003; CHIANG et al., 2005). Sabe-se que o NO possui tanto
efeito tumorigénico quanto tumoricida (KOVALEVA et al., 2013). Esse ultimo é
favorecido quando existe elevada concentragdo de NO no meio celular (IGNARRO,
2000; RIDNOUR et al., 2008; WINK et al., 2008). A atividade antitumoral do NO
inclui inibicdo da proliferagdo, da promogéo e da diferenciagdo de células tumorais. A
acao apoptotica do NO é modulada por interagdes diretas e indiretas, como ja
descrito, sendo dose-dependente e tipo celular especifica. No entanto, ao mesmo
tempo em que altas concentracbes de NO promovem o efeito tumoricida (morte
celular), mecanismos de protecdo celular antiapoptéticos (efeito tumorigénico),
mediado pelo NO, vém sendo estudados, embora ainda n&do completamente
elucidados, como a fosforilagdo de ERK (proteina regulada por sinais extracelulares
e membro da familia das MAPK) mediada pelo aumento de GMPc em concentragdes
inferiores a 50 nM de NO (RIDNOUR et al., 2008; THOMAS et al., 2008).

Sob influéncia citotoxica do NO, as células tumorais podem morrer por
apoptose ou necrose, dependendo do tipo de célula (KRONCKE; FEHSEL; KOLB-
BACHOFEN, 1997). Dentre as hipoteses para a elucidagdo dos mecanismos que
envolvem o processo de apoptose, ocasionado pelo NO, destacam-se: indu¢ao da
expressao de Bcl-2 que é um inibidor do processo de ativagéo das caspases (CALS-
GRIERSON; ORMEROD, 2004), inativagcdo de enzimas que reparam o DNA
(LAVAL; WINK; LAVAL, 1997; WINK; LAVAL, 1994) e indugdo do fator de
transcricdo p53 (HOFSETH et al., 2003; THOMAS et al., 2004). Sendo assim, em
algumas células o NO pode promover a apoptose enquanto em outros tipos
celulares pode inibir o processo de morte celular programada (CHUNG et al., 2001;
REEVES; REED; BROWN, 2009).
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Em 1998, Gupta e colaboradores demonstraram a produgcédo de NO durante o
processo de fotossensibilizacdo de células de tumor, utilizando uma ftalocianina
como sensibilizador. As ftalocianinas sdo consideradas fotossensibilizadores de
segunda geracéo em terapia fotodinamica (ALLEN; SHARMAN; VAN LIER, 2001).
Seu uso é considerado em terapia clinica em fungao da alta absortividade molar
observada na regido de 650 nm e longo tempo de vida no estado excitado (ordem de
us), o que propicia formagcdo de grande quantidade de oxigénio singleto
(NYOKONG, 2011; PLAETZER et al., 2009). Gupta e colaboradores (1998), em
estudos envolvendo o uso de ftalocianina em TFD sugeriram, pela primeira vez, o
envolvimento de NO em apoptose mediada pela TFD, acreditando na eficacia
terapéutica da TFD com o uso de moduladores farmacolégicos de NO ou NOS
(Oxido Nitrico Sintase). Estudos que relacionam complexos de ftalocianina e
doadores de NO tém sido relatados como importantes compostos a serem usados
na TFD, uma vez que podem fazer uso de irradiacdo de luz em comprimentos de
onda na janela terapéutica (600 a 850 nm), auxiliando na liberacdo do NO e
aumentando a penetracdo na pele, o que faz da TFD uma terapia ndo invasiva
(CARNEIRO et al., 2011; CICILLINI et al., 2009; da ROCHA et al., 2008; MARANHO
et al., 2009).

1.5 Morte celular

Uma das consequéncias da acao de substancias quimioterapicas pode ser o
dano ao DNA para levar a morte celular. Na TFD, os fotossensibilizadores, apés
absorverem luz, produzem espécies reativas excitadas que, na presenca de
oxigénio, induzem a formagdo de espécies reativas de oxigénio ('O,, Oy, OHs,
H,0,, definidas como EROs). Essas espécies podem ter como alvo biomoléculas
especificas, como lipideos, proteinas e DNAs, podendo desencadear a morte de tais
tecidos por necrose, apoptose ou autofagia celular (SANABRIA et al., 2013).

Esses eventos sdo, muitas vezes, relacionados ao efeito de citotoxicidade em
células tumorais por diferentes drogas. No contexto de respostas do organismo as
acdes de quimioterapicos, ha estimulos de multiplos fatores que reconhecem a acao
destas drogas, sendo que a primeira tentativa da célula € a busca pela reparagao
aos danos causados por estas drogas. Um importante mecanismo de agdo desse

tipo de droga é a indugao de apoptose (morte celular programada). A morte celular
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programada caracteriza-se por uma série de alteragdes celulares morfologicas e
bioquimicas. O organismo usufrui da apoptose em diferentes momentos, fisioldgicos
e patolégicos, sendo que o desequilibrio entre fatores pro e antiapoptéticos contribui
para o agravamento de varias doengas, como é o caso do cancer (ELMORE, 2007;
MILLER; MARX, 1998). O equilibrio entre esses fatores € de grande importancia
para que o organismo possa se desenvolver e se defender em situagbes
desfavoraveis.

Multiplos sinais modulam a proliferacdo, sobrevida e morte celular e essa
acao coordenada permite que a célula normal cresga e se divida até sua
senescéncia. Entretanto, as células tumorais perdem a capacidade de regular esses
sinais, resultando no descontrole de proliferacdo e auséncia de morte celular,
levando ao desenvolvimento de tumores. Assim, aumenta a cada dia a busca por
novas drogas que possam regular ou levar a morte celular programada das células
tumorais. Drogas que conduzam a morte celular podem agir por estimulos téxicos ou
deletérios a célula que podem desencadear a morte celular por necrose, apoptose
ou autofagia, as quais sao diferenciadas pela morfologia (Figura 4) e vias

bioquimicas.
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Figura 4. Caracteristicas do processo de morte celular por apoptose, necrose e
autofagia, induzidas pelo dano oxidativo em decorréncia da Terapia Fotodinamica.
Apoptose inclui condensacdo da cromatina, retragdo celular e uma formacgao
marginal na periferia nuclear com eventual formagédo de corpos apoptoticos, que
contém organelas, citosol e fragmentos nucleares e sao fagocitados sem causar
inflamacdo. As células necréticas tornam-se porosas e sao rompidas com
extravasamento do seu conteudo resultando em inflamacgao

Fonte: modificado a partir de Agostinis et al. (2011).
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A apoptose é uma forma de morte celular regulada por diferentes proteinas e
€ observada em resposta a numerosos estimulos (BRAS; QUEENAN; SUSIN, 2005),
dentre eles, a agao citotoxica de algumas drogas. Ela é caracterizada por alteragdes
no citoesqueleto que induzem contragcdo celular, condensacdo da cromatina,
fragmentacao do DNA, formacao de corpos apoptéticos, ativagao de caspases, mas
sem resposta inflamatéria (VAN CRUCHTEN; VAN DEN BROECK, 2002;
YASUHARA et al.,, 2003), ja que os macrofagos envolvem estas células e as
eliminam. Ela pode ser desencadeada por varios estimulos, endégenos ou exdgenos
como, por exemplo, pela ligagcdo de moléculas a receptores na superficie celular,
pelo dano ao DNA, tratamento com agentes citotdxicos ou irradiagao, pela falta de
sinais antiapoptoticos, por sinais desordenados do ciclo celular ou pelo
desenvolvimento de sinais pro-apoptéticos. Esses sinais que induzem a morte,
vindos de formas diferentes, parecem ativar uma via comum de maquinaria celular
que leva a morte celular. De maneira geral, a apoptose pode desencadear respostas
celulares por duas vias (Figura 5): a intrinseca e a extrinseca. A via intrinseca &
desencadeada por sinais advindos de dentro das células ou por um estresse ao qual
a célula foi submetida, como no caso de dano ao DNA. Ainda, no caso da via
intrinseca, ha envolvimento da mitocondria que, pela agcdo de proteinas proé-
apoptdticas, ativa a via das caspases que levara a morte celular (AGOSTINIS et al.,
2011).

A via extrinseca € ativada quando ligantes pro-apoptoticos se ligam a
receptores de morte na superficie das células (HAIL et al., 2006; HAJRA; LIU, 2004).
As vias intrinseca e extrinseca convergem numa via comum de ativagdo de
caspases (familia de cisteina proteases que desempenham papel fundamental na
apoptose) que levam a morte celular pela clivagem de proteinas, que séao
importantes para a sobrevivéncia das células.

A morte celular por necrose é descrita como forma agressiva de morte celular,
afetando boa parte das estruturas celulares e caracterizada por inchagco da célula,
destruicdo das organelas e extravasamento do citoplasma, tendo como uma das
consequéncias a inflamacédo. Esta forma de morte tem sido, diferentemente da
apoptose, relatada como um processo de morte desprogramada e acidental,
geralmente causada por danos quimicos e fisicos a célula. A necrose, como resposta a
TFD, é dependente do tipo de célula, da dose de luz empregada e da sublocalizagao
celular do fotossensibilizador (MORZ et al., 2011; NOWIS et al., 2005).
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Figura 5. Representacdo esquematica das vias de morte celular possiveis, apés
Terapia Fotodindmica. Os alvos moleculares das EROs geradas pela TFD séao
dependentes da localizagcdo do fotossensibilizador. Quando na membrana, o
fotossensibilizador leva a ativacdo de caspase-8 que ativa a liberagao de citocromo ¢
do interior mitocondrial para o citoplasma, com posterior ativacido de caspases, o
que pode levar a clivagem de PARP, na fase final da apoptose. Se na mitocdndria, o
fotossensibilizador pode levar a apoptose por ativacao das caspases de maneira
rapida. Bcl-2 pode regular as respostas que levam também a clivagem de PARP, na
fase final da apoptose

Fonte: adaptado de Moor (2000) e Favaloro et al. (2012).

Outro tipo de morte celular descrita € a autofagia, processo celular que
permite a célula manter o equilibrio entre a sintese, degradagao e reaproveitamento
dos produtos celulares. Autofagia & definida como um processo que a célula tem que
destruir componentes celulares por acdo de enzimas ativadas pela mesma célula, o
que pode levar a morte celular. O processo envolve a formagado de uma vesicula
com o auxilio do reticulo endoplasmatico liso, sendo o alvo celular envolto por uma
dupla membrana chamada de autofagossoma, criando uma vesicula que separa o
que ha dentro desta nova vesicula do restante do citoplasma. Essa vesicula é,
entao, transportada e ha uma fusao com o lisossoma, cujo conteudo € degradado
pelas hidrolases lisossomais (LEE; GIORDANO; ZHANG, 2012). A autofagia esta
ligada ao cancer porque descobriu-se que ha uma proteina, a Beclin 1, essencial
para a autofagia que é também um supressor de tumor (KANG et al., 2011). Quando

relacionada a TFD, a autofagia se torna importante, principalmente no que diz
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respeito a defesa das células contra os produtos celulares gerados por acdes
danosas das espécies reativas, geradas durante a TFD. Dependo das espécies
reativas geradas e do grau da injuria oxidativa, a TFD pode estimular a autofagia
(MORZ et al., 2011).

1.5.1 Morte celular e aterapia fotodinamica

Ha anos sabe-se que a resposta de morte celular por efeito da TFD se da via
apoptose ou via necrose, embora a literatura ainda n&o descreva, de forma clara,
como é o mecanismo de morte celular por agdo da terapia fotodinamica. Os
possiveis mecanismos de morte podem estar associados ao dano direto da célula,
quando ha dano em suas organelas como mitocondria, reticulo endoplasmatico,
desintegracdo da membrana celular, por exemplo. O dano a vasculatura que envolve
o tumor também pode ser um mecanismo de morte da TFD, por falta de suprimento
de nutrientes e oxigénio ao tumor (MORZ et al., 2011).

As respostas celulares, em consequéncia da TFD, podem ser mediadas por
diferentes sinais como, por exemplo, fosforilacdo e desfoforilacdo de proteinas,
alteragdes em mensageiros secundarios como o Ca** e o AMPc e ativagdo de
proteinas por proteases (MOOR, 2000). Como descrito anteriormente, a localizagao
do fotossensibilizador é fator determinante para o tipo de morte e a via de
sinalizacdo a ser ativada pela resposta a TFD. Fotossensibilizadores com regides
hidrofdbicas sao descritos por terem afinidade pela mitocéndria (DUMMIN; CERNAY;
ZIMMERMANN, 1997), diminuindo o potencial de membrana desta organela, além
de permitir a liberagdo do citocromo ¢ e Ca®* para o citoplasma (KESSEL; LUO,
1998; GRANVILLE et al., 1998; KESSEL; LUO, 1999; VARNES et al., 1999).

Embora ndo muito evidenciado e elucidado, a TFD pode causar danos ao
DNA, responsavel pela codificacdo dos genes. Qualquer dano ao DNA causa danos
graves a integridade da célula. Mas, a n&o ser que a geragao de oxigénio singleto se
dé nas proximidades do material genético, é dificil que esta espécie reativa cause
dano direto ao DNA. Entretanto, como ja descrito, outras espécies reativas formadas
— como € o caso do radical hidroxil, peroxido de hidrogénio e o superoxido — podem
ser as principais causas do dano oxidativo ao DNA. Acredita-se, porém, que 0s

mecanismos de morte estejam mais ligados aos danos causados por essas espécies
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as proteinas citoplasmaticas e a mitocondria do que propriamente ao DNA (NOWIS
et al., 2005).

Alguns  pesquisadores afirmam que, dependendo do tipo de
fotossensibilizador utilizado, devido a sua parte estrutural hidrofébica, esse tem
afinidade por determinada organela dentro da célula como, por exemplo a
membrana mitocondrial. E descrito que fotossensibilizadores presentes na
mitocondria da célula levam a morte celular rapida por apoptose, diferentemente
daqueles localizados nos lisossomas e na membrana plasmatica (KESSEL, 2004).
Isso porque os fotossensibilizadores presentes na mitocondria levam a morte celular
por vias especificas, como liberacdo de citocromo ¢ e clivagem de caspase-3,
proteina-chave para os eventos apoptéticos, além de ser responsavel pela clivagem
de outras proteinas que também levardo a morte celular (YOO; HA, 2012), como é o
caso da PARP (poli-ADP-ribose-polimerase) envolvida nas etapas finais da
apoptose. A clivagem de PARP ja foi descrita para tratamento feito por uma
ftalocianina de aluminio (AlPc) (MOOR, 2000).

A ativacao de proteinas quinases, responsaveis pela fosforilagdo de outras
proteinas, também pode ser uma das vias de sinalizagao p6s-TFD. A fosforilacdo é
uma alteracdo pods-traducional das proteinas e é importante mecanismo de
regulacdo das respostas celulares. Entretanto, o entendimento da fosforilagdo de
proteinas, apds tratamento com TFD, é bastante incompleto (XUE; HE; OLEINICK,
1999). Uma das vias mais estudadas é a das MAPK (proteinas quinases ativadas
por mitégenos). ERK (quinase regulada por sinais extracelulares) faz farte da familia
das MAPK e tem sido descrita para respostas celulares relacionadas a terapia
fotodindmica, embora os estudos ainda se mantenham inconclusivos. O descontrole
do crescimento celular € um fator importante para a formacdo do cancer, como no
caso do melanoma, por exemplo, um defeito na via das MAP/ERK é determinante
para a proliferagcdo descontrolada dessas células. Por isso, compostos que possam
inibir a via das MAP/ERK podem ser considerados interessantes para serem usados
como drogas antitumorais, por interferirem na inibicdo da proliferacdo das células
cancerosas (BUYTAERT; DEWAELE; AGOSTINIS, 2007) .

As respostas celulares, atreladas a terapia fotodinamica, ndo sao simples. O
estresse oxidativo, ocasionado pela resposta da ativacdo de fotossensibilizadores,
pode desencadear respostas de diferentes genes, podendo gerar como resposta a

inflamacao, angiogénese, resposta imune e morte celular. Outra proteina que pode



Introducdo- 19

estar associada a resposta de sobrevivéncia e proliferagcao celular de células
tumorais é a Akt (BOZKULAK et al.,, 2007). A inativagao ou ativacido, por meio da
fosforilagdo, de proteinas envolvidas na morte celular tem sido relatada como
resposta ao tratamento da terapia fotodinamica.

Dentro da complexidade das respostas celulares relacionadas a TFD, ha
muito que ser explorado no que tange as respostas celulares ligadas a TFD. Muitos
sdo os interferentes nas respostas em meio bioldégico como, por exemplo, o
fotossensibilizador a ser utilizado, a concentragdo do composto, a organela celular
onde o composto esta sublocalizado, quais as espécies reativas geradas por ele, o

tempo de vida dessas espécies e seus efeitos.

1.5.2 Efeitos do 6xido nitrico na morte celular

Os efeitos pro- e antiapoptoticos do NO ainda sédo controversos na literatura
(Figura 6) (RIDNOUR et al., 2008; THOMAS et al., 2008; WINK; MITCHELL, 1998;
WINK et al., 1996). Os efeitos apoptdticos parecem estar mais relacionados a
condigdes patolégicas onde o NO é produzido, endogenamente, por enzimas
especificas (NOS), em concentracgdes altas. Os efeitos pro- e antiapoptéticos do NO
parecem ser celular dependentes. Células de mastocitomas, sarcomas, melanomas
e a L929 (linhagem celular de tecido conjuntivo de camundongo) sdo conduzidas a
apoptose quando expostas ao NO, contudo, outras linhagens celulares, como A549
(linhagem celular humana de carcinoma de pulmé&o), exibem limitadas porcentagens
de apoptose (5 a 20 %), quando expostas aos doadores quimicos de NO (WINK et
al., 1998).

No que tange a acado do NO em vias de morte celular, Wink e Mitchell (1998)
classificaram dois tipos de agao do NO: indireta e direta. A via direta consiste na
interagcdo do NO com proteinas. A via indireta esta relacionada com a formagao de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. A molécula de NO €& a menor molécula
classificada como mensageiro nos processos biolégicos. Nessa fungdo, o NO néo
depende de transportadores especificos nem de canais e passagem intracelulares;
ele se difunde pela célula, com a mesma facilidade, em meio hidrofilico e em meio
lipofilico. Sua acéo fisioldgica depende mais de suas propriedades fisico-quimicas
do que de sua conformacéao espacial (FELDMAN; GRIFFITH; STUEHR, 1993). Além

dessas propriedades, as ag¢des bioquimicas sao atribuidas a diversidade de suas
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espécies, ou seja, a espécie NO™ (ion nitrosénio) e a espécie NO™ (anion nitroxido),
formada pela adigdo de um elétron ao orbital © - antiligante (WINK et al., 1993).
Relatos demonstram que a atuagdo do NO em carcinogénese, progressao
tumoral e terapia do cancer depende de uma variedade de condicbes no meio
intracelular (WELLER, 2003; CHIANG et al., 2005). Sabe-se que o NO possui tanto
efeito tumorigénico quanto tumoricida. Este ultimo é favorecido quando existe uma

elevada concentragcdo de NO no meio celular (IGNARRO, 2000).
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Figura 6. Efeitos pré- e antiapoptoticos do oxido nitrico dependentes da
concentracao desta molécula
Fonte: adaptado de Ridnour et al. (2008).

O NO pode afetar a expressado e a atividade de proteinas criticas no ciclo
celular e, por sua vez, também ser alvo das mutagcdes do DNA celular. A exposigao
das células aos doadores de NO pode resultar em supraregulacdo do gene
supressor de tumor, o p53, possivelmente em resposta ao dano do DNA mediado
pelo NO (WINK; MITCHELL, 1998).

Com base no exposto, é de grande interesse a pesquisa por compostos que
demonstrem atividades citotoxicas (in vitro), antitumorais (in vivo) e que possam
desencadear uma resposta de morte celular das células neoplasicas. Ha, ainda,

muito a ser estudado para o completo entendimento dos mecanismos de acao dos
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diferentes compostos que vém sendo desenhados para pesquisa de diferentes
atividades bioldgicas, dentre eles complexos de ruténio que possuem em sua esfera
de coordenagdo a molécula de NO. Essas investigagbes levam a crer que
complexos metalicos doadores de NO possam ser futuros agentes usados, sendo na
terapia antitumoral como importantes ferramentas bioquimicas e farmacolégicas, se
caracterizados e entendidos os mecanismos de agcdo moleculares e as vias

bioquimicas envolvidas na atividade de cada um desses compostos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Este trabalho teve como objetivo sintetizar e caracterizar espécies que
possam atuar como agentes doadores de NO, em agao quimioterapica e/ou agao
sinérgica com outros radicais, contra o cancer. Estes complexos, quando irradiados
nesta regido, propiciariam a formacdo de espécies radicalares de oxigénio e
nitrogénio o que levaria a possibilidade de aplicagdo clinica através da Terapia

Fotodinamica.

2.2 Objetivos Especificos

1. Obtencdo dos complexos [Ru(NO)(benzoquinonadiimina)(terpy)]Cl; e
[{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz)2](PFe)s;

2. Caracterizacdo dos compostos: determinagdo de medidas de NO,
oxigénio singleto e seus derivados produzidos pelos compostos, quando possiveis;

3. Analise de métodos fotofisicos e de reatividade no intuito de descrever o
processo de transferéncia eletrénica e de energia fotoinduzida;

4. Avaliagao do potencial citotéxico dos compostos e das espécies EROs e
ERNSs antes e depois da irradiagéo luminosa em linhagens de células tumorais;

5. Avaliagdo da encapsulacdo do complexo ruténio-nitrosilo em
nanoparticulas como promotor de acumulo destas espécies em células tumorais;

6. Analise dos metabdlitos in vitro dos complexos de ruténio utilizando
microssomas hepaticos de ratos;

7. Estudo das possiveis vias celulares envolvidas na atividade antitumoral
destes compostos, como a fosforilagdo/desfosforilacdo de proteinas chaves no

controle da proliferacao e morte celular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

A Tabela 1 resume os reagentes e solventes utilizados nas sinteses dos

complexos ruténio-nitrosilo.

Tabela 1 - Lista de reagentes para a sintese dos complexos de ruténio

Reagentes Procedéncia
1,2-dicianobenzeno Aldrich
1,8 Diazabicycloé%éllJ.O] undec- 7 ene- Aldrich
2, 2’-bipiridina Aldrich Chemicals
Acetona Synth
Acetonitrila Burdick & Jackson
Acido acético Synth
Acido cloridrico Synth
Acido estearico 95% Vetec, Brasil
Acido hexafluorfosférico Aldrich
Azida de sddio Aldrich
Acido nitrico Synth
Cloreto de ruténio(lll) Aldrich
Cloreto de tetrabutilamonio Aldrich
Dimetilformamida Synth
Dimetilsulfoxido Aldrich
Etanol Vetec

Eter etilico Merck
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Tabela 1 - Continua

Reagentes

Procedéncia

Lecitina 100%
Metanol
Nitrito de sodio
Pentanol
Pirazina
Terpiridina
1,2-fenilenodiamina
trietanolamina

NH,PFs

Lipoid, Alemanha
Synth
Merck
Aldrich
Aldrich

Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich

3.1.1 Sintese do complexo mononuclear [Ru(NO)(bdgi)(terpy)]Cls

RuCl3.nH>0O

Refluxo 3 h
65-70°C

A 4

Etapal | [RuCls(terpy)]

NH,PFs

A 4

Etapa2 | [Ru(H2O)(bdgi)(terpy)l(PFs)

MetOH, terpiridina

1,2 fenilenodiamina
EtOH, H,0, trietanolamina

l Argbnio, NaNO,, HCI

Etapa 3 [Ru(NO™)(bdqi)(terpy)]Cl3

Esquema 1. Rota sintética do composto [Ru(NO)(bdqi)(terpy)]Cls.
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Etapa 1: Sintese do [RuCls(terpy)]

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 0,326 g de RuCls.nH,O e 0,291 g do
ligante terpiridina previamente dissolvido em 40 mL de metanol. A mistura foi
deixada em refluxo a 65 — 70 °C por 3 horas. Apos este periodo a reacédo foi
desligada e foi guardada por 1 hora a temperatura ambiente. Ao final, o sdlido
marrom obtido foi filtrado a vacuo, lavado com éter etilico e deixado secar em

dessecador. Rendimento: 60,0 %

Etapa 2: Sintese do [Ru(H2O)(bdgqi)(terpy)](PFs)2

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 0,300 g de [RuCls(terpy)], 60 mL
de etanol, 20 mL de &gua, 0,103 g de 1,2-fenilenodiamina e 0,500 mL de
trietanolamina. A mistura reacional foi mantida em refluxo (80 — 85 °C) por 4 horas.
Ao final da reacgdo, apos a mistura atingir a temperatura ambiente, reduziu-se o
volume do solvente até cerca de 10 mL em rotaevaporador e adicionou-se 1,008 g
de NH4PFg, previamente dissolvido em 1 mL de agua. A solucéo foi deixada sob
refrigeragdo por 24 horas. Em seguida, a solugao foi filtrada e o sdlido vermelho
obtido foi lavado com pequena porgdo de etanol e éter etilico e colocado em

dessecador. Rendimento: 91,5 %

Etapa 3: Sintese do [Ru(NO)(bdgi)(terpy)]Cls

Em um baldo de 100 mL foi adicionado 0,200 g de
[Ru(H20)(bdqi)(terpy)]l(PFs)2 € 70 mL de agua. Borbulhou-se argénio por 15 minutos
e em seguida adicionou-se 0,087 g de NaNO,. Deixou-se em refluxo (100 — 105 °C)
por 1 hora sob argdnio. Apds este tempo, esperou-se a mistura reacional atingir a
temperatura ambiente e foram adicionados 2 mL de HCI. Deixou-se esta mistura sob
refrigeragao por 48 horas. A solugao foi filtrada e o sdélido de cor marrom intenso foi
lavado com pequena por¢ao de agua e éter etilico e posteriormente mantida em
dessecador. Com o sélido [Ru(NO)(bdgqi)(terpy)]Cls obtido repetiu-se o procedimento

da etapa 3 para garantir a coordenagéo do NO™. Rendimento: 39,7 %
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3.1.2 Sintese do complexo trinuclear [{Ru(bpy2)NO}.(pz)RuPc(pz)](PFs)s

RuCls.nH,0O
PentOH dimetilformamida
dicianobenzeno, DBU 2, 2’ — bipiridina
Refluxo 24 h Refluxo 8 h
140 °C 130 °C
A v
Etapa 1 [Ru(Pc)] cis-[RuClz(bpy)2] -2H.0 Etapa 3.1
H.O, EtOH
NaN02
1 h030 min
MetOH v s0°C
i cis-[Ru(bpy)z (NO2)2.H,O |Etapa 3.2
85°-90°C
MetOH
HPF¢
v v
Etapa 2 | [Ru(Pc)(pz),] cis-[Ru(NO*)(bpy)2(NO,)](PF¢). |Etapa 3.3
Acetona
NaN; em MetOH
17 h
A
Etapa 3 [{Ru(NO)(bpy2)}RuPc(pz).](PFe)s

Esquema 2. Rota sintética para o composto [{Ru(NO)(bpy2)}.RuPc(pz)2](PFs)s.

Etapa 1: Sintese do complexo ruténio ftalocianina [Ru(Pc)]

O complexo [Ru(Pc)] refere-se ao precursor do complexo trinuclear contendo
ruténio-ftalocianina e foi preparado com base no método descrito por Hanack e
colaboradores (2000) com algumas modificagées (da ROCHA et al., 2008). Em um
baldo de trés bocas de 100 mL foram dissolvidos 0,600 g de RuCl3.nH,O em 25 mL
pentanol previamente destilado e em peneira molecular. Colocou-se o sistema sob
refluxo a 140 °C e apds a solugcdo adquirir uma coloragcdo azul, que evidencia a
formagdo de um complexo de ruténio(ll), 3,400 g de 1,2 dicianobenzeno foram

adicionados cautelosamente na forma de p6 a reacdo. Imediatamente, 10 gotas de
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1,8-Diazabicyclo [5.4.0] undec-7ene (DBU) foram adicionadas a mistura que foi
mantida sob agitacao, refluxo e fluxo controlado de argénio por 24 horas. Apds o
resfriamento da solugdo formou-se um sélido azul que foi coletado por filtragdo. O
volume do filtrado foi reduzido através da evaporacdo do solvente por
rotaevaporacao e outra porgcao de solido se formou. Para a obtencao do sdlido final,
foi efetuada pela lavagem do p6 com solugao acidificada (acido acético e agua 1:2) e
filtrado a vacuo. O solido isolado foi mantido no dessecador. Rendimento de 53,0 —
58,0 %

Etapa 2: Sintese do precursor [Ru(Pc)(pz)2]

A sintese do precursor [Ru(Pc)(pz).] foi realizada segundo método descrito
por Kobel e Hanack (1986), com algumas modificagdes. Foram colocados para
reagir, em um tubo de ensaio grande, a proporcéo de 1,0x10> mol de [Ru(Pc)] para
2,0x10™ mols de pirazina em banho de glicerina (85 — 90 °C) e sob agitagdo. Como o
ligante foi adicionado em excesso, e também pelo fato da pirazina sublimar com
facilidade, o tubo de ensaio foi envolto em papel aluminio e tampado com um septo
com agulha, formando um sistema aberto para a reagao. A reagao foi mantida por 48
horas sob agitacdo e sem adigdo de solvente. Apds o término da reagédo, para a
obtencdo do sdlido final, adicionou-se metanol ao tubo de ensaio. Formou-se um
solido azul que foi coletado por filtragcao e deixado no dessecador. Rendimento de
40,0 %.

Etapa 3: Sintese do complexo nitrosilo trinuclear de ruténio
[{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz)2](PFs)s

Para a sintese do composto trinuclear de ruténio, outras trés etapas foram
necessarias para a coordenagdo do composto [Ru(Pc)(pz),] a outros dois centros
metalicos de ruténio contendo [Ru(NO)(bpy).]*® como fragmentos. Para isso seguem

as seguintes subetapas:
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Etapa 3.1 — cisRuCla(bpy)z].2H,0 (DWYER; GOODWIN; GYARFAS, 1963)

Em um baldo de 3 bocas de 50 mL foram adicionados 8 mL de
dimetilformamida. Adicionou-se 1,000 g de cloreto de ruténio (RuCls.nH20) e 1,200 g
de 2, 2’-bipiridina (bpy). Acoplou-se um condensador ao baldo que foi submetido a
aquecimento em banho de glicerina. A solugado atingiu o refluxo a uma temperatura
de 130 °C e a reacdo ocorreu durante 8 horas. Ao término do tempo de reacéo,
desligou-se o aquecimento e apds o resfriamento, foram adicionados 50 mL de
acetona. O baldo foi levado a geladeira por 1 hora. A solucgéao foi filtrada e o sélido

escuro recuperado foi lavado com varias por¢des de éter. Rendimento de 53,0 %.

Etapa 3.2 — cis-[Ru(NO2)2(bpy)s] .H.O (GODWIN; MEYER, 1971)

Em um baldo de 3 bocas de 250 mL foram colocados 60 mL de agua
destilada e 10 mL de etanol. O sistema foi submetido a aquecimento (80 °C) e
borbulhamento de argbnio durante 15 minutos para retirada de oxigénio. Foram
dissolvidos neste baldo 0,300 g do composto horas-[RuCl,(bpy).].2H.0 (Etapa 3.1).
Apods 15 minutos, a solugao quente foi filtrada e ao filtrado adicionou-se 0,900 g de
NaNO; previamente dissolvido em 7 mL de agua destilada e desaerada. Deixou-se
reagir, a 80 °C, durante 1hora e 30 minutos. O baldo foi colocado sob refrigeragcao
por 2 horas, a reagao foi filtrada e obteve-se um sélido vermelho intenso, que foi
lavado primeiramente com agua, depois etanol e em seguida com éter. O sdlido

coletado foi seco a vacuo. Rendimento de 75,0 %.

Etapa 3.3 — cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2](PFs). (GODWIN; MEYER, 1971)

Em um béquer de 50 mL, adicionou-se 31 mL de metanol e uma massa de
0,235 g do complexo cis-[Ru(NO2)2(bpy)2]-H20 (Etapa 3.2). Sem aquecimento e sob
agitacao, gotejou-se 2 mL de HPFg concentrado até o desaparecimento do composto
vermelho da etapa anterior. Apds aproximadamente 30 minutos ha a formagao de
um solido amarelo. Filtrou-se a solugdo e o solido amarelo retido foi lavado com

metanol e éter. Rendimento de 98,0 %.
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Etapa 3.4 — [{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz)2](PFs)s

Em um baldo foi adicionada a massa de 0,100 g do complexo cis-
[Ru(NO)(NO)(bpy)2](PFs). dissolvido em cerca de 13,5 mL de acetona. Gotejou-se
uma solucéo de 0,008 g de azida de sddio (NaN3) dissolvida em 1 mL de metanol.
Deixou-se reagir por 20 minutos e acrescentou-se a solugédo 0,020 g do complexo
[Ru(Pc)(pz).] (Etapa 2) em po. O bal&o foi coberto com papel aluminio e deixou-se a
solugéo sob agitacdo por 17 horas a temperatura ambiente. Ao término do tempo de
reagao, acrescentaram-se 10 gotas de HPFs e 0,5 mL de etanol. O etanol ajuda na
formacgao do precipitado. Colocou-se o baldo na geladeira por 3 dias, filtrou-se a
solucao e o sdlido azul intenso escuro retido no filtro foi lavado com porgdes de éter,

purificado e colado em dessecador. Rendimento de 45,5 %.

3.2 Medidas de pH

As medidas de pH foram realizadas utilizando-se o pHmetro Digimed modelo
DM-20. Antes das medidas de pH nas amostras, o pHmetro foi calibrado com

solucao padrao comprada do fabricante do equipamento.

3.3 Analise elementar

Os estudos de analise elementar dos complexos foram realizados pela
Central Analitica do Instituto de Quimica da USP de Sao Paulo. A responsavel pelas
analises foi a analista Luzia Narimatsu. As analises foram feitas no equipamento
Perkin EImer, modelo CHN 2400.

3.4 Espectrometria de massas

Os espectros foram obtidos em espectréometro de massa modelo ultrOTOFQ -
ESI-TOF Mass Spectrometer (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA), nas seguintes
condicbes experimentais: bomba de infusdo 300 ul/h; mével de solubilizagcédo foi
H>0:MeOH; voltagem do cone: 30 V e modo de deteccao positivo para as amostras.
O aparelho é de alta resolucéo e usa-se para calibragao interna uma solucédo de NA-
TFA a 10 mg.mL™" (TOF).
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3.5 Determinacao das estruturas cristalinas

A coleta foi realizada em um difratdbmetro Bruker APEX II Duo, utilizando-se
radiacdo Kalpha do Mo, com monocromador de grafite, segundo procedimentos
padronizados. A solugdo dos dados foi feita com o programa SHELXS-97 e o
refinamento anisotropico de todos os atomos, exceto os de hidrogénio, foi feito com
o programa SHESLXL-97. Os atomos de hidrogénio foram calculados em posi¢des

idealizadas, utilizando o programa SHELXL-97.

3.6 Espectroscopia naregido do ultravioleta-visivel

Os espectros eletronicos apresentados foram obtidos em um
espectrofotdmetro UV-visivel-NIR — Hitachi modelo U-3501, com varredura na regiao
de 200 nm a 800 nm, utilizando-se cubeta de quartzo de 1 cm de caminho éptico. Os
maximos de absor¢do foram determinados diretamente nos espectros obtidos e

utilizados para calcular o coeficiente de absortividade molar (¢) por curva analitica.

3.7 Espectroscopia naregido do infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos com
Espectrofotometro Prestige-21 Schimazur 02190. As analises foram feitas no estado

solido utilizando pastilha de brometo de potassio (KBr).

3.8 Espectroscopia de luminescéncia e tempo de meia vida

Os espectros de excitacdo e emissdo dos compostos foram efetuados no
espectrofluorimetro Shimadzu modelo RF-5301 PC, usando cubetas de quartzo com
os quatro lados polidos e com 1,0 cm de caminho Optico. Os parametros
experimentais tais como solvente, temperatura, comprimento de onda e fendas
usadas nos estudos foram determinados de acordo com o composto estudado,
sendo relatadas as condi¢des nos resultados e discusséo.

O tempo de vida caracteristico da emissao do composto trinuclear foi medido
no equipamento EasyLife V da Optical Building Block Corporation. Utilizou-se LED

pulsado de 630 nm como fonte de excitagéo e filtro VIS de 665 nm (transmite mais
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que 90 % acima de 665 nm) para selecionar o comprimento de onda de emissao do
composto. O tempo de vida foi calculado pelo equipamento através do programa
EasyLife Il e a qualidade da regresséao linear foi acompanhada segundo os valores

estatisticos de chi-quadrado, Durbin Watson e Z.

3.9 Estudos fotoquimicos e fotofisicos

Nos experimentos de fotdlise foi utilizado o laser de diodo da marca Colibri
QuantumTech®. As solugbes preparadas dos complexos, assim como O
comprimento de onda de irradiagao (Air) serao descritos para cada composto em
particular, no item de resultados e discusséo.

As solugdes foram colocadas em cubetas de quartzo (para posterior analise
espectrofotométrica), com aliquotas de 3 mL, sob agitacdo magnética. A incidéncia
de luz foi feita a uma distancia de 5 cm da fenda do laser. A poténcia de luz (em
mW) é dada pelo proprio software (Colibri, QuantumTech®) utilizado para a
irradiagcdo no comprimento de onda escolhido, sendo que também foi determinada,
durante o conjunto de pulsos, através de um equipamento medidor de poténcia de
laser/energia FieldMastll-TOP (Coherent®) utilizando-se uma cabeca para deteccgao,

posicionado a pelo menos 5 cm de distancia da luz incidente.

3.9.1 Irradiacdo dos complexos

Foram realizados dois tipos diferentes de experimentos de fotdlise: um com
acompanhamento da variagao espectroscépica na regiao UV-visivel e o outro com
registro amperomeétrico in situ da liberacdo de NO gasoso (amiNO-700).

A fotdlise com acompanhamento da variagdo do espectro na regido do UV-
visivel foi realizada segundo o procedimento:

As amostras dos complexos foram preparadas em solugdo tampéao. Foi
realizado um espectro UV-visivel inicial, e as variagbes nos espectros foram
acompanhados em intervalos de tempo (minutos) até que n&o houvesse mais
variacao no espectro da amostra.

A fotdlise com acompanhamento in situ da liberagdo de NO gasoso foi
realizada pelo acoplamento do eletrodo seletivo para NO (NOmeter) na cubeta a ser

irradiada.
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3.9.2 Determinacdo amperomeétrica do NO liberado (NOmeter)

A liberagao fotoinduzida de NO gasoso foi detectada diretamente por um
sensor amperométrico (amiNO-700), desenvolvido pela World Precision Intruments.
Este sensor possui uma membrana seletiva de NO gasoso, com sensibilidade na
faixa de 1 nM a 20 uM, e com tempo de resposta relativamente curto, compativel
com o sistema pulsado de irradiagao proposto.

O sinal analogico do amiNO-700 (Innovative Instruments, Inc.) é digitalizado e
registrado temporalmente utilizando um sistema de deteccdo CR-7 da Shimadsu e
convertido ao PC pelo programa DUO.18 v 1.1. Esse sensor foi calibrado segundo o

item a sequir.

3.9.3 Calibracdo do NOmeter

A calibragdo do eletrodo amiNO-700 foi realizada através de uma solugao
aquosa padrao preparada com NO gasoso (KUDO et al., 1997). Em uma quantidade
de 10 mL de tampé&o borbulhou-se argdnio durante 30 minutos a fim de remover todo
o oxigénio presente no meio. O gas NO foi gerado por uma solugdo de acido nitrico
50,0 %, na qual se mergulharam pedacos de cobre metélico (Cu®). Antes de
borbulhar a solugédo padréo, o gas passou por uma solugdo de KOH, para remover
possiveis tracos de NO, presentes na mistura gasosa. O 6xido nitrico gasoso foi
borbulhado durante 1 hora, tempo suficiente para saturar a solugdo aquosa. Admitiu-
se que o valor da concentragdo dessa solugdo saturada de oxido nitrico € 2,1 x 10
mol.L™", conforme trabalho de Mori e Bertotti (2000). Esse aparato foi construido em
uma capela.

Assim, a partir dessa solucdo padrdao de concentracdo conhecida de NO
gasoso, o aparelho foi calibrado. Acoplou-se o eletrodo seletivo amiNO-700 em 10,0
mL de tampao, apd6s borbulhar argénio durante 30 minutos, ajustou-se o aparelho no
zero. Este tampao apresentava o mesmo pH do tampao que foi utilizado para
dissolver o composto no momento da fotdlise. A seguir, uma concentragcéo
conhecida de NO na solucdo foi preparada pela adicdo de um volume conhecido da
solugao padrao de NO. Apds alguns segundos, quando o valor da corrente de NO na

solucado permaneceu constante, adicionou-se uma nova quantidade da mesma
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solucdo padrao. O aumento de corrente observado mostrou-se diretamente

proporcional a concentragado de NO, conforme Figura 7.
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Figura 7. Curva de calibragdo do NOmeter para solugao tampao fosfato salino (PBS)
pH 7.,4.

3.10 Determinacéo da producao de oxigénio singleto

Para a determinacdo da geracdo de oxigénio singleto ('O,) pelo complexo
ftalocianina, foi utilizado o composto 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) como sonda.
O consumo do DPBF foi analisado por um método espectrofotométrico indireto
(TADA et al.; 2007). Esta sonda, de cor amarela intensa apresenta banda de
absorcao perto de 410 nm cuja intensidade diminui por ocasido da reagdo deste
composto com o 'O, produzido pela substancia em teste, no caso o complexo
trinuclear. Nesta reagdo, o DPBF passa para uma forma intermediaria de
endoperoxido e forma, como produto final, o orto-dibenzoilbenzeno, uma substancia
sem cor, cuja diminuicdo da intensidade da banda deve-se ao consumo do reagente

inicial e pode ser determinado espectrofotometricamente (Figura 8).
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Figura 8. Representacdo estrutural dos compostos derivados de 1,3-
difenilisobenzofurano (DPBF) apds a geragao de oxigénio singleto
Fonte: adaptado de Caine et al. (2002).

Para a determinagao da produgao de oxigénio singleto pelo complexo, foram
adicionados 10 pl da solugdo estoque (8 mM) de DPBF a 2 mL da solugdo de
[{Ru(NO)(bpy2)}.RuPc(pz)2]%*, a 25 °C em acetonitrila. A mistura destas solucdes foi
irradiada a Ay 660 nm utilizando o laser de diodo, em intervalos de 2 segundos, em
uma cubeta de quartzo sob agitacdo magnética. Os calculos para determinacado do

rendimento quantico do oxigénio singleto formado foram feitos a partir da equacéo:

dx/ds
gn, [1 =107

D(A) =

na qual: dx/dt é taxa da mudanca espectral; qon,p quantidade de fotons

incidentes por intervalo de tempo (equivalente em einstein); A(4) é a absorbancia no
comprimento de onda de estudo (IUPAC, 2012).
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3.11 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

3.11.1 Materiais e equipamentos utilizados na separagcdo do complexo
[Ru(H-0)(bdqi)(terpy)]** por CLAE

As condicdes experimentais para CLAE foram escolhidas com base em
estudos de separacédo de complexos de ruténio anteriormente realizados pelo nosso
grupo de pesquisa (de OLIVEIRA et al., 2009). O equipamento utilizado para
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) da marca Shimadzu é composto de
uma bomba LC-20AT de duplo pistdo, um injetor Shimadzu modelo 7725i com
amostrador de 20 yL, um detector de arranjo de diodo, modelo SPD-M20A operando
no intervalo entre 190 a 800 nm, uma controladora CBM-20A. As injegbes foram
realizadas manualmente e o programa empregado na aquisigdo dos dados foi o Lab
Solution Shimadzu — LC Solution. Foi utilizada uma coluna Shimpack® de silica
modificada VP-ODS (4,6 x 250 mm), Shimadzu, constituida de particulas de 4,6 pm
de didametro. Um sistema de purificacdo de agua, Milli-Q plus Millipore/Millipore
Corporation forneceu agua livre de residuos organicos e inorganicos para
preparagao das solugdes e fases moveis.

Os solventes empregados foram metanol, grau HPLC (Mallinckrodt), agua
Milli-Q e acido trifluoracético (grau analitico) para preparagédo das solugdes usadas

como fase movel.
3.11.2 Estudos preliminares de metabolismo in vitro

Os ensaios de metabolismo foram realizados em colaboragdo com o grupo da
Profa. Dra. Pierina Bonato, da FCFRP e do Prof. Dr. Anderson de Oliveira, do
departamento de quimica da FFCLRP.

Obtencédo da fracdo microssomal do figado de ratos

Os animais, ratos machos Wistar, ambientados a 25 °C com ciclos de luz de
12 horas foram submetidos a jejum na noite anterior aos experimentos. Apos
decapitagao do animal, o figado foi retirado, picado em pequenos pedagos e lavado
com solugdo tampao tris-HCI 50 x 10 mol.L™"/ KCI 0,154 mol.L”" pH 7,4. Em
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seguida, o figado foi adicionado a esse mesmo tampado e triturado em
homogeneizador tipo “Potter” em 3 ciclos, sendo que cada ciclo compreende 3
trituragdes de um minuto cada com velocidade de 1000 rpm. Posteriormente, houve

o isolamento da fragdo microssomal (LAKE, 1987).
Dosagem de proteinas

A concentragcdo de proteinas nas fracbes microssomais foi determinada
segundo o método Biureto (sulfato de cobre pentahidratado 0,15 % e tartarato de
sodio e potassio 0,6 % em hidréxido de sodio 0,750 moI.L'1). Foram feitas a curva
padrao com diferentes concentracbes de Soro Albumina Bovina e as absorbancias
foram lidas em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 545 nm. A

concentragao de proteinas foi calculada segundo as equagdes:
Fc= Cp/Ap Ct = Fc x At x 10 (proteinas em mg.mL™")

No qual Fc é o Fator de corregao, Cp concentragcado de proteinas do padrao,
Ap absorbancia do padrao, Ct concentracao de proteinas do teste e At absorbancia

do teste.

Procedimento preliminar de incubacdo para os estudos de

biotransformacéao

Para a incubagdo foram utilizados tubos ambar com tampa esmerilhada.
Inicialmente a solucdo do complexo de ruténio [Ru(H-0)(bdqi)(terpy)]** (25 uL) na
concentracdo de 1 mg.mL' preparada em metanol foi adicionada aos tubos.
Posteriormente, adicionava-se 250 pL da solugdo de incubagdo — NRS (do inglés,
NADPH regenerating system) contendo NADP*, glicose-6-fosfato e glicose-6-fosfato
desidrogenase, resultando em concentragées no meio de incubagao de 2,5 x 107
mol, 5,0x10° mol e 0,5x10° mol, respectivamente. O meio microssomal foi pré-
incubado na presenca do substrato e do sistema de regeneragdo de NADPH a 37 °c
durante 5 minutos. Finalmente, a fracdo microssomal do figado de rato foi
acrescentada e completava-se o volume do meio de incubagao com 184 pL tampao

fosfato 1 mol.L™" pH 7,4. A incubac&o foi realizada sob agitagdo a 37 °C. Depois de 1
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hora e 30 minutos de incubacao, a reagao era encerrada com a adigao de 1225 pL
de metanol gelado, os tubos centrifugados por 10 minutos a 2400 rpm e o
sobrenadante coletado para analise. Controles foram realizados sem a adi¢do do
sistema de regeneracdo de NADPH. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

3.12 Desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas solidas (NLS)

Nanoparticulas lipidicas podem ser uma alternativa aos tradicionais sistemas
carreadores coloidais de substancias ativas, como as emulsdes, lipossomas, micro
e nanoparticulas poliméricas (ABDELBARY et al., 2009; BATTAGLIA et al., 2010).
As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) (Figura 9), sdo constituidas por lipideos
sélidos a temperatura ambiente e a sua superficie € coberta por uma camada
externa de tensoativo que estabiliza a dispersdo (IQBAL et al., 2012; MULLER;
MADER; GOHLA, 2000; JORES et al., 2005), com tamanhos que variam de 50 a
1000 nm.

Figura 9. Representacdo de uma particula lipidica solida.

Para o desenvolvimento das NLS, os experimentos foram feitos em
colaboracdo com o grupo de pesquisa da Prof. Dra. Renata Vianna Lopez da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto. Seguiu-se o método de
microemulsdo, descrito anteriormente por Ruckmani e colaboradores (2006) com
pequenas modificagdes. No preparo empregou-se acido estearico como fase interna,
lecitina de soja como tensoativo, acido taurodeoxicolato de sédio como co-
tensoativo, e agua purificada como fase continua. A microemulséo foi preparada da

seguinte maneira: acido estearico (400 mg) foi aquecido 10 °C acima do seu ponto
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de fusdo ao qual lecitina foi adicionada (200 mg). Apds completa solubilizagcéo, o
aquecimento foi mantido a 80 °C, e o complexo ruténio-nitrosilo (8 mg) foi adicionado
e agitado por 10 minutos. Fase aquosa (1250 uL) contendo cossurfactante (50 mg)
foi aquecida a 80 °C e adicionada a mistura de lipideo/farmaco. Esta mistura foi
mantida sob agitagdo magnética a 80 °C até formagdo da microemulsdo. A
microemulsdo obtida foi entdo vertida em agua purificada mantida entre 2-5 °C sob
agitacdo mecéanica com Turrax (17500 rpm) por 12 minutos. Apds o preparo, as
amostras foram liofilizadas com 8 % de sacarose (crioprotetor) e guardadas em
dessecadores protegidas da luminosidade, ou foram mantidas em suspenséao a 4 °C.

Para a caracterizacdo das NLS foram feitas medidas de didmetro médio e o
indice de polidispersividade (Pdl) o que reflete a distribuicdo do tamanho da
populacdo de particulas. A mobilidade eletroforética e o potencial zeta das NLS
foram medidos no analisador Malvern Zetasizer Nano ZS90 e se mostraram de

acordo com a metodologias descrita por Marquele-Oliveira e colaboradores (2010).

3.12.1 Espectroscopia de espalhamento de luz

O didmetro médio e o indice de polidispersividade (Pdl) das nanoparticulas
lipidicas solidas foram medidas por espectroscopia de espalhamento de luz com
laser 50 mV.

Entdo 20 pL das suspensdes foram diluidos em 2 mL de agua purificada. As
medidas foram realizadas a 25 °C em angulo fixo de 173°. O tempo de medida foi de
60 segundos. O indice de polidispersividade reflete a distribuicdo do tamanho da

populacao de particulas.

3.12.2 Determinagéo do potencial zeta

A mobilidade eletroforética e o potencial zeta das nanoparticulas lipidicas

solidas foram medidos no analisador Malvern Zetasizer Nano ZS90.

3.12.3 Eficiéncia de encapsulacéao

A eficiéncia de encapsulacado (EE) corresponde a porcentagem do complexo

ruténio-nitrosilo encapsulado e adsorvido na superficie das particulas e foi
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determinada pela diferengca entre a quantidade total do farmaco presente na
suspensao e na porgao livre (PATTANI et al., 2006; MARQUELE-OLIVEIRA et al.,
2010). Desta forma, foram pesadas massas iguais de nanoparticulas liofilizadas com
e sem o farmaco nanoencapsulado, foram dissolvidas em 1 mL de etanol e as
suspensodes transferidas para a cAmara superior do tubo de centrifuga AMICON ultra
com membrana com limite de corte de 100KD. Os tubos foram centrifugados a 6000
rom por 20 minutos. O filtrado das amostras foi analisado para determinagdo do
complexo ruténio-nitrosilo ndo encapsulado empregando espectroscopia de UV-
visivel (SHAH et al., 1992).
A eficiéncia de encapsulacéo foi calculada pela seguinte equacgao:

Onde “M¢srmaco total” € a massa total do farmaco na suspensao € “Msarmaco livre’
€ a massa do farmaco livre detectado no filtrado da dispersdo. A quantidade total do
farmaco na suspensao das NLSs foi obtida solubilizando uma aliquota da dispersao
em etanol, seguida por diluigdo em agua purificada e entdo analisada por UV-visivel.
Foi feita uma curva analitica (5,0 pg.mL”" — 100 ug.mL") sendo que o ensaio foi
linear (R%*= 0,9988) para medidas em 328 nm (Figura 10) utilizando a equacéo da

curva analitica de calibragao: y = 0,2276x — 0,1484.

1,2
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Figura 10. Curva de concentragcdes do complexo ruténio-nitrosilo para comparativo
nos calculos de eficiéncia de encapsulacao.
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3.13 Estudos de atividades bioldgicas
3.13.1 Cultura de células

As células usadas para os experimentos bioldgicos podem ser dividas em
aderentes — melanoma murino B16-F10 e fibroblasto de camundongo L929 - e
células em suspensédo — Jurkat, linhagem de células de leucemia humana. B16-F10
e L929 foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro
(http://www.bcrj.hucff.ufrj.br/). As células Jurkat foram adquiridas da ATCC. Todas as
linhagens foram mantidas em estufa de cultura celular a 37 °C com tensao de 5 %
de CO; e 95 % de ar, e cultivadas em garrafas de cultura de 75 cm? contendo meio
de cultura que sera descrito a seguir para cada linhagem em particular. Os meios de
cultura celular foram suplementados com soro fetal bovino (SFB), previamente
inativado, e como antibiético foi usado a gentamicina (10 ug.mL™"). A esterilizagéo
dos meios foi realizada por filtragéo através de filtro Millipore® com poro de 0,22 ym.

Para os ensaios de fototoxicidade, foram usados meios de cultura sem a
adicdo do indicador de pH vermelho de fenol. Entretanto, todos os meios foram
suplementados nas mesmas condi¢des ja descritas, com o diferencial de n&o
apresentarem cor para que nao interferisse no procedimento experimental durante
as irradiagdes das células.

A solucédo fosfato salino (PBS) era constituida de (8,1 mM Nay;HPO,; 1,47
mM KH,PO4; NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM, pH 7,4) e foi submetida a esterilizagdo por
autoclavagem (121 °C, 45 minutos a 1 atm). A solugdo de Tripsina-EDTA foi

adquirida da Sigma® e diluida para 1X para uso.

e Células de melanoma murino: B16-F10

Para o cultivo das células da linhagem B16-F10 usou-se o meio de cultura
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich® com 25 mM de HEPES, sem bicarbonato de sédio) e a
ele foram adicionados 2 mM de glutamina. O meio foi filtrado com filtro estéril para
sua esterilizagcdo em capela de fluxo laminar e recolhido em frasco estéril. Para
verificar eventuais contaminacodes, foram retiradas duas aliquotas de 5 mL as quais
permaneceram incubadas por 48 horas em estufa (5 % CO,) a 37 °C. Antes do meio

de usado para o crescimento das células B16-F10, foram adicionados antibiético e
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antimicotico na concentragao final de 1 % (10.000 unidades penicilina e 10 mg de
estreptomicina como antibidticos; 25 ug de anfotericina B como antimicético) e 10 %
de soro fetal bovino inativado. As células foram mantidas em cultura fazendo-se o

repique ou a troca de meio a cada 3 dias, em média.

e Células de fibroblasto de camundongos: L929

Células L929 sao células de fibroblasto de camundongos, com caracteristicas
ndo tumorais. Para o cultivo destas células, usou-se o meio de cultura DMEM. O
meio foi preparado em cerca de 900 mL de agua, onde foi adicionado o conteudo do
envelope e acrescentados 3,700 g de bicarbonato de sodio. Em seguida, o pH da
solugdo foi ajustado a 7,2 e o volume completado para 1 L. O meio foi filtrado com
filtro estéril em capela de fluxo laminar para sua esterilizacdo e recolhido em frasco
estéril. Antes do meio ser usado para o crescimento das células L929, foram
adicionados antibiético e antimicético na concentracéo final de 1 % (10.000 unidades
penicilina e 10 mg de estreptomicina como antibiéticos; 25 ug de anfotericina B
como antimicético) e soro fetal bovino inativado (10 %), previamente esterilizados.
As células da linhagem fibroblasto de camundongo foram mantidas em cultura

fazendo-se o repique ou a troca de meio a cada 3 dias, em média.

e Células tumorais de leucemia humana : Jurkat

Para o cultivo das células de leucemia humana (Jurkat) foi usado o meio de
cultura RPMI-1640 (Sigma-aldrich® com 25 mM de HEPES, com L-glutamina e sem
bicarbonato de sddio). Antes da utilizagao deste meio para o crescimento das células
Jurkat, foi acrescentado gentamicina (10 pg.mL™) como antibiético e 10 % de soro
fetal bovino, previamente esterilizado.

As células da linhagem Jurkat, foram cultivadas em garrafas de cultura, em
meio RPMI e foram mantidas em atmosfera umida com concentragcédo controlada de

5 % CO,, com troca de meio a cada 3 dias, em média.
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3.13.2 Ensaios de citotoxicidade

e Células B16-F10 e L929

Por serem células aderentes, quando aproximadamente 90 % das células
estavam confluentes nas garrafas de cultura, foram soltas utilizando-se uma solugéo
de Tripsina/EDTA 1x. Apés centrifugagéo (1000 rpm, 5 minutos) foram ressuspensas
em meio RPMI, contadas em camara de Neubauer e distribuidas em 200 pyL de meio
com 2,0 x 10* células em cada pogo, em 2 placas de 96 pocos. Posteriormente, ao
completar 24 horas de incubacdo em estufa nas condi¢gdes anteriormente descritas,
para que as células ficassem aderidas as placas, o meio de cultura das mesmas foi
trocado, e foram adicionadas as solugdes do veiculo (solvente no qual os compostos
sdo dissolvidos) e dos compostos de forma que as concentragdes finais fossem
determinadas e serao descritas para cada composto estudado. Depois desta etapa,
as células tratadas foram colocadas em estufa por diferentes periodos de tempo.
Apoés a incubagao com os compostos e/ou veiculo, as células foram submetidas ao
ensaio de viabilidade celular por MTT.

Para os ensaios de fototoxicidade, as células foram mantidas por igual
periodo em contato com o composto e/ou veiculo, porém foram irradiadas em
comprimentos de onda especificos que serao descritos para cada situagao. O laser
(Colibri — QuantumTech) utilizado para os experimentos foi ajustado para a dose de
luz do tratamento enquanto a outra placa permaneceu nas mesmas condigdes,
porém protegida da irradiagdo, em ambiente escuro. Apos esse procedimento, as
placas ficaram novamente incubadas na estufa nas condi¢cdes descritas, por periodo
de tempos diferentes e que serao descritos. Posteriormente, foi analisada a resposta
citotéxica por acdo dos compostos, tanto nas condi¢goes de fotoestimulo quando no

escuro. A analise da viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do MTT.

e Células Jurkat

Células Jurkat sao células cultivadas em suspensdo e quando estavam
aproximadamente 90 % confluentes nas garrafas de cultura, foram contadas em
camara de Neubauer e distribuidas em 200 uL de meio com 5,0 x 10* células em

cada poco, em 2 placas de 96 pocgos. Posteriormente, ao completar 24 horas de
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incubacado em estufa nas condicbes semelhante as ja descritas, o meio de cultura foi
cuidadosamente trocado e foram adicionadas solug¢des do veiculo e/ou composto de
forma que as concentragdes finais fossem obtidas. Depois desta etapa, uma das
placas de cultura foi irradiada no comprimento de onda de interesse, enquanto a
outra placa permaneceu nas mesmas condi¢gdes, porém protegida da irradiagao. A
dose de irradiagdo e o tempo de incubagdo para a resposta citotoxica do
fotoestimulo estdo descritos para cada experimento em particular. Posteriormente ao
periodo de incubacdo, a resposta citotéxica foi analisada pelo ensaio do MTS para

verificagao da viabilidade celular.

3.13.3 Andlise da viabilidade celular

e Ensaio do MTT

O ensaio de MTT é um teste colorimétrico comumente usado como medida de
capacidade das enzimas mitocondriais reduzirem o MTT (cor amarelada) a
formazan, um sal de cor purpura solivel em solventes organicos. E um ensaio de
medida de viabilidade celular diretamente proporcional, cuja intensidade da cor
permite a determinacédo da quantidade de células viaveis partindo da quantidade de
enzimas presentes nas mitocéndrias das células vivas, capazes de realizarem a
reacao (Figura 11).

Apo6s o ultimo periodo de incubacgao que foi diferente para cada experimento,
a cada um dos pocos, foram adicionados 20 uL de solugdo de MTT [brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio)] na concentracéo final nos pogos de 0,5
mg.mL™". Apés a adicdo do sal, as células foram incubadas em estufa, nas mesmas
condigdes ja descritas, por mais 3 horas (MOSMANN, 1983). Em seguida o meio de
cultura foi removido, os pog¢os lavados 2 vezes com PBS 1X e foi adicionado um
volume de 200 puL de DMSO para solubilidade do precipitado formado pela redugéo
do sal. As absorbancias foram obtidas 570 nm em leitor de ELISA — KC4 (Power
Wawe). A porcentagem viabilidade celular foi calculada de acordo com a seguinte

féormula:

% células viaveis = (D.O. experimento/D.O. controle) X 100 %
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Figura 11. Representacado da reacao de reducao do MTT a formazan por enzimas
mitocondriais.

e Ensaio do MTS

O fato de as células Jurkat serem células ndo aderentes trouxe uma limitagao
ao uso do sal MTT para avaliacdo da viabilidade celular nessas células. O MTT
precisa do uso de um solvente organico para a sua solubilidade, o que faz
necessario a troca do meio de cultura pelo DMSO para solubilizar o sal, fazendo com
qgue as células também fossem retiradas junto com o meio de cultura. Por isso, para
a avaliagdo da viabilidade celular da linhagem celular de leucemia humana usou-se
o MTS, cujo mecanismo € bastante semelhante ao do MTT, mas por ser soluvel em
meio aquoso, ndo ha necessidade de troca do meio, sem a perda no numero de
células. Apds o tratamento com o veiculo e/ou com os compostos, por diferentes
periodos de incubagdo, a cada um dos pogos foram adicionados 15 pL de solugao
de MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio
em 200 uL final de meio de cultura nos pogos. O ensaio de MTS é um teste
colorimétrico usado como medida da capacidade das enzimas mitocondriais
reduzirem o sal (cor amarelada) a formazan (cor vermelha), soluvel no proprio meio
de cultura e com leitura de absorbancia em 490 nm. Os procedimentos para esta
metodologia foram seguidas conforme as especificagbes do kit do fabricante
Promega®. Da mesma forma que o MTT, este € um ensaio de medida de viabilidade
celular diretamente proporcional, cuja intensidade da cor permite a determinagao da
quantidade de células viaveis partindo da quantidade de enzimas presentes nas

mitocondrias das células vivas, capazes de realizarem a reacéo (Figura 12).
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Apods a adicdo do MTS, as células foram incubadas em estufa, nas mesmas
condigbes ja descritas, por mais 3 horas. Em seguida, as absorbancias foram
obtidas em 490 nm em leitor de ELISA. A porcentagem da viabilidade celular foi

calculada de acordo com a seguinte formula:

% células viaveis = (D.O. experimento/D.O. controle) X 100%
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Figura 12. Representagcdo da reacéo de reducdo do MTS a formazan por enzimas
mitocondriais.

3.14 Determinacdo da concentracao citosolica de NO

As medidas da concentragdo citosélica de NO ([NO].) nas células de
melanoma murino B16-F10 foram analisadas por microscopia confocal. Para isso, as
células foram carregadas com 5 uyM da sonda fluorescente sensivel ao NO,
diaminofluoresceina — 2 diacetato (DAF-2DA) durante 30 minutos em temperatura
ambiente, antes do experimento (KOJIMA et al., 1998). O DAF-2 DA foi preparado
em meio de cultura RPMI sem indicador de pH (vermelho de fenol) e o excesso da
sonda foi removida trocando o meio RPMI, deixando por mais 30 minutos a 37 °C
para que fosse completado o processo de desesterificacdo intracelular da sonda. A
sonda fluorescente DAF-2 DA (Figura 13) foi excitada com a linha do laser de
argdnio em 488 nm sendo a intensidade de emissédo de fluorescéncia medida em
515 nm. Foi utilizado o software de analise temporal (time course) para capturar as
imagens das células em intervalos de 2 segundos ao longo do tempo. Para as

imagens no microscopio confocal primeiramente foi localizado um campo na
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laminula onde estavam presentes pelo menos duas células, usando uma objetiva
com imersdo em agua (aumento 63x). As células foram analisadas e fotografadas
em meio RPMI (pH 7,4). A medida da [NO]; foi obtida pela mudanga na intensidade
de fluorescéncia (IF), que é diretamente proporcional a [NO].. Foi calculada a
diferenca entre IF inicial (IF;) e IF final (IFf), sendo esta diferenga convertida em %.
IFi foi considerado como basal que corresponde a 100 % da IF (RODRIGUES et al.,
2008).

OAc

DAF2-DA DAF2 DAF-21
4.5 Diaminofluresceina 4.5 Diaminofluresceina Triazolofluresceina
Diacetato

7/

Figura 13. Caminho percorrido por DAF-2DA para ser incorporado a célula. DAF-
2DA é permeavel a membrana celular e rapidamente entra na célula. No citoplasma
celular é hidrolisada por esterases liberando o DAF-2 livre. Em pH fisioldgico (7,4), o
DAF-2 n&o é fluorescente, mas na presenca de NO ha a formacado de DAF-2T, que é
fluorescente.

Sendo assim, a medida da [NO]. foi expressa como porcentagem da diferenca
na intensidade de fluorescéncia (% IF), a qual indica aumento na [NO]. calculada
pela féormula abaixo. A intensidade de fluorescéncia inicial foi obtida antes da adigao
do [Ru(NO)(bdqi)(terpy)]** na concentragao final de 200 uM, calculada conforme a
equacgao:

% IF = (IFf — IFi / IFf) x 100
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3.15 Avaliagdo da inducao de morte celular por citometria de fluxo

Para as analises de indugcao de morte celular pelo método de citometria de
fluxo foram usadas as células Jurkat. Apos confluéncia, 1 mL de meio com 5,0 x 10°
células foram plaqueadas em placas de 24 pocos, tratadas e incubadas durante 4
horas na estufa. Foram feitos experimentos usando fotoestimulo e sem fotoestimulo
(escuro), cujas condicbes serdo descritas para cada experimento no item de
Resultados e Discussao. Apds as 4 horas de incubagao, as células foram coletadas
dos pogos para microtubos, centrifugadas a 3500 rmp por 1 minuto. O sobrenadante
foi descartado e as células foram ressuspensas em tampéao de ligagao fornecido pelo
kit do fabricante Promega®. Depois de ressuspensas, 100 uL foram transferidos para
um novo microtubo e a este volume foram adicionados 2,5 uL de anexina V-FITC e
10 uL de 7-AAD. A anexina V-FITC auxilia na observacdo da morte celular por
apoptose, em sua fase inicial, quando as células externalizam a proteina
fosfatidilserina. Quando esta proteina esta na superficie das células, ela pode ser
detectada pelo conjugado fluorescente da anexina V, uma proteina que tem alta
afinidade pela fosfatidilserina. O 7-AAD (7-amino actinomicina D) € um marcador
fluorescente de células mortas. Este marcador exclui as células viaveis, mas penetra
em células com membranas rompidas para marcacédo dos acidos nucleicos o que o
caracteriza como uma ferramenta viavel para estudos de citotoxicidade.

Apos a adigao desses dois marcadores, as amostras foram incubadas por 15
minutos em temperatura ambiente e a elas foram adicionadas mais 400 uL de
tampao de ligagcédo — fornecida pelo fabricante — antes da leitura no citdmetro de fluxo
(HEINRICH, 2009). As suspensodes das diferentes concentra¢gdes do composto foram
transferidas para tubos de leitura de FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) e
processadas para analise. Os experimentos foram realizados na UCSF (University of
California San Francisco).

3.16 Ensaio de extracdo de proteinas totais e Western Blotting (WB)

A incubagdo com o composto foi realizada de maneira semelhante aos ensaios de
citotoxicidade: as células foram incubadas com o composto na concentragéo de 0,4 uM
por 4 horas e foram fotoestimuladas. Apds o fotoestimulo, foram incubadas por 4 horas,
tempo da resposta no escuro. Terminado o periodo de incubagéo de resposta no escuro,
as placas foram imediatamente colocadas em gelo e lavadas duas vezes com PBS. Em
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seguida, foram acrescentados 100 puL de tampao de lise (CelLytic™ M Cell Lysis
Reagent, SIGMA — C2978) com 1X inibidor de protease (Protease Inhibitor Cocktail) da
SIGMA e 1 mM de ortovanadato de sddio, 1 mM de beta-glicerol fosfato e 2,5 mM de
pirofosfato de sodio. O lisado celular foi recuperado e centrifugado por 15 minutos, a 4 °C,
14.000 rpm. As proteinas foram dosadas pelo método de Bradford, utilizando o reagente
Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate e 30 ug de proteinas totais foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 10 % em condigées desnaturantes
(SDS-PAGE). Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
Hybond-P (polyvinylidene fluoride — PVDF; GE Healthcare). O bloqueio da membrana foi
realizado com uma solug¢do 0,1 M Tris pH 7.5, 0,9 % NaCl, 0,1 % Tween-20 (TBS/T) com
5 % nonfat dry milk, e a membrana incubada por uma hora a temperatura ambiente. Apos
bloqueio, a membrana foi incubada em solugdo TBS/T e anticorpo primario na diluicao de
1:1000 (adicionada, em alguns casos de albumina bovina (BSA), dependendo do
anticorpo), por 16 horas a 4 °C sob agitagdo suave. Apos incubagdo com anticorpo
primario, a membrana foi lavada 3 vezes por 5 minutos com TBS/T e incubada por 1 hora
em solugcado TBS/T adicionada de 5 % nonfat dry milk e anticorpo secundario anticorpo
secundario marcado com peroxidase na diluicdo de 1:5000. A membrana foi lavada 3
vezes por 5 minutos com TBS/T antes da revelacdo. As bandas foram reveladas
utilizando solugéo de ECL (1 M tris-HCI pH 8,5; 0,1 M acido p-coumarico; 0,25 M luminol)
e 0,03 % de peroxido de hidrogénio. Anticorpos:

Akt (Cell Signaling - #9272) 1:1000 em TBS-T

phospho-Akt (Thr380) (Cell Signaling - #2965) 1:1000 em TBS-T e 2% BSA

Beta-actina (Sigma-aldrich — SAB2500963) 1:500 em TBS-T

MAPK, ERK1/2 (Sigma-aldrich — M5670) 1:10.000 em TBS-T e 5% de leite

Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (Cell Signaling - #4377)

1:1000 em TBS-T e 3% BSA

phospho-PTEN (Ser380/Thr382/383) (Cell Signaling - #9549) 1:1000 em TBS-

T e 5% BSA

PTEN (Sta Cruz — sc-9145) 1:500 em TBS-T

Caspase-3 (8G10) (Cell Signaling - #9665) 1:1000 em TBS-T e

5% de leite

PARP (46D11) (Cell Signaling - # 9532) 1:500 em TBS-T e 5% de leite

anti-rabbit IGG Peroxidase Conjugate (Sigma-aldrich — A9169)

anti-mouse |GG Peroxidase-Labeled (KPL — 04-18-06)
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3.17 Sublocalizagéao celular

e Microscopia confocal

Para as imagens no microscépio confocal primeiramente foi localizado um
campo na laminula onde estivessem presentes células em boa conservagao, usando
uma objetiva com imersdo em agua (aumento 63x). As células foram analisadas e
fotografadas em meio RPMI (pH 7,4) sem indicador de pH vermelho de fenol. O laser
utilizado para a excitagdo do composto foi de HeNe 633 nm. Os dados foram

coletados no software LAS-AF com os modulos de colocalizagao.

e RT-confocal

As imagens de microscopia FLIM (imagem de tempo de vida de fluorescéncia,
do inglés Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) foram feitas com o
equipamento MicroTime 200, da PicoQuant. O equipamento € um microscopio
resolvido no tempo, consistindo de um microscopio invertido (Olympus 1X-71) com
objetiva de imersdo em agua UPlanSApo 60X, NA 1,2 com um feixe de laser de
diodo na faixa de 640 nm direcionado por um espelho dicroico (z638rdc
AHF/Chroma) em direcdo a objetiva. A emissao fluorescente € coletada pela mesma
objetiva e transmitida pelo espelho dicroico, passando por um tubo de lentes que
foca a emisséo de fluorescéncia coletada em um pinhole de 50 um (micrometro), o
qual seleciona o plano da imagem e rejeita luz originada fora de foco. O feixe entédo
€ direcionado por espelhos para um detector do tipo SPAD (Single Photon
Avalanche Diodes, ou seja, detector de féton unico por fotodiodo de avalanche)
passando antes através de um filtro que barra qualquer reflexdo da excitagao (filtro
passa banda de emissdo HQ690/70m AHF/Chroma). A aquisi¢do e analise dos
dados foram feitos no software SymPhoTime v. 5.2.4. Para as medidas de FLIM, a
amostra € varrida com o movimento da objetiva monodirecional em uma area de 80

x 80 pmz, com uma precisao de posicionamento nominal de 1 nm.
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3.18 Anaélise estatistica

Os resultados de citotoxicidade foram expressos pela média dos dados e
normalizados em relagdo ao controle utilizando-se o programa GraphPad — Prism
(5.0). As analises estatisticas dos experimentos em células foram feitas
comparando-se os diferentes grupos pelo método de analise de variancia ANOVA
(pbs-teste de Bonferroni). Foram consideradas diferengas significativas os valores de
p< 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho consiste essencialmente na sintese, caracterizagao e avaliacao
do uso de compostos de ruténio como agentes liberadores de NO com possiveis
atividades bioldgicas, principalmente contra o cancer. Por se tratarem de compostos
diferentes quanto as estruturas quimicas, o item de Resultados e Discusséo sera

dividido em duas partes, para melhor entendimento.

A Parte | descrevera a sintese dos complexos mononucleares de ruténio.
Serdo abordados resultados dos experimentos feitos com o complexo ruténio-
nitrosilo [Ru(NO)(bdgi)(terpy)NO]CI; e com seu precursor,
[Ru(H20)(bdgi)(terpy)](PFe)2

Na Parte Il serdo descritas a sintese, a caracterizagdo, os estudos
fotoquimicos e fotofisicos, assim como o0s ensaios biologicos de atividade
antitumoral de um novo complexo trinuclear de ruténio
[{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz)2](PFe)s.
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Parte I: Complexos mononucleares de ruténio

Os estudos com os complexos mononucleares de ruténio tiveram como base
dados ja obtidos pelo grupo. A reproducdo das sinteses destes complexos foram
seguidas conforme de Lima (2006) e caracterizadas de acordo com aquela
descricdo. Os estudos foram mais centrados nos ensaios biolégicos com estes
compostos, com o objetivo de entender melhor o papel do 6xido nitrico na atividade
citotoxica contra células tumorais.

Nesta parte serdo discutidas a sintese e a caracterizagao destes compostos,
a parte farmacotécnica de encapsulacdo em nanoparticulas do complexo ruténio-
nitrosilo e também ensaios bioldégicos que envolvem a atividade citotoxica dos
complexos [Ru(NO)(bdqi)(terpy)]Cls e [Ru(H20)(bdqi)(terpy)](PFs)2.

4.1 Caracterizagdo dos complexos mononucleares de ruténio

4.1.1 Espectroscopia naregidao do UV-visivel

Os espectros na regido do UV-visivel para a espécies mononucleares
[Ru(NO)(bdqi)(terpy)ICls e [Ru(H20)(bdqi)(terpy)](PFs)2 estdo descritas nas Figuras
14 a 16.

A sintese foi realizada e acompanhada por espectrofotometria UV-visivel,
sendo que, ao fim de cada etapa, foram feitos espectros de cada produto formado.
Na primeira etapa, partindo-se de cloreto de ruténio e do ligante terpiridina, chegou-
se ao complexo [RuCls(terpy)], cujo espectro estd representado na Figura 14.
Observam-se duas bandas intensas, uma em 276 nm e outra em 318 nm. As bandas
na regidao do ultravioleta, observadas nas Figuras 14 sio atribuidas a transicao
interna 1 — ©* do ligante insaturado, decorrente da ligagao do ligante terpiridina ao
metal ruténio. As bandas na regido do visivel sao, provavelmente, de campo ligante
com provavel contribuicdo de banda de transferéncia de carga ligante-metal (TCLM),

do ligante insaturado para orbitais d, do ion metalico.
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Figura 14. Espectro de absor¢cdo na regido do UV-visivel do precursor
[RuCls(terpy)], em tampao fosfato salino pH 7,4. [complexo] = 1,x10° mol.L™".

Na segunda etapa da sintese, partindo do produto obtido na primeira etapa,
obteve-se o complexo [Ru(H20)(bdqi)(terpy)]l(PFs)2, cujo espectro esta representado
pela Figura 15. O espectro caracteriza-se pelo aparecimento de uma banda intensa
em 498 nm. A presenca desta banda na regido do visivel é caracteristica de uma

banda de transferéncia de carga metal-ligante (TCML), provavelmente devido a

transicéo d-(Ru'")—m*(bdqj).
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Figura 15. Espectro de absor¢gdo na regido do UV-visivel do precursor
[Ru(H20)(bdqi)(terpy)]**, tampao fosfato salino pH 7,4. [complexo] = 4,3x10™ mol.L’
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Ja a terceira etapa, consiste na substituicdo da molécula de H;O pela
molécula de NO no complexo, através da ligacdo do NO com o metal de transigao.
Ha diferentes metodologias de coordenacdo do ligante NO em complexos com
centros metalicos de ruténio, como por exemplo, o borbulhamento de NO gasoso em
uma solugdo aquosa de uma espécie precursora que contenha o fragmento Ru-H,O
(CHENEY; ARMOR, 1977; NAGAO et al.,, 1999). Nesse trabalho, os complexos
nitrosilos foram obtidos a partir de precursores com o ion nitrito coordenado ao
Ru(ll). Para isso, no término da sintese de [Ru(H20)(bdqi)(terpy)]**, apesar de ja ter
sido adicionado o ligante NO, o espectro obtido continuou a apresentar uma banda
em 498 nm, a qual é caracteristica complexo do [Ru(H,O)(bdqi)(terpy)]**. Isso
provavelmente se deve ao fato de nem todo o NO ter se ligado ao complexo e,
portanto, ainda poderia haver um pouco do produto da segunda etapa da sintese
deste complexo mononuclear. Por esta razdo, na quarta etapa da sintese, foram
repetidos os procedimentos da terceira etapa, a fim de minimizar resquicios do
complexo [Ru(HO)(bdqi)(terpy)]** e garantir a obtencdo do complexo
[Ru(NO)(bdqi)(terpy)]**, o que pdde ser confirmado através do espectro obtido
(Figura 16). Ao observa-lo, é possivel notar o desaparecimento da banda em 498
nm, bem como o aparecimento de banda menos intensa entre em 400 nm e 500 nm.
Além disso, ha uma banda em 328 nm, possivelmente devido a presenca do NO
ligado ao ion metalico Ru(ll) no complexo [Ru(NO)(bdgi)(terpy)]**. Em todos os
complexos as bandas de maior energia foram atribuidas a transicdo n — =¥,

caracteristicas de ligantes insaturados.
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Figura 16. Espectro de absor¢do na regido do UV-visivel do produto final

[Ru(NO)(bdqi)(terpy)]3+, em tampao fosfato salino pH 7,4 [complexo] = 3,0x107

mol.L™".

A caracterizagdo espectroscopica dos complexos mononucleares estudados

nesta etapa do trabalho esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2 - Dados de UV-visivel para os complexos mononucleares
[Ru(H20)(bdai)(terpy)]** e [Ru(NO)(bdai)(terpy)]**

Complexo A, (log €, mol" L cm™) Caracterizagéo
272 nm (4,36) T—oT*
[Ru(H20)(bdgi)(terpy)]** 310 nm (4,29) Tt
498 nm (4,23) d, —s7*(dbai)
285 nm (4,39) o
304 nm (4,31) o1

. 3+
[Ru(NO)(bdgqi)(terpy)] 328 nm (4,27) dz—n*(NO)

444 nm (3,61) d—7*(dbqi)
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4.1.2 Medida de liberagcédo de NO

A liberacdo de NO conseguido por estimulo externo é vista como de interesse
em termos de aplicabilidade clinica (de SANTANA et al., 2010; SAUAIA et al., 2003;
SUZUKI et al., 2005). Uma das possibilidades esta relacionada ao uso de irradiagao
luminosa, uma vez que esta técnica ja encontra resultados em terapias (MARANHO
et al., 2009), e constitui-se de interesse por ser um método ndo invasivo no
tratamento de diferentes tipos de doencgas. O comprimento de onda de excitagao
utilizado nos processos €, em sua grande maioria, localizado entre 600 — 850 nm
(conhecido como janela terapéutica), em fung¢ao de se tratar de uma regidao em que
ndo ha absorgdo de biomoléculas no espectro visivel (PLAETZER et al., 2009).
Entretanto, em alguns tratamentos como é o caso da psoriase (UVB) (MUDIGONDA;
DABADE; FELDMAN, 2012; STEIN; PEARCE; FELDMAN, 2008), vitiligo (UVA) (EL-
MOFTY et al.,, 2006), dentre outros tratamentos, faz-se uso de comprimento de
ondas de alta energia de absorg¢ao. Neste contexto, e em relagdo a prova conceitual
da possibilidade de utilizar irradiacdo luminosa para liberar NO e a utilizacdo desta
técnica para o tratamento de doencas, € que o processo de produgao de NO a partir
do [Ru(NO)(bdgqi)(terpy)]** foi estudado.

A fim de saber em qual comprimento de onda de irradiagdo (Air), 532 nm ou
447 nm — lasers disponiveis para irradiagdo em nosso laboratério —, que o complexo
[Ru(NO)(bdgi)(terpy)]** irradiado liberaria maior quantidade de NO, foi realizada uma
determinacdo amperomeétrica do NO durante a fotélise do composto ruténio-nitrosilo
(Figuras 17 e 18).
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Figura 17. Cronoamperograma do NO liberado para o complexo

[Ru(NO)(bdgi)(terpy)** (1,0x10* mol.L™"), em solugdo tampéo fosfato salino pH 7,4,
irradiado em 532 nm durante, aproximadamente, 13 minutos.
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Figura 18. Cronoamperograma do NO |liberado para o complexo

[Ru(NO)(bdqi)(terpy)** (1,0x10* mol.L™"), em solugdo tampao fosfato salino pH 7,4,
irradiado em 447 nm durante, aproximadamente, 6 minutos.

Quando irradiado em 447 nm, o complexo [Ru(NO)(bdqi)(terpy)]** apresenta
maior Ai, coerente com maior liberacdo de NO do que em 532 nm. Isto se deve,
provavelmente, ao fato de a regido irradiada (447 nm) ter um carater de contribuicao
maior do ligante NO na composi¢cdo dos orbitais moleculares deste complexo, do

que a outra regido irradiada. Baseado em estudos anteriores com complexos
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contendo o fragmento {Ru" — NO*}** (da SILVA et al., 2007), a liberagdo do NO por
fotoestimulo pode ser devido a transferéncia eletrbnica fotoinduzida ou por
irradiagdo na banda TCML de caracteristica d, —»n*(NO"). A julgar pela intensidade
da banda em 444 nm, é mais plausivel a produ¢cado de NO ser devido ao primeiro dos
processos citados.

O tempo de irradiacdo em A 532 nm foi aproximadamente duas vezes maior
do que o tempo em Ay 447 nm, mesmo assim a quantidade de NO liberado ainda é
menor. Logo, a partir desta observagédo, o A 447 nm foi o selecionado para a
realizagcao dos ensaios de citotoxicidade do complexo. A quantidade de NO liberado

em cada um dos comprimentos de onda foi calculada e sera apresentada a seguir.
4.1.3 Calculo da concentracédo de NO liberada

A calibracdo do NOmeter forneceu uma curva relacionando a corrente elétrica
detectada pelo sensor e a concentragao de NO liberado (Figura 7). A partir desta

curva de calibragéo, obteve-se a equacao da reta, dada por:
y =0,00134 + 8037,40780 x

Sendo que y representa a corrente, enquanto x representa a concentragéo de
NO. Assim, calculando a variagdo da corrente durante as irradiagcbes em 532 nm
(Figura 17) e 447 nm (Figura 18), obteve-se para cada uma delas Ai' = 0,00907 e Ai
= 0,0033, respectivamente. Através da substituicdo desses valores na equacéao, por
regressao linear, concluiu-se que a concentragao de NO liberado em cada uma das
irradiagoes, levando-se em conta que a concentragao inicial do complexo nitrosilo

era de 1,0x10*mol.L™:

Para o comprimento de onda de irradiacdo de 532 nm, [NO] = 9,62x10”
mol.L™".

Para o comprimento de onda de irradiagdo de 447 nm, [NO] = 3,94x10°

mol.L™".

! Ai = corrente final — corrente inicial (cronoamperograma)
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Logo, como pdde-se observar nos cronoamperogramas, o0s calculos
comprovaram a fotolabilizagdo mais intensa quando o comprimento de onda de

irradiac&o utilizado é 447 nm.
4.1.4 Fotolise

O experimento foi realizado a fim de confirmar e acompanhar a liberacédo do
NO através de alteracdbes no NOmeter e no perfil espectrofotométrico. A variacéo
espectral na regiao do UV-visivel esta representada na Figura 19. Os perfis de
corrente registrados pelo NOmeter também foram detectados para o complexo

[Ru(NO)(bdqi)(terpy)]** nos mesmos intervalos de tempo.

sem irradiagé
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0.8 —— 15min

20min
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Figura 19. Variacdo espectral na regido do UV-visivel do complexo
[Ru(NO)(bdgi)(terpy)]** (2,3x10° mol.L™"), em solugdo tampéo fosfato salino pH 7,4,
durante a fotélise em 447 nm.

Durante a fotdlise, houve variacdo espectral para o0 complexo
[Ru(NO)(bdgi)(terpy)]**, conforme indicado pelas setas na Figura 19. Pode-se
observar a aumento na intensidade da banda entre 400 nm e 500 nm o que
I

caracteriza a formacgéo do complexo [Ru(H2O)(bdqi)(terpy)]*” conforme se da a saida

de NO. Isto também é demonstrado pelo aumento na intensidade das bandas

proximas a 285 nm e 304 nm.
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Observando-se os cronoamperogramas obtidos, pode-se confirmar que houve
realmente a liberacdo do NO e que tal liberagao foi intensa durante as primeiras
irradiagdes. Pelos calculos de curva de calibracdo de NO, chegou-se a conclusao
que com uma irradiacdo de 5 minutos, a concentracdo NO liberado é na ordem de
10°mol.L™".

Baseando-se na variagcéo espectroscépica e nos dados cronoamperomeétricos,
pode-se inferir o mecanismo fotoquimico, conforme apresentado no Esquema 3 a

seqguir:

[Ru(NO*)(bdgqi)(terpy)]** i» Ru"(NO°)(bdqi)(terpy) E»[Ru'”(HgO)(bdqi)(terpy)]3+ +NO
447nm

l

[Ru'(H,0)(bdqi)(terpy)]** + (produtos derivados do NO)

Esquema 3. Sugestdo de mecanismo de fotdlise em 447 nm para o complexo
[Ru(NO)(bdqi)(terpy)*".

Simplificadamente, a fotorreatividade do compelxo mononuclear de ruténio-
nitrosilo pode ser explicada baseada no diagrama de orbitais moleculares, como no

esquema a seguir:

w2 Onde: W = War + W,

0
— Wy = Wdr + WL

WY = LI'Jterpy + LPbdqi + Who

Wy
TCML=Y1 —» Y,

Esquema 4. Diagrama simplificado dos orbitais moleculares do complexo
[Ru(NO)(bdqi)(terpy)]**.
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4.2 Ensaios de biotransformacé&o (metabolismo in vitro)

No intuito de se observar um possivel sinergismo na atividade citotoxica do
complexo mononuclear [Ru(H20)(bdqi)(terpy)]** em funcdo da formagédo desta espécie
oriunda da liberacdo do ligante NO do complexo [Ru(NO)(bdgi)(terpy)]**, estudos de
matbolismo também foram abordados neste trabalho. Os resultados podem contribuir
com o entedimento dos efeitos de citotoxicidade das espécies ruténio-nitrosilo em cultura
de células de cancer. Baseado em experiéncia prévia de estudos de metabolismo,

ensaios de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram realizados.
4.2.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Apos sintese e caracterizagdo do composto [Ru(H20)(bdqi)(terpy)]**, deu-se
inicio ao desenvolvimento de um método para identificacdo e quantificacdo do
complexo por CLAE. Para isso, tomou-se como principio a separagao do complexo
[Ru(NO)(bdqi-COOH)(terpy)]**, a qual ja foi descrita por de Oliveira (2009).

Na analise cromatografica, foram avaliadas diversas condigdes de separagao
de uma solugdo 1,0 mg.mL™ de [Ru(H,O)(bdqi)(terpy)]** (Tabela 3), sendo a mais
adequada a que consistia em uma fase mdvel composta por metanol:solugao
aquosa de trifluoroacetato de sodio (TFA) 1 % (pH = 7,0), na proporgéo 7:3,
empregando uma vazdo de 1,0 mL min”. A Figura 20 mostra o cromatograma

conseguido nas melhores condi¢des testadas.

Tabela 3 — Condi¢des avaliadas para cromatografia de alta eficiéncia

Fase i Proporcéao Vazéao
estacionéria® Fase movel (VIv) (mL min™)
C18 Metanol: solugdo aquosa de TFA 1% (pH=7) 50:50 1,2
C18 Metanol: solugdo aquosa de TFA 1% (pH=7) 55:45 1,2
c18 Metanol: solugdo aquosa de TFA 1% (pH=7) 60:40 1,2
c18 Metanol: solugdo aquosa de TFA 1% (pH=7) 65:35 1,2
c18 Metanol: solucdo aquosa de TFA 1% (pH=7) 70:30 1,2
c18 Metanol: solugdo aquosa de TFA 1% (pH=7) 70:30 1,0
C18 Metanol: solugdo aquosa de TFA 1% (pH=7) 70:30 0,8
C18 Metanol: solugdo aquosa de TFA 1% (pH=7) 75:25 1,2

#C18 octadecilsiloxano
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Figura 20. Cromatograma do complexo de [Ru(H20)(bdqi)(terpy)]**. Coluna C18 e
fase mdével composta por solugdo aquosa de trifluoroacetato de saédio (1 %) pH 7,0 :
metanol (30 :70, v/v). Detecgdo em 498 nm. Vazdo: 1,0 mL min"'. Volume de
injecdo: 20 pL. Concentragdo do complexo 1,0 mg.mL™.

O detector escolhido foi do UV-visivel (180 a 800 nm) com arranjo de diodos.
Portanto, cada pico obtido possuia um espectro de absorcao caracteristico e
analisando os espectros apresentados foi possivel concluir que pico correspondia ao
complexo estudado, com uma banda de absor¢ao intensa proxima a 498 nm, como
ja mostrado para o complexo [Ru(H20)(bdqi)(terpy)]*".

Foram feitas solucdes estoques das amostras em metanol, solvente escolhido
devido aos resultados apresentados no estudo de biotransformacgdo. Antes das
injegdes, duas aliquotas foram retiradas dessa solugao (25 uL). Uma delas foi seca
com ar comprimido, ressuspendida em 1,0 mL de fase mével e injetada no sistema
cromatografico. A outra aliquota foi ressuspendida em 1,0 mL de metanol (70 %) e
PBS 1x (30 %) de forma que mimetizasse as condigbes experimentais do ensaio de
biotransformacdo. O objetivo do teste era saber se haveria diferenga no perfil
cromatografico destas amostras para saber se apds o ensaio de metabolismo in vitro
seria necessario secar as amostras com ar comprimido antes de injetar. Nao houve
diferengcas nos cromatogramas o que nos permitiu injetar as amostras logo apoés a
precipitagdo das proteinas, ou seja, o sobrenadante. Estes estudos sdo importantes
na tentativa de mimetizar as condigdes do ensaio biolégico para tentar amenizar as
mudangas no tempo de retengdo do analito e também assimetria do pico

cromatografico.
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O comprimento de onda 498 nm foi escolhido para dar continuidade ao
trabalho ja que a absorgdo neste comprimento de onda foi atribuida a transicdo de
transferéncia de carga metal ligante d, —n* (terpy + bdqi).

Estabelecidas as condi¢des para CLAE para identificacdo e quantificacao do
complexo [Ru(H20)(bdqi)(terpy)]**, foi dado prosseguimento para os ensaios de
biotransformacao por complexo de enzimas hepaticas. Com a fase estacionaria, fase
movel, vazao e concentragdo da amostra ajustados, iniciou-se o ensaio preliminar de
incubagcdo para os estudos de biotransformacdo com o complexo
[Ru(H20)(bdqi)(terpy)]**, conforme esquema 5 a seguir:

25 uL do substrato [Ru(H,0)(bdai)(terpy)]**
250 pL dos cofatores

184 uL de tampao fosfato

66 uL de microssomas hepatico

5 min agitagdo a 37° C

1.225 pL de metanol gelado

l

Centrifugacgéao
(10 min; 2400 rpm)

coleta do sobrenadante

h 4

Inje¢ao no sistema
cromatografico

Esquema 5. Procedimento de incubacéo para os estudos de biotransformacgéo.

As Figuras a seguir mostram os cromatogramas das amostras apds o0s
ensaios de metabolismo e seus espectros eletrbnicos apds aplicagdao na coluna
cromatografica. Nestes estudos, todas as amostras foram preparadas em triplicatas,
amostras controle (com microssomas e sem cofatores) (Figuras 21, 22 e 23) e
amostras para o estudo de biotransformacédo (contendo os microssomas e os
cofatores) (Figuras 24, 25 e 26).
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Figura 21. Cromatograma e espectro eletronico referente a amostra controle 1. E
denominado controle a amostra da reagcdo que contém todos os reagentes, exceto
os cofatores. Condicbes cromatograficas: Fase movel: solugdo aquosa de
trifluoroacetato de sodio (1 %) pH 7,0 : metanol (30 : 70, v/v). Detecgdo em 498 nm.
Vazao: 1,0 mL min™. Volume de injecao: 20 L.
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Figura 22. Cromatograma e espectro eletrénico referente a amostra controle 2. E
denominado controle a amostra da reagcdo que contém todos os reagentes, exceto
os cofatores. Condicbes cromatograficas: Fase movel: solugdo aquosa de

trifluoroacetato de sodio (1 %) pH 7,0 : metanol (30 : 70, v/v). Detecgdo em 498 nm.
Vazao: 1,0 mL min™. Volume de injecao: 20 L.
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Figura 23. Cromatograma e espectro eletronico referente a amostra controle 3. E
denominado controle a amostra da reagcdo que contém todos os reagentes, exceto

os cofatores.

Condi¢des cromatograficas:

Fase movel:

solucdo aquosa de

trifluoroacetato de sodio (1 %) pH 7,0 : metanol (30 : 70, v/v). Detecgdo em 498 nm.
Temperatura Vazao: 1,0 mL min™. Volume de injecao: 20 L.
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Figura 24. Cromatograma e espectro eletrbnico referente a amostra 1, depois da

reagao conforme descrito no esquema 5. Condi¢gdes cromatograficas: Fase moével:

solugcdo aquosa de trifluoroacetato de sédio (1 %) pH 7,0 : metanol (30 : 70, v/v).
Deteccdo em 498 nm. Vazao: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 L.
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Figura 25. Cromatograma e espectro eletrbnico referente a amostra 2, depois da
reagao conforme descrito no esquema 5. Condi¢gdes cromatograficas: Fase moével:
solugcdo aquosa de trifluoroacetato de sédio (1%) pH 7,0 : metanol (30 : 70, v/v).
Deteccdo em 498 nm. Vazao: 1,0 mL min™". Volume de injegdo: 20 uL.
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Figura 26. Cromatograma e espectro eletrénico referente a amostra 3, depois da
reacdo conforme descrito no esquema 5. Condi¢gées cromatograficas: Fase movel:
solugcdo aquosa de trifluoroacetato de sédio (1%) pH 7,0 : metanol (30 : 70, v/v).
Deteccdo em 498 nm. Vazao: 1,0 mL min™". Volume de injec&o: 20 L.
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Em todas as analises pbde-se observar a presenca de um ombro (3,266
minutos) no cromatograma. Espectros eletronicos tanto do pico quanto do ombro
foram observados e tratam-se do mesmo espectro. Entretanto, quando comparadas
as areas dos cromatogramas das amostras (Figuras 24, 25 e 26) de
biotransformagao em relagdo aos controles (Figuras 21, 22 e 23), ha diminuigao da
area do pico cromatografico. Isto sugere que o complexo foi consumido pelas
enzimas contidas no meio microssomal (CYP 450), pois as amostras que continham
o cofator (NADPH, necessario para ativacdo das enzimas) apresentaram uma
diminuicdo do pico de cerca de 10,44 + 0,45 %, sugerindo que a biotransformacéao
deste composto pelo complexo enzimatico estudado € muito pequena. A
biotransformagao ocorre em diversos tecidos, sendo o figado o mais importante.
Contudo, os rins, a pele, os pulmbes e intestino também podem estar envolvidos. A
rota de biotransformacédo de uma substancia é mediada pela fase I fase II°> ou uma
combinagao de ambas. A superfamilia de enzimas do citocromo P450 (CYP) tem um
papel determinante nas biotransformacdes de fase |; estas enzimas estao presentes
principalmente no figado (RANG; DALE; RITTER, 2001).

No decorrer da realizagao dos experimentos, ao se perceber o aparecimento
do ombro nos cromatogramas, passou-se a conduzir as analises injetando-se
amostras e controles, tais como se segue: controle 1 (Figura 21), amostra 1 (Figura
24), controle 2 (Figura 22), amostra 2 (Figura 25), controle 3 (Figura 23), amostra 3
(Figura 26). Analises posteriores permitiram deduzir que, de fato, o ombro seria
resultante do processo cinético envolvendo o meio reacional e o complexo de ruténio
utilizado nos estudos. Como no meio reacional, dentre outras coisas, continha
fosfato e outros sais (ver item 3.11.2), é licito supor esta reatividade. Acredita-se que
provavelmente tenha ocorrido reacao entre o] aquo
(benzoquinona)terpiridinaruténio(ll) com anions existentes no meio.

Neste contexto, pensando-se num protétipo para uso como quimioterapico, o

fato de o complexo [Ru(H-O)(bdqi)(terpy)]** nao ter sofrido biotransformacéo pelo

2Fase | — é a fase de modificagdo quando varias enzimas agem para a introducdo de grupos reativos
e polares aos seus substratos. As reagdes de Fase | podem ocorrer por oxidagao, reducao, hidrolise,
adicdo de oxigénio ou de remogao de hidrogénio, dentre outras. Estas reagbes oxidativas, na sua
maioria, acontecem no figado e normalmente envolvem o citocromo P450, NADPH e oxigénio.

® Fase Il — as reacdes de fase Il normalmente resulta em compostos inativos e envolvem a
conjugacao, isto é, fixagdo de um grupo substituinte (sulfato, metil, acetil, glicil, glutationa). O
conjugado resultante é quase sempre inativo farmacologicamente e menos lipossolivel do que seu
precursor.
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complexo enzimatico estudado leva a crer que, nos ensaios de atividade antitumoral
(tem a seguir) a espécie responsavel pela perda da viabilidade celular é o

[Ru(H20)(bdqi)(terpy)]**, e ndo um dos seus possiveis metabdtitos.~
4.3 Citotoxicidade dos compostos mononucleares

A atividade citotoxica dos complexos mononucleares foi avaliada pela analise
da viabilidade «celular obtida para cada um dos dois compostos
[Ru(H20)(bdqi)(terpy)]** [Ru(NO)(bdqi)(terpy)]** em diferentes concentragbes e
tempos de tratamento. Os ensaios de atividade citotoxica em diferentes tempos de
incubacado sem fotoestimulo foram realizados para a determinacdo do periodo de
incubacdo e da concentragdo da composto que diminuiria mais de 50 % da
viabilidade celular. Observa-se na Figura 27 que o complexo [Ru(H20)(bdqi)(terpy)]**
com 24 horas de incubagao na concentragcéo de 250 uM diminui para 23,5 + 3,6 % a
viabilidade celular. Com 48 horas, [Ru(H,0)(bdqi)(terpy)]** apresenta maior atividade
citotoxica que [Ru(NO)(bdqi)(terpy)]**, diminuindo para 36,7 + 1,4 % a viabilidade
celular na concentraggo de 100 uM, enquanto que para o composto
[Ru(NO)(bdqi)(terpy)]** é necessaria uma concentragdo maior que 250 uM para se
observar 49,8 + 4,9 % da viabilidade.
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Figura 27. Avaliagao do efeito citotéxico dos complexos mononucleares de ruténio
[Ru(H20)(bdqi)(terpy)]**, aqui denominado Terpy(H.O) e [Ru(NO)(bdqi)(terpy)]*",
aqui denominado Terpy(NO), em linhagem de células tumorais B16-F10. Os dados
apresentados representam as médias + S.E.M. de 3 experimentos independentes
realizados em duplicata. Os resultados de viabilidade celular foram expressos em
porcentagem em relagéo ao controle. * p< 0,05, ** p< 0,01 quando comparados ao
controle.
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Acredita-se que pelo resultado de atividade do complexo
[Ru(H20)(bdqi)(terpy)]**, este possa estar contribuindo com um possivel efeito
sinérgico, ou seja, a atividade citotdxica ocorreria, supostamente, ndo so pela agéo
de liberacdo do NO do complexo [Ru(NO)(bdgi)(terpy)]**, mas por algum outro
mecanismo que envolve a estrutura do composto. Varias podem ser as
possibilidades que levam o complexo aquo coordenado mostrar maior atividade
citotoxica que o complexo nitrosilo. Dentre elas, que o mecanismo de acdo deste
composto se dé, talvez, por dano a alguma biomolécula como o DNA, por exemplo,
mecanismo que ja descrito para outros quimioterapicos como a cisplatina
(JAKUPEC; GALANSKI; KEPPLER, 2003; JAMIESON; LIPPARD, 1999) e outros
complexos de ruténio com NO coordenado (HEINRICH et al., 2011). Desta forma,
acredita-se que o complexo [Ru(H.0)(bdgi)(terpy)]** possa também causar
alteracbes bioquimicas através de alteracbes no DNA, acarretando na perda de
viabilidade das células tumorais estudadas. Contudo, estudos para a definicdo do
mecanismo de agdo deste composto ainda devem ser desenvolvidos, assim como
estudos da analise da concentragao de ruténio que permeou a membrana destas
células para resultar em tal atividade.

Diante do exposto, buscou-se entender o porqué de o complexo doador de
NO ter demonstrando um efeito, aparentemente, citoprotetor quando comparado ao
efeito do seu precursor aquo. Como ja descrito, o NO é uma molécula multifacetada,
ou seja, dependendo da sua concentragédo no sistema bioldgico estudado, ele poder
ter atividade tanto proliferativa quanto citotoxica. Além disso, esta atividade é dose
dependente e celular especifica (HUERTA; CHILKA; BONAVIDA, 2008; REEVES;
REED; BROWN, 2009; WINK et al., 2008).

Dentro deste contexto pesquisou-se, com o auxilio da microscopia confocal,
qual seria a concentragdo citosolica de NO ([NOJc) logo apos a adigédo de 200 uM do
complexo [Ru(NO)(bdqi)(terpy)]**, uma das maiores concentragdes estudadas para
0s ensaios de citotoxicidade em células de melanoma murino B16-F10. Os
resultados demonstram que 50 segundos apos a adigdo do complexo a sonda
fluoresce na presencga do NO citosélico e que 200 segundos apds a adicdo, ha um
aumento ainda maior na intensidade da fluorescéncia (pontos verdes apontadas
pelas setas brancas), principalmente na regido perinuclear da célula (Figura 28). O
aumento [NO]. em resposta a adigdo do composto mononuclear em relagao a [NO]
basal da célula foide A% F: 16,5+ 1,8 %.
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Figura 28. Concentragédo citosélica de NO ([NO]J.) em células de melanoma murino
B16-F10 carregadas com DAF-2 DA (5 uM) apdés tratamento com
[Ru(NO)(bdqi)(terpy)]**. Imagens sequenciais da fluorescéncia de DAF-2T nas
células tumorais foram gravadas depois da adicdo do composto
[Ru(NO)(bdqi)(terpy)]** aos 100 segundos. A intensidade das cores indica a maior
[NO]c (como mostrada na barra a esquerda) de n=5.

Estes resultados sugerem que, a liberacio do NO pelo composto
[Ru(NO)(bdqji)(terpy)]** ocorre por agdo redutimétrica do meio. Ou seja, 0 ambiente
das células tumorais pode facilitar a liberacdo do NO, porém, ndo em concentragao
suficiente para a acdo citotoxica do complexo. Esta resposta abre outras
perspectivas para diferentes abordagens quanto a resposta celular frente a baixas
concentracbes de NO liberado, como por exemplo, no tratamento clinico de
cicatrizagdo de feridas se envolvido em vias de proliferacéo celular (FRANK et al.,
2002; KRONCKE; FEHSEL; KOLB-BACHOFEN, 1997; LUO; CHEN, 2005; WINK;
MITCHELL, 1998; WITTE; BARBUL, 2002).

Dentro deste contexto, buscou-se uma alternativa de sistema de liberacéo
qgue combinasse nanotecnologia e complexos de ruténio doadores de NO que
pudesse auxiliar no aumento da concentragdo destes complexos, e
consequentemente do NO, dentro das células. Em colaboragdo com o grupo de
pesquisa da Profa. Dra. Renata Fonseca Vianna Lopez, o0 complexo

[Ru(NO)(bdgi)(terpy)]** foi encapsulado em nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS).
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4.4 Desenvolvimento das nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS)

A primeira geracao de nanoparticulas lipidicas foi descrita no inicio da década
de 90, como uma alternativa para os tradicionais sistemas carreadores coloidais,
assim como emulsdes, lipossomas, micro e nanoparticulas poliméricas
(ABDELBARY; FAHMY, 2009; BATTAGLIA et al, 2010). Atualmente, as
nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) tém sido intensivamente estudadas, as quais
sao constituidas por lipideos sélidos a temperatura ambiente e a sua superficie é
coberta por uma camada externa de surfactante que estabiliza a dispersao
(MULLER; MADER; GOHLA, 2002; JORES et al., 2005), com tamanho que varia de
50 a 1000 nm.

O controle da liberacdo de NO de farmacos em sitios de acao especificos
através de vetores, capazes de permitir a otimizacao da velocidade de liberagao e do
regime de dosagem das substancias, tem sido uma area de intensa pesquisa com
elevado potencial de aplicagdo no tratamento de tumores e malignidade localizada
(MARANHO et al, 2009).

O alto custo do desenvolvimento de novas moléculas ativas torna os sistemas
nanoestruturados de liberacdo de farmacos uma das areas da industria farmacéutica
em maior expansdo. Isso porque um novo veiculo poderia resgatar farmacos
promissores descartados devido a descoberta de potenciais efeitos adversos ou
baixa biodisponibilidade, além de gerar novas patentes (ROSSI-BERGMANN, 2008).
Desta forma, as NLS podem ser uma opgao viavel para melhorar a permeabilidade
celular, pois os lipideos sdo componentes celulares e as NLS, ao se ligarem a
superficie das células, por exemplo, podem permitir a troca de lipideo entre as
camadas o que facilitaria sua permeabilidade.

As NLS reunem as principais vantagens encontradas em outros sistemas de
liberacdo de farmacos como lipossomas e micro e nanoparticulas poliméricas
(OLBRICH et al., 2001). Da mesma forma que lipossomas, as NLS s&o sistemas
compostos por substancias fisiologicamente bem toleradas e que ja possuem
aprovacao para a aplicagao farmacolégica em seres humanos (MULLER; MADER,;
GOHLA, 2000). De maneira similar as nanoparticulas poliméricas, a sua matriz
sélida protege as substancias ativas contra degradagdes quimicas e permite modular

a velocidade de liberagao do farmaco. Além disso, seus componentes possuem
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baixa citotoxicidade e possibilitam sua obtencdo sem o uso de solventes
(TEERANACHAIDEEKUL et al., 2008).

E possivel verificar na literatura relatos de principios ativos que tiveram sua
atividade biolégica melhorada ou modificada quando encapsuladas em NLS. Os
primeiros estudos com estes sistemas descrevem a administracdo endovenosa de
farmacos nanoencapsulados com o intuito de sustentar sua liberacdo durante sua
permanéncia no sistema circulatério. Estudos mais recentes demonstram a
administragao tépica das NLS. Por exemplo, Liu e colaboradores (2007) observaram
que a administracdo topica da isotretinoina encapsulada em NLS levou a um
aumento de sua retencao na pele além da melhora da estabilidade deste farmaco.
Outro exemplo de aplicagédo das NLS é o estudo encapsulando a doxorubicina, a
qual apresentou melhores resultados terapéuticos, além da boa eficiéncia de
encapsulacéao e estabilidade (SUBEDI et al., 2009).

Além do exposto, as NLS também tém sido usadas para encapsular farmacos
hidrofilicos e/ou carregados (MIGLIETTA et al.,, 2000; WONG et al., 2004,
RUCKMANI; SIVAKUMAR; GENESHKUMAR, 2006), como na grande maioria dos
compostos nitrosilos de ruténio. Desta forma, este sistema é adequado para tal
encapsulacao, pois permitem o controle da velocidade de liberacdo do farmaco,
assim como os protegem de eventuais degradagdes, aumentando sua estabilidade e
garantindo a eficacia das formulagdes dermatolégicas (NESSEM, 2001; PAOLINO et
al., 2002).

Com base no exposto, é de grande interesse a pesquisa por compostos que
demonstrem atividades citotoxicas (in vitro), antitumorais (in vivo) e que possam
desencadear uma resposta de morte celular das células neoplasicas. Ha ainda muito
a ser estudado para o completo entendimento dos mecanismos de acao dos
diferentes compostos que vém sendo desenhados para pesquisa de diferentes
atividades bioldgicas, dentre eles, complexos de ruténio que possuem em sua esfera
de coordenagdo a molécula de NO. Essas investigagbes levam a crer que
complexos metalicos doadores de NO possam ser futuros agentes usados, senao na
terapia antitumoral, como importantes ferramentas bioquimicas e farmacoldgicas, se
caracterizados e entendidos os mecanismos de acdo moleculares e as vias
bioquimicas envolvidas na atividade de cada um destes compostos.

Ensaios de citotoxicidade com solucdo do complexo ruténio-nitrosilo

[Ru(NO)(bdqi)(terpy)]** mostram atividade citotéxica com diminuicdo de 50 % da
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viabilidade celular numa concentragdo de 200 uM incubados por 48 horas. Com o
objetivo de aumentar a potencialidade citotéxica deste complexo, entende-se que as
NLSs podem ser efetivamente utilizadas para que este complexo possa alcancar
sitios-alvos quando nanoencapsulado.

As NLSs foram preparadas por microemulsificagdo de lipidio fundido (fase
interna), e subsequente dispersdao da microemulsdo em meio aquoso (frio) sob
agitagdo mecanica. Uma rapida recristalizagdo da goticula de 6leo no meio de
dispersdo frio produz nanoparticulas com matriz sélida. Acido estearico, um
triglicerideo monoacido foi empregado como matriz soélida na qual o complexo foi
incorporado. Lecitina de soja, um fosfolipidio, foi empregada como tensoativo. Acido
taurodeoxicolato de sédio, um sal biliar, foi usado como cotensoativo, permitindo a
formacdo de uma microemulsdo balanceada (RUCKMANI; SIVAKUMAR;
GENESHKUMAR, 2006).

4.4.1 Espectroscopia de espalhamento de luz e determinacao do potencial

zeta

O didametro médio, o indice de polidispersividade (Pdl) e o potencial Zeta
obtidos para as nanoparticulas lipidicas sdlidas desenvolvidas podem ser

resumidamente observados na Tabela 4.

Tabela 4 — Diametro médio, indice de polidispersividade (Pdl) e potencial Zeta
obtidos para NLS com e sem complexo ruténio-nitrosilo. Resultados representativos
de uma das trés sinteses das NLSs

Diametro médio indice de polidispersividade Potencial Zeta

NLS
(nm) (PdI) (mV)
NLS sem complexo
209 0,322 -21,9
(branca)
NLS com complexo 202 0,340 -18,3

As particulas obtidas foram de escala nanométrica e, embora os indices de
polidispersividade tenham sido maiores de 0,2 ainda indicam uma distribuicdo nao

muito alta do tamanho de particula. A analise do Potencial Zeta, que € o potencial
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elétrico na superficie da particula, € uma ferramenta util para prever a estabilidade
fisica durante o armazenamento de sistemas coloidais. Potenciais Zetas maiores
que -30mV mostram boa estabilidade fisica, sendo otimizados quando alcangam
aproximadamente -60mV, exibindo uma boa estabilidade fisica durante um tempo de
prateleira (TEERANACHAIDEEKUL; MUELLER; JUNYAPRASERT, 2007). No
presente estudo as NLS com e sem o complexo, apresentaram potencial Zeta na
faixa de -18 a -21 mV, apresentando potencial Zeta inferiores a -30 mV, o que
indicaria uma possivel instabilidade fisica durante o tempo de prateleira. Para evitar
degradagdes, as NLSs foram guardadas em dessecadores protegidos da luz e
testadas tdo brevemente possivel. Para tentar amenizar os efeitos de degradacéo,
as amostras foram liofilizadas com a adicdo de um crioprotetor, para que
pudéssemos utiliza-las em pelo menos trés experimentos independentes de

citotoxicidade contra células de B16-F10.
4.4.2 Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulagao (EE), que corresponde a porcentagem do
complexo encapsulado e adsorvido na superficie das particulas foi determinada pela
diferenga entre a quantidade total e livre do farmaco depois de as NLSs liofilizadas
terem sido ressuspendidas em 1 mL de agua ultra pura (PATTANI; MANDAWGADE;
PATRAVALE, 2006; SHAH et al., 2007). Foi observada uma eficiéncia de
encapsulacéo de aproximadamente 73,9 % para NLS que estd de acordo com o

descrito por Marquele-Oliveira e colaboradores (2010) que foi de 78,32 + 4,41 %.
4.4.3 Citotoxicidade do composto nanoencapsulado

A atividade citotdéxica dos complexos foi avaliada por analise da viabilidade
celular obtida para o composto mononuclear [Ru(NO)(bdqi)(terpy)]** solubilizado em
PBS e comparado com o mesmo encapsulado em nanoparticula lipidica sdlida. A
Figura 29 mostra que o composto quando nanoencapsulado € capaz de inibir em
mais de 50 % a viabilidade celular quando incubado por apenas 4 horas. Um efeito
semelhante é percebido quando este mesmo complexo, em solugao, € incubado por
48 horas na concentragdo de 250 uM. Desta forma, os resultados de viabilidade

celular destes compostos nos levam a crer que, quando em solugéo, o éxido nitrico
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pode estar sendo liberado do complexo [Ru(NO)(bdqi)(terpy)]** em concentracdes
nao suficientes para contribuir de maneira efetiva para a diminuicdo da viabilidade
celular. Depois de liberado o NO, seu precursor [Ru(H20)(bdqi)(terpy)]** é formado,
como mostrado pelos ensaios de fotdlise deste complexo ruténio-nitrosilo. Acredita-
se que quando o [Ru(NO)(bdqi)(terpy)]** é nanoencapsulado sua estrutura quimica
seja conservada e a facilidade de internalizagdo da nanoparticula permita a
liberacdo do composto doador de NO dentro das células, contribuindo para os
efeitos de perda de viabilidade celular das células tumorais B16-F10. Estudos que
mostram a efetividade da atividade citotoxica de complexos ruténio-nitrosilo em
sistemas lipossomais ja foram relatados (CARNEIRO et al., 2011; MARANHO et al.,
2009), sendo a incorporacdo destes compostos em sistemas de liberagdo uma
alternativa interessante para o delineamento dos sitios alvos de acdo de novos

compostos contra o cancer.

[ Controle de encapsulagdo
125- ok EE Terpy(NO) encapsulado (5uM)
l * B3 Terpy(NO) emsolugéo (5uM)

1004 I

75-

% viabilidade celular

257

Figura 29. Efeito citotdxico do complexo mononuclear de ruténio
[Ru(NO)(bdqi)(terpy)]** em soluacéo e encapsulado em NLS (5 uM) em linhagem de
células tumorais B16-F10. Os dados apresentados representam as médias + S.E.M.
de 3 experimentos independentes realizados em duplicata e os resultados de
viabilidade celular foram expressos em porcentagem em relagdo ao controle. * p<
0,05 e ** p< 0,01.

Diante dos resultados, e tendo em vista a vasta descricdo na literatura sobre
as propriedades citotoxicas e citoprotetoras da molécula de NO (WINK et al., 2008;
HUERTA; CHILKA; BONAVIDA, 2008; REEVES; REED; BROWN, 2009), buscamos
aumentar a potencialidade citotdéxica deste complexo nitrosilo encapsulando este

complexo em NLS. Resultados descritos nos itens anteriores mostram a eficiéncia
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de encapsulagao destes complexos em NLS (73,9 %), que dentre outras vantagens,
apresenta estabilidade e capacidade destas nanoparticulas facilitarem a entrada do
complexo na célula, uma vez que se trata de uma nanoparticula lipidica, com
caracteristicas que se assemelham a estrutura da membrana celular. Os resultados
de eficiéncia de encapsulagao permitiram saber que a concentragcdo do composto
ruténio-nitrosilo dentro das NLS foi de aproximadamente 5 uM. Quando comparadas
as atividades citotoxicas do composto em solugdo e nanoencapsulado na
concentragdo de 5 uM, percebe-se que quando o complexo [Ru(NO)(bdqi)(terpy)]**
€ encapsulado em NLS, as células diminuem a viabilidade celular para 44,88 + 3,8
%, enquanto que para o complexo Terpy(NO) em solugédo, a viabilidade celular das
células é de 85,79 + 0,84 % quando foram tratadas na concentracéo final de 5 uM do

composto.



Resultados e Discussio- 84

Parte Il: Complexo nitrosilo trinuclear de ruténio-ftalocianina

A terapia fotodindmica (TFD) é um procedimento bem caracterizado para
tratamento de outras desordens fisioldgicas. Além de ser reconhecida como um
método ndo invasivo de tratamento, ela é também considerada seletiva para
tratamento de tumores, oferecendo pouco dano a tecidos saudaveis (YSLAS et al.,
2010).

Ftalocianinas sao fotossensibilizadores considerados de segunda geragao
para uso em terapia fotodindmica, cujas estruturas permitem atividade de TFD
dentro da janela terapéutica, entre 600 — 850 nm.

Nesta parte sera relatada a sintese, a caracterizagéo e estudos das atividades
biolégicas contra linhagens celulares tumorais e ndo tumorais de um novo complexo
nitrosilo trinuclear de ruténio-ftalocianina, que para fins de praticidade, sera tratado a

partir de agora como complexo trinuclear de ruténio.

4.5 Sintese e caracterizacdo do complexo trinuclear contendo ruténio-

ftalocianina
4.5.1 Anélise elementar
Os complexos precursores para a rota de sintese do complexo trinuclear de
ruténio foram submetidos a analise elementar para comprovacdo da estrutura
proposta. Os resultados de microanalise de carbono, nitrogénio e hidrogénio dos

complexos de ruténio estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados de microanalise para os complexos de ruténio

% C % N % H
Complexo
Teor. Exp. Teor. Exp. Teor. Exp.
[Ru(Pc)] 62,43 66,97 18,20 16,64 2,95 4,18
[Ru(Pc)(pz)2] 62,93 63,55 21,66 19,75 3,38 4,51

{Ru(NO)(bpy2)},RUPCc(pz)](PFe)s 39,00 4122 12,17 12,114 2,64 2,80

Teor. = valor tedrico calculado. Exp.= resultados experimentais.
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Com base nos resultados apresentados na Tabela 5, os resultados de
analise elementar foram satisfatorios e de acordo com estrutura proposta para os

complexos.

4.5.2 Espectrometria de massas

O complexo trinuclear [{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz)2](PFs)s foi submetido a
analise de espectroscopia de massas para confirmacgao da estrutura proposta.

Um espectro de massa separa individualmente os ions de forma que um ion
de um composto elementar contém um ou mais isotopos deste elemento quimico
que fornecerao um numero de picos isétopos. Estes picos apresentam um padrao
caracteristico de intensidade e espacamento de acordo com a massa dos isétopos e
a sua abundancia no meio. A distribuicdo isotopica além de indicar qual o principal
elemento que o fragmento contém através de seu perfil fornece também a carga do
ion. Pode-se concluir qual é a carga do fragmento através da diferenca de
massa/carga (Am/z) entre os isotopos, sendo que quando Am/z= 1, carga dos
fragmentos = +1; Am/z = 0.5, carga dos fragmentos = +2; Am/z = 0.33, carga dos
fragmentos = +3; Am/z = 0.25, carga dos fragmentos = +4 (BECKER, 2007).

Existem diferentes técnicas que podem ser usadas para determinar o
espectro de massa de uma substancia. A técnica utilizada para a analise do
complexo trinuclear foi a ionizagao por spray eletrostatico (do inglés electron spray
ionization - ESI), onde primeiro ioniza-se a amostra para depois leva-la a fase
gasosa. O tempo que cada ion leva para atingir o detector depende da sua massa
molecular (m) e carga (z), sendo proporcional a razdo m/z; portanto, é possivel
determinar a massa molecular do composto. Para analisar uma amostra através do
ESI-MS deve-se utilizar um solvente polar ou de polaridade intermediaria para
formar uma solucéo diluida da substancia. O solvente utilizado para a analise do
complexo trinuclear foi uma mistura agua: metanol, de forma que néo se precisa de
altas temperaturas para serem removidas as microgotas carregadas produzidas no
processo ESI. No entanto, nem sempre todas as moléculas de solventes sao
eliminadas, e, por isso, € importante que durante a interpretacdo dos espectros seja
considerada a possibilidade de formacdo de ions que apresentem adutos com

moléculas do solvente na fase gasosa.
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Antes de realizarmos as analises com o complexo trinuclear, foi realizado um
espectro de massa de um composto que tem em sua esfera de coordenagdao uma
ftalocianina. A zinco ftalocianina (ZnPc) tem peso molecular de 577,90 g/mol. Feito
nas mesmas condi¢gdes em que o composto trinuclear foi submetido, o espectro de
massa da ZnPc mostrou que o resultado dado pelo equipamento estava de acordo
com a referéncia de espectro de massa da ZnPc (NIST, 2011). Sendo assim,
procedeu-se a analise com o complexo trinuclear. Os espectros representados pelas
Figuras 30 e 31 mostram alguns dos fragmentos esperados na detecgdo em fase
gasosa a partir do complexo [{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz).](PFe)s.
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Figura 30. Fragmento [Ru(Pc)(pz).]"!, m/z 775,14, no espectro de massas em modo
positivo com ionizagao por elétron spray (ESI -MS™).

O espectro da Figura 30 mostra um pico centrado em m/z, com carga +1, que
corresponde ao fragmento [Ru(Pc)(pz),]. E possivel perceber também a distribuicdo
isotopica esperada para o metal ruténio, com picos que carregam a identidade de
picos m/z adjacentes e se referem & distribuicdo isotépica de '*Ru, '?Ru, "'Ru,

'%Ru, *Ru, ®Ru and *Ru (SLOCIK; SOMAYAJULA; SHEPHERD, 2001). Os
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valores de m/z sao muito proximos do valor tedrico calculado para o composto

[Ru(Pc)(pz)2], cuja massa molar é de 775,79 g/mol.
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Figura 31. Fragmento [Ru(H20)(bpy2)Ru(Pc)(pz):]H20, m/z 1223,14, no espectro de
massa no modo positivo com ionizagdo por elétron spray (ESI-MS™).

A Figura 31 mostra um espectro de massa no qual se detectou um fragmento
de m/z 1223,14 de boa intensidade e com caracteristicas da distribuicao isotopica do
metal ruténio. Este dado suportaria a expectativa de ser um dos fragmentos do
complexo trinuclear se for considerado que possivelmente a estrutura sofreu algum
tipo de interferéncia inerente da metodologia do ESI-MS, como por exemplo, a alta
voltagem wusada no cone para deteccdo. Considerando-se que moléculas
inorganicas sao de dificil detecgdo por espectroscopia de massa, a massa molar
esperada para o complexo [{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz)](PFs)s seria de 2532,47 g/mol.
Ao analisar a Figura 31, detecta-se um pico centrado em m/z 1223,14. Considerando
que o espectrdmetro de massa usa altas energias para as fragmentagdes, acredita-

se que a molécula de NO tenha sido liberada da estrutura durante o processo. Como
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o solvente para solubilizagdo era uma mistura que continha agua, possivelmente
estas moléculas tenham sido coordenadas e detectadas durante a fragmentag&o.

O resultado, entretanto, permite inferir que ha a formacédo pelo menos do
intermediario binuclear [{Ru(H20)(bpy)2}Ru(Pc)(pz)2].H2.O proposto pela sintese do
complexo trinuclear. Como relatado, as condicbes experimentais podem ter
influenciado na fragmentagdo das outras partes da molécula. A espectrometria de
massas, juntamente com os resultados de espectroscopia de infravermelho e os
resultados de analise elementar suportam a expectativa da coordenagdo do
complexo de ruténio cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2](PFs)2 a0 complexo [Ru(Pc)(pz).] para a
formacéao do complexo trinuclear contendo ruténio-ftalocianina
[{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz)2](PFe)e.

4.5.3 Espectroscopia por Raios-X

Uma das estruturas sintetizadas foi confirmada pela cristalografia de raios-X,
realizada no Instituto de Quimica da USP de Sao Carlos em colaboragdo com o Prof.
Dr. Victor Deflon. A analise revela a estrutura de um dos precursores da sintese do

complexo trinuclear, o composto [Ru(Pc)(pz).] (Figura 32).

Figura 32. Representacédo da estrutura molecular ORTEP para complexo precursor
[Ru(Pc)(pz)2].
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Os parametros cristalograficos para [Ru(Pc)(pz).] estéo listados nas Tabelas a

seqguir (Tabela 6 e Tabela 7).

Tabela 6 — Dados dos parametros cristalograficos de [Ru(Pc)(pz);] a 25 °C

Férmula empirica

Ca22 His N7 Rug 50

Peso molecular

427.95

Sistema de cristal

Monoclinico

Espaco de grupo

P21/n

Dimensodes da unidade de célula

a=10.1642(2) A

b=11.6401(2) A

c = 15.7839(3) A

o= 90°

B= 93.2320(10)°

v =90°
z 4
Densidade (calculada) 1.525 Mg/m®
Coeficiente de absorgao 0.476 mm""
Reflexdes coletadas 11203
Goodness-of-fit on F2 1.023
indices de R finais [I>2sigma(l)] R"=0.0335, wR* = 0.0733
indice de R de todos os dados wR?=0.0815

Tabela 7 — Comprimento as ligagdes [A] e angulos [°] para o complexo [Ru(Pc)(pz)2]

Ru-N(2)#1 1.991(2) Ru-N(2) 1.991(2)
Ru-N(4) 1.991(2) Ru-N(4)#1 1.991(2)
Ru-N(5)#1 2.093(2) Ru-N(5) 2.093(2)
N(5)-C(20) 1.332(4) N(5)-C(17) 1.338(4)
N(2)-C(8) 1.377(3) N(2)-C(1) 1.379(3)
C(1)-N(1) 1.322(3) C(1)-C(2) 1.456(4)
C(16)-N(1)#1 1.328(3) C(16)-N(4) 1.377(3)
C(16)-C(15) 1.453(4) N(4)-C(9) 1.375(3)
C(9)-N(3) 1.335(3) C(9)-C(10) 1.457(4)
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Tabela 7 — Continua

N(3)-C(8) 1.334(3) C(8)-C(7) 1.458(4)
C(10)-C(11) 1.386(4) C(10)-C(15) 1.401(4)
C(15)-C(14) 1.392(4) C(14)-C(13) 1.378(4)
C(14)-H(14) 0.9300 C(13)-C(12) 1.383(5)
C(13)-H(13) 0.9300 C(12)-C(11) 1.379(4)
C(12)-H(12) 0.9300 C(11)-H(11) 0.9300
C(7)-C(6) 1.385(4) C(7)-C(2) 1.399(4)
C(2)-C(3) 1.386(4) C(3)-C(4) 1.385(4)
C(3)-H(3) 0.9300 C(4)-C(5) 1.374(5)
C(4)-H(4) 0.9300 C(5)-C(6) 1.384(4)
C(5)-H(5) 0.9300 C(6)-H(6) 0.9300
C(17)-C(18) 1.370(5) C(17)-H(17) 0.9300
C(20)-C(19) 1.382(4) C(20)-H(20) 0.9300
N(6)-C(19) 1.316(4) N(6)-C(18) 1.326(5)
C(19)-H(19) 0.9300 C(18)-H(18) 0.9300
N(1)-C(16)#1 1.328(3) C(21)-N(21) 1.090(6)
C(21)-C(22) 1.399(7) C(22)-H(22A) 0.9600
C(22)-H(22B) 0.9600 C(22)-H(22C) 0.9600
N(2)#1-Ru-N(2) 180.00(6)

N(2)#1-Ru-N(4) 90.81(9) N(2)-Ru-N(4) 89.19(9)
N)#1-Ru-N(4)#1  89.19(9) N(2)-Ru-N(4)#1 90.81(9)
N(4)-Ru-N(4)#1 180.00(14) N(2J#1-Ru-N(5}#1  90.56(9)
N(2)-Ru-N(5)#1 89.44(9) N(4)-Ru-N(5)#1 90.59(9)
N@#1-Ru-N(5Y#1  89.41(9) N(2)#1-Ru-N(5) 89.44(9)
N(2)-Ru-N(5) 90.56(9) N(4)-Ru-N(5) 89.41(9)
N(4)#1-Ru-N(5) 90.59(9) N(5)#1-Ru-N(5) 180.00(17)
C(20)}-N(5)-C(17) _ 115.0(3) C(20)-N(5)-Ru 121.9(2)
C(17)-N(5)-Ru 123.2(2) C(8)-N(2)-C(1) 109.5(2)
C(8)-N(2)-R 126.18(18) C(1)-N(2)-R 124.30(19)
N(1)-C(1)-N(2) 127.8(2) N(1)-C(1)-C(2) 124.0(2)
N(2)-C(1)-C(2) 108.2(2) N(1}#1-C(16)-N(4)  127.3(3)
N(1y#1-C(16)-C(15) 124.0(2) N(4)-C(16)-C(15) 108.6(2)
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Tabela 7 — Continua

91

C(9)-N(4)-C(16) 108.9(2) C(9)-N(4)-Ru 126.37(18)
C(16)-N(4)-Ru 124.64(18) N(3)-C(9)-N(4) 126.9(2)
N(3)-C(9)-C(10) 124.1(3) N(4)-C(9)-C(10) 108.9(2)
C(8)-N(3)-C(9) 124.2(2) N(3)-C(8)-N(2) 1271(2)
N(3)-C(8)-C(7) 124.6(3) N(2)-C(8)-C(7) 108.4(2)
C(11)-C(10)}-C(15)  120.2(3) C(11)-C(10)-C(9) 133.4(3)
C(15)-C(10)-C(9)  106.4(2) C(14)-C(15)-C(10)  121.03)
C(14)-C(15)-C(16)  131.8(3) C(10)-C(15)-C(16)  107.2(2)
C(13)-C(14)-C(15) 117.7(3) C(13)-C(14)-H(14) 1211
C(15)-C(14)-H(14) 1211 C(14)-C(13)-C(12)  121.5(3)
C(14)-C(13)-H(13) 119.3 C(12)-C(13)-H(13)  119.3
C(11)-C(12)-C(13)  121.1(3) C(11)-C(12)-H(12) 1195
C(13)-C(12)-H(12) 119.5 C(12)-C(11)-C(10) _ 118.5(3)
C(12)-C(11)-H(11)  120.8 C(10)-C(11)-H(11)  120.8
C(6)-C(7)-C(2) 120.7(3) C(6)-C(7)-C(8) 132.5(3)
C(2)-C(7)-C(8) 106.8(2) C(3)-C(2)-C(7) 121.3(3)
C(3)-C(2)-C(1) 131.6(3) C(7)-C(2)-C(1) 107.1(2)
C(4)-C(3)-C(2) 117.2(3) C(4)-C(3)-H(3) 1214
C(2)-C(3)-H(3) 1214 C(5)-C(4)-C(3) 121.7(3)
C(5)-C(4)-H(4) 119.2 C(3)-C(4)-H(4) 119.2
C(4)-C(5)-C(6) 121.6(3) C(4)-C(5)-H(5) 119.2
C(6)-C(5)-H(5) 119.2 C(5)-C(6)-C(7) 117.6(3)
C(5)-C(6)-H(6) 1212 C(7)-C(6)-H(6) 1212
N(5)-C(17)-C(18)  121.7(3) N(5)-C(17)-H(17) 119.2
C(18)-C(17)-H(17) 119.2 N(5)-C(20)-C(19) 122.1(3)
N(5)-C(20)-H(20)  118.9 C(19)-C(20)-H(20)  118.9
C(19)-N(6)-C(18)  114.5(3) N(6)-C(19)-C(20) 123.1(3)
N(6)-C(19)-H(19) 1185 C(20)-C(19)-H(19) 1185
N(6)-C(18)-C(17) 123.7(3) N(6)-C(18)-H(18) 118.2
C(17)-C(18)-H(18) 118.2 C(1)-N(1)-C(16)#1 125.1(2)
N(21)-C(21)-C(22)  177.5(7) C(21)-C(22)-H(22A)  109.5
C(21)-C(22)-H(22B)  109.5 H(22A)-C(22)-H(22B)  109.5
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Tabela 7 — Conclusao

C(21)-C(22)-H(22C)  109.5 H(22A)-C(22)-H(22C)  109.5
H(22B)-C(22)- 109.5
H(22C)

Ao que tudo indica, o atomo de ruténio parece planar a estrutura do ligante
ftalocianina, com os ligantes pirazina coordenados de maneira axial. Estes
resultados mostram-se coerentes com os publicados por Yu e colaboradores (2013),
que descrevem a estrutura de um cristal de ruténio-ftalocianina com ligantes axiais.
Em relacdo ao comprimento de ligacdo Ru-N(pirazina), o valor de 2,093 A ¢é
semelhante para aquele de outras espécies de Ru(ll), como por exemplo
[Ru(bpy)(terpy)(pz)I(PFs)2, cujo valor é de 2,091 A (GULYAS; HUMBLEY; LAY,
1996). Considerando-se que esta medida é coerente com a forga da retrodoacgao
Ru-pirazina, pode-se inferir ser esta ligagdo no complexo [RuPc(pz);] de forca de
ligacdo semelhante aquela espécie e portanto, a populagdo eletrénica sobre o

ligante pirazina similar entre elas.
4.5.4 Espectroscopia naregido do UV-visivel

Os espectros eletrbnicos na regido do UV-visivel das metalo-ftalocianinas
apresentam, de uma maneira geral, bandas de absor¢cdo com absortividades
relativamente altas, na ordem de 10* mol'Lcm™. Na regido de 600-800 nm as
bandas s&o atribuidas a transicdo 1 —» =m (Banda Q) e em regido de mais alta
energia tém-se as chamadas bandas B (NOYOKONG, 2012).

Para a sintese do complexo trinuclear, foram necessarias pelo menos 3
etapas da sintese de seus precursores, como descrito em materiais e métodos.

O espectro na regiao do UV-visivel em CHCI; resultante da sintese do
complexo [Ru(Pc)], apresentou bandas na regido do UV em 318 nm € um ombro em
376 nm e também bandas na regido do visivel, com absor¢do intensa em 632 nm e
banda em 576 nm (Figura 33).
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Figura 33. Espectro de absor¢ao na regidao do UV- visivel para o complexo [Ru(Pc)].
[complexo] = 7,5 x 10° mol.L™" em CHCl.

O espectr do complexo [Ru(Pc)] (Figura 33) é condizente com caracteristicas
espectrais de complexos ruténio(ll)-ftalocianina, os quais exibem bandas de
absor¢ao na regiao do UV atribuidas a banda B (310 nm) e também a banda Q, com
intensa absorgdo em 690 nm (da ROCHA et al., 2008; MACK; STILLMAN, 2003).

A reacao de [Ru(Pc)] com pirazina gerou [Ru(Pc)(pz).], cujas caracteristicas
espectrais estdo de acordo com os dados previamente publicados por Kobel e
Hanack (1986) (Figura 34). Uma nova banda surgiu em 442 nm apds a coordenagao
da pirazina, caracteristica de banda de transferéncia de carga metal-ligante (TCML)
dx(Ru")>n*(pz) (442 nm), comparavel a outros compostos de ruténio ligados a
pirazina (HINTZE; FORD, 1975).
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Figura 34. Espectro de absor¢do na regido do UV-visivel para o complexo
[Ru(Pc)(pz).]. [complexo] = 1,84 x 10 mol.L™" em CHCls.

Para a caracterizagdo deste composto (Figura 34), analise microanalitica de
carbono (Tabela 5) e analise de raios-X foram obtidas e confirmam a estrutura
proposta.

A sintese do complexo trinuclear de ruténio se deu pela adicdo de
[Ru(Pc)(pz)2] ao complexo cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2]** em solucdo. No meio reacional,
o ligante NO* da espécie cis-[Ru(NO)(NO,)(bpy)]** é reduzido pela adigdo de azida
de sédio, seguido de liberacdo de NO° do sistema Ru"-NO°. Subsequentemente
houve coordenagdao do ligante de ponte pirazina do complexo [Ru(Pc)(pz).]
(SAUAIA; da SILVA, 2003) aquele contendo Ru-bpy que originou a espécie
[{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz)]*".

O espectro na regiao do UV-visivel do complexo
[{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz)2](PFs)s (Figura 35) apresenta uma banda Q n—n* da
Pc®) coordenada em 634 nm e, portanto, deslocada para menor energia quando
comparada a banda Q do complexo [Ru(Pc)]. Verifica-se neste complexo nitrosilo,
diferentemente dos seus outros dois precursores [Ru(Pc)] e [Ru(Pc)(pz).], uma
banda na regido do UV em aproximadamente 320 nm a qual, como ja descrito para
outros complexos com NO coordenado, é atribuida a uma transferéncia de carga do
metal para o ligante (TCML) d;Ru(ll) —» =#n*(NO) (da ROCHA et al., 2008;
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GORELSKY et al., 2000; TFOUNI et al., 2003). Os dados espectrofotométricos para
os complexos de ruténio na regido do UV-visivel estdo relatados na Tabela 8. O
complexo trinuclear contendo ruténio-ftalocianina [{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz)2](PFs)s
€ inédito, e suas caracteristicas de espectro de absorgdo encontram-se na Figura
35.
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Figura 35. Espectro de absor¢do na regidao do UV-visivel para o complexo
[{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz),]®*. [complexo] = 6,0x10° mol.L”" em acetonitrila.

Tabela 8 — Resultados de analises de espectros na regido UV-visivel para os
complexos de ruténio

Complexo A, nm (log &, mol" L cm™)
[Ru(Pc)] ® 318 (4,3): 576 (3,9): 632 (4,2)
[Ru(P)(p2)a] ° 314 (4.87); 442 (3,96); 586 (4,35); 640 (4,66)

[{Ru(NO)(bpy2)}.RuPc(pz)2]® 290 (5,17); 318 (4,89); 576 (4,39); 634 (4,52)

@ em CHCl3; ° em acetonitrila.
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4.5.5 Espectroscopia naregiao do infravermelho

Para complexos ruténio-nitrosilo, a espectroscopia na regido do infra
vermelho é uma importante ferramenta para verificar se ha coordenagéo do NO™ no
ion metalico Ru(ll). Em trabalhos ja descritos, quando ha coordenagdo do NO* ao
ruténio, geralmente o espectro na regido do infravermelho apresenta bandas
intensas de estiramento no intervalo de 1800 cm™ a 1970 cm™ (MARCHESI, 2008;
de LIMA et al., 2006; FERREIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2004). A variacao da
frequéncia de estiramento v(NO) em compostos de coordenagédo depende do metal,
dos co-ligantes e da estereoquimica do ligante NO (FORD et al., 1998).

Na Figura 36 estado representados os espectros na regiao do infravermelho,
obtidos em pastihas de KBr, para os complexos [Ru(Pc)(pz),] e
[{Ru(NO)(bpy2)}RuPc(pz)2](PFe)s.
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Figura 36. Espectros na regidao do infravermelho, em pastilha de KBr, dos
complexos [Ru(Pc)(pz).] (preto) e [{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz)2](PFs)s (vermelho).

Observa-se, no espectro do complexo trinuclear (vermelho) quando
comparado ao espectro do seu precursor (preto), que ha semelhangas nas bandas
de estiramento abaixo de 1750 cm™. Entretanto, had uma banda bastante evidente
abaixo de 1000 cm™' para o complexo [{Ru(NO)(bpy2)}RuPc(pz)](PFs)s,
caracteristica dos picos intensos de PFs. Em 1940 cm™ foi observada uma banda de
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estiramento do NO" para o composto nitrosilo, o0 que é um indicativo da coordenagéo
do NO* ao Ru(ll).

Este resultado se assemelha aos apresentados por Sauaia e da Silva (2003)
que relata para o composto cis-[Ru(NO)(bpy)2(pz)](PFe)s a energia vibracional do
NO* em 1950 cm™. Deste modo, o comportamento do ligante nitrosil no espectro
de infravermelho depende dos orbitais envolvidos na interagdo Ru(ll)-NO", e
também de outros fatores, como a estereoquimica do complexo, a forga de

ligacdo e as interagdes intermoleculares do metal com seus ligantes.

4.5.6 Espectroscopia de luminescéncia

Compostos de ftalocianinas possuem propriedades luminescentes que podem
ser uteis para a caracterizagdo quimica e para a avaliagdo da atividade biolégica
destes compostos, como, por exemplo, auxiliando na localizagdo do composto
dentro de uma estrutura viva como culturas celulares (FABRIS et al., 2006), fungos
ou bactérias.

Com o intuito de entendermos a colocalizacdo do composto nos ensaios
bioldgicos, foram determinadas os comprimentos de onda de excitagao e emissao do
complexo trinuclear de ruténio [{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz)2](PFe)s. As propriedades
fotoquimicas das ftalocianinas sdo importantes para seu uso na Terapia
Fotodindmica. O diagrama de Jablonski, representado esquematicamente abaixo
(Figura 37), é usado para representar e explicar as propriedades fotofisicas da TFD.

Na auséncia de fotoativagdo (hv), o fotossensibilizador (FS) estd no estado
fundamental (S,). Quando o FS absorve a luz no comprimento de onda apropriado,
ele é excitado a um estado de vida curta (~1-100 ns), chamado primeiro estado
singleto (S1). Do S4, o FS pode tanto voltar ao seu estado fundamental (S,) — via
fluorescéncia, ou ir para um estado tripleto (T+), um processo chamado de conversao
intersistema (ISC). A volta para o estado fundamental (S,) do estado T4 é proibida
pela regra de spin e isto resulta em um tempo de meia vida maior (= 500 ns) do FS
no estado tripleto, permitindo com que o FS possa reagir com o oxigénio molecular
que esta no meio (NOMBONA, 2012a). Este tempo de meia vida mais longo no

estado tripleto é essencial para a eficiéncia das reagdes fotossensibilizadas.
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Figura 37. Representacdo esquematica baseado no Diagrama de Jablonski
ilustrando os processos de transigao do fotossensibilizador apds a absorgao da luz.
A= absorcdo de energia, F= fluorescéncia, ISC = cruzamento intersistemas, P =
fosforescéncia, FS = fotossensibilizador.

Fonte: Nombona (2012 a).
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Figura 38. Espectros de absorbancia (verde), excitagdo (azul; Amax= 645 nm) e
emissao (vermelho; Amax= 690 nm), fendas de Aex € Aem= 5 nm, do complexo
{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz).]®* em acetonitrila. [composto] = 1,0 x 10™° mol.L™".
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Os espectros de emissdo do complexo [{Ru(NO)(bpy.)}:RuPc(pz)s]°
acetonitrila estdo mostrados na Figura 38. Podemos observar que o espectro de
emissao apresenta banda com maximo em 690 nm, quando excitado a 645 nm
Estes resultados obtidos para o complexo trinuclear contendo ruténio-ftalocianina
assemelham-se aos relatados por Durmus e Nyokong (2007) para outras metalo-
ftalocianinas, com centro metalico de galio, cujos Aex = 660 nm e Aem acima de 700
nm. Estes resultados também estdo proximos dos comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo encontrados para diferentes ZnPc substituidas no trabalho de
Gonzalez-Cabello e colaboradores (2003). Nombona e colaboradores (2012b)
relatam para outra ZnPc substituida Acx em 694 nm e Aem em 704 nm. Sugere-se
portanto, que 0s Aex € Aem €ncontrados para este novo complexo trinuclear de ruténio

estao de acordo com os dados relatados para diferentes metalo-ftalocianinas.

4.5.7 Tempo de vida de fluorescéncia no estado excitado
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O tempo de vida no estado excitado pode influenciar a transferéncia de
energia para o estado tripleto e consequentemente, a geragédo de oxigénio singleto a
partir do oxigénio molecular.

A Figura 39 mostra a curva de decaimento da fluorescéncia para o complexo

ruténio-ftalocianina. Para este novo complexo trinuclear, nas condi¢des avaliadas, foi
encontrado um tempo de meia vida de fluorescéncia (T:) de 4,978 + 9,407x10%

nanossegundos. A qualidade da regressao linear foi acompanhada segundo os
valores estatisticos de chi-quadrado, que foi de 1,224, Durbin Watson: 1,862 e Z: -

0,08326, que foram determinados pelo proprio aparelho. Estes valores estdo de
acordo com os parametros estipulados para que se tenha um valor de T¢ satisfatorio.

Comparando-se a outros compostos contendo ion metalico coordenado a
ftalocianinas, observa-se que para o complexo trinuclear o tempo de vida de fluorescéncia
é relativamente maior que os citados para complexos de galio-ftalocianina, cujos Tr estao

na faixa de 0,72 a 2,05 nanossegundos (DURMUS; NYOKONG, 2007). E relatado que
para compostos de ftalocianina com diferentes ions metdlicos o Tr varia entre 1 e 7
nanossegundos (CHEN et al., 2002; GUO et al., 2012; PAULO; COSTA, 2010).

O valor de Tr determinado para o composto trinuclear € consistente com o

maior rendimento quantico de produgdo de 'O,. Considerando-se que a geragéo
desta espécie reativa (Figura 37) deve-se a transferéncia de energia do estado
tripleto da ftalocianina para o 302, o resultado obtido parece peculiar para a espécie
trinuclear. Sugere-se que o maior tempo de vida pode estar ligado a deslocalizagcao
eletrbnica entre os ligantes bipiridina, pirazina e ftalocianina.

Sendo assim, a Tabela 9 resume os dados de caracterizacdo do novo

complexo trinucelar de ruténio-ftalocianina em acetonitrila.

Tabela 9 — Dados espectrais de absor¢cdo, emissdo e excitacdo para o complexo
[{Ru(NO)(bpy2)}:RuPc(pz)2]**

Complexo Aabs Aem Aex Tr

[{Ru(NO)(bpy-)}RuPc(pz).]>* 634 nm 690 nm 645 nm 4,97 ns

Aabs = absorgdo maxima da banda Q, A., = emissdo maxima da banda Q, ., = excitacdo maxima da
banda Q, 7= = tempo de meia vida de fluorescéncia em nanossegundos.
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4.5.8 Estudos fotoquimicos

Foram realizados dois tipos diferentes de experimentos de fotdlise: um com
acompanhamento da variagdo espectroscépica na regiao UV-visivel e o outro com
registro cronoamperométrico da liberagcdo de NO gasoso. Os estudos de fotdlise
foram realizados com o precursor [Ru(Pc)(pz).] e com o complexo trinuclear de
ruténio, ja contendo em sua esfera de coordenagdo o NO coordenado. Os estudos
fotoquimicos foram realizados em CHCI; para [Ru(Pc)(pz).] e em H,O:DMSO (5:2)
para [{Ru(NO)(bpy-)}2:RuPc(pz).]®* buscando mimetizar as condicdes em que este
composto seria utilizado nos ensaios biolégicos. As espécies foram irradiadas com
laser no comprimento de onda de irradiagc&o (Air) de 660 nm.

A Figura 40 mostra que ao ser irradiado, ndo se observa variagbes no

espectro de absorg¢ao na regido do UV-visivel para o complexo [Ru(Pc)(pz).].

0,6
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Figura 40. Espectros sucessivos obtidos na regido do UV-visivel do complexo
[Ru(Pc)(pz)2], em cloroférmio, apos pulso de energia em 660 nm. Tempo de fotdlise:
0s,10s,20s,30s,40s e 60s. [complexo] = 6,78x10° mol.L™".

Em contrapartida, pode-se observar que o complexo trinuclear de ruténio
apresenta mudangas no espectro de absorgdo na regido do UV-visivel. Ao ser
irradiado em 660 nm, e com [{Ru(NO)(bpy2)}.RuPc(pz),]°* as bandas da regido do
visivel diminuem a absorg¢ao, conforme pode ser observado melhor no espectro do
detalhe (Figura 41).
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Figura 41. Variagdo espectral na regido do UV-visivel do complexo e

[{Ru(NO)(bpy2)}RuPc(pz)]®*, em H,O:DMSO (5:2) apds pulso de energia em 660
nm. Tempo de fotdlise: 0's, 30's,60's, 90 s e 120 s. [complexo] = 3,0x107° mol.L™".

A Figura 41, o composto trinuclear apresenta um ponto isosbéstico em 532
nm. De maneira sutil, ha ainda um aumento de intensidade de absorbéancia entre os
comprimentos de onda de 400 e 500 nm. Quando comparado ao espectro inicial do
complexo trinuclear, os complexos nitrosilo ndo apresentam essa banda devido a
forte retrodoagéo existente entre o metal e o ligante nitrosil (NO*). Acredita-se que
medida que ocorre a liberagdo do NO e a sua substituigdo por uma molécula de
solvente (H20), ocorra aumento da intensidade nesta regido. Um outro indicativo de
liberagdo do NO quando Ay em 660 nm € que na banda em 318 nm, caracteristica
de transferéncia de carga d;Ru(ll) - (NO), também ha uma pequena diminuicéo de
intensidade. Isto é descrito pois bandas de absor¢cdo proximas a 350 nm sao
atribuidas como sendo TCML dg(Rull)-r*(NO*), assim coerentes com outras
espécies contenco Ru-NO (de LIMA et al., 2005). A medida que ocorre a liberagéo
do NO, ha a coordenagao de uma molécula de solvente (H20), o que condiz com o
aumento de bandas proximas a 470 nm. Como a irradiagcdo se da em 660 nm,
acredita-se que ha um caminho que o elétron tem que percorrer para ocasionar a
liberagdo do NO. Sugere-se que o mecanismo envolvido neste processo de fotdlise é
caracterizado por ser uma transferéncia eletrénica fotoinduzida (TEF), que envolve

um composto que absorve luz na regido do visivel apresentando forte caracteristica
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redutora no estado excitado, e um composto receptor que tenha ligante nitrosil na
esfera de coordenacao, o qual libera NO ao sofrer reducéo (da SILVA et al., 2007;
SAUAIA et al., 2005a; SAUAIA et al., 2005b). Reacdes de TEF s&o encontradas na
natureza, como é o caso da fotossintese, onde a luz é convertida em energia
quimica a partir dos processos de transferéncias de cargas por indugao da luz.

O Esquema 6 representa o mecanismo fotoquimico proposto neste processo

de liberacédo de NO:

hv )
[Ru'(bpy)2NO™ pzRu'(Pe)pz Ru'(bpy), NO'] ——> [Ru'(bpy), NO" pzRu'(Pc)pz Ru'(bpy), NO']
nm
H20
[Ru'(bpy)2(H20) pzRu(Pc)pz Ru'(bpy)a(Hz0)] + 2 NO

Esquema 6. Mecanismo de fotdlise em 660 nm sugerido para o complexo
[{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz)2]>".

Considerando que o0 estado excitado da TCML do complexo
[{Ru(NO)(bpy2)}RuPc(pz),]®* é centrado no ligante ftalocianina, podemos dizer
que ocorreu a formagdo do intermediario [Ru”(bpy)zNO*szu”(P(i):)szu”(bpy)gNO*],
propondo que a transferéncia eletrbnica acontece da ftalocianina para o ligante
nitrosil.

Concomitantemente aos estudos da variacdo espectral, acompanhou-se a
concentracédo de 6xido nitrico liberada a partir da irradiagcédo em 660 nm (Figura 42).
Percebe-se que, ha uma pequena mudancga na corrente de detecgcdo do NO pelo
eletrodo apés irradiagdo do complexo e [{Ru(NO)(bpy.)}.RuPc(pz),]®* em 660 nm.
Isto & consistente com uma liberagdo muito baixa do ligante NO no complexo

trinuclear.
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Figura 42. Cronoamperograma do NO liberado para o complexo e
{Ru(NO)(bpy2)}RuPc(pz)2]°*. [complexo] = 3,0x10° mol.L™", em solugéo H,0:DMSO
(5:2), durante 20 minutos de irradiagdo em A 660 nm.

4.5.9 Andlise redutimétrica da liberacdo do NO

Ao se planejar a estrutura de um complexo, procura-se por compostos
termodinamicamente estaveis para que os compostos sintetizados possam sofrer
menos interferentes indesejaveis que possam levar a sua degradagao. No entanto,
fisiologicamente, muitas s&o as condi¢des que influenciam a estabilidade do
composto. Em se tratando de complexos liberadores de NO, estes podem ser
controlados de maneira a manter o NO coordenado ou libera-lo conforme o alvo de
interesse para a atividade biolégica do 6xido nitrico. Compostos que podem ser
clinicamente viaveis, além de liberarem o NO por estimulo luminoso, também podem
liberar o NO por reducdo quimica do NO* coordenado. O processo se vale de baixa
afinidade do ligante NO° a Ru(ll) (LUNARDI; da SILVA; BENDHACK, 2009).

As Figuras 43 A e 43 B mostram a liberagdo de 6xido nitrico do complexo
trinuclear [{Ru(NO)(bpy,)}.RuPc(pz),]®* na presenca de dois diferentes agentes
redutores: amalgama de cadmio e acido ascorbico. Percebe-se que a concentragéo

de Oxido nitrico liberado nos dois experimentos € muito maior que a liberagao
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observada pelo estimulo luminoso quando o complexo foi irradiado em 660 nm
(Figura 42).
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Figura 43. Analises qualitativas da liberagdo cronoamperométrica de NO a partir da
acao redutimétrica do amalgama de Cd (em A) do acido ascoérbico (em B) para
complexo [{Ru(NO)(bpy.)}:RuPc(pz)2]°*.

E descrito que para o nitroprussiato de sédio, composto capaz de liberar 6xido
nitrico e usado para tratar doengas cardiovasculares, o uso de agentes redutores
facilitam a liberagcédo de 6xido nitrico para a sua agao biolégica (BATES et al., 1991;
SMITH; DASGUPTA, 2002). Dentro deste contexto, o ambiente intratumoral descrito
como de baixo pH (WAHL et al., 2002; WOJTKOWIAK et al., 2012), poderia auxiliar
o composto trinuclear com um efeito citotéxico sinérgico: de liberagdo da molécula
de Oxido nitrico quando o ambiente é redutor e na geragdao de oxigénio singleto,

quando fotoestimulado.
4.5.10 Determinacédo da geracao de oxigénio singleto

Uma vez que o fotossensibilizador tenha sido absorvido pela massa tumoral,
sob um fotoestimulo na regido da luz visivel, ele é capaz de produzir espécies
reativas de oxigénio tais como o oxigénio singleto 'O, e outros radicais livres como
HO®, H.0.* e °0,. Essas espécies podem agir em conjunto ou isoladamente,
dependendo das condicdes de tratamento do tumor e podem danificar estruturas das
membranas, o DNA e outras estruturas celulares que podem levar a célula tumoral a
morte (DOUGHERTY et al., 1978, AGOSTINIS et al., 2011).

Dentro deste contexto, o estudo da geragdo de oxigénio singleto pelo novo

complexo trinuclear contendo ruténio-ftalocianina foi realizado (Figura 44). A
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estrutura quimica deste complexo permite a geracdo tanto ERNs, como detectado
nos estudos de liberagdo de NO, quanto EROs. Os mecanismos de geracdo de
EROs, durante o tratamento com TFD, podem ser dos tipos | e/ou Il (SIBATA et al.,
2000). O radical superoxido (Oz*) é gerado no mecanismo tipo | através da
transferéncia de elétrons (Te) da ftalocianina quando excitada pela luz, para o
oxigénio no estado fundamental. No entanto, o mecanismo que gera 'O, (tipo II), de
transferéncia de energia, € mais comumente relatada na TFD (OCHSNER, 1996).
Isto se deve as reacdbes de TEF serem mais rapidas do que as reacbes de
transferéncia de energia observadas no mecanismo tipo | (MACHADO, 2000).

Ha dois métodos principais que podem ser usados para a determinagdo de
oxigénio singleto: as sondas quimicas ou medida de luminescéncia em 1270 nm. O
DPBF (1,3-difenilisobenzenofurano) € conhecido como uma sonda, usada em
solventes organicos, que capta o oxigénio singleto formado e foi usado para a
determinagao do oxigénio singleto gerado pelo novo complexo trinuclear de ruténio.
Usou-se comprimento de onda de excitacdo em 660 nm. O desaparecimento da
banda de absorgdo da sonda (410 nm), que é consumida conforme o oxigénio

singleto é formado, foi medido por espectroscopia sendo mostrado na Figura 44.
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Figura 44. Espectro de absorcdo do complexo [{Ru(NO)(bpy2)}:RuPc(pz):]®* em
acetonitrila e na presenga de DPBF apds sucessivas irradiagdes (2 segundos) com
laser de diodo em 660 nm.
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A maioria das drogas que combinam fotossensibilizadores, como as
ftalocianinas, sdo bastante eficientes na produgao de 0, (DeROSA; CRUTCHLEY,
2002). O rendimento quantico de geragao de oxigénio singleto para o novo complexo
trinuclear foi de @,= 0,81. Este € um valor bastante consideravel quando comparado
com outros compostos de ftalocianina usados para a terapia fotodinamica, que
costumam apresentar um rendimento quantico proximo a @,= 0,50 (BAYRAK et al.,
2012). A literatura relata que outro composto com ruténio-ftalocianina capaz de
liberar 6xido nitrico tem um rendimento quantico de formagdo de 'O, de @, = 0,22
(CARNEIRO et al., 2011).

4.6 Citotoxicidade

O novo complexo trinuclear é capaz de gerar 'O, quando irradiado em
comprimento de onda na janela terapéutica — 660 nm, como ja descrito nos estudos
fotofisicos. Como o tempo de vida do 'O, é muito curto, cerca de aproximadamente
2 us, acredita-se que esta espécie reaja no seu sitio de formagao. Esta caracteristica
€ muito importante do ponto de vista bioldgico, ja que o raio de agdo do oxigénio
singleto fica restrito a regido do tumor, diminuindo as chances de lesdes em tecidos
vizinhos sadios. O oxigénio singleto € mais agressivo que as demais EROs e pode
reagir instantaneamente com lipideos insaturados, aminoacidos e acido nucleicos.
Como os principais constituintes de membranas biolégicas podem ser alvo destas
especies, as reagoes fotoxidativas podem ocasionar alteracdes da permeabilidade
celular provocando a morte do tecido tumoral (MacDONALD; DOUGHERTY, 2001).

Com base nestes conhecimentos, foram realizados estudos de fototoxicidade
com o0 composto trinuclear de ruténio com as células Jurkat, B16-F10 e L929. A
linhagem L929 foi usada como modelo de célula ndo tumoral para os estudos de
citotoxicidade do complexo. As células Jurkat e B16-B10 foram os modelos de

células tumorais usadas para os ensaios.
4.6.1 Células L929
A linhagem de células L929 (fibroblasto de camundongo) foi usada como

modelo de células ndo tumorais para os estudos de fototoxicidade do complexo

trinuclear de ruténio.
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Os estudos com estas células foram realizados com o intuito de determinar o
periodo de incubacédo e a concentragao do complexo trinuclear a ser utilizada para
avaliacdo do efeito de perda da viabilidade. A Figura 45 mostra o efeito
concentracdo e tempo dependente da atividade do complexo trinuclear em células
L929.
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Figura 45. Efeito do complexo [{Ru(NO)(bpy-)}RuPc(pz).]®* na viabiliadade celular
de células ndo tumorais de fibroblasto murino (L929), avaliado por MTT. As células
de foram tratadas e pré-incubadas por 4 horas e 24 horas com o complexo trinuclear
de ruténio nas concentragcbes de 0,04; 0,4 e 4 uM. Os dados apresentados
representam as médias + S.E.M. de 3 experimentos independentes feitos em
duplicata e os resultados de viabilidade celular foram expressos em porcentagem em
relagao ao controle.

Nos estudos de citotoxicidade com os complexos de ruténio, efeitos de perda
da viabilidade celular foram considerados quando a diminuicdo da viabilidade
mostrava-se maior que 25 %. Na Figura 45, no modelo avaliado como células nao
tumorais, o complexo trinuclear contendo ruténio-ftalocianina ndo mostrou atividade

citotoxica maior que 25 % com 4 horas de incubag¢do na concentragao de 4 uM. No
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entanto, quando aumentado o tempo de exposicdo ao composto, a perda de
viabilidade celular na concentracéo de 4 uM aumenta, passando de 72,67 % quando
incubado por 4 horas, para 48,25 % quando incubado por 24 horas. Neste sentido,
os estudos concernentes a atividade citotéxica dos compostos foram centrados em 4
horas de incubagdo com o composto trinuclear e na concentracéo de 0,4 uM, que
nao mostrou atividade citotoxica com 4 horas de tratamento com o composto na

auséncia de fotoestimulo.

4.6.2 Células Jurkat

Com o objetivo de entender se a molécula de oxido nitrico liberada pelo
composto teria efeito sinérgico ao do oxigénio singleto na citotoxicidade, a linhagem
celular derivada de leucemiade células T humana (Jurkat) foi tratada com o
composto trinuclear. Para este fim, as células foram tratadas e logo apds a adigcéo
das drogas, as mesmas foram irradiadas. Foram usados dois tipos de fonte luminosa
para os estudos com as células Jurkat: uma lanterna com luz UV (LED, Light-
Emitting Diode), com comprimento de onda em 390 nm e poténcia de 2 mW e outra
lanterna com luz vermelha, com laser em 650 nm e poténcia de 38 mW. Estes
experimentos foram realizados na Sonoma State University.

As células foram irradiadas durante 1 minuto com luz UV, tempo que nao
causa dano as células apenas com a irradiagcado, porém suficiente para se observar a
mudancga espectral de uma solugdo contendo a espécie trinuclear, quando avaliada
por UV-visivel (Figura 46). A liberagdo do NO pelo composto foi postulada como
parte do processo e postriormente confirmada qualitativamente por medida de
corrente elétrica no NOmeter. Ja a luz vermelha, em 650 nm, foi usada para irradiar
as células com dose de 5 J/icm?, o que conforme discutido anteriormente, ndo

ocasionaria a liberacdo de NO em concentragdes significativas.
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Figura 46. Espectro de absor¢do na regidao do UV-visivel para o complexo
[{Ru(NO)(bpy2)}:RuPc(pz),]®*, em DMSO:RPMI. Tempo de irradiagdo aleatdrio Air =
390 nm (luz LED).

Os ensaios de citotoxicidade foram avaliados por medida da viabilidade
celular. Foram realizados ensaios para determinar o tempo de incubacdo e a
concentracdo do complexo [{Ru(NO)(bpy.)}RuPc(pz),]®* de forma que, sem
fotoestimulo (escuro), ndo fosse capaz de diminuir a viabilidade celular em mais de
25 %.

Determinada a condi¢cdo na qual o complexo nao mostrava citotoxicidade no
escuro, com quatro horas de incubacdo, as células foram fotoestimuladas neste
mesmo periodo com o composto. O efeito esperado para um composto desenhado
para a TFD é a baixa toxicidade na auséncia do fotoestimulo e, sob o uso da luz,
espera-se a morte das células tumorais.

E o que pode ser observado na Figura 47. A Figura apresenta o efeito
concentracédo e tempo dependente da agao do complexo trinuclear de ruténio. Com
4 horas de incubagao o composto ndao apresenta citotoxicidade sem fotoestimulo em
nenhuma das concentragdes testadas (0,04; 0,4 e 4 uM). Apés 8 horas de
incubacdo, o composto apresenta citotoxicidade na maior concentracdo testada (4
uM ) e com 24 horas, a citotoxicidade é verificada na concentracéo intermediaria de
0,04 uM.
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Figura 47. Efeito citotoxico do complexo [{Ru(NO)(bpy)}RuPc(pz).]** em linhagem
de células tumorais Jurkat. As células de leucemia humana foram tratadas com o
composto e incubadas por diferentes periodos com o composto e sem fotoestimulo.
Os dados apresentados representam as médias + S.E.M. de 3 experimentos
independentes realizados em duplicata e os resultados de viabilidade celular foram
expressos em porcentagem em relagdo ao controle. * p< 0,05; ** p< 0,01 e *** p<
0,001 em relacéo ao controle.

Sendo assim, para averiguagdo do uso deste composto para a TFD, ou seja,
sob irradiagdo, o tempo de incubacgao estabelecido foi de 4 horas de incubagao. O
motivo da escolha se deu porque as condi¢des de estudos permitiram o uso de uma
baixa concentragdo do composto e também de uma baixa dose de luz empregada

no fotoestimulo, quando comparado com outros compostos com
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fotossensibilizadores relatados na literatura (CARNEIRO et al., 2011; CICCILINI, et
al., 2009; MARANHO et al., 2009).

Jeannin e colaboradores (2008) descreveram as diferentes maneiras que o
oxido nitrico pode contribuir para os efeitos de morte celular como, por exemplo, pela
interagcao desta biomolécula com membros da familia de receptor de morte celular
TNF (fator de necrose tumoral); ou como o efeito sinérgico deste gas com
quimioterapicos como a doxorubicina e a cisplatina, além de corroborar com o efeito
de morte celular de radiagao ionizantes.

Neste contexto, ao fazer uso de um composto trinuclear de ruténio, cuja
estrutura combina um sensibilizador com a liberagdo da molécula de 6xido nitrico,
este composto pode ser uma ferramenta na contribuicdo para que as células
tumorais possam se tornar mais susceptiveis a agdo do oxigénio singleto. Ou seja, o
oxido nitrico seria uma agente sensibilizante destas células o que tornaria mais
eficiente a acdo do oxigénio singleto.

Para entender este processo, as células Jurkat foram irradiadas
primeiramente com a luz UV, quando se esperava a liberagdo do NO. Logo apds
este fotoestimulo, usou-se a luz vermelha, para geragao do oxigénio singleto (Figura
48). Quando as células foram previamente sensibilizadas pela luz UV (Figura 48 - B),
seguida pelo tratamento com a luz vermelha (Figura 48 - D), ndo se observou
diferenca na contribuicio esperada da espécie NO para com o efeito do 'O, nas
condi¢des testadas. Neste caso, a resposta de diminuicdo da viabilidade celular
parece ser atribuida a acdo do oxigénio singleto (Figura 48 - C) gerado pelo

complexo trinuclear quando irradiado na dose de 5 J/cm?, Air 650 nm.
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Figura 48. Efeito citotéxico do complexo [{Ru(NO)(bpy2)}.RuPc(pz):]°* em linhagem
de células tumorais Jurkat. As células de leucemia foram tratadas com o composto e
imediatamente irradiadas com fonte luminosa descrita para cada situagao (A, B, C e
D). Apos 4 horas de contato com a droga, adicionou-se MTS para a avaliagado de
viabilidade celular. Os dados apresentados representam as médias + S.E.M. de 3
experimentos independentes feitos em duplicata e os resultados de viabilidade
celular foram expressos em porcentagem em relagéo ao controle. * p<0,05de Ce D
em relacdo a A na concentragdo de 0,4 uM.
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Outra maneira de avaliar se o efeito prévio do NO nas células tumorais possa
ter sido de sensibilizagdo das células para posterior efeito do oxigénio singleto, foi a
avaliacdo do possivel efeito genotoxico do 6xido nitrico. E descrito que o éxido
nitrico pode gerar uma resposta adaptativa nas células (CRAWFORD; DAVIES,
1994), ou seja, pela sua agao, seja ela citoprotetora ou citotdéxica, pode contribuir
para o aumento ou diminuigdo no efeito da viabilidade celular. Com o propésito de
entender se havia a possibilidade de resposta ao efeito genotdxico do éxido nitrico
nas células Jurkat, as células foram expostas a adicdo do composto trinuclear de
ruténio e logo em seguida, submetidas a fotoestimulagéo para a liberagdo do NO

com a luz UV (Figura 49).
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Figura 49. Efeito citotdxico do complexo [{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz):]°* em linhagem
de células tumorais Jurkat. As células de leucemia foram tratadas com o composto e
imediatamente irradiadas com fonte luminosa em 390 nm. Apds o periodo de 4
horas, as células foram irradiadas com a luz em 650 nm na dose de 5 J/cm?. Apds
este periodo, adicionou-se MTS para a avaliacdo de viabilidade celular. Os dados
apresentados representam as médias + S.E.M. de 3 experimentos independentes
feitos em duplicata e os resultados de viabilidade celular foram expressos em
porcentagem em relagcao ao controle. * p< 0,05 em relagéao ao controle.

Apos a fotoestimulacdo, esperou-se 4 horas para avaliar a resposta celular

por efeito do 6xido nitrico, citotdxico ou citoprotetor. Em outro experimento, além da
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luz UV, foi realizado fotoestimulo com luz vermelha para geragdo do oxigénio
singleto pelo composto. Experimentos controles, com as células tratadas apenas em
condigdes sem fotoestimulo e as irradiadas nas mesmas condigbes também foram
realizados. Observou-se que, nas condicbes e concentracdes testadas, nao houve
efeito genotodxico por parte do NO liberado pelo composto, embora os experimentos
de fotdlise, acompanhados por espectroscopia de UV-visivel (Figura 46) e
acompanhamento pelo NOmeter mostrassem que havia liberacdo de NO quando o
composto era irradiado com a luz UV em solugao de meio de cultura celular.

Diante destes resultados, percebe-se que talvez a concentragdo de oxido
nitrico liberado pelo composto nao fosse suficiente para causar o dano celular por si,
no periodo de tempo usado para a incubacao. Buscando o entendimento de como a
molécula do éxido nitrico poderia contribuir com efeito sinérgico a agao citotoxica do
oxigénio singleto, foram usados doadores externos de NO para os ensaios de
citotoxicidade. SNAP (S-Nitroso-N-Acetil-D,L-Penicilamina) (Figura 50) € um doador
classico de NO da classe dos S-nitrosotidis, capaz de liberar o6xido nitrico

espontaneamente quando colocado em meio redutimétrico ou por estimulo luminoso.

O=N—S

N

O

Figura 50. Estrutura quimica do SNAP, um doador classico de 6xido nitrico.

Os S-nitrosotidis sdo estruturados geralmente como RSNO (onde R é o
principal grupo orgéanico) e sdo uma classe de doadores tanto exdégenos (SNAP)
quanto endogenos. Dentre os doadores endoégenos, podemos citar os aminoacidos
componentes de proteinas e peptideos como a cisteina (ELAHI; NASEEM; MATATA,
2007), que sofrem nitrosagéo (coordenac¢ao do atomo de N) formando os RSNOs, o
que constituiria uma reserva enddégena de NO. Os RSNOs podem ser degradados
tanto por agdes enzimaticas quanto por ndo enzimaticas para a liberacdo do NO
para os tecidos-alvo, onde esta biomolécula desempenhara seu papel fisiologico
(FUKUTO; CARRINGTON, 2010; FUKUTO et al., 2008).
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Analises da citotoxicidade do complexo trinuclear do ruténio foram realizadas
em combinacdo com doadores exdégenos de Oxido nitrico. As analises feitas por
citometria de fluxo (Figura 51) mostram que o SNAP ndo mostrou atividade citotoxica
quando aplicado nas células sem estar combinado ao complexo trinuclear nas duas
condicdes: com e sem fotoestimulo. No entanto, quando usado em combinacdo com
o complexo trinuclear de ruténio e com fotoestimulo em Ay 650 nm, o SNAP
contribuiu para o aumento da atividade citotoxica do complexo trinuclear de ruténio,
passando de 80 % para apenas 25 % de viabilidade quando da combinagao SNAP
(500 uM) + complexo trinuclear (4 uM). Quando comparamos o complexo trinuclear
no fotoestimulo com o complexo + SNAP, percebe-se que ha aumento na atividade

citotoxica pelo composto.
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Figura 51. Analise da viabilidade celular por citometria de fluxo das células Jurkat
submetidas ao tratamento com o veiculo (DMSO), com os compostos trinuclear e o
doador de oxido nitrico SNAP. As células foram tratadas, irradiadas com luz em 650
nm e incubadas por 4 horas para avaliacdo dos efeitos celulares das espécies
reativas de nitrogénio e oxigénio. Grafico representativo de 2 experimentos
independentes. Leitura de 10.000 eventos.

Embora os resultados venham ao encontro com a proposta da atividade
sinérgica entre os efeitos celulares do 6xido nitrico e do oxigénio singleto para o

tratamento de células tumorais, ha alguns pontos a serem considerados quando se
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trata do composto SNAP. O SNAP & um S-nitrosotiol que além da molécula de 6xido
nitrico € capaz de gerar outros radicais que também podem reagir com o composto
trinuclear de ruténio no meio celular. Os outros radicais também podem agir em
conjunto com o NO liberado, colaborando para a diminuicdo da viabilidade celular.
Neste sentido, foi usado outro doador exdégeno de oxido nitrico, o DEA/NO
(Dietilamina NONOate) (Figura 52) que libera espontaneamente o NO em pH
fisiologico. A solugao estoque foi preparada no dia do experimento e armazenada
em solucdo basica de 0,01M de NaOH para evitar decomposi¢cao. DEA/NO é um
doador de NO que se dissocia espontaneamente de maneira pH dependente em um
processo de primeira ordem com o tempo de meia vida entre 2 a 16 minutos a 37° C
(DRAGO; PAULIK, 1960).

Figura 52. Estrutura quimica do dietilamina NONOate (DEA/NO), um doador de

oxido nitrico.

As células foram previamente tratadas somente com NaOH e somente com
DEA/NO para avaliagado do o efeito citotoxico deste ultimo. DEA/NO e NaOH nao
mostraram efeitos citotoxicos quando testados de maneira independente nas
células. Quando combinados o DEA/NO com o complexo trinuclear de ruténio, o
efeito mostrado por citometria de fluxo parece ser atribuido ao efeito citoprotetor do
NO. A Figura 53 corrobora com outros resultados mostrando que o complexo
trinuclear quando fotoestimulado, apresenta efeito citotdxico maior nas
concentragdes de 0,4 uM (65,1 % de viabilidade) e 4 uM (35,4 % de viabilidade).
Entretanto, quando combinado com o doador exégeno de NO no fotoestimulo, a

viabilidade é recuperada para 72,5 % para a concentragao de 0,4 uM e para 49,9 %

na concentracéo de 4 uM.
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Figura 53. Analise da viabilidade celular por citometria de fluxo das células Jurkat
submetidas ao tratamento com o veiculo (DMSO), com os compostos trinuclear e o
doador de 6xido nitrico DEA/NO. As células foram tratadas, irradiadas com luz em
650 nm e incubadas por 4 horas para avaliacdo dos efeitos celulares das espécies
reativas de nitrogénio e oxigénio. Grafico representativo de 2 experimentos
independentes. Leitura de 10.000 eventos.

Embora ndo se conhega o mecanismo de acao pelo qual o Oxido nitrico
liberado dos agentes exdgenos possa estar colaborando (no caso do SNAP) ou
protegendo da agcdo do complexo trinuclear (no caso do DEA/NO), estes resultados
conduzem a questdes interessantes de como o Oxido nitrico pode exercer tais
efeitos. E descrito, por exemplo, que o éxido nitrico exerce papel importante na
funcdo mitocondrial das células (PESTANA et al.,, 2009), uma das principais
organelas celulares envolvidas na avaliacdo da viabilidade celular. Srisook e
colaboradores (2005) ao estudarem o efeito citotoxico por dano oxidativo do cloreto
de cadmio (CdCl,) em células de glioma de ratos, fizeram uso de um doador de NO
da classe NONOate (SPER/NO) e perceberam o efeito citoprotetor do NO. Os
estudos mostram que o NO liberado induz a expressdo da enzima oxigenase e

proporcionou um efeito protetor contra os danos oxidativos de CdCl, nas células de
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glioma de rato. Outros estudos associam o efeito protetor do NO no efeito da TFD.
Bhowmick e Girotti (2013) mostraram que em estudos de TFD fazendo o uso do ALA
(um fotossensibilizador), ha aumento da enzima que sintetiza NO, a iINOS. O uso de
um inibidor desta enzima, diminuindo a produg¢ao de éxido nitrico, aumenta a morte
de células tumorais sugerindo o efeito citoprotetor quando ha presenga do NO.

Os resultados revelam que nas condi¢des testadas e com a linhagem celular
de leucemia humana, o 6xido nitrico liberado nao parece sensibilizar as células para
maximizar o efeito catalitico de dano as células tumorais por acédo do oxigénio
singleto. Neste contexto, entende-se que as espécies reativas de nitrogénio
formadas por cada composto podem colaborar para diferentes efeitos encontrados
no sinergismo do efeito do 6xido nitrico. O que se pode perceber, € que o Oxido
nitrico parece contribuir de maneira tanto citoprotetora quanto citotoxica (ALLEN;
DEMCHENKO; PIANTADOSI, 2009; BHOWMICK; GIROTTI, 2013; IOANNIDIS et
al., 1996; MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; TOLEDO; AUGUSTO, 2012; WINK;
MITCHELL, 1998) para os efeitos de viabilidade celular quando combinados os

doadores exégenos de NO com o complexo trinuclear de ruténio.
4.6.3 Células B16-F10

O cancer de pele é o mais frequente no Brasil e corresponde a 25% de todos
os tumores malignos registrados no Pais. Embora o melanoma represente apenas
4% das neoplasias malignas do 6rgdo, ele é o mais grave devido a sua alta
possibilidade de metastase (INCA, 2013). Em 2012, previa-se que 6.230 novos
casos de melanoma surgiriam no Brasil. Destes, 1.580 seriam na regido sul,
enquanto 3.530 novos casos eram previstos para a regido sudeste, as regides com
maior prevaléncia desta neoplasia no pais (INCA, 2012).

O modelo de melanoma usado para os estudos de atividade citotdxica do
complexo trinuclear de ruténio foram as células B16-F10, linhagem de células
pigmentadas e derivadas da pele de camundongos. Os ensaios de citotoxicidade
contra células tumorais de melanoma murino foram realizados para o complexo
[{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz),]®* (Figura 54) e também para o seu precursor
[Ru(NO™)(bpy)2(pz)l(PFs). (Apéndices A e B). Em face da insolubilidade do
complexo trinuclear em meio aquoso, uma massa do complexo trinuclear foi

previamente dissolvida em dimetilsulfoxido, posteriormente diluida neste mesmo
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solvente e ajustada a uma concentracgao final de DMSO de 1 %. Expressaram-se os
resultados em porcentagem de viabilidade celular versus concentragdo do complexo

em relagao ao controle.
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Figura 54. Efeito citotéxico do complexo [{Ru(NO)(bpy2)}RuPc(pz)2]®* em linhagem
de células tumorais B16-F10. As células de melanoma murino foram tratadas e pré-
incubadas com o complexo por 4 horas antes do fotoestimulo. O tempo de resposta
no escuro foi de 4, 24 ou 48 horas. Fotoestimulo em comprimento de onda de 660
nm e dose de 5 J/lcm?. Os dados apresentados representam as médias + S.E.M. de
3 experimentos independentes feitos em duplicata duplicata e os resultados de
viabilidade celular foram expressos em porcentagem em relagdo ao controle. ** p<
0,01 para comparacgao entre os grupos com e sem fotoestimulo.
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A Figura 54 mostra que a concentracédo de 0,4 uM causou perda de mais de
50% da viabilidade celular (com 4 horas de incubagédo) ao submeter as células a
irradiacdo em 660 nm. Para as células que nao foram fotoestimuladas (controle),
observa-se que nas mesmas condi¢cdes testadas, ndo houve perda da viabilidade
celular nesta mesma concentragcdo. Acredita-se que a diminuigdo da viabilidade
celular para os tratamentos com fotoestimulo, seja atribuida ao efeito de irradiagéo
luminosa que tanto pode gerar ERNs quanto EROs, espécies que podem estar
agindo de maneira sinérgica. A partir destes experimentos, determinou-se que para
o entendimento das vias envolvidas na morte celular, a concentracdo mais
adequada a ser usada seria a de 0,4 uM por um periodo de incubac¢do de 4 horas,
cujos resultados n&do mostram perda da viabilidade celular nos tratamentos sem
fotoestimulo.

As vias de sinalizagao celular sdo modificadas em resposta bioldégica a um
estimulo (p.e. adicdo de uma droga, radiagdo), sendo um sistema complexo
regulado por proteinas e receptores celulares. Isto envolve uma série de moléculas
de sinalizagcdo intracelulares, na superficie das células, no citoplasma e em
diferentes organelas, o que em conjunto determinam a resposta da célula causada
por agentes externos. Ha uma rede de proteinas que vai desde receptores celulares
até fatores de transcricdo, que sao relacionadas tanto a sobrevivéncia quanto a
morte das células (UZDENSKY, 2008). Cada célula define individualmente quais
proteinas estdo ligadas a seu estado fisiolégico e quais estdo associadas as
respostas especificas, como por exemplo, frente a uma patologia. Na TFD, que faz
uso de um conjunto composto por um fotossensibilizador e a luz como agentes
externos, diferentes e complexas respostas celulares podem estar associadas aos
seus efeitos. Neste sentido, buscou-se a colaboracdo com a Prof. Dra. Andréia
Machado Leopoldino, do Laboratorio de Marcadores e Sinalizagdo Celular no
Cancer, da FCFRP-USP, experiente na pesquisa de sinalizacdo e resposta ao
estresse oxidativo envolvidas no cancer, para a realizagdo dos ensaios biolégicos
que envolvem as vias de sinalizagao celular.

De uma maneira geral, a morte celular causada pelo composto trinuclear de
ruténio deve ocorrer por: i) inibicdo de vias de proliferagdo; e/ou ii) ativagdo de vias
de morte celular. A morte celular resultante da TFD, neste caso poderia ser, por
exemplo, apoptose, necrose ou autofagia (AGOSTINIS et al., 2011). Apesar de a

morte celular ser induzida pela TFD por diferentes fotossensibilizadores e em
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diferentes condig¢des, cada mecanismo de morte pode ser especifico dependendo do
tipo de célula, tempo de incubacdo com o fotossensibilizador e da dose de luz
empregada para a TFD. Neste sentido, foram analisados marcadores moleculares
relacionados a morte celular por apoptose (caspase-3 e a clivagem de PARP). Além
disso, outras vias foram estudadas e serao descritas a seguir, para um entendimento
do possivel mecanismo de acgado envolvido na resposta celular por este novo
complexo de ruténio-ftalocianina.

Ao se trabalhar com um composto que € capaz de gerar tanto espécies
reativas de oxigénio (EROs) quanto de nitrogénio (ERNs), a cascata de sinalizagao
da resposta celular por estes estimulos pode ser ainda mais complexa. O estresse
oxidativo associado ao dano celular leva a ativagdo de proteinas que sao
consideradas “sensores” de EROs. A TFD ativa proteinas envolvidas na proteg¢ao
celular a esses danos como, por exemplo, as chaperonas, superoxido dismutase,
tireodoxina, glutationa, dentre outras. Ha também algumas proteinas envolvidas com
a sinalizagdo celular, no controle da transcricao e na apoptose (KESSEL, 2012;
YOO; HA, 2012). Um dos efeitos da TFD é, reconhecidamente, a geracdo de
espécies reativas. Além do oxigénio singleto '0,, que tem tempo de meia vida
bastante curto, ha outras espécies geradas com tempo de vida mais longos, como o
peroxido de hidrogénio (H202) e o anion superoxido (O2") (PRICE; TERLECKY;
KESSEL, 2009), que sdo produzidos como subprodutos menores resultantes da
fosforilagdo oxidativa em células normais, mas que em condi¢cdes de estresse, a
producdo destas moléculas é aumentada (SKULACHEV, 1999). O 'O, é mais ativo
que as moléculas de H;O, and O,", provavelmente devido ao fato de as células
animais nao terem moléculas que detectem naturalmente esta espécie reativa, ja
que nao temos sistemas que produzam 0, endogenamente. No entanto, a
complexa resposta celular ao estresse oxidativo, envolvendo diversas vias de
sinalizagao implica na presenga de sensores de EROs que reagem as mudangas no
potencial redox celular (MOSEROVA; KRALOVA, 2012; UZDENSKY, 2008), mas
estes sensores nao sao completamente elucidados pela literatura.

Dentre os sensores de EROs, podemos citar a fosfatase lipidica, PTEN, uma
das proteinas analisadas pelos ensaios de Western blotting (Figura 55). A PTEN é
inativada por EROs e por mecanismos envolvidos no comportamento redox da
célula. Seu papel na célula é relacionado com controle da parada do ciclo celular,

apoptose, adesao celular, migracao e diferenciacao celular (CARNERO et al., 2008).
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A fosforilagdo da porcdo C terminal da proteina PTEN (fosfo-PTEN) pode ser
responsavel pela sua estabilizacdo, diminuindo assim sua atividade de fosfatase
(SILVA et al., 2008). PTEN inibe a ativagdo de Akt dependente de PI3K (fosfatidil
inositol quinase 3), uma das respostas a ser ativada pelo receptor de tirosina
quinase, presente na membrana das células que respondem aos estimulos externos.
PI3K e também a Akt (proteina quinase B) estdo envolvidas na sobrevivéncia celular
e apoptose. Akt é ativada pela fosforilagdo nos residuos de treonina 308 e serina
473, também envolvida na proliferacado e sobrevivéncia celular (CHUNG et al., 2009).
A resposta celular investigada pelos ensaios de Western blotting, apds tratamento
das células com o complexo trinuclear contendo ruténio-ftalocianina mostra que ha
diminuicdo na intensidade da banda de PTEN. Até o presente momento, ndo ha
dados na literatura que demonstrem estudos relacionando PTEN e Terapia
Fotodindmica. Entretanto, em conjunto com a avaliagdo das outras proteinas e
comparado ao resultado da p-PTEN onde nao houve alteragdo na intensidade das
bandas da proteina, sugere-se que possivelmente a ativacdo de PTEN tenha

ocorrido e houve uma consequente degradagao desta proteina via proteossomo.
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Figura 55. Western blotting para analise do nivel e status de fosforilagdo das
proteinas PTEN, Akt e ERK apés TFD nas células B16-F10, modelo de melanoma
murino. Os anticorpos primarios usados no WB sao indicados para cada figura, na
qual: CC — células irradiadas, mas sem composto; CD — células irradiadas e tratadas
com o veiculo DMSO; CT - células irradiadas e tratadas com o composto na
concentragao de 0,4 uM; EC — células sem fotoestimulo e sem composto; ED —
células sem fotoestimulo e tratadas com o veiculo DMSO; ET — células sem
fotoestimulo e tratadas com o composto na concentragéo de 0,4 uM. A proteina B-
actina foi usada como proteina constitutiva (controle de carregamento no gel).
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As proteinas ERK e Akt, que estdo envolvidas na proliferacao e sobrevivéncia
celular, também foram investigadas. Na Figura 55, pode-se perceber que ndo houve
diferenca nas proteinas ERK total, Akt total e p-Akt quando comparados controle e
TFD. A proteina Akt/proteina quinase B é uma importante molécula sinalizadora que
tem papel em respostas celulares por estimulo externo e fatores de crescimento e é
uma importante quinase de estudo para o tratamento do cancer (BOZKULAK et al.,
2007). Zhuang e Kochevar (2003) descrevem o envolvimento da Akt na
sobrevivéncia celular em linhagem de fibroblasto murino e quando usado o
fotossensibilizador Rosa Bengal para o tratamento em TFD. Alguns outros estudos
tém relacionado a fosforilagdo da Akt (p-Akt) em resposta ao dano oxidativo
(ZHUANG; KOCHEVAR, 2003). Entretanto, nas condi¢des testadas para o complexo
trinuclear de ruténio-ftalocianina, ndo houve alteragdes consideraveis nas proteinas
Akt e p-Akt, sendo que neste caso, a morte celular mostra-se independente a esta
via.

Em contrapartida, percebe-se diminuicdo na intensidade das bandas de p-
ERK quando ha tratamento da amostra pelo complexo e fotoestimulo (canaletas CT
vs ET, Figura 55). Estes resultados sugerem que as células tratadas pelo composto
quando sao fotoativadas podem estar morrendo por inibigdo da proliferacéo celular
relacionada a p-ERK. ERK é uma proteina da familia das MAPK (proteinas quinases
ativadas por mitdgeno), uma familia de proteinas envolvidas em varios eventos
celulares como proliferagdo celular, diferenciagdo, migragdo e morte. Tong e
colaboradores (2002) descreveram uma ativacdo da ERK em linhagem de células
tratadas com terapia fotodindmica usando o Fotofrin®, mostrando um efeito protetor
desta proteina na TFD por Fotofrin®. Assim como a Akt, esta proteina tem sido alvo
de pesquisas para o diagnodstico e tratamento de cancer (ROBERTS; DER, 2007;
ALMEIDA et al., 2004; MOOR, 2000).

Outras proteinas envolvidas na sinalizacdo de morte celular como PARP e
caspase-3 também foram investigadas. Para estes experimentos, foram usados
diferentes tempos de incubacdo do composto, e TFD menores que 4 horas de
incubacdo. Estas variagdes nas condigbes de tratamento foram baseadas na
observacado por microscopia onde, apdés 30 minutos da TFD, foram visiveis as
alteragdes na morfologia celular. Sendo assim, as proteinas foram avaliadas ap6s 30

e 120 minutos de incubacgéo a 37 °C em estufa apds TFD (Figura 56).
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Figura 56. Western blotting para determinagao da clivagem/ativagdo da caspase-3 e
da PARP apés TFD em células B16-F10, modelo de melanoma murino. Os
anticorpos primarios usados no WB sao descritos para cada figura, na qual: To —
células sem tratamento e sem fotoestimulo. As demais amostras equivalem ao
tempo (30 e 120 minutos) de incubacado apdés a TFD no caso do fotoestimulo e
amostras sem fotoestimulo. A concentracdo do composto usado em todos os
tratamentos foi de 0,4 uM; CC — células com fotoestimulo e sem composto; CD —
células com fotoestimulo e tratadas com o veiculo DMSO; ED - células sem
fotoestimulo e tratadas com veiculo DMSO.

A Figura 56 mostra a clivagem da pro-caspase-3 (35 kDa) em caspase-3 ativa
(15 kDa), detectada em 30 e 120 minutos de incubagao apés TFD. Percebe-se que
as amostras sem TFD ndo mostram alteragbes intensas nas bandas de caspase-3.
Isto demonstra que, nas condi¢des testadas, a TFD com o novo complexo de
ruténio-ftalocianina leva a ativacao de caspase-3 em células B16-F10. Os resultados
de PARP, um substrato conhecido para caspase-3 também foi clivada apdés TFD
com o novo complexo, mostrando maior ativagdo apdés 30 minutos da TFD,
sobrepondo-se aquele observado para a ativacdo de caspase-3. Os resultados das
proteinas sinalizadoras de apoptose (caspase-3 e PARP) conjuntamente com a
microscopia que mostrou corpos apoptoticos apoés a TFD (Figura 57 — D) indicam
que a morte celular € dada por apoptose. Estes resultados corroboram com os
dados encontrados por Hsieh e colaboradores (2003) que relatam um processo
apoptotico de morte de células de cancer epidermodide A431 a partir da ativacédo de

caspase-3 e clivagem de PARP.
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Diante do exposto, muitas séao as vias que podem estar envolvidas no
mecanismo de morte celular por acdo da TFD com o novo complexo trinuclear
contendo ruténio-ftalocianina. Deve-se, neste contexto, considerar que o o6xido
nitrico e outros ERNs podem estar contribuindo com as diferentes respostas
celulares encontradas nas condicdes testadas. Os resultados obtidos tanto para as
proteinas envolvidas na sinalizagao celular quanto para a morfologia celular mostram
a célula em processo apoptético apdés a TFD. Portanto, nas condi¢gbes avaliadas,
propde-se que a morte celular induzida pelo novo complexo trinuclear contendo

L]

sinalizagao da ERK e ativagao do supressor tumoral PTEN.

4.7 Ensaios de sublocalizacao celular

Para o melhor entendimento de como as espécies reativas estao agindo é
importante que se saiba qual € o sitio de acdo destas espécies derivadas de
nitrogénio e oxigénio. O complexo trinuclear de ruténio apresenta luminescéncia, o
que possibilitou a especulacdo da sublocalizagao celular deste composto a partir de
microscopias de fluorescéncia e confocal.

A Figura 57 representa um ensaio independente realizado em microscopia
confocal, com uso do laser com excitacdo em 633 nm, proximo do comprimento de
onda de excitacdo maxima do composto, que € em 645 nm. Percebe-se que quando
as células foram tratadas por 4 horas com o complexo trinuclear (Figura 57 — B), a
luminescéncia é observada e sobrepde-se as células, mostrando que o complexo foi
internalizado pelas mesmas. Além disso, apos a TFD (Figuras 57 — C e D) percebe-
se a alteragcdo morfoldégica nas células assim como a formagado de corpos
apoptéticos, confirmando os resultados ja relatados que mostram que o mecanismo

de acao de morte celular por este novo composto esta relacionado a apoptose.
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Figura 57. Microscopia confocal das células B16-F10 expostas ao tratamento do
complexo [{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz)2]®*. Em A) células sem tratamento, ou seja, o
controle. Em B) Células com 4 horas de incubacéo, sem fotoestimulo. Em C) Células
apos 1 hora de TFD, fotoestimuladas com laser em 660 nm. Em D) células
ampliadas com caracteristicas apoptoticas (corpos apoptéticos) e com indicios da
presenca do composto em tom vermelho.

Hsieh e colaboradores (2003) ao tratarem células de cancer epidermodide
A431 com Fotofrin® na concentracdo de 28 pg.mL™" durante 3 horas, observaram
uma coloragdo vermelha principalmente na proximidade da membrana plasmatica.
Ao se prolongar o tempo de incubacdo para 24 horas, esses pesquisadores
perceberam que outras alteragdes celulares surgiram, como a formagao de vacuolos
e outros indicativos de que o Fotofrin®estaria no citoplasma celular, sugerindo a
internalizacado deste composto usado para a Terapia Fotodinamica, o que da suporte
as respostas celulares serem dependentes do local de acdo do fotossensibilizador

utilizado no tratamento.
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Outro experimento baseado nas caracteristicas luminescentes do composto
foi realizado em RT-confocal (Figura 58), que faz uma varredura comparativa entre
as regides que apresentam a luminescéncia em comparagdo a regido que nao
apresenta. Nesta microscopia, € possivel visualizar que onde as células se
encontram ha luminescéncia, enquanto que na regidao ao seu redor (onde nao ha
células) ha um fundo negro, confirmando que o composto trinuclear foi internalizado

pelas células. E o que podemos observar nas Figuras 58 (B) e (C) a seguir.

Tempo de meia vida (ns)

D 20.97
0

Tempo de meia vida (ns)

D 20.97
0

Tempo de meia vida (ns)

D 20.97
0

Figura 58. Microscopia de FLIM (imagem de tempo de vida de fluorescéncia, em
inglés Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) das células B16-F10 expostas ao
tratamento do complexo [{Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz).]°*. Em A) amostra controle, ou
seja, células n&o tratadas com o composto. Em B) células tratadas com o complexo
por 4 horas. Em C) células 1 hora apés TFD com estimulo luminoso em 660 nm.

Como podemos perceber na Figura 58, a amostra controle (A), na qual ndo ha
tratamento com o complexo [{Ru(NO)(bpy,)}.RuPc(pz):]°*, ndo faz contraste com
outras areas no mesmo campo de visao para poder detectar a fluorescéncia. A
emissao de fluorescéncia, portanto, é fora de foco da célula e toda contra o campo
de visdo. Como esta microscopia seleciona o plano da imagem e rejeita a luz
originada fora de foco, ou seja, sem fluorescéncia, quando ha tratamento com o

complexo trinuclear (Figura 58 B e C), o composto internalizado nas células emite
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fluorescéncia em comparacdo as areas do campo de visdo (background), o que
permite sugerir que o composto foi internalizado, corroborando com os resultados
mostrados na Figura 57.

Quando analisados em conjunto, os resultados de imagem apresentados
permitem inferir que o complexo trinuclear contendo ruténio-ftalocianina encontra-se
dentro do microambiente celular, o que pode justificar os resultados bastante
eficientes de morte celular relacionado a apoptose quando o composto é
fotoestimulado, ja que as espécies reativas formadas pelo composto podem ter suas

biomoléculas alvos mais proximas do local de agao, potencializando este efeito.
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5 CONCLUSOES

Os compostos ruténio-nitrosilo propostos para estudo neste trabalho foram
isolados satisfatoriamente e se mostraram eficientes para a liberacdo de oxido
nitrico. Entretanto, por se tratarem de sistemas distintos, houve diferenca na
eficiéncia da liberagdo de Oxido nitrico pelas diferentes espécies, sendo
dependentes do modo de estimulagao.

Os métodos de caracterizacdo utilizados para o novo complexo de ruténio-
ftalocianina [Ru(NO)(bpy2)}2RuPc(pz)2](PFs)s confirmaram a estrutura proposta.
Além disso, pelos estudos fotoquimicos realizados, este composto é capaz de gerar
oxigénio singleto, uma caracteristica importante para uso na TFD.

No sistema de complexos mononucleares de ruténio-nitrosilo, o complexo
[Ru(NO)(bdqi)(terpy)]** apresentou atividade citotéxica contra células tumorais B16-
F10, tornando-se mais eficiente nesta atividade quando encapsulado em
nanoparticulas lipidicas solidas. Neste contexto, considerando a agao de compostos
contendo ruténio, novas perspectivas também podem ser esperadas para as
espécies ruténio-aquo, pois a agao citotoxica de [Ru(HZO)(bdqi)(terpy)]2+ mostrou-se
interessante em termos quimioterapicos.

O complexo trinuclear contendo ruténio-ftalocianina apresentou atividade
citotoxica contra as linhagens celulares tumorais Jurkat e B16-F10, causando perda
de viabilidade celular em mais de 50 % na concentracéo de 0,4 uM e na dose de luz
de 5 Jlcm?. N&o foi observado efeito citotdxico desta espécie, sem fotoestimulo na
mesma concentragdo, no modelo de células ndo tumorais usadas como controle
(L929). Este novo complexo ajusta-se a definicdo esperada para um protétipo a ser
usado na Terapia Fotodinamica: baixa citotoxicidade quando nao se faz uso da luz,
mas com atividade citotéxica evidente quando fotoestimulado na regido da janela
terapéutica, neste caso, em 660 nm. Além disso, mostrou-se uma espécie capaz de
ser internalizada pelas células, com potencial de causar a morte celular de células
tumorais por apoptose, apés a TFD.

Os estudos relacionando aos efeitos de morte celular pelas espécies reativas
de nitrogénio e de oxigénio gerados pelo novo complexo trinuclear leva a crer que,
de alguma maneira, o oxido nitrico liberado pelo composto possa sensibilizar as

células dependendo da concentracéo intracelular do NO liberado. Estes resultados
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vislumbram o uso em potencial de espécies que liberam tanto NO quando 'O, como
compostos a serem elucidados para aplicagdes clinicas em TFD.

Por fim, os resultados abrem perspectivas para inumeras abordagens para o
melhor entendimento de como estas espécies podem, de fato, estar agindo no
ambiente celular. Uma vez compreendidas as caracteristicas fotoquimicas e
fotofisicas do novo complexo ruténio-ftalocianina, acredita-se que este trabalho de
doutorado contribui para novas frentes de estudos quanto aos aspectos fotoquimicos
e fotobioldgicos de outros complexos ruténio-nitrosilo que possam contribuir para os

efeitos bioquimicos das diferentes vias de morte celular de células tumorais.
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APENDICES

APENDICE A — Cromatograma do complexo cis-[Ru(NO")(bpy)2(pz)](PFé)-.

mAU

PDA Multi 1

2.754

500+

250

1 |2.081

min

Cromatograma do complexo cis-[Ru(NO*)(bpy)2(pz)](PFs).. Condigdes
cromatograficas: Fase movel: solugao tampéo fosfato salina, pH 7,4. Detecgao em
285 nm. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injecao: 20 L.
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APENDICE B - Avaliagdo da atividade citotoxica do complexo cis-
[Ru(NO*)(bpy)2(pz)l(PFe). em células de melanona murino (B16-
F10)

125
3 [ veiculo
< 100{ —= —_ . E3 20uM
o N 50 uM
8 757 \ B 100um
T 50- \
O
>
L 251 \
s N

cis-[Ru (NO+)(b[l3y)z(pZ)](PF6)2

4 horas de incubacéo



