UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS NATURAIS E EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

<

q)b
2
z
5]

z
K2
2

Lucas Brandalise Menezes

INVESTIGACAO DAS PROPRIEDADES FOTOFISICAS DE
PORFIRINAS MESO SUBSTITU[DAS COM COMPLEXOS DE
Ru''E ESTUDO DA INTERACAO COM BIOMOLECULAS

Santa Maria, RS
2019



Lucas Brandalise Menezes

INVESTIGACAO DAS PROPRIEDADES FOTOFISICAS DE
PORFIRINAS MESO SUBSTITUIDAS COM COMPLEXOS DE
Ru''E ESTUDO DA INTERACAO COM BIOMOLECULAS

Dissertacdo, apresentada ao Curso de
Pds-Graduacdo em  Quimica, da
Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM, RS) como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em
Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Bernardo Almeida Iglesias

Santa Maria, RS
2018



Brandalise Menazes, Lucas

IN"JE.STIGAC?LG DAS PROPRIEDADES FOTOFISICAS DE
PORFIRIMAS MESD SUBSTITUIDAS COM COMPLEXOS DE Rull E
ESTUDD DA INTERACAO COM BIOMOLECULAS / Lucas Brandalise
Menezes.— 2015,

109 p.; 30 em

Orientador: Bernardo Almeida Iglesias

Coorientador: Ernesto Schulz lang

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, PFrograma de
Pos—Graduacdc am Quimica, RS, 2019

1. Porfirinas de ruténio(IIl} 2. Fotofisica 3. Interacio
com DNA 4, Interacdo com HSA. I. Almeida Iglesias,
Bernardo II. Schulz lang, Ernesto III. Titulo.

Listema de geracio auvtomética de ficha catalogrédfica da UFSM. Dados fornecidos pelo
avtori{al. Scbh supervisic da Direcdo da Biwvisdo de Processos Técnicos da Biblioteca
Central. BibliotecaAria responsavel Paula Schoenfeldt Patta CRE 10/172ZE.



Lucas Brandalise Menezes

INVESTIGACAO DAS PROPRIEDADES FOTOFISICAS DE
PORFIRINAS MESO SUBSTITUIDAS COM COMPLEXOS DE
Ru"E ESTUDO DA INTERACAO COM BIOMOLECULAS

Dissertagdo, apresentada a0 Curso de
Pos-Graduagdo em  Quimica, da
Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM, RS) como requisito parcial para
oblenglio do titwlo de Mestre em
Quimica,

Aprovado em 05{08Iz°l5
P . Ah A Pl

Prof. Dr. Bernardo Almeida Iglesias (UFSM)
(Presidente/Ornientador)

Prof. Dr. Juhyt 590' Bonacin (UNICAMP)
',, ]
(T =
2= Ua
: Aogusviu}hurgo (UFSM)

Santa Maria, RS
2018



AGRADECIMENTOS

Quero agradecer ao professor orientador Bernardo Almeida Iglesias pela
constante ajuda e orientacdo neste trabalho e contribuindo com minha formacéo
profissional.

A CAPES pelo auxilio financeiro.

Agradeco aos Profs. Pablo Gongalves e Antonio Alonso da UFG pelas medidas
fotofisicas e de EPR.

Agradeco ao CEBIME pelas analises dos HRMS-ESI.

Agradeco ao Otavio Augusto Chaves do SENAI-RJ pelas medidas com HSA e
pelos calculos de docking molecular.

Agradeco minha familia pelo amor, carinho, confianca e por ndo mediram
esforcos para que eu tivesse a oportunidade de estudar.

Aos meus amigos de Passo Fundo: André, Emily, Bruna, Patricia e Yasmin por se
manterem presentes e por terem me apoiado nesta etapa.

Aos meus amigos de Santa Maria: Carolina, Thiago, Jennyfer, Fellipe, Ricardo,

Julia, Luiz, Vanessa e Eveli pelas conversas e momentos felizes.



Esta dissertacdo é dedicada aos Prof. Henrique E. Toma e Koiti Araki, do Instituto de
Quimica da USP - SP, pelas inimeras contribuicdes na area de porfirinas de ruténio(ll)



RESUMO

INVESTIGAC}AO DAS PROPRIEDADES FOTOFISICAS DE PORFIRINAS MESO
SUBSTITUIDAS COM COMPLEXOS DE Ru'' E ESTUDO DA INTERACAO COM
BIOMOLECULAS

AUTOR: Lucas Brandalise Menezes.
ORIENTADOR: Prof. Dr. Bernardo Almeida Iglesias.

Este trabalho teve como objetivo investigar as propriedades fotofisicas de duas porfirinas
cujas sinteses ja sao relatas na literatura: meso-tetra(4-piridil)porfirina base-livre tetra-
rutenada (H2RUuTPyP) e meso-tetra(4-piridil)porfirina de zinco(ll) tetra-rutenada
(ZnRuTPyP). Para isso, ambas foram sintetizadas de acordo com a metodologia relatada
Araki e colaboradores e devidamente caracterizadas por analise elementar, espectrometria
de massas, espectroscopia eletrénica na regido do ultravioleta-visivel, espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho e espectroscopia de emissdao. Além disso, foram
realizados ensaios de agregacdo em solucdo, estudos de fotoestabilidade e geracdo de
oxigénio singleto foram investigadas por espectroscopia na regido do UV-vis. Mais ainda,
o0s estudos de interacdo com DNA e HSA foram realizados via espectroscopia UV-vis,
emissdo fluorescente e de calculos tedricos por docking molecular. A porfirina de Zn"
ZnRuTPyP apresentou melhores valores para constante intrinseca de ligacdo ao DNA
(Kb), e para valores de supressdo de Stern-Volmer (Ksv), sugerindo que ambas as
porfirinas interagem via sulco maior (major groove) e regidas por interacGes
eletrostaticas, o que é evidenciado pelos célculos de docking molecular.

Palavras-chave: Porfirinas de ruténio(ll), Fotofisica, Interacdo com DNA, Interacdo com
HSA.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PHOTOPHYSICAL PROPERTIES OF MESO-
SUBSTITUTED PORPHYRINS WITH Ru'" COMPLEXES AND STUDY OF
INTERACTION WITH BIOMOLECULES

AUTHOR: Lucas Brandalise Menezes.
SUPERVISOR: Prof. Dr. Bernardo Almeida Iglesias.

The objective of this work was to investigate the photophysical properties of two
porphyrins whose syntheses are already reported in the literature: meso-tetra(4-
pyridyl)porphyrin  tetra-ruthenated free-base (H2RuTPyP) and meso-tetra(4-
pyridyl)porphyrin tetra-ruthenated zinc(Il) (ZnRuTPyP). For this, both porphyrins were
synthesized according to the Araki and co-workers methodology and properly
characterized by elemental analysis, mass spectrometry, ultraviolet-visible, infrared and
emission spectroscopy. In addition, solution aggregation assays were performed,
photostability studies and singlet oxygen generation were investigated by UV-vis
spectroscopy. Moreover, the interactive studies with DNA and HSA were performed via
UV-vis spectroscopy, fluorescence emission and theoretical calculations by molecular
docking. Znll-porphyrin (ZNnRuTPyP) presented better values for intrinsic DNA binding
constant (Kp), and Stern-Volmer gquenching constant (Ksy), suggesting that both tetra-
ruthenated porphyrins interact with major groove and are governed by electrostatic
interactions, which is evidenced by molecular docking calculations.

Keywords: Ruthenium(ll) porphyrins, Photophysics, DNA interactions, HSA
interactions.
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1 INTRODUCAO

Porfirinas sdo macrociclos tetrapirrolicos que estdo presentes em sistemas
bioldgicos, desempenhando fungdes especificas, como por exemplo o transporte de
oxigénio no sangue (hemoglobina) e captacdo de energia luminosa (clorofila). Desde a
sintese e comprovacdo da heme (porfirina complexada com fons Fe'! presente na
hemoglobina), novos estudos que possibilitam a obtencdo desses compostos em
laboratério, a partir do pirrol, vem sendo relatados desdo ano de 1930.

Tendo em vista a aplicacdo em, por exemplo, terapia fotodindmica, mimetizagéo
de moléculas fotossintéticas e interacdo com DNA, estudos que investigam as
propriedades eletronicas, quimicas e fotofisicas de compostos porfirinicos estdo sendo
desenvolvidos. As metaloporfirinas tém sido utilizadas em varios campos de analise de
interacdo com DNA, como mecanismo de quebras de DNA, sondas fluorescentes de DNA
e atividade enzimaética de reparo de DNA.

H& um crescente interesse no estudo de complexos de metais de transicdo devido
as suas diferentes geometrias de coordenacdo, processos redox e a capacidade
diferenciada de interagir com o DNA e proteinas, através de interacdes de natureza
covalente ou ndo-covalente. Nas interacGes covalentes, a ligacdo pode ser irreversivel,
ocasionando a substituicdo de ligantes do complexo, interligacéo inter e intra-cadeia ou
possivel alquilacdo de bases nitrogenadas do DNA. No caso das interacdes ndo-
covalentes, ha uma interacdo reversivel na qual o composto interage com biomoléculas
por meio de intercalacdo, forcas eletrostaticas ou interacdo no sulco maior/menor,
desencadeando mudancas na estereoquimica do DNA, quebra de fita ou ainda inibindo a
ligacdo ou interacdo proteina-DNA.

Na literatura, hd compostos como NAMI-A, KP1019 e RAPTA-C, que
apresentaram alta atividade antiproliferativa em testes in vitro e progrediram para ensaios
clinicos. Estas moléculas apresentam centro metalico de Ru'" que compde a estrutura da
molécula, sendo assim, existe muitas pesquisas que exploram a utilizacdo deste metal
devido a sua atividade bioldgica quando coordenado a diferentes tipos de ligantes, em
especial os ligantes bipiridinicos. Porfirinas de Ru'' tém sido exploradas neste contexto,
ainda mais devido aos relatos de alto rendimento quéntico de geracao de oxigénio singleto

para muitos complexos de Ru'’.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar meso-tetra(4-piridil)porfirina tetra-rutenada base-livre

(H2RUuTPyP) e meso-tetra(4-piridil)porfirina tetra-rutenada de zinco(ll) (ZnRuTPyP),

avaliar suas propriedades fotofisicas e suas interacdes com biomoléculas (DNA e HSA).

2.2 Objetivos Especificos

X/
L X4

X/
L X4

Sintetizar a meso-tetra(4-piridil)porfirina tetra-rutenada base-livre (H.RUTPyP) e a meso-
tetra(4-piridil)porfirina tetra-rutenada de zinco(ll) (ZnRuTPyP) (Figura 1).

Caracterizar os compostos sintetizados utilizando técnicas como: analise elementar
CHN%, espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS-ESI-(+)), espectroscopia
na regido do UV-vis, infravermelho, emissao fluorescente.

Avaliar propriedades fotofisicas das moléculas como: fotoestabilidade e geracao de
oxigénio singleto e espécies radicalares via espectrometria EPR.

Analisar a interacdo destes compostos com biomoléculas (CT-DNA e HSA) via

técnicas espectroscopicas, bem como através de calculos de docking molecular.

Figura 1:Representacdo estrutural das moléculas sintetizadas de Ru": H:RUTPyP e ZnRuTPyP.

PéginaZl
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais das porfirinas

Porfirinas sdo compostos macrociclos constituidos por quatro anéis pirrolicos
unidos por grupos metilicos (—-CH=), os quais sdo localizados nas posic¢des 5, 10, 15 e 20
denominadas meso, enquanto as posigdes 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17 ¢ 18 sdo denominadas f-
pirrolicas (Figura 2). Nesta molécula ha 22 elétrons n dos quais 18 sdo conjugados
formando um sistema aromatico de acordo com a regra de Hiickel para aromaticidade (4n

+ 2 = ntimero de elétrons m)%2.

Figura 2: Representagdo da estrutura molecular de um anel macrociclo da porfirina e suas posi¢des P e

meso.
/, Posicdo p
17 4
Posicdo meso «+—— «Q 5
15
14 7

13 11 8

Fonte: Adaptado de Milgrom, 1997.

Essas conjugacdes eletrbnicas, bem como a aromaticidade, influenciam
diretamente nas propriedades eletrénicas e moleculares do macrociclo porfirinico,
proporcionando facil identificacdo quando aliado a técnicas analiticas. Porfirinas de modo

geral apresentam uma banda de absor¢do de alta intensidade na faixa de 410 a 430 nm,

1 MILGROM, Lionel R.; WARREN, Martin J. The colours of life: an introduction to the chemistry of
porphyrins and related compounds. 1997. p. 7.

2 KADISH, Karl; SMITH, Kevin M.; GUILARD, Roger (Ed.). The porphyrin handbook. Elsevier,
2000. p. 46.
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atribuida as transi¢des do tipo n—n*, denominada banda Soret ou banda B, e um conjunto
de quatro bandas de menor intensidade entre 500 a 700 nm, denominadas bandas Q 3.

A aromaticidade do macrociclo também pode ser confirmada por espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear (RMN). O espectro de *H RMN das porfirinas sdo
caracterizados por efeitos anisotropicos, uma vez que os protons internos do grupo NH
do pirrol sdo fortemente blindados (6 entre -2 € -4 ppm), enquanto os prétons das posi¢oes
meso e [-pirrolicos sdo fracamente blindados (& 10 — 11 ppm e & 8 — 9 ppm,
respectivamente) 3. Esse efeito favorece diversos tipos de reagdes, como substitui¢des
nucleofilicas e eletrofilicas, adi¢es radicalares ou nucleofilicas, onde os carbonos das
posicOes meso e B-pirrdlicas participam das reagfes *.

Porfirinas denominadas “base-livre” apresentam uma cavidade na regido central
do anel, o que possibilita 0 uso dessas moléculas como ligantes para diversos ions de
metais de transicio desde que tenha raio atdmico apropriado °. Reacdes de metalagio sdo
realizada, de forma genérica, a partir de um sal metélico de interesse MXn) (onde M =
ion metélico, X= CI", Br', AcO") com a porfirina na forma base-livre e em meio reacional
acido (&cido acético ou propidnico) ou organico (tolueno, cloroférmio, DMF), levando a

formacao de uma metaloporfirina .
3.2 Bioatividade de complexos de ruténio(ll)
A atividade biol6gica dos compostos de ruténio é conhecida e relatada na literatura

"8 O interesse no comportamento bioldgico dos metalofarmacos contendo ions ruténio

como atomo central é devido as suas caracteristicas eletronicas serem semelhantes as dos

3 FLEISHER, E. B. Accounts of Chemical Research. 1970. p. 105 —112.

4 INTRIERI, Daniela. Synthesis, Characterization and Catalytic activity of Iron, Ruthenium and Cobalt
Porphyrin Complexes. 2014. Tese de Doutorado. Milan State University.

5 IGLESIAS, Bernardo Almeida.Sintese e propriedades espectroscépicas e eletroquimicas de uma
triazeno-porfirina. 2012. Tese de Doutorado. Universidade de Sdo Paulo.

6 ADLER, A. D, et al.. On the preparation of metailoporphyrins, J. Inorg. Nucl. Chem. 1970. p. 2443.

7 TABARES, Julie Pauline Gaitan et al. A Ru (I1)-p-cymene compound bearing naproxen-pyridineamide.
Synthesis, spectroscopic studies, computational analysis and in vitro anticancer activity against lung cells
compared to Ru (I1)-p-cymene-naproxen and the corresponding drug ligands. Inorganica Chimica Acta,
v. 489, p. 27-38, 2019..

8 MITAL, Mariusz; ZIORA, Zyta. Biological applications of Ru (1) polypyridyl
complexes. Coordination Chemistry Reviews, v. 375, p. 434-458, 2018.
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ions ferro. Deste modo, o organismo adota mecanismos de detoxificacdo analogos aos
excessos de ions de ferro, através da sintese de proteinas e agentes quelantes, tais como
transferrina e albumina °,

Nas Gltimas décadas, muita atengdo tem sido focada nos complexos de Ru'' por
sua potencial utilidade em quimioterapia, fototerapia dindmica (PDT) e aplicacédo
fotofisica °. Varios complexos de ruténio(ll) foram projetados e sua atividade inibitoria
contra o crescimento de células tumorais, bem como sua interacdo com macromoléculas
bioldgicas, tem sido extensivamente estudada !. Alguns desses complexos de ruténio
exibem excelente aplicacdo antitumoral, como por exemplo, 0 NAMI-A e o KP1019, os
quais apresentam alta atividade antiproliferativa in vitro e entraram em ensaios clinicos e
um terceiro, RAPTA-C, esta progredindo no sentido de ensaios clinicos (Figura 3) 212
14, 15.

Complexos polipiridinicos de ruténio(ll) apresentam ligantes quelantes do tipo N-
N, estrutura octaédrica e amplos estados de oxidac&o 6. Além disso, suas caracteristicas
fotofisicas e fotoquimicas (grande deslocamento de Stokes, longos tempos de vida e

fotoestabilidade) possibilitam uma rica gama de aplicacbes, como por exemplo a

9 F KRATZ, Felix et al. The binding properties of two antitumor ruthenium (I11) complexes to
apotransferrin. Journal of Biological Chemistry, v. 269, n. 4, p. 2581-2588, 1994.

10 ZENG, Leli et al. The development of anticancer ruthenium (1) complexes: from single molecule
compounds to nanomaterials. Chemical Society Reviews, v. 46, n. 19, p. 5771-5804, 2017.

11 ZHANG, Jing-Xiang et al. Comparative studies of the cellular uptake, subcellular localization, and
cytotoxic and phototoxic antitumor properties of ruthenium (I11)—porphyrin conjugates with different
linkers. Bioconjugate chemistry, v. 23, n. 8, p. 1623-1638, 2012.

12 SAVA, Gianni et al. Dual action of NAMI-A in inhibition of solid tumor metastasis: selective
targeting of metastatic cells and binding to collagen. Clinical Cancer Research, v. 9, n. 5, p. 1898-1905,
2003.

13 RADEMAKER-LAKHAI, Jeany M. et al. A phase | and pharmacological study with imidazolium-
trans-DMSO-imidazole-tetrachlororuthenate, a novel ruthenium anticancer agent. Clinical Cancer
Research, v. 10, n. 11, p. 3717-3727, 2004.

14 TRONDL, Robert et al. NKP-1339, the first ruthenium-based anticancer drug on the edge to clinical
application. Chemical Science, v. 5, n. 8, p. 2925-2932, 2014.

15 DO NASCIMENTO, Fabio B. et al. Synthesis, characterization, X-ray structure and in vitro
antimycobacterial and antitumoral activities of Ru (I1) phosphine/diimine complexes containing the
“SpymMe2” ligand, SpymMe2= 4, 6-dimethyl-2-mercaptopyrimidine. Journal of inorganic
biochemistry, v. 102, n. 9, p. 1783-1789, 2008.

16 GILL, Martin R.; THOMAS, Jim A. Ruthenium (11) polypyridyl complexes and DNA—from
structural probes to cellular imaging and therapeutics. Chemical Society Reviews, v. 41, n. 8, p. 3179-
3192, 2012.
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catalise!” 18, dispositivos moleculares®®, sensibilizadores de corantes para células
solares®® 2! e sondas fluorescentes ?2. Recentemente, estudos relataram que estes
complexos demonstram propriedades bioldgicas interessantes em funcdo da alta
capacidade de interagdo com biomoléculas®® (DNA, RNA e proteinas) e capacidade de
atuar como biosinalizador, tornando-0s propensos a serem utilizados como potenciais
drogas terapéuticas e de diagnosticos para cancer?,

Mais ainda, uma variedade de complexos polipiridinicos de ruténio(ll) estdo
sendo investigados por apresentarem propriedades fotoativas, com certos compostos
tendo citotoxicidade aumentada apos irradiacdo de luz visivel, proporcionando uma
plataforma para terapia de tumores agindo por meio da dissociagdo fotoinduzida do
ligante mais labil ou por via de promogdo de estado fundamental ao estado excitado,

dando-lhes o potencial de produzir espécies reativas de oxigénio (EROS)?> 26,

17 . CONCEPCION, Javier J. et al. Mechanism of water oxidation by single-site ruthenium complex
catalysts. Journal of the American Chemical Society, v. 132, n. 5, p. 1545-1557, 2010.

18 YOON, Tehshik P.; ISCHAY, Michael A.; DU, Juana. Visible light photocatalysis as a greener
approach to photochemical synthesis. Nature chemistry, v. 2, n. 7, p. 527, 2010.

19 KALYANASUNDARAM, K.; GRATZEL, M. Applications of functionalized transition metal
complexes in photonic and optoelectronic devices. Coordination chemistry reviews, v. 177, n. 1, p. 347-
414,1998.

20 SONAII, Gabriela G. et al. Solar cells sensitized with natural dyes: an introductory experiment about
solar energy for undergraduate students. Quimica Nova, v. 38, n. 10, p. 1357-1365, 2015.

21 POLO, André Sarto; ITOKAZU, Melina Kayoko; IHA, Neyde Yukie Murakami. Metal complex
sensitizers in dye-sensitized solar cells. Coordination Chemistry Reviews, v. 248, n. 13-14, p. 1343-
1361, 2004..

22 LAKOWICZ, J. R. Principles of fluorescence spectroscopy Kluwer. New York, 1999..

23 : LI, Guanying et al. Ruthenium (1) complexes with dppz: From molecular photoswitch to biological
applications. Dalton Transactions, v. 45, n. 34, p. 13261-13276, 2016.

24 GILL, Martin R.; THOMAS, Jim A. Ruthenium (1) polypyridyl complexes and DNA—from
structural probes to cellular imaging and therapeutics. Chemical Society Reviews, v. 41, n. 8, p. 3179-
3192, 2012.

25 J. KNOLL, Jessica D.; TURRO, Claudia. Control and utilization of ruthenium and rhodium metal
complex excited states for photoactivated cancer therapy. Coordination chemistry reviews, v. 282, p.
110-126, 2015.

26 MARI, Cristina et al. Combination of Ru (1) complexes and light: new frontiers in cancer
therapy. Chemical science, v. 6, n. 5, p. 2660-2686, 2015.
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Figura 3: Representagdo da estrutura molecular dos complexos NAMI-A, KP1019, KP1339 e RAPTA-C.

IR
-y +
O¢S{/ —| (/k]' HN\N/ H\ "
KP1019: A* = ¢ 'NH —o—
Cl., | .ci HNJ Clo, | .Cl |
Ru, Ru N~—=—=p—Ru-...
- “Cl
o | e o | e <N
N ~~N (o]
Z NH KP1339: A* = Na*
H(,:J RAPTA-C
NAMI-A

Fonte: Gasser, et. al., 201577,

3.3 Metodologias sintéticas

A primeira estrutura molecular de uma porfirina foi proposta por Kuster, em 1912,
porém, por se tratar de uma macromolécula, sua estabilidade foi questionada em funcéo
da excessiva massa molecular do anel porfirinico 2. Fischer e colaboradores, em 1929,
sintetizaram a heme, porfirina complexada com ions de Fe', e sua estrutura foi
caracterizada e comprovada por difragdo de raios-X 2°. Este estudo despertou curiosidade
e varias metodologias sintéticas de porfirinas foram relatadas.

No ano de 1935, Rothermund propds uma rota sintética para obtencdo de
porfirinas meso-substituidas a partir da reacdo entre pirrol e benzaldeido, utilizando
metanol como meio reacional com pequenas quantidades de piridina. O sistema foi
mantido em refluxo durante 48 h. O rendimento obtido para a reacdo foi de 9%, porém o
produto apresentava 5% de impureza (clorina) .

Adler e colaboradores em 1964 adaptaram a metodologia para alcancar maiores

rendimentos. Para isso, modificaram o meio reacional para &cidos organicos (&cido

27 ANANTHNAG, Guddekoppa S.; SHETTI, Vijayendra S. Synthesis, structure and catalysis of
organometallic porphyrin—pincer hybrids: a review. Dalton Transactions, v. 46, n. 41, p. 14062-14082,
2017.

28 Kuster., W. Beitrage zur Kenntnis des Bilirubins und Hamins. Hoppe-Seyler’s Zeitschrift Fiir
Physiologische Chemie, 82(6), p. 463-483, 1912.

29 BRAUNITZER, G. et al. The hemoglobins. In: Advances in protein chemistry. Academic Press,
1964. p. 1-71.

30 ROTHEMUND, Paul. Formation of porphyrins from pyrrole and aldehydes. Journal of the American
Chemical Society, v. 57, n. 10, p. 2010-2011, 1935.
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acetico ou acido propidnico) sob atmosfera ambiente, mantendo o sistema em refluxo
durante um tempo de 30 minutos. Estas alteracbes aumentaram o rendimento de 9% para
20%, contudo também houve aumento de impureza para 10% 3. A rota sintética resumida

esta representada no Esquema 1.

Esquema 1: Representacdo da rota sintética geral para uma meso-tetra-(aril)porfirina proposta por Adler e

colaboradores.

CH3COOH ou CH3CH,COOH
Refluxo, O, 30 min
I .
N
H

CHO

Fonte: Adaptado de Adler, Longo e Shergalis, 1964.

Com o objetivo de aumentar ainda mais o rendimento do macrociclo porfirinico,
Lindsey e colaboradores, buscaram desenvolver uma nova rota de sintese que consistia
em duas etapas, onde na primeira ocorria a reacdo entre o pirrol e benzaldeido em
diclorometano (DCM) ou cloroférmio (CHCIs3), na presenca de acido trifluoracético
(TFA) ou eterato de trifluoreto de boro (BF3O(CzHs)2), como acido de Lewis a
temperatura ambiente. Essa etapa produz um intermediario porfirogénico com quatro
nitrogénios internos deprotonados. Na etapa seguinte ocorre a oxida¢do do intermediario
a partir de um agente oxidante, geralmente 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona
(DDQ), levando a formacdo da meso-tetra(fenil)porfirina (Esquema 2). Os autores

relatam que o rendimento obtido para este experimento foi de, aproximadamente, 45% 2.

31 ADLER, Alan D.; LONGO, Frederick R.; SHERGALIS, William. Mechanistic investigations of
porphyrin syntheses. 1. Preliminary studies on ms-tetraphenylporphin.Journal of the American Chemical
Society, v. 86, n. 15, p. 3145-3149, 1964.

32 LINDSEY, J. S., SCHREIMAN,I. C., HSU, H.C.. An improved synthesis of tetramesitylporphyrin
Tetrahedron Letters. p. 3069-3070, 1986.
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Em 1991, Fleicher e colaboradores prepararam a meso-tetra(4-piridil)porfirina a
partir do método proposto por Adler e colaboradores 3. Partindo da reacéo entre pirrol,
benzaldeido e 4-piridil-carboxaldeido (com propor¢des estequiométricas, em mmol, de
100:74:26, respectivamente), o sistema foi deixado em refluxo com 250 mL de acido
propiénico durante 1 h. Apos o tempo de reacdo, a solucdo foi resfriada e deixada em
repouso durante a noite. O produto final foi filtrado e lavado com metanol para obtencéo

do sélido purpuro cristalino (Esquema 3).

Esquema 2: Representacdo da rota sintética geral para uma meso-tetra-(aril)porfirina proposta por Lindsey
e colaboradores, em 1986.

1)DCM ou CHCI3 N,
BF;.Et,O ou TFA
t.a.

ﬂ N 2) DDQ
N
H

CHO

Fonte: Adaptado de Lindsey e colaboradores, em 1986.

Esquema 3: Representagdo da rota sintética para obtencdo de uma porfirina meso substituidas por grupos
piridil proposta por Fischer e colaboradores.

Os__H
CH5CH,COOH
// \\ X Refluxo, 1h
+ +
N N/

CHO

Fonte: Adaptado de Fleischer e colaboradores, 1991.

33 FLEISCHER, Everly B.; SHACHTER, Amy M. Coordination oligomers and a coordination polymer
of zinc tetraarylporphyrins. Inorganic Chemistry, v. 30, n. 19, p. 3763-3769, 1991.
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Araki e Toma, em 1994, relataram a sintese de um novo composto porfirinico
contendo complexos [Ru(bpy)2CI]" ligados nas posicdes periféricas da meso-tetra(4-
piridil)porfirina de zinco(ll) (ZnTPyP). A porfirina tetra-rutenada foi obtida a partir da
reacdo entre a porfirina tetra-piridil de zinco(ll) e do complexo de ruténio Ru(bpy)2Cly,
com propor¢do molar de 1:4,1 em acido acético glacial, sob refluxo durante uma hora. O
solvente foi removido por evaporacgéo e a porfirina foi isolada por precipitacdo pela adigéo
de uma solucdo aquosa saturada de trifluorometanossulfonato de litio (LiCF3SOs). O

produto final da reagao foi filtrado, lavado com agua e seco sob véacuo 3.

3.4 Interac6es com biomoléculas

3.4.1 Acido desoxirribonucleico

O écido desoxirribonucleico (DNA) é uma macromolécula que contém
informacdes genéticas. Contém informacGes importantes para a sintese de proteinas e de
acido ribonucleico (RNA). A estrutura do DNA formada a partir de dois filamentos de
cadeias polinucleiotideas enoveladas em torno de um eixo formam uma estrutura
helicoidal conforme ¢ possivel observar na Figura 4 3. A estrutura da dupla hélice é
mantida pelo grande nimero de ligacdes de hidrogénio entra as bases nitrogenadas dos
filamentos opostos. As bases nitrogenadas da estrutura tendem a ser hidrofobicas
contribuindo para o empilhamento das bases nitrogenadas promovendo estabilidade

adicional & estrutura do DNA 36,

34 ARAKI, Koiti; TOMA, Henrique E. Luminescence, spectroelectrochemistry and photoelectrochemical
properties of a tetraruthenated zinc porphyrin. Journal of Photochemistry and Photobiology A:
Chemistry, v. 83, n. 3, p. 245-250, 1994.

35 MENK, C. F. M., SLUYS, M. V. Genética Moleculas Bésica: dos genes aos genomas. 2017. Parte 2.

36 BERG, J. M., TYMOCZKO, J. L., STRYER, L. Bioguimica. 6, p. 1059, 2008.
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Figura 4: Representacdo da estrutura de dupla hélice do &cido nucleico formada a partir de ligagdes de
hidrogénio das bases nitrogenadas.

Centro dos pares de bases empithadas

Filamento de
agucar-fosfato

Legenda

(O = Hidrogénio
Sulco (© = Oxigenio

. = Carbono

O = Carbono e nitrogénio
em pares de bases

. = Fosforo

Fonte: Adaptado de Menk e Sluys, (2017).

A conformacdo B-DNA, descrita por Watson e Crick, é predominante nas
moléculas de DNA presente no citoplasma das células vivas. No entanto, a conformacao
varia de acordo com a natureza das moléculas que o DNA interage. Em condic¢des ndo
fisioldgicas, ou em estado de desidratacdo, como sais comerciais de DNA, a estrutura do
DNA tende a uma conformacdo do tipo A: uma hélice dextrogira com 11 pares de
nucleotideos por volta, enquanto a conformacdo do tipo B existe com 10 pares de
nucleotideos e filamentos mais alongados sob condicdes fisioldgicas. A molécula de
DNA, portanto, ndo € estatica e invariavel. Algumas sequéncias de DNA existem na
conformacao Z, estrutura helicoidal levogira com 12 pares de nucleotideo empilhados e
um dnico sulco. No entanto, a presenca do Z-DNA nos seres vivos ainda nio é clara. E

possivel observar as conformagdes na Figura 5 14,
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Figura 5: As formas conformacionais A, B e Z do DNA estéo representadas e indicadas pelas letras A, B e
C, respectivamente. Sendo A, B e C representacdo vista de frente e 1A, 1B e 1C representacdo vista de
cima.

1B

Fonte: Adaptado de Menk e Sluys, (2017).

A interacdo de porfirinas ligadas a complexos metélicos com o DNA tem sido
investigada por décadas devido a potencial atividade fotoquimica e aplicabilidade em
terapia fotodinamica (PDT), bem como via de mecanismo para clivagem de DNA ¥,

sondas fluorescentes de DNA 38 e atividade enzimatica de reparo de DNA 3. Porfirinas

37 KOVALEVA, Oxana A. et al. Preferential DNA photocleavage potency of Zn (1) over Ni (1)
derivatives of carboxymethyl tetracationic porphyrin: the role of the mode of binding to DNA. European
Biophysics Journal, v. 43, n. 10-11, p. 545-554, 2014.

38 WANG, Yagiong; SAURIAT-DORIZON, Helene; KORRI-YOUSSOUFI, Hafsa. Direct
electrochemical DNA biosensor based on reduced graphene oxide and metalloporphyrin
nanocomposite. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 251, p. 40-48, 2017.

39 VAN HEMMEN, J. J.; MEULING, W. J. A.; BLEICHRODT, J. F. Effect of Oxygen on Inactivation
of Biologically Active DNA by y Rays in Vitro: Influence of Metalloporphyrins and Enzymatic DNA
Repair. Radiation research, v. 75, n. 2, p. 410-423, 1978..
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atuando como fotossensibilizadores (PS) em PDT, na inativacdo fotodinamica de
microrganismos (PDI) tem sido amplamente explorada em varios grupos de pesquisa %41,

H& um crescente interesse no estudo de complexos de metais de transicdo em
funcdo das suas diferentes geometrias de coordenacao, processos redox e diferentes meios
e capacidades de interagir com o DNA. Esta interacio DNA-metaloporfirina pode ocorrer
de forma reversivel, através de ligacdo aos sulcos, intercalacdo, interacGes eletrostaticas;
como também de forma irreversivel, via ligaches covalentes as bases e aos grupos
fosfatos*2.

As interacdes dos compostos com 0 DNA séo possiveis devido as cargas negativas
dos grupos fosfatos nos filamentos do DNA e a presenca de atomos de elementos
quimicos como oxigénio, nitrogénio e hidrogénio nas bases nitrogenadas, como também,
podem ser regidas por forcas hidrofobicas, Var der Waals ou ligacdes de hidrogénio
434445 Com isso, a molécula de DNA torna-se um alvo interessante para metaloporfirinas,

as quais, quando estabelecida a interacdo composto—DNA, podem apresentar atividades

40 SILVA, Ana Paula da. Inativagdo dos micro-organismos causadores da onicomicose por terapia
fotodindmica-estudo in vitro e clinico. 2013. Tese de Doutorado. Universidade de Sao Paulo

41 OLIVEIRA, Vanessa A. et al. Photoactive meso-tetra (4-pyridyl) porphyrin-tetrakis-[chloro (2, 2’
bipyridine) platinum (ii) derivatives recognize and cleave DNA upon irradiation. Dalton Transactions, v.
46, n. 5, p. 1660-1669, 2017.

42 D’URSO, Alessandro; FRAGALA, Maria Elena; PURRELLO, Roberto. Non-covalent interactions of
porphyrinoids with duplex DNA. In: Applications of Porphyrinoids. Springer, Berlin, Heidelberg, 2013.
p. 139-174.

43 KEENE, F. Richard; SMITH, Jayden A.; COLLINS, J. Grant. Metal complexes as structure-selective
binding agents for nucleic acids. Coordination Chemistry Reviews, v. 253, n. 15-16, p. 2021-2035,
20009.

44 BOER, D. Roeland; CANALS, Albert; COLL, Miquel. DNA-binding drugs caught in action: the latest
3D pictures of drug-DNA complexes. Dalton Transactions, n. 3, p. 399-414, 2009.

45 BARRA, Carolina Valério; NETTO, Adelino VG. Interagfes entre Complexos Antitumorais e 0 DNA
e suas Ferramentas de Analise: um Enfoque nos Metalointercaladores. Revista Virtual de Quimica, v. 7,
n. 6, p. 1998-2016, 2015.
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antivirais %¢, antimicrobianas #’ e antitumorais “¢, como também capacidade de clivar a
estrutura do DNA #°.

Moléculas, de modo geral, podem interagir com a estrutura do DNA de forma
irreversivel, a partir de ligacdes covalentes; ou reversivel, atraves de interacdes
eletrostaticas, ligacbes aos sulcos ou por intercalagdo. Estas interacBes induzem a
mudancas estruturais do acido nucleico resultando em altera¢c@es conformacionais, perda,
adicéo ou substituicdo das bases nitrogenadas modificando, desta forma, a sequéncia do
DNA e afetando a fidelidade do codigo genético °. Com isso, é possivel que ocorra a
inibicdo da sintese proteica (inibicdo da expressdo génica) ou originar proteinas com
estrutura modificada e enzimas com a atividade especifica alterada. A maioria dos
compostos com atividade anticancer exercem seu efeito antitumoral danificando a
capacidade de replicacdo do acido nucleico por ligagbes covalentes ou ndo covalente
(irreversivel e reversivel, respectivamente) ou a partir de danos oxidativos ocasionados
pelas EROS °2,

Compostos que se ligam de forma irreversivel ao DNA (Figura 6) perdem seus
ligantes mais labeis para se coordenarem ao acido nucleico e pode ocorrer inter ou intra-
filamento das hélices. Essa ligacdo promove distor¢des na estrutura helicoidal do DNA,
provocando alteragdes nas funcdes da molécula 2.

InteracBes eletrostaticas entre cations e o DNA podem ocorrer na superficie
externa da hélice como consequéncia da estrutura negativa proveniente dos grupos

fosfatos. As bases ficam expostas nos sulcos, sendo que seus sitios de coordenac¢ao estéo

46 SONG, R. et al. Anti-HIV activities of anionic metalloporphyrins and related compounds. Antiviral
Chemistry and Chemotherapy, v. 8, n. 2, p. 85-97, 1997.

47 NUNEZ, Silvia; GARCEZ, Aguinaldo Silva; RIBEIRO, Martha Simdes. PDT-Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana na Odontologia. Elsevier Brasil, 2015.

48 RIBEIRO, J. N. et al. Avaliacdo da atividade fotodindmica de porfirinas para uso em terapia
fotodindmica através da fotoxidagéo de triptofano. Eclética Quimica, v. 32, n. 1, p. 7-14, 2007.

490LIVEIRA, Vanessa Almeida de et al. Interacdo de metaloporfirinas com DNA: mecanismo catalitico
da fotoclivagem. 2017.

50 GARCIA-RAMOS, Juan Carlos et al. Metal-based drug-DNA interactions. Journal of the Mexican
Chemical Society, v. 57, n. 3, p. 245-259, 2013.

51 ARMITAGE, B. Photocleavage of Nucleic Acids. Chem. Rev. 1998. p. 1171-1200.
52 CALVILLO-PAEZ, Viviana et al. Synthesis, spectroscopic, physicochemical and structural

characterization of tetrandrine-based macrocycles functionalized with acridine and anthracene groups:
DNA binding and anti-proliferative activity. Chemico-biological interactions, v. 286, p. 34-44, 2018.
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localizados no centro do eixo da dupla hélice, desta forma é possivel que o composto
interaja diretamente com as bases nitrogenadas *°.

A intercalacgdo (Figura 7) consiste na insercdo da molécula entre os pares vizinhos
de bases nitrogenadas, provocando distor¢bes na conformacdo do acido nucleico e
impedir a interacdo proteina—DNA. Isso pode interferir no reconhecimento e fungédo das
proteinas associadas ao DNA, como por exemplo topoisomerases, polimerases, sistemas
de reparo de DNA e fatores de transcricdo, acarretando retardo ou inibi¢do dos processos
de transcricdo e replicacédo, principalmente em células com alta taxa de proliferacao, a
exemplo das cancerosas °8. Entretanto, é importante destacar que nem todos o0s
intercaladores sdo genotoxicos, visto que sdo necessarios alguns grupos funcionais,
catiénicos ou eletrofilicos, como sistemas planares policiclicos aromaticos, para exercer
a atividade genotoxica. Abordagens computacionais indicam que a carga positiva pode
causar um abaixamento na energia do orbital molecular ndo ocupado de mais baixa
energia (LUMO) do ligante, favorecendo assim a interagdo com o orbital molecular
ocupado de mais alta energia (HOMO) das bases do DNA, segundo a teoria &cido e base

de Pearson.

Figura 6: Representacdo da estrutura helicoidal do DNA (A) e da distor¢do na estrutura do DNA (B) causada
pela ligag&o irreversivel com o complexo de ruténio(ll).

Fonte: Garcia, et al (2017) 5.

53 KR, Sangeetha Gowda et al. Mechanism of DNA binding and cleavage.Biomedicine, v. 2, n. 1, p. 1-9,
2014.

54 LOZANO, Héctor J. et al. Evidence for interstrand DNA covalent binding of two dinuclear Ru (1)
complexes. Influence of the extra ring of the bridging ligand on the DNA interaction and cytotoxic
activity.
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Os compostos que interagem com DNA através dos sulcos (Figura 7) apresentam
uma estrutura flexivel e, desta forma, se conectam ao &cido nucleico por meio dos sulcos
da dupla-hélice resultando numa distor¢do na estrutural do DNA *°. Por comparag&o, a
distorcdo causada por interacdo ao sulco € menos acentuada que a causada por
intercaladores, entretanto, o conjunto de forcas existentes, como van der Waals, ligacOes
de hidrogénio e interages eletrostaticas podem originar complexos mais estaveis do que
0s provocados pela intercalacdo. A nivel molecular, a vacancia dos sulcos é diferente. O
sulco maior tem 11,6 A de largura e 8,5 A de profundidade e oferece fécil acesso a
moléculas volumosas. Os sulcos menores apresentam vacancias reduzidas sendo menores
em tamanho e com 8,2 A de profundidade. Efeitos eletrostaticos entre espécies cationicas
e os grupos fosfatos do DNA carregados negativamente acontecem, de modo geral, a

partir de moléculas pequenas e com interagdo externa a hélice do DNA °7.

Figura 7: Representacdes de ligacdes ao DNA via intercalacdo, a esquerda, e ao sulco, a direita, bem como
as distorcGes causadas no 4cido nucleico através da inser¢do desses compostos em sua estrutura.

INTERCALACAO INTERACAO AO
SULCO DO DNA

Fonte: Adaptado de Boer e Coll, 2009.

55 BOER, D. Roeland; CANALS, Albert; COLL, Miquel. DNA-binding drugs caught in action:
the latest 3D pictures of drug-DNA complexes.Dalton Transactions, n. 3, p. 399-414, 2009.
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As fitas do DNA estdo altamente tensionadas, quando intactas, mantendo-se na
forma super-enovelada (FI). Ao sofrer algum processo de clivagem em um de seus
filamentos, ocorre um relaxamento na dupla-hélice convertendo a molécula para sua
forma circular aberta (FII). No caso de ocorrer quebra nos dois filamentos de sua
estrutura, o DNA assume sua forma linear (FIII). A identificacdo destas estruturas pode
ser feita através da técnica de eletroforese em gel, uma vez que apresentam diferentes
mobilidades eletroforética °°, conforme é possivel observar na Figura 8.

Figura 8: llustracdo e imagens de AFM das trés formas do DNA plasmidial (acima) e a sua diferenciacéo
apos eletroforese em gel de agarose (abaixo).

Fl Fll F 1
(superenovelado) (circular aberto) (linear)

200 nm

Fll
DNA clivado
Flll

DNA néo clivado { FI

Fonte: Bortollo, 2011 %7,

3.4.2 Albumina de soro humano

Albumina de soro humano (HSA, do inglés Human Serum Albumin) é uma
proteina de baixo peso molecular (66.5 kDa) com maior abundancia nos seres humanos,
cerca de 60% da quantidade total de proteinas, aproximadamente 40 mg mL™. E a

principal proteina transportadora de pequenas e grandes cadeias de &cidos graxos, que sdo

56 NAVARRO, Maribel et al. Synthesis, characterization, DNA binding study and biological activity
against Leishmania mexicana of [Cu (dppz) 2] BF4. Journal of inorganic biochemistry, v. 97, n. 4, p.
364-369, 2003.

57 BORTOLOTTO, Tiago et al. Interacdo e clivagem de DNA por novos complexos de cobre (1)
derivados de tetraciclinas e 1, 10-fenantrolina. 2012.
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insoltveis no plasma sanguineo, como também possui funcdo sequestrante de radicais
livres de oxigénio e inativadora de metabdlicos lipofilicos toxicos %89,

O HSA (Figura 9) é constituido por cadeias polipeptidicas compostas por 585
aminoacidos. Apresenta um residuo de triptofano (Trp?'#) e outros residuos formam 17
pontes dissulfeto que auxiliam a manter a estrutura terciaria, 6 grupos de metionina, 59
grupos de lisina. Essa estrutura é dividida em trés dominios homélogos (I, 11 e 111). Cada
dominio contém dois subdominios A e B. No subgrupo I1A esta localizado o residuo de

Trp214 60_

Figura 9: Representagdo da estrutura proteica da Albumina do soro humano em laranja e do residuo de
aminoacido Trp?** em verde no subdominio Il A.

¢,

Fonte: Peters (1995).

Ross e Subramanian, em 1980, correlacionaram pardmetros termodinamicos,
como variagdo da entropia (AS) e variacdo da entalpia (AH), com diferentes tipos de
forcas intermoleculares que regem a insercdo de moléculas na estrutura de proteinas. Com

isso, a interacdo proteina—complexo pode ser regida por interacdes hidrofébicas (no caso

58 SATTARAHMADY, Naghmeh et al. Formation of the molten globule-like state during prolonged
glycation of human serum albumin. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-General Subjects, v. 1770,
n. 6, p. 933-942, 2007.

59 SATTARAHMADY, Naghmeh; MOOSAVI-MOVAHEDI, Ali; HABIBI-REZAEI, Mehran. A
biophysical comparison of human serum albumin to be glycated in vivo and in vitro. Journal of Medical
Biochemistry, v. 30, n. 1, p. 5-10, 2011.

60 PETERS JR, Theodore.All about albumin: biochemistry, genetics, and medical applications.
Academic press, 1995.
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de AS > 0 e AH > 0), ligagdes de hidrogénio ou van der Waals (se AS <0 e AH <0) ou
atragdes eletrostaticas (se AS <0 e AH > 0) 5,

A espectroscopia de emissdo fluorescente é uma técnica empregada para o estudo
de parametros fisico-quimicos, como também é muito utilizada para investigacédo e
monitoramento da interacao de atividade de varias substancias com essas proteinas, como
por exemplo, hormonios esteroides (testosterona e progesterona) e iso-imperatorina. O
HSA apresenta fluorescéncia intrinseca devido a presenca do residuo de aminoacido

214

Trp=** ¢ fenilalanina (Aexc = 280 nm e Aem = 350 - 500 nm). Através da supressdo da

fluorescéncia do residuo Trp?

, Se permite avaliar as interacfes com complexos metalicos
e obter informacdes dos seus possiveis sitios de ligacdo utilizando as equacgdes de Stern-
Volmer (vide Parte Experimental).

O mecanismo de supressdo de fluorescéncia de Stern-Volmer tem sido
amplamente utilizado por diversos autores para obtencdo dos parametros fisico-quimicos
de biomoléculas %23, Através destes pardmetros também podemos prever se este processo
de supressdo pode ser de natureza dinamica ou estatica, pela analise das constantes
difusionais (kqir) € pelos valores encontrados para as constantes cinéticas de supresséo
(ko).

Para processos de natureza dinamica de supressédo (Figura 10), a intensidade de
emissdo da fluorescéncia decai conforme as moléculas de proteinas excitadas colidem
com a substancia supressora. Com isso, de maneira geral, os valores de kq serdo mais
baixos que os valores da kqir. Neste caso, o tempo de contato entre o fluoroforo e o
supressor serd muito curto para que o supressor se difunda ao fluor6foro e forme um aduto
e, portanto, ocorre apenas colisdes com transferéncia de energia entre 0 supressor e o
fluoréforo sem que haja formacgdes de adutos no estado excitado (processo chamado de
FRET — Fdster Ressonace Energy Transfer).

Enguanto isso, no processo de supressao estatica (Figura 10), a colisdo da

albumina com a substancia supressora pode ocorrer no estado fundamental levando a

61 ROSS, Philip D.; SUBRAMANIAN, S. Thermodynamics of protein association reactions: forces
contributing to stability.Biochemistry, v. 20, n. 11, p. 3096-3102, 1981.

62 JUREK, Katarzyna et al. New fluorescence probes for biomolecules.Molecules, v. 20, n. 7, p. 13071-
13079, 2015.

63 SAHU, Dillip Kumar; SINGHA, Debabrata; SAHU, Kalyanasis. Sensing of iron (111)-biomolecules by
surfactant-free fluorescent copper nanoclusters. Sensing and Bio-Sensing Research, v. 22, p. 100250,
2019.
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formacgédo de um complexo nédo fluorescente, sendo assim, verifica-se formacdo de um
complexo entre o fluor6foro e o supressor. Neste caso, apés a absorcdo da radiacdo
eletromagnética, o fluordforo retorna rapidamente ao seu estado fundamental sem que
haja a emissdo de féton. Deste modo, a supressdo da fluorescéncia ocorre devido a

reducdo do namero de moléculas fluorescentes no estado fundamental.

Figura 10: Mecanismos de supressdo estatico e dindmico de transferéncia de energia entre o supressor € 0
fluoréforo.
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Estado fimdamental do aduto Transfermma de E,m?rgzla por
processo n3o-radiativo

Fonte: Johansson (2006)

3.5 Processos fotofisicos

Os niveis de energia que ilustram os possiveis processos fotofisicos em uma
molécula sdo exemplificados abaixo no diagrama de Jablonski, comumente utilizado para
explicar os processos quénticos envolvidos na absorcao e emisséo da luz (Figura 11) .
Nele, os niveis de energia eletronica sdo arranjados em ordem crescente, representados
em retas horizontais e sobrepostos aos niveis de energia vibracional. As setas verticais

correspondem as transi¢des entre os niveis energéticos. Os estados eletrénicos singletos

64 JOHANSSON, Mary Katherine. Choosing reporter-quencher pairs for efficient quenching through
formation of intramolecular dimers. In: Fluorescent Energy Transfer Nucleic Acid Probes. Humana
Press, 2006. p. 17-29.

65 ABDEL-KADER, Mahmoud H. Photodynamic therapy. Springer-Verlag Berlin An, 2016.
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séo representados pela letra S, sendo Sp 0 estado eletr6nico fundamental e Sy, Sz, Sn 0

estados eletronicos excitados. Os estados tripleto séo representados pela letra T.

Figura 11: Diagrama simplificado de Jablonski, representando seus processos e tempos de vida em niveis
energéticos e vibracionais.
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Fonte: Adaptado de Abdel-Kader, 2014.

Quando um elétron recebe quantidade suficiente de energia, o mesmo ¢é
promovido para um estado excitado mais energético (So — S1). Esse estado excitado
povoado pelo elétron € instavel e a energia € dissipada através de diferentes processos de
desativacéo, podendo ser radiativos ou no-radiativos .

No processo de ndo-radiativo, a energia distribuida nos niveis excitados €
preferencialmente perdida por conversdo interna (setas em azul) ou por cruzamento
interssistema (setas em verde). O decaimento por conversao interna ocorre em niveis de
mesma multiplicidade de spin (S;—S1 ou T>—T1). Porém, a desativagcdo também pode
ocorrer entre estados de diferente multiplicidade de spin (S1—T1) se a energia entre 0s
niveis for muito proxima. Nesse processo a energia é transferida por dissipacdo térmica,
colisbes com moléculas presentes na vizinhanga ou convertida em mudancas geométricas

da molécula 8.

66 HOLLAS, J. Michael. Modern spectroscopy. John Wiley & Sons, 2004.
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Fluorescéncia e fosforescéncia sdo processos de desativacdo de estado excitado
caracterizados por serem fotoluminescentes devido a radiagdo eletromagnética liberada
durante a despovoacéao do nivel excitado. No caso de o estado excitado de maior energia
e 0 estado fundamental serem de mesma multiplicidade de spin (S1—So), a transi¢édo
eletronica ocorre na faixa de tempos de vida curtos na ordem de 10° a 10°%° segundos,
sendo este processo denominado como fluorescéncia. Ja a fosforescéncia ocorre em faixas
de tempos de vida mais elevados (10 a 1 segundo), visto que o estado excitado ndo tem
mesma multiplicidades de spin do estado fundamental, ocasionando uma situacdo de
menor energia passando do estado singleto excitado para um estado tripleto excitado antes

que a molécula retorne ao seu estado fundamental (S1—T1—So) 78,

3.6 Fotofisica das porfirinas

Fotossensibilizadores (PS) como as porfirinas tém sido alvo de enorme interesse
devido ao seu potencial uso em terapia fotodindmica e/ou terapia fotodinamica
antimicrobiana (aPDT), devido a suas propriedades eletrénicas no estado excitado. O PS
é foto-excitado pela luz visivel para o estado excitado singleto que é eficientemente
convertido através de um cruzamento interssistema para o estado excitado tripleto, onde
pode seguir por dois caminhos: formacdo de espécies reativas por transferéncia elétrons
(mecanismo do Tipo 1) ou por transferéncia de energia (mecanismo do Tipo II), como
pode ser observado na Figura 12. Estas propriedades eletrénicas e redox tornam as
porfirinas e seus metalo-derivados compostos essenciais em importantes funcionalidades
bioldgicas de transporte de elétrons, incluindo a fotossintese e a respiragdo ®°.

No caso do fotossensibilizador realizar cruzamento interssistema e estiver na
presenca de oxigénio molecular, ele podera produzir espécies reativas de oxigénio
(EROs). Estas espécies correspondem a moléculas como anion peroxido (02%), anion
hidroxila (OH"), radicais superoxidos (+O2%) e hidroxila (sOH), peréxido de hidrogénio
(H20>) ou oxigénio singleto (*O2), as quais podem ser geradas via mecanismo do Tipo |

ou do Tipo Il

67 ROHATGI-MUKHERIJEE, K. K. Fundamentals of photochemistry. New Age International, 1978.
68 ROHATGI-MUKHERIJEE, K. K. Fundamentals of photochemistry. New Age International, 1978.

69 MACDONALD, lan J.; DOUGHERTY, Thomas J. Basic principles of photodynamic
therapy. Journal of Porphyrins and Phthalocyanines, v. 5, n. 02, p. 105-129, 2001.
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No mecanismo do Tipo | o PS no estado excitado tripleto pode interagir
diretamente com um substrato e, a partir de uma transferéncia de elétrons, produzira uma
espécie oxidada (R**) e o PS na forma reduzida (PS™). As espécies radicalares produzidas
podem reagir com o oxigénio molecular para formar EROS °. J&4 o mecanismo do Tipo
Il envolve processo de transferéncia de energia do PS para o O, molecular no estado
excitado tripleto. O oxigénio molecular é excitado do seu estado tripleto para um estado
excitado singleto (*Aq de energia 95 kj mol™ — 134 de energia 158 kj mol™). Ha relatos
que ambos os mecanismos ocorrem de forma simultanea, no entanto o 'O, é relatado como

produto majoritario .

Figura 12: Diagrama de energia simplificado para obtencéo de ROS a partir dos mecanismos do Tipo | e
Il.
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70 DOLMANS, Dennis EJGJ; FUKUMURA, Dai; JAIN, Rakesh K. Photodynamic therapy for
cancer. Nature reviews cancer, v. 3, n. 5, p. 380, 2003.

71 MULLER, Paul J.; WILSON, Brian C. Photodynamic therapy for recurrent supratentorial gliomas.
In: Seminars in surgical oncology. New York: John Wiley & Sons, Inc., 1995. p. 346-354.

72 SILVA, Zenildo Santos et al. Animal models for photodynamic therapy (PDT). Bioscience reports, v.
35, n. 6, p. €00265, 2015.
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Derivados de ruténio(ll) tém sido amplamente estudados e apresentam
significativa atividade bioldgica ". Isso pode ser devido a sua capacidade de se ligar
fortemente ao DNA e as proteinas, a prevaléncia de dois estados principais de oxidagao
(2+ e 3+) e a propriedade de mimetizar derivados de ferro(I1)/(111) quando ligados a
moléculas bioldgicas . Além disso, ambos os estados de oxidagdo comumente acessiveis
das espécies de ruténio sdo de geometria octaédrica e relativamente inertes, como
também, a quimica sintética é muito bem estabelecida. Nos ultimos anos, o seu potencial
terapéutico como agentes antimicrobianos e anticancerigenos tem sido demonstrado

vantagens relacionadas aos efeitos colaterais minimos e imunidade a resisténcia a drogas
75

73 YANG, Yanjing et al. Zwitterionic and cationic half-sandwich iridium (I11) ruthenium (11) complexes
bearing sulfonate groups: synthesis, characterization and their different biological activities. Dalton
Transactions, v. 48, n. 10, p. 3193-3197, 2019.

74 CLARKE, Michael J.; ZHU, Fuchun; FRASCA, Dominic R. Non-platinum chemotherapeutic
metallopharmaceuticals. Chemical Reviews, v. 99, n. 9, p. 2511-2534, 1999.

75 SUN, Jing et al. Synthesis, Characterization, and Inducing Tumor Cell Apoptosis of Two Ru (I1)
Complexes Containing Guanidinium as Ligands. Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry
(Formerly Current Medicinal Chemistry-Anti-Cancer Agents), v. 18, n. 1, p. 110-120, 2018.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais gerais

A porfirina base-livre meso-tetra(4-piridil)porfirina (H2TPyP) foi obtida
comercialmente pela PorphyChem® (Dijon, Franca) e utilizada sem nenhum tratamento
prévio. O complexo cis-dihloro-bis-(2,2’-bipiridina)ruténio(ll) foi sintetizado de acordo
com a literatura ’®. O acetato de zinco dihidratado foi obtido comercialmente pela Sigma-
Aldrich®.

4.2 Sintese das porfirinas tetra-rutenadas H2RUTPyP e ZnRuTPyP

Porfirina base-livre H2RUTPyP: primeiramente, em um bal&o de fundo redondo
de 50 mL foram adicionados 20 mg da meso-tetra(4-piridil)porfirina H2TPyP (0,033
mmol; 1 equivalente). Apos, 5 mL de acido acético concentrado foram adicionados ao
mesmo baldo para a dissolucdo da porfirina, e em seguida, foi adicionado 61,99 mg do
complexo [Ru(bpy)2Cl2] (0,128 mmol; 4,1 equivalentes). A reacdo foi realizada a
temperatura de aquecimento na faixa de 50 — 80 °C e sob agitacdo constante durante um
periodo de 4 h (Esquema 4). A reacdo de complexacédo dos derivados de [Ru(bpy)2Cl2]
foi monitorada por UV-vis para acompanhar o surgimento da transicdo eletronica
proximo a 300 nm referente a transicdo m—n* do complexo de ruténio(II)’”. A solugio
foi evaporada em um aparelho de rota-evaporagédo para remover o solvente e o produto
foi isolado por precipitacdo pela adicdo de uma solucdo aquosa saturada de
hexafluorfosfato de potéssio (KPFs). O sélido escuro final foi isolado por filtracdo em
funil de vidro sinterizado e lavado com agua deionizada, éter dietilico e seco dessecador
sob vacuo. Rendimento: 98,50% (78,37 mg; 0,026 mmol). Anéalise Elementar:
C120H90ClsF22N24PsRUs*6H20, exp. (calc.): %C = 46.62 (46.46), %H = 3.35 (3.31), %N

76 ARAKI, K. et al.. Synthesis, electrochemistry, spectroscopy and photophysical
properties of a series of meso-phenylpyridylporphyrins with one to four pyridyl rings coordinated to
[Ru(bipy)2CI]+ groups. J. Porphyrins Phthalocyanines 2002. p. 33-42.

77 AKARI, k. et al. Synthesis, electrochemistry, spectroscopy and photophysical properties of a series of
meso-phenylpyridylporphyrins with one to four pyridyl rings coordinated to [Ru (bipy) 2 CI]+
groups. Journal of Porphyrins and Phthalocyanines, v. 6, n. 01, p. 33-42, 2002.
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=10.94 (10.84). HRMS-ESI(+) (m/z): 1067 [M — 3Ru(bpy)2CI]*; 759 [M - 2Ru(bpy)CI]*
e 472 [Ru(bpy)2Cl + Na]*.

Esquema 4: Representagdo da rota sintética para obtencéo da porfirina base-livre H2RUTPyP.

4
XN 1.CH3COOH, 50-80°C
Cl 2. sol. KPFg

H,RuTPyP

Metaloporfirina de zinco(ll) ZnNRuTPyP: Para a reacdo de complexacdo de
H2RuTPyP com o ions zinco(ll), 20 mg (0,065 mmol; 1 equivalente) de porfirina base-
livre foi medida e transferida para um baldo de fundo redondo de 50 mL e foram
adicionados 5 mL de DMF. Apos dissolucdo, 71 mg (0,325 mmol; 5 quivalentes) de
acetato de zinco(ll) dihidratado foram adicionados a esta solucdo. A reacédo foi aquecida
a uma temperatura de 80 °C e agitacdo constante durante um tempo de 4 h (Esquema 5).
Novamente, a reacdo foi monitorada via espectroscopia UV-vis (pelo desaparecimento de
quatro bandas Q e o surgimento de apenas duas bandas Qs), confirmando a metalagdo. O
DMF foi removido por evaporacdo e o produto foi precipitado com solu¢do aquosa
saturada de hexafluorofosfato de potsio (KPFg). O solido foi lavado com &gua e éter
dietilico, isolado por filtracdo e seco dessecador sob vacuo. Rendimento: 96,05% (73 mg;
0,024 mmol). Anélise Elementar: C120HgsClsF24N24P4RusZn+8H-0, exp. (calc.): %C =
45.23 (45.02), %H = 3.33 (3.27), %N = 10.60 (10.50). HRMS-ESI (m/z): 1130 [M —
3Ru(bpy)2CI]*"; 790 [M - 2Ru(bpy)2CI]" e 472 [Ru(bpy).Cl + Na]".
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Esquema 5: Representacdo da rota sintética para obtencdo da metaloporfirina de zinco(ll)

ZnRuTPyP.
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4.3 Analise Elementar

A anélise elementar de CHN% para as porfirinas foi realizada utilizando um
equipamento Perkin EImer CHN% 2400e na Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade de Sdo Paulo (IQ-USP). Todos as andlises foram feitas em triplicata,

utilizando em torno de 3 mg de cada composto (massa por medida).

4.5 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

As analises para obter os espectros na regiao do infravermelho foram realizadas
através de um equipamento Bruker Tensor-27 Sample Compartment RT- DLa-TGS,
janela espectral de 4.000 - 400 cm™, localizado no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Maria. As amostras foram preparadas em pastilhas
contendo 1% de composto e 99% de brometo de potassio (KBr), sendo as massas medidas

em balanca analitica.

4.6 Espectrometria de massas

Os espectros de massas de alta resolugcdo dos compostos foram obtidos em um

micrOTOF-QII (Bruker Daltonics, Billerica, MA), com ionizagéo por electrospray (ESI),
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no modo positivo, no CEBIME — Universidade Federal de Santa Catarina. Os espectros
de massa foram registados com soluces metandlicas de cerca de 500 ppb de concentragéo
com um fluxo de 180 pL/min e capilaridade de 4000 V.

4.7 Espectroscopia de absorcéo na regido do UV-vis

Os espectros de absorgéo foram registrados usando um espectrofotdmetro de feixe
duplo Shimadzu UV-2600 (faixa de absorcdo de 250 a 900 nm) localizado no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria. As solucdes foram
feitas em concentragdes na faixa de 10“ a 10° mol L. Os valores de coeficientes de
absorcdo molar (g, em L mol™ cm™) foram obtidos usando a relagio de Lambert-Beer
A=ecl, onde A ¢ a absorbancia, ¢ a concentracao molar ¢ £ o comprimento do caminho
otico. Em um grafico de A X c, € ¢ dado pelo produto entre a inclina¢do da curva versus

1/¢.

4.8 Estudo de agregacdo das porfirinas

Os estudos de agregacgédo das porfirinas foram feitos em um espectrofotometro
UV-vis 2600 Shimadzu, localizado na Universidade Federal de Santa Maria. Os espectros
de absorcdo UV-vis foram medidos em fun¢do da concentracdo usando uma mistura de
DMSO(2%)/Tampéo Tris-HCI pH 7,4 como solvente, em concentragdes variadas de 1.0
MM a 22.0 uM de cada porfirina. As mudangas nos Amax das bandas de transi¢do foram

monitoradas.

4.9 Ensaios de fotoestabilidade

A fotoestabilidade dos derivados Ru" foi determinada medindo a absorbéncia para
as porfirinas H2RUTPyP e ZnRuTPyP na banda Soret antes e depois da irradiacdo com
luz branca (400 — 800 nm) a uma taxa de fluéncia de 50 mW cm™ (dose de

aproximadamente 90 J cm) pelo tempo total de 60 min.
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4.10 Rendimento quéantico de oxigénio singleto e numero de fotons absorvidos

O valor do rendimento quéntico de oxigénio singleto (®x) foi obtido pelo método
espectrofotométrico, utilizando o acido urico (AU) como supressor quimico. As solugdes
foram preparadas usando porfirinas em trés concentragdes (1,0 uM, 2,0 uM e 3,0 uM),
enquanto o AU permaneceu em concentracdo fixa (80 uM). Para cada concentracdo de
porfirina, as amostras contendo porfirina e AU foram adicionadas a uma cubeta e
iluminadas por um laser monocromatico na regido do verde (A = 532 nm) com uma
poténcia de 50 mW, sob agitacdo constante. A geracdo de oxigénio singleto foi
quantificada pela fotodegradacdo do AU monitorando a reducéo da banda de absorcéo do
AU préximo a 293 nm em fungéo do tempo de irradiagdo. Os valores de ® sdo obtidos

por relacdo a Equacao 1:

Equacdo 1: Equagdo para determinar o valor do rendimento quantico de oxigénio singleto.

O, =% s
A

A0
A

Em que os rétulos sobrescritos “0” sao os parametros para o fotossensibilizador

padrdo e y, e a eficiéncia da formagéo de oxigénio singleto definida pela Equacéo 2:

Equacdo 2: Equacao para determinar valor referente a eficiéncia da formacéo de oxigénio singleto.

w K
Va n,.

Sendo k a taxa de degradacdo do supressor AU e hass € 0 nimero de fétons
absorvidos por segundo pelo PS. Para uma fonte de luz branca, 0s na,s podem ser obtidos
pela Equacédo 3.

Equacéo 3: Equagdo para determinar o nimero de fotons absorvidos por segundo pelo OS.

n,, = hic Lj (L-102® P(4)dA
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Onde h é a constante de Planck (Js%), ¢ é a velocidade da luz, A (1) é a absorbancia
do PS e P(L) a poténcia incidente da fonte de luz. A partir do nimero de fotons absorvidos,
podemos definir o rendimento quantico da formagéao de oxigénio singleto pela razéo entre

o fluxo de moléculas de O produzidas (n., ) e o fluxo de fotons absorvido por uma
2

molécula fotossensivel (naps) pela Equagdo 4:

Equacdo 4: Equacado para determinar o rendimento quéntico da formacéo de oxigénio singleto.

rllo2

=

abs
4.11 Espectroscopia por ressonancia eletronica paramagnética (EPR)

Medidas de EPR foram realizadas em um espectrometro Bruker EMX Plus. Os
espectros foram adquiridos usando as seguintes configuragdes do instrumento: frequéncia
de micro-ondas de 9,83 GHz; poténcia de micro-ondas de 20 mW,; frequéncia de
modulacéo de 100 kHz; amplitude de modulacéo de 0,5 G; varredura de campo magnético
de 60 G; tempo de varredura de 168 s e temperatura da amostra a 25 °C.

Aliquotas de uma solucdo estoque de 10 mM das porfirinas em DMSO foram
usadas para preparar as amostras para irradiacdo com uma lampada de halogénio de 500
W, emitindo na regido do visivel (470-750 nm). Para evitar o aquecimento da amostra, a
luz foi passada através de um filtro de dgua espesso. As amostras foram preparadas para
um volume de 150 pL (misturas de agua/DMSO) contendo 100 uM da porfirina e 25 mM
de 2,2,6,6-tetra(metil)piperidina (TEMP) ou 75 mM de 5,5-dimetilpirrolina-N-6xido
(DMPO) ou 55 mM de a-fenil-N-terc-butil nitrona (PBN). A armadilha de spin DMPO
foi purificada com carvéo ativado e assim foi inicialmente diluido em agua. Os demais
reagentes foram utilizados sem prévia purificacdo. Para as amostras das porfirinas de Ru"
em DMSO, um minimo de 2% de &gua foi adicionado para a introducdo de DMPO. As
amostras foram irradiadas em tubos de vidro, incluindo as amostras controle sem
porfirina, e aliquotas de 30 uL foram coletadas nos periodos de irradiacdo de 0, 25 e 50
min com tubos capilares. O tubo capilar (1 mm de diametro interno) foi selado usando

uma chama e logo apds a medicdo do EPR foi realizada.
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4.11 Ensaios de interacdo das porfirinas de Ru'' com DNA

4.11.1 Titulacdo espectrofotométrica de absorcéo na regido do UV-vis

Os ensaios de interagdo DNA—porfirina foram realizados por meio de medidas de
espectro de absorcdo UV-vis a temperatura ambiente. A concentracdo de CT-DNA foi
determinada por espectroscopia UV-vis usando 13.200 Mt cm™ como coeficiente de
absortividade molar (por par de bases) em A = 260 nm. A porfirina (1,0 x 10 M) em
solugéo tampdo DMSO(2%)/Tris-HCI (pH 7,4) foi titulada com quantidades crescentes
de CT-DNA (de 0 a 190 uM) com a gama de aquisi¢ao de espectros de absorgdo de 250-
800 nm. As constantes de ligacdo intrinseca (Kp) dos compostos H2RuTPyP e
ZnRuTPyP foram calculadas de acordo com o decaimento da banda de absorcdo Soret

usando a Equacéo 5 através de um grafico de [DNA] / (€a - &f) em fungé@o do [DNA]:

Equacdo 5: Equacédo para determinacdo da constante intrinseca de ligacdo K.

[DNA] = [DNA] + 1
(£a- £9) (zb - =) Kb (g6 - &)

onde [DNA] é a concentracdo de CT-DNA nos pares de bases, €a € 0 coeficiente de
absortividade (Abs/[porfirina]), e &b e & S80 0S coeficientes de absortividade das formas
livre e totalmente ligada, respectivamente. Nas parcelas de [DNA]/(ea - &) em funcgdo do
[DNA] Kb é dado pela razéo entre o coeficiente angular e o coeficiente linear da equacgao

da reta.

4.11.2 Espectroscopia por dicroismo circular com CT-DNA

As analises por dicroismo circular (CD) foram realizadas em um
espectrofotdbmetro Jasco J-815 com o acessério PDF-425S/15 Peltier. Devido a baixa
solubilidade da H2TPyP (tetra-piridil base-livre) na mistura de solugdo tampéo
CH3CN(2%)/Tris-HCI pH 7,4, ndo foi possivel realizar a caracterizacao espectroscopica
para esta molécula. Os ensaios foram realizados utilizando uma cubeta de quartzo de 2,0

mm a temperatura de 37°C na faixa de varredura de 220-520 nm. A solugéo padréo de
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CT-DNA foi titulada com quantidades crescentes de porfirinas H2RUTPyP e
ZnNRuTPyP.

4.11.3 Ensaios de competicéo das porfirinas com EB-DNA, DAPI-DNA e
MG-DNA por espectroscopia de emisséo

Nos testes de competicdo das porfirinas com CT-DNA, a analise emissdo de
fluorescéncia no estado estacionario foi registrada e os derivados foram dissolvidos em
solucéo estoque de DMSO (2,0 x 10 M). Estudos competitivos foram realizados através
da adigdo gradual da solucéo estoque das porfirinas de Ru'' a cubeta de quartzo (caminho
optico de 1,0 cm) contendo brometo de etidio ( EB, 2,0 x 107 M; intercalante), 4', 6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI, 2,0 x 10" M; blogueador de sulco menor) ou verde de
metila (MG, 2,0 x 10" M; blogqueador de sulco maior ) e ct-DNA (2,0 x 10° M) numa
solugéo tampéo Tris-HCI pH 7.,4. A concentragdo de derivados variou de 0 a 10 uM. As
amostras foram excitadas na respectiva faixa de absorcdo dos corantes (EB — Aexc = 510
nm; DAPI - dexc = 360 nm e MG - lexc = 630 nm) e 0s espectros de emissdo foram
registrados na faixa de comprimento de onda apropriada para cada corante, 5 min apos
cada adicdo da solucdo contendo a porfirina, a fim de permitir a incubacéo ocorra. As
constantes de supressdo de Stern-Volmer (Ksv) dos compostos foram calculadas de
acordo com o decaimento das bandas de emissdo do corante-DNA usando a seguinte

Equacdo 6, através de um gréafico de Fo/F versus [DNA],

Equacdo 6: Equacdo para determinacdo das constantes de supressao de Stern-Volmer (Ksv)
Fo = 1 = 1+ Ksv[Q]
F kqto [Q]

Onde Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca da
porfirina, respectivamente. Ksv, kq, To € [Q] representam a constante de supressdo de

Stern-Volmer, constante cinética de supressao, tempo de vida dos adutos EB-DNA (23,0
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x 10 s) 8, DAPI-DNA (2,20 x 10° s) ”°, MG-DNA (2,8 x 10 s) & e a concentrag&o do
supressor, respectivamente. De acordo com a Equacéo 6, as constantes de Stern-Volmer
(Ksv) foram calculadas a partir da inclinagdo da reta e os valores de kq foram obtidos

através da razdo Ksv/to.

4.11.4 Docking molecular das porfirinas com CT-DNA

As analises tedricas por docking molecular foram conduzidas na Universidade
Rural do Rio de Janeiro, sob a supervisdo do Prof. Otdvio A. Chaves. Estruturas
moleculares para H2RUTPyP e ZnRuTPyP foram construidas e minimizadas com a
Teoria Funcional de Densidade (DFT), método Becke-3-Lee Yang Parr (B3LYP) com
base 6-31G *, disponivel no programa Spartan'14 (Wavefunction, Inc., Irvine, CA, EUA).
A estrutura cristalografica do DNA foi obtida a partir do Protein Data Bank, com cédigo
de acesso 1BNA 8. O acoplamento molecular foi realizado com o programa GOLD 5.2
(Cambridge Crystallographic Data Center, Cambrige, Reino Unido) 8, com um raio de
7,0 A na dupla hélice do DNA, e a fungdo de pontuag3o padrio “ChemPLP”. O ndmero
de operagdes genéticas (cruzamento, migragdo, mutagdo) em cada corrida de ancoragem
usada no procedimento de pesquisa foi definido como 100.000. Os atomos de hidrogénio
foram incluidos na estrutura do DNA de acordo com os dados inferidos pelo programa
GOLD 5.2 sobre estados de ionizagao e tautoméricos. Os valores para a melhor posigao

de encaixe para cada ligante — o maior valor de pontuagdo de encaixe — foram gerados

78 HELLER, Dennis P.; GREENSTOCK, Clive L. Fluorescence lifetime analysis of DNA intercalated
ethidium bromide and quenching by free dye. Biophysical chemistry, v. 50, n. 3, p. 305-312, 1994.

79 ESTANDARTE, Ana Katrina et al. The use of DAPI fluorescence lifetime imaging for investigating
chromatin condensation in human chromosomes. Scientific reports, v. 6, p. 31417, 2016.

80 SAHAR, Elhanan; LATT, Samuel A. Energy transfer and binding competition between dyes used to
enhance staining differentiation in metaphase chromosomes. Chromosoma, v. 79, n. 1, p. 1-28, 1980.

81 DREW, Horace R. et al. Structure of a B-DNA dodecamer: conformation and dynamics. Proceedings
of the National Academy of Sciences, v. 78, n. 4, p. 2179-2183, 1981.

82 GOLD, The Cambridge Crystallographic Data Center. CCDC. Disponivel em:
<http://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-discovery/components/gold/>. Acesso em janeiro de 2019.
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com o nivel 1 do sistema PyMOL Molecular Graphics 1.0 (Delano Scientific LLC, Palo
Alto, CA, EUA) &,

4.12 Ensaios de interacéo das porfirinas de Ru'' com albumina humana (HSA)

Para estes experimentos, todos os espectros foram registrados com correcoes de
filtro apropriadas para as amostras. Os espectros de UV-vis para H2RuTPyP e
ZnRUuTPyP (13,2 uM) foram registrados na faixa de 200-700 nm, em solucao tampéo de
PBS a 37 °C. Para medicdes de fluorescéncia em estado estacionario (290-450 nm e Aexc
=280 nm em 23 °C, 30 °C e 37 °C), aliquotas sucessivas de cada derivado de porfirina de
uma solucéo estoque (1,00 mM, em acetonitrila) foram adicionadas a 3,0 mL de solucéo
de HSA (10 uM em PBS), levando a uma concentracao final de porfirina de: 1,7 , 3,3,
5,0, 6,6, 8,3,9,9, 11,5 e 13,2 uM, respectivamente. Os dados de fluorescéncia em estado
estacionario foram analisados no comprimento de onda de méaxima emissdo de
fluorescéncia do HSA (lexc = 340 nm). Todas as temperaturas foram convertidas para a
escala de Kelvin nas equac0es.
Como cada derivado de porfirina mostrou absorcéo significativa nos comprimentos
de onda de excitagcdo e emissdao (280 e 340 nm, respectivamente), a correcdo do filtro
interno foi aplicada aos dados de fluorescéncia no estado estacionario, de acordo com a

Equacéo 7:

Equacéo 7: Equacéo para a corre¢do do filtro interno aplicada aos dados de fluorescéncia no estado
estacionario

F =F X 10[('%x+'%m)/2]
cor 0ons

onde Fcor € Fobs S80 0s valores de intensidade de fluorescéncia corrigidos e observados,
respectivamente. Aex é o valor de absorbancia para o ligante na excitagdo (Aexc. = 280 nm,
g = 109.477 e 81.212 M cm? em solugio PBS para H2RUTPyP e ZnRuTPyP,

respectivamente), e Aem corresponde ao comprimento de onda de emissao (Aexc. = 340

83 CHAVES, Otavio et al. Fluorescence and docking studies of the interaction between human serum
albumin and pheophytin. Molecules, v. 20, n. 10, p. 19526-19539, 2015.
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nm, € = 31.586 ¢ 20.103 Mt cm™, em solugdo de PBS para H2RUTPyP e ZnRuTPYyP,

respectivamente).

4.12.1 Medidas de tempo de vida das porfirinas de Ru'" com albumina
humana (HSA)

Decaimentos de fluorescéncia resolvidos no tempo usando 10 uM de HSA (3,0
mL em PBS) foram medidos na auséncia e na presenca da H.RUTPyP e ZnRuTPyP, na
concentracdo maxima de cada porfirina utilizada nas medi¢des de fluorescéncia em
estado estacionario descrito acima (13,2 pM). Os valores de tempos de vida de
fluorescéncia foram analisados utilizando o espectrofluorimetro modelo FL920 CD da
Edinburgh Instruments, equipado com um laser EPL (Aexc. = 280 £ 10 nm, Aem = 340 nm;
largura de pulso = 850 ps e energia por pulso = 1,8 uW).

4.12.2 Ensaios de competi¢do das porfirinas de Ru'' com as subunidades da
albumina humana (HSA)

Estudos de ligacdo competitiva foram realizados na presenca de trés marcadores
(de forma independente) de subunidades (varfarina, ibuprofeno ou digitoxina) no mesmo
fluorimetro e nas mesmas condi¢des ja descritas para as medidas de fluorescéncia no
estado estacionario. A 3,0 mL de uma solucdo de HSA (10 pM, em PBS) foram
adicionados cada marcador de subunidade na propor¢cdo de HSA:marcador (1:1).
Aliquotas sucessivas de uma solucéo estoque de cada derivado de Ru"-porfirina (1,00 x
107 M, em acetonitrila) foram adicionadas, levando a uma concentracéo final de porfirina
variando de 1,7 a 13,2 uM. A temperatura utilizada neste experimento foi de 37 °C.

4.12.3 Espectroscopia por dicroismo circular com albumina humana (HSA)

Os espectros de dicroismo circular (CD) foram registrados na faixa de 200-260
nm para solucdo de HSA (1,00 uM) na auséncia e na presenca da concentra¢cdo minima e
méaxima de porfirina usada nas medicdes de fluorescéncia em estado estacionario (1,7 e

13,2 uM, respectivamente) a 37 °C.
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4.12.4 Docking molecular com albumina humana (HSA)

A estrutura cristalografica do HSA foi obtida do Banco de Dados de Proteina
(PDB cddigo 1N5U). As estruturas das porfirinas H2RUTPyP e ZnRuTPyP foram
construidas e minimizadas em energia pela Teoria Funcional de Densidade (DFT),
método Becke-3-Lee Yang Parr (B3LYP) com padrdo 6-31G *, disponivel no programa
Spartan'l4 (Wavefunction, Inc.). A ancoragem molecular foi realizada com o programa
GOLD 5.2 (CCDC) previamente descrito.

A fim de avaliar a melhor funcdo de pontuacdo que serd utilizada no docking
molecular (ChemPLP, GoldScore, ChemScore ou ASP), os estudos de re-docking foram
realizados com protoporfirina IX dentro do sitio de ligacdo do HSA (1N5U). O Desvio
Quadratico Médio da Raiz (RMSD) foi obtido para ChemPLP, GoldScore, ChemScore e
ASP foi de 0,747, 1,190, 0,985 e 1,649, respectivamente. Como a fun¢cdo ChemPLP
forneceu o menor valor de RMSD, é uma indicagdo clara de que o ChemPLP ¢é a melhor
funcdo de pontuacédo a ser usada nos estudos de ancoragem molecular. Os nimeros para
a melhor posicéo de encaixe para cada ligante - 0 maior valor de pontuacdo de encaixe -

foram gerados com o programa PyMOL Delano Scientific LLC.
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5. Discussao dos resultados

5.1. Anélise elementar (CHN%bo) e espectrometria de massas de alta resolugdo

De maneira geral, os dados obtidos das analises elementares para 0s compostos
desse trabalho estdo satisfatorios (dentro do erro de 0,5%) e de acordo com a pureza e
férmula molecular proposta (ver parte experimental). Nota-se que as porfirinas
H2RUTPyP e ZnRuTPyP apresentam aguas de hidratacéo.

Com relacdo a espectrometria de massas por ionizacdo em eletrospray, as
porfirinas tetra-rutenadas apresentaram em ambos 0s casos nos espectros de massas picos
caracteristicos do tipo [M — 3Ru(bpy)2ClI]* e [Ru(bpy)2Cl + Na]*. Estes fragmentos sdo
caracteristicos das moléculas, de perdas de complexos de ruténio(ll) durante a ionizacao,
fazendo com que sejam estes 0s mais estaveis. Os espectros de HRMS-ESI(+) estdo

presentes na secdo Anexo desta dissertacao.

5.2 Espectroscopia de absorc¢ao na regidao do UV-vis

De maneira geral, porfirinas tetra-rutenadas apresentam um perfil caracteristico
nos espectros de absorcdo eletronica que consiste num conjunto de bandas na faixa de
290 — 700 nm. A transicdo eletrnica préximo a 296 nm € atribuida a transicdo n—mn*
localizadas nos ligantes bipiridina (bpy) coordenados ao ion ruténio(ll). A transicéo
eletrbnica proxima a 350 nm (ombro) e a banda sobreposta na regido de 500-510 nm
foram atribuidas a uma transigdo de campo ligante e que envolve os orbitais d do Ru' aos
orbitais pr*do ligante bpy (LMCT e MLCT, respectivamente). Observa-se, também, uma
banda de transicdo eletrdnica de grande intensidade em torno de 420 nm, a qual ¢ atribuida
a aromaticidade do anel porfirinico e chamada de banda Soret (ou banda B), visto que
estas conjugacdes promovem transi¢Oes de natureza m—n*.

Apesar de suas semelhancas, nota-se que houve diminui¢des nas bandas Q (de
duas para quatro transi¢cGes observadas) na porfirina ZnRuTPyP. Esta interpretagdo é
consistente com a coordenacdo do ion Zn', onde o fon metalico apresenta uma
configuragdo eletronica de camada completa (d'°), ndo havendo, portanto, variacio de

energia envolvendo as transi¢des do tipo =1 — ©*, ocasionando aumento de simetria local
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de D2n para Dan. Esta discussdo ja é bem concisa na literatura 8 84 Os espectros de
absorcdo na regido do UV-vis podem ser observados na Figura 13 para H2RUTPyP e
ZnRuTPyP, respectivamente e os valores especificos de comprimento de onda referente

a cada maxima da banda de transicéo eletrénica podem ser observados na Tabela 1.

Figura 13: Espectro de absorcdo na regido do UV-vis a) H:RUTPyP e b) ZnRuTPyP. A inser¢do mostra o
comportamento linear da absorbancia em 418 e 504 nm para H2RUTPyP e 430 e 563 nm para ZnRuTPyP
em funcéo da concentragdo utilizados para calcular o coeficiente de absortividade molar.
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84 ARAKI, Koiti; TOMA, Henrique E. Luminescence, spectroelectrochemistry and photoelectrochemical
properties of a tetraruthenated zinc porphyrin. Journal of Photochemistry and Photobiology A:
Chemistry, v. 83, n. 3, p. 245-250, 1994.
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Tabela 1: Transic¢Bes eletronicas das porfirinas estudadas, em nm, observadas em seus respectivos espectros
de absorcao na regido do UV-vis.

£ 10° M*cm? (A/nm)

Transicdo eletrbnica HRuTPyP ZnRuTPyP

T — 7t 1.44 (297) 8.71 (296)
Soret 1.79 (418) 1.02 (430)
MLCT 502* 510*

Qx (0-1) 4.08 (504) 1.32 (563)
Qx (0-0) 3.22 (558) 1.21 (614)
Qy (0-1) 3.19 (586)

Qy (0-0) 2.96 (654)

*Ombro;

5.3 Ensaio de agregacéo em solucdo das porfirinas tetra-rutenadas

Porfirinas com porgdes volumosas de substituintes em uma orientacdo
perpendicular a estrutura do nicleo séo, geralmente, impedidas de interacdo de
empilhamento =, evitando, portanto, a agregacdo em solucdo. Moléculas que tendem a
agregacdo tendem a diminuir sua superficie de contato devido a formacdo dos
aglomerados. Como consequéncia, a capacidade de geracdo de espécies reativas de
oxigénio pode ser menor 8. Com o intuito de avaliar o comportamento em solugéo das
porfirinas tetra-rutenadas H2RuTPyP e ZnRuTPyP, foi realizado um estudo por
espectroscopia na regido do UV-vis em solucdo de DMSO(2%) tamponado com Tris-HCI
pH 7,4 (Figura 14 e 15).

Para ambas as porfirinas contendo Ru", foi possivel observar um aumento linear
sem deslocamento significativo nos espectros de absor¢do em funcdo da variacdo da
concentragdo de 1,0 a 22 uM. Além disso, os espectros ndo exibiram alargamentos das
bandas ou surgimento de novas transicdes. Estas observaces indicam que ndo ha

agregacao destas porfirinas nesta mistura de solventes.

85 AGGARWAL, Lucimara Perpetua Ferreira. Interacfes das porfirinas aquo-solUveis TPPS4 e
TMPyP com. 2005. Tese de Doutorado. Universidade de S&o Paulo.
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Figura 14: Espectro de absorcéo na regido do UV-vis para as titulagdes realizadas na faixa de 1,0 uM —
22,0 pM para H2RuTPyP em solugdo de DMSO(2%)/Tris-HCI pH 7,4. A insercdo mostra o
comportamento linear da absorbéncia em 420 nm em fungéo da concentragéo.
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Figura 15: Espectro de absor¢do na regido do UV-vis para as titulagdes realizadas na faixa de 1,0 uM —
22,0 pM para ZnRuTPyP em solugdo de DMSO(2%)/Tris-HCI pH 7,4. A insercdo mostra o
comportamento linear da absorbancia em 430 nm em funcéo da concentracéo.
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5.4 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Porfirinas apresentam padréo de absorcdo bem complexo e de dificil interpretacdo
na regido do infravermelho. Uma porfirina sem substituintes possui aproximadamente
105 modos vibracionais nesta regido espectral, as quais podem ser associadas a
deformac@es estruturais simeétricas e assimetricas do anel, vibraces de &tomos do
elemento quimico hidrogénio ligados ao carbono (CH) e nitrogénio (NH) e, no caso de
porfirinas com substituintes piridil, distorcdes destes grupos para fora do plano do anel
8, A Tabela 2 mostra os principais estiramentos e deformagdes (cm™) obtidos no espectro
de absorgéo no infravermelho para H2RUTPyP e ZnRuTPyP, respectivamente.

As bandas correspondentes a bipiridina coordenadas ao Ru'!, bem como os grupos
piridil da porfirina, ndo séo visiveis na janela espectral utilizada (4000 — 400 cm?). Desta
forma, é possivel observar o0s estiramentos vc-+ em numeros de onda proximos a 3060
cm. Na faixa de 1600 — 1400 cm™ observa-se bandas de deformagcéo atribuidas a Sc=c e
&c=N. Entre 900 — 700 cm sdo apresentadas as bandas de deformacéo &c w1 (Espectros na

regido do IR estdo em anexo, item 8.1 e 8.2).

Tabela 2: Principais estirametos e deformagdes em nimero de onda (cm™t) para as porfirinas H2RUTPyP e
ZNRuTPyP.

Bandas H2RuTPyP ZnRuTPyP
VC-H 3073 3442
ve=c 1603 1604
dcH 557,763 e841 557,763 e 841
dc=N 1419 1416

5.5 Determinacdo do nimero de fotons absorvidos (nabs)

O primeiro passo para um processo fotodindmico ser eficiente consiste na
absorcéo da radiacéo eletromagnética pelo fotosensibilizador. Sendo assim, € importante
que o PS apresente alto coeficiente de absortividade molar e que seu espectro de absor¢édo
se sobreponha a emissédo da fonte de irradiacéo utilizada no experimento. Este efeito pode

ser quantificado pelo numero de fotons absorvidos. A Figura 16 mostra a intensidade

8 NAUE, Jeferson André. Quimica supramolecular de tetrapiridilporfirinas associadas a complexos
de platina (I1). 2006. Tese de Doutorado. Universidade de S&o Paulo.
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absorvida das porfirinas aqui estudadas e a intensidade de emissdo da lampada usada para
irradiacdo. Para as porfirinas tetra-rutenadas, os valores obtidos para o nimero de fotons
absorvidos foram de 3,0 x 10 s para a porfirina base-livre H.RUTPyP e de 2,4 x 10%

s’ para a metalo-porfirina de zinco(ll) ZNRUTPyP, respectivamente.

Figura 16: Sobreposicdo dos espectros na regido do UV-vis utilizados para determinar o nimero de fétons
absorvidos pelas porfirinas H:RUTPyP e ZnRuTPyP.
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5.6 Fotoestabilidade e geracdo de espécies reativas de oxigénio das porfirinas
H2RuTPyP e ZnRuTPyP

A fotoestabilidade e a capacidade dos compostos de Ru" (H2RuTPyP e
ZnRuTPyP) de gerar espécies reativas de oxigénio (EROs) no processo de foto-oxidacéo
foram determinadas para avaliar seu potencial como um fotossensibilizador. A
fotoestabilidade das porfirinas estudadas foi medida através do decaimento na
absorbancia das bandas correspondentes a banda Soret na faixa visivel (A = intervalo de
400 — 800 nm) apos diferentes tempos de irradiagdo de luz branca a uma taxa de fluéncia
de 50 mW cm (dose de irradiacio de 90 J cm) por 60 min. Conforme observado nos

espectros e graficos abaixo, 0s compostos se apresentaram bastante foto-estaveis durante

©o
2

Lamp intensity W/m
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0 periodo de irradiacdo (60 min; Figura 17 e 18), no entanto, 0 complexo ZnRuTPyP
parece ser mais suscetivel a foto-degradacdo. Este efeito pode ser atribuido a sua maior

capacidade de gerar mais espécies reativas de oxigénio.

Figura 17: Grafico comparativo dos ensaios de foto-estabilidade por espectroscopia na regido UV-vis da
H2RuTPyP em preto e ZnRuTPyP em vermelho. A foto-estabilidade foi monitorada pelo decréscimo da

banda Soret.
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Figura 18: Grafico comparativo dos ensaios de foto-estabilidade por espectroscopia na regido UV-vis da
H2RuTPyP em preto e ZnRuTPyP em vermelho. A foto-estabilidade foi monitorada pelo decréscimo da
banda Soret (continuacéo).
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Para a quantificagdo de geracdo de oxigénio singleto (®a) foi realizado o
experimento de foto-degradacao do &cido urico (AU - supressor de oxigénio singleto). A
titulo de exemplo, a Figura 19a exibe o espectro de absorcdo da H2RUTPyP sobreposta
ao espectro de emissdo de laser verde (A = 532 nm) e as alteragdes dos espectros de
absorcdo de UA devido a geracdo de oxigénio singleto. A Figura 19 evidencia a
degradacdo da UA (transicdo em 293 nm, em cinza) como funcéo de tempo de irradiacdo
para as trés concentracdes de porfirina (1,0 uM, 2,0 UM e 4,0 uM). As constantes de foto-
degradacéo (k) sdo obtidas pela inclinacdo da reta na Figura 18b e expressas na Tabela 3
O aumento do k é proporcional ao aumento da concentracdo da porfirina. Para obter a
eficiéncia da formacao de oxigénio singleto, os valores de k para cada concentragdo de
porfirina sdo observados em fungdo do numero de fétons absorvidos (Figura 16). Este
mesmo procedimento foi realizado para a porfirina ZnRuTPyP e para a porfirina TPP

como padrao (®a = 0,52), e os resultados sdo apresentados na Tabela 3.
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Figura 19: Sobreposicao dos espectros na regido do UV-vis. Em cinza tem-se o espectro da foto-degradacdo
do 4cido Urico na presenca da H2RUTPyP (4 uM). Os gréaficos inseridos correspondem as constantes de
foto-degradacéo o UA para as concentrac@es de 4,0, 2,0 e 1,0 uM da porfirina de H:RuTPyP.
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Tabela 3: Valores de 7, , ®ae N 16 obtidos para H:RUTPyP e ZnRuTPyP, bem como para a porfirina
2
TPP (padréo).

Porfirina Va D4 N, (x10%st)  k(10°s7)
TPP 0,0076 0,52 - 58,0
H,RUTPyP 0,00029 0,02 6,0 39,0
ZnRuTPyP 0,0053 0,36 84,0 21,0

Pode ser observado que, entre as porfirinas de ruténio(ll), a porfirina ZnRuTPyP
produz 14 vezes mais moléculas de oxigénio singleto em comparacdo a porfirina
H2RUTPyP e, portanto, apresenta maior rendimento quantico de geragdo de oxigénio
singleto (®.). Este resultado pode ser justificado pelo efeito do atomo pesado e pela maior
simetria e rigidez desta molécula. A presenca de ions Zn'' no anel porfirinico favorece o
acoplamento spin-orbita, sendo que esta condicdo pode aumentar a taxa de cruzamento
interssistemas e, consequentemente, aumentar o rendimento quéntico da formacgéo de
oxigénio singleto.

Para uma melhor avaliacdo de quais EROs podem estar sendo geradas, alem de
oxigénio singleto, foram também conduzidos experimentos por EPR das porfirinas na
presenca de armadilhas de spins (spin traps). Na Figura 20 os espectros de EPR do spin

trap TEMPO, que é formado pela reacdo do TEMP com o oxigénio singleto gerado
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(Esquema 6), sdo mostrados para uma amostra ndo irradiada contendo porfirina 100 uM
em DMSO com 16% de agua (v/v) e ap0s irradiacdo com luz visivel por periodos de 25
e 50 min. Com a irradiacgéo, a intensidade relativa do sinal aumentou sensivelmente, mas
0 aumento na intensidade foi muito menor em DMPO puro ou em 99% de agua (Figuras
20b e 20e). Nestas condicGes, amostras contendo as porfirinas mostraram um aumento
significativo na formagdo de TEMPO em comparagdo com amostras irradiadas sem
porfirina, no entanto, ndo houve diferencga significativa entre os efeitos das duas porfirinas
estudadas. Para misturas de agua com DMSO houve um aumento pronunciado na
formagédo de TEMPO dependente de 'O, especialmente para a mistura contendo partes
iguais de cada solvente. Neste caso, a porfirina contendo zinco(ll) demonstrou maior

eficiéncia na producdo de oxigénio singleto.

Figura 20: Efeitos das porfirinas ZnRuTPyP (circulos e linhas em azul) e H.RUTPyP (quadrados e linhas
em preto) na formacgdo do aduto TEMP-'O,. (a) Espectro EPR do aduto TEMP apés trés periodos de
iluminacdo com luz visivel (0, 25 e 50 min) em solug@es arejadas contendo porfirinas 100 uM numa mistura
DMSO/agua (16% agua, vol.). (b) Intensidade relativa dos espectros EPR versus periodo de irradiacdo em
DMSO puro e em (c) Agua/DMSO (16%/84%), (d) Agua/DMSO (50%/50%), (e) Agua/DMSO (99%/1%).
(f) Intensidade relativa do sinal versus fragdo de agua no solvente.
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Esquema 6: Representacdo da reacdo entre o reagente TEMP e p oxigénio singleto

TEMPO

Para examinar a producdo de EROs induzida pelas porfirinas tetra-rutenadas
irradiadas por luz visivel, foram utilizados dois reagentes como “armadilhas de spin” e
varias combinacdes de solventes (Figura 21). Em etilenoglicol com 5% de &gua (v/v) foi
observado o aduto do anion superéxido de DMPO (DMPO-0Oy) (Esquema 7). Os
espectros de EPR para este aduto do DMPO em etilenoglicol foram caracterizados como
tendo um tripleto de nitrogénio primario com uma constante de acoplamento hiperfina
(hcfc), an, de 14,0 G, subdividido em dois pares devido as interaces de dois 4&tomos de
hidrogénio com o elétron desemparelhado. no atomo de nitrogénio na molécula de DMPO
(a$=90Gea=12G) ¥,

Nos espectros de EPR da Figura 21 apenas o valor do parametro magnético de aH”
foi ligeiramente diferente (an? = 1,5 G). Para a mistura de solventes DMSO/agua (2%
agua, Figura 21) os parametros mudaram para an = 13,5 G, as? =9,0 Ge aw’' = 1,5 G.
Estes valores de hcfc podem ser o resultado de uma combinacgédo dos adutos de rotacao.
DMPO-Oy (an =12,8 G, a4’ = 10,3 G e a4’ = 1,4 G) e DMPO-OCHjs (an = 13,0 G, anf =
8,3Gean’ =1,9 G) ¥ 0 aduto de spin DMPO-OCHjs é frequentemente observado em
sistemas DMPO/DMSO contendo fotossensibilizadores e ja descrito na literatura . Em
DMSO contendo 16% de &gua (Figura 21) os parametros foram an = 13,3 G, ax® = 10,1
G e an’ = 1,4 G, sugerem uma tendéncia para uma maior formacdo do aduto DMPO-O>

em relacdo ao DMPO-OCHS3. Nenhum sinal do spin trap do DMPO foi observado em

87 CASTELLANOS, Miguel M. et al. ESR-spin trapping study on the sonochemistry of liquids in the
presence of oxygen. Evidence for the superoxide radical anion formation. Ultrasonics sonochemistry, v.
8,n.1,p.17-22, 2001.

88 HRICOVINI, Michal et al. 6-Nitroquinolones in dimethylsulfoxide: Spectroscopic characterization
and photoactivation of molecular oxygen. Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry,
v. 332, p. 112-121, 2017.

89 BARBIERIKOVA, Zuzana et al. Spectroscopic characterization, photoinduced processes and
cytotoxic properties of substituted N-ethyl selenadiazoloquinolones. Journal of Physical Organic
Chemistry, v. 26, n. 7, p. 565-574, 2013.

90 SBARDELLA, Gianluca et al. New 6-nitroquinolones: synthesis and antimicrobial activities. Il
Farmaco, v. 59, n. 6, p. 463-471, 2004.
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agua, provavelmente devido a rapida reacdo de dismutacdo do anion superoxido neste
solvente puro °1. J4 em DMSO e em outros solventes aprdticos, o anion superoxido é
bastante estavel porque a desproporcdo para obter a espécies de perdxido dianion é
altamente desfavoravel *2.

Para a armadilha de spin de PBN (Esquema 8) em DMSO, a mesma mostrou
valores de hcfc de an = 13,9 G e an® = 2,3 G, que podem ser atribuidos a adutos de rotagéo
de PBN do radical hidroxila %,

Em agua com 2% de DMSO (Figura 21) dois conjuntos de parametros de PBN
foram observados, indicando uma distribuicdo da sonda entre dois ambientes com uma
pequena diferenca de polaridade. Isso se deve provavelmente a formacao de agregados
de PBN, com uma fracdo de sonda dissolvida em &gua e outra formando agregados. Os
parametros para o componente mais polar (Figura 21, indicado pelas linhas pretas) foram:
an = 16,4 G, as” = 3,6 G com uma largura de linha pico a pico (ABpp) de 0,9 G e para 0
componente menos polar (indicadas por linhas azuis) foram: ay = 15,1 G, ai® = 3,4 G
com ABpp = 0,6 G. Nestes espectros de EPR também pode ser observado que em &gua a
sonda PBN produziu um par de tripletos com an = 14.6 e a = 13,8 G (indicado por
cruzes na Figura 21), que foram indexadas a formacéo do radical terc-butil-hidronitréxido
[(CH3)sNOH?e) a partir da hidrélise da sonda PBN %, Mais ainda, apos a avaliagio por um
periodo de aproximadamente 5 h, os espectros de EPR mostraram decaimento do

componente mais polar do PBN em meio aquoso (Figura 21).

91 LIU, Guangming; ZHAQO, Jincai; HIDAKA, Hisao. ESR spin-trapping detection of radical
intermediates in the TiO2-assisted photo-oxidation of sulforhodamine B under visible
irradiation. Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry, v. 133, n. 1-2, p. 83-88, 2000.

92 SAWYER, Donald T.; VALENTINE, Joan S. How super is superoxide?. Accounts of Chemical
Research, v. 14, n. 12, p. 393-400, 1981.

93 LIU, Guangming; ZHAO, Jincai; HIDAKA, Hisao. ESR spin-trapping detection of radical
intermediates in the TiO2-assisted photo-oxidation of sulforhodamine B under visible
irradiation. Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry, v. 133, n. 1-2, p. 83-88, 2000.

94 JANZEN, Edward G. et al. On spin trapping hydroxyl and hydroperoxyl radicals. Canadian Journal
of Chemistry, v. 56, n. 17, p. 2237-2242, 1978.



Figura 21: Espectros de EPR das armadilhas de spin DMPO e PBN ap6s iluminacdo com luz visivel (50
min) em solucBes aeradas contendo 100 uM das porfirinas ZnRuTPYyP (linha azul, espectro superior) ou
H2RuTPyP (linha preta). (a) DMPO em etilenoglicol/agua (95/5, v/v), (b) DMPO em DMSO/agua (98/2,
viv), (¢) DMPO em DMSO/agua (84/16, v/v), (d) PBN em DMSO (puro), (¢) PBN em DMSO/agua (99/1,
v/v) e (f) o mesmo que em (e) ap6s 5 h no escuro. A faixa total de varredura do campo magnético em cada
espectro EPR foi de 60 G (eixo X), e a intensidade relativa esta em unidades arbitrarias (eixo Y).
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Esquema 7: Representacdo da reacdo do reagene DMPO com anio superéxido em meio prético
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Esquema 8: Representagdo da reacdo do reagente PBN com radical hidroxila em meio protico
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5.7 Estudos interativos com CT-DNA e DNA plasmidial

5.7.1 Interacdo com CT-DNA via espectroscopia na regido do UV-vis

Através de experimentos de espectroscopia eletrénica na regido do UV-vis é
possivel estimar como estas moléculas podem interagir com DNA. Neste estudo, as
porfirinas de ruténio(ll) H2RUTPyP e ZnRuTPyP foram tituladas com quantidades
crescentes de DNA de timo de bezerro (CT-DNA; de 0 a 190 uM) e os espectros de UV-
vis foram obtidos conforme evidenciado na Figura 22. Na auséncia da molécula de ct-
DNA as porfirinas H2RUTPyP e ZnRuTPyP (linha cheia preta) tiveram maior
absorbancia entre 415 — 435 nm. J& na presenca do CT-DNA ¢é possivel observar a
diminuicdo na intensidade de absorbancia nas bandas de transicao eletronica do espectro
de UV-vis (indicado pelas setas) conforme é aumentada a concentracdo de ct-DNA a
solucdo. Os valores referentes a diminuicdo de intensidade da banda Soret (H%) séo
expressos na Tabela 4. Além disso, se observa pequenos desvios batocromicos (AL) no
espectro de UV-vis para estas porfirinas.

As constantes de ligacéo intrinseca (Kp) foram calculadas e comparadas com os
valores ja estabelecidos na literatura para as mesmas moléculas, previamente descritos
por Araki e colaboradores (Kp = 3,0 x 10° M para H2RUuTPyP e 5,0 x 10° M para
ZnRuTPyP)® e resumidos na Tabela 4. Os valores de Ky obtidos para os complexos
H2RUTPyP e ZnRuTPyP foram 4,69 x 10° M e 6,67 x 10° M, respectivamente, 0s
quais evidenciam que ZnRuTPyP apresentou maior interacdo com o0 DNA. Mais ainda,
através destes dados e das mudancas espectrais podemos dizer que possiveis interacdes
eletrostaticas (estabilizacdo dos fosfatos do DNA pelas cargas positivas das porfirinas) e

via sulco sdo observadas, sendo as mesmas reforcadas por analise de docking molecular.

95ARAKI, Koiti et al. Zinc tetraruthenated porphyrin binding and photoinduced oxidation of calf-thymus
DNA. Journal of inorganic biochemistry, v. 78, n. 4, p. 269-273, 2000..
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Figura 22: Espectros de absorcéo eletrnica na regido UV-vis para as porfirinas H2RUTPyP e ZnRuPyP.
em solucéo de DMSO/Tris-HCI pH 7,4. A insergdo mostra 0 comportamento linear da absorbéancia da banda
Soret em funcéo da [DNA]/(sa — & ) com [DNA] utilizada para obter valores referente a K.
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Tabela 4 Dados espectroscdpicos da interacdo de CT-DNA com as porfirinas por espectroscopia na regido
do UV-vis.

Porfirina H%? Ak (nm)° Kb (M1)¢
H2RuTPyP 41,80 2,0 4,69 x 10°
ZnRuTPyP 50,59 4,0 6,67 x 10°

2Hipocromiscidade da banda Soret — H(%) = (AbSinitia — AbStinat) / (AbSinitial) X 100;
bBatocromismo: AL = Ainitial — Afinal;

¢Constante intrinseca de ligacao;

5.7.2 Investigacao dos modos de interacdo DNA—porfirina por espectroscopia

de absorc¢éo de dicroismo circular

A técnica de dicroismo circular (DC) é muito util para investigar as interagdes na
estrutura do DNA e mede a diferenca na absorcédo da luz polarizada (desvios para sentido

horario e anti-horario) de forma circular e foi realizada neste trabalho para se determinar
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as potenciais alteracdes conformacionais do DNA induzidas pela adicdo das porfirinas
tetra-rutenadas H2RUTPyP e ZnRuTPyP. A Figura 23 mostra o perfil do espectro de DC
do DNA em funcdo do aumento da concentracdo de H2.RUTPyP e ZnRuTPyP, em uma
solucéo aquosa contendo 10% de acetonitrila, 200 uM de ct-DNA e 10 mM de Tris/HCI
pH 7,4. Conforme observado, os espectros exibem uma transicdo negativa na regiao do
UV numa faixa de 240-250 nm e uma transi¢do positiva, também na regido do UV, entre
260-300 nm, as quais sao tipicas de um espectro de DC para a molécula do DNA. Estas
transi¢cOes observadas sdo caracteristicas da helipticidade do DNA na forma B (transi¢édo
negativa) e do empilhamento da base (transicédo positiva).

A adicdo de concentracdes crescentes das porfirinas de Ru'' ao CT-DNA modifica
claramente os espectros de dicroismo circular do DNA na conformagéo B, levando a uma
diminuicdo da intensidade de ambas as bandas, indicando interacdo externa destas
porfirinas com a dupla hélice. As intensidades das transicdes positivas e negativas
diminuiram significativamente (indicado pelas setas verticais em vermelho), e um
pequeno efeito batocromico (indicado pela seta horizontal em vermelho) observado
sugere a interacdo entre os sulcos do DNA e os complexos de Ru'' periféricos
coordenados a porfirina.

Figura 23: Dicroismo circular do ct-DNA na presenca das porfirinas H:RUTPyP e ZnRuTPyP em uma

solucdo aquosa contendo 10% de acetonitrila com 200 uM de ct-DNA em 10 mM de Tris/HCI pH 7,4.
Raz&o entre DNa:porfirina variando de 0 a 0,17.
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5.8 Ensaio de competicdo com intercaladores e bloqueadores de sulco por

espectroscopia de emisséo fluorescente

Com o propo6sito de avaliar a afinidade de ligagdo das porfirinas tetra-rutenadas
H2RUTPyP e ZnRuTPyP com o DNA, realizaram-se ensaios de competicdo por
titulacdo das porfirinas em solucdo contendo brometo de etidio (EB — intercalador), DAPI
(blogueador de sulco menor) e MG (bloqueador de sulco maior), sendo analisados pela

supressao de fluorescéncia em estado estacionario.

5.8.1 Competicdo com Brometo de Etidio (EB)

A interpretacdo das alteracbes observadas nos espectros de emissdo de
fluorescéncia do EB ap0s a intercalacdo ao DNA é frequentemente usada para estudos de
interacdo entre o DNA e derivados porfirinicos %. Os espectros de emissdo de
fluorescéncia em estado estacionario foram monitorados pela adigdo das porfirinas tetra-
rutenadas com concentragdes crescentes adicionadas a uma concentracdo fixa de ct-DNA,
previamente tratada com EB. Conforme observado na Figura 24 o espectro de emissdo
do aduto EB-DNA apresentou forte emissdo em Aem = 643 nm quando excitado a Aexc =
510 nm.

96 LEPECQ, J.-B.; PAOLETTI, C. A fluorescent complex between ethidium bromide and nucleic acids:
physical—chemical characterization. Journal of molecular biology, v. 27, n. 1, p. 87-106, 1967.
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Os espectros de fluorescéncia demonstraram relativa supressédo da intensidade da
emissdo de fluorescéncia do aduto EB-DNA (indicada pela seta vermelha) apés a adicéo
de concentragdes de cada composto (H2RUTPP e ZnRuTPP). O efeito observado nos
espectros pode estar atribuido a competicdo das porfirinas com o corante EB que séo
intercalantes do DNA ., De maneira geral os valores de Ksyv encontrados s&o baixos para
as porfirinas H2RUTPP e ZnRuTPP, na ordem de 10° M. Este fato pode estar atribuido
ao grande volume das porfirinas tetra-rutenadas (estereoquimica).

Os espectros de emissdo fluorescente para 0 EB-DNA e seus valores das
porcentagens de supressdo (Q%), constantes de supressdo de Stern-Volmer (Ksv) e
constante cinética de supressdo (Kq) na presenca de cada porfirina estdo listados na Tabela
5. Ja os valores de kq encontrados para as porfirinas de Ru" sdo da ordem de 10* Mgt
(Tabela 5), sendo maiores que a constante difussional (kaitr ~ 7,40 x 10° Mts?, a 37 °C,
segundo a Teoria de Smoluchowski-Stokes-Einstein) °7, ha um indicativo de que estas
porfirinas podem interagir com o aduto EB-DNA via associagéo no estado fundamental,

provavelmente por mecanismo estatico de supressdo de fluorescéncia %.

Figura 24: Espectros de emissdo fluorescente para o estudo competitivo entre EB e H2RUTPyP e
ZnRuTPyP.
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97 MONTALTI, Marco et al. Handbook of photochemistry. CRC press, 2006.

98 CHAVES, Otavio Augusto et al. Biological interactions of fluorinated chalcones: stimulation of
tyrosinase activity and binding to bovine serum albumin. Journal of Fluorine Chemistry, v. 199, p. 30-
38, 2017.
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5.8.2. Ensaio de competicdo com 4,6-diamidino-2-fenil-indol (DAPI) e com

verde de metila (MG) por espectroscopia de emissao fluorescente

Com o propo6sito de investigar os sitios preferenciais de interacdo das porfirinas
H2RUTPyP e ZnRuTPyP com o DNA, realizaram-se ensaios de competicdo por
titulacdo das porfirinas em solucdo contendo DAPI (sulco menor) e com MG (sulco
maior), em analises individuais para cada tipo de corante. Os espectros de emissdo de
fluorescéncia no estado estacionario foram monitorados pela adi¢&o das porfirinas tetra-
rutenadas com concentracdes crescentes adicionadas a uma concentracéo fixa de ct-DNA,
previamente tratada com os corantes. Tanto DAPI quanto MG sdo marcadores
fluorescentes de DNA e amplamente utilizados como uma sonda fluorescente de sulco
menor e sulco maior, respectivamente %10,

Como observado na Figuras 25 e 26 abaixo, os espectros de emissdo fluorescente
dos adutos DAPI-DNA e MG-DNA apresentam intensa emissao na faixa de 400 a 800
nm (DAPI — hexc = 358 nm € dem = 461 nM; MG — Aexc = 244 nm e Aem = 371 Nnm). Os
espectros de fluorescéncia demonstraram significativa supressdo da intensidade da

emissédo de fluorescéncia dos adutos com o ct-DNA (indicados pelas setas) apos a adi¢ao

99 BIANCARDI, Alessandro et al. An investigation of the photophysical properties of minor groove
bound and intercalated DAPI through quantum-mechanical and spectroscopic tools. Physical Chemistry
Chemical Physics, v. 15, n. 13, p. 4596-4603, 2013.

100 PRIETO, Daniel et al. A fast, low cost, and highly efficient fluorescent DNA labeling method using
methyl green. Histochemistry and cell biology, v. 142, n. 3, p. 335-345, 2014.
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de concentragGes de cada porfirina (H2RUTPP e ZnRuTPP). N&o foram observados
deslocamentos significativos dos picos de maxima intensidade de emissao fluorescente
para os derivados. Os valores para as taxas de supresséo (Q%), constante de supresséo
(Ksv) e constante cinética de supressao de Stern-Volmer (kq) para as porfirinas H2RuTPP
e ZnRUTPP estdo apresentados na Tabela 5. Através dos dados obtidos com os trés
corantes, podemos dizer que a interacdo mais provavel das porfirinas tetra-rutenadas
ocorre via sulco maior (onde o MG interage), que também pode ser evidenciado e

reforcado pela analise de docking molecular.

Figura 25: Espectros de emissdo fluorescente das competicbes entre DAPI e as porfirinas H2RUTPyP e
ZNRuTPyP.
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Figura 26: Espectros de emissdo fluorescente das competi¢fes entre MG e as porfirinas H2RUTPyP e
ZNRUuTPyP.
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Tabela 5: Valores obtidos de Q%, Ksv e kq para 0s ensaios de competi¢cdo com EB, DAPI e MG.

EB-DNA
Porfirina Q%? Ksv (M)P Kq (M1 st)e
H:RuTPyP 38,08 6,44 x 10° 2,80 x 10!
ZnRuTPyP 46,87 8,15 x 10° 3,54 x 101!
DAPI-DNA
Porfirina Q%2 Ksv (M1)P kg (M1 s1)e
H:RuTPyP 42,30 6,26 x 10° 2,84 x 102
ZnRuTPyP 44,00 2,58 x 10° 1,17 x 102
MG-DNA
Porfirina Q%? Ksv (M1)P kg (M1 s2)e
H2RuTPyP 69,23 2,24 x 10* 8,00 x 10%?
ZnRuTPyP 74,95 2,82 x 10* 1,00 x 10*®

aSupressao da emissdo de fluorescéncia — Q(%) = (Qinitiat — Qfinat) / (Qinitiar) X 100;
PConstante de supressdo de Stern-Volmer;

¢Constante cinética de supressdo de Stern-Volmer;

5.9 Docking molecular das porfirinas estudadas com ct-DNA

A anélise por docking molecular fornece previsdo da estrutura do composto-
biomolécula utilizando métodos computacionais. O encaixe pode ser conseguido através
de dois passos inter-relacionados: o primeiro por amostragem de conformacfes do
composto estudado no sitio ativo da biomolécula; depois, classificar essas conformacdes
por meio de algoritmos de amostragem (funcdo de pontuacdo). A fim de fornecer visao
atdmica da capacidade de ligacdo das porfirinas H2RUTPyP e ZnRuTPyP ao DNA,
como também explorar as principais bases nitrogenadas e as forcas moleculares
envolvidas neste processo célculos de docking molecular.

Os resultados do docking molecular para estas moléculas sugeriram que as
porfirinas H2RUTPyP e ZnRuTPyP ndo fazem ligagdo ou intercalagdo do DNA,
possivelmente devido a conformacdo da porfirina (estereoquimica). Este resultado é
bastante semelhante aqueles obtidos para alguns derivados da porfirina substituidas com
grupos naftil, estudados por simulagdo computacional °%. A Figura 27 ilustra a

representacdo da vista superior (top view) e a melhor posicéo frontal de encaixe para cada

101 DA SILVEIRA, Carolina Hahn et al. Synthesis, spectroscopy, electrochemistry and DNA interactive
studies of meso-tetra (1-naphthyl) porphyrin and its metal complexes. Inorganica Chimica Acta, v. 482,
p. 542-553, 2018.
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complexo (front view). Os resultados do docking molecular através da representacao da
vista superior sugere que ambos os derivados podem interagir externamente com as
cadeias de DNA, provavelmente por interacdo eletrostatica, entretanto a porfirina
ZnRuTPyP é mais interna a interacdo quando comparada com a porfirina base-livre
H2RuTPyP, indicando que a presenca dos ions Zn'"' coordenado ao macrociclo porfirinico
pode oferecer uma conformacao mais rigida e mais efetiva da porfirina. Essa pode ser a
razdo pela qual a metalo-porfirina ZnRuTPyP apresentou maior valor experimental de
Ky quando comparada a base-livre (Ky = 6,67 x 10° M),

Na Tabela 6 estdo apresentadas as principais bases nitrogenadas que podem
interagir com cada estrutura da porfirina, bem como a principal forca intermolecular
envolvida nessa interacdo. Os resultados sugerem que cada composto interage com a
nucleobase citosina e timina, contudo, apenas a H2RuTPyP pode interagir com um
residuo de guanina e a ZnRUTPyP para uma adenina. As interacdes de van der Waals
podem ser as principais forcas intermoleculares envolvidas na associagdo DNA-
H2RuUTPyP e DNA-ZnRuUTPyP.

A titulo de exemplo, os anéis aromaticos da 2,2-bipiridina coordenados ao ion Ru"
da porfiirna H2RUTPyP podem interagir através das forgas de van der Waals com DG-
04, desoxirribose-DT-07, fosfato-DT-07, DT-08, DC-09, DC-21 e desoxirribose-DC-21
dentro de uma distancia de 3,80; 3,50; 1,70; 2,80; 3,60; 3,20 e 2,20 A, respectivamente.
Enquanto isso, a porcdo do anel porfirinico da base-livre H2RUTPyP também pode
interagir via forcas de van der Waals com desoxirribose-DT-08, fosfato-DT-08,
desoxirribose-DT-20 e fosfato-DT-20, dentro de uma distancia de 1,80; 2,50; 3,20 e 2,40
A, respectivamente.
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Figura 27: Estudo de modelagem molecular para os derivados porfirinicos. Representacgdo top view e front
view para a interacdo entre DNA-H:RUTPyP (A) e DNA-ZnRuTPyP (B).

(B)




Tabela 6: Principais bases nitrogenadas, bem como a for¢a de interagdo, envolvidas na interacdo DNA-
Porfirinas de Ru".

Porfirina Base nitrogenada Interacdo Distancia (A)
DG-04 van der Waals 3,80
Desoxirribose-DT-07 van der Waals 3,50
Fosfato-DT-07 van der Waals 1,70
DT-08 van der Waals 2,80
Desoxirribose -DT-08 van der Waals 1,80
H2RuTPyP Fosfato-DT-08 van der Waals 2,50
DC-09 van der Waals 3,60
Desoxirribose -DT-20 van der Waals 3,20
Fosfato-DT-20 van der Waals 2,40
DC-21 van der Waals 3,20
Desoxirribose -DC-21 van der Waals 2,20
DA-05 van der Waals 3,40
Desoxirribose -DT-08 van der Waals 1,30
Fosfato-DT-08 van der Waals 1,50
DC-09 van der Waals 2,00
ZnRuTPyP Fosfato-DC-09 van der Waals 3,40
Desoxirribose -DT-20 van der Waals 1,50
Fosfato-DT-20 van der Waals 3,80
DC-21 van der Waals 3,70
Desoxirribose -DC-21 van der Waals 2,90
Fosfato-DC-21 van der Waals 1,70
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5.10. Avaliacdo dos parametros de ligacdo da albumina humana (HSA) com as

porfirinas por espectroscopia de emissao

5.10.1. Medidas de fluorescéncia no estado estacionario

De modo geral, os pardmetros de ligacdo composto-proteina podem ser facilmente

determinados pela técnica de fluorescéncia em estado estacionario através da diminuicao
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da fluorescéncia intrinseca da proteina HSA (residuo de triptofano Trp?'#). Nesse sentido,
a interacdo entre a albumina e cada um dos derivados porfirinicos foi determinada através
da supressdo da fluorescéncia do HSA (residuo fluorescente de Trp?4). A Figura 33
representa a emissdo de fluorescéncia no estado estacionario do HSA (10 uM em solucéo
de PBS) na auséncia e na presenca de sucessivas adi¢cdes de H2RUTPyP e ZnRuTPyP
(variando de 1,7 a 13,2 uM) a 37 °C (310 K). Como era esperado, observa-se que 0 HSA
exibiu uma intensa banda de emisséo de fluorescéncia a 340 nm. As intensidades de
fluorescéncia do HSA diminuiram gradualmente com o aumento da concentracdo das
porfirinas, e um pequeno desvio hipsocrdmico também foi observado (de 340 para 334
nm), sugerindo que esta porfirina base-livre de Ru'" podem estar interagindo com o
residuo Trp?'* e o croméforo de fluorescéncia de HSA é colocado em um ambiente mais
hidrofébico sobre a ligacdo com a porfirina, 0 que pode estar relacionado com
perturbacdes na estrutura da proteina. A mesma tendéncia foi também observada para o
derivado ZnRuTPyP (de 340 a 338 nm).

E conhecido que dois mecanismos diferentes podem ser responsaveis pela
interacdo entre o fluoréforo (neste caso, triptofano) e o supressor: processo dindmico e/ou
estatico. Essas interacGes podem incluir extingdo colisional no mecanismo dinamico e
uma formagéo de um aduto ndo-fluorescente no estado fundamental. Por outro lado, o
modo dindmico e estatico pode ser facilmente distinguido por sua dependéncia da
temperatura e por medi¢cdes de tempos de vida por espectroscopia resolvida no tempo.
Em geral, a analise de Stern-Volmer (Figura 33 para HSA:H:RuTPyP e
HSA:ZnRuTPyP) sdo Gteis na elucidagdo do mecanismo envolvido no processo de
supressdo de fluorescéncia e a constante de Stern-Volmer pode ser obtidas pelas Equacdes
8eQ:

Equacéo 8: Equacéo para obter valores de Ksy

% =1+K,7, [Q]: 1+ Ky [Q]

Equacéo 9: Equacdo para obter valores de kq

Ky =—+ )
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Onde Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia no estado estacionario do HSA
na auséncia e na presenca de cada porfirina, respectivamente. Ksy e kq S80 a constante de
fluorescéncia de Stern-Volmer e a constante cinética de fluorescéncia bimolecular,
respectivamente. Os [Q] e 1o S80 a concentracdo da porfirina e o tempo de vida de
fluorescéncia do HSA na auséncia do supressor (1o = 5,47 x 107°5s) 102,

Além da diminuigdo da intensidade da emisséo fluorescente (indicado pela seta
vertical vermelha), também é possivel observar que ambas as porfirinas (H2RuUTPyP e
ZnRuTPyP) ndo apresentaram intensidade de banda de emissdo fluorescente (linha
tracejada em verde). Isto j& foi observado por Araki e colaboradores em seu estudo de
caracterizagdo de porfirinas meso substituidas, das quais exibiam menores intensidade de
emisséo fluorescente conforme grupos de [Ru(bpy)2CI]* eram adicionado nas periferias
do anel porfirinico ™. Portanto, pode-se dizer que estas porfirinas ndo apresentam emissao
fluorescente em funcdo do efeito do &tomo pesado, como ja foi discutido na secdo dos
estudos fotofisicos.

Na Tabela 7 s&o apresentados os valores de KSV e kq para a interacdo entre HSA
e cada porfirina a 296, 303 e 310 K. Em todos 0s casos o0s valores de KSV diminuem com
0 aumento da temperatura e os valores kq séo cerca de quatro ordens de grandeza maiores
(1013 M-1s-1) do que a constante de fluorescéncia de colisdo difusional (kdif = 7,40 109
M-—1s—1, de acordo com a teoria de Smoluchowski-Stokes-Einstein a 298 K), indicando
que o principal mecanismo de supressdo de fluorescéncia pode ser via processo estatico.
Assim, hd uma associacdo do estado fundamental entre 0 HSA e cada porfirina no estado
fundamental. Por outro lado, em muitos casos, o fluoréforo (triptofano) pode ser extinto
tanto por colisbes como por formacgdo de adutos com o mesmo supressor. O traco
caracteristico do grafico de Stern-Volmer em tais circunstancias é uma curvatura
ascendente, cdncava para o eixo y. Como representado na insercdo da Figura 33, 0s
graficos de Stern-Volmer mostraram uma curvatura ascendente a alta concentracdo de
porfirina de Rull, sugerindo que ha uma combinacdo de mecanismo de fluorescéncia
dindmico e estatico para a interagdo HSA:derivados de porfirina. Provavelmente, o
mecanismo de supressdo dindmica ocorre na maior concentracdo de porfirina. A mesma

tendéncia foi anteriormente relatada para alguns derivados porfirinicos catidnicos e

102 GENTILI, Pier Luigi; ORTICA, Fausto; FAVARO, Gianna. Static and dynamic interaction of a
naturally occurring photochromic molecule with bovine serum albumin studied by UV— visible
absorption and fluorescence spectroscopy. The Journal of Physical Chemistry B, v. 112, n. 51, p.
16793-16801, 2008.
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anibnicos, isto €, meso-tetra(4-carboximetilenoxifenil)porfirina, = meso-tetra(4-

metilpiridil)-porfirina e a meso-tetra(4-sulfofenil)porfirina 1%,

Figura 28: Espectro de emissdo de fluorescéncia da proteina HSA na presenga de H2RuTPyP e
ZnRuTPyP. A insercdo mostra o comportamento linear da razdo da intensidade de fluorescéncia Fo/F
versus [Porfirina], com variacdo da temperatura em K, utilizados para obter valores referentes a Ksy.
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103 LEBEDEVA, Natalya Sh; GUBAREYV, Yury A.; KOIFMAN, Oskar I. The interaction of cationic and
anionic porphyrins with the bovine serum albumin in borate buffer. Journal of Inclusion Phenomena
and Macrocyclic Chemistry, v. 88, n. 3-4, p. 191-198, 2017.
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A avaliacdo da constante de ligacdo entre HSA e uma porfirina € um parametro
importante para entender a biodisponibilidade destas moléculas. Se a afinidade de ligagdo
é baixa, 0 passo inicial de farmacocinética (absorcao de droga) ndo é viavel. No caso de
afinidade de ligacdo moderada de substancias bioativas a HSA, a absorc¢éo e distribuicédo
de compostos para varios tecidos sdo viaveis. Finalmente, quando a afinidade de ligacdo
for elevada, a absorcdo de derivados € viavel, mas sua distribuicdo nos tecidos sera
limitada devido a estabilidade do complexo, o que por sua vez afeta a farmacocinética da
molécula. A equacéo de Stern-Volmer modificada (equacao 10) pode ser usada para obter

informagdes sobre a constante de ligacio entre HSA e as porfirinas de Ru'".

Equacdo 10: Equacdo de Stern-Volmer modificada

FRo_ 1 .1
F- F fK[Q f

Onde Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia no estado estacionario do HSA
na auséncia e presenca de cada porfirina, respectivamente. K, f ¢ [Q] sao a constante de
ligacdo de Stern-Volmer modificada; a fracéo da fluorescéncia inicial que é acessivel ao
supressor (f =~ 1,00) e a concentracdo da porfirina, respectivamente.

Na Figura 34 séo apresentados os graficos de Stern-Volmer modificados para a
interacdo HSA:H2RUTPyP e HSA:ZnRuTPyP. Os valores de K, para cada porfirina séo
observados na ordem de 10° M, indicando uma interacio moderada (Tabela 7) %4, A
presenca do fon Zn'! na porfirina causou uma diminuic&o no valor da constante de ligago,
porém esta diminuicdo ndo afetou significativamente a capacidade de ligagcdo. Assim, a
analise de Stern-Volmer modificada indicou que as porfirinas H2RUTPyP e ZnRuTPyP
podem ser eficientemente transportadas e bio-distribuidas pela albumina sérica na
corrente sanguinea humana.

A forca de interagdo entre porfirinas e biomoléculas pode incluir interacGes
eletrostaticas, multiplas ligacdes de hidrogénio, interacdes fracas de van der Waals e
interacOes hidrofobicas, que podem ser avaliadas usando os sinais e magnitudes de
parametros termodinamicos, como mudanga de entalpia (AH®) e mudanca de entropia

(AS®). Estes parametros termodindmicos podem ser obtidos empregando a equagao de

104 SUN, Jing et al. Ruthenium (I1) complexes interact with human serum albumin and induce apoptosis
of tumor cells. Biological trace element research, v. 163, n. 1-2, p. 266-274, 2015.
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Van't Hoff e destes valores a variagcao de energia livre de Gibbs (AG®) pode ser obtida
empregando as EquagBes 11 e 12, onde o termo o termo -AH%/R é o coeficiente angular e
o termo AS%/R € o coeficiente angular:

Equacdo 11: Equagdo modificada de Van't Hoff

AH? AS°
+
RT R

InK, =—

Equacédo 12: Equagdo da variacdo de energia livre de Gibbs (AG®)

AG® = AH? —TAS®

Onde AH®, AS° e AG® sdo a entalpia, a entropia e a energia livre de Gibbs,
respectivamente; R é a constante dos gases (R = 8,314 J mol™* K1); T a temperatura em
Kelvin (296, 303 e 310 K) e K, a constante de ligacdo de Stern-Volmer modificada. A
insercdo na Figura 34 mostra o grafico de Van't Hoff para a interacdo HSA:H2RuTPyP
e HSA:ZnRuTPyP. Na Tabela 7 sdo apresentados os parametros termodinamicos para
cada porfirina. A ligacdo da porfirina base-livre H2RUTPyP ao HSA € entropicamente
dirigida (TAS = 22,11 Kj mol™?a 303 K, ou seja, o termo TAS contribui para a diminuigao
da AG), enquanto a ligacdo da metalo-porfirina ZNnRuTPyP ao HSA ¢ entalpicamente
dirigida (AH = -26,34 Kj mola 303 K, ou seja, o termo AH contribui para a diminui¢io
da AG) (ver Tabela 7). Estes valores corroboram com os obtidos no estudo de modelagem
molecular para os derivados porfirinicos ligados ao HSA, onde as interacGes de van der
Walls desempenham um papel importante no processo de ligacdo para a porfirina
ZnRUTPyP (Tabela 11). Além disso, os valores de AH®° <0 e AS° > 0 também indicam
que as interacOes eletrostaticas desempenharam um papel importante no processo de
ligagdo. Adicionalmente, AS° > 0 também pode estar relacionado aos efeitos hidrofobicos
(dessolvatacdo) da estrutura da cavidade proteica e da porfirina na ligagéo.

Figura 29: Gréafico modificado utilizado para obtencdo dos valores de Ksy, com a variagdo da temperatura,
para HSA-Porfirinas de Ru'".
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Tabela 7: Pardametros de ligacdo (Ksv, Kq, Ka; AH®, AS® and AG®) para HSA com as porfirinas de Ru" a
296, 303 e 310 K.

Porfirina T Ksv(x 10%) Kq (x 10%%) Ka (x 10%) AH® AS° AG°
(K) MY (MLs?) (MY (kImol?h) (kI molt K?) (kJ mol?)

296 4,77 8,72 1,70 -29,7

H:RuTPyP 303 4,45 8,14 1,60 -8,06 0,073 -30,2

310 4,34 7,93 1,47 -30,7

296 2,39 4,37 1,48 -29,3

ZnRuTPyP 303 2,22 4,06 1,13 -26,34 0,010 -29,4

310 2,14 3,91 0,91 -29,5
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5.11. Medidas dos tempos de vida de fluorescéncia na presenca do HSA

Um método util para identificar o mecanismo principal de supressdo de
fluorescéncia é a espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo. Se houver néo-
variancia do tempo de vida da proteina (t) na presenga de cada um dos derivados de Ru"
é uma indicacdo clara do mecanismo de supressdo de fluorescéncia via mecanismo de
natureza estatica, enquanto que uma diminuig¢ao significativa em t revela a ocorréncia de
processo de supressdo dindmica 1%, Parametros de fluorescéncia resolvidos no tempo para
a interacdo dos adutos HSA: Ru'!-porfirina (Aexc. = 280 nm) estdo representados na Tabela
8. O HSA apresentou dois tempos de vida de fluorescéncia (t1 = 1,50 e 12 = 5,47 ns),
sendo que o segundo apresentou a maior porcentagem relativa (81,1%), estando em boa
concordancia com a literatura 1%, Uma vez que na auséncia e na presenca de cada
porfirina na solucdo de HSA néo se alterou significativamente os valores do tempo de
vida - os valores de T sdo os mesmos dentro do erro experimental, e. T= 5,47 ¢ 5,38 ns
para HSA (sem porfirina) e para o aduto HSA:H2RuTPyP, respectivamente — sendo isso
uma indicacao de que ha uma predominancia do processo estatico quando comparado ao

mecanismo de supressdo dinamica de fluorescéncia 1°’.

Tabela 8: Parametros de tempos de vida de fluorescéncia resolvida no tempo para a formacéo dos adutos
HSA:porfirina em Aexc. = 280 nm. [HSA] = 10 uM and [H2RuTPyP] = [ZnRuTPyP] = 13.2 uM em
solucdo tampéo de PBS (pH 7.4).

71(ns) % 72(ns) % Vi
HSA 1.50 18.9 5.47 81.1 1.035
HSA:H:RuTPyP 1.44 17.3 5.38 82.7 1.123
HSA:ZnRuTPyP 142 17.0 5.33 83.0 0.998

105 MOLINA-BOLIVAR, J. A. et al. Simultaneous presence of dynamic and sphere action component in
the fluorescence quenching of human serum albumin by diphthaloylmaslinic acid. Journal of
Luminescence, v. 178, p. 259-266, 2016.

106 GALECKI, Krystian et al. Experimental and theoretical investigation of bezafibrate binding to serum
albumins. Journal of Luminescence, v. 177, p. 235-241, 2016.

107 SOUSA-PEREIRA, Danilo et al. Synthesis and biological evaluation of N-aryl-2-phenyl-
hydrazinecarbothioamides: Experimental and theoretical analysis on tyrosinase inhibition and interaction
with HSA. Bioorganic chemistry, v. 81, p. 79-87, 2018.
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5.12. Investigacéo de competicdo nas subunidades da albumina HSA

Como descrito anteriormente por Sudlow e colaboradores 1%, ha dois principais
locais de ligacdo na estrutura do HSA: as subunidades | e Il de Sudlow, que estdo
localizadas no subdominio 1A e IlIA, respectivamente (ver na Figura 9). O primeiro
apresenta alta afinidade pela varfarina, acenocumarina e fenilbutazona, enquanto que o
ultimo apresenta alta afinidade pelo ibuprofeno, flurbiprofeno e acido flufenamico 1%,
Por outro lado, 0 mesmo relatou que a estrutura do HSA também apresenta um local de
ligacdo externo para 0s compostos que possuem um elevado volume estérico, tais como
a digitoxina e a protoporfirina IX (local 11, localizado no subdominio 1B) 110111,

Com o objetivo de avaliar o principal sitio de ligacdo com as porfirinas
H2RUTPyP e ZnRuTPyP em relagéo a estrutura do HSA, foram realizados estudos de
ligacdo competitiva na presenca de varfarina, ibuprofeno e digitoxina a 310 K. As
constantes de Stern-Volmer modificadas na presenca de cada marcador de subunidade
séo apresentadas na Figura 35 e a Tabela 9 mostra os valores de K; para cada caso.

108 SOUSA-PEREIRA, Danilo et al. Synthesis and biological evaluation of N-aryl-2-phenyl-
hydrazinecarbothioamides: Experimental and theoretical analysis on tyrosinase inhibition and interaction
with HSA. Bioorganic chemistry, v. 81, p. 79-87, 2018.

109 SUDLOW, G. D. J. B.; BIRKETT, D. J.; WADE, D. N. Further characterization of specific drug
binding sites on human serum albumin. Molecular pharmacology, v. 12, n. 6, p. 1052-1061, 1976.

110 LOPES, Natalia Drumond et al. Novel piperonal 1, 3, 4-thiadiazolium-2-phenylamines mesoionic
derivatives: Synthesis, tyrosinase inhibition evaluation and HSA binding study. International journal of
biological macromolecules, v. 112, p. 1062-1072, 2018.

111 CHAVES, Otavio Augusto et al. Investigation of interaction between human plasmatic albumin and
potential fluorinated anti-trypanosomal drugs. Journal of Fluorine Chemistry, v. 199, p. 103-112, 2017.



Figura 30: Graficos de Stern-Volmer modificados para a interagdo HSA:H2RUTPyP (A) e
HSA:ZnRuTPyP (B) na presenga de varfarina, ibuprofeno e digitoxina a 310 K. [HSA] = [varfarina] =
[ibuprofeno] = [digitoxina] = 10 pM e [H2RuTPyP] = [ZnRuTPyP] = 1,7, 3,3, 5,0, 6,6, 8,3, 9,9, 11,5 e
13,2 uM.
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Comparando o valor de Ka na auséncia e na presenca de varfarina ou ibuprofeno
em 310 K, ha um aumento no valor de ligacdo, o0 que sugere um possivel efeito alostérico
positivo. Foi descrito que o HSA pode sofrer efeito alostérico na presenca de alguns

marcadores de localizagdo, assim como as nanoparticulas podem afetar alostericamente a
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capacidade do HSA de se ligar, por exemplo, a &cidos graxos, tiroxina e metais **2. Por
outro lado, os valores de Ka diminuiram na presenca de digitoxina para HSA:H2RuTPyP
(13,6%) e HSA:ZnRuTPyP (11,0%), indicando a subunidade 111 como o principal local
de ligacéo para cada porfirina em estudo **3, Como a estrutura das porfirinas H2RUuTPyP
e ZnRuTPyP apresenta alto volume estérico, era esperado que essas porfirinas se
ligassem a um pocket de proteinas mais exposta a0 meio aquoso. Na literatura por
exemplo, os resultados cristalograficos mostraram a subunidade 111 como o principal local

de ligagdo da protoporfirina IX 4,

Tabela 9: Valores modificados de Stern-Volmer (K,) para os adutos de HSA:Ru'"'-porfirina na auséncia e
na presenca de trés marcadores de local (varfarina, ibuprofeno e digitoxina) a pH 7,4 e 310 K.

Kax 105 (M) Kax 10° (M%) Kax 105 (M1) Kax 105 (M)

Sem marcador Varfarina Ibuprofeno Digitoxina
H2RuTPyP 147 2.06 1.74 1.27
ZnRuTPyP 0.91 1.80 2.10 0.81

5.13. Analise da perturbacéo da estrutura da proteina HSA por espectroscopia de

dicroismo circular

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) € uma técnica til para averiguar a
possivel influéncia do processo de interacdo na estrutura secundaria das proteinas. O HSA
apresenta duas bandas negativas na regido do ultravioleta, que sdo caracteristicas da
estrutura a-helicoidal: 208 (transi¢io m — 7 *) e 222 nm (transicio n — © *) 1° As
medicdes de CD realizadas na presenca de concentracdo minima e maxima da porfirina

base-livre H2RUTPYP utilizada nas mediges de fluorescéncia no estado estacionario

112 SHAO, Qing; HALL, Carol K. Allosteric effects of gold nanoparticles on human serum
albumin. Nanoscale, v. 9, n. 1, p. 380-390, 2017.

113 NOCTOR, Terence AG; WAINER, Irving W.; HAGE, David S. Allosteric and competitive
displacement of drugs from human serum albumin by octanoic acid, as revealed by high-performance
liquid affinity chromatography, on a human serum albumin-based stationary phase. Journal of
Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, v. 577, n. 2, p. 305-315, 1992.

114 CHAVES, Otavio Augusto et al. Synthesis, tyrosinase inhibition and transportation behavior of novel
B-enamino thiosemicarbazide derivatives by human serum albumin. Journal of Molecular Liquids, v.
254, p. 280-290, 2018.

115 VARLAN, Aurica; HILLEBRAND, Mihaela. Bovine and human serum albumin interactions with 3-
carboxyphenoxathiin studied by fluorescence and circular dichroism spectroscopy. Molecules, v. 15, n. 6,
p. 3905-3919, 2010.
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mostraram que a ligacao deste derivado de porfirina ao HSA causou uma diminuicéo da
elipticidade em ambas as transi¢des (Figura 36). Assim, a porfirina H2RUTPyP pode
perturbar a estrutura secundaria do HSA 1, A mesma tendéncia foi observada para o
aduto HSA:ZnRuTPyP, que contém o ion metalico central Zn" (Figura 3). Para obter
valores quantitativos na perturbacgéo da estrutura da proteina, os resultados de CD foram
expressos em termos de elipticidade média do residuo (MRE) em deg cm? dmol™, de

acordo com a Equagéo 13:

Equacdo 13: Equacdo utilizada para obter valores quantitativos na perturbacéo da estrutura da proteina

E-_ 0
(ao.n.1.C.)
onde 6 é a elipticidade observada (mdeg); n é o nimero de residuos de aminoacidos (585

aHSA) 17, 1 é o caminho 6ptico da cubeta (1,0 cm) e Cp é a concentracio molar do HSA
(1,00 uM). A perda da estrutura a-helicoidal da proteina devido a ligacao do ligante foi
calculada como contetido do HSA livre e combinada dos valores de MRE a 208 e 222

nm, usando as equacdes abaixo 14 e 15:

Equacdo 14: Equacdo para calcular a perda da estrutura a-helicoidal da proteina

(- MRE,, - 4000)

_helix%% =
=Nl = ~(33000- 4000)

x 100

Equacdo 15: Equagdo para calcular a perda da estrutura a-helicoidal da proteina

(- MRE,,, - 2340)

a-helixoo = 30300

x 100

onde MRE2s € MRE22, sd0 as elipticidades residuais molares significativos (deg cm?
dmol?) a 208 e 222 nm, respectivamente. A Tabela 10 representa os resultados
quantitativos de CD para os adutos HSA:Ru"-porfirina. O teor de hélice a da estrutura

secundaria de HSA na auséncia e na presenca de cada derivado de Ru' mudou

116 LAKOWICZ, Joseph R. et al. Plasmon-controlled fluorescence: a new paradigm in fluorescence
spectroscopy. Analyst, v. 133, n. 10, p. 1308-1346, 2008.

17 WARDELL, Mark et al. The atomic structure of human methemalbumin at 1.9 A. Biochemical and
biophysical research communications, v. 291, n. 4, p. 813-819, 2002.



Pa’gina95

significativamente na concentracdo maxima de composto, de 53,5 a 44,9% a 208 nm e de
52,9 a 47,6% a 222 nm para o aduto HSA:H2RuTPyP. Estes célculos quantitativos sdo
uma confirmacéo adicional de que a formacio do aduto HSA:Ru'-porfirina ocorre com
perturbacéo significativa na estrutura secundaria da proteina 8. A presenca do ion Zn"
no macrociclo porfirinico, causou uma perturbacdo mais significativa na estrutura
secundéria da albumina, com uma variagdo méaxima na elipticidade da proteina de cerca
de 15,2% a 208 nm, em comparagdo com 8,60% a 208 nm para a porfirina base-livre
H2RuTPyP. A mesma tendéncia foi previamente reportada para alguns complexos de

Ru'"-polipiridil coordenados a porfirinas *°.

Figura 31: Espectro de CD para 0 HSA na auséncia e na presenca das porfirinas H2RUTPyP e ZnRuTPyP
apH7,4e310 K. [HSA] = 1,00 puM e [H2RuTPyP] = [ZnRuTPyP] = 1,7 e 13,2 uM.

o
1

X}
o
1

1

B

o
1

-80 4

Ellipticity (mdeg)
&
o

-100 - —a— HSA _
—o— HSA:4-RuTPyP (1.7 uM)
120 —A— HSA:4-RuTPyP (13.2 pM)

—
200 210 220 230 240 250 260
Wavelength (nm)

118 TAYYAB, Saad et al. Binding of an anticancer drug, axitinib to human serum albumin: Fluorescence
quenching and molecular docking study. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, v.
162, p. 386-394, 2016.

119 MILLER, J. N. Photoluminescence and chemiluminescence methods of drug analysis. Journal of
pharmaceutical and biomedical analysis, v. 1, n. 4, p. 525-535, 1983.
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Tabela 10: Porcentagem quantitativa da a-hélice para os adutos HSA:Ru'"-porfirina a 208 e 222 nm.
[HSA] = 1,00 uM e [H2RUTPYP] = [ZNnRUTPYP] = 1,7 ¢ 13,2 uM a 310 K.

a-hélice % livre HSA:Ru"-porfirina HSA:Ru"-porfirina
a-hélice % (1.7 uM) a-hélice % (13.2 uM)
208 nm 222 nm 208 nm 222 nm 208 nm 222 nm
H:RuTPyP 53.5 52.9 51.6 51.8 449 47.6
ZnRuTPyP 56.4 55.3 53.6 53.6 41.2 49.9

5.14 Docking molecular das porfirinas com HSA

Caélculos tedricos através da abordagem de docking molecular sdo amplamente
utilizados para modelar a interacdo entre uma molécula-alvo e uma macromolécula. Ele
fornece informagbes importantes que podem aumentar a discussdo dos resultados
experimentais em um nivel molecular. Assim, para analisar as principais interacdes
intermoleculares entre cada composto estudado e os residuos de aminoacidos presentes
na cavidade de interagdo localizada na subunidade 111, calculos de docking molecular
foram realizados nesta dissertacéo.

A Figura 37 mostra a superposicdo da melhor posicéo para cada porfirina de Ru'
na subunidade I11. A base-livre H:RUTPYP e o respectivo complexo de Zn' ZnRuTPyP
estdo interagindo internamente nesta estrutura de proteinas, como esperado devido a
influéncia de seus grupos substituintes localizados nas posi¢cbes meso. O fluoréforo

interno da estrutura de HSA (residuo de Trp?#) que é representado como esfera na Figura
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37, estd proximo de cada porfirina, sugerindo a elevada possibilidade de suprimir a sua
fluorescéncia. Os resultados de acoplamento molecular sugeriram interagdes
eletrostaticas e hidrofébicas como as principais forcas de ligagdo envolvidas na interacéo
entre HSA e cada derivado de porfirina de Ru'' (Tabela 11). Além disso, os célculos
tedricos também sugeriram a presenca da interacdo de van der Waals apenas para as
amostras que contém o ion Zn'" no ndcleo da porfirina. A Figura 37 mostra o melhor
resultado de encaixe para HSA:H2RUTPyP e ZnRuTPyP.

Como exemplo, para a porfirina base-livre H2RUTPyP, o grupo guanidinio nos
residuos de aminoacido Arg*'®, Arg*® e Arg'®® interagem através de forcas eletrostaticas
com a estrutura de porfirina a uma distancia de 3,40, 3,70 e 2,30 A, respectivamente. Por
outro lado, um dos anéis aromaticos da 2,2'-bipiridina coordenado com complexos de
ruténio(11) coordenados a porfirina podem interagir com o residuo de aminoacido His!%
via empilhamento m-m, a uma distancia de 3,20. Finalmente, intera¢des hidrofobicas
foram também detectadas entre a estrutura de H2RUTPYP com os residuos Leu!'4, Prot!’,

e Leu®3, Phe®®* Leul’® e Leu®®.

Figura 32: Estudo de modelagem molecular para os derivados porfirinicos. Sendo (A) para ZnRuTPyP e
(B) para H2RuTPyP.
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(B)

4-RuTPyP

Arg-113) A
/./ P9 R Ceu-114
J. 25 le-141
LY
/./ U ‘ . {Leu-153
Arg- 196 His-145

9

Tabela 11: Residuos de amino 4cidos que participam da interacdo HSA-Porfirina na subunidade 111

Porfirina Residuo de amino Interacdo Distancia (A)
acido
Arg-113 Eletrostatica 3,40
Leu-114 Hidrofobica 3,20
Arg-116 Eletrostatica 3,70
Pro-117 Hidrofobica 3,60
H:RUTPYP Ilfe—141 Hidrofét_)ica 3,00
His-145 n-Stacking 3,20
Leu-153 Hidrofébica 2,80
Phe-164 Hidrofobica 3,00
Leu-178 Hidrofoébica 1,30
Leu-181 Hidrofobica 2,30
Arg-196 Eletrostatica 2,30
Asn-108 van der Waals 1,40
Arg-113 Eletrostatica 2.60
Leu-114 Hidrofébica 3.00
Met-122 Hidrofébica 2.90
Phe-133 Hidrofoébica 3.30
ZnRuTPyP .
Tyr-137 n-Stacking 4.00
His-145 t-Stacking 3.80




Pa’gina99

Phe-156
Phe-164
Leu-178
Arg-185

Hidrofobica
Hidrofobica
Hidrofobica
Eletrostatica

4.00
2.50
1.20
3.80
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6 Consideracdes Finais.

Ambas as porfirinas se mostraram resistentes a degradacdo quando expostas a
radiacdo eletromagnética, como também ndo apresentaram variacGes espectrais nos
ensaios de agregacao. Além disso, seus perfis espectrais ndo se sobrepuseram ao perfil
espectral da lampada de halogénio, como também foram capazes de absorver radiacdo
eletromagnética (efeito observado e quantificado pelo experimento de determinacgéo de
fétons absorvidos). Outras propriedades fotofisicas avaliadas (eficiéncia e rendimento
quantico da geracao de oxigénio singleto) deram indicativos de geracdo de EROs, as quais
estdo associadas a danos oxidativos ao DNA. Estes dados obtidos para as porfirinas
denotaram que ambas sdo interessantes para serem utilizadas como PS na PDT.

Os valores obtidos por Ky foram consistentes com os da literatura, sendo maiores
para a ZnRuTPyP, e o estudo de interacdo com as biomoléulas mostram que as porfirinas
tém preferéncia por interagir pelo sulco maior do DNA e pela subunidade I11 do HSA. Os
parametros termodinamicos indicam que a interacdo HSA:H2RuTPyP ¢é entalpicamente
dirigida, enquanto a interagdo HSA:ZnRuTPyP é entropicamente dirigida.

Todos esses dados déo indicios de que estas porfirinas sdo 6timas candidatas para
estudos in vitro para diferentes linhagens de células, pois apresentam forte interacdo com
0 DNA e moderada interacdo com HSA, possibilitando estudos investigativos de

farmacocinética, como também de citotoxicidade e seletividade.
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7 Perspectivas futuras

De modo a dar continuidade aos estudos, poderdo ser realizadas pesquisas futuras
envolvendo o mecanismo hidrolitico de clivagem do DNA em colaboragdo com outro
nucleo de pesquisa da UFSM. Também ha a possibilidade de avaliar outros centros
metalicos diferentes do ion de Zn'". Além disso, as atividades fotodindmicas, bem como
a interacdo com biomoléculas das porfirinas estudadas neste trabalho mostraram-se
promissoras e as credenciam para estudos envolvendo micro-organismos e diferentes

tipos de células tumorais.



ANexos



Pa’gina105

8 Anexos

8.1 Espectro na regido do Infravermelho para H2RuTPyP.
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8.2 Espectro na regido do Infravermelho para ZnRuTPyP.
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8.3 Espectro de massas para H2RuTPyP.
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8.4 Espectro de massas para ZnRuTPyP.
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8.5 Espectro de massas para H2RuTPyP.
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8.6 Espectro de massas para ZnRuTPyP.
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