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SYNTHESIS, PHOTOREACTIVITY AND INTERACTION WITH DNA OF A NEW PROTOTYPE RUTHENIUM COMPLEX FOR
THE DEVELOPMENT OF PHOTOCHEMOTHERAPEUTIC AGENTS. A new ruthenium polypyridine complex, cis-[Ru(bpy),(1-
meimN)(4-pyCHO)](PF,), (WP1), where 1-meimN and pyCHO are the ligands 1-methylimidazole and 4-pyridinecarboxaldehyde,
respectively, was prepared as a prototype for use in phototherapeutic process. This compound was characterized by electronic
absorption in UV-Visible, FTIR, 'H and '*C NMR, cyclic voltammetry, besides DFT that supported its molecular structure. The
compound WP1 was photoreactive, where blue or green light promoted the release of 4-pyCHO ligand. Additionally, this compound

was able to interact with DNA, mainly through electrostatic interactions showing photoinduced nuclease activity. There is also

photoproduction of superoxide ions using blue or green light suggesting a route for DNA damage. These promising results opened

new opportunities for the potential use of this system and analogues as phototherapeutic agents, which is an ongoing study in our lab.
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INTRODUCAO

Cancer € a denominagao geral de um grupo de doencas em que as
células afetadas se tornam incapazes de controlar eficientemente o ciclo
de divisdo celular resultando em replicacdo continua e excessiva de
células ndo sadias.! Dados globais de 2020 apontam para a ocorréncia
de mais de 18 milhdes de novos casos de cancer por ano, levando
ao 6bito mais de 10 milhdes dos acometidos por essa enfermidade.”
Diante de tal realidade, a comunidade cientifica tem se esforcado na
busca por novos agentes quimioterapéuticos e diversificadas formas
de tratamento.*>* Dentre a mirfade de potenciais farmacos propostos,
os compostos de coordenagao emergem como uma classe promissora,
uma vez que propiciam a combinacdo de a¢oes terapéuticas multiplas
em uma Unica substancia. Além disso, os compostos de coordenagio
podem modular propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas
através do controle de fatores, tais como estado de oxidag@o do centro
metélico, geometria do complexo, natureza do metal e dos ligantes.®®
Essa afirmag@o € corroborada pelo grande sucesso terapéutico dos
complexos de Pt(Il) no tratamento de diversos tipos de cancer,
destacadamente ovdrio e testiculo.”!

Os complexos de Pt(II), embora sejam, ainda, uma das classes
de agentes quimioterapéuticos mais utilizados, estdo associados
a diversos efeitos colaterais, podendo ocasionar nefrotoxicidade,
ototoxicidade, hepatotoxicidade e desordens gastrointestinais.!!
Nesse sentido, compostos de coordenagdo contendo outros metais de
transicdo vém sendo explorados como potenciais agentes anticancer,
podendo-se citar complexos contendo Cu(II),'>'> Co(III),'*!”
Au(III),'® Ir(IID),'"2° Pt(IV)?' e, destacadamente, Ru(III). Dentre
0s compostos de ruténio, cita-se, particularmente, os compostos
KP1019/1339% ¢ NAMI-A? que tiveram importante papel histérico
(Figuras lae 1b). Alguns desses compostos de ruténio apresentaram
promissores efeitos antimetastdticos, alcangando etapas avancadas
em testes clinicos.

*e-mail: lopeslu@dqoi.ufc.br; eduardohss @dqoi.ufc.br

Nas ultimas décadas, uma abordagem terapéutica alternativa
a quimioterapia convencional que tem se revelado extremamente
promissora ¢ a fototerapia. Nessa abordagem, a luz atua como
“gatilho” induzindo a citotoxicidade do composto, permitindo a
proposi¢do de tratamentos mais seletivos, potentes € com menos
efeitos colaterais.” Dentre as abordagens fototerapéuticas destacam-
se a terapia fotodindmica (PDT, do inglés photodynamic therapy)®>’
e a quimioterapia fotoativada (PACT, do inglés photoactivated
chemotherapy).**

PDT se trata de uma modalidade fototerapéutica sendo a tnica,
até o presente momento, com aprovagdo para uso clinico.’® Os
sensibilizadores requeridos para uso em PDT sdo, comumente,
moléculas que, quando irradiadas com luz em comprimento de onda
adequado, absorvem energia passando do seu estado fundamental para
o estado excitado. As moléculas sensibilizadoras no estado excitado
podem transferir o excesso de energia diretamente ao oxigénio
molecular formando oxigénio singleto, 'O, (mecanismo tipo 1), que
¢ extremamente citotoxico. Outra possibilidade, mecanismo tipo II,
a transferéncia de energia ocorre para moléculas que atuam como
substrato para a formagdo de outras espécies reativas de oxigénio
(ROS, do inglés reactive oxygen species), tais como radical superéxido
e hidroxila.’! Desse modo, fica evidenciado que o fotossensibilizador
ideal em PDT deve ser uma molécula pouco ou nada citotéxica no
escuro e quando exposta a luz, mas que tenha a capacidade de formar
ROS que, por sua vez, terdo toxicidade sistémica associada.”? Dentre
os compostos que vém sendo estudados para uso em PDT destaca-se
o complexo polipiridinico de ruténio(II), TLD1433 (Figura lc), ja
em etapa avancada de teste clinico (fase II).%3

A abordagem terapéutica PACT, por sua vez, ainda ndo é
clinicamente aprovada. Nessa abordagem, a molécula fotossensivel
deve apresentar citotoxicidade apenas apos irradiagdo. Essa
caracteristica € atribuida as modifica¢des estruturais e/ou redox
fotoinduzidas.?® Assim, no caso da PACT, diferentemente da PDT,
a citotoxicidade reside no préprio composto e/ou em ligantes
fotoliberados, ndo havendo dependéncia do oxigénio disponivel nos
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tecidos sendo, portanto, uma abordagem promissora para o tratamento
de tumores em hip6xia.*> A utilizagdo de complexos polipiridinicos
de ruténio(Il) em PACT se deve ao mecanismo de excitag@o. Esses
compostos, apds excitagdo com luz visivel, costumam gerar estados
excitados singletos 'TCML (transferéncia de carga metal-ligante)
que decaem para estados tripletos *TCML que podem acessar
estados d-d por conversdo intersistema. Esse estado, por sua vez,
pode experimentar dissociacdo de ligantes da esfera de coordenagio
as quais sdo, tipicamente, substituidas por moléculas do solvente.*
Assim, tanto o complexo fotogerado quanto o ligante liberado podem
estar associados aos efeitos bioldgicos, embora avaliar o possivel
sinergismo dessas espécies ndo seja trivial.*’

O presente trabalho tem como objetivo sintetizar um complexo
de ruténio capaz de atuar como fotosensibilizador para terapias PDT
e PACT. Para tanto, procedeu-se a sintese do complexo polipiridinico
de ruténio(Il), cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(4-pyCHO)](PFy),,
sendo bpy = 2,2’-bipiridina, 1-meinN = I-metilimidazol e
pyCHO = 4-piridinocarboxialdeido. Estes ligantes, além da
modulacdo das propriedades eletronicas do complexo, permitem
a funcionalizag¢do (ex. pyCHO) com grupos que possam atuar
na vetorizacdo do composto a alvos especificos. Para fins de
simplificac@o, a partir de entdo, este complexo serd denominado
WP1 (Figura 4d).

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

RuCl,.xH,0, 2,2’-bipiridina e LiCl, de procedéncia Austrélia
Precious Metal Online, Sigma-Aldrich e Fisher Chemical,
respectivamente, foram utilizados nos procedimentos sintéticos, sem
purificacdo prévia. Todos os demais reagentes utilizados eram de grau
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de pureza analitica como descritos pela Merck, Sigma-Aldrich, Tedia
ou Synth. A dgua usada em todos os experimentos foi ultrapurificada
usando sistema Direct-Q-3/UV (Millipore) (> 18 MQ cm).

DNA de timo bovino (Ct-DNA, Calf timus DNA, Sigma-
Aldrich) e plasmidio pBR322 (NEB) foram usados nos ensaios de
interacdo e clivagem de DNA. A pureza do plasmidio foi estimada
por espectroscopia eletrOnica nas regides do ultravioleta e visivel
(UV-Vis) a partir da razéio entre as absorbancias das bandas em
260 e 280 nm (A,¢/A,g), seguindo procedimento estabelecido na
literatura.®® O valor obtido de 1,9 indica um elevado grau de pureza.
Para o estudo mecanistico de degradacao de DNA, foram realizados
experimentos de eletroforese em gel de agarose usando os seguintes
agentes sequestrantes de radicais: manitol (para HO"), piruvato (para
H,0,), histidina (para '0,) e tiron (para O,™). Todos estes reagentes
foram adquiridos da Sigma-Aldrich e utilizados sem purificacio
prévia.

Sintese dos compostos cis-[Ru(bpy),(1-meimN)CI]PF,,
cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(H,0)]PF, e
cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(4-pyCHO)](PF,), (WP1)

O complexo precursor cis-[Ru(bpy),Cl,] foi sintetizado de
acordo com procedimento reportado por Sullivan ef al.* A partir
deste, foi sintetizado o complexo cis-[Ru(bpy),(1-meimN)CI]PF,
conforme metodologia adotada para compostos andlogos sintetizados
em nosso grupo.** O complexo cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(H,0)](PFy),
foi preparado de acordo com metodologia descrita na por
Bowden et al.*' com a finalidade de se obter o fon complexo
cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(CH,;CN)]* em solugéo de acetonitrila a fim
de realizar estudos comparativos com os produtos de fotélise.

O composto cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(4-pyCHO)](PF,),
(WP1) foi obtido por rota sintética similar a outras reportadas na
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Figura 1. Estruturas dos complexos de ruténio investigados clinicamente: (a) KP1019/KP1339, (b) NAMI-A e (¢) TLD 1433. (d) Estrutura molecular idealizada

para o complexo de ruténio sintetizado neste trabalho (WP1)
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literatura,” com algumas modificacGes. Resumidamente, 150 mg
do complexo cis-[Ru(bpy),(1-meimN)CI1]PF, (0,222 mmol)
foram misturados com 83 uL (0,888 mmol, d = 1,137 g mL™") do
ligante 4-piridinocarboxialdeido (4-pyCHO) em 20 mL de solucdo
etanol:H,O 1:1 e mantidos em agitacio sob refluxo por 12 h. Ap6s
este tempo, a solugdo foi evaporada, reduzindo seu volume original
ametade. A precipitagdo foi forcada com a adicdo de solucio aquosa
saturada de NH,PF,. O sélido de cor laranja obtido foi filtrado, lavado
exaustivamente com metanol gelado e éter. Rendimento: 83,6%.
Andlise elementar de Ru: experimental: 11,49%; calculado para
C,,H,,F,N,OP,Ru: 11,32%; RMN 'H (500 MHz, acetonitrila d-3)
0 10,03 (1H, s), 9,02 (1H, J 5,8 e 1,6 Hz, dd), 8,80 (1H, J 5,5 Hz,
d), 8,62 (2H, m), 8,41 (1H, m), 8,32 (2H, J 8,1 e 6,3 Hz, dd), 8,25
(1H, J 8,8 ¢ 1,4 Hz, dd), 8,12 (2H, J 7,9 e 1,6 Hz, tt), 7,90 (4H, m),
7,78 (1H,J 7,4,5,7 ¢ 1,4 Hz, ddd), 7,70 (1H, m), 7,62 (2H, m), 7,34
(3H, m), 7,00 (1H, s), 7,61 (1H, s), 3,56 (3H, s); FTIR: v, / cm
2918 (vCH), 2849 (vCH), 1715 (vCO), 1540 (oCH) 1465 (vCN),
1446 (BCN + CC), 1425 (oCC), 839 (vPF), 762 (BCH), 558 (vPF);
UV-Vis: A, (acetonitrila) / nm; ¢ (L mol! cm™) 243 (2,07 x 10%),
255 (1,63 x 10%),291 (4,86 x 10%), 341 (7,10 x 10%), 393 (7,27 x10%),
459 (1,23 x 10%; eletroquimica: Ru"™/Ru" = 1391 mV (vs. ENH) em
solugio 0,1 mol L' de TBAHFP em acetonitrila.

Equipamentos

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de 'H e *C
foram obtidos em um espectrometro Bruker AVANCE DPX 500. Os
espectros eletronicos nas regides do UV-Vis foram obtidos em um
equipamento Varian Spectrophotometer, modelo Cary 50, enquanto
os vibracionais na regido do infravermelho foram adquiridos em um
equipamento PerkinElmer, modelo Spectrum Two. As medidas de
dicroismo circular foram realizadas em um espectrometro Jasco-815.
Os experimentos de eletroquimica (voltametria ciclica - VC)
foram realizados em um potenciostato/galvanostato BAS Epsilon
E2 818, usando uma célula de vidro convencional com entrada
para trés eletrodos. Carbono vitreo, platina e um pseudoeletrodo
de Ag/Ag* foram usados como eletrodos de trabalho, auxiliar e
referéncia, respectivamente. Uma solugdo de hexafluorofosfato de
tetrabutilamonio (TBAHFP) 0,1 mol L' em acetonitrila foi usada
como eletrdlito suporte. Ferroceno (Fc) foi usado como padrao
interno, com valor de E;, , = 645 mV vs. ENH, auxiliando a
corrigir o potencial medido. Os valores de potencial medidos foram
convertidos e expressos em fungdo do eletrodo normal de hidrogénio
(ENH).** A determinagdo do teor de Ru na amostra foi feita por
espectrofotometria de absorcdo atdmica com metodologia andloga
a reportada na por Rowston e Ottaway.** Para tal, foi utilizado um
espectrofotometro de chama SpectrAA 220FS da Varian e lampada de
cdtodo oco de Ru. As andlises foram conduzidas com mistura gasosa
de Ar e acetileno, corrente de 8§ mA e A, = 349,9 nm. A curva padrdo
foi construida com cloreto de hexaminruténio(I1) em concentracdes
de 10 a 60 ppm (abs =2,2 x 10* x [Ru] = 7,7 x 10*, R = 0,9935).

Detalhes computacionais

Todos os célculos quinticos computacionais foram realizados
usando o programa Gaussian 09, revisdo DO1 (Gaussian Inc.,
Wallingford, CT).* A estrutura do complexo foi otimizada usando
a teoria do funcional da densidade (DFT, density functional theory)
com o funcional de troca e correlagdo B3LYP. Os conjuntos de
base LANL2DZ e 6-311++G(d,p) foram usados para descrever
atomo de ruténio e os demais dtomos, respectivamente. Os cdlculos
de frequéncias vibracionais foram realizados e ndo apresentaram
frequéncias negativas, indicando que a geometria corresponde a um
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minimo de energia potencial. As energias das transi¢des eletronicas
(os primeiros cem estados) foram calculadas usando a extensdo da
DFT dependente do tempo (TD-DFT - time-dependent DFT) a partir
das geometrias otimizadas considerando o modelo de polarizacio
continua®® (PCM, polarizable continuum model) para descrever o
efeito do solvente (acetonitrila). Os espectros de infravermelho e
UV-Vis e os dados das transi¢des vibracionais e eletronica foram
extraidos dos arquivos de saida usando o programa GaussSum 3.0.4
As frequéncias vibracionais foram corrigidas por um fator de 0,9679
considerado para o nivel de teoria empregado.*’ Os orbitais naturais
de transicdo (NTO, natural transition orbitals) foram obtidos a partir
dos arquivos de saida dos calculados de TD-DFT usando o programa
Multiwtn 3.8.

Fotolise

Os experimentos de fotdlise continua do composto WP1 foram
realizados em acetonitrila e monitorados por espectroscopia de
absorgdo eletrOnica nas regides do UV-Vis. A irradiacdo foi feita em
cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm. Estes experimentos
foram realizados em um reator fotoquimico usando diodo emissor
de luz (LED) azul (452 nm), verde (521 nm) ou vermelho (636 nm)
com poténcia de 20 W.

Estudos de interacio com DNA

Titulagdo espectrofotométrica no UV-Vis

A titulagdo espectrofotométrica de uma solucao 20 mmol L
de WP1 em tampdo PBS 0,1 mol L', pH 7,4, foi realizada com
adicoes crescentes de Ct-DNA (20 a 131 mmol L' em pares de
bases nucleotidicas). A absorbancia em 291 nm para o complexo foi
monitorada com o tempo. A cada nova adicido de DNA, foi aguardado
cercade 5 min, a fim de assegurar interagdo com o complexo. Ao final,
o volume de solucdo de Ct-DNA adicionado foi menor do que 5% do
volume inicial da solu¢@o contendo o complexo (2 mL), tornando a
diluicdo desprezivel. Para determinar a constante de liga¢do entre o
complexo e o Ct-DNA, foi aplicada a Equac@o 1, conforme reportado
na por Venugopal ef al.*®

[DNA] _[DNA] i "
(aa —ef) N (sb—sf) K, (s, - &)

Sendo [DNA] a concentragio de Ct-DNA, ¢, o coeficiente de
extingdo molar do complexo para cada concentracdo de Ct-DNA,
&, 0 coeficiente de extin¢do molar do complexo ligado ao Ct-DNA,
& o coeficiente de extin¢do molar livre e K, a constante de ligacdo
entre o complexo e DNA.

Espectroscopia de dicroismo circular (DC)

Para os experimentos de dicroismo circular (DC), foi utilizado
uma solugdo 100 umol L' de Ct-DNA em 102 mol L' de tampéo
Tris pH 7.,4. Os espectros foram obtidos para uma solu¢@o apenas
do DNA e para adigdes sucessivas de WP1 nas concentragdes de 20,
30 e 40 pmol L' de WPI. Foi obtido, ainda, um espectro contendo
apenas 40 umol L' de WP1 como controle. Os experimentos foram
realizados em uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm,
varredura de 100 nm min' e 5 acumulacdes de espectro.

Medidas de viscosidade relativa

Medidas de viscosidade relativa do Ct-DNA (0,25 mmol L) em
funcdo de diferentes concentragdes de WP1 (razdo [Ru]/[DNA] de
até 0,48) foram realizadas usando viscosimetro Cannon Fenske de
tamanho 75. O experimento foi conduzido a 25 + 0,2 °C em banho
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termostatico Schott CT S2. A viscosidade medida € descrita pela
equacdo 1 = (t-ty)/t,, que se refere a viscosidade na presenca do
complexo metdlico, sendo t o tempo do fluxo na presenga ou auséncia
do complexo, t, sendo o tempo de corrida do tampao. A medida de 1,
se trata da viscosidade da solu¢dao de DNA na auséncia do complexo
metdlico. Os experimentos foram repetidos cinco vezes para cada
solucdo de complexo:DNA, do qual os trés valores mais préximos
entre si foram considerados no tratamento dos dados. Um gréfico da
razdo (n/n,)"? versus [Ru]/[DNA] foi apresentado a fim de descrever
o comportamento do complexo.

Ensaio de clivagem de DNA

Os ensaios de clivagem do DNA foram conduzidos empregando
eletroforese em gel de agarose (0,8% m/v em tampao TAE, pH 7.4).
Nesses ensaios, foram utilizados 130 ng (43 mmol L' em termos
de pares de bases nucleotidicas) de DNA pBR322 em sua forma
super enovelada em solugdo 10 mmol L' de Tris-HCI, pH 7,4. Os
experimentos foram conduzidos na presenca e auséncia de WP1 e sob
irradiagdo ou nio com luz azul (463 nm, 1,7 W) ou verde (521 nm,
1,7 W), com um tempo de incubagdo e/ou irradiacdo de 1 h. Apds
a corrida eletroforética, as amostras foram coradas com Gel Red
(1 mg mL" por 2 h) e as imagens coletadas foram analisadas usando
o Gel Doc XR + System (Biorad).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacio e analise computacional

O complexo WP1 foi caracterizado por voltametria ciclica e
técnicas espectroscopicas a fim de confirmar a estrutura molecular
proposta e estudar as suas propriedades eletronicas. O espectro de
RMN de 'H obtido para WP1 em acetonitrila deuterada encontra-se
ilustrado na Figura 2.

A integragdo dos sinais indica a presenca de 27 hidrogénios, sendo
consistente com a estrutura proposta na Figura 1d. Para a atribuicao dos
sinais, foram considerados os espectros dos ligantes livres (Figuras 1S
e 2S) e a andlise comparativa com complexos andlogos reportados
na literatura.*>! Dessa forma, o simpleto observado em 10,03 ppm
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¢ atribuido ao hidrogénio do grupo aldeido, indicando a presenca do
ligante 4-pyCHO na esfera de coordenac@o. Essa atribuicio é reforcada
pela observacdo de dois dupletos em 8,62 e 7,62 ppm atribuidos aos
hidrogénios do anel aromdtico do ligante 4-pyCHO. A presenga do
ligante 1-meimN na esfera de coordenacdo € confirmada através dos
sinais em 3,58 ppm (simpleto com integracdo de trés hidrogénios) e
em 7,36, 7,00 e 6,61 ppm. Os outros sinais no espectro de RMN de 'H
sdo atribuidos aos hidrogénios dos ligantes bipiridinicos.

O espectro de RMN de *C (Figura 3S) corrobora com as
atribui¢des do espectro de RMN de 'H, destacando-se os sinais em
191,43 e 34,19 ppm, atribuidos, respectivamente, aos carbonos dos
grupos carbonila do aldeido (do ligante 4-pyCHO) e metila (do
ligante 1-meimN).

As atribuicdes das bandas observadas no espectro vibracional na
regidio do infravermelho (FTIR) do composto WP1 (Figura 4S(a)) sdo
propostas a partir do espectro tedrico (Figura 4S(b)) e de comparagio
com dados de outros complexos similares reportados na literatura.>>>
As bandas em 2918 e 2849 cm! sdo atribuidas ao estiramento da
ligagdo C-H (vy), presente nos anéis N-heterociclicos da molécula.
Por sua vez, a banda em 1715 cm’! € caracteristica do estiramento
do grupo carbonila (v._o) do ligante 4-pyCHO refor¢ando, assim, a
presenca desse ligante na estrutura molecular do complexo. As bandas
em 1465, 1446 e 1425 cm! sdo associadas aos modos de estiramento
das ligagdes C=N e C=C dos anéis piridinicos ou imidazélicos,
enquanto aquela em 762 cm™! € atribuida ao modo de deformac@o
angular da ligagdo C—H (6 ;) nos anéis arométicos. Adicionalmente,
observaram-se sinais referentes ao contra-ion PF,-em 839 e 558 cm™.
Os valores experimentais e tedricos de nimero de onda das bandas
mais relevantes estdo sumarizados na Tabela 1S.

Os espectros UV-Vis, experimental e tedrico, obtidos para o
complexo WP1 em acetonitrila encontram-se ilustrados na Figura 3.
A Tabela 1 resume os parametros espectroscopicos, sendo possivel
verificar uma correlag@o satisfatéria entre os dados experimentais
e tedricos.

A atribui¢@o das bandas foi realizada a partir da andlise dos
orbitais naturais de transi¢do (NTO, natural transition orbitals)
que apresentam uma visualizagdo mais simplificada das transicdes
eletronicas. De acordo com os célculos de TD-DFT, a banda larga
observada experimentalmente com mdximo de absorbancia em

9-11
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Figura 2. Espectro de RMN de 'H para o complexo WP1, obtido em acetonitrila-d3 (500 MHz a 25 °C)
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Tabela 1. TransicGes eletronicas entre estados simpletos, calculados para o complexo WP1 em acetonitrila

A (nm) A (nm) ibuica
Experimental 0] NTO doador IO neepter e
456 (0,172) (;/CCI\(/;I;I)
459
432 (0,083) T(E[l)\}/f)L
393 403 (0,041) T(Ex)L
341 321 (0,052) Fﬂgx;d
291 281 (0,650) (l}pl;w
255 234 (0,079) (pyg&)H)
243 223 (0,084) (bpinI)I;/]éOH)

Orbitais naturais de transicao (NTO). Transferéncia de carga metal-ligante (TCML). Transferéncia de carga ligante-ligante (TCLL). Transi¢do intraligante (IL).
2,2’-Bipiridina (bpy). 4-Carboxialdeido (4-pyCOH).
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Figura 3. Espectros de absor¢do eletronica na regiao UV-Vis do complexo
WP (—) experimental em acetonitrila, [WP1] = 15 umol L' e (- - -) calculado
ao nivel de teoria TD-DFT/B3LYP/ LANL2DZ/6-311++G(d,p)

459 nm (¢ = 1,23 x 10* L mol! cm™) estd associada principalmente
atransic¢do dn(Ru) — n*(4-pyCHO) sendo atribuida, portanto, a uma
transi¢do de transferéncia de carga do metal para o ligante (TCML).

As bandas em 393 (¢ = 7,57 x 10° L mol! cm) e 341 nm
(e =7,51 x 10° L mol! cm™) estdo associadas as transi¢des do tipo
TCML envolvendo o ligante bpy, dn(Ru) — nt*(bpy). J4 a banda mais
intensa, com méaximo em 291 nm (& = 5,53 x 10* L mol"' cm™), estd
associada as transicdes intraligante (IL, 1 — n*) do ligante bpy. Por
fim, as bandas com maximo em 255 nm (¢ = 1,86 x 10* L mol! cm™)
e 243 nm (&g = 2,26 x 10* L mol"! cm™) envolvem as transigdes IL
(m — n*4-pyCHO) e interligante (TCLL, transferéncia de carga
ligante-ligante) (n(bpy) — n*(4-pyCHO)), respectivamente.

Os voltamogramas ciclicos obtidos para os complexos WPI,
cis-[Ru(bpy),CL] e cis-[Ru(bpy),(1-meimN)CI1]* sdo apresentados
na Figura 4.

a)
E_(bpy”") =- 1524 mV
b)

0/1

E_,(bpy 7)=-1403 mV

3+ 24y _
E, (Ru*/Ru*") =523 mV

[

34 Py
E ,(Ru"/Ru") =835 mV

i

3+ 24+
E, (Ru"/Ru’") = 1391 mV

c)
E (4-pyCOH"") = - 879 mV
0/1

3

E_(bpy ) =-1279 mV

T T T T T T T T T T 1
-1200 -600 0 600 1200 1800
E vs ENH (mV)

T
-1800

Figura 4. Voltamogramas ciclicos a 100 mV s do eletrodo de carbono
vitreo na presenca de (a) cis-[Ru(bpy),CL], (b) cis-[Ru(bpy),(1-meimN)CI]*
e (¢) WP1 dissolvidos em acetonitrila contendo hexafluorofosfato de tetrabu-
tilamoénio (TBAHPF) 0,1 mol L. Ferroceno foi usado como padrdo interno,
Fc/Fc* = 645 mV vs. ENH

Na regido de varredura positiva de potencial (de 0 a 1800 mV)
sdo observadas ondas atribuidas ao par redox Ru*/**. Os valores
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de potenciais de meia onda (E,,), calculados a partir da média
algébrica dos potenciais de pico anddico e catddico, foram calculados
em 523, 835 e 1391 mV para os compostos cis-[Ru(bpy),Cl,],
cis-[Ru(bpy),(1-meimN)CI]* e WP1, respectivamente. O potencial
mais positivo observado para o complexo WP1 indica um incremento
na estabilidade termodindmica do centro metalico no estado reduzido
(Ru?*) ap6s coordenagio dos ligantes 4-pyCHO e 1-meimN.

Por outro lado, em potenciais negativos observam-se processos
eletroquimicos atribuidos a redugdo dos ligantes.>* Os processos
associados a redug@o bpy’/bpy!~ nos complexos cis-[Ru(bpy),Cl,],
cis-[Ru(bpy),(1-meimN)CI]* e WP1 foram observados com valores de
E,. de—-1524,-1403 e —1279 mV, respectivamente. Para o composto
WP1, observou-se um processo de reducdo adicional em —879 mV
atribuido ao ligante 4-pyCHO com formagao da espécie 4-pyCHO™.
De fato, os cdlculos de TD-DFT indicam que o orbital desocupado de
mais baixa energia (LUMO, lowest unoccupied molecular orbital)
encontra-se majoritariamente localizado sobre o ligante 4-pyCHO
(Tabela 1). Ainda de acordo com os calculos computacionais, o
HOMO (do inglés, highest occupied molecular orbital) do complexo
estudado estd centrado, majoritariamente, sobre o centro metdlico.
Assim, os resultados de eletroquimica permitiram calcular a variaciio
de energia entre os niveis HOMO e LUMO e os valores determinados
encontram-se resumidos na Tabela 2. E possivel observar uma 6tima
correlagdo entre o valor obtido empirica e computacionalmente
levando em consideragdo as aproximacdes efetuadas.

red

Tabela 2. Valores de energia (em eV) do HOMO e LUMO e da diferenca
entre esses niveis, E,,,, determinados experimentalmente (eletroquimica) e

por cdlculo TD-DFT para o complexo WP1

Experimental TD-DFT
“Eiomo (€V) “Eumo (€V) Egap(ev) Egup (€eV)
-5,881 3,561 2,32 2,42

“Calculados a partir dos potenciais de redugdo e oxidagdo determinados
por voltametria ciclica em acetonitrila baseado na equacao
E(eV)=—[E(V) + 4,44 V].5>% Os potenciais eletroquimicos foram previamente
convertidos para ENH.?” Orbital molecular ocupado de maior energia
(HOMO). Orbital molecular ndo ocupado de menor energia (LUMO).

Fotolise

O comportamento fotoquimico do composto WP1 foi inicialmente
estudado através do acompanhamento das mudangas espectrais
nas regides do UV-Vis em acetonitrila sob irradiacdo com luz azul
(M, = 452 nm), verde (A, = 521 nm) ou vermelha (A, = 636 nm),
conforme ilustrado na Figura 5.

Pode-se observar que o composto WP1 apresenta rapida mudanca
espectral quando irradiado com luz azul ou verde, enquanto nao
hd mudancga espectral consideravel quando irradiado com luz
vermelha. Estes resultados estdo de acordo com o valor de E,,,
estimado por voltametria ciclica (2,32 eV ou 534 nm) que indica que,
diferentemente da luz vermelha, a irradiacdo com luz azul ou verde
possui energia suficiente para excitar o composto WP1.

Quando irradiado no azul ou verde, reagdes fotoliticas idénticas
parecem ocorrer, visto que os perfis espectrais sdo similares com
diminuicdo de intensidade da banda em 459 nm e deslocamento da
banda com maximo em 291 para 288 nm. Adicionalmente, observa-se
um ponto isosbéstico em 329 nm indicando a existéncia de apenas
duas espécies quimicas em equilibrio, nas condicdes estudadas.
Quando irradiado no azul, contudo, a reagdo de fotdlise ocorre
mais rapidamente comparativamente a irradia¢do no verde, ja que a
mudanga de absorc¢do da banda em 459 nm se estabiliza em tempos
de reagdo mais curtos (inset Figuras 5a e 5b).
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Figura 5. Acompanhamento espectral para solugoes de WP1 em acetonitrila quando irradiadas com luz: (a) azul (inset: acompanhamento da absorbdncia em
459 nm em fungdo do tempo), (b) verde (inset: acompanhamento da banda em 459 nm em fung¢do do tempo) e (c) vermelha. (d) Espectros do produto da fotdlise
(linha tracejada vermelha) e do ion complexo cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(CH,;CN) J**

Inglez et al.,”® estudando a fotdlise do fon complexo
cis-[Ru(bpy),(3-Amnpy),]*, em que 3-Amnpy é o ligante
3-aminopiridina, observaram que ao irradid-lo com luz azul,
em acetonitrila, ocorreu a fotossubstituicdo sequencial dos
ligantes 3-Amnpy pelo solvente. Nesse processo, foi fotogerado
os fons complexos cis-[Ru(bpy),(3-Amnpy)(CH,CN)]** e
cis-[Ru(bpy),(CH;CN),]*, os quais possuem bandas do tipo TCML
com absorbancias maximas em 440 e 428 nm, respectivamente.” Por
analogia ao trabalho mencionado, sugere-se que apenas um dos ligantes
N-heterociclicos monodentados (1-meimN ou 4-pyCHO) experimente
substitui¢do no caso da reacgio de fotdlise do composto WP1.

O estudo de DFT permitiu, a partir da estrutura otimizada do
complexo, obter informagdes sobre o comprimento esperado para
as ligacdes Ru-ligantes e, consequentemente, sobre suas energias
associadas (Figura 5S). Conforme o descrito teoricamente, a ligacio
Ru-4-pyCHO € mais longa, e, portanto, mais fraca, do que a ligacdo
Ru-1-meimN. Desta maneira, seria razodvel supor que o ligante piridinico
é fotossubstituido preferencialmente frente ao imidazélico. De modo a
validar essa hipétese, foi comparado o espectro de absorcio eletronica
na regido do UV-Vis para o produto da fotdlise com luz azul do WP1
com relagdo aquele para o complexo cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(H,0)]*
em acetonitrila (Figura 5d). E estimado que ap6s cerca de 40 min em
acetonitrila todo cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(H,0)]** seja convertido
em cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(CH,CN)]* (Figura 6S). Na Figura 5d
observa-se que cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(CH,CN)]** e o WP1 irradiado
no azul possuem perfis espectrais idénticos, indicando se tratarem
da mesma espécie, o que estaria de acordo com a fotolabilizacdo do
ligante 4-pyCHO.

Objetivando determinar a natureza do produto da fotdlise do
composto WP1, foram obtidos espectros RMN 'H imediatamente
ap6s 1 h de fotdlise do complexo com luz azul. A Figura 6
apresenta o espectro obtido para o produto da reacdio juntamente

com os espectros do ligante 4-pyCHO e do fon complexo
cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(CH,CN)]** para fins de correlagdo.
Para o fon complexo cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(CH,CN)]*",
seu espectro foi obtido apds 24 h de incubacdo do composto
cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(H,0)]* ser mantido em acetonitrila,
assegurando a completa substitui¢do do ligante aquo por uma
molécula de acetonitrila.

(@

(®)

L

©
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-

6.0

"

10,5 1000 95 90 85 8.0 75 70 65

Deslocamento quimico (ppm)

Figura 6. Espectros de RMN de 'H obtidos em acetonitrila-d3 para
(a) 4-pyCHO, (b) WP1 fotolisado com irradiagdo de luz no azul por 1 h e
(c) cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(CH,CN)]*, obtido apos 24 h de incubacdo do
complexo cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(H,0)]**em acetonitrila



8 Pereira et al.

Pode-se observar que os espectros de ambas as solugdes indicados
nas Figuras 6b e 6¢ tém grande similaridades tanto com relacio
aos valores de deslocamento quimico quanto a multiplicidade
apresentada pelos sinais (sinais destacados). Curiosamente, o
que diferencia o composto WP1 fotolisado do fon complexo
cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(CH,CN)]** € a presen¢a dos sinais em
10,06, 8,85 e 7,68 ppm. Esses sinais, por sua vez, sdo caracteristicos
do ligante 4-pyCHO livre em acetonitrila (Figura 6a). Estes dados
corroboram com o processo de fotoliberagdo do ligante 4-pyCHO
da esfera de coordenacdo do complexo WP1 mediado pela
irradiacdo de luz azul (ou verde) com formacdo do fon complexo
cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(CH;CN)]** segundo a Equacio 2.
Adicionalmente, os sinais observados no espectro de RMN
'H do ligante 1-meimN livre (Figura 1S) nio correspondem
aqueles observados no espectro do produto da fotdlise reiterando,
portanto, que esta espécie nio € liberada quando o composto WP1
¢ fotolisado.

cis-[Ru(bpy), (1-meimN)(4-pyCOH)]** + CH,CN —2 o
cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(CH,CN)]** + 4-pyCOH

Estudos de interacdo e dano ao DNA

Estudos espectroscopicos

A técnica de espectroscopia eletronica de absor¢iio no UV-Vis tem
sido uma importante ferramenta para o estudo da interagio de moléculas
simples com 0 DNA.® A interagédo do WP1 com 0 DNA de timo bovino
(Ct-DNA) causa perturbacdes no espectro eletrdbnico do complexo,
conforme ilustrado na Figura 7a. Importante ressaltar que o complexo
se mostra estavel em solugdo de PBS pH 7,4 (Figura 7S) e as mudancas
espectrais observadas decorrem unicamente da interagio WP1-DNA.
E possivel observar que ha uma variacdo hipocromica das bandas
com maximo de absor¢do em 290 e 466 nm. Efeitos hipocromicos
tipicamente ocorrem quando hd interagdo entre a molécula ligante e o
DNA, podendo haver intercala¢do, interagcao nos sucos ou até mesmo
ligagdo covalente.®’ Uma vez que ndo hd deslocamento no comprimento
de onda dos méximos de absor¢do € provdvel que, no presente caso,
seja preponderante a interagdo eletrostatica entre os fons complexos
de natureza cationica e regides ricas em densidade eletronica do DNA.
Sabe-se que atragdes eletrostiticas entre moléculas ligantes e DNA
geram mudancas conformacionais na biomolécula, enfraquecendo
ligagdes entre as cadeias, ocasionando uma maior ocorréncia das
transi¢oes do tipo T—7" entre as bases nitrogenadas cromdforas e,
deste modo, havendo variacio do valor de absorbancia associado a
esta transicdo. Assim sendo, € possivel estimar que WP1 interage,
possivelmente eletrostaticamente, com Ct-DNA, causando mudangas
sensiveis em sua conformac@o original.®> Entretanto, sabe-se que tais
observacdes sdo insuficientes para indicar um modo especifico de
interacdo ao DNA.

A fim de obter mais informacdes sobre o possivel modo de
interagdo do composto WP1 com o DNA, investigou-se como a
viscosidade relativa do Ct-DNA (0,25 mmol L) em PBS 7,4 se
alteraria sob diferentes concentracdes de WP1 (Figura 8S). O
grafico obtido de viscosidade relativa (1/n,)'”? versus a razao da
concentragdo de WP1/DNA indicou um moderado decréscimo
da viscosidade com o aumento da concentragdo do complexo.
Esse perfil, ao ser comparado com de outros ligantes organicos ou
inorganicos com modos de interagdo ao DNA descritos na literatura,
indicou que a intera¢ao do complexo WP1-DNA deva ocorrer por
atracdo eletrostética.®

De modo a estimar quantitativamente a interagdo entre WP1
e Ct-DNA a constante de ligagdo K, foi medida por titulagdo
espectrofotométrica (inset na Figura 7a). O valor de K, calculado

Quim. Nova

foi de 5,16 x 10% o que estd de acordo com valores descritos para
complexos que possuem interagdo com DNA majoritariamente por
via eletrostética (Tabela 3).% Ademais, tem-se que o valor de K,
para WP1 € quase uma ordem de grandeza superior aos complexos
tris-bipiridinicos de ruténio e de magnitude similar aquelas dos
complexos fenantrolinicos. Esse resultado € interessante considerando
que os complexos [Ru(bpy);]** e [Ru(phen),]** sdo compostos
modelos usados em testes in vitro para a producdo de oxigénio
singleto e a consequente degrada¢do de DNA.® Estes complexos,
interajam majoritariamente de maneira eletrostdtica com sulcos do
DNA, embora aqueles com ligantes fenantrolinicos exibam moderada
intercalagdo.

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) foi utilizada de
modo complementar na investigagdo da interacdo do composto
WP1 com DNA. Esta técnica tem sido amplamente utilizada no
estudo de biomoléculas devido a sua sensibilidade em mudancas
conformacionais de macromoléculas como proteina ¢ DNA.% Na
Figura 7b observa-se o espectro de CD para o Ct-DNA (100 umol L',
em base nitrogenadas) sob adi¢do de diferentes concentragdes do
composto WP1. A adicdo do composto provocou uma redugdo na
intensidade tanto da banda positiva (A, = 276 nm) quanto da banda
negativa (A, = 245 nm) referentes ao DNA. A diminui¢io da banda
negativa do CD tem sido atribuida a perda da helicidade direita no
DNA, enquanto que a redugdo da banda positiva estd associada
a mudangas conformacionais da forma B-DNA para Z-DNA,
possivelmente promovida pelo composto WP1.4"68 Estes resultados
estdo de acordo com a interacdo de WP1 com Ct-DNA por sulcos e
atrac@o eletrostética.®’

1,2
a) o K, = 5,16 x10° L mol™!
0,8 r 0,9 5
290 & R%=0,9877
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Figura 7. Espectros de (a) absor¢do eletronica de WP1 (20 umol L") na
presenga de diferentes concentragoes de DNA. Inset: Perfil grdfico da rela-
¢do (g,—¢€,/¢, — &) como fungdo da concentragdo de DNA para obten¢do da
constante de associagao. (b) Dicroismo circular de Ct-DNA (100 umol L™, em
bases nitrogenadas) na auséncia e presen¢a de WP 1 nas concentragoes de 20,
30 e 40 umol L', bem como do espectro controle de WP1 40 umol L' sem DNA
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Tabela 3. Valores de constante de ligacdo K, do DNA para o complexo WP1
e outros complexos de ruténio

Tipo de inte-

Complexo ragiio K, x 10° Referéncia
WP1 Eletrostatica 5,16 +£ 0,002  Este trabalho
[Ru(bpy),]* Eletrostatica 0,7+0,13 65
[Ru(bpy),(phen)]* Eletrostatica 0,7 £0,07 65
[Ru(bpy)(phen),]* Eletrostatica 24+04 65
[Ru(phen),]* Eletrostatica 3,1+0,1 65,70
[Ru(bpy),(SO;)NO]J* - 79+0,18 64
[Ru(bpy),(SO;)H,0] - 104,1 £0,21 64
[Ru(bpy),(dppz)]** Intercalagdo 5000 71
[Ru(phen),(dppz)]* Intercalacdo 5100 71
[Ru(bpy)(bpy-ant)(dppz)  Intercalacdo 6040 26

Ruténio (Ru). 2,2’-bipiridina (bpy). 2,2’-bifenantrolina (phen). Sulfito (SO;).
Nitrosil (NO). Dipirido [3,2-a:2",3’-c] fenazina (dppz). Ligante aquo (H,O).
4’Metil-N-(antracen-2-il)-[2,2’bipirdina]-4-carboxamida (bpy-ant).

Estudo de atividade nuclease

Uma vez constatada a interacdo entre o complexo WP1 e DNA
realizou-se experimentos de mudanca de mobilidade eletroforética
a fim de se investigar a suscetibilidade do DNA em sofrer processos
deletérios em sua estrutura, decorrentes da interaciio complexo-DNA
na auséncia e na presenga de irradiagdo luminosa. No presente estudo
foi usado um DNA circular, plasmideo pBR322. Este DNA encontra-
se de modo predominante em sua forma super enovelada, chamada
forma I (FI), a qual migra mais rapidamente em gel de agarose. Caso
haja clivagem em uma unica fita do DNA este plasmideo assume a

Escuro

Sintese, fotorreatividade e interacdo com DNA de um novo complexo de ruténio

(@)

forma relaxada, conhecida como forma II (FII) e havendo clivagem
em ambas as fitas formar-se-4 o DNA linearizado, conhecido como
forma IIT (FIII).*

Na Figura 8 observa-se as imagens dos géis apds as corridas
eletroforéticas na presenga e auséncia do complexo WP1, bem como
sob irradiagdo de luz ou no escuro. E possivel notar que WP1 nio
promove alteracdes sensiveis na forma super enovelada do DNA (FI)
na auséncia de irradiagdo, mesmo em concentragdes relativamente
altas do complexo metalico (ex. 215 pmol L) (Figura 8a). Por outro
lado, quando irradiado com luz azul, WP1 promove a clivagem
do DNA plasmidial de forma dose dependente, sendo possivel
evidenciar a formagao de FII a partir da concentragao de 30 pmol L™!
do complexo metdlico. Além disso, quando a concentragdo do WP1
€ de 90 umol L', ou superior, € constatada a clivagem do DNA em
suas duas fitas e a consequente formagao da forma FIII. Portanto,
constata-se que WP1 pode promover danos ao DNA especificamente
sob estimulo luminoso, uma propriedade atrativa para uso em
fototerapias.*

Adicionalmente, outro critério importante para um agente
fototerapéutico promissor € apresentar fototoxicidade sob estimulo
proximo a denominada janela fototerapéutica (600-900 nm).
Conforme previamente apresentado, o complexo WP1 ndo sofre
fotélise significativa quando submetido a irradiacdo com luz
vermelha (A;, = 636 nm), mas € susceptivel a sofrer fotossubstitui¢do
eficientemente quando irradiado com luz verde (A, = 521 nm). De
forma animadora, observa-se que o DNA na presenca de WP1 e
irradiado com luz verde sofre clivagem (Figura 8b). Contudo, este
processo € mais discreto do que aquele observado com luz azul,
sendo visualizada apenas a forma FII nas concentragdes estudadas.

De modo a investigar o mecanismo envolvido no processo
de fotoclivagem do DNA promovido por WP1 foram conduzidos

Irradiado com luz azul

o

30

(®)

Irradiado com luz verde

60 90

120 215
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(©)
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120 215
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Figura 8. Ensaios de clivagem de DNA plasmidial (pBR322). (a) DNA incubado com WP1 em concentragdes crescentes (5-215 umol L), no escuro e irradiado

com luz azul (4, = 452 nm), MDL = marcador de DNA linear. (b) DNA incubado com WP1 em concentragdes crescentes (5-215 umol L) e irradiado com

luz verde (2,
histidina ('0,), manitol (HO") e tiron (0,~)

= 521 nm). (c) DNA incubado com WP1 (90 umol L) e irradiado com luz azul na auséncia e presenga dos inibidores de ROS: piruvato (H,0,),
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experimentos de fotoatividade nuclease na presenca de espécies
supressoras de agentes causadores de dano ao DNA. Nesse estudo
foram empregados os seguintes supressores de ROS: piruvato
(para H,0,), histidina (para 'O,), manitol (para HO") e tiron (para
0,"). Durante os experimentos empregou-se luz azul e WP1 na
concentra¢do de 90 pmol L', considerando que nestas condigdes o
DNA seria completamente convertido da forma FI para as formas
FII e ou FIII.

E possivel observar que a fotoclivagem do DNA plasmidal ndo
¢ substancialmente alterada com o emprego da maior parte dos
supressores, a exce¢do do supressor de radical O,™, o qual suprimiu
a clivagem significativamente. Deste modo, a producdo do anion
superéxido deve ser o mecanismo principal que leva ao dano do DNA
durante o processo de fotdlise do WP1. Curiosamente, uma vez que
a irradiacdo do WPI leva a fotossubstituicdo do ligante 4-pyCHO
com a consequente formagédo de cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(H,0)]*,
é provavel que esta espécie, uma vez produzida, reaja com O,
para formar O, (ou sua forma protonada HO,’). Mecanismo
similar foi proposto por Martins et al.** para o complexo
cis-[Ru(bpy),(SO;)(NO)J*, cuja fotélise no ultravioleta levou a
formac@o do cis-[Ru(bpy),(SO5)(H,0)] com a fotogeragao do anion
super6xido, levando a clivagem do DNA. O mecanismo de formagao
de anion superdxido a partir do desproporcionamento de H,0O, €
descartado no presente estudo pelo fato de que ndo houve supressio
de dano ao DNA na presenga de piruvato. Uma vez fotolisado,
o composto WP1 tem o ligante 4-pyCHO substituido por dgua,
dando origem ao aqua-complexo cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(H,0)]**
e 4-pyCHO livre, havendo a possibilidade dessas espécies serem
capazes de promover dano ao DNA.Y

A fim de avaliar o papel dos fotoprodutos realizou-se estudo
comparativo, ilustrados na Figura 9. Empregou-se nesse estudo o aqua
complexo (Ru-H,0) e o ligante 4-pyCHO, investigando seus efeitos
no escuro ou sob irradiagdo de luz azul. No caso do aqua complexo
observou-se atividade nuclease apenas quando irradiado com luz
azul (Figura 9a) ou verde (Figura 9S), enquanto para o ligante livre
ndo hd diferenca significativa sob nenhuma das condi¢des estudadas.
Assim sendo, € possivel considerar que a acio nuclease decorrente da
irradiacdo do WP1 se deve, possivelmente, ao complexo fotogerado
e ndo ao ligante aldeidico livre. Curiosamente, o aqua complexo
incubado no escuro niao promoveu a clivagem do DNA nem alteragio

Escuro

MDL
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(@
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eletroforética, indicando nio ser um caso simples de mecanismo
“caged/photouncaged”, cujo complexo fotoproduzido tem uma acao
tipo cisplatina, ou seja, de direta coordenag@o as bases do DNA.

Portanto, € proposto que o composto WP1 irradiado com luz
azul ou verde, em meio aquoso, libera o ligante 4-pyCHO formando
o aqua complexo. Este, por sua vez, sob irradiacdo continua deve
reagir com oxigénio formando o dnion superdxido, o qual promove a
clivagem do DNA. Logo, WP1 possui uma agéo fotonuclease seletiva,
apresentando um mecanismo misto entre fotossensibilizadores
tipicamente utilizados em PDT e PACT, uma vez que h4 a liberacdo
de ligantes sob irradiagao, caracteristico de PACT, mas a sua possivel
acdo citotoxica se deve a producdo de ROS, o que € caracteristico de
sensibilizadores usados em PDT.

CONCLUSOES

Neste estudo, pode-se concluir que o complexo
cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(4-pyCHO)](PF,), (WP1) foi exitosamente
sintetizado, como confirmado pelas vérias técnicas de caracterizagdo
empregadas. Este composto apresentou-se ainda susceptivel a
processo fotoquimico com uso de luz azul ou verde, fotogerando o
complexo cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(H,0)]** (Ru-H,0) e liberando o
ligante aldeidico (4-pyCHO). O DNA se mostrou como um possivel
alvo para este complexo, com moderada constante de ligacdo,
sugerindo um modo de interacgdo eletrostatica. Além disso, por meio
de estimulo luminoso o complexo metdlico foi capaz de clivar o
DNA, sendo o mecanismo de fotodegradagdo associado a formagao
do aqua complexo e geragdo do anion superdxido.

Assim, pode-se sugerir que WP1 tem propriedades interessantes
para o desenvolvimento de sensibilizadores para fototerapias. Além
das propriedades intrinsecas do composto WP1, ja abordadas no
presente estudo, o ligante 4-pyCHO pode ainda ser usado como grupo
de funcionalizagdo e conjugacdo, por exemplo, com nanocarreadores,
agentes biocidas ou com moléculas sinalizadoras que promovam
a especificidade do composto a c€lulas cancerigenas (ex. biotina,
anticorpos). Considerando que o ligante piridinico & liberado apds
irradiacdo luminosa, como descrito nesse trabalho, o uso deste ligante
modificado propiciaria, além da vetorizag¢do do complexo com entrega
no ambiente celular, a fotogeracdo do composto bioativo Ru-H,O no
sitio desejado. Por outro lado, a substitui¢@o de bipiridinas por outros
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Figura 9. Ensaios de clivagem de DNA (pBR322) empregando fotoprodutos. (a) DNA incubado com concentragdes crescentes do composto

cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(H,0)]** (Ru-H,0), mantidos no escuro ou sob irradiacdo de luz azul. (b) DNA incubado com concentragdes crescentes do ligante

irr

4-pyCHO, mantidos no escuro ou sob irradia¢do de luz azul (7.

=452 nm). MDL = marcador de DNA linear
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ligantes que atuem mais eficientemente como intercaladores no DNA,
tal como fenantrolinas ou derivados fenazinicos (ex. dppz), também
devem ser exploradas possivelmente melhorando suas intera¢cdes com
alvos bioldgicos como o DNA. Apesar de nio dispormos de resultados
que validem essas potencialidades para esse sistema, estudos nesse
segmento estdo em desenvolvimento em nosso laboratorio.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Estd disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, no formato
PDF e com acesso livre, os espectros dos de RMN 'H dos
ligantes 1-meimN (Figura 1S) e 4-pyCHO (Figura 4S) obtidos
comercialmente. Também estdo disponiveis os espectros de
RMN de *C (Figura 3S) e de FTIR, experimental e calculado,
(Figura 4S) para o complexo WP1. As atribui¢cdes das principais
bandas de FTIR encontram-se na Tabela 1S. Adicionalmente, a
estrutura otimizada obtida por DFT encontram-se na Figura 58S, e
os comprimentos de ligagdo associados encontram-se na Tabela 2S.
Tem-se ainda o acompanhamento cinético por espectroscopia
de UV-Vis para o complexo cis-[Ru(bpy),(1-meimN)(H,0)]*
em acetonitrila, referente a substituicdo do aquo-complexo de
ruténio por acetonitrila (Figura 6S). O estudo de estabilidade de
WPI1 em meio PBS 7,4 (Figura 7S). A Figura 8S apresenta a curva
de viscosidade relativa do Ct-DNA (n/1,)" em funcdo da razao
[WP1]/[DNA]. Por fim, tem-se o resultado dos testes de atividade
nuclease para o complexo Ru-H,O quando irradiado com luz verde
(Figura 9S).
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